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Obecné informace

Uréené pouziti
Test Aptima® HCV Quant Dx Assay je test v redlném ¢ase na zakladé transkripci mediované

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

Plazma muze byt pfipravena v kyseliné ethylendiamintetraoctové (EDTA), antikoagulanim
roztoku citrat-dextré6za (ACD) a zkumavkach na pfipravu plazmy (PPT). Sérum muize byt
pfipraveno v sérovych zkumavkach a zkumavkach pro separaci séra (SST, serum separator
tubes). Vzorky se testuji k automatizovanému zpracovani, amplifikaci, detekci a kvantifikaci
vzork({l pomoci systému Panther™. Vzorky obsahujici HCV genotypy 1 az 6 jsou k detekci
a kvantifikaci v testu validovany.

Test Aptima HCV Quant Dx Assay je indikovan jako nastroj k diagnostikovani infekce HCV.
Test Ize pouzit k potvrzeni aktivni infekce HCV u pacientl s pozitivnim vysledkem testu na
protilatky proti HCV. Detekce RNA HCV indikuje, ze se virus replikuje, a je tak dikazem
aktivni infekce.

Test Aptima HCV Quant Dx Assay je indikovan jako pomucka pfi 1éEbé pacientl infikovanych
HCV podstupuijicich antivirovou 1é¢bu HCV. Test méfi hladiny RNA HCV na pocatku, v prabéhu
I[éEby a po |éEbé, pro stanoveni setrvalé virologické odpovédi (SVR, sustained virological
response). Vysledky testu Aptima HCV Quant Dx Assay musi byt interpretovany v kontextu
vSech relevantnich klinickych a laboratornich nalezu.

Test Aptima HCV Quant Dx Assay neni uréen k pouZiti jako screeningovy test na pfitomnost
HCV v krvi nebo krevnich produktech.

Shrnuti a vysvétleni testu

HCV je patogen prenaseny krvi s celosvétovou zatézi pro vefejné zdravotnictvi az 170 milion(
globalné infikovanych osob a 350 000 umrti roéné v dusledku onemocnéni souvisejicich s HCV,
v&etné cirhdzy a rakoviny jater."? Pfenos HCV probiha stykem s krvi, krevnimi produkty nebo
v dusledku aktivit, u kterych mlze potencialné dojit k perkutanni expozici.** Z hlediska genetiky
obsahuje HCV genom RNA s pozitivnim viaknem tvofeny pfiblizné 9 500 nukleotidy kddujicimi
strukturalni proteiny (jadro, glykoproteiny E1 a E2, protein p7 iontového kanalu) a nestrukturalni
proteiny (NS2, NS3, NS4A/B, NS5A/B), pficemz posledni z nich jsou kliCové virové replikativni
proteiny a cile pfimo pusobicich antivirotik.** Dvé netranslatované oblasti (UTR) genomu,
5'UTR a 3' UTR, hraji roli jak v translaci, tak i pfi replikaci/baleni genomu.® 5' UTR je nejvice
konzervovana oblast genomu napf¥i¢ Sesti hlavnimi HCV genotypy.°

Klinicky je pozorovan vysoky vyskyt asymptomatickych infekci HCV a k chronické infekci
HCV dochazi az u 75 % pacient(.? V ramci laboratornich algoritmu testovani na HCV je
nutné u osob pozitivnich na protilatky diagnostikovat aktivni infekce HCV detekovanim RNA
HCV v plazmé nebo séru, aby bylo mozné zahdjit 1écbu.”**

Kvantifikace RNA HCV (virova zatéz) hrala stézejni roli pfi definovani a monitorovani
uspésnosti [éEby HCV. Setrvala virologicka odpovéd (SVR) definovana jako nenalezena RNA
HCV po uspésné terapii je hlavnim ukazatelem vylécené infekce HCV."" Pfi |éEbé zalozené
na interferonu se jako pozitivni prediktory pro SVR ukazaly ¢asna virologicka odpovéd (EVR,
early virological response) definovana jako pokles virové zatéZze HCV 2 log nebo vétsi po
12tydenni 1é€bé a rychla virologicka odpovéd (RVR, rapid virological response) definovana
jako nedetekovatelna urovenn RNA HCV po 4 tydnech IéCby.""* Tyto ukazatele virové
kinetiky se vyuzivaji u pfistupl podle odpovédi upravujici volbu zastaveni nebo prodlouzeni
leéCby k dosazeni SVR." Kromé toho prokazaly dlouhodobé nasledné studie trvanlivost SVR
po uspésné lecbé a eradikace viru zabranuje progresi onemocnéni jater.*
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S nastupem pfimo plsobicich virostatik (DAA) hraje klicovou roli kvantifikace RNA HCV
(virové zatéze), kterd umozriuje definovat a monitorovat uspésnost IéCby HCV. Setrvala
virologicka odpovéd (SVR) je definovana jako nemoznost zjistit RNA HCV (pomoci testu

s limitem detekce mensim nez 25 IU/ml) po 1é¢bé."" Soucasné pokyny americké asociace
pro studium jaternich nemoci (AASLD) doporucuji stanovovat RNA HCV nejen pred |écbou,
ale i pravidelné v jejim pribéhu (ij. 4 tydny) a po 12 tydnech od dokonceni 1éCby."**

Principy postupu

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

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

Bé&hem zachytu cile je ze vzorkl izolovana virova RNA. Vzorek je zpracovan pomoci
detergentu s cilem rozpustit virovy obal, denaturovat proteiny a uvolnit virovou genomovou
RNA. Zachycené oligonukleotidy hybridizuji do vysoce konzervovanych oblasti RNA HCV,
jsou-li v testovacim vzorku pfitomny. Hybridizovany cil je poté zachycen na magnetické
mikroCastice, které jsou oddéleny od vzorku v magnetickém poli. Kroky promyvani odstrani
z reakéni zkumavky nadbyteCné slozky.

Amplifikace cile probiha prostfednictvim TMA, coz je metoda transkripci mediované amplifikace
nukleové kyseliny vyuzivajici dva enzymy, reverzni transkriptazu a T7 RNA polymerazu
Moloneyho viru mysi leukemie (MMLV). Reverzni transkriptdza slouzi k vytvoifeni DNA kopie
(obsahuijici promotorovou sekvenci RNA polymerazy T7) cilové sekvence. RNA polymeraza T7
vytvari viceCetné kopie amplikonu RNA z templatu kopie DNA. Test Aptima HCV Quant Dx
Assay vyuziva metodu TMA pro amplifikaci ¢asti 5' UTR genomu HCV. Amplifikace této oblasti
je dosazeno pouzitim specifickych primert uréenych k amplifikaci HCV genotypl 1, 2, 3, 4, 5 a 6.

Detekce se provadi pomoci indikatort z jednovlaknové nukleové kyseliny, které jsou soucasti
amplifikace cile a které v realném ¢ase specificky hybridizuji amplikon. Kazdy indikator
obsahuje fluorofor a zhase¢. Kdyz neni indikator hybridizovan na amplikon, zhasec je v tésné
blizkosti fluoroforu a potlacuje fluorescenci. Po navazani indikatoru na amplikon se zhasec¢
posune dale od fluoroforu a po excitaci zdrojem svétla zaCne emitovat signal specifické
vinové délky. Pokud hybridizuje vice indikatord na amplikon, vznika silnéjsi fluorescenéni
signal. Cas potiebny k tomu, aby fluorescenéni signal dosahl uréené prahové hodnoty, je
umérny pocatecni koncentraci HCV. Kazda reakce ma svuj vnitini kalibrator / vnitfni kontrolu
(IC), ktera kontroluje variabilitu ve zpracovani vzorku, amplifikaci a detekci. Koncentrace
vzorku je stanovena softwarem systému Panther pomoci signald HCV a IC pro kazdou reakci
a jejich porovnanim s kalibra&nimi udaiji.

Souhrn udaji o bezpecnosti a funkéni zplsobilosti

Souhrn Udajl o bezpec€nosti a funkéni zpasobilosti (Summary of Safety and Performance —
SSP) je k dispozici v evropské databazi zdravotnickych prostfedk(l (Eudamed), kde je
propojen s pfislusnymi identifikatory prostfedku (Basic UDI-DI). Souhrn SSP k testu Aptima
HCV Quant Dx Assay mUzete vyhledat pomoci zakladniho jedine¢ného identifikatoru
prostfedku (BUDI): 54200455DIAGAPTHCVAJ.
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Varovani a bezpeénostni opatreni

A.
B.
C.

K diagnostickému pouZiti in vitro.
K profesionalnimu pouziti.

Pfed provedenim testu na systému Panther si pro informace o postupu peclivé pfectéte
celou pfibalovou informaci a pfiru¢ku obsluhy k systému Panther ! Panther Fusion™,
Snizite tak riziko vyskytu neplatnych vysledk.

DalSi specificka varovani, bezpecnostni opatfeni a postupy pro kontrolu kontaminace
naleznete v prirucce obsluhy systému Panther/Panther Fusion.

Souvisejici s laboratori

E.

UPOZORNENI: Kontroly tohoto testu obsahuiji lidskou plazmu. Plazma nereaguje na
povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAgQ), protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1 a HIV-2
a antigen HIV pfi testovani pomoci postupt licencovanych Ufadem pro kontrolu potravin
a lé€iv v USA. Kromé toho je plazma nereaktivni s HCV RNA a HIV-1 RNA pfi testovani
pomoci licencovanych testll na nukleové kyseliny ve slozenych vzorcich. VSechny materialy
pochazejici z lidské krve je nutné povazovat za potencialné infekéni a je nutné s nimi
manipulovat dle univerzalnich bezpeénostnich opatfeni.'s

Tento test mohou pouzivat pouze pracovnici fadné vyskoleni v pouziti testu Aptima HCV
Quant Dx Assay a v manipulaci s potencialné infekEnimi materialy. Pokud dojde k rozliti,
ihned provedte dezinfekci pomoci vhodnych postuptd daného pracovisté.

PouZivejte pouze dodané nebo urené jednorazové laboratorni vybaveni.

H. Dodrzujte bézna laboratorni bezpeénostni opatfeni. Nepipetujte usty. Ve vyhrazenych

pracovnich prostorech nejezte, nepijte ani nekuite. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi
soupravy pouzivejte jednorazové rukavice bez talku, ochranné bryle a laboratorni plasté.
Po manipulaci se vzorky a reagenciemi soupravy si peclivé omyijte ruce.

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

VesSkeré materialy, které pfisly do styku se vzorky a reagenciemi, zlikvidujte v souladu
s mistnimi a narodnimi pfedpisy.****'**"" Dikladné vycistéte a dezinfikujte vSechny pracovni
povrchy.

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

Zasady spravné praxe v molekularnich laboratofich zahrnuji sledovani prostfedi.

K monitorovani prostfedi laboratofe je navrzen nasledujici postup:

1. Zaijistéte si vatovou tyCinku a par alikvotacnich zkumavek na vzorky Aptima (SAT).

2. Kazdou zkumavku SAT pfislusnym zpusobem oznacte.

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

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

5. Otfete pozadovany povrch vertikalnim pohybem seshora dolu. Otoéte ty€inku pfiblizné
o jednu polovinu oto¢ky a zaroven provadéjte stér z mista.
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6. Okamzité ulozte vzorek stéru do zkumavky a jemnym otacenim tyCinky v roztoku extrahuijte
pfipadné materialy ziskané stérem. lhned otfete jednu stranu transportni zkumavky
s cilem vyextrahovat co nejvice tekutiny. TyCinku zlikvidujte a zkumavku zavrete.

7. Zopakujte kroky u zbyvajicich vzork( stéru.
8. Provedte molekularni test stéru.

Souvisejici se vzorky

M. Vzorky mohou byt infekéni. Pfi provadéni testu dodrzujte univerzaini bezpeénostni

opatieni**'¢. Zajistéte spravné postupy pfi manipulaci a likvidaci v souladu s mistnimi
predpisy.” Tento test mohou pouzivat pouze pracovnici fadné vyskoleni v pouZivani testu
Aptima HCV Quant Dx Assay a v manipulaci s infekénimi materialy.

. Chcete-li zabezpedit integritu vzorku, zajistéte pfi prfepravé vzorkd vhodné prepravni

podminky. Stabilita vzorkd za jinych nez doporucenych pfepravnich podminek nebyla
hodnocena.

Pfi manipulaci se vzorky zabrarite kfizové kontaminaci. Davejte zvlastni pozor, aby
nedosSlo ke kontaminaci rozstfikovanim aerosolu pfi uvolfiovani nebo otevirani vzorkd.
Vzorky mohou obsahovat extrémné vysoké koncentrace organismu. Zajistéte, aby se
jednotlivé nadoby na vzorky vzajemné nedotykaly, a pouzité materialy pfi likvidaci
nepfenasejte nad otevienymi nadobami. Pokud se vzorku dotknete, vymérite si rukavice.

Souvisejici s testem

P.

Q.

Soupravu reagencii, kalibrator ani kontroly nepouzivejte po datu expirace.

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

Zabrante mikrobialni a nukledzové kontaminaci reagencii.

VSechny reagencie testu uzaviete a skladujte pfi uvedené teploté. Pfi nespravném
skladovani reagencii testu mize byt negativné ovlivnéna funkéni zplsobilost testu. Dalsi
informace najdete v Casti PoZadavky na skladovani reagencii a zachazeni s nimi

a Postup testu na systéemu Panther.

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

. Nékteré reagencie v této sadé jsou oznaceny rizikovymi a bezpecnostnimi symboly.
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Poznamka: Informace o nebezpedi jsou v souladu s klasifikacemi bezpecnostnich listl (SDS)
EU. Informace o nebezpecich specifické pro vas region najdete v bezpecnostnim listu
specifickém pro dany region v knihovné bezpecnostnich listt (Safety Data Sheet Library) na
adrese www.hologicsds.com. DalsSi informace o symbolech najdete v legendé symbolt na
adrese www.hologic.com/package-inserts.

Informace o nebezpeci pro EU

Amplifikacni reagencie
CHLORID HORECNATY, 60-65%

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

Promotorova reagencie
CHLORID HORECNATY, 60-65%

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

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

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

Kontroly sady HCV VL
AZID SODNY, < 1%

‘\l} N_EBEZPECi

H300 — P¥i poziti mize zplsobit smrt.

H410 — Vysoce toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi uginky

P264 — Po manipulaci dukladné omyijte tvar, ruce a exponované ¢asti kize.

P273 — Zabrarite uvolnéni do zivotniho prostredi.

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

|ékare.
P321 — Odborné osetfeni (viz doplfiujici pokyny pro prvni pomoc na tomto Stitku).

P330 — Vyplachnéte usta.
& P391 — Unikly produkt seberte.

Kalibratory sady HCV VL
HEPES, 15-20%
Laurylsulfat, lithna sdl, 5-10%

— Hydroxid lithny, monohydrat, 1-5%
Kyselina jantarova, 1-5%

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

Test Aptima HCV Quant Dx Assay 6 AW-28216-2601 Rev. 001



Aptima®

Obecné informace

Rekonstituéni roztok pro enzymy
Glycerol, 20-25%

Triton X-100, 5-10%

HEPES, 1-5%

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

Reagencie pro zachyt cile
HEPES, 15-20%

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

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

Pozadavky na skladovani reagencii a zachazeni s nimi

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

a kalibratoru.

