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Vseobecné informéacie Aptima

Vseobecné informacie

Uréené pouzitie
Aptima® CMV Quant je in vitro test amplifikacie nukleovych kyselin na kvantifikaciu DNA

ludského cytomegalovirusu v ludskej EDTA plazme a plnej krvi v plne automatizovanom
pristroji Panther® System.

Test Aptima CMV Quant je urCeny na pouzitie ako pomoc pri diagnostike a pri lieCbe
pacientov po transplantacii solidnych organov a pacientov po transplantacii
hematopoetickych kmernovych buniek.

Test Aptima CMV Quant nie je ur€eny na pouzitie ako skriningovy test na pritomnost CMV
v krvi alebo krvnych produktoch.

Zhrnutie a vysvetlenie testu

Ludsky CMV je vS8adepritomny linearny dvojvlaknovy DNA virus s velkostou 240 kb, ktory
patri do rodiny herpesov. V zavislosti od skimanej populacie a geografickej oblasti sa
séroprevalencia CMV pohybuje od 45 do 100 % na celom svete."> U imunokompetentnych
hostitelov je infekcia CMV vo v3eobecnosti asymptomaticka a samolimitovana. U jedincov
s oslabenou imunitou, ako su prijemcovia transplantatu a jedinci infikovani virusom ludske;j
imunodeficiencie, je CMV délezitou pri€inou morbidity a mortality.

Podobne ako iné herpetické virusy, CMV po primarnej infekcii vytvara celozivotnu latentnu
infekciu, ktora sa méze sporadicky reaktivovat. U prijemcov transplantatu méze prenos
latentného CMV v transplantate alebo reaktivacia latentnej infekcie CMV v hostitelovi viest
k rozsiahlej replikacii virusu a jeho rozSireniu do viacerych organov, ¢o je ¢asto Zivot
ohrozujuce.®

Kvantitativne testovanie amplifikacie nukleovej kyseliny je preferovanou metédou
monitorovania infekcie CMV a ochorenia u prijemcov transplantatu, pretoze je rychle
acitlivé.* V najnovSich usmerneniach sa odporu¢a aspor tyzdenné monitorovanie virusovej
zataze CMV, aby bolo mozné rozhodnudt o zacati anti-CMV lie€by a monitorovat odpoved na
liecbu.**"® Vo v8eobecnosti vyssSie hodnoty virusovej zataZze koreluju so zvySenym rizikom
CMV ochorenia.** Kvantifikacia CMV DNA v spojeni s klinickym obrazom a inymi
laboratérnymi markermi je teda rozhodujuca pri lie€be pacientov s infekciou virusom CMV.

Principy postupu

Test Aptima CMV Quant je in vitro test zaloZzeny na amplifikacii nukleovych kyselin, ktory
pouziva technolégiu amplifikacie mediovanej transkripciou (TMA) v realnom Case v systéme
Panther’ na kvantifikaciu CMV DNA, génotypov 1, 2, 3 a 4. Dizajn primeru sa zameriava na
vysokokonzervovany gén UL56, aby sa zabezpedila presna kvantifikacia CMV DNA. Test je
Standardizovany podla 1. medzinarodného Standardu WHO (kéd NIBSC: 09/162) pre ludsky
cytomegalovirus.”

Test Aptima CMV Quant pozostava z troch hlavnych krokov, ktoré prebiehaju v jednej
skumavke v systéme Panther: zachyt ciela, amplifikacia ciefa pomocou TMA a detekcia
produktov amplifikacie (amplikonov) fluorescenne znaCenymi sondami (préby).

V priebehu zachytu ciela sa zo vzoriek izoluje virusova DNA. Vzorka je oSetrena
detergentom, aby sa solubilizoval obal virusu, denaturovali proteiny a uvolnila genédmova
DNA virusu. Zachytené oligonukleotidy hybridizuju do vysoko konzervovanych oblasti CMV

* Vratane variantov systému Panther.

Aptima CMV Quant Assay 2 AW-27747-3201 Rev. 001



Aptima® V&eobecné informacie

DNA (ak su pritomné) v testovanej vzorke. Hybridizovany ciel sa potom zachyti na
magnetické mikroCastice, ktoré sa oddelia od vzorky v magnetickom poli. Na odstranenie
cudzorodych komponentov z reak¢énej skumavky sa pouziju kroky premyvania.

Cielova amplifikacia nastane prostrednictvom metody TMA, €o je metdda amplifikacie
kyseliny nukleovej prostrednictvom transkripcie, kde sa pouzivaju dva enzymy, reverzna
transkriptdza z mySieho leukemického virusu Moloney (MMLV) a T7 RNA polymeraza.
Reverzna transkriptaza sa pouziva na ziskanie kopie DNA (obsahujucej promotorovu
sekvenciu pre T7 RNA polymerazu) cielovej sekvencie. T7 RNA polymeraza produkuje viac
képii RNA amplikdnu z templatu DNA kopie.

Detekcia je dosiahnuta pomocou sond z jednovlaknovej nukleovej kyseliny, ktoré su pritomné
v priebehu amplifikacie ciela a hybridizuju Specificky na amplikén v realnom Case. Kazda
sonda ma fluorofér a zhasadlo. Ak sonda nie je hybridizovana na amplikon, zhasadlo je

v tesnej blizkosti fluoroféru a potlaéi fluorescenciu. Ked sa sonda naviaze na amplikon,
zhaSadlo sa presunie do vacsej vzdialenosti od fluoroforu, ktory bude po excitacii svetelnym
zdrojom vydavat signal so $pecifickou vinovou diZkou. S hybridizaciou daldich sond na
amplikén vznikne vys$Si fluorescenény signal. Doba, nez fluorescenény signal dosiahne
Specifikovany prah, je umerna pociato¢nej koncentracii CMV. Kazda reakcia ma interny
kalibrator/internu kontrolu (IC) sluziace na kontrolu variacii v spracovani vzorky, amplifikacii
a detekcii. Koncentracia vzorky je stanovena pomocou softvéru systému Panther na zaklade
CMV a IC signédlov pre kazdu reakciu a ich porovnania s kalibralnymi informaciami.

Vysledky testu sa prepodcitaju z képii/ml na IU/ml pomocou rovnice konverzného faktora
zabudovanej v softvéri Panther. Rovnaka rovnica konverzného faktora sa pouziva pre vzorky
plnej krvi aj plazmy. Ked je v systéme Panther zvoleny konverzny faktor plnej krvi, na
vysledky CMV virusovej zataze pre vzorky z plnej krvi sa aplikuje faktor riedenia 4.

Suahrn parametrov bezpeénosti a vykonu
Suhrn udajov o bezpecénosti a ucinnosti (Summary of Safety and Performance, SSP) je
dostupny v Eurdpskej databaze zdravotnickych pomocok (Eudamed), kde je prepojeny
s identifikatormi pomdcky (Zakladné UDI-DI). Dokument SSP pre test Aptima CMV Quant
najdete podla zakladného jedine¢ného identifikatora pomécky (BUDI):
54200455DIAGAPTCMVAP.

Varovania a bezpe¢nostné opatrenia
A. Na diagnostické pouzitie in vitro.

B. Na profesionalne pouZitie.

C. Pred vykonanim tohto testu si pozorne precitajte cely pribalovy letak a prislusnu prevadzkovu
priru¢ku k systemu Panther/Panther Fusion, aby ste znizili riziko neplatnych vysledkov.

Suvisiace s laboratoriom

D. UPOZORNENIE: Kontroly pre tento test obsahuju ludskd plazmu. Plazma je podla
testovania postupmi licencovanymi Uradom pre kontrolu potravin a lieéiv USA negativna
na povrchovy antigén hepatitidy B (HBsAg), protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1
a HIV-2 a HIV antigén. Okrem toho je plazma nereaktivha vo&i CMV DNA, HBV DNA,
HCV RNA a HIV-1 RNA pri testovani licencovanymi testami nukleovych kyselin za
pouzitia spojenych vzoriek. VSetok material pochadzajuci z ludskej krvi je nutné
povazovat za potencialne infekény a pri praci s nim je nutné dodrzovat univerzalne
bezpecnostné opatrenia.’ "
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E. Tento postup smie vykonavat len personal adekvatne vySkoleny v praci s testom Aptima
CMV Quant a v manipulacii s potencialne infekénymi materialmi. Ak déjde k vyliatiu,
okamzite miesto vydezinfikujte pomocou prislusnych postupov pracoviska.

Pouzivajte iba dodané alebo $pecifikované jednorazové laboratérne pomocky.

G. Pouzite rutinné laboratérne opatrenia. Nepipetujte ustami. Vo vyhradenych pracovnych
oblastiach nejedzte, nepite ani nefajCite. Pri manipulacii so vzorkami a supravami
reagencii pouzivajte jednorazové, bezprasné rukavice, ochranné okuliare a laboratérne
plaste. Po manipulacii so vzorkami a supravami reagencii si dokladne umyte ruky.

H. Pracovné plochy, pipety a iné zariadenia sa musia pravidelne dekontaminovat 2.5 % az
3.5 % (0.35M az 0.5 M) roztokom chlérnanu sodného.

I.  V8etky materialy, ktoré sa dostali do kontaktu so vzorkami a reagenciami, zlikvidujte
v sulade s regionalnymi nariadeniami."™"" VV§etky pracovné plochy dbékladne o istite
a vydezinfikujte.

J. Kontroly obsahuju azid sodny ako konzervacné Cinidlo. Na prenos reagencii nepouzivajte
kovové skumavky. Ak roztoky obsahujuce zlu€eniny azidu sodného likvidujete vo
vodovodnom systéme, musia byt zriedené a splachnuté hojnym mnoZzstvom teéucej vody.
Tieto bezpeCnostné opatrenia sa odporucaju, aby sa zabranilo nahromadeniu usadenin
v kovovych potrubiach, kde by mohli vzniknut vybusné podmienky.

K. Zasady dobrej praxe pre molekularne laboratéria zahffiaju sledovanie prostredia.
Pri sledovani laboratérneho prostredia odporu¢ame nasledujuci postup:

1. Zoberte si vatovu ty€inku a sparujte ju s alikvotaCnou skumavkou na vzorky Aptima
(SAT).

2. Prislusnym spésobom oznacte kazdu SAT.

3. Naplnte kazdu SAT 1 ml pripravku na riedenie na vzorky Aptima.

4. Pred zberom povrchovych vzoriek zlahka navlhlite vatovu ty€inku deionizovanou
vodou bez obsahu nukleazy.

5. Otrite pozadovany povrch vertikalnym pohybom zhora nadol. Pri otierani lokality
otocte tyCinku priblizne o polovicu otocky.

6. Okamzite vlozte vzorku na vatovej tyCinke do skiumavky a jemne ty€inku premiesajte
virenim v pripravku na riedenie, aby ste extrahovali potencialne otreté materialy.
Pritlacte vatovu ty€inku o bo¢nu stranu prepravnej skumavky a vyextrahujte ¢o najviac
tekutiny. Zlikvidujte vatovu tyCinku a zatvorte skumavku uzaverom.

7. Zopakujte kroky u zostavajucich sterovych vzoriek.
8. Otestujte sterovy material molekularnym testom.

Suvisiace so vzorkami

L. Vzorky mézu byt infekéné. Pri vykonavani tohto testu pouzite univerzalne bezpelnostné
opatrenia."™""* Spravne postupy manipulacie a likvidacie je nutné stanovit na zaklade
platnych miestnych usmerneni."Tento postup smie vykonavat len personal adekvatne
vyS8koleny v praci s testom Aptima CMV Quant a v manipulacii s potencialne infek&nymi
materialmi.

M. Pocas prepravy zachovaijte prisludné podmienky na uchovavanie, aby ste zaistili integritu
vzorky. Stabilita vzoriek za prepravnych podmienok inych, ako su odporucané, sa
nehodnotila.
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N. Poc&as manipulacie so vzorkami sa vyhnite krizovej kontaminacii. Zvlastnu pozornost
venuijte prevencii Sirenia kontaminacie formou aerosélu pri uvolfiovani alebo odstrafiovani
uzaverov zo vzoriek. Vzorky mézu obsahovat extrémne vysoké hladiny organizmov.
Uistite sa, Ze nadoby na vzorky sa navzajom nedotykaju a pouzité materialy zlikvidujte
bez toho, aby presli cez otvorené nadoby. Vymente si rukavice, ak sa dostanu do
kontaktu so vzorkou.

Suvisiace s testom

O. V pripade neplatného vysledku v désledku chyby ML2 €istd vzorku plazmy netestujte
znova. Pokyny na riedenie vzorky plazmy najdete v Postup testovania v systéme
Panther, krok E.5, v tomto pribalovom letaku.

Poznamka: V pripade chyby ML2 si pozrite prevadzkovu priru¢ku k systému Panther/
Panther Fusion, kde najdete pokyny na Cistenie Mag Wash.

NepouZzivajte supravu reagencii, kalibrator ani kontroly po datume exspiracie.

Q. Nezamiefajte, nemieSajte ani nekombinujte reagencie na test zo suprav s réznymi
Cislami hlavnej Sarze. Testové kvapaliny mézu pochadzat z réznych Sarzi. Kontroly
a kalibrator mézu pochadzat’ z réznych 3arzi.

R. Zabrante kontaminacii reagencii mikrobmi a nukleazami.

S. Uzavrite a uloZte vSetky reagencie na test pri Specifikovanych teplotach. Vykon testu
mébze byt ovplyvneny pouzitim nespravne uskladnenych reagencii na test. Viac informacii
najdete v Casti PoZiadavky na skladovanie a manipulaciu s reagenciami a Postup
testovania v systéme Panther.

T. Ziadne reagencie na test ani kvapaliny nekombinujte bez konkrétnych pokynov.
Reagencie ani kvapaliny nedolievajte. Systém Panther overuje hladiny reagencii.

U. Zabrante kontaktu TER s pokozkou, o€ami a sliznicami. Ak déjde ku kontaktu s touto
reagenciou, umyte vodou. Ak déjde k vyliatiu tejto reagencie, zriedte vodou a postupuijte
podfla prislusnych postupov pre vase pracovisko.

V. Niektoré reagencie tejto supravy su oznacené rizikovymi a bezpecnostnymi symbolmi.

Poznamka: Oznamenie o nebezpelenstve odraza klasifikacie kariet bezpeénostnych
udajov EU (KBU). Informécie o oznémeniach o nebezpedenstve, ktoré su $pecifické pre
vas region, néjdete v KBU pre jednotlivé regiény v kniznici bezpeé&nostnych udajov na
adrese www.hologicsds.com. BliZSie informécie o symboloch najdete vo vysvetleni
symbolov na adrese http://www.hologic.com/package-inserts

Informacie o nebezpeéenstvach EU

Amplifikacna reagencia
Chlorid horec¢naty 65—-70 %

H412 - Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi G&inkami.
P273 - Zabrante uvolneniu do Zivotného prostredia.
P501 - ZneSkodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na likvidaciu odpadov.

Aptima CMV Quant Assay 5 AW-27747-3201 Rev. 001


http://www.hologicsds.com
http://www.hologicsds.com
http://www.hologicsds.com
http://www.hologic.com/package-inserts

Vseobecné informéacie Aptima®

Enzymaticka reagencia
Triton X-100 1 - 5 %
HEPES 1-5%

H402 - Skodlivy pre vodné organizmy.
P273 - Zabrante uvolneniu do Zivotného prostredia.
P501 - ZneSkodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na likvidaciu odpadov.

Rekonstituény roztok na enzymy
Glycerol 20 — 25 %

Triton X-100 5 — 10 %

HEPES 1-5%

H402 - Skodlivy pre vodné organizmy.
P273 - Zabrante uvolneniu do Zivotného prostredia.
P501 - ZneSkodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na likvidaciu odpadov.

Promotorova reagencia
Chlorid horecnaty 55 — 60 %

H412 - Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi G&inkami.
P273 - Zabrante uvolneniu do zivotného prostredia.
P501 - Zneskodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na likvidaciu odpadov.

Reagencia na zachytenie ciela
HEPES 15 - 20 %

Litna sol laurylsulfatu 5 — 10 %
Kyselina jantdrova 1 -5 %

Hydroxid litny, monohydrat 1 — 5 %

H402 - Skodlivy pre vodné organizmy.
P273 - Zabrante uvolneniu do Zivotného prostredia.
P501 - ZneSkodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na likvidaciu odpadov.

Cielova posilfiovacia reagencia (TER)
Hydroxid litny, monohydrat 5 — 10 %

NEBEZPECENSTVO

H302 - Skodlivy po poZiti.

H314 - Spbsobuje vazne poleptanie koze a poSkodenie o¢i.

P264 - Po manipulacii starostlivo umyte tvar, ruky a exponovanu pokozku.

P270 - Pri pouzivani vyrobku nejedzte, nepite ani nefajcite.

P301 + P312 - PO POZITI: Pri zdravotnych problémoch volajte NARODNE TOXIKOLOGICKE INFORMACNE
CENTRUM alebo lekara.

P330 - Vyplachnite usta.

P501 - ZneSkodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na likvidaciu odpadov.

P260 - Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly.

P280 - Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.

P301 + P330 + P331 - PO POZITI: vyplachnite Gista. NEVYVOLAVAJTE zvracanie.

P303 + P361 + P353 - PRI KONTAKTE S POKOZKOU (alebo viasmi): Vyzleéte vietky kontaminované &asti
odevu. Pokozku ihned oplachnite vodou [alebo sprchoul].

P304 + P340 - PO VDYCHNUTI: Presufite osobu na &erstvy vzduch a umoznite jej pohodine dychat.

P305 + P351 PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko mintt ich opatrne vyplachujte vodou. Ak pouZivate kontaktné
SoSovky a je to mozné, odstrarite ich. Pokracdujte vo vyplachovani.

