HOLOGIC Aptima®

Aptima® HCV Quant Dx assay

Pro diagnostické pouziti in vitro.
Pouze pro export ze Spojenych stata.

VSeobecnéinformace ........... ... .. e 2
UrCené pOUZItl . .. .. e 2
Shrnuti a vysvétlenitestu .. ... .. ... . e 2
PrinCIpY POStUPU . . . .o 3
Varovani a bezpecnostni opatfeni . ......... . . . 4
Pozadavky na skladovani a manipulaci s reagenciemi ............ ... . . ... 7
Odbér a uchoVAvaNi VZOTKU . . .. ... e 8
Vzorky uvnitf systému Panther . . ... .. . 11
Preprava klinickych vzorkll . . . ... ... . 11

Systém Panther .. ........ ...ttt ittt et 12
Reagencie a materialy, které jsou soucastidodavky ............... .. ... ... . ... . ... ..., 12
PoZadované materialy, které jsou dodavany samostatné ............... ... ... . ... . ... 14
Volitelné materialy . ... ... e 15
Postup testu na systému Panther .. ... ... . .. . 15
Poznamky K POStUDU . . ..o 19

Kontrolakvality ............. i i it e e nnnns 20
Kalibrace testu . ... .. 20
Negativni a pozitivni Kontroly . . ... .. 20
Vnitfni kalibrator / vnitfni kontrola . . . ... ... 20

Interpretace vysledkil ......... ... i e 21

L0 T3 == o | 22

Provedeni ....... ... i 23
Mez detekce (LoD) s pouzitim 2. mezinarodniho standardu WHO . ....................... 23
Mez detekce napfi¢ jednotlivymi genotypy HCV .. ... ... . 24
Linearni rozsah . .. ... ... 25
Linearita napfi€ HCV genotypy .. ... i e 26
Dolni mez kvantifikace s pouzitim 2. mezinarodninormy WHO . .. ........................ 26
Stanoveni doIni meze kvantifikace (LLoQ) napfi€¢ genotypy HCV .. ........ ... ... .. .. .... 28
PreSNOSt . . 30
Potencidln@ ruSivé IatKy . . ... ... 31
SpECIfiCita . . . . 32
Analyticka specificita . ....... ... . . 33
Klinické vzorky obsahujici jiné viry nezHCV . ... ... ... . . . . . . . e 34
Opakovatelnost klinickych vzorkh .. ... ... . . . 34
Redé&ni vzorku pomoci fediciho roztoku Na vzorky ...................ciiiiiiiiaiiin... 35
Metoda korelace . . ... ... 37
Diagnosticka shoda .. ... ... 38
KFizova kontaminace . . ........ ... e 38
Sérokonverzni panel . ... ... e 39

Literatura . ...... it i i it i e it e e e 40

Aptima HCV Quant Dx Assay 1 AW-13249-2601 Rev. 006



Vseobecné informace Aptima®

Vseobecné informace

Uréené pouziti
Aptima® HCV Quant Dx assay (Test Aptima HCV Quant Dx) je test v redlném ¢ase na zakladé

transkripci mediované amplifikace. Tento test se pouziva pro detekci i kvantifikaci RNA viru
hepatitidy C (HCV) v Cerstvém a zmrazeném lidském séru a plazmé od osob infikovanych HCV.

Plazma muze byt pfipravena v kyseliné ethylendiamintetraoctové (EDTA), antikoagulaénim
roztoku citrat - dextr6za (ACD) a zkumavkach na pfipravu plazmy (PPT, plasma preparation
tubes). Sérum mulze byt pfipraveno v sérovych zkumavkach a zkumavkach pro separaci séra
(SST, serum separator tubes). Vzorky se testuji pomoci systému Panther® pro automatizované
zpracovani, amplifikaci, detekci a kvantifikaci vzorkd. Vzorky obsahujici HCV genotypy 1 az 6
jsou pro detekci a kvantifikaci v testu validovany.

Aptima HCV Quant Dx Assay je indikovan pro pouziti jako pomucka pfi diagnostice infekce
HCV. Test Ize pouzit k potvrzeni aktivni infekce HCV u pacientl s pozitivnim vysledkem testu
na protilatky proti HCV. Detekce RNA HCV indikuje, Ze se virus replikuje, a je proto dikazem
aktivni infekce.

Aptima HCV Quant Dx Assay je indikovan pro pouziti jako pomucka pfi 1éEbé& pacientu
infikovanych HCV podstupujicich antivirovou l1é€bu HCV. Test méfi hladiny RNA HCV na
pocatku, v prubéhu lécby a po [éCbé, pro stanoveni setrvalé virologické odpovédi (SVR,
sustained virological response). Vysledky testu Aptima HCV Quant Dx Assay musi byt
interpretovany v kontextu vSech relevantnich klinickych a laboratornich nalezu.

Aptima HCV Quant Dx Assay neni ur€en pro pouziti jako screeningovy test na pfitomnost
HCV v krvi nebo krevnich produktech.

Shrnuti a vysvétleni testu

HCV je patogen pfenaseny krvi s celosvétovou zatézi pro vefejné zdravotnictvi az 170 miliond
globalné infikovanych osob a 350 000 umrti ro€né v dusledku onemocnéni souvisejicich s
HCV, véetné cirhdzy a rakoviny jater.”” Pfenos HCV probiha stykem s krvi, krevnimi produkty
nebo v dlsledku aktivit, u kterych muze potencialné dojit k perkutanni expozici.** Z hlediska
genetiky obsahuje HCV genom RNA s pozitivnim vlaknem tvofeny pfiblizné 9500 nukleotidy
kodujicimi strukturalni proteiny (jadro, glykoproteiny E1 a E2, protein p7 iontového kanalu) a
nestrukturalini proteiny (NS2, NS3, NS4A/B, NS5A/B ), pfiemz posledni z nich jsou kli¢ové
virové replikativni proteiny a cile pfimo pusobicich antivirotik.** Dvé netranslatované oblasti
(UTR) genomu, 5'UTR a 3'UTR, hraji roli jak v translaci, tak i pfi replikaci/baleni genomu.®
5'-UTR je nejvice konzervovana oblast genomu napfi¢ Sesti hlavnimi HCV genotypy.°®

Z klinického hlediska existuje vysoka prevalence asymptomatickych infekci HCV a navzdory
detekovatelnym protilatkam (obvykle béhem 5-12 tydnu) se u vice nez 75 % pacientl
vyskytuji chronické infekce HCV.? Algoritmy laboratorniho testovani na HCV vyzaduiji
diagndzu aktivnich infekci HCV u osob pozitivné testovanych na protilatky prostfednictvim
detekce RNA HCV v plazmé nebo séru, aby byla umoznéna vhodna lé¢ba.”**

Kvantifikace RNA HCV (virova zatéz) hrala stézZejni roli pfi definovani a monitorovani uspésnosti
lé€by HCV. Setrvala virologicka odpovéd (SVR) definovana jako nenalezena RNA HCV po
Uspésné terapii je hlavnim ukazatelem vylé¢ené infekce HCV."" P¥i 1é¢bé zaloZzené na interferonu
se jako pozitivni prediktory pro SVR ukazaly ¢asna virologicka odpovéd (EVR, early virological
response) definovana jako pokles virové zatéze HCV 2 log nebo vétsi po 12 tydenni 1éEbé a
rychla virologicka odpovéd (RVR, rapid virological response) definovana jako nedetekovatelna
urovefi RNA HCV po 4 tydnech 1é¢by."'*" Tyto ukazatele virové kinetiky se vyuzivaji u
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pristupl podle odpovédi upravujici volbu zastaveni nebo prodlouzeni lIé¢by k dosazeni SVR.™
Kromé toho prokazaly dlouhodobé nasledné studie trvanlivost SVR po uspésné 1é¢bé a
eradikace viru zabrariuje progresi onemocnéni jater."

V éfe pfimo puUsobicich antivirotik (DAA), se méfeni virové zatéze HCV provadi pfed 1éCbou,
pro stanoveni vychozi virové zatéze, béhem lé€by pro stanoveni odpovédi na lécbu a po
léEbé pro stanoveni SVR (nebo relapsu). Témér vSichni pacienti dosahnou pfi vétsiné rezimu
v testu virologické odpovédi na Ié€bu DAA definované jako podlimitni hodnota kvantifikace
(<LLoQ, bellow the lower limit of quantitation) nasledované hodnotami vy$Simi nez 90 %
SVR ve 12. tydnu po lé¢bé.®>" Detekce a kvantifikace RNA HCV bude i nadale hrat zasadni
roli pfi diagnéze HCV a péci o pacienty pfi |[éCbé antivirotiky.