Oteviena souprava (po rekonstituci)

Skladovani v

Reagencie L
neotevieném stavu L .
Skladovani Stabilita
Amplifikaéni reagencie gHCV 2°Caz8°C
Rekonstituéni roztok pro amplifikaci gHCV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Enzymova reagencie qHCV 2°Caz8°C
Rekonstitu¢ni roztok pro enzymy qHCV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Promotorova reagencie qHCV 2°Caz8°C
Rekonstitu¢ni roztok promotoru gHCV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Reagencie pro zachyt cile gHCV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
HCV NC CONTROL vni k | —15°C a3 -35 °C 15 °C a3 30 °C Jednorazova lahvicka
g ~ (negativni kontrola) Pouzijte do 24 hodin
gHCV LPC CONTROL + (nizka pozitivni —15°C a3 -35 °C 15 °C a3 30 °C Jedng)_l_'azova lahvicka
PouZijte do 24 hodin
qHCV HPC CONTROL + (vysoka pozitivni —15°C a3 =35 °C 15°C a3 30 °C JednE)”razova Iahwc!(a
Pouzijte do 24 hodin
gHCV PCAL (pozitivni kalibrator) -15°C a7 =35 °C 15°C a2 30 °C Jednorazova lahvicka

Pouzijte do 24 hodin

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

B. Zlikvidujte veSkeré nepouzité rekonstituované reagencie a reagencie pro zachyt cile
(TCR, target capture reagent) po 30 dnech nebo po uplynuti data expirace hlavni Sarze
podle toho, ktera situace nastane dfive.
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Aptima® Obecné informace

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

D. Po rozmrazeni kalibratoru musi byt roztok &iry, tzn. nesmi byt kalny a nesmi obsahovat

precipitaty.
S E. Promotorova reagencie a rekonstituovana promotorova reagencie jsou fotosenzitivni. Pfi
- skladovani a pfipravé k pouziti chrante tyto reagencie pfed svétlem.
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Odbér a skladovani vzorku

Poznamka: Se vSemi vzorky je nutné zachazet jako s potencialné infekénimi. Postupujte
podle univerzalnich bezpecénostnich opatreni.

Poznamka: Davejte pozor, aby pfi manipulaci se vzorky nedo$lo ke kfizové kontaminaci. Pri
likvidaci napfiklad nepfenasejte pouzity material nad otevienymi zkumavkami.
Poznamka: K uskladnéni se doporucuji pouze plastové sekundarni zkumavky.

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

+ Zkumavky obsahujici kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA) nebo antikoagulaéni
roztok kyseliny citronové, citratu a dextrézy (ACD),

» zkumavky na pfipravu plazmy (PPT),
* serové zkumavky,
» zkumavky pro separaci séra (SST).
Pfed dal8im zpracovanim séra pockejte, dokud se nevytvofi srazenina.

A. Sbér vzorkl

Plnou krev Ize skladovat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji odstfedit do 6 hodin od
odbéru vzorkl. Oddélte plazmu nebo sérum od erytrocytarniho ter€iku dle pokynu
vyrobce pouzité zkumavky. Plazmu nebo sérum Ize v systému Panther testovat v primarni
zkumavce nebo pfenést do sekundarni zkumavky, napfiklad alikvotaéni zkumavky na
vzorky Aptima. Minimalni objem plazmy nebo séra pro primarni odbérové zkumavky je

1 200 pul a pro sekundarni zkumavky 700 pl, abyste ziskali reakéni objem 500 pl.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny poZadavky na mrtvy objem pro jednotlivé typy
primarni a sekundarni zkumavky.

Zkumavka (velikost a typ) Mrtvy objem v systému Panther
Alikvotaéni zkumavka Aptima (SAT) 0,2 mi
12 x 75 mm 0,5ml
13 x 100 mm 0,5ml
13 x 100 mm s gelem 0,3 ml
16 x 100 mm s gelem 0,7 ml

Pokud neprovedete testovani ihned, plazmu i sérum je mozné uskladnit v souladu s nize
uvedenymi specifikacemi. Pokud jsou pfevedeny do sekundarni zkumavky, mohou byt
plazma nebo sérum zmrazeny na teplotu —20 °C. NepfekraCujte 3 cykly zmrazeni-rozpusténi.
Nezmrazujte vzorky v EDTA, ACD ani primarnich zkumavkach k odbéru séra.
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Obecné informace

B. Podminky skladovani vzork(
1. Vzorky plazmy EDTA a ACD

Plnou krev Ize skladovat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji odstfedit do 6 hodin od
odbéru vzorkd. Plazma muze byt poté uchovavana za jedné z nasledujicich podminek:

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

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

* vsekundarni zkumavce pfi teploté —20 °C po dobu az 60 dna.

PIna krev

-/ﬂ/- 30°C
2°C

Odstedte < 6 hodin po odbéru

&

Primarni Primarni Sekundarni Sekundarni Sekundarni

-/ﬂ/25°0 -/E/B"C -/E/-ZS"C -/E/B"C /ﬂf”yc
2°C 2°C 2°C 2°C -35 °C

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

Obrazek 1. Podminky uskladnéni pro zkumavky EDTA/ACD
2. Vzorky PPT

PInou krev |ze skladovat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji odstfedit do 6 hodin od
odbéru vzorku. Plazma muze byt poté uchovavana za jedné z nasledujicich
podminek:

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

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

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

PIna krev

/ﬂ/ 30°C
2°C

Odstfedte < 6 hodin po odbéru

g

Primarni Primarni Sekundarni | | Sekundarni | | Primarni nebo sekundarni

J/%DC Jfgoc szs"c J/VC /ﬂ,—mm
2°C 2°C 2°C 2°C -35°C

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

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

PInou krev |ze skladovat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji odstfedit do 6 hodin od
odbéru vzorku. Sérum mulze byt poté uchovavano za jedné z nasledujicich podminek:

* v primarni odbérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 30°C
po dobu az 24 hodin,

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

* vsekundarni zkumavce pfi teploté —20 °C po dobu az 60 dnda.

PIna krev

-/i/- 30°C
2°C

Odstfedte < 6 hodin po odbéru

Primarni Primarni Sekundarni Sekundarni Sekundarni

/ﬂfawc /ﬂ,wc sto"c /ﬂ/wc _15°C
2°C 2°c 2°C 2°C -35 c/if

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

Obrazek 3. Podminky uskladnéni pro sérové zkumavky

4. Vzorky SST

PInou krev |ze skladovat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji odstfedit do 6 hodin od
odbéru vzorkd. Sérum muze byt poté uchovavano za jedné z nasledujicich podminek:

* v primarni odbérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az 30°C
po dobu az 24 hodin,

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

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

PIna krev

/ﬂ/— 30°C
2°C

Odstfedte < 6 hodin po odbéru

Primarni Primarni Sekundarni Sekundarni Primarni nebo sekundérni

Jfao"c /i/wc Jf 30°C wac _15°C
2°C 2°C 2°C 2°C 35°C, _/if

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

Obrazek 4. Podminky uchovavani pro SST
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C. Dlouhodobé skladovani ve zmrazeném stavu

Vzorky plazmy nebo séra mohou byt skladovany pfi teploté -65 °C az —70 °C po dobu az
60 dnl v SAT.

D. Redéni vzorkil plazmy a séra

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

/\ Diagnostickou interpretaci neprovadéjte na zakladé vysledku ,Nedetekovano“ u vzork( séra nebo
plazmy, které byly zfedény. Zajistéte novy nezfedény vzorek a provedte novy test.

Poznamka: Pokud je vzorek nafedén, je nutné jej otestovat ihned po fedéni. Nezmrazujte nafedény
vzorek.

Vzorky v systému Panther

Vzorky mohou byt v systému Panther ponechany neuzaviené po dobu az 8 hodin. Vzorky je
mozné vyjmout ze systému Panther a otestovat, dokud doba v pfistroji nepfekroCi 8 hodin
pfed pipetovanim vzorku systémem Panther.

Preprava vzorki
Dodrzujte podminky uchovavani vzork(l uvedené v ¢asti Odbér a skladovani vzorkd.

Poznamka: Vzorky musi byt pfepravovany v souladu s platnymi narodnimi, mezinarodnimi
a regionalnimi pfedpisy pro prepravu.

Test Aptima HCV Quant Dx Assay 12 AW-28216-2601 Rev. 001



Aptima®

Systém Panther

Systém Panther

NiZe jsou uvedeny reagencie testu Aptima HCV Quant Dx Assay pro systém Panther. Vedle

nazvu reagencie jsou rovnéz uvedeny symboly k identifikaci reagencii.

Reagencie a materialy, které jsou soucasti dodavky

Souprava testu Aptima HCV Quant Dx Assay, 100 testd, kat. €. PRD-03506
(1 krabiCka testu, 1 kalibracni souprava a 1 sada kontrol)
Dalsi kalibratory a kontroly Ize objednat samostatné. Viz pfislusna katalogova Cisla nize.

Krabicka testu Aptima HCV Quant Dx Assay
(po prijeti skladujte pfi teploté 2 °C az 8 °C)

Symbol

Soucast

Mnozstvi

A

Amplifikaéni reagencie qHCV

Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku.

1 lahvicka

Enzymova reagencie qHCV
Viysusena reverzni transkriptaza a RNA polymeraza v roztoku
pufrovaném HEPES.

1 lahvicka

PRO

Promotorova reagencie qgHCV

Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku.

1 lahvicka

AR

Rekonstitu¢ni roztok pro amplifikaci gHCV
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervaéni latky.

1x7,2ml

ER

Rekonstituéni roztok pro enzymy qHCV
Roztok pufrovany HEPES obsahujici surfaktant a glycerol.

1x5,8ml

PROR

Rekonstitu¢ni roztok promotoru qgHCV
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervacni latky.

1x4,5ml

TCR

Reagencie pro zachyt cile gHCV

Nukleové kyseliny v pufrovaném solném roztoku obsahujicim pevnou

fazi, neinfekcni nukleové kyseliny a vnitfni kalibrator.

1x72,0ml

Rekonstitu¢ni objimky

List s €arovym kédem hlavni Sarze

1 list
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Kalibra¢ni souprava Aptima HCV Quant Dx (kat. ¢. PRD-03507)
(po pfijeti skladujte pfi teploté od =15 °C do -35 °C)

Symbol Soucéast Mnozstvi
PCAL Pozitivni kalibrator gHCV 5 %25 m
Transkript v pufrovaném roztoku. ’
Stitek s ¢arovym kédem kalibratoru -
Sada kontrol Aptima HCV Quant Dx (kat. ¢. PRD-03508)
(po pfijeti skladujte pfi teploté od —15 °C do -35 °C)
Symbol  Soucast Mnozstvi
NC Negativni kontrola qHCV
HCYV negativni defibrinovana lidska plazma obsahujici 5x%0,8ml
gentamicin a 0,2% azid sodny jako konzervanty.
LPC Nizka pozitivni kontrola qHCV
Neinfekéni HCV Armored RNA v defibrinované lidska 5% 0.8 ml
plazmé obsahujici gentamicin a 0,2% azid sodny jako ’
konzervanty.
HPC Vysoka pozitivni kontrola qHCV
Neinfekéni HCV Armored RNA v defibrinované lidska 5% 08 ml

plazmé obsahujici gentamicin a 0,2% azid sodny jako
konzervanty.

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

Poznamka: Materialy dostupné od spolecnosti Hologic maji uvedena katalogova cCisla dle

seznamu, pokud neni uvedeno jinak.

Material

Systém Panther™

Systém Panther Fusion™

Systém Panther™, kontinualni kapalina a odpad (Panther Plus)
Sada kontrol Aptima® HCV Quant Dx

Souprava kalibratortt Aptima® HCV Quant Dx

Testovaci souprava Panther k testim v realném Case (pouze k testovani v redlném
Case)

Souprava kapalin pro test Aptima® (neboli Univerzalni souprava kapalin)
obsahuje promyvaci roztok Aptima®, pufr k deaktivacni kapaliné Aptima®
a olejovou reagencii Aptima®

Jednotky s nékolika zkumavkami (MTU)
Souprava odpadniho vaku Panther™
Kryt odpadniho koSe Panther™

Nebo testovaci souprava systému Panther™
(pfi provadéni testd TMA neprobihajicich v realném Case paralelné s testy TMA
probihajicimi v redlném case) obsahuje MTU, odpadni vaky, kryty
odpadnich ko$i, automatickou detekci a testovaci kapaliny

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

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

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

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

Kryty laboratornich stol( s plastovou vrstvou
Utérky neuvoliujici vlidkna
Pipetor
Spigky
Druhy primarni odbérové zkumavky:
13 mm x 100 mm

13mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Odstredivka

Vortexova michacka

Kat. ¢.

303095

PRD-04172

PRD-06067

PRD-03508

PRD-03507

PRD-03455 (5 000 testu)

303014 (1 000 testd)

104772-02
902731
504405
303096 (5 000 test)

901121 (10612513 Tecan)

903031 (10612513 Tecan)

MME-04134 (30180117
Tecan)

MME-04128

103036A

CLO041 (100 uzavérh)
CLO040 (100 uzaverh)
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Volitelné materialy
Material

Druhy sekundarni zkumavky:
12mm x 75 mm
13 mm x 100 mm
16 mm x 100 mm

AlikvotaCni zkumavky na vzorky Aptima (SAT) (baleni po 100 ks)

Uzavér transportni zkumavky (baleni po 100 ks)

uzaveér pro zkumavku SAT

Roztok k fedéni vzork(l Aptima®

Souprava roztoku k rfedéni vzork( Aptima®
obsahuje roztok k fedéni vzorkd, 100 zkumavek SAT a 100 uzavéru

Prenaseci pipety
Komercné dostupné panely
Vatové tycCinky

Trepacka pro zkumavky

Kat. €.

FAB-18184
504415

PRD-03003
PRD-03478

PRD-03488

Postup testu na systému Panther

Poznamka: Dalsi informace o postupu najdete v Priruéce obsluhy k systému Panther / Panther

Fusion.

A. Priprava pracovni oblasti

1.

2.

3.

Ocistéte pracovni povrchy tam, kde budete pfipravovat reagencie. Otfete pracovni
povrchy 2,5% az 3,5% (0,35 mol az 0,5 mol) roztokem chlornanu sodného. Roztok
chlornanu sodného nechte plsobit na kontaktni povrchy alespori 1 minutu a poté je
oplachnéte deionizovanou vodou. Roztok chlornanu sodného nenechte zaschnout.
Pokryjte pracovni desku laboratorniho stolu €istym absorpénim ubrusem s plastovou
vrstvou.

Zvlast ocCistéte pracovni povrch, na kterém budete vzorky pfipravovat. Dodrzujte vyse
uvedeny postup (krok A.1).

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

B. Pf¥iprava kalibratoru a kontrol

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

1.

2.

3.

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

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

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

Po rozmrazeni obsahu zkumavky vysuste vnéjSi povrch zkumavky Cistym, suchym
jednorazovym hadfikem.

V ramci prevence kontaminace zkumavky zatim neotevirejte.
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C. Rekonstituce &i pfiprava reagencie z nové soupravy

Poznamka: Rekonstituci reagencii je nutné provést pfed zahajenim veskerych praci se
systémem Panther.

