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Vseobecné informacie

Uréené pouzitie
Test Aptima HCV Quant Dx je amplifikacny test mediovany transkripciou v readlnom &ase.

Tento test sa pouziva na detekciu a kvantifikdciu RNA virusu hepatitidy C (HCV) v Eerstvom
a zmrazenom ludskom sére a plazme od o0sbb infikovanych HCV.

Plazmu je mozné 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 systému Panther na automatické spracovanie vzoriek, amplifikaciu, detekciu a
kvantifikaciu. Vzorky obsahujice HCV genotypy 1 az 6 su validované na detekciu a
kvantifikaciu v teste.

Test Aptima HCV Quant Dx je indikovany na pouzitie ako pomécka pri diagnostike HCV infekcie.
Test je mozné pouzit na potvrdenie aktivnej HCV infekcie u pacientov s pozitivnym testom
na protilatky proti HCV. Detekcia HCV RNA sved¢i pre replikaciu virusu, tzn. predstavuje
dokaz aktivnej infekcie.

Test Aptima HCV Quant Dx je ureny na pouzitie ako pomdcka na lie€bu pacientov
infikovanych HCV podstupujucich terapiu HCV antivirotikami. Test meria hladiny HCV RNA
vo vychodiskovej urovni, v priebehu lieCby a po lieCbe s cielom stanovit' pretrvavajucu
virologicku odpoved (SVR). Vysledky testu Aptima HCV Quant Dx je nutné interpretovat’ v
kontexte v8etkych relevantnych klinickych a laboratornych zisteni.

Test Aptima HCV Quant Dx nie je urCeny na pouzitie ako screeningovy test na pritomnost
HCV v krvi alebo krvnych produktoch.

Zhrnutie a vysvetlenie testu

HCV je krvny patogén a predstavuje celosvetovu zataz pre verejné zdravotnictvo — po celom
svete je infikovanych az 170 miliénov osdb a ro€ne dochadza k 350 000 umrtiam v désledku
stavov spojenych s HCV vratane cirhdzy a rakoviny pecene.”” HCV sa prenasa krvou, krvnymi
produktami alebo aktivitami s rizikom perkutannej expozicie.** Po genetickej stranke obsahuje
HCV gendm z pozitivneho RNA vlakna pozostavajuci z 9 500 nukleotidov kédujucich Strukturalne
proteiny (core (jadro), E1 a E2 glykoproteiny, protein ibnového kanala p7) a nestrukturalne
proteiny (NS2, NS3, NS4A/B, NS5A/B). Druha skupina su klu¢ové virusové replikaéné proteiny
a ciele priamo pésobiacich antivirotik.** Dve oblasti gendmu neprechadzajuce translaciou
(UTR) 5'UTR a 3'sluzia na translaciu, resp. replikaciu/packaging.® 5'-UTR je najviac
konzervovana genomicka oblast u Siestich najvyznamnejSich genotypov HCV.°®

Po klinickej stranke pretrvava vysoka prevalencia asymptomatickych infekcii HCV a navzdory
detegovatelnym protilatkam (typicky do 5 az 12 tyzdfiov) dochadza k chronickej HCV infekcii
u 75 % pacientov.” Algoritmy laboratérneho testovania na HCV vyzaduju diagnézu aktivnych
infekcii HCV u jedincov s pozitivnymi protilatkami na zaklade detekcie HCV RNA v plazme
alebo sére, ¢o umoznuje adekvatne dalSie kroky v lie¢be.”*®

Kvantifikdcia HCV RNA (virusova naloz) hrala pilotnu rolu v definovani a sledovani Uspesnej
lieCby HCV. Pretrvavajuca virologicka odpoved (SVR) definovana ako nedetegovana HCV
RNA po Uspes$nej terapii je kltCovym markerom vylie€enia " U terapie zaloZzenej na
interferéne boli skora virologickda odpoved (EVR) definovana ako pokles virusovej naloze
HCV na udrovni 2 log alebo viac po 12 tyzdnoch terapie a rychla virologicka odpoved (RVR)
definovana ako nedetegovatelné hladiny HCV RNA po 4 tyZdrioch terapie doloZzené ako
pozitivne prediktory SVR.'"" Tieto markery virusovej kinetiky sa pouzivaju v pristupoch
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riadenych odpovedou na individualizaciu terapeutickych moznosti — zastavenie alebo rozSirenie
terapie s ciefom dosiahnut SVR."™ Okrem toho preukazali dlhodobé sledovacie $tudie
pretrvavajucu SVR po Uspesnom zalieceni a eradikacia virusu brani progresii ochorenia pe¢ene."

V ére priamo pésobiacich antivirotik (DAA) sa pred zahajenim terapie zmeria virusova naloz
HCV s cielom stanovit' vychodiskovu virusovd naloz. DalSie merania sa vykonavaju v
priebehu lieCby s cielom overit odpovede behom lieCby a po lie€¢be s cielom overit SVR
(alebo relaps). Takmer vSetci pacienti dosiahnu virologicki odpoved na DAA na liecbe
definovanu ako hladina pod spodnym limitom kvantifikacie (< LLoQ) pre test. Nasledne je
uvadzana viac nez 90 % miera SVR 12 tyzdriov po terapii u vacésiny rezimov.*" Detekcia a
kvantifikdcia HCV RNA bude nadalej hrat zasadnu rolu v diagnostike HCV a antiviroticke;j
lieCbe pacientov.

Zasady procedury

Test Aptima HCV Quant Dx je test zaloZzeny na amplifikacii nukleovych kyselin, ktory pouziva
technologiu amplifikacie mediovanej transkripciou (TMA) v realnom ¢ase na detekciu a
kvantifikdciu HCV RNA pred terapiou ako pomécku pre diagnostiku alebo stanovenie
vychodiskovej virusovej naloze, ale i meranie odpovede v priebehu lieCby a po lieCbe. Test je
zamerany na konzervovanu oblast HCV gendmu a umozhuje tak detekciu a kvantifikaciu
genotypov 1, 2, 3, 4, 5 a 6. Test je Standardizovany podfla 2. medzinarodnej normy WHO pre
virus hepatitidy C (kod NIBSC 96/798).*

Test Aptima HCV Quant Dx pozostava z troch hlavnych krokov, ktoré vSetky prebiehaju v
jednej skumavke v systéme Panther: zachyt ciela, amplifikacia ciela pomocou TMA a
detekcia produktov amplifikacie (amplikénov) fluorescen¢ne znaenymi sondami (torches).

V priebehu zachytu ciela sa zo vzoriek izoluje virusova RNA. Preparat je oSetreny
detergentom, aby sa solubilizoval obal virusu, denaturovali proteiny a uvolnila genémova
DNA virusu. Zachytené oligonukleotidy hybridizuju do vysoko konzervovanych oblasti HCV
RNA (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 skiumavky sa pouZziju kroky premyvania.

Cielova amplifikacia nastane prostrednictvom metody TMA, €o je metdéda amplifikacie kyseliny
nukleovej mediovana transkripciou, kde sa pouZivaju dva enzymy, reverzna transkriptaza
MMLV z mySieho leukemického virusu Moloney (MMLV) a T7 RNA polymeraza. Reverzna
transkriptaza sa pouziva na ziskanie képie DNA (obsahujucej promotorovu sekvenciu pre T7
RNA polymerazu) cielovej sekvencie. T7 RNA polymeraza produkuje viac kopii RNA
amplikénu z templatu DNA képie. Test Aptima HCV Quant Dx pouziva metédu TMA na
amplifikaciu asti 5 UTR gendmu HCV. Amplifikacie tejto oblasti je dosiahnuté pomocou
Specifickych primerov, ktoré su navrhnuté na amplifikaciu HCV genotypov 1, 2, 3, 4, 5 a 6.

