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Generelle oplysninger Aptima®

Generelle oplysninger

Tilsigtet anvendelse

Aptima®HBV Quant-assay er en in vitro-nukleinsyreamplifikationstest til kvantitering
af hepatitis B-virus (HBV) DNA i humant plasma og serum i det helautomatiske
Panther™-system.

Plasma kan fremstilles i ethylendiamintetraeddikesyre (EDTA), antikoagulerende
citratdextroseoplasning (ACD) og plasmaforberedelsesrgr (PPT'er). Serum kan forberedes

i serumrgr og serumseparatorrgr (SST'er). Praverne testes ved hjeelp af det fuldautomatiske
Panther-system til prgvebehandling, amplifikation og kvantificering. Praver, som indeholder
HBV-genotyper A, B, C, D, E, F, G og H, er godkendt til kvantitering i assayet.

Aptima HBV Quant-assay er beregnet til brug som en hjeelp ved handteringen af patienter
med kroniske HBV-infektioner, som behandles med HBV-antivirale laegemidler. Assayet kan
anvendes til at male HBV DNA-niveauer ved baseline og under behandling for at hjaelpe med
at vurdere viral respons pa behandlingen. Resultaterne fra Aptima HBV Quant-assay skal
fortolkes inden for konteksten af alle relevante kliniske resultater og laboratorieresultater.

Aptima HBV Quant-assay er ikke beregnet til brug som en screeningtest for forekomst af
HBV DNA i blod eller blodprodukter eller som en diagnostisk test for at bekraefte forekomsten
af HBV-infektion.

Oversigt og forklaring af testen

Hepatitis B-virus, ét af flere vira, som er kendt for at forarsage hepatitis, er blevet tillagt
livslang HBV-infektion, levercirrhose, levercancer, leversvigt og potentielt dadsfald.
Verdenssundhedsorganisationen (WHO) angiver HBV som en af verdens mest almindelige
infektionssygdomme. Preevalensen af HBV-infektion og overfgrselsmetoden varierer

i hgj grad rundt om i verden. Skensmaessigt levede 296 millioner mennesker i 2019

med kronisk HBV-infektion pa verdensplan.1 HBV-infektion resulterer i @get risiko for
leverdekompensation, cirrhose og hepatocellulzert karcinom (HCC). Arligt star HBV-infektion
for en dedelighed pa 0,5 til 1,2 millioner dgdsfald og 5-10 % af tilfeelde af
levertransplantation pa verdensplan.>?3 Uden passende behandling, indgriben og overvagning
efter diagnosen varierer den 5-arige kumulative incidens af cirrhose fra 8-20 %. Nar farst der
er udviklet cirrhose, er den arlige risiko for hepatocelluleert karcinom 2-5 %.4

HBV indeholder et cirkulzert, delvist dobbeltstrenget DNA-genom pa ca. 3.200 basepar,
som koder for fire delvist overlappende abne lzeserammer (ORF) og udtrykker polymerasen,
overflade, pree-kerne/kerne og X-proteiner. Den abne polymerase-la&eseramme overlapper
de gvrige tre abne lseserammer (ORF'er) og koder for et vigtigt viralt replikations-protein,
polymerase. Den abne overfladiske polymerase-laeseramme (ORF) udtrykker tre proteiner,
som er essentielle for viral morfogenese, viral indtreengen i hepatocytter, og som udlgser
vaertens immunreaktion.5 Der er 8 HBV-genotyper (A-H), og disse findes typisk pa forskellige
geografiske steder.

Pa grund af den dynamiske karakter af kronisk hepatitis B-infektion er kontinuerlig
overvagning af HBV DNA-niveauer og alaninaminotransferase-niveauer (ALT-niveauer)
vigtig.6 For stgrstedelen af HBV-inficerede personer, der gennemgar antiviral behandling,
er malet suppression af HBV DNA. Kvantitative nukleinsyretests med et bredt lineaert omrade
er effektive veerktgjer til overvagning af HBV DNA-virusmaengde under behandlingsforlgbet.
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Procedureprincipper

Aptima HBV Quant-assay er en in vitro-nukleinsyreamplifikationstest, som anvender
transkriptionsmedieret amplifikationsteknologi (TMA) i realtid i Panther-systemet til at
kvantitere HBV DNA, genotyper A, B, C, D, E, F, G og H. Aptima HBV Quant-assay
fokuserer pa to steerkt bevarede regioner i polymerase overfladegener (for gget tolerance
over for potentielle mutationer). Assayet er standardiseret i henhold til WHO’s 3.
internationale standard for hepatitis B-virus (NIBSC-kode: 10/264)

Aptima HBV Quant-assay omfatter tre primeere trin, som alle finder sted i et enkelt reagensglas
i Panther-systemet: target capture, targetamplifikation med transkriptionsmedieret amplifikation
(TMA) og detektion af amplifikationsprodukterne (amplikon) med de fluorescensmeerkede
prober (torches).

Under target capture isoleres virussens DNA fra pragverne. Proven behandles med ssebe
for at oplgse viruskappen, denaturere proteiner og frigere viralt genomisk DNA. Capture
oligonukleotider hybridiserer til steerkt bevarede regioner af HBV DNA, hvis til stede,

i testprgven. Det hybridiserede target indfanges derefter pd magnetiske mikropartikler,
der adskilles fra prgven i et magnetisk felt. Vasketrinene fjerner uvedkommende
komponenter fra reaktionsrgret.

Targetamplifikation sker via TMA, som er en transkriptionsbaseret
nukleinsyreamplifikationsmetode, der benytter to enzymer, Moloney murint leukaemivirus
(MMLV) revers transkriptase og T7 RNA-polymerase. Revers transkriptase bruges til

at danne en DNA-kopi (indeholdende en promotersekvens for T7 RNA-polymerase)

af targetsekvensen. T7 RNA-polymerase producerer flere kopier af RNA-amplikon fra
DNA-kopiskabelonen. Aptima HBV Quant-assay anvender TMA-metoden til at amplificere
to regioner af HBV-genomet (polymerasegen og overfladegen). Amplifikation af de regioner
opnas ved brug af specifikke primere, udviklet til amplifikation af HBV-genotyper A, B, C, D,
E, F, G og H. Dobbelt target-regionsmetoden med primer-design, der er malrettet mod de
hgjest bevarede regioner, sikrer ngjagtig kvantitering af HBV DNA.

Detektion opnas ved brug af enkeltstrengede nukleinsyre-torches, der er til stede under
amplifikation af target, som hybridiserer specifikt til amplikonet i realtid. Hver torch har en
fluorofor og en quencher. Nar torch'en ikke er hybridiseret til amplikonet, ligger quencheren
teet pa fluoroforen og undertrykker fluorescensen. Nar torch'en bindes til amplikonet,
bevaeger quencheren sig leengere veek fra fluoroforen og udsender et signal ved en bestemt
balgeleengde, nar den aktiveres af en lyskilde. Samtidig med at flere torches hybridiserer

til amplikonet, dannes der et hgjere fluorescenssignal. Den tid, det tager fluorescenssignalet
at na en bestemt taerskel, er proportional med den indledende HBV-koncentration.

Hver reaktion har en intern kalibrator/intern kontrol (IC), der kontrollerer variationer

i prevebehandling, amplifikation og detektion. En pragves koncentration bestemmes af
Panther-systemets software ved at sammenligne HBV- og IC-signalerne for hver reaktion
med kalibreringsoplysningerne.

Oversigt over sikkerhed og prastation

Oversigt over sikkerhed og praestation (Summary of Safety and Performance, SSP)

er tilgaengelig i den europaeiske database for medicinsk udstyr (Eudamed), hvor den

er knyttet til udstyrsidentifikationer (Basis UDI-DI). Se Basic Unique Device Identifier (BUDI)
(Basis unik udstyrsidentifikation) for at finde SSP for Aptima HBV Quant-assayet:
54200455DIAGAPTHBVAF.
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Advarsler og forholdsregler
A. Til in vitro diagnostisk brug

B. Til professionel brug.

C. For at reducere risikoen for ugyldige resultater skal hele indlaegssedlen og Panther/
Panther Fusion™ System Operator's Manual (Brugervejledningen til Panther/Panther
Fusion™ System) laeses omhyggeligt igennem, for assayet anvendes.

D. Target Enhancer-reagens (TER) er et aetsende stof. Se oplysningerne pa
sikkerhedsdatabladet i slutningen af dette afsnit.

Vedrerende laboratoriet

E. FORSIGTIG: Kontrollerne til dette assay indeholder humant plasma. Plasmaet
er ikke-reaktivt over for hepatitis B-overfladeantigen (HBsAg), antistoffer mod HCV,
antistoffer mod HIV-1- og HIV-2- og HIV-antigen ved testning med procedurer godkendt
af USA’s Food and Drug Administration. Plasmaet er endvidere ikke-reaktivt over for
HBV DNA, HCV RNA og HIV-1 RNA ved testning med godkendte nukleinsyretests. Alle
materialer, der stammer fra humant blod, skal anses for at vaere potentielt smittefarlige og
handteres i overensstemmelse med generelle forholdsregler.”**

F. Kun personale med tilstraekkelig uddannelse i brugen af Aptima HBV Quant-assay og
i handtering af potentielt smittefarlige materialer ma udfgre denne procedure. Hvis der
forekommer spild, skal omradet straks desinficeres ifalge geeldende procedurer pa stedet.

G. Brug kun medfglgende eller specificeret laboratoriemateriale til engangsbrug.

H. Rutinemeessige laboratorieforholdsregler skal falges. Der ma ikke pipetteres med
munden. Der ma hverken spises, drikkes eller ryges i arbejdsomradet. Brug
engangshandsker uden pudder, beskyttelsesbriller og laboratoriekittel ved handtering
af prever og kitreagenser. Vask heenderne grundigt efter handtering af prgver og
kitreagenser.

I. Arbejdsflader, pipetter og andet udstyr skal regelmaessigt dekontamineres med 2,5 %
til 3,5 % (0,35 M til 0,5 M) natriumhypochloritoplgsning.

J. Alle materialer, der har veeret i kontakt med preover og reagenser, skal bortskaffes i
overensstemmelse med lokale, statslige og faderale vedtaegter.”**10 Renger, og
desinficer alle arbejdsoverflader grundigt.

K. Kontrollerne indeholder natriumazid som konserveringsmiddel. Brug ikke metalrgr til
overfarsel af reagens. Hvis oplgsninger, der indeholder natriumazidforbindelser, skal
bortskaffes i en vvs-installation, skal de fortyndes og skylles med rigelige maengder
rindende vand fra hanen. Disse forholdsregler anbefales for at undga ophobning af
aflejringer i metalrer, hvor der kan opsta eksplosionsfarlige forhold.

L. God standardpraksis for molekylaerlaboratorier inkluderer miljgovervagning. Til
overvagning af miljget pa laboratoriet anbefales fglgende:
1. Benyt en podepind med vatspids og Aptima-rar til prgvealikvot (SAT).
2. Forsyn hvert SAT med en etiket.
3. Fyld hvert SAT med 1 mL Aptima-prgvefortynder.
4

Til indsamling af overfladeprgver fugtes en podepind let med nukleasefrit
demineraliseret vand.
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5. Pod den pageeldende overflade med en lodret bevaegelse fra top til bund. Drej
podepinden ca. en halv omgang, samtidig med at stedet podes.

6. Placer straks praven i roret, og hvirvl forsigtigt podepinden i fortynderen for at
ekstrahere potentielt podede materialer. Klem podepinden op imod siden af
transportreret for at ekstrahere sa meget vaeske som muligt. Bortskaf podepinden,
og st heette pa roret.

7. Gentag disse trin for de resterende praver fra podning.

8. Testpodningen med et molekyleert assay.

Vedrgrende prove

M.

Praver kan veere infektigse. Overhold de generelle forholdsregler*9 ved udfgrelse
af assayet. Korrekte handterings- og bortskaffelsesmetoder ber fastleegges

i overensstemmelse med lokale bestemmelser.” Kun personale med tilstreekkelig
uddannelse i brugen af Aptima HBV Quant-assay og i handtering af potentielt
smittefarlige materialer ma udfere denne procedure.

Under forsendelse af prgver skal korrekte opbevaringsforhold bevares for at sikre
prgvens integritet. Prgvestabilitet under forsendelsesforhold, der er anderledes end
de anbefalede forhold, er ikke blevet vurderet.

Undgé krydskontaminering under prgvehandteringstrinnene. Udvis iseer forsigtighed for
at undga kontaminering fra spredning af aerosoler ved lgsning eller fiernelse af heaetter
fra prover. Prover kan indeholde meget hgje niveauer af organismer. Pas pa, at
prevebeholdere ikke rgrer hinanden, og bortskaf brugte materialer uden at fgre dem hen
over abne beholdere. Skift handsker, hvis de kommer i kontakt med prevemateriale.

Vedrgrende assay

P.

Q.

Brug ikke reagenskittet, kalibratoren eller kontrollerne efter udigbsdatoen.

Assayreagenser fra kit med forskellige hovedlotnumre ma ikke udskiftes, blandes eller
kombineres. Assayveesker kan veere fra forskellige lotnumre. Kontroller og kalibratoren
kan vaere fra forskellige lotnumre.

Undga mikrobiel og nukleasekontaminering af reagenser.

