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Opce informacije

Predvidena uporaba

Kvantifikacijski test Aptima® HCV Dx je test amplifikacije posredovane transkripcijom
u stvarnom vremenu. Ovaj test se koristi za detekciju i kvantifikaciju RNA virusa hepatitisa C
(HCV) u svjezem i smrznutom ljudskom serumu i plazmi osoba zarazenih HCV-om.

Plazma se moze pripremiti u etilendiamintetraoctenoj kiselini (EDTA), otopini antikoagulantne
citrat-dekstroze (ACD) i epruvetama za pripremu plazme (PPT). Serum se moze pripremiti u
epruvetama za serum i epruvetama za odvajanje seruma (SST). Ispitci se testiraju s pomocu
sustava Panther™ za automatiziranu obradu, amplifikaciju, detekciju i kvantifikaciju ispitaka.
Ispitci koji sadrzavaju HCV genotipove od 1 do 6 potvrdeni su za otkrivanje i kvantifikaciju
u testu.

Kvantifikacijski test Aptima HCV Dx je indiciran za upotrebu kao pomo¢ u dijagnozi HCV
infekcije. Test se moze koristiti za potvrdu aktivne HCV infekcije kod bolesnika s pozitivnim
rezultatom HCV protutijela. Detekcija HCV RNA-a ukazuje na to da se virus replicira i stoga
je dokaz aktivne infekcije.

Kvantifikacijski test Aptima HCV Dx test indiciran je za upotrebu kao pomo¢ u lije€enju
bolesnika zarazenih HCV-om koji se podvrgavaju antivirusnoj terapiji protiv HCV-a. Test mijeri
razine HCV RNA na pocetku, tijekom lije¢enja i nakon lijec¢enja kako bi se odredio odrzivi
viroloski odgovor (SVR). Rezultate kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx treba tumacditi

u kontekstu svih relevantnih klini¢kih i laboratorijskih nalaza.

Kvantifikacijski test Aptima HCV Dx nije namijenjen za koriStenje kao probirni test za
prisutnost HCV-a u krvi ili krvnim pripravcima.

Sazetak i objasnjenje testa

HCV je patogen koji se prenosi krvlju i predstavlja globalni javnozdravstveni teret s do

170 milijuna ljudi zarazenih diliem svijeta i 350.000 smrtnih slu¢ajeva godiSnje zbog stanja
povezanih s HCV-om, uklju€ujuci cirozu i rak jetre.** Prijenos HCV-a dogada se izlozenoSc¢u
krvi, krvnim pripravcima ili aktivnostima s potencijalom za perkutanu izlozenost.** Genetski,
HCV sadrzi pozitivno lan¢ani RNA genom od priblizno 9500 nukleotida koji kodiraju
strukturne proteine (jezgru, glikoproteine E1 i E2, protein ionskog kanala p7) i nestrukturne
proteine (NS2, NS3, NS4A/B, NS5A/B), pri éemu su potoniji klju€ni virusni replikacijski
proteini i mete izravno djelujuéih antivirusnih lijekova.** Dvije netranslatirane regije (UTR)
genoma, 5'UTR i 3'UTR, imaju ulogu u translaciji i replikaciji/pakiranju genoma.*5'-UTR je
najo€uvanija genomska regija medu Sest glavnih genotipova HCV-a.*

Klini¢ki, postoji visoka prevalencija asimptomatske infekcije HCV-om, a kroni¢na infekcija
HCV-om javlja se u do 75 % bolesnika.? Algoritmi laboratorijskog testiranja HCV-a zahtijevaju
dijagnozu aktivnih infekcija HCV-om u osoba pozitivnih na protutijela putem detekcije HCV
RNA-a u plazmi ili serumu kako bi se omogucilo odgovaraju¢e povezivanje sa skrbi.”**

Kvantifikacija HCV RNA (koli€ina virusa u krvi) odigrala je kljuénu ulogu u definiranju

i pracenju uspjesnog lijeCenja HCV-a. Odrzivi viroloSki odgovor (SVR), definiran kao
nedetektirani HCV RNA nakon uspjeSne terapije, kljuéni je marker za izlje¢enje HCV-a.""

U terapiji temeljenoj na interferonu, rani viroloski odgovor (EVR), definiran kao smanjenje
koli¢ine virusa HCV-a u krvi za 2 log ili viSe nakon 12 tjedana terapije, i brzi viroloski odgovor
(RVR), definiran kao nedetektabilne razine HCV RNA-a nakon 4 tjedna terapije, pokazali su
se pozitivnim prediktorima za SVR."™"* Ovi markeri virusne kinetike upotrebljavaju se

u pristupima vodenim odgovorom koji prilagodavaju mogucnosti lijeCenja za prekid ili
produljenje terapije kako bi se postigao SVR.*
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Nadalje, dugorocne studije pracenja pokazale su trajnost SVR-a nakon uspjesnog lije€enja,
a eradikacija virusa sprje€ava progresiju bolesti jetre."

U danasnje vrijeme antivirusnih lijekova s izravnim djelovanjem (DAA) kvantifikacija HCV

RNA-a (koli¢ine virusa u krvi) odigrala je klju&nu ulogu u definiranju i pracenju uspjesnog

lje€enja HCV-a. Odrzivi virolo$ki odgovor (SVR) definiran je kao nedetektabilni HCV RNA
(s pomocu testa koji ima granicu detekcije od < 25 IU/mL) nakon terapije.”" U nedavnim

smjernicama AASLD-a predlaze se testiranje HCV RNA-a ne samo na pocetku, veé

i periodi¢no tijekom lije€enja (fj. 4 tjedna) i 12 tjedana nakon zavrSetka lijeCenja.""**

Nacela postupka

Kvantifikacijski test Aptima HCV Dx jest test amplifikacije nukleinskih kiselina koji
upotrebljava tehnologiju amplifikacije posredovane transkripcijom (TMA) u stvarnom vremenu
za detekciju i kvantifikaciju HCV RNA-a radi pomoc¢i u dijagnosticiranju ili utvrdivanja pocCetne
koli¢ine virusa u krvi, kao i za mjerenje odgovora tijekom i nakon lije€enja. Test cilja
konzerviranu regiju HCV genoma, detektirajuci i kvantificiraju¢i genotipove 1, 2, 3, 4, 5 6.
Test je standardiziran prema 2. medunarodnom standardu SZO-a za virus hepatitisa C
(NIBSC kod 96/798)."

Kvantifikacijski test Aptima HCV Dx obuhvacéa tri glavna koraka koji se svi odvijaju u jednoj
epruveti na sustavu Panther: izdvajanje ciline sekvence, amplifikacija ciline sekvence

s pomocu amplifikacije posredovane transkripcijom (TMA) i otkrivanje produkata amplifikacije
(amplikon) s pomocu fluorescentno obiljezenih sondi (izvora svjetlosti).

Tijekom izdvajanja ciljne sekvence, RNA virusa se izolira iz ispitaka. Ispitak se tretira
deterdZzentom kako bi se solubilizirala virusna ovojnica, denaturirali proteini i oslobodila
virusna genomska RNA. |zdvojeni oligonukleotidi hibridiziraju se s visoko oCuvanim regijama
HCV RNA, ako su prisutne, u testhom ispitku. Hibridizirana ciljna sekvenca zatim se hvata
na magnetske mikroCestice koje se od ispitka odvajaju u magnetskom polju. Koraci pranja
uklanjaju nepripadaju¢e komponente iz reakcijske epruvete.

Amplifikacija ciljne sekvence odvija se s pomocu tehnike TMA, metode amplifikacije
nukleinske kiseline posredovane transkripcijom u kojoj se primjenjuju dva enzima, reverzna
transkriptaza Moloneyjevog virusa misje leukemije (engl. Moloney murine leukemia virus,
MMLV) i T7 RNA polimeraza. Reverznom transkriptazom generira se kopija DNA (koja
sadrzava promotorsku sekvencu za T7 RNA polimerazu) ciljne sekvence. T7 RNA
polimeraza proizvodi vise kopija amplikona RNA iz DNA predloSka za kopiranje.
Kvantifikacijski test Aptima HCV Dx koristi TMA metodu za amplifikaciju dijela 5' UTR HCV
genoma. Amplifikacija ove regije postiZze se koriStenjem specifi€nih primera koji su dizajnirani
za amplifikaciju HCV genotipova 1, 2, 3, 4, 5 6.

Otkrivanje se postize uporabom izvora svjetlosti u obliku jednolananih nukleinskih
kiselina koji su prisutni tijekom amplifikacije ciljne sekvence i koji se specificno hibridiziraju
s amplikonom u stvarnom vremenu. Svaki izvor svjetlosti sadrzava fluorofor i gasitelj.
Kada izvor svjetlosti nije hibridiziran s amplikonom, gasitelj se nalazi u neposrednoj blizini
fluorofora i potiskuje fluorescenciju. Kada se izvor svjetlosti veze za amplikon, gasitelj se
udaljava od fluorofora i emitirat ¢e signal na odredenoj valnoj duljini kada ga pobudi izvor
svjetlosti. Kako se viSe izvora svjetlosti hibridizira s amplikonom, generira se jaci
fluorescentni signal. Vrijeme potrebno da fluorescentni signal dosegne odredeni prag
proporcionalno je po€etnoj koncentraciji virusa HCV. Svaka reakcija ima interni kalibrator /
internu kontrolu (engl. internal calibrator/internal control, IC) za kontrolu varijacija u obradi,
amplifikaciji i otkrivanju ispitka. Koncentraciju uzorka odreduje softver sustava Panther
koristeé¢i HCV i IC signale za svaku reakciju i usporedujuci ih s podacima o kalibraciji.
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Sazetak o sigurnosti i u€inkovitosti

SSP (sazetak o sigurnosti i u€inkovitosti, engl. Summary of Safety and Performance)
dostupan je u europskoj bazi podataka o medicinskim uredajima (Eudamed), gdje je povezan
s identifikatorima uredaja (osnovni UDI-DI). Kako biste pronasli SSP za kvantifikacijski test
Aptima HCV Dx, posluzite se osnovnim jedinstvenim identifikatorom proizvoda (BUDI):
54200455DIAGAPTHCVAJ.

Upozorenja i mjere opreza
A. Za in vitro dijagnosti¢ku uporabu.

B. Za profesionalnu uporabu.

C. Kako biste smanijili rizik od nevaljanih rezultata, prije izvodenja testa na sustavu Panther
pazljivo procitajte cijelu uputu i Priruénik za rukovatelja sustavom Panther / Panther
Fusion™ za informacije o postupku.

D. Za dodatna specificna upozorenja, mjere opreza i postupke za kontrolu kontaminacije
pogledajte Priru¢nik za rukovatelja sustavom Panther / Panther Fusion.

U vezi s laboratorijem

E. OPREZ: Kontrole za ovaj test sadrzavaju ljudsku plazmu. Plazma ne reagira na
povrsinski antigen hepatitisa B (HBsAg), protutijela na HCV, protutijela na HIV-1 i HIV-2 te
HIV antigen kada se testira pomocéu postupaka koje je odobrila Americka agencija za
hranu i lijekove (FDA). Osim toga, plazma ne reagira na RNA HCV-a i RNA virusa HIV-1
kada se testira licenciranim testovima nukleinskih kiselina primjenom skupnih uzoraka.
Sav materijal dobiven iz ljudske krvi treba smatrati potencijalno zaraznim i s njim treba
postupati uz pridrzavanje univerzalnih mjera opreza.''

F. Samo osoblje koje je odgovarajuée osposobljeno za uporabu kvantifikacijskog testa
Aptima HCV Dx i za rukovanje potencijalno zaraznim materijalima smije provoditi ovaj
postupak. Ako dode do izlijevanja, odmah na licu mjesta dezinficirajte odgovaraju¢im
postupcima.

G. Upotrebljavajte samo isporuCene ili odredene jednokratne laboratorijske proizvode.

H. Pridrzavajte se rutinskih laboratorijskih mjera opreza. Nemojte pipetirati ustima.
Nemoijte jesti, piti ili pusiti u oznacenim radnim podrucjima. Prilikom rukovanja ispitcima
i reagensima iz kompleta nosite jednokratne rukavice bez pudera, zastitne naocale
i laboratorijsku kutu. Nakon rukovanija ispitcima i reagensima iz kompleta temeljito operite
ruke.

I. Radne povrSine, pipete i drugu opremu potrebno je redovito dekontaminirati otopinom
natrijeva hipoklorita od 2,5 % do 3,5 % (0,35 M do 0,5 M).

J. Zbrinite sve materijale koji su dosli u kontakt s ispitcima i reagensima u skladu
s lokalnim, drzavnim i saveznim propisima.**'¢"” Temeljito o istite i dezinficirajte sve
radne povrsine.

K. Kontrole sadrzavaju natrijev azid kao konzervans. Nemojte upotrebljavati metalne cijevi
za prijenos reagensa. Ako se otopine koje sadrzavaju spojeve natrijevog azida odlazu
u vodovodni sustay, treba ih razrijediti i isprati obilnom koli€¢inom tekuce vode. Ove mjere
opreza preporucuju se kako bi se izbjeglo nakupljanje naslaga u metalnim cijevima
u kojima bi se mogli razviti eksplozivni uvjeti.
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L. Dobre standardne prakse za molekularne laboratorije uklju€uju pracenje stanja okolisa.
Za pracenje laboratorijskog okruzenja predlaze se postupak naveden u nastavku:

1. Uzmite vateni Stapic¢ i uparite ga s epruvetom za alikvote ispitaka Aptima (SAT).
2. Oznacite svaki SAT na odgovarajuci nacin.

3. Napunite svaku epruvetu SAT s 1 mL razriedivaca za ispitke Aptima.

4

Za prikupljanje povrsinskih uzoraka lagano navlazite Stapi¢ deioniziranom vodom bez
nukleaze.

5. Prikupite bris s povrSine od interesa okomitim pokretima od vrha prema dnu.
Dok uzimate bris, Stapi¢ zakreéite za otprilike pola okreta.

6. Uzorak brisa odmah stavite u epruvetu i lagano zavrtite Stapi¢ u razrjedivaCu kako
biste izvukli potencijalne materijale iz brisa. Pritisnite Stapi¢ o bo¢nu stranu epruvete
za prijenos kako biste istisnuli §to je vise teku¢ine moguée. Odlozite Stapi¢ u otpad
i zaCepite epruvetu.

7. Ponovite korake za preostale uzorke brisa.

8. Ispitajte bris molekularnim testom.

U vezi s ispitkom

M. Ispitci mogu biti infektivni. Prilikom izvodenja testa pridrzavajte se univerzalnih mjera
opreza.™"* Treba utvrditi pravilne metode rukovanja i odlaganja u skladu s lokalnim
propisima.” Ovaj postupak smije provoditi samo osoblje koje je odgovaraju¢e obuceno
za uporabu kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx i obu€eno za rukovanje zaraznim
materijalima.

N. Tijekom prijevoza ispitka odrzavajte odgovarajuée uvjete pohrane kako biste osigurali
cjelovitost ispitka. Stabilnost ispitka u uvjetima prijevoza drugacijim od preporucenih nije
procijenjena.

O. Izbjegavajte kriznu kontaminaciju prilikom izvodenja koraka rukovanja ispitcima. Budite
posebno oprezni kako biste izbjegli kontaminaciju Sirenjem aerosola prilikom otpustanja ili
otvaranja ispitaka. Ispitci mogu sadrzavati ekstremno visoke razine organizama. Pobrinite
se da se spremnici ispitaka medusobno ne dodiruju, a iskoristeni materijal odloZite pazedi
da ga ne prenosite preko otvorenih spremnika. Zamijenite rukavice ako dodu u kontakt
s ispitkom.

U vezi s testom

P. Nemoijte upotrebljavati komplet reagensa, kalibrator ili kontrole nakon isteka roka
valjanosti.

Q. Nemojte zamjenjivati, mijeSati ili kombinirati analiticke reagense iz kompleta s drugim
brojevima osnovne serije. Tekucine za ispitivanje mogu biti iz serija s razli€itim brojevima.
Kontrole i kalibrator mogu biti iz serija s razli€itim brojevima.

R. Izbjegavajte kontaminaciju reagensa mikroorganizmima i nukleazom.

S. Zatvorite i pohranite sve analiticke reagense na propisanim temperaturama. Nepravilno
pohranjeni analiticki reagensi mogu utjecati na ucinkovitost testa. Pogledajte Zahtjevi za
Skladistenje reagensa i rukovanje njima i Postupak testiranja na sustavu Panther za viSe
informacija.

