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Informacje ogdlne

Przeznaczenie

Test Aptima HBV Quant to test amplifikacji kwasoéw nukleinowych in vitro do ilosciowego
oznaczania DNA wirusa zapalenia watroby typu B (HBV) w ludzkim osoczu i surowicy w
catkowicie zautomatyzowanym systemie Panther” System.

Osocze mozna przygotowa¢ w kwasie etylenodiaminotetraoctowym (EDTA), w roztworze
antykoagulantu cytrynianu dekstrozy (ACD) oraz w probdéwkach do przygotowania osocza
(PPT). Surowice mozna przygotowa¢ w proboéwkach do surowicy lub w probéwkach do
separacji surowicy (SST). Prébki sg badane przy uzyciu w petni zautomatyzowanego
Panther® System do przetwarzania probek, amplifikacji i oznaczania ilosciowego. Prébki
zawierajgce genotypy A, B, C, D, E, F, G i H wirusa HBV sg zatwierdzane do oznaczania
ilosciowego w tescie.

Test Aptima HBV Quant jest przeznaczony do stosowania jako pomoc w prowadzeniu
pacjentow z przewlektym zakazeniem HBV, poddawanych terapii lekami przeciwwirusowymi
na HBV. Test moze by¢ uzywany do pomiaru poziomu DNA wirusa HBV na poziomie
wyjsciowym i podczas leczenia, aby pomoc w ocenie reakcji wirusa na leczenie. Wyniki testu
Aptima HBV Quant nalezy interpretowa¢ w kontekscie wszystkich istotnych wynikéw badan
klinicznych i laboratoryjnych.

Test Aptima HBV Quant nie jest przeznaczony do stosowania jako przesiewowy test krwi lub
produktow z krwi na obecnos¢ HBV ani jako test diagnostyczny w celu potwierdzenia
obecnosci zakazenia HBV.

Podsumowanie i objasnienie testu

Wirus zapalenia watroby typu B (HBV), jeden z kilku wiruséw wywotujgcych zapalenie
watroby, powoduje trwajgce cate zycie zakazenie HBV, marskos¢ watroby, raka watroby,
niewydolno$é watroby i potencjalnie $mieré. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) wymienia
HBV jako jedng z najczestszych chorob zakaznych na swiecie. Czesto$¢ wystepowania
zakazenia HBV i sposo6b transmisji sg na catym swiecie bardzo zréznicowane. Okoto jedna
trzecia swiatowej populacji ma serologiczne dowody na wystepowanie w przeszitosci lub
obecnie zakazenia HBV, przy czym przewlekte zakazenie HBV wystepuje u ponad 350 milionow
ludzi na catym $wiecie."** Zakazenie HBV powoduje zwiekszone ryzyko dekompensagciji
czynnosci watroby, marskosci i raka watrobowokomaorkowego (hepatocellular carcinoma — HCC)
ze Smiertelnoscig od 0,5 do 1,2 miliona zgondw i 5-10% przypadkéw transplantacji watroby
rocznie na catym $wiecie.*®* Bez odpowiedniego leczenia, zabiegéw i monitorowania po
postawieniu diagnozy, 5-letnia skumulowana czestos¢ wystepowania marskosci watroby
wynosi od 8 do 20%. Po wystgpieniu marskosci watroby roczne ryzyko wystgpienia raka
watrobowokomoérkowego (HCC) wynosi 2-5%.°

HBV zawiera kolisty, czesciowo dwuniciowy genom DNA o dtugosci okoto 3200 par zasad,
ktéry koduje cztery czesciowo nakfadajgce sie na siebie otwarte ramki odczytu (ORF)
wyrazajgce polimeraze, powierzchnie, precore/core oraz biatko X. ORF polimerazy naktada
sie na pozostate 3 ORF i koduje kluczowe biatko wirusowej replikacji, polimeraze. W ORF
powierzchniowym dochodzi do ekspresji trzech biatek, ktére sg niezbedne do morfogenezy
wirusa, wnikania wirusa do hepatocytow i prowokowania reakcji immunologicznej nosiciela.’
Istnieje 8 genotypdéw HBV (A-H), ktére zwykle wystepujg w réznych lokalizacjach geograficznych.
Obecnie oznaczenie ilosciowe DNA wirusa HBV jest wykorzystywane do okreslenia, ktérych
pacjentow z przewlektym zakazeniem nalezy leczy¢, do monitorowania reakcji na leczenie
oraz do oceny zmian wiremii, ktére mogg wskazywaé¢ na opornos$é na leki.’
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Test Aptima HBV Quant jest testem amplifikacji kwasdéw nukleinowych in vitro, ktéry
wykorzystuje technologie amplifikacji z mediacjg transkrypcji (TMA) w czasie rzeczywistym w
Panther System do ilosciowego oznaczania DNA wirusa HBV, genotypéw A, B, C, D, E, F, G
i H. Test Aptima HBV Quant jest skierowany na dwa wysoce konserwatywne regiony w
genach polimerazy i powierzchni (w celu zwiekszenia tolerancji na potencjalne mutacje). Test
jest standaryzowany do 3. Miedzynarodowego Standardu WHO dla wirusa zapalenia watroby
typu B (kod NIBSC: 10/264).

Zasady procedury

Test Aptima HBV Quant mozna podzieli¢ na trzy podstawowe etapy, przy czym wszystkie
odbywajg sie w pojedynczej probéwce w aparacie Panther System: wychwyt czgsteczek
szukanych, amplifikacja czgsteczek szukanych metodg TMA oraz detekcja produktéw
amplifikacji (amplikonéw) wyznakowanymi fluorescencyjnie sondami (typu torch).

Podczas wychwytywania czgsteczek szukanych, z prébek izolowane jest DNA wirusa. Probka
jest poddawana dziataniu detergentu w celu solubilizacji otoczki wirusowej, denaturacji biatek i
uwolnienia genomowego DNA wirusa. Oligonukleotydy wychwytujgce hybrydyzujg do wysoce
konserwatywnych regionéw DNA wirusa HBV, jesli sg one obecne w badanej probce. Po
hybrydyzacji czasteczka szukana jest wychwytywana przez mikroczagstki magnetyczne, ktére
nastepnie sg oddzielane od prébki w polu magnetycznym. W celu usuniecia zbednych
sktadnikow z probowki reakcyjnej wykonywane sg etapy ptukania.

Amplifikacja czgsteczek szukanych jest wykonywana metodg TMA. Jest to metoda amplifikacji
kwasow nukleinowych z mediacjg transkrypcji, w ktorej wykorzystywane sg dwa enzymy —
odwrotna transkryptaza wirusa biataczki mysiej Moloneya (Moloney murine leukemia virus,
MMLV) oraz polimeraza RNA bakteriofaga T7. Odwrotna transkryptaza jest wykorzystywana
do produkgcji kopii DNA (zawierajgcej sekwencje promotora dla polimerazy RNA bakteriofaga
T7) sekwencji szukanej. Polimeraza RNA bakteriofaga T7 produkuje liczne kopie amplikonu
RNA na podstawie matrycy kopii DNA. Test Aptima HBV Quant wykorzystuje metode TMA
do amplifikacji dwoch regiondw genomu HBV (gen polimerazy i gen powierzchniowy).
Amplifikacja tych regionéw jest osiggana przy uzyciu specyficznych starteréw zaprojektowanych
do amplifikacji genotypéw A, B, C, D, E, F, G i H wirusa HBV. Podwdjne podejscie do
regionu szukanego wraz z projektowaniem starterow ukierunkowanych na wysoce
konserwatywne regiony zapewnia doktadng kwantyfikacje DNA HBV.

Detekcja nastepuje dzieki zastosowaniu sond jednoniciowego kwasu nukleinowego, ktére sg
obecne w czasie amplifikacji czastki szukanej i ulegajg swoistej hybrydyzacji z amplikonem w
czasie rzeczywistym. Kazda sonda typu torch skfada sie z fluoroforu i wygaszacza. Gdy
sonda typu torch nie hybrydyzuje do amplikonu, wygaszacz znajduje sie w poblizu fluoroforu
i humi fluorescencje. Gdy sonda wigze sie z amplikonem, wygaszacz jest odsuwany dalej od
fluoroforu i po wzbudzeniu przez zrodto swiatta emituje sygnat o swoistej dtugosci fali. Gdy
wiecej sond typu torch hybrydyzuje do amplikonu, generowany jest wyzszy sygnat
fluorescencyjny. Czas potrzebny do osiggniecia przez sygnat fluorescencyjny okreslonego
progu jest proporcjonalny do wyjsciowego stezenia wirusa HBV. Kazda reakcja posiada
wewnetrzny kalibrator / kontrole wewnetrzng (IC), ktéra kontroluje zmiany w przetwarzaniu
probki, amplifikacji i wykrywaniu. Stezenie probki jest okreslane przez oprogramowanie
Panther System przy uzyciu sygnatow wirusa HBV i IC dla kazdej reakcji i poréwnanie ich z
informacjami o kalibrac;ji.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

A.
B.

H6°

Wytacznie do diagnostyki in vitro.

Aby zmniejszy¢ ryzyko uzyskania niewaznych wynikow, przed wykonaniem tego testu
nalezy uwaznie przeczytaé catg ulotke zatgczong do opakowania oraz Instrukcje obstugi
Panther System.

gHBV Odczynnik wzmocnienia czgstek szukanych (TER) ma dziatanie zragce. Patrz
.Kwestie dotyczgce testu” na stronie 5., aby uzyskac petng liste ostrzezen.

Kwestie zwigzane z laboratorium

&D.

PRZESTROGA: Kontrole dla tego testu zawierajg ludzkie osocze. Osocze jest ujemne w
kierunku antygenu powierzchniowego zapalenia watroby typu B (HBsAg), przeciwciat
HCV, przeciwciat HIV-1 i HIV-2 oraz antygenu HIV podczas testowania zgodnie z
procedurami zatwierdzonymi przez US Food and Drug Administration. Ponadto, osocze
jest niereaktywne dla DNA wirusa HBV, RNA wirusa HCV i RNA wirusa HIV-1 podczas
testowania licencjonowanymi testami kwaséw nukleinowych z wykorzystaniem pul prébek.
Wszystkie materiaty pochodzgce z krwi ludzkiej powinny by¢ uwazane za potencjalnie
zakazne i powinny by¢ traktowane z zastosowaniem uniwersalnych $rodkéw ostroznosci.**"

. Procedure te powinien wykonywaé¢ wytgcznie personel odpowiednio przeszkolony w

zakresie stosowania testu Aptima HBV Quant oraz postepowania z materiatami
potencjalnie zakaznymi. Jesli dojdzie do rozlania, natychmiast zdezynfekowaé¢ zgodnie z
odpowiednimi procedurami w miejscu pracy.

