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VsSeobecné informace

Uréené pouziti
Aptima HBV Quant Assay (Test Aptima HBV Quant) je test amplifikace nukleovych kyselin in

vitro pro kvantifikaci DNA viru hepatitidy B (HBV) v lidské plazmé a séru na plné
automatizovaném systému Panther™.

Plazma muze byt pfipravena v kyseliné ethylendiamintetraoctové (EDTA), antikoagulaénim
roztoku citrat-dextréoza (ACD) a zkumavkach na pfipravu plazmy (PPTs, plasma preparation
tubes). Sérum mulze byt pfipraveno v sérovych zkumavkach a zkumavkach pro separaci séra
(SSTs, serum separator tubes). Vzorky se testuji za pouziti plné automatizovaného systému
Panthere pro zpracovani vzorku, amplifikaci a kvantifikaci. Vzorky obsahujici HBV genotypy
A, B, C, D, E, F, G a H jsou pro kvantifikaci v testu validovany.

Aptima HBV Quant Assay je ureny pro pouziti jako pomucka pfi IéCbé pacientt s chronickymi
infekcemi HBV podstupujicich antivirovou Ié¢bu HBV. Test muze byt pouzit k méfeni hladin
DNA HBV na zacCatku a béhem |écCby, jako pomoc pfi hodnoceni virové odpovédi na Iécbu.
Vysledky testu Aptima HBV Quant Assay musi byt interpretovany v kontextu vSech
relevantnich klinickych a laboratornich nalezd.

Aptima HBV Quant Assay neni uréen k pouZiti jako screeningovy test na HBV v krvi nebo
krevnich produktech nebo jako diagnosticky test k potvrzeni pfitomnosti infekce HBV.

Shrnuti a vysvétleni testu

Virus hepatitidy B (HBV), jeden z nékolika vird, o nichZ je znamo, Ze zpusobuji hepatitidu, byl
pfipisovan celozivotni infekci HBV, cirhéze jater, rakoviné jater, selhani jater a pfipadné smrti.
Svétova zdravotnicka organizace (WHO) uvadi HBV jako jednu z nejbéznéjSich infek&nich
chorob na svété. Prevalence infekce HBV a zplsob pfenosu se po celém svété znacné lisi.
Asi tfetina svétové populace ma sérologickou evidenci o minulé nebo souc¢asné infekci HBV
s chronickou infekci HBV, ktera se vyskytuje u vice nez 350 miliona lidi na celém svété."**
Infekce HBV vede ke zvySenému riziku jaterni dekompenzace, cirh6zy a hepatocelularniho
karcinomu (HCC) s mortalitou 0,5 az 1,2 milionu umrti a 5-10 % pfipadl transplantace jater
po celém svété rocné.** Bez vhodné lécby, intervence a monitorovani po diagnéze se 5 lety
kumulativni vyskyt cirhézy pohybuje v rozmezi 8-20 %. Po rozvoji cirhdzy je rocni riziko
hepatocelularniho karcinomu (HCC) 2-5 %.°

HBV obsahuje kruhovy, ¢asteéné dvouretézcovy DNA genom s pfiblizné 3 200 paru bazi,
ktery kéduje Ctyfi CasteCné se prekryvajici oteviené ¢teci ramce (ORF, open reading frames)
exprimujici polymerazu, povrchovy antigen, vnitini antigen (precore/core) a X proteiny.
Polymerazovy ORF pfekryva ostatni 3 ORF a kdduje kli€ovy virovy replikaéni protein,
polymerazu. Povrchovy ORF exprimuje tfi proteiny, které jsou nezbytné pro virovou
morfogenezi, vstup viru do hepatocytl a vyvolavaji imunitni odpovéd hostitele.” Existuje 8
genotypl HBV (A-H), které se obvykle vyskytuji na riznych geografickych mistech. V
soucasné dobé se kvantifikace DNA HBV pouziva ke stanoveni, ktefi pacienti s chronickou
infekci by méli byt 1éCeni, ke sledovani reakce na terapii a k posouzeni opétovného vyskytu
virové zatéze, ktera muze naznacovat rezistenci vaci lékam.?

Aptima HBV Quant Assay je test amplifikace nukleovych kyselin in vitro, ktery pouziva
technologii transkripci mediované amplifikace (TMA) v realném Case v systému Panther pro
kvantifikaci DNA HBV genotypu A, B, C, D, E, F, G, a H. Aptima HBV Quant Assay se zaméfuje
na dvé vysoce konzervované oblasti v polymerazovych genech a genech povrchovych
proteinl (pro zvySenou toleranci k potencialnim mutacim). Test je standardizovan podle 3.
standardu WHO pro virus hepatitidy B (kéd NIBSC: 10/264).
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Principy postupu

Test Aptima HBV Quant Assay zahrnuje tfi hlavni kroky, které probihaji v jediné zkumavce
v systému Panther: zachyt cile, amplifikace cile metodou TMA a detekce produktl amplifikace
(amplikond) pomoci fluorescenéné znacenych sond (indikatory).

Béhem zachytu cile je ze vzorku izolovana virova DNA. Na vzorek je pouzit detergent, aby
doslo k solubilizaci virové schranky, denaturaci proteint a uvolnéni genomické DNA viru.
Zachycené oligonukleotidy hybridizuji do vysoce konzervovanych oblasti DNA HBV, jsou-li v
testovacim vzorku pfitomny. Hybridizovany cil je poté zachycen na magnetické mikrocCastice,
které jsou od vzorku oddéleny v magnetickém poli. Kroky promyvani odstrani z reakcni
zkumavky nadbytecné slozky.

Amplifikace cile probiha prostfednictvim TMA, coz je metoda transkripéné mediované
amplifikace nukleové kyseliny vyuzivajici dva enzymy, reverzni transkriptazu a T7 RNA
polymerazu Moloneyho viru my38i leukemie (MMLV). Reverzni transkriptéza se pouziva k
vytvoieni kopie DNA (obsahujici promotorovou sekvenci pro T7 RNA polymerazu) cilové
sekvence. RNA-polymeraza T7 vytvafi viceCetné kopie amplikonu RNA z templatu kopie
DNA. Aptima HBV Quant Assay vyuziva metodu TMA k amplifikaci dvou oblasti genomu
HBV (gen polymerazy a gen povrchovych protein(l). Amplifikace téchto oblasti je dosazeno
pomoci specifickych primert navrzenych pro amplifikaci genotypt A, B, C, D, E, F, G a H.
Pfistup s dualni cilovou oblasti s designem primer( zamé&fenych na vysoce konzervované
regiony zajiStuje pfesnou kvantifikaci DNA HBV.

Detekce se provadi pomoci indikatoru z jednovlaknové nukleové kyseliny, které jsou soucasti
amplifikace cile a které v realném ¢ase specificky hybridizuji amplikon. Kazdy indikator
obsahuje fluorofor a zhase€. KdyZ neni indikator hybridizovan k amplikonu, je zhasec¢ v tésné
blizkosti fluoroforu a potlacuje fluorescenci. Po navazani indikatoru na amplikon se zhasec¢
posune dale od fluoroforu a po excitaci zdrojem svétla zaCne emitovat signal specifické
vinové délky. Cim vice indikator(l se hybridizuje k amplikonu, tim vétsi fluorescenéni signal je
generovan. Cas potfebny k tomu, aby fluorescenéni signal dosahl uréené prahové hodnoty,
je umérny pocate¢ni koncentraci HBV. Kazda reakce ma vnitfni kalibrator/vnitfni kontrolu
(IC, internal calibrator/internal control) kontrolujici zmény ve zpracovani vzorka, amplifikaci a
detekci. Koncentrace vzorku je stanovena softwarem systému Panther pomoci signald HBV a
IC pro kazdou reakci a jejich porovnanim s kalibraénimi udaji.

Varovani a bezpe€nostni opatreni

A. Pouze pro diagnostické pouZiti in vitro.

B. Pred provedenim tohoto testu si peclivé pfectéte celou pfibalovou informaci a Navod
k pouziti systému Panther. Snizite tak riziko vyskytu neplatnych vysledku.

C. gHBV Reagencie pro zesileni cile (TER) je korozni. Viz ,Pro test® na strané 5. pro uplny
@ seznam varovani.

Aptima HBV Quant Assay 3 AW-13182-2601 Rev. 007



Vseobecné informace Aptima-

Pro laborator

& D. UPOZORNEN:I: Kontroly pro tento test obsahuji lidskou plazmu. Plazma je podle testovani
dle postupt licencovanych americkym Ufadem pro kontrolu potravin a Iékd negativni na
povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg), protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1 a HIV-2
a antigen HIV. Kromé toho je plazma pfi testovani pomoci licencovanych testt nukleovych
kyselin s pouzitim sdilenych vzork(l nereaktivni pro DNA HBV, RNA HCV a RNA HIV-1.
VSechny materidly pochazejici z lidské krve by mély byt povaZzovany za potencialné infekéni
a meélo by se s nimi zachazet v souladu s univerzalnimi bezpe¢nostnimi opatfenimi.®*™

E. Tento test mohou pouzivat pouze pracovnici s nalezitym Skolenim v pouzZiti testu Aptima
HBV Quant Assay a v manipulaci s potencialné infekénimi materialy. Dojde-li k rozliti,
ihned provedte dezinfekci dle pfisluSnych postupl daného pracovisté.

F. Pouzivejte pouze dodané nebo specifikované jednorazové laboratorni vybaveni.

G. Dodrzujte bézna laboratorni bezpecnostni opatfeni. Nepipetujte Usty. Ve vyhrazenych
pracovnich prostorech nejezte, nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi
soupravy pouzivejte jednorazové rukavice bez talku, ochranné bryle a laboratorni plasté.
Po manipulaci se vzorky a reagenciemi soupravy si peclivé omyijte ruce.

H. Pracovni povrchy, pipety a dalSi vybaveni pravidelné dekontaminujte 2,5 % az 3,5 %
(0,35 M az 0,5 M) roztokem chlornanu sodného.

I. VeSkeré materialy, které pfisly do styku se vzorky a reagenciemi, zlikvidujte v souladu s
mistnimi a narodnimi pfedpisy.>*'*" Dlkladné vycistéte a dezinfikujte vSechny pracovni
povrchy.

J. Kontroly obsahuji azid sodny jako konzervant. K pfevadéni reagentu nepouzivejte kovové
trubicky. Pokud jsou roztoky obsahujici slou¢eniny azidu sodného vypoustény do odpadniho
potrubi, mély by byt zfedény a vyplachnuty velkym mnoZstvim vody. Tato opatfeni se
doporucuji, aby se zabranilo hromadéni usazenin v kovovych potrubich, ve kterych by
mohlo dojit k vytvofeni vybusnych podminek.