Detekcia je dosiahnuta pomocou horakov z jednovlaknovej nukleovej kyseliny, ktoré su
pritomné v priebehu amplifikacie ciela a hybridizuju Specificky na amplikén v realnom &ase.
Kazdy horak ma fluoroféru a zhasadlo. Ak horak nie je hybridizovany na amplikon, zhasadlo
je v tesnej blizkosti fluoroféry a potlaci fluorescenciu. Ked sa horak naviaze na amplikén,
zhasadlo sa presunie do vacsej vzdialenosti od fluorofézy a bude po excitacii svetelnym
zdrojom vydavat signal o $pecifickej vinovej dizke. S hybridizaciou dal$ich horakov na
amplikon vznikne vysSi fluorescencny signal. Doba, nez fluorescenény signal dosiahne
Specifikovany prah, je umerna pociatocnej koncentracii HCV. 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
HCV a IC signalov pre kazdu reakciu a ich porovnania s kalibracnymi informaciami.
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Upozornenia a opatrenia

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

Suvisiace s laboratéoriom

2

B. UPOZORNENIE: Kontroly pre tento test obsahuju ludsku plazmu. Plazma je podla

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 areaktivna vo¢i 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 bezpecnostné opatrenia.'*"”

. Tento postup smie vykonavat' len personal adekvatne vySkoleny v praci s testom Aptima

HCV Quant Dx a v manipulacii s potencialne infekEnymi materialmi. Ak déjde k vyliatiu,
okamzite miesto vydezinfikujte pomocou prislusnych postupov pracoviska.

. Pouzivajte iba dodané alebo Specifikované jednorazové laboratérne pomocky.

. Pouzite rutinné laboratérne opatrenia. Nepipetujte ustami. Vo vyhradenych pracovnych

oblastiach nejedzte, nepite ani nefajCite. Pri manipulacii so vzorkami a supravami
reagencii pouzivajte jednorazové, bezprasné 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 materialy, ktoré sa dostali do kontaktu s preparatmi a reagenciami, zlikvidujte v

sulade s miestnymi, Statnymi a federalnymi predpismi.”'®"""* V8etky pracovné plochy
dokladne odistite a vydezinfikuijte.

. Kontroly obsahuju azid sodny ako konzervacné Cinidlo. Na prenos reagencii nepouzivajte

kovové skumavky. Ak roztoky obsahujuce zlu€eniny azidu sodného likvidujete vo
vodovodnom systéme, musia byt zriedené a splachnuté hojnym mnoZzstvom teéucej vody.
Tieto bezpeCnostné opatrenia sa odporuéaju, 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 sparujte ju s alikvotacnou skimavkou 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 skumavky a jemne tyCinku premie3ajte
virenim v riediacom pripravku, aby ste extrahovali potencialne otreté materialy. Pritlacte
vatovu ty€inku o boénu stranu prepravnej skumavky a vyextrahujte ¢o najviac tekutiny.
Zlikvidujte vatovu ty€inku a zatvorte skumavku vieCkom.

7. Zopakuijte kroky u zostavajucich sterovych vzoriek.
8. Otestujte sterovy material molekularnym testom.

Test Aptima HCV Quant Dx 4 AW-13249-3201 Rev. 005



Aptima” V&eobecné informacie

Suvisiace so vzorkami

J.

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 HCV Quant
Dx a v manipulacii s potencialne infek&nymi materialmi.

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

PocCas manipulacie so vzorkami sa vyhnite krizovej kontaminacii. Zvlastnu pozornost
venujte prevencii Sirenia kontaminacie formou aerosélu pri uvolfiovani alebo odstrafiovani
vie€ok 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

M.
N.

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
moézu pochadzat’ z réznych 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.

Niektoré reagencie tejto supravy su oznacené rizikovymi a bezpecnostnymi symbolmi.

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

Kontroly stupravy HCV VL
Azid sodny 0,2 %
Ludské sérum 95 % — 100 %
-~ VAROVA'NIE
\*) H312 — §kod|ivy pri kontakte s pokozkou
\k H412 — Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi tGg¢inkami

P273 — Zabrarte uvolneniu do zivotného prostredia
P280 — Noste ochranné rukavice/ochranné oble¢enie/ochranné okuliare/ochranu tvare
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Poziadavky na skladovanie a manipulaciu s reagenciou
A. Nasledujuca tabulka uvadza podmienky skladovania a stability pre reagencie, kontroly a

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

Amplifikaéna reagencia qHCV 2°Caz8°C

Rekonstituény roztok na amplifikaciu qgHCV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Enzymaticka reagencia qHCV 2°Caz8°C

Enzymaticky rekonstituény roztok na qHCV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Aktivacna reagencia gHCV 2°Caz8°C

Aktivaény rekonstituény roztok na qHCV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni*
Ciefova zachytna reagencia qHCV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®

gHCV NC CONTROL - (negativna kontrola) -15°Caz-35°C 15°Caz30°C Je;;:;??;g:?:;:@
gHCV LPC CONTROL + (nizka pozitivna kontrola)  ~15°Ca2-35°C  15°Ca230°C Jednorazovs ampulka

Jednorazova ampulka

gHCV HPC CONTROL + (vysoka pozitivna kontrola) =15 °C az-35 °C 15°Caz30°C Pousit do 24 hodin

Jednorazova ampulka

qHCV PCAL (pozitivny kalibrator) -15°Caz-35°C 15°Caz30°C Pouzit do 24 hodin

? Po odstraneni zo systému Panther je nutné reagencie ihned vratit do prislusnych skladovacich tepl6t.
B. Nepouzité rekonstituované reagencie a ciefovu zachytnu reagenciu (TCR) zlikvidujte po
30 dioch alebo po datume exspiracie Sarze matrice, podla toho, ¢o nastane skér.

C. Reagencie uchovavané v systéme Panther maju stabilitu v pristroji 72 hodin. Reagencie
je mozné vlozit 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.

/\ E. Aktivatna reagencia a rekonstituovana aktivacna reagencia su fotosenzitivne. Poc¢as
uskladnenia a pripravy na pouZzitie chrante tieto reagencie pred svetlom.
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Odber vzoriek a skladovanie

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

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

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

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

« Skumavky obsahujuce kyselinu etyléndiamintetraoctovu (EDTA) alebo angikoagulacny
roztok citratovanej dextréozy (ACD) alebo

» skumavky na pripravu plazmy (PPT)
» Sérové skumavky
» Skumavky na separaciu séra (SST)
U séra ponechajte pred daldim spracovanim vytvorit' zrazeninu.

A. Odber vzoriek

PIna krv je mozné skladovat pri teplote 2 °C az 30 °C a je nutné ju centrifugovat do 6 hodin
od odberu vzoriek. Separujte plazmu alebo sérum od peletovanych erytrocytov podla
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 skimavkach je az 1 200 ul a v sekundarnych skimavkach je minimalny objem
700 ul, aby ste ziskali reakény objem 500 ul. Nasledujuca tabulka identifikuje poziadavky
na mftvy objem pre kazdy typ primarnej a sekundarnej skumavky.

Skumavka (velkost’ a typ) Mrtvy objem na systéme Panther
Alikvotacéna skiimavka vzorky Aptima (SAT) 0,2 mi
12 x 75 mm 0,5ml
13 x 100 mm 0,5ml
13 x 100 mm s gélom 0,3ml
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 skimavkach.

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 6
hodin od odberu vzoriek. Plazmu je mozné nasledne uchovavat v jednom z
nasledujucich prostredi:

+ V priméarnej odberovej skimavke alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az
25 °C po dobu az 24 hodin,

» v primarnej odberovej skimavke alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az
8 °C po dobu az 5 dni alebo
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» v sekundarnej skumavke pri teplote —20 °C po dobu az 60 dni.