Principy postupu

Aptima HCV Quant Dx Assay je test amplifikace nukleovych kyselin, ktery vyuziva technologii
transkripci mediované amplifikace (TMA) v realném Case pro detekci a kvantifikaci RNA HCV
pfed IéEbou pro pomoc pfi diagndéze nebo ke stanoveni vychoziho virového zatizeni a
zaroveh také méfeni odpovédi béhem IéCbu a po |éCbé. Test cili na konzervovanou oblast
genomu HCV, kde detekuje a kvantifikuje genotypy 1, 2, 3, 4, 5 a 6. Test je standardizovan
dle 2. mezinarodniho standardu WHO pro virus hepatitidy typu C (NIBSC kod 96/798).™

Aptima HCV Quant Dx Assay zahrnuje tfi hlavni kroky, které probihaji v jediné zkumavce
v systému Panther®: zachyt cile, amplifikace cile metodou TMA a detekce produktu
amplifikace (amplikonl) pomoci fluorescenéné znacenych sond (indikatory).

Bé&hem zachytu cile je ze vzorkl izolovana virova RNA. Na vzorek je pouzit detergent, aby
doslo k solubilizaci virové schranky, denaturaci proteini a uvolnéni genomické RNA viru.
Zachycené oligonukleotidy hybridizuji do vysoce konzervovanych oblasti RNA HCV, jsou-li v
testovacim vzorku pfitomny. Hybridizovany cil je poté zachycen na magnetické mikroCastice,
které jsou od vzorku oddéleny v magnetickém poli. Kroky promyvani odstrani z reakéni
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 mys$i leukemie (MMLV). Reverzni transkriptaza se pouziva k
vytvoreni kopie DNA (obsahujici promotorovou sekvenci pro T7 RNA polymerazu) cilové
sekvence. RNA-polymeraza T7 vytvafi viceCetné kopie amplikonu RNA z templatu kopie
DNA. Aptima HCV Quant Dx Assay vyuziva metodu TMA pro amplifikaci ¢asti 5UTR
genomu HCV. Amplifikace této oblasti je dosazeno pouzitim specifickych primerd uréenych
k amplifikaci HCV genotypl 1, 2, 3, 4, 5 a 6.

Detekce se provadi pomoci indikatort 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( 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 HCV. Kazda reakce ma vnitini kalibrator/vnitini kontrolu
(IC, internal calibrator/internal control) kontrolujici zmény ve zpracovani vzorkd, amplifikaci a
detekci. Koncentrace vzorku je stanovena softwarem systému Panther pomoci signald HCV
a IC pro kazdou reakci a jejich porovnanim s kalibracnimi udaiji.
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Varovani a bezpeénostni opatreni

A. Pred provedenim tohoto testu si peclivé prectéte celou pfibalovou informaci a Navod

k pouziti systému Panther®. Snizite tak riziko vyskytu neplatnych vysledku.

Pro laborator

2

B. UPOZORNEN:I: Kontroly pro tento test obsahuiji lidskou plazmu. Plazma je podle testovani

dle postupt licencovanych americkym Ufadem pro kontrolu potravin a lék(i 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 testd nukleovych
kyselin s pouzitim sdilenych vzork(l nereaktivni pro RNA HCV a RNA HIV-1. V§echny
materialy pochazejici z lidské krve by mély byt povazovany za potencialné infekéni a
mélo by se s nimi zachazet v souladu s univerzalnimi preventivnimi opatfenimi.”"*"

. Tento test mohou pouzivat pouze pracovnici s nalezitym Skolenim v pouziti testu Aptima

HCV Quant Dx Assay a v manipulaci s potencialné infek¢nimi materialy. Dojde-li k rozliti,
ihned provedte dezinfekci dle pfisluSnych postupu daného pracovisté.

. Pouzivejte pouze dodané nebo specifikované jednorazové laboratorni vybaveni.

. Dodrzujte bézna laboratorni bezpecCnostni opatfeni. Nepipetujte Usty. Ve vyhrazenych

pracovnich prostorech nejezte, nepijte ani nekuite. 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.

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

. VesSkeré materialy, které pfiSly do styku se vzorky a reagenciemi, zlikvidujte v souladu s

mistnimi a narodnimi predpisy.”'®"""* Dldkladné vy istéte a dezinfikujte vSechny pracovni
povrchy.

. Kontroly obsahuji azid sodny jako konzervant. K pfevadéni reagentu nepouzivejte kovoveé

trubicky. Pokud jsou roztoky obsahujici slou¢eniny azidu sodného vypoustény do odpadniho
potrubi, mély by byt zfedény a vyplachnuty velkym mnozZstvim vody. Tato opatfeni se
doporucuji, aby se zabranilo hromadéni usazenin v kovovych potrubich, ve kterych by
mohlo dojit k vytvofeni vybusSnych podminek.

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

1. Opatrete 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 naplite 1 ml roztoku na fedéni vzorkd Aptima.

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

5. Otfete ur€eny povrch vertikalnim pohybem shora dol(l. 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 materialy potencialné zachycené na tamponu.
Pritisknéte tampon na sténu transportni zkumavky, aby se uvolnilo co nejvice kapaliny.
Tampon zlikvidujte a zkumavku uzaviete.

7. Opakujte kroky pro zbyvajici tampony se vzorky.

8. Otestujte tampon pomoci molekularniho testu.
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Pro vzorky

J. Vzorky mohou byt infekéni. PFi provadéni tohoto testu dodrZujte univerzalni bezpeé&nostni
opatieni™'®'". 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 HCV Quant Dx Assay a v manipulaci s infekénimi materialy.

K. Chcete-li zajistit integritu vzorku, zajistéte pfi prepravé vzorkli vhodné prepravni podminky.
Stabilita vzork( za jinych nez doporucenych pfepravnich podminek nebyla hodnocena.

L. PFi manipulaci se vzorky zabrante kfizové kontaminaci. Davejte zvlastni pozor, aby
nedoslo ke kontaminaci rozstfikovanim aerosoll pfi uvolfiovani nebo otevirani vzorku.
Vzorky mohou obsahovat extrémné vysoké koncentrace organismu. Zajistéte, aby se
jednotlivé nadoby na vzorky vzajemné nedotykaly, a pouzité materidly pfi likvidaci
nepfenasejte nad otevienymi nadobami. Pokud se vzorku dotknete, vyménte si rukavice.

Pro test
M. NepouZivejte souprava reagencii, kalibrator a kontroly po datu exspirace.

N. Nezaménujte, nemichejte ani nekombinujte reagencie testu ze souprav s riznymi Cisly
hlavni Sarze. Kapaliny testu mohou mit rdzna ¢&isla Sarzi. Kontroly a kalibrator mohou mit
rlizna Cisla Sarzi.

O. Zabrante mikrobialni a nukleazové kontaminaci reagencii.

V8echny reagencie testu uzaviete a uchovavejte pfi uvedené teploté. Fungovani testu
muze byt negativné ovlivnéno pouzitim nespravné uchovavanych reagencii. DalSi
informace viz PoZadavky na skladovani a manipulaci s reagenciemi a Postup testu na
systému Panther.

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

R. Ne&které reagencie v sadé jsou oznaceny vystraznymi symboly nebezpecnosti a
bezpeénostnimi symboly.

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

HCV VL Kit Controls
Sodium Azide < 1%
Lidské sérum 95-100%

o

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gg&inky.
P273 — Zabrante uvolnéni do zivotniho prostredi.
P501 — Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

?..
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Amplification Reagent
Magnesium chloride 60-65%

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
P273 — Zabrante uvolnéni do zivotniho prostredi.

P501 — Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Enzyme Reagent
HEPES 1-5%
Triton X-100 1-5%

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
P273 — Zabrarnte uvolnéni do Zivotniho prostiedi.

P501 — Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Enzyme Reconstitution Solution
HEPES 1-5%

Triton X-100 5-10%

Glycerol 20-25%

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
P273 — Zabrarite uvolnéni do zivotniho prostredi.

P501 — Odstrarte obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Promoter Reagent
Magnesium chloride 60-65%

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gg&inky.
P273 — Zabrarnte uvolnéni do Zivotniho prostiedi.

P501 — Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Target Capture Reagent
HEPES 15-20 %

Laurylsulfat, lithna sul, 5-10 %
Hydroxid lithia, monohydrat, 1-5 %
Kyselina jantarova, 1-5 %

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
P273 — Zabrarite uvolnéni do zivotniho prostredi.

P501 — Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

HCV VL Kit Calibrators
HEPES 15-20 %

Laurylsulfat, lithna sal, 5-10 %
Hydroxid lithia, monohydrat, 1-5 %
Kyselina jantarova, 1-5 %

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
P273 — Zabrarite uvolnéni do zivotniho prostredi.

