HOLOGIC Aptima-°

Aptima° CMV Quant Assay

For in vitro-diagnostisk anvandning

Endast for export fran USA

Allmaninformation . ....... ... .. . i e e 2
Avsedd anvandning . ... ... e 2
Sammanfattning och férklaring av analysen ... ... . .. ... 2
MetodprinCIPer .. 2
Varningar och forsiktighetsatgarder .. ....... .. .. . . . . 3
Forvaring och hantering avreagens . .. ... ...t e 6
Provtagning och provforvaring . . .......... .. 8
Provhantering pa Panthersystemet ... ...... ... ... . . . .. . . 11
TraNSPOIt AV PrOVEr . ..t e 1"

Panther System ........... ... . i i i i i e i i e s 12
Medféljande reagens och material . ... ... ... ... ... . . . . 12
Material som kréavs men som finns tillgangligaseparat ............... ... ... ... ... ...... 14
Valfritt material . . ... . 15
Analysmetod for Panther System . . . ... ... 15
Metodanmarkningar . ... .. ... 21

Kvalitetskontroll . ......... ... .. i s 22
Analyskalibrering . . ... ... 22
Negativa och positiva kontroller . .. ... ... .. . . 22
Intern kalibrator/intern kontroll . . .. ... . 22

Tolkningavresultat ...............c i e 23

Begransningar ............... ittt i s 24

Resultat . .. ... i i i i i i e 25
Detektionsgrans vid anvandning av WHO:s forsta internationellastandard . ... .............. 25
Detektionsgrans for CMV-genotyper . . ... ... .. 27
Linjartintervall .. .. ... 28
Linjaritet for CMV-genotyper . . . . o oo 30
Nedre kvantifieringsgrans enligt WHO:s forsta internationella standard . ................... 32
Bestdmning av nedre kvantifieringsgrans for CMV-genotyper . ............ ... ... ... ...... 35
Reproducerbarhet . ... ... e 39
Potentiellt interfererande substanser . ........ ... . . . 40
SpeCifiCitet . . . 41
Analytisk specificitet . ... ... .. .. 42
MetodKorrelation . . .. .. ..o e 43
Korskontamination . ......... .. 44

Bibliografi ............. i s 45

Aptima CMV Quant Assay 1 AW-21334-1601 Rev. 002



Allméan information Aptima®

Allman information

Avsedd anvandning

Aptima CMV Quant Assay (Aptima CMV Quant-analys) ar ett in vitro-
nukleinsyraamplifieringstest for kvantifiering av DNA av humant cytomegalovirus i EDTA-
plasma och helblod fran manniska i det helautomatiserade Panther-systemet.

Aptima CMV Quant Assay ar avsedd att anvandas som stdd for diagnos och stod for
behandling av Organ eller blodstamcells transplanterade patienter.

Aptima CMV Quant Assay ar inte avsedd att anvandas som en diagnostisk eller screening
test.

Sammanfattning och forklaring av analysen

Humant CMV ar vanligt forekommande virus med linjart dubbelstrangat DNA pa 240 kb som
tillhor familjen herpesvirus. Runt om i varlden ligger seroprevalensen for CMV pa 45-100 %,
beroende pa befolkning och geografisk region."? Hos immunkompetenta individer ar CMV-
infektion vanligtvis asymptomatisk och sjalvbegransad. Men hos immunsupprimerade
individer sdsom transplantatmottagare och individer med infektion av HIV ar CMV en Vanlig
orsak till sjuklighet och dédlighet.

Pa& samma satt som med andra herpesvirus, etablerar CMV efter primarinfektion en livslang
latent infektion som kan ateraktiveras da och da. Hos transplantatmottagare kan 6verféring
av latent CMV i transplantatet eller ateraktivering av latent CMV-infektion hos varden leda till
utbredd forokning av virus och spridning till flera organ, vilket ofta ar livshotande.?

Ett kvantitativt nukleinsyraamplifieringstest ar den rekommenderade metoden for 6vervaka
CMV-infektion och -sjukdom hos transplantatmottagare for att den ar sa snabb och kanslig.
De senaste riktlinjerna rekommenderar att belastningen med CMV 6vervakas atminstone
varje vecka for att stddja beslut om att starta behandling mot CMV och for att dvervaka
svaret pa behandlingen.*** | allmanhet ar hégre virusbeslastning kopplad med 6kad risk for
CMV-sjukdom.** Darfor ar kvantifiering av CMV DNA tillsammans med klinisk presentation
och andra laboratoriemarkorer kritiskt viktig for behandlingen av patienter med CMV-infektion.

Metodprinciper

Aptima CMV Quant Assay ar ett nukleinsyraamplifieringstestsom anvander sig av
transkriptionsmedierad amplifieringsteknik (TMA) i realtid i Panther-systemet* for att
kvantifiera genotyperna 1,2,3 och 4 av CMV DNA. Primerutférandet ar inriktat pa den mycket
konserverade UL56-genen for att sakerstalla korrekt kvantifiering av CMV DNA. Denna
analys uppfyller WHO:s forsta internationella standard (NIBSC-kod: 09/162) for humant
cytomegalovirus®.

Aptima CMV Quant Assay bestar av tre huvudmoment som genomfors i ett och samma
provror i Panther-systemet: target capture, malamplifiering genom transkriptionsmedierad
amplifiering samt detektering av amplifieringsprodukterna (amplikon) genom
fluorescensmarkta prober (torches).

*Inklusive varianter pa Panther-systemet.
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Aptima® Allméan information

Under target capture isoleras viralt DNA fran proverna. Proverna behandlas med en
detergent som léser upp virushdljet, denaturerar proteiner och frislapper viralt genomiskt
DNA. Capture-oligonukleotider hybridiseras till val konserverade omraden med CMV DNA,
om sadana finns, i provet. Det hybridiserade malet fangas darefter in pa magnetiska
mikropartiklar som separeras fran provet i ett magnetfalt. En serie tvattsteg avlagsnar
frammande amnen fran reaktionsroret.

Malamplifiering sker via TMA, en transkriptionsmedierad nukleinsyreamplifieringsmetod som
anvander tva enzymer, Moloneys musleukemivirus (MMLV) reverse transcriptase och T7
RNA-polymeras. Reverse transcriptase anvands for att generera en DNA-kopia (innehallande
en promotorsekvens for T7 RNA-polymeras) av malsekvensen. T7 RNA-polymeras
producerar flera kopior av RNA-amplikon fran DNA-mallen.

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

Analysresultaten konverteras fran kopior/mL till IlU/mL med anvandning av en
konverteringsfaktor inuti Panther-programvaran. Samma konverteringsfaktor anvands for
bade helblods- och plasmaprov. En spadningsfaktor pa 4 tillampas pa virusbelastningen med
CMV for helblodsprover nar konverteringsfaktorn for helblod valjs pa Panther.

Varningar och forsiktighetsatgarder
A. For in vitro-diagnostisk anvandning.

B. For professionellt bruk.

C. Minska risken for ogiltiga resultat genom att noggrant lasa bipacksedeln och tillamplig
Panther/Panther Fusion System Operator's Manual (Anvédndarhandledning fér Panther/
Panther Fusion System) innan du utfér den har analysen.

Laboratorierelaterad

D. FORSIKTIGT: Kontrollerna fér den har analysen innehaller plasma fran manniska.
Plasman har Testats negativ for hepatit B-ytantigen (hepatitis B surface antigen, HBsAg),
antikroppar mot HCV, antikroppar mot HIV-1 och HIV-2 samt HIV-antigen nar den
analyserades med US Food and Drug Administrations godkénda testmetoder. Plasman
var dessutom icke-reaktiv for CMV DNA, HBV DNA, HCV RNA och HIV-1 RNA nar den
testades med godkanda nukleinsyratest med anvandning av poolade prover. Alla @mnen
som har varit i kontakt med eller har sitt ursprung i blod frdn manniska ska betraktas som
potentiellt smittférande och bér hanteras med allmant vedertagna
forsiktighetsatgarder.'"*
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E.

Endast personal med adekvat utbildning i anvandningen av Aptima CMV Quant Assay
och hantering av potentiellt smittférande amnen bor utféra det har momentet. | handelse
av spill ska ytan omedelbart desinficeras enligt lampliga lokala rutiner.

Anvand endast medféljande eller féreskriven laboratorieutrustning for engangsbruk.

laktta sedvanliga sakerhetsrutiner fér arbete i laboratorium. Pipettera inte med hjalp av
munnen. At, drick och rék inte inom anvisade arbetsytor. Anvand puderfria
engangshandskar, skyddsglaségon och laboratorierockar vid hantering av prover och
reagenskit. Tvatta handerna noga efter hantering av prover och reagenskit.

. Arbetsytor, pipetter och annan utrustning maste regelbundet desinficeras med 2,5 % till

3,5 % (0,35 till 0,5 M) natriumhypokloritiésning.

Kassera alla material som har varit i kontakt med prover och reagens i enlighet med
tillampliga lokala foreskrifter eller myndighetsfoéreskrifter.”'2** Rengér och desinficera alla
arbetsytor noggrant.