PlIna krv

30°C
2°C /H/

Centrifugécia < 6 hodin po odbere

Primarny Primarny Sekundarny Sekundarny Sekundarny
/ﬂ/25°c /YB”C *25‘@ /YB”C -15°C
2°C 2°C 2°C 2°C -35°C /H/
<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 6
hodin od odberu vzoriek. Plazmu je mozné nasledne uchovavat v jednom z
nasledujucich prostredi:

» V primarnej odberovej skimavke alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az
25 °C po dobu az 24 hodin,

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

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

PIna krv

/ﬁ/ 30°C
2°C

Centrifugécia < 6 hodin po odbere

Primarny Primarny Sekundarny Sekundarny Primarny alebo sekundarny
25°C 8°C 25°C /ﬂ/ 8°C -15°C
2°C '/ﬂ/ 2°C /ﬂ[ 2°C '/ﬂ/ 2°C -35°C /H/
<24 hodin <5dni <24 hodin <5 dni <60dni

Obrazok 2. Podmienky skladovania pre PPT

Test Aptima HCV Quant Dx 8 AW-13249-3201 Rev. 005



Aptima”

VSeobecné informacie

3.

4.

Vzorky v sérovych skumavkach
PInu krv je mozné skladovat pri teplote 2 °C az 30 °C a je nutné ju centrifugovat do
6 hodin od odberu vzoriek. Sérum je mozné nasledne uchovavat v jednom z
nasledujucich prostredi:
» V primarnej odberovej skimavke alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az
30 °C po dobu az 24 hodin,
» v primarnej odberovej skimavke alebo sekundarnej skimavke 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
oA
Primarny Priméarny Sekundarny Sekundarny Sekundarny
30°C 8°C 30°C 8°C -15°C
2°C /H/ 2°C /ﬂ[ 2°C /ﬂ/ 2°C '/ﬂf 35°C J/
< 24 hodin <5dni <24 hodin <5dni <60 dni
Obrazok 3. Podmienky skladovania pre sérové skumavky
Vzorky SST

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

» V primarnej odberovej skimavke alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az
30 °C po dobu az 24 hodin,

+ v primarnej odberovej skimavke alebo sekundarnej skimavke pri teplote 2 °C az
8 °C po dobu az 5 dni alebo

» v primarnej odberovej skimavke alebo sekundarnej skumavke pri teplote —20 °C po
dobu az 60 dni.

PlIna krv

30°C
2°C /%/

Centrifugécia < 6 hodin po odbere

Primarny

/%/30"0
2°C

<24 hodin

Primarny

/ﬂ/soc
2°C

<5 dni

Sekundarny

/ﬂ/ 30°C
2°C

<24 hodin

Sekundarny

/H/BDC
2°C

< 5dni

Primarny alebo sekundarny

-15°C
-35°C

<60 dni

Obrazok 4. Podmienky skladovania pre SST
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C. Dlhodobé skladovanie v zmrazenom stave
Vzorky plazmy alebo séra je mozné skladovat pri teplote —70 °C az 60 dni v SAT.

D. Riedenie vzoriek plazmy a séra

Vzorky plazmy a séra je mozné riedit v SAT alebo sekundarnej skumavke na testovanie
na systéme Panther. Viac informacii najdete v Casti Postup testovania systému Panther,
krok E.6.

/\ Riedenie vzoriek plazmy a séra je mozné pouZit iba na kvantitativne vysledky. Neriedte vzorky
plazmy ani séra, ak chcete ziskat diagnostické vysledky.

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 neprekroCi 8 hodin
pred pipetovanim vzorky systémom Panther.

Preprava preparatov

UdrZujte podmienky pre skladovanie vzorky podla popisu v Casti Odber vzoriek a
Skladovanie.

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

Test Aptima HCV Quant Dx 10 AW-13249-3201 Rev. 005



Aptima”

Systém Panther

Systém Panther

Reagencie pre Aptima HPV 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 HCV Quant Dx, 100 testov, kat. C. PRD-03506
(1 krabica testu, 1 sUprava kalibratora a 1 suprava kontrol)

Dalsie kalibratory a kontroly je mozné objednat samostatne. Niz$ie najdete prislusné
katalégové Cisla.

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

Symbol Komponent Mnozstvo
A Amplifikaéna reagencia qHCV 1 liekovka
Neinfekéné nukleové kyseliny susené v pufrovanom roztoku.
E Enzymaticka reagencia qgHCV
Reverzna transkriptaza a RNA polymeraza susené v HEPES 1 liekovka
pufrovanom roztoku.
PRO Aktivaéna reagencia qHCV 1 liekovka
Neinfekéné nukleové kyseliny susené v pufrovanom roztoku.
AR Rekonstituény roztok na amplifikaciu qHCV 1%7.2ml
Vodny roztok obsahujuci glycerol a konzervacné latky. '
ER Enzymaticky rekonstituény roztok na qHCV 1%58ml
Pufrovany roztok HEPES obsahuje povrchovo aktivnu latku a glycerol. '
PROR  Aktivaény rekonstituény roztok na qHCV %45 ml
Vodny roztok obsahujtci glycerol a konzervacné latky. '
TCR Cielova zachytna reagencia qHCV
Nukleové kyseliny v pufrovanom fyziologickom roztoku obsahujlicom 1x72,0ml
pevnu fazu, neinfekéné nukleové kyseliny a interny kalibrator.
Rekonstituéné prstence 3
List hlavného €iarového kédu 1 list
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Suprava kalibratora Aptima HCV Quant Dx (kat. €. PRD-03507)
(po prijati uchovavat pri teplote -15 °C az -35 °C)

Symbol Komponent Mnozstvo
PCAL Pozitivny kalibrator gHCV 5525 ml
Transkript v pufrovanom roztoku. '
Stitok s éiarovym kédom kalibratora —
Suprava kontrol Aptima HCV Quant Dx (kat. €. PRD-03508)
(po prijati uchovavat pri teplote -15 °C az -35 °C)
Symbol Komponent Mnozstvo
NC Negativna kontrola qHCV
HCYV negativna defibrinovana ludska plazma obsahujtca 5x0,8ml
gentamicin a 0,2 % azid sodny ako konzervanty
Nizka pozitivha kontrola qHCV
LPC Neinfekéna HCV obrmena RNA v defibrinovanej ludskej plazme 5x0,8ml
obsahujucej gentamicin a 0,2 % azid sodny ako konzervanty
Vysoka pozitivna kontrola qHCV
HPC Neinfekéna HCV obrnena RNA v defibrinovanej ludskej plazme 5x0,8ml

obsahujucej gentamicin a 0,2 % azid sodny ako konzervanty

Stitok s éiarovym kédom kontroly
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Nutné materialy dostupné samostatne
Poznamka: Materialy dostupné od spolocnosti Hologic maju uvedené katalégové éisla, pokial
nie je uvedené inak.

Material Kat. €.

Systém Panther _
Suprava chodu Panther pre testy v realnom &ase (iba pre testy v redlnom &ase) PRD-03455 (5 000 testov)

Suprava kvapalin testu Aptima (takisto oznacovana ako suprava univerzalnych 303014 (1 000 testov)
kvapalin) obsahuje premyvaci roztok Aptima, pufer na deaktivacnt kvapalinu
Aptima, a olejovi reagenciu Aptima.

Viacskimavkové jednotky (MTU) 104772-02
Suprava odpadovych vriec Panther 902731
Kryt odpadkového ko$a Panther 504405
Alebo suprava chodu Panther 303096 (5 000 testov)

(pri spracovavani testov TMA nevykonavanych v realnom Case sucasne s
testami TMA v realnom Case) obsahuje MTU, odpadové vrecia, kryty
odpadkového koSa, kvapaliny na automaticku detekciu a testové kvapaliny

Spicky, vodivost 1 000 pl, vnimanie kvapaliny 10612513 (Tecan)
Bielidlo, 5 % az 7 % (0,7 M az 1,0 M) roztok chlérnanu sodného —

Jednorazové bezpraskové rukavice —

Nahradné nepreniknutelné uzavery 103036A

Nahradné uzavery na reagencie

FlaSe na rekonstituény roztok pre amplifikaénu, enzymaticku a aktivacni reagenciu
CL0041 (100 uzaverov)
Flasticka TCR CL0040 (100 uzaverov)

Plastové kryty na laboratorne stoly —
Utierky nepustajuce vlas —
Pipetovad —
Spicky _
MozZnosti pre primarne odberové skimavky:

13 mm x 100 mm -

13mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga —

Vortexova mieSacka —
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Volitelné materialy
Material Kat. €.