1. Reagencii pro zachyt cile (TCR) pfipravite nasledujicim zplsobem:
a. Vytahnéte reagencii TCR ze skladovaciho prostoru (2 °C az 8 °C). Zkontrolujte
Cislo 8arze na lahviCce reagencie TCR, abyste se ujistili, Ze odpovida €islu Sarze
na listu s ¢arovym kédem hlavni Sarze.

b. lhned poté 10krat dikladné protfepejte lahvicku reagencie TCR. Nechte lahvi¢ku
reagencie TCR volné zahfat pfi teploté 15 °C az 30 °C po dobu 45 minut. BEhem
této doby minimalné co 10 minut jemné otocte a prevratte lahvicku reagencie TCR.

Moznost. Lahvi¢ku reagencie TCR je mozné pfipravit na tfepacce pro zkumavky
dle nasledujicich pokynu: Vytahnéte reagencii TCR ze skladovaciho prostoru

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

c. Pred pouzitim se ujistéte, Ze se veSkery precipitat nachazi v roztoku a Ze jsou
magnetické CasteCky ponofeny.

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

b. Uijistéte se, ze rekonstitu¢ni roztoky a reagencie maji shodné barvy §titkd.
Zkontrolujte Cisla Sarze na listu s Carovym kodem hlavni Sarze, abyste zaijistili
spravné sparovani reagencii.

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

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

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

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

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

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

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

viii. Po pfechodu lyofilizované reagencie do roztoku minimalné 10 sekund michejte
sestavené lahviCky a poté lehce protfepejte roztok ve sklenéné lahviCce, aby
se dobfe promichal.

c. Pomalu znovu naklonte pfipojené lahvi€ky, aby vSechen roztok stekl zpét do
lahvicky s rekonstituénim roztokem (Obrazek 5, krok 5).

d. Opatrné odstrante rekonstituéni objimku a sklenénou lahvi¢ku (Obrazek 5, krok 6).
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e. Znovu uzaviete lahvicku uzavérem. Na Stitek zapiste inicialy obsluhy a datum
rekonstituce (Obrazek 5, krok 7).

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

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

/4 - ™y

t iy

Obrazek 5. Postup rekonstituce reagencii

D. P¥iprava u dfive pfipravovanych reagencii

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

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

3. U dfive pfipravené reagencie TCR pred vioZzenim do systému provedte krok C.1 vyse.

4. Protfepejte a prevratte amplifikacni, enzymové a promotorové reagencie, aby se pred
vloZenim do systému dobfe promichaly. Pfi pfevraceni reagencii zabranite tvorbé
pfebyteéné pény.

Moznost: Dfive pfipravené reagencie je mozné pfipravit na tfepace pro zkumavky
dle nasledujicich pokynl: Vytahnéte reagencie z prostoru pro uchovavani (2 °C az

8 °C). Ulozte reagencie na tfepacku zkumavek a nechte je zahfat pfi teploté 15 °C az
30 °C minimalné po dobu 30 minut.

5. Lahvi¢ky s reagenciemi nedoplfiujte. Doplnéné lahvicky systém Panther rozpozna
a zamitne je.

E. Manipulace se vzorkem

1. Zajistéte, aby byly zpracované vzorky v primarnich zkumavkach nebo neziedéné
vzorky v sekundarnich zkumavkach fadné skladovany v souladu s pokyny v ¢asti
Odbér a skladovani vzorkd.

2. Ujistéte se, Ze jsou zmrazené vzorky zcela rozmrazené. Rozmrazené vzorky 3 az
5 sekund dukladné promichejte vortexovanim.

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

4. Ujistéte se, Ze kazda primarni odbérova zkumavka obsahuje az 1 200 pl vzorku nebo
kazda SAT obsahuje alespon 700 pl vzorku. V tabulce v €asti Sbér vzorkd jsou uvedeny
poZzadavky na mrtvy objem pro jednotlivé typy primarni a sekundarni zkumavky.
Pokud je nutné vzorek nafedit, prostudujte si dalsi informace v kroku E.5 nize.

5. Zredte vzorek plazmy nebo séra v poméru 1: 3 v SAT nebo 1: 100 v sekundarni
zkumavce.
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K testovani v systému Panther mlze byt vzorek zfedén v sekundarni zkumavce.

/\ Diagnostickou interpretaci neprovadéjte na zakladé vysledku ,,Nedetekovano® u vzorku
séra nebo plazmy, které byly zfedény. Zajistéte novy neziedény vzorek a provedte
novy test.

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

Objem vzorkd muze byt zvySen na minimalni pozadovany objem (700 ul) pomoci
roztoku k fedéni vzork( Aptima. Vzorky s obsahem nejméné 240 ul mohou byt
naredény dvéma c¢astmi roztoku k fedéni vzorkd (1 : 3) takto:

i. Do zkumavky SAT vlozte 240 ul vzorku.

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

iv. Jemné ji Skrat pfevratte a promichejte.

Vzorky fedéné v poméru 1 : 3 je mozné otestovat pomoci moznosti 1 : 3 v systému
Panther / Panther Fusion (dal$i informace najdete v Pfiruéce obsluhy k systému

Panther / Panther Fusion). Software automaticky nahlasi Cisty vysledek pouzitim
faktoru fedéni. Tyto vzorky budou oznaceny jako nafedéné vzorky.

b. Redéni vzorkd s vysokym titrem

Pokud je vysledek vzorku nad hornim limitem kvantifikace (ULoQ), muze byt
naredén 99 dily roztoku k fedéni vzork( Aptima (1 : 100) nasledné:

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

iii. Uzavfete zkumavku.

iv. Jemné ji 5krat pfevratte a promichejte.

Vzorky fedéné v poméru 1: 100 je mozné otestovat pomoci moznosti 1 : 100

v systému Panther / Panther Fusion (dalSi informace najdete v Pfiru¢ce obsluhy
k systému Panther / Panther Fusion). Software automaticky nahlasi Cisty vysledek
pouzitim faktoru fedéni. Tyto vzorky budou oznaceny jako nafedéné vzorky.

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

6. Pred vlozenim vzorku do stojanu na vzorky provedte centrifugaci kazdého vzorku
s pretizenim 1 000 az 3 000 g po dobu 10 minut. Neodstranujte uzavéry. Bubliny ve
zkumavce narusuji detekci hladiny systémem Panther.

Informace o vkladani stojanu a odstrafiovani uzavér( najdete v Casti Priprava
systému, krok F.2 nize.

F. Pfiprava systému

1. Systém nastavte podle pokynl uvedenych v Pfiru¢ce obsluhy k systému Panther /
Panther Fusion a v €asti Poznamky k postupu. PouZijte stojany na reagencie vhodné
velikosti a TCR adaptéry.

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

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

Poznamka: Davejte zviastni pozor, aby nedoSlo ke kontaminaci rozstfikovanim
aerosolu. Jemné uvolnéte uzavéry na vzorcich.
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b. VlozZte zkumavku na vzorky do stojanu na vzorky.
c. Zopakujte kroky 2.a a 2.b pro vSechny zbyvajici vzorky.

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

e. V pfipadé potfeby pouzZijte novou, jednorazovou pfenosovou pipetu k odstranéni
pfipadnych bublin nebo pény.

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

Poznamka: Pokud soucasné provadite dalsi testy s jinymi typy vzorku, zajistéte
pfed vlioZzenim stojanu na vzorek do prostoru na vzorky pridrzovac vzorkd.

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

Poznamky k postupu
A. Kalibratory a kontroly

1. Pozitivni kalibrator gHCV, nizka pozitivni kontrola qHCV, vysoka pozitivni kontrola
gHCV a negativni kontrolni zkumavka qHCV mohou byt vlozeny na libovolnou polohu
ve stojanu na vzorky a do kteréhokoli prostoru na vzorky v systému Panther. Pipetovani
vzork(l bude zahajeno, jakmile bude spinéna jedna z nasledujicich dvou podminek:

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

2. Jakmile probé&hne pipetovani a zpracovani kalibratoru a kontrolnich zkumavek pro
soupravu reagencii testu Aptima HCV Quant Dx Assay, mohou byt v prabéhu
24 hodin otestovany vzorky pomoci pfifazené rekonstituéni soupravy, pokud
nebudou poruseny nasledujici podminky:
a. Vysledek kalibratoru nebo vysledky kontrol jsou neplatné.
b. PFifazena souprava reagencii testu je ze systému vyjmuta.
c. Pfifazena souprava reagencii testu prekrocila limity stability.

3. Kalibrator a kazdou zkumavku kontroly Ize pouzit jednou. Pokusy o vicenasobné
pouziti zkumavky mohou vést k chybam zpracovani.

B. Prasek z rukavic

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

Test Aptima HCV Quant Dx Assay 20 AW-28216-2601 Rev. 001



Aptima® Kontrola kvality

Kontrola kvality

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

Kalibrace testu

Aby byly generovany platné vysledky, musi byt dokon&ena kalibrace testu. Pfi kazdém vloZeni
soupravy reagencii do systému Panther se tfikrat zpracuje jeden pozitivni kalibrator. Po
potvrzeni bude kalibrator platny az 24 hodin. Pokud bude nutna kalibrace, software v systému
Panther upozorni obsluhu. Obsluha naskenuje kalibraéni koeficient na listu s ¢arovym kédem
hlavni Sarze dodavaném s kazdou soupravou reagencii.

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

Negativni a pozitivni kontroly

Aby byly generovany platné vysledky, musi byt testovana sada kontrol testu. Vzdy, kdyz je
reagencni souprava vioZzena do systému Panther, musi byt testovan jeden replikat negativni
kontroly, nizké pozitivni kontroly a vysoké pozitivni kontroly. Po stanoveni jsou kontroly platné
po dobu maximalné 24 hodin. Pokud budou vyZadovany kontroly, software v systému
Panther upozorni obsluhu.

Béhem zpracovani software v systému Panther automaticky ovéfi kritéria pfijatelnosti kontrol.
Aby bylo mozné vygenerovat platné vysledky, musi negativni kontrola vygenerovat vysledek
.,Nedetekovano“ a pozitivni kontroly musi vygenerovat vysledky v ramci pfeddefinovanych
parametr (jmenovity cil LPC: 2,36 logqg IU/ml, jmenovity cil HPC: 5,36 log4q IU/ml). Pokud
kterakoli z kontrol poskytne neplatny vysledek, software automaticky zrusi platnost zpracovani.
Vzorky v neplathém zpracovani bude nutné znovu otestovat pomoci Cerstvé pfipraveného
kalibratoru a Cerstvé pfipravenych kontrol.

Vnitrni kalibrator / vnitini kontrola

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

Software systému Panther je navrzen tak, aby pfesné ovéroval procesy pfi provadéni postupu
podle pokynu uvedenych v této pribalové informaci a v Pfiru¢ce obsluhy k systému Panther /
Panther Fusion.
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Interpretace vysledku

Systém Panther automaticky stanovi koncentraci RNA HCV pro vzorky a kontroly porovnanim
vysledku s kalibraéni kfivkou. Koncentrace RNA HCV jsou uvedeny v IU/ml a logo IU/ml.
Tabulka 1 uvadi interpretaci vysledku. Pokud se pro ziedéné vzorky pouzije fedéni 1 : 3 nebo
1:100, systém Panther automaticky vypocita koncentraci RNA HCV v &istém vzorku vynasobenim
zfedéné koncentrace faktorem zifedéni a zfedéné vzorky jsou oznaceny jako zfedéné.

Poznamka: U ziedénych vzork(i mohou byt vysledky uvedené jako ,Nedetekovano“ nebo
,Detekovano < 10“ ziskany zfedénim vzorku koncentraci nad, ale blizko LoD nebo LLoQ
(limit detekce nebo dolni limit kvantifikace). Pokud nebyl ziskan kvantitativni vysledek,
doporucéujeme odebrat a otestovat jiny Cisty vzorek.

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

Tabulka 1: Interpretace vysledkt

Ohlaseny vysledek testu Aptima HCV

Quant Dx Assay Diagnosticka kvalitativni
Interpretace koncentrace RNA HCV 9

. > a
interpretace uzivatele

1U/ml Hodnota log,q”
Nedetekovano Nedetekovano RNA HCV nebyla detekovana. Nereaktivni na RNA HCV
Detekovano < 10 <1,00 RNA HCV je detekovana, ale na trovni pod LLoQ Reaktivni na RNA HCV

Koncentrace RNA HCV je v linearnim rozmezi 10 az

10 az 100 000 000 1,00 az 8,00 100 000 000 1U/ml

Reaktivni na RNA HCV

> 100 000 000 > 8,00 Koncentrace RNA HCV je nad ULoQ Reaktivni na RNA HCV

PFi generovani vysledku doSlo k chybé&. Vzorky je nutné

testovat znovu Neplatné

Neplatné® Neplatné®

®Diagnosticka interpretace mlize byt provedena ze vzork(l séra nebo plazmy, které nebyly ziedény.
®Hodnota je zkracena na dvé desetinna mista.

C z - .

Neplatné vysledky jsou zobrazeny modrou barvou.

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

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

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

Soucast Rozmezi vytéznosti u validovanych sérii méreni
Negativni kontrola -
Nizka pozitivni kontrola 1 0,5 logye IU/mL
Vysoka pozitivni kontrola + 0,5 logye IU/mL
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Omezeni

A. Test mohou pouzivat pouze osoby vyskolené v provedeni pfislusnych postupt. Nedodrzeni
pokynU uvedenych v této pfibalové informaci povede k chybnym vysledkim.

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

C. Ackoli je to vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech virového genomu
pokryté primery nebo sondami v testu Aptima HCV Quant Dx Assay mohou vést k selhani
detekce viru.
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Analyticka funkéni zpasobilost

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

Limit detekce (LoD) tohoto testu je definovan jako koncentrace RNA HCV, ktera je detekovana
s 95% nebo vysSi pravdépodobnosti podle normy CLSI EP17-A2."

LoD byl stanoven testovacimi panely 2. mezinarodniho standardu WHO pro RNA viru hepatitidy C
(NIBSC 96/798, genotyp 1) zfedénou v HCV negativni lidské plazmé s EDTA a séru. Minimalné
36 replikatt kazdého zfedéni bylo testovano s kazdou ze tfi Sarzi reagencii, tedy minimalné
108 replikatd na jedno fedéni. Byla provedena probit analyza za ucelem generovani
predpokladanych limitG detekce. Hodnoty LoD jsou vysledky ze Sarze reagencii s nejvyS$Sim
pfedpokladanym limitem detekce. 95% LoD testu Aptima HCV Quant Dx Assay s pouzitim
2. mezinarodniho standardu WHO je 4,3 IU/ml v pfipadé plazmy a 3,9 IU/ml v pfipadé séra.

Limit detekce napri€¢ jednotlivymi genotypy HCV

Hodnota LoD byla stanovena testovanim HCV pozitivnich klinickych vzorkd genotypu 1, 2, 3,
4, 5 a6 zfedénych v HCV negativni lidské plazmé a séru. Koncentrace byly stanoveny
schvalenym testem. Minimalné 20 replikatll kazdého ¢lanku panelu bylo testovano s kazdou
ze tfi Sarzi reagencii, tedy minimalné 60 replikatl na jeden ¢lanek panelu. K vygenerovani
95% predpokladanych limitd detekce byla provedena probit analyza. Tabulka 3 uvadi hodnoty
LoD, které jsou vysledky ze Sarze reagencii s nejvy$Sim pfedpokladanym limitem detekce.

