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Xpert® HBV Viral Load

Pouze pro In Vitro diagnostiku

1 Obchodni nazev
Xpert® HBV Viral Load
2 Bézny nebo obvykly nazev
HBV VL
3 Pouziti
Test Cepheid Xpert® HBV Viral Load (VL) je in vitro test amplifikace nukleovych kyselin uréeny pro detekci DNA viru

hepatitidy B (HBV) v lidském séru nebo plazmé (EDTA) u osob s chronickou infekci HBV stanovovany pomoci
automatizovaného systému GeneXpert® .

Tento test je urcen k pouZiti ve spojeni s klinickou prezentaci a dal§imi laboratornimi testy a slouZzi jako pomucka pfi
hodnoceni virové odpovédi na antivirovou 1é¢bu stanovovanou zménami hladin HBV DNA v plazmé nebo v séru.

Test neslouZi ke screeningu HBV nebo jako diagnosticky test pro potvrzeni pfitomnosti infekce HBV.

4  Shrnuti a vysvétleni

Virus hepatitidy B (HBV) je maly virus obaleny DNA z rodiny Hepadnaviridae a je odpovédny za akutni a chronickou
hepatitidu zptisobenou HBV. Tento virus ma maly kruhovy genom DNA, ktery je ¢aste¢né dvouvlaknovy, ¢asteéné
jednovlaknovy a ma primér 42 nm. HBV obsahuje Getné antigenni sloZky a pfenasi se perakutni nebo mukdzni expozici krve
nebo t€lnimi tekutinami infikované osoby, od infikované matky na novorozence, prostiednictvim nekontrolované krevni
transflize nebo nebezpeénymi injekcemi, injekénim uZivanim drog, sexualnim stykem s infikovanou osobou.

Celkove téméf polovina svétové populace Zije v oblastech s vysokou endemicitou!. Morbidita a mortalita je spojena s perzistenci
virové replikace a evoluce k cirhdze a/nebo hepatocelularnim karcinogenem (HCC)2. Mortalita v disledku virové hepatitidy se
Vv prubéhu casu zvysila a bude se dale zvySovat, pokud neni zavéas diagnostikovana a lécena.

Je vyvinuta vakcina proti HBV a diky ni se vyrazné sniZil poéet novych chronickych infekei. V roce 2015 bylo 3,5% svétové
populace postizeno chronickou infekci HBV. Pouze 9% osob s HBV znalo svou diagnézu a pouze 8% dostalo terapii®.

5 Podstata testu

Automaticky systém GeneXpert integruje purifikaci vzorku, amplifikaci nukleovych kyselin a detekuje cilové sekvence

v jednoduchych nebo komplexnich vzorcich pomoci PCR v redlném ¢ase. Systém se sklada z pfistroje, pocitace a
predinstalovaného softwaru. Systém vyzaduje pouziti jednordzovych kazet GeneXpert , které obsahuji PCR reagencie a jsou
prostiedim pro purifikaci a PCR. Vzhledem k tomu, Ze jsou kazety oddélené, minimalizuje se kiizova kontaminace mezi
vzorky... Uplny popis systému je uveden v manualu systému GeneXpert Dx Operator Manual nebo GeneXpert Infinity
Operator Manual.

Test HBV VL obsahuje reagencie pro detekci HBV DNA ve vzorcich a také dvé vnitini kontroly pro kvantifikaci HBV DNA.
Vnitini kontroly se pouZivaji pro kontrolu provedeni testu a pro sledovani p¥tomnosti inhibitoru (inhibitori) v PCR reakcich.
Kontrolni sondy (PCC) ovéfuji rehydrataci ¢inidel, naplnéni PCR zkumavky v kazeté&, neporusenost sondy a stabilitu barviva.

Test je standardizovan podle norem Svétové zdravotnické organizace (WHO) pro HBV DNA technologie amplifikace
nukleovych kyselin (Kéd NIBSC : 10/266).*




6 Cinidla
6.1 Dodéavany materiél

W Sada testu HBV VL obsahuje dostatek ¢inidel k analyze 10 vzorki a/nebo vzorkl kontroly kvality. Sada obsahuje nasledujici
¢inidla:

Kazeta testu HBV VL s integrovanymi reak€énimi zkumavkami 10

» Bead 1, Bead 2 a Bead 3 (lyofilizované) 1 v kazet¢

+ Lyzacni ¢inidlo (Guanidin thiokyanét ) 1.7 mL v kazeté
* Oplachové ¢inidlo 0.5 mL v kazeté
+ Eluéni Cinidlo 1.5 mL v kazeté
» Vazebné ¢inidlo 1.5 mL v kazeté
+ Cinidlo proteinkinazy K 0.48 mL v kazeté
Jednorazova 1 mL pipeta 10 v sadé

CDh 1 nasadu

+ Soubor definujici test (Assay Definition File (ADF)
* Instrukce pro vliozeni ADF do GeneXpert a Infinity softwaru

* Pribalova informace

Poznamky:
. Bezpec¢nostni listy (SdS) jsou k dispozici na www.cepheidinternational.com v zalozce SUPPORT.

