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Obecné informace Aptima°

Obecné informace

Uréené pouziti
Test Aptimae HIV-1 Quant Dx je in vitro test na bazi amplifikace nukleovych kyselin k detekci
a kvantifikaci RNA skupin M, N a O lidského viru imunodeficience typu 1 (HIV-1) na piné
automatizovaném systému Panthere. Slouzi k pouziti jako pomucka pfi diagnostice infekce
HIV-1, jako potvrzeni infekce HIV-1 a jako pomlcka pFi klinické péci o pacienty infikované
HIV-1.

Test Aptima HIV-1 Quant Dx lze pouzit jako pomucku pfi diagnostice infekce HIV-1, véetné
akutni nebo primarni infekce. Pfitomnost HIV-1 RNA v plazmé nebo séru pacientl bez
protilatek vaci HIV-1 svéd¢&i pro akutni nebo primarni infekci HIV-1. Test Aptima HIV-1 Quant
Dx lze pouzit jako doplrikovy test na vzorky s opakované reaktivnimi vysledky se
schvalenymi imunoanalyzami HIV. Pokud je vzorek reaktivni v testu Aptima HIV-1 Quant Dx,
je potvrzena infekce HIV-1.

Test Aptima HIV-1 Quant Dx Ize také pouzit v kombinaci s klinickou prezentaci a jinymi
laboratornimi markery k prognéze onemocnéni u osob infikovanych HIV-1. Test Aptima HIV-1
Quant Dx lze také pouzit jako pomucku pfi sledovani vlivu antiretrovirové |é€by na zakladé
zmén v koncentraci HIV-1 RNA v plazmé.

PFi pouziti testu Aptima HIV-1 Quant Dx jako pomucky pfi diagnostice infekce HIV-1 je
kvalitativni vykonnost stanovena ve vzorcich plazmy a séra.* Pfi pouziti jako pomucky ke
sledovani vlivu antiretrovirové terapie je kvantitativni vykonnost stanovena pouze u vzorku
plazmy. Vzorky séra se nesmi pouzivat pro kvantitativni vysledky.

Tento test neni uréen k pouziti pfi screeningu darct krve nebo plazmy.

Shrnuti a vysvétleni testu

Epidemiologické studie identifikovaly lidsky virus imunodeficience typu 1 (HIV-1) jako
etiologické agens syndromu ziskané imunodeficience (AIDS) (1-7). HIV Ize pfenaset
sexualnim kontaktem, kontaktem s infikovanou krvi nebo krevnimi produkty nebo pfenosem
z matky na dité (8). Do 3 az 6 tydnu od expozice HIV se u infikovanych osob obecné rozvine
rychly akutni syndrom charakterizovany pfiznaky podobnymi chfipce a spojeny s vysokymi
hladinami virémie v periferni krvi (9-12). U vétSiny infikovanych osob je tato ¢asna faze
nasledovana imunitni odpovédi specifickou pro HIV a poklesem plazmatické virémie, obvykle
béhem 4 az 6 tydnu od rozvoje pfiznakl (13-14). Po sérokonverzi obvykle vstupuiji infikované
osoby do klinicky stabilni asymptomatické faze, ktera muze trvat roky (15-17).
Asymptomatické obdobi je charakterizovano perzistentni nizkou plazmatickou virémii (18)

a postupnou depleci CD4+ T lymfocytl. Tato deplece vede k zavazné imunodeficienci,
viceCetnym oportunnim infekcim, malignitdm a umrti (19). | kdyz jsou hladiny viru v periferni
krvi béhem asymptomatické faze infekce relativné nizké, virova replikace a clearance se
zdaji byt dynamické procesy, kdy jsou obdobi vysoké produkce viru a infekce CD4+ bunék
vyvazeny zvySenou clearance viru, zanikem infikovanych bunék a dopinénim CD4+ bunék,
coz vede k relativné stabilnim hladinam plazmatické virémie a CD4+ bunék (20-22).

Kvantitativni méfeni HIV v periferni krvi prokazala, Ze vy$si virémie mohou byt korelovany se
zvySenym rizikem klinické progrese onemocnéni spojeného s HIV a zjistila, ze poklesy
plazmatickych hladin viru mohou byt spojeny se snizenym rizikem klinické progrese (23-25).
Hladiny viru v periferni krvi Ize kvantifikovat méfenim antigenu p24 HIV v séru kvantitativni
kultivaci HIV z plazmy nebo pfimym méfenim virové RNA v plazmé pomoci technologii
amplifikace nukleovych kyselin nebo amplifikace signalu (26-30).
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Aktualni detekce infekce HIV-1 je primarné zaloZena na sérologickém testovani protilatek a/
nebo antigenu p24 pomoci imunoanalyzy. Centra pro kontrolu nemoci v USA doporuduiji
pouzivat protilatkovy test a test RNA k diagnostice akutnich infekci HIV (31). | kdyz se
citlivost detekce protilatek proti HIV-1 a antigenu p24 zlepSila, mezi infekci a dobou mozné
detekce pomoci sérologickych markert se pofad nachazi okno. Toto okno zavisi na citlivosti
pouzitého sérologického testu. Jeden odhad (32) naznacuje, Ze 4. generace testd antigenu
p24 / protilatek maze detekovat infekci u koncentrace HIV-1 RNA na urovni 14 000 kopii/ml.
Limit detekce testu Aptima HIV-1 Quant Dx je vyznamné niz8i nez 14 000 kopii/ml, je
schopen detekovat pfitomnost HIV-1 dfive neZ imunoanalyzy HIV.

Molekularni techniky, jako je transkripci mediovana amplifikace (technologie TMA®), se Casto
pouzivaji k amplifikaci nukleovych kyselin (31). Amplifikace TMA pouziva zachyt specifického
cile a izotermalni amplifikaci k detekci nukleovych kyselin u vice infek&nich patogent (32).

Test Aptima HIV-1 Quant Dx pfes amplifikaci TMA pouziva vice dlouhych primeru, které jsou
zaméfeny na nékolik oblasti genomu HIV-1 s cilem kompenzovat vysokou miru mutaci
a vicecCetné potencialni mutace v cilové oblasti.

Principy postupu

Test Aptima HIV-1 Quant Dx zahrnuje tfi hlavni kroky, které probihaji v jediné zkumavce
v systému Panther: zachyt cile, transkripci mediovana amplifikace (TMA) cile a detekce
produktl amplifikace (amplikond) pomoci fluorescenéné znacenych sond (indikatory).

Bé&hem zachytu cile jsou ze vzorkl izolovany virové nukleové kyseliny. Vzorek je zpracovan
pomoci detergentu s cilem rozpustit virovy obal, denaturovat proteiny a uvolnit virovou
genomovou RNA. Zachytavané oligonukleotidy hybridizuji do vysoce konzervativnich oblasti
genomu HIV-1 v testovém vzorku (pokud jsou pfitomny). Hybridizovany cil je poté zachycen
na magnetické mikroCastice, které jsou oddéleny od vzorku v magnetickém poli. Kroky
promyvani odstrani z reakéni zkumavky nadbyte¢né slozky.

Amplifikace cile probiha metodou TMA, coz je transkripci mediovana amplifikace nukleovych
kyselin, ktera pouziva dva enzymy: reverzni transkriptdazu MMLV (virus Moloneyho mysi
leukemie) a RNA polymerazu T7. Reverzni transkriptdza slouzi k vytvofeni DNA kopie
(obsahujici promotorovou sekvenci RNA polymerazy T7) cilové sekvence. RNA polymeraza
T7 vytvafi viceCetné kopie amplikonu RNA z templatu kopie DNA. Test Aptima HIV-1 Quant
Dx pouziva metodu TMA k amplifikaci dvou oblasti RNA HIV-1 (pol a LTR). Amplifikace
téchto specifickych oblasti je dosazena za pouziti specifickych primeru, které jsou navrzeny
k amplifikaci skupin M, N a O HIV-1. Design primeru a dualni cil zajistuji pfesnou detekci

a kvantifikaci HIV-1.

Detekce se provadi pomoci indikatord z jednovlaknové nukleové kyseliny, které jsou
pritomné béhem amplifikace cile a v realném &ase specificky hybridizuji na amplikon. Kazdy
indikator obsahuje fluorofor a zhase€. Kdyz neni indikator hybridizovan na amplikon, zhase¢
je v tésné blizkosti fluoroforu a potlacuje fluorescenci. Po navazani indikatoru na amplikon se
zhasel posune dale od fluoroforu a po excitaci zdrojem svétla zatne emitovat signal
specifické vinové délky. Pokud hybridizuje vice indikatord na amplikon, vznika silngjsi
fluorescenéni signal. Cas potifebny k dosaZeni specifikovaného prahu fluorescenéniho
signalu je pomérny pocatec¢ni koncentraci HIV-1. Kazda reakce ma sv(j vnitini kalibrator /
vnitfni kontrolu (IC), ktera kontroluje variabilitu ve zpracovani vzorku, amplifikaci a detekci.
Koncentrace vzorku je ur€ena softwarem systému Panther pomoci signald HIV-1 a IC pro
kazdou reakci a jejich porovnanim s kalibracnimi informacemi.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 3 AW-11853-2601 Rev. 011



Obecné informace Aptima°

Varovani a bezpeénostni opatreni

A.
B.
C.

K diagnostickému pouziti in vitro.
Pouze k odbornému pouziti.

Pied provedenim tohoto testu si peclivé prectéte celou pfibalovou informaci a dokument
Panthers/Panther Fusion® System Operator’s Manual (Navod k pouZiti systému Panthers/
Panther Fusione). Snizite tak riziko vyskytu neplatnych vysledka.

Souvisejici s laboratofi

@D.

UPOZORNENI: Kontroly tohoto testu obsahuji lidskou plazmu. Plazma je negativni na
povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg), protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1 a HIV-
2 a antigen HIV pfi testovani pomoci postuptl licencovanych Uradem pro kontrolu
potravin a IéCiv v USA. Kromé toho je plazma nereaktivni s HCV RNA a HIV-1 RNA pfi
testovani pomoci licencovanych testll na nukleové kyseliny ve slozenych vzorcich.
VSechny materidly pochazejici z lidské krve je nutné povaZovat za potencialné infekéni
a je nutné s nimi manipulovat dle univerzalnich bezpecnostnich opatfeni (35-37).

