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Informatii generale

Destinatia de utilizare

Testul Aptima® HBV Quant este un test de amplificare a acidului nucleic in vitro pentru cuantificarea
ADN-ului virusului hepatitic B (HBV) in plasma umana si serul uman, pe sistemul Panther™ complet
automatizat.

Plasma poate fi preparata in acid etilendiaminotetraacetic (EDTA), solutie anticoagulanta citrat-
dextroza (ACD) si tuburi de preparare a plasmei (PPT). Serul poate fi preparat in tuburi de ser si
tuburi separatoare de ser (SST). Probele sunt testate utilizand sistemul Panther complet automatizat
pentru procesarea, amplificarea si cuantificarea probelor. Probele contindnd HBV genotipurile A, B,
C, D, E, F, G si H sunt validate pentru cuantificare in test.

Testul Aptima HBV Quant este destinat utilizarii ca ajutor in gestionarea pacientilor cu infectii
cronice cu HBV care urmeaza terapie cu medicamente antivirale HBV. Testul poate fi utilizat pentru
a masura nivelurile de ADN HBV la momentul initial si in timpul tratamentului pentru a ajuta la
evaluarea raspunsului viral la tratament. Rezultatele obtinute din testul Aptima HBV Quant trebuie
interpretate in contextul tuturor constatarilor clinice si de laborator relevante.

Testul Aptima HBV Quant nu este destinat utilizarii ca test de screening pentru detectarea prezentei
ADN-ului HBV in sénge sau produse sanguine sau ca test de diagnosticare pentru a confirma
prezenta infectiei cu HBV.

Rezumatul si explicatia testului

Virusul hepatitic B, unul dintre mai multe virusuri cunoscute ca provocand hepatita, a fost asociat
cu infectia cu HBV pe toaté durata vietii, ciroza hepatica, cancerul hepatic, insuficienta hepatica si,
posibil, cu decesul. Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) mentioneaza infectia cu HBV ca fiind
una dintre cele mai frecvente boli infectioase din lume. Prevalenta infectiei cu HBV si metoda de
transmitere variaza semnificativ la nivel global. Tn 2019, la nivel gIobaI numarul persoanelor cu
infectie HBV cronica se ridica la 296 de milioane.” Infectia cu HBV are drept rezultat un risc ridicat
de decompensare hepatica, ciroza si carcinom hepatocelular (HCC), cu o mortalitate cuprinsa
intre 0,5 si 1,2 milioane de decese, fiind raspunzatoare pentru 5 — 10% dintre cazurile anuale

de transplant hepatic.?® Tn lipsa tratamentului, interventiei si monitorizarii corespunzatoare dupa
diagnosticare, incidenta cumulativa la 5 ani a cirozei este cuprinsa intre 8 si 20%. Dupa dezvoltarea
cirozei, riscul anual de carcinom hepatocelular (HCC) este de 2%-5%.*

HBV contine un genom ADN circular, partial dublu catenar, de aproximativ 3200 de perechi de baze,
care codifica patru cadre de citire deschise (ORF), partial suprapuse, care exprima polimeraza,
proteinele din regiunea superficiald, proteinele din regiunea anterioara celei principale (precore)/
regiunea principala (core) si proteinele X. Polimeraza ORF se suprapune cu celelalte trei ORF-uri
si codifica o proteina replicativa virala cheie, polimeraza. ORF-ul superficial exprima trei proteine,
care sunt esentiale pentru morfogeneza virala, patrunderea virusului in hepatocite si declansarea
raspunsului imun al gazdei.® Exista 8 genotipuri de HBV (A-H), acestea regasindu-se in general in
locatii geografice diferite.

Din cauza naturii dinamice a infectiei cronice cu virusul hepatitic B, monitorizarea continua a
ADN-ului HBV si a nivelurilor alanin aminotransferazei (ALT) este importanta.® Pentru majoritatea
persoanelor infectate cu HBV care urmeaza un tratament antiviral, obiectivul este supresia AND-ului
HBV. Testele cantitative de amplificare a acidului nucleic cu un interval liniar extins sunt instrumente
eficiente pentru monitorizarea incarcaturii virale a ADN-ului HBV pe parcursul tratamentului.
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Principiile procedurii

Testul Aptima HBV Quant este un test de amplificare a acidului nucleic in vitro care utilizeaza
tehnologia de amplificare mediata prin transcriptie (TMA) in timp real pe sistemul Panther pentru

a cuantifica ADN-ul HBV, genotipurile A, B, C, D, E, F, G si H. Testul Aptima HBV Quant tinteste
doua regiuni extrem de conservate in polimeraza si genele superficiale (pentru o toleranta sporita la
mutatii potentiale). Testul este standardizat pe baza celui de-al treilea Standard International al OMS
pentru virusul hepatitic B (NIBSC Cod: 10/264).

Testul Aptima HBV Quant implica trei pasi principali, care au loc intr-un singur tub pe sistemul
Panther: captarea tintei, amplificarea tintei prin TMA si detectarea produsilor de amplificare
(ampliconi) de sondele marcate fluorescent (sonde).

Tn timpul captérii tintei, ADN-ul viral este izolat din probe. Proba este tratata cu un detergent pentru
a solubiliza anvelopa virala, pentru a denatura proteinele si pentru a elibera ADN-ul genomic viral.
Oligonucleotidele de captare se hibridizeaza in zonele extrem de conservate ale ADN-ului HBV,
daca sunt prezente, din proba de testare. Tinta hibridizata este, apoi, captata in microparticule
magnetice care sunt separate din proba intr-un camp magnetic. Pasii de spalare indeparteaza
componentele straine din eprubeta de reactie.

Amplificarea tintei se produce prin intermediul TMA, care este o metoda de amplificare a acidului
nucleic mediata prin transcriptie, care utilizeaza doua enzime, transcriptaza inversa a virusului
leucemiei murine Moloney (MMLYV) si polimeraza T7 ARN. Transcriptaza inversa este utilizata pentru
a genera o copie ADN (care contine o secventa promotor pentru polimeraza T7 ARN) a secventei
tintd. ARN-polimeraza T7 produce copii multiple ale ampliconului ARN din sablonul copiei ADN.
Testul Aptima HBV Quant utilizeaza metoda TMA pentru a amplifica doua regiuni ale genomului
HBV (gena polimerazei si gena superficiala). Amplificarea acestor regiuni se realizeaza utilizand
primeri specifici conceputi pentru a amplifica genotipurile A, B, C, D, E, F, G si H de HBV. Abordarea
regiunii tintd dubla cu designul primerilor vizand regiunile extrem de conservate asigura cuantificarea
precisa a ADN-ului HBV.

Detectarea se realizeaza utilizadnd sonde de acid nucleic monocatenar, care sunt prezente in timpul
amplificarii tintei si care hibridizeaza in mod specific cu ampliconul, in timp real. Fiecare sonda are
un fluorofor si un inhibitor de fluorescenta. Daca sonda nu este hibridizata cu ampliconul, inhibitorul
de fluorescenta se afla in imediata apropiere a fluoroforului si suprima fluorescenta. Atunci cand
sonda se leaga de amplicon, inhibitorul de fluorescenta este mutat mai departe de fluorofor si

va emite un semnal pe 0 anumita lungime de unda cand este excitatd de o sursa de lumina.

Pe masura ce mai multe sonde hibridizeaza cu ampliconul, se genereaza un semnal fluorescent
mai mare. Timpul necesar ca semnalul fluorescent sa atinga un prag specificat este proportional
cu concentratia initiald de HBV. Fiecare reactie are un calibrator intern/control intern (IC), care
controleaza variatiile in procesarea, amplificarea si detectarea probelor. Concentratia unei probe este
determinata de software-ul sistemului Panther utilizand semnalele HBV si IC pentru fiecare reactie i
comparandu-le cu informatiile de calibrare.

Rezumatul sigurantei si performantelor

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

Test Aptima HBV Quant 3 AW-28215-3101 Rev. 003



Informatii generale Aptima®

Avertismente si precautii
A. Pentru diagnosticare in vitro.

B. Pentru uz profesional.

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

D. Reactivul de amplificare a tintei (TER) este coroziv. Consultati Fisa cu date de securitate de la
finalul acestei sectiuni.

in legitura cu laboratorul

E. ATENTIE: Controalele pentru acest test contin plasma umana. Plasma este non-reactiva pentru
antigenul superficial al virusului hepatitic B (AgHBs), anticorpii pentru HCV, anticorpii pentru
HIV-1 si HIV-2, precum si antigenul HIV, atunci cand este testata prin procedurile autorizate de
Administratia pentru Alimente si Medicamente din SUA. In plus, plasma este non-reactiva pentru
ADN-ul HBV, ARN-ul HCV si ARN-ul HIV-1 atunci cand este testata cu teste de acid nucleic
autorizate. Toate materialele provenite din sénge uman trebuie considerate potential infectioase
si trebuie manipulate cu respectarea precautiilor universale.”®*

F. Numai personalul instruit corespunzator in utilizarea testului Aptima HBV Quant si in
manipularea materialelor potential infectioase trebuie sa efectueze aceasta procedura. Daca
se produce o scurgere, dezinfectati imediat in conformitate cu procedurile adecvate ale unitatii.

G. Utilizati numai articolele de laborator de unica folosinta furnizate sau specificate.

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

|.  Suprafetele de lucru, pipetele si alte echipamente trebuie decontaminate in mod regulat cu
solutie de hipoclorit de sodiu 2,5% — 3,5% (0,35 M - 0,5 M).

J. Eliminati toate materialele care au intrat in contact cu probele si cu reactivii in conformitate cu
reglementarile locale, nationale si federale.”** Curatati temeinic si dezinfectati toate suprafetele
de lucru.

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

L. Bunele practici standard pentru laboratoarele moleculare includ monitorizarea mediului
inconjurator. Pentru a monitoriza mediul unui laborator, se recomanda urmatoarea procedura:
1. Luati un betisor cu vata si asociati-l cu tubul pentru parti alicote din proba (SAT) Aptima.

Etichetati fiecare SAT in mod corespunzator.

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

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

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

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

HowDnN
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7. Repetati pasii pentru restul probelor recoltate pe betisoare cu vata.
8. Testati betisorul cu vata cu testul molecular.

in legatura cu probele

M.

Probele pot fi infectioase. Aplicati precautiile universale™® la efectuarea acestui test. Metodele
adecvate de manipulare si eliminare vor fi stabilite in conformitate cu reglementarile locale.™
Numai personalul instruit corespunzator in utilizarea testului Aptima HBV Quant si in
manipularea materialelor potential infectioase trebuie sa efectueze aceasta procedura.

Mentineti conditii de pastrare adecvate in timpul expedierii probei pentru a asigura integritatea
acesteia. Stabilitatea probei in timpul expedierii in alte conditii decéat cele recomandate nu a fost
evaluata.

Evitati contaminarea incrucisata pe parcursul etapelor de manipulare a probelor. Aveti grija

in special sa evitati contaminarea prin raspandirea aerosolilor, la slabirea sau la scoaterea
capacelor probelor. Probele pot contine niveluri extrem de ridicate de microorganisme. Asigurati-
va ca recipientele cu probe nu se ating intre ele si eliminati materialele utilizate fara a le trece pe
deasupra recipientelor deschise. Schimbati manusile daca acestea intra in contact cu proba.

in legatura cu testul

P.

Q.

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

Nu schimbati intre ei, nu amestecati sau nu combinati reactivi de testare din kituri cu numere
diferite ale lotului principal. Lichidele de testare pot proveni din loturi cu numere diferite.
Controalele si calibratorul pot proveni loturi cu numere diferite.

Evitati contaminarea microbiana si cu nucleaze a reactivilor.

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

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

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

Unii reactivi din acest kit sunt etichetati cu informatii referitoare la pericole.
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Nota: Declaratia privind pericolele reflecta clasificarile conform Safety Data Sheets (SDS)
(Fise tehnice de securitate (FTS)) la nivelul UE. Pentru informatii privind comunicarea pericolelor
specifice regiunii dvs., consultati FTS specifica regiunii in Biblioteca de fise cu date de securitate
la adresa www.hologicsds.com. Pentru informatii suplimentare referitoare la simboluri, consultati
legenda simbolurilor la https://www.hologic.com/package-inserts.

