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Xpert HCV Viral Load

Pouze k diagnostickému pouziti in vitro.

1 Obchodni nazev
Xpert HCV Viral Load

2  Bézny nebo obvykly nazev
HCV VL

3  Pouziti

Test Xpert® HCV VL firmy Cepheid vyuzivajici systém GeneXpert®, je urcen pro rychlou
kvantifikaci viru hepatitidy C (HCV) RNA v lidském séru nebo plazmé¢ (EDTA) u HCV-
infikovanych jedincu. Test vyuziva polymerazovou fetézovou reakci s reverzni transkripci
(RT-PCR) za pouziti fluorescence pro detekci RNA zajmu pro kvantifikaci HCV.
Test Xpert HCV VL kvantifikuje genotypy HCV 1-6 v rozsahu 10 az 100.000.000 IU / mL.
Test Xpert HCV VL slouzi jako pomocna metoda pii 1é€bé pacientli infikovanych HCV
podstupujicich antivirovou terapii. Test méti hladiny HCV RNA ve vychozim stavu a béhem
1é¢by a mohou byt testy pouzity k posouzeni virologické odpovédi na HCV terapii.
Vysledky testu Xpert HCV VL mohou byt také pouzity k potvrzeni HCV infekce u anti-HCV
pozitivnich jedinci. U anti-HCV pozitivnich jedinci, u kterych byl test na HCV RNA
negativni, pouzitim jiného anti -HCV testu, mize byt zjistén rozdil mezi skute¢nou expozici
HCV a biologicky faleSsnou pozitivitou. Opakované testovani na HCV RNA muze byt
indikovano v ptipadech, kdy jedinec byl v poslednich 6 mésicich vystaven expozici HCV,
nebo ma klinické ptiznaky hepatitidy C. Test neni urcen jako screeningovy test na HCV u

déarct krve.



4 Prehled a vysvétleni
HCYV je ¢lenem celedi Flaviviridae a byl uznan jako hlavni piivodce chronického onemocnéni

jater, véetné chronické aktivni hepatitidy, cirhozy a hepatocelularniho karcinomu.! Genom
HCV se sklada z pozitivni RNA molekuly z piiblizné 9500 nukleotidi.! HCV je obvykle
pienaSen perkutanné¢ vystaveni infikovanou krvi, a to piedevSim pii uzivani drog a
intravenoznim piijmem nevySetienych darovanych krevnich produkti. Méné ¢asto, HCV bylo

prokazano, prenosem pii povolani, perinatilnim z matky na plod a sexualnim pienosem.?

Odhaduje se, ze 185 miliont lidi, coz je zhruba 3% svétové populace, bylo infikovano virem
HCV, a vice nez 80% zije v zemich s nizkym a stfednim piijmem (LMICs)® Onemocnéni je
nejéastéjsi v rozvojovych zemich; nejvyssi hlasend prevalence jsou v Ciné (3,2%) * Pakistanu
(4,8%) “, Nigérii (0 18,3%), °> a Egyptu (22%). * Asi 15 miliondi dospé&lych Evropani je
infikovano HCV a vétsina z téchto lidi si nejsou védomi své infekce.® Kazdoro¢né, 350.000 az

500.000 lidi umira na HCV - souvisejici onemocnéni jater.’

Antivirové léky mohou vylécit HCV, ale piistup k diagnostice a 1é¢bé je omezeny.” Léky na
HCV infekci u vétSiny pacienti jsou vysoce efektivni. Bezpecna a piijatelnd kombinace
oralnich p¥imo pisobicich antivirotik (DAAS), po dobu 8-24 tydni® Eradikace HCV je na
prvnim misté.’

Kvantifikace HCV RNA se osvédcila v poskytovani metrického vyhodnoceni u¢innosti
antivirové odpoveédi na HCV. Smérnice pro fizeni a zpracovani HCV doporucuje Kvantitativni
testovani HCV RNA pied zacatkem antivirové terapie, béhem terapie, a po ukonceni 1écby.
Primarnim cilem 1é¢by je setrvala virologickd odpovéd (SVR), definovana jako
nedetekovatelnd HCV RNA citlivym testem, 12 nebo 24 tydnti po ukonéeni 1é¢by, v zavislosti
na anti-HCV terapii.®

5  Princip stanoveni
System GeneXpert automatizuje a sjednocuje purifikaci vzorku, amplifikaci nukleove

kyseliny a detekci cilové sekvence v jednoduchych nebo komplexnich vzorcich pomoci real-
time PCR a RT-PCR testt, ktera vyuziva fluorescenci pro detekci RNA. Systém se sklada
Z ptistroje, osobniho pocitae a nainstalované¢ho softwaru pro spuSténi testl u odebranych
vzorkti a prohlizeni vysledkt. Systém vyzaduje pouziti jednorazovych zasobnikd s

reagenciemi (dale jen zasobnik) GeneXpert, které obsahuji PCR reagencie a ve kterych



probiha PCR. ProtoZe jsou zasobniky uzaviené, neni mozna zkiizena kontaminace mezi
vzorky. Bliz$i popis systému je uvedeny v navodu kobsluze systétmu GeneXpert Dx
(GeneXpert Dx System Operator Manual nebo GeneXpert Infinity Operator Manual).