. Tento test mohou pouzivat pouze pracovnici nalezité vySkoleni v pouzivani testu Aptima

HIV-1 Quant Dx a v manipulaci s potencialné infeknimi materialy. Pokud dojde k rozliti,
ihned provedte dezinfekci pomoci vhodnych postupu daného pracovisté.

Pouzivejte pouze dodavany nebo specifikovany jednorazovy laboratorni material.

Dodrzujte bézna laboratorni bezpecnostni opatieni. Nepipetujte usty. Ve vyhrazenych
pracovnich prostorech nejezte, nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky

a reagenciemi soupravy pouzivejte jednorazové rukavice bez talku, ochranné bryle

a laboratorni plasté. Po manipulaci se vzorky a reagenciemi soupravy si peclivé omyijte
ruce.

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

V8echny materidly, které pfiSly do kontaktu se vzorky a reagenciemi, zlikvidujte podle
mistnich nebo narodnich piedpist (35-38). Pedlivé ocistéte a dezinfikujte vSechny
pracovni povrchy.

Kontroly obsahuji azid sodny jako konzervacéni latku. K pfenosu reagencie nepouzivejte
kovové trubky. Pokud roztoky obsahujici azid sodny likvidujete do kanalizacniho systému,
je nutné je nafedit a splachnout velkym mnozZstvim tekouci vody. Tato bezpecnostni
opatfeni by méla zabranit nahromadéni latky v kovovych trubkach, kde by pak hrozil
vybuch.

Zasady spravné praxe v molekularnich laboratofich zahrnuji sledovani prostfedi. Pfi
sledovani laboratorniho prostfedi doporucujeme nasledujici postup.

1. Zajistéte si vatovou ty€inku a par alikvotacnich zkumavek Aptima (SAT).

2. Kazdou zkumavku SAT pfislusnym zpusobem oznacte.

3. Kazdou zkumavku SAT napliite 1 ml roztoku k fedéni vzorku Aptima.

4

Pokud chcete provést odbér povrchovych vzorkd, lehce navihéete ty€inku
deionizovanou vodou bez obsahu nukleazy.
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5. Otrete pozadovany povrch vertikalnim pohybem seshora dolu. Otocte ty€inku pfiblizné
o jednu polovinu otoCky a zaroven provadéjte stér z mista.

6. Okamzité ulozte vzorek stéru do zkumavky a jemnym otacenim tyCinky v roztoku
extrahujte pfipadné materialy ziskané stérem. lhned otfete jednu stranu pfepravni
zkumavky s cilem vyextrahovat co nejvice tekutiny. Zlikvidujte ty€inku a zavrete
zkumavku.

7. Zopakujte kroky u zbyvajicich vzorkl stéru.

8. Provedte molekularni test stéru.

Souvisejici se vzorky

L. Vzorky mohou byt infekéni. Pfi provadéni tohoto testu dodrzujte univerzalni bezpecnostni
opatieni (35-37). Zajistéte spravné postupy pfi manipulaci a likvidaci v souladu s mistnimi
narizenimi (38). Tento test mohou pouzivat pouze pracovnici nalezité vyskoleni
v pouzivani testu Aptima HIV-1 Quant Dx a v manipulaci s infekénimi materialy.

M. Hodnocena byla pouze plazma s antikoagulanty EDTA a ACD.

N. Pokud chcete zajistit integritu vzorku, dodrzujte pfi pfepravé vzorki vhodné pfepravni
podminky. Stabilita vzorkd za jinych nez doporucenych pfepravnich podminek nebyla
hodnocena.

O. P¥i manipulaci se vzorky zabrarite 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 materialy pfi likvidaci
nepfenasejte nad otevienymi nadobami. Pokud se vzorku dotknete, vyménte si rukavice.

Souvisejici s testem

P. Kvantitativni vysledky testu Aptima HIV-1 Quant Dx byly hodnoceny pro EDTA a ACD
plazmu. Sérum se nesmi pouzivat pro kvantitativni vysledky. Kvalitativni vysledky byly
hodnoceny pro plazmu i sérum.

Q. Soupravu reagencii, kalibrator ani kontroly nepouzivejte po datu expirace.

R. Nezaménujte, nemichejte ani nekombinujte reagencie testu ze souprav s rdznymi Cisly
hlavni Sarze. Kapaliny testu mohou byt z rGznych Sarzi. Kontroly a kalibrator mohou
pochazet z riznych Sarzi.

S. Zabrante mikrobialni a nukledzové kontaminaci reagencii.

T. VSechny reagencie testu uzaviete a skladujte pfi uvedené teploté. Pfi nespravném
skladovani reagencii testu mize byt vykonnost testu negativné ovlivnéna. DalSi
informace naleznete v dokumentu PoZadavky na skladovani reagencii a zachazeni s nimi
a Postup testu na systému Panther.

U. Pokud nebude vyslovné uvedeno jinak, nekombinujte Zadné reagencie ani kapaliny testu.
Nedolévejte reagencie &i kapaliny. Systém Panther ovéfuje hladiny reagencii.

V. Né&které reagencie v této soupravé jsou oznaCeny symboly s informacemi o nebezpedi.
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Poznamka: Informace o nebezpeci jsou v souladu s klasifikacemi bezpecnostnich listt
(Safety Data Sheet, SDS) EU. Informace o nebezpedich specifické pro vas region najdete
v bezpecnostnim listu specifickém pro dany region v knihovné bezpecnostnich listt
(Safety Data Sheet Library) na adrese www.hologicsds.com. Dalsi informace o symbolech
najdete v legendé symboll na adrese www.hologic.com/package-inserts.

Informace o nebezpeci pro EU

Amplification Reagent
Chlorid hore¢naty 60-65%

H412 - Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi tginky.
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 - Zabrante uvolnéni do zivotniho prostfedi.
P501 - Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Enzyme Reconstitution Solution
Glycerol 20-25%

Triton X-100 5-10%

HEPES 1-5%

H412 - Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi tginky.
P273 - Zabrante uvolnéni do Zivotniho prostredi.
P501 - Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Promoter Reagent
Chlorid hore¢naty 60-65%

H412 - Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi aginky.
P273 - Zabrante uvolnéni do zivotniho prostfedi.
P501 - Odstrante 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 tginky.
P273 - Zabrante uvolnéni do Zivotniho prostredi.
P501 - Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

HIV VL Kit Controls
Lidské sérum / lidska plazma 95-100%
Azid sodny < 1%

H412 - Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
P273 - Zabrante uvolnéni do zivotniho prostfedi.
P501 - Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay
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HIV VL Kit Calibrators
Laurylsulfat, lithna sal 0-10%
Kyselina jantarova 0-10%

H412 - Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi tginky.
P273 - Zabrante uvolnéni do Zivotniho prostredi.
P501 - Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Pozadavky na skladovani reagencii a zachazeni s nimi

A. V nasledujici tabulce jsou uvedeny skladovaci podminky a stabilita reagencii, kontrol
a kalibratoru.

Skladovani Oteviena souprava (po rekonstituci)
Reagencie Vv neotevieném
stavu Skladovani Stabilita

Amplifikaéni reagencie qHIV-1 2°Caz8°C

Rekonstituéni roztok pro amplifikaci qHIV-1 2°Caz8°C 2 Caz8 C 30 dni®
Enzymova reagencie gHIV-1 2°Caz8°C

Rekonstitu¢ni roztok pro enzymy qHIV-1 2°Caz8°C 2 Caz8 C 30 dni®
Promotorova reagencie qHIV-1 2°Caz8°C

Promotorovy rekonstitu¢ni roztok qHIV-1 2°Caz8°C 2 Caz8 C 30 dni®
Reagencie pro zachyt cile gHIV-1 2°Caz8°C 2 Caz8 C 30 dni®
KONTROLA gHIV-1 NC — (negativni —15°C a3 -35 °C 15 °C a3 30 °C Jedng(azova lahvicka
kontrola) Pouzijte do 20 hodin
KONTROLA gHIV-1 LPC + (slabé pozitivni  _45 oG 43 —35 °C 15 °C a3 30 °C Jednoréazova lahvicka
kontrola) Pouzijte do 20 hodin
KONTROLA gHIV-1 HPC + (silné pozitivni  _450c 55 35 °¢ 15°C a3 30 °C Jedn?'ll'azova IahV|c!(a
kontrola) Pouzijte do 20 hodin
gHIV-1 PCAL (pozitivni kalibrator) -15°C a7 =35 °C 15 °C a2 30 °C Jednorazova lahvicka

Pouzijte do 20 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 reagencii zachytu cile (TCR)
po 30 dnech nebo po uplynuti data expirace hlavni Sarze podle toho, ktera situace
nastane dfive.

C. Reagencie ulozené v systému Panther maji stabilitu v pFistroji po dobu 72 hodin.
Reagencie Ize vloZit do systému Panther az 5krat. Systém Panther zapiSe kazdé viozeni
reagencii.

D. Po rozmrazeni kalibratoru musi byt roztok Ciry, tzn. nesmi byt kalny a nesmi obsahovat
precipitaty.

/\ E. Reagencie promotoru a rekonstituovana reagencie promotoru jsou fotosenzitivni. P¥Fi
skladovani a pfipravé k pouziti chrante tyto reagencie pfed svétlem.
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Obecné informace Aptima°

Odbér a skladovani vzorku

Poznamka: VSechny vzorky je nutné povaZovat za potencialné infekcni. 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 uskladnéni se doporucuji pouze plastové sekundarni zkumavky.

Je mozZné pouzit vzorky plné krve odebrané do nasledujicich sklenénych nebo plastovych
zkumavek:

Pro kvantitativhi méreni:

» Zkumavky obsahujici EDTA nebo antikoagulanty zaloZzené na kyselé citratové dextroze
(ACD)

» Zkumavky pro pfipravu plazmy (PPT)

Pro kvalitativni stanoveni:

« Zkumavky obsahujici EDTA nebo antikoagulanty ACD
* Zkumavky PPT

* Sérové zkumavky

» Zkumavky sérového separatoru (SST)

Pfed dalSim zpracovanim séra pockejte, dokud se nevytvofi srazenina.