Stosowac wylgcznie dostarczone lub okreslone jednorazowe wyposazenie laboratoryjne.

Przestrzegaé¢ rutynowych srodkéw ostroznosci stosowanych w laboratorium. Nie
pipetowac ustami. Nie jes¢, nie pi¢ i nie pali¢ w wyznaczonych obszarach pracy. W
czasie pracy z probkami i odczynnikami zestawu nosi¢ jednorazowe rekawiczki
bezpudrowe, ostone oczu oraz odziez laboratoryjng. Doktadnie umy¢ rece po pracy z
probkami i odczynnikami zestawu.

. Powierzchnie robocze, pipety i inne wyposazenie nalezy regularnie odkazaé, stosujgc

roztwér podchlorynu sodu w stezeniu od 2,5% do 3,5% (od 0,35 M do 0,5 M).

Usunag¢ wszystkie materiaty, ktére miaty kontakt z prébkami i odczynnikami zgodnie z
lokalnymi, stanowymi i federalnymi przepisami.®*'*"" Doktadnie oczys$ci¢ i zdezynfekowac
wszystkie powierzchnie robocze.

Kontrole zawierajg azydek sodu jako $rodek konserwujgcy. Nie nalezy uzywaé
metalowych przewoddéw rurowych do przenoszenia odczynnikow. Jezeli roztwory
zawierajgce zwigzki azydku sodu sg usuwane do instalacji wodociggowej, nalezy je
rozcienczy¢ i sptuka¢ duzg iloscig biezgcej wody. Te srodki ostroznosci sg zalecane w
celu unikniecia gromadzenia sie osadéw w metalowych przewodach rurowych, w ktérych
mogtyby powsta¢ warunki wybuchowe.

Dobre standardowe praktyki dla laboratoriéw molekularnych obejmujg monitorowanie
srodowiska. Aby monitorowaé Srodowisko laboratorium, sugeruje sie nastepujaca
procedure:

1. Przygotowaé wymazdéwke z koncdwka bawetniang i dotgczy¢ do probowki do
porcjowania probek Aptima (SAT).
2. Odpowiednio oznakowa¢ kazdg SAT.
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3. Napetni¢ kazdg SAT 1 mL rozciehczalnika do probek Aptima.

4. Aby pobrac prébki powierzchniowe, nalezy lekko zwilzy¢é wymazowke wolng od nukleaz

dejonizowang woda.

5. Wymaza¢ powierzchnige zainteresowania, wykonujgc pionowe ruchy z gory na dot.
Obroci¢ wymazowke o okoto pét obrotu podczas wymazywania miejsca.

6. Natychmiast umiesci¢ prébke wymazu w probéwce i delikatnie odwirowa¢ wymazéwke w
rozcienczalniku w celu wyodrebnienia potencjalnych materiatébw wymazowych.
Przycisng¢ wymazéwke do boku probowki transportowej, aby wydoby¢ jak najwiecej
ptynu. Wyrzuci¢ wymazdéwke i zakreci¢ probowke.

7. Powtérzy¢ czynnosci dla pozostatych prébek wymazu.

8. Zbada¢ wymaz przy pomocy testu molekularnego.

Kwestie dotyczace probek

L.

Prébki mogg byé zakazne. W czasie wykonywania tego testu przestrzegaé¢ uniwersalnych
Srodkéw ostroznosci®*™. Wiasciwe metody postepowania oraz metody usuwania nalezy
okresli¢ na podstawie lokalnych przepiséw." Procedure te powinien wykonywac wytgcznie
personel odpowiednio przeszkolony w zakresie stosowania testu Aptima HBV Quant i
przeszkolony w zakresie postepowania z materiatami zakaznymi.

W trakcie transportu prébek zapewni¢ prawidtowe warunki przechowywania, pozwoli to
zachowac¢ ich prawidtowy stan. Nie oceniono stabilnosci prébek w warunkach transportu
innych niz zalecane.

. W czasie etapow pracy z probkami unika¢ zanieczyszczenia krzyzowego. Zachowaé

szczegoblng ostroznosc¢, aby unikng¢ kontaminacji poprzez rozprzestrzenienie sie aerozolu
w czasie luzowania lub zdejmowania zakretek z probek. W probkach moze wystepowaé
niezwykle wysokie stezenie mikroorganizmow. Nalezy dopilnowaé, aby pojemniki na
prébki nie stykaty sie ze sobg, a zuzyte materiaty wyrzuci¢ bez przesuwania ich nad
jakimikolwiek otwartymi pojemnikami. Zmieni¢ rekawiczki, jezeli miaty kontakt z prébka.

Kwestie dotyczace testu

0.

P.

Nie uzywac¢ zestawu odczynnikow, kalibratora lub kontroli po uptywie ich terminu waznosci.

Nie wymienia¢, nie miesza¢ ani nie tgczy¢ odczynnikow analitycznych pochodzgcych z
zestawdw o réznych numerach serii gtdwnej. Ptyny do testu mogg pochodzi¢ z partii o
réznych numerach. Kontrole i kalibrator mogg pochodzi¢ z partii o r6znych numerach.

Unika¢ kontaminacji odczynnikéw przez drobnoustroje i nukleazy.

Wszystkie odczynniki analityczne nalezy przechowywac¢ zamkniete i w okreslonych
temperaturach. W przypadku uzycia odczynnikéw analitycznych przechowywanych w
niewfasciwych warunkach skutecznosc testu moze ulec zmianie. Zobacz Wymagania
dotyczgce przechowywania odczynnikéw i postepowania z nimi oraz Procedura testu w
Panther System, aby uzyska¢ wiecej informaciji.

Nie tgczy¢ odczynnikéw analitycznych ani ptynéw bez konkretnej instrukcji. Nie wolno
dopetnia¢ butelek z odczynnikami lub ptynami. Aparat Panther System weryfikuje poziom
odczynnikow.

Unika¢ kontaktu odczynnika wzmocnienia czgstek szukanych ze skérg, oczami i btonami
Sluzowymi. W przypadku zetkniecia z tym odczynnikiem przemyc¢ miejsce kontaktu woda.
Jesli dojdzie do rozlania tego odczynnika, nalezy rozciehczy¢é go wodg i postepowaé
zgodnie z odpowiednimi lokalnie obowigzujgcymi procedurami.
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U. Niektore odczynniki w tym zestawie sg oznakowane symbolami zagrozenia i

bezpieczenstwa.

Uwaga: Stosowane informacje dotyczgce zagrozen sg okre$lone przez klasyfikacje kart
charakterystyki substancji (Safety Data Sheets, SDS) obowigzujgce w UE. Informacje
dotyczgce zagrozen wystepujgcych w konkretnym regionie opisano w kartach SDS
wlasciwych dla regionéw. Dokumenty te znajdujg sie w bibliotece kart charakterystyki pod
adresem www.hologicsds.com.

Kontrole z zestawu HBV VL
Azydek sodu 0,2%
Surowica ludzka 95-100%

OSTRZEZENIE

H312 — Dziata szkodliwie w kontakcie ze skorg

H412 — Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc diugotrwate skutki

P273 — Unika¢ uwolnienia do srodowiska

P280 — Stosowaé rekawice ochronne / odziez ochronng / ochrone oczu / ochroneg twarzy

BSOS B

Odczynnik wzmocnienia czagstek szukanych
Wodorotlenek litu, monohydrat 5-10%

NIEBEZPIECZENSTWO

H302 — Dziata szkodliwie po potknieciu

H314 — Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu

P260 — Nie wdycha¢ pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy

P280 — Stosowaé rekawice ochronne / odziez ochronng / ochrone oczu / ochrone twarzy

P303 + P361 + P353 — W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub z wtosami): Natychmiast
zdjg¢ catg zanieczyszczong odziez. Sptuka¢ skére pod strumieniem wody lub prysznicem.

P305 + P351 + P338 — W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ woda przez
kilka minut. Wyjgé soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je fatwo usung¢. Kontynuowac
ptukanie.

P310 — Natychmiast skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem

Test Aptima HBV Quant
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Wymagania dotyczace przechowywania odczynnikow i postepowania z nimi

A

A E.

W ponizszej tabeli przedstawiono warunki przechowywania i stabilno$¢ odczynnikow,
kontroli i kalibratora.

Zestaw po otwarciu (po przygotowaniu

Przechowywanie odczynnikéw)

Odczynnik nieotwartych
odczynnikow

Przechowywanie Stabilnos¢
Odczynnik amplifikacji qHBV 2°C do 8°C
Roztwor do przygotowania 2°C do 8°C 2°C do 8°C 30 dni®
odczynnika amplifikacji gHBV
Odczynnik enzymatyczny qHBV 2°C do 8°C
Roztwdr do przygotowania 2°C do 8°C 2°C do 8°C 30 dni®
odczynnika enzymatycznego gHBV
Odczynnik promotora gHBV 2°Cdo 8°C
Roztwor do przygotowania 2°C do 8°C 2°C do 8°C 30 dni®
odczynnika promotora qHBV
Odczynnik do wychwytywania 2°C do 8°C 2°C do 8°C 30 dni®

czgsteczek szukanych gHBV

Fiolka jednorazowego uzytku

PCAL (kalibrator dodatni) gHBV -15°C do -35°C 15°C do 30°C Zuzyé w ciagu 24 godzin
NC CONTROL — (kontrola ujemna) 15°C do -35°C 15°C do 30°C Fiolka jednorazowego uzytku
gHBV Zuzy¢ w ciggu 24 godzin
LPC CONTROL + (kontrola 15°C do -35°C 15°C do 30°C Fiolka jednorazowego uzytku
niskododatnia) qHBV Zuzy¢ w ciggu 24 godzin
HPC CONTROL + (kontrola o o o o Fiolka jednorazowego uzytku
-15°C do -35°C 15°C do 30°C Lo .

wysokododatnia) gHBV © © Zuzy¢ w ciggu 24 godzin
Odczynnik wzmocnienia czastek 15°C do 30°C 15°C do 30°C 30 dni®

szukanych qHBV

? Po wyjeciu odczynnikéw z aparatu Panther System nalezy je niezwtocznie przenie$¢ do miejsca o odpowiedniej
temperaturze przechowywania.

Wyrzucié¢ nieuzyte pozostatosci odczynnikdéw po przygotowaniu, odczynnika do
wychwytania czgsteczek szukanych (TCR) oraz odczynnika wzmocnienia czgstek
szukanych (TER) po 30 dniach lub po uptywie daty waznosci serii gtéwnej, w zaleznosci
od tego, co nastgpi wczesniej.