. Bovinni sérovy albumin (BSA) pouzity v tomto vyrobku je vyrobeny vyhradné z bovinni plazmy pochazejici z USA. Zpracovani BSA
rovnéz probiha v USA. Zvifata nebyla krmena Zadnym proteinem od pfezvykavcl ani jinym zvifecim proteinem; pred i po umrti
proSla zvifata testovanim. Béhem zpracovani nedoSlo ke sméSovani materialu s jinymi zvifecimi materialy.

7 Skladovani a manipulace
Ae ° Kazety v sadé HBV VL skladujte pti 2-35 °C az do data expirace uvedeného na Stitku.
. Pred pouzitim vytemperujte kazety na pokojovou teplotu.
. Nepouzivejte reagencie nebo kazety, které uz maji ptekroc¢enou dobu trvanlivosti.

8 . Nepouzivejte kazetu, ktera je porusena a tece.

(o]

Potifebny material, ktery neni soucasti baleni

. GeneXpert Dx Instrument System nebo GeneXpert Infinity Instrument Systém: GeneXpert Instrument, pocitac se
softwarem GeneXpert Dx verze 4.7a nebo vyssi (systémy GeneXpert Dx), Xpertise 4.6 nebo vyssi (Infinity-48) nebo
Xpertise 6.4 nebo vyssi (Infinity-80/Infinity-48) s ¢teckou arovych koda a navod k obsluze.

. Tiskéarna: Pokud potiebujete tiskarnu, obrat'te se na technickou podporu spolecnosti Cepheid, ktera zajisti nakup doporucené
tiskarny.

. Bélidlo nebo chlornan sodny

. Ethanol nebo denaturovany ethanol



http://www.cepheidinternational.com/
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Upozornéni a bezpecnostni opatieni
Obecné

Pouze pro In vitro diagnostiku
Se vsemi biologickymi vzorky i s pouzitymi kazetami zachazejte jako s potencialnimi nosici infekénich ¢astic. Jelikoz je

Casto nemozné zjistit, ktery by mohl byt infekeni, se vSemi biologickymi vzorky by mélo byt manipulovano za pouziti
vSeobecnych bezpeénostnich opatieni. Navod pro manipulaci se vzorky je k dispozici v americkych centrech pro kontrolu
a prevenci chorob (U.S. Centers for Disease Control and Prevention)® a v Institutu klinickych a laboratornich standardi
(Clinical and Laboratory Standards Institute)®.

Dodrzujte pravidla spravné laboratorni praxe, véetné vymény rukavic mezi manipulaci se vzorky. Zabranite tak
kontaminaci vzorktl nebo ¢inidel.

Dodrzujte bezpeénostni pokyny vasi instituce pro praci s chemickymi a biologickymi vzorky.
Nenahrazujte reagencie testu HBV VL jinymi ¢inidly.

Viko kazety HBV VL otevirejte az v piipade, Ze jste pfipraveni ptidat vzorek.

NepouZivejte kazetu, ktera po vyjmuti z obalu upadla.

Kazetou netfepejte. Trepani nebo upusténi kazety po otevieni vika mize vést k nepfesnym vysledktim.
Nepouzivejte kazetu s poSkozenou reakéni zkumavkou.

Nezakryvejte stitek ¢arového kddu na kazeté.

K pridani vzorku do kazety pouZzivejte pipetu. Vzorek do sbérné nadoby kazety nikdy piimo nenalévejte.

Kazda kazeta HBV VL k jednorazovému pouziti je urcena k provedeni jednoho testu. Upotiebenou kazetu znovu
nepouzivejte.

Kazda pipeta slouzi k prenosu jednoho vzorku. NepouZzivejte je opakované.
Pouzivejte Cisté laboratorni odévy a rukavice. Mezi zpracovanim riiznych vzorka si vzdy vyméite rukavice.

V piipadé kontaminace pracovniho prostoru nebo piistroje vzorky nebo kontrolami vzdy zamotfenou oblast dikladng
vycistéte erstvé piipravenym roztokem chlornanu sodného 0,5% (nebo 1:10 fedéného bélidla chloru). Nasledn& povrch
otiete 70% ethanolem. Pfed dalSim zpracovanim nechte pracovni povrch dikladné vysusit.

Obratte se na pracovniky odboru nakladani s odpady, kteti vam poskytnou informace jak spravné zlikvidovat prazdné
zasobniky a nepouzita ¢inidla. Tyto materidly mohou vykazovat charakteristiky nebezpecného odpadu a vyzaduji zvlastni
pozadavky na likvidaci podle US EPA. Zkontrolujte statni a mistni predpisy, jelikoz se mohou od federalnich ptedpisti na
likvidaci lisit. Instituce by mély zkontrolovat pozadavky ne likvidaci nebezpecnych odpad.

Chemicka rizika®

Varovani
Nebezpeénost
. Skodlivy pii poziti
. Zpusobuje podrazdéni pokozky
. Drazdi oci
. Prevence
. Po manipulaci se dikladné umyjte
. Reakce
. Pokud dojde k podrazdéni kiize: Vyhledejte 1ékafskou pomoc.