A. Sbér vzorkl

PInou krev |ze skladovat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji nakonfigurovat do

24 hodin od odbéru vzorku. Oddélte plazmu nebo sérum od erytrocytarniho teréiku dle
pokynu vyrobce pouzité zkumavky. Plazmu nebo sérum je mozné testovat na systému
Panther v primarni zkumavce, nebo je mozné je pfenést do sekundarni zkumavky, jako je
alikvotaéni zkumavka Aptima. Minimalni objem plazmy nebo séra pro primarni odbérové
zkumavky je 1 200 ul a pro sekundarni zkumavky 700 pl, abyste ziskali reakéni objem
500 pl. V nasledujici tabulce jsou uvedeny pozadavky na mrtvy objem pro jednotlivé typy
primarni a sekundarni zkumavky.

Zkumavka (velikost a typ) Mrtvy objem v systému

Panther
Alikvotacni zkumavka Aptima (SAT) 0,2 ml
12 x 75 mm 0,5 ml
13 x 100 mm 0,5 ml
13 x 100 mm s gelem 0,3 ml
16 x 100 mm s gelem 0,7 ml

Pokud neprovedete testovani ihned, plazmu i sérum je mozné uskladnit v souladu s nize
uvedenymi specifikacemi. PFi pfenosu do sekundarni zkumavky lze plazmu zmrazit pfi
teploté —20 °C nebo -70 °C a sérum pfi teploté —20 °C. Neprovadéjte vice nez tfi cykly
rozmrazovani—tani, abyste neovlivnili vysledek. Nezmrazujte vzorky v EDTA, ACD ani
primarnich zkumavkach k odbéru séra.
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Obecné informace

B. Podminky uskladnéni vzorku
1. Vzorky plazmy EDTA a ACD

Primarni zkumavky obsahujici centrifugovanou plazmu je mozné uskladnit az
24 hodin po odbéru vzorku pfi teploté 2 °C az 30 °C (Obrazek 1, horni pole). Po
24 hodinach je mozné plazmu uskladnit na delSi dobu za jedné z nasledujicich
podminek (Obrazek 1, spodni pole):

» V primarni odbérové zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 3 dna.
» V sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dna.
* V sekundarni zkumavce pfi teploté —20 °C az —-70 °C po dobu az 90 dn(.

Primarni

30°C
ro A

< 24 hodin po odbéru

Primarni Sekundarni Sekundarni
8°C 8°C -15°C 65°C
I || ™ |4t
2°C 2°C 35°C -85°C
<3 dni <5dni <90 dni

Obrazek 1. Podminky uskladnéni pro zkumavky EDTA/ACD

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay
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2. Vzorky PPT

Zkumavky PPT obsahujici centrifugovanou plazmu je mozné uskladnit az 24 hodin po
odbéru vzorkl pfi teploté 2 °C az 30 °C (Obrazek 2, horni pole). Po 24 hodinach je
mozné plazmu uskladnit na delSi dobu za jedné z nasledujicich podminek

(Obrazek 2, spodni pole):

* Ve zkumavce PPT pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 3 dnd.
» V sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dna.

* Ve zkumavce PPT nebo sekundarni zkumavce pfi teploté —20 °C az -70 °C
po dobu az 90 dng.

Primarni

30°C
2°C *

< 24 hodin po odbéru

Primarni Sekundarni Primarni nebo sekundarni
8°C 8°C F15°C -65°C
Yo f
2°C 2°C -35°C _85°C
<3dni <5dni <90 dni

Obrazek 2. Podminky uskladnéni pro zkumavky PPT
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3. Vzorky v sérové zkumavce

Sérové zkumavky obsahujici centrifugované sérum je mozné uskladnit az 24 hodin po
odbéru vzorkl pfi teploté 2 °C az 30 °C (Obrazek 3, horni pole). Po 24 hodinach je
mozné sérum uskladnit na del$i dobu za jedné z nasledujicich podminek (Obrazek 3,

spodni pole):
» V sérové zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dnu.
» V sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dna.
» V sekundarni zkumavce pfi teploté —20 °C po dobu az 7 dnd.

Sérum

30°C
2°C *

< 24 hodin po odbéru

Primarni Sekundarni Sekundarni
zkumavka zkumavka zkumavka
8°C 8°C /H/ -15°C
2°C 2°C -35°C
< 5dni <5dni <7dni

Obrazek 3. Podminky uskladnéni pro sérové zkumavky
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Obecné informace

4. Vzorky SST

Zkumavky SST obsahujici centrifugované sérum je mozné uskladnit az 24 hodin po
odbéru vzorkl pfi teploté 2 °C az 30 °C (Obrazek 4, horni pole). Po 24 hodinach je
mozné sérum uskladnit na del$i dobu za jedné z nasledujicich podminek (Obrazek 4,

spodni pole):
* Ve zkumavce SST pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dnd.
» V sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dna.

» V sekundarni zkumavce nebo zkumavce SST pfi teploté -20 °C po dobu az
7 dnu.

Primarni

30°C
2°C *

< 24 hodin po odbéru

Primarni Sekundarni Primarni nebo sekundarni
8°C 8°C J/ -15°C
2°C 2°C -35°C
< 5dni <5dni <7 dni

Obrazek 4. Podminky uskladnéni pro zkumavky SST

C. Redéni vzorki plazmy

Vzorky plazmy je mozné nafedit ve zkumavce SAT nebo sekundarni zkumavce
k testovani v systému Panther. DalSi informace naleznete niZe v ¢asti Postup testu na

systéemu Panther, krok E.5.
Poznamka: Pokud je vzorek nafedén, je nutné jej otestovat ihned po fedéni. Nezmrazujte nafedény vzorek.

/N Redéni vzorki plazmy se smi pouZivat pouze pro kvantitativni vysledky. Nefedte vzorky plazmy
pro diagnostické vysledky.

Vzorky v systému Panther

Vzorky je mozné ponechat v systému Panther neuzaviené celkem az 8 hodin. Vzorky je
mozné vyjmout ze systému Panther a otestovat, dokud doba v pfistroji nepfekroci 8 hodin
pfed pipetovanim vzorku systémem Panther.

Preprava vzorku
Dodrzujte podminky uchovavani vzorkd uvedené v ¢asti Odbér a skladovani vzorku.

Poznamka: Vzorky je nutné prepravovat v souladu s platnymi narodnimi, mezinarodnimi a oblastnimi
predpisy pro prepravu.
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Systém Panther®

Systém Panther®

NiZe jsou uvedeny reagencie testu Aptima HIV-1 Quant Dx pro systém Panther. Vedle nazvu
reagencie jsou rovnéz uvedeny symboly k identifikaci reagencii.

Reagencie a materialy, které jsou soucasti dodavky

Souprava testu Aptima HIV-1 Quant Dx, 100 testu, kat. €. PRD-03000 (1 testovy box,
1 souprava kalibratoru a 1 souprava kontrol)
DalSi kalibratory a kontroly si mizete objednat samostatné. Pfislusna katalogova Cisla
naleznete nize.

Box testtl Aptima HIV-1 Quant Dx
(po prevzeti uchovaveijte pfi teploté 2 °C az 8 °C)

Symbol Soucast Mnozstvi
A Amplifikaéni reagencie qHIV-1 1 lahvitka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku.
E Enzymova reagencie gHIV-1
VysuSena reverzni transkriptaza a RNA polymeraza v roztoku 1 lahvicka
pufrovaném HEPES.
PRO Promotorova reagencie qHIV-1 1 lahvitka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku.
AR Rekonstitu¢ni roztok pro amplifikaci qHIV-1 1x72ml
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervacéni latky. ’
ER Rekonstituéni roztok pro enzymy qHIV-1 1x58ml
Roztok pufrovany HEPES obsahujici surfaktant a glycerol. '
PROR Promotorovy rekonstitucni roztok qHIV-1 1% 45ml
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervacéni latky. ’
TCR Reagencie pro zachyt cile qHIV-1
1%72,0ml

Nukleové kyseliny v pufrovaném solném roztoku obsahujicim pevnou

fézi, neinfekéni nukleové kyseliny a vnitini kalibrator.

Rekonstituéni objimky

List s ¢arovym kédem hlavni Sarze

1 list
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Aptima°

Souprava kalibratoru Aptima HIV-1 Quant Dx (kat. . PRD-03001)
(po prevzeti uchovaveijte pfi teploté —15 °C az —-35 °C)

Symbol Soucast Mnozstvi
PCAL Pozitivni kalibrator gHIV-1 5x25ml
Transkript v pufrovaném roztoku. ’
Stitek s éarovym kédem kalibratoru —
Souprava kontrol Aptima HIV-1 Quant Dx (kat. €. PRD-03002)
(po prevzeti uchovaveijte pfi teploté -15 °C az -35 °C)
Symbol Soucast Mnozstvi
NC Negativni kontrola qHIV-1
HIV-1-negativni defibrinovana lidska plazma obsahujici gentamicin 5x1,5ml
a 0,2% azid sodny jako konzervacni latky.
LPC Slabé pozitivni kontrola qHIV-1
Neinfekéni HIV-1 armored RNA v defibrinované lidské plazmé 5x1,5ml
obsahujici gentamicin a 0,2% azid sodny jako konzervacni latky.
HPC Silné pozitivni kontrola qHIV-1
Neinfekéni HIV-1 armored RNA v defibrinované lidské plazmé 5x1,5ml

obsahujici gentamicin a 0,2% azid sodny jako konzervacni latky.

Stitek s ¢arovym kédem kontroly
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Pozadované materialy, které jsou dodavany samostatné

Poznamka: Pokud neni specifikovano jinak, maji materialy dostupné od spole¢nosti Hologic uvedena
katalogova cisla.