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

Alikvotacné skimavky vzorky Aptima (SAT) (balenie po 100 kusoch) 503762
Uzaver prepravnej skimavky (balenie po 100 kusoch) 504415
uzaver pre SAT
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.: —
HCV z kontroly kvality pre molekularnu diagnostiku (QCMD) alebo
Panely SeraCare ACCURUN HCV

Vatové tyc€inky —

Trepacka skumaviek —

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

1. Vydistite pracovné povrchy, kde budu pripravené reagencie. Pracovné plochy utrite 2,5 %
az 3,5 % (0,35 M az 0,5 M) roztokom chlérnanu sodného. Roztok chlérnanu sodného
nechajte minimalne 1 minutu v kontakte s povrchmi a potom oplachnite deionizovanou
(DI) vodou. Nedovolte, aby roztok chlérnanu sodného vyschol. Zakryte povrch
pracovného stola Cistymi absorpénymi krytmi na laboratorny stdl podlepenymi plastom.

2. Vydistite samostatny pracovny povrch, kde budete pripravovat vzorky. Postupuijte
podla pokynov vy$Sie (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 skumavky Cistou suchou
jednorazovou utierkou.

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

Poznamka: Rekonstituciu 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 Cislo Sarze
na fladi s TCR, aby ste zaistili, Ze sa zhoduje s €islom SarZe na liste Ciarovych
kodov hlavnej Sarze.

b. Flasticku s TCR ihned starostlivo 10-krat premieSajte. Ponechajte 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 rekonstitucii amplifikacnych, enzymatickych a aktivacnych €inidiel postupujte
nasledovne:
a. Vytiahnite lyofilizované reagencie a prislusné rekonstitu¢né roztoky zo skladovacieho
priestoru (2 °C az 8 °C). Kazdy rekonétituény roztok sparuijte s prisludnou lyofilizovanou
reagenciou.

b. Skontrolujte, Ze rekons&tituény 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 cCinidla.

i. Otvorte ampulku lyofilizovanej reagencie odstranenim kovovej pe€ate a gumovej
zatky.

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

iii. Otvorte prisludnu ffasSu s rekonstituénym roztokom a nasadte uzaver na Cisty,
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 flastiCke s roztokom),
aby roztok vtiekol do sklenenej ampulky (Obrazok 5, krok 3).

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

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

viii. Po vstupe lyofilizovanej reagencie do roztoku virte zostavenymi flastiCckami

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

c. Pomaly znovu naklofite prepojené flasticky, aby vSetok roztok stieklo spat’ do
ffastiCky na rekonstituény roztok (Obrazok 5, krok 5).

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

e. Znovu uzatvorte ffastiCku. 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

D. Priprava reagencii pre predtym pripravené reagencie

1.
2.

3.

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.

U predtym pripraveného TCR postupujte pred vioZzenim do systému podla kroku C.1.
Virenim a prevratenim amplifikanej, enzymatickej a aktivatnej reagencie starostlivo
premieSajte pred viozenim do systému. Pri prevracani reagencii zabrante
nadmernému peneniu.

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

E. Manipulacia so vzorkami

1.

Skontrolujte, Ze spracované vzorky v primarnych skiimavkach alebo neriedené vzorky
v sekundarnych skimavkach boli adekvatne uskladnené podla ,Odber vzoriek a
skladovanie® na strane 7.

Uistite sa, Ze su zmrazené vzorky adekvatne rozmrazené. Poriadne premieSajte
rozmrazené vzorky v trepacke po dobu 3 az 5 sekund.

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

Uistite sa, ze kazda primarna odberova skiumavka obsahuje az 1 200 pl vzorky alebo
kazda SAT obsahuje minimalne 700 ul vzorky. Tabulka v ¢asti Odber vzoriek na
strane 7 identifikuje poZiadavky na mftvy objem pre kazdy typ primarnej a
sekundarnej skumavky. Ak je nutné riedenie vzorky, prestudujte si dalSie informacie v
kroku E.6 nizSie.

Pred vlozenim vzoriek do stojana na vzorky centrifugujte kazdu vzorku pri 1 000 az
3 000 g po dobu 10 minut. Neodstranujte 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 plazmy alebo séra v pomere 1: 3 v SAT alebo 1: 100 v sekundarnej
skumavke.
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Vzorky je mozné riedit’ v sekundarnej skimavke na testovanie v systéme Panther.

/\ Riedenie vzoriek je mozné pouzit' iba na kvantitativne vysledky. Neriedte vzorky, ak
chcete ziskat' diagnostické vysledky.

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 ul 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.

Riedenie vzoriek s vysokym titrom

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

i. Vlozte 30 ul vzorky do SAT alebo sekundarnej skimavky.
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 pomocou moznosti 1 : 100
na systéme Panther (dalSie informacie najdete v prevadzkovej priru¢ke 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 vysSou nez ULoQ budu
vysledky hlasené vo vedeckom formate.

F. Priprava systému

1.

Nastavte systém podfa pokynov uvedenych v priru¢ke pre operatora systému Panther
a v Casti Poznamky k postupu. Uistite sa, Ze su pouZzité reagencné 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.

b.
C.
d.

Uvolnite uzaver jednej skimavky na vzorky, ale neodstrafujte ho.

Poznamka: Zvilastnu pozornost venujte prevencii Sirenia kontaminacie formou
aerosolu. Jemne uvolnite uzavery na vzorkach.

Vlozte skumavku na vzorky do stojana na vzorky.
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.
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Systém Panther Aptima”

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 stcCasne spracovavate dalSie testy a typy vzoriek, zaistite
zachytavac vzoriek pred vioZenim stojana na vzorky do rezervoara na vzorky.

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

Poznamky k postupu
A. Kalibrator a kontroly

1. Skumavky obsahujuce pozitivny kalibrator qHCV, nizku pozitivhu kontrolu qHCV,
vysoku pozitivhu kontrolu qHCV a negativnu kontrolu gqHCV je mozné vloZit do
akejkolvek polohy v stojane na vzorky a do akejkolvek drahy rezervoara na vzorky v
systéme Panther. Pipetovanie vzorky sa zaéne, ked je splnena 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 HCV Quant Dx je mozné vzorky testovat pomocou spojenegj
rekonstitu€nej 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 pridruZzenej 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, prebytocny prasok na niektorych rukaviciach
mdze spbsobit’ kontaminaciu otvorenych skumaviek. Odporuc€aju 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. Ak maju akékolvek kontroly neplatny vysledok, softvér automaticky zrusi
platnost chodu. Vzorky v neplathom chode je nutné znovu otestovat pomocou Cerstvo
pripraveného kalibratora a erstvo pripravenych kontrol.

Interny kalibrator/interna kontrola

Kazda vzorka obsahuje interny kalibrator/interni kontrolu (IC). V priebehu spracovania softvér
systému Panther automaticky overi kritéria prijatefnosti 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 presnu verifikaciu procesov, ked sa vykonavaju
postupy podla pokynov poskytnutych v tomto pribalovom letaku a v prevadzkovej prirucke
systemu Panther.
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Interpretacia vysledkov

Systém Panther automaticky stanovi koncentraciu HCV RNA pre vzorky a kontroly porovnanim
vysledkov s kalibracnou krivkou. Koncentracie HCV RNA su hlasené v jednotkach IU/ml a
logyo IU/ml. Interpretaciu vysledkov uvadza Tabulka 1. Ak je pre riedené vzorky pouZité
riedenie 1 : 3 alebo 1: 100, systém Panther automaticky vypocita koncentraciu HCV pre
Gistl vzorku vynasobenim riedenej koncentracie faktorom riedenia. Riedené vzorky budu
oznacené ako riedené.