. Kontakt s o¢ima: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Pokud je to mozné, vyjméte kontaktni cocky.
Pokracujte ve vyplachovani.

. Pokud podrazdéni oéi pretrvava: Vyhledejte 1ékafskou pomoc
. Pokud se necitite dobie, kontaktujte TOXIKOLOGICKE STREDISKO nebo lékafe.




11 Odbér, transport a skladovani vzorku

PIn& krev musi byt skladovana v K2-EDTA zkumavkéach, PPT-EDTA nebo sbérnych zkumavkach na sérum centrifugovanych pro
oddé&lni plazmy/séra a Gervenych krvinek, jak je uvedeno v pokynech vyrobce.

Pro test HBV VL je pozadovano minimalné 0,6 ml plazmy nebo séra. Pokud pouZzivate pipetu obsaZenou v soupravé, musi
byt plnéna plazmou nebo sérem po Etvrtou znacku (1 ml). Alternativné mize byt pii pouziti automatické pipety naplnéni
0,6 ml plazmy nebo séra, viz. pokyny v ¢asti 12.2.

Pied pripravou plazmy/séra, mize byt plnad krev uchovavana pii teploté 2-35°C po dobu az 24 hodin nebo pii teploté
2-8°C po dobru az 3 dnd. Centrifugujte podle pokynti vyrobce.

Po centrifugaci a separaci, mizou byt plazma a sérum skladovany pfi teploté 2-35°C po dobu az 24 hodin nebo pii 2-
8°C az 7 dni pted testovanim.

Vzorky plazmy a séra jsou stabilné¢ zamrazeny (-80 az -20°C) po dobu 6 tydnd.
Vzorky plazmy a séra jsou stabilni az tii cykly zmrazeni/rozmrazeni.
Vzorky plazmy a séra musi byt pred pfenosem do kazety vytemperovany na pokojovou teplotu.

Pteprava pIné krve, plazmy nebo séra musi spliiovat statni a mistni ptedpisy pro piepravu vzorkd.

12 Postup
12.1  Pr¥iprava vzorku

Dulezité: Test zahajte do ¢tyr hodin od pridani vzorku do kazety.

1.

Po centrifugaci plné krve, 1ze plazmu piimo pipetovat do kazety. Pro ziskani platnych vysledki je rozhodujici dostateény
objem vzorku (viz. pokyny v kapitole 12.2, Piiprava kazety).

Pii pouziti zmrazenych vzorkd je nutné je nejprve je umistit na pokojovou teplotu (20-35°C) a vytemperovat je na
pokojovou a rovnovaznou teplotu.

Vzorky plazmy a séra uloZené pti 2-8°C musi byt z chladni¢ky vyjmuty a pfed pouzitim vytemperovany na pokojovou
teplotu.

Vzorky plazmy uchovavané pti teploté 2-8°C nebo zmrazené musi byt pted pouzitim na 10 sekund vortexovany. Pokud
je vzorek zakaleny, vycistéte ho rychlou centrifugaci.

12.2  Priprava kazety

[ N T S o

Pouzivejte jednorazové rukavice.

Pied pouzitim vyjméte kazetu a vytemperujte ji na pokojovou teplotu.
Zkontrolujte, zda nedoslo k poskozeni kazety. Pokud je poskozena, nepouZzivejte ji.
Oznacte kazetu identifikaci vzorka.

Oteviete viko kazety.

Pridejte vzorek do kazety.

. Moznost 1: Pokud pouZivate pfenosovou pipetu ze soupravy (viz. Obr.1), pipetujte pipetou plazmu nebo sérum ze sbérmé
zkumavky az do 4 znacky (1 ml) nebo trochu vyse. Vyprazdnéte obsah pipety do komory kazety (viz. Obr. 2).

. Moznost 2: Pokud pouzivate automatickou pipetu, pteneste 0,6 ml plazmy nebo séra ze sbérné trubice do
trubice do komory kazety (viz. Obr. 2).

Poznamka: Neodstrariujte tenky plastovy film, ktery kryje 13 vnitfnich krouzkd portl kazety.




Naplnite plazmou nebo sérem

.;“—po 4. znacku.

Obr. 1. Pfenosova pipeta testu HBV VL

7. Zavrete viko kazety. Ujistéte se, Ze je viko pevné zavieno.

Komora pro vzorek
(Velky otvor)

Obr. 2. Kazeta testu HBV VL (Pohled shora)
12.3  Zahajeni testu

Dulezité: Pfed zahajenim testu se ujistéte, Ze soubor nastaveni (definition file) analyzy HBV VL byl nahran do softwaru pogitace.

V této ¢asti jsou uvedeny zakladni kroky pro provedeni testu. Podrobné pokyny nalezete v pfiruckach GeneXpert Dx System
Operator Manual nebo v GeneXpert Infinity System Operator Manual, v zavislosti na pouzitém modelu.

Poznamka: Pokud spravce systému zménil vychozi nastaveni, mou se jednotlivé kroky liSit.