T. Nemojte kombinirati nikakve analitiCke reagense ili tekucine bez posebnih uputa.
Reagense ili tekuéine nemojte puniti do vrha. Sustav Panther provjerava razine reagensa.
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U. Neki reagensi u ovom kompletu oznaceni su simbolima rizika i sigurnosti.

Napomena: Informiranje o opasnostima odraZava klasifikaciju sigurnosno-tehnickih listova
(engl. Safety Data Sheets, SDS) u EU-u. Informacije o opasnostima specificne za vasu regiju
potrazite u SDS-u specificnom za regiju u Biblioteci sigurnosno-tehnickih listova (engl. Safety
Data Sheet Library) na www.hologicsds.com. Za viSe informacija o simbolima pogledajte
legendu simbola na www.hologic.com/package-inserts.

Informacije o opasnostima za EU

Amplifikacijski reagens
MAGNEZIJEV KLORID 60 - 65 %

H412 — Stetno za vodeni okoli$ s dugotrajnim ugincima.
P273 — Izbjegavati ispustanje u okolis.
P501 — Odloziti sadrzaj/spremnik u odobreni pogon za odlaganje otpada.

Promotorski reagens
MAGNEZIJEV KLORID 60 — 65 %

H412 — Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ugincima.
P273 — Izbjegavati ispustanje u okolis.
P501 — Odloziti sadrzaj/spremnik u odobreni pogon za odlaganje otpada.

Enzimski reagens
TRITON X-100 1 - 5%
HEPES 1-5%

H412 — Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ugincima.
P273 — Izbjegavati ispustanje u okolis.
P501 — Odloziti sadrzaj/spremnik u odobreni pogon za odlaganje otpada.

AR

®
&

Kontrole kompleta HCV VL
NATRIJEV AZID < 1%

OPASNOST

H300 — Smrtonosno ako se proguta.

H410 — Vrlo otrovno za vodeni okoli§, s dugotrajnim ucincima.

P264 — Nakon uporabe temeljito oprati lice, ruke i sve izloZzene povrsine koZe.

P273 — Izbjegavati ispustanje u okolis.

P301 + P310 — AKO SE PROGUTA: odmah nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANJA ili
lijecnika.

P321 — Potrebna je posebna lije¢nic¢ka obrada (vidi dopunske upute za prvu pomo¢ na ovoj naljepnici).
P330 — Isprati usta.

P391 — Sakupiti proliveno.

Kalibratori kompleta HCV VL
HEPES 15- 20 %

Lauril sulfat, litijeva sol 5 — 10 %
Litijiev hidroksid, monohidrat 1 — 5 %
Jantarna kiselina 1 — 5%

H412 — Stetno za vodeni okoli$ s dugotrajnim ugincima.
P273 — Izbjegavati ispustanje u okolis.
P501 — Odloziti sadrzaj/spremnik u odobreni pogon za odlaganje otpada.

Aptima HCV Quant Dx Assay
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Otopina za rekonstituciju enzima
Glicerol 20 — 25 %

Triton X-100 5 - 10 %

HEPES 1-5%

H412 — Stetno za vodeni okoli$ s dugotrajnim ugincima.
P273 — Izbjegavati ispustanje u okolis.

P501 — Odloziti sadrzaj/spremnik u odobreni pogon za odlaganje otpada.

Reagens za hvatanje ciljne sekvence
HEPES 15 - 20 %

Lauril sulfat, litijeva sol 5 — 10 %

Litijev hidroksid, monohidrat 1 — 5 %

Jantarna kiselina 1 — 5 %

H412 — Stetno za vodeni okoli$ s dugotrajnim ugincima.
P273 — Izbjegavati ispustanje u okolis.

P501 — Odloziti sadrzaj/spremnik u odobreni pogon za odlaganje otpada.

Aptima HCV Quant Dx Assay
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Aptima® Opce informacije

Zahtjevi za skladiStenje reagensa i rukovanje njima
A. U tablici u nastavku prikazani su uvjeti skladistenja i stabilnost reagensa, kontrola

i kalibratora.
Skladistenje Otvoreni komplet (rekonstituirani)
Reagens neotvorenog
proizvoda Skladistenje Stabilnost

gHCV amplifikacijski reagens od2°Cdo8°C
qHC\./'Oto';.)ina za rekonstituciju 0d 2°C do 8 °C od 2 °C do 8 °C 30 dana®
amplifikacije
gHCV Enzimski reagens od2°Cdo8°C
gHCV Otopina za rekonstituciju enzima od2°Cdo8°C od2°Cdo8°C 30 dana®
gHCV Promotorski reagens od2°Cdo8°C
gHCV Otopina za rekonstituciju od 2 °C do 8 °C od 2°C do 8 °C 30 dana®
promotora
gHCV Reagens ciljnog izdvajanja od2°Cdo8°C od2°Cdo8°C 30 dana®

Bogica za jednokratnu
od-15°Cdo-35°C od 15°C do 30 °C uporabu
Upotrijebiti unutar 24 sata

gHCV NC CONTROL — (negativna
kontrola)

Bogica za jednokratnu
od -15°C do -35 °C od 15°C do 30 °C uporabu
Upotrijebiti unutar 24 sata

gHCV LPC CONTROL + (nisko pozitivna
kontrola)

Bocica za jednokratnu
od-15°Cdo-35°C od 15°C do 30 °C uporabu
Upotrijebiti unutar 24 sata

gHCV HPC CONTROL + (visoko
pozitivha kontrola)

Bocica za jednokratnu
qHCV PCAL (pozitivni kalibrator) od-15°Cdo-35°C od 15°C do 30 °C uporabu
Upotrijebiti unutar 24 sata

@ Kada se reagensi uklone iz sustava Panther, potrebno ih je odmah vratiti na njihovu odgovarajuéu temperaturu
skladistenja.

B. NeiskoriStene rekonstituirane reagense i reagense za izdvajanje ciljne sekvence (TCR)
odlozite u otpad nakon 30 dana ili nakon isteka roka valjanosti osnovne serije, ovisno
o tome $to nastupi ranije.

C. Reagensi pohranjeni u sustavu Panther stabilni su 72 sata. Reagensi se mogu postaviti u
sustav Panther do 8 puta. Sustav Panther biljezi svako postavljanje reagensa.

D. Nakon odmrzavanja kalibratora otopina mora biti bistra, tj. ne smije biti mutna ni
sadrzavati talog.

A
v

Promotorski reagens i rekonstituirani promotorski reagens fotosenzitivni su. Zastitite te
reagense od svjetlosti tijekom skladiStenja i pripreme za upotrebu.

->>

\.
7
m
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Aptima® Opce informacije

Prikupljanje i skladiStenje ispitaka

Napomena: Rukujte svim ispitcima kao da sadrzavaju potencijalno infektivne agense.
Primjenjujte univerzalne mjere opreza.

Napomena: Pazite da izbjegnete kriznu kontaminaciju tiiekom koraka rukovanja uzorkom.
Na primjer, bacite upotrijebljeni materijal bez prelaska preko otvorenih epruveta.

Napomena: Za skladistenje se preporucuju samo plastiCne sekundarne epruvete.
Mogu se upotrebljavati ispitci pune krvi prikupljeni u sljedeéim staklenim ili plastinim
epruvetama:

» Epruvete koje sadrze antikoagulanse etilendiamintetraoctenu kiselinu (EDTA) ili kiseli
citrat dekstroze (ACD) ili

» Epruvete za pripremu plazme (engl. plasma preparation tubes, PPT)
* Epruvete sa serumom
* Epruvete za odvajanje seruma (SST-ovi)

Za serum pustite da se formira ugrusak prije daljnje obrade.
A. Prikupljanje ispitka

Puna krv moze se Cuvati na temperaturi od 2 °C do 30 °C i mora se centrifugirati unutar
6 sati od prikupljanja ispitka. Odvojite plazmu ili serum od nataloZenih eritrocita slijededi
upute proizvodaca za epruvetu koja se upotrebljava. Plazma ili serum mogu se testirati
na sustavu Panther u primarnoj epruveti ili prenijeti u sekundarnu epruvetu poput
epruvete za alikvote ispitka Aptima. Za dobivanje reakcijskog volumena od 500 pl
minimalni volumen plazme ili seruma za primarne epruvete za prikupljanje iznosi do
1200 pl, a za sekundarne epruvete minimalni volumen iznosi 700 ul. U tablici u nastavku
navedeni su zahtjevi za mrtvi volumen za svaku vrstu primarne i sekundarne epruvete.

Mrtvi volumen na

Epruveta (veli¢ina i vrsta) sustavu Panther

Epruveta za alikvot uzorka (SAT) Aptima 0,2 mL
12 X 75 mm 0,5mL

13 x 100 mm 0,5mL

13 x 100 mm s gelom 0,3 mL

16 x 100 mm s gelom 0,7 mL

Ako se ne testiraju odmah, plazma ili serum mogu se skladistiti u skladu sa
specifikacijama navedenima u nastavku. Ako se prenese u sekundarnu epruvetu, plazma
ili serum moze se zamrznuti na —20 °C. Nemojte izvesti viSe od 3 ciklusa zamrzavanja

i odmrzavanja. Ne zamrzavajte ispitke u epruvetama s antikoagulansom EDTA ili ACD ni
u primarnim epruvetama za prikupljanje seruma.
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Aptima®

B. Uvjeti za skladistenje ispitaka
1. Ispitci plazme s antikoagulansima EDTA i ACD

Puna krv moZe se Cuvati na temperaturi od 2 °C do 30 °C i mora se centrifugirati
unutar 6 sati od prikupljanja ispitka. Plazma se zatim mozZe pohraniti pod jednim od
sljedecih uvjeta:

» U primarnoj ili sekundarnoj epruveti za prikupljanje na temperaturi od 2 °C do
25 °C do 24 sata,

* U primarnoj ili sekundarnoj epruveti za prikupljanje na temperaturi od 2 °C do
8 °C do 5 dana, ili

* u sekundarnoj epruveti na -20 °C do 60 dana.

Puna krv

-/i/- 30 °C
2°C

Centrifuga < 6 sati nakon prikupljanja

&

Primarna

-/E/-ZS °C
2°C

<24 sata

Primarna

'/ﬂ/-sac
2°C

<5dana

Sekundarna

-/E/-ZS °C
2°C

<24 sata

Sekundarna

'/ﬂ/-aqc
2°C

<5dana

Sekundarna

/ﬂ;—w °C
-35°C

<60 dana

Slika 1. Uvjeti skladistenja za EDTA/ACD epruvete

2. lIspitci u PPT-u

Puna krv moze se €uvati na temperaturi od 2 °C do 30 °C i mora se centrifugirati

unutar 6 sati od prikupljanja ispitka. Plazma se zatim moZe pohraniti pod jednim od

sljedecih uvjeta:

» U primarnoj ili sekundarnoj epruveti za prikupljanje na temperaturi od 2 °C do
25 °C do 24 sata,

» U primarnoj ili sekundarnoj epruveti za prikupljanje na temperaturi od 2 °C do
8 °C do 5dana, ili

* U primarnoj ili sekundarnoj epruveti za prikupljanje na temperaturi od —20 °C

do 60 dana.
Puna krv
30 °C
oA
Centrifuga < 6 sati nakon prikupljanja
Primarna Primarna Sekundarna | | Sekundarna| |Primarna ili Sekundarna

'/ﬂ/-goc
2°C

< 5dana

'/E/-BOC
2°C

<5dana

/ﬂ/ 25°C
2°C

< 24 sata

/ﬂ/ -15°C
-35°C

<60 dana

/ﬂ/25 °C
2°C

<24 sata

Slika 2. Uvjeti skladiStenja za PPT-ove
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3.

4.

Ispitci u epruveti za serum

Puna krv mozZe se Cuvati na temperaturi od 2 °C do 30 °C i mora se centrifugirati
unutar 6 sati od prikupljanja ispitka. Serum se zatim moze pohraniti pod jednim od
sljedecih uvjeta:

u primarnoj epruveti za prikupljanje ili sekundarnoj epruveti na temperaturi od 2 °C
do 30 °C do 24 sata

u primarnoj ili sekundarnoj epruveti za prikupljanje na temperaturi od 2 °C do 8 °C
do 5 dana, ili

u sekundarnoj epruveti na -20 °C do 60 dana.

Puna krv

30 °C
2°c/ﬂ[

Centrifuga < 6 sati nakon prikupljanja

<

Primarna

-/i[ 30°C
2°C

<24 sata

Primarna

'/ﬂfgcc
2°C

<5dana

Sekundarna

Jfao °C
2°C

<24 sata

Sekundarna

'/E/.BOC
2°C

<5dana

Sekundarna

/ﬂ[ -15°C
-35°C

<60 dana

Slika 3. Uvjeti skladistenja za epruvete za serum

Ispitci u SST-u

Puna krv mozZe se Cuvati na temperaturi od 2 °C do 30 °C i mora se centrifugirati
unutar 6 sati od prikupljanja ispitka. Serum se zatim moze pohraniti pod jednim od
sljedecih uvjeta:

u primarnoj epruveti za prikupljanje ili sekundarnoj epruveti na temperaturi od 2 °C
do 30 °C do 24 sata

u primarnoj ili sekundarnoj epruveti za prikupljanje na temperaturi od 2 °C do 8 °C
do 5 dana, ili

u primarnoj ili sekundarnoj epruveti za prikupljanje na temperaturi od —20 °C do
60 dana.

Puna krv

/ﬂ/ 30 °C
2°C

Centrifuga < 6 sati nakon prikupljanja

<

Sekundarna

/ﬂ[ 30°C
2°C

<24 sata

Sekundarna
e
2°C

<5dana

Primarna

'/E/SOC
2°C

<5dana

Primarna

-/i/fiﬂ °C
2°C

<24 sata

Primarna ili Sekundarna

-/H/ -15°C
-35°C

<60 dana

Slika 4. Uvjeti skladistenja za SST-ove
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Aptima® Opce informacije

C. Dugotrajno skladidtenje u zamrzivacu

Uzorci plazme ili seruma mogu se Cuvati na temperaturi od —65 °C do —70 °C do 60 dana
u SAT-ovima.

D. Razrjedivanje ispitaka plazme i seruma

Ispitci plazme i seruma mogu se razrijediti u SAT-u ili sekundarnoj epruveti za testiranje
na sustavu Panther. Za viSe informacija pogledajte u nastavku Postupak testiranja na
sustavu Panther, korak E.6.

/\ Dijagnosticko tumacenje ne bi trebalo provoditi na temelju rezultata ,Not Detected” (Nije
detektirano) za razrijedene ispitke seruma ili plazme. Uzmite novi nerazrijedeni ispitak
i ponovno testirajte.

Napomena: Ako je ispitak razrijeden, treba ga testirati odmah nakon razrjedivanja.
Ne zamrzavajte razrijedeni ispitak.

Uzorci na sustavu Panther

Nezacepljeni uzorci mogu se ostaviti na sustavu Panther do 8 sati. Uzorci se mogu izvaditi
iz sustava Panther i testirati sve dok ukupno vrijeme provedeno na sustavu ne prelazi 8 sati
prije nego $to sustav Panther pipetira uzorak.

Transport ispitaka
Odrzavajte uvjete za skladidtenje uzoraka kako je opisano u odjeljku Prikupljanje i
Skladistenje ispitaka.

Napomena: Ispitci se moraju transportirati u skladu s primjenjivim nacionalnim,
medunarodnim i regionalnim propisima o transportu.
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Aptima® Sustav Panther

Sustav Panther

U nastavku su navedeni reagensi za kvantifikacijski test Aptima HCV Dx za sustav Panther.
Pored naziva reagensa navedeni su i identifikacijski simboli reagensa.

Isporuceni reagensi i materijali

Komplet za kvantifikacijski test Aptima HCV Dx, 100 testova, kat. br. PRD-03506
(1 kutija testova, 1 komplet kalibratora i 1 komplet kontrola)

Dodatni kalibratori i kontrole mogu se naruciti zasebno. Pripadaju¢e kataloSke brojeve
potrazite u nastavku.

Kutija kvantifikacijskih testova Aptima HCV Dx
(nakon primitka €uvajte na 2 °C do 8 °C)

Simbol Komponenta Koli¢ina
A qHCV amplifikacijski reagens 1 botica
Neinfektivne nukleinske kiseline osusene u puferiranoj otopini.
E qHCV enzimski reagens
Reverzna transkriptaza i RNA polimeraza osuSene u otopini tretiranoj 1 bocica
puferom HEPES.

PRO qHCV promotorski reagens

1 bogi

Neinfektivne nukleinske kiseline osusene u puferiranoj otopini. ociea

AR qHCV otopina za rekonstituciju amplifikacije 1x72mlL
Vodena otopina koja sadrzava glicerol i konzervanse. '

ER qHCYV otopina za rekonstituciju enzima
Otopina tretirana puferom HEPES koja sadrzava povrsinski aktivnu tvar 1x58mL
i glicerol.