Tabulka 3: Limit detekce napfic¢ jednotlivymi HCV genotypy s pouzitim klinickych vzorku

Koncentrace (IU/ml)

Genotyp Predvidany limit detekce Plazma Sérum
y 95% 4,0 .
2 95% 2,8 4.0
3 95% 4.3 S
2 95% 4.8 23
c 95% 2,1 3.3
5 95% 41 3.9
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Linearni rozsah

Linearni rozsah byl stanoven testovanim panelt s HCV 1a Armored RNA (aRNA) ziedénych
v HCV negativni lidské plazmé a séru podle CLSI EP06-A." Koncentrace panell se pohybovala
v rozmezi od 1,0 logqqg IU/ml do 8,2 logqq IU/mI. Test Aptima HCV Quant Dx Assay prokazal
linearitu v celém testovaném rozsahu s hornim limitem kvantifikace (ULoQ) 8,0 log4g IU/ml,

jak znazorfiuje Obrazek 6.
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8.00
7.00
6.00
5.00
4.00

3.00

Test Aptima HCV Quant Dx (log,, IU/ml)

& Plazma — mimo rozmezi
2.00 A Sérum — mimo rozmezi

. Plazma - v rozmezi

. Sérum - v rozmezi

Pfimka (plazma) R2 = 0,9984
-------- Pfimka (sérum) R2 = 0,9985

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

Cilové koncentrace (log, , 1U/ml)

Obrazek 6. Linearita v plazmé a séru
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vrw

Linearita napfi¢ genotypy HCV

Linearita a linearni rozsah genotypt HCV 1 (1a u plazmy a 1b u séra) az 6 byla stanovena
testovanim jednotlivych fedénych klinickych pozitivnich vzorkd — jednim na kazdy

genotyp HCV k ur€eni dolniho rozsahu testu v kombinaci s aRNA (HCV 1a) k uréeni horniho
rozsahu testu (vice nez 100 000 IU/ml). U vSech genotypll byly testovany vzorky fedéné

v negativni lidské plazmeé i séru. Linearita byla prokazana u vSech Sesti genotypl v celém
zkuSebnim rozmezi, jak znazorfiuje Obrazek 7 v pfipadé plazmy a Obrazek 8 v pfipadé séra.
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Obrazek 7. Linedrni rozsah a linearita (plazma)
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Dolni limit kvantifikace s pouzitim 2. mezinarodniho standardu WHO

sv v

spolehlivé kvantifikovana s celkovou chybou dle normy CLSI EP17-A2." Celkova chyba byla
odhadnuta dvéma zpUsoby: Celkova analyticka chyba (TAE) = |odchylka| + 2SD a celkova
chyba (TE) = SQRT (2) x 2SD. Aby byla zajisténa spravnost a pfesnost méfeni, byla celkova
chyba testu Aptima HCV Quant Dx Assay nastavena na 1 log4q lU/ml (tj. na LLoQ je rozdil
mezi dvéma méfenimi vétsi nez 1 log4q IU/ml statisticky vyznamny).

LLoQ byl stanoven testovacimi panely dle 2. mezinarodniho standardu WHO pro RNA viru
hepatitidy C (NIBSC 96/798, genotyp 1) zfedénou v HCV negativni lidské plazmé a séru.
Sestatficet (36) replikati kazdého zfedéni bylo testovano s kazdou ze ffi $arzi reagencii, tedy
minimalné 108 replikatl na kazdé zfedéni. Vysledky ze Sarze reagencii s nejvyssi koncentraci
rovnou nebo vétsi neZz LoD a splnujici pozadavky na TE a TAE uvadi Tabulka 4 pro plazmu

a Tabulka 5 pro sérum. LLoQ pro 2. mezinarodni standard WHO je 7 1U/ml (0,82 log4q IU/ml) pro
plazmu a 9 IU/ml (0,93 log4g IU/ml) pro sérum, jak shrnuje Tabulka 6. LLoQ byl stanoven

u v8ech genotypu (viz ¢ast Stanoveni dolniho limitu kvantifikace (LLoQ) napfi¢ genotypy HCV).
Tato data genotypu stanovuji celkovy LLoQ pro test jako 10 IU/ml.

Tabulka 4: LLoQ s pouzitim 2. mezinarodniho standardu WHO pro HCV ziedéné v plazmé

. Aptima HCV Aptima HCV Vypocitana  Vypodéitana
Sarie_ Quant Dx Quant Dx sSD Vychyleni TE TAE
reagencie (1U/miI) (logqg IU/mI) (logqg IU/mI) (logqg IU/ml) (logqe IU/mI) (logqq IU/mI)
3 0,53 0,30 0,05 0,85 0,65
1 5 0,73 0,31 -0,04 0,88 0,67
12 1,08 0,23 0,18 0,65 0,64
2 0,37 0,32 -0,11 0,92 0,75
2 7 0,82 0,27 0,04 0,78 0,59
9 0,96 0,26 0,06 0,74 0,58
3 0,46 0,25 -0,01 0,71 0,52
3 6 0,76 0,34 -0,02 0,95 0,69
8 0,89 0,26 -0,01 0,73 0,53

SD = smérodatna odchylka

Tabulka 5: LLoQ s pouzitim 2. mezinarodniho standardu WHO pro HCV ziedény v séru

. AptimaHCV Aptima HCV Vypocitana Vypocitana
Sarze Quant Dx Quant Dx sD Vychyleni TE TAE
reagencie T uml)  (loggo UM (logqo IU/mI) (logqo IU/MI) (logso IU/MI) (logyo IU/mI)
4 0,65 0,33 0,17 0,94 0,84
1 8 0,93 0,32 0,15 0,90 0,79
12 1,08 0,28 0,18 0,80 0,74
3 0,52 0,36 0,04 1,02 0,76
2 8 0,89 0,32 0,11 0,90 0,75
10 1,01 0,21 0,11 0,60 0,53
3 0,47 0,39 -0,01 1,11 0,79
3 5 0,71 0,30 -0,06 0,86 0,67
9 0,95 0,29 0,05 0,83 0,63

SD = smérodatna odchylka
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Tabulka 6: Souhrn LLoQ s pouZzitim 2. mezinarodniho standardu WHO pro HCV

. LLoQ v plazmé LLoQ v séru
Sarze reagencie
1 5 0,73 8 0,93
2 7 0,82 8 0,89
3 6 0,76 5 0,71

Stanoveni dolniho limitu kvantifikace (LLoQ) napFi¢ genotypy HCV

LLoQ byl stanoven testovanim zfedénych HCV pozitivnich klinickych vzork( pro genotypy 1,
2, 3,4,5 a6 vHCV negativni lidské plazmé a séru. Koncentrace v klinickych vzorcich byla
stanovena srovnavacim testem. Sestatficet (36) replikat(i kazdého &lanku panelu bylo
testovano s kazdou ze tfi Sarzi reagencii, tedy minimalné 108 replikatu na jeden ¢lanek
panelu. Vysledky ze SarZze reagencii s nejvyssi koncentraci rovnhou nebo vétsi nez LoD

a splfiujici pozadavky na TE a TAE vypocitanymi podle pokynt CLSI EP 17-A2* uvadi
Tabulka 7 pro plazmu a Tabulka 8 pro sérum. Tabulka 7 a Tabulka 8 niZze u kazdého genotypu
uvadéji pouze jeden vysledek vyssi a nizSi nez LLoQ, jelikoz tyto vysledky nejlépe odpovidaji
oCekavanému LLoQ. LLoQ genotypl 1 az 6 v plazmé a séru shrnuje Tabulka 9. Genotyp 6
mé&l nejvyssi LLoQ v séru s hodnotou 10 IU/ml. Tim byl stanoven celkovy LLoQ pro test na
hodnotu 10 [U/ml.

Tabulka 7: Stanoveni LLoQ jednotlivych genotypt v plazmé

Aptima HCV Aptima HCV
Genotyp Quant Dx* Quant Dx° SD Vychyleni Vypoéitana TE Vypoéitana TAE
(IU/ml) (logqg 1U/mI) (logqg IU/ml) (logqg IU/ml) (logqq IU/mI) (logqg IU/mlI)

4 0,65 0,38 0,17 1,08 0,94
1 8 0,88 0,35 0,11 1,00 0,82
10 0,99 0,24 0,09 0,68 0,56
4 0,63 0,40 0,16 1,13 0,95
2 6 0,76 0,29 0,15 0,81 0,73
13 1,12 0,30 0,34 0,86 0,94
3 0,52 0,30 -0,26 0,85 0,86
3 6 0,80 0,21 -0,20 0,59 0,62
8 0,89 0,26 -0,19 0,74 0,71
4 0,61 0,39 -0,29 1,11 1,07
4 7 0,82 0,31 -0,18 0,87 0,80
10 1,01 0,29 -0,07 0,83 0,65
4 0,57 0,37 0,10 1,06 0,85
5 7 0,87 0,31 0,09 0,89 0,72
14 1,15 0,16 0,15 0,44 0,46
5 0,66 0,36 0,36 1,02 1,08
6 6 0,79 0,28 0,31 0,80 0,87
14 1,14 0,26 0,36 0,74 0,89

SD = smérodatna odchylka
#Méreny byly i dali koncentrace, data vak v tabulce nejsou uvedena.
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Tabulka 8: Stanoveni LLoQ napfri¢ genotypy v séru

AptimaHCV Aptima HCV

Genotyp Quant Dx*  Quant Dx®
(IUMmI)  (logyg IU/mI)

SD Vychyleni Vypocitana TE Vypocitana TAE
(logqg IU/mI) (logqq IU/ml) (logqq IU/mI) (logqg IU/mlI)

6 0,75 0,36 -0,03 1,02 0,75
1 8 0,88 0,32 -0,02 0,89 0,65
1 1,04 0,29 0,04 0,81 0,61
3 0,48 0,35 0,00 0,99 0,70
2 6 0,80 0,31 0,02 0,86 0,63
1 1,04 0,25 0,04 0,72 0,54
3 0,45 0,25 -0,33 0,72 0,84
3 5 0,67 0,22 -0,33 0,63 0,78
8 0,92 0,19 -0,16 0,54 0,54
2 0,19 0,27 0,19 0,77 0,73
4 4 0,65 0,32 0,35 0,91 0,99
4 0,65 0,34 0,17 0,96 0,85
3 0,48 0,37 0,02 1,04 0,76
5 5 0,72 0,29 -0,04 0,81 0,61
1 1,04 0,27 0,10 0,77 0,65
4 0,58 0,37 0,11 1,04 0,84
6 10 0,99 0,22 0,21 0,61 0,64
18 1,25 0,22 0,25 0,63 0,70

SD = smerodatna odchylka
dMateny byly i dalsi koncentrace, data véak v tabulce nejsou uvedena.

Tabulka 9: Souhrn LLoQ napri¢ genotypy v plazmé a séru

LLoQ v plazmé LLoQ v séru
HCV genotyp
1U/ml log4g IU/ml 1U/mi logqg IU/mI
1 8 0,88 8 0,88
2 6 0,76 6 0,80
3 6 0,80 5 0,67
4 7 0,82 4 0,65
5 7 0,87 5 0,72
6 6 0,79 10 0,99
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Navaznost na standard WHO

PFi vyvoji a vyrobé tohoto produktu byla pouzita série sekundarnich standardid se znamymi
koncentracemi, které zajisStuji navaznost na standard WHO. Testované koncentrace standardu
WHO pro HCV se pohybovaly v rozmezi od 4,00 do 2,30 log4 IU/ml. Koncentrace sekundarnich
standard( se pohybovaly v rozmezi od 1,50 do 8,46 log4q IlU/ml. Pomoci sekundarnich standardu
a standardu WHO byly testovany také kontroly a kalibratory testu Aptima HCV Quant Dx Assay.
VSechny panely vzork(l vykazovaly podobné vysledky a byly linearné rozlozené po celém
linearnim rozsahu testu, jak znazorniuje Obrazek 9.

Ndvaznost na etalony WHO
10.00

9.00
R2=1.000 @
8.00 d

7.00

6.00

5.00 .

4.00 zL

'ﬂ ® Kontrola

3.00
Kalibrator

AN Sekundarni standard
A WHO

Pozorovanastfedni hodnotav log,, IU/ml

2.00 o

. Sekundarni standard — mimo rozmezi
1.00

--------- Pfimka (sekundarni standard)

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

Cilova primérna koncentrace v log, , 1U/ml

Obrazek 9. Navaznost koncentraci zaznamenanych testem Aptima HCV Quant Dx Assay na cilové
koncentrace druhého standardu WHO pro HCV
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Preciznost

Na zkous$ku preciznosti testu Aptima HCV Quant Dx byl pouzit panel vzork( vytvofenych
rozfedénim HCV-pozitivni klinické plazmy a aRNA HCV 1a do HCV-negativni klinické plazmy
(dvojice vzorkl ze souboru s nejvyssi koncentraci byla aRNA). Rozmezi testu (od 1,86 log,, [U/ml
do 7,68 logyo IU/ml) pokryvalo sedm pozitivnich vzorkd z panelu. Tyto vzorky byly jednim
laborantem testovany v sériich po tfech replikatech, a to s pouZitim jedné pilotni arZe reagencii
v jednom systému Panther v pribéhu 21 dni, kdy kazdy den probéhly dvé série méreni.

Tabulka 10 ukazuje preciznost vysledku testu (v logq lU/ml) mezi sériemi méfeni, v ramci
série méreni a celkové. Celkova variabilita u vSech vzork(l z panelu byla < 0,14, pfedevsim
kvali variabilité v rdmci série méfeni (tj. nahodné chybg).

Tabulka 10: Preciznost testu Aptima HCV Quant Dx Assay

N Stfedni koncentrace Stfednikoncentrace  Mezidny  Mezi sériemi V ramci série Celkem

(1U/ml) (logqg IU/mI) sSD SD SD sD
126 72 1,86 0,02 0,06 0,12 0,14
126 182 2,26 0,00 0,07 0,07 0,10
126 617 2,79 0,00 0,06 0,08 0,10
126 1950 3,29 0,00 0,07 0,05 0,08
126 8128 3,91 0,00 0,06 0,07 0,10
126 616 595 5,79 0,03 0,04 0,06 0,08
125% 47 863 009 7,68 0,05 0,05 0,06 0,09

SD = smérodatna odchylka

®Podet platnych vysledkd v linearnim rozsahu testu.

Poznamka: Variabilita nékterych faktord mize byt Ciselné negativni, coz muze nastat, pokud je variabilita zplsobena témito faktory
velmi mala. Kdyz k tomu dojde, hodnota SD je uvedena jako 0,00.

Potencialné interferujici latky

Byla vyhodnocena citlivost testu Aptima HCV Quant Dx Assay na interferenci se zvySenymi
hladinami endogennich latek nebo Iéky bézné pfedepisovanymi jedincim infikovanym HCV.
Testovany byly vzorky HCV-negativni plazmy a vzorky obohacené o HCV na koncentraci
RNA HCV pfiblizné 15 IU/ml (1,2 log4g IU/ml) nebo 1 995 IU/ml (3,3 logo IU/ml).