1. Zapnéte systém GeneXpert:
»  Pokud pouzivate piistroj GeneExpert Dx, nejprve zapnéte pfistroj a poté pocitac. Software GeneXpert se spusti
automaticky nebo mize vyzadovat spusténi zastupce softwaru GeneXpert Dx na pracovni plose systému Windows®
nebo
» Pokud pouzivate pfistroj GeneXpert Infinity, zapnéte piistroj. Software GeneXpert se spusti automaticky nebo mize
vyzadovat spusténi zastupce softwaru Xpertise na pracovni plose systému Windows®.
2. Prihlaste se do softwaru pfistroje GeneXpert pomoci vaseho ptihlaSovaciho jména a hesla.
V okné systému GeneXpert kliknéte na Create Test (GeneXpert Dx) nebo Orders a Order test (Infinity). Po kliknuti na
Create test se otevie dialogové okno.

4. Naskenujte pacientovo identifikaéni ¢islo (ID) (volitelné). Pokud zadate pacientovo ID, ujistéte se, Ze je zadano spravné.
ID pacienta bude pfitazeno k vysledktim testil a zobrazi se v okn& View Results.




5. Naskenujte nebo zadejte ID vzorku. Pokud zadate ID vzorku, ujistéte se, Ze je zadano spravné. ID vzorku bude pfifazeno k
vysledklim testl a zobrazi se v okné View Results.

6.  Naskenujte ¢arovy kod na kazeté testu HIV-1 VL. Pomoci informaci z ¢arového kodu vyplni software automaticky
nasledujici Gdaje: Select Assay, Reagent Lot ID, Cartridge SN a Expiration Date.

7. Kliknéte na Start Test (GeneXpert Dx) nebo Submit (Infinity). V dialogovém okné, které se objevi, napiste vase heslo.

8.  Pro systém GeneXpert Infinity umistéte kazetu do modulu. Kazeta bude automaticky naétena a po dokoncenti testu jej

zlikvidujte do ptislusnych odpadnich nadob pro vzorky v souladu s platnymi natizenimi vaseho zatizeni.

nebo
Pro systém GeneExpert Dx:
A Oteviete dvitka modulu pfistroje s blikajicim zelenym svétlem a vlozte kazetu.
B. Zaviete dvitka. Test se spusti a zelena kontrolka piestane blikat. Po ukonceni testu se kontrolka vypne.
C. Pred otevienim dvifek modulu pockejte, dokud systém neuvolni zamek dviiek a poté vyjméte kazetu.
D. Pouzitou kazetu zlikvidujte do piislusnych odpadnich nadob pro vzorky v souladu s platnymi nafizenimi vaseho
zatizeni.

13 Zobrazeni a tisk vysledku

V této casti jsou uvedeny zakladni kroky pro zobrazeni a tisk vysledkti. Podrobnéjsi pokyny pro zobrazeni a tisk vysledki
naleznete v piiru¢ce GeneXpert Dx System Operator Manual nebo GeneXpert Infinity System Operator Manual.

1.  Kliknutim na ikonu View Results zobrazite vysledky.
2. Podokonceni testu kliknéte pro zobrazeni a/nebo generovani vysledki do PDF na tla¢itko Report v okné View Results.

14 Kontrola kvality

CONTROL | Kazdy test obsahuje shodu objemu vzorku (Sample Volume Adequacy, SVA), Interni kvantitativni standardy — vysoky a nizky

(Internal Quantitative Standard High a Low, 1QS-H and IQS-L), Parametry specifické pro Sarze (Lot Specific Parameters, LSP) a
Kontrola sondy (Probe Control PCC).

. Shoda objemu vzorku (SVA) — Zajistuje spravné piidani vzorku do kazety. SVA ovétuje, Ze byl do vzorkové komory pridan
spravny objem vzorku. SVA plati, pokud spliiuje platna kritéria pfijatelnosti. Pokud SVA neplati, do kazety nebyl pfidan zadny
vzorek, objevi se hlaseni 2096 nebo pokud bylo pridan nedostateény bojem vzorku, zobrazi se ERROR 2097. Systém zabrani
uzivateli v pokracovani testu.

. Interni kvantitativni kontroly vysoké a nizké (1QS-H a 1QS-L) — 1QS-H a IQS-L jsou dva linedrni plazmidy se sekvenci
nesouvisejici SHBV a jsou obsazeny v kazdé kazet& a prochazeji celym testovacim procesem. Jedna se o standardy
pouzivané pro vypocet koncentrace HBV DNA ve vzorku. 1QS-H a IQS-L navic detekuji inhibici PCR, ¢imz plsobi jako
kontrola zpracovani vzorku. 1QS-H a IQS-L plati, pokud jsou splnéna kritéria piijatelnosti.

. Specifi¢nost kvantifikace jednotlivé davky (Lot Specific Parameters, LSP) — kazda sada obsahuje zabudovany LSP
generovany z kalibra¢niho panelu HBV, provedeny podle standardit WHO. LSP jsou jedine¢né pro kazdou davku ¢inidla a pouziva
se k zajisténi spravné kvantifikace.