Odczynniki przechowywane w aparacie Panther System charakteryzujg sie stabilnoscig
wewnetrzng wynoszacg 72 godzin. Odczynniki mozna tadowa¢ do Panther System do
5 razy. Panther System rejestruje kazde zatadowanie odczynnikéw.

Po rozmrozeniu kalibratora roztwér musi by¢ klarowny, tzn. nie moze by¢ metny ani nie
moga sie w nim wytrgca¢ osady.

Odczynnik promotora i przygotowany odczynnik promotora sg wrazliwe na swiatto. Te
odczynniki nalezy chroni¢ przed $Swiattem w trakcie przechowywania i przygotowania do
stosowania.

Odczynnik wzmocnienia czgstek szukanych qHBV nalezy przechowywac¢ przed uzyciem
w temperaturze od 15°C do 30°C.
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Pobieranie i przechowywanie probek

Uwaga: Z wszystkimi probkami nalezy obchodzi¢ sig tak, jak gdyby zawieraty czynniki
potencjalnie zakazne. Przestrzegac¢ uniwersalnych srodkow ostroznosci.
Uwaga: Nalezy dopilnowac, aby w czasie etapow pracy z probkami unikaC zanieczyszczenia

krzyzowego. Nalezy na przyktad wyrzucac zuzyty materiat bez przemieszczania go nad
otwartymi probowkami.

Uwaga: Do przechowywania zalecane sg wyltgcznie plastikowe probowki wtérne.
Mozna uzy¢ probek krwi petnej zebranych w ponizszych szklanych lub plastikowych probéwkach:

* Probdéwki zawierajgce antykoagulanty EDTA lub ACD
* Probdéwki do przygotowania osocza (PPT)
* Probowki z surowicg
» Probéwki do separacji surowicy (SST)
W przypadku surowicy, nalezy pozwoli¢ na utworzenie sie skrzepu przed dalszg obrobka.

A. Pobieranie probek

Krew petna moze byé przechowywana w temperaturze od 2°C do 30°C i musi by¢
odwirowana w ciggu 24 godzin od pobrania probki. Oddzieli¢ osocze lub surowice od
granulowanych krwinek czerwonych, postepujgc zgodnie z instrukcjami producenta
uzywanej probowki. Osocze lub surowica mogg by¢ badane w Panther System w
probowce pierwotnej lub przeniesione do probowki dodatkowej, takiej jak probowka do
porcjowania probek Aptima. Aby uzyskac¢ objetos¢ reakcji 500 uL, minimalna objeto$é
osocza lub surowicy w pierwotnych probéwkach do pobierania probek wynosi do 1200 pL,
a w przypadku probéwek dodatkowych minimalna objeto$¢ wynosi 700 yL. W ponizszej
tabeli okreslono wymagania dotyczgce objetosci martwej dla kazdego typu probdwki
gtownej i dodatkowej.

Probowka (rozmiar i typ) Objetos¢ martwa w Panther System
Probéwka do porcjowania prébek Aptima (SAT) 0,2mL
12X75 mm 0,5mL
13x100 mm 0,5mL
13x100 mm z zelem 0,3mL
16x100 mm z zelem 0,7 mL

Jezeli nie sg testowane natychmiast, osocze i surowica mogg by¢ przechowywane
zgodnie z ponizszymi specyfikacjami. Po przeniesieniu do probowki dodatkowej, osocze
lub surowice mozna zamrozi¢ w temperaturze -20°C. Nie nalezy przekraczac 3 cykli
zamrazania i rozmrazania. Nie zamraza¢ probek w roztworach EDTA, ACD lub w
pierwotnych probdwkach do pobierania surowicy.

B. Warunki przechowywania probek

1. Probki osocza w EDTA i ACD

Krew petna moze byé¢ przechowywana w temperaturze od 2°C do 30°C i musi by¢
odwirowana w ciggu 24 godzin od pobrania prébki. Osocze mozna nastepnie
przechowywaé¢ w jednym z nastepujacych warunkow:

* W pierwotnej lub dodatkowej probéwce do pobierania w temperaturze od 2°C do
30°C przez okres do 24 godzin,
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* W pierwotnej lub dodatkowej probéwce do pobierania w temperaturze od 2°C do

8°C przez okres do 5 dni, lub

* W probéwce dodatkowej w temperaturze -20°C do 60 dni.

Krew petna

30°C
2°C /ﬂ/

Odwirowa w ciagu < 24 godziny po pobraniu

<

Gitowna

J[SWC
2°C

< 24 godziny

Gtéwna

/ﬂf "
2°C

<5dni

Dodatkowa

/H/S(PC
2°C

< 24 godziny

Dodatkowa

/ﬂ/ -
2°C

<5dni

Dodatkowa

jﬂ/ “15°C
-35°C

<60 dni

Informacje ogélne

Rysunek 1. Warunki przechowywania probéwek z EDTA/ACD

2. Proébki w probéwkach PPT

Krew petna moze by¢ przechowywana w temperaturze od 2°C do 30°C i musi by¢
odwirowana w ciggu 24 godzin od pobrania prébki. Osocze mozna nastepnie
przechowywac¢ w jednym z nastepujgcych warunkow:

* W probéwce PPT lub dodatkowej w temperaturze od 2°C do 30°C przez okres
do 24 godzin,

* W probowce PPT lub dodatkowej w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do
5 dni, lub

* W probéwce PPT lub dodatkowej w temperaturze -20°C przez okres do 60 dni.

Krew petna

30°C
2°C /ﬂ/

Odwirowa w ciagu < 24 godziny po pobraniu

g

Dodatkowa

-/H[S(PC
2°C

< 24 godziny

Dodatkowa

Jﬂ/ -
2°C

<5dni

Gtéwna Gtéwna

/H/30°C /ﬁf 8°C
2°C 2°C

<24 godziny <5dni

Gtéwna lub dodatkowa

/ﬂ/ 15°C
-35°C

<60 dni

Rysunek 2. Warunki przechowywania dla probéwek PPT
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3. Prébki w probéwkach z surowicg

Krew petna moze byé przechowywana w temperaturze od 2°C do 30°C i musi by¢
odwirowana w ciggu 24 godzin od pobrania probki. Surowice mozna nastepnie
przechowywac¢ w jednym z nastepujacych warunkow:

* W probowce na surowice lub dodatkowej w temperaturze od 2°C do 30°C przez
okres do 24 godzin,

* W probéwce na surowice lub dodatkowej w temperaturze od 2°C do 8°C przez
okres do 5 dni, lub

* W probéwce dodatkowej w temperaturze -20°C do 60 dni.

Krew petna

30°C
2°C /ﬂ/

Odwirowat w ciagu < 24 godziny po pobraniu

<

Gléwna Gtéwna Dodatkowa Dodatkowa Dodatkowa

/ﬂfsmc /ﬂ/a“c jﬂ/smc /ﬂ,a“c 15C
2°C 2°C 2°C 2°c -35°C /ﬂ/

< 24 godziny <5dni < 24 godziny <5dni <60 dni

Rysunek 3. Warunki przechowywania probéwek z surowica

4. Probki w probowkach SST

Krew petna moze byé przechowywana w temperaturze od 2°C do 30°C i musi by¢
odwirowana w ciggu 24 godzin od pobrania probki. Surowice mozna nastepnie
przechowywac¢ w jednym z nastepujacych warunkow:

* W probéwce SST lub dodatkowej w temperaturze od 2°C do 30°C przez okres
do 24 godzin,

* W probowce SST lub dodatkowej w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do
5 dni, lub

* W probéwce SST lub dodatkowej w temperaturze -20°C przez okres do 60 dni.

Krew petlna

30°C
2°C /ﬂ/

Odwirowa w ciagu < 24 godziny po pobraniu

<

Gtéwna Giéwna Dodatkowa Dodatkowa Gtéwna lub dodatkowa

/H/S(PC J/TC Jﬂ/ 30°C *8“0 /ﬂ/.wec
2°C 2°C 2°C 2°C -35°C

< 24 godziny <5dni < 24 godziny <5dni <60 dni

Rysunek 4. Warunki przechowywania dla probéwek SST
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C. Przechowywanie dtugotrwate w zamrozeniu
Prébki osocza lub surowicy mozna przechowywaé w temperaturze od -65°C do -85°C
przez okres do 60 dni w probéwkach SAT.

D. Rozcienczanie probek osocza i surowicy

Prébki osocza i surowicy mozna rozciencza¢ w probéwce SAT lub dodatkowej w celu
wykonania testu w Panther System. Zobacz Procedura testu w Panther System, akapit E
,Obchodzenie sie z probkami”, etap 6, aby uzyskac¢ wiecej informacji.

Uwaga: Jezeli probka zostanie rozciericzona, powinna by¢ badana natychmiast po rozciericzeniu.
Nie nalezy zamrazac rozciericzonej probki.

Prébki w Panther System

Prébki mozna pozostawiaé w Panther System bez zamkniecia na okres do 8 godzin. Probki
mozna wyjagé¢ z Panther System i poddaé badaniu, o ile catkowity czas przebywania w
systemie nie przekracza 8 godzin przed pipetowaniem prébki przez Panther System.

Transport préobek

Zachowac warunki przechowywania prébek zgodnie z opisem w Pobieranie i przechowywanie
probek.

Uwaga: Probki nalezy przesyta¢ zgodnie z odpowiednimi krajowymi, miedzynarodowymi i
regionalnymi przepisami transportowymi.
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Panther System

Odczynniki do testu Aptima HBV Quant dla Panther System zostaty wymienione ponizej.
Obok nazwy odczynnika wymieniono takze symbole identyfikujgce odczynniki.

Dostarczone odczynniki i materiaty

Uwaga: Informacje dotyczgce zwrotéw wskazujgcych zagrozenia i $rodki ostrozno$ci, ktére
mogag sie wigzac¢ z odczynnikami, przedstawiono w bibliotece kart charakterystyki produktow
na stronie www.hologic.com/sds.

Zestaw testow Aptima HBV Quant, 100 testow (kat. nr PRD-03424)
(1 pudetko z testami, 1 zestaw kalibratoréw, 1 zestaw kontroli oraz 1 pudetko z odczynnikiem
wzmocnienia czgstek szukanych)

Dodatkowe kalibratory i kontrole mozna zaméwi¢ oddzielnie. Ponizej przedstawiono
poszczegolne numery katalogowe.

Pudetko z testami Aptima HBV Quant
(po odbiorze przechowywac¢ w temperaturze od 2°C do 8°C)

Symbol Element Liczba sztuk

A Odczynnik amplifikacji qHBV

1 fiolka
Liofilizowane, niezakazne kwasy nukleinowe w roztworze buforowanym.