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

Systém Panther neposkytuje kvalitativny vysledok (tzn. ,Reactive” (Reaktivny) alebo
,Non-reactive“ (Nereaktivny)) pre diagnostické pouzitie. Obsluha musi interpretovat hlasenu
koncentraciu HCV RNA do kvalitativneho vysledku (Tabufka 1). Vzorky s vysledkami
uvadzanymi ako ,Non Detected (Nedetegované) su nereaktivnhe pre HCV RNA. Vzorky s
vysledkami uvadzanymi ako ,<10 detected (Detegované < 10) s vysledkami v linearnom
rozsahu a > 100 000 000 (horny limit kvantifikacie) informuju, Ze bola detegovana HCV RNA
a tieto vzorky su reaktivné vo¢i HCV RNA.

Tabulka 1: Interpretacia vysledkov

Hlaseny vysledok testu Aptima Diagnosticka kvalitativna
HCV Quant Dx i aci 7 '3’
Interpretacia koncentracie HCV RNA interpretacia pouZivatefa
IU/ml Hodnota log4q”

Nedetegované Nedetegované HBV RNA nedetegovana. Nereaktivne vo¢i HCV RNA

. HCV RNA je detegovand, ale na urovni , "
Detegované< 10 <1,00 pod LLoQ Reaktivne vo¢i HCV RNA

10 az 5 Koncentracia HCV RNA je v linedrnom . .
100000000  1+00a28,00 rozsahu 10 az 100 000 000 1U/ml. Reaktivne voci HCV RNA
> 100 000 000 > 8,00 Koncentracia HCV RNA je nad ULoQ. Reaktivne vo¢i HCV RNA

Neplatné® Neplatné® Pri generovani vysledku do$lo k chybe. Neplatny

Vzorku je nutné opatovne otestovat.

Diagnosticku interpretaciu je mozné poskytnit' zo vzoriek séra alebo plazmy, ktoré neboli nariedené.
®Hodnota je skratena na dve desatinné hodnoty.
°Neplatné vysledky sa zobrazia modrym farebnym fontom.

Obmedzenia

A. PouZitie tohto rozboru je limitované na personal, ktory je vySkoleny ohladom postupu.
NedodrZanie pokynov uvedenych v tejto pribalovej informacii méze viest k chybnym
vysledkom.

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

Limit detekcie (LoD) podla 2. medzinarodného standardu WHO

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

LoD bol stanoveny testovanim panelov 2. medzinarodného Standardu WHO pre RNA virusu
hepatitidy C (NIBSC 96/798 genotyp 1) s riedenim v HCV negativnej fudskej 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 HCV Quant Dx
podla 2. medzinarodného Standardu WHO je 4,3 IU/ml pre plazmu a 3,9 IU/ml pre sérum.

Tabulka 2: Limit detekcie podfa 2. medzinarodného Standardu WHO pre HCV

Koncentracia (1U/ml)

Predikovany limit detekcie

Plazma Sérum
10 % 0,3 0,3
20 % 0,4 0,5
30 % 0,5 0,6
40 % 0,7 0,8
50 % 0,9 1,0
60 % 1,1 1,2
70 % 1,5 1,5
80 % 2,0 2,0
90 % 3,0 2,9
95 % 4,3 3,9
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Limit detekcie u réznych genotypov HCV

LoD bol stanoveny testovanim riedeni HCV pozitivnych klinickych vzoriek genotypov 1, 2, 3,
4,5 a 6 v HCV negativnej ludskej plazme a sére. Koncentracie boli stanovené pomocou
komparatorového testu s oznacenim CE. Testovalo sa minimalne 20 replikatov kazdého
Clena panelu s kazdou z troch Sarzi reagencii, minimalne 60 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 najvys$sim
predikovanym limitom detekcie.

Tabulka 3: Limit detekcie u réznych genotypov HCV za pouZitia klinickych vzoriek

Genotyp Pred:::;l:gi);(elimit Koncentracia (IUIm’I)
Plazma Sérum
y 50 % 0,8 13
95 % 38 51
5 50 % 1,0 1.1
95 % 2.8 40
3 50 % 1,1 1.0
95 % 4,3 34
4 50 % 1,3 07
95 % 4,8 23
5 50 % 0,8 09
95 % 2.1 32
6 50 % 0,6 0,9
95 % 3,9 3.9
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Linearny rozsah

Linearny rozsah bol stanoveny testovanim panelov HCV Armored RNA riedenej v HCV

negativnych vzorkach ludskej plazmy a séra podla normy CLSI EP06-A.*° Rozsah koncentracii
panelov bol od 1,0 log IU/ml do 8,2 log IU/ml. Test Aptima HCV Quant Dx vykazoval linearitu
v testovanom rozsahu, s hornym limitom kvantifikacie (ULoQ) 8,0 log IU/ml podla Obrazok 6.

10.00
9.00
8.00
7.00
6.00

5.00

R2=0.9984
O Sérum R2=0.9985

4.00 Plazma

3.00

Test Aptima HCV Quant Dx (log IU/ml)

2.00

1.00

0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Cielova koncentracia (log IU/ml)
Obrazok 6. Linearita v plazme a séru
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Linearita u r6znych genotypov HCV

Linearna odozva u genotypov 1, 2, 3, 4, 5 a 6 bola potvrdena testovanim panelov HCV
transkriptu nariedeného v pufri s koncentraciami v rozsahu 1,36 log IU/ml az 7,36 log IU/ml.
IU/ml Testovanie prebehlo na troch systémoch Panther za pouzitia troch Sarzi reagencii.
Linearita bola preukazana v testovanom rozsahu pre vsetky testované genotypy podla

Obrazok 7.
9.00
8.00
£ 700
2
o
S 6.00
X
o GT-1
£ 5.00
g GT-2
g 4.00 GT-3
g GT-4
g 3.00 +GT-5
'.a oGT-6
< 200
%
[
1.00
0.00

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
Cielova koncentracia (log IU/ml)

Obrazok 7. Linearita u genotypov HCV 1 az 6

Spodny limit kvantifikacie podla 2. medzinarodného standardu WHO

RNA sporlahlivo kvantifikovana v ramci celkovej chyby podla normy CLSI EP17-A2.” Celkova
chyba bola odhadovana pomocou dvoch metod: Celkova analyticka chyba (TAE) = |systémova
chyba| + 2 SD a celkova chyba (TE) = SQRT(2) x 2 SD. Celkova chyba testu Aptima HCV
Quant Dx bola nastavena na urovni 1 log IU/ml (tzn. pri LLoQ je rozdiel medzi dvomi
meranami vySSi nez 1 log IU/ml Statisticky signifikantny) s ciefom zaistit spravnost’ a
presnost merani.
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Vykon

LLoQ bol stanoveny testovanim panelov 2. medzinarodného Standardu WHO pre DNA virusu
hepatitidy B (NIBSC 96/798)1 s riedenim v HCV negativnej ludskej plazme a sére. Testovalo
sa minimalne 36 replikatov kazdého riedenia s kazdou z troch Sarzi reagencii, minimalne
108 replikatov na riedenie. Vysledky zo Sarze reagencii s najvy$Sou koncentraciou rovnou
alebo vy$3ou nez LoD spinajuce poziadavky na TE a TAE su uvedené v Tabulka 4 pre plazmu
a Tabulka 5 pre sérum. LLoQ pre 2. medzinarodny Standard WHO je 7 IU/ml (0,82 log IU/ml)
pre plazmu a 9 IU/ml (0,93 log IU/ml) pre sérum — pozri Tabulka 6. LLoQ bola stanovena u
roznych genotypov (pozri dalSia Cast’ ,Stanovenie spodného limitu kvantifikacie (LLoQ) u réznych
genotypov HCV*). Tieto genotypové udaje stanovili celkovy LLoQ pre test na drovni 10 IU/ml.