. Kontrola sondy (PCC): pied zahajenim PCR reakce, méti systém GeneXpert fluorescenéni signal sond za G¢elem
ovéfeni rehydratace reagencii, naplnéni reakénich zkumavek v kazet€, k ovéteni integrity sondy a stability barviva.
Kontrola sondy je platna, pokud spliiuje ptedepsana kritéria.

. Externi kontroly: Externi kontroly by mély byt pouzity v souladu mistni, statni a federalni akredita¢ni
organizaci.




15 Interpretace vysledku

Na zaklad¢ namerenych fluorescencnich signalt a vlozenych matematickych vzorct vyhodnocuje systém GeneXpert Dx
vysledky, které se zobrazi v okné View Results. (Viz. Obr. 3. az Obr. 4.). Mozné vysledky jsou zobrazeny v Tab. 1.

Tab.l. Interpretace vysledk testu Xpert HBV VL

Vysledek Interpretace
HBV DETEKOVAN HBV DNA je detekovana XX IU/mL (log X.XX).
(DETECT) * HBV DNA ma4 kvantitativni hodnotu v analytickém rozsahu méfeni (10-1.00E09 IU/mL).
U/mL. (log X.XX) + 1QS-Ha lQS-L: PLATI.
Viz. Obr. 3. + Kontrola sondy — PLATI; v8echny kontroly sond jsou platné.
HBV DETEKOVAN HBV DNA je detekovana nad analytickym rozsahem méfeni.
(DETECTED) + 1QS-HalQS-L: PLATI.
>1.00E09 U/mL + Kontrola sondy — PLATI; véechny kontroly sond jsou platné.
Viz Obr 4 _
HBV DETEKOVAN HBV DNA je detekovana pod analytickym rozsahem méfeni.
(DETECTED) + 1QS-H a IQS-L: PLATI.
<10 1U/mL + Kontrola sondy — PLATI; véechny kontroly sond jsou platné.
Viz. Obr. 5.
HBV NENI HBV DNA neni detekovana
DETEKOVAN (NOT | . |Qs-Ha IQS-L: PLATI.
DETECTED) + Kontrola sondy — PLATI; véechny kontroly sond jsou platné.
Viz. Obr 6.
NEPLATNY (INVALID) | Pfitomnost nebo absenci HBV DNA nelze stanovit. Zopakuijte test podle pokyni v ¢asti
Viz. Obr. 7 16.2. ]

* 1QS-H a/nebo 1QS-L: NEPLATI; Cycle thresholds (Ct) neni v platném rozsahu.

+ Kontrola sondy — PLATI; vechny kontroly sond jsou platné.
CHYBA (ERROR) Ptitomnost nebo absenci HBV DNA nelze stanovit. Zopakuite test podle pokynt v &asti 16.2.
Viz. Obr. 8. Kontrola sondy: NEPLATI; jedna nebo v8echny kontroly sond neplati.

* Pokud kontrola sondy plati, chyba je zplisobena maximalnim tlakem prekracujicim platny rozsah nebo doslo

k selhani systémoveé soucasti.
BEZ VYSLEDKU (NO  Pfitomnost nebo absenci HBV DNA nelze stanovit. Zopakuite test podle pokynii v &asti 16.2.
RESULT) BEZ VYSLEDKU indikuje shromazdéni nedostate&nych tdajii. Napfiklad v piipadé, kdy
operator zastavil probihajici test.

Poznamka: Zobrazené obrazky jsou pouze orientacni. Zobrazeni se mize podle verze systému lisit.




Cycles.

Obr 3. HBV Detekovan a kvantifikovan

Obr. 4. HBV detekovan ale s titrem nad kvantitativnim rozsahem testu




Obr. 6. HBV nebyl detekovan




Obr. 7. Neplatny vysledek

Obr. 8. Chyba

10

Xpert® HBV Viral Load
301-5878, Rev. A July 2018



16 Opakovanitestu

16.1 Davody pro opakovani testu
Pokud dojde k ne¢kterému z nize uvedenych vysledkti, opakujte test podle pokynt v ¢asti 16.2

. Vysledek NEPLATNY (INVALID) znamena jednu nebo vice skute¢nosti:
. 1QS-H a/nebo 1QS-L Ct nejsou v platném rozsahu.
. Vzorek nebyl fadné zpracovan nebo byla inhibovana PCR.

. Vysledek CHYBA (ERROR) svéd¢&i o preruseni testu pravdépodobné kviili nespravnému naplnéni reakéni zkumavky,
protoze byl detekovan problém s integritou sondy nebo byly piekroceny maximalni zatézové limity.

. Vysledek BEZ VYSLEDKU (NO RESULT) znamend, e shromazdéna data nebyla dostateéna. Napf. byl probihajici test

prerusen obsluhujicim pracovnikem.
16.2  Postup opakovani testu
Pro opakovani testu v pripadé vysledk( INVALID, ERROR, nebo NO RESULT
1.  Vyjméte ze sady novou kazetu.

2. Viz. kapitola 12, véetné kapitoly 12.2 Priprava kazety a kapitoly 12.3 Zacatek testovani.

3. Omezeni

. Dodrzujte pravidla spravné laboratorni praxe a mezi jednotlivymi vzorky vyméiujte rukavice. Zabranite tak kontaminaci
vzorkl a Cinidel.