S. Saet heette pa, og opbevar alle assayreagenser ved de specificerede temperaturer.

Assayets praestation kan pavirkes, hvis der anvendes forkert opbevarede
assayreagenser. Se Krav til opbevaring og handtering af reagenser og
Testprocedure til Panther-system for flere oplysninger.

Kombiner ikke assayreagenser eller -vaesker uden specifikke anvisninger. Tilfgj ikke
yderligere reagens eller veeske. Panther-systemet verificerer reagensniveauerne.

. Undga kontakt af TER med huden, gjnene og slimhinderne. Vask med vand, hvis kontakt

med dette reagens forekommer. Fortynd med vand, og felg gaeldende procedurer pa
stedet, hvis der forekommer spild af dette reagens.

Nogle reagenser i dette kit er meerket med fareoplysninger.
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Bemeaerk: Farekommunikation afspejler EU-sikkerhedsdatabladenes (SDS)
klassificeringer. For fareoplysninger, der er specifikke for en given region, henvises der
til de regionsspecifikke sikkerhedsdatablade i Safety Data Sheet Library (arkivet med
sikkerhedsdataark) pa www.hologicsds.com. For mere information om symbolerne
henvises til symbolforklaringen pa https://www.hologic.com/package-inserts.

Fareerkleaering (Nordamerika)

HBV VL-kitkontroller
Humant serum/humant plasma 95-100 %
Natriumazid <1 %

Target Enhancer Reagent
Lithium Hydroxide, Monohydrate 5-10 %

FARE

H302 - Farlig ved indtagelse

H314 — Forarsager svaere aetsninger af huden og ejenskader

P264 — Vask ansigt, heenderne og andre blottede hudomrader grundigt efter brug.

P270 — Der ma ikke spises, drikkes eller ryges under brugen af dette produkt

P330 — Skyl munden

P501 — Indholdet/beholderen bortskaffes pa et godkendt affaldsanlaeg.

P260 — Indand ikke stgv eller tage

P280 — Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/ajenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse

P301 + P330 + P331 — | TILFALDE AF INDTAGELSE, skyl munden. Fremkald IKKE opkastning
P303 + P361 + P353 — VED KONTAKT MED HUDEN (eller haret): Tilsmudset tgj tages straks af. Skyl
[eller brus] huden med vand.

P304 + P340 — VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft, og serg for, at vejrtraskningen
lettes.

P305 + P351 + P338 — VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres uden besveer. Fortseet skylning

P321 — Seerlig behandling (se supplerende farstehjeelpsinstruktioner i SDS)

P363 — Tilsmudset tgj skal vaskes, for det kan anvendes igen

P405 — Opbevares under las

P301 + P317 — | TILFALDE AF INDTAGELSE: Seg leegehjeelp.

P316 — S@g omgaende lagehjzelp.

Fareerklzering (EU)

Amplifikationsreagens
Magnesium Chloride 60-65 %

H412 - Skadelig for vandlevende organismer med langvarige virkninger.
P273 - Undga udledning til miljget.
P501 — Indholdet/beholderen bortskaffes pa et godkendt affaldsanlaeg.

Enzymreagens
HEPES 1-5 %
Triton X-100 1-5 %

H412 - Skadelig for vandlevende organismer med langvarige virkninger.
P273 - Undga udledning til miljget.
P501 — Indholdet/beholderen bortskaffes pa et godkendt affaldsanlaeg.
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Enzymrekonstitueringsoplasning
Glycerol 20-25 %

Triton X-100 5-10 %

HEPES 1-5 %

H412 — Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.
P273 — Undga udledning til miljget.
P501 — Indholdet/beholderen bortskaffes pa et godkendt affaldsanlaeg.

Promotorreagens
Magnesium Chloride 60-65 %

H412 — Skadelig for vandlevende organismer med langvarige virkninger.
P273 — Undgé udledning til miljzet.
P501 — Indholdet/beholderen bortskaffes pa et godkendt affaldsanlaeg.

Target Capture Reagent
HEPES 15-20 %

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

Lithium Hydroxide, Monohydrate

H412 — Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.
P273 — Undga udledning til miljget.
P501 — Indholdet/beholderen bortskaffes pa et godkendt affaldsanlaeg.

HBV VL-kitkalibratorer

HEPES 15-20%

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

Lithium Hydroxide, Monohydrate 1-5%

H412 — Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.
P273 — Undgé udledning til miljget.
P501 — Indholdet/beholderen bortskaffes i et godkendt affaldsbehandlingsanlaeg.

HBV VL-kitkontroller
Humant serum/humant plasma 95-100 %
Natriumazid <1 %

FARE

H300 - Livsfarlig ved indtagelse.

H410 — Meget giftig med langvarige virkninger for vandlevende organismer.

P264 — Vask ansigtet, haenderne og andre blottede hudomrader grundigt efter brug.

P273 — Undga udledning til miljget.

P301 + P310 — | TILFALDE AF INDTAGELSE: Ring omgaende til en GIFTINFORMATION eller en lzege.
P321 — Saerlig behandling (se supplerende anvisninger vedrgrende farstehjaelp pa denne etiket).

P330 — Skyl munden.

P391 — Udslip opsamles.

Aptima HBV Quant Assay
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Target Enhancer Reagent
Lithium Hydroxide, Monohydrate 5-10 %

FARE

H302 - Farlig ved indtagelse.

H314 — Forarsager svaere aetsninger af huden og gjenskader.

P264 — Vask ansigt, heenderne og andre blottede hudomrader grundigt efter brug.

P270 — Der ma ikke spises, drikkes eller ryges under brugen af dette produkt.

P330 — Skyl munden.

P501 — Indholdet/beholderen bortskaffes pa et godkendt affaldsanlaeg.

P260 — Indand ikke pulver/rgg/gas/tage/damp/spray.

P280 — Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestoj/zjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse

P301 + P330 + P331 — | TILFALDE AF INDTAGELSE: Skyl munden. Fremkald IKKE opkastning.
P303 + P361 + P353 — VED KONTAKT MED HUDEN (eller haret): Tilsmudset tgj tages straks af. Skyl
[eller brus] huden med vand.

P304 + P340 — VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft, og serg for, at vejrtraekningen
lettes.

P305 + P351 + P338 — VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan gares let. Fortseet skylning.

P310 — Ring omgaende til en GIFTINFORMATION eller en laege.

P321 — Saerlig behandling (se supplerende farstehjeelpsinstruktioner pa denne etiket).

P363 — Tilsmudset tgj skal vaskes, for det kan anvendes igen.

P405 — Opbevares under I3s.

Aptima HBV Quant Assay
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Krav til opbevaring og handtering af reagenser
A. Fglgende tabel viser opbevaringsbetingelser og stabilitet for reagenser, kontroller og

kalibrator.
Opbevaring Abent kit (rekonstitueret)
Reagens i udbnet stand
Opbevaring Stabilitet
gHBV-amplifikationsreagens 2°Ctil8°C
gHBV-amplifikationsrekonstitutionsoplgsning 2°Ctil8°C 2°Ctil8°C 30 dage®
gHBV-enzymreagens 2°Ctil8°C
qHBV-enzymrekonstitutionsoplasning 2°Ctil8°C 2°Ctig°C 30 dage®
qHBV-promoterreagens 2°Cti8°C
gHBV-promoterrekonstitutionsopl@sning 2°Ctil8°C 2°Ctil8°C 30 dage®
gHBV Target Capture-reagens 2°Ctil8°C 2°Ctil8°C 30 dage®
" . 4B o ti| LaE © o i o Haetteglas til engangsbrug
gHBV PCAL (positiv kalibrator) 15°Ctil-35°C 15 °C til 30 °C Bruges inden 24 timer
. o i o o 4 o Heetteglas til engangsbrug
gHBV NC CONTROL - (negativ kontrol) -15°Ctil-35°C 15 °C til 30 °C Bruges inden 24 fimer
- £ o i] LaR © o i o Heetteglas til engangsbrug
gHBV LPC CONTROL + (lav positiv kontrol) 15 °C il -35°C 15 °C til 30 °C Bruges inden 24 timer
. - o i o oC i o Heetteglas til engangsbrug
gHBV HPC CONTROL + (hgj positiv kontrol) -15°Ctil-35°C 15 °C til 30 °C Bruges inden 24 fimer
gHBV Target Enhancer-reagens 15°Ctil30°C 15°Ctil 30 °C 30 dage®

a Nar reagenserne fiernes fra Panther-systemet, skal de straks returneres til deres korrekte opbevaringstemperaturer.

B. Bortskaf alle ubrugte rekonstituerede reagenser, target capture reagens (TCR) og target
enhancer-reagens (TER) efter 30 dage eller efter hovedlottets udigbsdato, alt efter hvilket
der kommer farst.

C. Reagenser opbevaret i Panther-systemet er stabile i 72 timer i systemet. Reagenser kan
seettes i Panther-systemet op til 8 gange. Panther-systemet registrerer hver gang, der
isaettes reagenser.

D. Efter kalibratoren er optget, skal oplgsningen veere klar, dvs. den ma ikke veere uklar
eller have udfeeldninger. Sgrg for, at udfeeldninger er oplgst. Brug ikke kalibratoren,
hvis den danner gel, udfeldning, eller der er uklarhed.

E. Promoterreagens og rekonstitueret promoterreagens er lysfaglsomme. Beskyt disse
reagenser mod lys under opbevaring og klargaring til brug.

F. gHBV Target Enhancer-reagenset skal veere mellem 15 °C til 30 °C fgr brug.

Udtagning og opbevaring af prove

Bemeaerk: Handter alle praver, som om de indeholder potentielt smitsomme stoffer. Overhold
de generelle forholdsregler.
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Bemeaerk: Udvis forsigtighed for at undgé krydskontaminering under prgvehandtering.
Bortskaf f.eks. brugte materialer uden at fare dem hen over &bne ror.

Bemaerk: Der ma kun bruges sekundaerplastrer til opbevaring.
Fuldblodspraver, der er udtaget i felgende typer glas- eller plastrgr, m& anvendes:

» Reagensglas, som indeholder ethylenediaminetetraacetisk syre (EDTA)
eller antikoagulans med syre-citrat-dextrose (ACD)

» Plasma-forberedelsesglas
» Serumrgr
+ Serumseparatorrgr
Ved serum skal der veere dannet koagel, inden behandlingen fortseettes.

A. Preveudtagning

Fuldblod kan opbevares ved 2 °C til 30 °C i op til 24 timer, og plasmaet skal adskilles via
centrifugering i et primaert reagensglas inden behandling. Adskil plasma eller serum fra
de rgde blodlegemer ifglge anvisningerne fra producenten af det anvendte reagensglas.
Plasma eller serum kan testes i Panther-systemet i et primaerrar eller overfgres til

et sekundeerrar, f.eks. et Aptima®rgr til pravealikvot (SAT). Den minimale maengde

af serum eller plasma for primaere prgvetagningsrgr er 1200 pL, og for sekundeere
prevetagningsrer er den minimale maengde 700 pL for at kunne opna reaktionsmaengden
pa 500 pL. Nedenstaende tabel angiver kravene til dedvolumen for hver type primeer-
og sekundeerrgr.

Reagensglas (storrelse og type) Dgdvolumen i Panther
Aptima-rar til pravealikvot (SAT) 0,2mL
12 x 75 mm 0,5mL
13 x 100 mm 0,5mL
13 x 100 mm med gel 0,3 mL
16 x 100 mm med gel 0,7 mL

Hvis det ikke skal testes med det samme, kan plasma og serum opbevares

i overensstemmelse med nedenstaende specifikationer. Hvis plasma eller serum
overfgres til SAT eller et sekundeerrar, kan det nedfryses til -20 °C. Overstig ikke

3 nedfrysnings-/optgningscyklusser. Nedfrys ikke praver i EDTA, ACD eller primaere
prgvetagningsrgr til serum.

B. Betingelser for opbevaring af prgver

1. Plasmaprover i EDTA og ACD

Fuldblod kan opbevares ved 2 °C til 30 °C og skal centrifugeres inden for 24 timer fra
proveudtagningen. Plasma kan derefter opbevares under én af de fglgende
betingelser:

* | primeerprgvetagningsrar eller sekundeerregr ved 2 °C til 30 °C i op til 24 timer
* | primeerprgvetagningsrer eller sekundaerrer ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage eller

* | sekundeerrgr ved -20 °C i op til 60 dage.
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2.

Fuldblod

/ﬂ/ 30 °C
2°C

Centrifugere s 24 timer efter blodprovetagning

¢

Primaer

J/Ciﬂ °C
2°C

< 24 timer

Primaer

J/SDC
2°C

< 5dage

Sekundar

J/:?O °C
2°C

< 24 timer

Sekundaer

J/ N
2°Cc

<5 dage

Sekundaer

J/ 15 °C
35 °C

<60 dage

Figur 1. Betingelser for opbevaring af EDTA-/ACD-ror

PPT-prgver

Fuldblod kan opbevares ved 2 °C til 30 °C og skal centrifugeres inden for 24 timer fra
proveudtagningen. Plasma kan derefter opbevares under én af de fglgende

betingelser:

* | PPT eller sekundeerrgr ved 2 °C til 30 °C i op til 24 timer

* | PPT eller sekundeerrgr ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage eller
* | PPT eller sekundeerrgr ved -20 °C i op til 60 dage.