P501 — Odstrarte obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Aptima HCV Quant Dx Assay
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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.
Reagencie Skladovani Oteviena souprava (po rekonstituci)
V neotevieném
stavu Skladovani Stabilita
Amplifikaéni reagencie qHCV 2°Caz8°C
Rekonstitu¢ni roztok pro amplifikaci qHCV 2°Caz8°C 2 Caz8 C 30 dni*®
Enzymova reagencie gHCV 2°Caz8°C
Rekonstituéni roztok pro enzymy qHCV 2°Caz8°C 2 Caz8 C 30 dni®
Reagencie s promotorem qgHCV 2°Caz8°C
Rekonstitu¢ni roztok pro promotor gHCV 2°Caz8°C 2 Caz8 C 30 dni®
Reagencie zachytu cile gHCV 2°Caz8°C 2 Caz8 C 30 dni®
HCV NC CONTROL vni k | 15 °C a3 -35 °C 15 °C a3 30 °C Jednorazova lahvicka
g ~ (negativni kontrola) Pouijte do 24 hodin
gHCV LPC CONTROL + (nizka pozitivni 15 °C a¥ -35 °C 15 °C a3 30 °C Jednf)__razova lahVIC!<a
kontrola) PouZijte do 24 hodin
qHCV HPC CONTROL + (vysoka pozitivni 4z o o5 a5 o 15 °C a3 30 °C Jednorazové lahvicka
kontrola) PouZzijte do 24 hodin
e o o3 o o 3 an o Jednorazova lahvicka
gHCV PCAL (pozitivni kalibrator) -15°Caz-35°C 15°Caz30°C Pouzite do 24 hodin

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

B. Zlikvidujte veSkeré nepouzité rekonstituované reagencie a reagencie zachytu cile (TCR,
target capture reagent) po 30 dnech nebo po uplynuti data exspirace hlavni Sarze podle
toho, ktera situace nastane drive.

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.
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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 kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA) nebo antikoagulacni
roztok kyselina citronova, citrat a dextré6za (ACD) nebo

» zkumavky na pfipravu plazmy (PPT)
» Sérové zkumavky
* Zkumavky pro separaci séra (SST)
Pokud jde o sérum, nechejte pfed dalSim zpracovanim vytvofit srazeninu.

A. Odbér klinickych vzorkd

Cela krev muze byt uchovavana pfi teploté 2 °C az 30 °C a musi byt odstfedéna do 6 hodin
po odbéru vzork(. 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 pl a pro sekundarni zkumavky je
minimalni objem 700 ul. Nasledujici 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
12x 75 mm 0,5ml
13 x 100 mm 0,5 mi
13 x 100 mm s gelem 0,3 ml
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. NepiekraCujte 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 mize byt uchovavana pfi teploté 2 °C az 30 °C a musi byt odstfedéna do
6 hodin po odbéru vzorkl. Plazma muaze byt poté uchovavana za jedné z nasledujicich
podminek:

* V primarni odbérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 25 °C
po dobu az 24 hodin,

* v primarni odbérové 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 dna.
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PIna krev

J/. 30°C
2°C

Centrifuguite < 6 hodin po odbéru

Primarni

/ﬂ/- 25°C
2°C

<24 hodin

Primarni

'/ﬂ/- -
2°C

<5dni

Sekundarni

J/- 25°C
2°C

<24 hodin

Sekundarni

'/ﬂ/- -
2°C

<5dni

Sekundarni

J/- 15°C
35°C

<60 dni

Obrazek 1. Podminky uchovavani pro zkumavky s EDTA/ACD

2. Vzorky v PPT

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

6 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 25 °C
po dobu az 24 hodin,

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

» v primarni odbérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté -20 °C po
dobu az 60 dnd.

PIna krev

J/. 30°C
2°C

Centrifugujte < 24 hodin po odbéru

Primarni

J/- 25°C
2°C

<24 hodin

Primarni

'/Hf "
2°C

<5dni

Sekundarni

-/H/-25"C
2°C

<24 hodin

Sekundarni

'/ﬂ/- -
2°C

<5dni

Primarni nebo
sekundarni

/ﬂ/ 15°C
35°C

<60 dni

Obrazek 2.

Podminky uchovavani pro PPT

Aptima HCV Quant Dx Assay
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3. Sérové zkumavky se vzorkem

Cela krev mlze byt uchovavana pfi teploté 2 °C az 30 °C a musi byt odstfedéna do
6 hodin po odbéru vzorku. Sérum mize byt poté uchovavano za jedné z
nasledujicich 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 dnl nebo

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

PlIna krev

/#/ 30°C
2°C

Centrifugujte < 6 hodin po odbéru

Primarni

J/L?O“C
2°C

<24 hodin

Primarni

'/H/- -
2°C

<5 dni

Sekundarni

J/-SO"C
2°C

<24 hodin

Sekundarni

'/H/-SOC
2°C

<5 dni

Sekundarni

Jf -15°C
-35°C

<60 dni

Obrazek 3. Podminky uchovavani pro sérové zkumavky

4. Vzorky v SST

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

6 hodin po odbéru vzorkll. Sérum muze byt poté uchovavano za jedné z nasledujicich
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 dnl nebo

» v primarni odbérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté -20 °C po
dobu az 60 dna.

PIna krev

Jf 30°C
2°C

Centrifugujte < 6 hodin po odbéru

Primarni Primarni

J/smc J/- 8°C
2°C 2°C

<24 hodin <5dni

Sekundarni Sekundarni Primarni nebo
sekundarni

Jf 30°C J/é?"c /H/,wac
2°C 2°C 35°C

<24 hodin <5dni <60 dni

Obrazek 4. Podminky uchovavani v SST
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C. Dlouhodobé skladovani ve zmrazeném stavu
Vzorky plazmy nebo séra mohou byt skladovany pfi teploté -70 °C po dobu az 60 dnl v
SAT.

D. Redéni vzorkii plazmy a séra

Vzorky plazmy a séra mohou byt pro testovani v systému Panther zfedény v SAT nebo
sekundarni zkumavce. Vice informaci viz Postup testu na systému Panther, krok E.6 nize.

/N Redéni vzorkii plazmy a séra Ize pouZit pouze pro stanoveni kvantitativnich vysledki. Nefedte
vzorky plazmy ani séra pro stanoveni diagnostickych vysledkd.

Poznamka: Pokud je vzorek nafedén, mél by byt testovan ihned po narfedéni. Zredény vzorek
nezmrazujte.

Vzorky uvniti 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 Cas uvnitf systému
nepfesahne pred pipetovanim vzorku systémem Panther 8 hodin.

Preprava klinickych vzorku
Udrzujte podminky uchovavani vzork(, 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

NiZe jsou uvedeny reagencie testu Aptima HCV Quant Dx 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 HCV Quant Dx Assay, 100 testd, kat. . PRD-03506
(1 krabiCka testu, 1 kalibraCni souprava a 1 souprava kontrol)
DalSi kalibratory a kontroly Ize objednat samostatné. Viz pfislusna katalogova Cisla nize.

Krabi¢ka testu Aptima HCV Quant Dx Assay
(po pfijeti uchovavejte pfi teploté 2 °C az 8 °C)

Symbol Slozka Mnozstvi
A Amplifikacni reagencie gHCV 1 lahvitka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku.
E Enzymova reagencie qHCV
VysuSena reverzni transkriptaza a RNA-polymeraza v pufrovaném 1 lahvicka
roztoku HEPES.
PRO Reagencie s promotorem qHCV 1 lahvicka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysuSené v pufrovaném roztoku.
AR Rekonstituéni roztok pro amplifikaci gHCV 1%x72ml
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervacni latky. '
ER Rekonstitu¢ni roztok pro enzymy qHCV 1x5.8 ml
Roztok pufrovany HEPES obsahujici surfaktant a glycerol. '
PROR Rekonstituéni roztok pro promotor qHCV 1x45ml
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervaéni latky. '
TCR Reagencie zachytu cile qHCV
Nukleové kyseliny v pufrovaném solném roztoku obsahujicim pevnou 1x72,0 ml
fazi, neinfekcni nukleové kyseliny a vnitrni kalibrator.
Rekonstitucni objimky 3
List s éarovym kédem hlavni Sarze 1 list
Kalibracni souprava Aptima HCV Quant Dx (kat. ¢. PRD-03507)
(po pfijeti uchovavejte pfi teploté -15 °C az -35 °C)
Symbol Slozka Mnozstvi
PCAL pozitivni kalibrator qHCV 5x 2.5 ml

Transkript v pufrovaném roztoku.

Stitek ¢arového kédu kalibratoru

Aptima HCV Quant Dx Assay 12
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Souprava kontrol Aptima HCV Quant Dx (kat. &. PRD-03508)
(po pfijeti uchovavejte pfi teploté -15 °C az -35 °C)

Symbol

Slozka

Mnozstvi

NC

negativni kontrola qHCV
HCYV negativni defibrinovana lidska plazma obsahujici
gentamicin a 0,2 % azid sodny jako konzervanty.

5x0,8ml

LPC

nizka pozitivni kontrola qHCV

Neinfekéni HCV Armored RNA v defibrinované lidska
plazmé obsahujici gentamicin a 0,2 % azid sodny jako
konzervanty.

5x0,8ml

HPC

vysoka pozitivni kontrola gHCV

Neinfekéni HCV Armored RNA v defibrinované lidska
plazmé obsahujici gentamicin a 0,2 % azid sodny jako
konzervanty.