. Vzacné mutace v cilové oblasti genu mohou ovlivnit vazbu primeru nebo sond, coZ miize vést k nedostatecné
kvantifikaci nebo selhani detekce viru

. Tento test byl validovan pouze pro pouZiti sérem a plazmou s EDTA. Testovani jinych typt vzorkii mize mit za
nasledek zisk nepfesnych vysledkd.

. Negativni vysledek testu nevylucuje infekci HBV. Z tohoto divodu by test HBV VL nemél byt pouZit jako diagnosticky
test pro potvrzeni pritomnosti infekce HBV.

4. Charakteristiky testu

a. Limit detekce
Limit detekce (LOD) testu HBV VL byl stanoven pro HBV genotyp a testovanim sériovych fedéni podle standardd
Mezinarodni zdravotnické organizace (WHO) pro HBV DNA ziedéné v HBV — negativni plazmé nebo séru.
Vysledky pro plazmu s EDTA a sérem jsou zobrazeny v Tab. 2. Studie prokéazala, Ze test HBV VL detekuje HBV DNA o
koncentraci 3.20 IU/mL v plazmé& s EDTA a o koncentraci 5.99 1U/mL v séru, s 95% pozitivitou.
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Tab. 2. Limit detekce testu HBV VL podle WHO

Nominalni Pocet Pocet | Mira 95% LOD PROBIT
koncentrace platnych pozitivnich| pozitivity (95% Interval
Genotyp Matrice HBV (IU/mL) replikath vysledkd | (%) spolehlivosti)
10 95 95 100
5 96 94 98
2.5 96 82 85 3.20 IU/mL
A Plazma
1.25 96 62 65 (2.79 — 3.60 IU/mL)
0.625 96 41 43
0 96 0 0
10 72 71 99
5 72 67 93
] 2.5 72 58 81 5.99 IU/mL
A Sérum
1.25 72 33 46 (5.13 — 6.86 IU/mL)
0.625 72 21 29
0 72 0 0

Limit detekce pro genotypy HBV B az H byl stanoven testovanim Sesti nebo sedmiclennych panelt piipravenych naockovanim
HBYV pozitivnich vzorkd reprezentujicich kazdy genotyp v HBV-negativni plazmé s EDTA. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3. Limit detekce pro HBV genotypy B az H plazmé s EDTA

Genotyp 95% LOD PROBIT (IU/mL) 95% Interval spolehlivosti (IU/mL)
B 1.34 0.98-1.69
C 1.63 1.23-2.03
D 3.96 3.01-4.92
E 3.77 2.76 - 4.78
F 2.39 1.82-2.96
G 1.21 0.95-1.47
H 3.84 2.91-4.77

Limit detekce pro genotypy HBV B az H byl stanoven v séru podle CLSI EP17-A21° za pouziti 24 opakovani. Vyssi
koncentrace byla testovana, pokud nebyla dosazena mira pozitivity > 85%. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4. Ovéreni LOD pro genotypy B az H v séru

Genotyp Nominéalni koncentrace HBV (IU/mL) Mira pozitivity (%)
B 1.34 88
C 3.25 96
D 3.96 96
E 3.77 96
F 2.39 92
G 121 88
H 3.84 100
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b. Dolni limit kvantifikace

Dolni limit detekce (LLOQ) je definovan jako nejnizs$i koncentrace HBV DNA, kterd je kvantifikovana s piijatelnou pfesnosti a
pravdivosti a je uréena pomoci celkové analytické chyby (TAE), a pfistupu zalozeném na rozdilu mezi dvéma méfenimi.

Analyzy dolniho limitu detekce jsou uvedeny v Tab. 5. Vysledky ukazuji, Ze test HBV VL muize kvantifikovat 10 IU/mL

HBV DNA.
Tab. 5. Stanoveni dolniho limitu detekce testu HBV VL
oy | poradi O oggiomy) - cotiova | Saninty | Pvngee
Genotyp N Océekavané | Pozorovano|Odchylka chyba?
1 24 1.00 1.02 0.02 0.20 0.42 0.57
2 24 1.00 1.05 0.05 0.16 0.37 0.45
A 3 24 1.00 0.94 -0.06 0.20 0.46 0.57
4 23 1.00 1.02 0.02 0.14 0.30 0.40
1 16 1.00 1.18 0.18 0.11 0.39 0.30
B 2 24 1.00 1.18 0.18 0.17 0.53 0.49
3 1.00 1.17 0.17 0.19 0.54 0.53
4 1.00 1.25 0.25 0.19 0.64 0.55
1 16 1.00 1.10 0.10 0.17 0.44 0.47
2 24 1.00 1.11 0.11 0.22 0.55 0.61
¢ 3 1.00 0.83 -0.17 0.24 0.65 0.68
4 1.00 1.01 0.01 0.18 0.36 0.50
1 16 1.00 0.81 -0.19 0.28 0.74 0.78
b 2 24 1.00 0.79 -0.21 0.27 0.75 0.76
3 1.00 0.83 -0.14 0.14 0.42 0.39
4 1.00 0.91 -0.09 0.11 0.31 0.32
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Presnost/Opakovatelnost
Piesnost/opakovatelnost testu HBV VL byla pro odhad Uplné odchylky testovana v K,EDTA plazmé analyzou rozptylu
(ANOVA). Pro test byly pouzity HBV pozitivni ¢leny, které byly pripraveny ztedénim dobte charakterizovaného HBV plazmidu nebo
HBYV pozitivniho klinického vzorku lidské plazmy