Material Kat. €.
Systém Panthere 303095
Systém Panther Fusion® PRD-04172
Systém Panthere, nepfetrzité odvadéni tekutin a odpadl (Panther Plus) PRD-06067
Souprava kontrol Aptima® HIV-1 Quant Dx Controls Kit PRD-03002
Souprava kalibratoru Aptima® HIV-1 Quant Dx Calibrator Kit PRD-03001

Testovaci souprava Panther pro testovani v realném Case (pouze pro testy ~ PRD-03455 (5 000 testu)
v realném case)

Souprava kapalin pro test Aptima® (rovnéz znama jako univerzalni souprava kapalin) 303014 (1 000 testu)
obsahuje promyvaci roztok Aptima®, pufr Aptima® pro deaktivaci kapaliny a olejovou
reagencii Aptima®

Vicezkumavkové jednotky (MTU) 104772-02
Souprava odpadnich vaku Panther 902731
Kryt odpadniho kose Panther 504405
Nebo testovaci souprava systému Panther 303096 (5 000 testt)

(pro soubézné testovani testi TMA bez realného &asu s testy TMA v rediném case)
obsahuje jednotky MTU, odpadni vaky, kryty odpadnich ko$t, automatickou detekci
a testovaci kapaliny

Spigky, 1 000 pl, filtrované, snimajici tekutiny, vodivé a jednorazové 901121 (10612513 Tecan)
Ne vSechny produkty jsou dostupné ve vSech regionech. Informace o konkrétnim regionu 903031 (10612513 Tecan)
ziskate u svého zastupce. MME-04134 (30180117 Tecan)
MME-04128

Bélidlo, 5% az 8,25% (0,7 mol az 1,16 mol) roztok chlornanu sodného —
Jednorazové rukavice bez talku —
Nahradni nepropichovaci uzavéry 103036A

Nahradni uzavéry pro reagencie

Rekonstitucni lahvicky pro amplifikacni, enzymovou
a promotorovou reagencii CL0041 (100 uzavéri)
TCR lahvicka CL0040 (100 uzavéri)

Kryty laboratornich stoll s plastovou vrstvou —
Utérky neuvolnujici vldkna —
Pipetor —
Spicky —
Primarni odbérova zkumavka (ACD, EDTA, PPT, SST, sérum) — moznosti:

13 mm x 100 mm —
13mm x 75 mm —
16 mm x 100 mm _

Centrifuga —

Vortex —
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Volitelné materialy

Material Kat. ¢.

Sekundarni zkumavka — moznosti:
12mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm

Alikvotacni zkumavky Aptima® (SAT) (baleni po 100 ks) FAB-18184
Uzavér prepravni zkumavky (baleni po 100 ks) 504415
uzaver pro zkumavku SAT
Roztok k fedéni vzorkl Aptimae PRD-03003
Souprava k fedéni vzorkd Aptimae PRD-03478

obsahuje roztok k fedéni vzorku, 100 zkumavek SAT a 100 uzavérd
Transferové pipety —

Komeréné dostupné panely, napfiklad: —
HIV-1 z Kontroly kvality pro molekularni diagnostiku (QCMD) nebo panelu sledovani virové néaloze
HIV Americké patologické spolec¢nosti (CAP) nebo panelti SeraCare ACCURUN HIV
Vatové tyCinky
Kryty laboratornich stoll s plastovou vrstvou —

Tfepacka pro zkumavky —

Postup testu na systému Panther
Poznamka: Dal$i informace o postupu naleznete v ndvodu k pouZiti systému Panther/Panther Fusion.
A. PfFiprava pracovni oblasti

1. Ocistéte pracovni povrchy na mist&, kde budete pfipravovat reagencie. Otfete
pracovni povrchy 2,5% az 3,5% (0,35 mol az 0,5 mol) roztokem chlornanu sodného.
Roztok chlornanu sodného nechte plsobit na kontaktni povrchy alespor 1 minutu
a poté je oplachnéte deionizovanou vodou. Roztok chlornanu sodného nenechte
zaschnout. Prekryjte povrch stolu, na kterém budou pfipravovany reagencie a vzorky,
Cistym laboratornim absorp&nim ubrusem s gumovou vrstvou.

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

3. Vydistéte pipetory. Dodrzujte vySe uvedeny postup (krok A.1).

B. Pfiprava kalibratoru a kontrol

Nez pristoupite k nasledujicimu zpracovani, zajistéte, aby se teplota kalibratoru a kontroly
ustalila na 15 °C az 30 °C:

1. Vytahnéte kalibrator a kontroly ze skladovaciho prostoru (-15 °C az -35 °C) a ulozte
je pfi teploté 15 °C az 30 °C. Po celou dobu rozmrazovani vSechny zkumavky jemné
pfevracejte, aby se dobfe promichaly. Ujistéte se, Ze je obsah zkumavek pfed
pouzitim zcela rozmrazen.

Moznost. Zkumavky kalibratoru a kontrol je mozné vlozit do tfepacky a peclivé
promichat. Ujistéte se, Ze je obsah zkumavek pfed pouzitim zcela rozmrazen.

Poznamka: Pri prevraceni kalibratoru a kontrol davejte pozor, aby nevznikla
prebyteéna péna. Péna ovliviiuje detekci hladin v systému Panther.
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2. Po rozmrazeni obsahu zkumavky vysuste vné&jsi povrch zkumavky ¢istym, suchym
jednorazovym hadfikem.

3. Vramci prevence kontaminace zkumavky zatim neotevirejte.

C. Rekonstituce/pfiprava reagencie z nové soupravy
Poznamka: Rekonstituci reagencii je nutné provést pfed zahajenim veSkerych praci se systémem Panther.
1. Reagencii pro zachyt cile (TCR) pfipravite nasledujicim zpusobem:
a. Vytahnéte reagencii TCR ze skladovaciho prostoru (2 °C az 8 °C). Zkontrolujte
Cislo Sarze na lahvi¢ce reagencie TCR, abyste se ujistili, ze odpovida Cislu Sarze
na listu s ¢arovym kédem hlavni Sarze.

b. Ihned poté 10krat protifepejte lahvicku reagencie TCR. Nechte lahvi¢ku reagencie
TCR volné zahfat pfi teploté 15 °C az 30 °C po dobu 45 minut. BEhem této doby
minimalné co 10 minut jemné otocCte a pfevratte lahviCku reagencie TCR.

Moznost. Lahvicku reagencie TCR je mozné pfipravit na tfepaCce pro zkumavky
dle nasledujicich pokynul: Vytahnéte reagencii TCR ze skladovaciho prostoru

(2 °C az 8 °C) a ihned 10krat dikladné protiepejte. Ulozte lahvi¢ku reagencie
TCR na tfepacku a nechte reagencii TCR zahfat pfi teploté 15 °C az 30 °C
minimalné po dobu 45 minut.

c. Pred pouzitim se ujistéte, Ze se veSkery precipitat nachazi v roztoku a Ze jsou
magnetické &aste¢ky ponofeny.

2. Pokud chcete rekonstituovat amplifikacni, enzymatické a promotorové reagencie,
postupujte nasledujicim zpisobem:
a. Vytahnéte lyofilizované reagencie a odpovidajici rekonstitu¢ni roztoky ze
skladovaciho prostoru (2 °C az 8 °C). Kazdy rekonstituéni roztok sparujte
s odpovidajici lyofilizovanou reagencii.

b. Ujistéte se, Ze rekonstituni roztoky a reagencie maji shodné barvy §titku.
Zkontrolujte Cisla 8arze na listu s ¢arovym kédem hlavni SarZe, aby bylo zajisténo
spravné sparovani reagencii.

i. Odstrante kovovy uzavér a gumovou zatku lahvicky s lyofilizovanou reagencii
a otevrete ji.

ii. Do lahvicky pevné zasunte vroubkovany konec rekonstituéni objimky (Cerny)
(Obrazek 5, krok 1).

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

iv. Lahvicku s rekonstitu¢nim roztokem ulozte na stabilni povrch (tzn. laboratorni
stll). Poté prevratte lahvicku s lyofilizovanou reagencii pfes lahvicku
s rekonstituénim roztokem a pevné pfipojte objimku k lahvi¢ce
s rekonstitu¢nim roztokem (Obrazek 5, krok 2).

v. Pomalu pievratte propojené lahviCky (sklenéna lahvi¢ka pfipojena k lahvi¢ce
s roztokem), aby roztok stekl do sklenéné lahvicky (Obrazek 5, krok 3).

vi. Zvednéte pfipojené lahvi¢ky a minimalné 10 sekund je michejte (Obrazek 5,
krok 4).

vii. Pockejte minimalné 30 minut, nez se lyofilizovana reagencie dostane do roztoku.

viii. Po pfechodu lyofilizované reagencie do roztoku minimalné 10 sekund michejte
sestavené lahvicky a poté lehce protfepejte roztok ve sklenéné lahvi¢ce, aby
se dobfe promichal.
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c. Pomalu znovu naklorite pfipojené lahvi¢ky, aby vSechen roztok stekl zpét do
lahvi€ky s rekonstituénim roztokem (Obrazek 5, krok 5).

d. Opatrné odstrante rekonstitu¢ni objimku a sklenénou lahvicku (Obrazek 5, krok 6).

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

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

Varovani: Pri rekonstituci reagencii zabrarite tvorbé prebytecné pény. Péna ovlivriuje
detekci hladin v systému Panther.
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Obrazek 5. Postup rekonstituce reagencii

D. Pfiprava u jiz dfive pfipravovanych reagencii

1.
2.

3.

Vytdhnéte dfive pfipravené reagencie ze skladovaciho prostoru (2 °C az 8 °C).

Pfed zahajenim testu je nutné nechat dfive pfipravené amplifikacni, enzymové,
promotorové a TCR reagencie temperovat na teplotu 15 °C az 30 °C.

U dfive pfipravené reagencie TCR pied vioZenim do systému provedte krok C.1 vy3e.
Protfepejte a pfevratte amplifikacni, enzymové a promotorové reagencie, aby se pred
vloZzenim do systému dobfe promichaly. P¥i pfevraceni reagencii zabrante tvorbé
pfebyteéné pény.

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

E. Manipulace se vzorkem

1.

Ujistéte se, Ze byly zpracované vzorky v primarnich zkumavkach nebo nefedéné
vzorky v sekundarnich zkumavkach spravné skladovany dle ¢asti ,Odbér a skladovani
vzorkd“ na strané 8.

Ujistéte se, Ze jsou zmrazené vzorky zcela rozmrazené. Peclivé promichejte
rozmrazené vzorky 3 az 5 sekund ve vortexu.

NezZ pfikroCite ke zpracovani, nechte vzorky zahfat na teplotu 15 °C az 30 °C. Dalsi
informace o stavu v pfistroji naleznete v &asti Vzorky v systému Panther.

Ujistéte se, Zze kazda primarni odbérova zkumavka obsahuje az 1 200 ul vzorku nebo
kazda zkumavka SAT obsahuje minimalné 700 pl vzorku. V tabulce v ¢asti Sbér
vzorku na strané 8 jsou uvedeny pozadavky na mrtvy objem pro jednotlivé typy
primarni a sekundarni zkumavky. Pokud je nutné vzorek nafedit, prostudujte si dalsi
informace v kroku E.5 nize.
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Aptima°

Systém Panther®

5. Vzorek plazmy nafedte v poméru 1 : 3 ve zkumavce SAT nebo 1: 100 v sekundarni

zkumavce.

