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Vseobecné informacie

Uréené pouzitie
Test Aptima HBV Quant je in vitro test zalozeny na amplifikacii nukleovych kyselin na

kvantifikaciu DNA virusu hepatitidy B (HBV) vo vzorkach fudskej plazmy a séra na plne
automatizovanom systéme Panther™.

Plazmu je mozZné pripravit pomocou kyseliny etyléndiamintetraoctovej (EDTA), antikoagulaéného
roztoku citratovanej dextrézy (ACD) a skumaviek na pripravu plazmy (PPT). Sérum je mozné
pripravit v skimavkach na sérum a skiumavkach na separaciu séra (SST). Vzorky sa testuju
pomocou plne automatizovaného systému Panthere, ktory zaistuje spracovanie, amplifikaciu
a kvantifikaciu vzoriek. Vzorky obsahujuce HBV genotypy A, B, C, D, E, F, G a H su validované
na kvantifikaciu v teste.

Test Aptima HBV Quant je ur€eny na pouzitie ako pomécka na lieCbu pacientov s chronickymi
HBV infekciami podstupujucich terapiu HBV antivirotikami. Test je mozné pouzit na stanovenie
hladiny HBV DNA vo vychodiskovej urovni a v priebehu lieCby ako pomécky pri hodnoteni
virusovej odpovede na lie€bu. Vysledky testu Aptima HBV Quant je nutné interpretovat v
kontexte v8etkych relevantnych klinickych a laboratornych zisteni.

Test Aptima HBV Quant nie je ur€eny na pouzitie ako screeningovy test v krvi alebo krvnych
produktoch pre HBV ani ako diagnosticky test na potvrdenie pritomnosti HBV infekcie.

Zhrnutie a vysvetlenie testu

Virus hepatitidy B (HBV) je jednym z niekolkych virusov, ktoré spdsobuju hepatitidu. Vedie k
celozivotnej infekcii HBV, cirhdze peCene, rakovine pe€ene, zlyhaniu peCene a potencialnej
smrti. Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) uvadza HBV ako jednu z naj¢astejSich
infek&nych choréb na svete. Prevalencia HBV infekcie a metdéda prenosu sa vo svete
vyznamne liSia. Asi jedna tretina celosvetovej populacie ma sérologické znamky minulej alebo
aktualnej HBV infekcie, chronicka HBV infekcia sa vyskytuje u viac nez 350 milionov fudi na
celom svete."** HBV infekcia je spojena so zvySenym rizikom dekompenzacie hepatitidy,
cirhézy a hepatocelularneho karcindmu (HCC) s mortalitou na drovni 0,5 az 1,2 milibnov
amrti ro€ne a je zodpovedna za 5 % — 10 % pripadov transplantacie pecene po svete.*® Bez
adekvatnej lie€by, intervencie a sledovania po stanoveni diagnézy dosahuje kumulativna
incidencia cirh6zy po 5 rokoch 8 % az 20 %. Po rozvaoji cirhdzy je ro¢né riziko hepatocelularneho
karcinénu (HCC) 2 % az 5 %.°

HBV obsahuje gendm na cirkularnej iastocne dvojvlaknovej DNA s priblizne 3 200 parmi
baz, ktoré kéduju Styri CiastoCne sa prekryvajuce otvorené Citacie ramce (ORF) exprimujice
polymerazu, povrchové, precore/core a X proteiny. ORF polymerazy prekryva dalSie 3 ORF
a kdéduje klfu€ovy virusovy replikaény protein, polymerazu. Povrchovy ORF exprimuje tri
proteiny, ktoré su zasadné pre morfogenézu virusu, vstup virusu do hepatocytov a provokaciu
imunitnej odpovede u hostitela.” Existuje 8 HBV genotypov (A — H) a typicky sa vyskytuju na
Specifickych geografickych lokalitach. V sucasnosti sa pouziva kvantifikacia HBV DNA na
urcenie pacientov s chronickou infekciou vyzadujucich liecbu, sledovanie odpovedi na terapiu
a hodnotenie reboundu virusovej naloze, ¢o mbdze sveddit pre rezistenciu vodi lie¢ivam.®

Test Aptima HBV Quant je in vitro test zaloZzeny na amplifikacii nukleovych kyselin, ktory
pouziva technolégiu amplifikacie mediovanej transkripciou (TMA) v realnom ¢ase na systéme
Panther na kvantifikaciu HBV DNA, génotypov A, B, C, D, E, F, G a H. Test Aptima HBV Quant
je zamerany na dve vysokokonzervované oblasti v génoch pre polymerazu a povrchoveé proteiny
(s cielom dosiahnut’ vySSiu toleranciu vo€i potencialnym mutaciam). Test je Standardizovany
podfa 3. medzinarodnej normy WHO pre virus hepatitidy B (kéd NIBSC: 10/264).
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Zasady procedury

Test Aptima HBV Quant pozostava z troch hlavnych krokov, ktoré vSetky prebiehaju v jednej
skumavke v systéme Panther: zachyt ciela, amplifikacia ciefa pomocou TMA a detekcia
produktov amplifikacie (amplikénov) fluorescenéne zna¢enymi sondami (torches).

V priebehu zachytu ciela sa zo vzoriek izoluje virusova DNA. Preparat je oSetreny detergentom,
aby sa solubilizoval obal virusu, denaturovali proteiny a uvolnila genémova DNA virusu.
Zachytené oligonukleotidy hybridizuju do vysoko konzervovanych oblasti HBY DNA (ak su
pritomné) v testovanej vzorke. Hybridizovany ciel sa potom zachyti na magnetické mikroCastice,
ktoré su oddelené z preparatu v magnetickom poli. Na odstranenie cudzorodych komponentov
z reakénej skimavky sa pouziju kroky premyvania.

Cielova amplifikacia nastane prostrednictvom metdédy TMA, €o je metdéda amplifikacie kyseliny
nukleovej mediovana transkripciou, kde sa pouZzivaju dva enzymy, reverzna transkriptaza
MMLV z mySieho leukemického virusu Moloney (MMLV) a T7 RNA polymeraza. Reverzna
transkriptdza sa pouziva na ziskanie képie DNA (obsahujucej promotorovu sekvenciu pre T7
RNA polymerazu) cielovej sekvencie. T7 RNA polymeraza produkuje viac képii RNA amplikonu
z templatu DNA kopie. Test Aptima HBV Quant pouziva metdédu TMA na amplifikaciu dvoch
oblasti HBV gendmu (gén pre polymerazu a gén pre povrchové proteiny). Amplifikacia tychto
oblasti je dosiahnuta pomocou Specifickych primerov navrhnutych na amplifikaciu HBV
genotypov A, B, C, D, E, F, G a H. Pristup s dualnou cielovou oblastou s primerom
zameranym na vysoko konzervované oblasti zaistuje presnu kvantifikaciu HBV DNA.

Detekcia je dosiahnuta pomocou horakov z jednovlaknovej nukleovej kyseliny, ktoré su
pritomné v priebehu amplifikacie ciela a hybridizuju Specificky na amplikén v realnom cCase.
Kazdy horak ma fluoroféru a zhasadlo. Ak horak nie je hybridizovany na amplikén, zhadadlo
je v tesnej blizkosti fluoroféry a potladi fluorescenciu. Ked sa hordk naviaze na amplikén,
zhasadlo sa presunie do vacsej vzdialenosti od fluorofézy a bude po excitacii svetelnym
zdrojom vydavat signal o $pecifickej vinovej dizke. S hybridizaciou daldich horakov na
amplikén vznikne vys$Si fluorescenény signal. Doba, nez fluorescenény signal dosiahne
Specifikovaného prahu, je umerna pociato¢nej koncentracii HBV. Kazda reakcia ma interny
kalibrator/internu kontrolu (IC) sluZiace na kontrolu variacii v spracovani vzorky, amplifikacii a
detekcii. Koncentracia vzorky je stanovena pomocou softvéru systému Panther na zaklade
HBV a IC signalov pre kazdu reakciu a ich porovnania s kalibracnymi informaciami.

Upozornenia a opatrenia
A. Iba na ucely diagnostiky in vitro.

B. Pred vykonanim tohto testu si pozorne precitajte cely pribalovy letak a prevadzkovu
priru¢ku systéemu Procleix Panther, aby ste zniZili riziko neplatnych vysledkov.

C. gHBV Cielova posiliiovacia reagencia (TER) je korozivna. Uplny zoznam varovani
@ uvadza Cast Pozri ,Suvisiace s testom® na strane 5.
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Suvisiace s laboratériom

&D.

UPOZORNENIE: Kontroly pre tento test obsahuju fudsku plazmu. Plazma je podfa
testovania postupmi licencovanymi Uradom pre kontrolu potravin a lie¢iv USA negativna
na povrchovy antigén hepatitidy B (HBsAg), protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1 a
HIV-2 a HIV antigén. Okrem toho je plazma areaktivha vo¢i HBVY DNA, HCV RNA a HIV-1
RNA pri testovani licencovanymi testami nukleovych kyselin za pouzitia spojenych vzoriek.
VSetok material pochadzajuci z fudskej krvi je nutné povazovat za potencialne infekény a
pri praci s nim je nutné dodrzovat' univerzalne bezpe¢nostné opatrenia.®*"

Tento postup smie vykonavat len personal adekvatne vyskoleny v praci s testom Aptima
HBV Quant a v manipulécii s potencialne infekénymi materialmi. Ak dbjde k vyliatiu,
okamzite miesto vydezinfikujte pomocou prislusnych postupov pracoviska.

Pouzivajte iba dodané alebo 3pecifikované jednorazové laboratérne pomaocky.

Pouzite rutinné laboratérne opatrenia. Nepipetujte ustami. Vo vyhradenych pracovnych
oblastiach nejedzte, nepite ani nefajéite. Pri manipulacii so vzorkami a supravami
reagencii pouzivajte jednorazové, bezpradné rukavice, ochranné okuliare a laboratorne
plaste. Po manipulacii so vzorkami a supravami reagencii si dokladne umyte ruky.