Informatii privind pericolele — America de Nord

Controalele pentru kitul HBV VL
Ser uman/plasma umana 95% — 100%
Azida de sodiu <1%

Reactiv de amplificare a tintei
Lithium Hydroxide, Monohydrate 5% — 10%

PERICOL
H302 — Nociv in caz de inghitire
H314 — Provoaca arsuri grave ale pielii si lezarea ochilor
P264 — Spalati-va bine fata, mainile si orice parte a pielii expusa dupa utilizare
P270 — A nu manca, bea sau fuma in timpul utilizarii produsului
P330 — Clatiti gura
P501 — Eliminati continutul/recipientul la o statie de eliminare a deseurilor autorizata
P260 — Nu inspirati praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/spray-u.
P280 — Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament de protectie a ochilor/echipament de
protectie a fetei
i P301 + P330 + P331 — IN CAZ DE INGHITIRE: Clatiti gura. NU provocati voma
P303 + P361 + P353 — IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau cu parul): Scoateti imediat toate hainele
contaminate. Cl&titi pielea cu apa/faceti dus
P304 + P340 — IN CAZ DE INHALARE: Transportati persoana la aer liber si mentineti-o intr-o pozitie
confortabila pentru respiratie
P305 + P351 + P338 — IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Cltiti cu atentie cu apa timp de cateva minute.
Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca acest lucru se poate face usor. Continuati sa clatiti
P321 — Tratament specific (consultati instructiunile suplimentare de prim ajutor incluse in FTS)
P363 — Spalati imbracamintea contaminata inainte de reutilizare
P405 — A se depozita sub cheie
P301 + P317 — IN CAZ DE INGHITIRE: Solicitati imediat asistenta medicala.
P316 — Solicitati imediat asistenta medicala de urgenta.

Informatii privind pericolele — UE

Reactiv de amplificare
Magnesium Chloride 60%—65%

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

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

H412 — Nociv pentru mediul acvatic, cu efecte pe termen lung.
P273 — Evitati dispersarea in mediu.
P501 — Eliminati continutul/recipientul la o statie de eliminare a deseurilor autorizata.
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Solutie de reconstituire enzimatica
Glycerol 20% — 25%

Triton X-100 5% — 10%

HEPES 1%-5%

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

Reactiv promotor
Magnesium Chloride 60%—65%

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

Reactiv de captare a tintei
HEPES 15-20%

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

Lithium Hydroxide, Monohydrate 1-5%

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

Calibratoare pentru kitul HBV VL
HEPES 15-20%

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

Lithium Hydroxide, Monohydrate 1-5%

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

Controalele pentru kitul HBV VL
Ser uman/plasma umana 95% - 100%
Azida de sodiu <1%

PERICOLPERICOL

H300 — Fatal in caz de inghitire.

H410 — Foarte toxic pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.

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

P273 — Evitati dispersarea in mediu.

P301 + P310 — IN CAZ DE INGHITIRE: Sunati imediat la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA
sau la un medic.

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

P330 — Clatiti gura.

P391 - Colectati scurgerile de produs.

Test Aptima HBV Quant
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Reactiv de amplificare a tintei
Lithium Hydroxide, Monohydrate 5% — 10%

PERICOL

H302 — Nociv in caz de inghitire.

H314 — Provoaca arsuri grave ale pielii si lezarea ochilor.

P264 — Spalati-va bine fata, mainile si orice parte a pielii expusa dupa utilizare.

P270 — A nu manca, bea sau fuma in timpul utilizarii produsului.

P330 — Clatiti gura.

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

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

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

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

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

P304 + P340 — IN CAZ DE INHALARE: Transportati persoana la aer liber si mentineti-o intr-o pozitie
confortabila pentru respiratie.

P305 + P351 + P338 — IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu apa timp de cateva minute.
Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca acest lucru se poate face usor. Continuati sa clatiti.

P310 — Sunati imediat la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA/un medic.

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

P363 — Spalati imbracamintea contaminata inainte de reutilizare.

P405 — A se depozita sub cheie.
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Cerinte privind pastrarea si manipularea reactivilor
A. Tabelul urmator prezinta conditiile de pastrare si stabilitatea pentru reactivi, controale si calibrator.

Pistrare in stare Kit deschis (reconstituit)

Reactiv nedeschisa
Pastrare Stabilitate
Reactiv de amplificare qHBV Tntre 2 °C si 8 °C
Solutie de reconstituire pentru amplificare gHBV Tntre 2°C5i8°C Intre 2°C si 8°C 30 de zile®
Reactiv enzimatic gHBV Intre 2 °C si 8 °C
Solutie de reconstituire enzimatica gHBV Tntre 2°C'5i8°C Intre 2°C 5i8°C 30 de zile®
Reactiv promotor gHBV Intre 2°Csi8°C
Solutie de reconstituire pentru promotor gHBV Intre 2°C si 8 °C Intre 2 °C si 8 °C 30 de zile?
Reactiv de captare a tintei qHBV Tntre 2°Csi 8 °C intre 2°C i 8 °C 30 de zile®
HBV PCAL (calib it intre 15 °C 5i-35°C  Intre 15°Ci30°c , | 1acon de unicd folosintd
q (calibrator pozitiv) ’ ’ Ase utiliza in decurs de 24 de ore
i ntre -15°C 5i-35°C  Intre 15 °C si 30 °C Flacon de unica folosinta
GHBY NC CONTROL — (control negativ) ’ ’ A se utiliza Tn decurs de 24 de ore
HBV LPC CONTROL + | slab pozit fntre 15 °C 5i-35°C  Intre 15°Ci30°c , | 2con de unicd folosintd
q (control siab pozitiv) ’ ’ Ase utiliza in decurs de 24 de ore

Flacon de unica folosinta

gHBV HPC CONTROL + (control puternic pozitiv) Intre -15°C si-35°C  Intre 15°Csi 30 °C Ase utiliza Tn decurs de 24 de ore

Reactiv de amplificare a tintei gHBV Tntre 15°Csi30°C  Tntre 15°Csi 30 °C 30 de zile®

@ La scoaterea reactivilor din sistemul Panther, acestia trebuie readusi imediat la temperaturile corespunzétoare de pastrare.

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

C. Reactivii pastrati pe sistemul Panther au o stabilitate de 72 de ore in cadrul sistemului. Reactivii
pot fi incarcati in sistemul Panther de pana la 8 ori. Sistemul Panther inregistreaza fiecare
incarcare a reactivilor.

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

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

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

Recoltarea si pastrarea probelor

Nota: Manipulati toate probele ca si cum ar contine agenti potential infectiosi. Utilizati precaultiile
universale.

Nota: Evitati contaminarea incrucisata pe parcursul etapelor de manipulare a probelor. De exemplu,
eliminati materialul utilizat féra a-l trece pe deasupra tuburilor deschise.
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Nota: Pentru pastrare se recomanda doar tuburi secundare din plastic.
Pot fi utilizate probe de sange integral, recoltate in urmatoarele tuburi de sticla sau plastic:

* Tuburile care contin acid etilendiaminotetraacetic (EDTA) sau solutii anticoagulante citrat
dextroza acide (ACD)

» Tuburi pentru pregatirea plasmei
« Tuburi pentru ser
» Tuburi separatoare de ser
Pentru ser, permiteti formarea cheagului ihainte de o procesare ulterioara.

A. Recoltarea probelor

Sangele integral poate fi pastrat intre 2 °C si 30 °C timp de pana la 24 de ore, iar plasma trebuie
sa fie separata prin centrifugare intr-un tub primar inainte de procesare. Separati plasma sau
serul de globulele rosii, in conformitate cu instructiunile producatorului pentru tubul utilizat.
Plasma sau serul pot fi testate pe sistemul Panther intr-un tub primar sau transferate intr-un
tub secundar, cum ar fi tubul pentru parti alicote din probe Aptima®. Pentru a obtine volumul de
reactie de 500 pl, volumul minim de plasma sau ser pentru tuburile de recoltare primare este de
maximum 1200 pl, iar pentru tuburile secundare, volumul minim este de 700 pl. Tabelul urmator
identifica cerintele de volum mort pentru fiecare tip de tub primar si secundar.

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

Daca nu sunt testate imediat, plasma si serul pot fi pastrate in conformitate cu specificatiile
de mai jos. Daca sunt transferate in SAT sau intr-un tub secundar, plasma sau serul pot fi
congelate la -20 °C. Nu depasiti 3 cicluri de congelare-decongelare. Nu congelati probele
in EDTA, ACD sau in tuburile de recoltare primare pentru ser.

B. Conditii de pastrare a probelor

1. Probe de plasma in EDTA si ACD

Sangele integral poate fi pastrat intre 2 °C si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de
24 de ore de la recoltarea probei. Ulterior, plasma poate fi pastrata in una dintre urmatoarele
conditii:
« In tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperaturé cuprinsa intre 2 °C
si 30 °C timp de pana la 24 de ore,

« In tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperaturé cuprinsa intre 2 °C
si 8 °C pentru pana la 5 zile, sau

« In tubul secundar la o temperaturé de -20 °C timp de pané la 60 de zile.
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Sange integral
30°C
2°C /ﬂ/
Centrifugati la <24 ore dupa recoltare

Primar Primar Secundar Secundar Secundar

30 °C 8°C 30 °C 8°C _15°C
2"CJ/ 2°CJ/ 2”CJ/ 2"04/ .35‘70/&/

<24 ore <5 zile <24 ore <5 zile <60 de zile
Figura 1. Conditii de pastrare pentru tuburile cu EDTA/ACD
2. Probe PPT

Sangele integral poate fi pastrat intre 2 °C si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de
24 de ore de la recoltarea probei. Ulterior, plasma poate fi pastrata in una dintre urmatoarele

conditii:

« In PPT sau in tubul secundar la o temperatura cuprinsa intre 2 si 30 °C timp de péana

la 24 de ore,

+ In PPT sau in tubul secundar la o temperatura cuprinsa intre 2 °C si 8 °C timp de pana

la 5 zile sau

+ In PPT sau in tubul secundar la o temperatura de -20 °C timp de pana la 60 de zile.

Sange integral

30°C
2°C J/

Centrifugati la 24 ore dupa recoltare

g

Primar

J/SO °C
2°C

<24 ore

Primar

J/BDC
2°C

<5zile

Primar sau Secundar

/ﬂ/ -15°C
-35°C

<60 de zile

Secundar

J/SGC
2°C

<5 zile

Secundar

J/:?U °C
2°C

<24 ore

Figura 2. Conditii de pastrare pentru PPT

Test Aptima HBV Quant
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3. Probe in tuburi pentru ser

Sangele integral poate fi pastrat intre 2 °C si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de 24 de
ore de la recoltarea probei. Ulterior, serul poate fi pastrat in una dintre urmatoarele conditi:

« Tn tubul pentru ser sau in tubul secundar la o temperaturé cuprinsa intre 2 si 30 °C timp
de pana la 24 de ore,

« Tn tubul pentru ser sau in tubul secundar la o temperatura cuprinsa intre 2 °C si 8 °C timp
de pana la 5 zile sau

+ Tn tubul secundar la o temperatura de -20 °C timp de pané la 60 de zile.

Sange integral

/ﬂ/\?o °C
2°C

Centrifugati la 24 ore dupa recoltare

<

Primar Primar Secundar Secundar Secundar

Jlswc J,wc /ﬂlsmc J,wc 15
2°c 2c 2:c 2°c -35°C /ﬂ/

<24 ore <5 zile <24 ore <5 zile <60 de zile

Figura 3. Conditii de pastrare pentru tuburile pentru ser

4. Probe SST

Sangele integral poate fi pastrat intre 2 °C si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de 24 de
ore de la recoltarea probei. Ulterior, serul poate fi pastrat in una dintre urmatoarele conditi:

» Tn SST sau in tubul secundar la o temperaturd cuprinsa intre 2 si 30 °C timp de pana
la 24 de ore,

» In SST sau in tubul secundar la o temperaturd cuprinsa intre 2 °C si 8 °C timp de pana
la 5 zile sau

+ Tn SST sau in tubul secundar la o temperatura de -20 °C timp de pana la 60 de zile.

Sange integral

/H/SO °C
2°C

Centrifugati la <24 ore dupé recoltare

<

Primar Primar Secundar Secundar Primar sau Secundar

J,GO“C J,B“C J/Q’O”C J/&”C _15°C
2°C 2°C 2°C 2°C -35°C J/

<24 ore <5 zile <24 ore <5 zile <60 de zile

Figura 4. Conditii de pastrare pentru SST

C. Pastrare in stare congelata pe termen lung
Probele de plasma sau de ser pot fi pastrate la -70 °C timp de pana la 60 de zile in SAT.

D. Diluarea probelor de plasma si ser

Probele de plasma si ser pot fi diluate in SAT sau intr-un tub secundar pentru testare pe
sistemul Panther. Consultati Procedura de testare cu sistemul Panther, pasul E.5 de mai jos
pentru mai multe informatii.

Nota: Daca o proba este diluatd, aceasta trebuie testata imediat dupd diluare. Nu congelati o proba
diluata.
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Probe pe sistemul Panther

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

Transportul probelor
Mentineti conditile de pastrare a probelor descrise in Recoltarea si pastrarea probelor.

Nota: Probele trebuie expediate in conformitate cu reglementérile nationale, internationale si
regionale aplicabile privind transportul.
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Sistemul Panther Aptima®

Sistemul Panther

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

Reactivi si materiale furnizate

Kit de teste Aptima HBV Quant, 100 de teste (nr. cat. PRD-03424)
(1 cutie cu test, 1 kit calibrator, 1 kit controale si 1 cutie ce contine un reactiv de amplificare a tintei)

Pot fi comandate separat calibratoare si controale suplimentare. Consultati mai jos numerele de
catalog individuale.