Fuldblod

30°C
2°c/i/

Centrifuge < 24 hours after collection

g

Primaer

/ﬂ/‘?o °C
2°C

<24 timer

Primaer

J/anc
2°C

< 5dage

Sekundar

J/SO °C
2°C

<24 timer

Sekundeaer

J/BGC
2°C

< 5dage

Primaer or Sekundaer

/ﬂ/ “15°C
-35°C

Figur 2. Betingelser for opbevaring af PPT’er

Aptima HBV Quant Assay
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3. Prover i serumrgr

Fuldblod kan opbevares ved 2 °C til 30 °C og skal centrifugeres inden for 24 timer fra
preveudtagningen. Serum kan derefter opbevares under én af de fglgende
betingelser:

* | serumrgret eller sekundaerrgr ved 2 °C til 30 °C i op til 24 timer
» | serumrgret eller sekundeerrgr ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage eller

* | sekundeerrgr ved -20 °C i op til 60 dage.

Fuldblod

/ﬂ/ 30°C
2°C

Centrifugere < 24 timer efter blodprovetagning

g

Primaer Primaer Sekundar Sekundaer Sekundaer

J/3a°c J,B“C Jlawc J/B“C 5°C
2°C 2°C 2°C 2°C 35 vcfﬂl

< 24 timer <5dage < 24 timer <5dage <60 dage

Figur 3. Betingelser for opbevaring af serumror

4. SST-prover

Fuldblod kan opbevares ved 2 °C til 30 °C og skal centrifugeres inden for 24 timer fra
prgveudtagningen. Serum kan derefter opbevares under én af de fglgende betingelser:

* | SST eller sekundeerrar ved 2 °C til 30 °C i op til 24 timer
* | SST eller sekundeerrgr ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage eller
* | SST eller sekundeerrgr ved -20 °C i op til 60 dage.

Fuldblod

30°C
2°C
ifugere < 24 timer efter i

Primaer Primaer Sekundar Sekundar Primaer or Sekundaer

J/.?O“C J/S“C J/‘WGC J/B”C J/_wnc
2°C 2°C 2°C 2°C 35°C

< 24 timer <5dage < 24 timer <5 dage <60 dage

Figur 4. Betingelser for opbevaring af SST’er

C. Langtidsopbevaring i frossen tilstand
Plasma- eller serumprgver kan opbevares ved -70 °C i op til 60 dage i SAT'er.

D. Fortynding af plasma- og serumpraver

Plasma- og serumprgver kan fortyndes i SAT eller et sekundaerrer med henblik pa
testning i Panther-systemet. Se Testprocedure til Panther-system, trin E.5 herunder
for flere oplysninger.

Bemeerk: Hvis en prgve fortyndes, skal den testes straks efter fortyndingen. En fortyndet prgve
ma ikke nedfryses.
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Prover i Panther-system

Prgver kan efterlades i Panther-systemet uden haette i op til 8 timer. Prgver kan fijernes fra
Panther-systemet og testes, sa lzenge den samlede tid i systemet ikke overstiger 8 timer, for
Panther-systemet pipetterer prgven.

Provetransport

Overhold betingelserne for opbevaring af pragver, som beskrevet i Udtagning og opbevaring
af prove.

Bemeerk: Praver skal forsendes i henhold til gaeldende nationale, internationale og regionale
transportregler.
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Reagenserne til Aptima HBV Quant-assay er angivet herunder for Panther-systemet.
Reagensidentifikationssymbolerne er ligeledes angivet ved siden af reagensbetegnelsen.

Vedlagte reagenser og materialer

Aptima HBV Quant-assaykit, 100 tests (kat. Nr. PRD-03424)
(1 assayaeske, 1 kalibratorkit og 1 kontrolkit og 1 aeske med Target Enhancer-reagens)

Der kan bestilles ekstra kalibratorer og kontroller separat. Se de enkelte katalognumre

nedenfor.

Aptima HBV Quant-assayaske
(opbevares ved 2 °C til 8 °C ved modtagelsen)

Symbol Komponent Mangde
A qHBV-amplifikationsreagens 1 heetteglas
Ikke-infektigse nukleinsyrer tarret i bufferoplasning.
E qHBV-enzymreagens 1 heetteglas
Revers transkriptase og RNA-polymerase torret i HEPES-
bufferoplasning.

PRO qHBV-promoterreagens 1 heetteglas

Ikke-infektigse nukleinsyrer tarret i bufferoplasning.
AR gHBV-amplifikationsrekonstitutionsoplgsning 1x7.2mL
Vandig oplasning indeholdende glycerol og konserveringsmidler. ’
ER qHBV-enzymrekonstitutionsoplasning 1%58mL
HEPES-bufferopl@sning der indeholder et overfladeaktivt stof ’
og glycerol.
PROR qHBV-promoterrekonstitutionsoplgsning 1x45mL
Vandig oplasning indeholdende glycerol og konserveringsmidler. ’

TCR gHBYV Target Capture-reagens 1%x72.0mL
Nukleinsyrer i en buffersaltoplgsning indeholdende fastfase, '
ikke-infektigse nukleinsyrer og intern kalibrator.

Rekonstitueringsmanchetter 3
Stregkodeliste for hovedparti 1 liste
Aptima HBV Quant-kalibratorkit (kat. Nr. PRD-03425)
(opbevares ved -15 °C til -35 °C ved modtagelsen)
Symbol Komponent Mangde
PCAL qHBYV positiv kalibrator 5x25mL

Plasmid DNA i bufferoplasning

Kalibratorens stregkode

Aptima HBV Quant Assay 14
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Aptima HBV Quant-kontrolkit (kat. Nr. PRD-03426)
(opbevares ved -15 °C til -35 °C ved modtagelsen)

Symbol Komponent Mangde

NC gqHBV-negativ kontrol 5x08mL
HBV-negativt defibrineret humant plasma indeholdende gentamicin ’
0g 0,2 % natriumazid som konserveringsmidler.

LPC gHBYV lav positiv kontrol 5% 0.8 mL
Inaktiveret HBV-positivt plasma i defibrineret humant plasma ’
indeholdende gentamicin og 0,2 % natriumazid som
konserveringsmidler.

HPC qHBYV hgj positiv kontrol 5x08mL
Inaktiveret HBV-positivt plasma i defibrineret humant plasma ’
indeholdende gentamicin og 0,2 % natriumazid som
konserveringsmidler.

Kontrollens stregkode —
A ske med Aptima HBV Quant Target Enhancer-reagens
(opbevares ved 15 °C til 30 °C ved modtagelsen)
Symbol Komponent Mangde
TER qHBV Target Enhancer-reagens 1% 46.0 mL

En koncentreret oplgsning af lithiumhydroxid

Nodvendige materialer der skal anskaffes separat

Bemeaerk: For materialer, der fas fra Hologic, er katalognummeret anfart, medmindre andet

er angivet.

Materiale

Panther™ System
Panther Fusion™ System

Panther™ System Continuous Fluid and Waste (Panther Plus)

Aptima® HBV Quant-kalibratorsaet
Aptima® HBV Quant-kontrolsast

Panther-kgrselskit til realtidsassays (kun til realtidsassays)
Aptima®Assay Fluids Kit (Aptima-assayvaeskekit), ogsa kendt som Universal

Fluids Kit (Universalveeskekit)

indeholder Aptima® Wash Solution, Aptima® Buffer for Deactivation Fluid

og Aptima® Oil Reagent
Multireagensglasenheder (MTU'er)
Panther™ Waste Bag Kit
Panther™ Waste Bin Cover

Kat. Nr.

303095
PRD-04172

PRD-06067

PRD-03425

PRD-03426

PRD-03455 (5000 tests)
303014 (1.000 tests)

104772-02
902731
504405

Aptima HBV Quant Assay
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Materiale Kat. Nr.

Eller Panther™ System Run Kit 303096 (5000 tests)
(ved karsel af ikke-realtids TMA-assays parallelt med realtids
TMA-assays)
indeholder MTU'er, affaldsposer, skraldespandsafdeekninger, automatisk
detektion og assayveesker

Spidser, 1000 pl ledende, vaeskeregistrerende 901121 (10612513 Tecan)
903031 (10612513 Tecan)
lkke alle produkter er tilgeengelige i alle regioner. Kontakt din MME-04134 (30180117 Tecan)
repreesentant for regionsspecifik information. MME-04128

Blegemiddel, 5 % til 8,25 % (0,7 M til 1,16 M) natriumhypochloritoplgsning  —
Engangshandsker uden pudder —
Uigennemtraengelige udskiftningshaetter 103036A

Udskiftningsheetter til reagens
Flasker til rekonstituering af amplifikations-, enzym- og promoterreagens CL0041 (100 haetter)
TCR-flaske CL0040 (100 heetter)
TER-flaske 501604 (100 heetter)

Beskyttelsespapir til laboratoriebord med plastikbagside —
Fnugfri servietter —
Pipette —
Spidser —
Der kan anvendes fglgende primaerprgvetagningsrer:

13 mm x 100 mm —

13 mm x 75 mm —
16 mm x 100 mm —

Centrifuge —
Vortexmixer —

Valgfri materialer
Materiale Kat. Nr.

Valgmuligheder for sekundeerrer:
12 mm x 756 mm —
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm —

Aptima®-provealikvotrgr (SAT) (100 stk) FAB-18184
Haette til transportrer (pakke med 100 stk.) 504415
heette til SAT
Aptima®-prgvefortynder PRD-03003
Aptima®-prgvefortyndingssaet PRD-03478

indeholder pravefortynding, 100 SAT'er og 100 heetter
Overfgrselspipetter —
Podepinde med vatspids —
Reagensglasryster PRD-03488
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Testprocedure til Panther-system

Bemeaerk: Se Panther/Panther Fusion System Operator's Manual (Brugervejledningen
til Panther/Panther Fusion System) for yderligere oplysninger om proceduren.

A. Klarggring af arbejdsomrade

1. Renggr de arbejdsoverflader, hvor reagenser skal klarggres. Tar arbejdsoverfladerne
af med 2,5 % til 3,5 % (0,35 M til 0,5 M) natriumhypochloritoplgsning. Lad
natriumhypochloritoplgsningen blive pa overfladerne i mindst 1 minut, og skyl derngest
efter med demineraliseret (DI) vand. Natriumhypochloritoplgsningen ma ikke terre.
Dak bordoverfladen med rene, absorberende afdaekningsstykker med
plastbagbeklzedning til laboratoriebord.

2. Rengegr en separat arbejdsflade, hvor praverne skal klargeres. Falg proceduren,
beskrevet herover (trin A.1).

3. Rengar eventuelle pipetter. Fglg renggringsproceduren, beskrevet herover (trin A.1).

B. Klarggring af kalibrator og kontroller
Lad kalibratoren og kontrollerne na 15 °C til 30 °C far fglgende behandling:

1. Fjern kalibrator og kontroller fra opbevaring (-15 °C til -35 °C), og placér dem
i temperaturer fra 15 °C til 30 °C. Vend forsigtigt op og ned pa hvert reagensglas
under optgningsprocessen, sa de blandes grundigt. Sgrg for, at rgrenes indhold
er tget helt op inden brug.

Valgmulighed. Kalibrator og kontrolrgr kan laegges i et vendeapparat, sa de blandes
grundigt. Serg for, at rerenes indhold er tget helt op inden brug.

Bemaerk: Sarg for, at der ikke dannes for kraftigt skum, nar kalibratoren og
kontrollerne vendes op og ned. Skum pavirker niveaumalingen i Panther-systemet.

2. Nar ragrets indhold er tget op, skal rgret terres af udvendigt med en ren og ter
engangsserviet.
3. Abn ikke rarene endnu for at undga kontaminering.

C. Reagensrekonstituering/klarggring af et nyt kit

Bemeerk: Rekonstituering af reagenser bgr udfgres, inden der pabegyndes arbejde
i Panther-systemet.

1. Udfer falgende til klargering af TCR:
a. Fjern TCR fra opbevaring (2 °C til 8 °C). Kontrollér lotnummeret pa TCR-flasken
for at sikre, at det stemmer overens med lotnummeret pa stregkodelisten
for hovedlot.

b. Ryst straks TCR-flasken kraftigt 10 gange. Lad TCR-flasken blive ved 15 °C til
30 °C for at lade den varme op i mindst 45 minutter. Inden for dette tidsrum skal
TCR-flasken vendes op og ned mindst hver 10. minutter.

Valgmulighed. TCR-flasken kan klarggres pa en reagensglasryster pa fglgende
made: Fjern TCR fra opbevaring (2 °C til 8 °C), og ryst straks kraftigt 10 gange.
Placer TCR-flasken pa en reagensglasryster, og lad TCR-flasken blive ved 15 °C
til 30 °C for at varme den op i mindst 45 minutter.

c. Serg for, at alle udfeeldninger oplgses, og at de magnetiske partikler suspenderes
far brug.

2. For at rekonstituere amplifikations-, enzym- og promoterreagens gares falgende:

a. Fjern de frysetarrede reagenser og tilhgrende rekonstitueringsoplasninger fra
opbevaring (2 °C til 8 °C). Anbring hver enkelt rekonstitutionsoplgsning parvist
med det tilhgrende frysetearrede reagens.
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b. Kontrollér, at rekonstitueringsoplgsningen og det frysetarrede reagens har
matchende etiketfarver. Kontrollér lotnumrene pa stregkodelisten for hovedlot
for at sikre, at de korrekte reagenser er grupperet i par.

f.

Vi.

Vii.

viii.

