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Allmén information Aptima®

Allman information

Avsedd anvandning

Aptima® HBV Quant Assay &r en in vitro-nukleinsyraamplifieringsanalys for kvantifiering
av hepatit B-virus (HBV) DNA i human plasma och serum med det helautomatiska
Panther™-systemet.

Plasma kan beredas i etylendiamintetraattiksyra (EDTA), ACD-I6sning och plasmaberedningsror
(PPT-enheter). Serum kan prepareras i serumrdr och serumseparationsrér (SST-enheter).
Prover analyseras med hjalp av det helautomatiserade Panther-systemet for provbehandling,
amplifiering och kvantifiering. Prover som innehaller HBV-genotyperna A, B, C, D, E, F, G och H
valideras for kvantifiering i analysen.

Aptima HBV Quant Assay ar avsedd att anvandas som ett hjalpmedel i vard av patienter
med kroniska HBV-infektioner som genomgar antiviral lakemedelsbehandling mot HBV.
Metoden kan anvandas for att mata HBV DNA-nivaer vid baslinjen och under behandling i
syfte att faststalla det virologiska svaret pa behandlingen. Resultaten fran Aptima HBV Quant
Assay maste tolkas inom ramen for alla relevanta kliniska och laboratoriebaserade resultat.

Aptima HBV Quant Assay ar inte avsedd att anvandas som ett screeningtest for forekomst
av HBV DNA i blod eller blodprodukter eller som en diagnostisk analys for att bekrafta
forekomsten av HBV-infektion.

Sammanfattning och forklaring av testet

Hepatit B-virus, ett av flera virus som ar kanda for att orsaka hepatit, har utpekats som orsak
till livslang HBV-infektion, skrumplever, levercancer, leversvikt och eventuella dodliga foljder
darav. Varldshalsoorganisationen (WHO) pekar ut HBV som en av varldens vanligaste
smittsamma sjukdomar. Férekomsten av HBV-infektioner och dverféringsmetoden uppvisar
stor variation vérlden éver. Ar 2019 levde uppskattningsvis 296 miljoner manniskor med
kronisk HBV-infektion." HBV-infektion leder till 6kad risk for leverdekompensation, cirros och
hepatocellulart karcinom (HCC) med en dddlighet pa 0,5-1,2 miljoner dédsfall och 5-10 % av
fallen av levertransplantation i varlden varje ar.?* Utan lamplig behandling, ingripande och
Overvakning efter diagnos ar den kumulativa femariga incidensen for cirros 8—20 %.

Nar skrumplever val har utvecklats ar den arliga risken fér hepatocellulart karcinom 2-5 %.*

HBV innehaller ett cirkulart, delvis dubbelstrangat DNA-genom med ungefar 3 200 baspar
som kodar fyra delvis dverlappande 6ppna lasramar (OCR) som uttrycker polymeras-, yt-,
precore-/karn- och X-proteiner. Polymeras-OCR-enheten éverlappar de tre andra OCR-
enheterna och kodar ett centralt virusreplikationsprotein, polymeras. OCR pa ytan uttrycker
tre proteiner som ar viktiga for virusets morfogenes, dess intrdde i hepatocyter samt for att
framkalla vardens immunsvar.® Det finns atta HBV-genotyper (A—H) och dessa forekommer
vanligtvis pa olika geografiska platser.

Pa grund av den dynamiska karaktaren hos kronisk hepatit B-infektion ar det viktigt att
kontinuerligt 6vervaka HBV DNA- och alaninaminotransferasnivaerna (ALT).° For majoriteten
av HBV-infekterade personer som genomgar antiviral behandling ar malet att undertrycka
HBV DNA. Kvantitativa nukleinsyraanalyser med ett brett linjart intervall ar effektiva verktyg
for att dvervaka HBV-DNA-viralbelastningen under behandlingen.
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Metodprinciper

Aptima HBV Quant Assay ar en in vitro-nukleinsyraamplifieringsanalys som anvander
transkriptionsmedierad amplifieringsanalysteknik (TMA) i realtid i Panther-systemet for att
berakna HBV DNA — genotyperna A, B, C, D, E, F, G och H. Aptima HBV Quant Assay ar
inriktad pa tva val konserverade omraden i polymeras och ytgener (fér 6kad tolerans mot
potentiella mutationer). Denna assay uppfyller WHO:s tredje internationella standard for
hepatit B-virus (NIBSC-kod: 10/264).

Aptima HBV Quant assay bestar av tre huvudmoment som alla genomférs i ett och samma
provror i Panther System: malsekvensinfangning, malamplifiering genom transkriptionsmedierad
amplifiering (Transcription-Mediated Amplification, TMA) samt detektering av
amplifieringsprodukterna (amplicon) genom fluorescensmarkta probes (torches).

Under malsekvensinfangning isoleras viralt DNA fran provmaterialen. Provmaterialen
behandlas med ett rengdringsmedel som léser upp virushoéljet, denaturerar proteiner och
frislapper viralt genomiskt DNA. Capture-oligonukleotider hybridiseras till val konserverade
omraden med HBV DNA, om sadana finns, i provet. Det hybridiserade malet fAngas darefter
in pa magnetiska mikropartiklar som separeras fran provet i ett magnetfalt. En serie tvattsteg
avlagsnar frammande amnen fran reaktionsroret.

Malamplifiering sker via TMA, en transkriptionsmedierad nukleinsyraamplifieringsmetod som
anvander tva enzymer, Moloneys musleukemivirus (MMLV) omvant transkriptas och T7 RNA-
polymeras. Omvant transkriptas anvands for att generera en DNA-kopia (innehallande en
promotorsekvens for T7 RNA-polymeras) av malsekvensen. T7 RNA-polymeras producerar
flera kopior av RNA-amplicon fran DNA-mallen. Aptima HBV Quant Assay anvander TMA-
metoden for att amplifiera tva regioner pa HBV-genomet (polymeras- och ytgen). Amplifiering
av dessa regioner uppnas med specifika primrar som ar utformade for att amplifiera HBV-
genotyperna A, B, C, D, E, F, G och H. Metoden med dubbla malomradden med primerdesign
inriktad pa val konserverade regioner sakerstaller korrekt berédkning av HBV DNA.

Detekteringen uppnas med hjalp av enkelstrangade nukleinsyre-torches som ar narvarande
under amplifieringen av malomradet och som hybridiseras specifikt till ampliconet i realtid.
Varje torch har en fluorofor och en quencher. Nar torchen inte hybridiseras till ampliconet
befinner sig quenchern i fluoroforens narhet och dampar fluorescensen. Nar torchen binds till
ampliconet flyttas quenchern langre bort fran fluoroforen och sander ut en signal pa en
sarskild vaglangd nar den exciteras av en ljuskalla. Nar fler torches hybridiseras till amplicon
uppstar en starkare fluorescerande signal. Den tid det tar for den fluorescerande signalen att
na ett angivet troskelvarde ar proportionell mot den inledande koncentrationen av HBV.
Varje reaktion har en inre kalibrator/inre kontroll (IC) som kontrollerar for variationer i
behandling, amplifiering och detektering av provmaterial. Provets koncentration bestdms av
Panther System-programvaran med hjalp av HBV- och IC-signalerna for varje reaktion, vilka
sedan jamférs med kalibreringsinformationen.

Sammanfattning av sakerhet och prestanda

SSP (sammanfattning av sakerhet och prestanda) finns i den europeiska databasen

for medicintekniska produkter (Eudamed), dar den ar kopplad till produktidentifierare
(grundlaggande UDI-DI). For att hitta SSP fér Aptima HBV Quant Assay, se Grundlaggande
unik produktidentifierare (BUDI): 54200455DIAGAPTHBVAF.
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Varningar och forsiktighetsatgarder
A. For in vitro-diagnostisk anvandning.

B. For yrkesmassig anvandning.

C. Minska risken for ogiltiga resultat genom att noggrant lasa bipacksedeln och
Anvéndarhandledning fér Panther/Panther Fusion™ System innan du utfor
den har assayen.

D. Target Enhancer-reagens (TER) ar fratande. Se s@kerhetsdatabladet i slutet
av detta avsnitt.

Laboratorierelaterad information

E. FORSIKTIGHET: Kontrollerna for den har assayen innehaller human plasma. Plasman
har befunnits vara icke-reaktiv for hepatit B-ytantigen (HBsAg), antikroppar mot HCV,
antikroppar mot HIV-1 och HIV-2 samt HIV-antigen nar den analyserades med metoder
licensierade av U.S. Food and Drug Administration. Plasman var dessutom icke-reaktiv
for HBV DNA, HCV RNA, och HIV-1 RNA nar den analyserades med licensierade
nukleinsyratest. Alla @mnen som har varit i kontakt med eller har sitt ursprung i blod fran
manniska ska betraktas som potentiellt smittférande och bdr hanteras med allmant
vedertagna forsiktighetsatgarder.”*°

F. Endast personal med adekvat utbildning i anvandningen av Aptima HBV Quant assay
och hantering av potentiellt smittférande @mnen boér utféra den har proceduren.
| handelse av spill ska ytan omedelbart desinfekteras enligt lampliga lokala rutiner.

G. Anvand endast medfédljande eller foreskriven laboratorieutrustning for engangsbruk.

H. laktta sedvanliga sakerhetsrutiner fér arbete i laboratorium. Pipettera inte med hjalp av
munnen. Undvik att ata, dricka eller roka i utsedda arbetsomraden. Anvand puderfria
engangshandskar, skyddsglaségon och laboratorierockar vid hantering av prover och
reagenssatser. Tvatta handerna noga efter hantering av prover och reagenssatser.

I. Arbetsytor, pipetter och annan utrustning maste regelbundet desinficeras med 2,5 % till
3,5 % (0,35 till 0,5 M) natriumhypokloritlésning.

J. Kassera alla material som har varit i kontakt med provmaterial och reagenser i enlighet
med tillampliga lokala foreskrifter eller myndighetsforeskrifter.”®*"° Rengér och desinficera
alla arbetsytor noggrant.

K. Kontrollerna innehaller natriumazid som konserveringsmedel. Overfor inte reagens med
hjalp av metallrér. Om l6sningar som innehaller natriumazidféreningar kasseras i
avloppssystemet ska de spadas ut och spolas ned tillsammans med rikliga mangder
rinnande vatten. Dessa forsiktighetsatgarder rekommenderas i syfte att undvika
ansamling av avlagringar i metallroér dar explosiva forhallanden kan uppsta.

L. God standardpraxis fér molekylarbiologiska laboratorier inbegriper miljdévervakning.
For kontroll av laboratoriemiljon rekommenderas foljande forfarande:
1. Hamta en provpinne med bomullstopp och koppla den till ett Aptima SAT.
2. Mark alla SAT-enheter pa lampligt satt.
3. Fyll varje SAT-enhet med 1 mL Aptima provspadningsmedel.
4

Samla in prov pa ytan genom att fukta provpinnen latt med nukleasfritt
avjoniserat vatten.
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5. Ta ett pinnprov fran ytan av intresse med en vertikal rérelse uppifran och ned. Vrid
provpinnen ungefar ett halvt varv medan du tar provet.

6. Placera omedelbart provpinnen i réret och ror forsiktigt om den i utspadningsmedilet
for att extrahera potentiellt uppsamlat material. Tryck provpinnen mot transportrorets
ena sida for att extrahera sa mycket vatska som majligt. Kassera provpinnen och satt
ett lock pa provroret.

7. Upprepa proceduren med 6vriga pinnprover.

8. Testa provpinnen med en molekylar assay.

Provinformation

M. Prover kan vara smittférande. Vidta allmant vedertagna forsiktighetsatgarder’®° nar du

genomfor den har analysen. Korrekta hanterings- och kasseringsmetoder bor faststallas i
enlighet med tillampliga regler.” Endast personal med adekvat utbildning i anvandningen
av Aptima HBV Quant Assay och hantering av potentiellt smittfdrande amnen bor utféra
den har proceduren.

. Uppratthall korrekta forvaringsférhallanden vid transport av prover for att sakerstalla

provets kvalitet. Provernas hallbarhet har inte utvarderats under andra fraktforhallanden
an de som rekommenderas.

Undvik korskontaminering under provhantering. Var sarskilt noga med att undvika
kontaminering genom spridning av aerosoler nar locken lossas eller tas av. Prover kan
innehalla mycket hdga nivaer av organismer. Se till att olika provbehallare inte kommer i
kontakt med varandra och kassera anvanda material utan att flytta dem &éver 6ppna
behallare. Byt handskar om de kommer i kontakt med prover.

Assayrelaterad information

P.

Q.

Anvand inte reagenssatsen, kalibratorn eller kontrollerna efter utgangsdatum.

Analysreagens fran satser med olika huvudsatsnummer far inte bytas, blandas eller
kombineras. Assayvatskor kan komma fran olika batchnummer. Kontroller och kalibratorer
kan komma fran olika batchnummer.

Undvik att reagens kontamineras med mikrober och nukleas.

S. Assayreagens ska forvaras med lock pa och i specificerade temperaturer.

Assayens prestanda kan paverkas om du anvander assayreagens som har forvarats
pa ett olampligt satt. Se Férvaring och hantering av reagens och Analysmetod fér
Panther System fér mer information.

Blanda inte analysreagens eller vatskor savida du inte har fatt sarskilda instruktioner att
gora det. Fyll inte behallare med ytterligare reagens eller vatskor. Panther System
kontrollerar reagensnivaerna.

. Undvik att TER kommer i kontakt med hud, 6gon och slemhinnor. Tvatta med vatten vid

kontakt med det har reagenset. Om reagenset spills ut, spad med vatten och f6lj lampliga
lokala rutiner.

Vissa reagens i den har satsen ar markta med information om faror.
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Obs! Faroinformationen aterspeglar klassificeringar i EU-sékerhetsdatablad (SDS).

For information i farokommunikation som ar specifik for din region, se regionsspecifikt SDS
pa Safety Data Sheet Library (bibliotek med sakerhetsdatablad) pa www.hologicsds.com.
Mer information om symbolerna finns i symbolférklaringen pa
https://www.hologic.com/package-inserts.

Faroinformation for Nordamerika

HBV VL Kit Controls
Humant serum/human plasma 95-100 %
Natriumazid <1 %

Target Enhancer Reagent
Lithium Hydroxide, Monohydrate 5-10 %

FARA

H302 — Skadligt vid fortaring.

H314 — Orsakar allvarliga fratskador pa hud och 6gon.