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

Testem Aptima HCV Quant Dx Assay byly méfeny klinické vzorky plazmy od pacientl se
zvySenymi hladinami uvedenych latek nebo od pacientll s uvedenymi nemocemi (od kazdé
latky deset vzork(). Tabulka 11 uvadi seznam latek a nemoci. B&€hem provadéni testu nebyla
pozorovana Zzadna interference.
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Tabulka 11: Typy testovanych klinickych vzorkd

Typy klinickych vzorku

1 Revmatoidni faktor (RF)

2 Antinuklearni protilatky (ANA)

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

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

6 Roztrousena skler6za (MS)

7 Hyperglobulinémie

8 ZvySena alaninaminotransferaza (ALT)
9 Zvy$ena aspartataminotransferaza (AST)
10 Alkoholicka cirh6za (AC)

1 Mnohocetny myelom (MM)

12 Lipémie (zvy$ena hladina lipid()

13 Ikterus (zvy$eny bilirubin)

14 Hemolyza (zvySeny hemoglobin)

15 ZvySeny protein albumin

16 Protilatky proti HBV

17 Protilatky proti HIV-1

18 Protilatky proti HIV-2

V pfitomnosti exogennich latek, které uvadi Tabulka 12, nebyla pfi koncentracich alespon
trojnasobku C, 5« (lidska plazma) béhem provadéni testu pozorovana zadna interference.

Tabulka 12: Exogenni latky

Skupina
exogennich latek

Testované exogenni latky

Telaprevir, klaritromycin, interferon alfa-2a, dolutegravir, azithromycin

Simeprevir, sofosbuvir

Efavirenz, boceprevir, pegylovany interferon alfa-2b, emtricitabin, raltegravir, amoxicilin

Abacavir sulfat, ribavirin, dasabuvir, rilpivirin, rifampin/rifampicin

Lopinavir, tenofovir, lamivudin, valganciklovir

Ol | A WIN|=-

Heparin, EDTA, citrat sodny
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Analyticka funkce u vzorkd negativnich na HCV

Specificita byla stanovena pomoci 198 Cerstvych a 538 zmrazenych HCV negativnich
klinickych vzorku. Schvalenymi testy bylo jako HCV-negativni ovéfeno celkem 370 vzorku
plazmy a 366 vzorku séra. Specificita byla vypoctena jako procento HCV negativnich vzorkl
s vysledky ,Nedetekovano®“. RNA HCV nebyla detekovana ve vSech 736 vzorcich. Specificita
byla 100% (736/736, 95% CI: 99,6—-100 %).

Tabulka 13: Analyticka funkce u klinickych vzork( plazmy a séra negativnich na HCV

Cerstva Zmrazena Plazma Cerstvé Zmrazené Sérum Kombinova
plazma plazma celkem sérum sérum celkem né
Platnych replikatd (n) 100 270 370 98 268 366 736
Nedetekovano 100 270 370 98 268 366 736
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Specificita (95% Cl)

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

CI = interval spolehlivosti
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Analyticka specificita

Potencialni zkfizena reaktivita na patogeny (Tabulka 14) byla vyhodnocena v HCV-negativni
lidské plazmé v pfitomnosti nebo nepfitomnosti pfiblizné 15 IU/ml (1,2 log4q 1U/ml) nebo

1 995 IU/ml (3,3 log,o IU/ml) HCV. Nebyla pozorovana zadna zkfizena reaktivita. V pfitomnosti
patogend nebyla pozorovana zadna interference.

Tabulka 14: Patogeny testované na analytickou specificitu

Patogen Koncentrace Patogen Koncentrace

Virus hepatitidy A 100 000 kopie/ml ;;%’;Z‘r’i:‘;ter um 1000000  CFU/mI
Virus hepatitidy B (HBV) 100 000 IU/ml? Streptococcus pneumoniae 1 000 000 CFU/mI
Virus hepatitidy G 1470 genom/ml Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/ml
HIV-1 100 000 kopie/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/ml Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/ml
Lidsky herpes virus 6B 100 000 kopie/ml Chlamydia trachomatis 1000 000 IFU/mI®
Lidsky herpes virus 8 2 667 TCID50 U/mI° Trichomonas vaginalis 1 000 000 bunék/ml
Lids.ky T-lymfotropni 100 000 vp/mld

virus typu 1 (HTLV-1) 2lU/ml = mezinarodni jednotky na ml
Lidsl.q'/ T-lymfotropni 100 000 vp/ml *PFU/mI = plakotvorné jednotky na ml

virus typu 2 (HTLV-2) “TCID50 U/ml = infekéni davkové jednotky tkariové kultury na mi
Parvovirus B19 100 000 U/ml %p/ml = virové gastice na ml
Virus zapadonilské horecky 100 000 PFU/mI feLDSO/mI = smrtelna davka na ml
Virus hore¢ky dengue 2 100 000 PFU/mI
Virus hore¢ky dengue 3 100 000 PFU/mI
Virus hore¢ky dengue 4 100 000 PFU/mI
Cytomegalovirus 100 000 PFU/mI
Epstein-Barr virus 100 000 kopie/ml
Virus zardének 100 000 PFU/mI
Lidsky papillomavirus 100 000 bunék/ml
Adenovirus typu 5 100 000 TCID50 U/ml
Virus influenzy A 100 000 TCID50 U/ml
Virus japonské encefalitidy NA NA
Virus encefalitidy St. Louis NA NA
Virus encefalitidy Murray Valley 2643 LD50/ml°®
Virus Zluté zimnice 100 000 bunék/ml
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Klinické vzorky obsahuijici jiné viry nez HCV

Patogeny, které uvadi Tabulka 15 byly stanoveny pfi ziskani jednotlivych pfirozené infikovanych
klinickych vzorkd. Byly testovany v pfitomnosti nebo nepfitomnosti pfiblizné 15 [U/ml

(1,2 logqg 1U/ml) nebo 1 995 IU/ml (3,3 log4o IU/ml) viru HCV. Nebyla pozorovana zadna
zkfizena reaktivita. Nebyla pozorovana zadna interference.

Tabulka 15: Klinické vzorky testované na analytickou specificitu

Mikroorganismus Matrice N (darci)
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
Virus zapadonilské horecky Plazma 10

Rovnocennost matric

Rovnocennost matric byla zkousena otestovanim sto sedmdesati Sesti soubort vzorki

v odpovidajicich zkumavkach na odbér krve (sérova zkumavka, SST, PPT, ACD, K2 EDTA
nebo K3 EDTA). Z téchto soubort vzorkd bylo 68 pfirozené infikovanych HCV a 108 bylo
HCV-negativnich. Sestadvacet z 68 pozitivnich vzork(i bylo dale nafedéno 13 negativnimi
vzorky v odpovidajicich zkumavkach na odbér krve v pomérech 1:10, 1:100 a1 :1 000
nebo 1:100, 1:10000 a 1: 100 000 s koncentracemi v celém dynamickém rozsahu testu
(146 pozitivnich replikatll na odbérnou zkumavku). Korelace byla zméfena s pouzitim
zkumavky na odbér séra jako komparatorem.

Tabulka 16: Studie rovnocennosti matric

Zkumavka na Demingova regrese 95% Cl smérnice 95% Cl posunu 5 Stredni rozdil
odbér krve Dolni limit Horni limit  Dolni limit Horni limit (logqo)
SST y = 1,00x - 0,01 0,99 1,01 -0,05 0,07 0,998 0,00
K2 EDTA y=1,01x - 0,03 0,99 1,02 -0,12 -0,07 0,995 0,00
K3 EDTA y = 1,00x - 0,01 0,08 1,01 -0,10 0,07 0,996 -0,02
ACD y = 1,00x - 0,14 0,99 1,01 -0,20 -0,08 0,097 -0,13
PPT y = 1,00x - 0,01 0,08 1,01 -0,10 0,08 0,996 -0,01
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Redéni vzork( roztokem k fedéni vzorki Aptima (1 : 3)

K uréeni pfesnosti detekce RNA HCV ve vzorcich plazmy €i séra fedénych roztokem k fedéni
vzorkd Aptima byly timto fedicim roztokem v poméru 1 : 3 nafedény vzorky s koncentraci od
1,67 log4 lU/ml do 6,34 log4, IU/ml (slouéenim 240 pl vzorku a 480 pl roztoku k fedéni vzorka
Aptima). Kazdy vzorek byl tfikrat testovan gisty a zfedény (1 : 3). K testovani se pouzila
jedna SarZe testovacich reagencii v jednom systému Panther se dvéma Sarzemi roztoku

k fedéni vzork(l Aptima. U kazdého souboru vzorkl byl vypogcitan rozdil mezi plvodnimi

a nafedénymi vzorky, jak uvadi Tabulka 17 pro plazmu a Tabulka 18 pro sérum.

Tabulka 17: Souhrn srovnani matric vzorkd plazmy s fedénim v poméru 1 : 3 v log,, IU/ml

Plazmova matrice Redici roztok Rozdi
Primérna namérena koncentrace Pramérna naméfena koncentrace P ?sz . 5
(logqo IU/ml) n = 3 (log4o IU/ml) n = 6 redénych a nefedénych vzorku

(logqg IU/mI)

1,74° 157° -0,18

4,56 4,36 -0,20

5,62 5,46 -0,17

3,69 3,56 -0,13

2,65 2,60 -0,05

4,18 4,09 -0,09

3,25 3,28 0,03

4,12 4,06 -0,07

3,54 3,48 -0,06

6,20 5,91 -0,30

®Vysledek ze dvou replikatt. U jednoho méFeni doslo k detekci, nikoli viak ke kvantifikaci.
bVysledky ze Ctyf replikatd. U dvou méfeni dosSlo k detekci, nikoli vSak ke kvantifikaci.

Tabulka 18: Souhrn srovnani matric vzork( séra s fedénim v poméru 1 : 3 v log,, IU/ml

Sérova matrice Redici roztok Rozdil
Pramérna namérena koncentrace Primérna namérena koncentrace fedénych a nefedénych vzorku
(logqg IU/ml)n=3 (logqg lU/ml) n=6 (logqp IU/mI)

1,50° 1,80 0,30
5,32 5,14 -0,18
3,65 3,59 -0,06
4,91 4,71 -0,20
3,66 3,72 0,06
3,81 3,74 -0,07
2,42 2,60 0,18
2,65 2,88 0,23
4,90 4,70 -0,21
6,17 6,00 -0,17

#Vysledek ze dvou replikat. U jednoho méfeni doslo k detekci, nikoli véak ke kvantifikaci.
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Redéni vzorkl roztokem k fedéni vzorka Aptima (1 : 100)

K uréeni pfesnosti detekce RNA HCV ve vzorcich plazmy €i séra fedénych roztokem k fedéni
vzorkd Aptima bylo v sériich se tfemi replikaty otestovano pét pfirozené infikovanych vzorkd
plazmy, pét pfirozené infikovanych vzork( séra a po deseti vzorcich HCV-negativni plazmy
a séra obohacenych aRNA HCV na 8,30 log,o IU/ml (aby byl pfekrocen ULoQ 8 log,, IU/ml).
Rediciho poméru 1: 100 bylo dosazeno smisenim jednoho dilu vzorku a 99 dild roztoku

k fedéni vzorkd Aptima kratce pred testovanim. K testovani se pouzila jedna Sarze testovacich
reagencii v jednom systému Panther se dvéma Sarzemi roztoku k fedéni vzork( Aptima.

U kazdého souboru vzork( byl vypocitan rozdil mezi plvodnimi a nafedénymi vzorky, jak
uvadi Tabulka 19 pro plazmu a Tabulka 20 pro sérum.

Tabulka 19: Souhrn srovnéni matric vzork( plazmy s fedénim v poméru 1 : 100 v log 4o IU/ml

; Plazmova matrice Redici roztok
Matrice Redéni Primérna naméfena koncentrace Primérna namérena koncentrace Rozdil
(logqg lU/ml)n=3 (logqg lU/ml) n=6
8,03° 7,95 -0,08
8,07° 7,93 -0,15
8,14° 7,97 -0,17
8,16° 7,94 -0,22
8,09° 7,96 -0,13
8,38°% 7,97 -0,42
7,987 7,89 -0,09
Plazma 1:100 8,08" 7,89 -0,19
8,14° 7,92 -0,22
8,08° 7,97 -0,11
6,41 6,22 -0,19
6,73 6,58 -0,15
6,88 6,75 -0,14
6,54 6,51 -0,03
6,55 6,29 -0,27

#Obohaceny vzorek
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Tabulka 20: Souhrn srovnani matric vzorkt( séra s fedénim v poméru 1 : 100 v log,o IU/ml

} Sérova matrice Redici roztok
Matrice Redéni Primérna namérena koncentrace Primérna namérena koncentrace Rozdil
(logqg lU/ml)n=3 (logqg lU/mI) n=6
8,04° 7,94 -0,09
8,07° 7,91 -0,16
7,99° 7,91 -0,08
8,03° 7,92 -0,11
7,99° 7,89 -0,09
8,05° 7,85 -0,20
8,16° 7,93 -0,23
Sérum 1:100 8,16° 7,90 -0,26
8,06° 7,89 -0,17
8,26° 7,92 -0,34
7,34 7,09 -0,25
7,07 6,83 -0,24
7,18 6,80 -0,38
7,35 7,12 -0,23
7,07 6,68 -0,39

aObohaceny vzorek
bVysledek dvou ze tfi testovanych replikat. Jeden odlehly replikat byl odstranén.

Ovéreni LLoQ u klinickych vzorku fedénych roztokem k fedéni vzork

LLoQ testu Aptima HCV Quant Dx Assay byl ovéfen na klinickych vzorcich HCV genotypu 1
fedénych roztokem k fedéni vzorkd Aptima. Tyto vzorky byly pfipraveny z HCV-negativni
lidské plazmy a séra v koncentracich 21, 30 a 45 IU/ml. Kazdy panel vzork( byl kratce pred
testovanim naredén roztokem k fedéni vzork( Aptima v poméru 1 : 3 na kone¢nou koncentraci
priblizné 7, 10 a 15 IU/ml. V prabéhu tfi dnu bylo jednou Sarzi reagencii otestovano celkem
Sestatficet (36) replikatd kazdého vzorku z panelu. Timto testovanim byl LLoQ HCV ve vzorcich
plazmy nebo séra fedénych roztokem k fedéni vzorkd Aptima potvrzen jako < 10 IU/ml.
Tabulka 21 uvadi jednotlivé vysledky.

Tabulka 21: Ovéreni LLoQ — klinické vzorky v roztoku k Fedéni vzork( Aptima

Cilova Cilova by AptimaHCV Aptima HCV sD Vvchyleni Vypocitana Vypocitana
Matrice koncentrace koncentrace Detek';ava'n Quant Dx  Quant Dx (logy, 1U/mI) (Io)g’ )I,UImI) TAE
(1U/ml) (log4q 1U/mI) (IU/ml)  (logyq IU/mI) 10 10 (logqg IU/mI) (logqq IU/mI)

Plazma 7 0,85 100% 9 0,94 0,25 0,10 0,71 0,60

Sérum 7 0,85 100% 9 0,96 0,21 0,12 0,60 0,54

Test Aptima HCV Quant Dx Assay 38 AW-28216-2601 Rev. 001



Aptima® Analyticka funkéni zplUsobilost

Preciznost u fedénych vzorki

Na zkou$ku preciznosti testu Aptima HCV Quant Dx Assay byl pouzit panel vzork( vytvofenych
rozfedénim HCV-pozitivni klinické plazmy a aRNA HCV do HCV-negativni klinické plazmy.
Tyto vzorky byly dale nafedény roztokem k fedéni vzorkd Aptima. Pozitivni panely vzorku
byly rozfedény roztokem k Ffedéni vzork( Aptima. Testovani proved! jeden laborant v sériich
se tfemi replikaty pomoci jedné pilotni Sarze reagencii v jednom systému Panther, a to v ramci
dvou sérii méfeni denné po dobu 21 dnu.