P310 - Okamzite volajte TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo lekara.

P321 - Odborné oSetrenie (pozri doplnkové pokyny prvej pomoci na etikete).

P363 - Kontaminovany odev pred dal$im pouzitim vyperte.

P405 - Uchovavajte uzamknuté.

Sudprava kontrol CMV
Ludské sérum/LCudskad plazma 95 — 100 %
Azid sodny <1 %

Ky
e

H412 - Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi ti&inkami.
P501 - Zneskodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na likvidaciu odpadov.
P273 - Zabrante uvolneniu do Zivotného prostredia.
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Kalibrator supravy
Litna sofl’ laurylsulfatu 0 — 10 %
Kyselina jantarova 0 — 10 %

— H402 - Skodlivy pre vodné organizmy.
P273 - Zabrante uvolneniu do Zivotného prostredia.
P501 - ZneSkodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na likvidaciu odpadov.

Poziadavky na skladovanie a manipulaciu s reagenciami
A. Nasledujuca tabulka uvadza podmienky skladovania a stability pre reagencie, kontroly

a kalibrator.
Uskladnenie Otvorena suprava (rekonstituovana)
Reagencia neotvorenych
baleni Skladovanie Stabilita

Amplifikaéna reagencia qCMV 2°Caz8°C
Rekonstituény roztok na amplifikaciu 2°C a3 8°C 2°C a2 8 °C 30 dni®
qCMV
Enzymova reagencia qCMV 2°Caz8°C
Rekonstituény roztok na enzymy qCMV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Prométorova reagencia qCMV 2°Caz8°C
Rekonstituény roztok prométora qCMV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Reagencia na zachyt ciela qCMV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®

. . 15 °C a3 -35 °C 15 °C a3 30 °C Jednorazova ampulka
gCMV PCAL (pozitivny kalibrator) Pousit do 24 hodin
qCMV NC CONTROL — (negativna 15 °C a3 -35 °C 15 °C a% 30 °C Jednorazova ampulka
kontrola) PouZit do 24 hodin
qCMV LPC CONTROL + (nizko pozitivna 4z oc 45 35 ¢ 15 °C a3 30 °C Jednorazova ampulka
kontrola) PouZit do 24 hodin
ACMV HPC CONTROL + (vysoko 15 °C a3 -35 °C 15 °C 2% 30 °C Jednorézova ampulka
pozitivna kontrola) Pouzit do 24 hodin
Cielova posiliiovacia reagencia qCMV 15°Caz30°C 15°Caz30°C 30 dni®

* Po odstraneni zo systému Panther je nutné reagencie ihned vratit’ do prislusnych skladovacich teplét.

B. Nepouzité rekonstituéné reagencie, reagenciu na zachyt ciela (TCR) a cielovu
posilfiovaciu reagenciu (TER) zlikvidujte po 30 drioch alebo po datume exspiracie Sarze
matrice, podla toho, o nastane skor.

C. Reagencie uchovavaneé v systéme Panther maju stabilitu v pristroji 96 hodin. Reagencie
je mozné vlozZit do systému Panther az 8-krat. Systém Panther zapisuje kazdé vloZenie
reagencii do protokolov.
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D. Po rozmrazeni kalibratora musi byt roztok priehladny, tzn. nie zakaleny a bez
precipitatov. Zaistite rozpustenie precipitatov. Kalibrator nepouzivajte, ak je pritomné
zelirovanie, zrazenina alebo zahmlenie.

E. Lyofilizovana promoétorova reagencia a rekonstituovana promoétorova reagencia su
fotosenzitivne. Po€as uskladnenia a pripravy na pouzitie chrante tieto reagencie pred
svetlom.

F. Cielova posilfiovacia reagencia qCMV musi mat pred pouzitim teplotu 15 °C az 30 °C.

Odber vzoriek a skladovanie

Poznamka: So vS8etkymi vzorkami zaobchadzajte tak, ako keby obsahovali potencialne
infekéné Cinitele. PouZivajte vSeobecné bezpecnostné opatrenia.

Poznamka: Pri manipulacii so vzorkami je nutné predist’ krizovej kontaminacii. Napriklad
pouZity material zlikvidujte bez toho, aby ste prechadzali ponad otvorené skiumavky.

Poznamka: Na skladovanie vzoriek odporu¢ame iba plastové sekundarne skimavky.

Na pripravu plazmy je mozné pouzit vzorky pinej krvi odobrané do nasledujucich sklenenych
alebo plastovych skumaviek:

» skumavky obsahujuce antikoagulant EDTA
» skumavky na pripravu plazmy (PPT)

A. Odber vzoriek

1.

Plazma: PInu krv je mozné skladovat pri teplote 2 °C az 30 °C aje nutné ju
centrifugovat do 24 hodin od odberu vzoriek. Oddelte plazmu od peletovanych
erytrocytov podla pokynov vyrobcu pouzitej skumavky. Plazmu je mozné otestovat

v systéme Panther v primarnej skimavke alebo preniest do sekundarnej skumavky,
ako napr. skimavka na alikvotaciu vzoriek Aptima (SAT). Ak chcete ziskat 500 pl
objemu vzorky, minimalny objem plazmy pre primarne odberové skumavky je az

1 200 pl. Pri sekundarnych skumavkach je na ziskanie 500 ul objemu vzorky potrebny
minimalny objem 700 ul. Nasledujuca tabulka identifikuje poziadavky na mftvy objem
pre kazdy typ primarnej a sekundarnej skumavky.

Skumavka (velkost’ a typ) Mrtvy objem v systéme Panther
Alikvotacna skumavka na vzorky Aptima 0.2 ml
(SAT)
12X 75 mm 0.5 ml
13 x 100 mm 0.5ml
13 x 100 mm s gélom 0.3 ml
16 x 100 mm s gélom 0.7 ml

Ak nevykonate testovanie ihned, plazmu je mozné skladovat v sulade

so Specifikaciami uvedenymi nizSie. Pri prenose do sekundarnej skiimavky sa mbze
plazma zmrazit pri teplote -20 °C alebo -70 °C. Neprekracujte 3 cykly zmrazenia

a rozmrazenia. Nezmrazujte vzorky plazmy v primarnych odberovych skumavkach

s EDTA.
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2. Pred testovanim v systéme Panther sa musi plna krv spracovat pomocou vopred
naplnenych skumaviek s riedidlom na pInu krv. Neprekracujte 3 cykly zmrazenia
a rozmrazenia pri nespracovanych vzorkach plnej krvi.

B. Podmienky skladovania vzoriek
1. Vzorky plazmy s EDTA

PInu krv je mozné skladovat pri teplote 2 °C az 30 °C a je nutné ju centrifugovat do
24 hodin od odberu vzoriek. Plazmu je mozné nasledne uchovavat v jednom
z nasledujucich prostredi:

+ v primarnej odberovej skumavke alebo sekundarnej skumavke pri teplote 2 °C
az 30 °C po dobu az 24 hodin,

« v primarnej odberovej skumavke alebo sekundarnej skumavke pri teplote 2 °C
az 8 °C po dobu az 5 dni alebo

» v sekundarnej skimavke pri teplote -20 °C alebo -70 °C po dobu az 60 dni.

PIna krv

30°C
2°C

< 24 hodin po odbere

&

Primarny alebo | | Primarny alebo

! ! Sekundarna
sekundarny sekundarny
30°C 8°C -15°C -65°C
* * * alebo *
2°C 2°C -35°C -85°C
< 24 hodin < 5dni <60 dni

Obrazok 1. Podmienky skladovania pre skimavky s EDTA

2. Vzorky PPT

PInu krv je mozné skladovat pri teplote 2 °C az 30 °C a je nutné ju centrifugovat
do 24 hodin od odberu vzoriek. Plazmu je mozné nasledne uchovavat v jednom
z nasledujucich prostredi:

* v skumavke s PPT pri teplote 2 °C az 30 °C po dobu az 24 hodin,
» v skiimavke s PPT pri teplote 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dni alebo
» v skiimavke s PPT pri teplote -20 °C alebo -70 °C po dobu az 60 dni.
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PIna krv

30°C
2°C

< 24 hodin po odbere

<

PPT PPT PPT
30°C 8°C -15°C -65°C
alebo
A AT AT
< 24 hodin <5 dni <60 dni

Obrazok 2. Podmienky skladovania vzoriek PPT

3. Riedenie vzoriek plazmy

Vzorky plazmy je mozné riedit v SAT alebo sekundarnej skimavke na testovanie
v systéme Panther. Pre viac informacii pozri Postup testovania v systéme Panther,
krok E.5 nizSie
Poznamka: Ak je vzorka nariedena, je nutné test vykonat ihned’ po riedeni.
Nezmrazujte nariedené vzorky.

4. Vzorky plnej krvi

PInu krv mozno skladovat’ pri teplote 15 °C az 30 °C po dobu az 36 hodin po odbere
vzorky. Odobratu pInu krv mozno skladovat pri jednej z nasledujucich podmienok:

» v primarnej odberovej skimavke pri teplote 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dni alebo

» v primarnej odberovej skumavke pri teplote -20 °C alebo -70 °C po dobu az
60 dni.

PIna krv

/ﬂ/ 30°C
15°C

< 36 hodin po odbere

Primarna Primarna
8°C -15°C -65°C
* * aIEbo *
2°C -35°C -85°C
<5dni <60 dni

Obrazok 3. Podmienky skladovania vzoriek pinej krvi
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Vzorky v systéme Panther

Vzorky plazmy a spracovanej plnej krvi je mozné ponechat v systéme Panther neuzatvorené
az 8 hodin. Vzorky je mozné vytiahnut zo systému Panther a otestovat, kym celkova doba
v pristroji neprekro¢i 8 hodin pred pipetovanim vzorky systémom Panther.

Preprava vzoriek

Dodrziavajte podmienky pre skladovanie vzorky podfa popisu v €asti Odber vzoriek
a skladovanie.

Poznamka: Vzorky sa musia prepravovat v sulade s platnymi narodnymi,
medzinarodnymi a regionalnymi usmerneniami tykajucimi sa prepravy.

Systém Panther

Reagencie pre test Aptima CMV Quant su uvedené pod systémom Panther. Identifikacné
symboly reagencii su uvedené aj vedla nazvu reagencii.

Poskytnuté reagencie a materialy

Suprava testu Aptima CMV Quant, 100 testov (kat. €. PRD-05074)
(1 balenie testu, 1 balenie cielovej posiliovacej reagencie, 1 suprava kalibratora a 1 stprava
kontrol)

Balenie testu Aptima CMV Quant
(po prijati uchovavat pri teplote 2 °C az 8 °C)

Symbol Komponent Mnozstvo
A Amplifikaéna reagencia qCMV 1 ampulka
Neinfekéné nukleové kyseliny susené v pufrovanom roztoku.
E Enzymova reagencia qCMV
Reverzna transkriptaza a RNA polymeraza suSené v HEPES 1 ampulka
pufrovanom roztoku.
PRO Promoétorova reagencia qCMV 1 ampulka
Neinfekéné nukleové kyseliny suSené v pufrovanom roztoku.
AR Rekonstituény roztok na amplifikaciu qCMV 1%x7.2ml
Vodny roztok obsahujuci glycerol a konzervacné latky. '
ER Rekonstituény roztok na enzymy qCMV 1%58ml
Pufrovany roztok HEPES obsahuje povrchovo aktivnu latku a glycerol. '
PROR Rekonstituény roztok prométora qCMV 1%x4.5ml

Vodny roztok obsahujuci glycerol a konzervacné latky.

TCR Reagencia na zachyt ciefa qCMV
Nukleové kyseliny v pufrovanom fyziologickom roztoku obsahujiicom 1x72.0ml
pevnu fazu, neinfekéné nukleové kyseliny a interny kalibrator.

Rekonstituéné prstence 3

List hlavného ¢iarového kodu 1 list
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Balenie cielovej posiliiovacej reagencie Aptima CMV Quant
(po prijati uchovavat pri teplote 15 °C az 30 °C)

Symbol Komponent Mnozstvo

TER Ciel'ova posilnovacia reagencia qCMV 1% 46.0 ml
Koncentrovany roztok hydroxidu litneho. '

Suprava kalibratora Aptima CMV Quant (kat. . PRD-05075)
(po prijati uchovavat pri teplote -15 °C az -35 °C)

Symbol Komponent Mnozstvo
PCAL Pozitivny kalibrator qCMV 5% 2.5 ml
Plazmidova DNA v pufrovanom roztoku. '
Stitok s éiarovym kédom kalibratora —
Suprava kontrol Aptima CMV Quant(kat. . PRD-05076)
(po prijati uchovavat pri teplote -15 °C az -35 °C)
Symbol Komponent Mnozstvo
NC Negativna kontrola qCMV
CMV-negativna defibrinovana ludska plazma obsahujica 5x0.8 ml
gentamicin a 0.2 % azid sodny ako konzervanty.
LPC Nizka pozitivha kontrola qCMV
Inaktivovana CMV defibrinovana fudskéa plazma obsahujica 5x0.8 ml
gentamicin a 0.2 % azid sodny ako konzervanty.
HPC Vysoka pozitivha kontrola qCMV
Inaktivovana CMV defibrinovana ludska plazma obsahujica 5x0.8ml

gentamicin a 0.2 % azid sodny ako konzervanty.

Stitok s ¢iarovym kédom kontroly —
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Potrebné materialy predavané samostatne
Poznamka: Materialy dostupné od spolocnosti Hologic maju uvedené kataloégové cCisla, pokial

nie je uvedené inak.
Material

Systém Panther®
Systém Panther Fusion®

Systém Panther, kontinualny privod a odtok (Panther Plus)
Suprava Panther pre testy v realnom Case (iba pre testy v redlnom &ase)

Stprava kvapalin testu Aptima® (takisto oznacovana ako stprava
univerzalnych kvapalin) obsahuje premyvaci roztok Aptima, pufer na
deaktivacnu kvapalinu Aptima, a olejovu reagenciu Aptima.

Viacskimavkové jednotky (MTU)
Stprava odpadovych vriec Panther
Kryt odpadkového koSa Panther

Alebo suprava systému Panther

(pri paralelnom vykonavani testov TMA v nerealnom ¢ase s testami TMA
v realnom ¢ase) obsahuje MTU, odpadové vrecia, kryty odpadkového koSa,
tekutinu na automaticku detekciu a testové kvapaliny

Skumavky na riedenie plnej krvi (len na spracovanie vzoriek plnej krvi)

Spigky, 1 000 pl s filtrom, vodivé, so snimanim kvapaliny a jednorazové

Nie vsetky produkty su dostupné vo vsetkych oblastiach. Informacie Specifické
pre danu oblast vam poskytne vas zastupca.

Bielidlo, 5 % az 8.25 % (0.7 M az 1.16 M) roztok chlérnanu sodného
Jednorazové bezpraskové rukavice
Nahradné nepreniknutelné uzavery

Nahradné pevné uzavery Hologic (jednorazové uzavery skimaviek na

spracovanie plnej krvi)

Nahradné uzavery na reagencie

Amplifikacna, enzymaticka a promdétorova reagencia

rekonstitucné ffasticky
flasticka TCR
flasticka TER

Plastové kryty na laboratérne stoly

Utierky nepustajuce vlas
Pipetova¢
Tips (Spicky)

Moznosti primarnych odberovych skimaviek (EDTA a PPT):

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

Centrifuga

Vortexové mieSadlo

CL0041 (100 uzéaverov)
CL0040 (100 uzaverov)
903302 (100 uzéaverov)

Kat. C.

303095
PRD-04172
PRD-06067

PRD-03455 (5 000 testov)
303014 (1 000 testov)

104772-02
902731
504405

303096 (5 000 testov)

PRD-06783
(100 predplnenych skimaviek
Vo vrecku)

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

103036A
PRD-06720

Aptima CMV Quant Assay
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Volitelné materialy
Material Kat. C.

Moznosti pre sekundarnu skiumavku:
12mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm -
16 mm x 100 mm _

Alikvotaéné skumavky vzorky Aptima (SAT) (balenie po 100 kusoch) FAB-18184
Uzaver prepravnej skumavky (100 ks v baleni) 504415
uzaver pre SAT
Riediaci pripravok na vzorky Aptima PRD-03003
Suprava pripravku na riedenie vzoriek Aptima PRD-03478

obsahuje pripravok na riedenie vzoriek Aptima, 100 SAT a 100 uzaverov
Transferové pipety —
Vatové tyCinky —

TrepaCka skumaviek —

Postup testovania v systéme Panther

Poznamka: Dalsie informécie o postupoch néjdete v prislusnej prevadzkovej prirucke
k systému Panther/Panther Fusion.

A. Priprava pracovnej oblasti

1. Vydistite pracovné povrchy, kde budu pripravené reagencie. Pracovné plochy utrite
25 % az 3.5 % (0.35 M az 0.5 M) roztokom chlérnanu sodného. Roztok chlérnanu
sodného nechajte minimalne 1 mindtu v kontakte s povrchmi a potom oplachnite
deionizovanou (DI) vodou. Nedovolte, aby roztok chlérnanu sodného vyschol. Zakryte
povrch pracovného stola Cistymi absorpénymi krytmi na laboratorny stdl podlepenymi
plastom.

2. Vydistite samostatny pracovny povrch, kde budete pripravovat vzorky. Postupuijte
podla pokynov vy$Sie (krok A.1).

3. Vydistite pripadné pipetory. Pri Cisteni postupujte podfa pokynov vySSie (krok A.1).

B. Priprava kalibratora a kontrol
Pred spracovanim ponechaijte kalibrator a kontroly dosiahnut teplotu 15 °C az 30 °C:

1. Vytiahnite kalibrator a kontroly zo skladovacieho priestoru (-15 °C az -35 °C) a ulozte
ju do prostredia s teplotou 15 °C aZ 30 °C. Po celu dobu rozmrazovania jemne
prevratte kazdu skumavku a starostlivo premieSajte. Pred pouzitim sa uistite, zZe je
obsah skumavky plne rozmrazeny.