P264 — Tvatta ansikte, hander och eventuell exponerad hud grundligt efter anvandning.

P270 — At inte, drick inte och rék inte nar du anvander produkten.

P330 — Skélj munnen.

P501 — Innehallet/behallaren Iamnas till godkénd avfallsanlaggning.

P260 — Inandas inte damm/rék/gaser/dimma/angor/spre;.

P280 — Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.

P301 + P330 + P331 — VID FORTARING: Skélj munnen. Framkalla INTE krékning.

P303 + P361 + P353 — VID HUDKONTAKT (aven haret): Ta omedelbart av alla nedstankta klader.
Skolj huden med vatten/duscha.

P304 + P340 — VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underlattas.
P305 + P351 + P338 — VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera minuter.
Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar |att. Fortsatt skolja.

P321 — Sarskild behandling (se kompletterande instruktioner om forsta hjalpen i sakerhetsdatabladet).
P363 — Nedstankta klader ska tvattas innan de anvands igen.

P405 — Forvaras inlast.

P301 + P317 — VID FORTARING: Sék lakarvard.

P316 — Sok akut lakarvard omedelbart.

Faroangivelse for EU

Amplification Reagent
Magnesium Chloride 60-65 %

H412 — Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer.
P273 — Undvik utslapp till miljon.
P501 — Innehallet/behallaren Idmnas till en godkand avfallsanlaggning.

Enzyme Reagent
HEPES 1-5 %
Triton X-100 1-5 %

H412 — Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer.
P273 — Undvik utslapp till miljon.
P501 — Innehallet/behallaren Idmnas till en godkand avfallsanlaggning.

Enzyme Reconstitution Solution
Glycerol 20-25 %

Triton X-100 5-10 %

HEPES 1-5 %

H412 — Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer.
P273 — Undvik utslapp till miljon.
P501 — Innehallet/behallaren Idmnas till en godkand avfallsanlaggning.

Aptima HBV Quant Assay
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Promoter Reagent
Magnesium Chloride 60-65 %

H412 — Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer.
P273 — Undvik utslapp till miljon.
P501 — Innehallet/behallaren Idmnas till en godkand avfallsanlaggning.

Target Capture Reagent

HEPES 15-20%

Lauryl Sulfate Lithium Salt 5-10%
Succinic Acid 1-5%

Lithium Hydroxide, Monohydrate 1-5%

H412 — Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer.
P273 — Undvik utslapp till miljon.
P501 — Innehallet/behallaren Idmnas till en godkand avfallsanlaggning.

HBV VL Kit Calibrators

HEPES 15-20 %

Lauryl Sulfate Lithium Salt 5-10%
Succinic Acid 1-5%

Lithium Hydroxide, Monohydrate 1-5%

H412 — Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer.
P273 — Undvik utslapp till miljon.
P501 — Innehallet/behallaren Idmnas till en godkand avfallsanlaggning.

HBV VL Kit Controls

Humant serum/human plasma 95-100 %
Natriumazid <1 %

FARA

P301 + P310 — VID FORTARING: Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller Iékare.
P321 — Sarskild behandling (se kompletterande instruktioner om férsta hjalpen pa etiketten).

P391 — Samla upp spill.

Target Enhancer Reagent
Lithium Hydroxide, Monohydrate 5-10 %

FARA
H302 — Skadligt vid fortaring.
H314 — Orsakar allvarliga fratskador pa hud och 6égon.
P264 — Tvatta ansiktet, handerna och exponerad hud grundligt efter anvandning.
P270 — Undvik att ata, dricka eller roka i utsedda arbetsomraden.
P330 — Skélj munnen.
P501 — Innehallet/behallaren Iamnas till en godkand avfallsanlaggning.
P260 — Inandas inte damm/rdk/gaser/dimma/angor/spre;.
P280 — Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.
) P301 + P330 + P331 — VID FORTARING: Skélj munnen. Framkalla INTE krékningar.
= P303 + P361 + P353 — VID HUDKONTAKT (aven haret): Ta omedelbart av alla nedstankta klader.
Skolj huden med vatten (eller duscha).
P304 + P340 — VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen &r bekvam.
P305 + P351 + P338 — VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera minuter.
Ta ur eventuella kontaktlinser om det gér Iatt. Fortsatt skolja.
P310 — Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare.
P321 — Sarskild behandling (se kompletterande instruktioner om férsta hjalpen pa etiketten).
P363 — Tvatta foérorenade klader innan de anvands igen.
P405 — Forvaras inlast.

H300 — Dodligt vid fortaring.
& H410 — Mycket giftigt for vattenlevande organismer med langtidseffekter.
P264 — Tvatta ansiktet, handerna och exponerad hud grundligt efter anvandning.
P273 — Undvik utslapp till miljon.
‘ P330 — Skélj munnen.
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Forvaring och hantering av reagens

A. Féljande tabell visar forvaringsforhallanden och stabilitet for reagens, kontroller
och kalibrator.

Oppnad sats (rekonstituerad)

Reagens F6_|:v aring,
ooppnat Forvaring Stabilitet

gHBV-amplifieringsreagens 2°Ctill8 °C
gHBV-amplifieringsrekonstitutionslésning 2°Ctill8°C 2°Ctill8°C 30 dagar®
qHBV-enzymreagens 2°Ctil8°C
gHBV-enzymrekonstitutionslésning 2°Ctill8 °C 2°Ctill8°C 30 dagar®
gHBV-promotorreagens 2°Ctill8 °C
gHBV-promotorrekonstitutionslésning 2°Ctill 8 °C 2°Ctill 8 °C 30 dagar®
qHBV Target Capture-reagens 2°Ctill8°C 2°Ctill8°C 30 dagar®
qHBV PCAL (positivkalibrator) 15 °C till =35 °C 15 °C till 30 °C ﬁnmvg‘i:gf?;oen:‘%inﬁiﬁ:;';
gHBV NC CONTROL — (negativ kontroll) ~ —15 °C till =35 °C 15 °C till 30 °C ﬁnmv‘;‘:]”dff’nroeggzjnﬁx:;‘;
g post kontol) SCTUE IR CTUE S A i
(héa posii ontrol) Sscui-sste  gstowane e T
gHBV Target Enhancer-reagens 15 °C ill 30 °C 15 °C ill 30 °C 30 dagar®

@ Reagens som avldgsnas fran Panther-systemet ska omedelbart aterbérdas till Iampliga férvaringstemperaturer.

B. Kassera eventuella oanvanda rekonstituerade reagens, reagens for malsekvensinfangning
(TCR) och Target Enhancer-reagens (TER) efter 30 dagar eller efter huvudsatsens
utgangsdatum, beroende pa vilket som intraffar forst.

C. Reagens som férvaras i Panther System har 72 timmars hallbarhet i instrumentet.
Reagens kan laddas i Panther-systemet upp till 8 gadnger. Panther System loggar varje
tillfalle da reagensen laddas.

D. Nar kalibratorn har tinats upp maste I6sningen vara klar, det vill sadga den far inte vara
grumlig eller ha utfallningar. Se till att utfaliningar 16ses upp. Anvand inte kalibratorn om
det féorekommer gelering, utfallning eller grumlighet.

E. Promotorreagens och rekonstituerat promotorreagens ar fotosensitiva. Skydda dessa
reagens fran ljus under férvaring och beredning fér anvandning.

F. qHBV Target Enhancer-reagenset maste ha en temperatur pa 15 °C till 30 °C innan
det anvands.
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Provtagning och provforvaring

Obs! Hantera alla prover som om de innehéll potentiellt smittférande &mnen. Vidta allmént
vedertagna forsiktighetsatgéarder.

Obs! Undvik korskontamination under hantering av prover. Anvént material ska exempelvis
kasseras utan att passera éver 6ppna ror.

Obs! Endast sekundéra rér av plast rekommenderas for forvaring.
Helblodsprover som har samlats in i féljande glas- eller plastrér kan anvandas:
» provror innehallande etylendiamintetraattiksyra (EDTA) eller ACD-antikoagulanter
» plasmaberedningsror
* serumror
* serumseparationsror.

For serum ska koagel hinna bildas fore fortsatt behandling.

A. Provtagning

Helblod kan férvaras i 2 °C till 30 °C i upp till 24 timmar, och plasma ska separeras
genom centrifugering i ett primart rér fore bearbetning. Separera plasma eller serum fran
de rdda blodkropparna i enlighet med tillverkarens anvisningar fér det provrér som
anvands. Plasma eller serum kan testas i Panther-systemet i ett primart ror eller
Overforas till ett sekundart rér, som Aptima® provalikvotror. For att erhalla en
reaktionsvolym pa 500 pL ar den lagsta volymen plasma eller serum for primara
provtagningsror 1200 pL, och fér sekundara ror ar den lagsta volymen 700 L.

Foljande tabell identifierar dodvolymkrav fér varje primar och sekundar rortyp.

Ror (storlek och typ) Dodvolym pa Panther
Aptima Sample Aliquot Tube (SAT) 0,2mL
12 x 75 mm 0,5mL
13 x 100 mm 0,5mL
13 x 100 mm med gel 0,3mL
16 x 100 mm med gel 0,7 mL

Plasma och serum som inte analyseras omedelbart kan férvaras i enlighet med
nedanstaende anvisningar. Plasma och serum som Overfors till SAT eller ett sekundart
ror kan frysas ned i —20 °C. Overskrid inte tre nedfrysnings—upptiningscykler. Frys inte
prover i EDTA, ACD eller primara provtagningsror fér serum.
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B. Provfoérvaringsférhallanden
1. EDTA- och ACD-plasmaprover

Helblod kan foérvaras i 2 °Ctill 30 °C och maste centrifugeras inom 24 timmar efter
provtagningen. Plasma kan sedan férvaras under nagot av féljande férhallanden:

* i det primara provtagningsroret eller ett sekundart ror vid 2 °C till 30 °C
i upp till 24 timmar

* i det primara provtagningsroret eller ett sekundart ror vid 2 °C till 8 °C
i upp till 5 dagar

* i det sekundara réret vid —20 °C i upp till 60 dagar.

Helblod

/ﬂ/ﬂ)“c
2°C

Centrifugering < 24 timmar
efter provtagning

¢

Primart

/ﬂ/m) °C
2°C

< 24 timmar

Primart

J/EOC
2°C

< 5dagar

Sekundart

/ﬂ/ﬂ) °C
2°C

< 24 timmar

Sekundart

/H/SQC
2°C

< 5 dagar

Sekundart

J/ -15°C
-35°C

<60 dagar

Figur 1. Forvaringsférhallanden fér EDTA-/ACD-rér

2. PPT-prover

Helblod kan férvaras i 2 °Ctill 30 °C och maste centrifugeras inom 24 timmar efter
provtagningen. Plasma kan sedan forvaras under nagot av féljande férhallanden:

* i PPT eller ett sekundart rér vid 2 °C till 30 °C i upp till 24 timmar
* i PPT eller ett sekundart ror vid 2 °C till 8 °C i upp till 5 dagar
* i PPT eller ett sekundart rér vid —20 °C i upp till 60 dagar.

Helblod

*30 °C
2°C

Centrifugering < 24 timmar
efter provtagning

g

Sekundart

*30 °C
2°C

< 24 timmar

Primért eller
Sekundart

/ﬂ/ -15°C
-35°C

< 60 dagar

Sekundart

/H/BQC
2°C

< 5 dagar

Primért

J/BDC
2°C

<5 dagar

Primart

*30 °C
2°C

< 24 timmar

Figur 2. Forvaringsforhéallanden for PPT-enheter
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3.

Prover i serumror

Helblod kan férvaras i 2 °Ctill 30 °C och maste centrifugeras inom 24 timmar efter
provtagningen. Serum kan férvaras under nagot av foljande férhallanden:

» i serumréret eller ett sekundart ror vid 2 °C till 30 °C i upp till 24 timmar

* i serumroret eller ett sekundart ror vid 2 °C till 8 °C i upp till 5 dagar

* i det sekundara roéret vid —20 °C i upp till 60 dagar.

Helblod

/ﬂ/iiﬂ °C
2°C

Centrifugering < 24 timmar
efter provtagning

g

Primart

J/C?D °C
2°C

< 24 timmar

Primaért

Jlsgc
2°C

< 5 dagar

Sekundart

J/SO °C
2°C

< 24 timmar

Sekundart

J/&T
2°C

<5 dagar

Sekundart

/ﬂ/ -15°C
-356°C

< 60 dagar

Figur 3. Férvaringsférhallanden fér serumrér

SST-prover

Helblod kan forvaras i 2 °Ctill 30 °C och maste centrifugeras inom 24 timmar efter
provtagningen. Serum kan férvaras under nagot av féljande férhallanden:

* i provalikvotroret eller ett sekundart ror vid 2 °C till 30 °C i upp till 24 timmar
* i SST eller ett sekundart ror vid 2 °C till 8 °C i upp till 5 dagar

* i provalikvotroret eller ett sekundart rér vid —20 °C i upp till 60 dagar.

Helblod

J/CRD °C
2°C

Centrifugering < 24 timmar
efter provtagning

<

Primart

J/ﬂ) °C
2°C

< 24 timmar

Primart

J/HUC
2°C

<5 dagar

Sekundart

*30 °C
2°C

< 24 timmar

Sekundart

J/SDC
2°C

<5 dagar

Primaért eller
Sekundart

-15°C
-35°C

<60 dagar

Figur 4. Forvaringsférhallanden for SST-enheter

C. Langtidsnedfrysning

Plasma- eller serumprover kan férvaras i —70 °C i upp till 60 dagar i SAT.

D. Utspadning av plasma- och serumprovmaterial

Plasma- och serumprover kan spadas i SAT eller ett sekundart ror for analys i
Panther-systemet. Se Analysmetod fér Panther System, steg E.5 nedan for
mer information.

Obs! Om ett prov spéds ut bér det analyseras omedelbart efter utspadningen. Frys inte ett
utspétt prov.

Aptima HBV Quant Assay
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Prover i Panther System

Prover kan lamnas kvar i Panther-systemet utan lock i upp till 8 timmar. Prover kan tas ut
fran Panther System och analyseras sa lange den totala tiden i instrumentet inte dverstiger
8 timmar fore pipettering av provet i Panther System.

Transport av provmaterial
Se till att félja de provforvaringsférhallanden som beskrivs i Provtagning och provférvaring.

Obs! Prover maste fraktas i enlighet med tilldmpliga nationella, internationella och regionala
transportbestammelser.
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Panther System

Reagens for Aptima HBV Quant Assay anges nedan for Panther-systemet. Symboler for
identifiering av reagens anges aven bredvid respektive reagensnamn.