Tabulka 22 ukazuje preciznost vysledku testu (v logq IU/ml) mezi sériemi méfeni, v ramci
série méreni, mezi dny a celkové. Celkova variabilita u vSech vzork(l z panelu byla < 0,15,
pfedevSim kvili variabilité v ramci série méfeni (tj. nahodné chybg).

Tabulka 22: Ovéreni preciznosti u panelil vzorkt fedénych v roztoku k fedéni vzorkt Aptima

S Stredni koncentrace Standardni odchylka
Redeni N (logq 1U/m)
910 Mezi dny Mezi sériemi  V ramci série  Celkem
1:3 126 2,24 0,00 0,05 0,13 0,14
1:100 126 3,86 0,06 0,05 0,12 0,15
1:100 126 7,31 0,03 0,10 0,05 0,12

#Poget platnych vysledkd v linearnim rozsahu testu.
Poznamka: Variabilita nékterych faktorii muze byt ¢iselné negativni, coz miize nastat, pokud je variabilita zptisobena témito faktory
velmi mala. Kdyz k tomu dojde, hodnota SD a CV je uvedena jako O.

Prenos

Aby se prokazalo, ze systém Panther minimalizuje riziko faleSné pozitivnich vysledku
vyplyvajicich z kfizové kontaminace, byla provedena studie s pouzitim obohacenych panelt
vzork(l na tfech systémech Panther. Kfizova kontaminace byla hodnocena pomoci vzorku
plazmy obohacenych o vysokou koncentraci aRNA (7 log,, IU/ml) rozptylenych mezi HCV-
negativnimi vzorky v Sachovnicovém vzoru. Testovani probé&hlo v patnacti sériich méfeni.
Celkova mira kfizové kontaminace byla 0,14 % (1/704).
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Panel sérokonverze

Bylo testovano jedenact sad sérokonverznich paneld HCV, celkem 72 vzorku. Vysledky testu
Aptima HCV Quant Dx Assay byly porovnany s vysledky testu protilatek proti HCV. Pocet dni
do prvniho reaktivniho vysledku uvadi Tabulka 23. Test Aptima HCV Quant Dx Assay
detekoval pfitomnost HCV v priméru o 20 dni dfive nez testy na protilatky.

Tabulka 23: Souhrn tudaji panelu sérokonverze

Rozdil ve dnech do prvniho

Pocet dni do prvniho reaktivniho reaktivniho vysledku (na

Pocet reaktivnich ¢lend panelu

Podet vysledku zakladé data odbéru)
ID panelu testovanych . Dni pied Dnti pred
con panels ATV praity protialy  HOV. protiatly ot lem e tesem 2ne,

proti HCV proti HCV  Quant Dx proti HCV proti HCV HCV HCV
PHVO911 4 4 3 3 32 14 14 11 11
PHV913 4 4 0 2 0 9P 7 9 7
PH919 7 4 3 3 25 28 28 3 3
PH920 9 9 7 6 0° 13 16 13 16
PH921 11 11 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

Celkem 72 66 35 32 Pramér 19,36 20,73
Median 14 18

Test 1 na protilatky proti HCV byl proveden testem Abbott Prism HCV.

Test 2 na protilatky proti HCV byl proveden testem Ortho Enhanced SAVE s nasledujicimi vyjimkami:

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

®Prvni krvaceni nebylo testovano kvili nedostupnosti vzorku od dodavatele.

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

°Druhé krvaceni nebylo testovano kvuli nedostupnosti vzorku od dodavatele.

Studie reprodukovatelnosti

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

Reprodukovatelnost byla testovana pomoci vzork(l z panelu vyrobenych z HCV-negativni
plazmy. Pozitivni vzorky z panelu byly pozitivni na genotyp 1, genotyp 2, nebo genotyp 3.
Koncentrace RNA HCV pokryly celé linearni rozmezi testu.

Tabulka 24 uvadi reprodukovatelnost a preciznost vysledku testu u jednotlivych pozitivnich
vzork(l z panelu mezi pracovisti, mezi laboranty, mezi Sarzemi, mezi dny, mezi sériemi
méfeni, v ramci série méfeni a celkové, a dale podil replikatd s vysledky mimo vyhodnotitelné
rozmezi testu Aptima HCV Quant Dx Assay.

Variaéni koeficient byl vypocitan nasledujici rovnici, kde SD? predstavuje rozptyl souboru dat
po transformaci na logg.
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V, v % = 100 x (10%"® - 1)

V pfipadé HCV-negativniho vzorku z panelu bylo otestovano 108 replikatt a RNAHCV nebyla
stanovena v zadném z nich (negativni shoda = 100 %, 95% CI: 96,6 % az 100 %). U v8ech
HCV-pozitivnich vzorkl z panelu byla 100% shoda.

Tabulka 24: Reprodukovatelnost stanoveni koncentraci RNA HCV v pozitivnich vzorcich z panelu testem
Aptima HCV Quant Dx Assay v systému Panther

Pozorovany primér Mezi Mezi Mezi Mezi sériemi V ramci Celkem
pracovisti Sarzemi laboranty/dny? méreni sérii méfeni
GT Dole Vyse
Logro sD sD sD sD SsD ) LLoQ ULoQ
N U/mL 10/mL (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) n (%) n (%)
1 108 106 10 0,070 0,048 0,000 0,040 0,258 0,274 59 0
: : (16,22) (10,98) (0,00) (9,20) (64,93) (69,94) (54,6) (0,0)
107 195 13 0,034 0,035 0,009 0,064 0,169 0,187 9 0
' : (7.77) (7.97) (2,10) (14,91) (40,31) (45,12) 8.4) ©0,0)
108 436 16 0,000 0,070 0,000 0,061 0,155 0,180 0 0
: : (0,00) (16,11) (0,00) (14,13) (36,82) (43,39) (0,0) (0,0)
0,042 0,035 0,022 0,023 0,075 0,098 0 0
108 6027 28 (9,58) (8,02) (5.05) (5.30) (17.40) (22.81) 0.9 00
0,075 0,045 0,044 0,058 0,071 0,135 0 0
108 227108 43 (17.42) (10,49) (10,08) (13,46) (16,57) (31,74) (0,0) (0,0)
0,007 0,026 0,045 0,000 0,131 0,142 0 0
108 4195539,0 66 (1,65) (6,08) (10,43) (0,00) (30,97) (33,50) (0,0) (0,0)
0,010 0,000 0,022 0,035 0,105 0,113 0 1
108 585492712 78 (2,26) (0,00) (5,10) (8,08) (24,42) (26,43) (0,0) (0.9)
2 108 13 10 0,062 0,075 0,112 0,000 0,290 0,326 53 0
: : (14,29) (17,28) (26,28) (0,00) (75,02) (86,94) (49,1) (0,0)
108 139 . 0,000 0,125 0,128 0,068 0,211 0,285 46 0
: ' (0,00) (29,36) (30,18) (15,83) (51,69) (73,45) (42,6) (0,0)
108 626 . 0,000 0,044 0,101 0,069 0,124 0,180 0 0
: : (0,00) (10,18) (23,48) (16,00) (29,25) (43,24) ©0,0) (0,0)
0,022 0,062 0,004 0,045 0,081 0,113 0 0
108 3510 25 (5,18) (14,38) (1,01) (10,31) (18,70) (26,56) (0.0) (0.0)
0,000 0,051 0,048 0,011 0,092 0,116 0 0
108 14519.2 41 (0,00) (11,78) (11,01) (242) (21,50) (27.25) 0.0 ©.0)
0,000 0,017 0,041 0,015 0,104 0,114 0 0
108 58100123 68 (0,00) (4,00) (9,54) (3,53) (24,25) (26,73) (0,0) (0.0)
0,000 0,018 0,028 0,000 0,077 0,084 0 10
108 774991957 7.9 (0,00) (4,24) (6,56) (0,00) (7.77) (19,46) (0,0) (9.3)
Pozorovany pramér Mezi Mezi Mezi Mezi sériemi V ramci Celkem
pracovisti Sarzemi laboranty/dny? méfeni sérii méreni
GT Dole Vyse
Logro ) sD sD sD SD sD LLoQ uLoQ
N 1U/mL 1U/mL (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) n (%) n (%)
3 107 66 09 0,049 0,103 0,056 0,000 0,225 0,258 71 0
: ' (11,32) (24,05) (12,95) (0,00) (55,47) (65,16) (66,4) ©0,0)
108 143 » 0,157 0,000 0,090 0,000 0,178 0,254 36 0
: : (37,31) (0,00) (21,04) (0,00) (42,88) (63,90) (33,3) ©0,0)
107 9.9 17 0,119 0,065 0,047 0,034 0,109 0,183 0 0
: : (27,96) (15,08) (10,80) (7.81) (25,42) (44,15) (0,0) ©.0)
0,324 0,043 0,139 0,063 0,082 0,370 0 0
108 2183 22 (86,23) (10,01) (32,83) (14,64) (19,09) (103,21) (0,0) (0.0)
0,248 0,056 0,151 0,048 0,078 0,309 0 0
107 8541,1 39 (61,97) (12,90) (35,77) (10,99) (18,19) (81,20) (0,0) (0,0)
0,044 0,000 0,000 0,042 0,126 0,140 0 0
107 41287614 6.6 (10,17) (0,00) (0,00) (9.61) (29,65) (33,06) (0,0) (0,0)
0,012 0,000 0,000 0,059 0,092 0,110 0 3
108 63813728,0 7.8 (2,84) (0,00) (0,00) (13,76) (21,32) (25,71) (0,0) (2.8)

Vy v % = logaritmicko-normalni varia¢ni koeficient, GT = genotyp a SD = smérodatna odchylka (logg IU/ml).

Poznamka: Variabilita nékterych koeficientti mize dosahovat zapornych ciselnych hodnot. K tomu dochéazi v pfipadé, Ze je variabilita
u téchto faktort velmi nizka. V takovych pfipadech je hodnota SD a V, uvedena jako 0.

#0dchylku mezi laboranty je mozné nedopatienim zaménit s odchylkou mezi dny, tyto hodnoty jsme proto slougili do jedné.

Test Aptima HCV Quant Dx Assay 41 AW-28216-2601 Rev. 001



Aptima® Klinicka funkénost

Klinicka funkcnost

Korelace metod

Funkéni zpusobilost testu Aptima HCV Quant Dx Assay byla hodnocena pomoci
srovnavaciho testu s oznacenim CE testovanim nefedénych klinickych vzorkd od pacient(
infikovanych HCV na tfech systémech Panther pomoci &ty Sarzi reagencii. K linearni regresi
bylo pouzito celkem 1 058 vzorkl plazmy a séra (872 plazmy a 186 séra) napfi¢ vSemi HCV
genotypy v linearnim rozsahu spole¢ném pro oba testy, jak uvadi Obrazek 10.
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Obrazek 10. Korelace mezi testem Aptima HCV Quant Dx Assay a srovnadvacim testem
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Studie klinického vyuziti

Tato studie byla provedena k prokazani klinického vyuZiti, a to pfibliznym ur€enim funk&nich
charakteristik k dosazeni setrvalé virologické odpovédi (SVR) nebo nesetrvalé virologické
odpovédi (NSVR) ve stanovenych klinicky relevantnich intervalech béhem 8-, 12- nebo 24tydenni
antivirové lécby. Soucasti studie bylo také hodnoceni viivu dalSich proménnych (tj. véku, pohlavi,
etnické skupiny, vychozi koncentrace RNA HCV a pfitomnosti nebo nepfitomnosti cirhdzy) na
SVR.

Vzorky byly prospektivné odebirany subjektiim s chronickou infekci HCV genotypu 1, 2 nebo 3,
které zacaly 8-, 12- nebo 24tydenni IéCbu léCivymi pfipravky obsahujicimi sofosbuvir
(schvalenymi ufadem FDA), které byly pfedepisovany podle oficialnich pokynu k lé¢bé HCV
vydanych institucemi FDA, AASLD ¢i IDSA.** Pfifazeny rezim 1é¢by se liSil podle toho, zda
byl HCV u subjektu léCen poprvé a zda subjekt trpél kompenzovanou cirhézou.

Virova zatéz RNA HCV byla testem Aptima HCV Quant Dx Assay stanovena pied Ié¢bou, po
1 tydnu, po 2 tydnech, po 4 tydnech, po 8 tydnech, po 12 tydnech a po 24 tydnech. Hodnoty
na konci I1éCby a 4 a 12 tydnu po ukonc&eni l1éEby byly zméfeny testem Aptima HCV Quant Dx
Assay a dvoijici schvalenych kvantitativnich testt RNA HCV. SVR byla definovana jako
koncentrace RNAHCV < LLoQ ur€eny schvalenym kvantitativnim testem u vzorku odebraného
12 tydna po ukoncéeni lécby.

Z celkem 352 subjektt z 35 americkych klinickych pracovist mélo 274 subjekt prikazny stav
SVR, a tudiz byli vhodni k analyze. U 56 subjekti nebylo mozné stav SVR urcit, tyto osoby
proto do analyzy zahrnuty nebyly. U dalSich 22 subjektd stav SVR prukazny byl, kvuli chybéjicim
hodnotam pfed |écbou, nedosazeni LLoQ &i nedetekovatelnosti u vSech vzorkd odebranych
bé&hem IéCby nebo neurCeni genotypu schvalenym testem vSak nebyly hodnotitelné. V této
studii 90,5 % (248/274) subjektd dosahlo SVR a 9,5 % (26/274) dosahlo NSVR (Ciselné
hodnoty podle genotypu a pfifazeného zplsobu Ié€by uvadi Tabulka 31 az Tabulka 33). Dle
testu Aptima HCV Quant Dx Assay byla nejvy$8i virova zatéz pred |é€bou 7,58 logqq IU/ml.
V8echny hodnotitelné subjekty 1éEbu dokongily a u zadného nedoslo k selhani 1éCby (napf.
k absenci odpovédi). Celkem bylo vSem subjektliim v riznych intervalech odebrano 2 449 vzork(,
které byly testovany ve tfech americkych zkusebnich laboratofich.
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Tabulka 25 udava demografické a klinické udaje 274 hodnotitelnych subjekt.