Moznost. Skumavky kalibratora a kontrol je mozné vlozit' do trepacky a nechat tak
dobre premieSat. Pred pouzitim sa uistite, Zze je obsah skimavky plne rozmrazeny.

Poznamka: Pri prevracani kalibratora a kontrol zabrarite nadmernému peneniu. Pena
interferuje so snimanim hladiny v systéme Panther.

2. Po rozmrazeni obsahu skumavky vysuste vnutro skumavky Cistou suchou
jednorazovou utierkou.

3. Zatial skumavky neotvarajte, aby nedoslo ku kontaminacii.
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C. Rekonstitucia/priprava reagencii novej supravy

Poznamka: Rekonstituciu reagencii je nutné vykonat pred zahajenim akychkolvek
postupov na systéme Panther.

1. Pri priprave reagencie na zachyt ciela (TCR) postupujte nasledovne:

a. Vytiahnite TCR zo skladovacieho priestoru (2 °C az 8 °C). Skontrolujte Cislo Sarze
na flasticke s TCR, aby ste zaistili, Ze sa zhoduje s Cislom SarZe na liste Ciarovych
kodov hlavnej Sarze.

b. Flasticku s TCR ihned starostlivo 10-krat premieSajte. Ponechajte flasticku TCR
v prostredi s teplotou 15 °C az 30 °C minimalne 45 minut, aby sa zahriala. Po toto
obdobie miesajte ffastiCku TCR virenim a prevracanim minimalne raz za 10 minut.

Moznost. Flasticku TCR je mozné pripravit na trepacke nasledujucim postupom:
Vytiahnite ffasticku TCR zo skladovacieho prostredia (2 °C az 8 °C) a ihned
starostlivo 10-krat pretrepte. VioZzte TCR ffastiCku na mieSacku a ponechajte TCR
pri teplote 15 °C az 30 °C zahriat minimalne 45 minat.

c. Pred pouzitim sa uistite, Ze sa vSetok precipitat dostal do roztoku a ze su
magnetické CiastoCky suspendované.

2. Pri rekonéstitacii amplifikaénych, enzymovych a promaétorovych reagencii postupujte
nasledujucim spdsobom:
a. Vytiahnite lyofilizované reagencie a prislusné rekonstitu¢né roztoky zo
skladovacieho priestoru (2 °C az 8 °C). Kazdy rekonétitu¢ny roztok sparujte
s prisluSnou lyofilizovanou reagenciou.

b. Skontrolujte, Ze rekonstituény roztok a lyofilizovana reagencia maju
zodpovedajuce farby Stitkov. Skontrolujte Cisla Sarzi na liste Ciarovych kddov
hlavnej Sarze, aby ste sa uistili, Zze su sparované prislusné reagencie.

i. Otvorte ampulku lyofilizovanej reagencie odstranenim kovovej pecate
a gumovej zatky.

ii. Pevne pripojte koniec rekonstitu¢nej objimky so zarezom (Cierny) na ampulku
(Obrazok 4, krok 1).

iii. Otvorte prislusnu flastiCku s rekonstituénym roztokom a nasadte uzaver na
Cisty, zakryty pracovny povrch.

iv. Ulozte flastiCku s rekonstitucnym roztokom na stabilny povrch (napr. stol).
Nasledne prevratte ampulku s lyofilizovanou reagenciou cez flasticku
s rekonstituénym roztokom a pevne pripojte objimku k ffasticke
s rekonstituénym roztokom (Obrazok 4, krok 2).

v. Pomaly prevratte prepojené ffastiCky (ampulka pripojena k ffasticke
s roztokom), aby roztok vtiekol do sklenenej ampulky (Obrazok 4, krok 3).

vi. Zdvihnite prepojené hadicky a virte nimi aspon 10 sekidnd (Obrazok 4, krok 4).

vii. Poc¢kajte minimalne 30 minit, nez sa lyofilizovana reagencia dostane do
roztoku.

viii. Po vstupe lyofilizovanej reagencie do roztoku virte prepojenymi flastiCkami
minimalne 10 sekund. Potom lahkym naklahanim sklenenej ampulky dopredu
a dozadu dobre premieSajte roztok.

c. Pomaly znovu naklorite prepojené flasticky, aby vSetok roztok stiekol spat’ do
ffastiCky s rekonstitu¢nym roztokom (Obrazok 4, krok 5).

d. Opatrne odstrante rekonstitu¢nu objimku a sklenent ampulku (Obrazok 4, krok 6).
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3.

e. Znovu uzatvorte ffastiCku. Na Stitku zaznamenajte udaje operatora a datum
rekonstitucie (Obrazok 4, krok 7).

f. Zahodte rekonstitu¢nu objimku a sklenenu ampulku (Obrazok 4, krok 8).

Varovanie: Pri rekonstitucii reagencii zabrarite nadmernému peneniu. Pena
interferuje so snimanim hladiny v systéme Panther.

1 (2 (3 B
i
3

/4 - ™y

Obrazok 4. Proces rekonstitucie reagencie

Vytiahnite ciefovu posilfiovaciu reagenciu qCMV zo skladovacieho priestoru (15 °C az
30 °C). Na stitku zaznamenajte inicialy operatora a datum otvorenia. Skontrolujte
Cislo Sarze na flastiCke s TER, aby ste zaistili, Zze sa zhoduje s €islom Sarze na
hlavnom liste s Ciarovymi kodmi Sarzi.

D. Priprava reagencii pre predtym pripravené reagencie

1.

Vytiahnite predtym pripravené reagencie zo skladovacieho priestoru (2 °C az 8 °C).
Predtym pripravené amplifikaéné, enzymové a prométorové reagencie a TCR musia
dosiahnut teplotu 15 °C az 30 °C pred zaciatkom testu.

Vytiahnite TER zo skladovacieho priestoru (15 °C az 30 °C).

V pripade predtym pripraveného TCR postupujte pred vlozenim do systému podla
kroku C.1.

Virenim a prevratenim amplifikanej, enzymovej a promotorovej reagencie starostlivo
premieSajte pred viozenim do systému. Pri prevracani reagencii zabrante
nadmernému peneniu.

Moznost. Predtym pripravené reagencie je mozné pripravit na trepacke nasledujicim
postupom: Vytiahnite reagencie zo skladovacieho priestoru (2 °C az 8 °C). PoloZte
reagencie na trepacku a ponechajte pri teplote 15 °C az 30 °C zahriat minimalne

30 minut.

Frasticky reagencii nedopifajte. Systém Panther rozpozna a odmietne flasticky, ktoré
boli doplnené.

E. Manipulacia so vzorkami plazmy

1.

Skontrolujte, ¢i spracované vzorky v primarnych skiumavkach alebo neriedené
vzorky v sekundarnych skimavkach boli adekvatne uskladnené podla Odber vzoriek
a skladovanie.

Uistite sa, Ze su zmrazené vzorky adekvatne rozmrazené. Poriadne premieSajte
rozmrazené vzorky v trepacke po dobu 3 az 5 sekund.
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3. Pred spracovanim ponechajte vzorky dosiahnut teplotu 15 °C az 30 °C. Dalsie
informacie o polozkach v pristroji najdete v Casti Vzorky v systéme Panther.

4. Uistite sa, Ze kazda primarna odberova skumavka obsahuje az 1 200 ul vzorky alebo
kazda sekundarna skumavka obsahuje minimalne 700 ul vzorky. Tabufka v Casti
Odber vzoriek identifikuje poziadavky na mftvy objem pre kazdy typ primarnej
a sekundarnej skumavky. Ak je potrebné riedenie vzorky plazmy v pripadoch malého
objemu vzorky a/alebo v pripadoch, ktoré vyzaduju opakované testovanie, prestudujte
si dalSie informacie v kroku E.5 nizSie.

5. Riedenie vzoriek plazmy

Vzorky plazmy je mozné zriedit v pomere 1 :3 v SAT alebo sekundarnej skumavke
na testovanie v systéme Panther.

a. Rozmrazenie negativnej kontroly Aptima CMV

i. Vytiahnite jednu skiimavku s negativnou kontrolou zo skladovacieho priestoru
(-15 °C az -35 °C) a ulozte ich do prostredia s teplotou 15 °C az 30 °C. Po
celu dobu rozmrazovania jemne prevratte skumavku a dékladne premiesaijte.
Pred pouzitim sa uistite, Ze je obsah skumavky plne rozmrazeny.

Moznost: Kontrolnu skiumavku je mozné vloZit' do trepalky a nechat tak
dobre premieSat. Pred pouzitim sa uistite, Ze je obsah skumavky pine
rozmrazeny.

ii. Po rozmrazeni obsahu skumavky vysuste vnutro skimavky €istou suchou
jednorazovou utierkou.

iii. Zatial skimavku neotvarajte, aby nedoslo ku kontaminacii.
b. Riedenie vzoriek plazmy

Poznamka: Ak je vzorka nariedena, je nutné test vykonat ihned’ po priprave
riedenia.

i. Vlozte 240 ul vzorky do SAT.

ii. Pridajte 480 pl negativnej kontroly.

iii. Uzatvorte skumavku.

iv. PremieSajte 5-nasobnym jemnym prevratenim.

Vzorky nariedené v pomere 1 : 3 je mozné testovat pomocou moznosti 1: 3 na
systéme Panther (dalSie informacie najdete v prevadzkovej prirucke k systému
Panther/Panther Fusion). Softvér automaticky nahlasi €Cisty vysledok po korekcii
faktorom riedenia. Tieto vzorky budu oznacené ako nariedené vzorky.

6. Pred vloZzenim vzoriek do stojana na vzorky centrifugujte kazdu vzorku pri odstredivej
sile 1 000 az 3 000 g po¢as 10 minut. V tomto kroku neodstraiujte uzavery.

Informacie o plneni stojana a odstrafiovani uzaverov najdete v kroku G.2 nizSie.

F. Manipulacia so vzorkou plnej krvi

1. Skontrolujte, Ze nespracované vzorky v primarnych skumavkach su adekvatne
uskladnené podla Odber vzoriek a skladovanie.

2. Uistite sa, Ze s zmrazené vzorky adekvatne rozmrazené. Pred spracovanim
ponechajte vzorky dosiahnut teplotu 15 °C az 30 °C. DalSie informéacie o polozkach
v pristroji najdete v Easti Vzorky v systéme Panther.

3. Jemne prevratte skumavky s plnou krvou aspori 3-krat, alebo ich jemne
premieSavajte na trepacke dovtedy, kym nebude krv homogénna.
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4. Pred spracovanim vzoriek vykonajte pre kazdu vzorku nasledujuci postup.

a.

C.

Krv v primarnych skumavkach sa musi dokladne premiesat’ prevracanim a vzorka
sa musi ihned preniest do skumavky, ktora obsahuje riedidlo na plnu krv.

Pridajte 500 pl vzorku plnej krvi do vopred naplnenej skumavky s riedidlom na
pinu krv.

Vymente uzaver a premiedajte vzorku na vortexe aspon 5 sekund.

Informacie o plneni stojana a odstrafiovani uzaverov najdete v kroku G.2 niZSie.

G. Priprava systému

1. Nastavte systém podla pokynov uvedenych v prevadzkovej prirucke k systému
Panther/Panther Fusion a v Casti Poznamky k postupu. Uistite sa, Ze su pouzité
reagencné stojany s vhodnou velkostou a adaptéry TCR.

2. Vlozte vzorky do stojana na vzorky Vykonajte nasledujuce kroky pre kazdu skumavku
na vzorky (vzorka a v pripade potreby kalibrator a kontroly):

a.

g.

Uvolnite uzaver jednej skimavky na vzorky, ale neodstranujte ho.

Poznamka: Zviastnu pozornost venujte prevencii Sirenia kontaminacie formou
aerosolu. Jemne uvolnite uzavery na vzorkach.

Vlozte skimavku na vzorky do stojana na vzorky.
Zopakujte kroky 2.a a 2.b pre kazdu zostavajucu vzorku.

Po vlozeni vzoriek do stojana na vzorky vytiahnite a zlikvidujte kazdy uzaver
skumavky na vzorky v jednom stojane na vzorky. Aby ste predisli kontaminacii,
nemanipulujte uzaverom nad Ziadnymi inymi stojanmi na vzorky ani skumavkami
na vzorky.

V pripade potreby odstrarite pripadné bubliny alebo penu pomocou novej
jednorazovej prenosovej pipety. Bubliny v skimavke interferuji so snimanim
hladiny v systéme Panther.

Po odstraneni posledného uzaveru vilozte stojan na vzorky do rezervoara na vzorky.

Poznamka: Ak stcasne spracovavate dalSie testy a typy vzoriek, zaistite
zachytavac vzoriek pred vioZenim stojana na vzorky do rezervoara na vzorky.

Zopakujte kroky 2.a az 2.f pre dalSi stojan na vzorky.

H. Priprava systému - pouzitie konverzného faktora pre vzorky pinej krvi.

1. Nastavte systém podla pokynov uvedenych v prevadzkovej prirucke k systéemu
Panther/Panther Fusion.

2. VlozZte stojan na vzorky.

Pouzite konverzny faktor pinej krvi pre testové prikazy vzoriek plnej krvi.

Poznamka: Konverzny faktor plnej krvi sa méze pouZit na cely stojan alebo na jeden
testovy prikaz.

Pouzitie konverzného faktora pinej krvi na cely stojan so vzorkami plnej krvi:

a.

Na obrazovke Rezervoar na stojan na vzorky dvakrat kliknite na viozeny stojan
zaujmu. Objavi sa obrazovka Vkladanie stojana so vzorkami pre zvoleny stojan.

Vyberte moznost Riedit’ vSetky.

Objavi sa okno Faktor riedenia.
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Faktor riedenia

Vybrat’ faktor riedenia

/\ Faktor riedenia

1:100

1:3

Konverzny faktor celej krvi

Volitelné

4 zaznamov celkovo

Obrazok 5. Okno Faktor riedenia na obrazovke Vkladanie stojana so vzorkami (priklad)

Vyberte Konverzny faktor celej krvi.
Zvolte tlac¢idlo OK.
Objavi sa okno Nastavit faktor riedenia pre stojan.
e. Vyberte Ano, ak chcete pouzit priznak konverzného faktora pinej krvi na cely
stojan so vzorkami plnej krvi.
Pouzitie konverzného faktora plnej krvi na jeden testovy prikaz (pozri obrazok nizsie):

a. Zobrazovky Rezervoar na stojan na vzorky dvakrat kliknite na vlozeny stojan so
vzorkou (vzorkami) zaujmu.

Objavi sa obrazovka Vkladanie stojana so vzorkami pre zvoleny stojan na vzorky.
b. Na obrazovke Vkladanie stojana so vzorkami dvakrat kliknite na vzorku zaujmu.

Objavi sa obrazovka Podrobnosti vzorky s aktualnymi testovymi prikazmi pre
zvolenu vzorku.

Z panela Objednavky testovania zvolte testovy prikaz zaujmu.
Vyberte moznost’ Pouzit’ riedenie.
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458 EI BB N E SRS

Podrobnosti vzorky

Poloha vzorky: 1

1D vzorky: 10001

Faktor riedenia

Vybrat' faktor riedenia

‘Q‘ Faktor riedenia
1:100
1:3
Konverzny faktor celej krvi

Volitelné

4 zaznamov celkovo

Hidsenie riedenia

Obrazok 6. Okno Faktor riedenia na obrazovke Podrobnosti vzorky (priklad)

e. Vyberte Konverzny faktor celej krvi.

f.  Vyberte OK, ak chcete pouzit priznak konverzného faktora plnej krvi na vSetky

vybrané testové prikazy.

4. V pripade potreby je mozné pred spustenim spracovania odstranit konverzny faktor

pre pinu krv z testového prikazu.

Postup vymazania konverzného faktora plnej krvi z celého stojana:

1. Na obrazovke Rezervoar na stojan na vzorky dvakrat kliknite na vloZzeny stojan zaujmu.

Objavi sa obrazovka Vkladanie stojana so vzorkami pre zvoleny stojan.

Vyberte moznost’ Riedit’ vSetky.

Z okna Faktor riedenia zruSte oznaCenie moznosti Konverzny faktor celej krvi.

Zvolte tlacdidlo OK.

Objavi sa okno Nastavit faktor riedenia pre stojan.

5. Vyberom moznosti Ano vymazete konverzny faktor plnej krvi z celého stojana.

Postup vymazania testovych prikazov s konverznym faktorom plnej krvi:

1. Z obrazovky Rezervoar na stojan na vzorky dvakrat kliknite na vlozeny stojan so

vzorkou (vzorkami) zaujmu.
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Objavi sa obrazovka Vkladanie stojana so vzorkami pre zvoleny stojan na vzorky.
2. Na obrazovke Vkladanie stojana so vzorkami dvakrat kliknite na vzorku zaujmu.

Objavi sa obrazovka Podrobnosti vzorky s aktualnymi testovymi prikazmi pre zvolenu
vzorku.

Z panela Objednavky testovania zvolte testovy prikaz zaujmu.
Vyberte moznost Pouzit’ riedenie.

Z okna Faktor riedenia zruste oznacenie moznosti Konverzny faktor celej krvi.

o o kW

Vyberom moznosti OK odstranite konverzny faktor plnej krvi z testového prikazu.