E Odczynnik enzymatyczny qHBV 1 fiolka

Liofilizowana odwrotna transkryptaza i polimeraza RNA w roztworze
buforowanym HEPES.

PRO Odczynnik promotora qHBV

1 fiolka
Liofilizowane, niezakazne kwasy nukleinowe w roztworze buforowanym.

AR Roztwor do przygotowania odczynnika amplifikacji qHBV 1%x7.2mL
Wodny roztwor zawierajgcy glicerol i Srodki konserwujgce. ’

ER Roztwér do przygotowania odczynnika enzymatycznego qHBV 1%x58mL
Roztwér buforowany HEPES zawierajgcy $Srodek powierzchniowo ’
czynny i glicerol.

PROR Roztwér do przygotowania odczynnika promotora qHBV 1%x45mL
Wodny roztwoér zawierajgcy glicerol i Srodki konserwujgce. ’

TCR Odczynnik do wychwytywania czasteczek szukanych qHBV 1%x72.0 mL
Kwasy nukleinowe w buforowanym roztworze soli z fazg stafta, '
niezakazne kwasy nukleinowe i kalibrator wewnetrzny.

Kotnierze do przygotowania odczynnikéw 3
Karta z kodami kreskowymi partii gtlobwnych 1 karta
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Zestaw kalibratoréw Aptima HBV Quant (kat. nr PRD-03425)
(po odbiorze przechowywaé w temperaturze od -15°C do -35°C)

Symbol Element Liczba sztuk

PCAL Kalibrator dodatni qHBV 5x25mL
Plazmidowe DNA w roztworze buforowanym ’

Etykieta z kodem kreskowym kalibratora —

Zestaw kontroli Aptima HBV Quant (kat. nr PRD-03426)
(po odbiorze przechowywaé w temperaturze od -15°C do -35°C)

Symbol Element Liczba sztuk

NC Kontrola ujemna qHBV 5% 0.8 mL
HBV-ujemne defibrynowane osocze ludzkie zawierajgce ’
gentamycyne i 0,2% azydku sodu jako Srodki konserwujgce.

Kontrola niskododatnia qHBV 5x0.8mL
Metabolizowane osocze HBV-dodatnie w defibrynowanym

LPC osoczu ludzkim zawierajgcym gentamycyne i 0,2%
azydku sodu jako Srodki konserwujgce.

Kontrola wysokododatnia gHBV 5x0,8mL
Metabolizowane osocze HBV-dodatnie w defibrynowanym

HPC osoczu ludzkim zawierajgcym gentamycyne i 0,2%
azydku sodu jako Srodki konserwujgce.

Etykieta z kodem kreskowym kontroli —

Pudetko z odczynnikiem wzmocnienia czastek szukanych Aptima HBV Quant
(po odbiorze przechowywac¢ w temperaturze od 15°C do 30°C)

Symbol Element Liczba sztuk

TER Odczynnik wzmocnienia czastek szukanych qgHBV 1% 46.0 mL
Stezony roztwor wodorotlenku litu ’
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Materialy wymagane, ale dostepne osobno

Uwaga: Materiaty dostarczane przez Hologic sq zaopatrzone w numery katalogowe, chyba ze
podano inaczej.

Materiat Kat. Nr

Panther System —

Zestaw wstepny Panther do testéw w czasie rzeczywistym (tylko do PRD-03455 (5000 testow)
testow w czasie rzeczywistym)

Zestaw pfyndw do testu Aptima (znany takze jako zestaw uniwersalnych ~ 303014 (1000 testow)
plynéw) zawiera roztwér do ptukania Aptima, bufor do ptynu
dezaktywujgcego Aptima oraz odczynnik olejowy Aptima

Zestawy wieloprobéwkowe (MTU) 104772-02
Zestaw torby na odpady Panther 902731
Osftona pojemnika na odpady Panther 504405

Albo zestaw wstepny do aparatu Panther System

(w przypadku wykonywania testow TMA nie w czasie rzeczywistym 303096 (5000 testow)
réwnolegle z testami TMA w czasie rzeczywistym) zawiera MTU, torby na
odpady, ostony pojemnikéw na odpady, ptyny Auto Detect i ptyny do testu

Koncowki, 1000 pL, przewodzace, z detekcjg cieczy 10612513 (Tecan)

Whybielacz, roztwdr podchlorynu sodu w stezeniu od 5% do 7% (od 0,7 M —
do 1,0 M)

Rekawiczki jednorazowe, bezpudrowe -

Zakretki zamienne na odczynniki
Butelki do przygotowania odczynnikow amplifikacji, enzymatycznego i promotora CL0041 (100 zakretek)

Butelka TCR CL0040 (100 zakretek)
Butelka TER 501604 (100 zakretek)

Wzmocnione plastikiem ostony stotu laboratoryjnego —
Sciereczki bezpytowe —
Pipetor —
Koncowki —

Opcje pierwotnej probéwki do pobierania prébek:
13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Wiréwka _

Wstrzgsarka —
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Materialy opcjonalne

Materiat Kat. Nr

Probéwki dodatkowe w opcjach:
12 mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm —

Probéwki do porcjowania probek Aptima (SAT) (opakowanie 100 szt.) 503762

Zakretki probowek transportowych (opakowanie 100 szt.) zakretka do SAT 504415
Rozcienczalnik do probek Aptima PRD-03003

Zestaw rozcienczalnika do probek Aptima PRD-03478
zawiera rozciericzalnik do probek, 100 SAT i 100 zakretek

Pipety transportowe —

Dostepne komercyjnie panele, na przyktad: —
Panele HBV uzyskane z organizacji Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD)

Wymazowki z bawetniang koncéwka —

Wytrzgsarka probowek —

Procedura testu w Panther System

Uwaga: Dodatkowe informacje na temat procedury przedstawiono w Instrukcji obstugi
Panther System.

A. Przygotowanie obszaru roboczego

1.

Oczysci¢ powierzchnie robocze, na ktérych bedg przygotowywane odczynniki.
Przetrze¢ powierzchnie robocze roztworem podchlorynu sodu w stezeniu od 2,5% do
3,5% (od 0,35 M do 0,5 M). Roztwdr podchlorynu sodu powinien mieé kontakt z
powierzchniami przez co najmniej 1 minute, a nastepnie nalezy je sptuka¢ wodg
dejonizowang (DI). Nie wolno dopuszczac¢ do wyschniecia roztworu podchlorynu
sodu. Zakry¢ powierzchnie stotu czystymi, wzmocnionymi plastikiem, chtonnymi
ostonami stotu laboratoryjnego.

Oczysci¢ odrebng powierzchnie roboczg jako miejsce do przygotowania préobek.
Postepowac zgodnie z procedurg opisang powyzej (etap A.1).

Wyczy$ci¢ wszystkie pipetory. Postepowaé zgodnie z procedurg czyszczenia opisang
powyzej (etap A.1).

B. Przygotowanie kalibratora i kontroli

Przed przystgpieniem do przetwarzania kalibrator i kontrole powinny osiggna¢
temperature od 15°C do 30°C w sposdb opisany ponizej:

1.

Wyja¢ kalibrator i kontrole z miejsca przechowywania (-15°C do -35°C) i umiesci¢ w
temperaturze 15°C do 30°C. Podczas catego procesu rozmrazania delikatnie
odwracac¢ kazdg probowke, aby doktadnie wymieszac probki. Przed uzyciem nalezy
upewni¢ sig, ze zawartos¢ probdwki jest catkowicie rozmrozona.

Opcja. Probowki z kalibratorem i kontrolg mozna umiesci¢ na wytrzgsarce do
probowek w celu doktadnego wymieszania. Przed uzyciem nalezy upewni¢ sie, ze
zawartos¢ probowki jest catkowicie rozmrozona.
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Uwaga: Unikac tworzenia nadmiernej piany podczas odwracania kalibratora i kontroli.
Piana negatywnie wptywa na wykrywanie poziomu przez Panther System.

2. Po rozmrozeniu zawartosci probowki osuszyC jej zewnetrzng czesé czysta, suchg
Sciereczkg jednorazowego uzytku.

3. Aby zapobiec kontaminacji, nie nalezy w tym momencie otwieraC probéwek.

C. Przygotowanie odczynnikéw / przygotowanie nowego zestawu

Uwaga: Przygotowanie odczynnikdw nalezy przeprowadzi¢ przed rozpoczeciem
Jakichkolwiek prac w aparacie Panther System.

1. Aby przygotowaé odczynnik do wychwytania czgsteczek szukanych (TCR), nalezy
wykonac ponizsze czynnosci:
a. Wyjag¢ TCR z miejsca przechowywania (2°C do 8°C). Sprawdz numer partii na
butelce z TCR, aby upewni¢ sie, ze zgadza sie on z numerem partii na Karcie
kodéw kreskowych gtéwnej partii.

b. Natychmiast 10 razy energicznie wstrzgsng¢ butelkg TCR. Pozostawic¢ butelke
TCR w temperaturze od 15°C do 30°C do ogrzania przez co najmniej 45 minut.
W tym czasie nalezy odwirowa¢ i odwréci¢ butelke TCR co najmniej co 10 minut.

Opcija. Butelke TCR mozna przygotowaé¢ na wytrzgsarce proboéwek, postepujgc
zgodnie z ponizszymi instrukcjami: Wyjaé¢ TCR z miejsca przechowywania (2°C do
8°C) oraz natychmiast energicznie wstrzasng¢ 10 razy. Umiesci¢ butelke TCR na
wytrzgsarce probowek i pozostawi¢ TCR w temperaturze 15°C do 30°C do
ogrzania przez co najmniej 45 minut.

c. Przed uzyciem nalezy upewni¢ sie, ze caty osad znajduje sie w roztworze, a
czgstki magnetyczne sg zawieszone.

