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Obecné informace Aptima®

Obecné informace

Uréené pouziti
Test Aptima® HBV Quant je test amplifikace nukleovych kyselin in vitro ke kvantifikaci DNA
viru hepatitidy B (HBV) v lidské plazmé a séru na plné automatizovaném systému Panther™.

Plazma muze byt pfipravena v kyseliné ethylendiamintetraoctové (EDTA), antikoagulacnim
roztoku citrat-dextréza (ACD) a zkumavkach na pfipravu plazmy (PPT). Sérum muze byt
pfipraveno v sérovych zkumavkach a zkumavkach k separaci séra (SST). Vzorky se testuji za
pouziti plné automatizovaného systému Panther ke zpracovani vzorku, amplifikaci a kvantifikaci.
Vzorky obsahujici HBV genotypy A, B, C, D, E, F, G a H jsou pro kvantifikaci v testu validovany.

Test Aptima HBV Quant je uren k pouziti jako pomucka pfi [é€bé pacientl s chronickymi
infekcemi HBV, ktefi podstupuji antivirovou l1é¢bu HBV. Test mlze byt pouzit k méfeni
koncentrace DNA HBV na zacatku IéCby a v jejim pribéhu jako pomucka pfi hodnoceni
virové odpovédi na IéCbu. Vysledky testu Aptima HBV Quant museji byt interpretovany

v kontextu v§ech relevantnich klinickych a laboratornich nalezu.

Test Aptima HBV Quant neni uren k pouZiti jako screeningovy test na pfitomnost DNA HBV
v krvi nebo krevnich produktech ani jako diagnosticky test k potvrzeni pfitomnosti infekce HBV.

Shrnuti a vysvétleni testu

Virus hepatitidy B, jeden z nékolika virli, o nichz je znamo, ze zpusobuji hepatitidu, byl
pfipisovan celozivotni infekci HBV, cirh6ze jater, rakoviné jater, selhani jater a pfipadné smrti.
Svétova zdravotnicka organizace (WHO) uvadi HBV jako jednu z nejbéznéjSich infek&nich
chorob na svété. Prevalence infekce HBV a zplsob pfenosu se po celém svété znacéné lisi.
Podle celosvétovych odhadu v roce 2019 Zilo s chronickou infekci HBV 296 milionu lidi."
Infekce HBV zvysuje riziko jaterni dekompenzace, cirhézy a hepatocelularniho karcinomu
(HCC). Celosvétova mortalita se pohybuje v rozmezi od 0,5 do 1,2 milionu umrti roéné

a jedna se o pfic¢inu 5-10 % transplantaci jater.>* Bez vhodné |é¢by, intervence a sledovani
po diagndze se pétilety kumulativni vyskyt cirh6zy pohybuje v rozmezi 8-20 %. Po rozvoiji
cirhézy je rocni riziko hepatocelularniho karcinomu 2-5 %.*

HBV obsahuje kruhovy, ¢aste¢né dvouvlaknovy DNA genom s priblizné 3200 pary bazi,
ktery kéduje Ctyfi Castecné se prekryvajici oteviené &teci ramce (ORF, open reading frames)
exprimujici polymerazu, povrchovy protein, vnitfni protein (precore/core) a proteiny

z regionu X. Polymerazovy ORF pfekryva ostatni tfi ORF a koéduje kliCovy virovy replikacni
protein — polymerazu. Povrchovy ORF exprimuje tfi proteiny, které jsou nezbytné

k morfogenezi viru, vstupu viru do hepatocytl a provokovani imunitni reakce hostitele.®
HBV ma 8 genotypl (A-H), které se obvykle vyskytuji v odliSnych zemépisnych oblastech.

Vzhledem k dynamické povaze chronickych infekci hepatitidou B je obzvlast dllezité
pribézné sledovat koncentrace DNA HBV a alaninaminotransferazy (ALT).® U vétSiny osob
infikovanych HBV, které podstupuji 1é¢bu antivirotiky, je cilem potlaceni DNA HBV.
Osvédc&enym nastrojem ke sledovani virové zatéze DNA HBV v prubéhu IéCby jsou
kvantitativni stanoveni nukleovych kyselin s Sirokym linearnim rozsahem.
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Principy postupu

Test Aptima HBV Quant je test amplifikace nukleovych kyselin in vitro, ktery pouziva
technologii transkripci mediované amplifikace (TMA) v redlném Case v systému Panther ke
kvantifikaci DNA HBV genotypl A, B, C, D, E, F, G a H. Test Aptima HBV Quant se zamérfuje
na dvé vysoce konzervované oblasti v polymerazovych genech a genech povrchovych
proteind (pro zvySenou toleranci k potencialnim mutacim). Tento test je standardizovan podle
tfetiho mezinarodniho standardu WHO pro virus hepatitidy B (kéd NIBSC: 10/264).

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

Béhem zachytu cile je ze vzorku izolovana virova DNA. Na vzorek je pouzit detergent, aby
doslo k solubilizaci virové schranky, denaturaci proteint a uvolnéni genomické DNA viru.
Zachycené oligonukleotidy hybridizuji do vysoce konzervovanych oblasti DNA HBYV, jsou-li

v testovacim vzorku pfitomny. Hybridizovany cil je poté zachycen na magnetické
mikrocastecky, které jsou oddéleny od vzorku v magnetickém poli. Kroky promyvani odstrani
z reakeéni zkumavky nadbytené slozky.

Amplifikace cile probiha prostfednictvim TMA, coz je metoda transkripci mediované
amplifikace nukleové kyseliny vyuzivajici dva enzymy, reverzni transkriptazu a RNA
polymerazu T7 Moloneyho viru mysi leukemie (MMLV). Reverzni transkriptaza slouzi

k vytvofeni kopie DNA (obsahujici promotorovou sekvenci RNA polymerazy T7) cilové
sekvence. RNA polymeraza T7 vytvaii viceCetné kopie amplikonu RNA z templatu kopie
DNA. Test Aptima HBV Quant vyuziva metodu TMA k amplifikaci dvou oblasti genomu HBV
(gen polymerazy a gen povrchovych protein(i). Amplifikace téchto oblasti je dosazeno
pomoci specifickych primer navrzenych k amplifikaci genotypd HBV A, B, C, D, E, F, G a H.
Pfistup s dudlni cilovou oblasti s designem primertl zaméfenych na vysoce konzervované
regiony zajistuje pfesnou kvantifikaci DNA HBV.

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, zhasec
je v tésné blizkosti fluoroforu a potladuje fluorescenci. Po navazani indikatoru na amplikon se
zhasel posune dale od fluoroforu a po excitaci zdrojem svétla zacne emitovat signal
specifické vinové délky. Cim vice indikator hybridizuje k amplikonu, tim vétsi fluorescenéni
signal je generovan. Cas potfebny k tomu, aby fluorescenéni signal dosahl uréené prahové
hodnoty, je umérny pocatec¢ni koncentraci HBV. Kazda reakce ma svuj vnitfni kalibrator /
vnitfni kontrolu (IC), ktera kontroluje variabilitu ve zpracovani vzorku, amplifikaci a detekci.
Koncentrace vzorku je stanovena softwarem systému Panther pomoci signalt HBV a IC pro
kazdou reakci a jejich porovnanim s kalibracnimi udaiji.

Souhrn udaji o bezpecnosti a funkéni zplsobilosti

Souhrn udajl o bezpec€nosti a funkéni zpusobilosti (Summary of Safety and Performance —
SSP) je k dispozici v evropské databazi zdravotnickych prostfedkd (Eudamed), kde je
propojen s pfislusnymi identifikatory prostfedku (Basic UDI-DI). Souhrn SSP k testu Aptima
HBV Quant mlzete vyhledat pomoci zakladniho jedine¢ného identifikatoru prostfedku
(BUDI): 54200455DIAGAPTHBVAF.
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Vystrahy a preventivni opatreni
A. Pro diagnostické pouZiti in vitro.

B. Pro profesionalni pouziti.

C. Pred provedenim testu si peclivé prectéte celou pfibalovou informaci a pfirucku obsluhy
systému Panther / Panther Fusion™. Snizite tak riziko vyskytu neplatnych vysledka.

D. Reagencie pro zesileni cile (TER) je korozivni. Viz informace v bezpecnostnim listu na
konci tohoto oddilu.

Souvisejici s laboratofi

E. UPOZORNENI: Kontroly tohoto testu obsahuiji lidskou plazmu. Z testovani pomoci
postupti schvalenych Ufadem pro kontrolu potravin a légiv v USA vyplyva, Ze plazma
nereaguje na povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg), protilatky proti HCV, protilatky proti
HIV-1 a HIV-2 a antigen HIV. Kromé toho plazma pfi testovani pomoci schvalenych testl
nukleovych kyselin nereaguje na DNA HBV, RNA HCV a RNA HIV-1. V§echny materialy
pochazejici z lidské krve je nutné povazovat za potencialné infekéni a je nutné s nimi
manipulovat dle univerzalnich bezpecénostnich opatfeni.”®®

F. Tento test mohou pouzivat pouze pracovnici s nalezitym Skolenim v pouziti testu Aptima
HBV Quant a v manipulaci s potencialné infek&nimi materialy. Pokud dojde k rozliti, ihned
provedte dezinfekci podle pfislusnych postupl daného pracovisté.

G. Pouzivejte pouze dodané nebo uréené jednorazové laboratorni vybaveni.

H. Dodrzujte bézna laboratorni bezpeénostni opatfeni. Nepipetujte usty. Ve vyhrazenych
pracovnich prostorech nejezte, nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi
soupravy pouZzivejte jednorazové rukavice bez pudru, ochranné bryle a laboratorni plasté.
Po manipulaci se vzorky a reagenciemi soupravy si peclivé omyijte ruce.

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

J. Veskeré materialy, které pfisly do styku se vzorky a reagenciemi, zlikvidujte v souladu
s mistnimi a narodnimi pfedpisy.”**' Dikladné vycistéte a vydezinfikujte vSechny
pracovni povrchy.

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

L. Zasady spravné praxe v molekularnich laboratofich zahrnuji monitorovani prostfedi.
Pro monitorovani prostfedi laboratofe se doporucuje nasledujici postup:

1. Zajistéte si vatovou tyCinku a par alikvotacnich zkumavek na vzorky Aptima
(Specimen Aliquot Tube, SAT).

2. Kazdou zkumavku SAT pfislusnym zpUisobem oznacte.

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

4. Chcete-li odebrat vzorky povrchu, vatovou ty&inku lehce navihéete deionizovanou
vodou bez nukleaz.

5. Otfete pozadovany povrch vertikalnim pohybem shora doll. Otocte ty€inku pfiblizné
o jednu polovinu otoCky a zaroven provadéjte stér z mista.
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6. Okamzité ulozte vzorek stéru do zkumavky a jemnym ota¢enim tycinkou v fedicim
roztoku extrahujte pfipadné materialy ziskané stérem. Pfitisknéte ty€inku ke strané
transportni zkumavky s cilem vyextrahovat co nejvice tekutiny. Zlikvidujte tyCinku
a zkumavku uzavrete.

7. Zopakuijte kroky u zbyvajicich vzorkl stéru.

8. Provedte molekularni analyzu stéru.

Souvisejici se vzorky

M. Vzorky mohou byt infekéni. Pfi provadéni testu dodrzujte univerzalni bezpe€nostni

opatfeni.”*® Zpusoby manipulace a likvidace museji odpovidat mistnim predpistm.*
Tento test mohou pouzivat pouze pracovnici fadné vyskoleni v pouzivani testu
Aptima HBV Quant a v manipulaci s infek&nimi materialy.

. Chcete-li zabezpedit integritu vzorku, dodrzujte pfi pfepravé vzork(l fadné podminky

uchovavani. Stabilita vzorkl za jinych nez doporu¢enych pfepravnich podminek
nebyla hodnocena.

Pfi manipulaci se vzorky zabrarite kfizové kontaminaci. Zejména davejte 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.

Q.

Soupravu reagencii, kalibrator ani kontroly nepouzivejte po datu pouzitelnosti.

Nezaménujte, nemichejte ani nekombinujte reagencie analyzy ze souprav s riznymi Cisly
hlavni Sarze. Kapaliny testu mohou pochazet z rliznych Sarzi. Kontroly a kalibrator mohou
pochazet z riznych Sarzi.

Zabrarite mikrobialni a nukleazové kontaminaci reagencii.

S. VSechny reagencie testu uzaviete a uchovaveijte pfi uvedené teploté. PFfi nespravném

V.

uchovavani reagencii testu mize byt negativné ovlivnéna funkéni zplsobilost testu. DalSi
informace naleznete v ¢astech PoZadavky na uchovéavani reagencii a zachazeni s nimi
a Postup testu na systému Panther.

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

. Zamezte kontaktu TER s kuzi, o¢ima a sliznicemi. Pokud dojde ke kontaktu s touto

reagencii, oplachnéte postizené misto vodou. Pokud dojde k rozliti této reagencie, zfedte
ji vodou a postupuijte podle pfislusnych postupl na pracovisti.

Nékteré reagencie v této sadé jsou oznaceny symboly s informacemi o nebezpedi.
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Poznamka: Informace o nebezpecdi jsou v souladu s klasifikacemi bezpecnostnich listd
(Safety Data Sheet, SDS) EU. Informace o nebezpecich specifické pro vas region najdete
v bezpeénostnim listu specifickém pro dany region v knihovné bezpecnostnich listl
(Safety Data Sheet Library) na adrese www.hologicsds.com. DalSi informace o symbolech
najdete v legendé symboll na adrese https://www.hologic.com/package-inserts.

Informace o nebezpedi pro Severni Ameriku

Kontroly sady HBV VL
Lidské sérum / lidska plazma, 95-100 %
Azid sodny, <1%

Reagencie pro zesileni cile
Lithium Hydroxide, Monohydrate, 5-10 %

NEBEZPECI

H302 — Zdravi skodlivy pfi poziti.

H314 — Zpusobuje tézké poleptani klGize a poskozeni oci.

P264 — Po manipulaci dukladné omyijte tvaF, ruce a exponované ¢asti kuze.

P270 — Pfi pouzivani tohoto vyrobku nejezte, nepijte ani nekufte.

P330 — Vyplachnéte usta.

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

P260 — Nevdechujte prach/dym/plyn/mihu/pary/aerosoly.

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

P301 + P330 + P331 — PRI POZITI: Vyplachnéte Gsta. NEVYVOLAVEJTE zvraceni.