. Pracovné plochy, pipety a iné zariadenia sa musia pravidelne dekontaminovat 2,5 % az

3,5% (0,35 M az 0,5 M) roztokom chlérnanu sodného.

VSetky materidly, ktoré sa dostali do kontaktu s preparatmi a reagenciami, zlikvidujte v
sulade s miestnymi, Statnymi a federalnymi predpismi.***" VSetky pracovné plochy
dokladne odistite a vydezinfikujte.

Kontroly obsahuju azid sodny ako konzervacné €inidlo. Na prenos reagencii nepouZivajte
kovové skumavky. Ak roztoky obsahujuce zlu€eniny azidu sodného likvidujete vo
vodovodnom systéme, musia byt zriedené a splachnuté hojnym mnozstvom te€ucej vody.
Tieto bezpeCnostné opatrenia sa odporucaju, aby sa zabranilo nahromadeniu usadenin
v kovovych potrubiach, kde by mohli vzniknut vybudné podmienky.

Zasady dobrej praxe pre molekularne laboratéria zahffaju sledovanie prostredia. Pri

sledovani laboratérneho prostredia odporu¢ame nasledujuci postup:

1. Zoberte si vatovu ty€inku a sparuijte ju s alikvotatnou skumavkou na vzorky Aptima (SAT).

2. Prislusnym spésobom oznacte kazdu SAT.

3. Naplnte kazdu SAT 1 ml riediaceho pripravku na vzorky Aptima.

4. Pred zberom povrchovych vzoriek zlahka navlhéite vatovu ty€inku deionizovanou
vodou bez obsahu nukleazy.

5. Otrite pozadovany povrch vertikalnym pohybom zhora nadol. Pri otierani lokality
otocte tyCinku priblizne o polovicu otocky.

6. Okamzite vloZte vzorku na vatovej ty€inke do skiumavky a jemne tyCinku premiesajte
virenim v riediacom pripravku, aby ste extrahovali potencialne otreté materialy.
Pritlacte vatovu ty&inku o bo¢nu stranu prepravnej skimavky a vyextrahujte ¢o
najviac tekutiny. Zlikvidujte vatovu ty€inku a zatvorte skumavku vieCkom.

7. Zopakujte kroky u zostavajucich sterovych vzoriek.

8. Otestujte sterovy material molekularnym testom.

Test Aptima HBV Quant 4 AW-13182-3201 Rev. 007



Aptima"" VSeobecné informacie

Suvisiace so vzorkami

L.

Vzorky mézu byt infekéné. Pri vykonavani tohto testu pouzite univerzalne opatrenia®*™.
Spravne metdédy manipulacie a likvidacie najdete v miestnych predpisoch.” Tento postup
smie vykonavat len personal adekvatne vySkoleny v praci s testom Aptima HBV Quant a
v manipulacii s potencialne infek&nymi materialmi.

Pocas prepravy zachovaijte prislusné podmienky na uchovavanie, aby ste zaistili integritu
preparatu. Stabilita preparatov za prepravnych podmienok inych, ako su odporucané,
nebola hodnotena.

. PoCas manipulacie so vzorkami sa vyhnite krizovej kontaminacii. Zvlastnu pozornost

venujte prevencii Sirenia kontaminacie formou aerosélu pri uvolfiovani alebo odstrafiovani
vie€Cok zo vzoriek. Preparaty mozu obsahovat extrémne vysoké hladiny organizmov.
Uistite sa, Zze nadoby na vzorky sa navzajom nedotykaju a pouzité materialy zlikvidujte
bez toho, aby presli cez otvorené nadoby. Vymerite si rukavice, ak sa dostanu do
kontaktu so vzorkou.

Suvisiace s testom

0.

P.

Nepouzivajte supravu reagencii, kalibrator ani kontroly po datume exspiracie.

Nezamienajte, nemieSajte ani nekombinujte reagencie zo suprav s réznymi Cislami
hlavnej Sarze. Testové kvapaliny mézu pochadzat z réznych Sarzi. Kontroly a kalibrator
moZu pochadzat’ z rébznych Sarzi.

Zabrante kontaminacii reagencii mikrébmi a nukleazami.

Uzavrite a ulozte vSetky reagencie na rozbor pri Specifikovanych teplotach. Vykonnost
rozboru méze byt ovplyvnena pouzitim nespravne uskladnenych reagencii na rozbor.
Viac informacii najdete v Casti PoZiadavky na skladovanie a manipulaciu s reagenciou a
Postup testovania systému Panther.

Ziadne reagencie na rozbor ani kvapaliny nekombinujte bez konkrétnych pokynov.
Reagencie ani kvapaliny nedolievajte. Systém Panther overuje hladiny reagencii.

Zabrante kontaktu cielovej posilfiovacej reagencie s pokozkou, o€ami a sliznicami. Ak
déjde ku kontaktu s touto reagenciou, umyte vodou. Ak déjde k vyliatiu tejto reagencie,
zriedte vodou a postupujte podla prislusnych postupov pre vase pracovisko.

. Niektoré reagencie tejto supravy su oznacené rizikovymi a bezpeénostnymi symbolmi.

Poznamka: Oznamenie o nebezpecenstve odraza klasifikacie bezpecnostnych udajov
EU (SDS). Informéacie o oznameniach o nebezpecenstve, ktoré su $pecifické pre vas
region, najdete v SDS pre jednotlivé regiény v kniznici bezpecénostnych tdajov na adrese
www.hologicsds.com.

Kontroly supravy HBV VL
Azid sodny 0,2 %
Ludské sérum 95 % — 100 %
-~ VAROVANIE
\*) H312 — Skodlivy pri kontakte s pokozkou
\k H412 — Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi u&inkami

P273 — Zabrante uvolneniu do Zivotného prostredia
P280 — Noste ochranné rukavice/ochranné oblecenie/ochranné okuliare/ochranu tvare
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Cielova posilfiovacia reagencia
Hydroxid litny, monohydrat 5 % — 10 %

NEBEZPECENSTVO

H302 — Skodlivy po poziti

H314 — Spdsobuje vazne poleptanie koze a poSkodenie o€i

P260 — Nevdychuijte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosély

P280 — Noste ochranné rukavice/ochranné oblecenie/ochranné okuliare/ochranu tvare

P303 + P361 + P353 — PRI KONTAKTE S POKOZKOU (alebo vlasmi): V8etky kontaminované
Casti odevu okamzite vyzlecte. Pokozku oplachnite vodou/sprchou

P305 + P351 + P338 — PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko mindt ich opatrne vyplachujte vodou. Ak
pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to mozné, odstrarte ich. PokraCujte vo vyplachovani.

P310 — Okamzite volajte TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM/lekara.

Poziadavky na skladovanie a manipulaciu s reagenciou

A. Nasledujuca tabulka uvadza podmienky skladovania a stability pre reagencie, kontroly a

kalibrator.
Uskladnenie Otvorena suprava (rekonstituovana)
Reagencia neotvorenych
baleni Skladovanie Stabilita

Amplifikaéna reagencia qHBV 2°Caz8°C
Rekonstituény roztok na amplifikaciu qgHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Enzymaticka reagencia gHBV 2°Caz8°C
Enzymaticky rekonstitu¢ny roztok na gHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Aktivacna reagencia gHBV 2°Caz8°C
Aktivaény rekonstitu¢ny roztok na gHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Cielova zachytna reagencia gHBV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®

. Lo o . o o = o Jednorazova ampulka
gHBV PCAL (pozitivny kalibrator) -15°Caz-35°C 15°Caz30°C Pouzit do 24 hodin
gHBV NC CONTROL — (negativna kontrola) -15°C a2 -35 °C 15 °C a2 30 °C Je;jonu‘gizogi iy dul,'r'](a
qHBV LPC CONTROL + (nizka pozitivna kontrola) ~ ~15°Caz-35°C  15°Caz30°C J?onuozriizdoﬁ i dul,':a
gHBV HPC CONTROL + (vysoka pozitivna kontrola) ~ —15 °C a2 —35 °C 15 °C a2 30 °C Je;jonu‘gizogi e dul,'r'](a
Cielova posilfiovacia reagencia qHBV 15°Caz30°C 15°Caz30°C 30 dni®

* Po odstraneni zo systému Panther je nutné reagencie ihned vratit’ do prisluSnych skladovacich teplét.

B. Nepouzité rekonstituované reagencie, ciefovu zachytnu reagenciu (TCR) a ciefovu
posilfiovaciu reagenciu (TER) zlikvidujte po 30 dfioch alebo po datume exspiracie Sarze
matrice, podla toho, ¢o nastane skor.

C. Reagencie uchovavané v systéme Panther maju stabilitu v pristroji 72 hodin. Reagencie
je mozné vlozZit do systému Panther az 5-krat. Systém Panther zapisuje kazdé vloZenie
reagencii do protokolov.

D. Po rozmrazeni kalibratora musi byt roztok priehladny, tzn. nie zakaleny a bez precipitatov.

Test Aptima HBV Quant
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E. Aktivatna reagencia a rekonstituovana aktivacna reagencia su fotosenzitivne. Po¢as
uskladnenia a pripravy na pouZzitie chrante tieto reagencie pred svetlom.

F. Cielova posilfiovacia reagencia qHBV musi mat pred pouzitim teplotu 15 °C az 30 °C.

Odber vzoriek a skladovanie

Poznamka: So vSetkymi preparatmi zaobchadzajte tak, ako keby obsahovali potencialne
infekéné Cinitele. Pouzivajte univerzalne bezpeénostné opatrenia.

Poznamka: Pri manipulacii so vzorkami je nutné predist krizovej kontaminacii. Napriklad,
pouZity material zlikvidujte bez toho, aby ste prechadzali ponad otvorené skiumavky.

Poznamka: Na skladovanie odportu¢ame iba plastové sekundarne skumavky.

Je mozné pouzit' vzorky plnej krvi odobrané do nasledujucich sklenenych alebo plastovych
skumaviek:

+ Skumavky obsahujuce antikoagulaéné pripravky EDTA alebo ACD
+ Skumavky na pripravu plazmy (PPT)
+ Sérové skumavky
» Skumavky na separaciu séra (SST)
U séra ponechaijte pred dalSim spracovanim vytvorit' zrazeninu.