Cutie teste Aptima HBV Quant
(pastrati intre 2 °C si 8 °C dupa primire)

Simbol Componenta Cantitate
A Reactiv de amplificare qgHBV 1 flacon
Acizi nucleici neinfectiosi uscati in solutie tamponata.
E Reactiv enzimatic qHBV 1 flacon
Transcriptaza inversd si polimeraza ARN uscatd in solutie tamponatd HEPES.
PRO Reactiv promotor qgHBV 1 flacon
Acizi nucleici neinfectiosi uscati in solutie tamponata.
AR Solutie de reconstituire pentru amplificare qHBV 1%72ml
Solutie apoasé continédnd glicerol si conservanti. ’
ER Solutie de reconstituire enzimatica qHBV 1%58ml
Solutie tamponatd HEPES continédnd surfactant si glicerol. ’
PROR Solutie de reconstituire pentru promotor gHBV 1%x4.5ml
Solutie apoasé continénd glicerol si conservanti. ’
TCR Reactiv de captare a tintei qHBV 1%72.0 ml
Acizi nucleici intr-o solutie saling tamponaté contindnd faza solida, acizi ’
nucleici neinfectiosi si calibrator intern.
Mansoane pentru reconstituire 3
Fisa cu codurile de bare ale lotului principal 1 fisa
Kit calibratori Aptima HBV Quant (nr. cat. PRD-03425)
(pastrati intre -15 °C si -35 °C dupa primire)
Simbol Componenta Cantitate
PCAL Calibrator pozitiv qHBV 5x25ml

ADN plasmidé in solutie tamponata

Eticheta cu coduri de bare pentru calibrator —
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Aptima® Sistemul Panther

Kit controale Aptima HBV Quant (nr. cat. PRD-03426)
(pastrati intre -15 °C si -35 °C dupa primire)

Simbol Componenta Cantitate

NC Control negativ qHBV 5x0.8ml
Plasm& umana defibrinata negativd HBV contindnd gentamicina si 0,2% azida ’
de sodiu cu rol de conservanti.

LPC Control slab pozitiv qHBV

5x0,8ml
Plasma inactivata pozitiva la HBV in plasma umana defibrinata contindnd
gentamicina si 0,2% azida de sodiu cu rol de conservanti.

HPC Control puternic pozitiv qgHBV 5% 0.8 mi
Plasma inactivata pozitiva la HBV in plasma umana defibrinata contindnd ’
gentamicing si 0,2% azida de sodiu cu rol de conservanti.

Eticheta cu coduri de bare pentru control —
Cutie de reactiv de amplificare a tintei Aptima HBV Quant
(pastrati intre 15 °C si 30 °C dupa primire)
Simbol  Componenta Cantitate
TER Reactiv de amplificare a tintei qHBV 1% 46.0 ml

O solutie concentrata de hidroxid de litiu

Materiale necesare, dar disponibile separat

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

Material Nr. cat.
Sistem Panther™ 303095
Sistem Panther Fusion™ PRD-04172
Sistem Panther™, Lichid continuu si reziduuri (Panther Plus) PRD-06067
Kit calibratoare Aptima® HBV Quant PRD-03425
Kit controale Aptima® HBV Quant PRD-03426

Kit de rulare Panther pentru teste in timp real (numai pentru teste in timp real) PRD-03455 (5.000 de teste)

Kit de lichide pentru testul Aptima® (cunoscut si drept Kit de lichide universale) 303014 (1.000 de teste)
contine solutie de spalare Aptima®, solutie tampon Aptima® pentru lichidul
de dezactivare si reactiv ulei Aptima®

Unitati multitub (MTU-uri) 104772-02
Kit de pungi pentru reziduuri Panther™ 902731
Capac pentru cos de reziduuri Panther™ 504405
Sau Kit de rulare pentru sistemul Panther™ 303096 (5.000 de teste)

(la rularea testelor TMA nedesfasurate in timp real, in paralel cu testele
TMA in timp real)

contine MTU, pungi pentru reziduuri, capace pentru cosuri de reziduuri,
auto detect si lichide pentru test
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Aptima®

Material

Varfuri, 1000 ul conductive, detectoare de lichid

Este posibil ca unele produse sa nu fie disponibile in toate regiunile. Pentru

informatii specifice regiunii, contactati reprezentantul.

Tnalbitor, solutie hipoclorit de sodiu intre 5% si 8,25% (intre 0,7 M si 1,16 M)

Manusi de unica folosinta, fara pudra
Capace nepenetrabile de schimb
Capace de schimb pentru reactivi

Flacoane de reconstituire a reactivului de amplificare, enzimatic si promotor

Flacon TCR
Flacon TER

Huse captusite cu plastic pentru masa de lucru din laborator
Servetele care nu lasa scame

Pipeta automata

Varfuri

Optiuni pentru tubul de recoltare primar:
13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga
Agitator vortex

Materiale optionale
Material

Optiuni pentru tuburi secundare:
12 mm x 76 mm
13 mm x 100 mm
16 mm x 100 mm
Aptima® Tuburi pentru alicote de probe (SAT) (ambalaj cu 100 bucéti)

Capac pentru tub de transport (ambalaj cu 100 de bucati)
capac pentru SAT

Diluant pentru probe Aptima®

Kit de diluant pentru probe Aptima®
contine diluant pentru probe, 100 SAT si 100 de capace

Pipete de transfer
Betisoare cu varf de vata
Agitator oscilant pentru tuburi

Nr. cat.

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

103036A

CL0041 (100 de capace)
CL0040 (100 de capace)
501604 (100 de capace)

Nr. cat.

FAB-18184
504415

PRD-03003
PRD-03478

PRD-03488
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Sistemul Panther

Procedura de testare cu sistemul Panther

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

A. Pregatirea zonei de lucru
1. Curatati suprafetele de lucru unde vor fi preparati reactivii. Stergeti suprafetele de lucru
cu solutie de hipoclorit de sodiu de 2,5% péana la 3,5% (0,35 M — 0,5 M). Lasati solutia de
hipoclorit de sodiu sa intre In contact cu suprafetele timp de cel putin 1 minut, iar apoi clatiti

cu apa deionizata (DI). Nu lasati solutia de hipoclorit de sodiu s& se usuce. Acoperiti
suprafata mesei de lucru din laborator cu huse curate, absorbante, captusite cu plastic.

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

3. Curatati toate pipetele automate. Utilizati procedura de curatare descrisd mai sus (pasul A.1).

B. Prepararea calibratorului si a controalelor

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

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

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

Nota: Evitali crearea de spumé excesiva la rasturnarea calibratorului si a controalelor.
Spuma compromite functia de detectare a nivelului la sistemul Panther.

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

3. Pentru a preveni contaminarea, nu deschideti tuburile in acest moment.

C. Reconstituirea/pregatirea reactivului dintr-un kit nou

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

1. Pentru pregatirea TCR, procedati dupa cum urmeaza:

a.

Scoateti TCR din locul de pastrare (2 °C — 8 °C). Verificati numarul de lot de pe flaconul
cu TCR, pentru a va asigura ca acesta se potriveste cu numarul de lot de pe fisa cu
codurile de bare ale lotului principal.

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

Optiune. Flaconul TCR poate fi pregatit pe un agitator oscilant pentru tuburi, urméand
instructiunile de mai jos: Indepartati TCR din locul de pastrare (intre 2 °C si 8 °C) si
agitati imediat viguros de 10 ori. Plasati flaconul cu TCR pe un agitator oscilant pentru
tuburi si I&sati TCR sa se incélzeasca timp de minimum 45 de minute, la o temperatura
cuprinsa intre 15 °C si 30 °C.

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

2. Pentru reconstituirea reactivilor de amplificare, enzimatici si promotori, efectuati urmatoarele
actiuni:

a.

Scoateti reactivii liofilizati si solutiile de reconstituire corespunzatoare din locul de
pastrare (intre 2 °C si 8 °C). Corelati fiecare solutie de reconstituire cu reactivul liofilizat
al acesteia.
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b. Asigurati-va ca solutia de reconstituire si reactivul liofilizat au etichete de aceeasi
culoare. Verificati numerele de lot de pe fisa cu coduri de bare a lotului principal pentru
a va asigura ca reactivii corespunzatori au fost corelati.

Vi.

Vii.

viii.

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

Introduceti cu fermitate capatul crestat al mansonului de reconstituire (negru) pe
flacon (Figura 5, Pasul 1).

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

Plasati flaconul cu solutie de reconstituire pe o suprafata stabila (de exemplu, masa
de lucru). Apoi rasturnati flaconul de reactiv liofilizat peste flaconul cu solutie de
reconstituire si fixati bine mansonul pe flaconul cu solutie de reconstituire (Figura 5,
Pasul 2).

Résturnati lent flacoanele asamblate (flacon atasat la flaconul cu solutie) pentru
a permite scurgerea solutiei Tn flaconul din sticla (Figura 5, Pasul 3).

Ridicati flacoanele asamblate si rotiti-le timp de minimum 10 secunde (Figura 5,
Pasul 4).

Asteptati cel putin 30 de minute pentru ca reactivul liofilizat sa patrunda in solutie.

Dupa patrunderea reactivului liofilizat in solutie, rotiti ansamblul de flacoane timp de
cel putin 10 secunde si apoi oscilati usor solutia in flaconul din sticla Tnainte si inapoi,
pentru o amestecare temeinica.

C. Tnclina’;i lent, din nou, ansamblul de flacoane, pentru a permite ca toata solutia sa se
scurga napoi Tn flaconul cu solutie de reconstituire (Figura 5, Pasul 5).

Scoateti cu atentie mansonul de reconstituire si flaconul din sticla (Figura 5, Pasul 6).

e. Puneti la loc capacul pe flacon. anegistra’gi initialele operatorului si data reconstituirii
pe eticheta (Figura 5, Pasul 7).

f. Aruncati mansonul de reconstituire si flaconul din sticla (Figura 5, Pasul 8).

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

/4 - ™y

tipy

y/
7

Figura 5. Procesul de reconstituire a reactivilor

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

D. Prepararea reactivului pentru reactivi preparati anterior
1. Scoateti reactivii preparati anterior din locul de pastrare (2 °C — 8 °C). Reactivii de amplificare,
enzimatici si ai probei, precum si TCR preparati anterior trebuie s& atinga 15 °C pana la
30 °C Tnainte de inceperea testului.
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2.
3.

4.

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

Pentru TCR-ul preparat anterior, parcurgeti pasul C.1 de mai sus, inainte de incarcarea
pe sistem.

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

Optiune: Reagentii pregatiti anterior pot fi pregatiti pe agitator oscilant pentru tuburi
urmand aceste instructiuni: Scoateti reagentii din spatiul de depozitare (2°C-8°C).
Asezati reagentii pe agitatorul oscilant pentru tuburi si lasati-i la 15°C-30°C sa se
incalzeasca timp de cel putin 30 de minute.

Nu umpleti sticlele cu reactiv pana la refuz. Sistemul Panther va recunoaste si respinge
flacoanele care au fost umplute pana la refuz.

E. Manipularea probelor

1.

2.

3.

Asigurati-va ca probele procesate din tuburile primare sau probele nediluate de plasma din
tuburile secundare au fost pastrate in mod corespunzator, conform Recoltarea probelor.

Asigurati-va ca probele congelate sunt decongelate complet. Agitati specimenele
decongelate pe vortex timp de 3 — 5 secunde, pentru o amestecare temeinica.

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

Asigurati-va ca fiecare tub de recoltare primar contine pana la 1200 pl de proba sau fiecare
SAT contine cel putin 700 ul de proba. Consultati tabelul furnizat in Recoltarea probelor

pentru a identifica cerintele de volum mort pentru fiecare tip de tub primar si secundar. Daca
este necesara diluarea probei, consultati pasul E.5 de mai jos pentru informatii suplimentare.

Diluati o proba de plasma sau de ser 1:3 intr-un SAT sau 1:100 intr-un tub secundar.
O proba poate fi diluata intr-un tub secundar pentru testare pe sistemul Panther.
Nota: Daca o probéa este diluata, aceasta trebuie testata imediat dupa diluare.

a. Diluarea probelor cu volum redus

Volumul probelor poate fi marit pana la volumul minim necesar (700 pl) utilizand diluantul
pentru probe Aptima. Probele cu cel putin 240 pl pot fi diluate cu doua parti diluant
pentru probe (1:3), dupa cum urmeaza:

i. Plasati 240 pl de proba in SAT.

ii. Adaugati 480 pl diluant pentru probe Aptima.
iii. Acoperiti tubul cu un capac.

iv. Rasturnati usor de 5 ori pentru amestecare.