K. Mezi standardy spravné praxe molekularnich laboratofi patfi monitorovani prostfedi. Pro
monitorovani prostfedi laboratofe je navrzen nasledujici postup:

1. Opatiete si bavinény tampon a pouzijte jej v paru se zkumavkami na vzorky Aptima
Aliquot (SAT, Specimen Aliquot Tube).

2. Kazdou SAT fadné oznacte.

3. Kazdou SAT napliite 1 ml roztoku na fedéni vzorkua Aptima.

4. Chcete-li odebrat vzorky povrchu, tampon lehce navihéete deionizovanou Nuclease-
free vodou.

5. Otfete ur€eny povrch vertikalnim pohybem shora doll. PFi otirani mista otacejte
tamponem pfiblizné o polovinu otacky.

6. Tampon se vzorkem okamzité vlozte do zkumavky a tamponem lehce otacejte v
fedicim roztoku, aby se do roztoku uvolnily materidly potencialné zachycené na
tamponu. Pfitisknéte tampon na sténu transportni zkumavky, aby se uvolnilo co
nejvice kapaliny. Tampon zlikvidujte a zkumavku uzavriete.

7. Opakujte kroky pro zbyvajici tampony se vzorky.

8. Otestujte tampon pomoci molekularniho testu.

Pro vzorky

L. Vzorky mohou byt infekéni. Pfi provadéni tohoto testu dodrzujte univerzalni bezpecénostni
opatfeni®®™. Zajistéte spravné postupy pfi manipulaci a likvidaci v souladu s mistnimi
nafizenimi.” Tento test mohou pouzivat pouze pracovnici s nalezitym Skolenim v pouziti
testu Aptima HBV Quant Assay a v manipulaci s infek&nimi materialy.
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M. Chcete-li zaijistit integritu vzorku, zajistéte pfi prepravé vzorkll vhodné prepravni podminky.
Stabilita vzorku za jinych nez doporucenych prepravnich podminek nebyla hodnocena.

N. Pfi manipulaci se vzorky zabrarite kfizové kontaminaci. Davejte zvlastni pozor, aby
nedosSlo ke kontaminaci rozstfikovanim aerosolu pfi uvolfiovani nebo otevirani vzorkd.
Vzorky mohou obsahovat extrémné vysoké koncentrace organismu. Zajistéte, aby se
jednotlivé nadoby na vzorky vzajemné nedotykaly, a pouzité materialy pfi likvidaci
nepfenasejte nad otevienymi nadobami. Pokud se vzorku dotknete, vymérite si rukavice.

Pro test

O. NepouZivejte souprava reagencii, kalibrator a kontroly po datu exspirace.

P. Nezaménujte, nemichejte ani nekombinujte reagencie testu ze souprav s riznymi Cisly
hlavni Sarze. Kapaliny testu mohou mit rizna C&isla Sarzi. Kontroly a kalibrator mohou mit
riizna Cisla Sarzi.

Q. Zabrante mikrobidlni a nukledzové kontaminaci reagencii.

R. VSechny reagencie testu uzaviete a uchovavejte pfi uvedené teploté. Fungovani testu mize
byt negativné ovlivnéno pouzitim nespravné uchovavanych reagencii. Dalsi informace viz
PoZadavky na skladovani a manipulaci s reagenciemi a Postup testu na systému Panther.

S. Nekombinujte zadné reagencie ani kapaliny testu, pokud k tomu neobdrzite vyslovny
pokyn. Reagencie ani kapaliny nedolévejte. Systém Panther ovéfuje hladiny reagencii.

T. Vyvarujte se kontaktu reagencie pro zesileni cile s kiizi, o€ima a sliznicemi. Pokud dojde
ke kontaktu s touto reagencii, oplachnéte se vodou. Pokud dojde k rozliti této reagencie,
zfedte ji vodou a postupujte podle pfislusnych postupl na pracovisti.

U. NE&které reagencie v sadé jsou oznaceny vystraznymi symboly nebezpecCnosti a

bezpecnostnimi symboly.

Poznamka: Informace o nebezpeci jsou v souladu s klasifikacemi bezpecénostnich listu
(BL) EU. Informace o nebezpeci specifické pro vasi oblast naleznete v BL specifickém
pro danou oblast v knihovné bezpecnostnich listi na adrese www.hologicsds.com.

Kontroly sady HBV VL
Azid sodny 0,2 %
Lidské sérum 95-100 %

VAROVANI

H312 - Zdravi $kodlivy pfi styku s kuzi

H412 - Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi tg&inky

P273 - Zabrarte uvolnéni do Zivotniho prostredi

P280 - Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy Stit

Reagencie pro zesileni cile
Hydroxid lithny, monohydrat 5-10 %

NEBEZPECI

H302 - Zdravi Skodlivy pfi poziti

H314 - Zplsobuje tézké poleptani kiize a poskozeni oci

P260 - Nevdechujte prach/dym/plyn/mlhu/pary/aerosoly

P280 - Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy Stit

P303 + P361 + P353 - PRI STYKU S KUZI (nebo s vlasy): Veskeré kontaminované &asti odévu
okamzité svléknéte. Oplachnéte kizi vodou/osprchujte se

P305 + P351 + P338 - PRI ZASAZENI OCIi: Né&kolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni €oc€ky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani
P310 - Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo lékare

OGBS
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Pozadavky na skladovani a manipulaci s reagenciemi
A. V nasledujici tabulce jsou uvedeny skladovaci podminky a stabilita reagencii, kontrol a

kalibratoru.
) Skladovani Oteviena souprava (po rekonstituci)
Reagencie v neotevieném stavu
Skladovani Stabilita
Amplifikaéni reagencie gHBV 2°Caz8°C
Rekonstitu¢ni roztok pro amplifikaci gHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Enzymova reagencie gHBV 2°Caz8°C
Rekonstitu¢ni roztok pro enzymy qHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni°
Promotorova regancie gHBV 2°Caz8°C
Rekonstitu¢ni roztok pro promotor gHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Reagencie pro zachyt cile gHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
HBV PCAL itivni kalibra 15 °C a3 -35 °C 15 °C a3 30 °C Jednorazova lahvicka
q CAL (pozitivni kalibrator) Pouzijte do 24 hodin
o o - 15 °C a3 -35 °C 15 °C a3 30 °C Jednorazova lahvicka
gHBV NC CONTROL — (negativni kontrola) Pouzijte do 24 hodin
gHBV LPC CONTROL + (nizka pozitivni 15 °C a3 -35 °C 15 °C a3 30 °C Jedng_razova lahvicka
kontrola) Pouzijte do 24 hodin
gHBV HPC CONTROL + (vysoka pozitivni 15 °C a3 -35 °C 15 °C a3 30 °C Jednorazova lahvicka
kontrola) PouZijte do 24 hodin
Reagencie pro zesileni cile qHBV 15°Caz30°C 15°Caz 30°C 30 dni®

* Po vyjmuti reagencii ze systému Panther je nutné je ihned vratit zpét do prostfedi s vhodnou skladovaci teplotou.

B. Zlikvidujte veSkeré nepouzité rekonstituované reagencie, reagencie pro zachyt cile (TCR)
a reagencie pro zesileni cile (TER) po 30 dnech nebo po uplynuti data exspirace hlavni
Sarze podle toho, ktera situace nastane dfive.

C. Reagencie ulozené v systému Panther maji stabilitu v pfistroji po dobu 72 hodin. Reagencie
Ize do systému Panther zavést az 5 krat. Systém Panther zaznamenava kazdé zavedeni
reagencii.

D. Po rozmrazeni kalibratoru musi byt roztok Ciry, tj. nesmi byt zakaleny nebo obsahovat
srazeniny.

/\ E. Reagencie promotoru a rekonstituovana reagencie promotoru jsou fotosenzitivni. Pfi
skladovani a pfipravé k pouZziti chrarite tyto reagencie pfed svétlem.

F. Reagencie pro zesileni cile gqHBV musi byt pfed pouzitim ulozeny pfi teploté 15 °C az 30 °C.
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Odbér a uchovavani vzorku

Poznamka: VSechny vzorky je nutné povaZovat za potencialné infekéni. Dodrzujte univerzalni
bezpecnostni opatreni.

Poznamka: Davejte pozor, aby pfi manipulaci se vzorky nedoSlo ke krizové kontaminaci.
Napfriklad pfi likvidaci nepfenasejte pouZity material nad otevienymi zkumavkami.
Poznamka: K uchovavani se doporucuji pouze plastové sekundarni zkumavky.

Lze pouzit vzorky pIiné krve odebrané do nasledujicich sklenénych nebo plastovych zkumavek:

» Zkumavky obsahujici antikoagulanty EDTA nebo ACD
» zkumavky na pfipravu plazmy (PPT)
» Sérové zkumavky
» Zkumavky pro separaci séra (SST)
Pokud jde o sérum, nechejte pifed dal$im zpracovanim vytvofit srazeninu.

A. Odbér klinickych vzorki

Cela krev mlize byt uchovavana pfi teploté 2 °C az 30 °C a musi byt odstfedéna do 24 hodin
po odbéru vzorkd. Oddélte plazmu nebo sérum od peletovanych €ervenych krvinek dle
pokynu vyrobce pouzitych zkumavek. Plazmu nebo sérum Ize v systému Panther testovat
v primarni zkumavce nebo pfenést do sekundarni zkumavky, napfiklad zkumavky na
vzorky Aptima Aliquot. Pro ziskani reakéniho objemu 500 pl je minimalni objem plazmy
nebo séra pro primarni odbérovou zkumavku az 1200 ul a pro sekundarni zkumavky je
minimalni objem 700 ul. Nasleduijici tabulka uvadi poZadavky na mrtvy objem pro kazdy
typ primarni a sekundarni zkumavky.

Zkumavka (velikost a typ) Mrtvy objem v systému Panther
Zkumavka na vzorky Aptima Aliquot (SAT) 0,2ml
12 X 75 mm 0,5 ml
13 x 100 mm 0,5 ml
13 x 100 mm s gelem 0,3ml
16 x 100 mm s gelem 0,7 ml

Pokud nejsou testovany okamZzité, Ize plazmu a sérum uchovavat v souladu s nize uvedenymi
specifikacemi. Pokud jsou pfevedeny do sekundarni zkumavky, mohou byt plazma nebo
sérum zmrazeny na teplotu -20 °C. Neprekracujte 3 cykly zmrazeni-rozpusténi. Nezmrazujte
vzorky v EDTA, ACD nebo v sérum v primarnich odbérovych zkumavkach.