2. W celu odtworzenia odczynnikow amplifikacji, enzymatycznych i promotoréw nalezy
wykonac¢ nastepujgce czynnosci:
a. Wyja¢ liofilizowane odczynniki i odpowiednie roztwory do przygotowania z miejsca
przechowywania (2°C do 8°C). Dopasowac¢ odpowiedni roztwér do kazdego
liofilizowanego odczynnika.

b. Upewni¢ sie, ze roztwdr do przygotowania i liofilizowany odczynnik majg etykiety
w tym samym kolorze. Sprawdzi¢ numery partii na karcie z kodami kreskowymi
partii gtéwnych, aby mie¢ pewnos¢, ze potgczono odpowiednie odczynniki.

i. Otworzyc fiolke z liofilizowanym odczynnikiem, zdejmujgc metalowg uszczelke
i gumowy Kkorek.

ii. Mocno wiozy¢ karbowany koniec kotnierza do przygotowania odczynnikéw
(czarnego) na fiolke (Rysunek 5, etap 1).

iii. OtworzyC buteleczke zawierajgcg odpowiedni roztwor do przygotowania i
odtozy¢ zakretke na czysta, przykrytg powierzchnie roboczg.

iv. Umiesci¢ butelke z roztworem do przygotowania na stabilnej powierzchni (np.
na stole). Nastepnie odwrdécic fiolke z liofilizowanym odczynnikiem nad butelkg
z roztworem do przygotowania i mocno przymocowac kotnierz do butelki z
roztworem do przygotowania (Rysunek 5, etap 2).

v. Powoli odwroci¢ potaczone butelki (fiolka dotgczona do butelki z roztworem),
aby umozliwi¢ sptywanie roztworu do szklanej fiolki (Rysunek 5, etap 3).

vi. Podnies¢ potagczone butelki i odwirowac je przez co najmniej 10 sekund
(Rysunek 5, etap 4).
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3.

vii. Odczekaé co najmniej 30 minut, aby liofilizowany odczynnik przeszedt do
roztworu.

viii. Po przejsciu liofilizowanego odczynnika do roztworu odwirowac potgczone
butelki przez co najmniej 10 sekund, a nastepnie lekko wstrzgsa¢ roztworem
w szklanej fiolce w przéd i w tyt w celu doktadnego wymieszania.

c. Ponownie powoli przechyli¢ potgczone butelki, aby umozliwi¢ sptyniecie catego
roztworu z powrotem do butelki z roztworem do przygotowywania odczynnikow
(Rysunek 5, etap 5).

d. Ostroznie zdjg¢ kotnierz do przygotowywania i szklang fiolke (Rysunek 5, etap 6).

e. Natozy¢ zakretke na buteleczke. Na etykiecie wpisac inicjaty operatora i date
przygotowania odczynnikow (Rysunek 5, etap 7).

f.  Wyrzuci¢ kotnierz do przygotowania odczynnikéw i szklang fiolke (Rysunek 5, etap 8).

Ostrzezenie: Unikac tworzenia nadmiernej piany podczas przygotowywania odczynnikow.
Piana negatywnie wptywa na wykrywanie poziomu przez Panther System.
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Rysunek 5. Proces przygotowania odczynnikéw

Wyja¢ odczynnik wzmocnienia czgstek szukanych qHBV z miejsca przechowywania
(15°C do 30°C). Na etykiecie wpisac inicjaty operatora i date otwarcia. Sprawdzi¢
numer partii na butelce TER, aby upewni¢ sie, ze zgadza sie z numerem partii na
Karcie kodow kreskowych gtownej partii.

D. Przygotowanie odczynnikow dla odczynnikow przygotowanych wczesniej

1.

Wyjg¢ wczesniej przygotowane odczynniki z miejsca przechowywania (2°C do 8°C).
Przed rozpoczeciem testu uprzednio przygotowane odczynniki amplifikaciji,
enzymatyczny, promotora i TCR muszg osiggnaé¢ temperature pokojowag od 15°C do
30°C.

Wyja¢ TER z miejsca przechowywania (15°C do 30°C).

W przypadku wczes$niej przygotowanego TCR, przed zatadowaniem do systemu
nalezy wykonac etap C.1 powyze;.

Odwirowac i odwraci¢ odczynniki amplifikacji, enzymatyczny i promotora, aby
dokftadnie wymieszaé przed zatadowaniem do systemu. Unikaé tworzenia nadmiernej
piany podczas odwracania odczynnikéw.

Nie wolno dopetnia¢ butelek z odczynnikami. Panther System rozpozna butelki po
dopetnieniu i odrzuci je.
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E. Obchodzenie sie z probkami

1.

Nalezy upewnic¢ sie, ze przetworzone prébki w probéwkach pierwotnych lub
nierozcienczone probki w probéwkach dodatkowych byty odpowiednio
przechowywane, zgodnie z ,Pobieranie i przechowywanie probek” na stronie 8.
Upewni¢ sie, ze zamrozone probki sg doktadnie rozmrozone. Rozmrozone probki
nalezy wirowaé przez 3 do 5 sekund w celu doktadnego wymieszania.

Przed rozpoczeciem obrébki prébki powinny osiggng¢ temperature od 15°C do 30°C.
Dodatkowe informacje dotyczace systemu znajdujg sie w Probki w Panther System.
Nalezy upewnic¢ sie, ze kazda pierwotna probéwka do pobierania prébek zawiera do
1200 pL proébki lub kazdy SAT zawiera co najmniej 700 pL prébki. W tabeli znajdujgcej
sie w sekcji Pobieranie probek na stronie 8 okreslono wymagania dotyczgce objetosci
martwej dla kazdego typu probéwki pierwotnej i dodatkowej. Jesli konieczne jest
rozcienczenie probki, patrz etap E.6 ponizej, aby uzyskac wiecej informacji.

Tuz przed umieszczeniem prébek w statywie na probki, odwirowac kazdg prébke przy
1000-3000g przez 10 minut. Nie zdejmowaé zakretek. Pecherzyki powietrza w
probéwce mogg wptyngé negatywnie na wykrywanie poziomu przez Panther System.

Zobacz Przygotowanie systemu, etap F.2 ponizej, aby uzyskaé informacje dotyczgce
tadowania statywu i zdjecia zakretki.

Rozcienczy¢ probke w stosunku 1:3 w SAT lub 1:100 w proboéwce dodatkowe;.

Probka moze zostac rozciernczona w probowce dodatkowej w celu wykonania testu w
Panther System.

Uwaga: Jezeli probka zostanie rozciericzona, musi zosta¢ zbadana natychmiast po
rozcienczeniu.

a. Rozcienczanie prébek o matej objetosci
Objetos¢ probek moze zosta¢ zwiekszona do minimalnej wymaganej objetosci
(700 pL) przy uzyciu rozcienczalnika do prébek Aptima. Prébki o objetosci co
najmniej 240 yL mozna rozcienczy¢ w dwoch czesciach rozcienczalnika do
prébek (1:3) w nastepujgcy sposob:
i. Umiesci¢ 240 pL prébki w SAT.
ii. Dodac¢ 480 uL rozcienczalnika do probek Aptima.
iii. Zakreci¢ probowke.
iv. Delikatnie odwrdci¢ 5 razy, aby wymieszaé.
Prébki rozcienczone w stosunku 1:3 mogg by¢ badane przy uzyciu opcji 1:3
Panther System (wiecej informaciji na ten temat znajduje sie w Instrukcji obstugi
Panther System). Oprogramowanie automatycznie poda doktadny wynik po

zastosowaniu wspoétczynnika rozcienczenia. Prébki te zostang oznaczone jako
prébki rozcienczone.

b. Rozcienczanie probek o wysokim mianie
Jezeli wynik prébki jest powyzej gornej granicy oznaczalnosci (ULoQ), mozna jg
rozciehczy¢ 99 czesciami rozcienczalnika do probek Aptima (1:100) w
nastepujacy sposob:
i. Umiesci¢ 30 pL prébki w SAT lub w probéwce dodatkowe;j.
ii. Dodac 2970 uL rozcienczalnika do prébek Aptima.
iii. Zakreci¢ probowke.
iv. Delikatnie odwréci¢ 5 razy, aby wymieszaé.
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Panther System

Prébki rozcienczone w stosunku 1:100 mogg by¢ badane przy uzyciu opcji 1:100
Panther System (wiecej informacji na ten temat znajduje sie w Instrukcji obstugi
Panther System). Oprogramowanie automatycznie poda doktadny wynik po
zastosowaniu wspoétczynnika rozcienczenia. Probki te zostang oznaczone jako
prébki rozcienczone.

Uwaga: W przypadku rozcieniczonych probek o stezeniach czystych wiekszych
niz ULoQ, wyniki bedg podawane w notacji naukowe.

F. Przygotowanie systemu

1.

Skonfigurowac system zgodnie z instrukcjami, ktére zawiera Instrukcja obstugi Panther
System i ,Uwagi dotyczgce procedury”. Sprawdzi¢, czy stosowane sg statywy na
odczynniki o odpowiedniej wielkosci oraz adaptery TCR.

Zatadowanie prébek do statywow na probki. Wykonac nastepujgce czynnosci dla
kazdej probéwki z probkg (probka oraz, jesli to konieczne, kalibrator i kontrole):

a. Poluzowac jedng zakretke probowki, ale jeszcze jej nie zdejmowac.

Uwaga: Zachowac szczegodlng ostroznoS$c, aby unikngc¢ kontaminacji poprzez
rozprzestrzenienie sie aerozolu. Delikatnie poluzowac zakretki na probkach.

b. Zatadowaé probowki z prébkami do statywdw na prébki.
Powtorzy¢ etapy 2.a i 2.b dla kazdej pozostatej probki.

Po zatadowaniu prébek do statywu na probki, zdjgé i wyrzuci¢ kazdg zakretke
probowki z probkg z jednego statywu na prébki. Aby unikngé kontaminaciji, nie
przenosi¢ zakretki nad innymi statywami na prébki lub probéwkami na prébki.

e. W razie potrzeby uzyé nowej, jednorazowej pipety do usuwania pecherzykow
powietrza lub piany.

f. Po zdjeciu ostatniej zakretki, zatadowac statyw z prébkami do wneki na probki.

Uwaga: Jesli jednoczesnie przeprowadzane sg inne testy i typy probek, nalezy
zabezpieczy¢ mocowniki probek przed zatadowaniem statywu na probki do wneki na
probki.

g. Potworzy¢ etapy 2.a do 2.f dla kolejnego statywu na probki.

Uwagi dotyczace procedury

A. Kalibrator i kontrole

1.

Probowki z kalibratorem dodatnim qHBYV, kontrolg niskododatnig qHBYV, kontrolg
wysokododatnig qHBV i kontrolg ujemng gHBV mozna umieéci¢ na dowolnej pozyciji
w statywie na probki i w dowolnym torze wneki na prébki w Panther System.
Pipetowanie probek pobranych od pacjentéw rozpocznie sie po spetnieniu jednego z
dwéch nastepujgcych warunkow:

a. Kalibrator i kontrole sg w trakcie przetwarzania przez system.
b. Zarejestrowano w systemie wazne wyniki dla kalibratora i kontroli.

Po odpipetowaniu proboéwek z kalibratorem i kontrolami oraz obrébce pod katem
zestawu odczynnikoéw analitycznych Aptima HBV Quant Dx prébki mozna badac
powigzanym, przygotowanym zestawem w okresie do 24 godzin, o ile nie wystapity
nastepujace sytuacije:

a. Wyniki kalibratora lub kontroli sg niewazne.

b. Usunieto z systemu powigzany zestaw odczynnikéw analitycznych.