PROR gHCYV otopina za rekonstituciju promotora 1 x45mL

Vodena otopina koja sadrzava glicerol i konzervanse.

TCR qHCV reagens ciljnog izdvajanja
Nukleinske kiseline u puferiranoj otopini soli koja sadrzava krutu fazu, 1x72,0mL
neinfektivne nukleinske kiseline i interni kalibrator.

Prstenovi za rekonstituciju 3

List s crti€nim kodovima osnovne serije 1 list

Komplet kalibratora za kvantifikacijski test Aptima HCV Dx (kat. br. PRD-03507)
(nakon primitka ¢uvajte na —15 °C do —35 °C)

Simbol Komponenta Koli¢ina

PCAL qHCV pozitivni kalibrator

; . , - 5x2,5mL
Transkript u puferiranoj otopini.

Naljepnica s crtiénim kodom kalibratora —
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Sustav Panther

Komplet kontrola za kvantifikacijski test Aptima HCV Dx (kat. br. PRD-03508)

(nakon primitka ¢uvajte na —15 °C do —-35 °C)

Simbol Komponenta

Kolic¢ina

NC qHCV negativna kontrola

Defibrinirana ljudska plazma negativna na HCV koja sadrzava 5x0,8mL

gentamicin i 0,2 % natrijeva azida kao konzervanse.

LPC qHCV nisko pozitivnha kontrola

Neinfektivni HCV Armored RNA u defibriniranoj ljudskoj plazmi koja 5x 0,8 mL
sadrzava gentamicin i 0,2 % natrijeva azida kao konzervanse.

HPC qHCV visoko pozitivha kontrola

Neinfektivni HCV Armored RNA u defibriniranoj ljudskoj plazmi koja 5x0,8mL
sadrzava gentamicin i 0,2 % natrijeva azida kao konzervanse.

Naljepnica s crticnim kodom kontrole

Potrebni materijali koji su dostupni zasebno

Napomena: Materijali dostupni kod drustva Hologic imaju navedene kataloSke brojeve, osim

ako je drugadcije naznaceno.

Materijal

Sustav Panther™

Sustav Panther Fusion™

Sustav Panther™ , znacajka za kontinuiranu izmjenu tekucina i praznjenje

otpada (Panther Plus)
Komplet kontrola za kvantifikacijski test Aptima® HCV Dx
Komplet kalibratora za kvantifikacijski test Aptima®HCV Dx

Komplet Panther za izvodenje testova u stvarnom vremenu (samo za

testove u stvarnom vremenu)

Komplet testnih teku¢ina Aptima®(naziva se i kompletom univerzalnih

tekucina)

sadrzZava otopinu za ispiranje Aptima®, pufer za deaktivacijsku

tekucinu Aptima®i uljini reagens Aptima®
Jedinice za vise epruveta (engl. multi-tube units, MTU)
Komplet vrecica za otpad Panther™
Poklopac koSa za otpad Panther™

Ili komplet za izvodenje testova na sustavu Panther™
(kada se TMA testovi koji nisu u stvarnom vremenu izvode

istovremeno s TMA testovima u stvarnom vremenu) sadrZzava
MTU-ove, vrecice za otpad, poklopce koSa za otpad, sustav za

automatsko otkrivanje i testne tekucine

Vrhovi, 1000 uL, filtrirani, s mogucnosti mjerenja razine tekuéine, vodljivi

i za jednokratnu uporabu

Nisu svi proizvodi dostupni u svim regijama. Obratite se svojem

predstavniku za informacije specificne za regiju.

Izbjeljivac, od 5 % do 8,25 % (od 0,7 M do 1,16 M) otopine natrijeva

hipoklorita

Kat. br.

303095
PRD-04172
PRD-06067

PRD-03508
PRD-03507
PRD-03455 (5000 testova)

303014 (1000 testova)

104772-02

902731

504405

303096 (5000 testova)

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

Rukavice za jednokratnu uporabu bez pudera
Zamjenski neprobojni ¢epovi

Zamjenski ¢epovi za reagense
Bocice za rekonstituciju reagensa za amplifikaciju, enzimskog
reagensa i promotorskog reagensa
Bocica reagensa TCR

Pokrovi s plastichom poledinom za radne povrSine u laboratoriju
Maramice koje ne ostavljaju dlacice

Pipetor

Vrhovi

Opcije epruveta za prikupljanje primarnih ispitaka:
13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga

Vorteks mijeSalica

Opcionalni materijali
Materijal

Opcije za sekundarne epruvete:
12 mm x 75 mm
13 mm x 100 mm
16 mm x 100 mm
Epruvete za alikvote ispitaka (SAT) Aptima
(pakiranje od 100 komada)

Cep za epruvetu za prijenos (pakiranje od 100 komada)
cep za SAT

Razrjediva¢ za ispitke Aptima®

Komplet razriedivaca za ispitke Aptima®
sadrzava razrjedivaé za ispitke, 100 SAT-ova i 100 ¢epova

Pipete za prijenos
Komercijalno dostupni paneli
Vateni Stapici

Klackalica epruvete

Kat. br.

103036A

CL0041 (100 Cepova)
CL0040 (100 Cepova)

Kat. br.

FAB-18184

504415

PRD-03003
PRD-03478

PRD-03488
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Aptima® Sustav Panther

Postupak testiranja na sustavu Panther

Napomena: Dodatne informacije o postupku potraZite u Priru¢niku za rukovatelja sustavom
Panther / Panther Fusion.

A. Priprema radnog prostora

1. Ocistite radne povrsine na kojima ¢e se pripremati reagensi. PrebriSite radne povrsine
otopinom natrijeva hipoklorita od 2,5 % do 3,5 % (0,35 M do 0,5 M). Ostavite otopinu
natrijeva hipoklorita na povrSinama najmanje 1 minutu, a zatim je isperite
deioniziranom (DI) vodom. Nemojte ostaviti otopinu natrijeva hipoklorita da se osusi.
Prekrijte radnu povrsinu Cistim, apsorpcijskim pokrovima s plasti€¢nom poledinom za
radne povrSine u laboratoriju.

2. Ocgistite zasebnu radnu povrsinu na kojoj ¢e se pripremati uzorci. Primjenjujte
prethodno opisani postupak (korak A.1).

3. Odistite sve pipetore. Primjenjujte prethodno opisani postupak Cis¢éenja (korak A.1).

B. Priprema kalibratora i kontrola

Dopustite da kalibrator i kontrole dosegnu temperaturu od 15 °C do 30 °C prije obrade na

sljedeci nacin:

1. lzvadite kalibrator i kontrole iz mjesta skladiStenja (od —15 °C do —35 °C) i stavite ih
na temperaturu od 15 °C do 30 °C. Tijekom procesa odmrzavanja lagano okrecite

svaku epruvetu kako biste ih dobro promijeSali. Prije uporabe potvrdite da je sadrzaj
epruvete u potpunosti odmrznut.

Opcija. Epruvete kalibratora i kontrola mogu se postaviti na klackalicu za epruvete
kako bi se temeljito promije3ale. Prije uporabe potvrdite da je sadrzaj epruvete
u potpunosti odmrznut.

Napomena: Izbjegavajte stvaranje prekomjerne pjene prilikom preokretanja
kalibratora i kontrola. Pjena ometa mjerenje razine sustavom Panther.

2. Kada se sadrzaj epruvete odmrzne, osusSite vanjski dio epruvete Cistom suhom
maramicom za jednokratnu uporabu.

3. U tom trenutku nemojte otvarati epruvete kako ne bi doSlo do kontaminacije.

C. Rekonstitucija reagensa / priprema novog kompleta

Napomena: Rekonstituciju reagensa potrebno je provesti prije poCetka rada na sustavu
Panther.

1. Za pripremu reagensa za hvatanje ciline sekvence (TCR) ucinite sljedece:

a. lzvadite TCR iz skladista (od 2 °C do 8 °C). Provjerite broj serije na bocici TCR-a
kako biste bili sigurni da odgovara broju serije na listu s crticnim kodovima
osnovne serije.

b. Odmah snazZno protresite bo€icu TCR-a 10 puta. Ostavite boCicu TCR-a da se
zagrije na temperaturi od 15 °C do 30 °C najmanje 45 minuta. Tijekom tog
razdoblja zavrtite i preokrenite boCicu TCR-a najmanje svakih 10 minuta.

Opcija. BoCica TCR-a moze se pripremiti na klackalici epruvete slijedeéi upute

u nastavku: Izvadite TCR iz skladista (od 2 °C do 8 °C) i odmah snazno protresite
10 puta. Stavite bocicu TCR-a u klackalicu epruvete i ostavite TCR da se zagrije
na temperaturi od 15 °C do 30 °C najmanje 45 minuta.

c. Prije upotrebe provjerite je li sav talog u otopini i jesu li magnetske Cestice
suspendirane.
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2. Za rekonstituciju reagensa za amplifikaciju, enzimskog reagensa i promotorskog
reagensa izvedite sljedece:

a.

f.

Izvadite liofilizirane reagense i odgovarajuée otopine za rekonstituciju iz skladista
(od 2 °C do 8 °C). Svaku otopinu za rekonstituciju uparite s njezinim liofiliziranim
reagensom.

Provjerite podudaraju li se boje oznaka na otopini za rekonstituciju i liofiliziranom
reagensu. Provjerite brojeve serija na listu crticnih kodova osnovne serije kako
biste se uvjerili da ste uparili odgovarajuce reagense.

i. Otvorite bodicu s liofiliziranim reagensom uklanjanjem metalne brtve
i gumenog Cepa.

ii. Kraj prstena za rekonstituciju s urezima (crni) ¢vrsto umetnite na bocicu
(slika 5, korak 1).

iii. Otvorite odgovarajucu bocicu otopine za rekonstituciju i Cep stavite na Cistu,
prekrivenu radnu povrsinu.

iv. BoCicu s otopinom za rekonstituciju postavite na stabilnu povrSinu (j. stol).
Zatim preokrenite bocicu s liofiliziranim reagensom iznad bocice s otopinom za
rekonstituciju i vrsto pri¢vrstite prsten na bocicu s otopinom za rekonstituciju
(slika 5, korak 2).

v. Polako preokrenite sastavljene bocice (bocicu pri€vrséenu na bocicu s otopinom)
kako biste omogudili da se otopina iscijedi u staklenu bodicu (slika 5, korak 3).

vi. Podignite sastavljene bocice i mijeSajte ih kruznim pokretima najmanje
10 sekundi (slika 5, korak 4).

vii. PriCekajte najmanje 30 minuta da liofilizirani reagens prijede u otopinu.

viii. Nakon $&to liofilizirani reagens prijede u otopinu, mijeSajte sastavljene bocice
kruznim pokretima najmanje 10 sekundi, a zatim lagano protresite otopinu
unutar staklene bocice naprijed-natrag kako biste je dobro promijesali.

Polako ponovno nagnite sastavljene bocice kako biste omogucili da se sva
otopina iscijedi natrag u bocicu s otopinom za rekonstituciju (slika 5, korak 5).

Oprezno uklonite prsten za rekonstituciju i staklenu boc€icu (slika 5, korak 6).

Ponovno zacepite bocu. Zabiljezite inicijale rukovatelja i datum rekonstitucije na
naljepnici (slika 5, korak 7).

Odlozite prsten za rekonstituciju i staklenu boc€icu u otpad (slika 5, korak 8).

Upozorenje: Izbjegavajte stvaranje prekomjerne pjene prilikom rekonstitucije
reagensa. Pjena ometa mjerenje razine sustavom Panther.

-\f4 ™)

I

Slika 5. Postupak rekonstitucije reagensa
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D. Priprema reagensa za prethodno pripremljene reagense

1. lzvadite prethodno pripremljene reagense iz skladista (od 2 °C do 8 °C).

2. Prije pocetka testa prethodno pripremljeni reagens za amplifikaciju, enzimski reagens
i promotorski reagens te TCR trebaju dosegnuti temperaturu od 15 °C do 30 °C.

3. Za prethodno pripremljeni TCR izvedite prethodno navedeni korak C.1 prije
postavljanja na sustav.

4. MijeSajte kruznim pokretima i preokrecite reagens za amplifikaciju, enzimski reagens i
promotorski reagens kako bi se dobro promijesali prije postavljanja na sustav.
Izbjegavajte stvaranje prekomjerne pjene prilikom preokretanja reagensa.

Opcija: Prethodno pripremljeni reagensi mogu se pripremiti na klackalici epruvete
slijededi ove upute: lIzvadite reagense iz skladidta (od 2 °C do 8 °C). Stavite reagense
u klackalicu epruvete i ostavite da se zagriju na temperaturi od 15 °C do 30 °C
najmanje 30 minuta.

5. Bocice s reagensom nemojte puniti do vrha. Sustav Panther prepoznat ¢e i odbiti
bocice koje su napunjene do vrha.

E. Rukovanje ispitkom

1. Pravilno skladistite obradene ispitke u primarnim epruvetama ili nerazrijedene ispitke
u sekundarnim epruvetama u skladu s odjeljkom Prikupljanje i skladistenje ispitaka.

2. Pazite da zamrznuti ispitci budu potpuno odmrznuti. Odmrznute ispitke mijeSajte u
vorteks mijeSalici 3 do 5 sekundi kako biste ih dobro promijesali.

3. Dopustite da ispitci dosegnu temperaturu od 15 °C do 30 °C prije obrade. Za dodatne
informacije pogledajte odjeljak Uzorci na sustavu Panther.

4. Pazite da svaka primarna epruveta za prikupljanje sadrzava do 1200 L ispitka ili da
svaki SAT sadrzava najmanje 700 uL ispitka. Pogledajte tablicu u odjeljku Prikupljanje
ispitka kako biste utvrdili zahtjeve za mrtvi volumen za svaku vrstu primarne i
sekundarne epruvete. Ako je potrebno razrijediti ispitak, dodatne informacije potraZite
u koraku E.5 u nastavku.

5. Razrijedite ispitak plazme ili seruma u omjeru 1:3 u SAT-u ili 1: 100 u sekundarnoj
epruveti.

Ispitak se moZe razrijediti u sekundarnoj epruveti za testiranje na sustavu Panther.

/\ Dijagnosti¢ko tumacenje ne bi trebalo provoditi na temelju rezultata ,Not Detected”
(Nije detektirano) za razrijedene ispitke seruma ili plazme. Uzmite novi nerazrijedeni
ispitak i ponovno testirajte.

Napomena: Ako je ispitak razrijeden, mora se testirati odmah nakon razrjedivanja.
a. Razrjedivanje ispitaka s malim volumenom

Volumen ispitaka moze se povecati na minimalni potrebni volumen (700 uL)

s pomocu razriedivaca za ispitke Aptima. Ispitci s najmanje 240 yL mogu se

razrijediti s dva dijela razrjedivaca za ispitke (1 : 3) na sljedeéi nacin:

i. Stavite 240 uL ispitka u SAT.

ii. Dodajte 480 pL razrjedivaCa za ispitke Aptima.

iii. ZaCepite epruvetu.

iv. Lagano preokrenite 5 puta da biste promijesali.

Ispitci razrijedeni u omjeru 1 : 3 mogu se testirati primjenom opcije 1 : 3 na sustavu
Panther (pogledajte Prirucnik za rukovatelja sustavom Panther / Panther Fusion za
viSe informacija). Softver ¢e automatski prijaviti rezultat nerazrijedenog uzorka
primjenom faktora razrjedivanja. Ti ispitci bit ée oznaceni kao razrijedeni ispitci.
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b. Razrjedivanje ispitaka visokog titra
Ako je rezultat ispitka iznad gornje granice kvantifikacije (ULoQ), moze se
razrijediti s 99 dijelova razrijedivaca za ispitke Aptima (1 : 100) na sljedec¢i nacin:
i. Stavite 30 pL ispitka u SAT ili sekundarnu epruvetu.
i. Dodajte 2970 pL razriedivaca za ispitke Aptima.
iii. ZaCepite epruvetu.
iv. Lagano preokrenite 5 puta da biste promijeSali.

Ispitci razrijedeni u omjeru 1 : 100 mogu se testirati primjenom opcije 1 : 100 na
sustavu Panther (pogledajte Priru¢nik za rukovatelja sustavom Panther / Panther
Fusion za viSe informacija). Softver ¢e automatski prijaviti rezultat nerazrijedenog
uzorka primjenom faktora razrjedivanja. Ti ispitci bit ce oznaceni kao razrijedeni
ispitci.
Napomena: Za razrijedene ispitke Cije su nerazrijedene koncentracije vece od gornje
granice kvantifikacije (ULoQ) rezultati ¢e biti prikazani u znanstvenom zapisu.