B. Podminky uchovavani vzorki

1. Vzorky plazmy v EDTA a ACD

Cela krev muze byt uchovavana pfi teploté 2 °C az 30 °C a musi byt odstfedéna do
24 hodin po odbéru vzorku. Plazma muze byt poté uchovavana za jedné z nasleduijicich
podminek:

* V primarni odbérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 30 °C
po dobu az 24 hodin,

» v primarni odbérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C
po dobu az 5 dnd nebo

» v sekundarni zkumavce pfi teploté -20 °C po dobu az 60 dn(.
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Aptima-

PlIna krev

30°C
2°C /ﬂf

Centrifugujte < 24 hodin po odbéru

Primarni Primarni Sekundarni Sekundarni Sekundarni

sto"c J/BOC sto"c J/BQC 1570
2°C 2°C 2°c 2°c -35°C /ﬂ[
<24 hours <5dni <24 hodin <5dni <60 dni

Obrazek 1. Podminky uchovavani pro zkumavky s EDTA/ACD
2. Vzorky v PPT

Cela krev muze byt uchovavana pfi teploté 2 °C az 30 °C a musi byt odstfedéna do

24 hodin po odbéru vzork(l. Plazma muze byt poté uchovavana za jedné z nasleduijicich
podminek:

* V PPT nebo sekundarni zkumavce pii teploté 2 °C az 30 °C po dobu az 24 hodin,
* v PPT nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dnud nebo

* v PPT nebo sekundarni zkumavce pfi teploté -20 °C po dobu az 60 dnd.

PlIna krev

30°C
2°C /ﬂ[

Centrifuguite < 24 hodin po odbéru

Primarni Primarni Sekundarni | | Sekundarni Primarni nebo
8°C sekundarni
/i/wc J/BOC sto“c Jf /ﬂ/ -15°C
2c 2°Cc 2Cc 2c -35°C
< 24 hodin <5dni < 24 hodin <5dni <60 dni

Obrazek 2. Podminky uchovavani pro PPT
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VsSeobecné informace

3.

Sérové zkumavky se vzorkem

Cela krev mlze byt uchovavana pfi teploté 2 °C az 30 °C a musi byt odstfedéna do
24 hodin po odbéru vzorkl. Sérum muze byt poté uchovavano za jedné z nasledujicich
podminek:

* V sérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 30 °C po dobu
az 24 hodin,

» v sérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu
az 5 dnl nebo

» v sekundarni zkumavce pfi teploté -20 °C po dobu az 60 dn(.

PIna krev

-/i[ 30°C
2°C

Centrifugujte < 24 hodin po odbéru

Primarni

sto"c
2°C

<24 hodin

Primarni

'/ﬂ/ "
2°C

<5dni

Sekundarni

/ﬂ/\?O“C
2°C

< 24 hodin

Sekundarni

'/ﬂ/ "
2°C

<5dni

Sekundarni

/ﬂ/ “15°C
-35°C

<60 dni

Obrazek 3. Podminky uchovavani pro sérové zkumavky

4. Vzorky v SST

Cela krev mlze byt uchovavana pfi teploté 2 °C az 30 °C a musi byt odstfedéna do
24 hodin po odbéru vzorkd. Sérum mlze byt poté uchovavano za jedné z
nasledujicich podminek:

* V SST nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 30 °C po dobu az 24 hodin,
* v SST nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dnd nebo

* v SST nebo sekundarni zkumavce pfi teploté -20 °C po dobu az 60 dna.

PIna krev

/ﬂ/ 30°C
2°C

Centrifuguijte < 24 hodin po odbéru

Primarni Primarni Primarni nebo

-/E/SO"C
2°C

<24 hodin

'/ﬂ[ -
2°C

<5dni

Sekundarni

/ﬂ/ 30°C
2°C

< 24 hodin

Sekundarni

'/ﬂ[ "
2°C

<5dni

sekundarni

-15°C
-35°C

<60 dni

Obrazek 4. Podminky skladovani pro SST

Aptima HBV Quant Assay
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Systém Panther™ Aptima-

C. Dlouhodobé skladovani ve zmrazeném stavu
Vzorky plazmy nebo séra mohou byt skladovany pfi teploté -65 °C az -85 °C po dobu az
60 dnu v SAT.

D. Redéni vzork(i plazmy a séra

Vzorky plazmy a séra mohou byt pro testovani v systému Panther zfedény v SAT nebo
sekundarni zkumavce. Pro vice informaci viz Postup testu na systému Panther, odstavec
E ,Manipulace se vzorkem®, krok 6.

Poznamka: Pokud je vzorek nafedén, mél by byt testovan ihned po naredéni. Zfedény vzorek
nezmrazujte.

Vzorky uvnitf systému Panther

Vzorky mohou byt v systému Panther ponechany neuzaviené po dobu az 8 hodin. Vzorky
mohou byt odebrany ze systému Panther a testovany, dokud celkovy €as uvnitf systému
nepfesahne pfed pipetovanim vzorku systémem Panther 8 hodin.

Preprava klinickych vzorki
Udrzujte podminky uchovavani vzorkd, jak popisuje Odbér a uchovavani vzorkd.

Poznamka: Vzorky je nutné odeslat v souladu s platnymi narodnimi, mezinarodnimi
a mistnimi pravidly pro pfepravu.
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Systém Panther™

Systém Panther

NiZe jsou uvedeny reagencie testu Aptima HBV Quant Assay pro systém Panther. Vedle

nazvu reagencie jsou rovnéz uvedeny symboly pro identifikaci reagencii.

Reagencie a materialy, které jsou soucasti dodavky

Poznamka: Rizikové a bezpecnostni informace souvisejici s reagenciemi naleznete v knihovné
bezpecnostnich datovych listi na adrese www.hologic.com/sds.

Souprava testu Aptima HBV Quant Assay, 100 testd, (kat. . PRD-03424)
(1 krabiCka testu, 1 kalibraéni souprava, 1 kontrolni souprava a 1 krabi¢ka reagencie pro
zesileni cile)

Dalsi kalibratory a kontroly Ize objednat samostatné. Viz jednotliva katalogova Cisla nize.

Krabicka testu Aptima HBV Quant Assay
(po pfijeti uchovaveijte pfi teploté 2 °C az 8 °C)

Symbol Slozka Mnozstvi
A Amplifikaéni reagencie qHBV 1 lahvicka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku.
E Enzymova reagencie qHBV 1 lahvicka
ViysuSena reverzni transkriptaza a RNA-polymeraza v pufrovaném
roztoku HEPES.
PRO Promotorova regancie qHBV 1 lahvicka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku.
AR Rekonstitu¢ni roztok pro amplifikaci gHBV 1%x7.2ml
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervacni latky. ’
ER Rekonstituéni roztok pro enzymy qHBV 1%x58ml
Roztok pufrovany HEPES obsahujici surfaktant a glycerol. '
PROR Rekonstituc¢ni roztok pro promotor qHBV 1%x4.5mi
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervacni latky. ’
TCR Reagencie pro zachyt cile qHBV 1%x720ml
Nukleové kyseliny v pufrovaném solném roztoku obsahujicim pevnou ’
fazi, neinfekéni nukleové kyseliny a vnitini kalibrator.
Rekonstituéni objimky 3

List s éarovym kédem hlavni Sarze

1 list
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Systém Panther™ Aptima-

Kalibraéni souprava Aptima HBV Quant (kat. ¢. PRD-03425)
(po pfijeti uchovavejte pfi teploté -15 °C az -35 °C)

Symbol Slozka Mnozstvi

PCAL Pozitivni kalibrator gHBV 5% 2.5 mi
Plazmidova DNA v pufrovaném roztoku ’

Stitek ¢arového kédu kalibratoru -

Souprava kontrol Aptima HBV Quant (kat. ¢. PRD-03426)
(po pfijeti uchovaveijte pfi teploté -15 °C az -35 °C)

Symbol Slozka Mnozstvi

NC Negativni kontrola qHBV 5% 0.8 ml
HBYV negativni defibrinovana lidska plazma obsahujici ’
gentamicin a 0,2 % azid sodny jako konzervanty.

Nizka pozitivni kontrola gHBV 5x 0.8 ml
Inaktivovana HBYV pozitivni plazma v defibrinované lidské

LPC plazmé obsahujici gentamicin a 0,2 % azid sodny jako
konzervanty.

Vysoka pozitivni kontrola qHBV 5x 0,8 ml
Inaktivovana HBV pozitivni plazma v defibrinované lidské

HPC plazmé obsahujici gentamicin a 0,2 % azid sodny jako
konzervanty.

Stitek s ¢arovym kédem kontroly -

Krabi¢ka s reagencii pro zesileni cile Aptima HBV Quant
(po pfijeti uchovavejte pfi teploté 15 °C az 30 °C)

Symbol Slozka Mnozstvi

TER Reagencie pro zesileni cile qgHBV 1% 46.0 ml
Koncentrovany roztok hydroxidu lithného ’
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Aptima- Systém Panther™

Pozadované materialy, které jsou dodavany samostatné
Poznamka: Neni-li uvedeno jinak, materialy dodavané spole¢nosti Hologic maji uvedeno
katalogové d¢islo.

Material Kat. ¢.

Systém Panther -

Testovaci souprava Panther pro testovani v redlném Case (pouze pro testy = PRD-03455
v realném cCase) (5000 testt)

Souprava kapalin pro test Aptima (rovnéz znama jako univerzalni souprava 303014 (1000 test()
kapalin)

obsahuje promyvaci roztok Aptima, pufr Aptima pro deaktivaci kapaliny

a olejovou reagencii Aptima

Vicezkumavkové jednotky (MTU) 104772-02
Souprava odpadnich vaki Panther 902731
Kryt odpadniho koSe Panther 504405

Nebo testovaci souprava systému Panther
(pii provadéni testii TMA neprobihajicich v realném Gase paralelné s testy 303096 (5000 testd)
TMA probihajicimi v realném éase)
obsahuje MTU, odpadni vaky, kryty odpadnich kost, automatickou detekci
a testovaci kapaliny

Spicky, 1000 pl, vodivé, pro snimani tekutin 10612513 (Tecan)
Bélidlo, 5 % az 7 % (0,7 M az 1,0 M) roztok chlornanu sodného -
Jednorazové rukavice bez talku -

Nahradni uzavéry pro reagencie

Rekonstituéni lahvicky pro amplifikacni, enzymovou a promotorovou reagencii CL0041 (100 uzavéra)
Lahvicka TCR CL0040 (100 uzaverh)
Lahvicka TER 501604 (100 uzavérh)

Kryty laboratornich stoll s plastovou vrstvou -

Utérky neuvolnujici vliakna -

Pipetor -

Spicky -

Druhy primarni odbérové zkumavky:
13 mm x 100 mm

13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga _

Vortex mixér -

Aptima HBV Quant Assay 13 AW-13182-2601 Rev. 007



Systém Panther™ Aptima-

Volitelné materialy
Material Kat. €.