Poznamky k postupu
A. Kalibrator a kontroly

1. Skumavky obsahujuce pozitivny kalibrator qCMV, nizko pozitivhu kontrolu qCMV,
vysoko pozitivnu kontrolu qCMV a negativnu kontrolu qCMV je mozné vlozit do
akejkolvek polohy v stojane na vzorky a do akejkolvek drahy rezervoara na vzorky
v systéme Panther. Pipetovanie vzorky sa za¢ne, ked je splnena jedna
z nasledujucich dvoch podmienok:

a. Kalibrator a kontroly su v su€asnosti spracovavané systémom.
b. Platné vysledky pre kalibrator a kontroly su zaregistrované v systéme.

2. Po pipetovani skumaviek s kalibratorom a kontrolou a ich spracovani pre supravu
reagencii na test Aptima CMV Quant je mozné vzorky testovat pomocou spojene;j
rekonstituénej supravy az 24 hodin, pokial nenastane nasledujtce:

a. Vysledky kalibratora alebo kontroly su neplatné.
b. Suprava pridruzenej reagencie na test sa odstrani zo systému.
c. Suprava pridruZzenej reagencie na test prekrocila limity stability.
3. Kalibrator a kazdu skumavku kontroly je mozné pouzit’ iba raz. Pokusy o opakované
pouzitie skumavky mézu viest k chybam spracovania.
B. Prasok rukavic

Tak ako v kazdom reagenCnom systéme, prebytoény prasok na niektorych rukaviciach
mbze spbsobit kontaminaciu otvorenych skumaviek. Odporucaju sa bezprasné rukavice.
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Kontrola kvality

Obsluha méZze zrusit platnost’ cyklu alebo vysledku vzorky v pripade zdokumentovanych
problémov technického charakteru, s obsluhou alebo pristrojom pri vykonavani testu.
V takom pripade je nutné vzorky znovu otestovat.

Vzorky s neplatnymi vysledkami je nutné otestovat’ znova, aby sa ziskal platny vysledok.

V pripade neplatného vysledku v désledku chyby ML2 Cistu vzorku plazmy netestujte znova.
Pokyny na riedenie vzorky najdete v Postup testovania v systéme Panther, krok E.5, v tomto
pribalovom letaku.

Poznamka: V pripade chyby ML2 si pozrite prevadzkovu priru¢ku k systému Panther/
Panther Fusion, kde najdete pokyny na Cistenie Mag Wash.

Kalibracia testu

Je nutné ukon it kalibraciu testu, aby ste ziskali platné vysledky. Jeden pozitivny kalibrator
sa spracuje trikrat pri vlioZeni kazdej supravy reagencii do systému Panther. Po ukon&eni
bude kalibracia platna az 24 hodin. Softvér v systéme Panther upozorni operatora, ked bude
nutné vykonat kalibraciu. Operator naskenuje kalibracny koeficient uvedeny na liste
Ciarovych kodov hlavnej SarZze dodavanom s kazdou supravou reagencii.

V priebehu spracovania su softvérom systému Panther automaticky overované kritéria pre
prijatefnost’ kalibratora. Ak su platné menej nez dve opakovania kalibratora, softvér cyklus
automaticky vyhlasi za neplatny. Vzorky v neplathom cykle je nutné znovu otestovat
pomocou Cerstvo pripraveného kalibratora a ¢erstvo pripravenych kontrol.

Negativne a pozitivne kontroly

Aby sa vygenerovali platné vysledky, musi sa otestovat suprava kontrol testu. Jedno
opakovanie negativnej kontroly, nizko pozitivnej kontroly a vysoko pozitivnej kontroly je nutné
otestovat pri kazdom vloZeni supravy reagencii do systému Panther. Po ukonceni budu
kontroly platné az 24 hodin. Softvér v systéme Panther upozorni operatora, ked bude nutné
spracovat kontroly.

V priebehu spracovania su softvérom systému Panther automaticky overované kritéria pre
prijatelnost’ kontrol. Aby boli vysledky platné, negativna kontrola musi poskytnut vysledok
.Not Detected” (Nedetegované) a pozitivne kontroly vysledky v ramci preddefinovanych
parametrov. Ak maju akékolvek kontroly neplatny vysledok, softvér automaticky zrusi
platnost’ cyklu. Vzorky v neplatnom cykle je nutné znovu otestovat pomocou Cerstvo
pripraveného kalibratora a Cerstvo pripravenych kontrol.

Interny kalibrator/interna kontrola

Kazda vzorka obsahuje interny kalibrator/internd kontrolu (IC). V priebehu spracovania
softvér systému Panther automaticky overi kritéria prijatefnosti IC. Ak je vysledok IC
neplatny, vysledok vzorky bude neplatny tiez. Kazdu vzorku s neplatnym vysledkom IC je
nutné znovu otestovat, aby ste dostali platny vysledok.

Softvér systému Panther je navrhnuty na presnu verifikaciu procesov, ked sa vykonavaju
postupy podla pokynov poskytnutych v tomto pribalovom letaku a prevadzkovej prirucke
k systému Panther/Panther Fusion.

Aptima CMV Quant Assay 22 AW-27747-3201 Rev. 001



Aptima®

Interpretacia vysledkov

Interpretacia vysledkov

Systém Panther automaticky stanovi koncentraciu CMV DNA pre vzorky a kontroly
porovnanim vysledkov s kalibracnou krivkou. Koncentracie CMV DNA sa uvadzaju v IU/ml
alogqg IU/ml. Interpretaciu vysledkov uvadza Tabufka 1 a Tabulka 2. Ak je v systéme
Panther pouzita moznost riedenia plnej krvi alebo plazmy, softvér automaticky vypocita
koncentraciu CMV DNA pre Cistu vzorku vynasobenim riedenej koncentracie faktorom
riedenia. Vysledky vzorky budu oznacené viajkou.

Poznamka: U riedenych vzoriek plazmy sa méZu objavit vysledky ,Not Detected”
(Nedetegované) alebo ,< 53 detected” (Detegované < 53) v dbsledku nariedenia vzorky na
koncentraciu vysSiu, ale blizku LoD (limit detekcie) alebo LLoQ (dolny limit kvantifikacie).
Ak ste neziskali kvantitativny vysledok, odportic¢ame odobrat’ a otestovat’ inu Cistu vzorku.

Tabulka 1: Interpretacia vysledku plazmy

Hlaseny vysledok testu Aptima CMV Quant

Interpretacia

1U/ml Hodnota log,,
Nedetegovany Nedetegovany CMV DNA nedetegovana.
< 53 detegovanych <1.72 CMV DNA je detegovana, ale na urovni
pod dolnym limitom kvantifikacie (LLoQ).
53 az 10 000 000 1.72 az 7.00 Koncentracia CMV DNA je v kvantitativnom rozmedzi
od LLoQ do ULoQ IU/ml.
> 10000 000 >7.00 Koncentracia CMV DNA je nad hornym limitom
kvantifikacie (ULoQ).
Neplatné® Neplatné® Pri generovani vysledku doSlo k chybe. Vzorku je

nutné opatovne otestovat.

@ Neplatné vysledky sa zobrazia modrym pismom.

Tabulka 2: Interpretéacia vysledku plnej krvi

Hlaseny vysledok testu Aptima CMV Quant

Interpretacia

1U/ml Hodnota log,,

Nedetegovany Nedetegovany CMV DNA nedetegovana.

< 176 detegovanych <224 CMV DNA je detegovana, ale na urovni

pod dolnym limitom kvantifikacie (LLoQ).

176 az 10 000 000 2.24 az7.00 Koncentracia CMV DNA je v kvantitativnom rozmedzi
od LLoQ do ULoQ 1U/ml.
> 10 000 000 >7.00 Koncentracia CMV DNA je nad hornym limitom
kvantifikacie (ULoQ).
Neplatné® Neplatné® Pri generovani vysledku doSlo k chybe. Vzorku je

nutné opatovne otestovat.

@ Neplatné vysledky sa zobrazia modrym pismom.
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Poznamka: V pripade zriedenych vzoriek plazmy systém Panther oznami vysledky vysSie
ako ULoQ (horny limit kvantifikacie) s pouZitim vedeckej notacie, ak je vysledok zriedenej
vzorky v rozsahu testu pred pouZitim faktora zriedenia.

Kritéria prijatefnosti pre jednotlivé kontroly testu Aptima CMV Quant st uvedené v Tabulka 3.
Poznamka: Rozsah zachytenia uvedeny nizSie sa postva na zéklade pridelenej hodnoty

jednotlivych Sarzi. Pozrite si priradent koncentraciu uvedent na vioZzenom liste kontrolného
Ciarového kodu, ktory sa poskytuje s kazdym kontrolnym balenim.

Tabulka 3: Kritéria prijatelnosti pre rozsah vytaznosti pre test Aptima CMV Quant

Rozsah zachytenia pre platné

Komponent cykly
Negativna kontrola Nevztahuje sa
Nizka pozitivna kontrola +/- 0.6 log4q kopii/ml
Vysoka pozitivna kontrola +/- 0.5 log4q kopii/ml
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Obmedzenia

A. PouZitie tohto testu je obmedzené na personal, ktory je vySkoleny v danom postupe.
Nedodrzanie pokynov uvedenych v tomto pribalovom letaku mézZe viest k chybnym
vysledkom.

B. Spolahlivé vysledky zavisia od adekvatneho odberu vzoriek, transportu, uchovavania
a spracovania.

C. Mutacie vo vysoko konzervovanych oblastiach virusového gendému krytych primermi
alalebo sondami v teste Aptima CMV Quant, aj ked vzacne, mdzu viest k zniZzenej
kvantifikacii alebo nedetegovaniu virusu.
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Analyticky vykon

Limit detekcie podla 1. medzinarodného standardu WHO

Limit detekcie (LoD) testu je definovany ako koncentracia CMV DNA detegovana
s pravdepodobnostou 95 % alebo vy$Sou podlfa dokumentu CLSI EP17-A2.14

Limit detekcie podla 1. medzinarodného standardu WHO v plazme

LoD sa stanovil testovanim panelov 1. medzinarodného Standardu WHO (kéd NIBSC
09/162)* pre CMV zriedeny v CMV-negativnej ludskej plazme. Testovalo sa 60 opakovani
kazdého riedenia s kazdou z troch Sarzi reagencii, celkovo 180 opakovani na riedenie.
Bola vykonana probitova analyza s cielom ziskat predikované limity detekcie. Hodnoty LoD
uvedené v Tabulka 4 su vysledkom pre SarZu reagencii s najvy$Sim predikovanym limitom
detekcie. LoD pre test Aptima CMV Quant s pouzitim 1. medzinarodného Standardu WHO
je 40.7 IU/ml pre plazmu.

Tabulka 4: Limit detekcie plazmy podla 1. medzinarodného Standardu WHO pre CMV

Predikovany limit detekcie Koncentracia (1U/ml)
10 % 1.9
20 % 2.9
30 % 4.0
40 % 5.3
50 % 6.9
60 % 9.1
70 % 12.2
80 % 17.1
90 % 27.5
95 % 40.7

Limit detekcie podla 1st. medzinarodného standardu WHO v plnej krvi

LoD sa stanovil testovanim panelov 1. medzinarodného Standardu WHO pre CMV zriedeny
v CMV-negativnej plnej krvi. Testovalo sa 60 opakovani kazdého riedenia s kazdou z troch
Sarzi reagencii, celkovo 180 opakovani na riedenie. Bola vykonana probitova analyza

s cielom ziskat' predikované limity detekcie. Hodnoty LoD uvedené v Tabufka 5 su vysledkom
pre SarZu reagencii s najvy$8im predikovanym limitom detekcie. LoD testu Aptima CMV
Quant podla 1. medzinarodného Standardu WHO je 131.0 IU/ml pre pIna krv.
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Tabulka 5: Limit detekcie plnej krvi podla 1. medzinarodného standardu WHO pre CMV

Predikovany limit detekcie Koncentracia (1U/ml)
10 % 8.8
20 % 13.2
30 % 17.7
40 % 22.7
50 % 28.7
60 % 36.2
70 % 46.5
80 % 62.4
90 % 93.7
95 % 131.0

Limit detekcie genotypov CMV a mutantov rezistentnych voci lie€ivam

Limit detekcie genotypov CMV a mutantov rezistentnych vogéi lie€ivam v plazme

LoD sa overil pre tri rdzne genotypy na zaklade sekvencie glykoproteinu B’ (gB-2, gB-3,
gB-4) a mutantov rezistentnych vo i lie€ivam testovanim réznych koncentracii CMV okolo
stanoveného LoD pre plazmu s pouzitim 1. medzinarodného Standardu WHO (genotyp gB-1).
Testovanie sa vykonalo s 30 opakovaniami na ¢lena panelu na jednu SarZu reagencie

s pouzitim dvoch Sarzi reagencii Aptima CMV Quant. Najvy$si LoD overeny pre vSetky tri
genotypy a mutanty rezistentné voci lieCivam bol 40 IU/ml pri pouZiti oboch 3arzi reagencii.

Poznamka: Vykon testu Aptima CMV Quant s mutaciami CMV rezistentnymi voci
lie¢ivam sa hodnotil len vo vzorkach plazmy.

Tabulka 6: Limit detekcie genotypov CMV a mutantov rezistentnych voci lie¢ivam v plazme

Genotypy/mutanty Koncentracia (IU/ml)
gB-2 40
gB-3 40
gB-4 35
Mutanty UL54 a UL97 rezistentné vodéi lieCivam* 35
Mutant UL56 rezistentny vodi lieGivam** 35

* Mutéacie génu UL54 moézu viest ku skrizenej rezistencii voci viacerym antivirotikam na
lie€bu infekcie CMV, ako su ganciklovir (GCV), cidofovir (CDV) a foskarnet (PFA). Mutacie
génu UL97 vedu aj k rezistencii voc¢i gancikloviru (GCV).

** Mutacie génu UL56 vedu k rezistencii voci letermoviru (LET).
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Celkova hodnota LoD v plazme je 40.7 [U/ml.

Limit detekcie réznych genotypov CMV v pinej krvi

LoD sa overil pre tri rézne genotypy glykoproteinu B (gB-2, gB-3 a gB-4) testovanim réznych
koncentracii CMV okolo stanoveného LoD pre pInu krv s pouzitim 1. medzinarodného
Standardu WHO pre CMV (genotyp gB-1). Testovanie sa vykonalo s 30 opakovaniami na
¢lena panelu na jednu Sarzu reagencie s pouzitim dvoch Sarzi reagencii Aptima CMV Quant.
NajvysSi LoD overeny pre vSetky tri genotypy bol 150 IU/ml pri pouziti oboch Sarzi reagencie.

Tabulka 7: Limit detekcie réznych genotypov CMV v pinej krvi

Genotyp Koncentracia (1U/ml)
gB-2 150
gB-3 150
gB-4 130

Celkovy LoD v plnej krvi je 150 [U/ml.
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Linearny rozsah

Linearny rozsah v plazme

Linearny rozsah bol stanoveny testovanim panelov CMV riedenej v CMV-negativnych
vzorkach fudskej plazmy podla dokumentu CLSI EP06-A.” Rozsah koncentracii panelov bol
od 1.62 log4g IU/ml do 7.30 logqg IU/ml. Test Aptima CMV Quant preukazal linearitu v celom
testovanom rozsahu. Horny limit kvantifikacie (ULoQ) testu je 7 logqq IU/ml, ako je uvedené
v Obrazok 7.
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Linearny rozsah v plnej krvi

Linearny rozsah bol stanoveny testovanim panelov CMV riedenej v CMV-negativnych
vzorkach plnej krvi podla dokumentu CLSI EP06-A." Rozsah koncentracii panelov bol od
2.15logqg IU/ml do 7.3 logqq IU/ml pre pIna krv. Test Aptima CMV Quant preukazal linearitu
v celom testovanom rozsahu. Horny limit kvantifikacie (ULoQ) testu je 7 log4g IU/ml, ako je
uvedené v Obrazok 8.
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Linearita u réznych genotypov CMV
Linearita u genotypov CMV v plazme
Linearita pre genotypy glykoproteinov gB-2, gB-3 a gB-4 bola overena testovanim panelov
CMV zriedenych v CMV-negativnej plazme pri koncentraciach od 1.72 logqg lU/ml do

7.00 logqg IU/ml. Linearita bola preukazana v rozsahu pre vSetky testované genotypy, ako je
uvedené v Obrazok 9.
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Linearita u genotypov CMV v plnej krvi

Linearna odozva pre genotypy glykoproteinov gB-2, gB-3 a gB-4 bola overena testovanim
panelov CMV zriedenych v CMV-negativnej plnej krvi v koncentraciach od 2.25 log4q U/ml
do 7.00 log4q IU/ml. Linearita bola preukdzana v rozsahu pre vsetky tri testované genotypy,
ako je uvedené v Obrazok 10.
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Dolny limit kvantifikacie podla 1. medzinarodného standardu WHO

sy v

DNA spolahlivo kvantifikovana v ramci celkovej chyby podfa normy CLSI EP17-A2.* Celkova
chyba bola odhadnuta pomocou Westgardovho modelu: Celkova chyba (TE) = |systémova
chyba| + 2 SD. Celkovéa chyba testu Aptima CMV Quant bola nastavena na urover 1 logqq
IU/ml (tzn. pri LLoQ je rozdiel medzi dvomi meraniami vySSi nez 1 log4q IU/ml Statisticky
vyznamny) s ciefom zaistit' spravnost merani.