Tabulka 25: Demografické a klinické udaje

Udaje
Celkem N 274
. Zena, n (%) 112 (40,9)
Pohlavi
Muz, n (%) 162 (59,1)
n 274
Pramér 55,1
Median 56,0
SD 10,40
Vék (roky) Minimum 23
Maximum 83
21-49, n (%) 61(22,3)
50-70, n (%) 203 (74,1)
>70,n (%) 10 (3,6)
n 274
Hispanskeé &i latinskoamerické, n (%) 65 (23,7)
Etnikum Jiné nez hispanskeé &i latinskoamerické, n (%) 202 (73,7)
Neznamé, n (%) 6(2,2)
Neuvedené, n (%) 1(0,4)
n 274
Bélosi, n (%) 223 (81,4)
Cernosi a Afroameri¢ané, n (%) 43 (15,7)
Asiaté, n (%) 1(0,4)
Rasa® Puavodni obyvatelé USA a Aljasky, n (%) 3(1,1)
Pavodni Havajci a Pacificti ostrované, n (%) 0(0,0)
Jina, n (%) 3(1,1)
Neznama, n (%) 1(0,4)
Neuvedena, n (%) 0(0,0)
n 274
Genotyp 1, n (%) 158 (57,7)
Genotyp
Genotyp 2, n (%) 66 (24,1)
Genotyp 3, n (%) 50 (18,2)
n 274
Ne, n (%) 232 (84,7)
Ano, n (%) 42 (15,3)
Relaps, n (%) 32(76,2)
Nedostate¢na odpovéd, n (%) 1(2,4)
ZkuSenost s 1é¢bou HCV Bez odpovédi, n (%) 2(4,8)
Caste¢na odpovéd, n (%) 3(7,1)
Infekce navzdory profylaxi, n (%) 1(2,4)
Zhorseni, n (%) 0(0,0)
Neznama odpovéd na lécbu, n (%) 3(7,1)
Neznama, n (%) 0(0,0)
n 274
PFitomnost cirhdzy S cirhézou, n (%) 98 (35,8)
Bez cirhézy, n (%) 176 (64,2)

#Subjekty mohly uvadét vice ras.
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Tabulka 26 uvadi konecné rozfazeni reziml lé€by u 274 hodnocenych subjektd.

Tabulka 26: Souhrn konec¢ného rozrazeni rezimi 1é¢by podle genotypu

Pfifazeny rezim lé€by

Genotyp HCV n (%)

1 2 3
Sofosbuvir, peginterferon a ribavirin po dobu 12 tydn( 25 (15,8) - 3(6,0)
Sofosbuvir a simeprevir nebo ribavirin po dobu 12 tydnt 63 (39,9) - -
Sofosbuvir a simeprevir nebo ribavirin po dobu 24 tydnt 4(2,5) - -
Sofosbuvir a ribavirin po dobu 12 tydn( - 66 (100) -
Sofosbuvir a ribavirin po dobu 24 tydn( 6 (3,8) - 47 (94,0)
Ledipasvir a sofosbuvir po dobu 8 tydn( 14 (8,9) - -
Ledipasvir a sofosbuvir po dobu 12 tydnud 39 (24,7) - -
Ledipasvir a sofosbuvir po dobu 24 tydnud 7(4,4) - -
Celkovy pocet zpusobilych subjektt 158 66 50
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Tabulka 27 uvadi vyhodnoceni zakladnich kovariat (véku, rasy, pohlavi, virové zatéze HCV
pfed lécbou [binarni proménnd] a pfitomnosti cirhézy) a SVR pomoci poméru Sanci (odds
ratio — OR) s jednorozmérnou logistickou regresni analyzou. Vysledky vSech 274 hodnotitelnych
subjektt byly zhodnoceny podle genotypu HCV. V pfipadé genotypll 1 a 2 byla u subjekt(

s cirhézou mensi Sance, ze dosahnou SVR (u genotypu 1: OR = 0,16 [95% Walduv CI: 0,04
az 0,63], P =0,009, u genotypu 2: OR =0,13 [95% Waldliv CI: 0,02 az 0,70], P =0,017).
Hodnoty 95% CI u ostatnich kovariat genotypu 1 a 2 a v3ech kovariat genotypu 3 zahrnovaly
hodnotu 1 a nebyly statisticky vyznamné.

Tabulka 27: Vyhodnoceni zakladnich prediktort SVR pfed lécbou

Podil Pomér Sanci
) 0,
GT Kategorie N Skupiny N(%)  dosazeni (Waldav 95% Cl) ~ — yoqnota p
SVR s pouzitim jednorozmérné
LR analyzy
> 40 let 146 (92,4) 91,8 0 [0—=) Nevypocitatelna
Vék 158
< 40 let 12 (7,6) 100
Muzi 92 (58,2) 90,2 0,44 (0,11-1,69) 0,231
Pohlavi 158 =
Zeny 66 (41,8) 95,5
B&logi 116 (73,4) 94,0 2,10 (0,63-7,03) 0,227
1 Rasa 158
Ostatni 42 (26,6) 88,1
Virova z&tes RNA > 740000 UMl 111(71,2) 928 1,26 (0,36-4,40) 0,721
156
HCV pred lécbou® < 740000 IU/ml 45 (28,8) 91,1
S cirhézou 57 (36,1) 84,2 0,16 (0,04-0,63) 0,009
PFitomnost cirhozy 158 -
Bez cirhozy 101 (63,9) 97,0
> 40 let 60 (90,9) 88,3 1,51 (0,15-14,91) 0,722
Vék 66
< 40 let 6(9,1) 83,3
Muzi 36 (54,5) 86,1 0,69 (0,15-3,15) 0,631
Pohlavi 66 =
Zeny 30 (45,5) 90,0
Bélosi 61(92,4) 86,9 0 [0—) Nevypocitatelna
2 Rasa 66
Ostatni 5 (7,6) 100
i iixs > 740 000 1U/ml 44 (66,7) 84,1 0,25 (0,03-2,19) 0,21
Virova vzate; 'RNA 66
HCV pfed lécbou < 740000 IU/ml 22 (33,3) 95,5
S cirhézou 22 (33,3) 72,7 0,13 (0,02-0,70) 0,017
Pfitomnost cirhozy 66 —
Bez cirhozy 44 (66,7) 95,5
2 40 let 44 (88,0) 86,4 0 [0—) NC
Vék 50
< 40 let 6 (12,0) 100
Muzi 34 (68,0) 85,3 0,39 (0,04-3,62) 0,405
Pohlavi 50 z
Zeny 16 (32,0) 93,8
B&logi 46 (92,0) 87,0 0 [0-0) Nevypoitatelna
3 Rasa 50
Ostatni 4 (8,0) 100
Virovéa zatés RNA > 740 000 1U/ml 30 (61,2) 83,3 0,28 (0,03-2,59) 0,261
49
HCV pred lé¢bou’ < 740 000 IU/ml 19 (38,8) 94,7
S cirhézou 19 (38,0) 78,9 0,26 (0,04-1,58) 0,143
Pfitomnost cirhozy 50 —
Bez cirhozy 31 (62,0) 93,5

Cl = interval spolehlivosti, GT = genotyp, LR = logisticka regrese

®Virova zatéz RNA HCV pred léébou nezahrnuje subjekty, které tuto hodnotu neuvedly.
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Odpovéd’ na antivirovou lécbu

Funkéni charakteristiky testu byly stanoveny u osob s urcitym léCebnym rezimem DAA.
O prediktivni hodnoté testu pfi pouziti jinych kombinaci DAA nejsou dostupné zadné informace.

Definice:
Virova zatéz (VZ) po 1 tydnu = RNA HCV < LLoQ = 10 IU/ml po 1 tydnu antivirové 1éCby
VZ po 2 tydnech = RNA HCV < LLoQ = 10 IU/ml po 2 tydnech antivirové léCby
VZ po 4 tydnech = RNA HCV < LLoQ = 10 IU/ml po 4 tydnech antivirové léCby
VZ po 8 tydnech = RNA HCV < LLoQ = 10 IU/ml po 8 tydnech antivirové léCby
VZ po 8 tydnech (konec IéCby): RNA HCV < LLoQ = po 8 tydnech antivirové |éCby
VZ po 12 tydnech = RNA HCV < LLoQ = 10 IU/ml po 12 tydnech antivirové 1éCby
VZ po 12 tydnech (konec lé€by): RNA HCV < LLoQ = po 12 tydnech antivirové 1éCby
VZ po 24 tydnech (konec lé€by): RNA HCV < LLoQ = po 24 tydnech antivirové 1éCby

Setrvala virologicka odpovéd (SVR) po 12 tydnech: RNA HCV < LLoQ po 12 tydnech (tedy
po ukonéeni antivirové |écby) zméfena nezavislym testem RNA HCV.

Tabulka 28 udava Cetnost SVR a Tabulka 29 udava Cetnost absence SVR s ¢lenénim podle
genotypu, podavanych léCivych pFipravkd, pfitomnosti cirhézy, a zkuSenosti s Ié€bou. U vSech
genotypl dosahla SVR vétSina subjektd: 92,4 % u genotypu 1, 87,9 % u genotypu 2 a 88,0 %
u genotypu 3. U v8ech genotypu byla SVR ¢€astéjsi u subjektll bez cirhdzy, zkusenost

s IéCbou v8ak neméla vyrazny vliv.

Tabulka 28: Cetnost SVR podle genotypu a uzivanych Ié&ivych pfipravku
Subjekty se SV-R

GT PRL n (%)
Celkové S cirhézou Bez cirh6zy Lécené prvné Lécené jiz diive

Ledipasvir a sofosbuvir po 13/14 _ 13/14 13/14 _
dobu 8 tydnu (92,9) (92,9) (92,9)
Ledipasvir a sofosbuvir po 39/39 9/9 30/30 34/34 5/5
dobu 12 tydnt (100) (100) (100) (100) (100)
Ledipasvir a sofosbuvir po 6/7 6/7 _ B 6/7
dobu 24 tydn(i (85,7) (85,7) (85,7)

1 Sofosbuvir, peginterferon 24/25 717 17/18 22/23 2/2
a ribavirin po dobu 12 tydna (96,0) (100) (94,4) (95,7) (100)
Sofosbuvir a ribavirin po 6/6 17 5/5 5/5 17
dobu 24 tydnu (100) (100) (100) (100) (100)
Sofosbuvir a simeprevirnebo  54/63 21/29 33/34 45/54 9/9
ribavirin po dobu 12 tydnu (85,7) (72,4) (97,1) (83,3) (100)
Sofosbuvir a simeprevir nebo 4/4 4/4 _ 2/2 2/2
ribavirin po dobu 24 tydna (100) (100) (100) (100)

5 Sofosbuvir a ribavirin po 58/66 16/22 42/44 53/60 5/6
dobu 12 tydnt (87.9) (72,7) (95,5) (88,3) (83,3)
Sofosbuvir, peginterferon 313 3/3 _ 11 2/2
a ribavirin po dobu 12 tydnii (100) (100) (100) (100)

3
Sofosbuvir a ribavirin po 41/47 12/16 29/31 35/39 6/8
dobu 24 tydnt (87,2) (75,0) (93,5) (89,7) (75,0)

PRL = pfifazeny rezim lécby, GT = genotyp, ,— = u této skupiny pacientli se dany rezim lécby nepouzival
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Tabulka 29: Cetnost absence SVR podle genotypu a uzivanych lé&ivych pFipravk(

Subjekty bez SVR
GT PRL n (%)
Celkové S cirhézou Bez cirhozy Lécéené prvné Lécené jiz drive

Ledipasvir a sofosbuvir po 114 _ 114 1/14 _
dobu 8 tydn( (7,1) (7,1) (7,1)
Ledipasvir a sofosbuvir po 0/39 0/9 0/30 0/34 0/5
dobu 12 tydn(i (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0
Ledipasvir a sofosbuvir po 117 117 _ _ 17
dobu 24 tydn( (14,3) (14,3) (14,3)

1 Sofosbuvir, peginterferon 1/25 017 1/18 1/23 0/2
a ribavirin po dobu 12 tydn(i (4,0 (0,0) (5,6) (4,3) (0,0
Sofosbuvir a ribavirin po 0/6 01 0/5 0/5 01
dobu 24 tydn (0,0 (0,0) (0,0) (0,0) (0,0
Sofosbuvir a simeprevir nebo 9/63 8/29 1/34 9/54 0/9
ribavirin po dobu 12 tydn (14,3) (27,6) (2,9) (16,7) (0,0)
Sofosbuvir a simeprevir nebo 0/4 0/4 _ 0/2 0/2
ribavirin po dobu 24 tydn (0,0) (0,0 (0,0) (0,0

2 Sofosbuvir a ribavirin po 8/66 6/22 2/44 7/60 1/6
dobu 12 tydn( (12,1) (27.3) (4.5) (11,7) (16,7)
Sofosbuvir, peginterferon 0/3 0/3 _ 0/1 0/2
a ribavirin po dobu 12 tydn(i (0,0) (0,0 (0,0) (0,0)

3
Sofosbuvir a ribavirin po 6/47 4/16 2/31 4/39 2/8
dobu 24 tydn(i (12,8) (25,0) (6,5) (10,3) (25,0)

PRL = pfifazeny rezim lécby, GT = genotyp, ,— = u této skupiny pacientli se dany rezim lécby nepouzival
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Tabulka 30 uvadi podil subjektd s virologickou odpovédi (definovanou jako vysledek testu
Aptima HCV Quant Dx Assay < LLoQ) podle jednotlivych genotypl a rezimu 1é¢by v dany
tyden 1éEby nebo po 1é¢bé. Po 4 tydnech Ié¢by doslo k SVR u vétSiny subjektd (nezavisle na
genotypu) a po 8 tydnech Ié¢by dosSlo k SVR u v§ech subjekta.

Tabulka 30: Pravdépodobnost dosazeni SVR v prubéhu I6&by a po Iécbé

Podil subjektt s virologickou odpovédi v danych intervalech?

Dosazeni Nedosazeni % (n)
GT PRL N SVR SVR Tydny
% (n) % (n)
1 2 n 3 12 KL 4PUL
LDV + SOF 14 92,9 7,1 42,9 76,9 100 _ B 100 90
(8 tydna) (13/14) (1/14) (6/14) (10/13) (14/14) (14/14) (9/10)
LDV + SOF 39 100 0,0 1,1 526 % 921 100 _ 100 100
(12 tydn() (39/39) (0/39) (4/36) (20/38) (35/38) (36/36) (39/39) (33/33)
LDV + SOF 7 85,7 14,3 0,0 42,9 71,4 100 100 100 80
(24 tydn() (6/7) 1/17) (0/6) (3/7) &7y 7ty (7I7) (6/6) (4/5)
1 SOF + PEG + RBV 25 96,0 4,0 40,0 80,0 100 100 B 100 100
(12 tydn() (24/25) (1/25) (10/25) (20/25) (25/25) (25/25) (25/25) (25/25)
SOF + RBV 6 100 0,0 16,7 66,7 83,3 100 100 100 100
(24 tydn() (6/6) (0/6) (1/6) (4/6) (5/6) (5/5) (6/6) (5/5) (6/6)
SOF + SIM + RBV 63 85,7 14,3 20,7 67,9 98,4 100 B 96,6 90,0
(12 tydna) (54/63) (9/63) (12/58) (38/56) (62/63) (57/57) (57/59) (54/60)
SOF + SIM + RBV 4 100 0,0 66,7 66,7 100 100 100 100 100
(24 tydn() (4/4) (0/4) (2/3) (2/3) (4/4)  (3/3)  (3/3) (4/4) (4/4)
9 SOF + RBV 66 87,9 12,1 22,2 69,4 95,4 100 B 98,5 93,5
(12 tydn() (58/66) (8/66) (12/54) (43/62) (62/65) (64/64) (64/65) (58/62)
SOF + PEG + RBV 3 100 0,0 33,3 100 100 100 B 100 100
(12 tydna) (3/3) (0/3) (1/3) (2/2) (3/3) (2/2) (3/3) (3/3)
3
SOF + RBV 47 87,2 12,8 20,9 70,5 100 100 100 100 89,1
(24 tydn() (41/47) (6/47) (9/43)  (31/44) (46/46) (46/46) (47/47) (42/42) (41/46)
PRL = pfifazeny rezim 1éCby, KL = konec 1é€by, ,— = irelevantni hodnota, jelikoz se jedna o konec lé¢by nebo 1éCba skondila dfive,

4PUL = Ctyfi tydny po ukon&eni 1éCby
®Virologicka odpovéd béhem lééby a po léébé stanovena jako < 10 1U/ml.
Poznamka: Hodnota na konci |é¢by neni duplicitné zapsana v daném tydnu Ié¢by.