Medfoljande reagens och material

Aptima HBV Quant Assay Kit, 100 analyser (artikelnummer PRD-03424)

(1 assaybox, 1 kalibratorsats, 1 kontrollsats och 1 box med Target Enhancer Reagent)

Ytterligare kalibratorer och kontroller kan bestéllas separat. Se respektive artikelnummer nedan.

Aptima HBV Quant Assay Box
(forvaras i 2 °C till 8 °C efter leverans)

Symbol Komponent Antal
A qHBV-amplifieringsreagens 1 ampull
Icke smittférande nukleinsyror torkade i buffrad 16sning.
E qHBV-enzymreagens 1 ampull
Omvént transkriptas och RNA-polymeras som torkats
i HEPES-buffrad I6sning.
PRO qHBV-promotorreagens 1 ampull
Icke smittférande nukleinsyror torkade i buffrad 16sning.
AR gHBV-amplifieringsrekonstitutionslosning 1x72ml
Vattenlésning innehéllande glycerol och konserveringsmedel. '
ER qHBV-enzymrekonstitutionslésning 1%x58ml
HEPES-buffrad I6sning innehallande ett ytaktivt &mne och glycerol. '
PROR qHBV-promotorrekonstitutionsléosning 1%x45ml
Vattenlésning innehéllande glycerol och konserveringsmedel. ’
TCR qHBV Target Capture-reagens 1%x72.0ml
Nukleinsyror i buffrad saltlésning innehallande icke smittférande ’
nukleinsyror i fast fas samt en inre kalibrator.
Rekonstitutionskragar 3
Streckkodsblad fér huvudsats 1 ark
Aptima HBV Quant kalibratorsats (artikelnummer PRD-03425)
(forvaras i —15 °C till =35 °C efter leverans)
Symbol Komponent Antal
PCAL qHBYV positivkalibrator 5x25ml

Plasmid-DNA i buffrad 16sning

Streckkodsetikett for kalibrator

Aptima HBV Quant Assay 13
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Aptima HBV Quant kontrollsats (artikelnummer PRD-03426)
(férvaras i —15 °C till =35 °C efter leverans)

Symbol Komponent Antal

NC qHBYV negativ kontroll 5x 0.8 ml
HBV-negativ defibrinerad human plasma innehallande gentamicin och ’
0,2 % natriumazid som konserveringsmedel.

LPC gHBV lag positivkontroll 5x 0,8 ml
Inaktiverad HBV-positiv plasma i defibrinerad human plasma
innehéllande gentamicin och 0,2 % natriumazid som
konserveringsmedel.

HPC qHBV hoég positivkontroll 5x 0,8 ml
Inaktiverad HBV-positiv plasma i defibrinerad human plasma
innehallande gentamicin och 0,2 % natriumazid som
konserveringsmedel.

Streckkodsetikett for kontroll —

Aptima HBV Quant Target Enhancer Reagent Box
(forvaras i 15 °C till 30 °C efter leverans)

Symbol Komponent Antal

TER qHBYV Target Enhancer-reagens 1% 46.0 ml
En koncentrerad litiumhydroxidlésning. ’

Nodvandiga material som inforskaffas separat

Obs! Material som finns tillgdngliga hos Hologic anges med respektive artikelnummer om inget
annat anges.

Material Art. Nr

Panther™ System 303095

Panther Fusion™ System PRD-04172

Panther™ System Continuous Fluid and Waste (Panther Plus) PRD-06067

Aptima® HBV Quant Calibrator Kit PRD-03425

Aptima® HBV Quant Controls Kit PRD-03426

Panther Run Kit for Real Time Assays (endast for realtidsassayer) PRD-03455 (5 000 analyser)
Aptima® Assay Fluids Kit (kallas &ven Universal Fluids Kit) 303014 (1 000 analyser)

innehaller Aptima® Wash Solution, Aptima® Buffer for Deactivation Fluid
och Aptima® Oil Reagent

Multirérsenheter (MTU-enheter) 104772-02
Panther™ Waste Bag Kit 902731
Panther™ Waste Bin Cover 504405
Eller, Panther™ System Run Kit 303096 (5 000 analyser)

(vid kérning av TMA-assayer som inte utférs i realtid, parallellt med
TMA-assayer i realtid)

Innehéller MTU-enheter, avfallspasar, lock till avfallsbehallare,
Auto Detect och assayvétskor
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Material

Spetsar, 1 000 pL, konduktiva, vatskeavkannande

Alla produkter &r inte tillgédngliga i alla regioner. Kontakta din representant

for regionspecifik information.

Blekmedel, 5 % till 8,25 % (0,7 M till 1,16 M) natriumhypokloritlésning

Puderfria engangshandskar
Ogenomtrangliga utbyteslock
Utbyteslock till reagens

Rekonstitutionsflaskor fér amplifierings-, enzym- och promotorreagens

TCR-flaska
TER-flaska

Skyddspapper for laboratoriebank med plastad baksida
Luddfria dukar

Pipetterare

Spetsar

Alternativ for primara provtagningsror:
13 mm x 100 mm
13mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifug
Vortexblandare

Tillvalsmaterial
Material

Alternativ for sekundara ror:
12mm x 75 mm
13 mm x 100 mm
16 mm x 100 mm
Aptima® Specimen Aliquot Tubes (SAT) (100-pack)

Lock till transportror (100-pack)
lock till SAT-rér

Aptima® Specimen Diluent

Aptima® Specimen Diluent Kit
innehéller provspddningsmedel, 100 SAT-enheter och 100 lock

Overforingspipetter
Provpinnar med bomullstopp
Provrérsvagga

Art. Nr

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

103036A

CL0041 (100 lock)
CL0040 (100 lock)
501604 (100 lock)

Art. Nr

FAB-18184
504415

PRD-03003
PRD-03478

PRD-03488
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Analysmetod for Panther System

Obs! Se Anvéndarhandledning fér Panther/Panther Fusion System for ytterligare
information om férfaranden.

A. Forbereda arbetsytan

1. Rengor arbetsytor dar reagens ska beredas. Torka av arbetsytorna med 2,5 % till
3,5 % (0,35 M till 0,5 M) natriumhypokloritlésning. Lat natriumhypokloritidsningen
verka minst 1 minut pa arbetsytorna och skdélj sedan med avjoniserat vatten (DI).
Lat inte natriumhypokloritidsningen torka. Tack bankytan med rena och absorberande
skyddspapper for laboratoriebank med plastad baksida.

2. Rengor en separat bankyta for beredning av prover. Fo6lj proceduren som beskrivs
ovan (steg A.1).

3. Rengor eventuella pipetter. Anvand rengoéringsproceduren som beskrivs ovan (steg A.1).

B. Bereda kalibrator och kontroller
Lat kalibratorn och kontrollerna na 15 °C till 30 °C fére behandling enligt féljande:

1. Ta ut kalibratorerna och kontrollerna fran férvaringen (-15 °C till -35 °C) och placera
dem i en temperatur pa 15 °C till 30 °C. Invertera forsiktigt varje ror under
upptiningsproceduren sa att innehallet blandas ordentligt. Kontrollera att
provrorsinnehallet ar helt upptinat fére anvandning.

Alternativ. Kalibrator- och kontrollréren kan placeras pa en provrorsvagga sa
att innehallet blandas ordentligt. Kontrollera att provrorsinnehallet ar helt upptinat
fére anvandning.

Obs! Undvik éverdriven skumbildning nér du védnder pa kalibratorn och kontrollerna.
Skummet férsémrar nivédavkénningsfunktionen i Panther-systemet.
2. Nar rérinnehallet har tinat upp torkar du rérets utsida med en ren och torr engangsduk.
3. Oppna inte réren i det har stadiet eftersom det kan leda till kontaminering av innehallet.

C. Rekonstituera reagens/bereda en ny sats
Obs! Innan du bérjar arbeta med Panther-systemet ska reagensen rekonstitueras.

1. Gor foljande for att preparera TCR:

a. Ta ut TCR fran forvaringen (2 °C till 8 °C). Kontrollera att batchnumret pa TCR-
flaskan motsvarar batchnumret pa huvudsatsens streckkodsblad.

b. Skaka omedelbart TCR-flaskan kraftigt 10 ganger. Lat TCR-flaskan sta i 15 °C till
30 °C sa att den varms upp i minst 45 minuter. Snurra och invertera TCR-flaskan
minst var 10:e minut under den har perioden.

Alternativ. TCR-flaskan kan prepareras pa en provrorsvagga enligt foljande: Ta ut
TCR fran foérvaringen (2 °C till 8 °C) och skaka det omedelbart 10 ganger kraftigt.
Placera TCR-flaskan pa en provrérsvagga och lat reagenset varmas upp i minst
45 minuter vid 15 °C till 30 °C.

c. Kontrollera att alla utfaliningar har I6sts upp och att magnetpartiklarna har
suspenderats fére anvandning.

2. Sa har rekonstituerar du amplifierings-, enzym- och promotorreagens:
a. Ta ut frystorkade reagens och motsvarande rekonstitutionsldsningar fran
forvaring (2 °C till 8 °C). Para ihop varje rekonstitutionsldsning med respektive
frystorkat reagens.

b. Se till att rekonstitutionsldsningen och det frystorkade reagenset har matchande
etikettfarger. Kontrollera batchnumret pa huvudsatsens streckkodsblad sa att
korrekta reagens paras ihop.
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f.

Vi.

Vii.

viii.

Oppna den frystorkade reagensampullen genom att ta bort metalltatningen
och gummistoppet.

For bestamt in den skarade anden av rekonstitutionskragen (svart) pa
ampullen (Figur 5, steg 1).

Oppna motsvarande flaska med rekonstitutionslésning och lagg locket pa
en ren, tackt arbetsyta.

Placera flaskan med rekonstitutionsldsning pa en stabil yta (till exempel
banken). Invertera sedan ampullen med frystorkat reagens éver
rekonstitutionslésningsflaskan och anslut kragen ordentligt till
rekonstitutionslésningsflaskan (Figur 5, steg 2).

Invertera forsiktigt de hopmonterade flaskorna (ampull ansluten till flaskan
med I6sning) igen sa att I6sningen rinner tillbaka in i glasampullen
(Figur 5, steg 3).

Plocka upp de hopmonterade flaskorna och snurra dem i minst 10 sekunder
(Figur 5, steg 4).

Vanta i minst 30 minuter tills det frystorkade reagenset har 16sts upp i I6sningen.
Nar det frystorkade reagenset har l6sts upp i I6dsningen virvlar du de

hopmonterade flaskorna i minst 10 sekunder och vaggar sedan Iésningen i
glasampullen fram och tillbaka sa att den blandas ordentligt.

Luta langsamt de hopmonterade flaskorna pa nytt sa att all I6sning rinner tillbaka

in i

flaskan med rekonstitutionslésning (Figur 5, steg 5).

Avlagsna forsiktigt rekonstitutionskragen och glasampullen (Figur 5, steg 6).

Satt tillbaka locket pa flaskan. Notera operatorens initialer och
rekonstitutionsdatum pa etiketten (Figur 5, steg 7).

Kassera rekonstitutionskragen och glasampullen (Figur 5, steg 8).

Varning: Undvik éverdriven skumbildning nér du rekonstituerar reagens.
Skummet férsémrar nivaavkénningsfunktionen i Panther-systemet.

/4 - ™y

H’1 m ™

3 )
i
h

y/
7

Figur 5. Rekonstitution av reagens

3. Ta ut gHBV Target Enhancer-reagenset fran férvaringen (15 °C till 30 °C). Notera
operatorens initialer och 6ppningsdatum pa etiketten. Kontrollera att batchnumret pa
TER-flaskan motsvarar batchnumret pa huvudsatsens streckkodsblad.
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D. Reagensberedning av tidigare beredda reagens

1.

g

Ta ut tidigare beredda reagens fran férvaringen (2 °C till 8 °C). Tidigare beredda
amplifierings-, enzym- och promotorreagens samt TCR maste na rumstemperatur
(15 °C till 30 °C) innan assayen pabdrjas.

Ta ut TER fran férvaringen (15 °C till 30 °C).

For tidigare berett TCR utfor du steg C.1 ovan fore laddning i systemet.

Virvla och invertera amplifierings-, enzym- och promotorreagensen sa att de blandas
ordentligt innan de laddas i systemet. Undvik éverdriven skumbildning nar du
inverterar reagens.

ALTERNATIV: Tidigare beredda reagens kan beredas i en provrérsvagga. Folj da
dessa instruktioner: Ta bort reagens fran forvaring (2 °C till 8 °C). Placera reagens
i en provrorsvagga och lat sta i 15 °C till 30 °C for att varmas i minst 30 minuter.
Fyll inte reagensflaskor. Panther System kanner av och avvisar flaskor med mer
reagens an beraknat.

E. Provhantering

1.

2.

Se till att behandlade prover i primara ror eller outspadda plasmaprover i sekundara
ror har forvarats korrekt enligt Provtagning.

Frysta prover maste tinas upp ordentligt. Vortexblanda de tinade provmaterialen i
3 till 5 sekunder sa att de blandas ordentligt.

Lat proverna na 15 °C till 30 °C fére behandling. Se Prover i Panther System for
ytterligare information om hantering av prover i instrumentet.

Se till att varje primart provtagningsror innehaller upp till 1200 uL provmaterial eller att
varje provalikvotrér innehaller minst 700 puL provmaterial. Se tabellen i Provtagning for
att identifiera dédvolymkrav fér varje primar och sekundar rortyp. Om det ar
nddvandigt med provutspadning, se steg E.5 nedan for ytterligare information.

Spad ut plasma- eller serumprov 1:3 i ett provalikvotror eller 1:100 i ett sekundart ror.
Ett provmaterial kan spadas ut i ett sekundart ror for analys i Panther-systemet.
OBS! Om ett prov spdds ut maste det analyseras omedelbart efter utspéddningen.

a. Utspadning av prover med lag volym

Volymen av provmaterial kan 6kas till den erforderliga minimivolymen (700 uL)
med hjalp av Aptima spadningsmedel fér provmaterial. Provmaterial bestdende av
minst 240 pL kan spadas ut med tva delar spadningsmedel for provmaterial (1:3)
enligt foljande:

i. Placera 240 pL prov i SAT.

ii. Tillsatt 480 uL Aptima provspadningsmedel.
ii. Satt lock pa roret.

iv. Invertera forsiktigt 5 ganger for att blanda.