Kontrollerna innehaller natriumazid som konserveringsmedel. Overfor inte reagens med
hjalp av metallror. Om I6sningar som innehaller natriumazidféreningar kasseras i
avloppssystemet ska de spadas ut och spolas ned tillsammans med rikliga mangder
rinnande vatten. Dessa forsiktighetsatgarder rekommenderas i syfte att undvika
ansamling av avlagringar i metallrér dar explosiva forhallanden kan uppsta.

God standardpraxis for molekylarbiologiska laboratorier inbegriper miljdévervakning. For

kontroll av laboratoriemiljon rekommenderas féljande férfarande:

1. Hamta en provpinne med bomullstopp och para ihop den med ett Aptima SAT ror.

2. Mark alla SAT-ror pa lampligt satt.

3. Fyll varje SAT-rér med 1 mL Aptima Specimen Diluent.

4. Samla in prov pa ytan genom att fukta provpinnen latt med nukleasfritt avjoniserat
vatten.

5. Ta prov fran ytan av intresse med en vertikal rérelse uppifran och ned. Vrid
provpinnen ungefar ett halvt varv medan du tar provet.

6. Placera omedelbart provpinnen i réret och virvla den forsiktigt i spadningsmedlet for
att extrahera potentiellt uppsamlat material. Tryck provpinnen mot transportrérets ena
sida for att extrahera sa mycket vatska som mdjligt. Kassera provpinnen och satt ett
lock pa provroret.

7. Upprepa proceduren med ovriga prover.

8. Testa provet med en molekylar analys.
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Provrelaterad

L.

Provmaterialen kan vara smittforande. Vidta allmant vedertagna forsiktighetsatgarder*
nar du genomfér den har analysen. Korrekta hanterings- och kasseringsmetoder
borfaststallas enligt lokala bestammelser.” Endast personal med adekvat utbildning i
anvandningen av Aptima CMV Quant Assay och hantering av smittférande material bér
utféra det har analysen.

Uppratthall korrekta forvaringsforhallanden vid transport av prover for att sakerstalla
provets kvalitet. Provmaterialets hallbarhet har inte utvarderats under andra
fraktférhallanden an de som rekommenderas.

. Undvik korskontamination vid provhantering. Var sarskilt noga med att undvika férorening

genom spridning av aerosoler nar locken lossas eller tas av. Prover kan innehalla mycket
héga nivaer av organismer. Se till att olika provbehallare inte kommer i kontakt med
varandra och kassera anvanda material utan att flytta dem 6ver 6ppna behallare. Byt
handskar om de kommer i kontakt med prover.

Analysrelaterad

0.

P.

Anvand inte reagenskit, kalibrator eller kontroller efter utgangsdatum.

Analysreagens fran Kit med olika huvudbatchnummer far inte bytas, blandas eller
kombineras. Systemvatskor kan komma fran olika batchnummer. Kontroller och
kalibratorer kan komma fran olika batchnummer.

Undvik att reagens fororenas med mikrober och nukleas.

Analysreagens ska forvaras med lock pa och i specificerade temperaturer. Analysernas
prestanda kan paverkas om du anvander analysreagens som har forvarats pa ett
olampligt satt. Se Férvaring och hantering av reagens och Analysmetod fér Panther
System for mer information.

. Kombinera inte analysreagens eller vatskor savida du inte har fatt sarskilda instruktioner

att gora det. Fyll inte behallare med ytterligare reagens och vatskor. Panther System
kontrollerar reagensnivaerna.

Undvik att TER kommer i kontakt med hud, égon och slemhinnor. Tvatta med vatten vid
kontakt med den har reagensen. Om reagenset spills ut, spad med vatten och fol]
lampliga lokala rutiner.

. Vissa reagens i detta kit ar markta med risk- och sakerhetssymboler.

Obs! Farokommunikation aterspeglar klassificeringar i EU-sdkerhetsdatablad (SDS). Fér
information om farokommunikation som &r specifik for ditt omrade, se omradets specifika
SDS i Safety Data Sheet Library (bibliotek med sékerhetsdatablad) pa www.hologicsds.com

Faroangivelse for EU

Plasma fran médnniska 95 — 100 %
Natriumazid < 1%

VARNING
H312 - Skadligt vid hudkontakt
H412 - Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer

CMV Kit Controls

EUHO032 - Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra
P273 - Undvik utslapp till miljén
P280 - Anvand dgon-/ansiktsskydd

Aptima CMV Quant Assay 5 AW-21334-1601 Rev. 002



Allméan information Aptima®

H302 - Skadligt vid fortaring

H314 - Orsakar allvarliga fratskador pa hud och 6gon

P260 - Inandas inte damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej

P280 - Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd

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

P305 + P351 + P338 - VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skélja

P310 - Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare

Target Enhancer Reagent (TER)
@ Litiumhydroxidmonohydrat 5 — 10 %
FARA

Forvaring och hantering av reagens
A. Foljande tabell visar forvaringsforhallanden och stabilitet for reagens, kontroller och

kalibrator.
.. . Oppnad sats (rekonstituerad)
Forvaring,
Reagens obppnat
PP Forvaring Stabilitet
gCMV-amplifieringsreagens 2°Ctill8°C
gCMV-amplifieringsrekonstitutionslésning 2°Ctilg°C 2°Ctill8 °C 30 dagar®
qCMV-enzymreagens 2°Ctill8°C
gCMV-enzymrekonstitutionsldsning 2°Ctill8°C 2°Ctill8 °C 30 dagar®
gCMV-promotorreagens 2°Ctill8 °C
gCMV-promotorrekonstitutionslésning 2°Ctill8 °C 2°Ctill8 °C 30 dagar®
gCMV Target Capture-reagens 2°Ctill8°C 2°Ctill8 °C 30 dagar®
L . o o o o Ampull f6r engangsbruk
qCMV PCAL (positiv kalibrator) -15 °C ill-35°C 15 °C ill 30 °C Anvand inom 24 fimmar
i 15 °C till -35 °C 15 °C till 30 °C Ampull for engangsbruk
gCMV NC CONTROL — (negativ kontroll) Anvand inom 24 timmar
qCMV LPC CONTROL + (lag positiv 15 °C till -35 °C 15 °C till 30 °C Ampull for engangsbruk
kontroll) Anvand inom 24 timmar
gCMV HPC CONTROL + (hdg positiv 15 °C till -35 °C 15 °C till 30 °C Amp"ull fer engangsbruk
kontroll) Anvand inom 24 timmar
qCMV Target Enhancer Reagent 15 °Ctill 30 °C 15 °C till 30 °C 30 dagar®

2 Reagens som avlagsnas fran Panther-systemet ska omedelbart aterboérdas till 1Ampliga forvaringstemperaturer.

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

C. Reagens som forvaras i Panther System har 96 timmars hallbarhet i instrumentet.
Reagens kan laddas i Panther-systemet upp till 8 ganger. Panther System loggar varje
tillifalle da reagensen laddas.
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D. Nar kalibratorn har tinats upp maste l6sningen vara klar, dvs. den far inte vara grumlig
eller ha utfallningar.

E. Frystorkat promotorreagens och rekonstituerat promotorreagens ar ljuskansliga. Skydda
dessa reagens fran ljus under férvaring och beredning for anvandning.

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

Obs! Hantera alla prover som om de innehaller potentiellt smittférande é@mnen. Vidta allmént
vedertagna forsiktighetsatgarder.

Obs! Undvik korskontamination under hantering av prover. Anvdnt material ska exempelvis
kasseras utan att passera 6ver éppna ror.

Obs! Endast sekundéra rér av plast rekommenderas fér férvaring av prov.

Helblodsprover som har samlats in i féljande glas- eller plastror kan anvandas for att
forbereda plasma:

* ROor som innehaller EDTA-antikoagulantia
* Plasmaberedningsror (PPT ror).
A. Provtagning

1. Plasma: Helblod kan forvaras i 2 °C till 30 °C och maste centrifugeras inom 24 timmar
efter provtagningen. Separera plasma fran de pelleterade réda blodkropparna i
enlighet med tillverkarens anvisningar for det provrér som anvands. Plasma kan
testas i Panther-systemet i ett primart ror eller 6verféras till ett sekundart rér, som
Aptima provalikvotrér (SAT). Foér att erhalla en provvolym pa 500 uL ar minimivolymen
plasma for primart provtagningsror upp till 1200 yL. Fér sekundart ror ar
minimivolymen 700 uL fér att erhalla samma 500 pL i provvolym. Féljande tabell
identifierar dédvolymkrav for varje primar och sekundar rortyp.

ROr (storlek och typ) Dodvolym pa Panther

Aptima Sample Aliquot Tube

(provalikvotrér (SAT)) 0,2 mlL
12X75 mm 0,5mL
13X100 mm 0,5 mL
13x100 mm med gel 0,3 mL
16x100 mm med gel 0,7 mL

Plasma som inte analyseras omedelbart kan forvaras i enlighet med nedanstaende
anvisningar. Plasma som overfors till SAT kan frysas ned i —20 °C eller -70 °C.
Overskrid inte tre nedfrysnings/upptiningscykler. Frys inte plasmaprov i EDTA primért
provtagningsror.