P303 + P361 + P353 — PRI STYKU S KUZi (nebo s vlasy): Veskeré kontaminované &asti odévu
okamzité svléknéte. Oplachnéte kuzi vodou [nebo osprchuite].

P304 + P340 — PRI VDECHNUTI: Pfeneste osobu na &erstvy vzduch a ponechte ji v poloze
usnadriujici dychani.

P305 + P351 + P338 — PRI ZASAZENI OCI: N&kolik minut opatrn& vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni €ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.
P321 — Odborné osetfeni (viz dodate¢né pokyny tykajici se prvni pomoci uvedené na tomto Stitku).
P363 — Kontaminovany odév pfed opétovnym pouzitim vyperte.

P405 — Skladujte uzaméené.

P301 + P317 — PRI POZITI: Vyhledejte lékafskou pomoc.

P316 — Okamzité vyhledejte Iékarfskou pomoc.

Informace o nebezpeci pro EU

Amplifika¢ni reagencie
Magnesium Chloride 60-65 %

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

Enzymova reagencie
HEPES 1-5 %
Triton X-100 1-5 %

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi G&inky.
P273 — Zabrante uvolnéni do Zivotniho prostredi.
P501 — Odstrarite obsah/obal ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.
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Rekonstitu¢ni roztok pro enzymy
Glycerol, 20-25 %

Triton X-100, 5-10 %

HEPES 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.

Promotorova reagencie
Magnesium Chloride 60-65 %

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

Reagencie pro zachyt cile
HEPES 15-20 %

Lauryl Sulfate Lithium Salt 5-10%
Succinic Acid 1-5%

Lithium Hydroxide, Monohydrate 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.

Kalibratory sady HBV VL

HEPES 15-20 %

Lauryl Sulfate Lithium Salt 5-10%
Succinic Acid 1-5%

Lithium Hydroxide, Monohydrate 1-5 %

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
P273 — Zabrante uniku do zivotniho prostiedi.
P501 — Obsah/obal zlikvidujte ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Kontroly sady HBV VL
Lidské sérum / lidska plazma, 95-100 %
Azid sodny, <1%

NEBEZPECI

H300 - P¥i poziti mGze zplsobit smrt.

H410 — Vysoce toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi uginky.

P264 — Po manipulaci dukladné omyijte tvaF, ruce a exponované ¢asti kuze.

P273 — Zabrarite uvolnéni do zivotniho prostredi.

P301 + P310 — PRI POZITi: Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo
lékare.

P321 — Odborné osetfeni (viz dodate¢né pokyny tykajici se prvni pomoci uvedené na tomto Stitku).
P330 — Vyplachnéte usta.

P391 — Unikly produkt seberte.

Aptima HBV Quant Assay
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Obecné informace Aptima®

Reagencie pro zesileni cile
Lithium Hydroxide, Monohydrate, 5-10 %

NEBEZPECI

H302 — Zdravi Skodlivy pfi poziti.

H314 — Zpusobuje tézké poleptani klGize a poskozeni odi.

P264 — Po manipulaci dukladné omyijte tvaF, ruce a exponované asti kuze.

P270 — Pfi pouzivani tohoto vyrobku nejezte, nepijte ani nekufte.

P330 — Vyplachnéte usta.

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

P260 — Nevdechujte prach/dym/plyn/mihu/pary/aerosoly.

P280 — Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/oblic¢ejovy Stit.

P301 + P330 + P331 — PRI POZITI: Vyplachnéte Gsta. NEVYVOLAVEJTE zvraceni.

P303 + P361 + P353 — PRI STYKU S KUZI (nebo s vlasy): Veskeré kontaminované &asti odévu
okamzité svléknéte. Oplachnéte kdzi vodou [nebo osprchujte].

P304 + P340 — PRI VDECHNUTI: Pfeneste osobu na &erstvy vzduch a ponechte ji v poloze
usnadriujici dychani.

P305 + P351 + P338 — PRI ZASAZENI OCI: N&kolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.
P310 — Okamzit& volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo lékare.

P321 — Odborné oSetfeni (viz doplfiujici pokyny pro prvni pomoc na tomto $titku).

P363 — Kontaminovany odév pfed opétovnym pouzitim vyperte.

P405 — Skladujte uzamcéené.
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Pozadavky na uchovavani reagencii a zachazeni s nimi

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

Uchovavani Oteviena souprava (po rekonstituci)
Reagencie Vv heotevieném
stavu Uchovavani Stabilita
Amplifikaéni reagencie qHBV 2°Caz8°C
Rekonstitu¢ni roztok pro amplifikaci gHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Enzymova reagencie qHBV 2°Caz8°C
Rekonstitugni roztok pro enzymy gHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Promotorova reagencie gHBV 2°Caz8°C
Rekonstituéni roztok promotoru qHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Reagencie pro zachyt cile qHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®

Jednorazova lahvicka

gHBV PCAL (pozitivni kalibrator) -15°Caz-35°C 15°Caz30°C Pouzijte do 24 hodin
HBV NC CONTROL vni kontrol 15 °C az -35 °C 15 °C a3 30 °C Jednorazova lahvicka
g ~ (negativni kontrola) Pouzijte do 24 hodin
qHBV LPC CONTROL + 15 °C a3 -35 °C 15°C a3 30 °C Jednorazova lahvicka
(slabé pozitivni kontrola) az az Pouziite do 24 hodin
qHBV HPC CONTROL + 15 °C a2 35 °C 15°C 2230 °C Jednorazovd lahvicka
(vysoce pozitivni kontrola) Pouzijte do 24 hodin
Reagencie pro zesileni cile gHBV 15°Caz30°C 15°Caz30°C 30 dni®

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

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

C. Reagencie ulozené v systému Panther maji stabilitu v pfistroji 72 hodin. Reagencie Ize
vlozit do systému Panther az 8 krat. Systém Panther zapiSe kazdé vloZeni reagencii.

D. Po rozmrazeni kalibratoru musi byt roztok &iry, tzn. nesmi byt kalny a nesmi obsahovat
precipitaty. Dbejte na to, aby se srazeniny rozpustily. Kalibrator nepouzivejte, pokud
vznikl gel, sraZzenina nebo zakal.

E. Promotorova reagencie a rekonstituovana promotorova reagencie jsou fotosenzitivni.
Pfi uchovavani a pfipravé k pouziti chrante tyto reagencie pfed svétlem.

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

Poznamka: VSechny vzorky je nutné povaZovat za potencialné infekéni. Postupujte podle
univerzalnich bezpeénostnich opatfeni.

Poznamka: Dbejte opatrnosti, aby pfi manipulaci se vzorky nedoSlo ke kfizové kontaminaci.
Pri likvidaci napfiklad neprenasejte pouzity material nad otevienymi zkumavkami.
Poznamka: K uchovavani se doporuCuji pouze plastové sekundarni zkumavky.

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

« Zkumavky obsahujici kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA) nebo antikoagulacni
roztok kyselina citronova, citrat a dextréza (ACD)

* Zkumavky na pfipravu plazmy
» Sérové zkumavky
» Zkumavky na separaci séra

Pfed dal8im zpracovanim séra pockejte, dokud se nevytvofi srazenina.

A. Odbér vzorku

Plnou krev muzete uchovavat az 24 hodin pfi teploté od 2 °C do 30 °C, pfed
zpracovanim vsak bude nutné separovat plazmu odstfedénim v primarni zkumavce.
Podle pokyn( vyrobce pouzité zkumavky plazmu nebo sérum oddélte od erytrocyta.
Plazmu nebo sérum lze v systému Panther testovat v primarni zkumavce nebo pfenést
do sekundarni zkumavky, napfiklad alikvotaéni zkumavky na vzorky Aptima®. K ziskani
reakéniho objemu 500 ul je minimalni objem plazmy nebo séra 1200 ul v pfipadé
primarni odbérové zkumavky a 700 pl v pfipadé sekundarni zkumavky. 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
Alikvotaéni zkumavka Aptima (SAT) 0,2 mi
12 x 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 neprovedete testovani ihned, plazmu i sérum je mozné uchovavat v souladu s nize
uvedenymi specifikacemi. Pokud plazmu nebo sérum pienesete do SAT nebo sekundarni
zkumavky, muzete je zmrazit na teplotu -20 °C. Pfipustné jsou nanejvy$ 3 cykly zmrazeni
a rozmrazeni. Nezmrazujte vzorky ve zkumavkach EDTA, ACD ani v primarnich
zkumavkach k odbéru séra.
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Obecné informace

B. Podminky uchovavani vzorki

1.

Vzorky plazmy EDTA a ACD

Plnou krev Ize uchovavat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji centrifugovat do
24 hodin od odbéru vzorkd. Plazmu Ize poté uchovavat 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 dnli nebo

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

PIna krev

4/30"6
2°C

Centrifugujte < 24 hodin po odbéru

¢

Primarni

J/Cio °C
2°C

<24 hodin

Primarni

J/‘?oc
2°C

<5dni

Sekundarni

J/SD °C
2°C

<24 hodin

Sekundarni

J/BDC
2°C

<5dni

Sekundarni

/ﬂ/ -15°C
-35°C

<60 dni

Obrazek 1. Podminky uchovavani pro zkumavky EDTA/ACD

2. Vzorky PPT

Plnou krev Ize uchovavat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji centrifugovat do
24 hodin od odbéru vzork(. Plazmu Ize poté uchovavat za jedné z nasledujicich

podminek:

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

* v PPT nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dnu,

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

PIna krev

*30 °C
2°C

Centrifugujte < 24 hodin po odbéru

J

Primarni

/ﬂ/anc
2°C

<5dni

Primarni

J/‘?O °C
2°C

< 24 hodin

Sekundarni

J/L’O °C
2°C

< 24 hodin

Sekundarni

J/BOC
2°C

<5dni

Primarni nebo
Sekundarni

/ﬂ/ -15°C
-35°C

<60 dni

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

Plnou krev Ize uchovavat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji centrifugovat do
24 hodin od odbéru vzorkld. Sérum Ize poté uchovavat za jedné z nasledujicich
podminek:

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

* v sérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az
5 dnu nebo

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

PIna krev

J/Cw °C
2°C

Centrifugujte < 24 hodin po odbéru

d

Primarni Primarni Sekundarni Sekundarni Sekundarni

Jlawc J,sﬂc Jlsmc J,wc 15
2°c 2:c 2 2°¢c -35°C J/

<24 hodin <5dni <24 hodin <5dni <60 dni

Obrazek 3. Podminky uchovavani pro sérové zkumavky

4. Vzorky SST

PInou krev Ize uchovavat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji centrifugovat do
24 hodin od odbéru vzorkld. Sérum Ize poté uchovavat za jedné z nasledujicich
podminek:

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

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

PIna krev

J/SO °C
2°C

Centrifugujte < 24 hodin po odbéru

d

Primarni Primarni Sekundarni Sekundarni Primarni nebo
Sekundarni

J/m)wc J/SVC /H/aoac /ﬂ/anc J/-wwc
2°C 2°C 2°C 2°C -35°C

< 24 hodin <5dni <24 hodin <5dni <60 dni

Obrazek 4. Podminky uchovavani pro SST

C. Dlouhodobé uchovavani ve zmrazeném stavu

Vzorky plazmy nebo séra Ize uchovavat pfi teploté -70 °C po dobu az 60 dnl v SAT.

Aptima HBV Quant Assay 12 AW-28215-2601 Rev. 003



Aptima® Obecné informace

D. Redéni vzorka plazmy a séra

Vzorky plazmy a séra mohou byt pro testovani v systému Panther zfedény
v SAT nebo sekundarni zkumavce. DalSi informace najdete nize v ¢asti
Postup testu na systému Panther, krok E.5.

Poznamka: Pokud je vzorek nafedén, mél by se otestovat ihned po fedéni.
Naredény vzorek nezmrazujte.

Vzorky vlozené v systému Panther

Vzorky mohou byt v systému Panther ponechany neuzaviené po dobu az 8 hodin. Vzorky je
mozné vyjmout ze systému Panther a otestovat, pokud doba, po kterou jsou vloZzeny
v pfistroji, nepfekro¢i 8 hodin pfed pipetovanim vzorku systémem Panther.

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

Poznamka: Vzorky musi byt pfepravovany v souladu s platnymi narodnimi, mezinarodnimi
a mistnimi narizenimi pro pfepravu.
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Systém Panther Aptima®

Systém Panther

NiZe jsou uvedeny reagencie testu Aptima HBV Quant pro systém Panther. Vedle nazvu
reagencie jsou rovnéz uvedeny symboly k identifikaci reagencii.

Reagencie a dodavané materialy

Souprava testu Aptima HBV Quant, 100 testd, (kat. €. PRD-03424)
(1 krabicka testu, 1 kalibraCni souprava, 1 sada kontrol a 1 krabi¢ka reagencie pro zesileni cile)

Dalsi kalibratory a kontroly |1ze objednat samostatné. Viz jednotliva katalogova Cisla nize.

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

Symbol Komponenta Mnozstvi
A Amplifikaéni reagencie qHBV 1 lahvicka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku.
E Enzymova reagencie qHBV 1 lahvicka
ViysuSena reverzni transkriptaza a RNA polymeraza v roztoku
pufrovaném HEPES.
PRO Promotorova reagencie qHBV 1 lahvicka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysuSené v pufrovaném roztoku.
AR Rekonstituéni roztok pro amplifikaci gHBV 1x 7.2 ml
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervacni latky. ’
ER Rekonstituc¢ni roztok pro enzymy qHBV 1% 5.8 ml
Roztok pufrovany HEPES obsahujici surfaktant a glycerol. '
PROR Rekonstitu¢ni roztok promotoru qHBV 1% 4.5 mi
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervacni latky. '
TCR Reagencie pro zachyt cile gHBV 1% 72.0 ml
Nukleové kyseliny v pufrovaném solném roztoku obsahujicim pevnou ’
fazi, neinfekcni nukleové Kkyseliny a vnitini kalibrator.
Rekonstitu¢ni objimky 3
List s Carovym koédem hlavni Sarze 1 list
Kalibracni souprava Aptima HBV Quant (kat. ¢. PRD-03425)
(po pfijeti uchovavejte pfi teploté -15 °C az -35 °C)
Symbol Komponenta Mnozstvi
PCAL Pozitivni kalibrator gHBV 5x25ml

Plazmidy DNA v pufrovaném roztoku

Stitek s ¢arovym kédem kalibratoru —
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Aptima® Systém Panther

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

Symbol Komponenta Mnozstvi

NC Negativni kontrola gHBV 5x08ml
HBYV negativni defibrinované lidska plazma obsahujici gentamicin ’
a 0,2% azid sodny jako konzervanty.