Prov som spads ut med forhallandet 1:3 kan analyseras i Panther-systemet med
alternativet 1:3 (se Anvéndarhandledning fér Panther/Panther Fusion System for
mer information). Programvaran rapporterar automatiskt det rena resultatet genom
att tilldmpa utspadningsfaktorn. Dessa prover flaggas som utspadda prover.

Aptima HBV Quant Assay 18 AW-28215-1601 Rev. 003



Aptima®

Panther System

b.

Utspadning av prover med hogre titrer

Om resultatet for ett prov befinner sig ovanfér den dvre kvantifieringsgransen
(ULoQ) kan det spadas ut med 99 delar Aptima Specimen Diluent (1:100)
enligt foljande:

i. Placera 30 yL provmaterial i provalikvotroret eller i ett sekundart ror.
ii. Tillsatt 2970 yL Aptima provspadningsmedel.

ii. Satt lock pa roret.

iv. Invertera forsiktigt 5 ganger for att blanda.

Prov som spads ut med forhallandet 1:100 kan analyseras i Panther-systemet med
alternativet 1:100 (se Anvédndarhandledning fér Panther/Panther Fusion System for
mer information). Programvaran rapporterar automatiskt det rena resultatet genom
att tillampa utspadningsfaktorn. Dessa prover flaggas som utspadda prover.

OBS! For utspaddda prover med rena koncentrationer hégre &n den évre
kvantifieringsgrdnsen rapporteras resultaten med hjalp av vetenskaplig notering.

6. Alla prover ska centrifugeras i 1 000 till 3 000 g i 10 minuter innan de laddas i
provstallet. Avidgsna inte locken. Bubblor i réren kan férsamra nivaavkanningsfunktionen
i Panther System. Se Systemférberedelse, steg F.2 nedan fér information om laddning
av stall och avlagsnande av lock.

F. Systemforberedelse

1.

Konfigurera systemet enligt anvisningarna i Anvéndarhandledning fér Panther/Panther
Fusion System och Metodanmérkningar. Se till att anvanda reagensstall och TCR-
adaptrar av lamplig storlek.

Ladda proverna i provstallet. Utfor foljande steg for varje provror (prov, och, om
nddvandigt, kalibrator och kontroller):

a.

f.

Lossa pa ett av provrorslocken, men ta inte bort det annu.

OBS! Var sérskilt noga med att undvika kontamination genom spridning av
aerosoler. Lossa forsiktigt locken pa proverna.

Ladda provroret i provstallet.
Upprepa steg 2.a och 2.b for varje aterstaende prov.

Nar proverna har laddats i provstallet tar du bort och kasserar varje provrorslock i
ett provstall. Hall inte lock ovanfér andra provstall eller provror eftersom det kan
leda till kontaminering.

Anvand om sa kravs en ny overféringspipett for engangsbruk for att avlidgsna
eventuella bubblor eller skum.

Nar det sista locket har tagits bort laddar du provstallet i provfacket.

Obs! Om du kér andra assayer och provtyper samtidigt maste du sékra provhéllaren
innan provstéllet laddas i provfacket.

g.

Upprepa steg 2.a till 2.f med nasta provstall.
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Panther System Aptima®

Metodanmarkningar
A. Kalibrator och kontroller

1. Rodren for gqHBV positivkalibrator, qHBV lag positiv kontroll, gHBV hog positiv
kontroll och gqHBV negativ kontroll kan laddas i alla positioner i provstallet och i alla
provfackbanor i Panther System. Provpipettering inleds nar ett av foljande tva villkor
ar uppfylit:

a. Systemet behandlar kalibratorn och kontrollerna.

b. Systemet registrerar giltiga resultat for kalibratorn och kontrollerna.

2. Nar kalibrator- och kontrollréren har pipetterats och behandlar for reagenssatsen for
Aptima HBV Quant Assay kan proverna testas med motsvarande rekonstituerad sats
i upp till 24 timmar, savida inte:

a. Kalibrator- eller kontrollresultaten ar ogiltiga.
b. Den tillhérande analysreagenssatsen avlagsnas fran systemet.
c. Tillhérande analysreagenssats har passerat stabilitetsgransen.
3. Kalibratorn och varje kontrollrér kan anvandas en gang. Om du férséker anvanda
réret mer an en gang kan behandlingsfel uppsta.
B. Handskpuder

Precis som i alla reagenssystem kan stora mangder puder pa vissa handskar orsaka
kontaminering i 6ppna roér. Puderfria handskar rekommenderas.
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Kvalitetskontroll

Korningar eller provresultat kan ogiltigférklaras av en operatdr om tekniska, operativa
eller instrumentrelaterade problem observeras och dokumenteras i samband med analysen.
| det har fallet maste proverna analyseras igen.

Analyskalibrering

For att fa fram giltiga resultat maste en assaykalibrering utféras. En enskild positivkalibrator
kors i tre replikat varje gang en reagenssats laddas i Panther System. En utford kalibrering
ar giltig i upp till 24 timmar. Programvaran i Panther System meddelar operatéren nar en
kalibrering kravs. Operatéren skannar en kalibreringskoefficient som finns pa huvudsatsens
streckkodsblad som medfdljer alla reagenssatser.

Under behandlingen verifierar programvaran for Panther System automatiskt
acceptanskriterier for kalibratorn. Om farre an tva kalibratorreplikat ar giltiga ogiltigforklaras
korningen automatiskt av programvaran. Prover i ogiltigforklarade kérningar maste
analyseras pa nytt med hjalp av nyberedda kalibratorer och kontroller.

Negativa och positiva kontroller

For att kunna erhalla giltiga resultat maste en uppsattning analyskontroller analyseras.

Ett replikat av den negativa kontrollen, den laga positiva kontrollen och den héga positiva
kontrollen maste testas varje gang en reagenssats laddas i Panther-systemet. En utférd
kontroll ar giltig i upp till 24 timmar. Programvaran i Panther System meddelar operatéren nar
kontroller kravs.

Under behandlingen verifierar programvaran i Panther System automatiskt acceptanskriterier
for kontrollerna. For att generera giltiga resultat maste den negativa kontrollen ge resultatet
"Ej detekterat” och de positiva kontrollerna maste ge resultat inom pa férhand definierade
parametrar (nominellt mal fér LPC: 2,7 log4q IE/mL, nominellt mal for HPC: 4,6 log4o IE/mL).
Om nagon av kontrollerna ger ett ogiltigt resultat kommer programvaran automatiskt att
ogiltigférklara kérningen. Prover i ogiltigforklarade kérningar maste analyseras pa nytt med
hjalp av nyberedda kalibratorer och kontroller.

Intern kalibrator/intern kontroll

Varje prov innehdller en intern kalibrator/intern kontroll (IC). Under behandlingen verifierar
Panther System programvara automatiskt acceptanskriterier for IC. Om ett IC-resultat ar
ogiltigt blir aven provresultatet ogiltigforklarat. Alla prover med ogiltiga IC-resultat maste
analyseras pa nytt for att ett giltigt resultat ska kunna erhallas.

Programvaran for Panther-systemet ar konstruerad fér exakt verifiering av processer da
procedurerna utférs i enlighet med anvisningarna i den har bipacksedeln och
Anvéndarhandledning fér Panther/Panther Fusion System.
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Tolkning av resultat

Panther System faststaller automatiskt koncentrationen av HBV DNA for prover och
kontroller genom att jdmfdra resultaten med en kalibreringskurva. HBV DNA-koncentrationer
rapporteras i IE/mL och log4q IU/mL. Tolkningen av resultaten ges i Tabell 1.

Om utspadningsalternativet anvands beraknar Panther System automatiskt HBV DNA-
koncentrationen for det rena provet genom att multiplicera den utspadda koncentrationen
med utspadningsfaktorn, och utspadda prover flaggas som utspadda.

Obs! Med utspddda prover kan resultat listade som "Ej detekterat” eller "< 10 detekterat”
komma att genereras vid utspédning av ett prov med en koncentration éver men i nédrheten
av LoD (detekteringsgrénsen) eller LLoQ (berdkningsgrdnsen). Du rekommenderas ta och
analysera ytterligare ett rent prov om ett kvantitativt resultat inte erhalls.

Tabell 1: Tolkning av resultat

Rapporterat resultat av Aptima HBV Quant Assay

Tolkning
IE/mL Log,, IE/mL?
Ej detekterat Ej detekterat HBV DNA ej detekterat.
< 10 detekterat < 1,00 HBV DNA har detekterats, men pa
en niva under LLoQ.
10 till 1 000 000 000 1,00 till 9,00 HBV DNA-koncentrationen ar inom det linjara
intervallet pa 10 till 1 000 000 000 IE/mL.

>1 000 000 000 > 9,00 HBV DNA-koncentrationen ligger éver ULoQ.

Ogiltigt® Ogiltigt® Fel som indikerats vid genereringen av resultatet.

Provet bor analyseras pa nytt.

? Vardet trunkeras till tva decimaler.

b QOgiltiga resultat visas med bla text.

For utspadda prover med rena koncentrationer hégre an den 6vre kvantifieringsgransen rapporteras resultaten med hjalp av
vetenskaplig notering.

Acceptanskriterierna for var och en av Aptima HBV Quant Assay-kontrollerna beskrivs i
Tabell 2 nedan.

Obs! Aterstéliningsintervallet som anges nedan férskjuts baserat p& det tilldelade vérdet
for varje specifik batch. Se den tilldelade koncentrationen som anges pa bipacksedeln fér
kontrollens streckkodsblad som medféljer varje kontrollbox.

Tabell 2: Acceptanskriterier for aterstéliningsintervall fér Aptima HBV Quant Assay-kontroller

Komponent Aterstallningsintervall fér giltiga korningar
Negativ kontroll Ej tillampligt
Lag positivkontroll +/- 0,55 log,o IE/mL
Hog positivkontroll +/- 0,5 logyo IE/mL
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Begransningar

A. Den har assayen far endast utféras av personal med utbildning i proceduren.
Om anvisningarna i bipacksedeln inte foljs finns det risk for felaktiga resultat.

B. Palitliga resultat forutsatter att prover tas, transporteras, férvaras och behandlas
pa ett korrekt satt.
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Analytiska prestanda

Detekteringsgrans vid anvandning av WHO:s tredje internationella standard

Detekteringsgransen (LoD) for assayen definieras som den HBV DNA-koncentration som
detekteras vid en sannolikhet pa 95 % eller hogre, i enlighet med CLSI EP17-A2."

LoD faststalldes genom analys av paneler utifran WHO:s tredje internationella standard for
hepatit B-virus DNA (NIBSC 10/264, genotyp A) som har spatts ut i HBV-negativ mansklig
EDTA-plasma och -serum. Minst 36 replikat av varje utspadning analyserades med var och
en av tre reagensbatcher for minst 108 replikat per utspadning. En probit-analys utférdes i
syfte att generera de forvantade detekteringsgranserna pa 95 %. LoD-vardena utgoér
resultaten fran reagensbatchen med den 6versta férvantade detekteringsgransen. LoD for
Aptima HBV Quant Assay med anvandning av WHO:s tredje internationella standard ar
4,8 IE/mL for plasma och 5,9 IE/mL fér serum.

Detekteringsgrans for HBV-genotyper

LoD faststalldes genom analys av utspadningar av HBV-positiva kliniska prover for
genotyperna A, B, C, D, E, F, G och H i HBV-negativ human plasma och serum.
Koncentrationerna faststalldes med hjalp av en godkand assay. Minst 24 replikat av varje
panelmedlem analyserades med tva reagensbatcher var for sig, for minst 48 replikat per
panelmedlem. En probit-analys utférdes i syfte att generera de férvantade
detekteringsgranserna pa 95 %. LoD-vardena som visas i Tabell 3 utgor resultaten fran
reagensbatchen med den Oversta forvantade detekteringsgransen.

Tabell 3: Detekteringsgréns (95 % forvéntad detekteringsgréns) for HBV-genotyper med anvéndning av
kliniska prover

Koncentration (IE/mL)

Genotyp Plasma Serum
A 3,3 4,1
B 2,9 3,9
C 4,9 5,2
D 5,7 54
E 5,8 5,8
F 3,0 4,0
G 2,8 7.4
H 5,5 6,3
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Linjart intervall

Det linjara intervallet faststalldes genom att analysera paneler med HBV genotyp A-virus
(0,78 logqq IE/mL till 7,30 log10 IE/mL) och plasmid-DNA (5,30 logqq IE/mL till 9,18 log4g IE/mL)
som har spatts ut i HBV-negativ human plasma och serum enligt CLSI EP06-A.” Aptima HBV
Quant Assay uppvisade linjaritet i hela analysintervallet, med en Ovre kvantifieringsgrans
(ULoQ) pa 9 logqg IU/ml enligt Figur 6.
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Figur 6. Linjaritet i plasma och serum
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Linjaritet for HBV-genotyper

Linjariteten hos HBV-genotyper faststalldes genom att analysera enskilda kliniska positiva
prover for genotyp A, E, F, G och H och referenspaneler for PEI WHO:s forsta internationella
standard (PEI 5086/08) for genotyp B, C och D. anvandes for assayens nedre intervall

(4 logqg IE/mL och lagre for genotyp A-G, 3 logqq IE/mL och lagre for genotyp H).
Plasmid-DNA anvandes for det 6vre intervallet med en Overlappning pa 2 logg.
Utspadningar i negativ human plasma har testats for alla genotyper. Linjaritet pavisades

i det analyserade intervallet for alla analyserade genotyper, sasom visas i Figur 7.
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Figur 7. Linjért intervall och linjéritet (plasma)

Nedre kvantifieringsgrans enligt WHO:s tredje internationella standard

Nedre kvantifieringsgransen definieras som den lagsta koncentration vid vilken HBV DNA
ar tillforlitligt kvantifierat inom en felmarginal, enligt CLSI EP17-A2." Felmarginalen
uppskattades med féljande tva metoder:

Analytisk felmarginal (Total Analytical Error, TAE) = |bias| + 2SD, och felmarginal
(Total Error, TE) = SQRT(2) x 2SD.

For att garantera matningarnas noggrannhet och precision bestdmdes felmarginalen for
Aptima HBV Quant Assay till 1 logq IE/mL (det vill séga att vid den nedre kvantifieringsgransen
ar skillnaden mellan tva matningar av mer an 1 logq IE/mL statistiskt signifikant).