Test Aptima HBV Quant 19 AW-13182-3401 Wer. 007



Panther System Aptima-

c. Przekroczono granice stabilnosci powigzanego zestawu odczynnikéw analitycznych.
3. Kalibrator i kazda probéwka kontrolna mogg by¢ uzyte tylko raz. Préby uzycia
probéwki wiecej niz jeden raz mogg prowadzi¢ do btedéw przetwarzania.
B. Puder z rekawiczek

Podobnie jak w przypadku kazdego systemu odczynnikéw, nadmiar pudru na niektorych
rekawiczkach moze spowodowaé kontaminacje otwartych probowek. Zaleca sie stosowac
rekawiczki bezpudrowe.
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Kontrola jakosci

Operator moze uniewazni¢ wyniki serii lub prébki w przypadku zaobserwowania i
udokumentowania probleméw technicznych, zwigzanych z operatorem lub aparatem w
trakcie testu. W takim przypadku prébki nalezy ponownie przebadaé.

Kalibracja testu

Aby wygenerowac¢ wazne wyniki, nalezy wykonac kalibracje testu. Pojedynczy kalibrator dodatni
jest wykonywany w trzech seriach za kazdym razem, gdy do Panther System tadowany jest
zestaw odczynnikow. Raz ustalona kalibracja jest wazna przez okres do 24 godzin.
Oprogramowanie Panther System alarmuje operatora, gdy wymagana jest kalibracja.
Operator skanuje wspétczynnik kalibracji znajdujgcy sie na arkuszu kodow kreskowych partii
gtownej dostarczanym z kazdym zestawem odczynnikow.

Podczas przetwarzania kryteria akceptacji kalibratora sg automatycznie weryfikowane przez
Panther System. Jesli wazny jest wynik mniej niz dwdch replikatow kalibratora,
oprogramowanie automatycznie uniewaznia badanie. Prébki w uniewaznionej serii muszg
by¢ ponownie przebadane przy uzyciu swiezo przygotowanego kalibratora i $wiezo
przygotowanych kontroli.

Kontrole ujemne i dodatnie

Aby wygenerowaé wazne wyniki, nalezy przetestowa¢ zestaw kontroli testu. Nalezy
przetestowac jeden replikat kontroli ujemnej, kontroli niskododatniej i kontroli
wysokododatniej za kazdym razem, gdy do Panther System fadowany jest zestaw
odczynnikéw. Raz ustalone kontrole sg wazne przez okres do 24 godzin. Oprogramowanie
Panther System alarmuje operatora, gdy wymagane sg kontrole.

Podczas przetwarzania kryteria akceptacji kontroli sg automatycznie weryfikowane przez
Panther System. Aby wygenerowa¢ wazne wyniki, kontrola ujemna musi dawa¢ wynik ,Nie
wykryto”, a kontrole dodatnie muszg dawac¢ wyniki mieszczace sie we wczesniej
zdefiniowanych parametrach (Nominalna ilos¢ czgstek szukanych LPC: 2,7 Logqq j.m./mL,
Nominalna ilo$¢ czgstek szukanych HPC: 4,6 Logqq j.m./mL). Jesli ktorakolwiek z kontroli ma
niewazny wynik, oprogramowanie automatycznie uniewaznia badanie. Prébki w
uniewaznionej serii muszg by¢ ponownie przebadane przy uzyciu swiezo przygotowanego
kalibratora i swiezo przygotowanych kontroli.

Kalibrator wewnetrzny / kontrola wewnetrzna

Kazda probka zawiera wewnetrzny kalibrator / kontrole wewnetrzng (IC). W trakcie
przetwarzania kryteria akceptacji IC sg automatycznie weryfikowane przez oprogramowanie
Panther System. Jezeli wynik IC jest niewazny, wynik probki jest uniewazniony. Kazda
prébka z niewaznym wynikiem IC musi zostaé ponownie przebadana w celu uzyskania
waznego wyniku.

Oprogramowanie Panther System zostato zaprojektowane w celu doktadnej weryfikacji
procesow, gdy procedury sg wykonywane zgodnie z instrukcjami zawartymi w niniejszej
ulotce dotgczonej do opakowania oraz Instrukcjg obstugi Panther System.
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Interpretacja wynikéw

Panther System automatycznie okre$la stezenie DNA wirusa HBV dla prébek i kontroli
poprzez poréwnanie wynikow z krzywg kalibracyjng. Stezenia DNA wirusa HBV podawane sg
w j.m./mL i log4g j.m./mL. Interpretacja wynikéw przedstawiona jest w Tabela 1. Jezeli opcja
rozciehczenia jest stosowana dla rozcienczonych prébek, Panther System automatycznie
oblicza stezenie wirusa HBV dla czystej prébki poprzez pomnozenie rozcienczonego
stezenia przez wspotczynnik rozcienczenia, a rozcienczone prébki zostang oznaczane jako
rozciehczone.

Uwaga: W przypadku rozcieniczonych probek, wyniki oznaczone jako ,Nie wykryto” lub
SWykryto < 10” mogg by¢ generowane przez rozciericzenie probki o stezeniu powyzej, ale
blisko LoD (granicy wykrywalnoSci) lub LLoQ (dolnej granicy oznaczalnosci). Zaleca sie
pobranie i przebadanie innej czystej probki, jesli nie uzyskano wyniku ilosSciowego.

Tabela 1: Interpretacja wyniku

Zgtoszony wynik testu Aptima HBV Quant

Interpretacja
j-m./mL Wartos¢ Log,,’
Nie wykryto Nie wykryto Nie wykryto DNA wirusa HBV.
Wykryto <10 <1,0 Wykryto DNA wirusa HBV, ale poziom
ponizej LLoQ
od 10 do 1 000 000 000 od 1,0do0 9,0 Stezenie DNA wirusa HBV miesci sie w zakresie
liniowym od 10 do 1 000 000 000 j.m./mL
>1 000 000 000 >9,0 Stezenie DNA wirusa HBV jest powyzej ULoQ
Niewazny® Niewazny® Wystgpit btgd w czasie tworzenia wyniku. Nalezy

ponownie przetestowac probki

#Wartosé jest obcieta do dwoch miejsc po przecinku.

®Niewazne wyniki sg wyswietlane niebieskg czcionka.

Uwaga: W przypadku rozcieniczonych prébek o stezeniach czystych wigekszych niz ULoQ, wyniki bedg podawane w notacji
naukowey.

Ograniczenia

A. Niniejszy test powinien by¢ wykonywany wytgcznie przez osoby przeszkolone w zakresie
procedury testowej. Nieprzestrzeganie instrukcji przedstawionych w niniejszej ulotce
zalgczonej do opakowania moze spowodowac uzyskanie btednych wynikéw.

B. Wiarygodne wyniki zalezg od wtasciwego pobrania prébek, ich transportu,
przechowywania i przetwarzania.

C. Cho¢ rzadko, mutacje w wysoce konserwatywnych regionach genomu wirusowego objetych
starterami i/lub sondami w tescie Aptima HBV Quant mogg powodowac zanizenie ilosci lub
niewykrycie wirusa.
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Skutecznos¢

Granica wykrywalnosci przy zastosowaniu 3. Miedzynarodowego Standardu WHO

Granica wykrywalnosci (LoD) testu jest definiowana jako stezenie DNA wirusa HBV, ktoére
jest wykrywane z 95% lub wiekszym prawdopodobienstwem zgodnie z CLSI EP17-A2.%

LoD okreslono poprzez badanie paneli 3. Miedzynarodowego Standardu WHO dla DNA
wirusa zapalenia watroby typu B (NIBSC 10/264) rozcienczonego w 0soczu i surowicy
ludzkiej HBV-ujemnej. Zbadano co najmniej 36 replikatéw kazdego rozcienczenia z kazdg z
trzech partii odczynnikoéw, co daje co najmniej 108 replikatdw na rozcienczenie.
Przeprowadzono analize probitowg w celu wygenerowania przewidywanych granic
wykrywalnosci. Wartosci LoD przedstawione w Tabela 2 to wyniki z partii odczynnika o
najwyzszej przewidywanej granicy wykrywalnosci. LoD dla testu Aptima HBV Quant
wykorzystujgcego 3. Miedzynarodowy Standard WHO wynosi 5,58 j.m./mL dla osocza

i 4,29 j.m./mL dla surowicy.

Tabela 2: Granica wykrywalnosci przy zastosowaniu 3. Miedzynarodowego Standardu WHO dla HBV

Przewidywana granica Stezenie (j.m./mL)
wykrywalnosci Osocze Surowica
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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Granica wykrywalnosci dla réznych genotypow HBV

LoD zostata okreslona poprzez badanie rozcienczeh probek klinicznych HBV-dodatnich dla
genotypéw A, B, C, D, E, F, G i H w ludzkim osoczu i surowicy ujemnych pod wzgledem
HBV. Stezenia oznaczono przy uzyciu testu porownawczego posiadajgcego znak CE i
licencje Health Canada. Przebadano co najmniej 24 replikaty kazdego elementu panelu przy
uzyciu kazdej z dwdéch serii odczynnikdéw, co daje co najmniej 48 replikatow dla kazdego
elementu panelu. Przeprowadzono analize probitowg w celu wygenerowania przewidywanych
granic wykrywalnosci 50% i 95%. Wartosci LoD przedstawione w Tabela 3 to wyniki z partii
odczynnika o najwyzszej przewidywanej granicy wykrywalnosci.

Tabela 3: Granica wykrywalnosci dla réznych genotypéw HBV przy uzyciu probek klinicznych

Genotyp Przewidywana granica Stezenie (j.m./mL) |
wykrywalnosci Osocze Surowica

A 50% 0,48 0,88
95% 3,05 3.95

B 50% 0,59 0,69
95% 3,00 4.97

C 50% 0,79 0,03
95% 532 278

D 50% 0,82 137
95% 4,61 7.29

E 50% 0,93 1,01
95% 4,80 4,90

F 50% 0,75 0,69
95% 3,13 3,30

G S0% 0,52 0,62
95% 2,86 3,05

H o0% 1,05 136
95% 6,44 6,31
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Zakres liniowy
Zakres liniowy zostat ustalony poprzez badanie paneli DNA wirusa HBV rozcienczonego w

HBV-ujemnym ludzkim osoczu i surowicy zgodnie z CLSI EP06-A." Panele miaty stezenie od
0,86 log j.m./mL do 9,26 log j.m./mL. Test Aptima HBV Quant wykazat liniowos$¢ w catym
badanym zakresie, z gérng granicg oznaczalnosci (ULoQ) wynoszacg 9 log j.m./mL, jak
pokazano na Rysunek 6.
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Rysunek 6. Liniowo$¢ w osoczu i surowicy
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Liniowos¢ wedlug genotypéw HBV

Odpowiedz liniowa dla genotypéw A, B, C, D, E, F, G i H zostata potwierdzona przez
badanie paneli DNA wirusa HBV rozcienczonego w buforze w stezeniach od 1,44 log j.m./mL
do 8,44 log j.m./mL. Liniowo$¢ zostata wykazana w catym badanym zakresie dla wszystkich
badanych genotypdw, jak pokazano na Rysunek 7.