Probele diluate 1:3 pot fi testate utilizand optiunea 1:3 pe sistemul Panther (consultati
Manualul operatorului pentru sistemul Panther/Panther Fusion pentru mai multe
informatii). Software-ul va raporta automat rezultatul curat, prin aplicarea factorului

de dilutie. Aceste probe vor fi marcate ca probe diluate.

b. Diluarea probelor cu titru mare

Daca rezultatul unei probe depaseste limita superioara de cuantificare (ULoQ), acesta
poate fi diluat cu 99 parti de diluant pentru probe Aptima (1:100), dupa cum urmeaza:

i. Plasati 30 pl de proba in SAT sau intr-un tub secundar.
ii. Adaugati 2970 pl diluant pentru probe Aptima.

iii. Acoperiti tubul cu un capac.

iv. Rasturnati usor de 5 ori pentru amestecare.

Probele diluate 1:100 pot fi testate utilizand optiunea 1:100 pe sistemul Panther
(consultati Manualul operatorului pentru sistemul Panther/Panther Fusion pentru mai
multe informatii). Software-ul va raporta automat rezultatul curat, prin aplicarea factorului
de dilutie. Aceste probe vor fi marcate ca probe diluate.
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Nota: Pentru probele diluate cu concentratii nete mai mari decét ULoQ, rezultatele vor
fi raportate utilizand notatia stiintifica.

6. Imediat inainte de incarcarea probelor intr-un stativ pentru probe, centrifugati fiecare proba
la 1000 — 3000 g timp de 10 minute. Nu scoateti capacele. Bulele din tub pot compromite
functia de detectare a nivelului la sistemul Panther. Consultati Pregétirea sistemului, pasul
F.2 de mai jos, pentru informatii despre incarcarea pe stativ si scoaterea capacelor.

F. Pregatirea sistemului

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

2. Incarcati probele in stativul pentru probe. Parcurgeti pasii urmatoare pentru fiecare tub
pentru probe (proba si, atunci cand este necesar, calibrator si controale):

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

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

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

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

e. Daca este necesar, utilizati o pipeta de transfer de unica folosinta noua, pentru
eliminarea oricaror bule sau a spumei.

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

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

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

Note procedurale
A. Calibrator si controale

1. Calibratorul pozitiv qHBV, tuburile cu control slab pozitiv qHBV, control puternic pozitiv qHBV
si control negativ qHBV pot fi incarcate in orice pozitie din stativul pentru probe si in orice
canal pentru compartimentul de probe pe sistemul Panther. Pipetarea probei va incepe in
momentul in care este ndeplinitd una dintre cele doua conditii de mai jos:

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

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

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

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

Test Aptima HBV Quant 20 AW-28215-3101 Rev. 003



Aptima® Controlul calitatii

Controlul calitatii

Un rezultat al unei rulari sau al unei probe poate fi invalidat de catre un operator daca sunt
observate si documentate dificultati de ordin tehnic, legate de operator sau instrument pe parcursul
efectuarii testului. In acest caz, probele trebuie re-testate.

Calibrarea testului

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

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

Controale negative si pozitive

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

Tn timpul procesarii, criteriile de acceptare a controalelor sunt verificate automat de software-ul
sistemului Panther. Pentru a genera rezultate valide, controlul negativ trebuie sa obtina un rezultat
,Nedetectat’, iar controalele pozitive trebuie sa obtina rezultate care sa se incadreze in parametrii
predefiniti (tintd nominala LPC: 2,7 logyq Ul/ml, tintd nominala HPC: 4,6 log4o Ul/ml. Daca oricare
dintre controale are un rezultat nevalid, software-ul invalideaza automat rularea. Probele din orice
rulare invalidata trebuie re-testate folosind un calibrator proaspat preparat si controale proaspat
preparate.

Calibrator intern/control intern

Fiecare prob& contine un calibrator intern/un control intern (IC). in timpul procesarii, criterile de
acceptabilitate IC sunt verificate automat de software-ul sistemului Panther. Daca un rezultat IC este
nevalid, rezultatul probei este invalidat. Fiecare proba cu un rezultat IC nevalid trebuie re-testata
pentru a se obtine un rezultat valid.

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

Sistemul Panther determind automat concentratia de ADN HBV pentru probe si controale, prin
compararea rezultatelor cu o curba de calibrare. Concentratiile de ADN VHB sunt raportate in Ul/ml
si logyg Ul/ml. Interpretarea rezultatelor este oferita in Tabelul 1. Daca este utilizata optiunea de
dilutie, sistemul Panther calculeaza automat concentratia ADN-ului HBV pentru proba pura prin
inmultirea concentratiei diluate cu factorul de dilutie, iar probele diluate vor fi marcate ca diluate.

Nota: Pentru probele diluate, rezultatele enumerate ca ,Not Detected” (,Nedetectat’) sau

,<10 detected” (,Detectat <10”) pot fi generate prin diluarea unei probe cu o concentratie mai mare,
dar apropiata de LoD (limita de detectie) sau LLoQ (limita inferioaré de cuantificare). Se recomanda
recoltarea si testarea unui alte probe pure, daca nu se obfine un rezultat cantitativ.

Tabelul 1: Interpretarea rezultatelor

Rezultatul raportat al testului Aptima HBV Quant

Interpretare
Ul/ml Log,, Ul/mP
Nedetectat Nedetectat ADN HBV nedetectat.
<10 detectat <1,00 ADN-ul HBV este detectat, dar la un nivel sub LLoQ
(limita inferioara de cuantificare).
de la 10 la 1.000.000.000 dela 1,00 la 9,00 Concentratia de ADN HBV se incadreaza in intervalul
liniar cuprins intre 10 si 1.000.000.000 Ul/ml.
>1.000.000.000 >9,00 Concentratia de ADN HBV este mai mare decat ULoQ.
Nevalid® Nevalid® Eroare indicata la generarea rezultatului.

Proba trebuie re-testata.

#Valoarea este redusé la doua zecimale.
P Rezultatele nevalide sunt afisate cu font de culoare albastra.
Pentru probele diluate cu concentratii nete mai mari decat ULoQ, rezultatele vor fi raportate utilizand notatia stiintifica.

Criteriile de acceptare pentru fiecare dintre controalele testului Aptima HBV Quant sunt prezentate
in Tabelul 2 de mai jos.

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

Tabelul 2: Criterii de acceptare pentru intervalul de recuperare pentru controalele testului Aptima HBV Quant

Componenta Interval de recuperare pentru rulari valide
Control negativ n/a
Control slab pozitiv +/-0,55 logqo Ul/ml
Control puternic pozitiv +/- 0,5 logy Ul/ml
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Limitari

A. Utilizarea acestui test este limitata la personalul care a fost instruit in vederea procedurii.
Nerespectarea instructiunilor furnizate n acest prospect poate conduce la rezultate eronate.

B. Rezultatele fiabile depind de recoltarea, transportul, pastrarea si procesarea adecvata a probelor.
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Performante analitice

Limita de detectie utilizand Al 3-lea standard international al OMS

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

Valoarea LoD a fost determinata prin testarea panelurilor din Al treilea standard international al OMS
pentru ADN-ul virusului hepatitic B (NIBSC 10/264, genotip A), diluate in plasma umana si ser uman
recoltate pe EDTA, negative pentru HBV. Un minim de 36 de replicari din fiecare dilutie au fost
testate cu fiecare din cele trei loturi de reactivi pentru un numar minim de 108 replicari per dilutie.
Analiza probit a fost efectuata pentru a genera limitele de detectie previzionate de 95%. Valorile LoD
sunt rezultatele lotului de reactivi cu limita de detectie previzionatd maxima. LoD pentru testul Aptima
HBV Quant utilizand Al treilea standard international al OMS este de 4,8 Ul/ml pentru plasma si de
5,9 Ul/ml pentru ser.

Limita de detectie in cadrul genotipurilor HBV

LoD a fost determinata prin testarea dilutiilor de probe clinice pozitive la HBV pentru genotipurile A,
B, C, D, E, F, G si H din plasma umana si serul uman negative pentru HBV. Concentratiile au fost
determinate utilizand un test aprobat. Un minim de 24 de replicari din fiecare membru al panelului
au fost testate cu fiecare din cele doua loturi de reactivi pentru un numar minim de 48 de replicari
per membru al panelului. Analiza probit a fost efectuata pentru generarea limitelor de detectie
previzionate 95%. Valorile LoD prezentate in Tabelul 3 sunt rezultatele lotului de reactivi cu limita
de detectie prezisa maxima.

Tabelul 3: Limita de detectie (limita de detectie prezisa de 95%) pentru genotipurile de HBV utilizand probe
clinice

Concentratie (Ul/ml)

Genotip Plasma Ser
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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Intervalul liniar

Intervalul liniar a fost stabilit prin testarea panelurilor cu virus HBV genotip A (0,78 log4g Ul/ml pana
la 7,30 log4g Ul/ml) si a ADN-ului plasmidic (5,30 logqg Ul/ml pana la 9,18 logqg Ul/ml) diluate in
plasma umana si ser uman negativ pentru HBV, conform CLSI EP06-A."” Testul Aptima HBV Quant
a demonstrat liniaritate pe intregul interval testat, cu o limita superioara de cuantificare (ULoQ) de
9 log4o Ul/ml, asa cum se arata in Figura 6.
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Liniaritatea in cadrul genotipurilor HBV

Liniaritatea genotipurilor HBV a fost stabilita prin testarea probelor individuale pozitive clinic pentru
genotipurile A, E, F, G si H si a panelurilor de referinta OMS PEI 1 (PEI 5086/08) pentru genotipurile
B, C si D. Virusul a fost utilizat pentru intervalul inferior al testului (4 logo Ul/ml si sub, pentru
genotipurile A-G, 3 log4o Ul/ml si sub pentru genotipul H). Plasmida ADN a fost utilizata pentru
intervalul superior, cu o suprapunere de 2 log4,. Dilutile in plasma umana negativa au fost testate
pentru toate genotipurile. Liniaritatea a fost demonstrata pe tot intervalul testat, pentru toate
genotipurile testate asa cum se arata in Figura 7.
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Figura 7. Intervalul liniar si liniaritatea (plasma)

Limita inferioara de cuantificare utilizand Al 3-lea Standard international al OMS

Limita inferioara de cuantificare este definita drept cea mai joasa concentratie la care ADN-ul HBV
este cuantificat fiabil cu o eroare totala conform CLSI EP17-A2." Eroarea totala a fost estimata prin
urmatoarele doua metode:

Eroarea analitica totald (TAE) = |deviatie| + 2SD si eroare totala (TE) = SQRT(2) x 2SD.

Pentru a asigura acuratetea si precizia masuratorilor, eroarea totald a testului Aptima HBV Quant
a fost setata la 1 log;o Ul/ml (adica, la LLoQ, diferenta dintre doud masuratori mai mare de
1 logqo Ul/ml este semnificativa din punct de vedere statistic).

Valoarea LLoQ a fost determinata prin testarea panelurilor din Al treilea standard international al
OMS pentru ADN-ul virusului hepatitic B (NIBSC 10/264, genotip A), diluate in plasma umana si
ser uman negative pentru HBV. Un minim de patruzeci si cinci (45) de replicéri din fiecare dilutie
au fost testate cu fiecare din cele trei loturi de reactivi pentru un numar minim de 135 de replicari
per dilutie. Rezultatele pentru cele trei loturi de reactivi sunt prezentate in Tabelul 4 pentru plasma
si in Tabelul 5 pentru ser. Rezultatele pentru cele mai joase concentratii observate care indeplinesc
obiectivul de acuratete (TE < 1 log,o Ul/ml si TE < 1 log,o Ul/ml) cu o detectie >95% si mai mari
decét sau egale cu LoD sunt evidentiate in ambele tabele si rezumate in Tabelul 6.

Valoarea LLoQ calculata pentru al treilea Standard International al OMS pentru ADN-ul virusului
hepatitic B este de 6 Ul/ml (0,79 log,qUI/ml) pentru plasma si de 8 Ul/ml (0,88 log,qUI/ml) pentru ser,
care se bazeaza pe cea mai mare concentratie calculata pentru cele trei loturi de reactivi conform
CLSI EP17-A2. LLoQ a fost stabilita pentru genotipuri (a se vedea Limita inferioara de cuantificare in
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cadrul genotipurilor HBV). Aceste date privind genotipurile stabilesc LLoQ globala pentru test ca fiind
10 Ul/ml.

Tabelul 4: Determinarea LLoQ utilizand cel de-al treilea Standard International al OMS pentru HBV diluat in
plasma

Aptima Aptima Eroare
Lot de reactiv HBV Quant HBV Quant SD sistematica TE calculat TAE calculat
(Ul/ml) (Logqo Ul/ml) (Logo Ul/ml) (Logqo Ul/ml) (Logqo Ul/ml) (Logg Ul/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 = deviatie standard.
Membrii panelului care au indeplinit obiectivul de acuratete (TE < 1 si TAE < 1), > LoD si > 95% detectie pentru loturile de reactivi 1, 2 si 3 sunt
evidentiati.