Den nedre kvantifieringsgransen faststalldes genom analys av paneler utifran WHO:s tredje
internationella standard for hepatit B-virus DNA (NIBSC 10/264, genotyp A) som har spatts ut
i HBV-negativ human plasma och -serum. Fyrtiofem (45) replikat av varje utspadning
analyserades med var och en av de tre reagensbatcherna for totalt 135 replikat per
utspadning. Resultaten for de tre reagensbatcherna visas i Tabell 4 fér plasma och Tabell 5
for serum. Resultaten for den lagsta observerade koncentration som uppfylide
noggrannhetsmalet (TE < 1 logqo IE/mL och TE <1 log4g IE/mL) med > 95 % detektering och
storre an eller lika med LoD ar nedtonade i bada tabellerna och sammanfattas i Tabell 6.
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Beraknad LLoQ fér WHO:s tredje internationella standard fér hepatit B-virus ar 6 IE/mL
(0,79 log4g IE/mL) for plasma och 8 IE/mL (0,88 logyy IE/mL) for serum, vilka baseras pa den
hogsta beraknade koncentrationen av de tre reagensbatcherna i enlighet med CLSI EP17-A2.
LLoQ faststalldes i genotyper (se Nedre berédkningsgréans fér HBV-genotyper).

Dessa genotypdata bestammer den 6vergripande nedre kvantifieringsgransen (LLoQ)

for assayen till 10 IE/mL.

Tabell 4: Bestdmning av LLoQ vid anvédndning av WHO:s tredje internationella standard for
HBYV utspétt i plasma

Aptima Aptima

Reagensbatch HBV Quant HBV Quant SD Bias Berdknat TE Berdknat TAE
(IE/mL) (Logqg IE/mL) (Logqg IE/mL) (Logqg IE/ML) (Logqo IE/mL) (Logqg IE/ML)

3 0,53 0,21 0,32 0,59 0,74

1 3 0,52 0,21 0,38 0,61 0,81

5 0,70 0,23 0,25 0,65 0,71

6 0,76 0,26 0,09 0,73 0,60

2 5 0,69 0,22 0,21 0,63 0,65

6 0,77 0,25 0,18 0,70 0,68

6 0,79 0,31 0,05 0,88 0,68

3 8 0,88 0,23 0,02 0,66 0,48

9 0,96 0,23 0,00 0,66 0,47

SD = standardavvikelse.

Panelmedlemmar som uppfyllde malet for noggrannhet (TE < 1 och TAE < 1), > LoD och > 95 % detektering for reagensbatcher 1, 2
och 3 har skuggats.

Tabell 5: Bestdmning av LLoQ vid anvédndning av WHO:s tredje internationella standard for
HBYV utspétt i serum

Reagens- Aptima Aptima

g HBV Quant HBV Quant SD Bias Berédknat TE Beraknat TAE
batch (IE/mL) (Logqo IE/ML)  (Logyo IE/ML)  (Logyo IE/mL) (Logy IE/ML) (Logso IE/ML)

4 0,65 0,24 0,20 0,67 0,67

1 5 0,65 0,24 0,25 0,68 0,73

5 0,67 0,22 0,28 0,63 0,73

5 0,70 0,29 0,14 0,82 0,72

2 5 0,72 0,27 0,18 0,77 0,72

6 0,75 0,24 0,20 0,68 0,68

8 0,88 0,29 0,04 0,83 0,63

3 10 0,98 0,23 0,08 0,66 0,55

11 1,02 0,28 0,07 0,78 0,62

SD = standardavvikelse.
Panelmedlemmar som uppfyllde malet fér noggrannhet (TE < 1 och TAE < 1), > LoD och > 95 % detektering for reagensbatcher 1, 2
och 3 har skuggats.

Tabell 6: Sammanfattning av berdknad LLoQ vid anvédndning av WHQ:s tredje internationella standard fér HBV

Nedre kvantifieringsgréans Nedre kvantifieringsgréans
Reagensbatch for plasma for serum
IE/mL Logqq IE/mL IE/mL Logqg IE/mL
1 5 0,70 4 0,65
2 5 0,69 5 0,72
3 6 0,79 8 0,88
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Nedre berakningsgrans for HBV-genotyper

Den nedre kvantifieringsgransen faststalldes genom analys av utspadningar av HBV-positiva
kliniska prover fér genotyperna A, B, C, D, E, F, G och H i HBV-negativ human plasma och
serum. Tilldelning av koncentration for kliniska prover faststalldes med hjalp av en
jamforelseassay. Totalt 36 replikat av varje panelmedlem analyserades med tva
reagensbatcher var for sig, Totalt 72 replikat per panelmedlem. Resultaten for den lagsta
observerade koncentration som uppfyllde noggrannhetsmalet (TE < 1 log4g IE/mL och

TE <1 logqg IE/mL) med > 95 % detektering for varje reagensbatch visas i Tabell 7

for plasma och Tabell 8 for serum. Den hdgsta observerade koncentrationen bland
reagensbatcherna for varje genotyp sammanfattas i Tabell 9. Genotyp D i serum hade

den hogsta nedre kvantifieringsgransen, 9 IE/mL (0,96 logqg IE/mL). Detta stddde den
overgripande nedre kvantifieringsgransen for assayen som 10 IE/mL.

Tabell 7: Bestamning av nedre kvantifieringsgrédns i HBV-genotyper i plasma

Aptima Aptima
HBV-genotyp Rfﬁ:s' HBV Quant’ HBV Quant® SD Bias Beriknat TE Beriknat TAE
(IE/mL) (Logqg IE/ML) (Logqq IE/mL)(Logqqg IE/mML) (Logqq IE/mL)  (Logqq IE/mL)
1 6 0,74 0,24 0,10 0,67 0,58
A 2 7 0,85 0,20 0,00 0,57 0,40
1 4 0,65 0,24 0,20 0,67 0,67
8 2 6 0,75 0,25 0,10 0,70 0,59
1 4 0,61 0,21 0,35 0,60 0,77
¢ 2 6 0,75 0,30 0,20 0,84 0,80
1 7 0,87 0,28 0,31 0,81 0,88
P 2 8 0,91 0,30 0,26 0,86 0,87
1 8 0,88 0,32 0,29 0,89 0,92
: 2 7 0,82 0,21 0,36 0,60 0,78
1 6 0,76 0,27 0,08 0,76 0,62
F 2 7 0,86 0,30 0,01 0,84 0,60
1 4 0,59 0,21 0,25 0,60 0,68
¢ 2 4 0,65 0,23 0,19 0,64 0,64
1 6 0,78 0,28 0,39 0,80 0,96
: 2 7 0,83 0,27 0,34 0,78 0,89

SD = standardavvikelse.

? Ytterligare nivaer kdrdes, men dessa data visas inte i tabellen.
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Tabell 8: Bestdmning av nedre kvantifieringsgréns i HBV-genotyper i serum

Aptima Aptima
HBV-genotyp Rfﬁz:s' HBV Quant®  HBV Quant® SD Bias Beriknat TE Beriknat TAE
(IE/mL) (Logqg IE/mL) (Logqq IE/mL) (Logqq IE/mL) (Logqq IE/mL) (Logqg IE/mL)
1 4 0,65 0,26 0,25 0,73 0,77
A 2 6 0,81 0,26 0,04 0,74 0,56
1 5 0,70 0,19 0,26 0,54 0,64
B 2 5 0,72 0,25 0,18 0,72 0,69
1 5 0,66 0,26 0,30 0,74 0,82
c 2 6 0,81 0,26 0,10 0,74 0,62
1 7 0,84 0,27 0,42 0,75 0,95
P 2 9 0,96 0,27 0,29 0,76 0,83
1 6 0,79 0,26 0,38 0,75 0,91
. 2 8 0,89 0,28 0,29 0,79 0,84
1 6 0,76 0,23 0,08 0,66 0,55
F 2 5 0,71 0,26 0,14 0,72 0,65
1 8 0,89 0,28 0,29 0,80 0,85
¢ 2 5 0,66 0,24 0,29 0,67 0,77
1 6 0,74 0,24 0,43 0,67 0,90
: 2 6 0,81 0,29 0,37 0,82 0,95

SD = standardavvikelse.
? Ytterligare nivaer kdrdes, men dessa data visas inte i tabellen.

Tabell 9: Sammanfattning av LLoQ i genotyper i plasma och serum

Nedre kvantifieringsgrans

Nedre kvantifieringsgrans

Genotyp for plasma for serum
IE/mL Logqg IE/mL IE/mL Logqq IE/mL
A 7 0,85 6 0,81
B 6 0,75 5 0,72
Cc 6 0,75 6 0,81
D 8 0,91 9 0,96
E 8 0,88 8 0,89
F 7 0,86 6 0,76
G 4 0,65 8 0,89
H 7 0,83 6 0,81
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Sparbarhet till WHO:s tredje internationella standard

En serie sekundara standarder med kanda koncentrationer anvandes genomgaende i
produktutvecklingen och produkttillverkningen for att etablera sparbarhet till WHO-standarden.
Koncentrationerna som analyserades for HBV WHO-standarden var mellan 2,0 och

4,0 log4g IE/mL, koncentrationen for de sekundéra standarderna varierade fran 2,4 till

8,4 logqg IE/mL. Kontroller och kalibratorer for Aptima HBV Quant Assay analyserades
ocksa tillsammans med de sekundara standarderna och WHO-standarden. Alla paneler
hade liknande resultat, och de férdelades linjart dver assayens linjara intervall, vilket
presenteras i Figur 8.
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Figur 8. Sparbarhet mellan WHO:s tredje HBV-standard fér
malkoncentrationer och observerad koncentration fran
Aptima HBV Quant Assay

Precision

Precisionspanelen for Aptima HBV Quant Assay byggdes upp genom utspadning av
HBV-genotyp A-virus och HBV-plasmid-DNA i HBV-negativ klinisk plasma och HBV-negativt
kliniskt serum (de fyra hégsta panelmedlemmarna i varje matris var plasmid-DNA).

Elva panelmedlemmar i varje matris tackte assayens intervall (malkoncentrationer pa

1,30 logqg IE/mL till 8,90 log4g IE/mL) och analyserades i tre replikat per korning av

en operatdr, med tre reagensbatcher pa ett Panther-system under tre dagar, tva

kérningar per dag.

Tabell 10 visar assayresultatens precision (i SD log4q IE/mL) mellan dagar, mellan satser,
mellan kérningar, inom kdérningar och totalt. Den totala variabiliteten berodde framst pa
matningen inom korningen (det vill sdga slumpfel).
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Tabell 10: Precision for Aptima HBV Quant Assay

Medelk.on- Medelkf)n- Mellan Mellan Mellan Mellan dagar .IYIeI.Ian .IYIeI.Ian I.|.10r.n I.r.1or31 Totalt Totalt
centration centration batcher batcher dagar korningar korningar kérning korning
Matris Prov N
Log-normal Log-normal Log-normal Log-normal Log-normal
(EmL)  (log, IEmL)  SD %V % sb %:v % SD %V % sb ?:v % sD %v %
342 32 1,21 0,07 16,2 0,07 16,2 0,05 1,7 0,28 71,8 0,28 78,2
54 97 1,95 0,05 11,7 0,03 6,8 0,02 5,7 0,15 36,8 0,17 39,9
Virus 54 1.474 3,16 0 1,0 0,02 3,8 0,02 4,8 0,07 15,6 0,07 16,8
54 10.602 4,02 0,02 4,8 0,02 3,6 0,01 24 0,06 14,9 0,07 16,2
54 429.428 5,63 0,03 6,7 0,01 2,7 0,01 24 0,06 14,1 0,07 16,1
Plasma  Plasmid-DNA 54 652.103 58 0,06 14,2 0,01 34 0,01 2,0 0,06 13,1 0,09 19,8
Virus 54 7.617.612 6,88 0,02 5,6 0,00 0,4 0,02 4,2 0,06 13,4 0,07 15,1
Plasmid-DNA 54 10.662.942 7,02 0,02 5,3 0,01 2,3 0,01 2,6 0,06 13,1 0,06 14,5
Virus 54 89.149.358 7,95 0,01 34 0,01 2,7 0,01 1,6 0,04 9,7 0,05 10,8
) 54 103.400.000 8,01 0,04 9,4 0,02 3,7 0,01 2,1 0,05 12,0 0,07 15,9
Plasmid-DNA
54 612.200.000 8,78 0,03 7,6 0,01 1,9 0,01 1,5 0,04 9,0 0,05 12,0
292 33 1,27 0,13 31,0 0,08 18,6 0,06 13,9 0,29 75,0 0,33 88,4
54 88 1,92 0,05 11,2 0,02 4,8 0,02 55 0,12 29,1 0,14 32,3
Virus 54 1.446 3,15 0,02 3,7 0,01 1,9 0,00 1,1 0,08 17,8 0,08 18,3
54 7.873 3,89 0,02 4,8 0,01 2,6 0,01 2,1 0,06 13,4 0,06 14,6
54 313.518 5,49 0,01 3,3 0,01 3,0 0,01 3,2 0,08 17,4 0,08 18,3
Serum  Plasmid-DNA 54 599.225 5,77 0,04 8,5 0,01 25 0,01 25 0,06 14,7 0,08 17,4
Virus 54 7.011.440 6,84 0,02 3,5 0,01 3,2 0,01 3,3 0,07 16,9 0,08 17,9
Plasmid-DNA 54 8.845.332 6,94 0,05 11,9 0,01 22 0,01 2,2 0,05 12,2 0,07 17,4
Virus 54 70.350.774 7,84 0,03 6,3 0,02 35 0,02 4,4 0,06 14,4 0,07 16,7
) 53>  122.800.000 8,08 0,04 9,9 0,01 2,2 0,01 1,8 0,04 10,4 0,06 14,6
Plasmid-DNA
54 678.700.000 8,83 0,02 3,6 0,01 2,2 0,01 1,8 0,05 11,7 0,05 12,5

SD = standardavvikelse.

@ Detekterade replikat med kvantifierade resultat, totalt antal detekterade replikat = 54.
P Ett replikat hade ett ogiltigt resultat.

Log-normal CV (%) = sqrt(10~(SD*2 * In(10)) - 1) * 100
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Potentiellt interfererande amnen

Kéansligheten hos Aptima HBV Quant Assay for interferens fran férhdjda nivaer av endogena
substanser och lakemedel som ofta ordineras till personer som ar infekterade med HBV
utvarderades. HBV-negativa plasmaprover och prover med HBV-tillsats till koncentration pa
cirka 30 IE/mL (1,48 logq IE/mL) och 20 000 IE/mL (4,30 logq IE/mL) analyserades.