2. Helblod maste behandlas med forfylida Whole Blood Diluent-ror innan det testas pa
Panther-systemet. Overskrid inte tre nedfrysnings/upptiningscykler fér obehandlade
helboldsprover.
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B. Fdrvaringsforhallanden for prover
1. EDTA-plasmaprov

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

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

» | det primara provtagningsroret eller ett sekundart rér vid 2 °C till 8 °C i upp till
5 dagar, eller

* | det sekundara roret vid -20 °C eller -70 °C i upp till 60 dagar.

Helblod
30°c
2c

< 24 timmar efter
provtagning

Primart g_ller Primart g_ller Sekundirt
sekundart sekundart
30°C 8°C -15°C -65°C
eller
2°C 2°C -35°C -85°C
< 24 timmar < 5 dagar < 60 dagar

Figur 1. Férvaringsférhallanden for EDTA-rér
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2. PPT-prover

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

| PPT vid 2 °C till 30 °C i upp till 24 timmar,
| PPT eller SAT vid 2 °C till 8 °C i upp till 5 dagar, eller
| PPT vid -20 °C eller -70 °C i upp till 60 dagar.

Helblod

30°C

2°C
< 24 timmar efter
provtagning

<

PPT

30°C
2°C

< 24 timmar

PPT

8°C -15°C -65°C
eller
2°C -35°C -85°C

< 5 dagar < 60 dagar

PPT

Figur 2. Forvaringsférhallanden fér PPT-enheter

3. Helblodsprover

Helblod kan férvaras i 15 °C till 30 °C i upp till 36 timmar efter provtagningen. Efter
provtagning kan helblodsprover forvaras under nagot av foljande forhallanden:

| det primara provtagningsroret vid 2 °C till 8 °C i upp till 5 dagar eller

| det primara provtagningsroret vid -20 °C eller -70 °C i upp till 60 dagar.

Helblod

30°C
15°C

< 36 timmar efter
provtagning

Primart

8°C
2°C

< 5 dagar

Primart

< 60 dagar

-15°C -65°C
eller
-35°C -85°C

Figur 3. Férvaringsférhallanden fér helblodsprover

Aptima CMV Quant Assay
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Provhantering pa Panthersystemet

Plasma och behandlade helblodsprov kan Iamnas kvar i Panther-systemet utan lock i upp till
8 timmar. Prover kan tas ut fran Panther-systemet och analyseras sa lange den totala tiden i
instrumentet inte Gverstiger 8 timmar fére pipettering av provet i Panther System.

Transport av prover

Se till att folja de provforvaringsforhallanden som beskrivs i Provtagning och provférvaring.

Obs! Prov méste fraktas i enlighet med tilldmpliga nationella, internationella och
regionala transportbestdmmelser.
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Panther System

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

Medfoljande reagens och material

Aptima CMV Quant Assay Kit, 100 tester, artikelnummer PRD-05074)
(1 analysbox, 1 kalibratorsats, 1 kontrollsats och 1 box med Target Enhancer Reagent)

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

Symbol Komponent Antal
A qCMV-amplifieringsreagens 1 ampull
Icke-smittférande nukleinsyror torkade i buffrad I6sning.
E qCMV-enzymreagens
Reverse transcriptase och RNA-polymeras som torkats i HEPES- 1 ampull

buffrad 16sning.

PRO qCMV-promotorreagens

1 ampull
Icke-smittférande nukleinsyror torkade i buffrad I6sning. P
AR qCMV-amplifieringsrekonstitutionslosning 1%72mL
Vattenl6sning innehéllande glycerol och konserveringsmedel. ’
ER qCMV-enzymrekonstitutionslésning 1% 58 mL
HEPES-buffrad I6sning innehallande ett surfaktant &mne och glycerol. ’
PROR qCMV-promotorrekonstitutionslésning 1% 45mL

Vattenl6sning innehéllande glycerol och konserveringsmedel.

TCR qCMV Target Capture-reagens
Nukleinsyror i buffrad saltlésning innehallande icke smittférande 1x72,0 mL
nukleinsyror i fast fas samt en intern kalibrator.

Rekonstitutionskragar 3

Streckkodsblad for huvudbatch 1 blad

Aptima CMV Quant-kalibratorsats (artikelnummer PRD-05075)
(forvaras i —15 till 35 °C efter leverans)

Symbol Komponent Antal

PCAL qCMV-positivkalibrator

5x2,5mL
Plasmid-DNA i buffrad 16sning. xeom

Streckkodsetikett for kalibrator —
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Aptima® Panther System
Aptima CMV Quant-kontrollsats (artikelnummer PRD-05076)
(férvaras i —15 °C till 35 °C efter leverans)
Symbol Komponent Antal
NC qCMV negativ kontroll
CMV-negativ defibrinerad plasma frdn méanniska innehallande 5x0,8mL
gentamicin och 0,2 % natriumazid som konserveringsmedel.
LPC qCMV lag positiv kontroll
Inaktiverat CMV i defibrinerad plasma fran ménniska innehéllande 5x0,8mL
gentamicin och 0,2 % natriumazid som konserveringsmedel.
HPC qCMV hog positiv kontroll
Inaktiverat CMV i defibrinerad plasma frén ménniska innehéllande 5x0,8mL
gentamicin och 0,2 % natriumazid som konserveringsmedel.
Streckkodsetikett for kod —
Box med Aptima CMV Quant Target Enhancer Reagent
(férvaras i 15 °C till 30 °C efter leverans)
Symbol Komponent Antal
TER qCMV Target Capture Reagent 1% 46,0 mL

En koncentrerad litiumhydroxid-I6sning.
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Aptimar

Material som kravs men som finns tillgangliga separat

Obs! Material som finns tillgéngliga hos Hologic anges med respektive artikelnummer om inget

annat anges.

Material

Panther® System

Panther Run Kit for Real Time Assays (endast for realtidsanalyser)

Aptima® Assay Fluids Kit (bendmns &ven Universal Fluids Kit)
innehaller Aptima Wash Solution, Aptima Buffer for Deactivation Fluid,
och Aptima Oil Reagent

Multirérsenheter (MTU-enheter)

Panther Waste Bag Kit

Panther Waste Bin Cover

Eller, Panther System Run Kit

(vid kérning av TMA-analyser som inte utférs i realtid, parallellt med TMA-
analyser i realtid) innehéller MTU-enheter, avfallspésar, lock till avfallsbehéllare,
Auto Detect och analysvétskor

Whole Blood Diluent-rér (endast fér behandling av helblodsprover)

Spetsar, 1 000 yL, konduktiva, vatskeavkannande

Blekmedel, 5 % till 7 % (0,7 M till 1,0 M) natriumhypokloritldsning
Puderfria engangshandskar

Ogenomtrangliga utbyteslock

Utbyteslock Hologic Solid Caps (engangslock till rér for behandling av

helblod)
Utbyteslock till reagens

Amplifierings-, enzym- och promotorreagens

rekonsitutionsflaskor
TCR-flaska
TER-flaska

Skyddspapper for laboratoriebank med plastad baksida

Luddfria dukar
Pipett
Spetsar

Alternativ for primart provtagningsror:

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

Centrifug

Vortexblandare

CL0041 (100 lock)
CL0040 (100 lock)
903302 (100 lock)

Art. nr.

PRD-03455
(5000 analyser)

303014 (1000 analyser)

104772-02
902731
504405

303096 (5 000 analyser)

PRD-06783
(100 forfylida ror per
pase)

10612513 (Tecan)

103036A
PRD-06720

Aptima CMV Quant Assay
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Aptima® Panther System

Valfritt material
Material Art. nr.

Alternativ for sekundara ror:
12 mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm

Aptima-provalikvotror (SAT) (100-pack) 503762
Lock till transportror (100-pack) 504415
Lock till SAT-rér
Aptima Specimen Diluent PRD-03003
Aptima Specimen Diluent Kit PRD-03503

innehdller Aptima Specimen Diluent, 100 SAT:er och 100 lock
Overforingspipetter _
Provpinnar med bomullstopp —

Provrérsvagga —

Analysmetod for Panther System

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

A. Beredning av arbetsytan

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

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

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

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

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

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

Obs! Undvik éverdriven skumbildning nér du védnder pa kalibratorn och kontrollerna.
Skummet férsémrar nivaavkénningsfunktionen i Panther-systemet.

2. Nar rérinnehallet har tinat upp torkar du rorets utsida med en ren och torr engangsduk.
3. Oppna inte roren i det har stadiet eftersom det kan leda till kontamination av innehallet.
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C. Rekonstituera reagens/bereda ett nytt kit
Obs! Innan du bérjar arbeta med Panther-systemet ska reagensen rekonstitueras.

1. S& har bereder du Target Capture-reagens (TCR):

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

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

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

c. Kontrollera att alla utfallningar har I6sts upp och att magnetpartiklarna har
suspenderats fore anvandning.

2. Sa har rekonstituerar du amplifierings-, enzym- och promotorreagens:

a. Ta ut frystorkade reagens och motsvarande rekonstitutionsldsningar fran férvaring
(2 °C till 8 °C). Para ihop varje rekonstitutionslosning med respektive frystorkat
reagens.