A. Odber vzoriek

PInu krv je mozné skladovat pri teplote 2 °C az 30 °C a je nutné ju centrifugovat do

24 hodin od odberu vzoriek. Separujte plazmu alebo sérum od peletovanych erytrocytov
podfa pokynov vyrobcu pouzitej skumavky. Plazmu alebo sérum je mozné otestovat v
systéme Panther v primarnej skumavke alebo preniest do sekundarnej skumavky, ako
napr. skimavka na alikvotaciu vzoriek Aptima. Minimalny objem plazmy alebo séra v
primarnych odberovych skumavkach je az 1 200 pl a v sekundarnych skumavkach je
minimalny objem 700 pl, aby ste ziskali reakény objem 500 ul. Nasledujuca tabufka
identifikuje poziadavky na mftvy objem pre kazdy typ primarnej a sekundarnej skumavky.

Skumavka (velkost’ a typ) Mrtvy objem na systéme Panther
Alikvotacna skumavka vzorky Aptima (SAT) 0,2 mi
12 X 75 mm 0,5 ml
13 x 100 mm 0,5 ml
13 x 100 mm s gélom 0,3 ml
16 x 100 mm s gélom 0,7 ml

Ak nevykonate testovanie ihned, plazmu a sérum je mozné skladovat v sulade so
Specifikaciami nizSie. Pri prenose do sekundarnej skumavky je mozné plazmu alebo
sérum zmrazit na teplotu —20 °C. NeprekraCujte 3 cykly zmrazenia-rozmrazenia.
Nezmrazujte vzorky v EDTA, ACD alebo sérovych primarnych odberovych skumavkach.

B. Podmienky pre odber vzoriek

1. Vzorky plazmy s EDTA a ACD

PInu krv je mozné skladovat pri teplote 2 °C az 30 °C a je nutné ju centrifugovat do
24 hodin od odberu vzoriek. Plazmu je mozné nasledne uchovavat v jednom z
nasledujucich prostredi:
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* V primarnej odberovej skimavke alebo sekundarnej skumavke pri teplote 2 °C az
30 °C po dobu az 24 hodin,

* V primarnej odberovej skimavke alebo sekundarnej skiumavke pri teplote 2 °C az
8 °C po dobu az 5 dni alebo

» v sekundarnej skimavke pri teplote =20 °C po dobu az 60 dni.

PIna krv

30°C
2°C /ﬂ/

Centrifugécia < 24 hodin po odbere

<

Primarny Primarny Sekundarny || Sekundarny Sekundarny

Jf 30°C /ﬂf 8°C /H/ 30°C /ﬂ/ 8°C -15°C
2°C 2°C 2°c 2°c -35°C /ﬂ/

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

Obrazok 1. Podmienky skladovania pre skumavky s EDTA/ACD

2. Vzorky PPT

PInu krv je mozné skladovat pri teplote 2 °C az 30 °C a je nutné ju centrifugovat do
24 hodin od odberu vzoriek. Plazmu je mozné nasledne uchovavat v jednom z
nasledujucich prostredi:

* V skumavke s PPT alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az 30 °C po dobu
az 24 hodin,

» v skimavke s PPT alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az 8 °C po dobu
az 5dni alebo

» v skimavke s PPT alebo sekundarnej skimavke pri teplote —20 °C po dobu az 60 dni.

Plna krv

30°C
2°C /ﬂ/

Centrifugécia < 24 hodin po odbere

g

Primarny Primarny Sekundarny Sekundarny Primarny alebo sekundarny

/ﬂ/ 30°C Jf 8°C /ﬂ[ 30°C Jﬂ/ §°C /ﬂ/ -15°C
2C 2C 2°C 2°Cc -35°C

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

Obrazok 2. Podmienky skladovania pre PPT
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3. Vzorky v sérovych skumavkéach
PInu krv je mozné skladovat pri teplote 2 °C az 30 °C a je nutné ju centrifugovat do
24 hodin od odberu vzoriek. Sérum je mozné nasledne uchovavat v jednom z
nasledujucich prostredi:
* V sérovej skimavke alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az 30 °C po
dobu az 24 hodin,
* v sérovej skimavke alebo sekundarnej skiumavke pri teplote 2 °C az 8 °C po dobu
az 5 dni alebo
* v sekundarnej skumavke pri teplote —20 °C po dobu az 60 dni.
PIna krv
30°C
ok
Primarny Primarny Sekundarny Sekundarny Sekundarny
30°C &c 30°C 8°C -15°C
2°C /ﬂf 2°C Jf 2°C Jﬂ/ 2°C /ﬂ[ -35°C /ﬂf
<24 hodin <5dni < 24 hodin <5dni <60 dni
Obrazok 3. Podmienky skladovania pre sérové skimavky
4. Vzorky SST
PInu krv je mozné skladovat pri teplote 2 °C az 30 °C a je nutné ju centrifugovat’ do
24 hodin od odberu vzoriek. Sérum je mozné nasledne uchovavat v jednom z
nasledujucich prostredi:
* V skimavke so SST alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az 30 °C po
dobu az 24 hodin,
» v skumavke so SST alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az 8 °C po dobu
az 5dni alebo
* v skimavke so SST alebo sekundarnej skumavke pri teplote —20 °C po dobu az
60 dni.
PIna krv
30°C
ok
Primarny Primarny Sekundarny Sekundarny Primarny alebo sekundarny
30°C 8°C 30°C 8°C -15°C
2°C ‘/ﬂf 2°C Jf 2°C Jﬂ/ 2°C /ﬂ/ -35°C /ﬂ/
<24 hodin <5dni <24 hodin <5dni <60 dni
Obréazok 4. Podmienky skladovania pre SST
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C. Dlhodobé skladovanie v zmrazenom stave
Vzorky plazmy alebo séra je mozné skladovat' pri teplote —65 °C az —85 °C az 60 dni v
SAT.

D. Riedenie vzoriek plazmy a séra

Vzorky plazmy a séra je mozné riedit v SAT alebo sekundarnej skimavke na testovanie
na systéme Panther. DalSie informacie najdete v Casti Postup testovania systému
Panther, odstavec E ,Manipulacia so vzorkami®, krok 6.

Poznamka: Ak je vzorka nariedena, je nutné test vykonat ihned po riedeni. Nezmrazujte
nariedené vzorky.

Vzorky v systéme Panther

Vzorky je mozné ponechat v systéme Panther neuzatvorené az 8 hodin. Vzorky je mozné
vytiahnut’ zo systému Panther a otestovat, kym celkova doba v pristroji neprekro¢i 8 hodin
pred pipetovanim vzorky systémom Panther.

Preprava preparatov
Udrzujte podmienky pre skladovanie vzorky podla popisu v Easti Odber vzoriek a skladovanie.

Poznamka: Vzorky sa musia prepravovat v sulade s platnymi narodnymi,
medzinarodnymi a regionalnymi usmerneniami ohladom prepravy.
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Systém Panther

Reagencie pre Aptima HBV Quant su uvedené pod systémom Panther. Identifikacné symboly
reagencii su uvedené aj vedla nazvu reagencii.

Poskytnuté reagencie a materialy

Poznamka: Informacie o nebezpecenstvach a bezpeénostnych opatreniach, ktoré mézu byt
spojené s reagenciami, najdete v kniZnici datovych bezpeénostnych listov na strankach
www. hologic.com/sds.

Suprava testu Aptima HBV Quant, 100 testov (kat. €. PRD-03424)
(1 krabica testu, 1 suprava kalibratora, 1 suprava kontrol a 1 krabica cielovej posilfiovacej

reagencie)

Dalsie kalibratory a kontroly je mozné objednat samostatne. NiZSie najdete kataldgové &islo
jednotlivych boxov.

Krabica testu Aptima HBV Quant
(po prijati uchovavat pri teplote 2 °C az 8 °C)

Symbol Komponent Mnozstvo
A Amplifikaéna reagencia qHBV 1 liekovka
Neinfekéné nukleové kyseliny susené v pufrovanom roztoku.
E Enzymaticka reagencia qgHBV 1 liekovka
Reverzna transkriptaza a RNA polymeraza susené v HEPES
pufrovanom roztoku.
PRO Aktivaéna reagencia qHBV 1 liekovka
Neinfekéné nukleové kyseliny susené v pufrovanom roztoku.
AR Rekonstituény roztok na amplifikaciu qHBV 1x72ml
Vodny roztok obsahujtci glycerol a konzervacné latky. '
ER Enzymaticky rekonstituény roztok na qHBV 1%x58ml
Pufrovany roztok HEPES obsahuje povrchovo aktivnu latku a glycerol. ’
PROR  Aktivaény rekonstitu¢ny roztok na qHBV 1%x45ml
Vodny roztok obsahujuci glycerol a konzervaéné latky. '
TCR Cielova zachytna reagencia qHBV 1%x72.0ml
Nukleové kyseliny v pufrovanom fyziologickom roztoku obsahujicom ’
pevnu fazu, neinfekcné nukleové kyseliny a interny kalibrator.
Rekonstituéné prstence 3

List hlavného c¢iarového kodu

1 list
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Suprava kalibratora Aptima HBV Quant (kat. &. PRD-03425)
(po prijati uchovavat pri teplote -15 °C az -35 °C)

Symbol Komponent Mnozstvo
PCAL Pozitivny kalibrator gHBV 5% 2.5 mi
Plazmidova DNA v pufrovanom roztoku ’
Stitok s éiarovym kédom kalibratora —
Suprava kontrol Aptima HBV Quant (kat. €. PRD-03426)
(po prijati uchovavat pri teplote -15 °C az -35 °C)
Symbol Komponent Mnozstvo
NC Negativna kontrola qHBV 5% 0.8 ml
HBYV negativna defibrinovana ludska plazma obsahujuca '
gentamicin a 0,2 % azid sodny ako konzervanty
Nizka pozitivha kontrola qHBV 5% 0.8 mi
LPC Inaktivovana HBYV pozitivna plazma v defibrinovanej ’
ludskej plazme obsahujucej gentamicin a 0,2 % azid
sodny ako konzervanty
Vysoka pozitivha kontrola qHBV 5x08mi
HPC Inaktivovana HBV pozitivna plazma v defibrinovanej ’
ludskej plazme obsahujicej gentamicin a 0,2 % azid
sodny ako konzervanty
Stitok s éiarovym kédom kontroly —
Krabica cielovej posiliiovacej reagencie Aptima HBV Quant
(po prijati uchovavat pri teplote 15 °C az 30 °C)
Symbol Komponent Mnozstvo
TER Cielova posilnovacia reagencia qHBV 1% 46.0 ml

Koncentrovany roztok hydroxidu litneho.