U subjektt s genotypem 1 doslo po 4 tydnech 1é€by k virologické odpovédi u 95,5 % (150/157)
subjektt. U 7 subjektl s genotypem 1, u kterych k odpovédi po 4 tydnech nedoslo, (3 subjekty
Ié€ené kombinaci LDV a SOF [12 tydnu], 2 subjekty Ié¢ené kombinaci LDV a SOF [24 tydn(],
1 subjekt léc¢eny kombinaci SOF a RBV [24 tydnu] a 1 subjekt Ié€eny kombinaci SOF, SIM
a pfipadné RBV [12 tydnu]), k odpovédi doSlo béhem Ié¢by po 8 tydnech. U dvou (2) subjekt
léEenych kombinaci SOF, SIM a pfipadné RBV (12 tydnt) doslo ke konci Ié€by k relapsu a u 6
(1 subjekt Ié€eny kombinaci LDF a SOF [8 tydn(], 1 subjekt Ié€eny kombinaci LDF a SOF
[24 tydnu] a 4 subjekty Ié¢ené kombinaci SOF, SIM a pfipadné RBV [12 tydn(]) doslo k relapsu
po 4 tydnech od ukonceni IéCby.

U subjektd s genotypem 2 doSlo po 4 tydnech lé¢by k virologické odpovédi u 95,4 % (62/65)
subjektl. U trojice subjektt s genotypem 2, u které k odpovédi nedoSlo do 4 tydnd, k odpovédi
doslo po 8 tydnech. U jednoho (1) subjektu Ié¢eného kombinaci SOF a RBV (12 tydnu) doslo
na konci IéCby k relapsu a u 4 subjektl se stejnym rezimem lécby k relapsu doSlo po 4 tydnech
od ukonceni lécby.

U subjektd s genotypem 3 doSlo po 4 tydnech 1é¢by k virologické odpovédi u 100 % (49/49)
subjektu. U zadnych subjektt (0) nedoslo na konci Ié€by k relapsu a u 5 subjektl Ié¢enych
kombinaci SOF a RBV (24 tydn(l) k relapsu doslo po 4 tydnech od ukonc&eni I&Cby.
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Z vysledku této studie vyplyva, Ze je test Aptima HCV Quant Dx Assay pouzitelny jako nastroj
k Fizeni |é€by pacientl infikovanych HCV, ktefi se 1é&i pfipravky obsahujicimi sofosbuvir, a ze
umoznuje urcit, zda doslo k SVR. Vysledky tohoto testu mohou slouzit ke kvantifikovani
koncentrace RNA HCV v lidské plazmé pfed zahajenim lécby a v jejim pribéhu.

Studie diagnostického vyuziti

Citlivost testu byla hodnocena u 338 subjektl s protilatkami proti HCV z vysoce rizikové

populace. Tabulka 31 obsahuje demografické a klinické udaje subjektl.

Tabulka 31: Demografické a klinické tdaje subjektu pozitivnich na protilatky proti HCV

Udaje

Celkem N 338

Pohlavi Zena, n (%) 80 (23,7)
Muz, n (%) 258 (76,3)
Pramér 48,2
Median 51,0
SD 11,01

Vék (roky) <21,n (%) 2(0,6)
21-49, n (%) 152 (45,0)
50-70, n (%) 182 (53,8)
> 70, n (%) 2(0,6)
Bélosi, n (%) 86 (25,4)
Cernogi, n (%) 118 (34,9)
Asiaté, n (%) 1(0,3)

Rasaletnikum® Hispanci, n (%) 123 (36,4)
SmiSené etnikum, n (%) 4(1,2)
Jina, n (%) 10 (3,0)
Neznamé, n (%) 0(0,0)
Injek&ni uzivani drog, n (%) 294 (87,0)
Prijemci koagulacnich faktorl vyrobenych pfed rokem 1990, n (%) 0(0,0)
Diagnoéza ¢i 1é¢ba hepatitidy, n (%) 172 (50,9)
Diagnéza ¢i lécba HIV, n (%) 13 (3,8)

o b Pfedchozi vykon trestu odnéti svobody, n (%) 311 (92,0)

Rizikove faktory Prijeti transfuze krve nebo krevnich slozek, n (%) 39 (11,5)
Pfijeti transplantatu, n (%) 0(0,0)
Hemodialyza, n (%) 3(0,9)
Dlouhodobé zvy$ené hodnoty ALT, n (%) 2(0,6)
Narozeni mezi lety 1945 a 1965, n (%) 192 (56,8)
Pozitivni na RNAHCV, n (%) 259 (76,6)

Stav infekce HCV
Negativni na RNAHCV, n (%) 79 (23,4)

ALT = alaninaminotransferaza, HIV = virus lidského imunodeficitu
#Subjekty mohly uvadét vice ras.
bSubjekty mohly uvadét vice rizikovych faktora.
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Vzorky byly testovany schvalenym testem na pfitomnost RNA HCV, schvalenym testem na
pritomnost protilatek proti HCV a testem Aptima HCV Quant Dx Assay. Studie se zuc¢astnilo
338 subjektll s reakci pfi testu na pfitomnost protilatek proti HCV. Dle sou¢asnych pokynu
AASLD se ma po stanoveni pfitomnosti infekce HCV pomoci reakéniho testu na protilatky
proti HCV provést kontrolni stanoveni testem zalozenym na amplifikaci nukleovych kyselin
s mezi detekce 25 |U/ml a niz8i.*® Shodnost vysledku testu Aptima HCV Quant Dx Assay se
skute¢nou infikovanosti pacientll byla stanovena s mezni hodnotou 25 IU/ml. Vzorky

s koncentraci < 25 IU/ml byly vyhodnoceny jako nedetekovani viru a vzorky s koncentraci

= 25 IU/ml byly vyhodnoceny jako detekovani. Viz ¢ast Tabulka 32.

Vysledky testu Aptima HCV Quant Dx Assay byly porovnany s infikovanosti pacienta stanovenou
schvalenym testem na protilatky proti HCV a schvalenym kvalitativnim testem na pfitomnost
RNA. Pacient byl povazovan za pozitivniho na HCV, pokud pfitomnost viru prokazovaly oba
schvalené testy. Pokud pfi schvaleném testu na pfitomnost protilatek proti HCV nedoslo

k reakci, pacient byl povazovan za negativniho na HCV.

Z 338 subjektu s reakci pfi testu na pFitomnost protilatek proti HCV jich bylo testem Aptima
HCV Quant Dx Assay detekovano 256 (procentualni pozitivni shoda = 98,8 %). U tfi subjektu
byla RNA HCV stanovena v koncentraci nizsi nez 25 IU/ml nebo nebyla detekovana vubec.
U dvou z téchto subjektltl doslo k detekci, ale nikoli ke kvantifikaci (RNA HCV < 10 1U/ml)

a u tfetiho subjektu byla koncentrace stanovena na 12 IU/ml.

Tabulka 32: Shoda vysledku testu Aptima HCV Quant Dx Assay s infikovanosti pacienta s mezni hodnotou 25 IU/ml

Aptima HCV Quant Dx — Infekcni stav pacienta Celkem
vysledek testu HCV-pozitivni HCV-negativni
RNA HCV kvantifikovana 256 0 256

v koncentraci 25 IU/ml nebo vyssi

RNA HCV kvantifikovana
&i detekovana pod 25 1U/m 3° 79 82
nebo nedetekovana

Celkem 259 79 338
Procentualni pozitivni shoda (95% CI) 98,8 _ _
(96,7-99,6)
Procentualni negativni shoda (95% Cl) - 100 -
(95,4-100)
Cl = interval spolehlivosti, ,—“ = nestanovovana hodnota

®U dvou subjekttl byla RNA HCV testem Aptima HCV Quant Dx Assay detekovana, ale nikoli kvantifikovana (< 10 1U/ml), a u tfetiho
subjektu byla kvantifikovana jako 12 IU/ml.

Studie prokazala, Ze je test Aptima HCV Quant Dx Assay klinicky uzite¢ny, jelikoZ u populace
s predchozi expozici HCV (u osob sérologicky pozitivnich na protilatky proti HCV) umoznuje
spravné diagnostikovat subjekty s probihajici aktivni infekci RNA HCV a odliSit je od subjektl
s neaktivni infekci.
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Krizova reaktivita u subjektli s onemocnénim jater, které nesouvisi s HCV

Osobam s jinym onemocnénim jater (jehoz primarni pfic¢inou nebyla infekce HCV) byly odebrany
vzorky séra a plazmy (n = 214). Tyto vzorky byly testovany schvalenym testem na protilatky
proti HCV a schvalenym testem na pfitomnost RNA HCV, aby se ovéfilo, Ze jsou HCV-negativni.
Sedmnact (17) HCV-pozitivnich vzorku (s pozitivnim vysledkem nejméné jednoho ze schvalenych
testll) a tfi nezplsobilé vzorky byly vyfazeny. Test Aptima HCV Quant Dx Assay jsme provadéli
ve vlastnich laboratofich se tfemi Sarzemi souprav reagencii. Tabulka 33 udava demografické
udaje 194 hodnotitelnych subjektd a jejich jaterni onemocnéni.

Tabulka 33: Demografické tudaje a jaterni onemocnéni subjektt

Udaje Vse
Celkem N 194
n 193
Pohlavi Zena, n (%) 116 (60,1)
Muz, n (%) 77 (39,9)
n 194
Pramér 55,2
Median 56,0
SD 12,19
Vék (roky) Minimum 25
Maximum 82
21-49, n (%) 60 (30,9)
50-70, n (%) 114 (58,8)
> 70, n (%) 20 (10,3)
n 194
Hispanskeé ¢&i latinskoamerické, n (%) 9 (4,6)
Etnikum Jiné nez hispanskeé ¢i latinskoamerické, n (%) 147 (75,8)
Neznamé, n (%) 38 (19,6)
Neuvedené, n (%) 0(0,0)
n 194
Bélosi, n (%) 122 (62,9)
Cernosi a Afroameri¢ané, n (%) 20 (10,3)
Asiaté, n (%) 17 (8,8)
Rasa® Plvodni obyvatelé USA a Aljasky, n (%) 0(0,0)
Plvodni Havajci a Pacificti ostrované, n (%) 1(0,5)
Jina, n (%) 34 (17,5)
Neznama, n (%) 2(1,0)
Neuvedena, n (%) 0(0,0)
n 194
Autoimunitni hepatitida, n (%) 31(16,0)
Alkoholové poSkozeni jater, n (%) 51 (26,3)
Onemocnéni jater®  Chronicka infekce HBV, n (%) 34 (17,5)
Primarni biliarni cholangitida, n (%) 37 (19,1)
NASH, n (%) 39 (20,1)
Nékolik jaternich onemocnéni, n (%) 2(1,0)

HBV = virus hepatitidy B, NASH = nealkoholicka steatohepatitida.
Subjekty mohly uvadét vice ras.
bSubjekty s nékolika jaternimi onemocnénimi hlasily autoimunitni hepatitidu a primarni bilidrni cholangitidu.
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Tabulka 34 ukazuje specificitu testu Aptima HCV Quant Dx Assay podle jaterniho onemocnéni
a rozdéleni vysledkl testu Aptima HCV Quant Dx Assay do rGznych kategorii virové zatéze.
Specificita byla 100% u subjektt s chronickou infekci virem hepatitidy B (HBV), primarni biliarni
cholangitidou, nealkoholickou steatohepatitidou (NASH) a nékolika jaternimi onemocnénimi.
RNA HCV byla ve velmi nizké koncentraci detekovana u jednoho subjektu s autoimunitni
hepatitidou (< 10 IU/ml) a u ¢ty subjektd s alkoholovym poSkozenim jater (< 10 IU/ml u tFi
subjektd a 16 IU/ml u ¢tvrtého subjektu). U jednoho z téchto péti subjektl byla RNA HCV
detekovana také schvalenym kvantitativnim testem na HCV.

Tabulka 34: Specificita testu Aptima HCV Quant Dx Assay a rozdéleni vysledkt u subjekti negativnich na
protilatky proti HCV a RNA HCV s jaternimi onemocnénimi, které nesouviseji s HCV

Onemocnéni iater Specificita (%) Bez <10 10az<25 25az100000000 > 100000 000 Celkem
J 95% CI° detekce  IU/mI IU/ml IU/ml 1U/mI
Autoi itni h itid 96,8 30 1 0 0 0 31
utoimunitni hepatitida (83,8-99,4) (96,8) (3,2) (0,0) (0,0) (0,0)
Alkoholové posk i, 92,2 47 3 1 0 0 51
oholové poskozeni jater (81,5-96,9) (92,2) (519),, 2,0) (0,0) (0,0)
c icka inf 100 34 0 0 0 0 34
hronicka infekce HBV (89,8-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
i " 100 37 0 0 0 0 37
Primarni biliarni cholangitida (90,6-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
S 100 39 0 0 0 0 39
NASH (91,0-100) (100)  (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
o ) e 100 2 0 0 0 0 2
Nékolik jaternich onemocnéni (34,2-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
97,4 189 4 1 0 0 194
Celkem (94,1-98,9) 974)  (21) (0,5) (0,0) (0,0)
HBV = virus hepatitidy B, NASH = nealkoholicka steatohepatitida
4Cl bodovani.

by jednoho subjektu byla RNA HCV detekovana kvantitativnim testem na HCV schvalenym turadem FDA.
°Subjekty trpély autoimunitni hepatitidou i primarni biliarni cholangitidou.
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Hologic, Inc. Da Vincilaan 5 Macquarie Park NSW 2113

10210 Genetic Center Drive éi?;ifriventem
San Diego, CA 92121 USA

E-mailovou adresu a telefonni &islo oddéleni technické podpory a zakaznickych sluzeb ve vasi zemi najdete na adrese
www.hologic.com/support.

Zavazné udalosti, ke kterym v souvislosti s prostfedkem dojde v Evropské unii, se musi hlasit vyrobci a pfislusnému
organu Clenského statu, ve kterém je uzivatel nebo pacient usazen.

Hologic, Aptima, Panther, Panther Fusion a souvisejici loga jsou ochranné znamky nebo registrované ochranné znamky
spolecnosti Hologic, Inc. nebo jejich dcefinych spole¢nosti v USA nebo v jinych zemich.

Armored RNA je ochranna znamka spolec¢nosti Asuragen, Inc.
Veskeré ostatni ochranné znamky, které se mohou vyskytnout v této pfibalové informaci, jsou majetkem pfislusnych vlastnika.

Tento produkt maze byt kryty jednim ¢i vice patenty USA uvedenymi na webové strance www.hologic.com/patents.
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