Tabulka 4: LLoQ podla 2. medzinarodného Standardu WHO pre HCV nariedeny v plazme

. Cielova Cielova Aptima HCV |Systémova Vypocitana Vypocitana
Saria. koncentracia koncentracia Quant Dx Sb chyba| hodnota TE hodnota TAE
reagencte (IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
3 0,48 0,53 0,30 0,05 0,85 0,65
1 6 0,78 0,73 0,31 -0,04 0,88 0,67
8 0,90 1,08 0,23 0,18 0,65 0,64
3 0,48 0,37 0,32 -0,11 0,92 0,75
2 6 0,78 0,82 0,27 0,04 0,78 0,59
8 0,90 0,96 0,26 0,06 0,74 0,58
3 0,48 0,46 0,25 -0,01 0,71 0,52
3 6 0,78 0,76 0,34 -0,02 0,95 0,69
8 0,90 0,89 0,26 -0,01 0,73 0,53
SD = smerodajna odchylka
Tabulka 5: LLoQ podla 2. medzinarodného Standardu WHO pre HCV nariedeny v sére
Ciefova Cielova Aptima HCV Systémova Vypogéitana Vypocéitana
Saria_ koncentracia  koncentracia Quant Dx SD chyba hodnota TE hodnota TAE
reagencie (IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
3 0,48 0,65 0,33 0,17 0,94 0,84
1 6 0,78 0,93 0,32 0,15 0,90 0,79
8 0,90 1,08 0,28 0,18 0,80 0,74
3 0,48 0,52 0,36 0,04 1,02 0,76
2 6 0,78 0,89 0,32 0,11 0,90 0,75
8 0,90 1,01 0,21 0,11 0,60 0,53
3 0,48 0,47 0,39 -0,01 1,1 0,79
3 6 0,78 0,71 0,30 -0,06 0,86 0,67
8 0,90 0,95 0,29 0,05 0,83 0,63

SD = smerodajna odchylka

Tabulka 6: Sthrn pre LLoQ podla 2. medzinarodného Standardu WHO pre HCV

§aria LLoQ plazmy HhoQséra
reagencie (log 1U/mI) (IU/ml) (log IU/ml) (IU/ml)
1 0,73 5 0,93 9
2 0,82 7 0,89 8
3 0,76 6 0,71 5
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Stanovenie spodného limitu kvantifikacie (LLoQ) u réznych genotypov HCV

LLoQ bol stanoveny testovanim riedeni HCV pozitivnych klinickych vzoriek genotypov 1, 2, 3,
4,5 a 6 v HCV negativnej ludskej plazme a sére. Priradenie koncentracie ku klinickym vzorkam
bolo stanovené pomocou komparatorového testu s ozna¢enim CE. Testovalo sa minimalne
36 replikatov kazdého Clena panelu s kazdou z dvoch Sarzi reagencii, minimalne 108 replikatov
na &len panelu. Vysledky zo 8arZe reagencii s najvy$8ou koncentraciou rovnou alebo vysSou nez
LoD spifajuce poziadavky na TE a TAE su uvedené v tabulke 7 pre plazmu a tabulke 8 pre
sérum. LLoQ pre genotypy 1 az 6 v plazme a sére su zhrnuté v tabulke 9. Toto stanovilo
celkovy LLoQ pre test na urovni 10 1U/ml.

Tabulka 7: Stanovenie LLoQ u r6znych genotypov v plazme

Cielova Cielova Aptima HCV sD Systémova Vypocéitana Vypocditana
Genotyp koncentracia koncentracia Quant Dx chyba hodnota TE hodnota TAE
(IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
3 0,48 0,65 0,38 0,17 1,08 0,94
1 6 0,78 0,88 0,35 0,11 1,00 0,82
8 0,90 0,99 0,24 0,09 0,68 0,56
3 0,48 0,63 0,40 0,16 1,13 0,95
2 4 0,60 0,76 0,29 0,15 0,81 0,73
6 0,78 1,12 0,30 0,34 0,86 0,94
6 0,78 0,52 0,30 -0,26 0,85 0,86
3 10 1,00 0,80 0,21 -0,20 0,59 0,62
12 1,08 0,89 0,26 -0,19 0,74 0,71
8 0,90 0,61 0,39 -0,29 1,11 1,07
4 10 1,00 0,82 0,31 -0,18 0,87 0,80
12 1,08 1,01 0,29 -0,07 0,83 0,65
3 0,48 0,57 0,37 0,10 1,06 0,85
5 6 0,78 0,87 0,31 0,09 0,89 0,72
10 1,00 1,15 0,16 0,15 0,44 0,46
2 0,30 0,66 0,36 0,36 1,02 1,08
6 3 0,48 0,79 0,28 0,31 0,80 0,87
6 0,78 1,14 0,26 0,36 0,74 0,89

SD = smerodajna odchylka
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Tabulka 8: Stanovenie LLoQ u réznych genotypov v sére
Cielova Cielova Aptima HCV sD Systémova Vypocitana Vypocitana
Genotyp koncentracia koncentracia Quant Dx chyba hodnota TE hodnota TAE
(IU/ml) (log 1U/ml) (log IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log 1U/ml)
6 0,78 0,75 0,36 -0,03 1,02 0,75
1 8 0,90 0,88 0,32 -0,02 0,89 0,65
10 1,00 1,04 0,29 0,04 0,81 0,61
3 0,48 0,48 0,35 0,00 0,99 0,70
2 6 0,78 0,80 0,31 0,02 0,86 0,63
10 1,00 1,04 0,25 0,04 0,72 0,54
6 0,78 0,45 0,25 -0,33 0,72 0,84
3 10 1,00 0,67 0,22 -0,33 0,63 0,78
12 1,08 0,92 0,19 -0,16 0,54 0,54
1 0,00 0,19 0,27 0,19 0,77 0,73
4 2 0,30 0,65 0,32 0,35 0,91 0,99
3 0,48 0,65 0,34 0,17 0,96 0,85
3 0,46 0,48 0,37 0,02 1,04 0,76
5 6 0,76 0,72 0,29 -0,04 0,81 0,61
9 0,94 1,04 0,27 0,10 0,77 0,65
3 0,48 0,58 0,37 0,11 1,04 0,84
6 6 0,78 0,99 0,22 0,21 0,61 0,64
10 1,00 1,25 0,22 0,25 0,63 0,70
SD = smerodajna odchylka
Tabulka 9: Suhrn LLoQ u réznych genotypov v plazme a sére
HCV genotyp LLoQ plazmy LLoQ séra
(log 1U/ml) (IU/ml) (log 1U/ml) (1IU/ml)
1 0,88 8 0,88 8
2 0,76 6 0,80 6
3 0,80 6 0,67 5
4 0,82 7 0,65 4
5 0,87 7 0,72 5
6 0,79 6 0,99 10
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Presnost’

Na vyhodnotenie presnosti bol vytvoreny 10-¢lenny panel nariedenim HCV pozitivnych klinickych
vzoriek alebo spikingom armored RNA do HCV negativnej plazmy a séra. Panel bol testovany
tromi pracovnikmi obsluhy za pouZitia troch Sarzi reagencii v troch systémoch Panther v
priebehu 21 dni.

Tabulka 10 znazorfiuje presnost’ vysledkov testu (v log IU/ml) medzi pristrojmi, medzi
pracovnikmi obsluhy, medzi Sarzami, medzi chodmi a celkovo. Celkova variabilita bola
<13,31 % u vSetkych €lenov panelu, primarne spésobena variabilitou v ramci spracovania
(tzn. nahodna chyba).