Tabelul 5: Determinarea LLoQ utilizadnd Al 3-ea standard international al OMS pentru HBV diluat in ser

Lotd Aptima Aptima Eroare

otce HBV Quant HBV Quant SD sistematica TE calculat TAE calculat
reactiv (Ul/ml) (Logqo Uliml) (Logqo Uliml) (Logqo Uliml) (Logqo Uliml) (Log4o Uliml)

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 = deviatie standard.
Membrii panelului care au indeplinit obiectivul de acuratete (TE < 1 si TAE < 1), > LoD si > 95% detectie pentru Loturile de reactivi 1, 2 si 3 sunt
evidentiati.

Tabelul 6: Rezumat privind LLoQ calculata utilizand al treilea Standard International al OMS pentru HBV

Lot de reactiv LLoQ plasma LLoQ ser
Ul/ml Logqg Ul/ml Ul/ml Logq Uliml
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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Limita inferioara de cuantificare in cadrul genotipurilor HBV

LLoQ a fost determinata prin testarea dilutiilor de probe clinice pozitive pentru HBV pentru
genotipurile A, B, C, D, E, F, G si H din plasma umana si serul uman negative pentru HBV. Alocarea
concentratiei pentru probele clinice a fost determinata utilizand un test comparativ. Un total de 36
de replicari din fiecare membru al panelului au fost testate cu fiecare din cele doua loturi de reactivi
pentru un numar minim de 72 de replicari per membru al panelului. Rezultatele pentru cea mai
mica concentratie observata care indeplineste obiectivul de acuratete (TE < 1 log4g Ul/ml si TAE

< 1 log4g Ul/ml) cu o detectie >95% pentru fiecare lot de reactiv sunt prezentate in Tabelul 7 pentru
plasma si Tabelul 8 pentru ser. Cea mai mare concentratie observata pentru loturile de reactiv pentru
fiecare genotip este rezumata in Tabelul 9. Genotipul D din ser a avut cel mai mare LLoQ, de

9 Ul/ml (0,96 logqg Ul/ml). Aceasta a sustinut LLoQ globala pentru test ca 10 Ul/ml.

Tabelul 7: Determinarea LLoQ in cadrul genotipurilor HBV in plasma

Genotip HBV lt::c(tji?l HBp\‘lp:'.;rl?aant;’1 HBII:/,)grl:laf1nta sSD sisEéﬁaTicé TE calculat TAE calculat
(Ul/ml) (Logqg Ul/iml) (Logqg Ul/ml) (Logqq Ul/ml) (Logqg Ul/ml) (Logqg Ul/ml)
1 6 0,74 0,24 0,10 0,67 0,58
A 2 7 0,85 0,20 0,00 0,57 0,40
1 4 0,65 0,24 0,20 0,67 0,67
B 2 6 0,75 0,25 0,10 0,70 0,59
1 4 0,61 0,21 0,35 0,60 0,77
c 2 6 0,75 0,30 0,20 0,84 0,80
1 7 0,87 0,28 0,31 0,81 0,88
P 2 8 0,91 0,30 0,26 0,86 0,87
1 8 0,88 0,32 0,29 0,89 0,92
: 2 7 0,82 0,21 0,36 0,60 0,78
1 6 0,76 0,27 0,08 0,76 0,62
F 2 7 0,86 0,30 0,01 0,84 0,60
1 4 0,59 0,21 0,25 0,60 0,68
¢ 2 4 0,65 0,23 0,19 0,64 0,64
1 6 0,78 0,28 0,39 0,80 0,96
. 2 7 0,83 0,27 0,34 0,78 0,89

SD = deviatie standard.

2 Au fost rulate niveluri suplimentare, ins& datele nu sunt raportate n tabel.
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Tabelul 8: Determinarea LLoQ in cadrul genotipurilor HBV in ser

Aptima

Aptima Eroare
Genotip HBV ;c;tc‘t’i?/ HBV Quant®  HBV Quant® SD sistematica TE calculat TAE calculat
(Ulimi) (Logqo Ul/ml)  (Logqg Uliml) (Logqq Ul/ml)  (Logqq UmI) (Logqo Ul/ml)
1 4 0,65 0,26 0,25 0,73 0,77
A 2 6 0,81 0,26 0,04 0,74 0,56
1 5 0,70 0,19 0,26 0,54 0,64
B 2 5 0,72 0,25 0,18 0,72 0,69
1 5 0,66 0,26 0,30 0,74 0,82
c 2 6 0,81 0,26 0,10 0,74 0,62
1 7 0,84 0,27 0,42 0,75 0,95
P 2 9 0,96 0,27 0,29 0,76 0,83
1 6 0,79 0,26 0,38 0,75 0,91
: 2 8 0,89 0,28 0,29 0,79 0,84
1 6 0,76 0,23 0,08 0,66 0,55
F 2 5 0,71 0,26 0,14 0,72 0,65
1 8 0,89 0,28 0,29 0,80 0,85
¢ 2 5 0,66 0,24 0,29 0,67 0,77
1 6 0,74 0,24 0,43 0,67 0,90
" 2 6 0,81 0,29 0,37 0,82 0,95

SD = deviatie standard.

2 Au fost rulate niveluri suplimentare, insa datele nu sunt raportate n tabel.

Tabelul 9: Rezumat privind LLoQ in cadrul genotipurilor in plasma si ser

Genotip LLoQ plasma LLoQ ser
Ul/ml Logqg Ul/ml Ul/ml Logqg Uliml
A 7 0,85 6 0,81
B 6 0,75 5 0,72
C 6 0,75 6 0,81
D 8 0,91 9 0,96
E 8 0,88 8 0,89
F 7 0,86 6 0,76
G 4 0,65 8 0,89
H 7 0,83 6 0,81
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Trasabilitatea conform celui de-al treilea standard international OMS

O serie de standarde secundare cu concentratii cunoscute au fost utilizate pe intreg parcursul
dezvoltarii si fabricarii produsului, pentru stabilirea trasabilitatii conform standardului OMS.
Concentratiile testate pentru standardul OMS pentru VHB au fost intre 2,0 si 4,0 logqq Ul/ml,
standardele secundare au variat in concentratie de la 2,4 la 8,4 logqy Ul/ml. Controalele si calibratorii
testului Aptima HBV Quant au fost, de asemenea, testate alaturi de standardele secundare si de
standardul OMS. Toate panelurile au prezentat rezultate similare si au fost distribuite liniar la nivelul
intervalului liniar al testului, dupa cum se prezinta in Figura 8.

Trasabilitate OMS HBV
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Figura 8. Trasabilitatea intre concentratiile conform celui de-al treilea
standard OMS HBYV si concentratia observata din testul Aptima HBV Quant

Precizie

Panelul de precizie Aptima HBV Quant a fost realizat prin diluarea genotipului A al virusului HBV
si a plasmidei ADN-ului HBV in plasma clinic negativa pentru HBV si ser clinic negativ pentru HBV
(in fiecare matrice, cei patru membri cu cea mai mare concentratie au fost plasmidele ADN).
Unsprezece membri ai panelului din fiecare matrice s-au inscris in intervalul testului (concentratii
tinta de 1,30 logqg Ul/ml — 8,90 logqo Ul/ml) si au fost testate in trei replicari per rulare de catre
un operator, folosind trei loturi de reactivi pe un sistem Panther pe parcursul a trei zile, cu doua
rulari pe zi.

Tabelul 10 arata precizia rezultatelor testelor (in logq Ul/ml) intre zile, intre loturi, intre rulari, in
cadrul rularilor si per total. Variabilitatea totald s-a datorat in principal masuratorilor din cadrul rularii
(adica erorii aleatorii).
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Tabelul 10: Precizia testului Aptima HBV Quant

C°':§Zﬂf£at'e C°"n°,§3f£at'e intre loturi  intre loturi  Intre zile intre zile Intre rulari intre rulari Inrzré(:iul Inrzlaéc:':iul Total Total
Matrice Proba N

(IU/mL) (logso IU/mL) As L°gc‘(’;,';'a' As L°%c‘(’;,';"a' As L°%\';"::/°Ta' As L°gc‘(’;";'a' As L°%\7‘(’;,Ta'

342 32 1,21 0,07 16,2 0,07 16,2 0,05 11,7 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 10.602 4,02 0,02 4,8 0,02 3,6 0,01 24 0,06 14,9 0,07 16,2

54 429.428 5,63 0,03 6,7 0,01 2,7 0,01 2,4 0,06 141 0,07 16,1

Plasma ADN plasmidic 54 652.103 58 0,06 14,2 0,01 34 0,01 2.0 0,06 13,1 0,09 19,8

Virus 54 7.617.612 6,88 0,02 5,6 0.00 0.4 0,02 4,2 0,06 13,4 0,07 151

ADN plasmidic 54 10.662.942 7,02 0,02 53 0,01 23 0,01 2,6 0,06 13,1 0,06 14,5

Virus 54 89.149.358 7,95 0,01 34 0,01 2,7 0,01 1,6 0,04 9,7 0,05 10,8

ADN plasmidic 54 103.400.000 8,01 0,04 9,4 0,02 3,7 0,01 21 0,05 12.0 0,07 15,9

54 612.200.000 8,78 0,03 7,6 0,01 1,9 0,01 1,5 0,04 9.0 0,05 12.0

297 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 1 3,15 0,02 3,7 0,01 1,9 0.00 1.1 0,08 17,8 0,08 18,3

54 8 3,89 0,02 4,8 0,01 2,6 0,01 21 0,06 13,4 0,06 14,6

54 314 5,49 0,01 3,3 0,01 3.0 0,01 3,2 0,08 17,4 0,08 18,3

Ser ADN plasmidic 54 599 577 0,04 8,5 0,01 25 0,01 25 0,06 14,7 0,08 17,4

Virus 54 7.011.440 6,84 0,02 3,5 0,01 3,2 0,01 3,3 0,07 16,9 0,08 17,9

ADN plasmidic 54 8.845.332 6,94 0,05 11,9 0,01 2,2 0,01 2,2 0,05 12,2 0,07 17,4

Virus 54 70.350.774 7,84 0,03 6,3 0,02 3,5 0,02 4.4 0,06 14,4 0,07 16,7

ADN plasmidic 53° 122.800.000 8,08 0,04 9,9 0,01 2,2 0,01 1.8 0,04 10,4 0,06 14,6

54 678.700.000 8,83 0,02 3,6 0,01 2,2 0,01 1.8 0,05 11,7 0,05 12,5

SD = deviatie standard.

Replicate detectate cu rezultat cuantificabil, replicari totale detectate = 54.
®Un replicat a avut un rezultat nevalid.

Log Normal CV(%) = sqrt(10A(SD*2 * In(10)) — 1) * 100
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Aptima®

Substante cu potential de interferenta

A fost evaluata sensibilitatea testului Aptima HBV Quant la interferenta generata de nivelurile ridicate
de substante endogene sau de medicamentele prescrise frecvent la persoanele infectate cu HBV.
Au fost testate probele de plasma negative pentru HBV imbogatite cu HBV la concentratii de

aproximativ 30 Ul/ml (1,48 log4o Ul/ml) si 20.000 Ul/ml (4,30 log4q Ul/ml).

Nu s-a observat nicio interferentd in performanta testului in prezenta albuminei (90 mg/ml),
a hemoglobinei (5 mg/ml), a trigliceridelor (30 mg/ml) sau a bilirubinei neconjugate (0,2 mg/ml).

Probe clinice de plasma de la pacientii cu niveluri ridicate de substante definite sau de la pacientii
suferind de boli, zece probe pentru fiecare substantd, enumerate in Tabelul 11 au fost testate cu
testul Aptima HBV Quant. Nu s-a observat nicio interferenta in performanta testului.

Tabelul 11: Tipuri de probe clinice testate

ﬁpuri de probe clinice

1 Anticorp antinuclear (ANA)

2 Factor reumatoid (RF)

3 Ciroza alcoolica (AC)

4 Hepatita alcoolica

5 Hepatita non-alcoolica

6 Hepatitd autoimuna

7 Alanin aminotransferaza (ALT) crescuta
8 Carcinom hepatocelular (HCC)

9 Scleroza multipla (MS)

10 Lupus eritematos sistemic (LES)
1" Hiperglobulinemie

12 Artritd reumatoida (RA)

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

14 Mielom multiplu (MM)

15 Hemolizat (hemoglobina crescuta)
16 Icteric (bilirubina crescuta)

17 Lipemic (lipide crescute)

18 Proteine crescute
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Nu s-a observat nicio interferentd in performanta testului in prezenta substantelor exogene
enumerate Tn Tabelul 12 la concentratii de cel putin trei ori mai mari decéat C,,, (plasma umana).