Vzorky plazmy je mozné nafedit v sekundarni zkumavce pro testovani v systému
Panther.

Redéni vzork(i plazmy se smi pouzivat pouze pro kvantitativni vysledky. Nefedte
vzorky plazmy pro diagnostické vysledky.

Poznamka: Pokud je vzorek nafedén, je nutné jej otestovat ihned po fedéni.
a. Redéni vzork( s nizkym objemem

Objem vzorkld plazmy lIze zvySit na minimalni pozadovany objem (700 pl) pomoci
roztoku k fedéni vzorkd Aptima. Vzorky s minimalné 240 ul plazmy je mozné
nafedit dvéma dily roztoku k fedéni vzorkud (1 : 3) nasledujicim zplsobem:

i. Do zkumavky SAT vlozte 240 yl vzorku.

ii. Pridejte 480 ul roztoku k fedéni vzorku Aptima.
iii. Uzavfete zkumavku.

iv. Jemné ji Skrat pfevratte a promichejte.

Vzorky fedéné v poméru 1 : 3 je mozné otestovat pomoci moznosti 1: 3

v systému Panther (dalSi informace naleznete v dokumentu Navod k pouZiti
systému Panther/Panther Fusion). Software automaticky nahlasi Cisty vysledek
pouzitim faktoru fedéni. Tyto vzorky budou oznaceny jako nafedéné vzorky.

Redéni vzork(i s vysokym titrem

Pokud vysledky prekroCi horni limit kvantifikace, je mozné vzorky naredit 99 dily
roztoku k fedéni vzorkld Aptima (1 : 100) nasledujicim postupem:

i. Do zkumavky SAT nebo sekundarni zkumavky vlozte 30 ul vzorku.
ii. PFidejte 2 970 pl roztoku k fedéni vzorkd Aptima.

iii. Uzaviete zkumavku.

iv. Jemné ji 5krat pfevratte a promichejte.

Vzorky fedéné v poméru 1 : 100 je mozné otestovat pomoci moznosti 1: 100
v systému Panther (dal$i informace naleznete v dokumentu Navod k pouZiti
systému Panther/Panther Fusion). Software automaticky nahlasi Cisty vysledek
pouzitim faktoru fedéni. Tyto vzorky budou oznaceny jako nafedéné vzorky.

Poznamka: U fedénych vzorku s Cistymi koncentracemi vy$Simi nez ULoQ budou
vysledky hlaseny ve védeckém formatu.

6. Prfed vlozenim vzork( do stojanu na vzorky provedte centrifugaci kazdého vzorku

s pfetizenim 1 000 az 3 000 g po dobu 10 minut. Neodstranujte uzavéry. Bubliny ve
zkumavce mohou narusit snimani hladiny systémem Panther.

Informace o vkladani stojanu a odstrafiovani uzaveéru naleznete v ¢asti Priprava
systéemu, krok F.2 nize.
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Systém Panther® Aptima°

F. Pfiprava systému

1. Nastavte systém podle pokynu v dokumentu Navod k pouziti systému Panther/
Panther Fusion a Poznamky k postupu. Pouzijte stojany na reagencie vhodné
velikosti a TCR adaptéry.

2. Vlozte vzorky do stojanu na vzorky. Pro kazdou zkumavku na vzorky provedte
nasledujici kroky (vzorek a v pfipadé potieby kalibrator a kontroly):

a. Uvolnéte uzavér jedné zkumavky na vzorky, neodstranujte jej vSak zcela.

Poznamka: Davejte zviastni pozor, aby nedoslo ke kontaminaci rozstrikovanim
aerosoll. Jemné uvolnéte uzavéry na vzorcich.

b. Vlozte zkumavku na vzorky do stojanu na vzorky.
c. Zopakujte kroky 2.a a 2.b pro vSechny zbyvajici vzorky.

Po vlozZeni vzorkd do stojanu na vzorky vytahnéte a zlikvidujte uzavéry vSech
zkumavek na vzorky v jednom stojanu na vzorky. NepfenaSejte uzavér nad jinymi
stojany na vzorky ani zkumavkami na vzorky, aby nedoslo ke kontaminaci.

e. V pfipadé potfeby pouzijte novou, jednorazovou prenosovou pipetu k odstranéni
pfipadnych bublin nebo pény.

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

Poznamka: Pokud zpracovavate soucasné jiné testy a typy vzorku, zajistéte drzak
vzorku pfed vioZenim stojanu na vzorky do prostoru na vzorky.

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

Poznamky k postupu
A. Kalibratory a kontroly

1. Pozitivni kalibrator gHIV-1, slaba pozitivni kontrola qHIV-1, silna pozitivni kontrola
gHIV-1 a negativni kontrolni zkumavky gHIV-1 je mozné vlozit do jakékoli pozice ve
stojanu na vzorky a libovolné drahy prostoru na vzorky v systému Panther. Pipetovani
vzorkld bude zahajeno, jakmile bude spinéna jedna z nasledujicich dvou podminek:

a. Kalibrator a kontroly jsou aktualné zpracovavany v systému.
b. V systému jsou registrovany platné vysledky kalibratoru a kontrol.

2. Jakmile probé&hne pipetovani zkumavek kalibratoru a kontroly a jejich zpracovani pro
soupravu reagencii testu Aptima HIV-1 Quant Dx, vzorky je mozné otestovat
pfifazenou, rekonstituovanou soupravou v priibéhu 24 hodin, pokud nenastane
nasledujici situace:

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

3. Kalibrator a kaZzdou zkumavku kontroly Ize pouzit jednou. Pokusy o vicenasobné
pouziti zkumavky mohou vést k chybam zpracovani.
B. Rukavicovy prasek

Stejné jako u jinych systému reagencii muze nadbytek talku z rukavic zpusobit
kontaminaci otevfenych zkumavek. Doporu€ujeme pouzivat rukavice bez talku.
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Aptima° Kontrola kvality

Kontrola kvality

Obsluha maze zrusit platnost vysledku zpracovani nebo vzorku, pokud jsou pfi provadéni
testu zjistény a zdokumentovany technické problémy, problémy na strané obsluhy nebo
problémy na strané pfistroje. V takovém pfipadé je nutné zopakovat testovani vzorku.

Kalibrace testu

Aby byly generovany platné vysledky, musi byt dokon€ena kalibrace testu. Pfi kazdém
vloZeni soupravy reagencii do systému Panther se tfikrat zpracuje jeden pozitivni kalibrator.
Po potvrzeni bude kalibrator platny az 24 hodin. Pokud bude nutna kalibrace, software

v systému Panther upozorni obsluhu. Obsluha naskenuje kalibraéni koeficient na listu

s ¢arovym kodem hlavni SarZze dodavaném s kazdou soupravou reagencii.

Béhem zpracovani software v systému Panther automaticky ovéfi kritéria pfijatelnosti
kalibratoru. Pokud budou platné méné nez dva replikaty kalibratoru, software automaticky
zru8i platnost zpracovani. Vzorky v neplatném zpracovani bude nutné znovu otestovat
pomoci Cerstvé pfipraveného kalibratoru a Cerstvé pfipravenych kontrol.

Negativni a pozitivni kontroly

Aby byly generovany platné vysledky, musi byt testovana sada kontrol testu. Jeden replikat
negativni kontroly, slabé& pozitivhi kontroly a silné pozitivni kontroly je nutné otestovat pfi
kazdém vloZeni soupravy reagencii do systému Panther. Po potvrzeni budou kontroly platné
az 24 hodin. Pokud budou vyZadovany kontroly, software v systému Panther upozorni
obsluhu.

Béhem zpracovani software v systému Panther automaticky ovéfi kritéria pfijatelnosti kontrol.
Aby byly vysledky platné, negativni kontrola musi poskytnout vysledek ,Nedetekovano*

a vysledky pozitivnich kontrol musi byt v pfedem definovaném rozmezi. Pokud kterakoli

z kontrol poskytne neplatny vysledek, software automaticky zrusi platnost zpracovani. Vzorky
v neplatném zpracovani bude nutné znovu otestovat pomoci Cerstvé pripraveného kalibratoru
a Cerstvé pfipravenych kontrol.

Vnitrni kalibrator / vnitini kontrola

Kazdy vzorek obsahuje vnitfni kalibrator / vnitfni kontrolu (IC). BEhem zpracovani
automaticky ovéfi software systému Panther kritéria pfijatelnosti kontroly IC. Pokud je
vysledek kontroly IC neplatny, vysledky vzorku budou zneplatnény. Kazdy vzorek

s neplatnym vysledkem kontroly IC je nutné znovu otestovat, abyste ziskali platny vysledek.

Software systému Panther je navrzen k pfesnému ovéfeni procesu pfi provadéni postupu dle
pokyn( uvadénych v této pfibalové informaci a dokumentu Navod k pouziti systému Panther/
Panther Fusion.
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Interpretace vysledki Aptimae

Interpretace vysledkui

Poznamka: Kvantitativni vysledky testu Aptima HIV-1 Quant Dx byly hodnoceny pro plazmu. Sérum se nesmi
pouZivat pro kvantitativni vysledky. Kvalitativni vysledky byly hodnoceny pro plazmu i sérum.

Systém Panther automaticky stanovi koncentraci HIV-1 RNA pro vzorky a kontroly srovnanim
vysledkl s kalibra¢ni kfivkou. Koncentrace HIV-1 RNA jsou hlaseny v kopiich/ml a log4y kopii/ml.
Interpretaci vysledkl uvadi Tabulka 1. Pokud pro nafedéné vzorky pouzijete fedéni 1 : 3 nebo
1:100, systém Panther automaticky vypocte koncentraci HIV-1 pro Cisty vzorek vynasobenim
nafedéné koncentrace faktorem fedéni a nafedéné vzorky budou oznaceny jako nafedéné.

Poznamka: Pro nafedéné vzorky mohou byt vysledky uvedené jako ,Nedetekovano“ nebo ,< 30 detekovano*
vygenerovany naredénim vzork( s koncentraci nad LoD (limit detekce), ale v jeho blizkosti, nebo LLoQ (spodni
limit kvantifikace). Pokud nebyl ziskan kvantitativni vysledek, doporucujeme odebrat a otestovat jiny Cisty vzorek.