Dolny limit kvantifikacie podla 1. medzinarodného Standardu WHO v plazme

LLoQ sa stanovil testovanim panelov 1. medzinarodného Standardu WHO (kéd NIBSC 09/
162, genotyp gB-1)* pre CMV DNA zriedenu v CMV-negativnej ludskej plazme. Testovalo sa
60 opakovani kazdého riedenia s kazdou z troch Sarzi reagencii, celkovo 180 opakovani na
riedenie. Vysledky LLoQ pre tri SarZze reagencie su uvedené v Tabulka 8. Vysledky zo Sarze
reagencie s najvy$sou koncentraciou spifiajice poziadavky na TE a s = 95 % detekciou su
zhrnuté v Tabulka 9. LLoQ vytvoreny podfa 1. medzinarodného Standardu WHO pre CMV

v plazme je 53 |lU/ml.

Tabulka 8: Stanovenie LLoQ pomocou 1. medzinarodného Standardu WHO pre CMV zriedeny v plazme

« Vvbo&itana

Sarza N Ciefova  Aptima CMV |Systémova vYPocitana

. N . . SD hodnota
reagencie detegovany koncentracia Quant chyba| TE

(logqo IU/ml)  (logqq IU/ml) (logqg IU/mI) (logqg IU/ml) (logqq IU/mI)

60 56 1.48 1.64 0.36 0.16 0.87
1 60 59 1.54 1.72 0.29 0.18 0.76
60 59 1.60 1.74 0.28 0.14 0.70
60 59 1.70 1.85 0.19 0.15 0.53
60 56 1.48 1.56 0.29 0.09 0.67
2 60 58 1.54 1.61 0.27 0.07 0.60
60 58 1.60 1.69 0.28 0.09 0.64
60 60 1.70 1.83 0.24 0.14 0.62
60 56 1.48 1.67 0.26 0.19 0.71
3 60 58 1.54 1.67 0.24 0.13 0.60
60 60 1.60 1.78 0.19 0.18 0.55
60 60 1.70 1.87 0.22 0.17 0.61

SD = smerodajna odchylka
Cleny panelu, ktoré spinili ciel spravnosti (TE <= 1) a > 95 % detekciu pre $arZe reagencie 1, 2 a 3 su zafarbené na sivo.
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Tabulka 9: Suhrn LLoQ pre plazmu s pouzitim 1. medzinarodného Standardu WHO pre CMV

Sarza reagencie (IU/ml) (logqo 1U/ml)
1 53 1.72
2 41 1.61
3 47 1.67

Dolny limit kvantifikacie podla 1. medzinarodného standardu WHO pre pina krv

LLoQ sa stanovil testovanim panelov 1. medzinarodného Standardu WHO pre CMV DNA
zriedenu v CMV-negativnej ludskej pinej krvi. Testovalo sa 60 opakovani kazdého riedenia
s kazdou z troch Sarzi reagencii, celkovo 180 opakovani na riedenie. Vysledky pre tri Sarze
reagencie su uvedené v Tabulka 10. Vysledky zo SarZe reagencie s najvy$8ou koncentraciou
spinajuce poziadavky na TE a's = 95 % detekciou su zhrnuté v Tabulka 11. LLoQ vytvoreny
podla 1. medzinarodného Standardu WHO pre CMV v plnej krvi je 176 IU/ml.

Tabulka 10: Stanovenie LLoQ pomocou 1. medzinarodného Standardu WHO pre CMV zriedeného v pinej krvi

L Ciel’ov’é . Aptima CMV SD |Systémova Vypocéitana
Sarza N koncentracia Quant chyba| hodnota TE
reagencie detegovany

(logqg 1U/ml) (logqg IU/ml) (logqg IU/ml)  (logqq IU/mI) (logqg 1U/ml)

60 58 2.1 2.06 0.47 0.06 1.00

1 60 59 2.16 2.04 0.51 0.12 1.14

60 60 2.20 2.14 0.44 0.06 0.94

60 59 2.24 2.28 0.26 0.04 0.56

60 60 2.1 2.02 0.42 0.09 0.93

2 60 60 2.16 212 0.26 0.04 0.56

60 59 2.20 2.14 0.30 0.07 0.67

60 60 2.24 2.26 0.26 0.02 0.53

60 59 2.1 2.25 0.43 0.13 1.00

3 60 59 2.16 2.34 0.27 0.18 0.72

60 60 2.20 2.38 0.30 0.17 0.77

60 60 2.24 2.39 0.30 0.15 0.74

SD = smerodajna odchylka
Cleny panelu, ktoré splnili ciel spravnosti (TE < 1) a > 95 % detekciu pre $arze reagencie 1, 2 a 3 su zafarbené na sivo.
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Tabulka 11: Sahrn LLoQ pre pint krv s pouZzitim 1. medzinarodného Standardu WHO pre CMV

Sarza reagencie (IU/ml) (logqo 1U/ml)
1 138 214
2 106 2.02
3 176 2.25

Stanovenie dolného limitu kvantifikacie genotypov CMV a mutantov rezistentnych
voéi lie€ivam

Dolny limit kvantifikacie genotypov a mutantov rezistentnych vo¢i lie¢ivam v plazme

LLoQ stanoveny pomocou 1. medzinarodného Standardu WHO sa overil testovanim riedeni
genotypov CMV gB-2, gB-3, gB-4 a mutantov rezistentnych voci lieCivam v CMV-negativne;j
[udskej plazme. Kazdy Clen panelu sa testoval v 60 opakovaniach s jednou Sarzou
reagencie. Vysledky uvadza Tabulka 12. Vypocitany LLoQ pre genotypy gB-2, gB-3, gB-4

a mutanty rezistentné vodi lieSivam zo $arze reagencie s najvy$Sou koncentraciou spifiajice
poziadavky na TE a s = 95 % detekciou su zhrnuté v Tabulka 13. Celkovy LLoQ pre plazmu
v tomto teste je 53 IU/ml.

Poznamka: Vykon testu Aptima CMV Quant s mutaciami CMV rezistentnymi voci
lie¢ivam sa hodnotil len vo vzorkach plazmy.

Tabulka 12: Stanovenie LLoQ genotypov a mutantov rezistentnych voci lieCivam v plazme

Cielova Aptima CMV |Systémova  Vypocéitana

Genotypy/ % koncentracia Quant Sb chyba| hodnota TE
mutanty detegovanych

(logqo IU/ml)  (logqo IU/ml) (logqo IU/ml) (logqo IU/ml) (logqq IU/ml)

60 93.3 1.48 1.38 0.41 0.10 0.92

60 96.7 1.54 1.39 0.39 0.16 0.95

gB-2 60 93.3 1.60 1.49 0.38 0.11 0.87

60 96.7 1.65 1.70 0.24 0.04 0.51

60 95.0 1.70 1.54 0.32 0.16 0.80

60 91.7 1.48 1.27 0.38 0.20 0.97

60 91.7 1.54 1.27 0.40 0.27 1.07

60 88.3 1.60 1.31 0.47 0.29 1.23

gB-3

60 93.3 1.65 1.46 0.34 0.20 0.88

60 91.7 1.70 1.57 0.29 0.13 0.71

60 98.3 1.74 1.55 0.30 0.19 0.79
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Tabulka 12: Stanovenie LLoQ genotypov a mutantov rezistentnych voci lieCivam v plazme (pokraCovanie)

Cielova Aptima CMV |Systémova  Vypocitana

Genotypy/ N % koncentracia Quant Sb chyba| hodnota TE
mutanty detegovanych
(logqo IU/ml)  (logqg IU/ml) (logqg IU/ml) (logqg IU/ml) (logqq IU/mI)
60 96.7 1.48 1.38 0.39 0.09 0.88
60 98.3 1.54 1.51 0.33 0.03 0.69
gB-4 60 95.0 1.60 1.66 0.36 0.06 0.79
60 98.3 1.65 1.66 0.29 0.01 0.59
60 100.0 1.70 1.70 0.24 0.00 0.48
60 95.0 1.48 1.57 0.32 0.10 0.74
Liecivo 60 98.3 1.54 1.58 0.32 0.04 0.68
rezistentny
mutant 60 98.3 1.60 1.72 0.33 0.12 0.79
(UL54 a
uL97) 60 100.0 1.65 1.74 0.22 0.08 0.51
60 100.0 1.70 1.83 0.24 0.14 0.61
60 95.0 1.48 1.54 0.28 0.07 0.64
Liegivo 60 96.7 1.54 1.60 0.30 0.06 0.65
rezistentny 60 100.0 1.60 1.69 0.26 0.08 0.60
mutant
(UL56) 60 100.0 1.65 1.78 0.29 0.12 0.71
60 100.0 1.70 1.74 0.27 0.05 0.58

SD = smerodajna odchylka
Cleny panelu, ktoré splinili ciel spravnosti (TE < 1) a > 95 % detekciu pre $arze reagencie 1, 2 a 3 st zafarbené na sivo.

Tabulka 13: Sthrn LLoQ genotypov a mutantov rezistentnych voci lieCivam v plazme

Genotypy/mutanty LLoQ
(IU/mil) (logqg IU/ml)
gB-2 50 1.70
gB-3 35 1.55
gB-4 24 1.38
Mutant rezistentny voci 38 157
lieCivam

UL54 a UL97*

Mutant rezistentny voci 35 1.54
lieCivam
UL56**

* Mutacie génu UL54 mézu viest ku skrizenej rezistencii voci viacerym antivirotikdm
na lie€bu infekcie CMV, ako su ganciklovir (GCV), cidofovir (CDV) a foskarnet (PFA).
Mutacie génu UL97 vedu aj k rezistencii voci gancikloviru (GCV).

** Mutacie génu UL56 vedu k rezistencii voci letermoviru (LET).
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Dolny limit kvantifikacie u réznych genotypov v pinej krvi

LLoQ stanoveny pouzitim 1. medzindrodného Standardu WHO bol overeny testovanim
riedeni genotypov CMV gB-2, gB-3 a gB-4 v CMV-negativnej fudskej plnej krvi. Kazdy €len
panelu sa testoval v 60 opakovaniach s jednou SarZou reagencie. Vysledky uvadza
Tabulka 14. LLoQ pre genotypy gB-2, gB-3 a gB-4 zo SarzZe reagencii s najvysSou
koncentraciou spifiajucou poziadavky TE a = 95 % detekciou je zhrnuty v Tabulka 15.

Celkovy LLoQ pre pInu krv v tomto teste je 176 IU/ml.

Tabulka 14: Stanovenie LLoQ u réznych genotypov v pinej krvi

Cielova Aptima CMV SD |Systémova  Vypocéitana
N koncentracia Quant chyba| hodnota TE
Genotyp N .
detegovany
(logqo 1U/ml) (logqg IU/ml) (logqg IU/ml) (logqo IU/ml) (logqg IU/mI)
60 56 2.08 1.77 0.43 0.30 1.16
60 56 215 1.87 0.39 0.27 1.06
60 56 2.20 1.80 0.59 0.40 1.58
60 58 2.26 1.97 0.41 0.28 1.1
gB-2
60 59 2.30 2.06 0.50 0.24 1.24
60 57 2.34 2.01 0.52 0.33 1.38
60 59 2.38 2.1 0.36 0.27 1.00
60 60 2.41 219 0.30 0.23 0.84
60 46 2.08 1.73 0.59 0.35 1.53
60 54 215 1.78 0.50 0.36 1.37
gB-3 60 54 2.20 1.87 0.50 0.33 1.34
60 58 2.26 2.02 0.52 0.23 1.27
60 58 2.30 2.02 0.32 0.28 0.92
60 55 2.08 1.78 0.53 0.30 1.37
gB-4 60 57 2.15 1.97 0.40 0.18 0.97
60 58 2.20 2.09 0.39 0.12 0.89

SD = smerodajna odchylka

Tabulka 15: Sthrn LLoQ pre jednotlivé genotypy v pinej krvi

Genotyp LLoQ
(IU/ml) (logqg 1U/ml)
gB-2 129 2.1
gB-3 104 2.02
gB-4 93 1.97
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Nadvaznost’ na 1. medzinarodny standard WHO

Na stanovenie nadvaznosti na 1. medzinarodny Standard WHO sa pocas vyvoja a vyroby
produktu pouzivala séria sekundarnych standardov so znamymi koncentraciami. 1.
medzinarodny Standard WHO pre CMV bol zriedeny a testovany spolu so sekundarnymi
Standardmi, ako aj s kontrolami testu a kalibratormi pouzivanymi v teste Aptima CMV Quant
na vyhodnotenie sledovatelnosti podla CLSI EP32-R."* Koncentracia sekundarnych
Standardov bola v rozmedzi od 1.80 do 6.60 logqg IU/ml.

Nadvaznost’ na 1. medzinarodny standard WHO pri pouziti plazmy

Koncentracie testované pre 1. medzinarodny Standard WHO pre CMV boli od 2.18 do 4.70 log4q
IU/ml. Plazmatické panely WHO, sekundarne Standardy, kontroly testu a kalibratory testu priniesli
vysledky podla o€akavania v celom linearnom rozsahu testu, ako je vidiet na Obrazok 11.
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Obrazok 11. Nadvédznost medzi cielovymi koncentraciami 1. medzinarodného standardu WHO pre CMV
a uvadzanymi koncentraciami v teste Aptima CMV Quant (Standard WHO zriedeny v plazme)
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Nadvéaznost’ na 1. medzinarodny standard WHO pri pouziti plnej krvi

Koncentracie testované pre 1. medzinarodny Standard WHO pre CMV v plnej krvi boli od
2.70 do 4.70 log4g IU/ml. Panely pinej krvi so Standardmi WHO, sekundarnymi Standardmi,
kontrolami testu a kalibratormi testu sa obnovili podla oCakavania v linearnom rozsahu testu,
ako je mozné vidiet z Obrazok 12.
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Obrazok 12. Nadvéznost medzi cielovymi koncentraciami 1. medzinarodného Standardu WHO pre
CMV a uvadzanymi koncentraciami v teste Aptima CMV Quant (Standard WHO zriedeny v plnej krvi)
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Presnost’

Plazma

Na posudenie presnosti sa vytvoril 6-Clenny panel riedenim CMV-pozitivhych klinickych
vzoriek alebo kultivovaného CMV do CMV-negativnej plazmy. Panel bol testovany tromi
operatormi za pouzitia troch Sarzi reagencii v troch systémoch Panther v priebehu 20 alebo
viac testovych dni. Kazdy operator vykonal dva cykly denne a kazdy ¢len panelu bol
testovany dvakrat v kazdom cykle. Studia bola navrhnuta a analyzovana podia odporuéani
CLSI EP-05-A3."

Tabulka 16 uvadza presnost vysledkov testov (v logqg IU/ml) medzi pristrojmi, operatormi,
Sarzami reagencii, cyklami, driami, v ramci cyklov a celkovo. Celkova variabilita bola
primarne spdsobena variabilitou v ramci cyklu (tzn. ndhodna chyba).

Tabulka 16: Presnost testu Aptima CMV Quant v plazme

Priemerna Medzi Medzi Medzi Medzi Medzi V ramci
N koncentracia  $arzami  pristrojmi operatormi  dhami cyklami cyklu Spolu
(logqo 1U/ml) SD SD SD SD SD SD SD
108 2.28 0.02 0.04 0.00 0.00 0.06 0.16 0.18
108 2.82 0.06 0.00 0.00 0.04 0.07 0.11 0.14
108 3.49 0.07 0.00 0.01 0.06 0.06 0.11 0.15
108 4.53 0.04 0.02 0.04 0.00 0.07 0.07 0.11
108 5.57 0.06 0.00 < 0.001 0.04 0.02 0.09 0.12
108 6.67 0.06 0.03 0.00 0.00 0.00 0.10 0.12

SD = smerodajna odchylka
Poznamka: Variabilita spojena s niektorymi faktormi méze byt numericky negativna, k éomu méze dojst, ak je variabilita
v dbsledku tychto faktorov velmi mala. Ked k tomu dbjde, SD sa zobrazi ako 0.

PIna krv

Na posudenie presnosti sa vytvoril 6-Clenny panel riedenim CMV-pozitivhych klinickych
vzoriek alebo pridanim kultivovaného CMV do CMV-negativnej plnej krvi. Panel bol testovany
tromi operatormi za pouzitia troch Sarzi reagencii v troch systémoch Panther v priebehu

20 alebo viac testovych dni. Kazdy operator vykonal dva cykly denne a kazdy ¢len panelu bol
testovany dvakrat v kazdom cykle.

Tabulka 17 uvadza presnost vysledkov testov (v logqg IU/ml) medzi pristrojmi, operatormi,
Sarzami, cyklami, dfiami, v ramci cyklov a celkovo. Celkova variabilita bola primarne
spbsobena variabilitou v ramci cyklu (tzn. nahodna chyba).
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Tabulka 17: Presnost testu Aptima CMV Quant v plnej krvi

Priemerna Medzi Medzi Medzi Medzi Medzi V ramci
N koncentracia Sarzami  pristrojmi  operatormi dnami cyklami cyklu Spolu
(logqg IU/ml) SD SD SD SD SD SD SD
108 2.78 0.00 0.01 0.05 0.00 0.08 0.14 0.17
108 3.38 0.03 0.00 0.04 0.00 0.00 0.13 0.14
108 3.95 0.06 0.00 0.07 0.05 0.05 0.13 0.18
108 4.76 0.03 0.01 0.08 0.00 0.07 0.12 0.16
108 5.64 0.01 0.00 0.07 0.00 0.00 0.11 0.13
108 6.74 0.03 0.00 0.05 0.00 0.04 0.09 0.12

SD = smerodajna odchylka
Poznamka: Variabilita spojena s niektorymi faktormi moze byt numericky negativna, k Somu méze dojst, ak je
variabilita v dosledku tychto faktorov velmi mala. Ked k tomu déjde, SD sa zobrazi ako 0.