Vysledky jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6. Presnost/Opakovatelnost testu HBV VL

Prispévek k celkové odchylce SD (CV%) Celkova
Koncentrace HBV DNA Nastroj Operator/ V ramci presnost
(Logyo IU/mML) Poradi Den Béh bé&hu
cv
Ocgekavané | Pozorované| N SD | %) | SD | %2 | SD | (%)® | SD | (%) | SD | (%) | SD | (%)°
9.00 9.13°¢ 144 <0.01 >0.01 0.04 23.4 <0.01 <0.01 0.02 4.9 0.07 1.7 0.08 19.7
8.00 8.17 144 <0.01 <0.01 0.04 26.7 <0.01 <0.01 0.02 54 0.06 67.9 0.07 16.9
7.00 7.15 144 0.01 2.2 0.03 12.2 0.01 3.9 <0.01 <0.01 0.07 81.8 0.07 16.8
6.00 6.18 144 <0.01 <0.01 0.04 32.1 0.01 4.3 <0.01 <0.01 0.05 63.6 0.06 14.7
4.70 4.87 144 0.02 4.5 0.03 15.3 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.07 80.2 0.07 17.1
3.00 3.19 144 <0.01 <0.01 0.03 28.8 <0.01 <0.01 0.02 11.5 0.04 59.7 0.06 13.2
2.00 2.17 144 <0.01 <0.01 0.02 8.6 <0.01 <0.01 0.01 1.0 0.08 90.5 0.08 19.0
1.00 1.13 144 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.05 11.0 0.01 0.3 0.15 88.8 0.16 37.7
d. Linearnirozsah

Linearni rozsah testu HBV VL byl stanoven analyzou osmi¢lenného panelu pokryvajici koncentrace HBV v rozsahu 1.00 - 9.00
logyg IU/mL. Vysledky jsou uvedeny na Obr. 9 a Obr. 10.

14

Xpert® HBV Viral Load
301-5878, Rev. A July 2018




Linearity - Genotype A in Plasma
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Obr. 9. Linearita testu Xpert HBV VL v plazmé s EDTA
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Obr. 10. Linearita testu Xpert HBV VL v séru s EDTA
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Limita byla prokazana podle smérnice CLSI EP06-A™ pro genotypy A-H s R?>0.99. Test HBV VL je linearni v rozmezi 1.00 -
9.00 logip IU/mL pro genotyp A v rozmezi genotypa B-H (viz. Tab. 7).

Tab. 7. Linearita testu Xpert HBV VL podle genotypu

Linearni rovnice 2 Testovany rozsah
Genotyp R (Logip IU/mL)
A (Plazma) y =1.005x + 0.093 0.999 1.00 - 9.00
A (Sérum) y = 1.000x + 0.167 0.999 1.00 —9.00
B y =0.998x — 0.027 0.995 1.00-6.83
C y =0.998x — 0.119 0.998 1.00—7.69
D y =0.993x + 0.101 0.998 1.00-7.41
E y =1.010x — 0.149 0.999 1.00-8.14
F y =0.994x — 0.068 0.999 1.00-7.96
G y =0.990x + 0.538 0.999 1.00-8.61
H y =0.991x + 0.122 0.999 1.00-6.35

Analyticka specifita (Exkluzivita)
Analyticka specificita testu HBV VL byla vyhodnocena ptidanim potencionalné zkiizené reagujicich organismi v koncentraci 1
x 10° CFU/mL pro mikroorganismy nebo 1 x 10° kopii/mL nebo TCIDsg/mL pro viry v HBV-negativni plazmé s EDTA a

v plazmé s EDTA obsahujici pfiblizné 30 IU/mL pro HBV, kéd: 10/266)*. Testované organismy jsou uvedeny v Tab. 8. Zadny
z testovanych organismii nevykazoval kiiZzovou reaktivitu ani neinterferovaly s kvantifikaci testu HBV VL.

Tab. 8. Analyticka specifita organismu

Viry

Bakterie

Kvasinky

BK Human polyoma virus
Cytomegalovirus

Epstein-Barr virus
Hepatitis A virus
Hepatitis C virus

Herpes simplex virus 1

Herpes simplex virus 2
Human herpes virus 6
Human herpes virus 8

Human Immunodeficiency
virus 1

Human Immunodeficiency
virus 2

Human papilloma virus 16
Human papilloma virus 18

Human T-cell lymphotropic
virus type 1

Human T-cell lymphotropic
virus type 2

Varicella Zoster virus
Vaccina virus

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

Candida albicans
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f. Potencialné interferujici latky

Byla hodnocena nachylnost testu HBV VL k interferenci pti zvy$enych hladinach endogennich latek, markert autoimunitnich
onemocnéni a 1€kl piedepisovanych pacientim. Inhibi¢ni uginky byly hodnoceny v ptitomnosti i nepfitomnosti ptiblizné 30
IU/mL referencni HBV DNA (41 pro HBV, NIBSC kéd: 10/266).%

Zvysené hladiny endogennich latek uvedené v Tab. 9 prokazaly, Ze neinterferuji s kvantifikaci testu HBV VL.