Ingen interferens observerades gallande resultaten for assayen i narvaro av albumin
(90 mg/mL), hemoglobin (5 mg/mL), triglycerider (30 mg/mL) eller okonjugerat bilirubin

(0,2 mg/mL).

Kliniska plasmaprover fran patienter med férhdjda nivaer av definierade substanser eller
fran patienter med de sjukdomar, tio prover foér varje substans, som anges i Tabell 11
analyserades med Aptima HBV Quant Assay. Ingen interferens observerades gallande
assayens resultat.

Tabell 11: Typer av kliniska prover som analyserats

K-Iiniska provtyper

1 Antinuklear antikropp (ANA)

2 Reumatoid faktor (RF)

3 Alkoholcirros (AC)

4 Alkoholbetingad hepatit

5 Icke-alkoholbetingad hepatit

6 Autoimmun hepatit

7 Forhdjd alaninaminotransferas (ALT)
8 Hepatocellulart karcinom (HCC)

9 Multipel skleros (MS)

10 Systemisk lupus erythematosus (SLE)
11 Hyperglobulinemi

12 Ledgangsreumatism (RA)

13 Anti-Jo-1-antikropp (JO-1)

14 Multipelt myelom (MM)

15 Hemolyserade (férhdjda hemoglobinnivaer)
16 Ikteriska (forhojda bilirubinnivaer)

17 Lipemiska (férhojda lipidnivaer)

18 Forhojt protein

Aptima HBV Quant Assay
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Ingen interferens observerades gallande assayens resultat i narvaro av de exogena substanser
som anges i Tabell 12 vid koncentrationer pa minst tre ganger ¢y, (human plasma).

Tabell 12: Exogena substanser

_Exogen
substanspoolning Analyserade exogena substanser
1 Sakvinavir, ritonavir, amprenavir, indinavir, lopinavir, nelfinavirmesylat
2 Claritromycin, valganciklovirhydroklorid, efavirenz, nevirapin
3 Paroxetin HCI, enfuvirtid, zidovudin, didanosin, abakavirsulfat
4 Ribavirin, entekavir, adefovirdipivoxil, tenofovirdisoproxilfumarat, lamivudin, ganciklovir, acyklovir
5 Stavudin, ciprofloxacin, fluoxetin, azitromycin, valacyklovir, sertralin, zalcitabin
6 Alfa-interferon-2a, alfa-interferon-2b, pegylerad alfa-interferon-2b
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Analytisk specificitet

Potentiell dverkorsningsreaktivitet for patogenerna i Tabell 13 utvarderades for HBV-negativ
plasma fran manniska i narvaro eller franvaro av 30 IE/mL (1,5 log IE/mL) och 20 000
(4,3 log4g IE/mL) HBV DNA. Ingen éverkorsningsreaktivitet observerades. Ingen interferens
observerades i narvaro av patogenerna.

Tabell 13: Patogener som har testats for analytisk specificitet

Mikroorganism/patogen Koncentration Mikroorganism/patogen Koncentration
Adenovirus 5 100 000 TCID50/mL? Candida albicans 1 000 000 CFU/mL®
BK manskligt polyomavirus 1000 TCID50/mL Chlamydia trachomatis 1 000 000 IFU/mLf
Cytomegalovirus 100 000 TCID50/mL Corynebacterium diphtheriae 1 000 000 CFU/mL
Denguevirus 1 10 000 TCID50/mL Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/mL
Denguevirus 2 10 000 TCID50/mL Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/mL
Denguevirus 3 10 000 TCID50/mL Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/mL
Denguevirus 4 100 000 TCID50/mL Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/mL
Epstein-Barrvirus 100 000 kopior/mL Streptococcus pneumoniae 1 000 000 CFU/mL
Influensa H1N1 100 000 TCID50/mL Trichomonas vaginalis 1 000 000 CFU/mL
Hepatit A-virus 100000 TCIDSO/mML 2 TCID50/mL = Infektits dos i vavnadskultur, enheter per mL
Hepatit C-virus 100 000 IE/mL® ® |E/mL = Internationella enheter per mL
Hepatit G-virus 100 000 kopior/mL ¢ yp/mL = Viruspartiklar per mL
Humant herpesvirus 6B 100 000 kopior/mL 4| p50/mL = Dédlig dos per mL
Humant herpesvirus 8 100 000 kopior/mL  ® CFU/mL = Kolonibildande enheter per mL
HIV-1 100 000 IE/mL fIFU/mL = Inklusionsbildande enheter per mL
HIV-2 10 000 TCID50/mL
Humant papillomvirus 100 000 kopior/mL

Herpes simplex-virus 1 (HSV-1) 100 000 TCID50/mL

Herpes simplex-virus 2 (HSV-2) 100 000 TCID50/mL

Humant lymfotropiskt T-cellsvirus 1

(HTLV-1) 100 000 vp/mL°®
Humant Iymf<z|t_:9rii\ik2t)T-cellsvirus 2 100 000 vpimL
Japanskt encefalitivirus Ej tillampligt  Ej tillampligt
Murray Valley-encefalitvirus 2 000 LD50/mLY
Parvovirus B19 100 000 IE/mL
Rubellavirus 10 000 TCID50/mL
St. Louis-encefalitvirus 100 000 TCID50/mL
Vacciniavirus 1000 TCID50/mL
West Nile-virus 100 000 TCID50/mL
Gula febern-virus 100 000 TCID50/mL

Aptima HBV Quant Assay 34 AW-28215-1601 Rev. 003



Aptima® Analytiska prestanda

Matrisekvivalens

118 provuppsattningar av matchade blodprovtagningsror (serumslang, ACD, K2 EDTA,

K3 EDTA, PPT, SST) bedémdes med avseende pa matrisekvivalens. Av dessa var

44 uppsattningar naturligt infekterade HBV-positiva och 74 uppsattningar HBV-negativa som
spetsats med HBV-virus. Korrelationen for varje typ av blodprovtagningsrér, matt med
serumprovtagningsroret som jamférelse, visas i Tabell 14.

Tabell 14: Matrisekvivalensstudie

95 % CI pa lutning 95 % ClI pa Intercept
Medelvar-
Blodprovtagning Deming- Nedre Ovre Nedre Ovre desskillnad
Ror regression Begrénsning Begriansning Begransning Begransning R’ (Log1o)
ACD y =1,01x- 0,04 1,00 1,02 -0,10 0,01 0,998 -0,01
K2 EDTA y=1,02x - 0,14 1,00 1,03 -0,20 -0,07 0,997 -0,07
K3 EDTA y=1,01x-0,12 1,00 1,03 -0,18 -0,06 0,997 -0,06
PPT y=1,02x - 0,14 1,00 1,03 -0,21 -0,07 0,996 -0,06
SST y =1,00x - 0,03 0,99 1,01 -0,07 0,03 0,999 -0,01

Cl = konfidensintervall

Provutspadning med Aptima spadningsmedel for provmaterial (1:3)

For att bedoma detekteringsnoggrannheten for HBV DNA i prover som spatts ut med
Aptima Specimen Diluent for prover spaddes prover som lag inom det linjara omradet
1:3 ut med Aptima Specimen Diluent (till exempel 240 uL prov kombinerat med 480 uL
Aptima Specimen Diluent). Varje prov analyserades bade rent och utspatt (1:3) i tre
replikat. Analyserna utférdes med en batch assayreagens pa tva Panther-system med tva
batcher Aptima Specimen Diluent. Skillnaderna mellan den genomsnittliga rapporterade
koncentrationen i inbyggd matris (utspadningsfaktor applicerad pa det utspadda
provresultatet) och genomsnittlig koncentration i Aptima Specimen Diluent visas i

Tabell 15 fér plasma och Tabell 16 fér serum. Provkoncentrationerna atervanns

korrekt i de utspadda proverna.
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Tabell 15: Plasmaprover 1:3 utspddningsmatris — sammanfattning av jamférelse

Plasmamatris Spadningsmedel Skillnad
Genomsnittlig rapporterad Genomsnittlig rapporterad Spadningsmedel fran
koncentration koncentration plasmamatris
(Logqg IE/mL)n=9 (Logqg IE/mL) n =18 (Logqg IE/mL)
1,20° 1,11° -0,09
1,56 1,36 -0,20
2,15 2,04 -0,11
3,10 2,97 -0,13
3,92 3,89 -0,03
4,82 4,79 -0,03
5,70 5,70 0,00
7,07 6,98 -0,09
7,74 7,60 -0,14
8,74 8,62 -0,12
9,29 9,19 -0,10
9,39 9,29 -0,10
in=21
Pn=42

Tabell 16: Serumprovbehandling 1:3 utspddningsmatris — sammanfattning av jamférelse

Serummatris Spadningsmedel Skillnad
Genomsnittlig rapporterad Genomsnittlig rapporterad Spadningsmedel fran
koncentration koncentration serummatris
(Logqg IE/mL)n=9 (Logqg IE/mL) n =18 (Logqg IE/mL)
1,21° 1.11° -0,10
1,547 1,36° -0.18
2,21 2,03 -0,18
3,06 2,98 -0,08
3,90 3,83 -0,07
4,77 4,76 -0,01
5,77 5,74 -0,03
7,03 7,00 -0,03
7,85 7,71 -0,14
8,87 8,76 -0,11
9,37 9,30 -0,07
9,46 9,36 -0,10
“n=21
Pn=142

Provutspadning med Aptima spadningsmedel for provmaterial (1:100)

For att beddma detekteringsnoggrannheten for HBV DNA i prover som spatts ut med
Aptima Specimen Diluent, plasma eller serum, analyserades atta enskilda plasmaprover
och atta enskilda serumprover som var spetsade med HBV-virus med en inriktning pa mellan
6 och 8 logyo IE/mL, tillsammans med atta enskilda plasmaprover och atta enskilda
serumprover som var spetsade med HBV-plasmid-DNA med en inriktning pa 9,16 log,q IE/mL,
i fem replikat. En utspadning pa 1:100 utférdes med en del prov och 99 delar Aptima
Specimen Diluent strax fore analysen. Analyserna utférdes med en batch assayreagens pa
tva Panther-system med tva batcher Aptima Specimen Diluent. Skillnaden mellan den
genomsnittliga rapporterade koncentrationen i inbyggd matris (spadningsfaktor applicerad pa
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det utspadda provresultatet) och genomsnittlig koncentration i Aptima Specimen Diluent
berdknades for varje provuppsattning enligt vad som visas i Tabell 17 fér plasma och
Tabell 18 for serum.

Tabell 17: Plasmaprover 1:100 utspéddningsmatris — sammanfattning av jamférelse

Plasmamatris Spadningsmedel Skillnad
Genomsnittlig rapporterad Genomsnittlig rapporterad Spadningsmedel fran
koncentration koncentration plasmamatris
(Logqg IE/mL)n=5 (Logqg IE/mL) n=10 (Logqg IE/mL)
7,86 7,85 -0,01
7,84 7,83 -0,01
7,78 7,75 -0,03
7,80 7,80 0,00
6,58 6,53 -0,05
6,58 6,52 -0,06
6,58 6,53 -0,05
6,58 6,53 -0,05
9,24° 9,05 -0,19
9,21° 9,05° -0,16
9,257 9,03° 0,22
9,27° 9,04° -0,23
9,13 8,82° -0,31
9,12° 8,81° -0,31
9,09° 8,84° -0,25
9,05% 8,84% -0,21

? Spetsad med plasmid-DNA

Tabell 18: Serumprovbehandling 1:100 utspddningsmatris — sammanfattning av jagmférelse

Serummatris Spadningsmedel Skillnad
Genomsnittlig rapporterad Genomsnittlig rapporterad Spéadningsmedel fran
koncentration koncentration serummatris
(Logqg IE/mL)n=5 (Logqg IE/mL) n=10 (Logqg IE/mL)

7,70 7,85 0,15

7,84 7,85 0,01

7,79 7,82 0,03
7,75 7,79 0,04
6,77 6,77 0,00
6,75 6,80 0,05
6,75 6,71 -0,04
6,70 6,73 0,03
9,27% 9,08% -0,19
9,24° 9,06” -0,18
9,29° 9,08° -0,21
9,31° 9,117 -0,20
9,14° 8,917 -0,23
9,18% 8,92% -0,26
9,19° 8,90° -0,29
9,08° 8,84° -0,24

2 Spetsad med plasmid-DNA
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Bekraftelse av LLoQ i prover som spatts ut med Aptima Specimen Diluent

LLoQ for Aptima HBV Quant Assay bekraftades med kliniska prover av HBV genotyp A
utspadda i Aptima Specimen Diluent. Proverna preparerades i HBV-negativ human plasma
och serum vid 21, 30 och 45 IE/mL. Varje panel spaddes 1:3 i Aptima Specimen Diluent strax
fore analysen for att ge slutliga koncentrationer pa cirka 7, 10 och 15 IE/mL. Sammanlagt
36 replikat pa varje panelmedlem analyserades med en reagensbatch i tre dagar. Nedre
kvantifieringsgrans < 10 IE/mL fér HBV plasma och serum utspadd i Aptima Specimen
Diluent bekraftades enligt Tabell 19.

Tabell 19: Bekréftelse av LLoQ - Prover i Aptima Specimen Diluent

Aptima Aptima
HBV Quant HBV Quant SD Bias Berdknat TE Beraknat TAE

Matris % detekterat ey (LogyqIE/ML) (Logqq IE/ML)(Logq IE/ML) (Logqg IE/ML)  (Logqq IE/mL)

Plasma 100 % 3 0,50 0,19 0,10 0,54 0,48
Serum 100 % 2 0,38 0,12 0,46 0,33 0,70

Precision for utspadda prover

Precisionspanelen for Aptima HBV Quant byggdes upp genom utspadning av HBV-positiv
plasma och HBV-plasmid-DNA i HBV-negativ klinisk plasma och serum. Positiva paneler
spaddes ut i Aptima Specimen Diluent. Dessa analyserades i fem replikat per kdrning av en
operatdr som anvande tre batcher Aptima Specimen Diluent pa ett Panther-system under tre
analysdagar, tva koérningar per dag.

Tabell 20 visar assayresultatens precision (i SD log,o IE/mL) for tre batcher av
Aptima Specimen Diluent. Den totala variabiliteten var < 0,15 SD for alla panelmedlemmar
och batcher av spadningsmedel.