5x0,8ml

Stitek s éarovym kédem kontroly

Aptima HCV Quant Dx Assay 13
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Pozadované materialy, které jsou dodavany samostatné

Poznamka: Neni-li uvedeno jinak, materialy dodavané spole¢nosti Hologic maji uvedeno

katalogové d¢islo.

Material

Systém Panther

Testovaci souprava Panther pro testovani v redlném €ase (pouze pro testy

v realném Case)

Kat. €.
303095
PRD-03455 (5000 testu)

Souprava kapalin pro test Aptima (rovnéZ znama jako univerzalni souprava kapalin) 303014 (1000 test()
obsahuje promyvaci roztok Aptima, pufr Aptima pro deaktivaci kapaliny

a olejovou reagencii Aptima
Vicezkumavkové jednotky (MTU)
Souprava odpadnich vaki Panther
Kryt odpadniho koSe Panther

Nebo testovaci souprava systému Panther

(pfi provadéni testi TMA neprobihajicich v realném cCase paraleiné s testy
TMA probihajicimi v realném Case) obsahuje MTU, odpadni vaky, kryty
odpadnich kosu, automatickou detekci a testovaci kapaliny

Spicky, 1 000 pl, filtrované, snimajici tekutiny, vodivé a jednorazové

Ne vSechny produkty jsou dostupné ve vSech regionech. Informace o konkrétnim

regionu ziskate u svého zastupce.

Bélidlo, 5 % az 8,25 % (0,7 M az 1,16 M) roztok chlornanu sodného

Jednorazové rukavice bez talku
Nahradni nepropichovaci uzavéry

Nahradni uzavéry pro reagencie
Rekonstitucni lahviéky pro amplifikacni, enzymovou
a promotorovou reagencii
Lahvicka TCR

Kryty laboratornich stolt s plastovou vrstvou
Utérky neuvolfiujici vldkna
Pipetor
Spicky
Druhy primarni odbérové zkumavky:
13 mm x 100 mm

13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga

Vortex mixér

CL0O041 (100 uzavéra)
CL0040 (100 uzavérd)

104772-02
902731
504405
303096 (5000 test)

901121

(10612513 Tecan)
903031

(10612513 Tecan)
MME-04134

(30180117 Tecan)
MME-04128

103036A

Aptima HCV Quant Dx Assay 14
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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) FAB-18184
Uzavér transportni zkumavky (100 baleni) 504415
uzaveér pro SAT
Roztok na fedéni vzorkd Aptima PRD-03003
Souprava roztoku na fedéni vzorkua Aptima PRD-03478

obsahuje roztok na fedéni vzorki, 100 SAT a 100 uzaveért
Pipety pro pfenos -

Komercné dostupné panely, napfiklad: -
HCV z Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD, kontrola kvality pro
molekularni diagnostiku) nebo
Panely SeraCare ACCURUN HCV

Bavinéné tampodny -

Zasobnik se zkumavkami -

Postup testu na systému Panther
Poznamka: Dalsi informace o postupu naleznete v navodu k pouziti systému Panther.
A. Pf¥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 pusobit na kontaktni povrchy alespori 1 minutu a poté je
oplachnéte deionizovanou vodou (Dl). Roztok chlornanu sodného nenechte
zaschnout. Pokryjte pracovni desku laboratorniho stolu Cistym absorpcnim 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. Pfiprava 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 upIné rozmrazeny.

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

Poznamka: Pri prevraceni kalibratoru a kontrol zabrarite vytvofeni nadmérného
mnoZstvi pény. Péna naruSuje funkci snimani hladiny systémem Panther.
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2. Po rozmrazeni obsahu zkumavky vysuste vnéjsi stranu zkumavky &istym suchym
jednorazovym ubrouskem.

3. V tuto chvili zkumavky neotevirejte, abyste zabranili kontaminaci.

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 Cislo Sarze
na lahvicce TCR a ujistéte se, Zze 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. Béhem této doby s
lahvickou TCR zakruzte a pfevratte ji nejméné kazdych 10 minut.

VoliteIna moznost. Lahvicka TCR muaze byt pfipravena na zasobniku se
zkumavkami podle téchto pokynu: 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
pouzitim suspendovany.

2. Chcete-li rekonstituovat amplifikaCni, enzymovou a promotorovou reagencii, postupujte
takto:
a. Lyofilizované reagencie a odpovidajici rekonstitu¢ni 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 SarZe na listu s ¢arovym kdédem hlavni SarZe, abyste
zajistili spravné sparovani reagencii.

i. Otevrete lahviCku s lyofilizovanou reagencii odstranénim kovového tésnéni a
gumové zatky.

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

iii. Otevfete odpovidajici lahvicku s rekonstitu¢nim roztokem a uzavér odlozte na
Cisty a zakryty pracovni povrch.

iv. Umistéte lahvicku s rekonstituénim roztokem na stabilni povrch (tj. na pracovni
stll). Poté otocte lahviCku s lyofilizovanou reagencii na lahvic¢ku s rekonstitu¢nim
roztokem a k lahvi¢ce s rekonstituénim 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 lahvicky a otacejte s nimi po dobu alesporn 10 sekund
(Obrazek 5, krok 4).

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

viii. Poté, co lyofilizovana reagencie presla do roztoku, otaCejte se spojenymi
lahvickami po dobu alespor 10 sekund a poté s roztokem ve sklenéné
lahviéce jemné zatfepejte tam a zpét, aby se dikladné promichal.
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c. Spojené lahvi¢ky znovu pomalu naklorite, 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).

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

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

Varovani: Pri 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

D. Pfiprava u jiZz dfive pfipravovanych reagencii

1.
2.

3.

Vyjméte dfive pfipravené reagencie z prostoru pro uchovavani (2 °C az 8 °C).

Pfed zahajenim testu musi dfive pfipravené amplifikacni, enzymové, promotorové
reagencie a TCR dosahnout teplotu 15 °C az 30 °C.

U dfive pfipraveného TCR provedte pfed vloZzenim do systému krok C.1 uvedeny vy3e.
Pfed vlozenim do systému zakruzte amplifikacni, enzymovou a promotorovou
reagencii a prevratte je, aby se fadné promichaly. Pfi pfevraceni reagencii zabrarite
nadmérné tvorbé pény.

Lahvi¢ky s reagenciemi nedopliiujte. Systém Panther rozpozna lahvicky, které byly
doplnény, a zamitne je.

E. Manipulace se vzorkem

1.

Zaijistéte, 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 8.

Zajistéte, aby byly zmrazené vzorky dukladné 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 dalSi informace o vzorcich uvnitf systému.

Ujistéte se, Zze kazda primarni odbérova zkumavka obsahuje az 1200 ul vzorku nebo
kazda SAT obsahuje alespori 700 ul vzorku. Viz tabulku v ¢asti Odbér klinickych vzorku
na strané 8, kde naleznete pozadavky na mrtvy objem pro kazdy typ primarni a
sekundarni zkumavky. Je-li nutné fedéni vzorkd, viz krok E.6 nize pro dalsi informace.
Tésné prfed vlozenim vzorku do stojanu na vzorky odstfedujte kazdy vzorek na 1000
az 3000 g po dobu 10 minut. Neodstrariujte uzavéry. Bubliny ve zkumavce mohou
narus$it snimani hladiny systémem Panther.

Aptima HCV Quant Dx Assay
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Informace o plnéni stojanu a odstranéni uzaveérl viz Priprava systému, krok F.2 nize.

6. Zredte vzorek plazmy nebo séra v poméru 1:3 v SAT nebo 1:100 v sekundarni
zkumavce.

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

/\ Redéni vzorki Ize pouzit pouze pro stanoveni kvantitativnich vysledkl. Nefedte
vzorky pro stanoveni diagnostickych vysledkd.

Poznamka: Pokud je vzorek narfedén, musi byt testovan ihned po nafedéni.
a. Redéni vzorkli s nizkym objemem

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

b. Redéni vzorkd s vysokym titrem

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

i. Umistéte 30 pl vzorku do SAT nebo sekundarni zkumavky.
ii. PrFidejte 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 zfedéné vzorky.

Poznamka: U ziedénych vzork( s Cistymi koncentracemi vy$§imi nez ULoQ
budou vysledky uvadény pomoci védeckého zapisu.

F. Pfiprava systéemu

1. Nastavte systém podle pokynu v Navodu k pouZiti systému Panther a v Casti
Poznamky k postupu. Nezapomerite pouzit vhodnou velikost stojant na reagencie
a adaptéra TCR.

2. 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 neodstrariujte.

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

b. Vlozte zkumavku se vzorkem do stojanu na vzorky.
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c. Opakujte kroky 2.a a 2.b pro kazdy zbyvajici vzorek.

Po vlozeni vzorkll 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 pridrzovac¢ vzorkd.

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

Poznamky k postupu

A. Kalibrator a kontroly

1.