Systém Panther neposkytuje kvalitativni vysledek (tzn. ,Reaktivni“ nebo ,Nereaktivni“) pro
diagnostické pouziti. Obsluha musi interpretovat hlaSenou koncentraci HIV-1 RNA do
kvalitativniho vysledku (Tabulka 1). Vzorky s vysledky oznacenymi jako ,Nedetekovano® jsou
nereaktivni pro HIV-1 RNA. Vzorky s vysledky oznacenymi jako ,< 30 detekovano® nebo
vzorky s vysledky uvedenymi v linearnim rozmezi uvadi, ze HIV-1 RNA byla detekovana

a tyto vzorky jsou reaktivni pro HIV-1 RNA.

Tabulka 1: Interpretace vysledkd

Hlaseny vysledek testu

Aptima HIV-1 Quant Dx Interpretace koncentrace HIV-1 RNA Ki\:‘at:;::tr':tna'c:'zg?éi:ﬁe I:a
Kopii/ml* Hodnota logq
Nedetekovano Nedetekovano HIV-1 RNA nedetekovano. Nereaktivni na HIV-1 RNA
< 30 detekova <1,47 HIV-1 RNA je detekovana, ale hladina je pod Reaktivni na HIV-1 RNA
no® LLoQ.
30 az 1,47 az 7,00 Koncentrace HIV-1 RNA je v linearnim Reaktivni na HIV-1 RNA
10 000 000 rozmezi 30 az 10 000 000 kopii/ml.
> 10 000 000 > 7,00 Koncentrace HIV-1 RNA je nad hornim limitem  Reaktivni na HIV-1 RNA

kvantifikace (ULoQ).

Neplatné® Neplatné® Pfi generovani vysledku doslo k chybé. Neplatné
Vzorky je nutné testovat znovu.

# Konverzni faktor z kopii na mezinarodni jednotky (IU) pro 3. mezinarodni standard pro HIV-1 RNA (10/152) je 0,35 kopii/lU.
® Hodnota je zkracena na dvé desetinnd mista.

° Diagnostickou interpretaci je moZné provést ze vzorki séra nebo plazmy, které nebyly nafedény.

d Neplatné vysledky se zobrazi modrym fontem.

Tabulka 3. Limit LoD za pouziti 3. mezinarodniho standardu WHO (subtyp B) pro HIV-1 RNA je 12,1 kopii/ml (viz Tabulka 2).
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Aptima° Interpretace vysledkd

Tabulka 2 uvadi kritéria pfijatelnosti jednotlivych kontrol testu Aptima HIV-1 Quant Dx Assay.

Poznamka: NiZe uvedeny rozsah vytéznosti se posouva na zakladé pfifazené hodnoty
kazdé konkrétni SarZe. Viz prifazena koncentrace uvedena na listu s ¢arovym kédem
kontroly, ktery se dodava s kaZdou krabickou kontroly.

Tabulka 2: Kritéria pfijatelnosti pro rozsah vytéZnosti kontrol testu Aptima HIV-1 Quant Assay

Rozsah vytéznosti u validovanych sérii

Soucéast L
méreni
Negativni kontrola N/A
Nizka pozitivni kontrola +/- 0,5 log4q kopii/ml
Vysoka pozitivni kontrola +/- 0,5 log4q kopii/ml
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Omezeni Aptima°

Omezeni

A. Tento test mohou pouzivat pouze osoby vysSkolené v provedeni pfisluSnych postupu.
Nedodrzeni pokyn( uvedenych v této pfibalové informaci povede k chybnym vysledkim.

B. Spolehlivost vysledkl zavisi na adekvatnim odbéru, transportu, skladovani a zpracovani
vzorkd.

C. Tento test byl validovan k pouziti jako kvantitativni test pouze s lidskou EDTA a ACD
plazmou.

D. Tento test byl validovan k pouziti jako kvalitativni test s lidskou EDTA a ACD plazmou
a sérem.

E. | kdyz jsou vzacné, mutace ve vysoce konzervativnich oblastech virového genomu
krytych primery a/nebo sondami v testu Aptima HIV-1 Quant Dx mohou vést
k podhodnoceni nebo selhani detekce viru.
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Aptima° Vykonnost

Vykonnost

Limit detekce (LoD) pomoci 3. mezinarodniho standardu HIV-1 WHO

Limit detekce (LoD) je definovan jako koncentrace HIV-1 RNA detekovana s 95% nebo vysSi
pravdépodobnosti dle CLSI EP17-A2 (39). Limit LoD byl stanoven testovanim panel(, které
zahrnovaly fedéni 3. mezinarodniho standardu HIV-1 WHO (subtyp B, kéd NIBSC: 10/152)

v HIV-1 negativni plazmé. 30 replikatt kazdého fedéni bylo zpracovano na tfech systémech
Panther za pouziti tfi Sarzi reagencii, celkem 90 replikatl pro kazdé fedéni. Dle CLSI EP17-A2
byly vysledky ze SarZe reagencii s nejvysSi koncentraci pro pfedvidany limit detekce
definovany jako limit LoD a uvadi je Tabulka 3. Dle analyzy Probit je limit LoD testu Aptima
HIV-1 Quant Dx 12 kopii/ml (35 IU/ml; 0,35 kopii = 1 IU).

Tabulka 3: Limit detekce pro test Aptima HIV-1 Quant Dx za pouZiti 3. mezinarodniho standardu HIV-1 WHO

Predvidany limit detekce K(c;(r::;)ei:lt:;?lt):e
10 % 1,2
20 % 1,6
30 % 2,0
40 % 2,5
50 % 3,1
60 % 3,8
70 % 4,8
80 % 6,2
90 % 9,0
95 % 12,1
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Vykonnost Aptima®

Limit detekce u subtypt a skupin HIV-1

Pro skupinu M HIV-1 (subtypy A, C, D, F, G, CRF01_AE, CRF02_AG) a skupiny N a O bylo
vytvofeno sedm paneld doplnénim kultivovaného viru HIV-1 nebo pozitivnich klinickych
vzork(l do HIV-1 negativni lidské plazmy (0 az 40 kopii/ml). Kazdy ¢len panelu byl testovan
v 30 replikatech se dvéma Sarzemi reagencii, celkem 60 replikat(l na ¢lena panelu. PFfifazeni
koncentrace pro klinické vzorky nebo kultivované viry bylo uréeno pomoci srovnavaciho
testu. Analyza Probit byla provedena s cilem ziskat 50 % a 95 % pfedvidanych limitd
detekce. Dle CLSI EP17-A2 (39) byly vysledky ze SarZe reagencii s nejvy$Si koncentraci pro
predvidany limit detekce definovany jako limit LoD a uvadi je Tabulka 4.

Tabulka 4: Limit detekce u subtypt a skupin HIV-1

Subtyp/skupina Predvidany limit Koncentrace

detekce (kopie/ml)

50 % 3,0
A

95 % 12,3

50 % 1,8

CRFO01_AE
95 % 6,2
50 % 3,4
CRF02_AG

95 % 15,4

50 % 2,0
Cc

95 % 10,7

50 % 3,7
D

95 % 14,0

50 % 21
F

95 % 8,3

50 % 3,1
G

95 % 17,5

50 % 1,2
N

95 % 7,8

50 % 1,8
o

95 % 8,0
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Aptima° Vykonnost

Linearni rozsah

Linearni rozsah testu Aptima HIV-1 Quant Dx byl stanoven testovanim panel(, které
zahrnovaly kultivovany HIV-1 virus, subtyp B fedény v HIV-1 negativni lidské plazmé dle
normy CLSI EP06-A (40). Koncentrace v panelech spadaly do rozsahu 1,30 az 7,30 log
kopii/ml. Testovani bylo provedeno na sedmi systémech Panther se dvéma Sarzemi
reagencii testu Aptima HIV-1 Quant Dx. Jak znazorriuje Obrazek 6, test Aptima Quant Dx
prokazal linearitu v testovaném rozsahu.

8.00
7.00
6.00 -
R?=0.9994
5.00
4.00 -

3.00 -

2.00 -

Test Aptima HIV-1 Quant Dx (log kopii/ml)

1.00

0.00

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Cilova koncentrace (log kopii/ml)

Obrazek 6. Linearita testu Aptima HIV-1 Quant Dx
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Vykonnost Aptima®

Linearita u subtypu a skupin HIV-1

Linearni odpovéd pro test Aptima HIV-1 Quant Dx ve skupiné M (subtypy A, B, C, D, F, G, H,
CRFO01_AE) a skupinach N a O byla potvrzena testovanim paneld, které zahrnovaly HIV-1
transkript nafedény v pufru v koncentracich v rozsahu 2,00 az 6,70 log kopii/ml. Testovani
bylo provedeno na &tyfech systémech Panther a Sesti zpracovanich. Linearita byla
prokazana v testovaném rozsahu (Obrazek 7).

8.00
7.00
¢ Subtypy A
Subtypy B
6.00
A Subtypy C
X Subtypy D

5.00
X Subtypy AE

4.00 Subtypy F
Subtypy G
3.00 Subtypy H
Skupina N
2.00 + Skupina O

Test Aptima HIV-1 Quant Dx (log kopii/ml)

1.00 +

0.00 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

Cilova koncentrace (log kopii/ml)

Obrazek 7. Linearita ve skupiné M (subtypy A, B, C, D, F, G, H, CRF01_AE) a skupindach N a O

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 28 AW-11853-2601 Rev. 011



Aptima° Vykonnost

Spodni limit kvantifikace pomoci 3. mezinarodniho standardu HIV-1 WHO

v vs

RNA spolehlivé kvantifikovana s celkovou chybou (TE) dle normy CLSI EP17-A2 (39). Chyba
TE byla vypoctena za pouziti Westgardova modelu (TE = |zkresleni| + 2SD). Aby byla
zajiSténa spravnost a presnost méreni byla chyba TE testu Aptima HIV-1 Quant Dx
nastavena na uroven 1 log kopii/ml (tzn. LLoQ, rozdil mezi dvéma méfenimi vice nez 1 log
kopii/ml je statisticky vyznamny).