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

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

ii. For bestamt in den skarade anden av rekonstitutionskragen (svart) pa
ampullen (Figur 4, steg 1).

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

iv. Placera flaskan med rekonstitutionslosning pa en stabil yta (till exempel
banken). Vand sedan ampullen med frystorkat reagens 6ver
rekonstitutionslosningsflaskan och anslut kragen ordentligt till
rekonstitutionslosningsflaskan (Figur 4, steg 2).

v. Vand férsiktigt pa de hopmonterade flaskorna (ampull ansluten till flaskan med
I6sning) igen sa att 16sningen rinner tillbaka in i glasampullen (Figur 4, steg 3).

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

vii. Vanta i minst 30 minuter tills det frystorkade reagenset har I6sts upp i
I6sningen.

viii. Nar det frystorkade reagenset har 16sts upp i I6sningen virvlar du de
hopmonterade flaskorna i minst 10 sekunder och vaggar sedan Iésningen i
glasampullen fram och tillbaka sa att den blandas ordentligt.

c. Luta langsamt de hopmonterade flaskorna pa nytt sa att all I6sning rinner tillbaka
in i flaskan med rekonstitutionslésning (Figur 4, steg 5).

d. Ta forsiktigt bort rekonstitutionskragen och glasampullen (Figur 4, steg 6).
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e. Satt tillbaka locket pa flaskan. Notera operatdrens initialer och
rekonstitutionsdatum pa etiketten (Figur 4, steg 7).

f. Kassera rekonstitutionskragen och glasampullen (figur 5, steg 8).

Varning: Undvik éverdriven skumbildning ndr du rekonstituerar reagens. Skummet
férsédmrar nivaavkénningsfunktionen i Panther-systemet.

H’1 m “\3 . "\/4 ™~

7

Figur 4. Rekonstitutionsprocess fér Panther System

3. Ta ut gqCMV Target Enhancer-reagenset fran forvaringen (15 °C till 30 °C). Notera
operatdrens initialer och 6ppningsdatum pa etiketten. Kontrollera att batchnumret pa
TER-flaskan motsvarar batchnumret pa huvudbatchens streckkodsblad.

D. Reagensberedning av tidigare beredda reagens

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

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

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

4. Virvla och vand pa amplifierings-, enzym- och promotorreagensen sa att de blandas
ordentligt innan de laddas i systemet. Undvik dverdriven skumbildning nar du vander
pa reagens.

w

Alternativ. Reagens som beretts tidigare kan forberedas pa en provrérsvagga enligt
foliande: Ta ut reagens fran forvaringen (2 °C till 8 °C). Placera reagens i en
provrérsvagga och Iat varmas upp i minst 30 minuter vid 15 °C till 30 °C.

5. Fyll inte pa reagensflaskorna. Panther System kanner av och avvisar flaskor med mer
reagens an beraknat.

E. Hantering av plasmaprov
1. Se till att behandlade prover i primara ror eller outspadda prover i sekundara ror har
forvarats korrekt enligt Provtagning och provférvaring.
2. Frysta prover maste tinas upp ordentligt. Vortexblanda de tinade proverna i 3 till
5 sekunder sa att de blandas ordentligt.
3. Lat proverna na 15 °C till 30 °C fore bearbetning. Se Provhantering pa
Panthersystemet for ytterligare information om hantering av prover i instrumentet.
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4.

5.

Se till att varje primart provtagningsror innehaller upp till 1200 pyL provmaterial eller att
varje sekundart ror innehaller minst 700 pyL provmaterial. Se tabellen i Provtagning for
att identifiera dédvolymkrav fér varje primar och sekundar rortyp.

Alla prover ska centrifugeras i 1000 till 3000g i 10 minuter innan de laddas i
provstallet. Ta inte av locken vid det har steget.

Se steg G.2 nedan for information om laddning av stéll och borttagning av lock.

F. Hantering av helblodsprov

1.

Se till att behandlade prover i primara ror forvaras korrekt enligt Provtagning och
provférvaring.

Frysta prover maste tinas upp ordentligt.

Lat proverna na 15 °C till 30 °C fére bearbetning. Se Provhantering pa
Panthersystemet for ytterligare information om hantering av prover i instrumentet.

Vand férsiktigt helblodror minst 3 ganger eller blanda forsiktigt i provrorsvagga tills
blodet & homogent.

Utfoér foljande procedur pa varje prov fér provbehandling.

a. Blod i primart ror maste blandas ordentligt gneom vandning och provet ska
Overféras omedelbart till réret med spadningsmedel for helblod.

b. Tillsatt 500 uL helblodsprov till det forfyllda Whole Blood Diluent-réret.
c. Satt pa locket igen och vortexblanda provet i minst 5 sekunder.
Se steg G.2 nedan for information om laddning av stéll och borttagning av lock.

G. Beredning av system

1.

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

Ladda proverna i provstallet. Utfér féljande steg for varje provror (prov, och, om
nédvandigt, kalibrator och kontroller):

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

Obs! Var sérskilt noga med att undvika férorening genom spridning av aerosoler.
Lossa férsiktigt locken pé proverna.

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

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

e. Anvand om sa kravs en ny Overforingspipett for engangsbruk for att avlagsna
eventuella bubblor eller skum. Bubblor i provréren forsamrar
nivaavkanningsfunktionen i Panther-systemet.

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

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

g. Upprepa steg 2.a till 2.f med nasta provstall.

H. Beredning av system - Tilldmpa konverteringsfaktor for helblod
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Panther System

1.

Konfigurera systemet enligt anvisningarna i Anvédndarhandledning fér Panther
System.

Ladda provstall.
TilldAmpa konverteringsfaktor for helblod fér att analysera testorder fér helblodsprover.

Obs! Konverteringsfaktor for helblod kan tilldmpas pa ett helt stéll eller en enstaka
testorder.

For att tilldampa konverteringsfaktorn fér helblod pa ett helt stall med helblodsprover:

a. Dubbelklicka pa dnskat laddat stall pa skarmen Sample Rack Bay (provstallsfack).
Skarmen Sample Rack Loading (provstallsladdning) visas for det valda stallet.

b. Valj Dilute All (spad ut alla).

Fonstret Dilution Factor (utspadningsfaktor) visas.

Sample Rack Loading Ready J

Sample ID Assay Name Status

Dilution Factor

Select Dilution Factor
Selected Dilution Factor / Dilution Flag

1:100 DIL2
1:3 DILt
Custom DiLC ‘

s @  whole Biood Conversion Factor we ‘

4 Total Records

acMv

Dilu-0313113 qcMy

03/13/2019 09:50:32

Figur 5. Dilution Factor-fonstret i Sample Rack Loading-skdrmen

Valj Whole Blood Conversion Factor (konverteringsfaktor for helblod).

Valj OK.

Fonstret Set Dilution Factor for Rack (stall in utspadningsfaktorn for stallet) visas.
e. Valj Yes (ja) for att tillampa flaggan for konverteringsfaktorn for helblod pa hela

stallet med helblodsprover.
For att tilldampa konverteringsfaktorn for helblod pa en enstaka testorder (t.ex. fjarde
provet i ett stall, se bild nedan):

a. Dubbelklicka pa det laddade stallet med 6nskat prov pa skdrmen Sample Rack
Bay (provstallsfack).
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Skarmen Sample Rack Loading (ladda provstall) 6ppnas fér det valda provstallet.
b. Dubbelklicka pa énskat prov pa skarmen Sample Rack Loading (ladda provstall).

Skarmen Sample Details (provinformation) éppnas med de aktuella
analysbestallningarna for valt prov.

c. Valj den analysbestalining som Onskas fran panelen Test Orders
(analysbestallningar).

d. Valj Apply Dilution (tillampa utspadning)

Sample Position: 4

Sample ID: PANEL-A-882427

Type: Shecimen
| ~Test Orders Dllutlon Factor -

Assay

Select Dilution Factor —

aeuy Selected Dilution Factor Dilution Flag
1:700 DIL2
1:3 oiL1

Custom DILC ‘

@  whole Biood Conversion Factor we ‘

4 Total Records

Edit Sample ID '1 | STAT Test Order

pcm_operator ! o} = S 03/13/2019 09:47:21

Figur 6. Dilution Factor-fonstret i Sample Details-skdrmen

e. Valj Whole Blood Conversion Factor (konverteringsfaktor for helblod).

f. Valj OK for att tillampa flaggan for konverteringsfaktorn fér helblod pa alla valda
analysbestallningar.

4. Vid behov kan helblodsfaktorn tas bort fran analysbestéllningar innan bearbetningen
borjar.

For att radera konverteringsfaktorn for helblod pa ett helt stall:
1. Dubbelklicka pa onskat laddat stall pa skarmen Sample Rack Bay (provstallsfack).
Skarmen Sample Rack Loading (provstéllsladdning) visas fér det valda stallet.

2. V4lj Dilute All (spad ut alla).

3. Avmarkera Whole Blood Conversion Factor (konverteringsfaktor for helblod) i
fonstret for Dilution Factor (utspadningsfaktor).