Tabell 20: Precision hos paneler utspéddda i Aptima spadningsmedel fér provmaterial

Batch 1 Batch 2 Batch 3
provspddningsmedel provspadningsmedel provspadningsmedel Kombinerade batcher
. (n=10) (n=10) (n=10) (n=30)
Malkon-
centration  Utspad- Genomsnittlig Genomsnittlig Genomsnittlig Genomsnittlig

Matris (Logqg IE/mML)  ning Logqo IElmL  sD Logqo IEImL  sp Logqo IE/mL  sD Logqo IElmL  sD
330 Ren 3,46 0,07 3,43 0,08 3,46 0,06 3,45 0,07
' 1:3 3,36 0,09 3,35 0,07 3,39 0,09 3,37 0,08
Ren 4,33 0,06 4,27 0,03 4,41 0,05 4,34 0,08

Plasma 4,30
1:3 4,34 0,05 4,35 0,05 4,38 0,10 4,35 0,07
918 Ren 9,13 0,05 9,10 0,03 9,26% 0,15 9,16% 0,11
’ 1:100 9,18 0,03 9,14 0,04 9,33 0,10 9,21 0,10
330 Ren 3,52 0,05 3,48 0,06 3,50 0,07 3,50 0,06
’ 1:3 3,45 0,08 3,40 0,06 3,39 0,08 3,41 0,07
Ren 4,35 0,05 4,37 0,06 4,43 0,06 4,38 0,06

Serum 4,30
1:3 4,35 0,05 4,37 0,05 4,41 0,04 4,37 0,05
918 Ren 9,08 0,03 9,14 0,05 9,31° 0,12 9,17° 0,12
’ 1:100 9,18 0,02 9,14 0,03 9,33 0,09 9,22 0,10

SD = standardavvikelse
? 1 replikat utesléts (dver det berdkningsbara intervallet).
i) replikat uteslots (6ver det berakningsbara intervallet).
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Overféring

For att faststalla att programvaran i Panther-systemet minimerar risken for falska positiva
resultat pa grund av kontamination genom 6verféring genomfordes en studie med paneler
med tillsatser pa tre Panther-system. Overféring bedémdes med anvandning av
plasmaprover med tillsats av HBV DNA med hoga titrer (8 logqg IE/mL) spridda mellan
HBV-negativa prover i ett schackrutigt monster. Analyserna gjordes dver fem koérningar.
Den 6vergripande 6verforingen var 0,14 % (1/705).

Reproducerbarhet

Reproducerbarheten utvarderades pa Panther System pa tre externa platser i USA.

Tva operatorer utforde analys pa respektive plats. Varje operator utforde tva kérningar per
dag i tre dagar, med tre reagensbatcher under analysens gang. Varje kérning hade tre
replikat av varje paneldeltagare. Totalt analyserades 108 replikat av varje panelmedlem.

Reproducerbarheten analyserades med anvandning av panelmedlemmar som preparerats
med HBV-negativ plasma. De positiva panelmedlemmarna var positiva for HBV-genotyp A
eller C. Koncentrationerna av HBV DNA lag inom assayens linjara intervall.

Tabell 21 visar reproducerbarheten och precisionen hos assayresultaten for varje positiv
panelmedlem mellan platser, mellan operatérer/dagar, mellan batcher, mellan kérningar,
inom koérningar samt totalt.

Variationskoefficienten berdknades med hjalp av foljande ekvation dar o ar variansen i
provet for data efter log¢g-transformation.

%CV = 100 x V(10 °*"® _ 1)

For alla HBV-positiva panelmedlemmar var éverensstdmmelsevardena 100 %.
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Tabell 21: Reproducerbarhet hos HBV DNA-nivaer hos i Aptima HBV Quant Assay pa Panther System fér
positiva panelmedlemmar

Observerat medelvirde

Procent bidrag till total varians
SD (%CV)

Mellan operatérer/

Mellan : Mellan Mellan Inom Total Varians SD

GT N IE/mL Logio IE/mML  platser dagar batcher analyser  analyser (%CV)
108 e 2 0,059 (<0,001) 0,138 0,090 0,178 0,250

’ ‘ 13,578 (< 0,001) (32,693)  (20,869)  (42,883)  (62,666)
0,009 0 0,074 0,051 0,106 0,139

108 1294 2.1 (2,162) (0) (17,09)  (11,869)  (24,736)  (32,886)
0,035 0,032 0,014 0,032 0,085 0,103

107 10560 3.0 (7.994) (7.432) (3.246) (7.356)  (19.666)  (24,060)
0 0,027 0,040 0,044 0,066 0,092

A 108 76630 3.9 ©) (6.262) (9.235)  (10,088) (15194)  (21,540)
0,027 0,042 0,042 0,030 0,072 0,102

108 1881721 53 (6.281) (9.707) (9.787) (6.829)  (16,689)  (23.772)
0,038 0 0,031 0,064 0,068 0,106

108 93890941 7.0 (8.846) 0) (7.237)  (14791)  (15756)  (24,692)
0,038 0,029 0,020 0,037 0,049 0,081

107 86664677.2 7.9 (8.692) (6.753) (4.584) (8.635)  (11,375)  (18,725)
0,024 0,052 0,015 0,045 0,053 0,091

107 7537261832 89 (5.476) (11,997) (3.499)  (10,304)  (12,187) 21,163)
107 . " 0,041 0,041 0,074 0,092 0,189 0,230

’ * (9.521) (9.392) (17147)  (21438) (45704)  (57,010)
0,035 0 0,055 0,064 0,131 0,160

108 1529 22 (8.127) 0) (12706)  (14,925)  (30,748)  (38,013)
0,042 0,023 0 0,061 0,055 0,094

108 13638 3.1 (9.583) (5.316) 0) (14,033)  (12,623)  (22,002)
0,011 0,014 0,040 0,038 0,059 0,083

108 98719 4.0 (2.472) (3.270) (9.337) (8.801)  (13,651)  (19,291)
c 0,031 0,047 0,016 0,026 0,063 0,090

108 2174005 53 (7.255) (10,843) (3.791) (6.023)  (14,685)  (21,044)
0,046 0 0,020 0,064 0,073 0,109

108 12087179, 71 (10,543) 0) (4.652) (14762)  (16.922)  (25.501)
0,044 0,028 0,013 0,043 0,052 0,087

108 577437128 7.8 (10,232) (6.472) (2.944)  (10026) (12,010)  (20,146)
0,042 0,048 0,028 0,034 0,048 0,091

108 5721847549 87 ©.711) (11,160) (6.374) (7.740)  (11,081)  (21,208)

% CV = log-normal variationskoefficient, GT = genotyp, SD = standardavvikelse

OBS! Variabiliteten fran vissa faktorer kan vara numeriskt negativ. Detta kan ske om variabiliteten ar mycket liten pa grund av dessa
faktorer. | dessa fall visas SD och CV som 0.
 Uppskattningarna mellan operatérer kan forvéxlas med mellan dagar; darfér kombineras uppskattningarna mellan operatdrer och

mellan dagar i Mellan operatérer/dagar.
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Kliniska prestanda

Metodkorrelation

Resultaten for Aptima HBV Quant Assay bedémdes mot en CE-markt Health Canada-
licensierad jamforelseassay genom analys av outspadda kliniska prover fran HBV-infekterade
patienter. Sammanlagt 614 kliniska prover inom det linjara intervall som a&r gemensamt for
bada assayerna anvandes for linjar regression enligt Figur 9.
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Figur 9. Korrelation mellan Aptima HBV Quant Assay och den jamférande assayen

Klinisk nytta

Studien var utformad for att bedéma Aptima HBV Quant Assays férmaga att forutsaga
virologiska, biokemiska och serologiska kliniska effektmatt 48 veckor efter pabdérjad
behandling. Prover samlades prospektivt in frAn personer med kronisk HBV-infektion som
inledde monoterapi med entekavir eller tenofovir som en del av sin standardbehandling.

Av de 331 forskningspersoner som deltog i studien var 86 forskningspersoner inte
utvarderbara pa grund av att de lamnade studien, avbrét studien, behandlingen stoppades i
fortid, inte hade resultat fran vecka 48 eller pa grund av att HBV DNA-viral belastning
saknades eller var lag. De aterstdende 245 forskningspersonerna var utvarderbara foér minst
ett av de kliniska effektmatten och omfattade 126 HBeAg(+) och 119 HBeAg(-)
forskningspersoner. Tabell 22 visar de demografiska och kliniska egenskaperna hos
utvarderbara forskningspersoner vid baslinjen. Den demografiska férdelningen av
forskningspersonerna i denna studie 6éverensstamde med den fér patienter med kronisk HBV
i USA.” Data fran forskningspersoner med HBeAg(+) och HBeAg(-) analyserades separat.
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Tabell 22: Demografiska och kliniska egenskaper hos utvérderbara forskningspersoner vid baslinjen

Egenskaper Totalt
Totalt, N N 245
Entekavir n (%) 94 (38,4)
Tenofovir n (%) 151 (61,6)
Man 154 (62,9)
Koén, n (%)
Kvinna 91 (37,1)
Medelvarde + SD 43,5+ 13,63
Alder (ar) Median 44,0
Intervall 18-83
18-29 40 (16,3)
30-49, n (%) 120 (49,0)
Alderskategori (ar), n (%)
50-70, n (%) 80 (32,7)
> 70, n (%) 5(2,0)
Latinamerikansk 7(2,9)
Etniskt ursprung, n (%) Ej latinamerikansk eller latino 236 (96,3)
Okant/avbojde 2(0,8)
Vit 89 (36,3)
Svart eller afroamerikansk 16 (6,5)
Asiatisk 132 (53,9)
Nordamerikansk indian/ 0(0,0)
Rastillhérighet®, n (%) urinvanare i Alaska
Infédd Hawaiian/urinvanare pa 6 (2,4)
Stillahavsbarna
Annat 1(0,4)
Okant/avbojde 1(0,4)
A 28 (11,4)
B 64 (26,1)
Cc 36 (14,7)
D 47 (19,2)
Genotyp, n (%) E 2(0,8)
F 0(0,0)
G 0(0,0)
H 3(1,2)
Okand 65 (26,5)
Erfaren 27 (11,0)
HBV-behandlingsstatus, n (%)
Ingen tidigare behandling 218 (89,0)
Tenofovir 5(18,5)
Entekavir 4 (14,8)
Adefovir 2(7,4)
Tidjgare lakemedelsbehandling, Lamivudin 1(3,7)
n (%) Telbivudin 0(0,0)
Interferon 10 (37,0)
Annan® 5 (18,5)
Fel 1(3,7)
Tidigare behandlingsresultat, n (%) Kilart 0(0,0)
Upphorde av andra skal 26 (96,3)
Positiv/reaktiv 210 (85,7)
HBsAg serostatus, n (%)
Ej utford 35 (14,3)
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Tabell 22: Demografiska och kliniska egenskaper hos utvérderbara forskningspersoner vid baslinjen (forts.)

Egenskaper Totalt
Cirrotisk 26 (10,6)
Cirrotisk status, n (%) Icke-cirrotisk 201 (82,0)
Ej utford 18 (7,3)
Medelvarde + SD 6,3+ 1,93
HBV viralbelastning (logg IE/mL)  Median 6,4
Intervall 3-9
Medelvérde + SD 102,4 + 175,97
ALT (U/L)
Nummer éver ULN® 177 (85,9)

? Forskningspersoner kan rapportera flera rastillhérigheter.
P Olika kombinationer av de specifika I1akemedel som anges.
°Den &vre gransen for det normala intervallet (ULN) fér alaninaminotransferas (ALT) var 30 U/L f6r man och 19 U/L fér kvinnor.

Prediktion av svaret pa antiviral behandling

Den kliniska nyttan hos Aptima HBV Quant Assay har bedémts fér personer som behandlas
med tenofovir och entekavir. Det finns ingen information om assayens kliniska nytta nar
andra antivirala HBV-behandlingar anvands.

Definitioner:
Tidiga virologiska utfall

Virologiskt svar vecka 12 och vecka 24 = HBV DNA < 10 IE/mL (< nedre kvantifieringsgrans)
enligt bedémning med Aptima HBV Quant Assay pa Panther-systemet

Alternativ virologisk respons Vecka 12 = HBV DNA 2= 2 log4, minskning fran baslinjen

Alternativt virologiskt svar vecka 24 = HBV DNA < 2 000 IE/mL (for HBeAg+) eller
< 50 IE/mL (fér HBeAg-)

Kliniska effektmatt

Virologiskt svar vecka 48 = HBV DNA < 10 IE/mL (<LLoQ) enligt beddmning med en
godkand HBV-assay for berakning

Alternativt virologiskt svar vecka 48 = HBV DNA < 50 IE/mL enligt bedémning med en
godkand HBV-assay for matning

Biokemiskt svar = Normalisering av ALT-analysresultaten vid vecka 48 (ALT < 30 U/L for
man och < 19 U/L for kvinnor)

Serologiskt svar = forlust av HBeAg (HBeAg-negativa resultat) vid vecka 48
Métningar av samband och prediktivt vérde

Positivt prediktivt varde (PPV) = sant positivt/(sant positivt + falskt positivt) eller
sannolikheten for svar vid vecka 48 (for den kliniska effekt som bedéms) hos
forskningspersoner med virologiskt svar vid den tidiga tidpunkten.

Negativt prediktivt varde (NPV) = sant negativt/(falskt negativt + sant negativt) eller
sannolikheten for icke-svar vid vecka 48 (for det kliniska effektmatt som beddéms) hos
forskningspersoner med virologiskt icke-svar vid den tidiga tidpunkten.

Oddsférhallande (OR) = (sant positivt x sant negativt)/(falskt positivt x falskt negativt)
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Forutsdgelse av virologiskt svar vecka 48, definierat som HBV DNA <10 IE/mL

| den har studien var den primara definitionen av virologiskt svar HBV DNA < 10 IE/mL, och
denna definition anvandes bade for tidigt virologiskt svar vid vecka 12 och 24 och virologiskt
svar vid vecka 48. Sambandet mellan tidiga virologiska svar vid vecka 12 och 24 och kliniska
effektmatt vid vecka 48 (virologiskt svar, biokemiskt svar, serologiskt svar) bedomdes.

Forutsagelse av virologiskt svar vid vecka 48

Sambanden mellan virologiskt svar vid vecka 48 och virologiskt svar vid vecka 12 och
vecka 24 sammanfattas i Tabell 23.

Tidiga virologiska svar vid vecka 12 och 24, som prediktorer for virologiskt svar vid vecka 48,
varierade beroende pa vecka och behandling.