Test Aptima HBV Quant
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Nutné materialy dostupné samostatne

Poznamka: Materialy dostupné od spolocnosti Hologic maju uvedené katalégové éisla, pokial

nie je uvedené inak.

Material

Systém Panther

Suprava chodu Panther pre testy v realnom case (iba pre testy v

realnom Case)

Suprava kvapalin testu Aptima (takisto oznacovana ako suprava
univerzalnych kvapalin) (premyvaci roztok Aptima, pufer na
deaktivacnu kvapalinu Aptima a olejova reagencia Aptima)

Viacskumavkové jednotky (MTU)

Suprava odpadovych vriec Panther

Kryt odpadkového kosa Panther
Alebo suprava chodu Panther

(pri spracovani testov TMA nevykonavanych v realnom &ase paralelne s
testami TMA v redlnom Case) obsahuje MTU, odpadové vrecia, kryty
odpadkového kosa, kvapaliny na automaticku detekciu a testové kvapaliny

Spigky, vodivost 1 000 pl, vnimanie kvapaliny
Bielidlo, 5 % az 7 % (0,7 M az 1,0 M) roztok chlérnanu sodného

Jednorazové bezpraskové rukavice

Nahradné uzavery na reagencie

Kat. €.

PRD-03455 (5 000 testov)

303014 (1000 testov)

104772-02
902731
504405

303096 (5000 testov)

10612513 (Tecan)

Flade na rekonétituény roztok pre amplifikacnu, enzymaticku a aktivacnu reagenciu CL0O041 (100 uzaverov)

CL0040 (100 uzaverov)
501604 (100 uzaverov)

Flasa TCR
Flasa TER

Plastové kryty na laboratérne stoly
Utierky nepustajuce vlas
Pipetova¢

Spicky

MozZnosti pre primarne odberové skumavky:

13 mm x 100 mm
13mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga

Vortexova mieSacka

Test Aptima HBV Quant
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Volitelné materialy
Material Kat. €.

Moznosti pre sekundarnu skumavku:
12mm x 75 mm —
13mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm —

Alikvotacné skumavky vzorky Aptima (SAT) (balenie po 100 kusoch) 503762
Uzaver prepravnej skimavky (balenie po 100 kusoch) uzaver pre SAT 504415
Riediaci pripravok na vzorky Aptima PRD-03003
Suprava riediaceho pripravku na vzorky Aptima PRD-03478

obsahuje riediaci pripravok na vzorky, 100 SAT a 100 uzaverov
Transferové pipety —

Komercne dostupné panely, napr.: —
HBYV panely z kontroly kvality pre molekularnu diagnostiku (QCMD)

Vatové tyCinky —

Trepacka skumaviek —

Postup testovania systému Panther
Poznamka: Dalsie informécie o postupoch néjdete v Priruéke operatora systému Panther.
A. Priprava pracovnej oblasti

1. Vycistite pracovné povrchy, kde budu pripravené reagencie. Pracovné plochy utrite
25% az 3,5 % (0,35 M az 0,5 M) roztokom chlérnanu sodného. Roztok chlérnanu
sodného nechajte minimalne 1 mindtu v kontakte s povrchmi a potom oplachnite
deionizovanou (DI) vodou. Nedovolte, aby roztok chlérnanu sodného vyschol. Zakryte
povrch pracovného stola Cistymi absorp&nymi krytmi na laboratérny stol podlepenymi
plastom.

2. Vydistite samostatny pracovny povrch, kde budete pripravovat vzorky. Postupuijte
podfa pokynov vySSie (krok A.1).

3. Vycistite pripadné pipetory. Pri Cisteni postupujte podla pokynov vyssie (krok A.1).

B. Priprava kalibratora a kontrol
Pred spracovanim ponechaijte kalibrator a kontroly dosiahnut teplotu 15 °C az 30 °C:

1. Vytiahnite kalibrator a kontroly zo skladovacieho priestoru (-15 °C az —35 °C) a ulozte
ich do prostredia s teplotou 15 °C az 30 °C. Po cell dobu rozmrazovania jemne
prevratte kazdu skumavku a starostlivo premieSajte. Pred pouzitim sa uistite, ze je
obsah skumavky plne rozmrazeny.

Moznost. Skumavky kalibratora a kontrol je mozné vlozit do trepacky a nechat tak
dobre premieSat. Pred pouzitim sa uistite, Ze je obsah skumavky plne rozmrazeny.

Poznamka: Pri prevracani kalibratora a kontrol nevytvarajte nadmernt penu. Pena
interferuje so snimanim hladiny v systéme Panther.

2. Po rozmrazeni obsahu skimavky vysuste vnutro skimavky Cistou suchou jednorazovou
utierkou.

3. Zatial skumavky neotvarajte, aby nedoslo ku kontaminacii.
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C. Rekonstitucia/priprava reagencii novej supravy

Poznamka: Rekonétituciu reagencii je nutné vykonat pred zahajenim akychkolvek postupov
na systéme Panther.

1. Pri priprave cielovej zachytnej reagencie (TCR) postupujte nasledovne:
a. Vytiahnite TCR zo skladovacieho priestoru (2 °C az 8 °C). Skontrolujte &islo Sarze
na flasi s TCR, aby ste zaistili, Ze sa zhoduje s Cislom Sarze na liste Ciarovych
kédov hlavnej Sarze.

b. Frasticku s TCR ihned starostlivo 10-krat premiesajte. Ponechaijte flasticku TCR v
prostredi s teplotou 15 °C az 30 °C minimalne 45 minut, aby sa zahriala. Po toto
obdobie miesajte flastiCku TCR virenim a prevracanim minimalne raz za 10 minut.
Moznost. Flasticku TCR je mozné pripravit na trepacke nasledujucim postupom:
Vytiahnite ffasticku TCR zo skladovacieho prostredia (2 °C az 8 °C) a ihned
starostlivo 10-krat pretrepte. Vlozte TCR flasticku na mieSacku a ponechajte TCR
pri teplote 15 °C az 30 °C zahriat minimalne 45 minut.

c. Pred pouzitim sa uistite, Ze sa vSetok precipitat dostal do roztoku a Ze su magnetické
CiastoCky suspendované.

2. Pri rekonstitacii amplifikaénych, enzymatickych a aktivaénych Cinidiel postupuijte
nasledovne:

a. Vytiahnite lyofilizované reagencie a prislusné rekonstitucné roztoky zo skladovacieho
priestoru (2 °C az 8 °C). Kazdy rekonstituény roztok sparujte s prislusnou
lyofilizovanou reagenciou.

b. Skontrolujte, Ze rekonstituény roztok a lyofilizovana reagencia maju zodpovedajuce
farby Stitkov. Skontrolujte Cisla Sarzi na liste Ciarovych kédov hlavnej Sarze, aby
ste sa uistili, ze su sparované prislusné cinidla.

i. Otvorte ampulku lyofilizovanej reagencie odstranenim kovovej pecate a
gumovej zatky.

ii. Pevne pripojte koniec rekonstitu¢nej objimky so zarezom (Cierny) na ampulku
(Obrazok 5, krok 1).

iii. Otvorte prislusnu flasu s rekonstitu¢nym roztokom a nasadte uzaver na disty,
zakryty pracovny povrch.

iv. UloZte fladu s rekonstituénym roztokom na stabilny povrch (tzn. stél). Nasledne
prevratte ampulku s lyofilizovanou reagenciou cez ffastiCku s rekonstituénym
roztokom a pevne pripojte objimku k flasticke s rekonstitu¢nym roztokom
(Obrazok 5, krok 2).

v. Pomaly prevratte pripojené flasticky (ampulka pripojena k flasti¢ke s roztokom),
aby roztok vtiekol do sklenenej ampulky (Obrazok 5, krok 3).

vi. Zdvihnite prepojené hadi¢ky a virte nimi aspon 10 sekund (Obrazok 5, krok 4).

vii. Pockajte minimalne 30 sekind, nez sa lyofilizovana reagencia dostane do roztoku.

viii. Po vstupe lyofilizovanej reagencie do roztoku virte zostavenymi flastiCkami

minimalne 10 sekund. Potom lahkym naklafnanim sklenenej ampulky dopredu
a dozadu dobre premieSajte roztok.

c. Pomaly znovu naklorite prepojené flasticky, aby vSetok roztok stieklo spat’ do
ffasticky na rekonstituny roztok (Obrazok 5, krok 5).

Opatrne odstrante rekonstituény prstenec a sklenenu liekovku (Obrazok 5, krok 6).

Znovu uzatvorte flasticku. Na Stitku zaznamenajte Udaje operatora a datum
rekonstitucie (Obrazok 5, krok 7).
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f.  Rekonstituénu objimku a sklenenu liekovku zlikvidujte (obrazok 5, krok 8).

Varovanie: Pri rekonstitucii reagencii zabrafite nadmernému peneniu. Pena
interferuje so snimanim hladiny v systéme Panther.

1 (2 (3 B
1
m

/4 - ™y

Obrazok 5. Proces rekonstitucie reagencie

3. Vytiahnite ciefovu posilfiovaciu reagenciu qHBV zo skladovacieho priestoru (15 °C az

30 °C). Na stitku zaznamenajte inicialy operatora a datum otvorenia. Skontrolujte
Cislo Sarze na flasi s TER, aby ste zaistili, Ze sa zhoduje s Cislom Sarze na liste
Ciarovych kodov hlavnej Sarze.