Tabulka 10: Presnost testu Aptima HCV Quant Dx

Priemerna Medzi pristrojmi Medzi operatormi  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 gg® 1,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 3,35 0,06 4,54 0,12 9,84 0,14 11,34
Plazma 162 2,06 0,05 2,23 0,00 0,00 0,07 3,20 0,03 1,47 0,10 4,91 0,14 6,88
Plazma 162 3,02 0,03 0,89 0,01 0,24 0,04 1,47 0,01 0,33 0,09 3,08 0,11 3,77
Plazma 162 4,87 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,60 0,04 0,86 0,06 1,13 0,10 2,04
Plazma 162 7,16 0,02 0,21 0,01 0,20 0,04 0,52 0,00 0,00 0,05 0,75 0,09 1,27
Sérum 132° 1,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 5,16 0,00 0,00 0,15 1217 0,17 13,31
Sérum 162 2,17 0,02 0,99 0,04 1,71 0,07 3,01 0,05 2,15 0,08 3,53 0,12 5,61
Sérum 162 3,09 0,02 0,67 0,00 0,00 0,06 1,79 0,03 0,90 0,07 2,26 0,11 3,44
Sérum 161 4,86 0,00 0,00 0,04 0,78 0,08 1,67 0,00 0,00 0,08 1,72 0,13 2,65
Sérum 162 7,16 0,00 0,00 0,05 0,70 0,05 0,73 0,02 0,31 0,04 0,55 0,10 1,35

CV = variaény koeficient, SD = smerodajna odchylka
@ Poget platnych vysledkov v linearnom rozsahu testu.

Poznamka: Variabilita spojena s niektorymi faktormi méze byt numericky negativna, k Eomu mbze 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 HCV Quant Dx na interferenciu spdsobenu
zvySenymi hladinami endogénnych latok alebo lie€iv bezne predpisovanych pacientom
infikovanym HCV. Boli testované HCV negativne vzorky plazmy a vzorky dopinené o HCV na
koncentraciu 3,3 log IU/ml HCV RNA.

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

Klinické vzorky plazmy od pacientov so zvySenymi hladinami definovanych latok alebo od
pacientov s ochoreniami uvedenymi v Tabulka 11 boli hodnotené pomocou testu Aptima HCV
Quant Dx. Nebola pozorovana interferencia vo vykone testu.

Tabulka 11: Testované typy klinickych vzoriek

Typy klinickych vzoriek

1 Reumatoidny faktor (RF)

2 Antinuklearne protilatky (ANA)

3 Protilatka anti-Jo1 (JO-1)

4 Systémovy lupus erythematosus (SLE)

5 Reumatoidna artritida (RA)

6 Roztrusena skleroza (MS)

7 Hyperglobulinémia

8 Zvy3ena hladina alaninaminotransferazy (ALT)
9 ZvySena hladina aspartataminotransferazy (AST)
10 Alkoholicka cirhéza (AC)

1 Mnohopocetny myelém (MM)

12 Lipemicka (zvyseny lipid)

13 Iktericka (zvySeny bilirubin)

14 Hemolyzovana (zvy$eny hemoglobin)

15 Zvysena hladina albuminu

16 Protilatky proti HBV

17 Protilatky proti HIV-1

18 Protilatky proti HIV-2
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Nebola pozorovana Ziadna interferencia s vykonom testu v pritomnosti exogénnych latok
uvedenych v Tabulka 12 pri koncentraciach na urovni minimalne trojnasobku C, 5 (ludska
plazma).

Tabulka 12: Exogénne latky

Pool Testované exogénne latky
exogénnych latok

1 Telaprevir, klaritromycin, interferén alfa-2a, dolutegravir, azitromycin
2 Simeprevir, sofosbuvir
3 Efavirenz, boceprevir, pegylovany interferén alfa-2b, emtricitabin, raltegravir, amoxicilin
4 Abakavir sulfat, ribavirin, dasabuuvir, rilpivirin, rifampin/rifampicin
5 Lopinavir, tenofovir, lamivudin, valganciklovir
6 Heparin, EDTA, citrat sodny
Specificita

Specificita bola stanovena za pouZzitia 198 &erstvych a 538 zmrazenych HCV negativnych
klinickych vzoriek. Celkom bolo testovanych 370 vzoriek plazmy a 366 vzoriek séra.
Specificita bola vypoéitana ako percentualny pomer HCV negativnych vzoriek s vysledkom
.Not Detected“ (Nedetegované). HCV RNA nebola detegovana u ziadnej zo 736 vzoriek.
Specificita bola 100 % (736/736, 95 % Cl: 99,6 % — 100 %).

Tabulka 13: Specificita vo vzorkach plazmy a séra

Cerstva Zmrazena Plazma Cerstvé Zmrazené Sérum . .
. . Kombinované
plazma plazma Celkom Sérum sérum Celkom
Validne replikaty (n) 100 270 370 98 268 366 736
Nedetegované 100 270 370 98 268 366 736
100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %

Specificita (95 % Cl)

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

Cl = interval spolahlivosti
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Analyticka Specificita

Potencialna krizova reaktivita s patogénmi uvedenymi v Tabulka 14 bola hodnotena u HCV
negativnej fudskej plazmy v pritomnosti alebo absencii 3,3 log IU/ml HCV RNA. Nebola
pozorovana Ziadna krizova reaktivita. V pritomnosti patogénov nebola pozorovana Ziadna
interferencia.

Tabulka 14: Patogény testované na analyticku Specificitu

Patogén Koncentracia Patogén Koncentracia

Virus hepatitidy A 100 000 pocet képii/ml Corynebacterium diphtheriae 1000 000 CFU/ml’
Virus hepatitidy B (HBV) 100 000 U/mi? Streptococcus pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Virus hepatitidy G 1470 PEU/mI® Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/ml
HIV-1 100 000 pocet képii/ml Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/ml
HIV-2 100 000 PFU/mI Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/ml
Herpes simplex virus 1 (HSV-1) 100 000 PFU/mI Candida albicans 1 000 000 CFU/ml
Herpes simplex virus 2 (HSV-2) 100 000 PFU/mI Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/ml
Ludsky herpes virus 6B 100 000 pocet kopii/ml Chlamydia trachomatis 1 000 000 IFU/mI®
Ludsky herpes virus 8 2667 TCID50 U/ml° Trichomonas vaginalis 1 000 000 buniek/ml
Ludsky T-bunkovy lymfotropny 100 000 vp/mld

virus typu 1 (HTLV-1)

®lU/ml = medzinarodné jednotky na ml

Ludsky T-bunkovy lymfotropny 100 000 vpiml bPFU/mI = podet jednotiek tvoriacich plak na mi
virus typu 2 (HTLV-2) c . . s R .
TCID50 U/ml = jednotky infekénej davky pre tkanivovu kultaru
Parvovirus B19 100 000 1U/ml na mi
Zapadonilsky virus 100 000 PFU/mI dvp/mI = viriénov na ml
e — . .
Virus dengue 1 100 000 PFEU/mI LD/ml = letalna davka na ml

fcFU/mI = pocet jednotiek tvoriacich kolonie na ml

Virus dengue 2 100000 PFU/mi 9IFU/mé = podet jednotiek tvoriacich inkldzie na ml
Virus dengue 3 100 000 PFU/ml
Virus dengue 4 100 000 PFU/ml
Cytomegalovirus 100 000 PFU/mI
Virus Epsteina a Barrovej 100 000 pocet képii/ml
Virus osypok 100 000 PFU/mI
Ludsky papilomavirus 100 000 buniek/ml
Adenovirus typ 5 100 000 TCID50 U/ml
Virus influenzy A 100 000 TCID50 U/ml
Virus japonskej encefalitidy nehodi sa nehodi sa
Virus encefalitidy St. Louis nehodi sa nehodi sa
Virus encefalitidy Murray Valley 2643 LD/ml®
Virus Zltej zimnice 100 000 buniek/ml
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Klinické vzorky obsahujuce virusy iné nez HCV

Patogény uvedené v Tabulka 15 presli hodnotenim pomocou individualnych prirodzene
infikovanych klinickych vzoriek. Boli testované v pritomnosti alebo absencii 3,3 log IU/ml HCV
RNA. Nebola pozorovana ziadna krizova reaktivita. Nebola pozorovana ziadna interferencia.