Limit LLoQ byl stanoven testovanim panelu, které zahrnovaly fedéni 3. mezinarodniho
standardu HIV-1 WHO (subtyp B, kéd NIBSC: 10/152) v HIV-1 negativni plazmé. Dle CLSI
EP17-A2 byly panely testovany se tfemi Sarzemi reagencii v replikatech po 30 pro kazdou
Sarzi z 23 zpracovani. Vysledky uvadi Tabulka 5. NejvysSi limit LLoQ pro 3 SarZe testované
pomoci testu Aptima HIV-1 Quant Dx za pouziti 3. mezinarodniho standardu HIV-1 WHO je
15 kopii/ml (1,17 log kopii/ml; 42,9 IU/ml) (Tabulka 6).

Tabulka 5: Stanoveni limitu LLoQ pro test Aptima HIV-1 Quant Dx za pouziti 3. mezinarodniho standardu
HIV-1 WHO

ooie, koncomiaco Quanids o S0 Eeeslenl - dliaTe
(log kopii/ml) (log kopii/ml) (log kopii/ml)

1,15 1,05 0,37 0,10 0,84

1,24 0,94 0,35 0,30 1,00

1,42 1,37 0,33 0,05 0,71

! 1,54 1,47 0,22 0,07 0,50
1,94 1,98 0,13 0,04 0,30

2,42 2,45 0,07 0,03 0,17

1,15 0,50 0,33 0,65 1,31

1,24 0,80 0,44 0,45 1,33

1,42 0,93 0,37 0,49 1,24

2 1,54 1,17 0,31 0,38 0,99
1,94 1,75 0,21 0,19 0,62

2,42 2,28 0,21 0,14 0,55

1,15 0,88 0,41 0,26 1,09

1,24 0,98 0,35 0,27 0,97

1,42 1,15 0,34 0,27 0,96

3 1,54 1,35 0,37 0,20 0,93
1,94 1,84 0,17 0,11 0,44

2,42 2,37 0,11 0,05 0,27

SD = smérodatna odchylka
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Tabulka 6: Souhrn limitu LLoQ pomoci 3. mezinarodniho standardu HIV-1 WHO (3 Sarze reagencii)

Sarze reagencie Limit LI:oQ Limit.LLoQ
(log kopii/ml) (kopie/ml)

1 0,94 8,7

2 1,17 15

3 0,98 9,5

Ovéreni limitu LLoQ u subtypt a skupin HIV-1

Limit LLoQ u rdznych subtypl a skupin HIV-1 byl ovéfen dle normy CLSI EP17-A2 (39). Byly
vytvofeny panely pro kaZzdou skupinu M HIV-1 (subtypy A, B, C, D, F, G, CRFO1_AE,
CRF02_AG) a skupiny N a O dopInénim poolu HIV-1 negativni lidské plazmy o pfirozené
infikované klinické vzorky nebo klinické izolaty. Testovani zahrnovalo celkem 30 replikatd na
nebo skupinu, kde byla chyba TE nizSi nez 1 log kopii/ml. NejvysSi limit LLoQ pro v§echny
testované subtypy a skupiny byl 30 kopii/ml. Tato vy33i hodnota byla zvolena jako limit LLoQ
pro test Aptima HIV-1 Quant Dx.

Tabulka 7: Ovéfeni limitu LLoQ dle subtypu nebo skupiny HIV-1

i Lo
Subtyp A 30
Subtyp CRF01_AE 10
Subtyp CRF02_AG 30
Subtyp B 10
Subtyp C 30
Subtyp D 15
Subtyp F 15
Subtyp G 30
Skupina N 10
Skupina O 15
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Presnost

V ramci hodnoceni pfesnosti testu Aptima HIV-1 Quant Dx byl panel vytvofeny doplnénim
kultivovaného viru HIV-1 subtyp B do HIV-1 negativni plazmy testovany tfemi pracovniky
obsluhy za pouziti tfi Sarzi reagencii na tfech systémech Panther béhem 20 dni (Tabulka 8).
Panel sestaval z jednoho HIV-1 negativniho ¢lena panelu a osmi HIV-1 pozitivnich ¢len(
panelu. Pfifazeni koncentrace pro klinické vzorky nebo kultivované viry bylo ureno pomoci
srovnavaciho testu.

Tabulka 8: Presnost testu Aptima HIV-1 Quant Dx

Mezi

S . Sa s Mezi V ramci
Poéet Stiedni Mezi pristroji  pracovniky  Mezi Sarzemi zpracovénimi  zpracovani Celkem
validnich koncentrace obsluhy
replikata (log kopii/ml) sD g/:/) sD ((3/:/) sD ((3/:/) sD ((zﬁv) sD (co/:I) sD ((3/:/)
137 1,80 0,00 000 003 172 000 000 o000 o000 0,16 893 0,96 9,10
157 2,37 0,00 000 005 208 001 036 008 333 015 6,19 017 7,34
160 2,47° 0,00 000 003 137 003 13 007 297 012 503 015 6,15
162 2,95 0,00 0,00 008 257 002 061 0,0 329 009 304 015 520
162 3,80 0,01t 032 003 08 002 048 006 149 007 180 0,10 2,53
159 4,93 0,00 000 002 037 004 0,77 005 110 004 0,71 0,08 1,56
162 5,69 0,00 0,00 002 027 004 066 003 058 007 129 0,09 1,58
162 6,71 0,00 0,00 001 022 004 052 004 060 005 078 008 1,13

CV = koeficient variability, SD = smérodatna odchylka

@ Tento &len panelu byl nafedén v poméru 1 : 3 pomoci roztoku k fedéni vzorku a otestovan s cilem vyhodnotit pfesnost nafedéného
vzorku.

Poznamka: Variabilita nékterych faktorti mze byt ¢iselné negativni, coz mize nastat, pokud je variabilita zplisobena témito faktory
velmi mala. Pokud k tomu dojde, SD = 0 a CV = 0 %. Celkovy pocet testovanych replikatt byl 162 pro kazdy panel. Analyzovany
byly pouze replikaty s numerickou hodnotou.
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Potencialné interferujici latky

Byla vyhodnocena citlivost testu Aptima HIV-1 Quant Dx na interferenci zvySenych hladin
endogennich latek a Iéky bézné predepisovanymi u osob infikovanych HIV-1. Testovany byly
vzorky HIV-1 negativni lidské plazmy a vzorky doplnéné do koncentrace 3 log kopii/ml HIV-1
RNA.

Nebyla zjisténa Zadna interference ve vykonnosti testu Aptima HIV-1 Quant Dx v pfitomnosti
albuminu (90 mg/ml), hemoglobinu (5 mg/ml), triglyceridl (30 mg/ml) nebo nekonjugovaného
bilirubinu (0,2 mg/ml).

Nebyla zjisténa Zadna interference ve vykonnosti testu Aptima HIV-1 Quant Dx v pfitomnosti
exogennich latek, které uvadi Tabulka 9, v koncentracich odpovidajicich minimalné
trojnasobku C,5x (lidska plazma).

Tabulka 9: Exogenni latky

Pool
exogennich Testované exogenni latky
latek
1 Lopinavir, indinavir, saquinavir, ritonavir, nelfinavir mesylate, darunavir,
amprenavir, atazanavir
2 Nevirapin, efavirenz, rilpivirin, klarithromycin, amfotericin B
3 Tenofovir disoproxil fumarat, adefovir dipivoxil, ribavirin, enfuvirtid, maraviroc,
raltegravir, dolutegravir
4 Abacavir sulfat, didanosin, zidovudin, lamivudin, stavudin, entecavir, telbivudin,
emtricitabin
5 Paroxetin HCI, fluoxetin, sertralin
6 Ganciclovir, valacyclovir, acyclovir, rifampin/rifampicin, ethambutol
7 Ciprofloxacin, azithromycin, amoxicilin, cefalexin, ampicilin, trimethoprim
8 Valganciclovir hydrochlorid, boceprevir, telaprevir, simeprevir, sofosbuvir
9 Pegylovany interferon alfa -2b, interferon alfa -2a, interferon alfa -2b
10 Heparin, EDTA, citrat sodny
11 Tipranavir
12 Isoniazid
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Klinické vzorky plazmy, které uvadi Tabulka 10, od pacientl se zvySenymi hladinami
definovanych latek nebo od pacientl s uvedenymi onemocnénimi byly testovany pomoci
testu Aptima HIV-1 Quant Dx s pfitomnosti 3 log kopii HIV-1 RNA nebo bez nich. Nebyla
pozorovana zadna interference ve vykonnosti.

Tabulka 10: Typy testovanych klinickych vzorka

Typy klinickych vzorki

1 Revmatoidni faktor (RF)

2 Antinuklearni protilatky (ANA)

3 Protilatky anti-Jo-1 (JO-1)

4 Systémovy lupus erythematosus (SLE)
5 Revmatoidni artritida (RA)

6 RoztrouSena skleréza (MS)

7 Hyperglobulinemie

8 Zvysena alaninaminotransferaza (ALT)
9 Alkoholicka cirhéza (AC)

10 Mnohocetny myelom (MM)

1" Lipémie (zvySena hladina lipid()

12 Ikterus (zvy$eny bilirubin)

13 Hemolyza (zvy$eny hemoglobin)

14 Zvyseny protein albumin

15 Protilatky proti HCV

16 Protilatky proti HBV

17 Protilatky proti HIV-2
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Specificita

Specificita testu Aptima HIV-1 Quant Dx byla stanovena pomoci 120 Cerstvych
a 510 zmrazenych HIV-1 negativnich vzork( plazmy a pomoci 120 Cerstvych
a 510 zmrazenych HIV-1 negativnich vzork(l séra. VSechny vysledky byly nereaktivni

(specificita 100 %: 95% CI: 99,4-100%).

Tabulka 11: Specificita ve vzorcich plazmy a séra

Cerstva Zmrazena Celkova Cerstvé Zmrazené Celkové
plazma plazma plazma sérum sérum sérum
Platnych replikata 120 510 630 120 510 630
(n)
Nereaktivni 120 510 630 120 510 630
. 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Specificita (95% CI) (97 0-100)  (99,3-100)  (99,4-100)  (97,0-100)  (99,3-100)  (99,4—100)
ClI = interval spolehlivosti
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Vykonnost

Analyticka specificita

Potencialni kfizova reaktivita s patogeny (Tabulka 12) byla hodnocena u testu Aptima HIV-1
Quant Dx v pfitomnosti nebo nepfitomnosti 3 log kopii/ml HIV-1 RNA v HIV-1 negativni
plazmé. V pfitomnosti patogenl nebyla zjiSténa zadna interference s vykonnosti testu.