6. Neposredno prije postavljanja ispitaka u stalak za uzorke centrifugirajte svaki ispitak
na 1000 do 3000 g 10 minuta. Ne skidajte ¢epove. Mjehurié¢i u epruveti ometaju
oCitavanje razine na sustavu Panther.

Pogledajte odjeljak Priprema sustava, korak F.2 u nastavku za informacije
o postavljanju na stalak i uklanjanju ¢epova.
F. Priprema sustava

1. Sustav postavite u skladu s uputama u Priruéniku za rukovatelja sustavom Panther /
Panther Fusion i Napomene o postupku. Pobrinite se da se upotrebljavaju stalci za
reagense i adapteri za TCR odgovarajuce veli€ine.

2. Postavite uzorke u stalak za uzorke. IzvrSite sliedece korake za svaku epruvetu s
uzorkom (ispitak i, kada je potrebno, kalibrator i kontrole):

a. Oftpustite jedan Cep epruvete za uzorak, ali ga joS nemojte uklanjati.

Napomena: Budite posebno oprezni kako biste izbjegli kontaminaciju Sirenjem
aerosola. Lagano otpustite ¢epove na uzorcima.

b. Stavite epruvetu s uzorkom u stalak za uzorke.
Ponovite korake 2.a i 2.b za svaki preostali uzorak.

Nakon $to se uzorci postave u stalak za uzorke, uklonite i bacite svaki ¢ep
epruvete s uzorkom u jednom stalku za uzorke. Kako biste izbjegli kontaminaciju,
nemoijte prenositi Cep preko drugih stalaka za uzorke ili epruveta za uzorke.

e. Ako je potrebno, upotrijebite novu pipetu za prijenos za jednokratnu uporabu kako
biste uklonili mjehurice ili pjenu.

f. Kada se ukloni posljednji Cep, umetnite stalak za uzorke u odjeljak za uzorke.

Napomena: Ako istovremeno obradujete druge testove i vrste uzoraka, pri¢vrstite
drza¢ uzorka prije nego Sto stalak za uzorke postavite u odjeljak za uzorke.

g. Ponovite korake od 2.a do 2.f za sljededi stalak za uzorke.
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Napomene o postupku
A. Kalibrator i kontrole

1. Epruvete s qHCV pozitivnim kalibratorom, gqHCV nisko pozitivnom kontrolom, gHCV
visoko pozitivnom kontrolom i gHCV negativhom kontrolom mogu se umetnuti u bilo
koji polozaj na stalku za uzorke i u bilo koji utor odjeljka za uzorke na sustavu
Panther. Pipetiranje uzoraka zapocet ¢e kada je zadovoljen jedan od sljedec¢ih dvaju
uvjeta:

a. Sustav trenutacno obraduje kalibrator i kontrole.
b. U sustavu su registrirani vazeci rezultati za kalibrator i kontrole.

2. Kada se epruveta s kalibratorom i kontrolne epruvete pipetiraju i obraduju za komplet
reagensa kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx, ispitci se mogu testirati s pomocu
pridruZzenog rekonstituiranog kompleta do 24 sata, osim u sljedec¢im slu€ajevima:

a. Rezultat kalibratora ili rezultati kontrola nevaljani su.
b. Pridruzeni komplet analitickog reagensa uklanja se iz sustava.
c. Pridruzeni komplet analitickog reagensa premasio je granice stabilnosti.

3. Epruvetu kalibratora i svaku kontrolnu epruvetu moguce je upotrijebiti samo jednom.
PokuS$aji uporabe epruvete vise od jednom mogu dovesti do pogreSaka pri obradi.

B. Puder iz rukavica

Kao i kod svakog drugog sustava reagensa, viSak pudera na nekim rukavicama moze
uzrokovati kontaminaciju otvorenih epruveta. Preporu€uje se uporaba rukavica bez
pudera.
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Kontrola kvalitete

Rezultat ciklusa ili ispitka moze ponistiti rukovatelj ako tijekom provodenja ispitivanja uoci
tehnicke poteSkoce, poteskoce pri rukovanju ili poteskoée vezane uz instrument te ih
dokumentira. U tom slu€aju potrebno je ponovno testirati ispitke.

Kalibracija testa

Za generiranje valjanih rezultata potrebno je dovrsiti kalibraciju testa. Jedan pozitivni
kalibrator izvodi se u tri ponavljanja svaki put kada se komplet reagensa umetne u sustav
Panther. Nakon uspostavljanja kalibracija je valjana do 24 sata. Softver na sustavu Panther
upozorava rukovatelja kada je potrebna kalibracija. Rukovatelj skenira koeficijent kalibracije
koji se nalazi na listu s crtichim kodovima osnovne serije, koji se isporu€uje sa svakim
kompletom reagensa.

Tijekom obrade softver sustava Panther automatski provjerava kriterije za prihvacanje
kalibratora. Ako su valjana manje od dva replikata kalibratora, softver automatski ponistava
ciklus. Uzorci u ponistenom ciklusu moraju se ponovno testirati primjenom svjeze
pripremljenog kalibratora i svjeZe pripremljenih kontrola.

Negativne i pozitivhe kontrole

Za dobivanje valjanih rezultata mora se testirati skup kontrola testa. Po jedan replikat
negativne kontrole, niske pozitivhe kontrole i visoke pozitivhe kontrole mora se testirati svaki
put kada se komplet reagensa postavi u sustav Panther. Nakon Sto se uspostave, kontrole
su valjane do 24 sata. Softver sustava Panther upozorava rukovatelja kada su potrebne
kontrole.

Tijekom obrade softver sustava Panther automatski provjerava kriterije za prihvacanje
kontrola. Za generiranje valjanih rezultata negativna kontrola mora dati rezultat ,Not
Detected” (Nije detektirano), a pozitivhe kontrole moraju dati rezultate unutar unaprijed
definiranih parametara (nazivni cilj za LPC: 2,36 logqg IU/mL, nazivni cilj za HPC:

5,36 logqg IU/mL). Ako bilo koja od kontrola ima nevaljani rezultat, softver automatski
ponistava ciklus. Uzorci u ponidtenom ciklusu moraju se ponovno testirati primjenom svjeze
pripremljenog kalibratora i svjeze pripremljenih kontrola.

Interni kalibrator / interna kontrola

Svaki uzorak sadrzava interni kalibrator / internu kontrolu (IC). Tijekom obrade kriteriji
prihvatljivosti IC-a automatski se provjeravaju u softveru sustava Panther. Ako je rezultat
IC-a nevazedi, rezultat uzorka ponistava se. Svaki uzorak s nevazecim rezultatom IC-a mora
se ponovno testirati kako bi se dobio valjan rezultat.

Softver sustava Panther osmisljen je za preciznu provjeru procesa kada se postupci izvode
slijedeci naputke iz ove upute i Priruénika za rukovatelja sustavom Panther | Panther Fusion.

Aptima HCV Quant Dx Assay 21 AW-28216-2501 Rev. 001



Aptima® Tumacdenje rezultata

Tumacenje rezultata

Sustav Panther automatski odreduje koncentraciju HCV RNA za ispitke i kontrole
usporedbom rezultata s kalibracijskom krivuljom. Koncentracije HCV RNA-a prikazane su
u IU/mL i logyo IU/mL. Tumacenje rezultata navedeno je u Tablica 1. Ako se za razrijedene
ispitke upotrebljava razrjedenje 1: 3 ili 1: 100, sustav Panther automatski izraunava
koncentraciju HCV RNA-a za nerazrijedeni ispitak mnozenjem razrijedene koncentracije

s faktorom razrjedivanja, a razrijedeni ispitci oznacavaju se kao razrijedeni.

Napomena: Za razrijedene ispitke rezultati navedeni kao ,Not Detected” (Nije detektirano) ili
»,<10 detected” (Detektirano < 10) mogu se dobiti razrjedivanjem ispitka s koncentracijom
iznad, ali blizu granice detekcije (LoD) ili donje granice kvantifikacije (LLoQ). Preporucuje se
prikupljanje i testiranje drugog nerazrijedenog ispitka ako se ne dobije kvantitativni rezultat.

Sustav Panther ne daje kvalitativni rezultat (tj. ,Reactive” (Reaktivno) ili ,Non-reactive”
(Nereaktivno)) za dijagnostiCku upotrebu. Rukovatelj mora protumagiti prijavljenu
koncentraciju HCV RNA-a kao kvalitativni rezultat (Tablica 1). Ispitci Ciji su rezultati navedeni
kao ,Not Detected” (Nije otkriveno) nisu reaktivni na HCV RNA. Ispitci s rezultatima
navedenim kao ,< 10 otkriveno® s rezultatima navedenim unutar linearnog raspona

i > 100.000.000 (gornja granica kvantifikacije) ukazuju na to da je otkrivena HCV RNA

i da su ti ispitci reaktivni na HCV RNA.

Tablica 1: Tumacenje rezultata

Prijavljeni rezultat kvantifikacijskog

testa Aptima HCV Dx Korisni¢ko dii tick
Tumacenje koncentracije HCV RNA-a orisnicko dijagnosticko

kvalitativno tumacenje®

IU/mL logqg vrijednost®

Nije detektirano Nije detektirano HCV RNA nije detektiran. Nije reaktivno na HCV RNA

< 10detektirano <1,00 HCV RNA je detektiran, ali ispod razine LLoQ-a Reaktivno na HCV RNA

Od 10 do Od 1,00 Koncentracija HCV RNA-a je unutar linearnog raspona .

100.000.000 do 8,00 od 10 do 100.000.000 IU/mL. Reaktivno na HCV RNA

>100.000.000 > 8,00 Koncentracija HCV RNA-a je iznad ULoQ-a Reaktivno na HCV RNA
Doslo je do pogredke u generiranju rezultata. .

Nevaljano® Nevaljano® y pog J J Nevaljano

Potrebno je ponovo testirati ispitak

? Dijagnosti¢ko tumaéenje moZe se napraviti iz ispitaka seruma ili plazme koji nisu razrijedeni.
b Vrijednost se skracuje na dvije decimale.
¢ Nevaljani rezultati prikazani su fontom u plavoj boji.

Kriteriji prihvatljivosti za svaku od kontrola kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx navedeni
su u Tablica 2.

Napomena: Raspon iskoristivosti naveden u nastavku mijenja se na temelju dodijeljene
vrijednosti svake odredene serije. Pogledajte dodijeljenu koncentraciju navedenu na listu s
kontrolnim crti¢nim kodovima koji se isporuCuje sa svakom kutijom kontrola.

Tablica 2: Kriteriji prihvatljivosti za raspon iskoristivosti kontrola kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx

Romponenta Raspon Iskoristivostl za valjane cikluse
Negativna kontrola N/P
Nisko pozitivha kontrola +/— 0,5 logye IU/mL
Visoko pozitivha kontrola +/— 0,5 logye IU/mL
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Ogranicenja

A. Uporaba ovog testa ograniCena je na osoblje koje je obu€eno za postupak. NeuspjeSno
pracenje uputa navedenih u ovoj uputi u pakiranju moze rezultirati pogresnim rezultatima.

B. Pouzdani rezultati ovise o primjerenom prikupljanju, prijenosu, skladidtenju i obradi
ispitaka.

C. lako su rijetke, mutacije unutar visoko o€uvanih regija virusnog genoma pokrivenih
pocetnicama i/ili sondama u kvantifikacijskom testu Aptima HCV Dx mogu rezultirati
neuspjehom u detekciji virusa.
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Analiticka ucinkovitost

Granica detekcije (LoD) primjenom 2. medunarodnog standarda SZO-a

Granica detekcije (LoD) testa definirana je kao koncentracija HCV RNA-a koja se otkriva
s vjerojatnoS¢u od 95 % ili ve¢om prema dokumentu EP17-A2 instituta CLSI.®

LoD je odreden testiranjem panela 2. medunarodnog standarda SZO-a za RNA virusa
hepatitisa C (NIBSC 96/798 genotip 1) razrijedenog u ljudskoj plazmi s EDTA-om i serumu
negativnima na HCV. Testirano je najmanje 36 replikata svakog razrjedenja sa svakom od tri
serije reagensa za ukupno minimalno 108 replikata po razrijedenoj otopini. Probit analiza je
provedena kako bi se generirale predvidene granice detekcije. Vrijednosti LoD-a rezultati su
serije reagensa s najviSom predvidenom granicom detekcije. LoD od 95 % za kvantifikacijski
test Aptima HCV Dx primjenom 2. medunarodnog standarda SZO-a iznosi 4,3 IU/mL za
plazmu i 3,9 IU/mL za serum.

Granica detekcije medu genotipovima HCV-a

LoD je odreden testiranjem razrjedenja HCV pozitivnih kliniCkih uzoraka za genotipove 1, 2,
3, 4,516 u HCV negativnoj ljudskoj plazmi i serumu. Koncentracije su odredene odobrenim
testom. Testirano je najmanje 20 replikata svake sastavnice panela sa svakom od tri serije
reagensa za minimalno 60 replikata po sastavnici panela. Probit analiza provedena je kako bi
se generirale predvidene granice detekcije od 95 %. Vrijednosti LoD-a prikazane u Tablica 3
rezultati su iz serije reagensa s najviSom predvidenom granicom detekcije.

Tablica 3: Granica detekcije medu genotipovima HCV-a uz primjenu klini¢kih ispitaka

Genotip Pred\gg:enkacgzanica Pla:nc::centracija (IUlmSI:e)rum
1 95 % 4,0 5,2
2 95 % 2,8 4,0
3 95 % 4,3 3.4
4 95 % 4,8 2,3
5 95 % 21 3,3
6 95 % 4,1 3.9
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Linearni raspon

Linearni raspon utvrden je testiranjem panela HCV 1a Armored RNA (aRNA) razrijedenih

u HCV negativnoj ljudskoj plazmi i serumu prema dokumentu CLSI EP06-A." Paneli su imali
raspon koncentracija od 1,0 log,, IU/mL do 8,2 log,, IlU/mL. Kvantifikacijski test Aptima

HCV Dx pokazao je linearnost u cijelom testiranom rasponu, s gornjom granicom
kvantifikacije (ULoQ) od 8,0 log,, IU/mL, kako je prikazano na slika 6.
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Slika 6. Linearnost u plazmi i serumu
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Linearnost medu genotipovima HCV-a

Linearnost i linearni raspon genotipova HCV-a od 1 (1a za plazmu i 1b za serum) do 6 utvrdeni

su testiranjem razrijedenih pojedinacnih klini¢ki pozitivnih uzoraka, po jednog za svaki genotip
HCV-a za doniji raspon testa u kombinaciji s aRNA-om (HCV 1a) za gornji raspon testa (iznad
100.000 IU/mL). Razrjedenja u negativnoj ljudskoj plazmi i serumu testirana su za sve genotipove.
Linearnost je dokazana za svih Sest genotipova u testiranom rasponu kao $to je prikazano na slika 7
za plazmu i slika 8 za serum.
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Donja granica kvantifikacije primjenom 2. medunarodnog standarda SZO-a

Donja granica kvantifikacije (LLoQ) definirana je kao najniZza koncentracija pri kojoj se

HCV RNA pouzdano kvantificira unutar ukupne pogreske, prema dokumentu CLSI
EP17-A2." Ukupna pogreska procijenjena je na dva nacina: ukupna analitiCka pogreska
(TAE) = |sustavno odstupanje| + 2 SD te ukupna pogreska (TE) = SQRT(2) x 2 SD. Kako bi
se osigurale to¢nost i preciznost mjerenja, ukupna pogredka kvantifikacijskog testa Aptima
HCV Dx postavljena je na 1 logqg lU/mL (1j. pri LLoQ-u, razlika izmedu dvaju mjerenja veca
od 1 logqg IU/mL statisti¢ki je znaCajna).

LLoQ je odreden testiranjem panela 2. medunarodnog standarda SZO-a za RNA virusa
hepatitisa C (NIBSC 96/798 genotip 1) razrijedenog u HCV negativnoj ljudskoj plazmi

i serumu. Trideset i Sest (36) replikata svakog razrjedenja testirano je sa svakom od triju serija
reagensa za minimalno 108 replikata po razriedenju. Rezultati iz serije reagensa s najvecom
koncentracijom jednakom ili vecom od LoD-a i koja zadovoljava zahtjeve za TE i TAE
prikazani su u Tablica 4 za plazmu i Tablica 5 za serum. LLoQ za 2. medunarodni standard
SZ0-a iznosi 7 IU/mL (0,82 log1o IU/mL) za plazmu i 9 IU/mL (0,93 log1o IlU/mL) za serum,
kako je saZzeto u Tablica 6. LLoQ je utvrden za sve genotipove (pogledajte odjeljak
Odredivanje donje granice kvantifikacije (LLoQ) za sve genotipove HCV-a). Ovi podaci

o genotipu utvrduju ukupni LLoQ za test od 10 IU/mL.