Tabelul 12: Substante exogene

Grup de substante
exogene Substante exogene testate
1 Saquinavir, ritonavir, amprenavir, indinavir, lopinavir, mesilat de nelfinavir

Claritromicina, clorhidrat de valganciclovir, efavirenz, nevirapina

Paroxetina HCI, enfuvirtida, zidovudina, didanozina, abacavir sulfat

Ribaviring, entecavir, adefovir dipivoxil, fumarat de tenofovir disoproxil, lamivudina, ganciclovir, aciclovir

Stavudina, ciprofloxacina, fluoxetina, azitromicina, valaciclovir, sertralina, zalcitabina

ol A~ WOWN

Interferon alfa-2a, interferon alfa-2b, interferon alfa-2b pegilat

Test Aptima HBV Quant 33 AW-28215-3101 Rev. 003



Performante analitice Aptima®

Specificitatea analitica

Potentiala reactivitate incrucisata la agentii patogeni enumerati in Tabelul 13 a fost evaluata in
plasma umana negativa pentru HBV in prezenta sau absenta a 30 Ul/ml (1,5 log4o Ul/ml) si 20.000
(4,3 logqg Ul/ml) de ADN HBV. Nu s-a observat reactivitate incrucisatad. Nu a fost observata nicio
interferenta in prezenta agentilor patogeni.

Tabelul 13: Agenti patogeni testati pentru specificitatea analitica

Microorganism/Agent patogen Concentratie Microorganism/Agent patogen Concentratie
Adenovirus 5 100.000 TCID50/mI® Candida albicans 1.000.000 CFU/mI®
Polyomavirusul uman BK 1.000 TCID50/ml Chlamydia trachomatis 1.000.000 IFU/mif
Citomegalovirus 100.000 TCID50/ml Corynebacterium diphtheriae 1.000.000 CFU/ml
Virusul dengue tip 1 10.000 TCID50/ml Neisseria gonorrhoeae 1.000.000 CFU/ml
Virusul dengue tip 2 10.000 TCID50/ml Propionibacterium acnes 1.000.000 CFU/ml
Virusul dengue tip 3 10.000 TCID50/ml Staphylococcus aureus 1.000.000 CFU/ml
Virusul dengue tip 4 100.000 TCID50/ml Staphylococcus epidermidis 1.000.000 CFU/ml
Virusul Epstein-Barr 100.000 copii/ml Streptococcus pneumoniae 1.000.000 CFU/ml
Gripa H1N1 100.000 TCID50/ml Trichomonas vaginalis 1.000.000 CFU/ml
Virusul hepatitic A 100.000  TCIDS0/mI 2TC|D50/mI = unitati cultura tisulara doza infectioasa per ml
Virusul hepatitic C 100.000 Ul/mi® ® Ul/ml = unitati internationale per ml
Virusul hepatitic G 100.000 copii/ml € pv/ml = particule virale per ml
Virusul herpetic uman tip 6B 100.000 copii/ml 91 D50/mL = doz4 letals per ml
Virusul herpetic uman tip 8 100.000 copii/ml € CFU/mI = unit&ti formatoare de colonii per ml
HIV-1 100.000 Ul/ml fIFU/mI = unitati formatoare de incluziuni per ml
HIV-2 10.000 TCID50/ml
Papilomavirus uman 100.000 copii/ml

Virusul Herpes simplex de tip 1 (HSV-1) 100.000 TCID50/ml

Virusul Herpes simplex de tip 2 (HSV-2) 100.000 TCID50/ml

Virusul T-limfotropic uman 1 (HTLV-1) 100.000 pv/iml®
Virusul T-limfotropic uman 2 (HTLV-2) 100.000 pv/ml
Virusul encefalitei japoneze N/A N/A

Virusul encefalitei Murray Valley 2.000 LD50/mI¢
Parvovirus B19 100.000 Ul/ml

Virusul rubeolic 10.000 TCID50/ml

Virusul encefalitei St. Louis 100.000 TCID50/ml

Virusul vaccinia 1.000 TCID50/ml

Virusul West Nile 100.000 TCID50/ml

Virusul febrei galbene 100.000 TCID50/ml
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Echivalenta matricei

O suta optsprezece kituri de probe de tuburi de recoltare a sangelui de acelasi tip (tub pentru ser,
ACD, K2 EDTA, K3 EDTA, PPT, SST) au fost evaluate pentru echivalenta matricei. Dintre acestea,
44 de seturi au fost infectate natural si pozitive pentru HBV, 74 de kituri au fost negative pentru HBYV,
imbogatite cu virusul HBV. Corelatia pentru fiecare tip de tub de recoltare a séngelui, masurata
utilizénd tubul de recoltare a sangelui ca si comparator, este prezentata in Tabelul 14.

Tabelul 14: Studiu de echivalentd a matricei

11 95% panta I 95% interceptare
Tub de recoltare Regresie Limita Limita Limita Limita Diferenta medie

a sangelui Deming inferioara  superioara inferioara  superioara R (Logqo)
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

1 = interval de incredere.

Diluarea probelor utilizdnd diluantul pentru probe Aptima (1:3)

Pentru a evalua acuratetea de detectie a ADN-ului HBV in probele diluate cu diluantul pentru probe
Aptima, probele care au s-au inscris in intervalul liniar au fost diluate la 1:3 cu diluant pentru probe
Aptima (cum ar fi 240 pl de proba, combinat cu 480 pl de diluant pentru probe Aptima). Fiecare
proba a fost testata in stare pura si diluata (1:3) in triplicat. Testarea a fost efectuata utilizand un
lot de reactivi de testare pe doua sisteme Panther cu doua loturi de diluanti pentru probe Aptima.
Diferentele dintre concentratia medie raportata in matricea nativa (factorul de dilutie aplicat la
rezultatul probei diluate) si concentratia medie in diluantul pentru probe Aptima sunt prezentate

in Tabelul 15 pentru plasma si in Tabelul 16 pentru ser. Concentratiile probelor au fost recuperate
cu precizie in probele diluate.
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Tabelul 15: Rezumatul comparatiei matricei de dilutie 1:3 pentru probele de plasma

Matricea de plasma Diluant Diferenta
Concentratie medie raportata Concentratie medie raportata Diluant din matricea de plasma
(Logqg Ul/ml) n=9 (Logqg Uliml) n =18 (Logqg Ul/ml)
1,20° 1,11° -0,09
1,567 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
h=21.
Pn=42.

Tabelul 16: Rezumatul comparatiei matricei de dilutie 1:3 pentru probele de ser

Matricea de ser Diluant Diferenta
Concentratie medie raportata Concentratie medie raportata Diluant din matricea de ser
(Logqo Uiml) n=9 (Logqg UIml) n=18 (Logqg UlimI)

1,212 1,11° -0,10
1,54 1,36 -0.18
2,21 2,03 -0,18
3,06 2,98 -0,08
3,90 3,83 -0,07
4,77 4,76 -0,01
577 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.

Diluarea probelor utilizdnd diluantul pentru probe Aptima (1:100)

Pentru a evalua acuratetea de detectie a ADN-ului HBV in probele diluate cu diluantul pentru probe
Aptima, pentru plasma sau ser, opt probe individuale de plasma si opt probe individuale de ser
imbogatite cu virusul HBV avand ca tinta 6 — 8 logqq Ul/ml, alaturi de opt probe individuale de
plasma si opt probe individuale de ser imbogatite cu plasmida ADN-ului HBV avand ca tinta

9,16 logqg Ul/ml, au fost testate in 5 replicari. S-a realizat o dilutie de 1:100 cu o parte proba si

99 de parti diluant pentru probe Aptima imediat inainte de testare. Testarea a fost efectuata utilizand
un lot de reactivi de testare pe doua sisteme Panther cu doua loturi de diluanti pentru probe Aptima.
Diferenta dintre concentratia medie raportata in matricea nativa (factorul de dilutie aplicat la rezultatul
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probei diluate) si concentratia medie in diluantul pentru probe Aptima a fost calculatd pentru fiecare
proba, asa cum se prezinta in Tabelul 17 pentru plasma si in Tabelul 18 pentru ser.

Tabelul 17: Rezumatul comparatiei matricei de dilutie 1:100 pentru probele de plasmé

Matricea de plasma Diluant Diferenta
Concentratie medie raportata Concentratie medie raportata Diluant din matricea de plasma

(Logqg Uliml)n=5 (Logqg Ul/ml) n =10 (Logqg Ul/ml)
7,86 7,85 -0,01
7,84 7,83 -0,01
7,78 7,75 -0,03
7,80 7,80 0,00
6,58 6,53 -0,05
6,58 6,52 -0,06
6,58 6,53 -0,05
6,58 6,53 -0,05
9,24° 9,05° -0,19
9,217 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

®imbogétit cu ADN plasmidic.

Tabelul 18: Rezumatul comparatiei matricei de dilutie 1:100 pentru probele de ser

Matricea de ser Diluant Diferenta
Concentratie medie raportata Concentratie medie raportata Diluant din matricea de ser
(Logqg Uiml)n=5 (Logqg Uliml) n =10 (Logqg Ul/imI)

7,70 7,85 0,15

7,84 7,85 0,01

7,79 7,82 0,03

7,75 7,79 0,04
6,77 6,77 0,00
6,75 6,80 0,05
6,75 6,71 -0,04
6,70 6,73 0,03
9,27° 9,08° -0,19
9,24° 9,06° -0,18
9,29° 9,08° -0,21
9,31° 9,11% -0,20
9,14° 8,91° -0,23
9,18 8,92° -0,26
9,19 8,90° -0,29
9,08 8,84° -0,24

®imbogétit cu ADN plasmidic.
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Confirmarea LLoQ pentru probele diluate in diluant pentru probe Aptima

LLoQ pentru testul Aptima HBV Quant a fost confirmata cu probe clinice ale genotipului A HBV
diluate in diluant pentru probe Aptima. Probele au fost preparate in plasm& umana si ser uman
negative pentru HBV, la 21, 30, si 45 Ul/ml. Fiecare panel a fost diluat la 1:3 in diluant pentru probe
Aptima imediat Tnainte de testare, pentru generarea unor concentratii finale de aproximativ 7, 10

si 15 Ul/ml. Un total de 36 de replicari pentru fiecare membru al panelului au fost testate cu un lot
de reactiv pe parcursul a trei zile. O valoare LLoQ < 10 Ul/ml pentru plasma si serul HBV diluate
in diluant pentru probe Aptima a fost confirmata dupa cum se prezinta in Tabelul 19.

Tabelul 19: Confirmarea LLoQ - probe in diluant pentru probe Aptima

Aptima Aptima Eroare
HBV Quant HBV Quant SD sistematica TE calculat TAE calculat

Matrice % detectat
(Ul/ml) (Logqg Uliml) (Logqg Ul/ml) (Logqq Ul/ml) (Logqq Ul/ml)  (Logqq Ul/mI)

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

Precizia probelor diluate

Panelul de precizie Aptima HBV Quant a fost realizat prin diluarea plasmei pozitive pentru HBV si

a ADN-ului plasmidic HBV in plasma si serul clinic negative pentru HBV. Panelurile pozitive au fost
diluate in diluant pentru probe Aptima. Acestea au fost testate in cinci replicari per rulare, de catre

un operator, utilizand trei loturi de diluant pentru probe Aptima pe un sistem Panther, pe parcursul

atrei zile de testare, doua rulari pe zi.

Tabelul 20 prezinta precizia rezultatelor testelor (in SD logq Ul/ml) pentru trei loturi de diluant pentru
probe Aptima. Variabilitatea totala a fost de < 0,15 SD la nivelul tuturor membrilor panelului si loturilor
de diluant.

Tabelul 20: Precizia panelurilor diluate in diluantul pentru probe Aptima

Diluant probe Diluant probe Diluant probe Loturi combinate
i Lot 1 (n=10) Lot 2 (n=10) Lot 3 (n=10) (n=30)
Concentratie

tinta Medie Medie Medie Medie
Matrice logqo Uml  pilutie Log 1o Uiml  sp Log 1o Ul/ml  sp Log 19 Uliml  sp LogqoUliml  sp
330 Stare pura 3,46 0,07 3,43 0,08 3,46 0,06 3,45 0,07
' 1:3 3,36 0,09 3,35 0,07 3,39 0,09 3,37 0,08
Stare pura 4,33 0,06 4,27 0,03 4,41 0,05 4,34 0,08

Plasm& 4,30
1:3 4,34 0,05 4,35 0,05 4,38 0,10 4,35 0,07
918 Stare pura 9,13 0,05 9,10 0,03 9,26% 0,15 9,16% 0,11
’ 1:100 9,18 0,03 9,14 0,04 9,33 0,10 9,21 0,10
330 Stare pura 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
430 Stare pura 4,35 0,05 4,37 0,06 4,43 0,06 4,38 0,06
S ,

er 1:3 4,35 0,05 4,37 0,05 4,41 0,04 4,37 0,05
018 Stare pura 9,08 0,03 9,14 0,05 9,31° 0,12 9,17° 0,12
‘ 1:100 9,18 0,02 9,14 0,03 9,33 0,09 9,22 0,10

SD = deviatie standard.