Pozitivni kalibrator qHCV, nizka pozitivni kontrola qHCV, vysoka pozitivni kontrola
gHCV a negativni kontrolni zkumavka qHCV mohou byt vlozeny na libovolnou polohu
ve stojanu na vzorky a do kteréhokoli 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 HCV Quant Dx Assay, mohou byt v prabéhu

24 hodin otestovany vzorky pomoci pfifazené rekonstitu¢ni soupravy, pokud
nebudou poruseny nasledujici podminky:

a. Vysledek kalibratoru nebo vysledky kontrol 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 otevienych 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 platna po dobu maximalné 24 hodin. Software systému
Panther upozorni obsluhu, kdyZz je pozadovana kalibrace. Obsluha naskenuje kalibrani
koeficient nalezeny na listu ¢arového kédu 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, kdyz jsou
vyZadovany kontroly.

Bé&hem zpracovani software systému Panther automaticky ovéfi kritéria pro akceptovani
kontrol. Aby bylo mozné vygenerovat platné vysledky, musi negativni kontrola vygenerovat
vysledek ,Nedetekovan“ a pozitivni kontroly musi vygenerovat vysledky v ramci
preddefinovanych parametri. 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 / vnitfni 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 RNA HCV pro vzorky a kontroly porovnanim
vysledku s kalibra¢ni kfivkou. Koncentrace RNA HCV jsou uvedeny v IU/ml a log, 1U/ml.
Interpretaci vysledkl uvadi Tabulka 1. Pokud se pro zfedéné vzorky pouzije fedéni 1:3 nebo
1:100, systém Panther automaticky vypocita koncentraci HCV pro €isty vzorek vynasobenim
zfedéné koncentrace faktorem zifedéni a zfedéné vzorky jsou oznaceny jako zfedéné.

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

Systém Panther neposkytuje kvalitativni vysledek (ij. ,Reaktivni“ nebo ,Nereaktivni) pro
diagnostické pouZiti. Obsluha musi interpretovat ohladenou koncentraci RNA HCV do
kvalitativniho vysledku (Tabulka 1). Vzorky s vysledky uvedenymi jako ,Nedetekovano® jsou
na RNA HCV nereaktivni. Vzorky s vysledky uvedenymi jako ,Detekovano <10“ s vysledky
uvedenymi v linearnim rozsahu a >100 000 000 (horni mez kvantifikace) ukazuji, ze RNA
HCV byla detekovana a tyto vzorky jsou reaktivni na RNA HCV.

Tabulka 1: Interpretace vysledku.

Ohlaseny vysledek testu Diagnosticka kvalitativni
Aptima HCV Quant Dx Assa i Zi a
P v Interpretace koncentrace RNA HCV interpretace uzivatele

IU/mi Logqg
hodnoty®
Nedetekovano Nedetekovano RNA HCV nebyla detekovana. Nereaktivni na RNA HCV
Detekovano<10  <1,00 FICV/RNA Je detekovana, ale na trovni pod  Reaktivni na RNA HCV
10 az . Koncentrace RNA HCV je v linearnim I
100000 000  1-00a28,00 rozmezi 10 az 100 000 000 IU/m| Reaktivni na RNA HCV
>100 000 000 >8,00 Koncentrace RNA HCV je nad ULoQ Reaktivni na RNA HCV
Neplatné® Neplatng® PFi generovani vysledku doslo k chybé. Neplatné

Vzorky je nutné testovat znovu

®Diagnosticka interpretace mdzZe byt provedena ze vzorkil séra nebo plazmy, které nebyly zfedény.
® Hodnota je zkracena na dvé desetinna mista.
° Neplatné vysledky jsou zobrazeny modrou barvou.

Tabulka 2 uvadi kritéria pfijatelnosti jednotlivych kontrol testu Aptima HCV Quant Assay.

Poznamka: NiZe uvedeny rozsah vytéZznosti se posouva na zakladé pfifazené hodnoty
kazdé konkrétni SarZze. Viz pfifazena koncentrace uvedena na listu s carovym kédem
kontroly, ktery se dodava s kaZzdou krabickou kontroly.

Tabulka 2: Kritéria pfijatelnosti pro rozsah vytéZnosti kontrol testu Aptima HCV Quant Dx Assay

Rozsah vyteznosti u validovanych serii

Soucast e
méreni
Negativni kontrola Neni k dispozici
Nizka pozitivni kontrola +/- 0,5 loge IU/ml
Vysoka pozitivni kontrola +/- 0,5 logyq IU/m

Aptima HCV Quant Dx Assay 21 AW-13249-2601 Rev. 006



Omezeni Aptima®

Omezeni

A. Tento test mohou pouzivat pouze osoby vySkolené v provedeni pfisluSnych postupu. Pfi
nedodrzeni pokynl uvedenych v této pfibalové informaci mize dojit k chybnym
vysledkam.

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

Mez detekce (LoD) s pouzitim 2. mezinarodniho standardu WHO

Mez detekce (LoD, limit of detection) testu je definovana jako koncentrace RNA HCV, ktera
je detekovana s 95 % nebo vy$Si pravdépodobnosti podle CLSI EP17-A2."

LoD byla stanovena testovacimi panely 2. mezinarodniho standardu WHO pro RNA viru
hepatitidy C (NIBSC 96/798, genotyp 1) zfedénou v HCV negativni lidské plazmé a séru.
Minimalné 36 replikatl kazdého zfedéni bylo testovano s kazdou ze tfi Sarzi reagencii, tedy
minimalné 108 replikatli na jedno Ffedéni. Byla provedena probit analyza za u¢elem generovani
predpokladanych mezi detekce. Hodnoty LoD, které uvadi Tabulka 3, jsou vysledky ze Sarze
reagencii s nejvyssi pfedpokladanou mezi detekce. LoD pro Aptima HCV Quant Dx Assay s
pouzitim 2. mezinarodniho standardu WHO je 4,3 IU/ml pro plazmu a 3,9 IU/ml pro sérum.

Tabulka 3: Mez detekce s pouzitim 2. mezinarodniho standardu WHO

Predpokladana mez Koncentrace (1U/ml)

detekce Plazma Sérum
10 % 0,3 0,3
20 % 0,4 0,5
30 % 0,5 0,6
40 % 0,7 0,8
50 % 0,9 1,0
60 % 1,1 1,2
70 % 1,5 1,5
80 % 2,0 2,0
90 % 3,0 2,9
95 % 4,3 3,9
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Mez detekce napfi€ jednotlivymi genotypy HCV

Hodnota LoD byla stanovena testovanim HCV pozitivnich klinickych vzorkd genotypu 1, 2, 3,
4, 5 a 6 zfedénych v HCV negativni lidské plazmé a séru. Koncentrace byly stanoveny
pouzitim srovnavaciho testu s ozna¢enim CE. Minimalné 20 replikatd kazdého ¢lanku panelu
bylo testovano s kazdou ze ftfi Sarzi reagencii, tedy minimalné 60 replikatd na jeden ¢lanek
panelu. Byla provedena probit analyza za uéelem generovani pfedpokladané 50 % a 95 %
meze detekce. Hodnoty LoD, které uvadi Tabulka 4, jsou vysledky ze Sarze reagencii s
nejvyssi pfedpokladanou mezi detekce.

Tabulka 4: Mez detekce napri¢ jednotlivymi HCV genotypy s pouzitim klinickych vzorku

Genotyp Pfedpz:lizzzé mez Koncentrace (IU/ml’)
Plazma Sérum
y 50 % 0,8 13
95 % 38 51
5 50 % 1,0 1.1
95 % 2.8 40
3 50 % 1,1 1.0
95 % 4,3 34
4 50% 13 0.7
95 % 4,8 23
5 50 % 0,8 0.9
95 % 2.1 32
6 50 % 0,6 0.9
95 % 3,9 3.9
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Linearni rozsah

Linearni rozsah byl stanoven testovanim panell s HCV Armored RNA zifedénych v HCV
negativni lidské plazmé a séru podle CLSI EP06-A.” Koncentrace panell se pohybovala v
rozmezi od 1,0 log IU/ml do 8,2 log IU/ml. Aptima HCV Quant Dx Assay prokazal linearitu v
celém testovaném rozsahu, s horni mezi kvantifikace (ULoQ) 8,0 log IU/ml, jak znazorriuje
Obrazek 6.
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Obrazek 6. Linearita v plazmé a séru
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Linearita napfi¢ HCV genotypy

Linearni odpovéd na genotypy 1, 2, 3, 4, 5 a 6 byla potvrzena testovanim panell transkriptu
HCV zfedéného v pufru pfi koncentracich v rozmezi od 1,36 log IU/ml do 7,36 log IU/ml.
Testovani bylo provedeno na tfech systémech Panther s pouzitim tfi Sarzi reagencii. Jak
znazornuje Obrazek 7, byla prokazana linearita v celém testovaném rozsahu na vSech
testovanych genotypech.