Tablica 4: LLoQ primjenom 2. medunarodnog standarda SZO-a za HCV razrijeden u plazmi

Kvantifikacijski test Kvantifikacijski test Sustavno Izracunati Izracunati
Serija Aptima HCV Dx Aptima HCV Dx SD odstupanje TE TAE
reagensa (IU/mL) (logqg IU/mL) (logqg 1U/mL) (logqg IU/mL) (logqq IU/mL) (logqo IU/mL)

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 = standardna devijacija

Tablica 5: LLoQ primjenom 2. medunarodnog standarda SZO-a za HCV razrijeden u serumu

Serija Kvantifikacijski test Kvantifikacijski test Sustavno Izraunati IzraGunati
reagensa Aptima HCV Dx Aptima HCV Dx SD odstupanje TE TAE
(IU/mL) (logqo IU/mL) (logqg IU/mL) (logqg IU/mML) (logqo IU/mL) (logqq IU/mL)

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 = standardna devijacija
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Tablica 6: SaZetak LLoQ-a primjenom 2. medunarodnog standarda SZO-a za HCV

LLoQ za plazmu LLoQ za serum
Serija reagensa
IU/mL logqo IU/mL 1U/mL logqo IU/mL
1 5 0,73 8 0,93
2 7 0,82 8 0,89
3 6 0,76 5 0,71

Odredivanje donje granice kvantifikacije (LLoQ) za sve genotipove HCV-a

LLoQ je odreden testiranjem razrjedenja HCV pozitivnih klini¢kih uzoraka za genotipove

1, 2, 3, 4, 5i 6 u HCV negativnoj ljudskoj plazmi i serumu. Dodjeljivanje koncentracije za
klinicke ispitke odredeno je s pomocu usporednog testa. Trideset i Sest (36) replikata svake
sastavnice panela testirano je sa svakom od triju serija reagensa za minimalno

108 replikata po sastavnici panela. Rezultati iz serije reagensa s najve¢om koncentracijom
jednakom ili ve¢om od LoD-a i koja zadovoljava zahtjeve za TE i TAE, izraunato prema
zahtjevima dokumenta CLSI EP 17-A2,®, prikazani su u Tablica 7 za plazmu i Tablica 8 za
serum. Samo po jedan rezultat veéi i manji od LLoQ-a po genotipu prikazan je u Tablica 7
i Tablica 8 u nastavku jer ti rezultati najbolje odrazavaju ocekivani LLoQ. LLoQ za genotipove
od 1 do 6 u plazmi i serumu saZet je u Tablica 9. Genotip 6 imao je najviSi LLoQ za serum
od 10 IU/mL. Time je utvrden ukupni LLoQ za test od 10 1U/mL.

Tablica 7: Odredivanje LLoQ-a medu genotipovima u plazmi

Kvantifikacijski ~ Kvantifikacijski

Genotip test Aptima test Aptima HCV SD o?i:f:&:)\;?\cj,e Izracunati TE Izracunati TAE
HCV Dx? Dx2 (logqg IU/mL) (logyg 1U/mL) (logqg IU/mML) (logq IU/mL)
(lU/mL) (logqo IU/mL)
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 = standardna devijacija
? Provedene su dodatne razine, ali ti podaci nisu prikazani u tablici.
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Tablica 8: Odredivanje LLoQ-a medu genotipovima u serumu

Kvantifikacijski ~ Kvantifikacijski Sustavno N N
Genotip test Aptima test Aptima HCV SD odstupanje Izra€unati TE lzraéunati TAE
HCV Dx2 Dx2 (logqp IU/mL) (log4o IU/mL) (logqg IU/mML) (logqo IU/mL)
(IU/mL) (logqg IU/mL)
6 0,75 0,36 -0,03 1,02 0,75
1 8 0,88 0,32 -0,02 0,89 0,65
11 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
11 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
11 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 = standardna devijacija
? Provedene su dodatne razine, ali ti podaci nisu prikazani u tablici.
Tablica 9: SaZetak LLoQ-a medu genotipovima u plazmi i serumu
LLoQ za plazmu LLoQ za serum
Genotip HCV-a
1IU/mL logqo IU/mL IU/mL logqo IU/mL
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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Sljedivost do standarda SZO-a

Tijekom razvoja i proizvodnje proizvoda koristen je niz sekundarnih standarda s poznatim
koncentracijama kako bi se uspostavila sljedivost do standarda SZO-a. Koncentracije
testirane za standard SZ0O-a za HCV bile su izmedu 4,00 i 2,30 log4g IU/mL, a sekundarni
standardi imali su koncentraciju od 1,50 do 8,46 log¢o IU/mL. Kontrole i kalibratori
kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx takoder su testirani zajedno sa sekundarnim
standardima i standardom SZO-a. Svi paneli imali su sli€ne rezultate, a bili su linearno
rasporedeni u linearnom rasponu testa, kao $to je prikazano na slika 9.

Sljedivost WHO-a
10,00

9,00
R?=1,000 &

8,00

7,00

6,00

5,00 &

4,00 ry
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Ciljani sredniji log, IU/mL

Slika 9. Sljedivost izmedu ciljnih koncentracija 2. standarda SZO-a za HCV
i uo¢ene koncentracije iz kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx

Preciznost

Panel za preciznost kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx izraden je razrjedivanjem HCV
pozitivne klinicke plazme i HCV 1a aRNA-a u HCV negativnoj klini¢koj plazmi (dvije
sastavnice panela s najviSim udjelom bile su aRNA). Sedam pozitivhih sastavnica panela
obuhvatilo je raspon testa (od 1,86 logqg IU/mL do 7,68 logg lU/mL) i testirao ih je jedan
rukovatelj u tri replikata po ciklusu pomoéu jedne pilot serije reagensa na jednom sustavu
Panther tijekom 21 dana testiranja, s dva ciklusa dnevno.

Tablica 10 prikazuje preciznost rezultata testa (u logqg IU/mL) izmedu ciklusa, unutar ciklusa
i ukupno. Ukupna varijabilnost bila je < 0,14 za sve sastavnice panela, prvenstveno zbog
varijabilnosti unutar ciklusa (tj. slu¢ajne pogreske).
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Tablica 10: Preciznost kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx

N Srednja koncentracija Srednjakoncentracija Medudnevno ciI:’II:gil:na g:;ﬂ::; Ukupno
(Iu/mL) (logs 1U/mL) sD 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 1.950 3,29 0,00 0,07 0,05 0,08
126 8.128 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 = standardna devijacija

? Broj valjanih rezultata unutar linearnog raspona testa.

Napomena: varijabilnost nekih ¢imbenika moZze biti brojéano negativna, to se moze dogoditi ako je varijabilnost zbog tih C¢imbenika
vrlo mala. Kada se to dogodi, SD se prikazuje kao 0,00.

Potencijalno interferirajuce tvari

Procijenjena je osjetljivost kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx na interferenciju
uzrokovanu povisenim razinama endogenih tvari ili lijekovima koji se obi¢no propisuju
osobama zarazenima virusom HCV. Testirani su HCV negativni uzorci plazme i uzorci
obogaceni HCV-om do koncentracije od priblizno 15 IU/mL (1,2 log4g IU/mL) ili 1995 IU/mL
(3,3 logqg lU/mL) HCV RNA-a.

Nije uogena interferencija s ucinkovitosti testa u prisutnosti albumina (90 mg/mL),
hemoglobina (5 mg/mL), triglicerida (30 mg/mL) ili nekonjugiranog bilirubina (0,2 mg/mL).

Klini€ki ispitci plazme prikupljeni od bolesnika s poviSenim razinama definiranih tvari ili od
bolesnika s bolestima navedenima u Tablica 11, po deset uzoraka za svaku tvar, testirani su
kvantifikacijskim testom Aptima HCV Dx. Nije uogena nikakva interferencija s ucinkovitosti
testa.
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Tablica 11: Testirane vrste kliniCkih ispitaka

'-l'estirane vrste klini€kih ispitaka

1 Reumatoidni faktor (RF)

2 Antinuklearna protutijela (ANA)

3 Anti-Jo-1 protutijelo (JO-1)

4 Sistemski eritematozni lupus (SLE)

5 Reumatoidni artritis (RA)

6 Multipla skleroza (MS)

7 Hiperglobulinemija

8 PoviSena alanin aminotransferaza (ALT)
9 PoviSena aspartat aminotransferaza (AST)
10 Alkoholna ciroza (AC)

1 Multipli mijelom (MM)

12 Lipemicni (poviseni lipidi)

13 Ikteri¢ni (poviseni bilirubin)

14 Hemoliziran (poviSeni hemoglobin)

15 Poviseni proteinski albumin

16 Protutijela na HBV

17 Protutijela na HIV-1

18 Protutijela na HIV-2

Nije uogena interferencija s ucinkovitosti testa u prisutnosti egzogenih tvari navedenih
u Tablica 12 pri koncentracijama najmanje tri puta ve¢im od Cmax (ljudska plazma).

Tablica 12: Egzogene tvari

Skupni uzorak
egzogenih tvari

Testirane egzogene tvari

1

Telaprevir, klaritromicin, interferon alfa-2a, dolutegravir, azitromicin

Simeprevir, sofosbuvir

Efavirenz, boceprevir, pegilirani interferon alfa-2b, emtricitabin, raltegravir, amoksicilin

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

Lopinavir, tenofovir, lamivudin, valganciklovir

|| W|N

Heparin, EDTA, natrijev citrat
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Ucinkovitost s ispitcima negativnima na HCV

SpecifiCnost je odredena koriStenjem 198 svjezih i 538 smrznutih HCV negativnih klinickih
ispitaka. Ukupno 370 ispitaka plazme i 366 ispitaka seruma potvrdeno je kao negativho na
HCV pomocu odobrenih testova. Specifi¢nost izraunata je kao postotak uzoraka negativnih
na HCV s rezultatom ,Not Detected” (Nije otkriveno). HCV RNA nije detektirana
u svih 736 uzoraka. Specificnost je 100 % (736/736, 95 % CI: 99,6 - 100 %).

Tablica 13: Ucinkovitost u HCV negativnim klini¢kim ispitcima plazme i seruma

Svjeza Zamrznuta  Ukupno za Svjezi Zamrznuti Ukupno za -
Kombinirano
plazma plazma plazmu serum serum serum
Valjani replikati (n) 100 270 370 98 268 366 736
Nije otkriveno 100 270 370 98 268 366 736
Specifignost 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
(95-postotni Cl) (97,1-100) (98,9-100) (99,2—100) (97,0—100) (98,9—100) (99,2—100) (99,6 — 100)

Cl = interval pouzdanosti

Analiticka specificnhost

Potencijalna krizna reaktivnost s patogenima navedenima u Tablica 14 procijenjena

je u HCV negativnoj ljudskoj plazmi u prisutnosti ili odsutnosti priblizno 15 IU/mL

(1,2 log4g IU/mL) ili 1995 IU/mL (3,3 log4qg IU/mL) HCV-a. Nije uo€ena krizna reaktivnost.
U prisutnosti patogena nije uo¢ena interferencija.

Tablica 14: Patogeni testirani na analiticku specificnost

Fatogen Koncentracija Fatogen Koncentracija
. . . Corynebacterium
Virus hepatitisa A 100.000 kopija/mL diphtheriae 1.000.000 CFU/mL'
Virus hepatitisa B (HBV) 100.000 1U/mL? Streptococcus pneumoniae  1.000.000 CFU/mL
Virus hepatitisa G 1.470 genom/mL Staphylococcus aureus 1.000.000 CFU/mL
HIV-1 100.000 kopija/mL Propionibacterium acnes 1.000.000 CFU/mL
HIV-2 100.000 PEU/mL® Staphylococcus epidermidis ~ 1.000.000 CFU/mL
Virus herpes simplex 1 (HSV-1) 100.000 PFU/mL Candida albicans 1.000.000 CFU/mL
Virus herpes simplex 2 (HSV-2) 100.000 PFU/mL Neisseria gonorrhoeae 1.000.000 CFU/mL
Virus humanog herpesa 6B 100.000 kopija/mL Chlamydia trachomatis 1.000.000 IFU/mL®
Virus humanog herpesa 8 2.667 TCID50 U/mL® Trichomonas vaginalis 1.000.000 stanica/mL
Limfotropni virus humanih 100.000 d
T-stanica tipa 1 (HTLV-1) vp/mL
Limfotropni virus humanih 100.000 /mL a o
T-stanica tipa 2 (HTLV-2) : vp/m IU/mL = medunarodne jedinice po mL
b I .
Barvovirus B19 100.000 U/mL CPFU/mL = jedinice koje tvore plak po mL
TCID50 U/mL = jedinice infektivne doze za kulturu tkiva po mL
Virus Zapadnog Nila 100.000 PFU/mL %yp/mL = virusne &estice po mL
Virus denge 1 100.000 PFU/mL ®LD50/mL = smrtonosna doza po mL
Virus denge 2 100.000 PFU/mL fCFU/ML = jedinice koje tvore kolonije po mL
g _— P . . "
Virus denge 3 100.000 PFU/ML IFU/mL = jedinice koje tvore inkluzije po mL
Virus denge 4 100.000 PFU/mL
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Tablica 14: Patogeni testirani na analiticku specifi¢nost (nastavak)

—Patogen Koncentracija Patogen Koncentracija
Citomegalovirus 100.000 PFU/mL
Epstein-Barrov virus 100.000 kopija/mL
Virus rubeole 100.000 PFU/mL
Humani papiloma virus 100.000 stanica/mL
Adenovirus tipa 5 100.000 TCID50 U/mL
Virus gripe A 100.000 TCID50 U/mL
Virus japanskog encefalitisa NA NA
Virus encefalitisa u St. Louisu NA NA
Virus encefalitisa Murray Valley 2.643 LD50/mL°®
Virus Zute groznice 100.000 stanica/mL

Klini¢ki uzorci koji sadrze viruse osim HCV-a

Patogeni navedeni u Tablica 15 procijenjeni su uzimanjem pojedinac¢nih prirodno zarazenih
kliniCkih ispitaka. Testirani su u prisutnosti ili odsutnosti priblizno 15 IU/mL (1,2 log4g IU/mL) ili
1995 IU/mL (3,3 logqg IU/mL) virusa HCV-a. Nije uoCena krizna reaktivnost. Nije uoCena
nikakva interferencija.

Tablica 15: Klini¢ki uzorci testirani na analiti¢ku specificnost

Mikroorganizam Matrica N (donori)
HBV Serum 5
HBV Plazma 5
Virus denge Plazma 10
Virus hepatitisa A Plazma 10
HTLV-1 Plazma 10
HTLV-2 Plazma 10
HIV-1 Plazma 10
Virus Zapadnog Nila Plazma 10
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Ekvivalencija matrice

Sto sedamdeset i Sest skupova uzoraka uskladenih epruveta za prikupljanje krvi (epruvete za
serum, SST, PPT, ACD, K2 EDTA, K3 EDTA) procijenjeno je u pogledu ekvivalentnosti
matrice. Medu tim skupovima uzoraka 68 je bilo prirodno zarazeno i pozitivno na HCV,

a 108 negativno na HCV. Dvadeset i Sest od 68 pozitivnih dodatno je razrijedeno s

13 negativnih uzoraka iz uskladenih epruveta za prikupljanje krvi u omjerima 1: 10, 1: 100
i1:1000ili 1:100, 1:10.000i 1:100.000, s koncentracijama u cijelom dinami¢kom
rasponu testa (146 pozitivnih replikata po epruveti za prikupljanje). Korelacija je mjerena
pomocu epruvete za prikupljanje seruma kao komparatora.

Tablica 16: Studija ekvivalencije matrice

I
Epruveta za 95 %-tni interval

95 %-tni interval

prikupljanje . . pouzdanosti . .