21 replicat a fost exclus (peste intervalul calculabil).

b. . . .
2 replicate au fost excluse (peste intervalul calculabil).
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Transferul

Pentru a stabili daca sistemul Panther minimizeaza riscul rezultatelor fals pozitive provenite din
contaminarea la transfer, a fost efectuat un studiu folosind paneluri imbogatite pe trei sisteme
Panther. Transferul a fost evaluat utilizand probe de plasma imbogatite cu ADN HBV cu titru ridicat
(8 log4g Ul/ml) intercalate intre probele negative pentru HBV intr-un format matriceal. Testarea a fost
efectuata Tn mai mult de cincisprezece rulari. Rata globala de transfer a fost de 0,14% (1/705).

Reproductibilitate

Reproductibilitatea a fost evaluata pe sistemul Panther si in trei centre externe din SUA. Doi
operatori au efectuat testarea la fiecare centru. Fiecare operator a efectuat doua rulari pe zi pe
parcursul a trei zile, folosind loturi de reactivi pe parcursul testarii. Fiecare rulare a avut trei replicari
ale fiecarui membru al panelului. Per total, au fost testate 108 replicari pentru fiecare membru al
panelului.

Reproductibilitatea a fost testata utilizand membrii panelului preparati folosind plasma negativa
pentru HBV. Membrii pozitivi ai panelului au fost pozitivi la genotipurile HBV A sau C. Concentratiile
ADN-ului HBV s-au inscris in intervalul liniar al testului.

Tabelul 21 prezinta reproductibilitatea si precizia rezultatelor testelor pentru fiecare membru pozitiv
al panelului intre centre, intre operatori/zile, intre loturi, intre rulari, in cadrul rularilor si per total.

Coeficientul de variatie a fost calculat folosind urmatoarea ecuatie, unde o?este varianta de referinta
a datelor dupa transformarea logq

%CV = 100 x (10 °2"10 _ 1)

Pentru toti membrii panelului pozitivi pentru HBV, valorile acordului au fost de 100%.
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Tabelul 21: Reproductibilitatea nivelului ADN-ului HBV pentru testul Aptima HBV Quant pe sistemul Panther
pentru membrii pozitivi ai panelului

Contributia procentuala la variatia totala

Media observata SD (%CV)

intre Intre . . . in cadrul Variatie totala

GT N Ul/mi Logqo Ul/mi centre operatori/zile intre loturi  intre ruldri  rularilor SD (%CV)
108 e > 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

108 129.4 2.1 (2.162) ©) (17,109)  (11,869)  (24,736) (32,886)
0,035 0,032 0,014 0,032 0,085 0,103

107 1056,0 30 (7,994) (7.432) (3,246) (7,356)  (19,666)  (24,060)
0 0,027 0,040 0,044 0,066 0,092

A 108 76630 3.9 ) (6,262) (9.235)  (10,088) (15194)  (21,540)
0,027 0,042 0,042 0,030 0,072 0,102

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

108 93890941 7.0 (8.846) 0) (7.237)  (14791)  (15756)  (24,692)

0,038 0,029 0,020 0,037 0,049 0,081

107 866646772 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 753726183, 8.9 (5.476) (11,997) (3.499)  (10,304)  (12,187)  (21,163)
o7 . i 0,041 0,041 0,074 0,092 0,189 0,230
’ * (9.521) (9.392) (17147)  (21438) (45704)  (57,010)

0,035 0 0,055 0,064 0,131 0,160

108 1529 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 31 (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 12087179,5 71 (10,543) 0) (4.652) (14762)  (16.922)  (25.501)
0,044 0,028 0,013 0,043 0,052 0,087

108 577437128 7.8 (10,232) (6.472) (2.944)  (10,026) (12,010)  (20,146)

0,042 0,048 0,028 0,034 0,048 0,091

108 572184754.9 8.7 9,711) (11,160) (6,374) (7.740)  (11,081)  (21,208)

%CV = coeficient de variatie log-normal, GT = genotip, SD = deviatie standard.

Nota: Variabilitatea unor factori poate fi negativa numeric. Acest lucru se poate intdmpla daca variabilitatea acelor factori este foarte mica.

In aceste cazuri, SD si CV sunt afisate ca 0.

? Diferenta Intre operatori poate fi confundata cu cea intre Zile; prin urmare, estimarile pentru diferenta intre operatori si Tntre zile sunt combinate
in Intre operatori/zile.
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Performanta clinica

Corelatia metodelor

Performanta testului Aptima HBV Quant a fost evaluatd pe baza unui test comparativ cu marcaj CE
Si a unui test comparativ autorizat de Health Canada, prin testarea probelor clinice nediluate de la
pacientii infectati cu HBV. Un total de 614 probe clinice din intervalul liniar, comune pentru ambele
teste, a fost utilizat pentru regresia liniard, asa cum se arata in Figura 9.

9,0 -

8,0 - =-0,14 + 1,05x

y
R*= 0,988

7,0 -

6,0 -

5,0

4,0 -

3,0 -

2,0 - o

Test Aptima HBV Quant (log Ul/ml)

1,0 - e B

0,0 T T T T T T T T 1
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0

Comparator (log Ul/ml)

Figura 9. Corelatia dintre testul Aptima HBV Quant si testul comparativ

Utilitatea clinica

Scopul studiului a fost acela de a evalua capacitatea testului Aptima HBV Quant de a prezice
obiectivele primare virusologice, biochimice si serologice la 48 de saptamani dupa initierea terapiei.
Probele au fost recoltate prospectiv de la subiecti cu infectie cronica cu HBV, aflati la inceputul
tratamentului cu entecavir sau tenofovir in monoterapie ca parte a standardului de ingrijire.

Dintre cei 331 de subiecti inscrisi, 86 de subiecti nu au putut fi evaluati din cauza retragerii,
intreruperii, opririi premature a tratamentului, indisponibilitatii rezultatelor pentru saptamana 48 sau
incarcaturilor virale lipsa sau reduse ale ADN-ului HBV la vizita de la momentul initial. Cei 245 de
subiecti ramasi au fost evaluabili pentru cel putin unul dintre criteriile de evaluare a utilitatii clinice
si au inclus 126 de subiecti AgHbe (+) si 119 subiecti AgHbe (-). Tabelul 22 prezinta caracteristicile
demografice si clinice de la momentul initial ale subiectilor evaluabili. Distributia demografica a
subiectilor din acest studiu a corespuns cu cea a pacientilor cu infectie cronica cu HBV din SUA."
Datele obtinute de la subiectii AgHbe (+) si AgHbe (-) au fost analizate separat.
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Tabelul 22: Datele demografice si caracteristicile clinice la momentul initial ale subiectilor evaluabili

Caracteristici Total
Total, N N 245
Entecavir n (%) 94 (38,4)
Tenofovir n (%) 151 (61,6)
Masculin 154 (62,9)
Sex, n (%)
Feminin 91 (37,1)
Medie + SD 43,5+ 13,63
Varsta (ani) Mediana 44,0
Interval 18 -83
18-29 40 (16,3)
30-49, n (%) 120 (49,0)
Categoria de varsta (ani), n (%)
50— 70, n (%) 80 (32,7)
>70, n (%) 5(2,0)
Hispanici sau latino-americani 7(2,9)
Etnie, n (%) Altii decat hispanici sau latino-americani 236 (96,3)
Necunoscut/refuz 2(0,8)
Alb 89 (36,3)
De culoare sau afro-americani 16 (6,5)
Asiatice 132 (53,9)
Ras#®, n (%) Amerindieni sau nativi din Alaska 0(0,0)
Nativi din Hawaii/insulele Pacificului 6(2,4)
Altele 1(0,4)
Necunoscut/refuz 1(0,4)
A 28 (11,4)
B 64 (26,1)
Cc 36 (14,7)
D 47 (19,2)
Genotip, n (%) E 2(0,8)
F 0(0,0)
G 0(0,0)
H 3(1,2)
Necunoscut 65 (26,5)
Cu tratament anterior 27 (11,0)
Status tratament HBV, n (%)
Fara tratament anterior 218 (89,0)
Tenofovir 5(18,5)
Entecavir 4(14,8)
Adefovir 2(7,4)
Tratament medicamentos anterior, n (%)  Lamivudina 13,7)
Telbivudina 0(0,0)
Interferon 10 (37,0)
Altele 5 (18,5)
Esec 1(3,7)
Rezultatul tratamentului anterior, n (%) Succes 0(0,0)
Intrerupere din alte motive 26 (96,3)
Pozitiv/ireactiv 210 (85,7)
Status serologic AgHBs, n (%)
Neefectuat 35(14,3)
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Tabelul 22: Datele demografice si caracteristicile clinice la momentul initial ale subiectilor evaluabili

Caracteristici Total
Cirotic 26 (10,6)
Status privind ciroza, n (%) Non-cirotic 201 (82,0)
Neefectuat 18 (7,3)
Medie + SD 6,3 +1,93
Tnc&rcatura virald VHB (logyq Ul/ml) Median& 6,4
Interval 3-9
Medie + SD 102,4 £175,97
ALT (U/L)
Valoare peste ULN® 177 (85,9)

2 Subiectii pot raporta rase multiple.
 Diferite combinatii ale medicamentelor specifice enumerate.
¢ Limita superioar a intervalului normal (ULN) pentru alanin aminotransferaza (ALT) a fost de 30 U/l pentru barbati si 19 U/l pentru femei.

Predictia raspunsului la terapia antivirala

Utilitatea clinica a testului Aptima HBV Quant a fost evaluaté pentru subiecti tratati cu tenofovir si
entecavir. Nu sunt disponibile informatii privind utilitatea clinica a testului in cazul utilizarii altor terapii
antivirale pentru HBV.

Definitii:
Rezultate timpurii ale raspunsului virusologic

Réspuns virusologic in saptaméana 12 si sdptdmana 24 = ADN HBV <10 Ul/ml (<LLoQ) conform
evaluarii cu testul Aptima HBV Quant pe sistemul Panther

Réspuns virusologic alternativ in saptdamana 12 = ADN HBV 22 logy, scadere fata de referinta

Raspuns virusologic alternativ in saptamana 24 = ADN HBV <2000 Ul/ml (pentru AgHbe +) sau
<50 Ul/ml (pentru AgHbe -)

Obiectivele de utilitate clinica

Raspuns virusologic in saptaméana 48 = ADN HBV <10 Ul/ml (<LLoQ) conform evaluarii cu un
test cantitativ HBV aprobat

Raspuns virusologic alternativ in saptaméana 48 = ADN HBV <50 Ul/ml conform evaluarii cu un
test cantitativ HBV aprobat

Raspuns biochimic = normalizarea rezultatelor testului ALT in saptdmana 48 (ALT <30 U/l pentru
barbati si <19 U/l pentru femei)

Raspuns serologic = pierderea AgHbe (rezultate negative pentru AgHbe) in saptamana 48
Masurétori ale asocierii si valorii predictive

Valoare predictiva pozitiva (PPV) = adevarat pozitiv/ (Adevarat pozitiv + Fals pozitiv) sau
probabilitatea raspunsului in saptamana 48 (pentru evaluarea obiectivului de utilitate clinica)
la subiectii cu raspuns virusologic timpuriu

Valoare predictiva negativa (NPV) = Adevarat negativ / (Fals negativ + Adevarat negativ) sau
probabilitatea lipsei unui raspuns in Saptamana 48 (pentru obiectivul de utilitate clinica evaluat)
la subiectii cu lipsa unui raspuns virusologic timpuriu

Raport de probabilitate (OR) = (Adevarat pozitiv x Fals negativ) / (Fals pozitiv x Fals negativ)

Predictia raspunsului virusologic in saptaméana 48, definit ca ADN HBV <10 Ul/ml

Tn cadrul acestui studiu, definitia primara a raspunsului virusologic a fost ADN HBV <10 Ul/ml, iar
aceasta definitie a fost utilizata atat pentru raspunsul virusologic timpuriu, in saptamanile 12 si 24,
cat si pentru raspunsul virusologic din saptamana 48. A fost evaluata asocierea dintre raspunsurile
virusologice timpurii din saptamanile 12 si 24 si obiectivele de utilitate clinica din saptamana 48
(réspuns virusologic, raspuns biochimic, raspuns serologic).
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Predictia raspunsului virusologic in saptaméana 48

Asocierile dintre raspunsul virusologic din saptadaméana 48 si raspunsul virusologic din saptamana 12
Si saptamana 24 sunt rezumate in Tabelul 23.

Raspunsurile virusologice timpurii din saptamanile 12 si 24, ca predictori pentru raspunsul virusologic
din saptdmana 48, au diferit in functie de saptamana si tratament.