10.0
9.0

8.0

)
E 7.0
€
S 6.0
L
§ 5.0 E Genotyp A
g Genotyp B
m 40
I A Genotyp C
©
_% 3.0 # X Genotyp D
< BS-;’:?:. Genotyp E
§ 2.0 ‘_;=::‘:‘=‘"" Genotyp F
+ Genotyp G
1.0 § X Genotyp H

0.0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

Stezenie docelowe (log j.m./mL)

Rysunek 7. Liniowos¢ dla genotypoéw HBV od A do H

Dolna granica oznaczalnosci przy zastosowaniu 3. Miedzynarodowego Standardu WHO

Dolna granica oznaczalnosci (LLoQ) jest definiowana jako najnizsze stezenie, przy ktérym
DNA wirusa HBYV jest wiarygodnie oznaczane ilosciowo w ramach btedu catkowitego (TE),
zgodnie z CLSI EP17-A2." Btad catkowity oszacowano dwiema metodami: Catkowity btgd
analityczny (TAE) = |obcigzenie| + 2SD, a Catkowity btad (TE) = SQRT(2) x 2SD. Aby
zapewni¢ doktadnos¢ i precyzje pomiardw, btad catkowity testu Aptima HBV Quant zostat
ustalony na poziomie 1 log j.m./mL (tj. w LLoQ réznica miedzy dwoma pomiarami wieksza
niz 1 log j.m./mL jest statystycznie istotna).
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LLoQ okreslono poprzez badanie paneli 3. Miedzynarodowego Standardu WHO dla DNA
wirusa zapalenia watroby typu B (NIBSC 10/264)" rozcienczonego w 0soczu i surowicy
ludzkiej HBV-ujemnej. Zbadano co najmniej 45 replikatow kazdego rozcienczenia z kazdg z
trzech partii odczynnikéw, co daje co najmniej 135 replikatow na rozcienczenie. Wyniki z
partii odczynnika o najwyzszym stezeniu spetniajgcym wymagania TE i TAE przedstawiono w
Tabela 6. Obliczone LLoQ dla 3. Miedzynarodowego Standardu WHO dla wirusa zapalenia
watroby typu B wynosi 4,80 j.m./mL dla osocza i 6,34 j.m./mL dla surowicy.

Tabela 4: Oznaczenie LLoQ przy zastosowaniu 3. Miedzynarodowego Standardu WHO dla HBV rozciericzonego
w osoczu

Partia Stezenie docelowe HQ\'I)tCiIEZnt SD |Obciazenie| Obli.lc_:;one Ob!li_iz;ne
odczynnikéw
(j.m./mL) (log j.m./mL) (log jm./mL) (logj.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m./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 0,17 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 0,73
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 = odchylenie standardowe

Tabela 5: Oznaczenie LLoQ przy zastosowaniu 3. Miedzynarodowego Standardu WHO dla HBV
rozcieficzonego w surowicy

Partia Stezenie docelowe HQ\?:;mu:nt SD |Obciazenie| OinTc_:Eone Ob!:_Zonne
odczynnikow
(j.m./mL) (log j.m./mL) (log jm./mL) (logj.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m./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 = odchylenie standardowe

Test Aptima HBV Quant 27 AW-13182-3401 Wer. 007



Skutecznosé Aptima-

Tabela 6: Podsumowanie obliczonej LLoQ przy zastosowaniu 3. Miedzynarodowego Standardu WHO dla HBV

Partia LLoQ osocza LLoQ surowicy
odczynnikéw (log j.m./mL) (j.m./mL) (log j.m./mL) (j.m./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 = odchylenie standardowe

Okreslenie dolnej granicy oznaczalnosci dla réznych genotypéw HBV

LLoQ okreslono poprzez badanie rozcienczen prébek klinicznych HBV-dodatnich dla genotypow
A, B, C,D, E, F, GiH w ludzkim osoczu i surowicy ujemnych pod katem HBV. Przebadano co
najmniej 36 replikaty kazdego elementu panelu przy uzyciu kazdej z dwoch serii odczynnikow,
co daje co najmniej 72 replikatow dla kazdego elementu panelu. Wyniki z partii odczynnika o
najwyzszym stezeniu spetniajgcym wymagania TE i TAE przedstawiono w Tabela 7 dla osocza
i Tabela 8 dla surowicy. Obliczone LLoQ dla genotypéw A, B, C, D, E, F, G i H w osoczu i surowicy
sg podsumowane w Tabela 9. Ustalito to ogding wartos¢ LLoQ dla testu na 10 j.m./mL.

Tabela 7: Okreslenie LLoQ w osoczu w zalezno$ci od genotypu

Stezenie docelowe HQ\?tCIlr::nt SD |Obciazenie| Obliczony TE Obliczone TAE
Genotyp (j.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m./mL) (log j.m./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
(¢} 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 = odchylenie standardowe
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Tabela 8: Okredlenie LLoQ w surowicy w zaleznosci od genotypu

Genotyp : Stezenie doctflowe Hé\\l?tlQmu:nt SD |Obciazenie| Obliczony TE Obliczone TAE
(j.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m./mL) (logj.m.mL) (logj.m./mL) (log j.m./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 = odchylenie standardowe

Tabela 9: Podsumowanie LLoQ w osoczu i surowicy w zalezno$ci od genotypu

LLoQ osocza

LLoQ surowicy

Genotyp
(log j.m./mL) (j.m./mL) (log j.m./mL) (j.m./mL)
A 0,95 8,90 0,83 6,79
B 0,93 8,60 0,56 3,59
Cc 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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Odtwarzalnos¢

Aby oceni¢ odtwarzalnos¢, utworzono 28-elementowy panel poprzez rozciehczenie probek
klinicznych HBV-dodatnich (genotyp A i C) lub dodanie DNA wirusa HBV (genotyp Ai C) do
osocza i surowicy HBV-ujemnych. Panel byt testowany przez trzech operatoréw przy uzyciu
trzech partii odczynnikow na trzech aparatach Panther System w ciggu 20 lub wiecej dni
testowych.

Tabela 10 i Tabela 11 przedstawiajg odtwarzalnos¢ wynikow oznaczen (w log j.m./mL)
pomiedzy urzgdzeniami, pomiedzy operatorami, pomiedzy partiami, pomiedzy seriami, w
obrebie serii i ogdlnie. Catkowita zmiennosé wynikata gtéwnie ze zmiennosci w ramach serii
(tj. btedu losowego).

Tabela 10: Odtwarzalnosc¢ testu Aptima HBV Quant dla genotypu A

Pomiedzy Pomiedzy Pomiedzy

Srednie . o A
operatorami urzadzeniami partiami

Matryca N stezenie

Pomiedzy seriami W ramach serii Ogoétem

(logjm/mL) gp cv(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%)

Osocze 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
Osocze 162 1,97 0,01 0,75 0,01 0,71 0,08 3,84 0,02 0,76 0,14 736 017 8,40
Osocze 162 3,23 0,01 0,29 0,01 0,24 0,04 1,39 0,01 0,22 0,08 2,47 0,09 287
Osocze 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
Osocze 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
Osocze 162 6,98 0,05 0,79 0,03 0,48 0,06 0,91 0,01 0,11 0,09 13 0,13 1,87
Osocze 162 7,69 0,03 0,38 0,02 0,23 0,01 0,15 0,01 0,12 0,10 1,30 01 1,39
Surowica 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
Surowica 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
Surowica 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
Surowica 162 4,06 0,01 0,19 0,01 0,22 0,04 0,99 0,01 0,15 0,07 168 0,08 1,98
Surowica 162 5,60 0,02 0,36 0,01 0,24 0,06 1,15 0,01 0,22 0,13 240 015 270
Surowica 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
Surowica 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 = wspétczynnik zmiennosci, SD = odchylenie standardowe

Uwaga: Zmiennos$¢ w przypadku niektérych czynnikdw moze by¢ liczbowo ujemna, co moze mie¢ miejsce jesli zmiennos$é w
wyniku tych czynnikéw jest bardzo niska. W takich przypadkach wartosci SD i CV przedstawiono jako 0.
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Tabela 11: Odtwarzalnos¢ testu Aptima HBV Quant dla genotypu C
e n S Tomn Temaw  Womchseri  Ogole

(logjm/mL)  sp cv(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%)

Osocze 161 1,28 0,02 1,73 0,02 1,40 0,07 539 0,02 1,28 0,18 14,32 0,20 15,52
Osocze 162 1,98 002 079 001 068 008 402 001 061 014 691 016 8,08
Osocze 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
Osocze 162 413 001 018 001 029 004 09 001 015 007 169 008 1,95
Osocze 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
Osocze 162 6,83 001 020 003 042 003 042 001 008 006 093 008 1,13
Osocze 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
Surowica 160 1,20 002 154 002 155 005 424 002 178 018 1474 019 1559
Surowica 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
Surowica 162 3,19 003 093 003 092 005 168 000 005 007 234 010 3,16
Surowica 162 4,04 0,01 0,14 0,01 0,31 0,04 094 0,00 0,12 0,05 1,30 0,07 1,64
Surowica 162 5,69 001 016 002 036 005 08 001 013 009 150 010 178
Surowica 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
Surowica 162 7,23 004 055 002 025 005 068 001 013 010 142 012 1,69

CV = wspotczynnik zmiennosci, SD = odchylenie standardowe

Uwaga: Zmiennos$¢ w przypadku niektdrych czynnikéw moze by¢ liczbowo ujemna, co moze mie¢ miejsce jesli zmiennosé w
wyniku tych czynnikéw jest bardzo niska. W takich przypadkach wartosci SD i CV przedstawiono jako 0.
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Potencjalne substancje zaki6cajace

Oceniono podatnosé testu Aptima HBV Quant na zakitdécenia spowodowane podwyzszonym
poziomem substancji endogennych lub lekami powszechnie przepisywanymi osobom
zakazonym wirusem HBV. Badano prébki osocza ujemne w kierunku HBV oraz prébki z
domieszkg HBV do stezenia 4,3 log j.m./mL DNA wirusa HBV.