LPC Slabé pozitivni kontrola qHBV 5x0.8ml
Inaktivovana HBV pozitivni plazma v defibrinované lidské plazmé ’
obsahujici gentamicin a 0,2% azid sodny jako konzervanty.

HPC Vysoce pozitivni kontrola qHBV 5x08ml
Inaktivovana HBV pozitivni plazma v defibrinované lidské plazmé ’
obsahujici gentamicin a 0,2% azid sodny jako konzervanty.

Stitek s éarovym kédem kontroly —

Krabicka s reagencii pro zesileni cile Aptima HBV Quant
(po pfijeti uchovavejte pri teploté 15 °C az 30 °C)

Symbol Komponenta Mnozstvi

TER Reagencie pro zesileni cile qgHBV 1 % 46.0 ml
Koncentrovany roztok hydroxidu lithného ’

Pozadované materialy, které jsou dodavany samostatné

Poznamka: Materialy dostupné od spolecnosti Hologic maji uvedena katalogova cisla, pokud
neni specifikovano jinak.

Material Kat. ¢.

Systém Panther™ 303095

Systém Panther Fusion™ PRD-04172

Systém Panther™ pro nepfetrzité odvadéni tekutin a odpadt (Panther Plus) PRD-06067

Souprava kalibratoru Aptima® HBV Quant PRD-03425

Sada kontrol Aptima® HBV Quant PRD-03426

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

v realném Case)

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

Jednotky s vice zkumavkami (MTU) 104772-02
Souprava pytle na odpad Panther™ 902731
Kryt odpadniho koSe Panther™ 504405
Nebo testovaci souprava systému Panther™ 303096 (5 000 testu)

(pro soubézné testovani testy TMA bez sledovani v realném &ase s testy
TMA v redlném Case)

obsahuje jednotky MTU, pytle na odpad, kryty odpadnich koS,
automatickou detekci a testovaci kapaliny
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Aptima®

Material

Spicky, 1 000 pl, vodivé, pro snimani tekutin

Ne vSechny produkty jsou dostupné ve vSech regionech. Informace
o konkrétnim regionu ziskate u svého zastupce.

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

Nahradni uzavéry pro reagencie
Rekonstituéni lahvicky pro amplifikacni, enzymové
a promotorové reagencie
Lahvicka TCR
Lahvicka TER

Ubrusy laboratornich stold s plastovou vrstvou
Utérky neuvolnujici vlakna
Pipetor
Spicky
Druhy primarni odbérové zkumavky:
13 mm x 100 mm

13mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Odstiedivka
Vortex

Volitelné materialy
Material

Druhy sekundarni zkumavky:
12 mm x 75 mm
13 mm x 100 mm
16 mm x 100 mm
Alikvotacni zkumavky na vzorky Aptima® (SAT) (baleni 100 ks)

Uzavér prepravni zkumavky (baleni po 100 ks)
uzavér pro zkumavku SAT

Roztok k fedéni vzorki Aptima®

Souprava k Fedéni vzorkd Aptima®
obsahuje roztok k fedéni vzorkd, 100 zkumavek SAT a 100 uzavéra

Transferové pipety
Vatové tyc€inky
Tfepacka pro zkumavky

Kat. ¢.

901121 (10612513 Tecan)
903031 (10612513 Tecan)
MME-04134 (30180117 Tecan)
MME-04128

103036A

CL0041 (100 uzavéra)

CL0040 (100 uzavérua)
501604 (100 uzaverh)

FAB-18184
504415

PRD-03003
PRD-03478

PRD-03488
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Aptima® Systém Panther

Postup testu na systému Panther

Poznamka: Dalsi informace o postupu najdete v priruéce obsluhy systému Panther /
Panther Fusion.

A. Priprava pracovni oblasti

1. Ocistéte pracovni povrchy tam, 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 alespori 1 minutu a poté
je oplachnéte deionizovanou vodou. Roztok chlornanu sodného nenechte zaschnout.
Pokryjte pracovni desku laboratorniho stolu €istym absorpénim ubrusem
s plastovou vrstvou.

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

3. Vycistéte pipetory. PouZijte vySe uvedeny postup Cidténi (krok A.1).

B. Pf¥iprava kalibratoru a kontrol

NezZ pfistoupite k nasledujicimu zpracovani, zajistéte, aby se teplota kalibratoru a kontrol
ustalila na 15 °C az 30 °C:

1. Vytahnéte kalibrator a kontroly z prostoru pro uchovavani (-15 °C az -35 °C)
a pfeneste je na misto o 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.

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

Poznamka: Pri prevraceni kalibratoru a kontrol davejte pozor, aby nevznikla
pfebytec¢na péna. Péna ovliviiuje detekci hladin v systému Panther.

2. Po rozmrazeni obsahu zkumavky vysuste vnéjSi povrch zkumavky Cistym, 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
v systému Panther.

1. Pfipravu TCR provadéjte nasledovné:

a. Vytahnéte reagencii TCR z prostoru pro uchovavani (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 dukladné protfepejte lahvicku reagencie TCR. Nechte lahvi¢ku
reagencie TCR zahfivat pfi teploté 15 °C az 30 °C minimalné po dobu 45 minut.
Béhem této doby lahvicku TCR alespon kazdych 10 minut vifivym pohybem
promichejte a otote dnem vzhuru.

Volitelné. Lahvi¢ku reagencie TCR je mozné pfipravit na tfepacce pro zkumavky
dle nasledujicich pokynl: Vytahnéte reagencii TCR z prostoru pro uchovavani

(2 °C az 8 °C) a ihned 10krat dukladné protfepejte. Umistéte lahvicku reagencie
TCR na tfepacku pro zkumavky a nechte reagencii zahfivat pfi teploté 15 °C az
30 °C minimalné po dobu 45 minut.

c. Pred pouZitim se ujistéte, Ze je veSkery precipitat rozpustén a ze jsou magnetické
CasteCky rovnomérné rozptyleny.
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2. Pokud chcete rekonstituovat amplifikacni, enzymatické a promotorové reagencie,
postupujte nasledujicim zptisobem:
a. Vyjméte lyofilizované reagencie a odpovidajici rekonstitu¢ni roztoky z prostoru

f.

pro uchovavani (2 °C az 8 °C). Kazdy rekonstitu¢ni roztok sparujte s odpovidajici
lyofilizovanou reagencii.
Ujistéte se, Ze rekonstitu¢ni roztoky a lyofilizované reagencie maji shodné barvy

Stitk(. Zkontrolujte Cisla Sarze na listu s ¢arovym kdédem hlavni Sarze, abyste
zajistili spravné sparovani reagencii.

i. Odstrante kovovy uzavér a gumovou zatku lahvi¢ky s lyofilizovanou reagencii
a otevrete ji.

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

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

iv. LahviCku s rekonstituénim roztokem umistéte na stabilni povrch
(tzn. laboratorni stul). Poté prevratte lahvicku s lyofilizovanou reagencii
nad lahvic¢ku s rekonstitu¢nim roztokem a pevné pfipojte objimku k lahvi¢ce
s rekonstituénim roztokem (Obrazek 5, krok 2).

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

vi. Zvednéte spojené lahvi¢ky a minimalné 10 sekund je vifivym pohybem
promichavejte (Obrazek 5, krok 4).

vii. PocCkejte alespon 30 minut, nez se lyofilizovana reagencie pfemisti do roztoku.

viii. Po pfeneseni lyofilizované reagencie do roztoku minimalné 10 sekund vifivym
pohybem promichavejte spojené lahvic¢ky a poté lehce protiepejte roztok ve
sklenéné lahvi¢ce, aby se dobfe promichal.

Pomalu znovu naklorite spojené lahvi¢ky, aby vSechen roztok stekl zpét do
lahvicky s rekonstituénim roztokem (Obrazek 5, krok 5).

Opatrné odstrante rekonstituéni objimku a sklenénou lahvi¢ku (Obrazek 5, krok 6).

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

Rekonstituéni objimku a sklenénou lahvi¢ku zlikvidujte (Obrazek 5, krok 8).

Varovani: Pri rekonstituci reagencii zabrarite tvorbé prebytec¢né pény. Péna ovliviiuje
detekci hladin v systému Panther.

/4 - ™y

]

Obrazek 5. Postup rekonstituce reagencii
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3. Vyjméte reagencie pro zesileni cile gHBV z prostoru pro uchovavani (15 °C az 30 °C).
Na Stitek zapiSte inicialy obsluhy a datum otevfeni. Zkontrolujte €islo Sarze na lahvi¢ce
TER a ujistéte se, ze odpovida Cislu Sarze na listu s ¢arovym kédem hlavni Sarze.

D. P¥iprava v pfipadé dfive pfipravovanych reagencii

1. Vytahnéte dfive pfipravené reagencie z prostoru pro uchovavani (2 °C az 8 °C).
Pfed zahajenim testu musi dfive pfipravené amplifikaéni, enzymové a promotorové
reagencie a TCR dosahnout teploty 15 °C az 30 °C.

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

U dfive pfipravené reagencie TCR pfed vloZzenim do systému provedte krok C.1 vy3e.

4. Vifivym pohybem promichejte a pfrevratte amplifikacni, enzymové a promotorové
reagencie, aby se pfed vloZzenim do systému dobfe promisily. Pfi pfevraceni reagencii
dbejte na to, aby nedochazelo k tvorbé pfebyteéné pény.

Moznost: Pfedem pfipravené reagencie Ize pfipravit na tfepacce zkumavek podle
nasledujicich pokynu: Vyjméte reagencie ze skladu (2 °C az 8 °C). Umistéte
reagencie na tfepacku zkumavek a nechte je pfi teploté 15 °C az 30 °C zahfat
po dobu nejméné 30 minut.

5. LahviCky s reagenciemi nedopliujte. Doplnéné lahvicky systém Panther rozpozna
a odmitne je.

w

E. Manipulace se vzorkem

1. Zajistéte, aby byly zpracované vzorky v primarnich zkumavkach nebo nezfedéné
vzorky plazmy v sekundarnich zkumavkach fadné uchovavany v souladu s pokyny
v Casti Odbér vzorku.

2. Ujistéte se, ze jsou zmrazené vzorky zcela rozmrazené. Rozmrazené vzorky
dikladné promichejte ve vortexu po dobu 3 az 5 sekund.

3. Nez prikrodite ke zpracovani, nechte vzorky zahfat na teplotu 15 °C az 30 °C. Dalsi
informace o stavu v pfistroji najdete v ¢asti Vzorky vioZzené v systému Panther

4. Dbejte na to, aby kazda primarni odbérova zkumavka obsahovala az 1 200 ul vzorku
nebo kazda SAT zkumavka obsahovala alespori 700 ul vzorku. V tabulce v &asti
Odbér vzorki jsou uvedeny pozadavky na mrtvy objem pro jednotlivé typy primarni
a sekundarni zkumavky. Je-li nutné fedéni vzorka, prectéte si dalsi informace v kroku
E.5 nize.

5. Zfedte vzorek plazmy nebo séra v poméru 1:3 v SAT nebo 1:100 v sekundarni
zkumavce.

K testovani v systému Panther mlze byt vzorek ziedén v sekundarni zkumavce.
Poznamka: Pokud je vzorek nafedén, musi byt testovan ihned po nafedéni.
a. Redé&ni vzorkd s nizkym objemem

Objem vzorkll maze byt zvySen na minimalni pozadovany objem (700 pl) pomoci
roztoku k fedéni vzorkd Aptima. Vzorky o objemu nejméné 240 ul mohou byt
naredény dvéma Castmi roztoku k fedéni vzorkd (1:3) takto:

i. Do zkumavky SAT pfidejte 240 ul vzorku.

ii. PFidejte 480 pl roztoku k fedéni vzorkd Aptima.

iii. Uzavfete zkumavku.

iv. Jemné ji 5 krat pfevratte, aby se jeji obsah promichal.

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

v systému Panther (dal$i informace najdete v pfiruéce obsluhy systému Panther/
Panther Fusion). Software automaticky nahlasi Cisty vysledek pouzitim faktoru
fedéni. Tyto vzorky budou oznaceny jako nafedéné vzorky.
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b. Red&ni vzork(i s vysokym titrem

Pokud je vysledek vzorku nad horni mezi stanovitelnosti (ULoQ), muze byt
naredén 99 dily roztoku k fedéni vzorkd Aptima (1:100) nasledné:

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

iii. Uzaviete zkumavku.

iv. Jemné ji 5 krat pfevratte, aby se jeji obsah promichal.

Vzorky fedéné v poméru 1:100 je mozné otestovat pomoci moznosti 1:100
v systému Panther / Panther Fusion (dalSi informace najdete v pfirué¢ce k obsluze
systému Panther / Panther Fusion). Software automaticky nahlasi Cisty vysledek
pouzitim faktoru fedéni. Tyto vzorky budou oznaceny jako nafedéné vzorky.

Poznamka: U fedénych vzork( s ¢istymi koncentracemi vy$Simi nez ULoQ budou
vysledky hlaseny ve védeckém formatu.

6. Pred vlozenim vzork(l do stojanu na vzorky centrifugujte kazdy vzorek s pretizenim
1 000 az 3 000 g po dobu 10 minut. Neodstranujte uzavéry. Bubliny ve zkumavce
mohou naruS$it snimani hladiny systémem Panther. Informace o vkladani stojanu
a odstrafiovani uzavérl najdete v Casti Priprava systému, krok F.2 nize.

F. Pfiprava systému

1. Systém nakonfigurujte podle pokynt uvedenych v pfiruéce k obsluze
systému Panther / Panther Fusion a v ¢asti Poznamky k postupu.
Pouzijte stojany na reagencie vhodné velikosti a TCR adaptéry.

2. Vlozte vzorky do stojanu na vzorky. U kazdé zkumavky 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 zejména pozor, aby nedo$lo ke kontaminaci rozstfikovanim
aerosolu. Jemné uvolnéte uzavéry na vzorcich.