Tabelul 23: PPV, NPV si raportul probabilitatilor pentru raspunsul virusologic prezis in functie de raspunsul
virusologic timpuriu din timpul tratamentului: Raspunsul virusologic din sdptdmana 48 definit ca <10 Ul/ml

L PPV (%) NPV (%) OR
Saptamana de i
raspuns virusologic Estimat Estimat Ifstlmatb
Status AgHbe timpuriu Tratament (1195%) n/N (1195%) n/N (11 95%)™
. 0,0 82,5 1,49
Entecavir 00,932 (80,0, 88,4)  S/40 (0,01, 30,95)
_ 100 74,4 14,30
12 Tenofovir 73,1000 2?2 (726,787) 82 (411, 5099,99)
66.7 77,0 6,71
Toate (154,082 2P (757.790) 4122 (0,62, 147,55)
AgHbe (+) 50,0 88,2 7,50
Entecavir 64032 24 (835,954) 034 (0,74, 79,76)
. 75.0 84,1 15,81
24 Tenofovir (52,7, 92,3) 1216 (78,5, 90,0) 58/69 (4,62, 65,54)
70,0 85,4 13,69
Toate (503, 86.1) 1420 (81.3,90,1) 88103 (4,74, 44,16
. 94,1 22,2 4,57
Ent ' 32/34 : 4/18 :
ntecavir (871, 99,0) (7.6, 36,0 (0,80, 35,85)
. 83,3 46,9 4,41
12 Tenof ' 25/30 ’ 15/32 :
enofovir (70,5, 93.2) (35,0, 58,9) (1,42, 15,71)
89,1 38,0 4,99
Toat ' 57/64 ’ 19/50 :
AgHbe (-) e (82,1,94,7) (29,0, 47.1) (1.96, 14,00)
. 93,0 37,5 8,00
Ent ' 40/43 ’ 3/8 :
ntecavir (88,0, 98.1) (6,4, 67,2) (1,21, 55,54)
. 826 75,0 14,25
o4 Tenof ' 38/46 ’ 12/16 ‘
enofovir (74,3, 90.4) (54,1, 92,0) (3,92, 62,71)
87,6 62,5 1,82
Toat ' 78/89 ’ 15/24 :
oate (82,7, 92.6) (44,8, 78,0) (4,30, 34,94)

[i=95% interval de incredere profil-probabilitate.

? Evidentierea indica semnificatia clinica a raportului probabilitatilor.

® Pentru calcularea rapoartelor probabilitatilor si a intervalelor de incredere ale acestora, o valoare de 0,5 a fost adaugata la toate celulele daca
cel putin una dintre acestea a fost zero.

Predictia raspunsului biochimic in saptamana 48

Asocierile dintre raspunsul biochimic din saptamana 48 si raspunsul virusologic din saptamana 12
si saptamana 24 sunt rezumate in Tabelul 24.

Valoarea raspunsurilor virusologice timpurii din saptamanile 12 si 24 ca predictor pentru raspunsul
biochimic din sdptdmana 48, a diferit in functie de saptdmana si tratament.

Tabelul 24: PPV, NPV si raportul probabilitatilor pentru raspunsul biochimic prezis in functie de rdspunsul
virusologic timpuriu din timpul tratamentului: Raspunsul virusologic din saptdména 48 definit ca <10 Ul/ml

PPV (%) NPV (%) OR
Saptamana de .
raspuns virusologic Estimat Estimat EAstlmat
Status AgHbe timpuriu Tratament (11'95%) n/N (11 95%) n/N (11 95%)*
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Tabelul 24: PPV, NPV si raportul probabilitatilor pentru raspunsul biochimic prezis in functie de rdspunsul
virusologic timpuriu din timpul tratamentului: Raspunsul virusologic din sdptdmana 48 definit ca <10 Ul/ml

. 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) 2/2 (55,1, 63,9) 31/53 (0,54, 983,90)
100 61,7 8,02
Toate (27,3, 100) 212 (597,655 0 (0,63, >999,99)
AgHbe (+) 66,7 68,2 4,29
Entecavir (16.4-082) 23 (60,1-80,0) 022 (0,35-101,82)
. 58,3 61,4 2,22
24 Tenofovir 33578100 12 (543,607 274 (0,61, 861)
60,0 63,6 2,62
Toate 366,809 918 (58.2,700)  42/66 (0,84, 8,70)
Entecavir 43,8 7116 50,0 6/12 0,78
(25,1, 61,2) (25,1, 74,9) (017, 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)
Toate 48,5 16/33 66,7 22/33 1,88
AgHbe () (36,0, 60,9) (54,5, 78,6) (0,70, 5,20)
Entecavir 45,8 11124 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)
Toate 44,2 23/52 78,6 11/14 291
(37.8, 50.8) (55,1, 95.0) (0,80, 13.98)

[i=95% interval de incredere profil-probabilitate, NC = necalculabil.
? Pentru calcularea rapoartelor probabilitatilor si a intervalelor de incredere ale acestora, o valoare de 0,5 a fost addugata la toate celulele daca
cel putin una dintre acestea a fost zero.
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Predictia raspunsului serologic in saptamana 48

Asocierile dintre raspunsul serologic din saptamana 48 si raspunsul virusologic din saptaméana 12
si saptamana 24 sunt rezumate in Tabelul 25.

Valoarea raspunsurilor virusologice timpurii din saptamanile 12 si 24 ca predictor pentru raspunsul
serologic din sdptdmana 48, a diferit in functie de sdptadmana si tratament.

Tabelul 25: PPV, NPV si raportul probabilitatilor pentru raspunsul serologic prezis in functie de raspunsul
virusologic timpuriu din timpul tratamentului: Raspunsul virusologic din sdptdmana 48 definit ca <10 Ul/ml

o PPV (%) NPV (%) OR
Saptamana de .
raspuns virusologic Estimat Estimat EAstlmata
Status AgHbe timpuriu Tratament (11 95%) n/N (11 95%) n/N (11 95%)
. 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
Toate : 1/3 ’ 101/120 ’
AgHbe (+) (1 ,2108;1,3) (83,;6,3 26,8) (0,127, 52;),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
Toate (8,5, 43,6) 5/20 (825,80.4) S0/103 (0,57, 5,94)

[i=95% interval de incredere profil-probabilitate.

? Pentru calcularea rapoartelor probabilitatilor si a intervalelor de incredere ale acestora, o valoare de 0,5 a fost ad3ugaté la toate celulele dacé

cel putin una dintre acestea a fost zero.

Predictia raspunsului virusologic in saptaméana 48, definit ca ADN HBV <50 Ul/ml (definitie

alternativa)

De asemenea, au fost evaluate definitiile alternative ale raspunsurilor virusologice timpurii
(saptamanile 12 si 24) si din saptamana 48 (consultati definitiile alternative ale raspunsului

de mai sus).

Asocierile dintre obiectivele de utilitate clinica si raspunsul virusologic din saptamana 12 si 24,
folosind definitiile alternative ale raspunsului virusologic, sunt rezumate in Tabelul 26 (raspuns
virusologic), Tabelul 27 (raspuns biochimic) si Tabelul 28 (raspuns serologic).
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Tabelul 26: PPV, NPV si raportul probabilitatilor pentru raspunsul virusologic prezis in functie de raspunsul
virusologic timpuriu din timpul tratamentului: Raspunsul virusologic din sdptdmana 48 definit ca <50 Ul/ml

L PPV (%) NPV (%) OR
Saptamana de i
raspuns virusologic Estimat Estimat I?shma:b
Status AgHbe timpuriu Tratament (I195%) n/N (I195%) n/N (1 95%)"
) 34,2 66,7 1,04
Entecavir 26,9, 3092) 1338 (16,1,082) 23 (0,09, 23,60)
. 55,1 833 6,14
12 Tenofovir (519 504) 78 435 902 (0,93, 120,54)
483 77,8 327
Toate 456,513 M6 us3o7yy TP (0,75, 22,54)
AgHbe (+) 65,0 100 66,59
EntecaVil 513,812 020 (863,100 0'®  (7,0,>999,99)
. 72,4 88,9 21,00
24 Tenofovir 647806 258 (746 972) 247 (6,28, 97,36)
70,5 933 33,47
Toate ©35.770) 5978 (84,0,983) 245 (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
_ Toate 044 087) 105109 ons 3/5 (5,24, 376,77)
. 100 0.0
Entecavir (NC) 47/47 (NC) 0/4 NC
_ 93.9 30,8 6,81
24 Tenofovir (886,983 049 (67,504 13 (1,30, 39,97)
96,9 23,5 9,54
Toate 93.8,992) 23/ 70,308 Y7 (1,91, 53,22)

[i=95% interval de incredere profil-probabilitate, NC = necalculabil.

? Evidentierea indic& semnificatia clinica a raportului probabilitatilor.

® Pentru calcularea rapoartelor probabilitétilor si a intervalelor de incredere ale acestora, o valoare de 0,5 a fost addugata la toate celulele
daca cel putin una dintre acestea a fost zero, cu exceptia cazului in care nu erau nici raspunsuri din sdptamana 48, nici non-raspunsuri din
saptamana 48, caz in care raportul probabilitatilor a fost raportat drept NC.
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Tabelul 27: PPV, NPV si raportul probabilitatilor pentru raspunsul biochimic prezis in functie de rdspunsul
virusologic timpuriu din timpul tratamentului: Raspunsul virusologic din sdptaméana 48 definit ca <50 Ul/ml

e PPV NPV OR
Saptamana de i
raspuns virusologic Estimat Estimat s
Status AgHbe timpuriu Tratament (1195%) n/N (1195%) n/N (195%)™
, 33,3 100 1,54
Entecavir (251-39.0) %7 (6,7-100) " (0,07-233,77)
_ 44,2 66,7 1,59
12 Tenofovir (306,486) 202 (157,082 23 (0,14, 35,36)
405 75,0 2,04
i Toate @71.487) 3279 (239.987) (0,25, 42,30)
. 50,0 81,8 450
Entecavir (312-695) 14 s89-07,1) M (0,79-37,15)
. 52,5 81,3 479
24 Tenofovir 440,618 M0 go1967) 1318 (1,30, 23,28)
51,9 81,5 4,74
Toate 441 602) 2854 664, 931) 2227 (1,66, 15,82)
. 46,4 NC 0,87
Entecavir (395, 526) 1028 (NC) 0/0 (<0,01, 166,17)
) 40,0 100 4,72
12 Tenofovir (33,6, 46,3) 14/35 (41,4, 100) 353 (0,41, 653,11)
42,9 100 527
Toate ' 27/63 3/3 ’
Ao () (39,6, 46.7) (41,2, 100) (0,48, 720,38)
Entecavir 44,0 11/25 % 23 o
(34,4, 52.7) (16,3-98,2) (0,13, 36,42)
. 41,4 778 2,47
24 Tenofovir (31,3, 51,1) 12/29 (48,6,97,1) " (0,49, 18,57)
426 75,0 2,23
Toate o4 ase 2 (488,937 12 (0,59, 10,87)

[i=95% interval de incredere profil-probabilitate.

? Evidentierea indica semnificatia clinicé a raportului probabilitatilor.

® Pentru calcularea rapoartelor probabilitatilor si a intervalelor de incredere ale acestora, o valoare de 0,5 a fost adaugata la toate celulele
daca cel putin una dintre acestea a fost zero.

Tabelul 28: PPV, NPV si raportul probabilitatilor pentru raspunsul serologic prezis in functie de raspunsul
virusologic timpuriu din timpul tratamentului: Raspunsul virusologic din séptdmaéna 48 definit ca <560 Ul/ml

S e A PPV NPV OR
Saptamana de .
raspuns virusologic Estimat Estimat I?stlmaatb
Status AgHbe timpuriu Tratament (11 95%) n/N (11 95%) n/N (11 95%)™
) 16,7 100 1,49
Entecavir (104, 196) %6 (44,1, 100) 313 (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
Toate ’ 19/114 ’ 8/9 ’
AgHbe (+) (13736 108,1) (58,23,029,5) (0,2176,3 35(;,56)
Entecavir (16,5 416) %0 86,3, 100)  1o/18 (1,72, >999,99)
. 22,4 96,3 7,51
24 Tenofovir (69,268 158 (647,000 2927 97 )
24,4 97,8 14,17
foate 200,284) 978 (g04009) *¥*°  (277,25025)

[i=95% interval de incredere profil-probabilitate.

? Evidentierea indic& semnificatia clinica a raportului probabilitatilor.

® Pentru calcularea rapoartelor probabilitatilor si a intervalelor de incredere ale acestora, o valoare de 0,5 a fost adaugata la toate celulele
daca cel putin una dintre acestea a fost zero.
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Aptima® Performanta clinica

Concluzie

Per total, rezultatele au demonstrat ca testul Aptima HBV Quant poate fi utilizat pentru a masurarea
cantitativa a nivelurilor de ADN HBV la momentul initial si in timpul tratamentului pentru a ajuta la
evaluarea raspunsului viral la tratament. Studiul a demonstrat ca raspunsurile virusologice timpurii
din saptamanile 12 si 24, ca predictori pentru raspunsul virusologic din saptaméana 48, au diferit in
functie de saptamana si tratament.

Testul Aptima HBV Quant poate fi utilizat ca ajutor in gestionarea pacientilor cu infectie cronica cu
HBV care urmeaza terapie cu medicamente antivirale HBV.
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