Potencialne interferujuce latky

Bola hodnotena nachylnost' testu Aptima CMV Quant na interferenciu spésobenu zvySenymi
hladinami endogénnych latok, antikoagulancii a lieCiv bezne predpisovanych pacientom

s transplantatom. Testovacie koncentracie pre kazdu z interferujucich latok boli vybrané na
zaklade referencii dostupnej literatury a pokynov uvedenych v dokumentoch CLSI EPQ7*

a EP37". Testovali sa CMV-negativne vzorky plazmy a vzorky s pridanym CMV

s koncentraciou 2.22 log4g IU/ml a 3.30 log4g IU/ml. CMV-negativne vzorky plnej Krvi

a vzorky s pridanym CMV s koncentraciou 2.72 a 4.00 log4g IlU/ml CMV DNA boli testovane
na hemoglobin

Na vykone testu sa neprejavila ziadna interferencia pritomnosti albuminu (60 mg/ml),
hemoglobinu (10 mg/ml), triglyceridov (15 mg/ml) nekonjugovaného bilirubinu (0.4 mg/ml) ani
ludskej genomickej DNA (2 pg/ml). V pritomnosti 100 mg/ml hemoglobinu pridaného do
vzoriek plnej krvi sa nepozorovali Ziadne interferencie vo vzorkach plnej krvi pri vykone testu.

Klinické vzorky plazmy od pacientov so zvySenymi hladinami Specifickych latok alebo od
pacientov s ochoreniami uvedenymi v Tabulka 18 boli testované pomocou testu Aptima CMV
Quant. Nebola pozorovana interferencia vo vykone testu.

Tabulka 18: Testované typy klinickych vzoriek

Typy klinickych vzoriek Pocet testovanych klinickych vzoriek
1 Antinuklearne protilatky (ANA) 10
2 Systémovy lupus erythematosus (SLE) 10
3 Reumatoidna artritida (RA) 10
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Nebola pozorovana Ziadna interferencia s vykonom testu v pritomnosti exogénnych latok
uvedenych v Tabulka 19 pri koncentraciach na drovni minimalne trojnasobku C,5x lie€iv
v ludskej plazme.

Tabulka 19: Exogénne latky

Pool
exogénnych Testované exogénne latky

latok
1 Cefotetan, klavulanat draselny, ticarcilin disodny, vankomycin
2 Piperacilin
3 Sulfametoxazol
4 Sodna sof tazobaktamu, trimetoprim, flukonazol
5 Ganciklovir, valganciklovir, cidofovir, foscarnet, valaciklovir, aciklovir, letermovir
6 Azatioprin, cyklosporin, mykofenolat mofetil, kyselina mykofenolova
7 Sirolimus, takrolimus, prednizén, everolimus
8 Citrat sodny, EDTA, heparin

Specificita

$pecificita bola stanovena testovanim 780 zmrazenych CMV-negativnych klinickych vzoriek.
Specificita sa vypocitala ako percento CMV-negativnych vzoriek s vysledkom
.,Nedetegované® v pomere k celkovému poctu testovanych vzoriek pre kazdy typ vzorky.

CMV DNA sa nedetegovala v 389 vzorkach plazmy a 390 vzorkach plnej krvi. Specificita bola
99.7 % (389/390, 95 % CI: 98.6 — 100 %) pre plazmu a 100 % (390/390, 95 % CI: 99.3 —
100 %). Kombinovana $pecificita testu Aptima CMV Quant pre plazmu a pinu krv bola 99.9 %
(779/780, 95 % CI: 99.3 — 100 %).

Tabulka 20: Specificita vo vzorkéch plazmy a pinej krvi

Plazma PIna krv Plazma a plna krv
Validne opakovania (n) 390 390 780
Nedetegovany 389 390 779
Specificita 99.7 % 100 % 99.9 %
(95 % Cl) (98.6 — 100) (99.3 - 100) (99.3 — 100)

ClI = interval spolahlivosti
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Analyticka Specificita

Potencialna skrizena reaktivita s patogénmi uvedenymi v Tabulka 21 bola hodnotena v CMV-
negativnej ludskej plazme v pritomnosti alebo nepritomnosti 2.2 logqg IU/ml a 3.3 log4g IU/ml
CMV. Tri krvné parazity najdené vo vzorkach plnej krvi sa hodnotili aj v CMV-negativnej plnej
krvi v pritomnosti alebo nepritomnosti 2.7 logqg IU/ml a 4.0 log4g IU/ml CMV. Patogény boli

testované pri najvy3sej dostupnej koncentracii. Nepozorovala sa Ziadna skrizena reakcia ani
interferencia.

Tabulka 21: Patogény testované na analyticku Specificitu

Mikroorganizmus/patogén Koncentracia Mikroorganizmus/patogén Koncentracia
Adenovirus typ 4 1.886 TCID 50/ml® Mycobacterium intracellulare 1 000 000 CFU/ml
BK polyomavirus 1 000 000 cp/ml® Mycoplasma genitalium 1 000 000 CFU/ml
Virus Epsteina a Barrovej 1 000 000 cp/ml Mycoplasma pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Virus hepatitidy B 1 000 000 IU/ml ° Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/ml
Virus hepatitidy C 1 000 000 cp/ml Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/ml
Herpes simplex virus typ 1 1428571 TCID 50/ml Salmonella enterica sérovar 1000000  CFU/ml
Typhimurium
Herpes simplex virus typ 2 147.143 TCID 50/ml Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/ml
HIV-1 podtyp B 1 000 000 cp/ml Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/ml
Ludsky herpesvirus 6A 1 000 000 cp/ml Streptococcus agalactiae 1 000 000 CFU/ml
Ludsky herpesvirus 7 1428571 TCID 50/ml Streptococcus pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Ludsky herpesvirus 8 1 000 000 cp/ml Streptococcus pyogenes 1 000 000 CFU/ml
Ludsky metapneumovirus 192.857 TCID 50/ml Aspergillus niger 485.000 CFU/ml
Ludsky papilomavirus typ 18 1 000 000 cp/ml Candida albicans 1 000 000 CFU/ml
Ludsky virus parainfluenzy 944 TCID 50/ml Cryptococcus neoformans 1 000 000 CFU/ml
Virus influenzy 3.857 TCID 50/ml Trichomonas vaginalis 1 000 000 buniek/ml
Rinovirus 7.257 TCID 50/ml Leishmania major* 1 000 000 buniek/ml
Virus varicella zoster 1 000 000 cp/ml Babesia microti* 1 000 000 buniek/ml
Virus zika 29.286 TCID 50/ml Plasmodium falciparum* 1 000 000 buniek/ml
Chlamydia trachomatis 1 000 000 CFU/ml ¢
Clostridium perfringens 1 000 000 CFU/ml
Corynebacterium diphtheriae 1 000 000 CFU/ml
Enterococcus faecalis 1 000 000 CFU/mI
Escherichia coli 1 000 000 CFU/mlI
Klebsiella pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Listeria monocytogenes 1 000 000 CFU/ml

2TCID 50/ml = jednotky infekénej davky pre tkanivovu kultiru na ml
cp/ml = kopie virusov na ml

°|U/ml = medzinarodné jednotky na ml

¢ CFU/ml = pocet jednotiek tvoriacich koldnie na ml

* testované s typom vzorky plnej krvi
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Riedenie vzorky plazmy pouzitim negativnej kontroly Aptima CMV (1 : 3)

Na posudenie presnosti kvantifikacie CMV DNA vo vzorkach plazmy zriedenych s negativnou
kontrolou Aptima CMV sa vzorky s koncentraciami rozlozenymi v linearnom rozsahu zriedili
v pomere 1: 3 s negativnou kontrolou Aptima CMV (240 pl vzorky v kombinacii so 480 pl
negativnej kontroly Aptima CMV). Cisté a zriedené vzorky sa testovali v troch opakovaniach.
Testovanie sa vykonalo pomocou jednej 3arze reagencii v jednom systéme Panther

a s dvomi Sarzami negativnej kontroly CMV Aptima. Rozdiel medzi Cistymi a zriedenymi
vysledkami testov sa vypocital pre kazdy subor vzoriek, ako je uvedené v Tabulka 22.
Koncentracie vzoriek boli presne obnovené v zriedenych vzorkach po zahrnuti faktora
riedenia.

Tabulka 22: Opakovatelnost klinickych vzoriek plazmy zriedenych v negativnej kontrole

Cista vzorka plazmy Zriedena vzorka plazmy

Priemerna uvadzana koncentracia Prie’mt_arné uvadzana (Iozoz:jl.iltlarlnl)
(logqgIU/ml) n =3 koncentracia (logqq IU/ml) n = 6 10
2.30 242 0.12
2.50 2.60 0.11
3.03 3.02 -0.01
3.46 3.45 -0.01
3.29 3.29 0.00
4.64 4.43 -0.21
5.32 5.31 -0.01
6.43 6.44 0.01
6.91° 6.95 0.05
> ULoQ® 7.41° Nevztahuje sa

*Vysledok z dvoch opakovani. Styri vysledky boli ,Detegované*, ale neboli kvantifikované.

°Vysledok z dvoch opakovani. Jeden vysledok bol ,Detegovany*, ale nebol kvantifikovany, pretoze bol > ULoQ.
°Tri vysledky boli ,Detegované®, ale neboli kvantifikované, pretoze boli > ULoQ.

“Vysledok zo S$tyroch opakovani. Dva vysledky boli ,Detegované®, ale neboli kvantifikované, pretoze boli > ULoQ.
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Potvrdenie LoD a LLoQ pouzitim 1. medzinarodnych standardov WHO pre CMV
zriedenych v negativnej kontrole CMV Aptima

LoD a LLoQ testu Aptima CMV Quant boli potvrdené pomocou 1. medzinarodného Standardu
WHO pre CMV (kéd NIBSC 09/162) v plazme zriedenej 1 : 3 s pouzitim negativnej kontroly
Aptima CMV. Vzorky boli pripravené v CMV-negativnej ludskej plazme s koncentraciami
CMV 90, 105, 120, 135, 150 a 165 IU/ml. Kazdy panel sa tesne pred testovanim zriedil

v pomere 1: 3 v negativnej kontrole Aptima CMV na konec¢né koncentracie priblizne 30, 35,
40, 45, 50 a 55 IU/ml. Kazdy ¢&len panelu sa testoval v celkovo 60 opakovania s jednou
Sarzou reagencie v priebehu troch dni. Celkova chyba bola odhadnuta pomocou
Westgardovho modelu: Celkova chyba (TE) = |systémova chyba| + 2 SD. VSetky vzorky

s koncentraciou 2 45 [U/ml mali 2 95 % detekciu a celkovu chybu (TE) < 1 log4q IU/ml, ako je
uvedené v Tabulka 23. To potvrdzuje LLoQ CMV so vzorkami zriedenymi negativnou
kontrolou.

Tabulka 23: LoD a LLoQ vzoriek plazmy zriedenych v pomere 1 : 3 pouZitim negativnej kontroly

Cielova Cielova Aptima

o . . e
o . koncentracia po koncentracia po CMV Quant pre SD |Systémova Vypocitana
Detegované . . . . . . chyba| hodnota TE
zriedeni1:3 zriedeni1:3  zriedenu vzorku
(IU/ml) (log4o 1U/ml) (logqo IU/ml)  (log4g IU/ml) (log4q 1U/ml) (logqo 1U/ml)
60 98.3 % 45 1.65 1.73 0.22 0.08 0.53
Prenos

Kontaminacia spbsobena prenosom sa hodnotila pre systém Panther s pouZitim plazmy ako
typu vzorky s pouzitim inych testov virusovej zataze (Aptima HIV-1 Quant Dx, Aptima HCV
Quant, Aptima HBV Quant). Pri predchadzajucom testovani sa nezaznamenala Ziadna
kontaminacia spdsobena prenosom. Bola vykonand Studia za pouzitia doplnenych panelov na
troch systémoch Panther s cielom potvrdit, Ze systém Panther minimalizuje riziko faloSne
pozitivnych vysledkov vznikajucich kontaminaciou v type vzorky plnej krvi v désledku prenosu.
Prenos bol hodnoteny pomocou vzoriek plnej krvi s pridanou CMV DNA vo vysokom titri

(6 logqg IU/ml) striedajucich sa s CMV-negativnymi vzorkami v Sachovnicovom vzore.
Testovanie prebehlo v dvanastich cykloch. Celkova miera prenosu bola 0.24 % (1/423).
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Korelacia metod
Tato Studia bola navrhnuta v stlade s dokumentom CLSI EP09c.™

Korelacia plazmovej metody

Vykon testu Aptima CMV Quant sa hodnotil v porovnani s porovnavacim CMV testom
testovanim neriedenych klinickych vzoriek od CMV-pozitivhych pacientov a umelych vzoriek
vyrobenych z rédznych kmenov kultivovaného patriacich ku v8etkym Styrom genotypom
pridanych do negativnej EDTA plazmy od jednotlivych darcov. Celkom 160 klinickych vzoriek
a 115 umelych vzoriek v linearnom rozsahu spoloénom pre oba testy bolo pouZzitych

v Demingovej regresii, ako je uvedené v Obrazok 13.
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Obrazok 13. Koreldcia medzi virusovou zataZzou CMV v teste Aptima CMV Quant a porovnavacim
CMYV testom na testovanie vzoriek plazmy
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Korelacia metédy plnej krvi

Vykon testu Aptima CMV Quant sa hodnotil v porovnani s porovnavacim CMV testom
testovanim neriedenych klinickych vzoriek od CMV-pozitivnych pacientov a umelych vzoriek
vyrobenych z kultivovaného virusu pridaného do negativnej EDTA pinej krvi od jednotlivych
darcov. Celkom 159 klinickych vzoriek a 83 umelych vzoriek v linearnom rozsahu spolo¢nom
pre oba testy bolo pouzitych v Demingovej regresii, ako je uvedené v Obrazok 14.
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Obrazok 14. Koreldcia medzi virusovou zataZou CMV v teste Aptima CMV Quant a porovnavacim
CMYV testom na testovanie vzoriek plnej krvi
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Reprodukovatelnost’

Reprodukovatelnost’ vo vzorkach plazmy

Reprodukovatelnost testu Aptima CMV Quant v plazme sa hodnotila na troch externych
pracoviskach. Testovanie vykonali na kazdom pracovisku dvaja operatori. PoCas testovania
vykonal kazdy operator jeden cyklus za den v priebehu 5 dni pomocou jednej Sarze
reagencii. Kazdy cyklus mal tri opakovania kazdého €&lena panelu.

Reprodukovatelnost sa testovala pomocou ¢lenov panelu pripravenych riedenim CMV-
pozitivnych klinickych vzoriek alebo kultivovanych CMV do CMV-negativnej EDTA plazmy.
Koncentracie CMV DNA pokryvali linearny rozsah testu.

Tabulka 24 znazornuje reprodukovatelnost’ a presnost’ vysledkov testu pre kazdy pozitivny
¢len panelu medzi miestami, medzi operatormi, medzi dfiami, medzi cyklami, v ramci cyklov
a celkovo. Variacny koeficient sa vypocital pomocou tejto rovnice, kde ¢* je rozptyl vzoriek
z udajov po transformacii log.

%CV = 100 x /10°° %13 (10) _ 1

Tabulka 24: Reprodukovatelnost trovni CMV DNA v teste Aptima CMV Quant v systéme Panther
u pozitivnych &lenov panelu v plazme

Prispevok k celkovému rozptylu

N Pozorovany priemer SD (%CV?) Crzlt‘:;i/
U/ml Log10 IU/ml Meflzi _ Me'dzi ) Mvedzi_ Medzi_ V ramci ("/fc?V)
pracoviskami  operatormi dnami cyklami cyklu
90 198.33 2.26 0.05 (11.19) 0('8)0 ( 102:9964) 0('8)0 (3%.1579) ( 403;_1688)
9% 603.27 2.76 (g:gg) ?2(2%1) (105.?678) (106.0245) (20%.102;1) (303;.1;7)
90 2428.54 3.36 0.06 (12.83) 0('8)0 (201'9492) (102'9863) (2(2.1619) (308"1267)
90  27623.02 4.42 0.07 (15.98) 0('8)0 (8:%) (1035_0865) (1O§.()388) (306.1633)
90  284107.74 5.44 0.07 (15.58) o(.(()))o ( 1069242) 0('8)0 (2(’1'?696) (206.1920)
90 3821364.62 6.57 0.08 (19.12) O(.g)O (1049262) (285) (107'.0485) (30()"1235)

%CV = log-normalny variacny koeficient, SD = smerodajna odchylka (log4q 1U/ml)
Poznamka: Variabilita niektorych faktorov moze byt Ciselne negativna. Moze sa to stat, ak je variabilita
spOsobena tymito faktormi vefmi mala. V tychto pripadoch su SD a %CV uvedené ako 0.

Reprodukovatelnost’ vo vzorkach plnej krvi

Reprodukovatelnost’ testu Aptima CMV Quant v plnej krvi sa hodnotila na troch externych
pracoviskach. Testovanie vykonali na kazdom pracovisku dvaja operatori. PoCas testovania
vykonal kazdy operator jeden cyklus za def v priebehu 5 dni pomocou jednej Sarze
reagencii. Kazdy cyklus mal tri opakovania kazdého ¢lena panelu.
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Reprodukovatelnost sa testovala pomocou ¢lenov panelu pripravenych riedenim CMV-
pozitivnych klinickych vzoriek alebo kultivovaného CMV do CMV-negativnej EDTA plnej krvi.
Koncentracie CMV DNA pokryvali linearny rozsah testu.

Tabulka 25 uvadza reprodukovatelnost’ a presnost’ vysledkov testu pre kazdy pozitivny &len
panelu medzi pracoviskami, medzi operatormi, medzi dfiami, medzi cyklami, v ramci cyklov
a celkovo s vynimkou jednej pozorovanej odchylky (0.2 %, 1/533). Variacny koeficient sa
vypocital pomocou tejto rovnice, kde o’ je rozptyl vzoriek z udajov po transformacii logqg.