4. Valj OK.

Fonstret Set Dilution Factor for Rack (stall in utspadningsfaktorn fér stallet) visas.
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5. Valj Yes For att radera konverteringsfaktorn for helblod pa ett helt stall.

For att radera analysbestallningarna med konverteringsfaktorn for helblod:

1. Dubbelklicka pa det laddade stéllet med 6nskat prov pa skdrmen Sample Rack Bay
(provstallsfack).

Skarmen Sample Rack Loading (ladda provstall) 6ppnas fér det valda provstallet.
2. Dubbelklicka pa énskat prov pa skarmen Sample Rack Loading (ladda provstall).

Skarmen Sample Details (provinformation) visas med de aktuella
analysbestallningarna for valt prov.

3. Valj den analysbestallning 6nskas fran panelen Test Orders (analysbestallningar).
4. Valj Apply Dilution. (tillampa utspadning)

5. Avmarkera Whole Blood Conversion Factor (konverteringsfaktor for helblod) i
fonstret Dilution Factor (utspadningsfaktor).

6. Valj OK for att radera konverteringsfaktorn fér helblod fran analysbestaliningen.

Metodanmarkningar
A. Kalibrator och kontroller

1. Rodren for gqCMV positiv kalibrator, qCMV lag positiv kontroll, gCMV hog positiv
kontroll och qCMV negativ kontroll kan laddas i alla positioner i provstallet och i alla
provfackbanor i Panther-systemet. Provpipettering inleds nar ett av féljande tva villkor
ar uppfylit:

a. Systemet bearbetar kalibratorn och kontrollerna.

b. Systemet registrerar giltiga resultat for kalibratorn och kontrollerna.

2. Nar kalibrator- och kontrollréren har pipetterats och bearbetas kan proverna testas
med motsvarande rekonstituerad kit i upp till 24 timmar, savida inte:

a. kalibrator- eller kontrollresultaten ar ogiltiga,
b. Den tillhérande kit avlagsnas fran systemet.
c. Tillhérande kit har passerat stabilitetsgransen.
3. Kalibratorn och varje kontrollrér kan anvandas en gang. Om du férsoker anvanda
roret mer an en gang kan processfel uppsta.
B. Puder fran handskar

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

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

Prover med ogiltiga resultat maste analyseras pa nytt for att ett giltigt resultat ska kunna
erhallas.

Analyskalibrering

For att fa fram giltiga resultat maste en analyskalibrering utféras. En enskild positiv kalibrator
kors i tre replikat varje gang ett kit laddas i Panther-systemet. En utférd kalibrering géaller i
upp till 24 timmar. Programvaran i Panther-systemet meddelar operatéren nar en kalibrering
kravs. Operatoren skannar en kalibreringskoefficient som finns pa streckkodsbladet for
huvudbatchen som medfdljer varje kit

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

Negativa och positiva kontroller

For att kunna erhalla giltiga resultat maste en uppsattning analyskontroller testas. Ett replikat
av den negativa kontrollen, den laga positiva kontrollen och den hdga positiva kontrollen
maste analyseras varje gang ett kit laddas i Panther-systemet. En utférd kontroll galler i upp
till 24 timmar. Programvaran i Panther-systemet meddelar operatéren nar kontroller kravs.

Under bearbetningen verifierar Panther-systemets programvara automatiskt
acceptanskriterier for kontrollerna. For att generera giltiga resultat maste den negativa
kontrollen ge resultatet "Ej detekterat” och de positiva kontrollerna maste ge resultat inom pa
forhand definierade parametrar. Om nagon av kontrollerna ger ett ogiltigt resultat kommer
programvaran automatiskt att ogiltigforklara korningen. Prover i ogiltigforklarade korningar
maste analyseras pa nytt med hjalp av nyberedda kalibratorer och kontroller.

Intern kalibrator/intern kontroll

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

Programvaran for Panther-systemet har utformats for att korrekt verifiera processer nar
forfaranden utférs enligt instruktionerna som finns med i denna bipacksedel och i
Anvéndarhandledning fér Panther/Panther Fusion System.
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Tolkning av resultat

Panther-systemet faststaller automatiskt koncentrationen av CMV DNA fér prover och
kontroller genom att jamfora resultaten med en kalibreringskurva. CMV DNA-koncentrationer
rapporteras i IlU/mL och log4g IU/mL. Tolkningen av resultaten ges i Tabell 1 och Tabell 2.

Tabell 1: Tolkning av resultat fér plasma

Rapporterat Aptima CMV Quant Assay-resultat

Tolkning
IU/mL Log,, -vérde
Ej detekterat Ej detekterat CMV DNA ej detekterat.
<53 detekterat <1,72 CMV DNA har detekterats, men pa en niva
som ar under nedre kvantifieringsgransen (LLoQ).
53 till 10 000 000 1,72 till 7,00 CMV DNA-koncentrationen ar inom det kvantitativa
intervallet mellan LLoQ och ULoQ IU/mL.
>10 000 000 >7,00 CMV DNA-koncentrationen ar éver ovre
kvantifieringsgransen (ULoQ).
Ogiltigt® Ogiltigt® Det uppstod ett fel nar resultatet genererades. Provet

bor analyseras pa nytt.

Ogiltiga resultat visas med bla text.

Tabell 2: Tolkning av helblodsresultat

Rapporterat Aptima CMV Quant Assay-resultat

Tolkning
IU/mL Log,, -vérde
Ej detekterat Ej detekterat CMV DNA ej detekterat.
<176 detekterat <2,24 CMV DNA har detekterats, men péa en niva
som ar under nedre kvantifieringsgransen (LLoQ).
176 till 10,000,000 2,24 1ill 7,00 CMV DNA-koncentrationen ar inom det kvantitativa
intervallet mellan LLoQ och ULoQ IU/mL.
>10 000 000 >7,00 CMV DNA-koncentrationen ar éver 6vre
kvantifieringsgransen (ULoQ).
Ogiltigt® Ogiltigt® Det uppstod ett fel nér resultatet genererades. Provet

bor analyseras pa nytt.

0giltiga resultat visas med bla text.
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Begransningar

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

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

C. Mutationer, aven om de ar ovanliga, inom de val konserverade omradena av det virala
genomet som tacks av primrarna eller proberna i Aptima CMV Quant Assay, kan leda till
underkvantifiering av eller omgjlighet att detektera viruset.
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Resultat

Detektionsgrans vid anvandning av WHO:s forsta internationella standard

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

Detektionsgrans i plasma med WHO-standard

LoD faststalldes genom paneltest med WHO:s forsta internationella standard (NIBSC-kod 09/
162) for CMV* utspatt i CMV-negativ plasma fran manniska. 60 replikat av varje utspadning
testades med var och en av de tre reagensbatcherna for totalt 180 replikat per utspadning.
En probit-analys utférdes i syfte att generera forvantade detekteringsgranser. LoD-vardena
som visas i Tabell 3 utgor resultaten fran reagensbatchen med den 6versta forvantade
detekteringsgransen. LoD fér Aptima CMV Quant Assay med anvandning av WHO:s forsta
internationella standard ar 40,7 IU/mL for plasma.

Tabell 3: Detektionsgréns fér plasma vid anvédndning av WHQ:s férsta internationella standard fér CMV

deteFk(t):z':-,i?\r;tsa:réns Koncentration (IU/mL)
10 % 1,9
20 % 2,9
30 % 4,0
40 % 53
50 % 6,9
60 % 9,1
70 % 12,2
80 % 17,1
90 % 27,5
95 % 40,7

Detektionsgréans i helblod med WHO-standard

LoD faststalldes genom paneltest med WHO:s forsta internationella standard for CMV utspatt
i CMV-negativt helblod. 60 replikat av varje utspadning testades med var och en av de tre
reagensbatcherna for totalt 180 replikat per utspadning. En probit-analys utférdes i syfte att
generera forvantade detekteringsgranser. LoD-vardena som visas i Tabell 4 utgér resultaten
fran reagensbatchen med den Oversta forvantade detekteringsgransen. LoD fér Aptima CMV
Quant Assay med anvandning av WHO:s forsta internationella standard ar 131,0 1U/mL for
plasma.
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Tabell 4: Detektionsgréns for helblod vid anvédndning av WHQ:s férsta internationella fér CMV

Forvantad detekteringsgrdns | Koncentration (IU/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
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Detektionsgrans for CMV-genotyper

Detektionsgrans i plasma for CMV-genotyper

LoD verifierades for tre olika genotyper baserat pa glykoprotein-B-sekvens’ (gB-2, gB-3 och
gB-4) genom att testa olika CMV-koncentrationer kring faststalld LoD foér plasma med WHO-
standarden (genotyp gB-1). Tester utférdes med 30 replikat per panelmedlem per
reagensbatch med tva batcher Aptima CMV Quant-reagenter. Hogsta LoD som verifierades
for alla tre genotyper var 40 IU/mL med bada reagensbatcherna.

Tabell 5: Detektionsgréns i plasma fér CMV-genotyper

Genotyp Koncentration (IU/mL)
gB-2 40
gB-3 40
gB-4 35

Sammantaget ar LoD i plasma 40,7 IU/mL.