Kkrvi Demingova regresija pouzdanosti nagiba presijecanja R? Sred(rlgz ra)zllka

Donja Gornja Donja Gornja 10
granica granica granica granica

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 0,98 1,01 -0,10 0,07 0,996 -0,02
ACD y =1,00x - 0,14 0,99 1,01 -0,20 -0,08 0,997 -0,13
PPT y =1,00x — 0,01 0,98 1,01 -0,10 0,08 0,996 -0,01

Razrjedivanje uzorka s pomoc¢u razrjedivaca za ispitke Aptima (1 : 3)

Za procjenu toCnosti detekcije HCV RNA-a u uzorcima razrijedenima plazmom ili serumom
s razrjedivacem za ispitke Aptima, uzorci od 1,67 logqq IU/mL do 6,34 log4q IU/mL razrijedeni
su u omjeru 1 : 3 razrjedivatem za ispitke Aptima (240 uL uzorka kombiniranog s 480 uL
razrjedivaca za ispitke Aptima). Svaki je uzorak testiran nerazrijeden i razrijeden (1 : 3) u tri
replikata. Testiranje je provedeno pomoc¢u jedne serije testnih reagensa na jednom sustavu
Panther s dvjema serijama razrjedivaCa za ispitke Aptima. Razlika izmedu nerazrijedenih

i razrijedenih rezultata testa izraCunata je za svaki skup uzoraka kako je prikazano u
Tablica 17 za plazmu i Tablica 18 za serum.

Tablica 17: SaZetak usporedbe matrice razrjedenja ispitka plazme 1 : 3 u log 4o IU/mL

Matrica plazme mvac Raziika
Prosjecna zabiljezena Prosjecna zabiljezena Razrjediva¢ iz matrice
koncentracija koncentracija plazme
(logqg IU/mML)n=3 (logqg lU/ML)n=6 (logqg IU/mL)

1,74° 1,57° -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

® Rezultat dvaju replikata. Jedan rezultat bio je ,Detected” (Detektirano), ali nije kvantificiran.
® Rezultat Cetiriju replikata. Dva rezultata bila su ,Detected” (Detektirano), ali nisu kvantificirani.
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Tablica 18: SaZetak usporedbe matrice razrjedenja ispitka seruma 1 : 3 u logqo IU/mL

Matrica seruma Razrjedivac Razilka
Prosjecna zabiljezena koncentracija Prosjecna zabiljezena koncentracija Razrjediva¢ iz matrice seruma
(logqo lU/mL)n=3 (logqo lU/mML)n=6 (logqo IU/mL)
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

@ Rezultat dvaju replikata. Jedan rezultat bio je ,Detected” (Detektirano), ali nije kvantificiran.

Razrjedivanje uzorka s pomoc¢u razrjedivaca za ispitke Aptima (1 : 100)

Za procjenu to¢nosti detekcije HCV RNA-a u uzorcima razrijedenima plazmom ili serumom s
razriedivatem za ispitke Aptima, pet prirodno inficiranih ispitaka plazme i pet prirodno
inficiranih ispitaka seruma, zajedno s deset ispitaka HCV negativne plazme i seruma
obogacenog HCV aRNA-om ciljano iznad ULoQ, 8 log¢q IU/mL pri 8,30 log4q IU/mL, testirano
je u tri replikata. Razrjedivanje 1 : 100 provedeno je s jednim dijelom uzorka i 99 dijelova
razrjedivaca za ispitke Aptima neposredno prije testiranja. Testiranje je provedeno pomocu
jedne serije testnih reagensa na jednom sustavu Panther s dvjema serijama razrjedivaCa za
ispitke Aptima. Razlika izmedu nerazrijedenih i razrijedenih rezultata testa izraCunata je za
svaki skup uzoraka kako je prikazano u Tablica 19 za plazmu i Tablica 20 za serum.

Tablica 19: SaZetak usporedbe matrice razrjedenja ispitka plazme 1 : 100 u log 4o IU/mL

Matrica plazme m“c
Matrica Razrjedivanje Prosjecna zabiljezena koncentracija Prosjecna zabiljezena koncentracija Razlika
(logqo IlU/mL)n=3 (logqo IlU/IML)n=6

8,037 7,95 -0,08
8,07° 7,93 -0,15
8,147 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
8,147 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

# Obogadeni ispitak
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Tablica 20: SazZetak usporedbe matrice razrjedenja ispitka seruma 1 : 100 u log10 IU/mL

Matrica plazme Wjedivac
. Lo . Prosjecna zabiljezena Prosjecna zabiljezena i
Matrica Razrjedivanje koncentracija koncentracija Razlika
(logqo lU/mML)n=3 (logqg IU/ML)n=6

8,04° 7,94 -0,09
8,07° 7,91 -0,16
7,997 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

Serum 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

& Obogaceni ispitak
® Rezultat dvaju od triju testiranih replikata. Jedan odstupajuéi replikat uklonjen.

Potvrda LLoQ-a u klini€kim ispitcima razrijedenima u razrjedivacu za ispitke

LLoQ kvantifikacijskog testa Aptima HCV potvrden je klini¢kim ispitcima genotipa 1 HCV-a
razrijedenima u razrjedivaCu za ispitke Aptima. Ispitci su pripremljeni u ljudskoj plazmi i
serumu negativnima na HCV u koncentracijama od 21, 30 i 45 IU/mL. Svaki panel razrijeden
je u omjeru 1: 3 u razrjedivaCu za ispitke Aptima neposredno prije testiranja kako bi se
dobile kona¢ne koncentracije od priblizno 7, 10 i 15 IU/mL. Trideset i Sest (36) replikata
svake sastavnice panela testirano je s jednom serijom reagensa tijekom tri dana. Potvrden je
LLoQ =10 IU/mL za plazmu i serum s HCV-om razrijedene u razrjedivacu za ispitke Aptima,
kao $to je prikazano u Tablica 21.

Tablica 21: Potvrda LLoQ-a — klini¢ki uzorci u razrjedivacu za ispitke Aptima

—
Kvantifikacijski Kvantifikacijski

Ciljna Ciljna Sustavno

. . " % test Aptima test Aptima SD . lzraéunati TE lzraunati TAE
Matrica koncentracija koncentracija . odstupanje
(U/mL)  (logqo IU/mL) detekcije '(':ﬁxn?_’)‘ (|oSC\1uD/§1L) (logo UML) 100 uimL) (10910 UML)~ (logso IU/mL)
10
Plazma 7 0,85 100 % 9 0,94 0,25 0,10 0,71 0,60
Serum 7 0,85 100 % 9 0,96 0,21 0,12 0,60 0,54
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Preciznost razrijedenih uzoraka

Panel za preciznost kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx izraden je razrjedivanjem HCV
pozitivne klinicke plazme i HCV aRNA-a u HCV negativnoj klini¢koj plazmi. Oni su dodatno
razrijedeni u razrjedivaCu za ispitke Aptima. Pozitivni paneli razrijedeni su u razrjedivacu za
ispitke Aptima. Testirao ih je jedan rukovatelj u tri replikata po ciklusu pomocu jedne pilot
serije reagensa na jednom sustavu Panther tijekom 21 dana testiranja, s dva ciklusa dnevno.

Tablica 22 prikazuje preciznost rezultata testa (u logqg IU/mL) izmedu ciklusa, unutar ciklusa,

izmedu dana i ukupno. Ukupna varijabilnost bila je < 0,15 za sve sastavnice panela,
prvenstveno zbog varijabilnosti unutar ciklusa (tj. slu¢ajne pogreske)

Tablica 22: Preciznost panela razrijedenih u razrjedivacu za ispitke Aptima

Srednja Standardna devijacija
Razrjedivanje N koncentracija Medu Unutar
(logqg IlU/mL) Medudnevno ciklusima ciklusa Ukupno
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

@ Broj valjanih rezultata unutar linearnog raspona testa

Napomena: Varijabilnost nekih ¢imbenika moZe biti brojéano negativna, $to se moze dogoditi ako je varijabilnost zbog tih ¢imbenika

vrlo mala. U tim se sluajevima SD i CV prikazuju kao 0.

Prijenos

Kako bi se utvrdilo da sustav Panther umanjuje rizik od lazno pozitivnih rezultata koji
proizlaze iz prijenosne kontaminacije, provedeno je ispitivanje pomoc¢u obogacenih panela na
tri sustava Panther. Prijenos je procijenjen pomoc¢u obogacéenih uzoraka plazme s visokim
titrom aRNA-a (7 log4g IU/mL) rasporedenih izmedu HCV negativnih uzoraka u uzorku
Sahovske ploCe. Testiranje je provedeno u petnaest ciklusa. Ukupna stopa prijenosa bila je

0,14 % (1/704).

Serokonverzijski panel

Testirano je jedanaest HCV serokonverzijskih panel setova, ukupno 72 ispitka. Rezultati
kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx usporedeni su s rezultatima testa na HCV protutijela.
Broj dana do prvog reaktivhog rezultata naveden je u Tablica 23. Kvantifikacijski test Aptima
HCV Dx je otkrio prisutnost HCV-a u prosjeku 20 dana ranije od testova na protutijela.

Tablica 23: SaZetak podataka za serokonverzijski panel

Razlika u danima do prvog
reaktivnog rezultata

. B_roj " Broj reaktivnih sastavnica panela Dani do prvog reaktivhog rezultata (na temelju datuma
ID panela 'SPitani uzimanja krvi)
sastavnica Kvantifikacijski Kvantifikacijski Dana ranije Dana ranije
panela "Van ISKI" TestHCV  Test HCV CUISKI TestHCV  Test HCV J )

test protutijela 1 protutijela 2 test Aptima protutijela 1 protutijela 2 od testa HCV od testa HCV

Aptima HCV Dx HCV Dx protutijela 1 protutijela 2
PHV911 4 4 3 3 32 14 14 11 11
PHV913 4 4 0 2 0 9° 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
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Tablica 23: SaZetak podataka za serokonverzijski panel (nastavak)

Razlika u danima do prvog
reaktivnog rezultata

. B_roj_ Broj reaktivnih sastavnica panela Dani do prvog reaktivhog rezultata (na temelju datuma
ID panela lspltan!h uzimanja krvi)
sastavnica Kvantifikacijski Kvantifikacijski Dana ranije Dana ranije
panela "VaNUNAACUSKI rogt Hov  Test HCV CUSKI restHCV  Test HCV ) )
test protutijela 1 protutijela 2 test Aptima protutijela 1 protutijela 2 od testa HCV od testa HCV
Aptima HCV Dx HCV Dx protutijela 1 protutijela 2

PH926 5 5 1 0 0 14 14° 14 14
6227 7 4 2 2 42 74 74 32 32
6229 8 8 4 3 0 17 20 17 20

Ukupno 72 66 35 32 Srednja 19,36 20,73

vrijednost

Medijan 14 18

Test HCV protutijela 1 proveden je testom Abbott Prism HCV.

Test HCV protutijela 2 zavr$en je Ortho Enhanced SAVE testom, uz sljedeée iznimke:
Paneli 6227 i 6229, koji su oba testirani testom Ortho ELISA Anti-HCV 3.0

? Prvo uzimanje krvi nije testirano zbog nedostupnosti uzorka od dobavljaga.

b Nijedno uzimanje krvi u ovom panelu nije bilo reaktivno na HCV protutijela. Posljednji dan krvarenja upotrijebljen je kao ,Dani do
prvog reaktivnog rezultata”.
° Drugo uzimanije krvi nije testirano zbog nedostupnosti uzorka od dobavljaéa.

Studija obnovljivosti

Obnoviljivost je procijenjena na sustavu Panther u trima vanjskim centrima u SAD-u. Dva
rukovatelja provodila su testiranje na svakoj lokaciji. Svaki je rukovatelj izvodio dva ciklusa
dnevno tijekom triju dana uporabom triju serija reagensa tijekom testiranja. U svakom ciklusu
bila su 3 replikata svakog ¢lana panela. Ukupno je testirano 108 replikata svake sastavnice
panela.

Obnoviljivost je testirana pomoc¢u sastavnica panela izradenih od HCV negativne plazme.
Pozitivhe sastavnice panela bile su pozitivne na genotip 1, genotip 2 ili genotip 3 HCV-a.
Koncentracije HCV RNA-a obuhvadale su linearni raspon testa. Tablica 24 prikazuje
obnovljivost i preciznost rezultata testa za svaku pozitivhu sastavnicu panela izmedu centara,
izmedu rukovatelja, izmedu serija, izmedu dana, izmedu ciklusa, unutar ciklusa i ukupno te
udio replikata s rezultatima izvan prijavljivog raspona kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx.

Koeficijent varijacije izracunat je s pomocu sljedeée jednadzbe, pri éemu je 02 varijancija
uzorka podataka nakon pretvorbe logqg.

%CV = 100 x V(107" _ 1)

Za sastavnicu panela negativnu na HCV testirano je 108 replikata i HCV RNA nije detektiran
ni u jednom od 108 replikata (negativno slaganje = 100 %, 95 %-tni Cl: od 96,6 % do 100 %).
Za sve HCV pozitivne sastavnice panela vrijednosti slaganja bile su 100 %.
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Tablica 24: Obnovijivost razina HCV RNA-a za kvantifikacijski test Aptima HCV Dx na sustavu Panther
u pozitivnim sastavnicama panela

Opazena srednja Izmedu Ilzmedu Izmedu Izmedu Unutar Ukupno
vrijednost centara serija rukovatelja/dana? ciklusa ciklusa P! l
GT spod Iznad
N IU/mL Logro SD SD SD SD Sb ("/fCDV) Lho(g) 2 Uho&;a
U/mL (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
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) 0,0) 0,0)
0,075 0,045 0,044 0,058 0,071 0,135 0 0
108 22.710.8 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 41955380 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) (5.69) (73,45) (42,6) (0,0)
108 626 18 0,000 0,044 0,101 0,069 0,124 0,180 0 0
: ’ (0,00) (10,18) (2,48) (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 14.519.2 41 (0,00) (11,78) (11,01) (242) (21,50) (27,25) (0.0) (0.0)
0,000 0,017 0,041 0,015 0,104 0,114 0 0
108 5.810.012,3 6,8 (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 77.499.195,7 7.9 (0,00) (4,24) (6,56) (0,00) (17,77) (19,46) (0,0) 9,3)
Opazena srednja Ilzmedu Izmedu lzmedu lzmedu Unutar Ukupno
o vrijednost centara serija rukovatelja/dana® ciklusa ciklusa Ispod |znad
N IU/mL Logro SD SD SD SD SD (“/?(?V) Lms/t)-a ULno&;a
m U/mL (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
3 107 o6 09 0,049 0,103 0,056 0,000 0,225 0,258 71 0
k g (11,32) (24,05) (12,95) (0,0) (55,47) (65,16) (66,4) (0,0)
108 143 11 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)
107 499 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)
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 3.9 (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 63.813.728,0 78 (2,84) (0,00) (0,00) (13,76) (21,32) (25,71) (0.0) (2.8)

%CV = log-normalni koeficijent varijacije, GT = genotip, SD = standardna devijacija (log4q 1U/mL)

Napomena: Varijabilnost izazvana nekim ¢imbenicima moZe biti broj¢ano negativna. To se moZe dogoditi ako je varijabilnost zbog tih
¢imbenika vrlo mala. U tim se slucajevima SD i CV prikazuju kao 0.

®lzmedu rukovatelja moze se preklapati s Izmedu dana; stoga se procjene lzmedu rukovatelja i Izmedu dana kombiniraju u Izmedu
rukovatelja/dana.
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Klinicka ucinkovitost

Korelacija metoda

UcCinkovitost kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx procijenjena je u odnosu na usporedni test s
oznakom CE testiranjem nerazrijedenih klinickih ispitaka bolesnika zarazenih HCV-om na tri
Panther sustava koriStenjem Cetiri serije reagensa. Za linearnu regresiju upotrijebljeno je ukupno
1058 uzoraka plazme i seruma (872 uzorka plazme, 186 uzoraka seruma) za sve genotipove
HCV-a unutar linearnog raspona zajedni¢kog za oba testa, kao Sto je prikazano na slika 10.

8,00 -

7,00 4 y=1,06x + 0,08

6001  R*=097
5,00 -
4,00 -
3,00
2,00

1,00 4 =

Kvantifikacijski test Aptima HCV Quant Dx (Log,, IU/mL)

UHDU T T T T T T T 1
0,00 1,00 2,00 300 400 500 600 7,00 8,00

Test za usporedbu (Log,, IU/mL)

Slika 10. Korelacija izmedu kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx i usporednog testa

Studija klini¢ke korisnosti

Studija je osmisljena kako bi se dokazala klini¢ka korisnost procjenom karakteristika
ucinkovitosti za postizanje odrzivog viroloSkog odgovora (SVR) ili neodrzivog viroloSkog
odgovora (NSVR) u utvrdenim Klini¢ki relevantnim vremenskim to¢kama tijekom antivirusnog
liecenja od 8, 12 ili 24 tjedna. U studiji je ujedno procijenjen utjecaj kovarijate (tj. dobi, spola,
rase, poCetne razine HCV RNA-a, prisutnosti ili odsutnosti ciroze) na SVR odgovor.