Abn haetteglasset med frysetgrret reagens ved at fierne metalforseglingen og
gummiproppen.

Indsaet rekonstitueringsmanchettens (sort) ende med fordybning med et fast
tryk pa haetteglasset (Figur 5, trin 1).

Abn den tilharende flaske med rekonstitutionsoplgsning, og leeg laget pa
et rent, afdaekket arbejdsbord.

Placer flasken med rekonstitutionsoplgsning pa en stabil flade (dvs. et
arbejdsbord). Vend derpa heetteglasset med frysetarret reagens over flasken
med rekonstitutionsopl@sning, og sset manchetten fast pa flasken med
rekonstitutionsoplagsning (Figur 5, trin 2).

Vend langsomt de samlede flasker (haetteglas sat pa flasken med oplgsning),
sa oplgsningen kan lgbe ned i haetteglasset (Figur 5, trin 3).

Tag fat i de samlede flasker, og hvirvl dem rundt i mindst 10 sekunder
(Figur 5, trin 4).

Vent mindst 30 minutter pa, at det fryseterrede reagens blandes med
oplgsningen.

Efter det frysetgrrede reagens er blevet blandet med oplgsningen, hvirvles de
samlede flasker i mindst 10 sekunder, og derpa rystes oplgsningen let frem og
tilbage i haetteglasset, sa indholdet blandes grundigt.

Vend langsomt de samlede flasker igen, sa hele oplgsningen kan lgbe tilbage
i flasken med rekonstitutionsoplasning (Figur 5, trin 5).

Fjern forsigtigt rekonstitueringsmanchetten og heetteglasset (Figur 5, trin 6).

Saet laget pa flasken igen. Registrer operatarinitialer og rekonstitueringsdato
pa etiketten (Figur 5, trin 7).

Bortskaf rekonstitueringsmanchetten og hastteglasset (figur 5, trin 8).

Advarsel: Undga, at der dannes kraftigt skum, nar reagenserne rekonstitueres. Skum
pavirker niveaumalingen i Panther-systemet.

(M
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Figur 5. Reagensets rekonstitueringsproces
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3. Fjern gHBV Target Enhancer-reagenset fra opbevaring (15 °C til 30 °C). Registrér
operatgrinitialer og abningsdato pa etiketten. Kontrollér lothnummeret pa TER-flasken
for at sikre, at det stemmer overens med lotnummeret pa stregkodelisten for hovediot.
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D. Klarggring af reagens for tidligere klargjorte reagenser

1. Fjern de tidligere klargjorte reagenser fra opbevaring (2 °C til 8 °C). Tidligere klargjort
amplifikation, enzym og promoterreagenser og TCR skal na 15 °C til 30 °C fgr start
af assayet.

2. Fjern TER fra opbevaring (15 °C til 30 °C).

For tidligere klargjort TCR udfares trin C.1 ovenfor fgr isaetning i systemet.

4. Hvirvl, og vend amplifikations-, enzym- og promoterreagens op og ned for at blande
det grundigt far iseetning i systemet. Undga, at der dannes kraftigt skum, nar
reagenserne vendes op og ned.

Valgfrit: Tidligere klargjorte reagenser kan klargeres pa et vippeapparat ved at
folge disse anvisninger: Fjern reagenserne fra opbevaring (2 °C til 8 °C). Anbring
reagenserne pa et vippeapparat, og lad dem ligge til opvarmning ved 15 °C til 30 °C
i mindst 30 minutter.

5. Der ma ikke tilfgjes reagens til reagensflaskerne. Panther-systemet registrerer og
afviser flasker, der har faet tilfgjet reagens.

w

E. Prgvehandtering
1. Kontrollér, at de behandlede praver i primaerrer eller ufortyndede plasmaprever
i sekundaerrgr er opbevaret korrekt i henhold til Praveudtagning.

2. Sorg for, at frosne praver er tget helt op. Bland de optgede prgver med
vortexblanding grundigt i
3 til 5 sekunder.

3. Lad preverne na 15 °C til 30 °C fer behandlingen. Se Praver i Panther-system
for yderligere onboard-oplysninger.

4. Kontrollér, at hvert primaerprgvetagningsrgr indeholder op til 1200 yL preve, eller
at hvert SAT indeholder mindst 700 uL prave. Se tabellen i Prgveudtagning
vedrgrende kravene til dgdvolumen for hver type primaer- og sekundaerrgr. Hvis
fortynding af prgven er ngdvendigt, se trin E.5 herunder for yderligere oplysninger.

5. Fortynd en plasma- eller serumprgve i forholdet 1:3 i et SAT eller i forholdet 1:100
i et sekundaerrgr.

En prave kan fortyndes i et sekundaerrgr med henblik pa testning i Panther-systemet.
Bemaerk: Hvis en prove fortyndes, skal den testes straks efter fortyndingen.
a. Fortynding af prgver med lavt volumen

Maengden af prgver kan gges til den pakraevede minimumsmaengde (700 pL)
ved brug af Aptima-pravefortynder. Praver med mindst 240 pL kan fortyndes
med to dele pragvefortynder (1:3) pa falgende made:

i. Placer 240 L prove i et SAT.

ii. Tilseet 480 pL Aptima-prevefortynder.

iii. Seet heette pa reagensglasset.

iv. Vend reagensglasset forsigtigt op og ned 5 gange for at blande.

Praver, der er fortyndet 1:3, kan testes ved brug af 1:3 valgmuligheden

i Panther-systemet (se Brugervejledning til Panther/Panther Fusion System for flere
oplysninger). Softwaren rapporterer automatisk de ufortyndede resultater med denne
fortyndingsfaktor. Disse praver markeres som vaerende fortyndede prover.

b. Fortynding af praver med hgj titer

Hvis en praves resultat ligger over den gvre kvantiteringsgraense (ULoQ), kan den
fortyndes med 99 dele Aptima-pravefortynder (1:100) pa felgende made:
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i. Placer 30 uL prove i et SAT eller et sekundaerrar.

ii. Tilsaet 2970 pL Aptima-pravefortynder.

iii. Seet heette pa reagensglasset.

iv. Vend reagensglasset forsigtigt op og ned 5 gange for at blande.

Prover, der er fortyndet 1:100, kan testes ved brug af 1:100 valgmuligheden
i Panther-systemet (se Brugervejledning til Panther/Panther Fusion System
for flere oplysninger). Softwaren rapporterer automatisk de ufortyndede
resultater med denne fortyndingsfaktor. Disse prgver markeres som veaerende
fortyndede praver.

Bemeerk: For fortyndede praver med ufortyndede koncentrationer stgrre end
ULoQ rapporteres resultaterne ved hjaelp af et videnskabeligt notat.

6. Umiddelbart inden iseetning af prgverne i et prgvestativ centrifugeres hver prgve ved
1000 til 3000 g i 10 minutter. Fjern ikke heetterne. Bobler i rgret kan pavirke maling af
vaeskeniveau i Panther-systemet. Se Klargaring af systemet, trin F.2 herunder for
oplysninger om iszetning af praver i stativet og fiernelse af haetter.

F. Klarggring af systemet

1. Seet systemet op ifelge anvisningerne i brugervejledning til Panther/Panther Fusion
System og Bemeerkninger til fremgangsmaéaden. Sgrg for, at der anvendes
reagensstativer og TCR-adaptere af passende starrelse.

2. lIseet prgverne i provestativet. Udfar de falgende trin for hvert prevereagensglas
(preve og, hvor ngdvendigt, kalibrator og kontroller):

a. Lesn én heette til prgvereagensglas, men fjern den ikke helt endnu.

Bemaerk: Veer iscer forsigtig med at undga kontaminering fra spredning
af aerosoler. Lasn forsigtigt haetterne pa praverne.

b. Isaet provereagensglasset i provestativet.
Gentag trin 2.a og 2.b for hver resterende prave.

Nar praverne er sat i prgvestativet, fiernes og bortskaffes hver
prevereagensglashaette i ét prgvestativ. For at undga kontaminering ma en haette
ikke fgres hen over andre prgvestativer eller prgvereagensglas.

e. Brug om nedvendigt en ny engangsoverfarselspipette til at prikke hul pa
eventuelle bobler eller skum.

f. Nar den sidste haette er fjernet, skal prgvestativet iseettes i pravebasen.

Bemeerk: Hvis der kores andre assayer og provetyper pa samme tid, skal
praveholderen (retainer) sikres, for provestativet saettes i pravebéasen.

g. Gentag trin 2.a og 2.f for det naeste prgvestativ.

Bemarkninger til fremgangsmaden
A. Kalibrator og kontroller

1. Rarene til qHBV positiv kalibrator, gHBV lav positiv kontrol, gHBV hgj positiv kontrol
og qHBV negativ kontrol kan seettes i en vilkarlig position i pravestativet og i et
vilkarligt pravebasspor i Panther-systemet. Pipettering af prever begynder, nar ét
af de to felgende forhold er blevet opfyldt:

a. Kalibratoren og kontrollerne er under behandling af systemet.

b. Gyldige resultater for kalibratoren og kontrollerne er blevet registreret pa
systemet.
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2. Nar kalibrator- og kontrolrgrene er blevet pipetteret og behandles til Aptima HBV
Quant-assayreagenskittet, kan prgver testes med det tilherende, rekonstituerede
kit i op til 24 timer, medmindre:

a. Kalibrator- eller kontrolresultaterne er ugyldige.
b. Det tilknyttede assay-reagenskit fiernes fra systemet.
c. Det tilknyttede assay-reagenskit har overskredet stabilitetsgraenserne.
3. Kalibratoren og hvert kontrolrgr kan testes én gang. Forsag pa at bruge
reagensglasset mere end én gang kan fare til fejl i behandlingen.
B. Handskepudder

Som i alle reagenssystemer kan for meget pudder pa visse handsker forarsage
kontaminering af dbnede reagensglas. Det anbefales at bruge handsker uden pudder.
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Kvalitetskontrol

En karsel eller et prgveresultat kan blive ugyldiggjort af en operatar, hvis der observeres
tekniske problemer, problemer hos operatgren eller med instrumentet under udfgrelsen
af assayet, og de er dokumenteret. Hvis det er tilfeeldet, skal praverne gentestes.

Kalibrering af assayet

For at opna gyldige resultater skal en assaykalibrering vaere afsluttet. En enkelt, positiv
kalibrator kgres i triplikat, hver gang et reagenskit saettes i Panther-systemet. Nar
kalibreringen er fastsat, geelder den op til 24 timer. Software i Panther-systemet underretter
operatgren, nar en kalibrering er ngdvendig. Operatgren scanner en kalibreringskoefficient
fundet pa stregkodelisten for hovedlot, der fglger med hvert reagenskit.

Under behandlingen verificeres kriterierne for godkendelse af kalibratoren automatisk af
softwaren i Panther-systemet. Hvis faerre end to kalibratorreplikater er gyldige, ugyldigger
softwaren automatisk karslen. Prgver i en ugyldiggjort karsel skal testes igen med en netop
klargjort kalibrator og netop klargjorte kontroller.

Negative og positive kontroller

For at opna gyldige resultater skal et seet af assaykontroller testes. Et replikat af den
negative kontrol, af den lave positive kontrol og af den hgje positive kontrol skal testes hver
gang et reagenskit seettes i Panther-systemet. Nar kontrollerne er gyldige, geelder de op til
24 timer. Software i Panther-systemet underretter operataren, nar der kraeves kontroller.

Under behandlingen verificeres kriterierne for godkendelse af kontrollerne automatisk af
softwaren i Panther-systemet. For at opna gyldige resultater skal den negative kontrol udvise
resultatet “Not Detected” (Ikke detekteret), og de positive kontroller skal udvise resultater,
der ligger inden for de foruddefinerede parametre (LPC Nominelt target: 2,7 log10 1U/mL,
HPC nominelt mal: 4,6 log4o IU/mL). Hvis en af kontrollerne udviser et ugyldigt resultat,
ugyldigger softwaren automatisk kaerslen. Prgver i en ugyldiggjort kersel skal testes igen
med en netop klargjort kalibrator og netop klargjorte kontroller.

Intern kalibrator/intern kontrol

Hver prgve indeholder en intern kalibrator/intern kontrol (IC). Under behandlingen verificeres
IC-godkendelseskriterierne automatisk af Panther-systemsoftwaren. Hvis et IC-resultat er
ugyldigt, bliver prgveresultatet ugyldiggjort. Hver preve med et ugyldigt IC-resultat skal testes
igen for at opna et gyldigt resultat.

Panther-systemsoftwaren er udviklet til at verificere processerne ngjagtigt, nar procedurerne
udferes efter anvisningerne pa denne indlaegsseddel og i Panther/Panther Fusion System
Operator's Manual (Brugervejledningen til Panther/Panther Fusion System).
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Tolkning af resultater

Panther-systemet bestemmer automatisk koncentrationen af HBV DNA for prover

og kontroller ved at sammenligne resultaterne med en kalibreringskurve. HBV
DNA-koncentrationer rapporteres i lU/mL og logqg IU/mL. Tolkningen af resultater er vist

i Tabel 1. Hvis fortyndingsmuligheden bruges, beregner Panther-systemet automatisk HBV
DNA-koncentrationen ved at gange den fortyndede koncentration med fortyndingsfaktoren,
og de fortyndede pr@gver markeres som veerende fortyndet.