9,00
a
g 8,00
=)
o
3 7.00
& 6,00
(7))
< GT-1
5,00
5 GT-2
T 400 GT-3
S GT-4
(e)
3,00 GT-5
>
O GT-6
T 500
©
E
S 1,00
<
0,00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00
Cilova koncentrace (log IU/ml)

Obrazek 7. Linearita Azkrizené HCV genotypy 1 aZz 6

Dolni mez kvantifikace s pouzitim 2. mezinarodni normy WHO

e

spolehlivé kvantifikovana v ramci celkové chyby, podle CLSI EP17-A2." Celkova chyba byla
stanovena dvéma zpusoby: Celkova analyticka chyba (TAE) = | odchylka | + 2SD a celkova
chyba (TE) = SQRT (2) x 2SD. Aby byla zajiSténa spravnost a pfesnost méfeni, byla celkova
chyba testu Aptima HCV Quant Dx Assay nastavena na 1 log IU/ml (j. v LLoQ je rozdil mezi
dvéma méfenimi vice nez 1 log IU/ml je statisticky vyznamny).
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LLoQ byla stanovena testovacimi panely dle 2. mezinarodniho standardu WHO pro RNA viru
hepatitidy C (NIBSC 96/798, genotyp 1) zfedénou v HCV negativni lidské plazmé a séru.
Minimalné 36 replikatl kazdého zfedéni bylo testovano s kazdou ze tfi Sarzi reagencii, tedy
minimalné 108 replikatd na jedno fedéni. Vysledky ze Sarze reagencii s nejvy$si koncentraci
rovnou nebo vétsi nez LoD a splAujici poZzadavky na TE a TAE uvadi Tabulka 5 pro plazmu
a Tabulka 6 pro sérum. LLoQ pro 2. mezinarodni standard WHO je 7 IU/ml (0,82 log 1U/ml)
pro plazmu a 9 IU/ml (0,93 log IU/ml) pro sérum, jak shrnuje Tabulka 7. LLoQ byla stanovena
napfi¢ genotypy (viz dalsi ¢ast ,Stanoveni dolni meze kvantifikace (LLoQ) napfi¢ HCV
genotypy“). Tato data genotypu stanovuji celkové LLoQ pro test jako 10 1U/ml.

Tabulka 5: LLoQ s pouZitim 2. mezinarodniho standardu WHO pro HCV zfedéné v plazmé

Sate oo komova | AptimalCV sD |Odchylka] ~ Vypoctena TE  Vypoctena TAE
reagencte (IU/ml) (log IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
3 0,48 0,53 0,30 0,05 0,85 0,65
1 6 0,78 0,73 0,31 -0,04 0,88 0,67
8 0,90 1,08 0,23 0,18 0,65 0,64
3 0,48 0,37 0,32 -0,11 0,92 0,75
2 6 0,78 0,82 0,27 0,04 0,78 0,59
8 0,90 0,96 0,26 0,06 0,74 0,58
3 0,48 0,46 0,25 -0,01 0,71 0,52
3 6 0,78 0,76 0,34 -0,02 0,95 0,69
8 0,90 0,89 0,26 -0,01 0,73 0,53

SD = smérodatna odchylka

Tabulka 6: LLoQ s pouZitim 2. mezinarodniho standardu WHO pro HCV zfedény v séru

Cilova Cilova Aptima HCV

Sarze koncentrace koncentrace Quant Dx SD Odchylka  Vypoctena TE Vypoctena TAE
reagencie (IU/ml) (log IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
3 0,48 0,65 0,33 0,17 0,94 0,84
1 6 0,78 0,93 0,32 0,15 0,90 0,79
8 0,90 1,08 0,28 0,18 0,80 0,74
3 0,48 0,52 0,36 0,04 1,02 0,76
2 6 0,78 0,89 0,32 0,11 0,90 0,75
8 0,90 1,01 0,21 0,11 0,60 0,53
3 0,48 0,47 0,39 -0,01 1,11 0,79
3 6 0,78 0,71 0,30 -0,06 0,86 0,67
8 0,90 0,95 0,29 0,05 0,83 0,63

SD = smérodatna odchylka

Tabulka 7: Souhrn LLoQ s pouzitim 2. mezinarodniho standardu WHO pro HCV

Sarze LLoQ v plazmé LLoQ v séru
reagencie (log 1U/ml) (IU/ml) (log 1U/ml) (IU/ml)
1 0,73 5 0,93 9
2 0,82 7 0,89 8
3 0,76 6 0,71 5
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vrw

Stanoveni dolni meze kvantifikace (LLoQ) napfi¢ genotypy HCV

LLoQ byla stanovena testovanim ziedénych HCV pozitivnich klinickych vzorka pro genotypy 1,
2, 3, 4,5 a6 v HCV negativni lidské plazmé a séru. Ur€eni koncentrace pro klinické vzorky
bylo stanoveno pomoci srovnavaciho testu s oznacenim CE. Minimalné 36 replikatd kazdého
¢lanku panelu bylo testovano s kazdou ze tfi Sarzi reagencii, tedy minimalné 108 replikatd na
jeden Clanek panelu. Vysledky ze SarZe reagencii s nejvyssi koncentraci rovhou nebo vétsi nez
LoD a spliujici pozadavky na TE a TAE uvadi Tabulka 7 pro plazmu a Tabulka 8 pro sérum.
LLoQ pro genotypy 1 az 6 v plazmé a séru shrnuje Tabulka 9. Tim byla stanovena celkova
LLoQ pro test na hodnotu 10 IU/ml.

Tabulka 8: Stanoveni LLoQ napri¢ genotypy v plazmé

Genotyp kor?clcl:r)l‘:face koncc::ltle::face Agttllz‘nat%():(v SD Odchylka Vypfl)'(l:itena Vy?l'cfltiena
(IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
3 0,48 0,65 0,38 0,17 1,08 0,94
1 6 0,78 0,88 0,35 0,11 1,00 0,82
8 0,90 0,99 0,24 0,09 0,68 0,56
3 0,48 0,63 0,40 0,16 1,13 0,95
2 4 0,60 0,76 0,29 0,15 0,81 0,73
6 0,78 1,12 0,30 0,34 0,86 0,94
6 0,78 0,52 0,30 -0,26 0,85 0,86
3 10 1,00 0,80 0,21 -0,20 0,59 0,62
12 1,08 0,89 0,26 -0,19 0,74 0,71
8 0,90 0,61 0,39 -0,29 1,11 1,07
4 10 1,00 0,82 0,31 -0,18 0,87 0,80
12 1,08 1,01 0,29 -0,07 0,83 0,65
3 0,48 0,57 0,37 0,10 1,06 0,85
5 6 0,78 0,87 0,31 0,09 0,89 0,72
10 1,00 1,15 0,16 0,15 0,44 0,46
2 0,30 0,66 0,36 0,36 1,02 1,08
6 3 0,48 0,79 0,28 0,31 0,80 0,87
6 0,78 1,14 0,26 0,36 0,74 0,89

SD = smérodatna odchylka
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Tabulka 9: Stanoveni LLoQ napfi¢ genotypy v séru
senoryo konc::';‘t’face kofc';‘,:face Ag‘l'j'::t ';?(V sD Odchylka  Vypoétena TE  Vypoétena TAE
(IU/ml) (log 1U/ml) (log IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
6 0,78 0,75 0,36 -0,03 1,02 0,75
1 8 0,90 0,88 0,32 -0,02 0,89 0,65
10 1,00 1,04 0,29 0,04 0,81 0,61
3 0,48 0,48 0,35 0,00 0,99 0,70
2 6 0,78 0,80 0,31 0,02 0,86 0,63
10 1,00 1,04 0,25 0,04 0,72 0,54
6 0,78 0,45 0,25 -0,33 0,72 0,84
3 10 1,00 0,67 0,22 -0,33 0,63 0,78
12 1,08 0,92 0,19 -0,16 0,54 0,54
1 0,00 0,19 0,27 0,19 0,77 0,73
4 2 0,30 0,65 0,32 0,35 0,91 0,99
3 0,48 0,65 0,34 0,17 0,96 0,85
3 0,46 0,48 0,37 0,02 1,04 0,76
5 6 0,76 0,72 0,29 -0,04 0,81 0,61
9 0,94 1,04 0,27 0,10 0,77 0,65
3 0,48 0,58 0,37 0,11 1,04 0,84
6 6 0,78 0,99 0,22 0,21 0,61 0,64
10 1,00 1,25 0,22 0,25 0,63 0,70
SD = smérodatna odchylka
Tabulka 10: Souhrn LLoQ napfi¢ genotypy v plazmé a séru
HCV genotyp LLoQ v plazmé LLoQ v séru
(log IU/mi) (1U/ml) (log IU/ml) (1U/ml)
1 0,88 8 0,88 8
2 0,76 6 0,80 6
3 0,80 6 0,67 5
4 0,82 7 0,65 4
5 0,87 7 0,72 5
6 0,79 6 0,99 10
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Presnost

Pro posouzeni pfesnosti byl vyroben 10 ¢lankovy panel ziedénim HCV pozitivnich klinickych
vzorkld nebo obohacenim Armored RNA do HCV negativni plazmy a séra. Panel byl testovan
tfemi techniky za pouziti tfi Sarzi reagencii na tfech systémech Panther po dobu vice nez 21 dn(.