Tabulka 15: Klinické vzorky testované na analyticku Specificitu

Mikroorganizmus Matrica N (darcovia)
HBV sérum 5
HBV plazma 5
Virus dengue plazma 10
Virus hepatitidy A plazma 10
HTLV-1 plazma 10
HTLV-2 plazma 10
HIV-1 plazma 10
Zapadonilsky virus plazma 10

Opakovatelnost’ klinickych vzoriek

Opakovatelnost bola hodnotena testovanim troch replikatov prirodzene infikovanych klinickych
vzoriek HCV pozitivnej 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

Priemerna Priemerna
ID vzorky plazmy koncentracia SD ID vzorky séra koncentracia SD

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

®Vysledok dvoch z troch testovanych replikatorv.
Odstraneny jeden mimoleziaci replikat.
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Riedenie vzorky pomocou riediaceho pripravku na vzorky

Na hodnotenie zachytu HCV RNA 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 Armored RNA s koncentraciami nad ULoQ nariedené v
pomere 1 : 100 s riediacim pripravkom na vzorky Aptima. Kazda vzorka bola trikrat testovana
Cistd a nariedena (1 : 3 alebo 1 : 100). Rozdiely medzi priemernou hlasenou koncentraciou

(vysledok nariedenej vzorky korigovany faktorom riedenia) a priemernou Cistou koncentraciou
uvadza Tabulka 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 Cista

Priemerna hlasena

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

®Hlasena koncentracia je hodnota vypogitana po korekcii faktorom riedenia.

®Doplnena vzorka.

Poznamka: V3etky vysledky > 8,00 log IU/ml boli odhadované pomocou dal3ej analyzy.
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Tabulka 19: Riedenie vzorky s riediacim pripravkom na vzorky Aptima v sére

Faktory riedenia Priemerna cista Priemerna hlasena Rozdiel
Koncentracia koncentracia®
(log IU/mI) (log 1U/mI)

1,67 1,85 -0,18

1,74 1,72 0,02

1,86 1,66 0,20

1,67 1,85 -0,18

2,00 1,91 0,09

2,51 2,37 0,14

3,12 3,01 0,11

1:3 3,29 3,35 -0,06
3,70 3,53 0,17

3,99° 3,87 0,12

4,35 4,30 0,05

5,48 5,25 0,23

5,74 5,62 0,12

5,80 5,50 0,30

7,15 6,86 0,29

7,15 6,65 0,50

1:100

> 8,00 (8,44)° 8,46 -0,02

®Hlasena koncentracia je hodnota vypogitana po korekcii faktorom riedenia.
*Doplnena vzorka.
‘Vysledok dvoch z troch testovanych replikatorv. Odstraneny jeden mimoleziaci replikat.

Poznamka: V3etky vysledky > 8,00 log IU/ml boli odhadované pomocou dalSej analyzy.
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Korelacia metéd

Vykon testu Aptima HCV Quant Dx bol hodnoteny proti komparatorovému testu s oznaenim
CE testovanim neriedenych klinickych vzoriek od pacientov infikovanych HCV na troch
systémoch Panther za pouzitia Styroch Sarzi reagencii. Celkom 1 058 vzoriek plazmy a séra
(872 vzoriek plazmy, 186 vzoriek séra) zo vSetkych genotypov HCV v linearnom rozsahu
spolo¢nom pre oba testy bolo pouZitych na linearnu regresiu podfa Obrazok 8.
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Porovnavaci test (log 1U/ml)

Obrazok 8. Koreldcia medzi testom Aptima HCV Quant Dx a komparatorovym testom
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Diagnosticka zhoda

V ramci vyhodnotenia diagnostickej zhody bolo testovanych 227 vzoriek plazmy a séra od
HCV pozitivhych jedincov pomocou testu Aptima HCV Quant Dx a komparatorového
kvalitativneho rozboru s oznacenim CE. Akykolvek vysledok poskytujuci kvantifikovatelny
alebo detegovatelny vysledok bol kategorizovany ako ,Detegované®. Akykolvek ciel
nedetegovany bol kategorizovany ako ,Ciel nedetegovany“. Diagnosticka zhoda medzi
testami bola 100 %, ako ukazuje Tabulka 20.

Tabulka 20: Diagnosticka zhoda medzi testom Aptima HCV Quant Dx a komparatorovym testom

Test Aptima HCV Quant Dx

Detegované Ciel nedetegovany
i i Detegované 99 0
Komparatorovy test - .
Ciel nedetegovany 0 128

Prenos

Bola vykonana &tudia za pouzitia doplnenych panelov na troch systémoch Panther s ciefom
potvrdit, Ze systém Panther minimalizuje riziko faloSne pozitivnych vysledkov vznikajucich
kontaminaciou v désledku prenosu. Prenos bol hodnoteny pomocou vzoriek plazmy doplnenych
o armored RNA s vysokym titrom (7 log IU/ml) vmedzerenych medzi HCV negativne vzorky v
Sachovnicovom vzorci. Testovanie prebehlo v patnastich chodoch. Celkova miera prenosu bola
0,14 % (1/704).
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Panel sérokonverzie

Bolo testovanych jedendast suborov panelov sérokonverzie HCV, celkom 72 vzoriek. Vysledky
testu Aptima HCV Quant Dx boli porovnané s vysledkami testu na protilatky proti HCV. Pocet
dni do prvého reaktivneho vysledku uvadza Tabulka 21. Test Aptima HCV Quant Dx detegoval
pritomnost HCV v priemere o 20 dni skér nez protilatkové testy.

Tabulka 21: Suhrn udajov panelu sérokonverzie

Rozdiel v ditoch do
prvého reaktivheho

Pocet reaktivnych ¢lenov panelu  Dni do prvého reaktivheho vysledku vysledku (na zaklade

Pocet datumu odberu krvi)
ID panelu tessclwanych
¢ enciv Test Test Test Test Dni skoér nez Dni skér nez
panelu Aptima HCV iy iy Aptima HCV iy iy test test
protilatok protilatok protilatok  protilatok L. L
QuantDx tiHCV 1 proti Hov2 QUM DX i HCV 1 proti Hoy 2 Protilétok - protilatok
P P P P proti HCV 1 proti HCV 2
PHVI11 4 4 3 3 32 14 14 1 11
PHV913 4 4 0 2 0 o° 7 9 7
PH919 7 4 3 3 25 28 28 3 3
PH920 9 9 7 6 0° 13 16 13 16
PH921 1 1 9 7 0 7 18 7 18
PH923 6 6 2 2 0 21 21 21 21
PH924 6 6 3 3 0 59 59 59 59
PH925 5 5 1 1 0 27 27 27 27
PH926 5 5 1 0 0 14 14° 14 14
6 227 7 4 2 2 42 74 74 32 32
6 229 8 8 4 3 0 17 20 17 20
Celkom 72 66 35 32 Priemer 19,36 20,73
Priemer 14 18

Test protilatok proti HCV 1 bol vykonany pomocou testu Abbott Prism HCV.

Test protilatok proti HCV 2 bol vykonany pomocou testu Ortho Enhanced SAVE s nasledujucimi vynimkami:

Panely 6227 a 6229, ktoré boli oba testované pomocou testu Ortho ELISA Anti-HCV 3.0

?VVzorka z prvého odberu nebola testovana, kedze nebola dostupna u predajcu.

*VSetky odbery v tomto paneli boli nereaktivne na protilatky proti HCV. Posledny defi odberu bol pouzity ako hodnota ,Dni do
prvého reaktivneho vysledku®.

‘Vzorka z druhého odberu nebola testovana, kedZe nebola dostupna u predajcu.
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