Druhy sekundarnich zkumavek:
12 mm x 75 mm -
13 mm x 100 mm -
16 mm x 100 mm -

Zkumavky na vzorky Aptima Aliquot (SAT) (100 baleni) 503762
Uzavér pfepravni zkumavky (100 baleni), uzavér pro SAT 504415
Roztok na fedéni vzorku Aptima PRD-03003
Souprava roztoku na fedéni vzorkd Aptima PRD-03478

obsahuje roztok na fedéni vzorku, 100 SAT a 100 uzavéru
Pipety pro pfenos -

Komercéné dostupné panely, napfiklad: -
HBYV panely od Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD)

Bavinéné tampédny -

Zasobnik se zkumavkami -

Postup testu na systému Panther
Poznamka: Dalsi informace o postupu naleznete v navodu k pouziti systému Panther.
A. P¥iprava pracovni plochy

1. Ocistéte pracovni povrchy na misté, kde budete pfipravovat reagencie. Otfete pracovni
povrchy 2,5 % az 3,5 % (0,35 M az 0,5 M) roztokem chlornanu sodného. Roztok chlornanu
sodného nechte plsobit na kontaktni povrchy alespori 1 minutu a poté je oplachnéte
deionizovanou vodou (DI). Roztok chlornanu sodného nenechte zaschnout. Pokryjte
pracovni desku laboratorniho stolu Cistym absorp&nim ubrusem s plastovou vrstvou.

2. Ocistéte samostatny pracovni povrch, na kterém budete pfipravovat vzorky. Dodrzujte
vySe uvedeny postup (krok A.1).

3. Vycistéte vSechny pipetory. Pouzijte vySe uvedeny postup cisténi (krok A.1).

B. Prfiprava kalibratoru a kontrol

Pfed zpracovanim nechte kalibrator a kontroly dosahnout teplotu 15 °C az 30 °C timto
zpusobem:

1. Vyjméte kalibrator a kontroly z prostoru pro uchovavani (-15 °C az -35 °C) a umistéte
je pfi teploté 15 °C az 30 °C. Béhem procesu rozmrazovani kazdou zkumavku opatrné
obratte, aby se dikladné promichala. Pfed pouzitim se ujistéte, Ze je obsah zkumavky
uplné rozmrazeny.

Volitelna moznost. Zkumavky kalibratoru a kontroly mohou byt umistény v zasobniku
se zkumavkami pro dikladné promichani. Pfed pouzitim se ujistéte, Ze je obsah
zkumavky upIné rozmrazeny.

Poznamka: Pii prevraceni kalibratoru a kontrol zabrarite vytvoreni nadmérného
mnoZzstvi pény. Péna naruSuje funkci snimani hladiny systémem Panther.

2. Po rozmrazeni obsahu zkumavky vysuste vnéjsi stranu zkumavky &istym suchym
jednorazovym ubrouskem.

3. V tuto chvili zkumavky neotevirejte, abyste zabranili kontaminaci.
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C. Rekonstituce/pfiprava reagencie z nové soupravy

Poznamka: Rekonstituci reagencie je nutné provést pred zahajenim ves$kerych praci na
systému Panther.

1. Chcete-li pfipravit reagencii pro zachyt cile (TCR), provedte nasledujici kroky:
a. Vyjméte TCR z prostoru pro uchovavani (2 °C az 8 °C). Zkontrolujte €islo Sarze
na lahvicce TCR a ujistéte se, Ze odpovida Cislu Sarze na listu ¢arového kédu
hlavni Sarze.

b. Lahvicku TCR okamzité 10 krat silné protfepejte. Ponechejte lahvicku TCR alespon
45 minut pfi teploté 15 °C az 30 °C, aby se zahfala. B&€hem této doby s lahvickou
TCR zakruzte a pfevratte ji nejméné kazdych 10 minut.

Volitelna moznost. Lahvicka TCR muze byt pfipravena na zasobniku se zkumavkami
podle téchto pokynl: Vyjméte TCR z prostoru pro uchovavani (2 °C az 8 °C) a
okamzité 10 krat silné protiepejte. Umistéte lahviCku TCR na zasobnik se zkumavkami
a nechte TCR pfi teploté 15 °C az 30 °C zahfat po dobu nejméné 45 minut.

c. Zajistéte, aby byla veSkera srazenina v roztoku a magnetické Castice byly pfed
pouZzitim suspendovany.

2. Chcete-li rekonstituovat amplifikaCni, enzymovou a promotorovou reagencii, postupujte
takto:
a. Lyofilizované reagencie a odpovidajici rekonstituéni roztoky vyjméte z prostoru pro
uchovavani (2 °C az 8 °C). Kazdy rekonstituéni roztok sparujte s odpovidajici
lyofilizovanou reagencii.

b. Zajistéte, aby rekonstituéni roztok a lyofilizovana reagencie mély shodné barvy na
Stitku. Zkontrolujte Cisla SarZze na listu s ¢arovym kdédem hlavni Sarze, abyste
zajistili spravné sparovani reagencii.

i. Otevrete lahvicku s lyofilizovanou reagencii odstranénim kovového tésnéni a
gumoveé zatky.

ii. Pevné nasunte konec rekonstitu¢ni objimky se zafezem (Eerny) na lahvicku
(Obrazek 5, krok 1).

iii. Oteviete odpovidajici lahviCku s rekonstituénim roztokem a uzavér odlozte na
Cisty a zakryty pracovni povrch.

iv. Umistéte lahviCku s rekonstitucnim roztokem na stabilni povrch (j. na pracovni
stlll). Poté otocte lahviCku s lyofilizovanou reagencii na lahvic¢ku s rekonstituénim
roztokem a k lahvi¢ce s rekonstitu¢nim roztokem pevné pfipojte objimku
(Obrazek 5, krok 2).

v. Pomalu obratte spojené lahvicky (lahvic¢ka pfipojena k lahvi¢ce s roztokem),
aby roztok mohl vytéct do sklenéné lahvicky (Obrazek 5, krok 3).

vi. Zvednéte spojené lahvi¢ky a otacejte s nimi po dobu alespori 10 sekund
(Obrazek 5, krok 4).

vii. PoCkejte nejméné 30 minut, nez lyofilizovana reagencie piejde do roztoku.

viii. Poté, co lyofilizovana reagencie pfesla do roztoku, otaCejte se spojenymi
lahvickami po dobu alespori 10 sekund a poté s roztokem ve sklenéné lahvi¢ce
jemné zatfepejte tam a zpét, aby se dikladné promichal.

c. Spojené lahviCky znovu pomalu naklofhte, aby veskery roztok mohl vytéct zpét do
lahvicky s rekonstituénim roztokem (Obrazek 5, krok 5).

d. Opatrné odstrante rekonstitu¢ni objimku a sklenénou lahvi¢ku (Obrazek 5, krok 6).
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Aptima-

3.

e. Znovu uzaviete lahvicku uzavérem. Na Stitek zapiste inicialy obsluhy a datum
rekonstituce (Obrazek 5, krok 7).

f. Odstrante rekonstitu¢ni objimku a sklenénou lahvi¢ku (Obrazek 5, krok 8).

Varovani: Pii rekonstituci reagencii zabrarite nadmérné tvorbé pény. Péna narusuje
funkci snimani hladiny systémem Panther.

1 (2 (3 B
i
3

/4 - ™y

Obrazek 5. Proces rekonstituce reagencie

Vyjméte reagencie pro zesileni cile qHBV z prostoru pro uchovavani (15 °C az 30 °C).
Na Stitek zapiste inicialy obsluhy a datum otevieni. Zkontrolujte Cislo Sarze na lahvi¢ce
TER a ujistéte se, Ze odpovida Cislu SarZe na listu ¢arového kodu hlavni Sarze.

D. Pfiprava u jiz dfive pfipravovanych reagencii

1.

w

Vyjméte dfive pfipravené reagencie z prostoru pro uchovavani (2 °C az 8 °C). Pred
zahajenim testu musi dfive pfipravené amplifikacni, enzymové, promotorové reagencie
a TCR dosahnout teploty 15 °C az 30 °C.

Vyjméte TER z prostoru pro uchovavani (15 °C az 30 °C).

U dfive pfipraveného TCR provedte pfed vlozenim do systému krok C.1 uvedeny vyse.
Pfed vlozenim do systému zakruzte amplifikani, enzymovou a promotorovou reagencii
a prevratte je, aby se fadné promichaly. Pfi pfevraceni reagencii zabrante nadmérné
tvorbé pény.

Lahvicky s reagenciemi nedopliiujte. Systém Panther rozpozna lahvicky, které byly
doplnény, a zamitne je.

E. Manipulace se vzorkem

1.

Zajistéte, aby zpracované vzorky v primarnich zkumavkach nebo neziedéné vzorky v
sekundarnich zkumavkach byly fadné skladovany v souladu s pokyny v ¢asti ,Odbér
a uchovavani vzorkd“ na strané 7.

Zajistéte, aby byly zmrazené vzorky dikladné rozmrazeny. Rozmrazené vzorky
odstfedujte po dobu 3 az 5 sekund, aby se dikladné promichaly.

Pfed zpracovanim nechte vzorky dosahnout teplotu 15 °C az 30 °C. Viz Vzorky uvnitf
systému Panther pro dal$i informace o vzorcich uvnitf systému.

Ujistéte se, Zze kazda primarni odbérova zkumavka obsahuje az 1200 pl vzorku nebo
kazda SAT obsahuje alespori 700 ul vzorku. Viz tabulku v &asti Odbér klinickych

vzorku na strané 7, kde naleznete pozadavky na mrtvy objem pro kazdy typ primarni
a sekundarni zkumavky. Je-li nutné fedéni vzork(, viz krok E.6 nize pro dalSi informace.
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5. Tésné pred vlozenim vzorkd do stojanu na vzorky odstfedujte kazdy vzorek na 1000
az 3000 g po dobu 10 minut. Neodstranujte uzavéry. Bubliny ve zkumavce mohou
narusit snimani hladiny systémem Panther.

Informace o plnéni stojanu a odstranéni uzavéru viz Priprava systému, krok F.2 nize.

V sekundarni zkumavce zfedte vzorek v poméru 1:3 v SAT nebo 1:100.

Pro testovani v systému Panther muze byt vzorek zfedén v sekundarni zkumavce.

Poznamka: Pokud je vzorek narfedén, musi byt testovan ihned po nafedéni.

a.