D. Priprava reagencii pre predtym pripravené reagencie

1.

g

Vytiahnite predtym pripravené reagencie zo skladovacieho priestoru (2 °C az 8 °C).
Predtym pripravené amplifikaéné, enzymatické a aktivacné reagencie a TCR musia
dosiahnut teplotu 15 °C az 30 °C pred zaciatkom testu.

Vytiahnite TER zo skladovacieho priestoru (15 °C az 30 °C).

U predtym pripraveného TCR postupuijte pred viozenim do systému podla kroku C.1.
Virenim a prevratenim amplifikacnej, enzymatickej a aktivaénej reagencie starostlivo
premieSajte pred vlozenim do systému. Pri prevracani reagencii zabrarite nadmernému
peneniu.

Flasky reagencii nedopifiajte. Systém Panther rozpozna a odmietne flase, ktoré boli
doplnené.

E. Manipulacia so vzorkami

1.

Skontrolujte, Ze spracované vzorky v primarnych skumavkach alebo neriedené vzorky
v sekundarnych skumavkach boli adekvatne uskladnené podfla ,Odber vzoriek a
skladovanie“ na strane 7.

Uistite sa, Ze su zmrazené vzorky adekvatne rozmrazené. MieSajte rozmrazené
vzorky virenim po dobu 3 aZz 5 sekund, aby sa dobre premie3ali.

Pred spracovanim ponechajte vzorky dosiahnut teplotu 15 °C az 30 °C. Dalsie
informacie o polozkach v pristroji najdete v Casti Vzorky v systéme Panther.

4. Uistite sa, Ze kazda primarna odberova skiumavka obsahuje az 1 200 ul vzorky alebo
kazda SAT obsahuje minimalne 700 ul vzorky. Tabufka v €asti Odber vzoriek na strane 7
identifikuje poziadavky na mftvy objem pre kazdy typ primarnej a sekundarnej skimavky.
Ak je nutné riedenie vzorky, prestudujte si dalSie informacie v kroku E.6 nizSie.
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5.

Pred vloZenim vzoriek do stojana na vzorky centrifugujte kazdu vzorku pri 1 000 az
3 000 g po dobu 10 minut. Neodstrafiujte uzavery. Bubliny v skimavke mézu
interferovat so snimanim hladiny v systéme Panther.

Informacie o plneni stojana a odstrafiovani uzaverov najdete v Casti Priprava systému,
krok F.2 nizSie.

Nariedte vzorku v pomere 1:3 v SAT alebo 1: 100 v sekundarnej skimavke.
Vzorky je mozné riedit v sekundarnej skimavke na testovanie v systéme Panther.
Poznamka: Ak je vzorka nariedena, je nutné test vykonat ihned’ po riedeni.

a. Riedenie nizkoobjemovych vzoriek

Objem vzoriek je mozné zvysit na minimalny pozadovany objem (700 pl) pomocou
riediaceho pripravku na vzorky Aptima. Vzorky s minimalnym objemom 240 pl je
mozné nariedit dvomi dielmi pripravku na riedenie vzoriek (1 : 3) nasledovne:

i. Vlozte 240 pl vzorky do SAT.

ii. Pridajte 480 pl riediaceho pripravku na vzorky Aptima.
iii. Uzatvorte skumavku.

iv. PremieSajte 5-nasobnym jemnym prevratenim.

Vzorky nariedené v pomere 1 : 3 je mozné testovat pomocou moznosti 1: 3 na
systéme Panther (dalSie informacie najdete v prevadzkovej prirucke systému Panther).
Software automaticky nahlasi Cisty vysledok po korekcii faktorom riedenia. Tieto
vzorky budu oznacené ako nariedené vzorky.

b. Riedenie vzoriek s vysokym titrom

Ak je vysledok vzorky nad hornym limitom kvantifikacie (ULoQ), je mozné nariedit
ho 99 dielmi riediaceho pripravku na vzorky Aptima (1 : 100) nasledovne:

i. Vlozte 30 ul vzorky do SAT alebo sekundarnej skiumavky.
ii. Pridajte 2 970 pl riediaceho pripravku na vzorky Aptima.
iii. Uzatvorte skumavku.

iv. PremieSajte 5-nasobnym jemnym prevratenim.

Vzorky nariedené v pomere 1: 100 je mozné testovat za pouZzitia moznosti 1: 100
v systéme Panther (dalSie informacie uvadza prevadzkova prirucka systému
Panther). Software automaticky nahlasi Cisty vysledok po korekcii faktorom riedenia.
Tieto vzorky budu oznacené ako nariedené vzorky.

Poznamka: U riedenych vzoriek s Cistou koncentraciou vy$Sou nez ULoQ budu
vysledky hlasené vo vedeckom formate.

F. Priprava systému

1.

2.

Nastavte systém podfa pokynov uvedenych v priru¢ke pre operatora systému Panther
a v Casti Poznamky k postupu. Uistite sa, Ze su pouzité reagenéné stojany s vhodnou
velkostou a adaptéry TCR.

Vlozte vzorky do stojana na vzorky Vykonajte nasledujuce kroky pre kazdu skumavku
na vzorky (vzorka a v pripade potreby kalibrator a kontroly):

a. Uvolnite uzaver jednej skimavky na vzorky, ale neodstranujte ho.

Poznamka: Zviastnu pozornost venujte prevencii Sirenia kontaminacie formou
aerosolu. Jemne uvolnite uzavery na vzorkach.
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b. VlozZte skumavku na vzorky do stojana na vzorky.
c. Zopakujte kroky 2.a a 2.b pre kazdu zostavajucu vzorku.

Po vlozeni vzoriek do stojana na vzorky vytiahnite a zlikvidujte kazdy uzaver
skumavky na vzorky v jednom stojane na vzorky. Aby ste predisli kontaminacii,
nemanipulujte uzaverom nad Ziadnymi inymi stojanmi na vzorky ani skumavkami
na vzorky.

e. V pripade potreby odstrante pripadné bubliny alebo penu pomocou novej
jednorazovej prenosovej pipety.

f. Po odstraneni posledného uzaveru viozte stojan na vzorky do rezervoara na vzorky.

Poznamka: Ak sucasne spracovavate dalSie testy a typy vzoriek, zaistite zachytavacé
vzoriek pred vloZenim stojana na vzorky do rezervoara na vzorky.

g. Zopakuijte kroky 2.a az 2.f pre dalSi stojan na vzorky.

Poznamky k postupu
A. Kalibrator a kontroly

1. Skumavky obsahujuce pozitivny kalibrator gHBV, nizku pozitivhu kontrolu gHBYV, vysoku
pozitivnu kontrolu gHBV a negativnu kontrolu qHBV je mozné vioZit do akejkolvek
polohy v stojane na vzorky a do akejkolvek drahy rezervoara na vzorky v systéme
Panther. Pipetovanie vzorky sa zaCne, ked je splnend jedna z nasledujucich dvoch
podmienok:

a. Kalibrator a kontroly su v su€asnosti spracovavané systémom.
b. Platné vysledky pre kalibrator a kontroly su zaregistrované v systéme.

2. Po pipetovani skumaviek s kalibratorom a kontrolou a ich spracovani pre supravu
reagencii testu Aptima HBV Quant je mozné vzorky testovat pomocou spojenej
rekonstituénej supravy az 24 hodin, pokial nenastane nasledujuce:

a. Vysledky kalibratora alebo kontroly su neplatné.
b. Suprava pridruzenej testovacej reagencie sa odstrani zo systému.
c. Suprava pridruzenej testovacej reagencie prekrocila limity stability.
3. Kalibrator a kazdu skumavku kontroly je mozné pouzit iba raz. Pokusy o opakované
pouzitie skumavky mézu viest k chybam spracovania.
B. Prasok z rukavic

Tak ako v kazdom reagenénom systéme, prebyto¢ny prasok na niektorych rukaviciach
mbze spbsobit kontaminaciu otvorenych skumaviek. Odporucaju sa bezprasné rukavice.
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Kontrola kvality

Obsluha méZze zrusit platnost chodu alebo vysledku vzorky v pripade zdokumentovanych
problémov technického charakteru, s obsluhou alebo pristrojom pri vykonavani testu. V
takom pripade je nutné vzorky znovu otestovat.

Kalibracia testu

Je nutné ukon it kalibraciu testu, aby ste ziskali platné vysledky. Jeden pozitivny kalibrator
sa spracuje trikrat pri vioZzeni kazdej supravy reagencii do systému Panther. Po ukonceni
bude kalibracia platna az 24 hodin. Softvér v systéme Panther upozorni obsluhu, ked bude
nutné vykonat kalibraciu. Obsluha naskenuje kalibraény koeficient uvedeny v hlavnom liste s
Ciarovymi kédmi SarZze dodavanom s kazdou supravou reagencii.

V priebehu spracovania su softvérom systému Panther automaticky overované kritéria pre
prijatefnost’ kalibratora. Ak su platné menej nez dva replikaty kalibratora, softvér chod
automaticky vyhlasi za neplatny. Vzorky v neplathom chode je nutné znovu otestovat
pomocou Cerstvo pripraveného kalibratora a Cerstvo pripravenych kontrol.

Negativne a pozitivne kontroly

Aby sa vygenerovali platné vysledky, musi sa otestovat suprava kontrol rozboru. Jeden
replikat negativnej kontroly, nizkej pozitivnej kontroly a vysokej pozitivnej kontroly je nutné
otestovat pri kazdom vloZeni supravy reagencii do systému Panther. Po ukonceni budu
kontroly platné az 24 hodin. Softvér v systéme Panther upozorni obsluhu, ked bude nutné
spracovat kontroly.