0% CV = 100 x  10°° *In (10) _ 1

V pripade vSetkych CMV-pozitivnych a CMV-negativnych ¢lenov panelu boli hodnoty
zhody 100 %.

Tabulka 25: Reprodukovatelnost trovni CMV DNA testu Aptima CMV Quant v systéme Panther u pozitivnych
Clenov panelu v plnej krvi

Pozorovany priemer Prispevok k cel:(ovezmu rozptylu Celkovy

. SD (%CV?) rozptyl
Ui Log10 IU/mI Medzi Medzi Medzi Medzi Vramci  SP

pracoviskami operatormi dnami cyklami Cykly (%CV)
0.00 0.00 0.00 0.11 0.18 0.21

89 604.32 273 0) 0) 0) (25.39)  (4323)  (51.32)
<0.01 0.00 0.00 0.07 0.11 0.13

89 2188.59 3.32 0) 0) 0) (15.25)  (25.34)  (29.83)
0.04 0.04 0.00 0.08 0.13 0.16

89 783084 3.87 (8.75) (8.16) ) (17.71)  (30.28)  (37.70)
0.03 0.00 0.00 0.10 0.11 0.15

88 4889712 4.66 (7.11) (0) (0) (22.47)  (24.99)  (34.89)
0.04 0.04 0.00 0.05 0.09 0.12

88 37562691 5.56 (9.59) (9.96) 0) (12.04)  (21.18)  (28.34)
0.08 0.00 0.05 0.03 0.10 0.14

89 4609046.44 6.64 (18.15) 0) (1142)  (632) (2274) (32.39)

%CV = log-normalny variacny koeficient, SD = smerodajna odchylka (log4g 1U/ml)

Poznamka: Variabilita niektorych faktorov méze byt Ciselne negativna. MézZe sa to stat, ak je
variabilita spdsobena tymito faktormi velmi mala. V tychto pripadoch su SD a %CV uvedené ako 0.

2 Celkovy vysledok rozptylu bez odlahlej hodnoty, ktora by mohla byt désledkom problému s pripravou
vzorky.
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Aptima®

Klinicky vykon

Klinicka zhoda

Studia klinického vykonu bola navrhnuta na posudenie klinickej zhody medzi testom Aptima
CMV Quant a schvalenym porovnavacim testom. PoCas prospektivnej multicentrickej Studie
na 6smich klinickych pracoviskach boli odobraté vzorky plazmy od prijemcov transplantatov
solidnych organov (SOTR) a prijemcov transplantatov krvotvornych kmenovych buniek
(HSCTR), ktori sa podrobili monitorovaniu CMV v beznej klinickej praxi. Okrem toho sa od
dodavatelov klinickych vzoriek ziskali zvySné zmrazené vzorky od SOTR a HSCTR.

Z 88 ucastnikov, ktori boli zaradeni do prospektivnej studie, Sest u¢astnikov nebolo
hodnotitelnych z dévodu vystipenia zo Studie (n = 5) alebo z dévodu, Zze nemali platné
vysledky vzoriek s testom Aptima CMV Quant a schvalenym testom (n = 1). Tabulka 26
uvadza demografické a zakladné klinické charakteristiky 82 hodnotitelnych ucastnikov.

Tabulka 26: Demografické udaje a vychodiskové klinické charakteristiky u€astnikov, ktorych bolo mozné
hodnotit, celkovo a podfa typu transplantacie

Vlastnosti SOTR HSCTR Vietko
Spolu, N 62 20 82
Pohlavie, n (%) Muz 28 (45.2) 14 (70.0) 42 (51.2)
Jena 34 (54.8) 6 (30.0) 40 (48.8)
Vek (roky) Priemer £(SD) 52.1 £(12.93) 51.9 £(14.60) 52.1 £(13.27)
Median 53.0 54.5 54.0
Minimum 20 22 20
Maximum 81 69 81
Etnicka prislugnost, n (%) Hispanska alebo latinskoamericka 2(3.2) 3(15.0) 5(6.1)
Ina ako hispanska alebo 41 (66.1) 17 (85.0) 58 (70.7)
Nezname 19 (30.6) 0 (0) 19 (23.2)
Rasa, n (%) Americky indian/pévodny obyvatel 0(0) 0(0) 0(0)
Azijska 1(1.6) 1(5.0) 2(24)
Cierna alebo afroamericka 17 (27.4) 0(0) 17 (20.7)
Pdvodny obyvatel ostrova Hawai/ 0 (0) 0(0) 0 (0)
Biela 37 (59.7) 18 (90.0) 55 (67.1)
Iné 0 (0) 1(5.0) 1(1.2)
Nezname 7(11.3) 0(0) 7 (8.5)
Typ organu, n (%) Oblicky 25 (40.3)
Pecern 15 (24.2)
Pluca 10 (16.1)
Srdce 12 (19.4)
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Tabulka 26: Demografické idaje a vychodiskové klinické charakteristiky ucastnikov, ktorych bolo mozné
hodnotit, celkovo a podla typu transplantacie (pokracovanie)

Vlastnosti SOTR HSCTR Vsetko
Typ kmefiovych buniek, n (%) Alogénne - 18 (90.0)
Autologne - 2(10.0)
Darca pozitivny/prijemca negativny 34 (54.8) 3(15.0) 37 (45.1)
Sérologicky status CMV, n (%)
Darca negativny/prijemca pozitivny 6 (9.7) 8 (40.0) 14 (17.1)
Darca pozitivny/prijemca pozitivny 22 (35.5) 9 (45.0) 31 (37.8)
Na antivirusovej lietbe CMV, n 50(80.6) 13(65.0) 63(76.8)
Dni antivirusovej liecby CMV
n 41 12 53
Priemer 13.6 13.3 13.5
Median 11 9.5 11
Minimum 1 1 1
Maximum 47 45 47

HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmenovych buniek, SD = smerodajna odchylka, SOTR =
prijemcovia transplantatu solidnych organov

V prospektivnej Studii bolo 365 vzoriek plazmy odobratych 82 hodnotitelnym ucastnikom.
Okrem toho sa od dodavatelov klinickych vzoriek ziskalo 261 zvySnych zmrazenych vzoriek.
Zo 626 klinickych vzoriek plazmy (t. j. vzoriek odobratych v prospektivnej stadii a zvysnych
zmrazenych vzoriek spolu) bolo do analyz zhody zahrnutych 597 parovych (t. j. s platnym
vysledkom testu Aptima CMV Quant aj schvaleného testu) klinickych vzoriek plazmy.

Z 597 parovych klinickych vzoriek bolo 339 vzoriek odobratych v rdmci prospektivnej Studie
a 258 boli zvySné zmrazené vzorky. Samostatne sa vykonali analyzy zhody na 181 parovych
vzorkach odobratych ucastnikom po zacati antivirusovej lieCby CMV v ramci beznej
starostlivosti poCas prospektivnej Studie.

Tabulka 27 uvadza analyzu zhody a percentualnu zhodu medzi testom Aptima CMV Quant
a schvalenym testom pri r6znych prahovych hodnotach (celkom a podfa skupin
transplantatu). Analyza zhody pri réznych intervaloch virusovej zataze (celkom a podfa
skupin transplantatu) je uvedena v Tabulka 28. V Styroch z 597 celkovych vysledkov sa zistil
nesulad vo viac ako bezprostredne susediacej kategérii, z ktorych 3 boli HSCTR.
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Tabulka 27: Analyza zhody a percentualna zhoda pri réznych prahovych hodnotach (celkom a podia skupin
transplantatu)
Transplantat

Vysledky porovnavacieho testu® a testu Aptima CMV

. PPA NPA
Prahova hodnota 2
oo N Quant %(nIN) [95 % CIJ* % (nIN) [95 % CIJ*
Skupiny Comp2 Comp< Comp< Comp2
ACMV2 ACMV2 ACMV< ACMV<

Celkom

95.3 (427/448) 91.3 (136/149)
TND 597 427 13 136 21 [92.9. 96.9] [85.6. 94.8]
Detegované,
<21 EIJogm 1U/ml 597 252 48 205 2 99.2 (252/254) 86.0 (295/343)
(137 Uy’ [97.2, 99.8] [81.9, 89.3]
2.7 logqq IU/ml 96.9 (158/163) 91.5 (397/434)
(500 1U/ml) 597 158 37 397 5 [93.0, 98.7] [88.5, 93.8]
3.3 logqq IU/ml 98.9 (93/94) 96.0 (483/503)
(1 800 1U/ml) 597 93 20 483 1 [94.2, 99.8] [93.9, 97 4]
3.9 logyg IU/m 100 (45/45) 97.8 (540/552)
(7 943.3 1U/ml) 597 45 12 540 0 [92.1, 100] [96.2, 98.8]
SOTR

95.5 (295/309) 90.4 (85/94)
TND 403 2% 9 85 14 [92.5, 97.3] [82.8, 94.9]
Detegované,
<21 ?0910 1U/ml 403 197 26 178 2 99.0 (197/199) 87.3 (178/204)
(137 1U/mi)® [96.4, 99.7] [82.0,91.2]
2.7 logq IU/ml 97.0 (129/133) 90.7 (245/270)
(500 1U/ml) 403 129 25 245 4 [92.5, 98.8] [86.7, 93.6]
3.3 logyg IU/m 98.7 (78/79) 95.1 (308/324)
(1800 1U/ml) 403 78 16 308 1 [93.2, 99.8] [92.1, 96.9]
3.9 logqq IU/ml 100 (41/41) 97.2 (352/362)
(7 943.3 1U/ml) 403 41 10 352 0 [91.4, 100] [95.0, 98.5]
HSCTR

95.0 (132/139) 92.7 (51/55)
TND 194 132 4 51 7 [90.0, 97.5] [82.7,97.1]
Detegované,
<21 ?ogﬂ) 1U/mi 194 55 29 117 0 100 (55/55) 84.2 (117/139)
(137 IU/mi)* [93.5, 100] [77.2, 89.3]
2.7 logyg IU/mI 96.7 (29/30) 92.7 (152/164)
(500 1U/ml) 194 29 12 152 1 [83.3, 99.4] [87.6, 95.8]
3.3 logqg IU/mI 100 (15/15) 97.8 (175/179)
(1 800 IU/ml) 194 5 4 178 0 [79.6, 100] [94.4, 99.1]
3.9 logyg IU/m 100 (4/4) 98.9 (188/190)
(7 943.3 1U/ml) 194 4 2 188 0 [51.0, 100] [96.2, 99.7]

ACMV = test Aptima CMV Quant, Cl = interval spolahlivosti, Comp = porovnavaci test, HSCTR = prijemcovia
transplantatu krvotvornych kmerovych buniek, NPA = negativna percentualna zhoda, PPA = pozitivha percentualna

zhoda, SOTR = prijemcovia transplantatu solidnych organov, TND = ciel nedetegovany

Poznamky:

2: Vysledok je vy3$Si ako alebo rovny uvedenej prahovej hodnote

<: Vysledok je niz8i ako uvedena prahova hodnota

PPA sumarizuje vysledky vysSie ako alebo rovné uvedenej prahovej hodnote; NPA sumarizuje vysledky nizSie ako
uvedena prahova hodnota.

*Pocet parovych klinickych vzoriek (vzorky odobraté v prospektivnej $tudii skombinované so zmrazenymi zvySnymi
vzorkami ziskanymi od dodavatelov klinickych vzoriek).

® schvaleny test

°Cl pre skére

‘LLoQ alternativneho schvaleného testu
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Tabulka 28: Analyza zhody v réznych intervaloch virusovej zataze (celkom a podfa skupin transplantatu)

Skupina transplantatu

Vysledok porovnavacieho testu® (logqo 1U/ml)

Vysledok testu Aptima CMV g 1o N TND Det‘igg_‘;a“é’ >21a$<27 227a2<33 233a2<39 239

Celkom

Celkovy pocet parovych vzoriek, N 597 149 194 91 69 49 45
TND 157 136 21 0 0 0 0
Detegované, < 2.1 log4q 1U/ml° 140 13 125 2 0 0 0
2 2.1 az <2.7 log4g IU/ml 105 0 46 54 5 0 0
2 2.7 az < 3.3 log4g IU/ml 82 0 2¢ 34 45 1 0
2 3.3 az < 3.9 log4q IU/ml 56 0 0 1¢ 18 37 0
2 3.9 logqg 1U/ml 57 0 0 0 1¢ 1 45

SOTR

Celkovy pocet parovych vzoriek, N 403 94 110 66 54 38 41
TND 99 85 14 0 0 0 0
Detegovanég, < 2.1 logqq IU/ml° 81 9 70 2 0 0 0
2 2.1 az <2.7 logqq IU/ml 69 0 26 39 4 0 0
> 2.7 az < 3.3 log4q IU/ml 60 0 0 25 34 1 0
> 3.3 az < 3.9 log4q IU/ml 43 0 0 0 15 28 0
2 3.9 logqg IU/mI 51 0 0 0 1¢ 9 41

HSCTR

Celkovy pocet parovych vzoriek, N 194 55 84 25 15 11 4
TND 58 51 7 0 0 0 0
Detegované, < 2.1 logqq IU/ml° 59 4 55 0 0 0 0
2 2.1 az <2.7 logq 1U/ml 36 0 20 15 1 0 0
2 2.7 az < 3.3 log4g IU/ml 22 0 2¢ 9 11 0 0
2 3.3 az < 3.9 log4q IU/ml 13 0 0 1¢ 3 9 0
2 3.9 logqg 1U/ml 6 0 0 0 0 2 4

HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmenovych buniek, SOTR = prijemcovia transplantatu solidnych organov, TND = ciel

nedetegovany

?Pocet parovych klinickych vzoriek (vzorky odobraté v prospektivnej $tudii skombinované so zmrazenymi zvy$Snymi vzorkami ziskanymi od

dodavatelov klinickych vzoriek).
® schvaleny test

°LLoQ alternativneho schvaleného testu
¢4 z 597 celkovych vysledkov sa zistil nesulad vo viac ako bezprostredne susediacej kategorii; 1 z tychto 4 bol zo SOTR a 3 zo 4 boli z HSCTR.

Z 2 HSCTR, ktoré boli testované alternativnym NAAT, sa u 1 zistila zhoda s vysledkami testu Aptima CMV Quant.
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Tabulka 29 uvadza analyzu zhody a percentualnu zhodu pri réznych prahovych hodnotach
(celkom a podla skupin transplantatu) pre vzorky odobraté ucastnikom po zacati antivirusovej
lieCby CMV v ramci beznej starostlivosti v prospektivnej studii. Analyza zhody pri réznych
intervaloch virusovej zataze s pouzitim vSetkych ¢asovych bodov po zacati liecby spolu (celkom
a podla skupin transplantatu) je uvedena v Tabulka 30. V jednom zo 181 celkovych vysledkov sa
zistil nesulad vo viac ako bezprostredne susediacej kategorii, €o sa pozorovalo v SOTR.

Tabulka 29: Analyza zhody a percentualna zhoda pri réznych prahovych hodnotach s pouzitim vSetkych
¢asovych bodov po zacati lie€by spolu (celkom a podla skupin transplantatu)

Vysledky porovnavacieho testu® a testu Aptima CMV

) PPA NPA
Transplantat N Quant % (nIN) % (nIN)
Prahova hodnota skupiny Comp2 Comp< Comp< Comp2 > o
P; = [95 % CIJ [95 % CIJ*
ACMV2 ACMV2 ACMV< ACMV<
Celkom
93.1 (121/130) 92.2 (47/51)
TND 181 121 4 a7 9 [87.4, 96.3] [81.5, 96.9]
Detegované,
< 2.1 logqg IU/ml 181 69 15 97 0 1[82 §63’(§"&) 83'96 1(93’11 17?)
(137 1U/ml) o R
2.7 logso IU/mI 181 2 o 129 ) 97.7 (42/43) 93.5 (129/138)
(500 1U/ml) 87.9, 99.6] [88.1, 96.5]
3.3 logyo IU/MI 100 (23/23) 96.8 (153/158)
(1800 1U/mi) 181 2 ° 193 0 [85.7, 100] [92.8, 98.6]
3.9 logqg IU/MI 100 (12/12) 98.2 (166/169)
(7 943.3 1U/ml) 181 12 3 166 0 [75.8, 100] [94.9, 99.4]
SOTR
94.4 (102/108) 92.9 (26/28)
TND 136 102 2 26 6 [88.4, 97.4] [77.4, 98.0]
Detegované,
<2.1logso 10| 136 57 15 64 0 1957 100] o pa
(137 1U/mly* o i
2.7 logso IU/mI 97.1 (34/35) 92.1 (93/101)
(500 1U/ml) 136 34 8 93 1 [85.5, 99.5] [85.1, 95.9]
3.3 logqg IU/MI 100 (18/18) 95.8 (113/118)
(1800 1U/ml) 136 18 5 "3 0 [82.4, 100] [90.5, 98.2]
3.9 logyo IU/MI 100 (10/10) 97.6 (123/126)
(7 943.3 1U/ml) 136 10 3 123 0 [72.2, 100] [93.2, 99.2]
HSCTR
86.4 (19/22) 91.3 (21/23)
TND 45 19 2 21 8 [66.7, 95.3] [73.2, 97.6]
Detegované,
100 (12/12) 100 (33/33)
<2.1 logyg IU/ml 45 12 0 33 0
137 1o [75.8, 100] [89.6, 100]
2.7 logso IU/ml 100 (8/8) 97.3 (36/37)
(500 1U/ml) 45 8 ! 36 0 [67.6, 100] 86.2, 99.5]
3.3 logqg IU/MI 100 (5/5) 100 (40/40)
(1 800 1U/ml) 45 5 0 40 0 [56.6, 100] [91.2, 100]
3.9 1ogqo IU/MI 100 (2/12) 100 (43/43)
(7 943.3 1U/ml) 45 2 0 43 0 [34.2,100] [91.8, 100]