Detektionsgrans i helblod fér CMV-genotyper

LoD verifierades for tre olika glykoprotein-B-genotyper (gB-2, gB-3 och gB-4) genom att testa
olika CMV-koncentrationer kring faststalld LoD for helblod med WHO-standarden (genotyp
gB-1). Tester utférdes med 30 replikat per panelmedlem per reagensbatch med tva batcher
Aptima CMV Quant-reagenter. Hogsta LoD som verifierades for alla tre genotyper var

150 IU/mL med bada reagensbatcherna.

Tabell 6: Detektionsgréns i helblod for CMV-genotyper

Genotyp Koncentration (IU/mL)
gB-2 150
gB-3 150
gB-4 130

Sammantaget ar LoD i helblod 150 1U/mL.
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Linjart intervall

Linjart intervall i plasma

Det linjara intervallet faststalldes genom att testa CMV-paneler utspaddda med CMV-negativ
plasma fran manniska och serum enligt CLS| EP06-A.” Panelernas koncentration strackte
sig fran 1,62 log IU/mL till 7,30 log IU/mL. Aptima CMV Quant Assay visade linjaritet pa det
testade intervallet. Analysens 6évre kvantifieringsgrans (ULoQ) ar 7 Log IU/mL, se Figur 7.

10.00
9.00

8.00

.7.00 ..'.‘

o7 R2=0999
6.00

5.00

4.00 A Plasma — utanfoér analysintervallet

3.00 ® Plasma — inom analysintervallet

2.00 o

1.00

Rapporterat Aptima CMV Quant-resultat (Log4g 1U/mL)

0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

CMV malkoncentration (Logqq 1U/mL)

Figur 7. Linjéritet i plasma

Aptima CMV Quant Assay 28 AW-21334-1601 Rev. 002



Aptima-®

Resultat

Linjart intervall i helblod

Det linjara intervallet faststalldes genom att testa CMV-paneler utspadda med CMV-negativt
helblod fran manniska enligt CLSI EP06-A."” Panelernas koncentration lag mellan 2,15 log
IU/mL till 7,3 log IU/mL for helblod. Aptima CMV Quant Assay visade linjaritet pa det testade
intervallet. Analysens 6vre kvantifieringsgrans (ULoQ) ar 7 log 1U/mL, se Figur 8.

10.00
9.00

= 800

£

2

e 7.00

(@)

o

=

~ 6.0

T

=

[}

¢ 500

=

©

>

G 4.00

>

s

O 300

©

£

& 200

®

£ 100

= .

o

o

©

€  0.00
0.00

A
. R?=0.9999
n....
..'..
o . ,
o A Helblod — utanfér analysintervallet
"'. e Helblod — inom analysintervallet
T eeseeeen Linjart (helblod)
A.'.

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
CMV malkoncentration (Logqq 1U/mL)

Figur 8. Linjéritet i helblod

Aptima CMV Quant Assay

29 AW-21334-1601 Rev. 002



Resultat Aptima®

Linjaritet for CMV-genotyper

Linjaritet i plasma for CMV-genotyper

Linjaritet for glykoprotein-genotyperna gB-2, gB-3 och gB-4 verifierades genom att testa
CMV-paneler utspadda med CMV-negativ plasma vid koncentrationer fran 1,72 log IU/mL till
7,00 log IU/mL. Linjaritet pavisades i det intervallet for alla testade genotyper, se Figur 9.
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Figur 9. Linjéaritet féor CMV-genotyper gB-2, gB-3 och gB-4 in plasma
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Linjaritet i helblod for CMV-genotyper

Linjaritet for glykoprotein-genotyperna gB-2, gB-3 och gB-4 verifierades genom att testa
CMV-paneler utspadda med CMV-negativt helblod vid koncentrationer fran 2,25 log 1U/mL till
7,00 log IU/mL. Linjaritet pavisades i det intervallet for de tre genotyper som testades, se
Figur 10.
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Nedre kvantifieringsgrans enligt WHO:s forsta internationella standard

LLoQ definieras som den lagsta koncentration vid vilken CMV DNA ar tillforlitligt kvantifierat
inom en felmarginal — enligt CLSI EP17-A2" Felmarginalen (total error) uppskattades med hjalp
av Westgard-modellen: Total Error (TE) = |bias| + 2SD. Fér att garantera matningarnas
exakthet och precision bestamdes felmarginalen for Aptima CMV Quant Assay till 1 log 1U/mL
(det vill séaga att vid LLoQ ar en skillnad pa mer an 1 log IU/mL mellan tva matningar statistiskt
signifikant).

Nedre kvantifieringsgrans i plasma enligt WHO:s andra standard

LLoQ faststélldes genom paneltest med WHO:s forsta internationella standard (NIBSC-kod
09/162) for CMV utspatt i CMV-negativ plasma fran manniska. 60 replikat av varje
utspadning testades med var och en av de tre reagensbatcherna for totalt 180 replikat per
utspadning. LLoQ-resultaten for de tre reagensbatcherna visas i Tabell 7. Resultaten fran
reagensbatchen med den hdgsta koncentration som uppfyller TE-kraven och med detektering
295 % sammanfattas i Tabell 8. Den LLoQ som tas fram med WHO:s férsta internationalla
standard fér CMV i plasma ar 53 1U/mL.

Tabell 7: Bestdmning av LLoQ vid anvédndning av WHO:s fbrsta internationella standard for CMV utspétt i
plasma

Aptima CMV Berdknat

Reagensbatch N N detekterat Malkoncentration Quant SD |Bias| TE

(log IU/mL) (log lU/mL) (logIlU/mL) (logIU/mL) (loglU/mL)

60 56 1,48 1,64 0,36 0,16 0,87
1 60 59 1,54 1,72 0,29 0,18 0,76
60 59 1,60 1,74 0,28 0,14 0,70
60 59 1,70 1,85 0,19 0,15 0,53
60 56 1,48 1,56 0,29 0,09 0,67
2 60 58 1,54 1,61 0,27 0,07 0,60
60 58 1,60 1,69 0,28 0,09 0,64
60 60 1,70 1,83 0,24 0,14 0,62
60 56 1,48 1,67 0,26 0,19 0,71
3 60 58 1,54 1,67 0,24 0,13 0,60
60 60 1,60 1,78 0,19 0,18 0,55
60 60 1,70 1,87 0,22 0,17 0,61

SD = standardavvikelser
Panelmedlemmar som uppfyllde malet fér noggrannhet (TE ar <= 1) och = 95 % detektering fér reagensbatcher 1, 2
och 3 har skuggats.
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Tabell 8: Sammanfattning av LLoQ fér plasma vid anvdndning av WHO:s férsta internationella standard fér
CMV.

Reagensbatch (lU/mL) (log IU/mL)
1 53 1,72
2 41 1,61
3 47 1,67

Nedre kvantifieringsgréans i helblod enligt WHO:s standard

LoD faststalldes genom paneltest med WHO:s forsta internationella standard for CMV DNA
utspatt i CMV-negativt helblod frdn manniska. 60 replikat av varje utspadning testades med
var och en av de tre reagensbatcherna for totalt 180 replikat per utspadning. Resultaten for
de tre reagensbatcherna visas i Tabell 9. Resultaten fran reagensbatchen med den hogsta
koncentration som uppfyller TE-kraven och med detektering 295 % sammanfattas i Tabell 10.
Den LLoQ som tas fram med WHO:s forsta internationalla standard for CMV i helblod ar
176 1U/mL.

Tabell 9: Bestdmning av LLoQ vid anvédndning av WHO:s fbrsta internationella standard for CMV utspétt i
helblod

. . Aptima . Berdknat
Reagensbatch N detezerat Malkoncentration CMV Quant SD |Bias| TE
(log IU/mL) (log IU/mL) (log lU/mL) (log IU/mL) (log IU/mL)

60 58 2,11 2,06 0,47 0,06 1,00

1 60 59 2,16 2,04 0,51 0,12 1,14
60 60 2,20 2,14 0,44 0,06 0,94

60 59 2,24 2,28 0,26 0,04 0,56

60 60 2,11 2,02 0,42 0,09 0,93

2 60 60 2,16 2,12 0,26 0,04 0,56
60 59 2,20 2,14 0,30 0,07 0,67

60 60 2,24 2,26 0,26 0,02 0,53

60 59 2,11 2,25 0,43 0,13 1,00

3 60 59 2,16 2,34 0,27 0,18 0,72
60 60 2,20 2,38 0,30 0,17 0,77

60 60 2,24 2,39 0,30 0,15 0,74

SD = standardavvikelser
Panelmedlemmar som uppfyllde malet fér noggrannhet (TE < 1) och = 95 % detektering for reagensbatcher 1, 2 och 3 har
skuggats.
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Tabell 10: Sammanfattning av LLoQ f6r helblod vid anvdndning av WHO:s férsta internationella standard f6r

CMV.
Reagensbatch (lU/mL) (log IU/mL)
1 138 2,14
2 106 2,02
3 176 2,25
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Resultat

Bestamning av nedre kvantifieringsgrans for CMV-genotyper

Nedre kvantifieringsgrans for genotyper i plasma

Den LLoQ som faststallts med WHO-standarden verifierades genom att testa utspadningar
av CMV-genotyper gB-2, gB-3 och gB-4) i CMV-negativ plasma fran manniska. 60 replikat pa
varje panelmedlem testades med en reagensbatch. Resultaten visas i Tabell 11. Den
beraknade LLoQ for genotyper gB-2, gB-3 och gB-4 fran reagensbatchen med den hogsta
koncentration som uppfyller TE-kraven och med detektering 295 % sammanfattas i Tabell 12.