Redéni vzork(i s nizkym objemem

Objem vzorkd m(ze byt zvySen na minimalni pozadovany objem (700 pl) pomoci
roztoku na fedéni vzorkd Aptima. Vzorky s obsahem nejméné 240 ul mohou byt
nafedény dvéma castmi roztoku na fedéni vzorkl (1:3) takto:

i. Umistéte 240 pl vzorku do SAT.

ii. Pridejte 480 pul roztoku na fedéni vzork( Aptima.
iii. Zkumavku uzavrete.

iv. Jemné s ni 5 krat otoCte, aby se promichala.

Vzorky nafedéné v poméru 1:3 Ize v systému Panther testovat s pouZitim volitelné
moznosti 1:3 (pro dalSi informace viz Navod k pouZiti systému Panther). Software
automaticky ohlasi upraveny vysledek pouzitim faktoru fedéni. Tyto vzorky budou
oznaceny jako zfedéné vzorky.

Redéni vzork(i s vysokym titrem

Pokud je vysledek vzorku nad horni mezi kvantifikace (ULoQ), mGze byt nafedén
99 dily roztoku na fedéni vzorku Aptima (1:100) nasledné:

i. Umistéte 30 pl vzorku do SAT nebo sekundarni zkumavky.
ii. PFidejte 2970 pl roztoku na fedéni vzork( Aptima.

iii. Zkumavku uzavrete.

iv. Jemné s ni 5 krat otoCte, aby se promichala.

Vzorky nafedéné v poméru 1:100 Ize v systému Panther testovat s pouzitim volitelné
moznosti 1:100 (pro dal§i informace viz Navod k pouziti systému Panther).
Software automaticky ohlasi upraveny vysledek pouzitim faktoru fedéni. Tyto
vzorky budou oznaceny jako zfedé&né vzorky.

Poznamka: U ziedénych vzork( s Cistymi koncentracemi vys$simi nez ULoQ budou
vysledky uvadény pomoci védeckého zapisu.

F. Pfiprava systému

1.

2.

Nastavte systém podle pokynl v Navodu k pouZiti systému Panther a v €asti Poznamky
k postupu. Nezapomerite pouzit vhodnou velikost stojan(i na reagencie a adaptéril TCR.
Vlozte vzorky do stojanu na vzorky. Pro kazdou zkumavku se vzorkem (vzorek a v
pfipadé potieby kalibrator a kontroly) provedte nasledujici kroky:

a.

Povolte uzavér jedné zkumavky se vzorkem, ale zatim jej neodstranuijte.

Poznamka: Vénujte zvlastni pozornost tomu, aby nedo$lo ke kontaminaci
rozstfikovanim aerosolt. Opatrné uvolnéte uzavéry na vzorcich.

VlozZte zkumavku se vzorkem do stojanu na vzorky.
Opakuijte kroky 2.a a 2.b pro kazdy zbyvajici vzorek.
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Systém Panther Aptima-

d. Po vlozeni vzork(l do stojanu na vzorky odstrarite a zlikvidujte vSechny uzavéry
zkumavek se vzorky v jednom stojanu na vzorky. Abyste pfedesli kontaminaci,
nepfenasejte uzavér pres zadné jiné stojany na vzorky nebo zkumavky se vzorky.

e. V pfipadé potfeby pouZijte novou, jednorazovou pfenosovou pipetu k odstranéni
veskerych bublin nebo pény.

f. Po odstranéni posledniho uzavéru vlozte stojan na vzorky do prostoru na vzorky.

Poznamka: Pokud soucasné provadite dalsi testy s jinymi typy vzorku, zajistéte pred
vloZenim stojanu na vzorek do prostoru na vzorky pridrzova¢ vzorka.

g. Opakujte kroky 2.a az 2.f pro dalSi stojan na vzorky.

Poznamky k postupu

A. Kalibrator a kontroly

1.

Pozitivni kalibrator qHBV, nizka pozitivni kontrola qHBV, vysoka pozitivni kontrola
gqHBV a negativni kontrola gqHBVY mohou byt vioZeny v libovolné poloze stojanu na
vzorky a do kteréhokoli drahy prostoru na vzorky v systému Panther. Pipetovani
vzork(l zapoc¢ne, jakmile bude spinéna jedna z nasledujicich dvou podminek:

a. V systému je aktualné zpracovavan kalibrator a kontroly.
b. V systému jsou registrovany platné vysledky pro kalibrator a kontrolu.

Jakmile probéhne pipetovani a zpracovani kalibratoru a kontrolnich zkumavek pro
soupravu reagencii testu Aptima HBV Quant Assay, mlzete otestovat vzorky pomoci
pfifazené rekonstitu¢ni soupravy v prubéhu 24 hodin, pokud nenastane nasledujici:

a. Vysledky kalibratoru nebo kontroly jsou neplatné.
b. Pfifazena souprava reagencii testu je vyjmuta ze systému.
c. Pfifazena souprava reagencii testu prekrocila limity stability.

Kalibrator a kazdou kontrolni zkumavku Ize pouzit pouze jednou. Pokusy pouzit
zkumavku vicekrat mohou vést k chybam pfi zpracovani.

B. Talek na rukavicich

Stejné jako u jinych systému reagencii muze nadbytek talku na rukavicich zpUsobit
kontaminaci otevfenych zkumavek. Doporu€ujeme pouzivat rukavice bez talku.
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Kontrola kvality

Obsluha maze zrusit vysledek cyklu nebo vzorku, pokud jsou pfi provadéni testu zjistény a
zdokumentovany technické problémy, problémy na strané obsluhy nebo problémy na strané
pfistroje. V tomto pfipadé musi byt vzorky testovany znovu.

Kalibrace testu

Aby byly generovany platné vysledky, musi byt provedena kalibrace testu. Jeden pozitivni
kalibrator se analyzuje tfikrat pokazdé, kdyZ je reagenéni souprava vloZzena do systému Panther.
Po stanoveni je kalibrace platnd po dobu maximalné 24 hodin. Software systému Panther
upozorni obsluhu, kdyZ je pozadovana kalibrace. Obsluha naskenuje kalibra¢ni koeficient
nalezeny na listu ¢arového kdédu hlavni Sarze dodavaného s kazdou reagenéni soupravou.

Bé&hem zpracovani software systému Panther automaticky ovéfi kritéria pro akceptovani
kalibratoru. Pokud jsou platné méné nez dva replikaty kalibratoru, software cyklus automaticky
zneplatni. Vzorky ve zneplatnéném cyklu musi byt znovu testovany pomoci Cerstvé pfipraveného
kalibratoru a Cerstvé pfipravenych kontrol.

Negativni a pozitivni kontroly

Aby byly generovany platné vysledky, musi byt testovana sada kontrol testu. Vzdy, kdyz je
reagencni souprava vioZzena do systému Panther, musi byt testovan jeden replikat negativni
kontroly, nizké pozitivni kontroly a vysoké pozitivni kontroly. Po stanoveni jsou kontroly platné
po dobu maximalné 24 hodin. Software systému Panther upozorni obsluhu, kdyZz jsou
vyZadovany kontroly.

Béhem zpracovani software systému Panther automaticky ovéfi kritéria pro akceptovani kontrol.
Aby bylo mozné vygenerovat platné vysledky, musi negativni kontrola vygenerovat vysledek
.,Nedetekovano* a pozitivni kontroly musi vygenerovat vysledky v ramci pfeddefinovanych
parametr( (nominalni cil LPC: 2,7 log4g IU/ml, nominalni cil HPC: 4,6 Log4q IU/ml). Pokud
ma néktera z kontrol neplatny vysledek, software automaticky zneplatni cyklus. Vzorky ve
zneplatnéném cyklu musi byt znovu testovany pomoci Cerstvé pfipraveného kalibratoru a
Cerstvé pfipravenych kontrol.

Vnitrni kalibrator / vnitini kontrola

Kazdy vzorek obsahuje vnitfni kalibrator / vnitini kontrolu (IC). B&€hem zpracovani jsou kritéria
akceptovani IC automaticky ovéfovana softwarem systému Panther. Pokud je vysledek IC
neplatny, je vysledek vzorku zneplatnén. Kazdy vzorek s neplatnym vysledkem IC musi byt
testovan znovu, aby byl ziskan platny vysledek.

Software systému Panther je navrzen tak, aby pfesné ovéfoval procesy v ramci postupu
provadénych podle pokynu uvedenych v této pfibalové informaci a v Navodu k pouziti
systemu Panther.
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Interpretace vysledku

Systém Panther automaticky stanovi koncentraci DNA HBV pro vzorky a kontroly porovnhanim
vysledkd s kalibraéni kfivkou. Koncentrace DNA HBV jsou uvedeny v IU/ml a log4g 1U/ml.
Interpretaci vysledkt uvadi Tabulka 1. Pokud se pro zfedéné vzorky pouzije volitelna moznost
fedéni, systém Panther automaticky vypocita koncentraci HBV pro Cisty vzorek vynasobenim
zfedéné koncentrace faktorem zifedéni a zfedéné vzorky budou oznaceny jako zfedéné.

Poznamka: U zifedénych vzorkd mohou byt vysledky uvedené jako ,Nedetekovano® nebo
L,Detekovano <10“ ziskany zfedénim vzorku s koncentraci nad, ale blizko LoD (mez detekce)
nebo LLoQ (dolni mez kvantifikace). Pokud neni dosaZeno kvantitativniho vysledku, doporucuje
se odebrat a otestovat dalsi Cisty vzorek.

Tabulka 1: Interpretace vysledki

Ohlaseny vysledek Aptima HBV Quant Assay

Interpretace
1U/ml Log,, Hodnota®
Nedetekovano Nedetekovano DNA HBV nebyla detekovana.
Detekovano <10 <1,0 DNA HBV je detekovana, ale na urovni pod LLoQ
10 az 1 000 000 000 1,0az29,0 Koncentrace DNA HBV je v linearnim rozmezi 10 az
1 000 000 000 1U/ml

>1 000 000 000 >9,0 Koncentrace DNA HBV je nad ULoQ

Neplatné® Neplatne® PFi generovani vysledku doslo k chybé&. Vzorky je

nutné testovat znovu

#Hodnota je zkracena na dvé desetinna mista.
bNepIatné vysledky jsou zobrazeny modrou barvou.

Poznamka: U zifedénych vzorku s Cistymi koncentracemi vyssimi nez ULoQ budou vysledky uvadény pomoci védeckého zapisu.

Omezeni

A. Tento test mohou pouzivat pouze osoby vyskolené v provedeni pfislusnych postupt. Pfi
nedodrzeni pokynu uvedenych v této pfibalové informaci maze dojit k chybnym vysledkdm.