Bemeaerk: For fortyndede praver kan resultater, vist som “Not detected” (lkke detekteret) eller
“<10 detected” (<10 detekteret) blive genereret ved fortynding af en prgve med en
koncentration over, men teet pa LoD (detektionsgreense) eller LLoQ (nedre
kvantiteringsgreense). Det anbefales at indsamle og teste en anden ufortyndet prave, hvis et
kvantitativt resultat ikke kan opnas.

Tabel 1: Tolkning af resultat

Rapporteret Aptima HBV Quant-assayresultat

Fortolkning
IU/mL Log,, IU/mL?
Ikke detekteret Ikke detekteret HBV DNA ikke detekteret.
<10 detekteret <1,00 HBV DNA detekteres, men pa et niveau under LLoQ.

10 til 1.000.000.000 1,00 til 9,00 HBV DNA-koncentrationen ligger inden for det
lineaere omrade pa 10 til 1.000.000.000 IU/mL.

>1.000.000.000 > 9,00 HBV DNA-koncentration er over ULoQ.

Ugyldig® Ugyldig® Fejl angivet i genereringen af resultatet.

Proven skal testes igen.

#Veerdien er afkortet til to decimaler.

bUgyldige resultater vises med bla skrift.

For fortyndede prgver med ufortyndede koncentrationer stgrre end ULoQ rapporteres resultaterne ved hjeelp af et videnskabeligt
notat.

Acceptkriterierne for hver af Aptima HBV Quant-assaykontrollerne er beskrevet i Tabel 2
nedenfor.

Bemeerk: Genfindingsomrade, der er angivet nedenfor, skifter pd basis af den tildelte veerdi
af hvert specifikke parti. Se den tildelte koncentration, der er angivet pa indlsegssedlen til
kontrollens stregkodeliste, der leveres med hver kontrolaeske.

Tabel 2: Acceptkriterier for genfindingsomrade for Aptima HBV Quant-assaykontroller

Komponent Genfindingsomrade for gyldige kersler
Negativ kontrol n/a
Lav positiv kontrol +/- 0,55 logqo IU/mL
Hgj positiv kontrol +/- 0,5 logqo IU/mL
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Begransninger

A. Kun personale, som er opleert i fremgangsmaden, ma anvende dette assay. Hvis
anvisningerne pa denne indleegsseddel ikke falges, kan det fare til fejlagtige resultater.

B. Palidelige resultater er athaengige af tilstreekkelig praveudtagning og korrekt transport,
opbevaring og behandling af praver.
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Analytisk praestation

Detektionsgraense ved brug af den 3. internationale WHO-standard

Detektionsgreensen (LoD) for dette assay defineres som koncentrationen af HBY DNA,
der detekteres med 95 % eller stgrre sandsynlighed ifglge CLSI EP17-A2.11

LoD blev bestemt ved testning af paneler i henhold til WHO’s 3. internationale standard

for hepatitis B-virussens DNA (NIBSC 10/264, genotype A), fortyndet i HBV-negativt humant
EDTA-plasma og -serum. Der blev testet mindst 36 replikater af hver fortynding med hvert af
tre reagenslot for mindst 108 replikater for hver fortynding. Der blev udfgrt probit-analyser for
at generere de forventede detektionsgraenser pa 95%. LoD-veerdierne er resultaterne fra
det reagenslot, der har den hgjeste forventede detektionsgraense. LoD for Aptima HBV
Quant-assay ved brug af WHO’s 3. internationale standard er 4,8 IU/mL for plasma

og 5,9 IU/mL for serum.

Detektionsgraense pa tveers af HBV-genotyper

LoD blev bestemt ved at teste fortyndinger af HBV-positive kliniske prgver for genotyper A,
B, C, D, E, F, G og H i HBV-negativt humant plasma og serum. Koncentrationerne blev
bestemt med et godkendt assay. Der blev testet mindst 24 replikater for hvert panelmedlem
med hvert af to reagenslot for mindst 48 replikater pr. panelmedlem. Der blev udfert
probit-analyser for at generere forventede detektionsgreenser pa 95%. LoD-veerdierne,

som vises i Tabel 3, er resultaterne fra det reagensparti, der har den hgjeste forventede
detektionsgreense.

Tabel 3: Detektionsgraense (95 % forventet detektionsgraense) pé tveers af HBV-genotyper ved brug af kliniske
prover

Koncentration (IU/mL)

Genotype Plasma Serum

A 3,3 4,1
B 2,9 3,9
C 4,9 5,2
D 57 54
E 5,8 5,8
F 3,0 4,0
G 2,8 7.4

55 6,3
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Lineaert omrade

Det linezere omrade blev fastlagt ved at teste paneler af HBV-genotype A-virus

(0,78 logqg IU/mL til 7,30 logqq IU/mL) og plasmid-DNA (5,30 logqg IU/mL ti

9,18 logqg IU/mL) fortyndet i HBV-negativt humant plasma og serum i henhold til CLSI
EP06-A.12 Aptima HBV Quant-analysen viste linearitet pa tveers af det testede omrade
med en gvre kvantificeringsgraense (ULoQ) pa 9 logqo IU/mL som vist i Figur 6.
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Linearitet pa tvaers af HBV-genotyper

Lineariteten af HBV genotyper blev fastslaet ved at teste individuelle kliniske positive praver
for genotyper A, E, F, G og H og PEI 1. WHO Referencepaneler (PEI 5086/08) for genotyper
B, C og D. Virus blev brugt til det nedre omrade af assayet (4 log10 IU/mL og under for
genotyper A-G, 3 log10 IU/mL og under for genotype H). Plasmid DNA blev brugt til det gvre
omrade med en 2 logqp-overlapning. Fortyndinger i negativt humant plasma blev testet for
alle genotyper. Linearitet blev pavist pa tveers af det testede omrade for alle genotyper, som
vist i Figur 7.
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Figur 7. Linezert omrade og linearitet (plasma)

Nedre kvantiteringsgraense ved brug af 3. internationale WHO-standard

Den nedre kvantiteringsgreense defineres som den laveste koncentration, ved hvilken HBV
DNA kvantiteres palideligt inden for en total fejl i henhold til CLSI EP17-A2.11 Total fejl blev
beregnet ved hjeelp af de falgende to metoder:

Total analytisk fejl (TAE) = |bias| + 2SD og total fejl (TE) = SQRT(2) x 2SD.

For at sikre ngjagtighed og praecision af malinger blev den totale fejl for Aptima HBV
Quant-assayet sat til 1 log10 IU/mL (dvs. at ved LLoQ er forskellen mellem to malinger
pa mere end 1 log10 IU/mL statistisk signifikant).

LLoQ blev bestemt ved testning af paneler i henhold til WHO’s 3. internationale standard
for hepatitis B-virus DNA (NIBSC 10/264, genotype A), fortyndet i HBV-negativt humant
plasma og serum. Der blev testet mindst fem og fyrre (45) replikater af hver fortynding
med hvert af tre reagenslot for mindst 135 replikater pr. fortynding. Resultaterne for de tre
reagenspartier vises i Tabel 4 for plasma og Tabel 5 for serum. Resultaterne for den lavest
iagttagede koncentration, som opfyldte malet for ngjagtighed (TE < 1 log10 IU/mL og

TAE < 1 log10 IU/mL) med >95 % detektion og sterre end eller lig med LoD, er skraverede
i begge tabeller og sammenfattet i Tabel 6.
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Den beregnede LLoQ for den 3. internationale WHO-standard for hepatitis B-virus er 6 1U/mL
(0,79 log10lU/mL) for plasma og 8 IU/mL (0,88 log10lU/mL) for serum. Den er baseret pa
den hgjeste beregnede koncentration blandt de tre reagenslots iht. CLSI EP17-A2. LLoQ
blev fastslaet pa tveers af genotyper (se Nederste kvantiteringsgraense pé tveers af HBV-
genotyper). Disse genotypedata fastsaetter den samlede LLoQ for assayet som 10 [U/mL.

Tabel 4: Bestemmelse af LLoQ ved brug af den 3. internationale WHO-standard for HBV-fortyndet i plasma

Aptima Aptima

Reagensparti HBV Quant HBV Quant SD Bias Beregnet TE Beregnet TAE
(IU/mL) (Logqo IU/mL) (Logqg lU/mL)  (Logqg IU/mL) (Logqg IU/mL) (Logqo IU/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=standardafvigelse.

Panelmedlemmer, som opfyldte ngjagtighedsmalet (TE <1 og TAE <1), > LoD, og >95 % detektion for Reagenslots 1, 2 og 3,
er skraverede.

Tabel 5: Bestemmelse af LLoQ ved brug af den 3. internationale WHO-standard for HBV-fortyndet i serum

Aptima Aptima

Reagensparti HBV Quant HBV Quant SD Bias Beregnet TE Beregnet TAE
(IU/mL) (Logqg IU/mL) (Logqo IU/mL) (Logqo IU/mL) (Logqo IU/mL) (Logqo IU/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=standardafvigelse.

Panelmedlemmer, som opfyldte ngjagtighedsmalet (TE <1 og TAE <1), > LoD, og >95 % detektion for Reagenslots 1, 2 og 3,
er skraverede.

Tabel 6: Oversigt over den beregnede LLoQ ved brug af den 3. internationale WHO-standard for HBV

Reagensparti Plasma LLoQ Serum LLoQ
IU/mL Logqq IU/mL U/mL Logyg IU/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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Nederste kvantiteringsgraense pa tvaers af HBV-genotyper

LLoQ blev bestemt ved at teste fortyndinger af HBV-positive kliniske pragver for genotyper A,
B, C, D, E, F, G og H i HBV-negativt humant plasma og serum. Tildelingen af
koncentrationen for kliniske praver blev bestemt med et komparatorassay. Der blev testet

i alt 36 replikater for hvert panelmedlem med hvert af to reagenslot for mindst 72 replikater
pr. panelmedlem. Resultaterne for den lavest observerede koncentration, der opfylder
ngjagtighedsmalet (TE < 1 log4g IU/mL og TAE < 1 logqq IU/mL) med >95 % detektion for
hvert reagensparti, vises i Tabel 7 for plasma og Tabel 8 for serum. Den hgjeste iagttagede
koncentration blandt reagenslots for hver genotype er opsummeret i Tabel 9. Genotype D

i serum havde den hgjeste LLoQ p& 9 IU/ml (0,96 logqq IU/mL). Dette understattede den

samlede LLoQ for assayet som 10 1U/mL.

Tabel 7: Bestemmelse af LLoQ pa tveers af HBV-genotyper i plasma

Aptima Aptima
HBV-genotype Re:frfi"s HBV Quant®  HBV Quant® sD Bias Beregnet TE  Beregnet TAE
(IU/mL) (Logqg IU/mL) (Logqg IU/mL)(Log4q IU/mL) (Logqg IU/mL) (Logqg IU/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
B 1 4 0,65 0,24 0,20 0,67 0,67
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
i 2 7 0,83 0,27 0,34 0,78 0,89

SD=standardafvigelse.

?Yderligere niveauer blev kart, men disse data rapporteres ikke i tabellen.
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Tabel 8: Bestemmelse af LLoQ pa tveers af HBV-genotyper i serum

Aptima Aptima
HBV-genotype Reageinspar HBV Quant® HBV Quanta SD Bias Beregnet TE Beregnet TAE
(IU/mL) (Logqg IU/mL) (Logqg IU/mL) (Logqq IU/mL) (Logqq IU/mL) (Logqg U/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
b 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=standardafvigelse.

2 Yderligere niveauer blev kart, men disse data rapporteres ikke i tabellen.

Tabel 9: Oversigt over LLoQ pa tvaers af genotyper i plasma og serum

Genotype Plasma LLoQ Serum LLoQ
IW/mL Logq IU/mL IU/mL Logqg IU/mL
A 7 0,85 6 0,81
B 6 0,75 5 072
c 6 0,75 6 081
D 8 0,91 9 0,96
E 8 0,88 8 0.89
F 7 0,86 6 076
G 4 0,65 8 0.69
H 7 0,83 6 0,81
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Sporbarhed til 3. internationale WHO-standard

En raekke sekundaere standarder med kendte koncentrationer blev brugt gennem

hele produktudviklingen og produktfremstillingen for at fastsaette sporbarheden til
WHO-standarden. De koncentrationer, der blev testet for HBV WHO-standarden, 1& mellem
2,0 og 4,0 logqg IU/mL, mens koncentrationen af de sekundaere standarder varierede fra
2,4 til 8,4 logqg IU/mL. Aptima HBV Quant-assaykontrollerne og -kalibratorerne blev ogséa
testet sammen med de sekundaere standarder og WHO-standarden. Alle panelerne havde
tilsvarende resultater, og de blev fordelt linezert over assayets linesere omrade, som vist

i Figur 8.
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malkoncentrationer og iagttaget koncentration fra Aptima HBV Quant-
assay
Przecision

Aptima HBV Quant-preaecisionspanelet blev bygget ved at fortynde HBV-genotype A-virus
og HBV-plasmid-DNA til HBV-negativt klinisk plasma og HBV-negativt klinisk serum (de fire
hgjeste panelmedlemmer i hver matrix var plasmid DNA). Elleve panelmedlemmer i hver
matrix strakte sig over assayets omrade (malkoncentrationer af 1,30 log10 1U/mL til

8,90 log10 IU/mL) og blev testet i tre replikater pr. karsel af en operatgr ved hjzelp

af tre reagenspartier i et Panther-system over tre dage, to kersler om dagen.