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

Po vlozeni vzorkl do stojanu na vzorky vytahnéte a zlikvidujte uzavéry vSech
zkumavek na vzorky v jednom stojanu na vzorky. NepfenasSejte uzavér nad jinymi
stojany na vzorky ani zkumavkami, 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.
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Poznamky k postupu
A. Kalibratory a kontroly

1. Pozitivni kalibrator gHBV, slabé pozitivni kontrola qHBYV, vysoce pozitivni kontrola
gHBV a negativni kontrola qHBV mohou byt vloZzeny do libovolné pozice ve stojanu
na vzorky a do kteréhokoli drahy prostoru na vzorky v systému Panther. Pipetovani
vzorkl bude zahajeno, jakmile bude spinéna jedna z nasledujicich podminek:

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

2. Jakmile probéhne pipetovani a zpracovani zkumavek kalibratoru a kontroly pro
soupravu reagencii testu Aptima HBV Quant, mlzete otestovat vzorky pomoci
pfifazené rekonstituéni soupravy v pribéhu 24 hodin, pokud nenastane nasledujici:
a. Vysledky kalibratoru nebo kontroly jsou neplatné.

b. Pfifazena souprava reagencii testu je vyjmuta ze systému.
c. Prifazena souprava reagencii testu prekrocila limity stability.
3. Kalibrator a kazdou zkumavku kontroly Ize pouzit jednou. Pokusy o vicenasobné
pouziti zkumavky mohou vést k chybam zpracovani.
B. Pudr z rukavic

Stejné jako u jinych systémU reagencii muze nadbytek pudru z rukavic zpUsobit
kontaminaci otevienych zkumavek. Doporu€ujeme pouzivat rukavice bez pudru.
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Kontrola kvality

Pokud jsou pfi provadéni testu zjistény a zdokumentovany technické problémy, problémy na
strané obsluhy nebo problémy na strané pristroje, miize obsluha zrusit vysledek série méreni
nebo vzorku. V takovém pfipadé je nutné zopakovat testovani vzorka.

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 kalibrace platna po dobu maximalné 24 hodin. Pokud bude nutna
kalibrace, software v systému Panther upozorni obsluhu. Obsluha naskenuje kalibra¢ni
koeficient na listu s ¢arovym kédem hlavni Sarze 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 série. Vzorky v neplatné sérii 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. Vzdy, kdyz je
reagencni souprava viozena do systému Panther, je tfeba otestovat jeden replikat negativni
kontroly, slabé pozitivni kontroly a vysoce pozitivni kontroly. Po stanoveni jsou kontroly platné
po dobu maximalné 24 hodin. Pokud budou vyZadovany kontroly, software v systému
Panther upozorni obsluhu.

Béhem zpracovani software v systému Panther automaticky ovéfi kritéria pfijatelnosti kontrol.
Aby bylo mozné vygenerovat platné vysledky, musi negativni kontrola vygenerovat vysledek
.,Nedetekovano* a pozitivni kontroly musi vygenerovat vysledky v ramci pfeddefinovanych
parametrt (jmenovity cil LPC: 2,7 log4o IU/ml, jmenovity cil HPC: 4,6 logo lU/ml). Pokud
kterakoli z kontrol poskytne neplatny vysledek, software automaticky zrusi platnost série.
Vzorky v neplatné sérii bude nutné znovu otestovat pomoci Cerstvé pfipraveného kalibratoru
a Cerstvé pfipravenych kontrol.

Vnitini kalibrator / vnitfni kontrola

Kazdy vzorek obsahuje vnitfni kalibrator / vnitfni kontrolu (IC). Software systému Panther
béhem zpracovani automaticky ovéfi kritéria pfijatelnosti vnitfni kontroly. Pokud je vysledek
vnitfni kontroly neplatny, vysledky vzorku budou zneplatnény. Kazdy vzorek s neplatnym
vysledkem vnitini kontroly je nutné znovu otestovat, abyste ziskali platny vysledek.

Software systému Panther je navrzen tak, aby pfesné ovéroval procesy pfi provadéni
postupl podle pokyn( uvedenych v této pfibalové informaci a v pfiru¢ce k obsluze
systému Panther / Panther Fusion.
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Interpretace vysledki

Systém Panther automaticky stanovi koncentraci DNA HBV pro vzorky a kontroly porovnanim
vysledkd s kalibracni kfivkou. Koncentrace HBV DNA jsou uvadény v IU/ml a logqq 1U/ml.
Interpretaci vysledk( uvadi Tabulka 1. Pokud je pouzita moznost fedéni, systém Panther
automaticky vypocita koncentraci HBV DNA v Cistém vzorku vynasobenim koncentrace
zfedéného vzorku faktorem fedéni. Zfedéné vzorky budou oznaceny jako zfedéné.

Poznamka: U nafedénych vzorkt je mozné vysledky oznacené jako ,Nedetekovano” nebo
,Detekovano < 10“ vygenerovat nafedénim vzorku s koncentraci nad LoD (mez detekce)
Ci LLoQ (spodni mez stanovitelnosti) nebo v blizkosti téchto limitd. Pokud nebyl ziskan
kvantitativni vysledek, doporucujeme odebrat a otestovat jiny Cisty vzorek.

Tabulka 1: Interpretace vysledkd

Ohlaseny vysledek testu Aptima HBV Quant

Interpretace
IU/ml Log,, IU/mF®
Nedetekovano Nedetekovéano DNA HBV nebyla detekovana.
detekovano < 10 < 1,00 DNA HBYV je detekovana,
ale v koncentraci pod LLoQ.
10 az 1 000 000 000 1,00 az 9,00 Koncentrace DNA HBYV je v linearnim rozmezi 10 az
1 000 000 000 IU/ml.
>1 000 000 000 > 9,00 Koncentrace DNA HBV je nad ULoQ.
Neplatné® Neplatné® PFi generovani vysledku byla indikovana chyba.

Vzorky je nutné otestovat znovu.

? Hodnota je zkracena na dvé desetinna mista.
bNeplatné vysledky jsou zobrazeny modrou barvou.
U fedénych vzorkud s Cistymi koncentracemi vy$Simi nez ULoQ budou vysledky hlaSeny ve védeckém formatu.

Kritéria pfijatelnosti jednotlivych kontrol testu Aptima HBV Quant uvadi Tabulka 2 nize.

Poznamka: NiZze uvedeny rozsah vytéznosti se méni na zakladé prifrazené hodnoty kazdé
konkrétni Sarze. Viz pfifazena 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 HBV Quant

Komponenta Rozsah vytéznosti u validovanych sérii méreni
Negativni kontrola -
Slabé pozitivni kontrola +/- 0,55 logye IU/mlI
Vysoce pozitivni kontrola +/- 0,5 logse IU/mlI
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Omezeni

A. Test smi pouzivat pouze osoby vySkolené v provadéni pfislusnych postupa.
Nedodrzeni pokyn( uvedenych v této pfibalové informaci maze vést
k chybnym vysledkim.

B. Spolehlivost vysledkl zavisi na adekvatnim odbéru, transportu, uchovavani
a zpracovani vzorka.
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Analyticka funkéni zpusobilost

Mez detekce s pouzitim tretiho mezinarodniho standardu WHO

Mez detekce (LoD) tohoto testu je definovana jako koncentrace DNA HBV, ktera je
detekovana s 95% nebo vys$si pravdépodobnosti podle normy CLSI EP17-A2."

LoD byla stanovena pomoci panelu vzork(l navazujicich na 3. mezinarodni standard WHO
pro DNA viru hepatitidy B (NIBSC 10/264, genotyp A) zfedénych v HBV-negativni lidské
plazmé s EDTA a séru. Minimalné 36 replikati kazdého zfedéni bylo testovano s kazdou

ze tfi Sarzi reagencii, tedy minimalné 108 replikatd na jedno fedéni. K vygenerovani 95%
predikovanych mezi detekce byla provedena probit analyza. Hodnoty LoD jsou vysledky

ze Sarze reagencii s nejvySSi predikovanou mezi detekce. LoD testu Aptima HBV Quant
stanovena pomoci 3. mezinarodniho standardu WHO je 4,8 IU/ml v plazmé a 5,9 IU/ml v séru.

Mez detekce u jednotlivych genotypi HBV

LoD byla stanovena testovanim fedéni HBV pozitivnich klinickych vzorkd na genotypy A, B, C,
D, E, F, G a H v HBV negativni lidské plazmé a séru. Koncentrace byly stanoveny schvalenym
testem. Minimalné 24 replikatl kazdého vzorku z panelu bylo testovano s kazdou ze dvou
Sarzi reagencii, tedy minimalné 48 replikatl na kazdy vzorek z panelu. K vygenerovani 95%
predikovanych mezi detekce byla provedena probit analyza. Tabulka 3 uvadi hodnoty LoD,
které jsou vysledky ze SarZe reagencii s nejvysSi predikovanou mezi detekce.

Tabulka 3: Mez detekce (95% predikovana mez detekce) u jednotlivych genotypt HBV stanovené pomoci
klinickych vzorkd

Koncentrace (IU/ml)

Genotyp Plazma Sérum
A 3,3 4.1
B 2,9 3,9
C 4,9 5,2
D 57 54
E 5,8 5,8
F 3,0 4,0
G 2,8 7.4
H 55 6,3
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Aptima®

Linearni rozsah

Linearni rozsah byl stanoven testovanim panell viru HBV genotypu A (0,78 log4q IU/ml az
7,30 logqq IU/ml) a plazmidové DNA (5,30 log4g IU/ml az 9,18 log4q IU/ml) nafedéné v HBV
negativni lidské plazmé a séru dle CLSI EP06-A." Test Aptima HBV Quant prokazal linearitu
v celém testovaném rozsahu s horni mezi stanovitelnosti (ULoQ) 9 logq IU/ml, jak
znazornuje Obrazek 6.
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Linearita u jednotlivych genotypt HBV

Linearita u genotypt HBV byla v pfipadé genotypu A, E, F, G a H stanovena testovanim
jednotlivych klinickych pozitivnich vzork( a v pfipadé genotypu B, C a D pomoci prvnich
referen¢nich panell vzorki WHO (PEI 5086/08). V dolnim rozmezi testu byl pouzit virus
(4 logqp IU/ml @a méné u genotypl A-G a 3 logyo IlU/ml a méné u genotypu H). V hornim
rozmezi s pfekryvem 2 log,q byly pouzity plazmidy DNA. U v8ech genotypl byly testovany
vzorky fedéné v negativni lidské plazmé. Obrazek 7 znazornuje, ze u vSech testovanych
genotypl byla prokazana linearita v celém testovaném rozsahu.
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£
<
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§
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>
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0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00

Cilova koncentrace (log, | 1U/ml)

Obrazek 7. Linearni rozsah a linearita (plazma)

Dolni mez stanovitelnosti s pouzitim tretiho mezinarodniho standardu WHO

spolehlivé kvantifikovana s celkovou chybou dle normy CLSI EP17-A2." Celkova chyba byla
odhadnuta nasledujici dvojici metod:

Celkova analyticka chyba (TAE) = |vychyleni méfeni| + 2 SD a celkova chyba (TE) = V2 x 2 SD.

Aby byla zajisténa spravnost a pfesnost méfeni, byla celkova chyba testu Aptima HBV Quant
nastavena na 1 logqq IlU/ml (tj. na LLoQ je rozdil mezi dvéma méfenimi vétSi nez
1 logqo IU/ml statisticky vyznamny).

LLoQ byla stanovena pomoci panelu vzork( navazujicich na 3. mezinarodni standard WHO
pro DNA viru hepatitidy B (NIBSC 10/264, genotyp A) zfedénych v HBV-negativni lidské
plazmé a séru. Pétactyficet (45) replikatd kazdého zfedéni bylo testovano s kazdou ze tfi
Sarzi reagencii, tedy minimalné 135 replikatd na kazdé zfedéni. Tabulka 4 uvadi vysledky
pozorované koncentrace, ktera méla pozadovanou presnost (TE <1 logq IU/ml

a TE =1 logqg IU/ml) s > 95% detekci a s vy$38i nebo rovnou LoD jsou v obou tabulkach
zobrazeny Sedé. Tabulka 6 uvadi jejich shrnuti.
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Vypoéitana LLoQ s pouzitim 3. mezinarodniho standardu WHO pro virus hepatitidy B je

6 1U/ml (0,79 log4o IU/ml) v plazmé a 8 IU/ml (0,88 logo IU/ml) v séru, pfi¢emz vypocet

v souladu s normou CLSI EP17-A2 vychazel z nejvysSi vypocitané koncentrace napfi¢ vSemi
tfemi Sarzemi reagencii. LLoQ byla stanovena u vSech genotypu (viz ¢ast Dolni mez
stanovitelnosti u jednotlivych genotypl HBV). Z udaju jednotlivych genotypl byla celkova
LLoQ tohoto testu stanovena jako 10 IU/ml.

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

Sarse Aptima Aptima Vychyleni o o
- HBV Quant HBV Quant SD meéreni Vypoétena TE Vypodétena TAE
(1U/mi) (logqg IU/mI) (logqg IU/mlI) (logqg IU/ml) (logqo IU/mI) (logqg IU/mI)

3 0,53 0,21 0,32 0,59 0,74

1 3 0,52 0,21 0,38 0,61 0,81

5 0,70 0,23 0,25 0,65 0,71

6 0,76 0,26 0,09 0,73 0,60

2 5 0,69 0,22 0,21 0,63 0,65

6 0,77 0,25 0,18 0,70 0,68

6 0,79 0,31 0,05 0,88 0,68

3 8 0,88 0,23 0,02 0,66 0,48

9 0,96 0,23 0,00 0,66 0,47

SD = smérodatna odchylka
Vzorky z panelu, které mély poZadovanou pfesnost (TE <1 a TAE < 1), > LoD a > 95% detekci u SarZi reagencii 1, 2 a 3, jsou
zobrazeny Sedé.

Tabulka 5: Stanoveni LLoQ s pouzitim tfetiho mezinarodniho standardu WHO pro HBV zfedény v séru

Sarse Aptima Aptima Vychyleni L L
. HBV Quant HBV Quant SD méreni Vypoctena TE Vypoctena TAE
reagencie (IU/ml) (logqg IU/ml) (logqg IU/mI) (logqg IU/mI) (logqg IU/mI) (logqg IU/mlI)

4 0,65 0,24 0,20 0,67 0,67

1 5 0,65 0,24 0,25 0,68 0,73

5 0,67 0,22 0,28 0,63 0,73

5 0,70 0,29 0,14 0,82 0,72

2 5 0,72 0,27 0,18 0,77 0,72

6 0,75 0,24 0,20 0,68 0,68

8 0,88 0,29 0,04 0,83 0,63

3 10 0,98 0,23 0,08 0,66 0,55
1 1,02 0,28 0,07 0,78 0,62

SD = smérodatna odchylka
Vzorky z panelu, které mély pozadovanou presnost (TE <1 a TAE < 1), > LoD a > 95% detekci u Sarzi reagencii 1, 2 a 3, jsou
zobrazeny Sedé.