Ispitci su prospektivno prikupljeni od ispitanika kroniéno zarazenih HCV-om genotipa 1, 21 3
koji su zapoceli terapiju od 8, 12 ili 24 tjedna na bazi sofosbuvira uzimanjem lijekova koje je
odobrila agencija FDA, propisanih u skladu s oznakama koje je odobrila agencija FDA i/ili
smjernicama za lijeCenje HCV-a organizacija AASLD/IDSA.** Ispitanici koji nisu prethodno
primali lijeCenje za HCV ili su ve¢ primali lijeenje te ispitanici bez ciroze ili s kompenziranom
cirozom ispunjavali su uvjete za sudjelovanje, kako je bilo primjenjivo za svaki rezim
lijeCenja.
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Odredivanje koli¢ine virusa u krvi za HCV RNA provedeno je na pocetku, u 1. tjednu, 2.
tiednu, 4. tjednu, 8. tjednu, 12. tjednu i 24. tjednu s pomocu kvantifikacijskog testa Aptima
HCV Dx. Rezultati prac¢enja na kraju lijeCenja (EOT) te nakon lije€enja u 4. i 12. tjednu
odredeni su s pomoc¢u kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx i dva odobrena kvantitativha
testa za HCV RNA. SVR je definiran kao razina HCV RNA-a < LLoQ, kako je odredena
odobrenim kvantitativnim testom za uzorak u 12. tiednu nakon lije€enja.

Od 352 ispitanika ukljucena iz 35 klinickih centara u SAD-u, 274 ispitanika imalo je konaCan
SVR status i ispunjavalo je uvjete za analizu. Pedeset i Sest (56) ispitanika imalo je status
SVR-a koji se nije mogao procijeniti i nisu bili ukljuéeni u analizu. Dodatna 22 ispitanika
imala su konacan status SVR-a, ali nisu se mogli procijeniti zbog nedostatka rezultata prije
lijeCenja / pocetnih rezultata, svih rezultata tijekom lije¢enja < LLoQ ili nedetektiranih ili zato
Sto genotipovi nisu utvrdeni odobrenim testom. U ovoj studiji 90,5 % (248/274) ispitanika
postiglo je SVR, a 9,5 % (26/274) postiglo je NSVR (pogledajte od Tablica 31 do Tablica 33
za broj¢ane podatke prema genotipu i DRA-u). Najvec¢a pocetna koli€ina virusa u krvi bila je
7,58 logqg IU/mL, kako je utvrdeno kvantifikacijskim testom Aptima HCV Dx. Svi ispitanici koji
su se mogli procijeniti zavrSili su terapiju, bez neuspjeha tijekom lijeCenja (npr. izostanka
odgovora). Ukupno 2449 uzoraka prikupljenih u razli¢itim vremenskim to¢kama od svakog
ispitanika testirano je u trima centrima za testiranje u SAD-u.

Tablica 25 prikazuje demografske podatke i kliniCke karakteristike 274 ispitanika koji su se
mogli procijeniti.

Tablica 25: Demografski podaci i klinicke karakteristike

Karakteristike

Ukupno N 274
Zenski, n (%) 112 (40,9)
Spol —
Muski, n (%) 162 (59,1)
n 274
Srednja vrijednost 55,1
Medijan 56,0
SD 10,40
Dob (godine) Minimalno 23
Maksimalno 83
21-49,n (%) 61 (22,3)
50 -70, n (%) 203 (74,1)
> 70, n (%) 10 (3,6)
n 274
Hispanoamerikanci ili Latinoamerikanci, n (%) 65 (23,7)
Etni¢ka pripadnost Nisu Hispanoamerikanci ili Latinoamerikanci, n (%) 202 (73,7)
Nepoznato, n (%) 6(2,2)
Odbijeno, n (%) 1(0,4)
n 274
Bijelci, n (%) 223 (81,4)
Crnci ili Afroamerikanci, n (%) 43 (15,7)
Azijci, n (%) 1(0,4)
Rasa? Americki Indijanci / domoroci Aljaske, n (%) 3(1,1)
Havaijci / domoroci Pacifika, n (%) 0(0,0)
Ostalo, n (%) 3(1,1)
Nepoznato, n (%) 1(0,4)
Odbijeno, n (%) 0(0,0)
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Tablica 25: Demografski podaci i klinicke karakteristike (nastavak)

Karakteristike

n 274
. Genotip 1, n (%) 158 (57,7)
Genotip ;
Genotip 2, n (%) 66 (24,1)
Genotip 3, n (%) 50 (18,2)
n 274
Nelijeceni, n (%) 232 (84,7)
Lijeceni, n (%) 42 (15,3)
S relapsom, n (%) 32 (76,2)
Bez odgovora, n (%) 1(2,4)
Status lije¢enja HCV-a Bez ocekivanog odgovora, n (%) 2(4,8)
S djelomi¢nim odgovorom, n (%) 3(7,1)
S probojem, n (%) 1(2,4)
Ponovni porast infekcije, n (%) 0(0,0)
Odgovor na lije€enje nepoznat, n (%) 3(7,1)
Nedostaje, n (%) 0(0,0)
n 274
Status ciroze Cirotiéni, n (%) 98 (35,8)
Neciroti¢ni, n (%) 176 (64,2)

? |spitanici mogu navesti vie rasa.

U Tablica 26 prikazuje se kona¢na dodjela reZima lijekova za 274 ispitanika koji su se mogli
procijeniti.

Tablica 26: Sazetak konacne dodjele rezima lijekova ispitanika prema genotipu

Genotip HCV-a, n (%)

Dodjela rezima lijekova

1 2 3
Sofosbuvir i peginterferon i ribavirin tijekom 12 tjedana 25 (15,8) - 3(6,0)
Sofosbuvir i simeprevir i/ili ribavirin tijekom 12 tjedana 63 (39,9) - -
Sofosbuvir i simeprevir i/ili ribavirin tijekom 24 tjedna 4 (2,5) - -
Sofosbuvir i ribavirin tijekom 12 tjedana - 66 (100) -
Sofosbuvir i ribavirin tijekom 24 tjedna 6 (3,8) - 47 (94,0)
Ledipasvir i sofosbuvir tijekom 8 tjedana 14 (8,9) - -
Ledipasvir i sofosbuvir tijekom 12 tjedana 39 (24,7) - -
Ledipasvir i sofosbuvir tijekom 24 tjedna 7(4,4) - -
Ukupan broj prihvatljivih ispitanika 158 66 50
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U Tablica 27 procjenjuje se povezanost poCetnih kovarijata (dob, rasa, spol, pocetna koli¢ina
virusa HCV-a u krvi [binarna varijabla] i status ciroze) i SVR-a pomoéu omjera vjerojatnosti
(OR) s univarijatnom (neprilagodenom) logistickom regresijskom analizom. Rezultati za

274 ispitanika koji su se mogli procijeniti procijenjeni su prema genotipu HCV-a. Za
genotipove 1 i 2 cirotiCne osobe su imale manju vjerojatnost postizanja SVR-a u odnosu na
neciroti¢cne osobe (OR = 0,16 [Waldov 95 %-tni Cl: od 0,04 do 0,63], P = 0,009 odnosno
OR = 0,13 [Waldov 95 %-tni CI: od 0,02 do 0,70], P = 0,017). Vrijednosti 95 %-tnog Cl-ja za
ostale kovarijate za genotip 1 i 2 te sve kovarijate za genotip 3 ukljucivale su vrijednost

1 i nisu bile statisticki znacajne.
Tablica 27: Procjena pocetnih prediktora SVR-a na pocetku

Postotak koji

Omjer vjerojatnosti

GT Kategorija N Grupiranje N(%) je postigao (Waldov 95 %-tni Cl) uz P-vrijednost
SVR univarijatnu LR analizu
> 40 godina 146 (92,4) 91,8 0 [0 — ) Nije mogu¢ izracun
Dob 158
< 40 godina 12 (7,6) 100
Muski 92 (58,2) 90,2 0,44 (0,11 - 1,69) 0,231
Spol 158 - -
Zenski 66 (41,8) 95,5
Bijelci 116 (73,4) 94,0 2,10 (0,63 - 7,03) 0,227
1 Rasa 158 —
Nebijelci 42 (26,6) 88,1
Po&etna koligina > 740.000 IU/mL 111 (71,2) 92,8 1,26 (0,36 - 4,40) 0,721
virusa u Krvi 156
2a HCV RNA® < 740.000 IU/mL 45 (28,8) 91,1
Ciroti¢ni 57 (36,1) 84,2 0,16 (0,04 - 0,63) 0,009
Status ciroze 158 ——
Neciroti¢ni 101 (63,9) 97,0
2 40 godina 60 (90,9) 88,3 1,51 (0,15 - 14,91) 0,722
Dob 66
< 40 godina 6 (9,1) 83,3
Muski 36 (54,5) 86,1 0,69 (0,15 - 3,15) 0,631
Spol 66 - -
Zenski 30 (45,5) 90,0
Bijelci 61(92,4) 86,9 0[0 - ) Nije mogué¢ izratun
2 Rasa 66
Nebijelci 5 (7,6) 100
Pogetna koligina > 740.000 IU/mL 44 (66,7) 84,1 0,25 (0,03 - 2,19) 0,211
virusa u krvi 66
za HCV RNA < 740.000 IU/mL 22 (33,3) 95,5
Ciroticni 22 (33,3) 72,7 0,13 (0,02 - 0,70) 0,017
Status ciroze 66 —
Neciroti¢ni 44 (66,7) 95,5
2 40 godina 44 (88,0) 86,4 00— o) NC
Dob 50
< 40 godina 6 (12,0) 100
Mugki 34 (68,0) 85,3 0,39 (0,04 — 3,62) 0,405
Spol 50 - -
Zenski 16 (32,0) 93,8
Bijelci 46 (92,0) 87,0 0[0 - ) Nije mogu¢ izracun
3 Rasa 50
Nebijelci 4 (8,0) 100
Pogetna koligina > 740.000 IU/mL 30 (61,2) 83,3 0,28 (0,03 - 2,59) 0,261
virusau krvivza 49
HCV RNA? < 740.000 IU/mL 19 (38,8) 94,7
Cirotiéni 19 (38,0) 78,9 0,26 (0,04 — 1,58) 0,143
Status ciroze 50 —
Neciroti¢ni 31 (62,0) 93,5

Cl = interval pouzdanosti, GT = genotip, LR = logisti¢ka regresija
? Kovarijata po&etne koli¢ine virusa u krvi za HCV RNA ne ukljuéuje ispitanike od kojih nije dobivena kvantitativna koli¢ina virusa u
krvi za HCV RNA prije pocetka terapije.
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Odgovor na antivirusnu terapiju

Karakteristike ucinkovitosti testa utvrdene su za osobe lije€ene odredenim DAA rezimima.
Nema dostupnih informacija o prediktivnoj vrijednosti testa kada se upotrebljavaju druge
kombinirane DAA terapije.

Definicije:
Koli€ina virusa u krvi (VL) u 1. tiednu = HCV RNA < LLoQ = 10 IU/mL u 1. tjednu antivirusne
terapije

VL u 2. tiednu = HCV RNA < LLoQ = 10 IU/mL u 2. tjednu antivirusne terapije
VL u 4. tjednu = HCV RNA < LLoQ = 10 IU/mL u 4. tjednu antivirusne terapije
VL u 8. tjednu = HCV RNA < LLoQ = 10 IU/mL u 8. tjednu antivirusne terapije
VL u 8. tjednu (EOT): HCV RNA < LLoQ u 8. tjednu antivirusne terapije

VL u 12. tjednu = HCV RNA < LLoQ = 10 IU/mL u 12. tjednu antivirusne terapije
VL u 12. tjednu (EOT): HCV RNA < LLoQ u 12. tjednu antivirusne terapije

VL u 24. tjednu (EOT): HCV RNA < LLoQ u 24. tjednu antivirusne terapije

Odrzivi virolo8ki odgovor (SVR) 12: HCV RNA < LLoQ u 12. tjednu nakon zavrSetka
antivirusne terapije, mjereno neovisnim testom za HCV RNA.

Aptima HCV Quant Dx Assay 45 AW-28216-2501 Rev. 001



Aptima®

Klinicka uéinkovitost

Tablica 28 i Tablica 29 prikazuju ucestalost SVR odgovora i izostanka odgovora prema
genotipu odnosno rezimu lijekova opcéenito te za ciroti¢ne, neciroti¢ne, prethodno nelijeCene i
lijeCene ispitanike. Vecina ispitanika postigla je SVR u svim genotipovima: 92,4 % za genotip
1, 87,9 % za genotip 2 i 88,0 % za genotip 3. Medu genotipovima, stope SVR-a opcenito su
bile viSe u neciroti¢nih ispitanika nego u ispitanika s cirozom te slicne izmedu prethodno
nelijeCenih i lijeCenih ispitanika.

Tablica 28: Ucestalost SVR odgovora prema genotipu i rezimu lijekova

Ispitanici koji su postigli SVR

GT DRA n (%)
Ukupno Ciroticni Neciroti¢ni Nelijeceni Lije€eni

Ledipasvir i sofosbuvir 13/14 N/P 13/14 13/14 N/P
tijekom 8 tiedana (92,9) (92,9) (92,9)
Ledipasvir i sofosbuvir 39/39 9/9 30/30 34/34 5/5
tiiekom 12 tjedana (100) (100) (100) (100) (100)
Ledipasvir i sofosbuvir 6/7 6/7 N/P N/P 6/7
tijekom 24 tiedna (85,7) (85,7) (85,7)

1 Sofosbuvir i peginterferon i 24/25 7 17/18 22/23 2/2
ribavirin tijekom 12 tjedana 96,0) (100) (94,4) (95,7) (100)
Sofosbuvir i ribavirin tijekom 6/6 17 5/5 5/5 11
24 tjedna (100) (100) (100) (100) (100)
Sofosbuvir i simeprevir i/ili 54/63 21/29 33/34 45/54 9/9
ribavirin tijekom 12 tiedana (85,7) (72,4) (97,1) (83,3) (100)
Sofosbuvir i simeprevir ifili 4/4 4/4 N/P 2/2 2/2
ribavirin tiiekom 24 tjedna (100) (100) (100) (100)

2 Sofosbuvir i ribavirin tijekom 58/66 16/22 42/44 53/60 5/6
12 tjedana (87.9) (72,7) (95,5) (88,3) (83,3)
Sofosbuvir i peginterferon i 313 313 N/P 11 2/2

3 ribavirin tijekom 12 tjedana (100) (100) (100) (100)
Sofosbuvir i ribavirin tijekom 41/47 12/16 29/31 35/39 6/8
24 tiedna (87.,2) (75,0) (93,5) (89,7) (75,0)

DRA = dodjela rezima lijekova, GT = genotip, N/P = rezim lijekova nije primjenjiv za ovu skupinu bolesnika
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Tablica 29: Ucestalost izostanka SVR-a prema genotipu i reZimu lijekova

Ispitanici koji nisu postigli SV-R

GT DRA n (%)
Ukupno Ciroticni Neciroti¢ni Nelijeceni Lije€eni
Ledipasvir i sofosbuvir 114 114 1/14
N/P N/P
tijlekom 8 tjedana (7.1 (7,1) (7,1)
Ledipasvir i sofosbuvir 0/39 0/9 0/30 0/34 0/5
tijlekom 12 tjedana (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0
Ledipasvir i sofosbuvir 17 1/7 117
N/P N/P
fjekom 24 tiedna (14.3) (14.3) / (14.3)
1 Sofosbuvir i peginterferon 1/25 0r7 1/18 1/23 0/2
i ribavirin tijekom 12 tjedana (4,0) (0,0) (5,6) (4,3) (0,0)
Sofosbuvir i ribavirin tijekom 0/6 0/1 0/5 0/5 0/1
24 tiedna (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0
Sofosbuvir i simeprevir i/ili 9/63 8/29 1/34 9/54 0/9
ribavirin tijekom 12 tjedana (14,3) (27,6) (2,9) (16,7) (0,0)
Sofosbuvir i simeprevir ifili 0/4 0/4 N/P 0/2 0/2
ribavirin tijekom 24 tiedna (0,0) (0,0) (0,0) (0,0
2 Sofosbuvir i ribavirin tijekom 8/66 6/22 2/44 7/60 1/6
12 tjedana (12,1) (27.,3) (4.5) (11,7) (16,7)
Sofosbuvir i peginterferon i 0/3 0/3 N/P 0/1 0/2
3 ribavirin tijekom 12 tjiedana (0,0 (0,0 (0,0 (0,0
Sofosbuvir i ribavirin tijekom 6/47 4/16 2/31 4/39 2/8
24 tiedna (12,8) (25,0) (6,5) (10,3) (25,0)

DRA = dodjela rezima lijekova, GT = genotip, N/P = rezim lijekova nije primjenjiv za ovu skupinu bolesnika
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U Tablica 30 prikazuje se postotak ispitanika s virolodkim odgovorom (definiranim kao rezultati
kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx < LLoQ) za svaki genotip i dodjelu rezima lijekova pri
svakom posjetu tijekom tjedna lijeCenja i tiedna nakon lije€enja. Vecina ispitanika postigla je
SVR do 4. tjedna u svim genotipovima, a svi ispitanici postigli su SVR do 8. tjedna.