ACMV = test Aptima CMV Quant, Cl = interval spolahlivosti, Comp = porovnavaci test, HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych
kmerovych buniek, NPA = negativna percentualna zhoda, PPA = pozitivha percentualna zhoda, SOTR = prijemcovia transplantatu solidnych

organov, TND = ciel nedetegovany
Poznamky:
» 2 Vysledok je vy$si ako alebo rovny uvedenej prahovej hodnote
<: Vysledok je nizsi ako uvedena prahova hodnota
PPA sumarizuje vysledky vySSie ako alebo rovné uvedenej prahovej hodnote; NPA sumarizuje vysledky niZSie ako uvedend prahova hodnota.
* Pocet parovych vzoriek, ktoré boli odobraté tc¢astnikom, ktori pri zaradeni do Studie uzivali antivirusovu lie€bu CMV alebo zacali uzivat
antivirusovu lie¢bu CMV pocas prospektivnej studie.
® schvaleny test
°Cl pre skore
¢LLoQ alternativneho schvaleného testu
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Tabulka 30: Analyza zhody v réznych intervaloch virusovej zataze s pouzitim v8etkych ¢asovych bodov po
zacati lieCby (celkom a podla skupin transplantatu)

Vysledok porovnavacieho testu® (logqq IU/ml)

Skupina transplantatu -
Vysledok Aptima CMV Quant Spolu?, TND Detegované, 221az 2 2.7 az 23.3az >3.9

N <21 <27 <33 <3.9

Celkom
Celkovy pocet parovych vzoriek, N 181 51 61 26 20 11 12
TND 56 47 9 0 0 0 0
Detegované, < 2.1 logqq IU/ml° 41 4 37 0 0 0 0
2 2.1 az <2.7 logq 1U/ml 33 0 15 17 1 0 0
2 2.7 az < 3.3 log4g IU/ml 23 0 0 9 14 0 0
2 3.3 az < 3.9 log4q IU/ml 13 0 0 0 4 9 0
2 3.9 logqg 1U/ml 15 0 0 0 1¢ 2 12

SOTR
Celkovy pocet parovych vzoriek, N 136 28 51 22 17 8 10
TND 32 26 6 0 0 0 0
Detegované, < 2.1 logqq IU/ml° 32 2 30 0 0 0 0
2 2.1 az <2.7 logq 1U/ml 30 0 15 14 1 0 0
2 2.7 az < 3.3 log4g IU/ml 19 0 0 8 1 0 0
2 3.3 az <3.9logqq IU/ml 10 0 0 0 4 6 0
23.9logqg IU/mI 13 0 0 0 19 2 10

HSCTR
Celkovy pocet parovych vzoriek, N 45 23 10 4 3 3 2
TND 24 21 3 0 0 0 0
Detegované, < 2.1 logqq IU/ml° 9 2 7 0 0 0 0
2 2.1 az <2.7 logqg IU/ml 3 0 0 3 0 0 0
2 2.7 az < 3.3 logqq IU/ml 4 0 0 1 3 0 0
2 3.3 az <3.9logqq U/ml 3 0 0 0 0 3 0
23.9logq IU/mI 2 0 0 0 0 0 2

HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmerovych buniek, SOTR = prijemcovia transplantatu solidnych
organov, TND = ciel nedetegovany

* Pocet parovych vzoriek, ktoré boli odobraté ucastnikom, ktori pri zaradeni do $tudie uzivali antivirusovu liecbu CMV
alebo zagali uzivat antivirusovu lie€bu CMV pocas prospektivnej Studie.

® schvaleny test

°LLoQ alternativneho schvaleného testu

“V 1 zo 181 celkovych vysledkov sa zistil nesulad vo viac ako bezprostredne susediacej kategorii.
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Porovnanie metod

Studia porovnania metéd sa vykonala s ciefom posudit vykon testu Aptima CMV Quant

v porovnani so schvalenym testom. Do analyz porovnania metdd bolo zahrnutych

309 parovych CMV-pozitivnych klinickych vzoriek pozostavajucich zo 165 vzoriek odobratych
v prospektivnej studii a 144 zvySnych zmrazenych vzoriek s vysledkami v spolo€nom
linedrnom rozsahu pre oba testy. Okrem toho sa pripravilo celkovo 105 umelych vzoriek
pridanim kultivovaného virusu CMV do CMV-negativnej EDTA plazmy, z ktorych 103 bolo

v spolo¢nom linearnom rozsahu pre oba testy. Umelé vzorky sa analyzovali samostatne.

Tabulka 31 predstavuje odhady parametrov Demingovej regresie (logqq IU/ml). Obrazok 15
az Obrazok 18 uvadza Demingovu regresiu vysledkov virusovej zataze (logqq 1U/ml) z testu
Aptima CMV Quant a schvéaleného testu.

Tabulka 31: Odhady parametrov Demingovej regresie podla typu vzorky a skupin transplantatu

Typ . Jednotka Metéda Jackknife® Metéda Bootstrap®
vzorky Skupina virusovej Parameter N° Odhad ) % C S 9 r
transplantatu e E 95 % CI E 95 % Cl
zat'aze

Klinické Celkom log1g IU/ml Prieseénik 309 0.20 0.038 (0.12,0.27) 0.021  (0.15, 0.24)
0.97

Sklon 1.00 0.011  (0.98, 1.03) 0.007 (0.99, 1.02)

SOTR log1g lU/ml Prieseénik 227 0.17 0.043  (0.09, 0.26) 0.025 (0.12,0.22)
0.98

Sklon 1.01 0.012 (0.98, 1.03) 0.008 (0.99, 1.02)

HSCTR log4o IU/ml Priese¢nik 82 0.16 0.101 (-0.04,0.36) 0.048 (0.07, 0.26)
0.95

Sklon 1.03 0.037  (0.96, 1.11) 0.017  (1.00, 1.07)

Umelé nevztahujesa logio lU/ml Prieseénik 103 0.06 0.058 (-0.05,0.18)  0.059 (-0.05,0.18)
1.00

Sklon 101 0011 (0.98,1.03) 0012 (0.98,1.03)

Cl = interval spolahlivosti, HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmenovych buniek, r = korelany koeficient,
SE = standardna chyba, SOTRs = prijemcovia transplantatu solidnych organov

*Pocet parovych vzoriek s vysledkami v spoloénom linearnom rozsahu pre oba testy.

°Predpoklada sa nezavislost medzi v§etkymi vzorkami; na odhad SE a Cl sa pouzila metdda jackknife.

°Klinické vzorky boli upravené na korelaciu v ramci u¢astnika pomocou metédy opakovaného odberu vzoriek bootstrap
s 500 iteraciami; tato metoéda sa pouzila aj pre umelé vzorky, ale bez stratifikacie podla ucastnika.
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Obrazok 15. Demingov linearny regresny graf (klinické vzorky: Kombinacia SOTR a HSCTR)

ClI = interval spolahlivosti, HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmenovych buniek, R = korelacny koeficient,
SOTR = prijemcovia transplantatu solidnych organov

Poznamky:
* Su zahrnuté parové vzorky s vysledkami v spolo¢nom linearnom rozsahu pre oba testy.
« Demingov regresny model predpoklada nezavislost medzi vSetkymi vzorkami; na odhad Cl sa pouziva metdéda jackknife.
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Obrazok 16. Demingov linearny regresny graf virusovej zat'aze (klinické vzorky: Len SOTR)
ClI = interval spolahlivosti, SOTR = prijemcovia transplantatov solidnych organov, R = korelaény koeficient
Poznamky:

* Su zahrnuté parové vzorky s vysledkami v spolo¢nom linedrnom rozsahu pre oba testy.
» Demingov regresny model predpoklada nezavislost medzi vSetkymi vzorkami; na odhad Cl sa pouziva metdda jackknife.
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Obrazok 17. Demingov linearny regresny graf virusovej zataze (klinické vzorky: len HSCTR)
ClI = interval spolahlivosti, HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmenovych buniek, R = korelaény koeficient

Poznamky:

* Su zahrnuté parové vzorky s vysledkami v spolo¢nom linearnom rozsahu pre oba testy.
« Demingov regresny model predpoklada nezavislost medzi vSetkymi vzorkami; na odhad Cl sa pouziva metdéda jackknife.
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Obrazok 18. Demingov linearny regresny graf virusového zat'azenia (umelé vzorky)

ClI = interval spolahlivosti, R = korelaény koeficient
Poznamky:

* Su zahrnuté parové vzorky s vysledkami v spolo¢nom linearnom rozsahu pre oba testy.
* Demingov regresny model predpoklada nezavislost medzi vSetkymi vzorkami; na odhad Cl sa pouziva metdda jackknife.
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Priemerny parovy rozdiel

Tabulka 32 nizSie uvadza priemerny parovy rozdiel medzi testom Aptima CMV Quant
a schvalenym testom v reprezentativnych rozhodovacich intervaloch.

Tabulka 32: Priemer parovych rozdielov virusovej zataze v reprezentativnych rozhodovacich intervaloch
podla typu vzorky a skupin transplantatu

Skupina Reprezepta_ltivne ) ’Celk'ovy poét_et )
Typ vzorky transplantatu rozhodovacie intervaly® parovych vzoriek® Priemer (SE) 95 % Cl
(logqg IU/ml) (N)

Klinické Celkom Vsetko 254 0.20 (0.012) (0.17,0.22)
221az<3.0 129 0.21(0.018) (0.18, 0.25)
23.0az<4.0 87 0.19 (0.021) (0.15, 0.23)
24.0az<5.0 24 0.17 (0.039) (0.09, 0.25)
25.0 14 0.18 (0.037) (0.10, 0.26)
SOTR Vietko 199 0.18 (0.014) (0.16, 0.21)
221az<3.0 95 0.19 (0.021) (0.14, 0.23)
23.0az<4.0 69 0.18 (0.024) (0.13,0.23)
24.0az<5.0 21 0.17 (0.038) (0.09, 0.25)
250 14 0.18 (0.037) (0.10, 0.26)
HSCTR Vsetko 55 0.26 (0.026) (0.20, 0.31)
221az<3.0 34 0.29 (0.034) (0.22, 0.36)
23.0az<4.0 18 0.22 (0.039) (0.13, 0.30)
24.0a2<50 3 0.16 (0.188) (-0.65, 0.97)

250 0 NC (NC) NC
Umelé nevztahuje sa Vsetko 100 0.08 (0.014) (0.05, 0.11)
221az<3.0 20 0.07 (0.037) (0.00, 0.15)
23.0az<4.0 21 0.05 (0.036) (-0.03, 0.12)
240az<5.0 20 0.10 (0.025) (0.04, 0.15)
250 39 0.10 (0.022) (0.06, 0.14)

ClI = interval spolahlivosti, HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmenovych buniek,

NC = nie je mozné vypocitat, SE = §tandardna chyba, SOTR = prijemcovia transplantatu solidnych organov
*Parové vzorky su rozdelené do rozhodovacich intervalov na zaklade schvaleného vysledku testu.

°Pocet parovych vzoriek s vysledkami v spoloénom linedrnom rozsahu pre oba testy.
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Systémova chyba pri vybranych urovniach virusovej zat'aze

Tabulka 33 nizSie predstavuje systémovu chybu medzi testom Aptima CMV Quant
a schvalenym testom pri piatich vybranych urovniach virusovej zataze od 2.1 log4g
IU/ml do 7.0 log4q IU/ml s prisludnymi netransformovanymi ekvivalentmi.

Tabulka 33: Systémova chyba/systematicky rozdiel pri vybranych urovniach virusovej zataze podla typu
vzorky a skupiny transplantatu

Typ vzorky Skupina transplantatu I\%??I-Lll‘ /::Iv (T U/’::; sovej ztaze Z);;élrglon\:ly(lﬁlzrgli)ela
Klinické Celkom 2.1 (137) 0.20 (1797.1)

2.7 (500) 0.20 (1 948.2)

3.3 (1 800) 0.21 (2489.1)

3.9 (7 943.3) 0.21 (5 045.3)

7.0 (10 000 000) 0.22 (4 162 789.2)

SOTR 2.1 (137) 0.18 (2 251.8)

2.7 (500) 0.19 (2 402.4)

3.3 (1 800) 0.19 (2 941.7)

3.9 (7 943.3) 0.19 (5 490.5)

7.0 (10 000 000) 0.21 (4 151 107.2)

HSCTR 2.1 (137) 0.23 (180.1)

2.7 (500) 0.25 (430.5)

3.3 (1 800) 0.27 (1 327.2)

3.9 (7 943.3) 0.29 (5 564.7)

7.0 (10 000 000) 0.40 (6 897 935.4)
Umelé nevztahuje sa 2.1 (137) 0.07 (33 420.4)

2.7 (500) 0.08 (33 467.9)

3.3 (1 800) 0.08 (33 638.0)

3.9 (7 943.3) 0.08 (34 442.0)

7.0 (10 000 000) 0.10 (1 342 167.4)

HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmenovych buniek, SOTR = prijemcovia transplantatu solidnych organov
Systematicky rozdiel je rozdiel medzi vyslednou premennou (Y) a virusovou zatazou (X) odvodenou pri kazdej
z vybranych urovni virusovej zataze pomocou Demingovych regresnych odhadov pre sklon a priese¢nik.
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Pripustny celkovy rozdiel (ATD)

Tabulka 34 spolu s Obrazok 19 az Obrazok 22 nizSie uvadzaju vysledky ATD pomocou
parovych rozdielov medzi testom Aptima CMV Quant a schvalenym testom v porovnani s ich
priemerom pri reprezentativnych prahovych hodnotach a percentom parovych vysledkov

v z6ne ATD.

Tabulka 34: Percento rozdielov parovych vzoriek v rdmci z6ny pripustného celkového rozdielu (ATD) pri
réznych intervaloch virusovej zataze podla typu vzorky a skupiny transplantatu

Typ Skupina Intervalxvjn:sovej b Rozdiely v parovych vzorkach v r?'mci z6ny ATD
vzorky transplantatu (Iozat alf; I N n (%) Percentil
910 [U/mi) 2.5% 5% 95%  97.5%

Klinické Celkom Vsetko 271 234 (86.3) -0.19 -0.14 0.40 0.42

Nizky (= 2.1 az < 3.3) 171 147 (86.0) -0.24 -0.16 0.41 0.44

Stredny (2 3.3 aZ < 3.9) 52 48 (92.3) -0.08 -0.08 0.38 0.38

Vysoky (2 3.9 az < 7) 48 39 (81.3) -0.18 -0.18 0.37 0.40

SOTR Vsetko 207 183 (88.4) -0.19 -0.14 0.40 0.42

Nizky (= 2.1 az < 3.3) 123 109 (88.6) -0.26 -0.18 0.41 0.44

Stredny (2 3.3 az < 3.9) 40 38 (95.0) -0.16 -0.08 0.38 0.40

Vysoky (2 3.9 az < 7) 44 36 (81.8) -0.18 -0.14 0.37 0.40

HSCTR Vsetko 64 51 (79.7) -0.18 0.01 0.38 0.41

Nizky (= 2.1 a2 < 3.3) 48 38 (79.2) -0.19 0.01 0.41 0.45

Stredny (2 3.3 aZ < 3.9) 12 10 (83.3) 0.09 0.09 0.32 0.32

Vysoky (2 3.9 az < 7) 4 3(75.0) -0.18 -0.18 0.31 0.31

Umelé nevztahuje sa  VSetko 99 96 (97.0) -0.19 -0.14 0.29 0.34

Nizky (= 2.1 az < 3.3) 20 20 (100) -0.14 -0.13 0.35 0.35

Stredny (2 3.3 aZ < 3.9) 14 13 (92.9) -0.32 -0.32 0.27 0.27

Vysoky (2 3.9 az < 7) 65 63 (96.9) -0.19 -0.11 0.24 0.29

HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmenovych buniek, SOTR = prijemcovia transplantatu solidnych organov
*Parové vzorky su rozdelené do rozhodovacich intervalov na zaklade schvaleného vysledku testu.
*Pocet parovych vzoriek s vysledkami v spolo¢nom linedrnom rozsahu pre oba testy.
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Obrazok 19. Graf rozdielu parovych vzoriek a zény ATD (klinické vzorky: Kombinacia
SOTR a HSCTR)

ATD = pripustny celkovy rozdiel, HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmenovych buniek, SOTR = prijemcovia
transplantatu solidnych organov

Poznamka: Su zahrnuté parové vzorky s vysledkami v spoloénom linearnom rozsahu pre oba testy.
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Obrazok 20. Graf rozdielu parovych vzoriek a zény ATD (klinické vzorky: Len SOTR)

ATD = pripustny celkovy rozdiel, SOTR = prijemcovia transplantatu solidnych organov

Poznamka: Su zahrnuté parové vzorky s vysledkami v spoloénom linedrnom rozsahu pre oba testy.
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Obrazok 21. Graf rozdielu parovych vzoriek a zény ATD (klinické vzorky: len HSCTR)

ATD = pripustny celkovy rozdiel, HSCTR = prijemcovia transplantatu krvotvornych kmerovych buniek

Poznamka: Su zahrnuté parové vzorky s vysledkami v spolo€nom linearnom rozsahu pre oba testy.
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Aptima CMV Quant Viral Load — Comparator Viral Load (Log10 IU/ml)
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Obrazok 22. Graf rozdielu parovych vzoriek a zény ATD (umelé vzorky)

ATD = pripustny celkovy rozdiel

Poznamka: Su zahrnuté parové vzorky s vysledkami v spoloénom linearnom rozsahu pre oba testy.
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