Tabulka 12: Patogeny testované na analytickou specificitu

Patogen Koncentrace
Virus hepatitidy A 100 000 PFU/mI?
Virus hepatitidy B 100 000 |U/ml°
Virus hepatitidy C 100 000 IU/ml
Virus hepatitidy G 100 000 kopii/ml
Herpes simplex virus 1 (HSV-1) 100 000 PFU/mlI
Herpes simplex virus 2 (HSV-2) 75000 PFU/mlI
Lidsky herpes virus 6 100 000 kopii/ml
Lidsky herpes virus 8 42 000 PFU/ml
HIV-2 5500 PFU/mI
"'ds\'fi‘l’r JS"{I_':‘TfI‘_’\tI’fp“' 100 000 vp/ml°
Virus zapadonilské horecky 100 000 kopii/ml
Parvovirus B19 100 000 1U/mI
Cytomegalovirus 100 000 kopii/ml
Epstein-Barr virus 100 000 kopii/ml
Adenovirus typu 5 100 000 PFU/mI
Virus Dengue 100 000 kopii/ml
Virus influenzy A 100 000 PFU/mlI
Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/ml°
Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/ml
Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/mi
Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/mi
Chlamydia trachomatis 300 000 IFU/mI®
Candida albicans 1000 000 CFU/mI
# PFU/mI = jednotky tvofici plaky na ml.
® |U/ml = mezinarodni jednotky na ml.
°vp/ml = virové &astedky na m.
¢ CFU/mI = jednotky tvofici kolonie na ml.
°IFU/ml = jednotky tvofici inkluze na ml.
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Opakovatelnost klinickych vzorku

Deset klinickych vzork( plazmy bylo testovano ve tfech replikatech pomoci testu Aptima HIV-1
Quant Dx. Prdmérnou koncentraci a smérodatnou odchylku uvadi Tabulka 13.

Tabulka 13: Opakovatelnost klinickych vzorkd

Pramérna
Vzorek koncentrace SD
(log kopii/ml)
1 2,57 0,06
2 3,20 0,03
3 3,24 0,06
4 3,97 0,02
5 4,20 0,05
6 4,85 0,01
7 5,17 0,04
8 5,51 0,06
9 5,84 0,02
10 6,64 0,00
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Redéni vzorki pomoci roztoku k fedéni vzorkd

K hodnoceni Ffedéni vzorkl byl testovan panel sestavajici z 11 vzork s koncentracemi

v linearnim rozsahu testu Aptima HIV-1 Quant Dx zahrnujici dva vzorky nad hornim limitem
kvantifikace testu v Cisté formé a nafedéné formé (1: 3 nebo 1: 100 v roztoku k Fedéni
vzork(l) ve tfech opakovanich (Tabulka 14).

Tabulka 14: Redéni vzorku

3 Primérna cista Pramérna hlasena
Redéni koncentrace koncentrace® Rozdil
(log kopii/ml) (log kopii/ml)
2,57 2,72 0,15
3,20 3,33 0,13
3,24 3,55 0,30
3,97 4,05 0,07
4,20 4,24 0,04
1:3 4,85 4,81 -0,04
5,17 5,08 -0,08
5,51 5,32 -0,19
5,84 5,94 0,10
6,64 6,66 0,02
2,46° 2,19 -0,27
1:100 > 7,00 (7,16°) 7,48 0,32
1:100 > 7,00 (7,40°° 7,39 -0,01

@ Hlagena koncentrace je hodnota uvadéna systémem Panther po pouZiti faktoru Fedéni.
b Doplnény vzorek
© Véechny vysledky > 7,00 log kopii/ml byly odhadovany pomoci dalsi analyzy.
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Korelace metod

Vykonnost testu Aptima HIV-1 Quant Dx byla hodnocena proti srovnavacimu testu

s oznacenim CE testovanim nefedénych klinickych vzork(l plazmy od pacientl infikovanych
HIV-1 na Ctyfech systémech Panther se dvéma Sarzemi reagencii. Celkem bylo testovano
pro linearni regresi 342 zmrazenych a 108 Cerstvych vzorkl plazmy s kvantifikovatelnymi
vysledky v testu Aptima HIV-1 Quant Dx a srovnavacim testu (Obrazek 8). Vzorky zahrnovaly
skupinu M HIV-1 (subtypy A, B, C, D, F, G, H, CRF01_AE, CRF02_AG).

8.00 ~

7.00
—— y=1.02x-0.07
R2=0.94 oE @0

6.00 -

5.00 -

4.00 -

3.00

2.00

Test Aptima HIV-1 Quant Dx (log kopii/ml)

1.00

0.00 T T T T T T T ]
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Srovnavaci test (log kopii/ml)

Obrazek 8. Korelace mezi testem Aptima HIV-1 Quant Dx a srovnavacim testem

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 38 AW-11853-2601 Rev. 011



Aptima° Vykonnost

Diagnosticka shoda

K vyhodnoceni diagnostické shody byly testovany vzorky od HIV-1 pozitivhich osob za
pouziti testu Aptima HIV-1 Quant Dx a srovnavaciho kvalitativniho testu na HIV-1

s oznacenim CE: 414 vzork(l mélo platné vysledky (Tabulka 15). Vysledky obou testl byly
kategorizovany nasledovné. Jakykoli vysledek poskytujici kvantifikovatelny nebo
detekovatelny vysledek byl kategorizovan jako ,Detekovano®. Jakykoli vysledek, u kterého
nebyl detekovan cil, byl kategorizovan jako ,Cil nedetekovan®.

Tabulka 15: Diagnosticka shoda mezi testem Aptima HIV-1 Quant Dx a srovnavacim testem

Test Aptima HIV-1 Quant Dx

Detekovano Cil nedetekovan
Detekovano 214 0
Srovnavaci test
Cil nedetekovan 0 200

Prenos

Aby se zjistilo, zda systém Panther minimalizuje riziko faleSné pozitivnich vysledku
vyplyvajicich z pfenosu kontaminace, byla provedena vicenasobna analyticka studie

s vyuzitim doplnénych panell ve dvou systémech Panther. Pfenos byl hodnocen pomoci
dopInénych vzorkl s vysokym titrem HIV-1 (7 log kopii/ml) rozdélenymi mezi HIV-1 negativni
vzorky v Sachovnicovém vzorci. Testovani bylo provedeno v péti zpracovanich. Celkova mira
pfenosu byla 0 % (n = 469).
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Panel sérokonverze

Devatenact HIV-1 soubor( panelu sérokonverze zahrnujicich 204 vzorku bylo testovano
pomoci testu Aptima HIV-1 Quant Dx. Detekce HIV-1 RNA byla srovnana s detekci pomoci
antigenovych testd p24 a pomoci protilatkovych testdl HIV-1/2. Pocet dni do prvniho reaktivniho
vysledku pomoci antigenovych testll p24, protilatkovych testl anti-HIV 1/2 a testu Aptima HIV-1
Quant Dx uvadi Tabulka 16. Test Aptima HIV-1 Quant Dx detekoval HIV-1 RNA v priméru
5,58 a 11,16 dni pfed antigenovym testem p24, resp. protilatkovymi testy anti-HIV 1/2.

Tabulka 16: Souhrn tudaji panelu sérokonverze

o . . - Rozdil ve dnech do prvniho
. N Pocet dni do prvniho reaktivniho . . . .
Pocet reaktivnich ¢lend panelu vysledku reaktivniho vysledku (na zakladé

Poéet data krvaceni)

ID panelu Eest?vanych Aotima Atima Poéet dni Poéet dni
€lent panelu I-’I)IV-1 Antigen Protilatka I-’I)IV-1 Antigen Protilatka dFivéjSidetekce dFivéjSidetekce
p24 HIV anti-HIV 1/2 p24 HIV anti-HIV 1/2 pred antigenem pred protilatkou

Quant Dx Quant Dx p24 HIV anti-HIV 1/2
6248 7 3 2 1 14 18 25 4 1
6243 10 6 3 2 18 25 32 7 14
6247 9 4 4 1 21 21 30 0 9
9016 10 3 2 0 27 30 34° 3 7
9018 11 5 3 2 21 28 32 7 1
9020 22 5 4 1 83 87 97 4 14
9021 17 5 4 1 43 47 57 4 14
9022 9 3 2 1 23 25 32 2 9
9023 22 5 3 0 71 78 85° 7 14
9030 16 5 3 1 40 47 54 7 14
9034 13 4 3 1 41 46 53 5 12
9089 6 5 3 2 7 16 20 9 13
12008 13 7 4 4 21 28 33 7 12
PRB962 6 4 2 0 7 14 17° 7 10
PRB963 7 4 2 0 9 17 21° 8 12
PRB966 10 5 3 2 35 44 48 9 13
PRB974° 4 3 2 1 7 9 16 2 9
PRBO75" 5 3 1 0 7 14 142 7 7
PRB978° 7 3 1 0 26 33 33° 7 7
Pramér 5,58 11,16

Celkem 204 82 51 20

Median 7 12

#V$echna krvaceni v tomto panelu byla nereaktivni na protilatku anti-HIV 1/2. Posledni krvaceni bylo pouzito jako ,Pocet dni do prvniho
reaktivniho vysledku®.

Testovani protilatek anti-HIV 1/2 bylo provedeno pomoci testu Abbott Anti-HIV 1/2 s nasledujicimi vyjimkami:

b Panely PRB974, PRB975 a PRB978 byly testovany pomoci testu Siemens Anti-HIV 1/2.

Antigenové testovani p24 HIV-1 bylo provedeno pomoci testu Coulter HIV-1 p24 Ag s nasledujicimi vyjimkami:

b Panely PRB974, PRB975 a PRB978 byly testovany pomoci testu BioMerieux p24 Ag.
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Studie ekvivalence séra, plazmy

K vyhodnoceni ekvivalence byly testovany pfifazené vzorky séra a plazmy (25 HIV-1
pozitivnich a 25 HIV-1 negativnich) a 40 vzork( dopInénych o kultivovany HIV-1 (50 az

1 000 000 kopii/ml v HIV-1 negativni plazmé a séru) pomoci testu Aptima HIV-1 Quant Dx.
Negativni shoda byla 100,0% (95% CI: 97,0-100,0 %). Pozitivni shoda byla 98,4% (95% CI:
95,4-99,5 %).
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