Tabel 10 viser preecisionen af analyseresultaterne (i logqg IU/mL) mellem dage, mellem
partier, mellem karsler, inden for kgrsler og samlet set. Samlet variabilitet var primeert pga.
maling inden for en karsel (dvs. tilfeeldig fejl).
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Tabel 10: Preecision af Aptima HBV Quant-assay

konlzl(iedn?:zllssjon konl\sntiadn(:f;ssjon Inter-parti  Inter-parti Inter-dag Inter-dag kljr:reir:-g Inter-kjoring kljr:rri?\-g Intra-kjering Total Total
Matrise Prove N
(IU/mL) (logso IU/mL) sD L°gc\7‘;,;°';13' sb L°gc‘(’;,';'a' sb L°gc‘(’;,';'a' sD L°%\7'(’;Ta' sD L°gc‘(’;,';"a'
34° 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 57 0,15 36,8 0,17 39,9
Virus 54 1474 3,16 0 1,0 0,02 3,8 0,02 4.8 0,07 15,6 0,07 16,8
54 10602 4,02 0,02 4,8 0,02 3,6 0,01 24 0,06 14,9 0,07 16,2
54 429428 5,63 0,03 6,7 0,01 2,7 0,01 24 0,06 141 0,07 16,1
Plasma Plasmid DNA 54 652103 58 0,06 14,2 0,01 34 0,01 2,02 0,06 13,1 0,09 19,8
Virus 54 7617612 6,88 0,02 5,6 0.00 04 0,02 4,2 0,06 13,4 0,07 15,1
Plasmid DNA 54 10662942 7,02 0,02 53 0,01 23 0,01 2,6 0,06 13,1 0,06 14,5
Virus 54 89149358 7,95 0,01 34 0,01 2,7 0,01 1,6 0,04 9,7 0,05 10,8
Plasmid DNA 54 103400000 8,01 0,04 9,4 0,02 3,7 0,01 21 0,05 12.0 0,07 15,9
54 612200000 8,78 0,03 7,6 0,01 1,9 0,01 1,5 0,04 9.0 0,05 12.0
29° 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 0,12 291 0,14 32,3
Virus 54 1446 3,15 0,02 3,7 0,01 1,9 0.00 1.1 0,08 17,8 0,08 18,3
54 7873 3,89 0,02 4,8 0,01 2,6 0,01 21 0,06 13,4 0,06 14,6
54 313518 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 599225 5,77 0,04 8,5 0,01 25 0,01 25 0,06 14,7 0,08 17,4
Virus 54 7011440 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 8845332 6,94 0,05 11,9 0,01 2,2 0,01 2,2 0,05 12,2 0,07 17,4
Virus 54 70350774 7,84 0,03 6,3 0,02 3,5 0,02 4,4 0,06 14,4 0,07 16,7
Plasmid DNA 53° 122800000 8,08 0,04 9,9 0,01 2,2 0,01 1.8 0,04 10,4 0,06 14,6
54 678700000 8,83 0,02 3,7 0,01 2,2 0,01 1.8 0,05 11,7 0,05 12,5

SD=standardafvigelse.

Detekterede replikater med kvantificerbart resultat, detekterede replikater i alt = 54.
PEt replikat havde et ugyldigt resultat.

Log normal CV(%) = sqrt(10~(SD*2 * 1 (10)) - 1) * 100
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Potentielt interfererende stoffer

Folsomheden af Aptima HBV Quant-assay for interferens fra eleverede niveauer af
endogene stoffer og fra lsegemidler, der normalt ordineres til HBV-inficerede personer,
blev evalueret. HBV-negative plasmapraver og prever tilsat HBV til koncentrationer af ca.
30 1U/mL (1,48 log10 IU/mL) og 20.000 IU/mL (4,30 log10 1U/mL) blev testet.

Der blev ikke iagttaget nogen interferens i assayets praestation ved tilstedevaerelse af
albumin (90 mg/mL), haemoglobin (5 mg/mL), triglycerider (30 mg/mL) eller ukonjugeret
bilirubin (0,2 mg/mL).

Kliniske plasmaprgver fra patienter med eleverede niveauer af definerede stoffer eller fra
patienter med de sygdomme, ti praver for hvert stof, som angives i Tabel 11, blev testet med
Aptima HBV Quant-assay. Der blev ikke iagttaget interferens af assayets praestation.

Tabel 11: Testede kliniske prgvetyper

Kliniske provetyper

1 Antinukleart antistof (ANA)

2 Reumafaktor (RF)

3 Alkoholisk cirrhose (AC)

4 Alkoholisk hepatitis

5 Ikke-alkoholisk hepatitis

6 Autoimmun hepatitis

7 Eleveret alanin-aminotransferase (ALT)
8 Hepatocelluleert karcinom (HCC)

9 Multipel sklerose (MS)

10 Systemisk Lupus Erythematosus (SLE)
1" Hyperglobulingemi

12 Leddegigt (RA)

13 Anti-Jo1 antistof (JO-1)

14 Multipelt myelom (MM)

15 Hzemolyseret (eleveret haamoglobin)
16 Ikterisk (eleveret bilirubin)

17 Lipeemisk (eleveret lipid)

18 Eleveret protein

Aptima HBV Quant Assay 33

AW-28215-1901 Rev. 003



Analytisk praestation Aptima®

Der blev ikke iagttaget interferens af assayets preestation ved tilstedeveerelse af de eksogene
stoffer, vist i Tabel 12 ved koncentrationer mindst tre gange hgjere end Cmax (humant plasma).

Tabel 12: Eksogene stoffer

Pool af eksogene

stoffer Testede eksogene stoffer
1 Saquinavir, ritonavir, amprenavir, indinavir, lopinavir, nelfinavir mesylat
2 Clarithromycin, valganciclovir hydrochlorid, efavirenz, nevirapin
3 Paroxetin HCI, enfuvirtid, zidovudin, didanosin, abacavir sulfat
4 Ribavirin, entecavir, adefovir dipivoxil, tenofovir disoproxil fumarat, lamivudin, ganciclovir, acyclovir
5 Stavudin, ciprofloxacin, fluoxetine, azithromycin, valacyclovir, sertralin, zalcitabin
6 Interferon alfa-2a, interferon alfa -2b, pegyleret interferon alfa-2b

Aptima HBV Quant Assay 34 AW-28215-1901 Rev. 003



Aptima®

Analytisk praestation

Analytisk specificitet

Potentiel krydsreaktivitet over for patogener, som vises i Tabel 13, blev evalueret

i HBV-negativt humant plasma ved tilstedevaerelse eller fravaer af 30 IU/mL (1,5 log10 1U/mL)
og 20.000 (4,3 log10 IU/mL) HBV DNA. Der blev ikke iagttaget krydsreaktivitet. Der blev
ikke iagttaget interferens ved tilstedeveerelse af patogenerne.

Tabel 13: Patogener testet for analytisk specificitet

Mikroorganisme/Patogen

Koncentration

Mikroorganisme/Patogen

Koncentration

Adenovirus 5 100.000 TCID50/mL? Candida albicans 1.000.000 CFU/mL®
BK human polyomavirus 1.000 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-Barr-virus 100.000 kopier/mL Streptococcus pneumoniae 1.000.000 CFU/mL
Influenza H1N1 100.000  TCID50/mL Trichomonas vaginalis 1.000.000 CFU/mL
Hepatitis A-virus 100.000  TCIDSO/mL 2 TC|D50/mL = infektigse enheder i vasvskultur pr. mL
Hepatitis C-virus 100.000 IU/mL® ® JU/mL = internationale enheder pr. mL
Hepatitis G-virus 100.000 kopier/mL € yp/mL = viruspartikler pr. mL
Humant herpes-virus 6B 100.000 kopier/mL 4| p5o/mL = letaldosis pr. mL
Human herpes-virus 8 100.000 kopier/mL ¢ CFU/mL = kolonidannende enheder pr. mL
HIV-1 100.000 IU/mL fIFU/mL = inklusionsdannende enheder pr. mL
HIV-2 10.000 TCID50/mL
Human papillomavirus 100.000 kopier/mL
Herpes simplex-virus 1 (HSV-1) 100.000  TCID50/mL
Herpes simplex-virus 2 (HSV-2) 100.000  TCID50/mL
Human T-cell(zl_ly_/[\\wlfﬂt)ropisk virus 1 100.000 vpimL®
Human T-CEII(?4¥|T\1;.C)2t)r0piSK virus 2 100.000 vpimL
Japansk encephalitis-virus N/A N/A
Murray Valley encephalitvirus 2.000 LD50/mL®
Parvovirus B19 100.000 1U/mL
Rubella-virus 10.000 TCID50/mL
St. Louis encephalitis-virus 100.000 TCID50/mL
Vaccinia-virus 1.000 TCID50/mL
Vestnilvirus 100.000  TCID50/mL
Gul feber-virus 100.000  TCID50/mL
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Matrix-aekvivalens

Et hundrede og atten prgvesaet af matchede blodprgvetagningsrgr (serumrgr, ACD, K2
EDTA, K3 EDTA, PPT, SST) blev vurderet for matrixaekvivalens. Af disse var 44 saet naturligt
inficeret HBV-positive, og 74 seet var HBV-negative tilsat HBV-virus. Korrelation for hver type
blodpravetagningsrer som malt ved hjeelp af serumprevetagningsreret som en komparator,
er vist i Table 14.

Tabel 14: Undersogelse af matrix-aekvivalens

o . 95 % CI af
95 % CI af haeldning skaeringspunkt
Blodprevetagning Demings Nedre Dvre Nedre Dvre Middeldifferens
Reagensglas regression Begraznsni Begraznsni  Begransni Begransni (Log1o)
ng ng ng ng R2
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=konfidensinterval.

Fortynding af prove ved brug af Aptima-prevefortynder (1:3)

For at vurdere detektionsngjagtigheden af HBV DNA i prgver fortyndet med
Aptima-prevefortynder, blev prgver, som strakte sig over det lineaere omrade, fortyndet

1:3 med Aptima-provefortynder (som f.eks. 240 uL af prgve kombineret med 480 pL
Aptima-pravefortynder). Hver prgve blev testet ufortyndet og fortyndet (1:3) i triplikat.
Testning blev udfert ved brug af ét lot af assayreagenser i to Panther-systemer med to lots
af Aptima-pregvefortynder. Forskellene mellem den gennemsnitlige rapporterede koncentration
i nativ matrix (fortyndingsfaktoren, der blev anvendt til det fortyndede praveresultat), og den
gennemsnitlige koncentration i Aptima-prevefortynder vises i Tabel 15 for plasma og Tabel 16
for serum. Prgvekoncentrationerne blev ngjagtigt genvundet i de fortyndede praver.
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Tabel 15: Sammenligningsoversigt over plasmaprave 1:3 fortyndingsmatrix

Fortynder
Gennemsnitlig rapporteret
koncentration
(Logqg IU/mL) n =18

Plasma-matrix
Gennemsnitlig rapporteret koncentration
(Logqg lU/mL)n=9

Forskel
Fortynder fra plasmamatrix
(Logqg IU/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

?n=21.

Pn=42.

Tabel 16: Sammenligningsoversigt over serumprave 1:3 fortyndingsmatrix

Fortynder
Gennemsnitlig rapporteret
koncentration

(Logqg IlU/mL) n =18

Serummatrix
Gennemsnitlig rapporteret koncentration
(Logqg lU/mL)n=9

Forskel
Fortynder fra serummatrix
(Logqg IU/mL)

1,212 1,11° -0,10
1,54a 1,36b -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=42.

Fortynding af preve ved brug af Aptima-provefortynder (1:100)

For at vurdere detektionsngjagtigheden af HBV DNA i prgver fortyndet med
Aptima-pravefortynder, plasma eller serum, otte individuelle plasmapraver og otte
individuelle serumprgver tilsat HBV virus malrettet mod mellem 6 og 8 log10 1U/mL
sammen med otte individuelle plasmaprever og otte individuelle serumprgver tilsat HBV
plasmid DNA malrettet mod 9,16 log10 IU/mL blev testet i 5 replikater. Der blev udfart

en 1:100 fortynding med én delprgve og 99 dele Aptima-prevefortynder lige far testning.
Testning blev udfert ved brug af ét lot af assayreagenser i to Panther-systemer med to lots
af Aptima-prgvefortynder. Forskellen mellem den gennemsnitlige rapporterede koncentration
i nativ matrix (fortyndingsfaktoren blev anvendt til det fortyndede praveresultat), og den
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gennemsnitlige koncentration i Aptima-prgvefortynder blev beregnet for hvert prgvesaet,
som vist i Tabel 17 for plasma og Tabel 18 for serum.

Tabel 17: Sammenligningsoversigt over plasmaprave 1:100 fortyndingsmatrix

Fortynder
Gennemsnitlig rapporteret
koncentration
(Logqg IU/mL) n=10

Forskel
Fortynder fra plasmamatrix
(Logqg IU/mL)

Plasma-matrix
Gennemsnitlig rapporteret koncentration
(Logqg lU/mL)n=5

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
9,25 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

*Tilsat ved brug af plasmid DNA.