Tablica 30: Vjerojatnost postizanja SVR-a tijekom tjedna lijeCenja i tjedna nakon lije¢enja

Postignut Ntﬁje ¢ Postotak ispitanika s viroloskim odgovorom do posjeta® n (%)
GT DRA N SVR, PR Tjedni EoT PTo4
0, )
% (n) % (n) 1 2 4 8 12
LDV + SOF 14 92,9 71 42,9 76,9 100 N/P N/P 100 90
(8 tiedana) (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 N/P 100 100
(12 tiedana) (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 tiedna) (6/7) (117) (0/6) (3/7) (5/7)  (7I7)  (TIT) (6/6) (4/5)
1 SOF+PEG+RBV 5 96,0 4,0 40,0 80,0 100 100 N/P 100 100
(12 tiedana) (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 tjedna) (6/6) (0/6) (1/6) (4/6) (5/6)  (5/5)  (6/6) (5/5) (6/6)
SOF+SIM+RBV ¢4 85,7 14,3 20,7 67,9 98,4 100 N/P 96,6 90,0
(12 tjedana) (54/63) (9/63) (12/58) (38/56) (62/63) (57/57) (57/59)  (54/60)
SOF+SIM+RBV 100 0,0 66,7 66,7 100 100 100 100 100
(24 tjedna) (4/4) (0/4) (213) (213) (4/14)  (3/3)  (313) (4/4) (4/4)
2 SOF+RBV 66 87,9 12,1 22,2 69,4 95,4 100 N/P 98,5 93,5
(12 tjedna) (58/66) (8/66) (12/54) (43/62) (62/65) (64/64) (64/65)  (58/62)
SOF+PEG+RBV 4 100 0,0 33,3 100 100 100 N/P 100 100
3 (12 tiedana) (3/3) (0/3) (113) (212) (3/3)  (212) (3/3) (3/3)
SOF+RBV 47 87,2 12,8 20,9 70,5 100 100 100 100 89,1
(24 tiedna) (41/47) (6/47) (9/43)  (31/44) (46/46) (46/46) (47/47) (42/42)  (41/46)

DRA = dodjela rezima lijeCenja, EOT = kraj lije€enja, N/P = nije primjenjivo jer posjet odgovara EOT-u za odredeno lijecenje ili je
izvan vremenskog okvira lijeCenja, PT04 = 4. tiedan nakon lijecenja

2 Virusni odgovor tijekom lijeéenja i nakon lijeéenja definiran kao < 10 1U/mL.

Napomena: EOT nije ukljuen u tjedan lijecenja.

U ispitanika s genotipom 1 95,5 % (150/157) procijenjenih ispitanika imalo je virusni odgovor
tijekom lijeCenja do 4. tjedna. Sedam (7) ispitanika s genotipom 1 u kojih nije bilo odgovora
do 4. tjedna (3 ispitanika lije¢ena lijekovima LDV + SOF [12 tjedana], 2 ispitanika lijeCena
liegkovima LDV + SOF [24 tjedna], 1 ispitanik lijecen lijekovima SOF + RBV [24 tjedna] ili
SOF + SIM £ RBV [12 tjedana]) imali su virusni odgovor tijekom lijec¢enja do 8. tjedna.

Dva (2) ispitanika lije€ena lijekovima SOF + SIM £ RBV (12 tjedana) imala su relaps do kraja
lijeCenja, a 6 ispitanika (1 ispitanik lijecen lijekovima LDF + SOF [8 tjedana], 1 ispitanik
lije€en lijekovima LDF + SOF [24 tjedna] i 4 ispitanika lijeCena lijekovima SOF + SIM + RBV
[12 tjedana]) imali su relaps do 4. tjedna nakon lijeCenja.

U ispitanika s genotipom 2 95,4 % (62/65) procijenjenih ispitanika imalo je virusni odgovor
tijekom lijeCenja do 4. tjedna. Tri (3) ispitanika s genotipom 2 u kojih nije bilo odgovora do 4.
tiedna imala su virusni odgovor tijekom lije€enja do 8. tjiedna. Jedan (1) ispitanik lijeCen
ligkovima SOF + RBV (12 tjedana) imao je relaps do kraja lije€enja, a 4 ispitanika s istom
dodjelom rezima lijekova imala su relaps do 4. tjedna nakon lijeCenja.

U ispitanika s genotipom 3, 100 % (49/49) procijenjenih ispitanika imalo je virusni odgovor
tijekom lijeCenja do 4. tjedna. Nijedan (0) ispitanik nije imao relaps do kraja lijeCenja, a

5 ispitanika lije€enih lijekovima SOF + RBV (24 tjedna) imalo je relaps do 4. tjiedna nakon
lije€enja.
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Na temelju rezultata ove studije kvantifikacijski test Aptima HCV Dx mozZe se upotrebljavati
kao pomoc¢ u lijeCenju bolesnika zarazenih HCV-om koji se podvrgavaju antivirusnoj terapiji
na bazi sofosbuvira te se moze upotrebljavati za odredivanje SVR odgovora i izostanka
odgovora. Rezultati testa mogu se upotrebljavati za kvantitativno mjerenje razine HCV
RNA-a u ljudskoj plazmi na pocetku i tijgkom lije¢enja.

Studija dijagnosticke korisnosti

Osjetljivost je procijenjena u 338 ispitanika pozitivnih na HCV protutijela iz populacije visokog
rizika. Tablica 31 prikazuje demografske i klinicke karakteristike ispitanika.

Tablica 31: Demografske i kliniCke karakteristike ispitanika pozitivnih na HCV protutijela

Karakteristike

Ukupno N 338
Zenski, n (%) 80 (23,7)
Spol
Muski, n (%) 258 (76,3)
Srednja vrijednost 48,2
Medijan 51,0
SD 11,01
Dob (godine) <21,n (%) 2(0,6)
21-49, n (%) 152 (45,0)
50-70, n (%) 182 (53,8)
> 70, n (%) 2(0,6)
Bijelci, n (%) 86 (25,4)
Crnci, n (%) 118 (34,9)
Azijci, n (%) 1(0,3)
Rasa / etnicka - - -
. a Hispanoamerikanci, n (%) 123 (36,4)
pripadnost
MijeSane etnitke skupine, n (%) 4(1,2)
Ostalo, n (%) 10 (3,0)
Nepoznato, n (%) 0(0,0)
Injekcijska uporaba droga, n (%) 294 (87,0)
Primatelji faktora zgruSavanja proizvedenih prije 1990., n (%) 0(0,0)
Dijagnosticiran/lije¢en hepatitis, n (%) 172 (50,9)
Dijagnosticiran/lije¢en HIV, n (%) 13 (3,8)
; b Povijest boravka u zatvoru, n (%) 311 (92,0)
Cimbenici rizika - - — — - -
Primanje transfuzije krvi ili krvnih sastojaka, n (%) 39 (11,5)
Primanje transplantata, n (%) 0(0,0)
Hemodijaliza, n (%) 3(0,9)
Trajno poviSene razine ALT-a, n (%) 2(0,6)
Rodeni izmedu 1945. i 1965., n (%) 192 (56,8)
Pozitivni na HCV RNA, n (%) 259 (76,6)
Status infekcije HCV-om
Negativni na HCV RNA, n (%) 79 (23,4)

ALT = alanin aminotransferaza, HIV = virus humane imunodeficijencije
@Moze se navesti vide rasa.
® MozZe se navesti vise ¢imbenika rizika.
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Ispitci su testirani odobrenim kvalitativnim testom na HCV RNA, odobrenim testom na HCV
protutijela i kvantifikacijskim testom Aptima HCV Dx. Studija je obuhvatila 338 ispitanika
reaktivnih na HCV protutijela. Prema trenutacnim smjernicama AASLD-a, za potvrdu
pozitivnog statusa infekcije HCV-om nakon reaktivnog rezultata testa na HCV protutijela treba
se upotrebljavati NAAT koji je odobrila agencija FDA s razinom detekcije od 25 IU/mL ili
nizom.” Slaganje izmedu statusa infekcije bolesnika i rezultata kvantifikacijskog testa Aptima
HCV Dx odredeno je pomocu grani¢ne vrijednosti od 25 IU/mL. Ispitci < 25 IU/mL smatrali su
se ,nedetektiranima”, a ispitci s rezultatima = 25 IU/mL smatrali su se ,detektiranima”.
Pogledajte Tablica 32.

Rezultati kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx usporedeni su sa statusom infekcije
bolesnika na temelju odobrenih rezultata testa na HCV protutijela i odobrenih rezultata
kvalitativnog RNA testa. Status infekcije bolesnika smatrao se HCV pozitivnim ako su i
odobreni test na HCV protutijela i odobreni kvalitativni test imali reaktivhe rezultate. Status
infekcije bolesnika smatrao se HCV negativnim ako je odobreni test na HCV protutijela imao
nereaktivan rezultat.

Od 338 ispitanika s reaktivnim rezultatima na HCV protutijela, 256 je detektirano
kvantifikacijskim testom Aptima HCV Dx (% pozitivnog slaganja = 98,8 %). Od triju ispitanika
u kojih je HCV RNA kvantificiran ispod 25 IU/mL ili nije detektiran, dva ispitanika imala su
detektiran, ali ne i kvantificiran rezultat (HCV RNA < 10 IU/mL), a jedan ispitanik imao je
kvantitativni rezultat za HCV RNA od 12 IU/mL.

Tablica 32: Slaganje izmedu rezultata kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx sa statusom infekcije bolesnika

pomocu graniéne vrijednosti od 25 IU/mL

Rezultat kv§ntifikacijskog testa Status infekcije bolesnika Ukupno
Aptima HCV Dx HCV pozitivni  HCV negativni

HCV RNA kvantificiran na ili
iznad 25 1U/mL 256 0 256
HCV RNA kvantificiran ili
detektiran ispod 25 IU/mL 3@ 79 82
ili nije detektiran

Ukupno 259 79 338
% pozitivnog slaganja 98,8
(95 %-tni Cl rezultata) (96,7 - 99,6) NP N/P
% negativnog slaganja 100
(95 %-tni Cl rezultata) NP (95,4 — 100) NP

ClI = interval pouzdanosti, N/P = nije primjenjivo

# Kvantifikacijski test Aptima HCV Dx detektirao je, ali nije kvantificirao HCV RNA (< 10 IU/mL) kod dvaju ispitanika, a treéi ispitanik

imao je kvantificirani HCV RNA od 12 1U/mL.

Ova studija pokazuje klini¢ku korisnost kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx za ispravno
dijagnosticiranje u ispitanika s aktivnom HCV RNA infekcijom i za njihovo razlikovanje od
ispitanika s neaktivnim infekcijama u populaciji s prethodnom izloZzenod¢éu HCV-u (serologija

pozitivna na HCV protutijela).
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Krizna reaktivnost u ispitanika s bolesS¢u jetre koja nije povezana s HCV-om

Uzeti su uzorci seruma i plazme (n = 214) od osoba s drugim bolestima jetre (za koje aktivha
infekcija HCV-om nije bila naznacena kao temeljni uzrok). Uzorci su testirani odobrenim anti-
HCV testom i odobrenim kvalitativnim testom za HCV RNA kako bi se potvrdilo da su uzorci
HCV negativni. Isklju¢eno je 17 HCV pozitivnih uzoraka (s pozitivnim rezultatima anti-HCV
testa i/ili reaktivnim rezultatima kvalitativnog testa za HCV RNA) i tri uzorka koji nisu
ispunjavali uvjete. Testiranje kvantifikacijskim testom Aptima HCV Dx provedeno je interno uz
tri serije kompleta reagensa. Tablica 33 prikazuje demografske podatke i status bolesti jetre

ispitanika za 194 ispitanika koji su se mogli procijeniti.

Tablica 33: Demografske karakteristike ispitanika i status bolesti jetre

Karakteristike Sve
Ukupno N 194
n 193
Spol Zenski, n (%) 116 (60,1)
Muski, n (%) 77 (39,9)
n 194
Srednja vrijednost 55,2
Medijan 56,0
SD 12,19
Dob (godine) Minimalno 25
Maksimalno 82
—49,n (%) 60 (30,9)
50 - 70, n (%) 114 (58,8)
>70,n (%) 20 (10,3)
n 194
Hispanoamerikanci ili Latinoamerikanci, n (%) 9 (4,6)
Etni¢ka pripadnost Nisu Hispanoamerikanci ili Latinoamerikanci, n (%) 147 (75,8)
Nepoznato, n (%) 38 (19,6)
Odbijeno, n (%) 0(0,0)
n 194
Bijelci, n (%) 122 (62,9)
Crnci ili Afroamerikanci, n (%) 20 (10,3)
Azijci, n (%) 17 (8,8)
Rasa® Americki Indijanci / domoroci Aljaske, n (%) 0(0,0)
Havajci / domoroci Pacifika, n (%) 1(0,5)
Ostalo, n (%) 34 (17,5)
Nepoznato, n (%) 2(1,0)
Odbijeno, n (%) 0(0,0)
n 194
Autoimuni hepatitis, n (%) 31 (16,0)
Alkoholna bolest jetre, n (%) 51 (26,3)
Bolest jetre” Kroniéni HBV, n (%) 34 (17,5)
Primarna bilijarna ciroza, n (%) 37 (19,1)
NASH, n (%) 39 (20,1)
Prijavljene viSestruke bolesti jetre, n (%) 2(1,0)

HBV = virus hepatitisa B, NASH = nealkoholni steatohepatitis
? |spitanici su mogli navesti vise rasa.

Ispitanici s viSestrukim bolestima jetre naveli su i autoimuni hepatitis i primarnu bilijarnu cirozu.
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Tablica 34 prikazuje specificnost kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx prema bolesti jetre i
distribuciju rezultata kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx po kategorijama koli¢ine virusa u
krvi. Specificnost je iznosila 100 % u ispitanika s kroni¢nim virusom hepatitisa B (HBV),
primarnom bilijarnom cirozom, nealkoholnim steatohepatitisom (NASH) i viSestrukim
bolestima jetre. HCV RNA detektiran je u vrlo niskim razinama u 1 ispitanika s autoimunim
hepatitisom (< 10 IU/mL) i 4 ispitanika s alkoholnom boleS¢u jetre (< 10 IlU/mL za 3 ispitanika
i 16 IU/mL za 1 ispitanika). U jednog od 5 ispitanika HCV RNA detektiran je odobrenim
kvantitativnim testom za HCV.

Tablica 34: Specificnost kvantifikacijskog testa Aptima HCV Dx i rezultati distribucije u ispitanika negativnih na
HCYV protutijela i RNA s bolestima jetre koje nisu povezane s HCV-om

g x .. Od 10 do Od 25 do
S fi t (%
Bolest jetre pecificnost (%) dete’;‘(‘gﬁano IJ/::L <25 100.000.000 1%2101%000 Ukupno
95-tni CI IU/mL IU/mL
Auto ih " 96,8 30 1 0 0 0 31
utoimuni hepatitis (83,8-99,4) (96,8) (3.2) (0,0) (0,0) (0,0)
Alkoholna bolest j 22 o : 1 y Y 51
oholna bolest jetre (81,5-96,9) (92,2) (5,9)° (2,0) (0,0) (0,0)
Kroniéni HBV 100 34 0 0 0 0 34
ronicni (89,8-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
Pri bili . 100 37 0 0 0 0 37
rimarna bilijarna ciroza (90,6-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
ASH 100 39 0 0 0 0 39
(91,0-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
. B . 100 2 0 0 0 0 5
ViSestruke bolesti jetre (34,2-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
97,4 189 4 1 0 0
Ukupno (94,1-98,9) (O74) @21 (05) (0.0 09 -

HBV = virus hepatitisa B, NASH = nealkoholni steatohepatitis

% Interval pouzdanosti rezultata.

by jednog ispitanika HCV RNA detektiran je kvantitativnim testom za HCV koji je odobrila agencija FDA.
¢ Ispitanici su imali i autoimuni hepatitis i primarnu bilijarnu cirozu.
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