Tabell 23: PPV, NPV och oddsférhéllande for virologiskt svar som férutségs av tidigt virologiskt svar under
behandlingen: Virologiskt svar vecka 48 definierat som < 10 IE/mL

PPV (%) NPV (%) ELLER
Vecka for tidigt Uppskattning Uppskattning Uppskattning
HBeAg-status virologiskt svar Behandling (95 % Ki) n/N (95 % Ki) n/N (95 % CI)®
_ 0,0 825 1,49
Entekavir (0.0 93.2) ot (80,0;884) 940 (<001;30,95)
_ 100 74,4 14,30
12 Tenofovir (27.3: 100) 212 726,787) 282 (1,11, > 999,99)
66,7 77,0 6.7
Alla (15,4 98.2) 2/3 757:799) 4122 (0,62; 147,55)
HBeAg(+) 50,0 88,2 7,50
Entekavir (6,4: 93.2) 2/4 (83,5: 95,4) 30/34 (0,74; 79,76)
. 75.0 84,1 15,81
24 Tenofovir (52.7:923) 1216 (785,900 069 (4,62; 65,54)
70,0 85,4 13,69
Alla (50.5; 86,1) 14120 (813:901) 88103 (4,74; 44,16
. 94,1 22,2 4,57
Entek ' 32/34 ’ 4118 ’
ntekavir (87,1: 99,0) (7.6; 36,0) (0,80; 35,85)
. 83,3 46,9 4,41
12 Tenof ' 25/30 ’ 15/32 ’
enetovir (70,5; 93,2) (35.0; 58,9) (1,42;15,71)
89,1 38,0 4,99
All ' 57/64 ’ 19/50 ’
HBeAg(-) ) (82,1;94,7) (29.0;47.1) {2 o)
. 93,0 37,5 8,00
Entek ' 40/43 ’ 3/8 ’
ntekavir (88,0: 98.1) (6,4; 67,2) (1,21; 55,54)
_ 826 75,0 14,25
24 Tenof ' 38/46 ’ 12116 ’
enofovir (74,3; 90,4) (54,1; 92,0) (3,92; 62,71)
87.6 62,5 11,82
All ' 78/89 ’ 15/24 :
2 (82,7; 92,6) (44,8; 78,0) (o0 S

Cl = 95 % profil-visshet konfidensintervall
2 Skuggning anger statistisk signifikans for oddsforhallanden.
P For berakning av oddsférhallanden och deras konfidensintervall adderades 0,5 till alla celler nar minst en cell var noll.
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Forutsdgelse av biokemiskt svar vid vecka 48

Sambanden mellan biokemiskt svar vid vecka 48 och virologiskt svar vid vecka 12 och
vecka 24 sammanfattas i Tabell 24.

Vardet av tidiga virologiska svar vid vecka 12 och 24 som prediktorer for biokemiskt svar vid
vecka 48 varierade beroende pa vecka och behandling.

Tabell 24: PPV, NPV och oddsférhéllande fér biokemiskt som férutségs av tidigt virologiskt svar under
behandlingen: Virologiskt svar vecka 48 definierat som < 10 IE/mL

PPV (%) NPV (%) ELLER
Vecka for tidigt Uppskattning Uppskattning Uppskattning
HBeAg-status virologiskt svar Behandling (95 % Kil) n/N (95 % Kil) n/N (95 % CI)®
. NC 67,9 2,05
Entekavir (NC) 0/0 (63.4-76,1) 19/28 (0,01-393,52)
. 100 58,5 7,00
12 Tenofovir (27,6; 100) 212 (55,1; 63,9) 31/53 (0,54; 983,90)
100 61,7 8,02
Alla (27,3: 100) 212 (59,7; 65,5) 50781 (0,63, > 999,99)
FBeAg(*) 66 68,2 4,29
. e , ,
Entekavir (16,4-98,2) 213 (60,1-80,0) 15/22 (0,35-101,82)
. 58,3 61,4 2,22
24 Tenofovir (33,2: 81,0) 712 (54,3: 69,7) 27/44 (0,61; 8,61)
60,0 63,6 2,62
Alla (36,6: 80,9) 915 (58,2:700)  1%/8 (0,84: 8,70)
Entekavir 43,8 7116 50,0 6/12 078
(25,1; 61,2) (25,1; 74,9) (0,17; 3,53)
12 Tenofovir 52,9 917 76,2 16/21 3,60
(35,1; 72,2) (61,2; 89,8) (0,93; 15,39)
Alla 48,5 16/33 66,7 22/33 1,88
HBeAg(-) (36,0, 60,9) (54,5; 78,6) (0,70; 5,20)
Entekavir 45,8 11/24 75,0 3/4 2,54
(36,0; 56,0) (25,2; 98,7) (0,28; 55,45)
24 Tenofovir 42,9 12/28 80,0 8/10 3,00
(32,8; 53,1) (53,0; 97,1) (0,61; 22,34)
Alla 44,2 23/52 78,6 11/14 2,91
(37.8: 50.8) (55,1: 95,0) (0,80: 13,98)

Cl = 95 % profil-visshet konfidensintervall, NC = ej berakningsbar
2 For berakning av oddsférhallanden och deras konfidensintervall adderades 0,5 till alla celler nér minst en cell var noll.
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Forutsdgelse av serologiskt svar vid vecka 48

Sambanden mellan serologiskt svar vid vecka 48 och virologiskt svar vid vecka 12 och
vecka 24 sammanfattas i Tabell 25.

Vardet av tidiga virologiska svar vid vecka 12 och 24 som prediktorer fér serologiskt svar vid
vecka 48 varierade beroende pa vecka och behandling.

Tabell 25: PPV, NPV och oddsférhallande for serologiskt svar som férutségs av tidigt virologiskt svar under

behandlingen: Virologiskt svar vecka 48 definierat som < 10 IE/mL

PPV (%) NPV (%) ELLER
Vecka for tidigt Uppskattning Uppskattning Uppskattni:ng
HBeAg-status virologiskt svar Behandling (95 % Ki) n/N (95 % Kil) n/N (95 % Cl)
. 100 86,8 18,27
Entekavir (6,5; 100) 1 (84,2: 93,9) 33/38 (0,86; > 999,99)
. 0,0 82,9 0,95
12 Tenofovir (0,0: 72,0) 0/2 (81,7 86,0) 68/82 (< 0,01; 12,45)
33,3 84,2 2,66
Alla T 1/3 _’ 101/120 ’
HBeAg(+) ( '*:083,3) (83,;é 826,8) (0,127, 52(5)9,11)
Entekavir (6,4; 93,2) 214 (83,5: 95,4) 30734 (0,74; 79,76)
. 18,8 84,1 1,22
24 Tenofovir (3.1, 39.1) 3/16 (80.6; 89,1) 58/69 (0,25: 4,59)
25,0 85,4 1,96
Alla (8,5; 43,6) 520 (82,5; 89,4) 88/103 (0,57; 5,94)

Cl =95 % profil-visshet konfidensintervall

2 For berakning av oddsférhallanden och deras konfidensintervall adderades 0,5 till alla celler nar minst en cell var noll.
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Forutsdgelse av virologiskt svar vecka 48, definierat som HBV DNA < 50 IE/mL
(alternativ definition)

Alternativa definitioner av tidiga virologiska svar (vecka 12 och 24) och vecka 48 beddmdes
ocksa (se alternativa definitioner av svar ovan).

Sambanden mellan kliniska effektmatt och virologiskt svar vid vecka 12 och vecka 24, med
hjalp av dessa alternativa definitioner av virologiskt svar, sammanfattas i Tabell 26 (virologiskt
svar), Tabell 27 (biokemiskt svar) och Tabell 28 (serologiskt svar).

Tabell 26: PPV, NPV och oddsférhéllande for virologiskt svar som férutségs av tidigt virologiskt svar under
behandlingen: Virologiskt svar vecka 48 definierat som < 50 IE/mL

PPV (%) NPV (%) ELLER
Vecka for tidigt Uppskattning Uppskattning A
HBeAg-status virologiskt svar Behandling (95 % Ki) n/N (95 % KI) n/N (95 % CI)™
_ 34,2 66,7 1,04
Entekavir (26.9:392) 1338 (16,1; 98,2) 213 (0,09; 23,60)
. 55,1 833 6,14
12 Tenofovir (51.9: 59.4) 43/78 (43,5, 99.2) 5/6 (0,93; 120,54)
483 77,8 3,27
Alla wse 51z SO (45.3: 97.1) 79 (0,75; 22,54)
HBeAg(+) 65,0 100 66,59
Entekavir (513:812) 1320 86,3;100) 018 (720,>'999,99)
_ 724 88,9 21,00
24 Tenofovir (64.7: 80.6) 42/58 (74,6: 97,2) 24127 (6,28; 97,36)
70,5 93,3 33,47
Alla (635, 77.9) 55/78 (84,0 98.3) 42/45 (10,81; 148,13)
, 100 NC
Entekavir (NC) 52/52 (NO) 0/0 NC
. 93,0 60,0 19,87
12 Tenofovir (89.1; 97.5) 53/57 (21,3; 93,3) 3/5 (2,62; 191,49)
96,3 60,0 39,37
Alla (44087 105109 (21.1:93.3) 3/5 (5,24; 376,77)
HBeAg(-) 100 0,0
Entekavir (NC) 47/47 (NC) 0/4 NC
. 93,9 30,8 6,81
24 Tenofovir (88.6:983)  16/49 (6.7: 52,4) 413 (1,30; 39,97)
96,9 23,5 9,54
Alla (938 99.2) 93/96 (7.0. 39.8) anT (1,91; 53,22)

Cl =95 % profil-visshet konfidensintervall, NC = ej berakningsbar

? Skuggning anger statistisk signifikans for oddsforhallanden.

P For berakning av oddsforhallanden och deras konfidensintervall adderades 0,5 till alla celler nar minst en cell var noll, sdvida det
inte antingen saknades svar vecka 48 eller inga icke-svar vecka 48, vilket resulterade i att oddsfoérhallandet rapporterades som NC.

Aptima HBV Quant Assay 47 AW-28215-1601 Rev. 003



Kliniska prestanda Aptima®

Tabell 27: PPV, NPV och oddsférhallande fér biokemiskt som férutségs av tidigt virologiskt svar under
behandlingen: Virologiskt svar vecka 48 definierat som < 50 IE/mL

PPV NPV ELLER
Vecka fér tidigt Uppskattning Uppskattning Uppskattning
HBeAg-status virologiskt svar Behandling (95 % KI) n/N (95 % Ki) n/N (95 % CI)™
Entekavir 333 9/27 100 11 1,54
(25,1-39,0) (6,7-100) (0,07-233,77)
_ 442 66,7 1,59
12 Tenofovir (39.6;486) 2952 (15,7; 98,2) 213 (0,14; 35,36)
40,5 75,0 2,04
HBeAg(+) Ala @71;437) S7° (23.9; 98,7) ¥ (0,25; 42,30)
. 50,0 818 4,50
Entekavir (312-605 4 s89-07,1) M (0,79-37,15)
_ 52,5 81,3 4,79
24 Tenofovir 440618 2140 (60,1-06,7) 1916 (1,30; 23,28)
51,9 81,5 4,74
Alla (44.1: 60.2) 28/54 (66.4: 93.1) 22121 (1,66; 15,82)
, 46,4 NC 0,87
Entekavir @05 506 1928 (NO) 0/0 (< 0,01; 166,17)
. 40,0 100 4,72
12 Tenofovir (33.6; 46,3) 14/35 (41,4; 100) 3/3 (0,41; 653,11)
42,9 100 527
Alla ’ 27/63 3/3 ;
HBeRg() (39,6; 46.7) (41,2; 100) (0,48, 720,38)
) 44,0 66,7 1,57
Entekavir a4 s27) V25 (16,3-98,2) 213 (0,13; 36,42)
. 41,4 778 2,47
24 Tenofovir 313511 2% (48,6; 97,1) " (0,49; 18,57)
42,6 75,0 2,23
Alla (36.4: 48.9) 23/54 (48,8; 93,7) o2 (0,59; 10,87)

Cl = 95 % profil-visshet konfidensintervall
# Skuggning anger statistisk signifikans for oddsforhallanden.
P For berakning av oddsforhallanden och deras konfidensintervall adderades 0,5 till alla celler nar minst en cell var noll.

Tabell 28: PPV, NPV och oddsférhallande for serologiskt svar som férutsdgs av tidigt virologiskt svar under
behandlingen: Virologiskt svar vecka 48 definierat som < 50 IE/mL

PPV NPV ELLER
Vecka for tidigt Uppskattning Uppskattning Uppskattnir:g
HBeAg-status virologiskt svar Behandling (95 % Kil) n/N (95 % Kil) n/N (95 % CI)*
. 16,7 100 1,49
Entekavir (10,4; 19,6) 6/36 (44,1; 100) 353 (0,12; 209,89)
. 16,7 83,3 1,00
12 Tenofovir (12,9; 18.6) 13/78 (44.2: 99.2) 5/6 (0,14; 19,98)
16,7 88,9 1,60
Alla °: 19/114 > 8/9 ;
HBeAg(+) (13’;') 108,1) (58,113629,5) (0,217(,3 1;(;,56)
Entekavir (16,5; 41,6) 6/20 (86,3; 100) 18/18 (1,72, > 999,99)
. 22,4 96,3 7,51
24 Tenofovir (16.9; 26.8) 13/58 (84.7: 99,9) 26/27 (1,37: 140,31)
24,4 97,8 14,17
Alla (20,0; 28,4) 19778 (90.4; 99,0y 445 (2,77; 259,25)

Cl =95 % profil-visshet konfidensintervall
? Skuggning anger statistisk signifikans for oddsforhallanden.
® For berakning av oddsférhallanden och deras konfidensintervall adderades 0,5 till alla celler nar minst en cell var noll.
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Slutsats

Sammantaget visar resultaten att Aptima HBV Quant Assay kan berdakna HBV DNA-nivaer
vid baslinjen och under behandling i syfte att faststalla det virologiska svaret pa
behandlingen. Denna studie visade att tidiga virologiska svar vid vecka 12 och 24, som
prediktorer for virologiskt svar vid vecka 48, varierade beroende pa vecka och behandling.

Aptima HBV Quant Assay kan anvandas som ett hjalpmedel i vard av patienter med kronisk
HBV-infektion som genomgar antiviral lakemedelsbehandling mot HBV.
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