Tabulka 11 ukazuje pfesnost vysledkl testu (v log IU/ml) mezi pfistroji, provozovatelem, Sarzemi,
cykly, v ramci cykl a celkové. Celkova variabilita vSech ¢lankd panelu byla? 13,31 %, primarné
kvuli variabilité uvnitf cyklu (tj. nahodné chyby).

Tabulka 11: Presnost testu Aptima HCV Quant Dx Assay

Stredni Mezi pfistroji Mezi techniky Mezi $arzemi 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 9g? 1,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 3,35 0,06 4,54 0,12 9,84 0,14 11,34
Plazma 162 2,06 0,05 2,23 0,00 0,00 0,07 3,20 0,03 1,47 0,10 4,91 0,14 6,88
Plazma 162 3,02 0,03 0,89 0,01 0,24 0,04 1,47 0,01 0,33 0,09 3,08 0,11 3,77
Plazma 162 4,87 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,60 0,04 0,86 0,06 1,13 0,10 2,04
Plazma 162 7,16 0,02 0,21 0,01 0,20 0,04 0,52 0,00 0,00 0,05 0,75 0,09 1,27
Sérum 132° 1,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 5,16 0,00 0,00 0,15 12,17 0,17 13,31
Sérum 162 217 0,02 0,99 0,04 1,71 0,07 3,01 0,05 2,15 0,08 3,53 0,12 5,61
Sérum 162 3,09 0,02 0,67 0,00 0,00 0,06 1,79 0,03 0,90 0,07 2,26 0,11 3,44
Sérum 161 4,86 0,00 0,00 0,04 0,78 0,08 1,67 0,00 0,00 0,08 1,72 0,13 2,65
Sérum 162 7,16 0,00 0,00 0,05 0,70 0,05 0,73 0,02 0,31 0,04 0,55 0,10 1,35

CV = koeficient variability, SD = smérodatna odchylka

& Poget platnych vysledk( v linearnim rozsahu testu.

Poznamka: Variabilita nékterych faktord maze byt Ciselné negativni, coz mize nastat, pokud je variabilita zplsobena 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 HCV Quant Dx Assay na interferenci se zvySenymi
hladinami endogennich latek nebo Iéky bézné predepisovanymi jedincum infikovanym HCV. Byly
testovany HCV negativni vzorky plazmy a vzorky obohacené HCV na koncentraci 3,3 log 1U/ml

RNA HCV.

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).

Pomoci testu Aptima HCV Quant Dx Assay byly testovany klinické vzorky plazmy od
pacientl se zvySenymi hladinami definovanych latek nebo od pacientdl s chorobami, které uvadi
Tabulka 12. Béhem provadéni testu nebyla pozorovana zadna interference.

Tabulka 12: Testované typy klinickych vzork{

Typy klinickych vzorku

1 Revmatoidni faktor (RF)

2 Antinuklearni protilatka (ANA)

3 Anti-Jo-1 protilatka (JO-1)

4 Systémovy lupus erythematodes (SLE)

5 Revmatoidni artritida (RA)

6 Roztrou$ena skleréza (MS)

7 Hyperglobulinémie

8 Zvy3ena alaninaminotransferaza (ALT)

9 ZvySena aspartataminotransferaza (AST)
10 Alkoholicka cirhéza (AC)

1 Mnohocetny myelom (MM)

12 Lipemicky (zvy$ena hladina lipidu)

13 Iktericky (zvySena hladina bilirubinu)

14 Hemolyzovany (zvySena hladina hemoglobinu)
15 Zvyseny proteinovy albumin

16 HBYV protilatky

17 HIV-1 protilatky

18 HIV-2 protilatky
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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 Telaprevir, klaritromycin, interferon alfa-2a, dolutegravir, azithromycin
2 Simeprevir, sofosbuvir
3 Efavirenz, boceprevir, pegylovany interferon alfa-2b, emtricitabin, raltegravir, amoxicilin
4 Abacavir sulfat, ribavirin, dasabuvir, rilpivirin, rifampin / rifampicin
5 Lopinavir, tenofovir, lamivudin, valganciklovir
6 Heparin, EDTA, citrat sodny
Specificita

Specificita byla stanovena pomoci 198 Cerstvych a 538 zmrazenych HCV negativnich klinickych
vzorku. Celkem bylo testovano 370 vzorkl plazmy a 366 vzork( séra. Specificita byla vypoctena
jako procento HCV negativnich vzorku s vysledky ,Nedetekovano.* RNA HCV nebyla

detekovana ve vSech 736 vzorcich. Specificita byla 100 % (736/736, 95 % CI: 99,6-100 %).

Tabulka 14: Specificita v klinickych vzorcich plazmy a séra

Cerstva Zmrazena Plazma Cerstvé Zmrazené Sérum . .
. . Kombinované
plazma plazma celkem sérum sérum celkem
Platné replikaty (n) 100 270 370 98 268 366 736
Nedetekovano 100 270 370 98 268 366 736
100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %

Specificita (95 % CI)

(97,1-100)  (98,9-100)  (99,2-100)  (97,0-100)  (98,9-100) (99,2-100)  (99,6—100)

Cl = interval spolehlivosti

Aptima HCV Quant Dx Assay 32 AW-13249-2601 Rev. 006



Aptima® Provedeni

Analyticka specificita

Potencialni zkfizena reaktivita na patogeny, které uvadi Tabulka 15, byla vyhodnocena v HCV
negativni lidské plazmé v pfitomnosti nebo nepfitomnosti 3,3 log IU/ml HCV. Nebyla pozorovana
zadna zkfizena reaktivita. V pfitomnosti patogenl nebyla pozorovana zadna interference.

Tabulka 15: Patogeny testované na analytickou specificitu

Patogen Koncentrace Patogen Koncentrace

Virus hepatitidy A 100 000 kopii/ml Corynebacterium diphtheriae 1 000 000 CFU/mIf
Virus hepatitidy B (HBV) 100 000 IU/mi? Streptococcus pneumoniae 1 000 000 CFU/mI
Virus hepatitidy G 1470 PFU/mI® Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/ml
HIV-1 100 000 kopii/ml Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/ml
HIV-2 100 000 PFU/mI Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/ml
Virus herpes simplex 1 (HSV-1) 100 000 PFU/mI Candida albicans 1 000 000 CFU/mI
Virus herpes simplex 2 (HSV-2) 100 000 PFU/mI Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/ml
Lidsky herpes virus 6B 100 000 kopii/ml Chlamydia trachomatis 1 000 000 IFU/mI®
Lidsky herpes virus 8 2 667 TCID50 U/ml° Trichomonas vaginalis 1 000 000 bunék/ml
Lidsky T-bunéény lymfotropicky 100 000 Vp/mld

i 1 (HTLV-1
virus typu 1 ( ) # U/ml = mezinarodni jednotky na ml

Lidsl.<y T-bunécny lymfotropicky 100 000 vp/ml ® PFU/mI = plakotvorné jednotky na ml
virus typu 2 (HTLV-2) ° TCID50 U/ml = infekéni davkové jednotky tkariové kultury na ml

Parvovirus B19 100 000 IU/mi ¢ vp/ml = virové ¢astice na ml

Virus zapadonilské horec¢ky 100 000 PFU/mI € LD/ml = smrtelna davka na ml

Virus hore¢ky dengue 1 100 000 PFU/mI " CFU/mI = kolonie tvofici jednotky na ml

Virus horecky dengue 2 100 000 PFU/mI 9 IFU/mI = jednotky tvofici inkluzi na ml

Virus hore¢ky dengue 3 100 000 PFU/mI

Virus hore¢ky dengue 4 100 000 PFU/mI

Cytomegalovirus 100 000 PFU/mI

Epstein-Barr virus 100 000 kopii/ml

Virus zardének 100 000 PFU/mI

Lidsky papillomavirus 100 000 bunék/ml

Adenovirus typu 5 100 000 TCID50 U/ml

Virus chfipky A 100 000 TCID50 U/ml

Virus japonské encefalitidy NA NA

Virus encefalitidy St. Louis NA NA

Virus encefalitidy Murray Valley 2643 LD/mI®

Virus Zluté zimnice 100 000 bunék/ml
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Klinické vzorky obsahuijici jiné viry nez HCV

Patogeny, které uvadi Tabulka 16 byly stanoveny pfi ziskani jednotlivych pfirozené infikovanych
klinickych vzorkd. Byly testovany v pfitomnosti nebo nepfitomnosti 3,3 log IU/ml RNA HCV.
Nebyla pozorovana zadna zkfizena reaktivita. Nebyla pozorovana zadna interference.