Tab. 9. Endogenni latky a testované koncentrace

Latka Testovana koncentrace
Albumin 9 g/dL
Bilirubin 20 mg/dL

Hemoglobin 500 mg/dL
Lidska DNA 0.4 mg/dL
Triglyceridy 3000 mg/dL

Léciva uvedend v Tab. 10 neinterferuji s kvantifikaci testu HBV VL a ani neovliviji specifitu testu pfi testovani trojnasobné
vrcholové koncentraci v plazmé (Cp,ax) V piitomnosti i nepfitomnosti HBV DNA.

Tab. 10. Testovana léciva

Tridy Léciv

1 Zidovudine, Saquinavir, Clarithromycin, Interferon-alfa-2b, Ritonavir, Ombitasvir,
Paritaprevir, Dasabuvir, Didanosine

2 Abacavir Sulfate, Fosamprenavir, Peginterferon-alfa-2a, Ribavirin, Entecavir, Adefovir
Dipivoxil

3 Tenofovir disoproxil fumarate, Lamivudine, Indinavir sulfate, Ganciclovir, Valganciclovir
HCI, Acyclovir, Paroxetine, Telbivudine
Stavudine, Efavirenz, Lopinavir, Enfuvirtide, Ciprofloxacin Fluoxetin

5 Nevirapine, Nelfinavir, Azithromycin, Valacyclovir, Sertraline, Tenofovir, Alafenamide

g. Ekvivalence matrix (Matrix Equivalency) (K,EDTA Plazma, PPT-EDTA a Sérum)

Ekvivalence matrix testu HBV VL byla provedena s 32 odpovidajicimi klinickymi vzorky pozitivnimi na HBV a 23 negativnimi
Klinickymi vzorky shromazdénymi v K:EDTA plazmé, PPT-EDTA plazmé a ve zkumavkach s plazmou. Matematicka
ekvivalence byla prokazana v testovanych vzorcich, jak je uvedeno v Obr. 11 a Obr. 12.
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PPT titer (log10 IU/mL)

Matrix Equivalence, PPT vs K2EDTA plasma

3 4 5 6 7 8
K2EDTA titer(log10 IU/mL)

[
N -

Obr. 11. Graf linearni regrese PPT-EDTA plazmy versus K,EDTA plazma

Serum titer (logl0 IU/mL)

Matrix Equivalence, Serum vs K2EDTA Plasma

1 2 3 4 5 6 7 8
K2EDTA titer (log10 IU/mL)

Obr. 12. Graf lineérni regrese séra versus K,EDTA plazma
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5. Charakteristiky testu — Klinicka vykonnost
a. Specifita u zdravych darcu

Specifita testu HBV VL byla stanovena s pouZitim 99 vzorkt séra a 100 vzorkd plazmy s EDTA od déarct krve negativnich

na HBV. Specifita testu Xpert HBV VL byla 100.0% [95% Cl: 98.1-100.0 (196/196)].

Xpert HBV VL (Logjg IU/mL)

1
|

Prikazna Regrese: y=-0.1417 + 1.0417*X
Linearni Regrese: y =-0.0240 + 1.0091*X
R = 0.9699 R? = 0.9408

o Plazma

& Sérum

2 4 6 8 10
Porovnavaci HBV test (Logg IU/mL)

Obr.13. Korelace testu Xpert HBV VL a porovnavaciho testu za pouziti vzorkd plazmy a séra
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81470 Maurens-Scopont
France

Tel: +1 408.541.4191

Tel: +33 563 825 300

Fax: +1 408.541.4192

Fax: +33 563 825 301

www.cepheid.com
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Pred kontaktovanim technické podpory spolecnosti Cepheid si pfipravte nasledujici informace:

. Néazev produktu

. Cislo sarze

. Sériové Cislo pristroje

. Chybové zpravy (pokud existuji)

. Verze softwaru a ptipadné ¢islo servisniho Stitku pocitace

Kontaktni informace o dalSich poboc¢kach http://www.cepheid.com/company/contact-us/.
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9. Tabulka symbolt

Symbol

Vyznam

Katalogové ¢islo

In vitro diagnostické 1ékatské zatizeni

Nepouzivejte opakované

Kod sarze

@
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C

™y

Oznaéeni CE — evropska shoda

Autorizovany zastupce pro EU

Pozor

N\
3]

Prostudujte doprovodny navod

Vyrobce

Obsahuje dostatecny pocet pro n testt

-l
V/
&

Datum spotieby

Kontrola

Teplotni limity

CONTROL

\/

Biologické riziko

Cepheid AB
Roéntgenvagen 5
SE-171 54 Solna

Sweden

C €0088

IVD
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