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

Sarze reagencie LLoQv plazmé LLoQ v séru
IU/ml Logqq IU/mI U/ml Logqg IU/ml
1 5 0,70 4 0,65
2 5 0,69 5 0,72
3 6 0,79 8 0,88
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Analyticka funkéni zplisobilost

Dolni mez stanovitelnosti u jednotlivych genotypti HBV

LLoQ genotypu A, B, C, D, E, F, G a H byla stanovena testovanim HBV pozitivnich klinickych
vzorku zfedénych v HBV negativni lidské plazmé a séru. Koncentrace v klinickych vzorcich
byla stanovena srovnavacim testem. Celkem 36 replikati kazdého vzorku z panelu bylo
testovano obéma Sarzemi reagencii, tedy minimalné 72 replikatll na kazdy vzorek z panelu.

(TE =1logqg lU/ml a TAE < 1 logqq IU/ml) s > 95% detekci pro kazdou Sarzi reagencie, jsou
uvedeny v Tabulka 7 pro plazmu a Tabulka 8 pro sérum. Tabulka 9 uvadi souhrn nejvyssi
zaznamenané koncentrace jednotlivych genotypu napfi¢ vSemi Sarzemi reagencii. Genotyp D
v séru mél nejvyssi LLoQ na drovni 9 IU/ml (0,96 log4g IU/ml). Tato hodnota podporuje
stanoveni celkové LLoQ testu jako 10 IU/ml.

Tabulka 7: Stanoveni LLoQ HBV v plazmé u jednotlivych genotypt

Sarse Aptima Aptima Vychyleni
Genotyp HBV gencie HBVQuant’  HBV Quant’ SD méfeni  Vypoétena TE  Vypoétena TAE
(IU/mi) (logqg IU/mI)  (logqg IU/mI) (logqq IU/mI)  (logqq IU/mI)  (logyq IU/mI)
1 6 0,74 0,24 0,10 0,67 0,58
A 2 7 0,85 0,20 0,00 0,57 0,40
1 4 0,65 0,24 0,20 0,67 0,67
° 2 6 0,75 0,25 0,10 0,70 0,59
1 4 0,61 0,21 0,35 0,60 077
© 2 6 0,75 0,30 0,20 0,84 0,80
1 7 0,87 0,28 0,31 0,81 0,88
° 2 8 0,91 0,30 0,26 0,86 0,87
1 8 0,88 0,32 0,29 0,89 0,92
- 2 7 0,82 0,21 0,36 0,60 0,78
1 6 0,76 0,27 0,08 0,76 0,62
" 2 7 0,86 0,30 0,01 0,84 0,60
1 4 0,59 0,21 0,25 0,60 0,68
© 2 4 0,65 0,23 0,19 0,64 0,64
1 6 0,78 0,28 0,39 0,80 0,96
" 2 7 0,83 0,27 0,34 078 0,89

SD = smérodatna odchylka

 M&feny byly i dal$i koncentrace, data v8ak v tabulce nejsou uvedena.
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Aptima®

Tabulka 8: Stanoveni LLoQ HBV v séru u jednotlivych genotypi

. Aptima Aptima Vychyleni
Genotyp HBV reaS::::ie HBV Quant®  HBV Quant® SD méreni Vypoétena TE  Vypoétena TAE
(IU/ml) (logqg IU/mMI)  (logqq IU/mI) (logqq IU/mI)  (logqq IU/mI) (logg U/mI)
1 4 0,65 0,26 0,25 0,73 0,77
A 2 6 0,81 0,26 0,04 0,74 0,56
1 5 0,70 0,19 0,26 0,54 0,64
B 2 5 0,72 0,25 0,18 0,72 0,69
1 5 0,66 0,26 0,30 0,74 0,82
c 2 6 0,81 0,26 0,10 0,74 0,62
1 7 0,84 0,27 0,42 0,75 0,95
b 2 9 0,96 0,27 0,29 0,76 0,83
1 6 0,79 0,26 0,38 0,75 0,91
: 2 8 0,89 0,28 0,29 0,79 0,84
1 6 0,76 0,23 0,08 0,66 0,55
F 2 5 0,71 0,26 0,14 0,72 0,65
1 8 0,89 0,28 0,29 0,80 0,85
¢ 2 5 0,66 0,24 0,29 0,67 0,77
1 6 0,74 0,24 0,43 0,67 0,90
: 2 6 0,81 0,29 0,37 0,82 0,95

SD = smérodatna odchylka

 M&teny byly i dal$i koncentrace, data v8ak v tabulce nejsou uvedena.

Tabulka 9: Souhrn LLoQ u jednotlivych genotypu v plazmé a séru

LLoQ v plazmé

LLoQ v séru

Genotyp
1IU/ml Logqq IU/mI 1IU/ml Logqq IU/mI
A 7 0,85 6 0,81
B 6 0,75 5 0,72
Cc 6 0,75 6 0,81
D 8 0,91 9 0,96
E 8 0,88 8 0,89
F 7 0,86 6 0,76
G 4 0,65 8 0,89
H 7 0,83 6 0,81
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Navaznost na treti mezinarodni standard WHO

PFi vyvoji a vyrobé tohoto vyrobku byla pouzita série sekundarnich standardi se znamymi
koncentracemi, které zajiStuji navaznost na standard WHO. Koncentrace testované

s pouzitim standardu WHO pro HBV se pohybovaly mezi 2,0 a 4,0 log4q IU/ml, koncentrace
pro sekundarni standardy se pohybovaly mezi 2,4 a 8,4 log4o lU/ml. Pomoci sekundarnich
standard(l a standardu WHO byly testovany také kontroly a kalibratory testu Aptima

HBV Quant. V8echny panely vzork(l vykazovaly podobné vysledky a byly linearné rozlozené
po celém linearnim rozsahu testu, jak znazoriiuje Obrazek 8.

Navaznost na standardy HBY WHO
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Cilova primérna koncentrace v log  IU/ml
Obrazek 8. Navaznost koncentraci zaznamenanych testem
Aptima HBV Quant na cilové koncentrace 3. mezinarodniho
standardu WHO pro HBV
Preciznost

Panel vzorkll na stanoveni preciznosti testu Aptima HBV Quant byl sestaven rozfedénim
viru HBV genotypu A a plazmidi DNA HBV do HBV-negativnich klinickych vzorkd plazmy

a HBV-negativnich klinickych vzorkd séra (Styfi nejvySSi vzorky z panelu v kazdé matici byly
plazmidy DNA). Rozmezi testu (cilové koncentrace od 1,30 log4g IU/ml do 8,90 logqq IU/ml)
pokryvalo jedenact vzork( z panelu v kazdé matici. Tyto vzorky byly kazdym laborantem
testovany v sériich po tfech replikatech, a to s pouzitim tfi Sarzi reagencii v jednom systému
Panther v prabéhu tfi dn, kdy kazdy den probéhly dvé série méfeni.

Tabulka 10 ukazuje pfesnost vysledku testu (v logqg IU/ml) mezi dny, mezi Sarzemi, mezi
sériemi, v ramci sérii a celkové. Celkova variabilita byla zpisobena pfedev§im variabilitou
v ramci série méfeni (tj. nahodnou chybou).
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Tabulka 10: Preciznost testu Aptima HBV Quant

Stredni Stredni Mezi Mezi . . Mezi Mezi V ramci V ramci

koncentrace koncentrace Sarzemi Sarzemi Mezidny Mezidny sériemi sériemi sérii sérii Celkem | Celkem

Matice Vzorek N Logarit- Logarit- Logarit- Logarit- Logarit-

micko- micko- micko- micko- micko-

(IU/ml) (log,, U/mI) Sb normalni Sb normalni Sb normalni Sb normailni Sb normalni

CV (%) CV (%) CV (%) CV (%) CV (%)
342 32 1,21 0,07 16,2 0,07 16,2 0,05 11,7 0,28 71,8 0,28 78,2
54 97 1,95 0,05 11,7 0,03 6,8 0,02 57 0,15 36,8 0,17 39,9
Virus 54 1.474 3,16 0 1,0 0,02 3,8 0,02 4.8 0,07 15,6 0,07 16,8
54 10.602 4,02 0,02 4,8 0,02 3,6 0,01 24 0,06 14,9 0,07 16,2
54 429.428 5,63 0,03 6,7 0,01 2,7 0,01 2,4 0,06 14,1 0,07 16,1
Plazma Plazmid DNA 54 652.103 5,8 0,06 14,2 0,01 3,4 0,01 2,0 0,06 13,1 0,09 19,8
Virus 54 7.617.612 6,88 0,02 5,6 0,00 0,4 0,02 4,2 0,06 13,4 0,07 15,1
Plazmid DNA 54 10.662.942 7,02 0,02 53 0,01 2,3 0,01 2,6 0,06 13,1 0,06 14,5
Virus 54 89.149.358 7,95 0,01 3,4 0,01 2,7 0,01 1,6 0,04 9,7 0,05 10,8
Piazrmid DNA 54 103.400.000 8,01 0,04 9,4 0,02 3,7 0,01 2,1 0,05 12,0 0,07 15,9
54 612.200.000 8,78 0,03 7,6 0,01 1,9 0,01 1,5 0,04 9,0 0,05 12,0
292 33 1,27 0,13 31,0 0,08 18,6 0,06 13,9 0,29 75,0 0,33 88,4
54 88 1,92 0,05 11,2 0,02 4,8 0,02 55 0,12 29,1 0,14 32,3
Virus 54 1.446 3,15 0,02 3,7 0,01 1,9 0,00 1,1 0,08 17,8 0,08 18,3
54 7.873 3,89 0,02 4,8 0,01 2,6 0,01 2,1 0,06 13,4 0,06 14,6
54 313.518 5,49 0,01 3,3 0,01 3,0 0,01 3,2 0,08 17,4 0,08 18,3
Sérum Plazmid DNA 54 599.225 5,77 0,04 8,5 0,01 2,5 0,01 2,5 0,06 14,7 0,08 17,4
Virus 54 7.011.440 6,84 0,02 3,5 0,01 3,2 0,01 3,3 0,07 16,9 0,08 17,9
Plazmid DNA 54 8.845.332 6,94 0,05 11,9 0,01 2,2 0,01 2,2 0,05 12,2 0,07 17,4
Virus 54 70.350.774 7,84 0,03 6,3 0,02 3,5 0,02 4.4 0,06 14,4 0,07 16,7
. 53° 122.800.000 8,08 0,04 9,9 0,01 2,2 0,01 1,8 0,04 10,4 0,06 14,6

Plazmid DNA

54 678.700.000 8,83 0,02 3,6 0,01 2,2 0,01 1,8 0,05 11,7 0,05 12,5

SD = smérodatna odchylka

@ Detekované replikaty s kvantifikovatelnym vysledkem = celkovy podet detekovanych replikatd byl 54.
b Vysledek jednoho replikatu byl neplatny.

Logaritmicko-normalni CV (%) = \(10(c*2 x In(10)) - 1) x 100

Aptima HBV Quant Assay 32 AW-28215-2601 Rev. 003



Aptima®

Analyticka funkéni zplisobilost

Potencialné interferujici latky

U testu Aptima HBV Quant jsme hodnatili citlivost na interferenci se zvySenymi hladinami
endogennich latek nebo s léCivymi pfipravky, které se jedincim infikovanym HBV bézné
pfedepisuji. Testovany byly vzorky HBV-negativni plazmy a vzorky obohacené o HBV na
koncentrace pfiblizné 30 IU/ml (1,48 logq IU/ml) a 20 000 IU/ml (4,30 log4q IU/ml).

V pfitomnosti albuminu (90 mg/ml), hemoglobinu (5 mg/ml), triglyceridd (30 mg/ml) nebo
nekonjugovaného bilirubinu (0,2 mg/ml) nebyla béhem provadéni testu pozorovana
Zadna interference.

Testem Aptima HBV Quant byly méfeny klinické vzorky plazmy od pacientl se zvySenymi

hladinami uvedenych latek nebo od pacientd s uvedenymi nemocemi, od kazdé latky deset
vzorkd. Tabulka 11 uvadi seznam latek a nemoci. B€hem provadéni testu nebyla pozorovana
Z2adna interference.

Tabulka 11: Typy testovanych klinickych vzorkd

Typy klinickych vzorku

1 Antinuklearni protilatky (ANA)

2 Revmatoidni faktor (RF)

3 Alkoholicka cirhéza (AC)

4 Alkoholicka hepatitida

5 Nealkoholicka hepatitida

6 Autoimunitni hepatitida

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

9 Roztrouena sklerdza (MS)

10 Systémovy lupus erythematodes (SLE)
11 Hyperglobulinemie

12 Revmatoidni artritida (RA)

13 Anti-Jo1 protilatka (JO-1)

14 Mnohocetny myelom (MM)

15 Hemolyza (zvy$eny hemoglobin)

16 Ikterus (zvySeny bilirubin)

17 Lipemie (zvy$ena hladina lipidu)

18 Zvyseny protein
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V pfitomnosti exogennich latek, které uvadi Tabulka 12, nebyla pfi koncentracich alespor
trojnasobku C,,,,« (lidska plazma) béhem provadéni testu pozorovana zadna interference.

Tabulka 12: Exogenni latky

Skupina
exogennich latek Testované exogenni latky
1 Saquinavir, ritonavir, amprenavir, indinavir, lopinavir, nelfinavir mesylat
2 Klarithromycin, valganciklovir hydrochlorid, efavirenz, nevirapin
3 Paroxetin HCI, enfuvirtid, zidovudin, didanosin, abakavir sulfat
4 Ribavirin, entekavir, adefovir-dipivoxil, tenofovir-disoproxyl-fumarat, lamivudin, ganciclovir, acyklovir
5 Stavudin, ciprofloxacin, fluoxetin, azithromycin, valacyclovir, sertralin, zalcitabin
6 Interferon alfa -2a, interferon alfa -2b, pegylovany interferon alfa-2b
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Analyticka specificita

Potencialni zkfiZzena reaktivita na patogeny, které uvadi Tabulka 13, byla vyhodnocena

v HBV-negativni lidské plazmé v pfitomnosti nebo nepfitomnosti 30 IU/ml (1,5 log4q 1U/ml)
a 20 000 IU/ml (4,3 logqo IU/mI) DNA HBV. Nebyla pozorovana zadna zkfizenda reaktivita.
V pfitomnosti patogenl nebyla pozorovana zadna interference.