B. Spolehlivost vysledkd zavisi na vhodném odbéru, transportu, uchovavani a zpracovani
vzorkd.

C. Ackoli je to vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech virového genomu
pokryté primery a/nebo sondami v testu Aptima HBV Quant Assay mohou vést k
nedostatecné kvantifikaci nebo selhani detekce viru.
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Provedeni

Mez detekce s pouzitim 3. mezinarodniho standardu WHO

Mez detekce (LoD) testu je definovana jako koncentrace DNA HBYV, ktera je detekovana s 95 %
nebo vysSi pravdépodobnosti podle CLSI EP17-A2.%

LoD byla stanovena testovacimi panely 3. mezinarodniho standardu WHO pro DNA viru
hepatitidy B (NIBSC 10/264) zfedénou v HBV negativni lidské plazmé a séru. Minimalné 36
replikatl kazdého zfedéni bylo testovano s kazdou ze tfi Sarzi reagencii, tedy minimalné 108
replikatll na jedno fedéni. Byla provedena probit analyza za uc¢elem generovani predpokladanych
mezi detekce. Hodnoty LoD, které uvadi Tabulka 2, jsou vysledky ze SarZe reagencii s nejvyssi
pfedpokladanou mezi detekce. LoD pro Aptima HBV Quant Assay pouzivajici 3. mezinarodni
standard WHO je 5,58 IU/ml pro plazmu a 4,29 IU/ml pro sérum.

Tabulka 2: Mez detekce s pouZzitim 3. mezinarodniho standardu WHO pro HBV

Koncentrace (IU/ml)

Predpokladana mez detekce

Plazma Sérum
10 % 0,16 0,19
20 % 0,27 0,30
30 % 0,39 0,42
40 % 0,55 0,56
50 % 0,75 0,73
60 % 1,02 0,96
70 % 1,42 1,29
80 % 2,09 1,81
90 % 3,58 2,91
95 % 5,58 4,29
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Mez detekce napfi¢ HBV genotypy

LoD byla stanovena testovanim fedéni HBV pozitivnich klinickych vzorkd na genotypy A, B,
C, D, E, F, G aH v HBV negativni lidské plazmé a séru. Koncentrace byly stanoveny za
pouziti srovnavaciho testu s oznacenim CE a Health Canada. Minimalné 24 replikat(l kazdého
¢lanku panelu bylo testovano s kazdou ze dvou Sarzi reagencii, tedy minimalné 48 replikata
na jeden ¢lanek panelu. Byla provedena probit analyza za u¢elem generovani pfedpokladané
50 % a 95 % meze detekce. Hodnoty LoD, které uvadi Tabulka 3, jsou vysledky ze Sarze
reagencii s nejvyssi pfedpokladanou mezi detekce.

Tabulka 3: Mez detekce napri¢ HBV genotypy pomoci klinickych vzorkd

Koncentrace (IU/ml)

Genotyp Predpokladana mez detekce

Plazma Sérum
50 % 0,48 0,88
A 95 % 3,05 3,95
50 % 0,59 0,69
° 95 % 3,00 4,97
50 % 0,79 0,93
¢ 95 % 5,32 4,78
50 % 0,82 1,37
° 95 % 4,61 7,29
50 % 0,93 1,01
g 95 % 4,80 4,90
50 % 0,75 0,69
" 95 % 3,13 3,30
50 % 0,52 0,62
© 95 % 2,86 3,05
50 % 1,05 1,36
: 95 % 6,44 6,31

Aptima HBV Quant Assay 22 AW-13182-2601 Rev. 007



Aptima'" Provedeni

Linearni rozsah

Linearni rozsah byl stanoven testovanim paneld s HBV Armored RNA ziedénou v HCV negativni
lidské plazmeé a séra podle CLSI EP06-A." Koncentrace panelll se pohybovala v rozmezi od
0,86 log IU/ml do 9,26 log IU/ml. Aptima HBV Quant Assay prokazal linearitu v celém

testovaném rozsahu, s horni mezi kvantifikace (ULoQ) 9 log IU/ml, jak je ukazano v Obrazek 6.
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Obrazek 6. Linearita v plazmé a séru

Aptima HBV Quant Assay 23 AW-13182-2601 Rev. 007



Provedeni Aptima""

vrw

Linearita napfi¢ HBV genotypy

Linearni odpovéd na genotypy A, B, C, D, E, F, G, a H byla potvrzena testovanim panelu
DNA HBV zfedéné v pufru pfi koncentracich od 1,44 log IU/ml do 8,44 log IU/ml. Jak
znazornuje Obrazek 7, byla prokazana linearita v celém testovaném rozsahu na vSech
testovanych genotypech.
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Obrazek 7. Linearita napfi¢ HCV genotypy A az H

Dolni mez kvantifikace s pouzitim 3. mezinarodni normy WHO

spolehlivé kvantifikovana v ramci celkové chyby, podle CLSI EP17-A2."* Celkova chyba byla
odhadnuta dvéma zpUsoby: Celkova analyticka chyba (TAE) = odchylka + 2SD a celkova
chyba (TE) = SQRT(2) x 2SD. Aby byla zajisténa spravnost a pfesnost méreni, byla celkova
chyba testu Aptima HBV Quant Assay nastavena na 1 log IU/ml (tj. v LLoQ je rozdil mezi
dvéma mérenimi vice nez 1 log IU/ml statisticky vyznamny).
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Provedeni

LLoQ byla stanovena testovacimi panely 3. mezinarodniho standardu WHO pro DNA viru
hepatitidy B (NIBSC 10/264)" zfedénou v HBV negativni lidské plazmé a séru. Minimalné 45
replikatd kazdého roztoku bylo testovano s kazdou ze tfi Sarzi reagencii, tedy minimalné 135
replikatd na jedno fedéni. Vysledky ze Sarze reagencii s nejvy$si koncentraci, ktera spliuje
pozadavky na TE a TAE uvadi Tabulka 6. Vypoc¢tena LLoQ pro 3. mezinarodni standard
WHO pro virus hepatitidy B je 4,80 IU/ml pro plazmu a 6,34 IU/ml pro sérum.

Tabulka 4: Stanoveni LLoQ s pouzitim 3. mezinarodniho standardu WHO pro HBV zfedény v plazmé

Sarze Cilova koncentrace A”tci)"‘u:n"t'BV sD |Odchylka]  Vypoétena TE  Vypoétena TAE
reagencie (IU/ml) (log 1U/ml) (log IU/ml) (log IU/ml)  (log IU/mlI) (log IU/ml) (log IU/ml)
7 0,85 0,63 0,27 0,22 0,75 0,75
1 8 0,90 0,68 0,28 0,22 0,78 0,77
9 0,95 0,79 0,25 017 0,70 0,66
7 0,85 0,48 0,20 0,37 0,57 0,77
2 8 0,90 0,47 0,18 0,44 0,51 0,79
9 0,95 0,61 0,19 0,34 0,54 073
7 0,85 0,53 0,21 0,32 0,59 0,74
3 8 0,90 0,52 0,21 0,38 0,61 0,81
9 0,95 0,70 0,23 0,25 0,65 0,71

SD = smérodatna odchylka

Tabulka 5: Stanoveni LLoQ s pouZitim 3. mezinarodniho standardu WHO pro HBV zifedény v séru

Aptima HBV

Sarze Cilova koncentrace Quant SD |Odchylka] Vypoétena TE Vypocétena TAE
reagencls (IU/ml) (log 1U/ml) (log IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
7 0,85 0,77 0,38 0,08 1,06 0,83
1 8 0,90 0,80 0,31 0,10 0,88 0,72
9 0,95 0,91 0,27 0,05 0,77 0,59
7 0,85 0,57 0,20 0,28 0,57 0,68
2 8 0,90 0,70 0,22 0,20 0,63 0,64
9 0,95 0,69 0,23 0,27 0,66 0,73
7 0,85 0,65 0,24 0,20 0,67 0,67
3 8 0,90 0,65 0,24 0,25 0,68 0,73
9 0,95 0,67 0,22 0,28 0,63 0,73

SD = smérodatna odchylka

Tabulka 6: Shrnuti vypoctené LLoQ s pouzitim 3. mezinarodniho standardu WHO pro HBV

LLoQ v plazmé LLoQ v séru
Sarze reagencie
(log 1U/ml) (Iu/ml) (log 1U/ml) (IU/ml)
1 0,68 4,80 0,80 6,34
2 0,61 4,09 0,57 3,72
3 0,52 3,34 0,65 4,51

SD = smérodatna odchylka
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Stanoveni dolni meze kvantifikace napfi€¢ genotypy HBV

LLoQ byla stanovena testovanim zfedénych HBV pozitivnich klinickych vzorku pro genotypy A,
B, C, D, E, F, G a H v HBV negativni lidské plazmé a séru. Minimalné 36 replikatd kazdého

¢lanku panelu bylo testovano s kazdou ze dvou Sarzi reagencii, tedy minimalné 72 replikatd na
jeden ¢lanek panelu. Vysledky ze SarZe reagencii s nejvy$Si koncentraci splfujici poZzadavky
na TE a TAE uvadi Tabulka 7 pro plazmu a Tabulka 8 pro sérum. Vypocétena LLoQ pro genotypy
A, B, C D, E, F GaH v plazmé a séru jsou shrnuje Tabulka 9. Tim byla stanovena celkova
LLoQ pro test na hodnotu 10 1U/ml.