Tabel 18: Sammenligningsoversigt over serumprgve 1:100 fortyndingsmatrix

Fortynder
Gennemsnitlig rapporteret
koncentration
(Logqg IU/mL) n =10

Forskel
Fortynder fra serummatrix
(LOQ10 1U/mL)

Serummatrix
Gennemsnitlig rapporteret koncentration
(Logqg lU/mL)n=5

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° 9,08a -0,19
9,24° 9,06° -0,18
9,292 9,08a -0,21
9,31a 9,11° -0,20
9,14° 8,91° -0,23
9,18° 8,92° -0,26
9,19° 8,90° -0,29
9,08° 8,84a -0,24

*Tilsat ved brug af plasmid DNA.
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Bekraeftelse af LLoQ i prover fortyndet i Aptima-provefortynder

LLoQ af Aptima HBV Quant-assayet blev bekraeftet med HBV genotype A kliniske praver
fortyndet i Aptima-pragvefortynder. Prgver blev klargjort i HBV-negativt humant plasma og
serum ved 21, 30 og 45 IU/mL. Hvert panel blev fortyndet 1:3 i Aptima-pragvefortynder lige
for testning for at give slutkoncentrationer pa ca. 7, 10 og 15 IU/mL. | alt 36 replikater af
hvert panelmedlem blev testet med ét reagenslot over tre dage. En LLoQ <10 |U/mL for HBV
plasma og serum fortyndet i Aptima-pravefortynder blev bekreeftet, som vist i Tabel 19.

Tabel 19: Bekreeftelse af LLoQ — praver i Aptima-pravefortynder

Aptima Aptima
HBV Quant HBV Quant SD Bias Beregnet TE Beregnet TAE

Matrix % detekteret /) (Logyo IU/ML) (Logqq IU/ML)(Logqg IU/mL) (Logyg IU/ML)  (Logqq IU/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

Przcision af fortyndede prover

Aptima HBV Quant-preecisionspanelet blev bygget ved at fortynde HBV-positivt plasma og
HBV plasmid DNA i HBV-negativt klinisk plasma og serum. Positive paneler blev fortyndet
i Aptima-prgvefortynder. Disse blev testet i fem replikater pr. karsel af en operatar ved
brug af tre partier Aptima-prgvefortynder i et Panther-system over tre testdage, to kersler
om dagen.

Tabel 20 viser preecisionen af assayresultaterne (i SD log10 1U/mL) for tre partier af
Aptima-prevefortynder. Samlet variabilitet var <0,15 SD pa tveers af alle panelmedlemmer
og fortyndelsespartier.

Tabel 20: Preecision af paneler fortyndet i Aptima-prgvefortynder

Lot 1-provefortynder Lot 2-provefortynder Lot 3-provefortynder Kombinerede partier

Malkon (n=10) (n=10) (n=10) (n=30)
centration Gennemsnitlig Gennemsnitlig Gennemsnitlig Gennemsnitlig
Matrix Logqo IU/mL Fortynding LogqolU/mL  sp LogqIU/mL  sp LogjolU/mL  sp LogqolU/mL  sD
330 Ufortyndet 3,46 0,07 3,43 0,08 3,46 0,06 3,45 0,07
7 1:3 3,36 0,09 3,35 0,07 3,39 0,09 3,37 0,08
Ufortyndet 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 Ufortyndet 9,13 0,05 9,10 0,03 9,26% 0,15 9,16% 0,1
, 1:100 9,18 0,03 9,14 0,04 9,33 0,10 9,21 0,10
330 Ufortyndet 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
Ufortyndet 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 Ufortyndet 9,08 0,03 9,14 0,05 9,31b 0,12 9,17b 0,12
‘ 1:100 9,18 0,02 9,14 0,03 9,33 0,09 9,22 0,10

SD = standardafvigelse.
21 replikat udelukket (over beregneligt omrade).
P2 replikater udelukket (over beregneligt omrade).
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Overforsel

For at fastlaegge, at Panther-systemet minimerer risikoen for falske positive resultater
pga. kontaminering fra overfersel, blev der foretaget en undersaggelse med paneler med
tilseetninger i tre Panther-systemer. Overfgrsel blev vurderet ved brug af hgj titer HBV
DNA-tilsatte plasmaprgver (8 log10 IU/mL) fordelt over HBV-negative pragver

i et skakbraetmgnster. Testningen fandt sted over femten karsler. Den samlede
overfarselsrate var 0,14 % (1/705).

Reproducerbarhed

Reproducerbarhed blev vurderet i Panther-systemet pa tre eksterne amerikanske
laboratorier. To operatgrer udferte testning i hvert laboratorium. Hver operatgr udfarte
to kaersler pr. dag over tre dage ved brug af tre reagenslots under testningens forlgb.
Hver karsel havde tre replikater af hvert panelmedlem. | alt blev 108 replikater testet for
hvert panelmedlem.

Reproducerbarhed blev testet ved brug af panelmedlemmer klargjort med HBV-negativt
plasma. De positive panelmedlemmer var positive for HBV genotyper A eller C. HBV
DNA-koncentrationer strakte sig over assayets lineaere omrade.

Tabel 21 viser reproducerbarheden og praecisionen af assayresultaterne for hvert positivt
panelmedlem mellem laboratorier, mellem operatgrer/dage, mellem partier, mellem karsler,
inden for karsler og samlet.

Variationskoefficienten blev beregnet ved brug af den felgende ligning, hvor c?* er
prevevariansen af dataene efter log4g-transformation.

%CV = 100 x \/(10 eller2 In(10) __ 1)

Overensstemmelsesvaerdierne var 100 % for alle HBV positive panelmedlemmer.
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Tabel 21: Reproducerbarheden af Aptima CMV Quant Assay HBV DNA-niveauer i Panther-systemet i positive
panelmedlemmer

Procentvist bidrag til varians i alt

lagttaget gennemsnit SD (%CV)

Mellem Mellem ope:atarer/ Mellem Inden for Total varians SD
GT N IU/mL Logqg IU/ML  |aboratorier dage Mellem partier  kersler korsler (%CV)
108 . ' 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 21 (2.162) 0) (17109)  (11,.869) (24736)  (32,886)
0,035 0,032 0,014 0,032 0,085 0,103
107 1056,0 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) (14,791)  (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 8.9 (5.476) (11,997) (3499)  (10,304)  (12,187)  (21,163)
107 70 o 0,041 0,041 0,074 0,092 0,189 0,230
’ ’ (9,521) (9,392) (17147)  (21,438) (45704)  (57,010)
0,035 0 0,055 0,064 0,131 0,160
108 1529 2.2 (8.127) 0) (12.706)  (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) ) (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)
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, 4 (10,543) 0) (4.652)  (14762) (16922)  (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 572184754.9 8.7 ©.711) (11,160) (6.374) (7.740)  (11,081)  (21,208)

%Cv=log-normal variationskoefficient, GT=genotype, SD=standardafvigelse
Bemaerk: Variabilitet pga. visse faktorer kan veere numerisk negativ. Dette kan forekomme, hvis variabiliteten pga. disse faktorer
er meget lille. | disse tilfeelde vises SD og CV som 0.

# Mellem operatarer kan blive forvekslet med Mellem dage. Derfor kombineres estimater for Mellem operatarer og Mellem dage
i Mellem operatgrer/dage.
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Klinisk praestation

Korrelation mellem metoder

Praestationen af Aptima HBV Quant-assayet blev vurderet i forhold til et CE-meerket og
et Health Canada godkendt komparatorassay ved at teste ufortyndede kliniske praver fra
HBV-inficerede patienter. Der blev anvendt en total pa 614 kliniske prgver inden for det
lineere omrade, feelles for begge assayer, for den linezere regression, som vist i Figur 9.
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Figur 9. Korrelation mellem Aptima HBV Quant-assay og komparatorassay

Klinisk anvendelighed

Undersggelsen var udtaenkt til at vurdere Aptima HBV Quant-assayets evne til at forudsige
den virologiske, biokemiske og serologiske kliniske anvendeligheds endepunkter 48 uger
efter behandlingsstart. Prgver blev indsamlet prospektivt fra forsggspersoner med kronisk
HBV-infektion, som pabegyndte monoterapi med entecavir eller tenofovir som en del af deres
standardbehandling.

Af de 331 deltagende forsggspersoner kunne 86 fors@gspersoner ikke vurderes pa grund
af tilbagetraekning, afbrydelse, tidligt stop af behandling, manglende resultater i uge 48 eller
manglende eller lave baseline HBV DNA-virusmaengder. De resterende 245 forsggspersoner
kunne evalueres for mindst ét af de kliniske nytteveerdier og omfattede 126 HBeAg(+)-

og 119 HBeAg(-)-forsagspersoner. Tabel 22 viser de demografiske og kliniske baseline-
karakteristika for evaluerbare forsggspersoner. Den demografiske fordeling af
forsggspersoner i denne undersggelse var i overensstemmelse med fordelingen af
patienter med kronisk HBV i USA.13 Data fra HBeAg(+)- og HBeAg(-)-fors@gspersoner

blev analyseret separat.
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Tabel 22: Demografiske og baseline kliniske karakteristika for forsggspersoner, som kan vurderes

Karakteristika | alt
lalt, N N 245
Entecavir n (%) 94 (38,4)
Tenofovir n (%) 151 (61,6)
Mand 154 (62,9)
Kgn, n (%)
Kvinde 91 (37,1)
Gennemsnitlig + SD 43,5+ 13,63
Alder (ar) Median 44,0
Range (omrade) 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)
Spansktalende eller 7(2,9)
latinamerikansk amerikaner
Etnicitet, n (%) Ikke spansktalende eller 236 (96,3)
latinamerikansk amerikaner
Ukendt/Afvist 2(0,8)
Hvid 89 (36,3)
Sort eller afrikansk-amerikaner 16 (6,5)
Asiat 132 (53,9)
Amerikansk indianer/indfadt 0(0,0)
Race®, n (%) fra Alaska
Indfgdt hawaiianer/person 6 (2,4)
fra stillehavsg
Andet 1(0,4)
Ukendt/Afvist 1(0,4)
A 28 (11,4)
B 64 (26,1)
Cc 36 (14,7)
D 47 (19,2)
Genotype, n (%) E 2(0,8)
F 0 (0,0)
G 0 (0,0)
H 3(1,2)
Ukendt 65 (26,5)
Oplevet 27 (11,0)
HBV-behandlingsstatus, n (%) Forsggsperson, som ikke fgr har 218 (89,0)
brugt la&egemiddel
Tenofovir 5(18,5)
Entecavir 4 (14,8)
Adefovir 2(7,4)
'I;idligere leegemiddelbehandling, n Lamivudine 13,7)
(%) Telbivudine 0(0,0)
Interferon 10 (37,0)
Andre ° 5(18,5)
Mislykket forsag 1(3,7)
Tidligere behandlingsresultat, n (%) Gennemfart 0(0,0)
Afbrudt af andre arsager 26 (96,3)
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Tabel 22: Demografiske og baseline kliniske karakteristika for forsggspersoner, som kan vurderes (fortsat)

Karakteristika | alt
Positiv/reaktiv 210 (85,7)
HBsAg serostatus, n (%)
Ikke udfart 35 (14,3)
Cirrotisk 26 (10,6)
Cirrotisk status, n (%) Ikke-cirrotisk 201 (82,0)
Ikke udfart 18 (7,3)
Gennemsnitlig + SD 6,3+1,93
HBV-virusmaengde (log4g IU/mL)  Median 6,4
Range (omrade) 3-9
Gennemsnitlig + SD 102,4 + 175,97
ALT (U/L)
Tal over ULN® 177 (85,9)

2 Fors@gspersoner kan rapportere flere racer.
b Forskellige kombinationer af de specifikke laegemidler, der er anfort.
° Den gverste graense for normalt omrade (ULN) for alaninaminotransferase (ALT) var 30 U/L for maend og 19 UJL for kvinder.

Forudsigelse af reaktion pa antiviral behandling

Aptima HBV Quant-assayets kliniske anvendelighed er blevet vurderet for personer
behandlet med tenofovir og entecavir. Der er ingen information tilgeengelig om assayets
kliniske anvendelighed, nar der anvendes andre HBV-antivirale behandlinger.

Definitioner:
Resultater for tidlig virologisk reaktion

Uge 12 og uge 24 virologisk reaktion = HBV DNA <10 IU/mL (<LLoQ), som vurderet
af Aptima HBV Quant-assayet i Panther-systemet

Uge 12 alternativ virologisk reaktion = HBV DNA 22 log4, aftagen fra baseline

Uge 24 alternativ virologisk reaktion = HBV DNA <2000 |U/mL (for HBeAg+)
eller <50 IU/mL (for HBeAg-)

Den kliniske anvendeligheds endepunkter

Uge 48 virologisk reaktion = HBV DNA <10 IU/mL (<LLoQ), som vurderet af et godkendt
HBV kvantitativt assay

Alternativ uge 48 virologisk reaktion = HBV DNA <50 IU/mL, som vurderet af et godkendt
HBV-kvantitativt assay

Biokemisk reaktion = Normalisering af ALT-testresultater ved uge 48 (ALT <30 UJ/L for
meend og <19 U/L for kvinder)

Serologisk reaktion = Tab af HBeAg (HBeAg-negative resultater) ved uge 48
Malinger af association og praediktiv veerdi

Positiv preediktiv veerdi (PPV) = Sand positiv / (Sand positiv + Falsk positiv) eller
mulighed for reaktion ved uge 48 (for den kliniske anvendeligheds endepunkt, der
vurderes) hos forsggspersoner med virologisk reaktion pa det tidlige tidspunkt

Negativ praediktiv veerdi (NPV) = Sand negativ / (Falsk negativ + Sand negativ) eller
mulighed for ikke-reaktion ved uge 48 (for den kliniske anvendeligheds endepunkt,
der vurderes) hos forsggspersoner med virologisk ikke-reaktion pa det tidlige tidspunkt

Odds-ratio (OR) = (Sand positiv x Sand negativ) / (Falsk positiv x Falsk negativ)

Aptima HBV Quant Assay 44 AW-28215-1901 Rev. 003



Aptima® Klinisk praestation

Forudsigelse af virologisk reaktion ved uge 48, defineret som HBV DNA <10 IU/mL

| denne undersggelse var den primeere definition af virologisk reaktion HBV DNA <10 1U/mL,
og denne definition blev anvendt for bade tidlig virologisk reaktion ved ugerne 12 og 24,
savel som den virologiske reaktion ved uge 48. Associationen mellem tidlige virologiske
reaktioner af den kliniske anvendeligheds endepunkter for ugerne 12 og 24 og uge 48
(virologisk reaktion, biokemisk reaktion, serologisk reaktion) blev vurderet.