Tabulka 13: Patogeny testované za ucelem ovéreni analytické specificity

Mikroorganismus/patogen Koncentrace Mikroorganismus/patogen Koncentrace
Adenovirus 5 100000  TCID50/mI® Candida albicans 1 000 000 CFU/mI®
BK lidsky polyomavirus 1000 TCID50/ml Chlamydia trachomatis 1 000 000 IFU/mif
Cytomegalovirus 100 000 TCID50/ml Corynebacterium diphtheriae 1 000 000 CFU/ml
Virus horec¢ky dengue 1 10 000 TCID50/ml Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/ml
Virus hore¢ky dengue 2 10 000 TCID50/ml Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/ml
Virus horec¢ky dengue 3 10 000 TCID50/ml Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/ml
Virus hore¢ky dengue 4 100 000 TCID50/ml Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/ml
Virus Epsteina-Barrové 100 000 kopii/ml Streptococcus pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Chfipka H1N1 100 000 TCID50/ml Trichomonas vaginalis 1 000 000 CFU/ml
Virus hepatitidy A 100000  TCIDSO/mI  2TC|p50/mI = infekéni davkové jednotky tkariové kultury na mi
Virus hepatitidy C 100 000 1U/mi® ® |U/ml = mezinarodni jednotky na ml
Virus hepatitidy G 100 000 kopii/ml € vp/ml = virové &astice na ml
Lidsky herpes virus 6B 100 000 kopii/ml 91 D50/ml = smrtelna davka na mi
Lidsky herpes virus 8 100 000 kopii/ml € GFU/mI = kolonie tvofici jednotky na ml
HIV-1 100 000 1U/ml fIFU/mI = inkluze tvofici jednotky na ml
HIV-2 10 000 TCID50/ml
Lidsky papilomavirus 100 000 kopii/ml

Virus herpes simplex 1 (HSV-1) 100 000 TCID50/ml

Virus herpes simplex 2 (HSV-2) 100 000 TCID50/ml

Lidsky T-lymfotropni virus 1 (HTLV-1) 100 000 vp/ml®

Lidsky T-lymfotropni virus 2 (HTLV-2) 100 000 vp/ml

Virus japonské encefalitidy - -

Virus encefalitidy Murray Valley 2000 LD50/ml®
Parvovirus B19 100 000 1U/ml

Virus zardének 10 000 TCID50/ml

Virus encefalitidy St. Louis 100 000 TCID50/ml

Virus vakcinie 1000 TCID50/ml

Virus zapadonilské horecky 100 000 TCID50/ml

Virus Zluté zimnice 100 000 TCID50/ml
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Rovnocennost matic

Rovnocennost matic byla hodnocena otestovanim sto osmnacti soubord vzorku

v odpovidajicich zkumavkach na odbér krve (sérova zkumavka, ACD, K2 EDTA, K3 EDTA,
PPT a SST). Z téchto souborl bylo 44 pfirozené infikovanych (HBV-pozitivnich) a 74 bylo
HBV-negativnich obohacenych virem HBV. Tabulka 14 uvadi korelaci jednotlivych typ(
zkumavek na odbér krve ve srovnani se zkumavkou na odbér séra.

Tabulka 14: Studie rovnocennosti matic

95% Cl smérnice 95% Cl posunu
Zkumavka Demingova Dolni Horni Dolni Horni Stredni rozdil
na krev regrese mez mez mez mez R (Log1p)

ACD y=1,01x-0,04 1,00 1,02 -0,10 0,01 0,998 -0,01

K2 EDTA y=1,02x-0,14 1,00 1,03 -0,20 -0,07 0,997 -0,07

K3 EDTA y=1,01x-0,12 1,00 1,03 -0,18 -0,06 0,997 -0,06
PPT y=1,02x-0,14 1,00 1,03 -0,21 -0,07 0,996 -0,06
SST y =1,00x - 0,03 0,99 1,01 -0,07 0,03 0,999 -0,01

Cl = interval spolehlivosti

Redéni vzork(i roztokem k fedéni vzorkd Aptima (1:3)

Pfesnost detekce DNA HBV ve vzorcich fedénych roztokem k fedéni vzorkd Aptima byla
hodnocena nafedénim vzorkd z linearniho rozsahu roztokem k fedéni vzork( Aptima

v poméru 1:3 (napfiklad smisenim 240 ul vzorku se 480 ul roztoku k fedéni vzorkd Aptima).
Kazdy vzorek byl tfikrat testovan Cisty a zfedény (1:3). K testovani se pouzila jedna Sarze
testovacich reagencii ve dvou systémech Panther se dvéma Sarzemi roztoku k fedéni vzorku
Aptima. Rozdily mezi primérnou namérenou koncentraci v pivodni matici a praimérnou
koncentraci ve vzorcich nafedénych roztokem k fedéni vzork( Aptima (kdy se vysledek
zfedéného vzorku opravil fedicim pomérem) uvadi Tabulka 15 (plazma) a Tabulka 16
(sérum). Koncentrace ve zfedénych vzorcich byly stanoveny piesné.
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Tabulka 15: Souhrn srovnavaciho méfeni vzorkt plazmy nafedénych v poméru 1:3

Matice pro plazmu Redici roztok Rozdil
Primérna namérena koncentrace Primérna namérena koncentrace fedénych a nefedénych vzorku
(logqo lU/ml)n=9 (logqg IU/ml) n =18 (logqq IU/mI)
1,20° 1,11° -0,09
1,56° 1,36° -0,20
2,15 2,04 -0,11
3,10 2,97 -0,13
3,92 3,89 -0,03
4,82 4,79 -0,03
5,70 5,70 0,00
7,07 6,98 -0,09
7,74 7,60 -0,14
8,74 8,62 -0,12
9,29 9,19 -0,10
9,39 9,29 -0,10
®n=21
Pn=42

Tabulka 16: Souhrn srovnavaciho méreni vzorku séra naredénych v poméru 1:3

Matice pro sérum Redici roztok Rozdil
Primérna namérena koncentrace Pramérna namérena koncentrace fedénych a nefedénych vzorkl
(logqg lU/ml)n=9 (logqg lU/ml) n =18 (logqg 1U/miI)
1,212 1,11° -0,10
1,54 1,36" -0,18
2,21 2,03 -0,18
3,06 2,98 -0,08
3,90 3,83 -0,07
4,77 4,76 -0,01
5,77 5,74 -0,03
7,03 7,00 -0,03
7,85 7,71 -0,14
8,87 8,76 -0,11
9,37 9,30 -0,07
9,46 9,36 -0,10
®n=21
Pn=142

Redéni vzork( roztokem k fedéni vzorki Aptima (1:100)

Presnost detekce DNA HBV ve vzorcich plazmy nebo séra fedénych roztokem k fedéni
vzork(l Aptima byla hodnocena pomoci osmi vzorkl plazmy a osmi vzorkdl séra obohacenych
virem HBV na koncentraci od 6 do 8 logo IU/ml a dale pomoci osmi vzorkd plazmy a osmi
vzorkll séra obohacenych plazmidy DNA HBV na koncentraci 9,16 logyo IU/ml, a to vzdy

s 5 opakovanimi. Rediciho poméru 1:100 bylo dosaZeno smisenim jednoho dilu vzorku

a 99 dilu roztoku k fedéni vzorkd Aptima kratce pred testovanim. K testovani se pouzila
jedna Sarze testovacich reagencii ve dvou systémech Panther se dvéma SarZzemi roztoku

k fedéni vzorku Aptima. U kazdého souboru vzorkd byly vypogitany rozdily mezi pramérnou
naméfenou koncentraci v plvodni matici a primérnou koncentraci ve vzorcich nafedénych
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roztokem k fedéni vzorku Aptima (kdy se vysledek zfedéného vzorku opravil Fedicim
pomérem). Tyto rozdily uvadi Tabulka 17 (plazma) a Tabulka 18 (sérum).

Tabulka 17: Souhrn srovnavaciho méreni vzorkt plazmy nafedénych v poméru 1:100

Matice pro plazmu Redici roztok Rozdil
Priamérna namérena koncentrace Pramérna namérena koncentrace fedénych a nefedénych vzorkl

(logqg lU/ml)n=5 (logqg IU/ml) n =10 (logq IU/mI)
7,86 7,85 -0,01
7,84 7,83 -0,01
7,78 7,75 -0,03
7,80 7,80 0,00
6,58 6,53 -0,05
6,58 6,52 -0,06
6,58 6,53 -0,05
6,58 6,53 -0,05
9,24° 9,05° 0,19
9,21° 9,05 -0,16
9,25 9,03° 0,22
9,27° 9,04° -0,23
9,13° 8,82° -0,31
9,12° 8,817 -0,31
9,09° 8,84° -0,25
9,05° 8,84° -0,21

? Obohacena plazmidy DNA

Tabulka 18: Souhrn srovnavaciho méfeni vzork( séra nafedénych v poméru 1:100

Matice pro sérum Redici roztok Rozdil
Pramérna namérena koncentrace Pramérna namérena koncentrace fedénych a nefedénych vzorkul

(logqg lU/ml)n=5 (logqg lU/ml) n =10 (log4q IU/mI)
7,70 7,85 0,15
7,84 7,85 0,01
7,79 7,82 0,03
7,75 7,79 0,04
6,77 6,77 0,00
6,75 6,80 0,05
6,75 6,71 -0,04
6,70 6,73 0,03
9,27° 9,08° -0,19
9,24° 9,06° -0,18
9,29° 9,08° -0,21
9,31° 9,11% -0,20
9,14° 8,91° -0,23
9,18° 8,92° -0,26
9,19° 8,90° -0,29
9,08° 8,84° -0,24

? Obohacena plazmidy DNA
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Ovéreni LLoQ u vzorka redénych roztokem k fedéni vzorkt Aptima

LLoQ testu Aptima HBV Quant byla ovéfena na klinickych vzorcich HBV genotypu A
fedénych roztokem k fedéni vzorkl Aptima. Tyto vzorky byly pfipraveny z HBV-negativni
lidské plazmy a séra v koncentracich 21, 30 a 45 IU/ml. Kazdy panel vzork( byl kratce pred
testovanim nafedén roztokem k Fedéni vzorkl Aptima v poméru 1:3 na kone&nou koncentraci
pfiblizné 7, 10 a 15 IU/ml. V pribéhu tfi dnu bylo jednou Sarzi reagencii otestovano celkem
36 replikatt kazdého vzorku z panelu. Timto testovanim byla LLoQ HBV ve vzorcich plazmy
nebo séra fedénych roztokem k fedéni vzorkd Aptima potvrzena jako < 10 IU/ml. Tabulka 19
uvadi jednotlivé vysledky.

Tabulka 19: Ovéreni LLoQ — vzorky v roztoku k Fedéni vzorkt Aptima

Aptima Aptima Vychyleni
- Podil HBV Quant HBV Quant SD méreni Vypoctena TE Vypoctena TAE
Matice  tekce (IU/mI) (logqq IU/MI)  (logqq IU/mI) (logqg IU/mI) (logqq IU/MI)  (logqg IU/mI)
Plazma 100 % 3 0,50 0,19 0,10 0,54 0,48
Sérum 100 % 2 0,38 0,12 0,46 0,33 0,70

Preciznost u fedénych vzorku

Na zkouSku preciznosti testu Aptima HBV Quant byl pouzit panel vzorkl vytvorenych
rozfedénim HBV-pozitivni plazmy a plazmidi DNA HBV do HBV-negativni klinické plazmy
a séra. Pozitivni panely vzorku byly rozfedény roztokem k fedéni vzork( Aptima. Testovani
provedl jeden laborant v sériich s péti replikaty pomoci tfi Sarzi roztoku k fedéni vzorku
Aptima v jednom systému Panther, a to v ramci dvou sérii méfeni denné po dobu tfi dna.

Tabulka 20 znazorfiuje preciznost vysledku testu (v SD logqq IU/ml) u vSech tfi Sarzi roztoku
k fedéni vzork(l Aptima. Celkova variabilita byla < 0,15 SD u v8ech vzorku z panelu a Sarzi
fediciho roztoku.

Tabulka 20: Ovéfeni preciznosti u paneli vzorki fedénych v roztoku k fedéni vzorku Aptima

1. Sarze roztoku 2. Sarze roztoku 3. Sarze roztoku
k fedéni vzorku k fedéni vzorku k fedéni vzorku Kombinace sarzi
(n=10) (n=10) (n=10) (n=30)
Cilova Primérna Primérna Primérna Priimérna
koncentrace hodnota hodnota hodnota hodnota
Matice logqolU/ml  Redéni logqo IU/mi SD log4o IU/ml SD logqo IU/ml SD logqo IU/mlI SD
330 Nefedéné 3,46 0,07 3,43 0,08 3,46 0,06 3,45 0,07
' 1:3 3,36 0,09 3,35 0,07 3,39 0,09 3,37 0,08
Nefedéné 4,33 0,06 4,27 0,03 4,41 0,05 4,34 0,08
Plazma 4,30
1:3 4,34 0,05 4,35 0,05 4,38 0,10 4,35 0,07
918 Nefedéné 9,13 0,05 9,10 0,03 9,26% 0,15 9,16% 0,11
‘ 1:100 9,18 0,03 9,14 0,04 9,33 0,10 9,21 0,10
330 Nefedéné 3,52 0,05 3,48 0,06 3,50 0,07 3,50 0,06
’ 1:3 3,45 0,08 3,40 0,06 3,39 0,08 3,41 0,07
Nefedéné 4,35 0,05 4,37 0,06 4,43 0,06 4,38 0,06
Sérum 4,30
1:3 4,35 0,05 4,37 0,05 4,41 0,04 4,37 0,05
918 Nefedéné 9,08 0,03 9,14 0,05 9,31b 0,12 9,17b 0,12
’ 1:100 9,18 0,02 9,14 0,03 9,33 0,09 9,22 0,10

SD = smérodatna odchylka.
# Jeden replikat byl vyfazen (nad vypoditatelnym rozmezim).
® Dva replikaty byly vyfazeny (nad vypocitatelnym rozmezim).