V priebehu spracovania su softvérom systému Panther automaticky overované kritéria pre
prijatelnost’ kontrol. Aby boli vysledky platné, negativna kontrola musi poskytnut vysledok
.,Not Detected” (Nedetegované) a pozitivne kontroly vysledky v ramci preddefinovanych
parametrov (nomindlny ciel LPC: 2,7 Log4g IU/ml, nominélny ciel HPC: 4,6 Logqg IU/ml). Ak
maju akékolvek kontroly neplatny vysledok, softvér automaticky zrusi platnost chodu. Vzorky
v neplatnom chode je nutné znovu otestovat pomocou Cerstvo pripraveného kalibratora a
Cerstvo pripravenych kontrol.

Interny kalibrator/interna kontrola

Kazda vzorka obsahuje interny kalibrator/interni kontrolu (IC). V priebehu spracovania softvér
systému Panther automaticky overi kritéria prijatelnosti IC. Ak je vysledok IC neplatny, vysledok
vzorky bude neplatny tiez. Kazdu vzorku s neplatnym vysledkom IC je nutné znovu otestovat,
aby ste dostali platny vysledok.

Softvér systému Panther je navrhnuty na presné overenie procesov pri vykonavani postupov
podla pokynov v tejto pribalovej informacii a prevadzkovej prirucke systému Panther.
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Interpretacia vysledkov

Systém Panther automaticky stanovi koncentraciu HBY DNA pre vzorky a kontroly porovnanim
vysledkov s kalibracnou krivkou. Koncentracie HBV DNA su hlasené v jednotkach IU/ml a
log4g IU/ml. Interpretaciu vysledkov uvadza Tabulka 1. Ak je pre riedené vzorky pouZzita
moznost riedenie, systém Panther automaticky vypocita koncentraciu HBV pre Cistu vzorku
vynasobenim riedenej koncentracie faktorom riedenia. Riedené vzorky budud oznacené ako
riedené.

Poznamka: U riedenych vzoriek sa méZu objavit’ vysledky ,Not Detected” (Nedetegované)
alebo ,<10 detected” (Detegované < 10) v désledku nariedenia vzorky na koncentraciu vy$Siu,
ale blizku LoD (limit detekcie) alebo LLoQ (spodny limit kvantifikacie). Ak ste neziskali
kvantitativny vysledok, odporu¢ame odobrat’ a otestovat inu Cistu vzorku.

Tabulka 1: Interpretécia vysledkov

Hlaseny vysledok testu Aptima HBV Quant

Interpretacia

1U/ml Hodnota log,, °
Nedetegované Nedetegované HBY DNA nedetegovana.
Detegované < 10 <1,0 HBV DNA je detegovana, ale na urovni pod LLoQ
10 az 1 000 000 000 1,0az9,0 Koncentracia HBV DNA je v linearnom rozsahu
10 az 1 000 000 000 IU/ml.
>1 000 000 000 >9,0 Koncentracia HBV DNA je nad ULoQ.
Neplatny® Neplatny® Pri generovani vysledku doSlo k chybe. Vzorku je

nutné opatovne otestovat.

®Hodnota je skratena na dve desatinné hodnoty.
b Neplatné vysledky sa zobrazia modrym farebnym fontom.

Poznamka: U riedenych vzoriek s Cistou koncentraciou vysSou nez ULoQ budu vysledky hlasené vo vedeckom formate.

Obmedzenia

A. Pouzitie tohto rozboru je limitované na personal, ktory je vySkoleny ohladom postupu.
Nedodrzanie pokynov uvedenych v tejto pribalovej informacii mbéze viest k chybnym
vysledkom.

B. Spolahlivé vysledky zavisia od adekvatneho odberu preparatov, transportu, uchovavania
a spracovania.

C. Mutacie vo vysoko konzervovanych oblastiach virusového gendmu krytych primermi a/alebo
sondami v teste Apgima HBV Quant, aj ked' vzacne, mézu viest k zniZzenej identifikacii
alebo nedetegovaniu virusu.
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Vykon

Limit detekcie podla 3. medzinarodného standardu WHO

Limit detekcie (LoD) testu je definovany ako koncentracia HBV DNA detegovana s
pravdepodobnostou 95 % alebo vy$Sou podla CLSI EP17-A2.%

LoD bol stanoveny testovanim panelov 3. medzinarodného standardu WHO pre DNA virusu
hepatitidy B (NIBSC 10/264) s riedenim v HBV negativnej ludskej plazme a sére.
Testovalo sa minimalne 36 replikatov kazdého riedenia s kazdou z troch Sarzi reagencii,
minimalne 108 replikatov na riedenie. Bola vykonana probit analyza s cielom ziskat
predikované limity detekcie. Hodnoty LoD uvedené v Tabulka 2 su vysledkom pre Sarzu
reagencii s najvysSim predikovanym limitom detekcie. LoD testu Aptima HBV Quant podla
3. medzinarodného Standardu WHO je 5,58 IU/ml pre plazmu a 4,29 IU/ml pre sérum.

Tabulka 2: Limit detekcie podfa 3. medzinarodného Standardu WHO pre HBV

Koncentracia (1U/ml)

Predikovany limit detekcie

Plazma Sérum
10 % 0,16 0,19
20 % 0,27 0,30
30 % 0,39 0,42
40 % 0,55 0,56
50 % 0,75 0,73
60 % 1,02 0,96
70 % 1,42 1,29
80 % 2,09 1,81
90 % 3,58 2,91
95 % 5,58 4,29
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Limit detekcie u réznych genotypov HBV

LoD bol stanoveny testovanim riedeni HBV pozitivnych klinickych vzoriek genotypov A, B, C,
D, E, F, G a H v HBV negativnej ludskej plazme a sére. Koncentracie boli stanovené
pomocou komparatorového testu s oznacenim CE a licenciou Health Canada. Testovalo sa
minimalne 24 replikatov kazdého ¢lena panelu s kazdou z dvoch $arzi reagencii, minimalne
48 replikatov na €len panelu. Bola vykonana probit analyza s cielom ziskat predikované
limity detekcie na urovni 50 % a 95 %. Hodnoty LoD uvedené v Tabulka 3 su vysledkom pre
Sarzu reagencii s najvysSim predikovanym limitom detekcie.

Tabulka 3: Limit detekcie u ré6znych genotypov HBV za pouZitia klinickych vzoriek

Koncentracia (IU/ml)

Genotyp Predikovany limit detekcie

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

Linearny rozsah bol stanoveny testovanim panelov HBV DNA riedenej v HBV negativnych
vzorkach fudskej plazmy a séra podla normy CLSI EP06-A."” Rozsah koncentracii panelov
bol od 0,86 log IU/ml po 9,26 log 1U/ml. Test Aptima HBV Quant vykazoval linearitu v
testovanom rozsahu, s hornym limitom kvantifikacie (ULoQ) 9 log IU/ml podla Obrazok 6.

10.0
9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0

3.0

2.0 ® Plazma R2=0.9980
OSérum R2=0.9972

Test Aptima HBV Quant (log IU/ml)

1.0

0.0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 100

Cielova koncentracia (log IU/ml)

Obrazok 6. Linearita v plazme a séru
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Linearita u réznych genotypov HBV

Linearna odozva u genotypov A, B, C, D, E, F, G a H bola potvrdena testovanim panelov
HBV DNA nariedenej v pufri s koncentraciami v rozsahu 1,44 log IU/ml az 8,44 log 1U/ml.
Linearita bola preukazana v testovanom rozsahu pre vsetky testované genotypy podla

Obrazok 7.
10.0
9.0
8.0
- 70
E
2
= 6.0
o
§ 5.0 E Genotyp A
g Genotyp B
m 4.0
I A Genotyp C
©
_% 3.0 ,,== X Genotyp D
< %-,’:’ﬁr Genotyp E
§ 2.0 ~_;=~5355£:' Genotyp F
+ Genotyp G
1.0 ¥ X Genotyp H

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

Cielova koncentracia (log 1U/ml)

Obrazok 7. Linearita Au genotypov HBV A az H

Spodny limit kvantifikacie podla 3. medzinarodného standardu WHO

DNA sporlahlivo kvantifikovana v ramci celkovej chyby podla normy CLSI EP17-A2.” Celkova
chyba bola odhadovana pomocou dvoch metdd: Celkova analyticka chyba (TAE) = |systémova
chyba| + 2 SD a celkova chyba (TE) = SQRT(2) x 2 SD. Celkova chyba testu Aptima HBV
Quant bola nastavena na uroven 1 log IU/ml (tzn. pri LLoQ je rozdiel medzi dvomi meraniami
vyS$Si nez 1 log IU/ml Statisticky signifikantny) s cielom zaistit’ spravnost a presnost merani.
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LLoQ bol stanoveny testovanim panelov 3. medzinarodného Standardu WHO pre DNA virusu
hepatitidy B (NIBSC 10/264)" s riedenim v HBV negativnej ludskej plazme a sére. Testovalo
sa minimalne 45 replikatov kazdého riedenia s kazdou z troch Sarzi reagencii, minimalne
135 replikatov na riedenie. Vysledky zo $arze reagencii s najvy$Sou koncentraciou spifiajice
poziadavky na TE a TAE su uvedené v Tabulka 6. Vypocitany LLoQ podla 3. medzinarodného
Standardu WHO pre virus hepatitidy B je 4,80 IU/ml pre plazmu a 6,34 IU/ml pre sérum.