Sammantaget ar LLoQ i plasma i den har analysen 53 IU/mL.

Tabell 11: Bestémning av LLoQ i genotyper i plasma

Malkoncentration Apt(i)ma cmv SD |Bias| Berdknat TE
Genotyp N N detekterat uant
(log IU/mL) (log IlU/mL) (logIU/mL) (logIU/mL) (log IU/mL)

60 56 1,48 1,38 0,41 0,10 0,92

60 58 1,54 1,39 0,39 0,16 0,95
gB-2 60 56 1,60 1,49 0,38 0,11 0,87

60 58 1,65 1,70 0,24 0,04 0,51

60 57 1,70 1,54 0,32 0,16 0,80

60 55 1,48 1,27 0,38 0,20 0,97

60 55 1,54 1,27 0,40 0,27 1,07

60 53 1,60 1,31 0,47 0,29 1,23
gB-3

60 56 1,65 1,46 0,34 0,20 0,88

60 55 1,70 1,57 0,29 0,13 0,71

60 59 1,74 1,55 0,30 0,19 0,79

60 58 1,48 1,38 0,39 0,09 0,88

60 59 1,54 1,51 0,33 0,03 0,69
gB-4 60 57 1,60 1,66 0,36 0,06 0,79

60 59 1,65 1,66 0,29 0,01 0,59

60 60 1,70 1,70 0,24 0,00 0,48

SD = standardavvikelser

Panelmedlemmar som uppfyllde malet for noggrannhet (TE < 1) och = 95 % detektering for reagensbatcher 1, 2 och 3 har

skuggats.

Tabell 12: Sammanfattning av LLoQ i genotyper i plasma

Genotyp LLoQ
(IU/mL) (log IU/mL)
gB-2 50 1,70
gB-3 35 1,55
gB-4 24 1,38
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Nedre kvantifieringsgrans for genotyper i helblod

Den LLoQ som faststallts med WHO-standarden verifierades genom att testa utspadningar
av CMV-genotyper gB-2, gB-3 och gB-4) i CMV-negativt helblod fran manniska. 60 replikat
pa varje panelmedlem testades med en reagensbatch. Resultaten visas i Tabell 13. LLoQ for
genotyper gB-2, gB-3 och gB-4 fran reagensbatchen med den hdgsta koncentration som
uppfyller TE-kraven och med detektering 295 % sammanfattas i Tabell 14. Sammantaget ar
LLoQ i helblod i den har analysen 176 1U/mL.

Tabell 13: Bestdmning av LLoQ i genotyper i helblod

Aptima CMV

Malkoncentration Quant SD |Bias| Berdknat TE
Genotyp N N detekterat
(log IU/mL) (log lU/mL) (logIU/mL) (logIU/mL) (log IU/mL)

60 56 2,08 1,77 0,43 0,30 1,16

60 56 2,15 1,87 0,39 0,27 1,06

60 56 2,20 1,80 0,59 0,40 1,58

60 58 2,26 1,97 0,41 0,28 1,11
gB-2

60 59 2,30 2,06 0,50 0,24 1,24

60 57 2,34 2,01 0,52 0,33 1,38

60 59 2,38 2,11 0,36 0,27 1,00

60 60 2,41 2,19 0,30 0,23 0,84

60 46 2,08 1,73 0,59 0,35 1,53

60 54 2,15 1,78 0,50 0,36 1,37
gB-3 60 54 2,20 1,87 0,50 0,33 1,34

60 58 2,26 2,02 0,52 0,23 1,27

60 58 2,30 2,02 0,32 0,28 0,92

60 55 2,08 1,78 0,53 0,30 1,37
gB-4 60 57 2,15 1,97 0,40 0,18 0,97

60 58 2,20 2,09 0,39 0,12 0,89

SD = standardavvikelser

Tabell 14: Bestdmning av LLoQ i genotyper i helblod

Genotyp LLoQ
(lU/mL) (log IU/mL)
gB-2 129 2,11
gB-3 104 2,02
gB-4 93 1,97
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Sparbarhet till WHO:s forsta internationella standard

En serie sekundara standarder med kanda koncentrationer anvandes genomgaende i
produktutvecklingen och produkttillverkningen for att etablera sparbarhet till WHO-
standarden. WHO:s CMV-standard spaddes ut och testades tillsammans med de sekundara
standarderna saval som analyskontroller och kalibratorer som anvands i Aptima CMV Quant
Assay for att beddma sparbarhet enligt CLSI EP32-R." Fér de sekundéara standarderna var
koncentrationsintervallet 1,80 till 6,60 log10 IU/mL.

Sparbarhet till WHO-standarden med plasma

Koncentrationerna som testades for WHO:s CMV-standard lag mellan 2,18 och 4,70 log10 1U/mL.
WHO-plasmapanelerna, sekundara standarder, analyskontroller och analyskalibratorer aterfanns i
enlighet med férvantade varden dver analysens linjara intervall, vilket ses i Figur 11.
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Figur 11. Sparbarhet mellan WHO:s férsta CMV-standard fér malkoncentrationer och rapporterade
koncentrationer i Aptima CMV Quant Assay (WHO-standard utspéddd i plasma)
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Sparbarhet till WHO-standarden med helblod

Koncentrationerna som testades for WHO:s CMV-standard i helblod lag mellan 2,70 och
4,70 log10 IU/mL. Helblodspanelerna med WHO-standarder, sekundara standarder,
analyskontroller och analyskalibratorer aterfanns i enlighet med férvantade varden Gver
analysens linjara intervall, vilket ses i Figur 12.
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Figur 12. Sparbarhet mellan WHO:s férsta CMV-standard for malkoncentrationer och rapporterade
koncentrationer i Aptima CMV Quant Assay (WHO-standard utspéddd i helblod)
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Reproducerbarhet

Plasma

For att utvardera reproducerbarhet gjordes en panel med 6 medlemmar genom att spada ut
CMV-positiva kliniska provmaterial eller odlad CMV med CMV-negativ plasma. Panelen
testades av tre operatérer som anvande tre reagensbatcher pa tre Panther-system under 20
eller fler dagar. Varje operatoér utférde tva kdrningar per dag och varje panelmedlem testades
i duplikat vid varje korning. Studien utformades och analyserades enligt rekommendationer
fran CLSI EP-05-A3."

Tabell 15 visar analysresultatens reproducerbarhet (i form av log IU/mL) mellan instrument,
mellan operatdrer, mellan reagensbatcher, mellan kérningar, mellan dagar, inom kérningar
och totalt. Den totala variabiliteten berodde primart pa variabilitet inom kérningar (dvs.
slumpfel).

Tabell 15: Reproducerbarhet hos Aptima CMV Quant Assay i plasma
______________________________________________________________________________________________________________________________________|
Genomsnittlig Mellan Mellan Mellan Mellan Mellan Inom

N koncentration  batcher instrument operatérer dagar koérningar kérning Totalt
(log IU/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 = standardavvikelser
Obs! Variabiliteten for vissa faktorer kan vara numeriskt negativ, vilket kan intraffa om variabiliteten pa grund av dessa
faktorer ar mycket liten. Nar detta sker visas SD som O.

Helblod

For att utvardera reproducerbarhet gjordes en panel med 6 medlemmar genom att spada ut
CMV-positiva kliniska provmaterial med eller tillsats av odlad CMV i CMV-negativt helblod.
Panelen testades av tre operatérer som anvande tre reagensbatcher pa tre Panther-system
under 20 eller fler dagar. Varje operatér utférde tva kérningar per dag och varje panelmediem
testades i duplikat vid varje kdrning

Tabell 16 visar analysresultatens reproducerbarhet (i form av log 1U/mL) mellan instrument,

mellan operatérer, mellan batcher, mellan kérningar, mellan dagar, inom kdérningar och totalt.
Den totala variabiliteten berodde primart pa grund av variabilitet inom kérningar (det vill saga
slumpfel).
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Tabell 16: Reproducerbarhet hos Aptima CMV Quant Assay i helblod

Genomsnittlig Mellan Mellan Mellan Mellan Mellan Inom
N koncentration  batcher instrument operatérer dagar korning korning Totalt
(log 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 = standardavvikelser

Obs! Variabiliteten for vissa faktorer kan vara numeriskt negativ, vilket kan intraffa om variabiliteten pa grund av
dessa faktorer ar mycket liten. Nar detta sker visas SD som 0.