Aptima HBV Quant Assay 39 AW-28215-2601 Rev. 003



Analyticka funkéni zpasobilost Aptima®

Krizova kontaminace

Aby se prokazalo, ze systém Panther minimalizuje riziko faleSné pozitivnich vysledku
vyplyvajicich z kfizové kontaminace, byla provedena studie s pouzitim obohacenych panell
vzork(l na tfech systémech Panther. Kfizova kontaminace byla hodnocena pomoci vzorkl
plazmy obohacenych o vysokou koncentraci DNA HBV (8 logqq IU/ml) rozptylenych mezi
HBV-negativnimi vzorky v §achovnicovém vzoru. Testovani probéhlo v patnacti sériich
méfeni. Celkova mira kfiZzové kontaminace byla 0,14 % (1/705).

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla hodnocena pomoci systému Panther na tfech externich americkych
pracovistich. Na kazdém pracovisti testy provadéli dva laboranti. Kazdy laborant provadél
dvé seérie méfeni denné po dobu tfi dni, a to se tfemi SarZzemi reagencii. Kazda seérie méfeni
zahrnovala ftfi replikaty kazdého vzorku z panelu. Celkem bylo tedy otestovano 108 replikat(
kazdého vzorku z panelu.

Reprodukovatelnost byla zkouSena na panelu vzorkl pfipravenych pomoci HBV-negativni
plazmy. Pozitivni vzorky z panelu byly pozitivni na genotypy HBV A nebo C. Koncentrace
DNA HBV pokryvaly cely linearni rozsah tohoto testu.

Tabulka 21 uvadi reprodukovatelnost a preciznost vysledkl testu u jednotlivych pozitivnich
vzork( z panelu mezi pracovisti, mezi laboranty a jednotlivymi dny, mezi Sarzemi, mezi
sériemi méreni, v ramci série méreni a celkové.

Varia¢ni koeficient byl vypocitan nasledujici rovnici, kde o® pfedstavuje vybérovy rozptyl
souboru dat po transformaci logg.

% CV =100 x \(10 210 _ 1)
U v8ech HBV-pozitivnich vzorkl z panelu byla 100% shoda.
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Tabulka 21: Reprodukovatelnost stanoveni koncentraci DNA HBV u pozitivnich vzorkd z panelu testem
Aptima HBV Quant v systému Panther

Procentualni podil na celkovém rozptylu

Pozorovany pramér SD (% CV) i

. Celkova

Mez Mezi . Mezi Mezi V ramci variance SD

GT N IU/mI logqo IlU/ml  pracovisti  laboranty/dny Sarzemi sériemi sérii (% CV)
108 e " 0,059 <0,001 0,138 0,090 0,178 0,250
’ ’ (13,578) (< 0,001) (32,693)  (20,869)  (42,883)  (62,666)

0,009 0 0,074 0,051 0,106 0,139

108 1294 21 (2.162) 0) (17109)  (11,.869) (24736)  (32,886)
0,035 0,032 0,014 0,032 0,085 0,103

107 1056,0 3,0 (7.994) (7.432) (3.246) (7.356)  (19.666)  (24,060)
0 0,027 0,040 0,044 0,066 0,092

A 108 76630 3.9 ©) (6.262) (9.235)  (10,088) (15194)  (21,540)
0,027 0,042 0,042 0,030 0,072 0,102

108 1881721 53 (6.281) (9.707) (9.787) (6.829)  (16,689)  (23.772)
0,038 0 0,031 0,064 0,068 0,106

108 93890941 7.0 (8.846) 0) (7.237)  (14791)  (15756)  (24,692)
0,038 0,029 0,020 0,037 0,049 0,081

107 86664677.2 7.9 (8.692) (6.753) (4.584) (8.635)  (11,375)  (18,725)
0,024 0,052 0,015 0,045 0,053 0,091

107 753726183, 8.9 (5.476) (11,997) (3.499)  (10.304) (12187)  (21,163)
107 0 2 0,041 0,041 0,074 0,092 0,189 0,230
’ ’ (9.521) (9,392) (17,147)  (21,438) (45,704)  (57,010)

0,035 0 0,055 0,064 0,131 0,160

108 1529 22 (8.127) 0) (12.706)  (14.925) (30.748)  (38,013)
0,042 0,023 0 0,061 0,055 0,094

108 13638 3.1 (9.583) (5.316) ) (14,033)  (12,623)  (22,002)
0,011 0,014 0,040 0,038 0,059 0,083

. 108 98719 4.0 (2,472) (3.270) (9.337) (8.801)  (13651)  (19,291)
0,031 0,047 0,016 0,026 0,063 0,090

108 217400,5 5.3 (7.255) (10,843) (3.791) (6.023)  (14,685)  (21,044)
0,046 0 0,020 0,064 0,073 0,109

108 12087179, 4 (10,543) 0) (4.652)  (14762) (16922)  (25,501)
0,044 0,028 0,013 0,043 0,052 0,087

108 577437128 7.8 (10,232) (6.472) (2.944)  (10026) (12,010)  (20,146)
0,042 0,048 0,028 0,034 0,048 0,091

108 572184754.9 8.7 ©.711) (11,160) (6.374) (7.740)  (11,081)  (21,208)

% CV = logaritmicko-normalni varia¢ni koeficient, GT = genotyp a SD = smérodatna odchylka.
Poznamka: Variabilita nékterych koeficientt muze dosahovat zapornych ¢iselnych hodnot. K tomu dochazi v pripadé, Ze je variabilita
u téchto faktor velmi nizka. V téchto pfipadech je hodnota SD a CV uvedena jako 0.

# Odchylku mezi laboranty je mozné nedopatfenim zaménit s odchylkou mezi dny, tyto hodnoty jsme proto slouéili do jedné.
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Klinicka funkéni zplsobilost

Korelace metod

Funkéni zpusobilost testu Aptima HBV Quant byla hodnocena schvalenym srovnavacim
testem s oznaCenim CE a Health Canada, ktery spocival v méfeni nefedénych klinickych
vzork(l od pacient(l infikovanych HBV. Pro linearni regresi bylo pouzito celkem 614 klinickych
vzork( v linedrnim rozsahu spole¢ném pro oba testy, jak znazorfiuje Obrazek 9.

9,0 -

8,0 1 y=-0,14 + 1,05x
R2= 0,988

7,0 -

6,0 -

5,0

4,0 -

3,0

Test Aptima HBV Quant (log 1U/ml)
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Komparator (log 1U/ml)

Obrazek 9. Korelace testu Aptima HBV Quant se srovnavacim testem

Klinické vyuziti
Tato studie byla navrZzena k vyhodnoceni schopnosti testu Aptima HBV Quant predikovat
virologické, biochemické a sérologické koncové body 48 tydnl od zahajeni 1éEby. Vzorky byly
prospektivné odebrany u subjektt s chronickou infekci HBV, které v ramci bézné 1écby
zacinali podstupovat monoterapii entekavirem nebo tenofovirem.

Z celkového poctu 331 zarazenych subjektu bylo 86 vyfazeno kvili odvolani souhlasu,
preruseni |&éCby, absenci vysledku z 48. tydne nebo nizké plvodni virové zatézi DNA HBV

Ci jeji absenci. Zbyvaijicich 245 subjektd bylo hodnoceno alespori z hlediska jednoho

z koncovych bodu klinického vyuziti, a to v€etné 126 subjektll s HBeAg(+) a 119 subjektd

s HBeAg(-). Tabulka 22 ukazuje demografické a vychozi klinické charakteristiky hodnotitelnych
subjektll. Demografické rozdéleni subjektl v této studii odpovidalo pacientim s chronickou
infekci HBV v USA.™ Udaje HBeAg(+) a HBeAg(-) subjektl byly analyzovany zvlast.
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Tabulka 22: Demografické udaje a vychozi klinické vlastnosti hodnotitelnych subjekti

Vlastnosti Celkem
Celkem, N N 245
Entekavir n (%) 94 (38,4)
Tenofovir n (%) 151 (61,6)
Muzské 154 (62,9)
Pohlavi, n (%) -
Zenské 91 (37,1)
Primér + SD 43,5+ 13,63
Vék (roky) Median 44,0
Rozsah 18-83
18-29 40 (16,3)
30-49, n (%) 120 (49,0)
Vékova kategorie (roky), n (%)
50-70, n (%) 80 (32,7)
> 70, n (%) 5 (2,0)
Hispanskeé ¢&i latinskoamerické 7(2,9)
Etnikum, n (%) atnskoamencke. 2o
Neznama ¢&i neuvedena 2(0,8)
Bélosi 89 (36,3)
Cernosi a afroamerigané 16 (6,5)
Asijci 132 (53,9)
Rasa®, n (%) Pavodni obyvatelé USA a Aljasky 0(0,0)
Pavodni obyvatelé Havaje / 6 (2,4)
ostrovl v Tichomofi
Jiné 1(0,4)
Neznama ¢&i neuvedena 1(0,4)
A 28 (11,4)
B 64 (26,1)
C 36 (14,7)
D 47 (19,2)
Genotyp, n (%) E 2(0,8)
F 0 (0,0)
G 0(0,0)
H 3(1,2)
Neznamé 65 (26,5)
Ano 27 (11,0)
Pfedchozi 1é¢ba HBV, n (%)
Ne 218 (89,0)
Tenofovir 5(18,5)
Entekavir 4 (14,8)
Adefovir 2(7,4)
Dfive uZivané pfipravky, n (%) Lamivudin 1(3,7)
Telbivudin 0(0,0)
Interferon 10 (37,0)
Jine® 5(18,5)
Neuspésna 1(3,7)
Vysledek predchozi |é¢by, n (%) Uspésna 0(0,0)
PFerusena z jinych ddvod 26 (96,3)
Pozitivni/reaktivni 210 (85,7)
Pfitomnost HBsAg v séru, n (%)
Nestanoveno 35 (14,3)
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Tabulka 22: Demografické udaje a vychozi klinické viastnosti hodnotitelnych subjektu (pokracovani)

Vlastnosti Celkem
S cirhézou 26 (10,6)
Pritomnost cirhézy, n (%) Bez cirhdzy 201 (82,0)
Nestanoveno 18 (7,3)
Pramér + SD 6,3+ 1,93
Virova naloz HBV (logqq IU/ml) Median 6,4
Rozsah 3-9
Pramér + SD 102,4 + 175,97
ALT (jednotky/l)
Poget nad ULN® 177 (85,9)

2 Subjekty mohly uvadét vice ras.
P Riizné kombinace uvedenych lé¢ivych pfipravkd.
° Horni mez normaliniho rozmezi (ULN) alaninaminotransferazy (ALT) byla 30 jednotek/l u muzd a 19 jednotek/I u Zen.

Predikce odpovédi na 1é€bu antivirotiky

Klinické vyuziti testu Aptima HBV Quant bylo hodnoceno u osob Ié€enych tenofovirem
a entekavirem. O klinickém vyuziti testu pfi pouziti jinych antivirotik proti HBV nejsou
dostupné zadné informace.

Definice:
Vysledky ¢asné virologické odpovédi

Virologicka odpovéd po 12 a 24 tydnech = podle testu Aptima HBV Quant provedenych
v systému Panther je koncentrace DNA HBV < 10 IU/ml (< LLoQ).

Alternativni virologicka odpovéd po 12 tydnech = koncentrace DNA HBV oproti puvodni
hodnoté klesla o =2 2 logy.

Alternativni virologicka odpovéd po 24 tydnech = koncentrace DNA HBV < 2000 IU/ml
(u HBeAg+ subjektll) nebo < 50 IU/ml (u HBeAg- subjektu).

Koncové body klinickeho vyuZiti

Virologicka odpovéd po 48 tydnech = podle schvaleného kvantitativniho testu je
DNAHBV < 10 IU/ml (< LLoQ).

Alternativni virologicka odpovéd po 48 tydnech = podle schvaleného kvantitativniho testu
je DNAHBV <50 IU/ml.

Biochemicka odpovéd = normalizace vysledkl stanoveni ALT po 48 tydnech (koncentrace
ALT < 30 jednotek/l u muzl a < 19 jednotek/l u zen).

Sérologicka odpovéd = ztrata HBeAg (HBeAg-negativni vysledky) po 48 tydnech.
Mira souvislosti a prediktivni hodnoty

Pozitivni prediktivni hodnota (Positive Predictive Value — PPV) = skute¢né pozitivni
vysledky / (skute¢né pozitivni vysledky + faleSné pozitivni vysledky) nebo
pravdépodobnost odpovédi po 48 tydnech (u hodnoceného koncového bodu klinického
vyuziti) u subjektd s ¢asnou virologickou odpovédi.

Negativni prediktivni hodnota (Negative Predictive Value — NPV) = skuteCné negativni
vysledky / (skute¢né negativni vysledky + fale$né negativni vysledky) nebo
pravdépodobnost absence odpovédi po 48 tydnech (u hodnoceného koncového bodu
klinického vyuziti) u subjektll bez ¢asné odpovédi.

Pomér Sanci (Odds Ratio — OR) = (skute¢né pozitivni x skutecné negativni) / (faleSné
pozitivni x faleSné negativni)
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Predikce virologické odpovédi po 48 tydnech definované jako DNA HBV <10 IU/ml

V této studii byla primarni definici virologické odpovédi koncentrace DNA HBV < 10 1U/ml.
Tato definice byla pouzita pro ¢asnou virologickou odpovéd po 12 a 24 tydnech i pro
virologickou odpovéd po 48 tydnech. Déle byla hodnocena souvislost mezi asnymi
virologickymi odpovédmi po 12 a 24 tydnech a koncovymi body klinického vyuZiti po

48 tydnech (virologicka odpovéd, biochemicka odpovéd a sérologicka odpoveéd).

Predikce virologické odpovédi po 48 tydnech

Shrnuti souvislosti virologické odpovédi po 48 tydnech a virologické odpovédi po
12 a 24 tydnech uvadi Tabulka 23.

Casné virologické odpovédi po 12 a 24 tydnech jako prediktory virologické odpovédi po

48 tydnech v zavislosti na tydnech a léCbé.