Tabulka 16: Klinické vzorky testované na analytickou specificitu

Mikroorganismus Matrice N (darci)
HBV sérum 5
HBV plazma 5
Virus hore¢ky dengue plazma 10
Virus hepatitidy A plazma 10
HTLV-1 plazma 10
HTLV-2 plazma 10
HIV-1 plazma 10
Virus zapadonilské horecky plazma 10

Opakovatelnost klinickych vzorku

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

pro testované vzorky plazmy a séra uvadi Tabulky 17 a 18.

Tabulka 17: Opakovatelnost klinickych vzork( plazmy Tabulka 18: Opakovatelnost klinickych vzork( séra

Primérna Primérna
ID vzorku plazmy koncentrace SD ID vzorku séra koncentrace SD

(log 1U/ml) (log IU/ml)
1 1,68 0,05 1 1,67 0,07
2 1,69 0,17 2 1,74 0,10
3 1,73 0,06 3 1,86 0,15
4 1,73 0,06 4 1,67 0,07
5 1,84 0,05 5 2,00 0,07
6 2,30 0,10 6 2,51 0,08
7 2,71 0,09 7 3,12 0,23
8 2,80 0,06 8 3,29 0,02
9 3,22 0,04 9 3,70 0,18
10 3,80 0,05 10 3,09% 0,13
1 4,12 0,08 1 4,35 0,05
12 4,21 0,11 12 5,48 0,12
13 4,90 0,14 13 5,74 0,07
14 6,94 0,11 14 5,80 0,13
15 7,05 0,04 15 7,15 0,10

#Vysledek dvou ze tfi testovanych replikatd. Jeden
odlehly replikat byl odstranén.
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Redéni vzorku pomoci fediciho roztoku na vzorky

Pro vyhodnoceni regenerace RNA HCV 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 Armored RNA 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 primérnou hlasenou koncentraci (faktor fedéni aplikovan na
vysledek zfedéného vzorku) a primérnou Cistou koncentraci uvadi Tabulka 19 pro plazmu a
Tabulka 20 pro sérum. Koncentrace vzorkl byly ve zfedénych vzorcich pfesné obnoveny.

Tabulka 19: Zfedéni vzorku pomoci fediciho roztoku na vzorky Aptima - plazma

Pramérna dista Primérnahlasena

Redéni koncentrace koncentrace® Rozdil
(log 1U/ml) (log 1U/ml)
1,68 1,89 -0,21
1,69 1,69 0,00
1,73 2,11 -0,38
1,73 1,78 -0,05
1,84 1,80 0,04
2,30 2,23 0,07
2,71 2,76 -0,05
1:3 2,80 2,76 0,04
3,22 3,28 -0,06
3,80 3,71 0,09
4,12 4,06 0,06
4,21 4,07 0,14
4,90 4,68 0,22
6,94 6,72 0,22
7,05 6,91 0,14
7,05 6,59 0,46
1:100
> 8,00 (8,45)° 8,38 0,07

? Hlasena koncentrace je hodnota vypoctena po pouziti faktoru fedéni.
® Obohaceny vzorek.

Poznamka: VSechny vysledky > 8,00 log IU/ml byly stanoveny pomoci dal$i analyzy.
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Tabulka 20: Zredéni vzorku pomoci fediciho roztoku na vzorky Aptima - sérum

Faktor fedéni Primérna cista Primérna hlasena Rozdil
koncentrace koncentrace®
(log IU/mI) (log 1U/mI)
1,67 1,85 -0,18
1,74 1,72 0,02
1,86 1,66 0,20
1,67 1,85 -0,18
2,00 1,91 0,09
2,51 2,37 0,14
3,12 3,01 0,11
1:3 3,29 3,35 -0,06
3,70 3,53 0,17
3,99° 3,87 0,12
4,35 4,30 0,05
5,48 5,25 0,23
5,74 5,62 0,12
5,80 5,50 0,30
7,15 6,86 0,29
7,15 6,65 0,50
1:100
>8,00 (8,44)° 8,46 -0,02

? Hlasena koncentrace je hodnota vypoctena po pouziti faktoru fedéni.
® Obohaceny vzorek.
°Vysledek dvou ze tfi testovanych replikatu. Jeden odlehly replikat byl odstranén.

Poznamka: VSechny vysledky >8,00 log IU/ml byly stanoveny pomoci dalSi analyzy.
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Metoda korelace

Vykon testu Aptima HCV Quant Dx Assay byl hodnocen proti srovnavacimu testu s
oznacenim CE testovanim nefedénych klinickych vzorkl od pacientd infikovanych HCV na
tfech systémech Panther pomoci Ctyf Sarzi reagencii. Pro linearni regresi bylo pouZzito
celkem 1058 vzork( plazmy a séra (872 plazmy, 186 séra) napfi¢ vSemi HCV genotypy v
linedrnim rozsahu spoleCném pro oba testy, jak uvadi Obrazek 8.

8,00

7.00 A y =1,06x + 0,08
R2=0,97

6,00 -

5,00 -

4,00 A

3,00 A

Aptima HCV Quant Dx Assay (Log IU/mL)

2,00 A

1,00 - -

0,00 T T T T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
Porovnavaci test (log 1U/ml)

Obrazek 8. Korelace mezi testem Aptima HCV Quant Dx Assay a srovnadvacim testem
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Diagnosticka shoda

Pro posouzeni diagnostické shody bylo testovano 227 vzorkd plazmy a séra od HCV
pozitivnich jedincl pomoci testu Aptima HCV Quant Dx Assay a srovnavaciho kvalitativniho
testu s oznaCenim CE. Jakykoli vysledek poskytujici kvantifikovatelny nebo detekovatelny
vysledek byl klasifikovan jako ,Detekovano®. Jakykoli vysledek nedetekovaného cile byl
kategorizovan jako ,Cil nedetekovan.“ Diagnosticka shoda mezi testy byla 100 %, jak uvadi
Tabulka 21.

Tabulka 21: Diagnosticka shoda mezi testem Aptima HCV Quant Dx Assay a srovnavacim testem

Aptima HCV Quant Dx Assay

Detekovano Cil nebyl detekovan
Detekovano 99 0
Porovnavaci test
Cil nebyl detekovan 0 128

Kfizova 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 vzorku plazmy
Armored RNA s vysokym titrem HCV (7 log IU/ml) rozptylenych mezi HCV negativnimi vzorky
v Sachovnicovém vzoru. Testovani probéhlo v patnacti cyklech. Celkova mira kfizové
kontaminace byla 0,14 % (1/704).

Aptima HCV Quant Dx Assay 38 AW-13249-2601 Rev. 006



Aptima® Provedeni

Sérokonverzni panel

Bylo testovano jedenact sad sérokonverznich panelt HCV, celkem 72 vzorku. Vysledky testu
Aptima HCV Quant Dx Assay byly porovnany s vysledky testu protilatek proti HCV. Pocet dni
do prvniho reaktivniho vysledku uvadi Tabulka 22. Aptima HCV Quant Dx Assay detekoval
pfitomnost HCV v priméru o 20 dni dfive nez testy na protilatky.

Tabulka 22: Souhrn tdaji sérokonverzniho panelu

Rozdil v poétu dnti do
prvniho reaktivniho

Pocet reaktivnich ¢lanku panelu Dnt do prvniho reaktivniho vysledku vysledku (na zakladé

Pocet data krvaceni)
ID panelu tesé?;l::gCh . P
panelu Aptima HCV Tes?1’ na Tes?2' na Aptima HCV TesF1'na Tesfzrna tgs'::r::e:a teDs';:n':;e:a
Quant Dx prot_l latky pI’Ot.I latky Quant Dx pl’Ot.I latky prot.l latky protilatky  protilatky
proti HCV proti HCV proti HCV  proti HCV proti HCV  proti HCV
PHV911 4 4 3 3 3° 14 14 1 11
PHV913 4 4 0 2 0 o° 7 9 7
PH919 7 4 3 3 25 28 28 3 3
PH920 9 9 7 6 0° 13 16 13 16
PH921 1 1 9 7 0 7 18 7 18
PH923 6 6 2 2 0 21 21 21 21
PH924 6 6 3 3 0 59 59 59 59
PH925 5 5 1 1 0 27 27 27 27
PH926 5 5 1 0 0 14 14° 14 14
6227 7 4 2 2 42 74 74 32 32
6229 8 8 4 3 0 17 20 17 20
Celkem 72 66 35 32 Primér 19,36 20,73
Median 14 18

Test1 na protilatky proti HCV byl proveden testem Abbot Prism HCV

Test2 na protilatky proti HCV byl proveden testem Ortho Enhanced SAVE s nasledujicimi vyjimkami:

Panely 6227 a 6229, které byly oba testovany testem Ortho ELISA Anti-HCV 3.0

2 Prvni krvaceni nebylo testovano kvili nedostupnosti vzorku od dodavatele.

® VV8echna krvaceni v tomto panelu byla nereaktivni na HCV protilatku. Posledni den krvaceni byl pouzit jako hodnota ,Pocet dnti
do prvniho reaktivniho vysledku®.

¢ Druhé krvaceni nebylo testovano kvali nedostupnosti vzorku od dodavatele.
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