Tabulka 4: Stanovenie LLoQ podla 3. medzinarodného Standardu WHO pre HBV nariedeny v plazme

Sarta  Ciefové koncentracia HEVGuant SO onybal . hodmotaTE  hodnota TAE
reagencie (IU/ml) (log 1U/ml) (log IU/ml) (log IU/ml)  (log IU/mlI) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
7 0,85 0,63 0,27 0,22 0,75 0,75
1 8 0,90 0,68 0,28 0,22 0,78 0,77
9 0,95 0,79 0,25 0,17 0,70 0,66
7 0,85 0,48 0,20 0,37 0,57 0,77
2 8 0,90 0,47 0,18 0,44 0,51 0,79
9 0,95 0,61 0,19 0,34 0,54 0,73
7 0,85 0,53 0,21 0,32 0,59 0,74
3 8 0,90 0,52 0,21 0,38 0,61 0,81
9 0,95 0,70 0,23 0,25 0,65 0,71

SD = smerodajna odchylka

Tabulka 5: Stanovenie LLoQ podla 3. medzinarodného Standardu WHO pre HBV nariedeny v sére

Gia  Ceodloncnwica AP e [Spteme wpedtns  wpotions
reagencie (IU/ml) (log IU/ml) (log IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
7 0,85 0,77 0,38 0,08 1,06 0,83
1 8 0,90 0,80 0,31 0,10 0,88 0,72
9 0,95 0,91 0,27 0,05 0,77 0,59
7 0,85 0,57 0,20 0,28 0,57 0,68
2 8 0,90 0,70 0,22 0,20 0,63 0,64
9 0,95 0,69 0,23 0,27 0,66 0,73
7 0,85 0,65 0,24 0,20 0,67 0,67
3 8 0,90 0,65 0,24 0,25 0,68 0,73
9 0,95 0,67 0,22 0,28 0,63 0,73

SD = smerodajna odchylka

Tabulka 6: Suhrn vypocitaného LLoQ podla 3. medzinarodného Standardu WHO pre HBV

LLoQ plazmy LLoQ séra
Sarza reagencie
(log 1U/ml) (IU/ml) (log 1U/ml) (IU/ml)
1 0,68 4,80 0,80 6,34
2 0,61 4,09 0,57 3,72
3 0,52 3,34 0,65 4,51

SD = smerodajna odchylka
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Stanovenie spodného limitu kvantifikacie u réznych genotypov HBV

LLoQ bol stanoveny testovanim riedeni HBV pozitivnych klinickych vzoriek genotypov A, B, C,
D, E, F, G a H v HBV negativnej ludskej plazme a sére. Testovalo sa minimalne 36 replikatov
kazdého Clena panelu s kazdou z dvoch $arzZi reagencii, minimalne 72 replikatov na ¢len panelu.
Vysledky zo 3arze reagencii s najvy$Sou koncentraciou spifiajice poziadavky na TE a TAE s
uvedené v Tabulka 7 pre plazmu a Tabulka 8 pre sérum. Vypocitany LLoQ pre genotypy A, B,
C, D, E, F, G a H v plazme a sére zhfha Tabulka 9. Toto stanovilo celkovy LLoQ pre test na
arovni 10 1U/ml.

Tabulka 7: Stanovenie LLoQ u r6znych genotypov v plazme

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

SD = smerodajna odchylka
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Vykon

Tabulka 8: Stanovenie LLoQ u réznych genotypov v sére

Aptima |Systémova  Vypodéitana Vypoéitana
Genotyp _Cielova koncentracia  HBV Quant SD chyba| hodnota TE hodnota TAE
(IU/ml)  (log IU/ml)  (log IU/mI) (log IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log IU/ml)
7 0,85 0,67 0,28 0,18 0,79 0,74
A 8 0,90 0,80 0,34 0,10 0,96 0,78
9 0,95 0,83 0,26 0,12 0,74 0,65
7 0,85 0,56 0,19 0,29 0,54 0,67
B 8 0,90 0,71 0,22 0,20 0,62 0,63
9 0,95 0,59 0,21 0,36 0,59 0,78
7 0,85 0,64 0,27 0,20 0,77 0,75
C 8 0,90 0,75 0,25 0,15 0,70 0,64
9 0,95 0,79 0,21 0,16 0,58 0,57
8 0,90 0,42 0,14 0,48 0,40 0,76
D 9 0,95 0,47 0,18 0,49 0,51 0,84
10 1,00 0,60 0,23 0,40 0,64 0,85
7 0,85 0,56 0,24 0,29 0,69 0,78
E 8 0,90 0,63 0,18 0,27 0,50 0,63
9 0,95 0,67 0,25 0,28 0,70 0,78
7 0,85 0,88 0,21 0,03 0,60 0,46
F 8 0,90 0,90 0,29 0,01 0,81 0,58
9 0,95 0,98 0,24 0,02 0,67 0,49
7 0,85 0,82 0,24 0,03 0,67 0,50
G 8 0,90 0,90 0,25 0,01 0,70 0,50
9 0,95 1,01 0,23 0,05 0,64 0,51
8 0,90 0,69 0,29 0,21 0,81 0,78
H 9 0,95 0,77 0,26 0,19 0,74 0,71
10 1,00 0,78 0,28 0,22 0,80 0,79
SD = smerodajna odchylka
Tabulka 9: Suhrn LLoQ u réznych genotypov v plazme a sére
Genotyp LLoQ plazmy LLoQ séra
(log 1U/ml) (IU/ml) (log 1U/ml) (IU/ml)
A 0,95 8,90 0,83 6,79
B 0,93 8,60 0,56 3,59
C 0,62 4,14 0,64 4,38
D 0,64 4,32 0,60 4,01
E 0,59 3,91 0,56 3,60
F 0,92 8,25 0,88 7,56
G 0,81 6,42 0,82 6,55
H 0,62 4,20 0,78 6,01
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Reprodukovatelnost’

Na vyhodnotenie reprodukovatelnosti bol vytvoreny 28-&lenny panel nariedenim HBV
pozitivnych klinickych vzoriek (genotyp A a C) alebo spikingom HBV DNA (genotyp A a C)
do HBV negativnej plazmy a séra. Panel bol testovany tromi pracovnikmi obsluhy za pouzitia
troch Sarzi reagencii v troch systémoch Panther v priebehu 20 alebo viac testovych dni.

Tabulka 10 a Tabulka 11 znazorfiuju reprodukovatelnost’ vysledkov testu (v log IU/ml) medzi
pristrojmi, medzi pracovnikmi obsluhy, medzi Sarzami, medzi chodmi, v ramci chodov a
celkovo. Celkova variabilita bola primarne spdsobena variabilitou v ramci spracovania

(tzn. nahodna chyba).

Tabulka 10: Reprodukovatelnost testu Aptima HBV Quant pre genotyp A

Priemerna  Medzi operatormi Medzi pristrojmi  Medzi Sarzami Medzi chodmi V ramci chodov Celkom
Matrica N koncentracia

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

CV = variaény koeficient, SD = smerodajna odchylka

Poznamka: Variabilita spojena s niektorymi faktormi méze byt numericky negativna, k omu moze dojst, ak je variabilita v désledku
tychto faktorov velmi mald. Ked k tomu doéjde, vysledky SD a CV sa zobrazia ako 0.
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Tabulka 11: Reprodukovatelnost testu Aptima HBV Quant pre genotyp C
Priemerna  Medzi operatormi Medzi pristrojmi ~ Medzi Sarzami Medzi chodmi V ramci chodov Celkom
Matrica N koncentracia
(log IU/ml) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD  CV(%)
Plazma 161 1,28 0,02 1,73 0,02 1,40 0,07 5,39 0,02 1,28 0,18 1432 0,20 15,52
Plazma 162 1,98 0,02 0,79 0,01 0,68 0,08 4,02 0,01 0,61 0,14 6,91 0,16 8,08
Plazma 162 3,23 0,01 0,31 0,01 0,39 0,05 1,49 0,01 0,18 0,06 1,97 0,08 2,52
Plazma 162 4,13 0,01 0,18 0,01 0,29 0,04 0,90 0,01 0,15 0,07 1,69 0,08 1,95
Plazma 162 5,78 0,01 0,14 0,02 0,41 0,06 1,04 0,01 0,16 0,10 1,70 0,12 2,05
Plazma 162 6,83 0,01 0,20 0,03 0,42 0,03 0,42 0,01 0,08 0,06 0,93 0,08 1,13
Plazma 162 7,75 0,03 0,33 0,02 0,19 0,02 0,24 0,01 0,08 0,07 0,94 0,08 1,04
Sérum 160 1,20 0,02 1,54 0,02 1,55 0,05 4,24 0,02 1,78 0,18 14,74 0,19 15,59
Sérum 162 1,90 0,02 1,20 0,02 0,87 0,05 2,73 0,01 0,72 0,15 8,10 0,17 8,71
Sérum 162 3,19 0,03 0,93 0,03 0,92 0,05 1,68 0,00 0,05 0,07 2,34 0,10 3,16
Sérum 162 4,04 0,01 0,14 0,01 0,31 0,04 0,94 0,00 0,12 0,05 1,30 0,07 1,64
Sérum 162 5,69 0,01 0,16 0,02 0,36 0,05 0,88 0,01 0,13 0,09 1,50 0,10 1,78
Sérum 162 6,32 0,04 0,64 0,03 0,45 0,04 0,66 0,01 0,14 0,10 1,57 0,12 1,87
Sérum 162 7,23 0,04 0,55 0,02 0,25 0,05 0,68 0,01 0,13 0,10 1,42 0,12 1,69

CV = varia¢ny koeficient, SD = smerodajna odchylka

Poznamka: Variabilita spojena s niektorymi faktormi méze byt numericky negativna, k Somu méze dojst, ak je variabilita v dosledku

tychto faktorov velmi mala. Ked k tomu déjde, vysledky SD a CV sa zobrazia ako 0.
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Potencialne interferujuce latky

Bola hodnotena nachylnost’ testu Aptima HBV Quant na interferenciu spésobenu zvySenymi
hladinami endogénnych latok alebo lie€iv bezne predpisovanych pacientom infikovanym HBV.
Boli testované HBV negativne vzorky plazmy a vzorky doplnené o HBV na koncentraciu

4,3 log IU/ml HBV DNA.

Na vykone testu sa neprejavila interferencia pritomnosti albuminu (90 mg/ml), hemoglobinu
(5 mg/ml), triglyceridov (30 mg/ml) ani konjugovaného bilirubinu. (0,2 mg/ml).

Klinické vzorky plazmy od pacientov so zvySenymi hladinami definovanych latok alebo od
pacientov s ochoreniami uvedenymi v Tabulka 12 boli testované pomocou testu Aptima HBV
Quant. Nebola pozorovana interferencia vo vykone testu.