Forudsigelse af virologisk reaktion ved uge 48

Associationer mellem virologisk reaktion ved uge 48 og virologisk reaktion ved uge 12 og
uge 24 er opsummeret i Tabel 23.

Tidlige virologiske reaktioner ved ugerne 12 og 24 som indikatorer for virologisk reaktion ved
uge 48 varierende efter uge og behandling.

Tabel 23: PPV, NPV og Odds-ratio for virologisk reaktion forudsagt af tidlig virologisk reaktion under
behandling: Uge 48 virologisk reaktion defineret som <10 |U/mL

Uge for PPV (%) NPV (%) ELLER
tidlig virologisk Estimat Estimat Estimat
HBeAg-status respons Behandling (95 % ClI) n/N (95 % CI) n/N (95 % CI)"‘ID
Entecavir (0,0(,)'83,2) on (80,%?’858,4) 33/40 (<0,o11',4 3?0,95)
12 Tenofovir (27,13(,)2 00) 212 (7213‘,1;18,7) 61/82 (1 ,11?1589,99)
HBoAG(H) Alle (15,3?';8,2) 213 (75,77T'$9,9) 941122 (0,62?‘174:7,55)
Entecavir (e,f,oé%,z) 214 (83,85?155,4) 30734 (0,71,'57%,76)
24 Tenofovir (52’77?’82‘3) 12/16 (78‘85‘}’;0‘0) 58/69 (4,612?’6?51,54)
Alle (50,2(,)’5(3)8,1 Y ,%?'30,1 y 88103 (4,7143,’?1?1,16
Entecavir ( 87,?""; o) 323 - 5,252, o 48 o 8(‘)‘:275‘ 65)
12 Tenofovir . o,?'gs, y 2% o 5,‘5‘,"'28‘ o 19 “. 4;‘:‘;15‘7 N
" Alle @ zzz% 47 5764 o gz):'%‘ , 190 “. 9%'324‘ 00)
Entecavir (88.0,98,1) /43 (6,4, 67.2) 3/8 (1,21, 55,54)
24 Tenofovir . 4’%?'50‘ y 3848 5 4,71‘?'82‘ o 1216 o 912‘,"525‘7 N
Alle (82,8;?'52,6) 78/89 (44,68?’758,0) 15/24 (4,3:)1, ’§§,94)

Cl=95 % profil-sandsynligheds konfidensinterval
# Skravering angiver statistisk signifikans af odds-ratioer.
® For beregning af odds-ratioer og deres konfidensintervaller blev 0,5 fgjet til alle celler, nar mindst én celle var nul.

Forudsigelse af biokemisk reaktion ved uge 48

Associationer mellem biokemisk reaktion ved uge 48 og virologisk reaktion ved uge 12 og
uge 24 er opsummeret i Tabel 24.

Veerdien af tidlige virologiske reaktioner ved ugerne 12 og 24 som en indikator for biokemisk
reaktion ved uge 48 varierende efter uge og behandling.
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Tabel 24: PPV, NPV og Odds-ratio for biokemisk reaktion forudsagt af tidlig virologisk reaktion under

behandling: Uge 48 virologisk reaktion defineret som <10 |U/mL

PPV (%) NPV (%) ELLER
Uge for -
tidlig virologisk Estimat Estimat Estlmata
HBeAg-status respons Behandling (95 % ClI) n/N (95 % ClI) n/N (95 % ClI)
. NC 67,9 2,05
Entecavir (NC) 0/0 (63,4-76,1) 19/28 (0,01-393,52)
. 100 58,5 7,00
12 Tenofovir (27,6, 100) 212 (551,639) o153 (0,54, 983,90)
100 61,7 8,02
Alle 7.3 1000 22 (59.7,655 08 (0,63, >999,99)
HBeAg(*) 66,7 68,2 4,29
Entecavir (164-082) 23 (60,1-80,0)  10/?2 (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
Alle 366,809 10 (58.2,70,0)  12/66 (0,84, 8,70)
Entecavir 43,8 7116 50,0 6/12 0,78
(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)
Alle 48,5 16/33 66,7 22/33 1,88
HBeAg() (36,0, 60,9) (54,5, 78,6) (0,70, 5,20)
Entecavir 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)
Alle 44,2 23/52 78,6 11114 2,91
(37.8, 50,8) (55,1, 95,0) (0,80, 13,98)

CI=95 % profil-sandsynligheds konfidensinterval, NC=kan ikke beregnes

2 For beregning af odds-ratioer og deres konfidensintervaller blev 0,5 fajet til alle celler, nar mindst én celle var nul.
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Forudsigelse af serologisk reaktion ved uge 48

Associationer mellem serologisk reaktion ved uge 48 og virologisk reaktion ved uge 12 og
uge 24 er opsummeret i Tabel 25.

Veerdien af tidlige virologiske reaktioner ved ugerne 12 og 24 som en indikator for serologisk
reaktion ved uge 48 varierede efter uge og behandling.

Tabel 25: PPV, NPV og Odds-ratio for serologisk reaktion forudsagt af tidlig virologisk reaktion under
behandling: Uge 48 virologisk reaktion defineret som <10 IU/mL

PPV (%) NPV (%) ELLER
Uge for .
tidlig virologisk Estimat Estimat Estlmata
HBeAg-status respons Behandling (95 % CI) n/N (95 % CI) n/N (95 % CI)
. 100 86,8 18,27
Entecavir (6,5, 100) 1 842 939) M8 (086, >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
Alle : 1/3 ' 101/120 ’
HBeAg(+) (1 ,85,083,3) (83,;;3 26,8) (0,127, 52(5)9,11)
Entecavir (6,4, 93,2) 214 (835, 954) 034 (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
Alle (8,5, 43,6) 5/20 (82,5, 89,4) 88/103 (0,57, 5,94)

Cl=95 % profil-sandsynligheds konfidensinterval
? For beregning af odds-ratioer og deres konfidensintervaller blev 0,5 fgjet til alle celler, nar mindst én celle var nul.

Forudsigelse af virologisk reaktion ved uge 48, defineret som HBV DNA <50 IU/mL
(alternativ definition)

Alternative definitioner af tidlige virologiske reaktioner (uge 12 og 24) og virologiske
reaktioner ved uge 48 virologiske reaktioner blev ogsa vurderet (se alternative
reaktionsdefinitioner ovenfor).

Associationer mellem den kliniske anvendeligheds endepunkter og virologisk reaktion
ved uge 12 og uge 24 ved brug af vekslende definitioner af virologisk reaktion er
opsummeret i Tabel 26 (virologisk reaktion), Tabel 27 (biokemisk reaktion) og Tabel 28
(serologisk reaktion).
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Tabel 26: PPV, NPV og Odds-ratio for virologisk reaktion forudsagt af tidlig virologisk reaktion under
behandling: Uge 48 virologisk reaktion defineret som <50 |U/mL

PPV (%) NPV (%) ELLER
Uge for tidlig Estimat Estimat Estimata b
HBeAg-status virologisk responsBehandling (95 % Cl) n/N (95 % ClI) n/N (95 % Cn™
, 34,2 66,7 1,04
Entecavir 26,9,392) 8 (461,082 2P (0,09, 23,60)
. 55,1 83,3 6,14
12 Tenofovir (51,9, 59.4) 43/78 (43,5, 99,2) 5/6 (0,93, 120,54)
48,3 77,8 3.27
Alle (456513 50116 (45,3, 97.1) 9 (0,75, 22,54)
HBeAg(+) 65,0 100 66,59
Entecavir 513,812 920 @e3,100) 1918 (7.20,>999,99)
_ 724 88,9 21,00
24 Tenofovir 647,806 4258 (746072 2% (6,28, 97,36)
705 93,3 3347
Alle ©35.779) 578 (840 983) 4245 (10,81, 148,13)
. 100 NC
Entecavir (NC) 52/52 (NC) 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
i Alle 044 087) 105109 o ono 315 (5,24, 376,77)
. 100 0,0
Entecavir (NC) 47147 (NC) 0/4 NC
. 939 30,8 6,81
24 Tenofovir (886,983  10/49 ©7,524) 13 (1,30, 39,97)
96,9 235 9,54
Alle (038,002 939 (7.0, 39.8) anT (1,91, 53,22)

Cl=95 % profil-sandsynligheds konfidensinterval, NC=kan ikke beregnes
# Skravering angiver statistisk signifikans af odds-ratioer.

® For beregning af odds-ratioer og deres konfidensintervaller blev der fgjet 0,5 til alle celler, nar mindst én celle var nul, medmindre
der enten ikke var nogen uge 48-reaktioner eller nogen uge 48-reaktioner, der resulterede i rapportering af odds-ratio som NC.
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Tabel 27: PPV, NPV og Odds-ratio for biokemisk reaktion forudsagt af tidlig virologisk reaktion under
behandling: Uge 48 virologisk reaktion defineret som <50 IU/mL

PPV NPV ELLER
Uge for i
tidlig virologisk Estimat Estimat Estlmata b
HBeAg-status respons Behandling (95 % CI) n/N (95 % ClI) n/N (95 % CI)”
. 33,3 100 1,54
Entecavir (25.1-39.0) 9/27 (6,7-100) 11 (0,07-233,77)
, 442 66,7 1,59
12 Tenofovir @06 486) 2352 (157, 98.2) 23 (0,14, 35,36)
40,5 75,0 2,04
Alle @71 437) 3270 (23.9,98.7) 3/4 (0,25, 42,30)
HBeAg(+) 50.0 81,8 4,50
Entecavir (312605 4 s89-97,1) I (0,79-37,15)
. 52,5 81,3 479
24 Tenofovir 440,618 2140 60,1-06,7) 1216 (1,30, 23,28)
51,9 815 4,74
Alle (44,1,602)  28/% (66,4,93,1) 2227 (1,66, 15,82)
_ 46,4 NC 0.87
Entecavir (39,5, 52.6) 13/28 (NC) 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 5,27
Alle ' 27/63 3/3 ’
41,2,1 48,72
HBeAg(-) (39,:3‘,1 ?)6’7) ( éé 700) = 8% 570,38)
Entecavir (34,4, 52,7) 1725 (16,3-98,2) 23 (0,13, 36,42)
. 414 778 2,47
24 Tenofovir @13,511) 20 wseorn) (0,49, 18,57)
42,6 75,0 2,23
Alle (36.4,489) 0> @sgoan o (0,59, 19,87

CI=95 % profil-sandsynligheds konfidensinterval
? Skravering angiver statistisk signifikans af odds-ratioer.
® For beregning af odds-ratioer og deres konfidensintervaller blev 0,5 fgjet til alle celler, nar mindst én celle var nul.

Tabel 28: PPV, NPV og Odds-ratio for serologisk reaktion forudsagt af tidlig virologisk reaktion under
behandling: Uge 48 virologisk reaktion defineret som <50 IU/mL

PPV NPV ELLER
Uge for -
tidlig virologisk Estimat Estimat Estlmata b
HBeAg-status respons Behandling (95 % ClI) n/N (95 % ClI) n/N (95 % CI)™
. 16,7 100 1,49
Entecavir (104, 196 O/ @41, 1000 OB (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
Alle ’ 19/114 ’ 8/9 ’
Entecavir (165416 %0 86.3,100) 218 (1,72, >999,99)
. 22,4 96,3 7,51
24 Tenofovir (16.9, 26.8) 13/58 (847, 99,9) 26/27 (1,37, 140,31)
24,4 97,8 14,17
Alle 200, 284) 978 (90.4,99,9) 445 (2,77, 259,25)

CI=95 % profil-sandsynligheds konfidensinterval
2 Skravering angiver statistisk signifikans af odds-ratioer.
® For beregning af odds-ratioer og deres konfidensintervaller blev 0,5 fgjet til alle celler, nar mindst én celle var nul.
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Konklusion

Samlet viste resultaterne, at Aptima HBV Quant-assayet kan kvantitere HBV DNA-niveauer
ved baseline og under behandling for at hjeelpe med at vurdere viral respons pa
behandlingen. Denne undersggelse viste, at tidlige virologiske reaktioner ved ugerne 12 og
24, som indikatorer for virologisk reaktion i uge 48, varierede efter uge og behandling.

Aptima HBV Quant-assay er beregnet til brug som en hjeelp ved handteringen af kronisk
HBV-inficerede patienter, som behandles med HBV-antivirale laegemidler.
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