Nie zaobserwowano zaktécen w wynikach testu w obecnosci albuminy (90 mg/mL),
hemoglobiny (5 mg/mL), tréjglicerydow (30 mg/mL) lub niezwigzanej bilirubiny (0,2 mg/mL).

Prébki osocza pobrane od pacjentéw z podwyzszonym poziomem zdefiniowanych substancji
lub od pacjentéw z chorobami wymienionymi w Tabela 12 zostaty przebadane przy uzyciu
testu Aptima HBV Quant. Nie zaobserwowano Zzadnych zakitdéceh w przeprowadzaniu testu.

Tabela 12: Badane typy prébek klinicznych

Typy proébek klinicznych

Przeciwciata przeciwjgdrowe (ANA)

2 Czynnik reumatoidalny (RF)

3 Alkoholowa marskos$¢ watroby (AC)

4 Alkoholowe zapalenie watroby

5 Niealkoholowe zapalenie watroby

6 Autoimmunologiczne zapalenie watroby
7 Podwyzszona aminotransferaza alaninowa (ALT)
8 Rak watrobowokomdrkowy (HCC)

9 Stwardnienie rozsiane (MS)

10 Toczen rumieniowaty (SLE)

1 Hiperglobulinemia

12 Reumatoidalne zapalenie stawow (RA)
13 Przeciwciata anty-Jo1 (JO-1)

14 Szpiczak plazmocytowy (MM)

15 Hemoliza (podwyzszona hemoglobina)
16 Zébttaczka (podwyzszona bilirubina)

17 Lipemia (podwyzszony poziom lipiddw)
18 Podwyzszony poziom biatek

19 Przeciwciata HBV (wszczepione)

20 Przeciwciata HCV

21 Przeciwciata HIV-1 i HIV-2
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Nie zaobserwowano zaktécen wynikéw testu w obecnosci substancji egzogennych
wymienionych w Tabela 13 w stezeniach co najmniej trzykrotnie wigkszych niz
Cinax (ludzkie osocze).

Tabela 13: Substancje egzogenne

Pula substancji

Badane substancje egzogenne

egzogennych
1 Sakwinawir, rytonawir, amprenawir, indynawir, lopinawir, mesylan nelfinawiru
2 Klarytromycyna, chlorowodorek walgancyklowiru, efawirenz, newirapina
3 Paroksetyna HCI, enfuwirtyd, zydowudyna, didanozyna, siarczan abakawiru
4 Ryb_awiryna, entekawir, _dipiwoksyl_adefowiru, fumaran tenofowiru dizoproksylu,
lamiwudyna, gancyklowir, acyklowir
5 Stawudyna, cyprofloksacyna, fluoksetyna, azytromycyna, walacyklowir, sertralina, zalcytabina
6 Interferon alfa -2a, interferon alfa -2b, pegylowany interferon alfa-2b
Swoistosé

Swoisto$¢ okreslono na podstawie 292 Swiezych i 747 zamrozonych probek klinicznych
ujemnych w kierunku HBV. tacznie przebadano 521 probek osocza i 518 probek surowicy.
Swoisto$¢ zostata obliczona jako procent probek ujemnych w kierunku HBV z wynikami ,Nie
wykryto”. W 1038 prébkach nie wykryto DNA wirusa HBV. Swoisto$¢ wyniosta 99,9% (1038/
1039, 95-procentowy przedziat ufnosci: 99,5-100%).

Tabela 14: Swoistos¢ w probkach klinicznych osocza i surowicy

Swieze Zamrozone Osocze Swieza Zamrozona Surowica
. . . . Potaczone
osocze osocze Ogodtem  Surowica surowica Ogotem
Wazne replikaty (n) 145 376 521 147 371 518 1039
Nie wykryto 145 376 521 147 370 517 1038
100% 100% 100% 100% 99,7% 99,8% 99,9%

Swoistosé (95% Cl) (97,4-100) (99,0-100) (99,3-100) (97,5-100) (98,5-100) (98,9-100)  (99,5-100)

Cl = Przedziat ufnosci
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Swoistos¢ analityczna

Potencjalna reaktywnos¢ krzyzowa z patogenami wymienionymi w Tabela 15 zostata
oceniona w ludzkim HBV-ujemnym osoczu w obecnosci lub nieobecnosci 4,3 log j.m./mL
DNA wirusa HBV. Nie stwierdzono reaktywnosci krzyzowej ani zaktécen w osoczu skazonym
bakteriami ani w probkach pobranych od oséb zakazonych innymi patogenami
krwiopochodnymi lub oséb, ktére otrzymaty szczepionki przeciwko HBV i grypie.

Tabela 15: Patogeny badane pod katem swoistosci analitycznej

Mikroorganizm/patogen

Zrodto

Mikroorganizm/patogen

Zrodio

Wirus zapalenia watroby typu C

Prébka kliniczna

Ludzki herpeswirus typu 8

Ptyn hodowlany

Wirus zapalenia watroby typu A

Prébka kliniczna

Wirus japonskiego zapalenia
mozgu koni

Piyn
otrzewnowy

Zaszczepione przeciwko HBV

Prébka kliniczna

Wirus zapalenia mézgu doliny
Murray

Lizat
komérkowy

HIV-1i-2

Prébka kliniczna

Wirus zapalenia moézgu St.
Louis

Ptyn hodowlany

Ludzki wirus T-limfotropowy
typu1i2

Prébka kliniczna

Wirus krowianki

Lizat
komérkowy

Parwowirus B19

Prébka kliniczna

Wirus zoitej gorgczki

Ptyn hodowlany

Cytomegalowirus Prébka kliniczna Candida albicans Hodowla
Wirus dengi typu 1-4 Prébka kliniczna Chlamydia trachomatis Hodowla
Wirus Epsteina-Barr Probka kliniczna Corynebacterium diphtheriae Hodowla
Szczepienie przeciwko grypie Probka kliniczna Mycobacterium gordonae Hodowla
Ludzki wirus brodawczaka Prébka kliniczna Mycobacterium smegmatis Hodowla
(Papillomavirus)

Wirus opryszczki pospolitej typu  Probka kliniczna Neisseria gonorrhoeae Hodowla
1i2

Wirus rézyczki Prébka kliniczna Propionibacterium acnes Hodowla
Wirus ospy wietrznej-pétpasca  Probka kliniczna Staphylococcus aureus Hodowla
Wirus Zachodniego Nilu Probka kliniczna Staphylococcus epidermidis Hodowla
Ludzki poliomawirus BK Lizat komérkowy Streptococcus pneumoniae Hodowla
Ludzki herpeswirus typu 6B Ptyn hodowlany Trichomonas vaginalis Hodowla
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Powtarzalnos¢ prébek klinicznych

Powtarzalnos¢ oceniano poprzez testowanie trzegh replikatéw naturalnie zakazonych HBV-
dodatnich prébek klinicznych osocza i surowicy. Srednie stezenie i odchylenie standardowe
dla badanych prébek osocza i surowicy sg przedstawione odpowiednio w Tabele 16 i 17.

Tabela 16: Powtarzalno$¢ probek klinicznych osocza Tabela 17: Powtarzalno$¢ probek klinicznych surowicy

Prébka Srednie stezenie Prébka Srednie stezenie

osocza (log j.m./mL) Sb surowicy (log j.m./mL) Sb
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 = odchylenie standardowe SD = odchylenie standardowe
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Rozcienczanie prébki przy uzyciu rozcienczalnika do préobek

Aby oceni¢ odzysk DNA wirusa HBV w prébkach rozcienczonych rozcienczalnikiem do
prébek Aptima, probki osocza i surowicy, ktore obejmowaty zakres liniowy, zostaty
rozcienczone w stosunku 1:3 rozciehczalnikiem do probek Aptima. Dodatkowo, naturalnie
zakazone probki kliniczne o wysokim mianie oraz probki z domieszkg DNA wirusa HBV o
stezeniu powyzej ULoQ zostaty rozcienczone w stosunku 1:100 przy uzyciu rozcienczalnika
do probek Aptima. Kazda probka byta badana w postaci czystej i rozcienczonej (1:3 lub
1:100) w trzech replikatach. R6znice miedzy $rednim podawanym stezeniem (wspotczynnik
rozciehczenia zastosowany do wyniku rozcienczonej prébki) a srednim czystym stezeniem sg
pokazane w Tabela 18 dla osocza i Tabela 19 dla surowicy. Stezenia probek zostaty
doktadnie odtworzone w rozcienczonych probkach.

Tabela 18: Rozcienczenie probek za pomocg rozcienczalnika do prébek Aptima w osoczu

Srednie stezenie czyste Srednie zgtoszone

Rozcieczenie (log j.m./mL) (|:;ef;r_l/i§:|_) Réznica (log j.m./mL)

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

#Zgtoszone stezenie to wartos$¢ obliczona po zastosowaniu wspotczynnika rozcienczenia.
®Probka z domieszka.
°Docelowa warto$¢ stezenia, ktdra jest wyzsza niz ULoQ.
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Tabela 19: Rozcienczenie probek za pomocg rozciericzalnika do probek Aptima w surowicy

Srednie czyste Srednie zgloszone
Rozcienczenie Stezenie stezenie? Roéznica (log j.m./mL)
(log j.m./mL) (log j.m./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

#Zgtoszone stezenie to wartos¢ obliczona po zastosowaniu wspdtczynnika rozcienczenia.
®Probka z domieszka.
° Docelowa wartos¢ stezenia, ktdra jest wyzsza niz ULoQ.
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Korelacja metod

Skuteczno$c¢ testu Aptima HBV Quant zostata oceniona w poréwnaniu z testem poréwnawczym
posiadajgcym znak CE i licencje Health Canada poprzez badanie nierozcienczonych prébek
klinicznych od pacjentow zakazonych wirusem HBV. Do regresiji liniowej wykorzystano
tgcznie 614 probek klinicznych w zakresie liniowym wspdlnym dla obu testéw, jak pokazano
w Rysunek 8.
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Test Aptima HBV Quant (log j.m./mL)

Rysunek 8. Korelacja pomiedzy testem Aptima HBV Quant a testem poréwnawczym

Przenoszenie

Aby ustali¢, ze Panther System minimalizuje ryzyko fatszywie dodatnich wynikéw wynikajgcych
Z zanieczyszczenia przez przeniesienie, przeprowadzono badanie z wykorzystaniem paneli z
domieszkami na trzech aparatach Panther System. Przenoszenie oceniono przy uzyciu
probek osocza z domieszkg DNA wirusa HBV o wysokim mianie (8 log j.m./mL), przeplatanych
miedzy prébkami ujemnymi w kierunku HBV w szachownice. Testy przeprowadzono w
pietnastu seriach. Ogoélny wskaznik przenoszenia wyniést 0,0% (0/705).
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