Tabulka 23: PPV, NPV a pomér Sanci virologické odpovédi predikované na zakladé ¢asné virologické

odpovedi béhem lécby: Virologicka odpovéd’ po 48 tydnech definovana jako < 10 IU/ml

] ] ] PPV (%) NPV (%) Pomér Sanci
Tyden ¢asné
virologické Odhad Odhad Odhad |
Stav HBeAg odpovédi Lééba (95% Cl) n/N (95% ClI) n/N (95% Ch™
. 0,0 82,5 1,49
Entekavir (0.0: 93.2) 0/1 (80,0; 88,4) 33/40 (< 0,01; 30,95)
_ 100 74,4 14,30
12 Tenofovir erz00) 22 726:787) V82 (111, > 999,99
v 66,7 77,0 6,71
Vee (154;982) 2P (757;799) 122 (0,62; 147,55)
HBeAg(+) 50,0 88,2 7,50
Entekavir ©64:932) 24 (835, 954) 034 (0,74, 79,76)
. 75,0 84,1 15,81
24 Tenofovir 527,923 218 (785000 989 (4,62; 65,54)
' 70.0 85,4 13,69
Vse (50,3;88,1)  H20 @139,1 1% o 510
. 94,1 22,2 4,57
Entek ’ 2/34 : 4 '
ntekavir 87.1:000) P (7,6; 36,0) e (0,80; 35,85)
. 83,3 46,9 4,41
12 Tenof ’ 2 ’ 15/32 '
enotovir (70,5; 93,2) 5/30 (35,0; 58,9) o (1,42; 15,71)
. 89,1 38,0 4,99
v ’ 7164 ’ 1 '
HBeAg(-) > (821;007) °° (o.0;47,) P (L2 s o)
. 93,0 37,5 8,00
Entek ’ 40/4 : :
ntekavir (88,0 98,1) 043 (6,4; 67,2) 38 (1,21; 55,54)
. 826 75,0 14,25
24 Tenof ' 4 ' 12/1 ’
enotovir (743:90.4)  S0/46 (54,1; 92,0) e (3,92; 62,71)
- 87,6 62,5 11,82
v : 78/89 ' 15/24 '
=€ (82,7 92.,6) (44,8; 78,0) (4.30; 34.94)

Cl = 95 % interval spolehlivosti zaloZzeny na profilové vérohodnosti
# Tmavé zvyraznéné hodnoty jsou statisticky vyznamné poméry $anci.
b Kdykoli byla pfi vypoctu pomért Sanci a jejich intervald spolehlivosti alespon jedna burika nula, byla ke v§em bunkam pfictena

hodnota 0,5.
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Predikce biochemické odpovédi po 48 tydnech

Tabulka 24 uvadi shrnuti souvislosti biochemické odpovédi po 48 tydnech a virologické
odpovédi po 12 a 24 tydnech.

Hodnota €asné virologické odpovédi po 12 a 24 tydnech jako prediktor biochemické odpovédi
po 48 tydnech v zavislosti na tydnech a lé¢bé.

Tabulka 24: PPV, NPV a pomér Sanci biochemické odpovédi predikované na zakladé ¢asné virologické
odpovedi béhem lécby: Virologicka odpovéd’ po 48 tydnech definovana jako < 10 IU/ml

PPV (%) NPV (%) Pomér $anci
Tyden ¢asné
virologické Odhad Odhad Odhad
Stav HBeAg odpovédi  Lécba (95% Cl) niN (95% Cl) niN (95% CI)°
. NC 67,9 2,05
Entekavir (NC) 0/0 (63,4-76.1) 19/28 (0,01-393,52)
. 100 58,5 7,00
12 Tenofovir (27,6; 100) 212 (551:639) o153 (0,54; 983,90)
. 100 61,7 8,02
Vse @7.3:100) 22 59.7:655 281 (063; >999,99)
HBeAg(*) 66,7 68,2 4,29
Entekavir (164-082) 23 (60,1-80,0) 1022 (0,35-101,82)
. 58,3 61,4 2,22
24 Tenofovir (33.2; 81,0) 712 (54.3; 69,7) 27/44 (0,61: 8.61)
. 60,0 63,6 2,62
Ve 36,6:809) 10 (58,2:700) %66 (0,84; 8,70)
Entekavir 43,8 7116 50,0 6/12 0,78
(25,1: 61,2) (25,1: 74,9) (0,17; 3,53)
12 Tenofovir 52,9 917 76,2 16/21 3,60
(35,1: 72,2) (61,2: 89,8) (0,93; 15,39)
Ve 485 16/33 66,7 22/33 188
HBeAg() (36,0; 60,9) (54,5: 78,6) (0,70; 5,20)
Entekavir 45,8 11/24 75,0 3/4 2,54
(36,0; 56,0) (25,2: 98,7) (0,28; 55,45)
24 Tenofovir 42,9 12/28 80,0 8/10 3,00
(32,8: 53,1) (53,0; 97,1) (0,61; 22,34)
Ve 44,2 23/52 78,6 11114 2,91
(37.8: 50,8) (55.,1: 95,0) (0,80; 13,98)

Cl = 95 % interval spolehlivosti zaloZzeny na profilové vérohodnosti, NC = nelze vypocitat.
# Kdykoli byla pfi vypoétu pomé&ril $anci a jejich intervaltl spolehlivosti alesporfi jedna bufika nula, byla ke véem burikam pFitena
hodnota 0,5.
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Predikce sérologické odpovédi po 48 tydnech

Tabulka 25 uvadi shrnuti souvislosti sérologické odpovédi po 48 tydnech a virologické
odpovédi po 12 a 24 tydnech.

Hodnota ¢asné virologické odpovédi po 12 a 24 tydnech jako prediktor sérologické odpovédi
po 48 tydnech v zavislosti na tydnech a lécbé.

Tabulka 25: PPV, NPV a pomér Sanci sérologické odpovédi predikované na zakladé ¢asné virologické
odpovedi béhem Iécby: Virologicka odpovéd’ po 48 tydnech definovana jako < 10 IU/ml

L PPV (%) NPV (%) Pomer sanci
Tyden ¢asné
virologické Odhad Odhad Odhad
Stav HBeAg odpovédi Lécba (95% CI) n/N (95% Cl) n/N (95% ClI)
. 100 86,8 18,27
Entekavir (6,5; 100) 1 842:939) S8 (0 86;>999,99)
. 0,0 82,9 0,95
12 Tenofovir (0,0: 72,0) 0/2 (81,7: 86,0) 68/82 (< 0,01; 12,45)
333 84,2 2,66
Ve o 1/3 " 101/120 ?
HBeAg(+) (1 ,85,083,3) (83,;;3 26,8) (0,127, 52(5)9,11)
Entekavir (6,4; 93,2) 214 (835 954)  S0/34 (0,74; 79,76)
. 18,8 84,1 1,22
24 Tenofovir (3.1: 39.1) 3/16 (80,6; 89,1) 58/69 (0,25: 4.59)
) 25,0 85,4 1,96
Ve (8,5; 43,6) 5/20 (825, 80.4) 0103 (0,57: 5,94)

Cl = 95% interval spolehlivosti zaloZeny na profilové vérohodnosti

2 Kdykoli byla p¥i vypoétu pomért $anci a jejich intervalt spolehlivosti alespoii jedna burika nula, byla ke véem bufikam pfiétena
hodnota 0,5.
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Predikce virologické odpovédi po 48 tydnech definované jako DNA HBV < 50 IU/ml
(alternativni definice)

Soucasné byly hodnoceny alternativni definice €asné virologické odpovédi (po 12 a 24 tydnech)
a virologické odpovédi po 48 tydnech (viz definice alternativnich reakci vyse).

Tabulka 26 (virologicka odpovéd), Tabulka 27 (biochemicka odpovéd) a Tabulka 28
(sérologicka odpovéd) uvadi souhrny souvislosti koncovych bodu klinického vyuziti
a virologické odpovédi po 12 a 24 tydnech s témito alternativnimi definicemi
virologické odpovédi.

Tabulka 26: PPV, NPV a pomér Sanci virologické odpovédi predikované na zakladé ¢asné virologické
odpovedi behem IéCby: Virologicka odpovéd’ po 48 tydnech definovana jako < 50 IU/ml

— PPV (%) NPV (%) Pomér sanci
Tyden ¢asné
virologické Odhad Odhad Odhad |
Stav HBeAg odpovédi  Légba (95% Cl) n/N (95% CI) n/N (95% CIy™
_ 34,2 66,7 1,04
Entekavir 26,9;39,2) 1338 (161,982 2P (0,09; 23,60)
. 55,1 833 6,14
12 Tenofovir (51.9.504) 4378 (43,5 99.2) 5/6 (0,93; 120,54)
) 483 77,8 327
Vee 456,513 06 wszeryy P (0.75; 22,54)
HBeAg(+) 65,0 100 66,59
Entekavir 510812 1320 86,3;100) 1918 (7,20, > 999,99)
. 72,4 88,9 21,00
24 Tenofovir 64 7:806) P8 (qagorg 2 (6,28; 97,36)
) 70,5 933 33,47
Ve ©35.779) 578 (84.0:983) 245 (10,81; 148,13)
. 100 NC
Entekavir (NC) 52/52 (NC) 0/0 NC
. 93,0 60,0 19,87
12 Tenofovir cot 075 557 (213 93.3) 3/5 (2,62; 191,49)
. 96.3 60,0 39,37
HBeAg(-) vee @407 19 o103 30 (5,24; 376,77)
. 100 0,0
Entekavir (NC) 47/47 (NC) 0/4 NC
_ 939 30,8 6,81
24 Tenofovir (88.6: 98.3) 46/49 (6.7: 52,4) 413 (1,30; 39,97)
) 96,9 235 9,54
Ve 38,002 93% (7.0: 39.8) 4n7 (1,91; 53,22)

Cl = 95% interval spolehlivosti zaloZzeny na profilové vérohodnosti, NC = nelze vypocitat.

 Tmavé zvyraznéné hodnoty jsou statisticky vyznamné poméry $anci.

e Kdykoli byla pfi vypoctu pomért Sanci a jejich intervald spolehlivosti alespon jedna burika nula, byla ke v§em bunkam pfictena
hodnota 0,5, s vyjimkou pfipadu, kdy po 48 tydnech nebyly Zadné odpovédi, nebo kdy po 48 tydnech doslo k odpovédi u vSech
subjekttl — v téchto pfipadech byl pomér $anci oznaceny jako NC.
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Tabulka 27: PPV, NPV a pomér Sanci biochemické odpovédi predikované na zakladé ¢asné virologické
odpovedi béhem lécby: Virologicka odpovéd’ po 48 tydnech definovana jako < 50 IU/ml

] . i PPV NPV Pomér Sanci
Tyden ¢asné
virologické Odhad Odhad Odhad |
Stav HBeAg odpovédi Lééba (95% ClI) n/N (95% ClI) n/N (95% CI)
. 33,3 100 1,54
Entekavir 251-300) V%7 (6.7-100) 1" (0,07-233,77)
, 44,2 66,7 1,59
12 Tenofovir (306, 486)  2°/°2 (15,7; 98,2) 23 (0,14; 35,36)
) 40,5 75,0 2,04
Vee @437 2% 2390087 M (0.25; 42,30)
HBeAg(+) 50.0 81,8 4,50
Entekavir (312695 4 (58,9-97,1) I (0,79-37,15)
. 52,5 813 479
24 Tenofovir waoors 210 eoilesny 1316 (1,30; 23,28)
) 51,9 815 4,74
Ve 1602 2854 eeaoan) 227 (1,66; 15,82)
_ 46,4 NC 0.87
Entekavir (39,5 52.6) 13/28 (NC) 0/0 (< 0,01; 166,17)
. 40,0 100 4,72
12 Tenofovir (33.6: 46.3) 14/35 (41,4; 100) 3/3 (0,41; 653,11)
. 42,9 100 5,27
Ve ' 27/63 3/3 ’
. 41,2; 1 48; 72
HBeAg(-) (39,:3‘,1 %6’7) ( 66 700) © 8% 570,38)
Entekavir (34,4; 52,7) 1725 (16,3-98,2) 23 (0,13; 36,42)
. 44 77,8 2,47
24 Tenofovir 313.511) 2% (48,6; 97,1) i (0,49; 18,57)
5 426 75,0 2,23
Vee @o4a80) 0%t s oz (0,59, 10.87)

Cl = 95% interval spolehlivosti zaloZzeny na profilové vérohodnosti

? Tmaveé zvyrazn&né hodnoty jsou statisticky vyznamné poméry $anci.

b Kdykoli byla pfi vypoctu pomért $anci a jejich intervalt spolehlivosti alespori jedna burika nula, byla ke v§em bunkam pfictena
hodnota 0,5.

Tabulka 28: PPV, NPV a pomér Sanci sérologické odpovédi predikované na zakladé ¢asné virologické
odpovédi béhem lécby: Virologicka odpovéd po 48 tydnech definovana jako < 50 IU/ml

. . ; PPV NPV Pomér Sanci
Tyden ¢asné
virologické Odhad Odhad Odhad |
Stav HBeAg odpovédi Lécba (95% CI) n/N (95% ClI) n/N (95% CI)™
. 16,7 100 1,49
Entekavir (104:196) O/ (44,1: 100) 353 (0,12; 209,89)
. 16,7 83,3 1,00
12 Tenofovir (12,9; 18.6) 13/78 (44.2: 99.2) 5/6 (0,14; 19,98)
16,7 88,9 1,60
Ve > 19/114 > 8/9 ;
HBeAg(+) (13,396 :)8,1) (58,?629,5) (0,2176,3:;(;,56)
Entekavir (165416) 20 (86.3; 100)  o/18 (1,72; > 999,99)
. 22,4 96,3 7,51
24 Tenofovir (16.9; 26.8) 13/58 (847 99,9) 26/27 (1,37; 140,31)
. 24,4 97,8 14,17
Vee (200;28.4) 1978 (90,4;,99,9) 4445 (2,77; 259,25)

Cl = 95% interval spolehlivosti zaloZzeny na profilové vérohodnosti

 Tmavé zvyraznéné hodnoty jsou statisticky vyznamné poméry $anci.

b Kdykoli byla pfi vypo€tu pomérd Sanci a jejich intervald spolehlivosti alespon jedna burika nula, byla ke vSem bunkam pfictena
hodnota 0,5.

Aptima HBV Quant Assay 49 AW-28215-2601 Rev. 003



Klinicka funkéni zpusobilost Aptima®

Zavér
Celkové vysledky prokazuji, ze test Aptima HBV Quant maze byt pouzit k méfeni vychozich
koncentraci DNA HBV a zmén koncentraci béhem Ié¢by a je vhodny k hodnoceni virové

odpovédi na |éCbu. Tato studie prokazala, Ze ¢asné virologické odpovédi po 12 a 24 tydnech
slouzi jako prediktory virologické odpovédi po 48 tydnech v zavislosti na tydnech a IéCbé.

Test Aptima HBV Quant maze slouzit jako pomucka pfi Ié€bé pacientl s chronickou infekci
HBV, ktefi uzivaji antivirotika proti HBV.
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