Tabulka 7: Stanoveni LLoQ napfi¢ genotypy v plazmé

Aptima HBV
Genotyp Cilova koncentrace Quant SD |Odchylka] Vypocétenda TE  Vypocétena TAE
(IU/ml)  (log IU/ml)  (log IU/mI) (log IU/ml)  (log IU/mlI) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
7 0,85 0,86 0,71 0,02 2,01 1,44
A 8 0,90 0,76 0,34 0,14 0,96 0,82
9 0,95 0,95 0,27 0,01 0,76 0,55
7 0,85 0,85 0,36 0,01 1,01 0,72
B 8 0,90 0,93 0,24 0,03 0,67 0,51
9 0,95 0,94 0,23 0,01 0,64 0,46
7 0,85 0,62 0,22 0,23 0,62 0,67
C 8 0,90 0,65 0,25 0,25 0,70 0,75
9 0,95 0,70 0,21 0,26 0,59 0,67
8 0,90 0,47 0,19 0,43 0,53 0,81
D 9 0,95 0,58 0,17 0,38 0,48 0,72
10 1,00 0,64 0,24 0,36 0,69 0,85
7 0,85 0,59 0,19 0,25 0,53 0,63
E 8 0,90 0,59 0,23 0,31 0,66 0,78
9 0,95 0,68 0,28 0,27 0,80 0,83
7 0,85 0,92 0,26 0,07 0,74 0,59
F 8 0,90 1,09 0,29 0,18 0,83 0,77
9 0,95 1,04 0,31 0,09 0,89 0,72
7 0,85 0,81 0,27 0,04 0,75 0,57
G 8 0,90 0,91 0,26 0,01 0,72 0,52
9 0,95 0,83 0,26 0,12 0,74 0,64
7 0,85 0,65 0,25 0,19 0,71 0,69
H 8 0,90 0,67 0,24 0,23 0,68 0,71
9 0,95 0,62 0,21 0,33 0,59 0,75

SD = smérodatna odchylka
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Tabulka 8: Stanoveni LLoQ napfi¢ genotypy v séru

Aptima HBV
Genotyp Cilova koncentrace Quant SD |Odchylka] Vypocétenda TE  Vypocétena TAE
(IU/ml)  (log IU/ml)  (log IU/mI) (log IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
7 0,85 0,67 0,28 0,18 0,79 0,74
A 8 0,90 0,80 0,34 0,10 0,96 0,78
9 0,95 0,83 0,26 0,12 0,74 0,65
7 0,85 0,56 0,19 0,29 0,54 0,67
B 8 0,90 0,71 0,22 0,20 0,62 0,63
9 0,95 0,59 0,21 0,36 0,59 0,78
7 0,85 0,64 0,27 0,20 0,77 0,75
Cc 8 0,90 0,75 0,25 0,15 0,70 0,64
9 0,95 0,79 0,21 0,16 0,58 0,57
8 0,90 0,42 0,14 0,48 0,40 0,76
D 9 0,95 0,47 0,18 0,49 0,51 0,84
10 1,00 0,60 0,23 0,40 0,64 0,85
7 0,85 0,56 0,24 0,29 0,69 0,78
E 8 0,90 0,63 0,18 0,27 0,50 0,63
9 0,95 0,67 0,25 0,28 0,70 0,78
7 0,85 0,88 0,21 0,03 0,60 0,46
F 8 0,90 0,90 0,29 0,01 0,81 0,58
9 0,95 0,98 0,24 0,02 0,67 0,49
7 0,85 0,82 0,24 0,03 0,67 0,50
G 8 0,90 0,90 0,25 0,01 0,70 0,50
9 0,95 1,01 0,23 0,05 0,64 0,51
8 0,90 0,69 0,29 0,21 0,81 0,78
H 9 0,95 0,77 0,26 0,19 0,74 0,71
10 1,00 0,78 0,28 0,22 0,80 0,79

SD = smérodatna odchylka

Tabulka 9: Souhrn LLoQ napfi¢ genotypy v plazmé a séru

Genotyp LLoQ v plazmé LLoQ v séru
(log 1U/ml) (IU/ml) (log 1U/ml) (1IU/ml)
A 0,95 8,90 0,83 6,79
B 0,93 8,60 0,56 3,59
C 0,62 4,14 0,64 4,38
D 0,64 4,32 0,60 4,01
E 0,59 3,91 0,56 3,60
F 0,92 8,25 0,88 7,56
G 0,81 6,42 0,82 6,55
H 0,62 4,20 0,78 6,01
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Opakovatelnost

Pro posouzeni opakovatelnosti byl vytvofen 28 ¢lankovy panel ziedénim HBV pozitivnich
klinickych vzorku (genotyp A a C) nebo obohacenim HBV negativni plazmy a séra o DNA
HBV (genotyp A a C). Panel byl testovan tfemi techniky za pouziti tfi Sarzi reagencii na tfech
systémech Panther po dobu 20 nebo vice testovacich dna.

Tabulka 10 a Tabulka 11 ukazuje opakovatelnost vysledkl testu (v log 1U/ml) mezi pfistroji,
techniky, Sarzemi, cykly, v ramci cykli a celkové. Celkova variabilita byla primarné zplsobena
variabilitou uvnitf cyklu (tj. nahodné chyby).

Tabulka 10: Opakovatelnost kvantitativniho testu Aptima HBV Quant Assay pro genotyp A

Stiedni Mezi techniky Mezi pfistroji Mezi Sarzemi Mezi cykly V ramci cyklu Celkem

Matrice N koncentrace

(log 1U/ml) SD CV (%) SD CV (%) SD CV (%) SD CV (%) SD CV (%) SD CV (%)
Plazma 161 1,24 0,02 1,96 0,02 1,75 0,10 7,88 0,02 1,50 0,21 16,80 0,23 18,80
Plazma 162 1,97 0,01 0,75 0,01 0,71 0,08 3,84 0,02 0,76 0,14 7,36 0,17 8,40
Plazma 162 3,23 0,01 0,29 0,01 0,24 0,04 1,39 0,01 0,22 0,08 2,47 0,09 2,87
Plazma 162 4,14 0,03 0,76 0,01 0,28 0,04 0,90 0,01 0,15 0,06 1,38 0,08 1,84
Plazma 162 5,75 0,02 0,39 0,01 0,20 0,06 0,97 0,01 0,13 0,09 1,51 0,11 1,85
Plazma 162 6,98 0,05 0,79 0,03 0,48 0,06 0,91 0,01 0,11 0,09 1,35 0,13 1,87
Plazma 162 7,69 0,03 0,38 0,02 0,23 0,01 0,15 0,01 0,12 0,10 1,30 0,11 1,39
Sérum 160 1,17 0,02 1,93 0,02 1,71 0,06 5,54 0,02 1,64 0,20 17,07 0,21 18,21
Sérum 162 1,82 0,02 1,15 0,01 0,79 0,10 5,43 0,01 0,72 0,15 8,13 0,18 9,90
Sérum 162 3,16 0,01 0,26 0,02 0,62 0,09 2,78 0,02 0,59 0,11 3,38 0,14 4,47
Sérum 162 4,06 0,01 0,19 0,01 0,22 0,04 0,99 0,01 0,15 0,07 1,68 0,08 1,98
Sérum 162 5,60 0,02 0,36 0,01 0,24 0,06 1,15 0,01 0,22 0,13 2,40 0,15 2,70
Sérum 162 6,30 0,03 0,49 0,03 0,42 0,01 0,17 0,01 0,16 0,11 1,77 0,12 1,90
Sérum 162 7,48 0,05 0,62 0,03 0,36 0,02 0,25 0,02 0,23 0,08 1,09 0,10 1,35

CV = koeficient variability, SD = smérodatna odchylka

Poznamka: Variabilita nékterych faktord mize byt ¢iselné negativni, coz mlze nastat, pokud je variabilita zptisobena témito faktory
velmi mala. Kdyz k tomu dojde, hodnota SD a CV je uvedena jako 0.
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Tabulka 11: Opakovatelnost kvantitativniho testu Aptima HBV Quant Assay pro genotyp C
Stredni Mezi techniky Mezi pfistroji Mezi Sarzemi Mezi cykly V ramci cyklu Celkem
Matrice N koncentrace
(log 1U/ml) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%)

Plazma 161 1,28 0,02 1,73 0,02 1,40 0,07 5,39 0,02 1,28 0,18 1432 0,20 15,52
Plazma 162 1,98 0,02 0,79 0,01 0,68 0,08 4,02 0,01 0,61 0,14 6,91 0,16 8,08

Plazma 162 3,23 0,01 0,31 0,01 0,39 0,05 1,49 0,01 0,18 0,06 1,97 0,08 2,52

Plazma 162 4,13 0,01 0,18 0,01 0,29 0,04 0,90 0,01 0,15 0,07 1,69 0,08 1,95

Plazma 162 5,78 0,01 0,14 0,02 0,41 0,06 1,04 0,01 0,16 0,10 1,70 0,12 2,05

Plazma 162 6,83 0,01 0,20 0,03 0,42 0,03 0,42 0,01 0,08 0,06 0,93 0,08 1,13

Plazma 162 7,75 0,03 0,33 0,02 0,19 0,02 0,24 0,01 0,08 0,07 0,94 0,08 1,04
Sérum 160 1,20 0,02 1,54 0,02 1,55 0,05 4,24 0,02 1,78 0,18 14,74 0,19 15,59
Sérum 162 1,90 0,02 1,20 0,02 0,87 0,05 2,73 0,01 0,72 0,15 8,10 0,17 8,71
Sérum 162 3,19 0,03 0,93 0,03 0,92 0,05 1,68 0,00 0,05 0,07 2,34 0,10 3,16
Sérum 162 4,04 0,01 0,14 0,01 0,31 0,04 0,94 0,00 0,12 0,05 1,30 0,07 1,64
Sérum 162 5,69 0,01 0,16 0,02 0,36 0,05 0,88 0,01 0,13 0,09 1,50 0,10 1,78
Sérum 162 6,32 0,04 0,64 0,03 0,45 0,04 0,66 0,01 0,14 0,10 1,57 0,12 1,87
Sérum 162 7,23 0,04 0,55 0,02 0,25 0,05 0,68 0,01 0,13 0,10 1,42 0,12 1,69

CV = koeficient variability, SD = smérodatna odchylka

Poznamka: Variabilita nékterych faktord maze byt iselné negativni, coz mlze nastat, pokud je variabilita zptsobena témito faktory
velmi mala. Kdyz k tomu dojde, hodnota SD a CV je uvedena jako 0.
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Potencialné rusivé latky

Byla vyhodnocena citlivost testu Aptima HBV Quant Assay na interferenci se zvySenymi

hladinami endogennich latek nebo Iéky bézné predepisovanymi jedinciim infikovanym HBV.
Byly testovany HBV negativni plazmové vzorky a vzorky obohacené HBV na koncentraci 4,3
log 1U/ml DNA HBV.

Nebyla pozorovana Zadna interference ve vykonu testu v pfitomnosti albuminu (90 mg/ml),
hemoglobinu (5 mg/ml), triglycerid( (30 mg/ml) nebo nekonjugovaného bilirubinu (0,2 mg/ml).

Klinické vzorky plazmy od pacientd se zvySenymi hladinami definovanych latek nebo od
pacientl s chorobami, které uvadi Tabulka 12, byly testovany pomoci testu Aptima HBV
Quant Assay. Béhem provadéni testu nebyla pozorovana Zadna interference.

Tabulka 12: Testované typy klinickych vzork{

Typy klinickych vzorku

1 Antinuklearni protilatka (ANA)

2 Revmatoidni faktor (RF)

3 Alkoholicka cirhdza (AC)

4 Alkoholicka hepatitida

5 Nealkoholicka hepatitida

6 Autoimunitni hepatitida

7 ZvySena alaninaminotransferaza (ALT)
8 Hepatocelularni karcinom (HCC)

9 Roztroudena skleréza (MS)

10 Systémovy lupus erythematodes (SLE)
11 Hyperglobulinémie

12 Revmatoidni artritida (RA)

13 Anti-Jo1 protilatka (JO-1)

14 Mnohocetny myelom (MM)

15 Hemolyzovany (zvy$ena hladina hemoglobinu)
16 Iktericky (zvySena hladina bilirubinu)
17 Lipemicky (zvy$ena hladina lipidu)

18 ZvySeny protein

19 HBYV protilatky (ockovani)

20 HCV protilatky

21 Protilatky proti HIV-1 a HIV-2
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V pfitomnosti exogennich latek, které uvadi Tabulka 13, nebyla pfi koncentracich alespon
trojnasobku C,,5« (lidska plazma) béhem provadéni testu pozorovana zadna interference.