Potentiellt interfererande substanser

Aptima CMV Quant Assays kanslighet for interferens fran férhéjda nivaer av endogena
substanser, antikoagulantia och lakemedel som ofta ordineras till transplantationspatienter
utvarderades. Testkoncentrationerna fér vardera av substanserna som kan interferera valdes
baserat pa tillgangliga referenser fran litteraturen samt riktlinjer fran CLSI EP07' och EP37*.
CMV-negativa plasmaprover och prover med CMV-tillsats till en koncentration av 2,22 log
IU/mL och 3,30 log IU/mL testades. CMV-negativa helblodsprover och prover med CMV-

tillsats till en koncentration av 2,72 log IU/mL och 4,00 log IU/mL CMV DNA testades for
hemoglobin.

Ingen interferens observerades for plasmaproven gallande resultaten for analysen i narvaro
av albumin (60 mg/mL), hemoglobin (10 mg/mL), triglycerider (15 mg/mL), okunjungerat
bilirubin (0,4 mg/mL) eller genomiskt DNA fran manniska (2 mg/mL). Fér helblodsprover
observerades ingen interferens med analysresultaten vid narvaro av tillsats av hemoglobin pa
100 mg/mL i helblodsprover.

Kliniska plasmaprover fran patienter med férhojda nivaer av specifika substanser eller fran
patienter med de sjukdomar som anges i Tabell 17 testades med Aptima CMV Quant Assay.
Ingen interferens observerades gallande analysens resultat.

Tabell 17: Kliniska provtyper som testats

Kliniska provtyper Antal kliniska prover som testats
1 Antinuklear antikropp (ANA) 10
2 Systemisk lupus erythematosus (SLE) 10
3 Ledgangsreumatism (RA) 10
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Resultat

Ingen interferens observerades gallande resultaten for analysen i narvaro av de exogena
substanser som anges i Tabell 18 vid koncentrationer pa minst tre ganger C, 4 for
lakemedel i plasma fran manniska.

Tabell 18: Exogena substanser

subEs)::g:Sool Analyserade exogena substanser

1 Cefotetan, kaliumklavulanat, Ticarcillin disodium, vancomycin

2 Piperacillin

3 Sulfametoxazol

4 Tazobaktam som natriumsalt, trimetoprim, fluconazol

5 Ganciclovir, valganciclovir, cidofovir, foskarnet, valacyclovir, acyclovir,
letermovir

6 Azathioprin, ciklosporin, mykofenolatmofetil, mykofenolsyra
Sirolimus, tacrolimus, prednison, everolimus

8 Natriumcitrat, EDTA, heparin

Specificitet

Specificitet faststalldes genom att testa 780 frysta CMV-negativa kliniska provmaterial.
Specificiteten beraknades som procentandelen av CMV-negativa prov med resultat "Ej
detekterat” jamfort med totala antalet prov som testats for varje provtyp.

CMV DNA detekterades ej i 389 prov for plasma och 390 prov for helblod. Specificiteten var
99,7 % (389/390, 95 % CI: 98,6—100 %) for plasma och 100 % (390/390, 95 % CI: 99,3—
100 %). Kombinerad specificitet hos Aptima CMV Quant Assay for plasma och helblod var

99,9 % (779/780, 95 % CI: 99,3—100 %).
Tabell 19: Specificitet i plasma- och helblodsprov

Plasma Helblod Plasma & helblod
Giltiga replikat (n) 390 390 780
Ej detekterat 389 390 779
Specificitet 99,7 % 100 % 99,9 %
(95 % CI) (98,6—100) (99,3-100) (99,3-100)

CI = konfidensintervall

Aptima CMV Quant Assay
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Analytisk specificitet

Potentiell korsreaktivitet for patogenerna i Tabell 20 utvarderades for CMV-negativ plasma
fran manniska i narvaro eller franvaro av 2,2 log IU/mL och 3,3 log IU/mL CMV. Tre
blodparasiter som finns i helblodsprov utvarderades ocksa for CMV-negativt helblod fran
manniska i narvaro eller franvaro av 2,7 log IlU/mL och 4,0 log IU/mL CMV. Patogener
testades vid hdgsta tillgangliga koncentrationen. Ingen korsreaktivitet eller interferens
observerades.

Tabell 20: Patogener som har testats for analytisk specificitet

Mikroorganism/patogen Koncentration Mikroorganism/patogen Koncentration
Adenovirus typ 4 1886 TCID50/mL? Mycobacterium intracellulare 1 000 000 CFU/mL
BK polyomavirus 1 000 000 cp/mL°® Mycoplasma genitalium 1 000 000 CFU/mL
Epstein-Barrvirus 1 000 000 cp/mL Mycoplasma pneumoniae 1 000 000 CFU/mL
Hepatit B-virus 1 000 000 IU/mL © Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/mL
Hepatit C-virus 1 000 000 cp/mL Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/mL
Herpes simplex-virus typ 1 1428571  TCID50/mL Salmo”f;lsh?r':frrif; serovar 1000000  CFU/mL
Herpes simplex-virus typ 2 147 143 TCID50/mL Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/mL
HIV-1 subtyp B 1 000 000 cp/mL Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/mL
Manskligt herpesvirus 6A 1000 000 cp/mL Streptococcus agalactiae 1 000 000 CFU/mL
Manskligt herpesvirus 7 1428 571 TCID50/mL Streptococcus pneumoniae 1 000 000 CFU/mL
Manskligt herpesvirus 8 1 000 000 cp/mL Streptococcus pyogenes 1 000 000 CFU/mL
Manskligt metapneumovirus 192 857 TCID50/mL Aspergillus niger 485000 CFU/mL
Manskligt papillomavirus typ 18 1 000 000 cp/mL Candida albicans 1 000 000 CFU/mL
Manskligt parainfluensavirus 944 TCID50/mL Cryptococcus neoformans 1 000 000 CFU/mL
Influensavirus 3857 TCID50/mL Trichomonas vaginalis 1 000 000 celler/mL
Rhinovirus 7 257 TCID50/mL Leishmania major* 1 000 000 celler/mL
Varicella zoster-virus 1 000 000 cp/mL Babesia microti* 1 000 000 celler/mL
Zikavirus 29 286 TCID50/mL Plasmodium falciparum* 1 000 000 celler/mL
Chlamydia trachomatis 1 000 000 CFU/mL ¢ *TCID50 U/mL = Infektids dos i vavnadskultur, enheter per mL
Clostridium perfringens 1 000 000 CFU/mL °cp/mL = Viruspartiklar (copies) per mL
Corynebacterium diphtheriae 1 000 000 CFU/mL °lU/mL = Internationella enheter per mL
Enterococcus faecalis 1 000 000 CFU/mL ‘CFU/mL = Kolonibildande enheter per mL
Escherichia coli 1 000 000 CFU/mL *testats med helblodsprovtyp
Klebsiella pneumoniae 1 000 000 CFU/mL
Listeria monocytogenes 1 000 000 CFU/mL
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Metodkorrelation
Studien utformades i enlighet med CLSI EP09c.™

Metodkorrelation for plasma

Resultaten med Aptima CMV Quant Assay utvarderades gentemot Roche cobas® CMV pa
cobas® 6800-systemet genom att testa outspadda kliniska prov fran CMV-positiva patienter
och konstruerade prov bestaende av diverse stammar av odlat virus fran alla fyra genotyper
tillsatta i EDTA plasma fran individuella donatorer. Sammanlagt 160 kliniska prov och 115
konstruerade prov inom det linjara intervall som ar gemensamt for bada analyserna
anvandes for Deming-regression, sa som visas i Figur 13.
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Figur 13. Korrelation mellan CMV-belastning med Aptima CMV Quant Assay och Roche cobas® CMV
Assay vid test av plasmaprov
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Metodkorrelation for helblod

Resultaten med Aptima CMV Quant Assay utvarderades gentemot Abbott CMV Real Time
Assay pa m2000-plattformen genom att testa outspadda kliniska prov fran CMV-positiva
patienter och konstruerade prov gjorda med odlat virus tillsatt i EDTA helblod fran individuella
negativa donatorer. Sammanlagt 159 kliniska prover och 83 konstruerade prov inom det
linjara intervall som ar gemensamt for bada analyserna anvandes for Deming-regression, sa
som visas i Figur 14.
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Figur 14. Korrelation mellan CMV-belastning med Aptima CMV Quant Assay och Abbott RealTime CMV
Assay vid test av helblodsprov

Korskontamination

Korskontamination har utvarderats for Panther-systemet med plasma som provtyp med hjalp
av andra virusbelastningsanalyser (Aptima HIV-1 Quant Dx Assay, Aptima HCV Quant Assay,
Aptima HBV Quant Assay). Ingen korskontamination observerades vid tidigare testande. For
att faststalla att Panther-systemet minimerar risken for falska positiva resultat pa grund av
overford kontamination i helblodsprovtypen, genomférdes en studie med paneler med
tillsatser pa tre Panther-system. Korskontamination utvarderades med helblodsprover med
tillsats av CMV DNA med hdga titrer (6 log 1U/mL) spridda mellan CMV-negativa prover i ett
schackrutigt monster. Testet gjordes dver tolv kdrningar. Sammantaget var
korskontaminationsfrekvensen 0,24 % (1/423).
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