Tabulka 12: Testované typy klinickych vzoriek

Typy klinickych vzoriek

1 Antinuklearne protilatky (ANA)

2 Reumatoidny faktor (RF)

3 Alkoholicka cirhoza (AC)

4 Alkoholicka hepatitida

5 Nealkoholicka hepatitida

6 Autoimunitna hepatitida

7 ZvySena hladina alaninaminotransferazy (ALT)
8 Hepatocelularny karcinom (HCC)

9 Roztrusena skleroza (MS)

10 Systémovy lupus erythematosus (SLE)
1 Hyperglobulinémia

12 Reumatoidna artritida (RA)

13 Protilatka anti-Jo1 (JO-1)

14 Mnohopocetny myelém (MM)

15 Hemolyzovana (zvy$eny hemoglobin)
16 Iktericka (zvySeny bilirubin)

17 Lipemicka (zvy3eny lipid)

18 Zvysena hladina bielkovin

19 Protilatky proti HBV (po ockovani)

20 Protilatky proti HCV

21 Protilatky proti HIV-1 a HIV-2
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Nebola pozorovana Ziadna interferencia s vykonom testu v pritomnosti exogénnych latok
uvedenych v Tabulka 13 pri koncentraciach na urovni minimalne trojnasobku C, 5 (ludska
plazma).

Tabulka 13: Exogénne latky

Pool Testované exogénne latky
exogénnych latok

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

2 Klaritromycin, valganciklovir hydrochlorid, efavirenz, nevirapin

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

4 Riba\_/irl’n,_entekavir,_ adefovir dipivoxil, tenofovir dizoproxilfumarat, lamivudin,

ganciklovir, acyklovir

5 Stavudin, ciprofloxacin, fluoxetin, azitromycin, valaciklovir, sertralin, zalcitabin

6 Interferdn alfa-2a, interferén alfa-2b, pegylovany interferéon alfa-2b
Specificita

Specificita bola stanovena za pouzitia 292 &erstvych a 747 zmrazenych HBV negativnych
klinickych vzoriek. Celkom bolo testovanych 521 vzoriek plazmy a 518 vzoriek séra.
Specificita bola vypogitana ako percentualny pomer HBV negativnych vzoriek s vysledkom
,Not Detected” (Nedetegované). HBV DNA nebola detegovana u 1 038 vzoriek. Specificita
bola 99,9 % (1 038/1 039, 95 % CI: 99,5 — 100 %).

Tabulka 14: Specificita vo vzorkach plazmy a séra

Cerstva Zmrazena Plazma Cerstvé Zmrazené Sérum . ,
. . Kombinované
plazma plazma Celkom Sérum sérum Celkom
Validne replikaty (n) 145 376 521 147 371 518 1039
Nedetegované 145 376 521 147 370 517 1038
Specificita 100 % 100 % 100 % 100 % 99,7 % 99,8 % 99,9 %

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

Cl = interval spolahlivosti
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Analyticka Specificita

Potencialna kriZzova reaktivita s patogénmi uvedenymi v Tabulka 15 bola hodnotena u HBV
negativnej fudskej plazmy v pritomnosti alebo absencii 4,3 log IU/ml HBV DNA. Nebola
pozorovana ziadna krizova reaktivita alebo interferencia v bakterialne kontaminovanej plazme
alebo vo vzorkach od subjektov infikovanych inymi krvou prenosnymi patogénmi alebo od
tych, ktori boli ockovani proti HBV a chripke.

Tabulka 15: Patogény testované na analyticku Specificitu

Mikroorganizmus/patogén

Zdroj

Mikroorganizmus/patogén

Zdroj

Virus hepatitidy C

Klinicka vzorka

Ludsky herpesvirus typu 8

Kultivaéna kvapalina

Virus hepatitidy A

Klinicka vzorka

Virus japonskej encefalitidy

Asciticka tekutina

Po oc¢kovani proti HBV

Klinicka vzorka

Virus encefalitidy Murray Valley

Bunkovy lyzat

HIV-1a2

Klinicka vzorka

Virus encefalitidy St. Louis

Kultivaéna kvapalina

Ludsky T-bunkovy lymfotropny
virus typu 1 a 2

Klinicka vzorka

Virus Vaccinia

Bunkovy lyzat

Parvovirus B19

Klinicka vzorka

Virus Zltej zimnice

Kultivaéna kvapalina

Cytomegalovirus

Klinicka vzorka

Candida albicans

Kultivaéna vzorka

Virus dengue typ 1-4

Klinicka vzorka

Chlamydia trachomatis

Kultivaéna vzorka

Virus Epsteina a Barrovej

Klinicka vzorka

Corynebacterium diphtheriae

Kultivaéna vzorka

Po oc¢kovani proti chripke

Klinicka vzorka

Mycobacterium gordonae

Kultivacéna vzorka

Ludsky papilomavirus

Klinicka vzorka

Mpycobacterium smegmatis

Kultivadna vzorka

Herpes simplex virus 1 a 2

Klinicka vzorka

Neisseria gonorrhoeae

Kultivaéna vzorka

Virus osypok

Klinicka vzorka

Propionibacterium acnes

Kultivaéna vzorka

Virus varicella zoster

Klinicka vzorka

Staphylococcus aureus

Kultivaéna vzorka

Zapadonilsky virus

Klinicka vzorka

Staphylococcus epidermidis

Kultivaéna vzorka

BK fudsky polyomavirus

Bunkovy lyzéat

Streptococcus pneumoniae

Kultivaéna vzorka

Ludsky herpesvirus 6B

Kultivacna kvapalina

Trichomonas vaginalis

Kultivadna vzorka
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Opakovatelnost’ klinickych vzoriek

Opakovatelnost bola hodnotena testovanim troch replikatov prirodzene infikovanych
klinickych vzoriek HBV pozitivhej plazmy a séra. Priemerna koncentracia a smerodajné
odchylky pre testované vzorky plazmy a séra su uvedené v Tabulky 16, resp. 17.

Tabulka 16: Opakovatelnost klinickych vzoriek plazmy Tabulka 17: Opakovatelnost klinickych vzoriek séra

Vzorka k:r:i::e;:rr:c;éia SD Vzorka séra kzr:i::ag‘te:zjia SD

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

SD = smerodajna odchylka

SD = smerodajna odchylka
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Riedenie vzorky pomocou riediaceho pripravku na vzorky

Na hodnotenie zachytu HBV DNA vo vzorkach nariedenych pomocou riediaceho pripravku
na vzorky Aptima boli vzorky plazmy a séra v linearnom rozsahu nariedené v pomere 1:3 s
riediacim pripravkom na vzorky Aptima. Okrem toho boli prirodzene infikované klinické vzorky
s vysokym titrom a vzorky s pridanou HBV DNA s koncentraciami nad ULoQ nariedené v
pomere 1 : 100 s riediacim pripravkom na vzorky Aptima. Kazda vzorka bola trikrat testovana
Cista a nariedena (1 : 3 alebo 1:100). Rozdiely medzi priemernou hlasenou koncentraciou
(vysledok nariedenej vzorky korigovany faktorom riedenia) a priemernou Cistou koncentraciou
uvadza Tabufka 18 pre plazmu a Tabulka 19 pre sérum. Koncentracie vzoriek boli v
nariedenych vzorkach spravne zachytené.

Tabulka 18: Riedenie vzorky s riediacim pripravkom na vzorky Aptima v plazme

Priemerna dista Priemerna hlasena
Riedenie koncentracia koncentracia® Rozdiel (log IU/ml)
(log 1U/ml) (log 1U/mI)

2,08 1,71 -0,37

2,98 3,02 0,04

2,45 2,30 -0,15

2,32 2,06 -0,26

2,58 2,46 -0,12

3,60 3,62 0,02

3,45 3,36 -0,09

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

4,26 4,24 -0,02

5,65 5,50 -0,15

6,32 6,08 -0,24

6,79 6,40 -0,39

7,40 7,06 -0,34

8,17 8,05 -0,12

8,17 7,82 -0,35

1:100

>9,00°(10,20°) 10,40 0,20

®Hlasena koncentracia je hodnota vypocitana po korekcii faktorom riedenia.
®Doplnena vzorka.
° Cielova koncentracia, ktora je nad ULoQ.
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Tabulka 19: Riedenie vzorky s riediacim pripravkom na vzorky Aptima v sére

Priemerna cista Priemerna hlasena
Riedenie Koncentracia koncentracia?2 Rozdiel (log IU/ml)
(log 1U/ml) (log 1U/ml)

1,93 1,50 -0,43

2,29 2,00 -0,29

2,78 2,45 -0,33

1,98 1,50 -0,48

2,53 2,23 -0,30

3,53 3,59 0,06

3,38 3,21 -0,17

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

4,26 4,16 -0,10

6,31 5,98 -0,33

5,45 5,24 -0,21

5,74 5,62 -0,12

7,44 7,19 -0,25

8,47 8,31 -0,16

8,47 8,19 -0,28

1:100

>9,00°(10,20°) 10,43 0,23

®Hlasena koncentracia je hodnota vypogitana po korekcii faktorom riedenia.
®Doplnena vzorka.
¢ Cielova koncentracia, ktora je nad ULoQ.
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Korelacia metéd

Vykon testu Aptima HBV Quant bol hodnoteny proti komparatorovému testu s oznacenim CE
a licenciou Health Canada na zaklade testovania neriedenych klinickych vzoriek od pacientov
infikovanych HBV. Celkom 614 klinickych vzoriek v linearnom rozsahu spoloénom pre oba
testy bolo pouzitych v linearnej regresii — pozri Obrazok 8.
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Obrazok 8. Koreldcia medzi testom Aptima HBV Quant a komparatorovym testom

Prenos

Bola vykonana Studia za pouZitia doplnenych panelov na troch systémoch Panther s ciefom
potvrdit, Ze systém Panther minimalizuje riziko faloSne pozitivnych vysledkov vznikajlcich
kontaminaciou v désledku prenosu. Prenos bol hodnoteny pomocou vzoriek plazmy
doplnenych o HBV DNA s vysokym titrom (8 log IU/ml) vmedzerenych medzi HBV negativne
vzorky v S8achovnicovom vzorci. Testovanie prebehlo v patnastich chodoch. Celkova miera
prenosu bola 0,0 % (0/705).
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