Tabulka 13: Exogenni latky

Fond Testované exogenni latky
exogennich latek

1 Saquinavir, ritonavir, amprenavir, indinavir, lopinavir, nelfinavir mesylat

2 Klarithromycin, valganciklovir hydrochlorid, efavirenz, nevirapin

3 Paroxetin HCI, enfuvirtid, zidovudin, didanosin, abakavir sulfat

4 Riba\./irin,.entekavir,. adefovir-dipivoxil, tenofovir-disoproxyl-fumarat, lamivudin,

ganciclovir, acyklovir

5 Stavudin, ciprofloxacin, fluoxetin, azithromycin, valacyclovir, sertralin, zalcitabin

6 Interferon alfa -2a, interferon alfa -2b, pegylovany interferon alfa-2b
Specificita

Specificita byla stanovena pomoci 292 Cerstvych a 747 zmrazenych HBV negativnich klinickych
vzorku. Celkem bylo testovano 521 vzorkl plazmy a 518 vzork( séra. Specificita byla vypoctena
jako procento HBV negativnich vzorka s vysledky ,Nedetekovano.” DNA HBV nebyla detekovana
v 1038 vzorcich. Specificita byla 99,9 % (1038/1039, 95 % CI: 99,5-100 %).

Tabulka 14: Specificita v klinickych vzorcich plazmy a séra

Cerstva Zmrazena  Plazma Cerstvé  Zmrazené  Sérum  Kombino
plazma plazma celkem sérum sérum celkem vané
Platné replikaty (n) 145 376 521 147 371 518 1039
Nedetekovano 145 376 521 147 370 517 1038
100 % 100 % 100 % 100 % 99,7 % 99,8 % 99,9 %

Specificita (95 % CI) (97,4-100) (99,0-100) (99,3-100) (97,5-100) (98,5-100) (98,9-100) (99,5-100)

Cl = interval spolehlivosti
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Analyticka specificita

Potencialni zkfizena reaktivita na patogeny, které uvadi Tabulka 15, byla vyhodnocena v HBV
negativni lidské plazmé v pfitomnosti nebo nepfitomnosti 4,3 log IU/ml HBV. V bakterialné
kontaminované plazmé nebo ve vzorcich subjektll infikovanych jinymi krevnimi patogeny
nebo téch, ktefi obdrzeli vakciny proti HBV a chfipce, nebyla pozorovana zadna zkfizena
reaktivita nebo interference.

Tabulka 15: Patogeny testované na analytickou specificitu

Mikroorganismus / patogen Zdroj Mikroorganismus / patogen Zdroj

Virus hepatitidy C Klinicky vzorek Lidsky herpesvirus typu 8 Kultivaéni
tekutina

Virus hepatitidy A Klinicky vzorek Virus japonské encefalitidy Asciticka
tekutina

Ockovan proti HBV

Klinicky vzorek

Virus encefalitidy Murray Valley

Bunéc&ny lyzat

HIV-1a -2

Klinicky vzorek

Virus encefalitidy St. Louis

Kultivaéni
tekutina

Lidsky T-bunéény lymfotropicky

virus typu 1 a 2

Klinicky vzorek

Virus vakcinie

Bunécény lyzat

Parvovirus B19 Klinicky vzorek Virus Zluté zimnice Kultivaéni
tekutina
Cytomegalovirus Klinicky vzorek Candida albicans Kultivace
Virus horecky dengue typu 1-4  Klinicky vzorek Chlamydia trachomatis Kultivace
Epstein-Barr virus Klinicky vzorek Corynebacterium diphtheriae Kultivace
Ockovan proti chfipce Klinicky vzorek Mycobacterium gordonae Kultivace
Lidsky papillomavirus Klinicky vzorek Mycobacterium smegmatis Kultivace
Virus herpes simplex 1 a 2 Klinicky vzorek Neisseria gonorrhoeae Kultivace
Virus zardének Klinicky vzorek Propionibacterium acnes Kultivace
Virus varicella zoster Klinicky vzorek Staphylococcus aureus Kultivace
Virus zapadonilské horecCky Klinicky vzorek Staphylococcus epidermidis Kultivace
BK lidsky polyomavirus Bunéény lyzat Streptococcus pneumoniae Kultivace
Lidsky herpesvirus 6B Kultivaéni tekutina Trichomonas vaginalis Kultivace
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Opakovatelnost klinickych vzorku

Opakovatelnost byla vyhodnocena testovanim tfi replikatl pfirozené infikovanych HBV
pozitivnich klinickych vzorku plazmy a séra. Primérnou koncentraci a smérodatnou odchylku

pro testované vzorky plazmy a séra uvadi Tabulky 16 a 17.

Tabulka 16: Opakovatelnost klinickych vzorku plazmy

Tabulka 17: Opakovatelnost klinickych vzorku séra

Vzorek kz:ltcl:r::t:gie SD Vzorek séra kzr:i':rft:gie SD

plazmy (log 1U/mI) (log 1U/ml)
1 2,08 0,09 1 1,93 0,17
2 2,98 0,01 2 2,29 0,09
3 2,45 0,09 3 2,78 0,05
4 2,32 0,06 4 1,98 0,06
5 2,58 0,08 5 2,53 0,07
6 3,60 0,06 6 3,53 0,06
7 3,45 0,04 7 3,38 0,03
8 3,95 0,04 8 3,77 0,02
9 3,81 0,05 9 3,45 0,17
10 4,26 0,03 10 4,26 0,04
1 5,65 0,07 11 6,31 0,02
12 6,32 0,06 12 5,45 0,04
13 6,79 0,06 13 5,74 0,08
14 7,40 0,05 14 7,44 0,04
15 8,17 0,02 15 8,47 0,03

SD= smérodatna odchylka

SD= smérodatna odchylka
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Redéni vzorku pomoci fediciho roztoku na vzorky

Pro vyhodnoceni regenerace DNA HBV ve vzorcich nafedénych fedicim roztokem na vzorky
Aptima byly vzorky plazmy a séra, které pfesahly linearni rozsah, fedicim roztokem na vzorky
Aptima zfedény v poméru 1:3. Kromé toho byly pfirozené infikované klinické vzorky s vysokym
titrem a obohacené vzorky DNA HBV s koncentracemi nad ULoQ zfedény fedicim roztokem
na vzorky Aptima v poméru 1:100. Kazdy vzorek byl tfikrat testovan Cisty a zfedény (1:3 nebo
1:100). Rozdily mezi praimérnou hlasenou koncentraci (faktor fedéni aplikovan na vysledek
zfedéného vzorku) a primeérnou Cistou koncentraci uvadi Tabulka 18 pro plazmu a Tabulka 19
pro sérum. Koncentrace vzorku byly ve zfedénych vzorcich pfesné obnoveny.

Tabulka 18: Zfedéni vzorku pomoci fediciho roztoku na vzorky Aptima v plazmé

: Primérna cista Pramérna hlasena
Redéni koncentrace koncentrace® Rozdil (log IU/ml)
(log IU/mI) (log 1U/mI)

2,08 1,71 -0,37

2,98 3,02 0,04

2,45 2,30 -0,15

2,32 2,06 -0,26

2,58 2,46 -0,12

3,60 3,62 0,02

3,45 3,36 -0,09

1:3 3,95 3,91 -0,04
3,81 3,72 -0,09

4,26 4,24 -0,02

5,65 5,50 -0,15

6,32 6,08 -0,24

6,79 6,40 -0,39

7,40 7,06 -0,34

8,17 8,05 -0,12

8,17 7,82 -0,35

1:100

>9,00"(10,20°%) 10,40 0,20

2 Hlasena koncentrace je hodnota vypoctena po pouziti faktoru fedéni.
® Obohaceny vzorek.
¢ Cilova hodnota koncentrace, ktera je nad ULoQ.
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Tabulka 19: Zfedéni vzorku pomoci fediciho roztoku na vzorky Aptima v séru

Pramérna cista Pramérna hlasena
Redéni koncentrace koncentrace® Rozdil (log 1U/ml)
(log IU/mI) (log IU/ml)

1,93 1,50 -0,43

2,29 2,00 -0,29

2,78 2,45 -0,33

1,98 1,50 -0,48

2,53 2,23 -0,30

3,53 3,59 0,06

3,38 3,21 -0,17

1:3 3,77 3,68 -0,09
3,45 3,35 -0,10

4,26 4,16 -0,10

6,31 5,98 -0,33

5,45 5,24 -0,21

5,74 5,62 -0,12

7,44 7,19 -0,25

8,47 8,31 -0,16

8,47 8,19 -0,28

1:100

>9,00° (10,20°) 10,43 0,23

? Hlasena koncentrace je hodnota vypoctena po pouziti faktoru fedéni.
® Obohaceny vzorek.
¢ Cilova hodnota koncentrace, ktera je nad ULoQ.
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Metoda korelace

Provedeni testu Aptima HBV Quant Assay bylo hodnoceno na zakladé licencovaného
srovnavaciho testu s oznacenim CE a Health Canada testovanim nefedénych klinickych
vzork(l od pacientl infikovanych HBV. Pro linearni regresi bylo pouzito celkem 614 klinickych
vzork(l v linedrnim rozsahu spole¢ném pro oba testy, jak je znazormuje Obrazek 8.

9,0 -

80 1 y=-0,14 + 1,05x
R2=0,988

7,0

6,0 -

5,0 -

4,0 -

Aptima HBV Quant assay (log IU/mL)
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Komparator (log 1U/ml)

Obrdzek 8. Korelace mezi testem Aptima HBV Quant Assay a srovndvacim testem

Krizova kontaminace

Aby se prokazalo, zda systém Panther minimalizuje riziko faleSné pozitivnich vysledku
vyplyvajicich z kfizové kontaminace, byla provedena studie s pouzitim obohacenych panell
na tfech systémech Panther. Kfizova kontaminace byla hodnocena pomoci vzork( plazmy
obohacené o DNA s vysokym titrem HBV (8 log IU/ml) rozptylenych mezi HBV negativnimi
vzorky v Sachovnicovém vzoru. Testovani probéhlo v patnacti cyklech. Celkova mira kfizové
kontaminace byla 0,0 % (0/705).
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