Test Xpert HCV obsahuje reagencie pro detekci RNA HCV ve vzorcich a také dvé vnitini
kontroly pro kvantifikaci HCV RNA. Vnitini kontroly jsou pfidany pied zpracovanim vzorku
a monitoruje oziveni a pfitomnost inhibitoru(i) v reakcich RT a PCR. Test také obsahuje
kontrolu sondy (Probe Check Control, PCC), ktera slouzi k ovéteni rehydratace reagencii,

integrity sondy a naplnéni PCR zkumavek v zasobniku.

6  Reagencie a pristroje

6.1  Dodéavany materiél
Souprava Xpert HCV VLobsahuje reagencie pro zpracovani 10 vzorkl od pacientli nebo

vzorkl pro kontrolu kvality.

Souprava obsahuje:

Xpert HCV zéasobniky s integrovanymi zkumavkami 10

Kuli¢ka 1, kuli¢ka 2, kuli¢ka 3 (mrazem susené) 1 v zésobniku
Lyza¢ni reagencie (guanidiniumthiokyanat) 2,0 ml v zasobniku
Promyvaci reagencie 0,5 ml v z&sobniku
Proplachovaci reagencie 1,5 ml v zésobniku
Vazebné reagencie 2,4 ml v zasobniku
Proteinaza K 0,48 ml v z&sobniku
Jednorazové 1 ml pipety 10 v zasobniku

CD 1 v z&sobniku

Defini¢ni soubory (ADF)
Instrukce k importu do ADF GeneXpert softwaru ¢
Ptibalovy letdk

Poznamky:
Bezpecnostni listy pro vSechny reagencie pouzité v tomto testu jsou k dispozici na

www.cepheidinternational.com



http://www.cepheidinternational.com/

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; pted i po umrti prosla

zvitata testovanim. Béhem zpracovani nedoslo ke sméSovani materialu s jinymi zvifecimi

materialy.
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Skladovani a zpracovani
Xpert HCV VL zasobniky a reagencie dlouhodobé skladujte pti 2 — 28 °C.

Zasobnik neotvirejte, dokud nejste pfipraveni zahajit testovani.
Nepouzivejte zasobniky, které jsou vyteklé.
Nepouzivejte reagencie ani zasobniky, ktery byly jiz jednou zmrazené.

Nepouzivejte reagencie ani zasobniky s proslou lhiitou expirace.

Pozadovany material, ktery neni souc¢asti soupravy
GeneXpert Dx Systém nebo GeneXpert Infinity Systems (katalogové ¢islo se lisi

podle konfigurace): pfistroj GeneXpert, pocita¢ s prislusnym GeneXpert Dx
Softwarem verze 4.6a nebo vyssi (GeneXpert Dx systems); nebo Xpertise 6.2a nebo
vyssi (Infinity -80/Infinity-48s), snima¢ ¢arovych koda, navod k obsluze.

Tiskarna

Bélidlo nebo chlornan sodny

Upozornéni a bezpec¢nostni opatieni

Se vSemi biologickymi vzorky v€etné zasobnikl zachazejte jako s moZznymi pienaseci
infek¢nich agens. ProtoZe neni mozné védét, které vzorky by mohly byt infekéni, je
tteba pii praci se vSemi biologickymi vzorky dodrzovat univerzalni bezpecnostni
opatieni. Pokyny pro zachazeni se vzorky jsou k dispozici v americkém Centru pro
kontrolu onemocnéni (CDC)® a v Utadu pro klinické a laboratorni standardizace (diive
Nérodni vybor pro klinicke a laboratorni standardy).

Dodrzujte spravnou laboratorni praxi a vyménu rukavic mezi manipulacemi se vzorky,
aby se zabranilo kontaminaci vzorkl nebo reagencii.

Dodrzujte bezpeénostni postupy vasi instituce pro praci s chemikaliemi a zpracovani
biologickych vzorkd.

Nenahrazujte reagencie testu HCV VL jinymi reagenciemi.



- Neotvirejte uzaveér zasobniku HCV VL, pouze pii pridavani vzorku.

- Nepouzivejte zasobnik, ktery po vyjmuti z obalu spadnul.

- Netfeste zasobnikem. Tiepani nebo pad zasobniku po otevieni vika mize zplsobit
neplatné vysledky.

- Nepouzivejte zadsobnik, ktery ma poskozenou reakéni zkumavku.

- Nepouzivejte zasobnik, ktery vytekl.

- Kazdy jednotlivy zasobnik HCV VL je ur¢en pro zpracovani jednoho testu.
Nepouzivejte opakované 1 zasobnik.

- Jednorazové pipety jsou na jedno pouziti a pouzivaji se pro ptenos 1 vzorku.
Nepouzivejte znovu jiz pouzité pipety.

- Pouzivejte Cisty laboratorni plast’ a rukavice. Vyméite si rukavice mezi zpracovanim
kazdého vzorku.

-V pfipadé kontaminace pracovniho prostoru nebo zafizeni se vzorky nebo kontrolami,
dukladné vyc¢istéte kontaminovanou oblast s roztokem 1:10 fedéného chlorového
bélidla pro domacnost nebo chlornanu sodného a pak 70% ethanolem nebo 70%
Denaturovanym ethanolem. Pted pokracovanim otiete pracovni plochu a nechte ji
zcela vyschnout.

- Porad'te se s pracovniky ohledné spravné likvidace odpadi. Zkontrolujte Gzemni nebo
mistni pfedpisy, protoze se mohou liit od narodnich ptedpisti pro likvidaci. Materiél
muze vykazovat vlastnosti nebezpe¢nych odpadu, které vyzaduji zvlastni pozadavky

na likvidaci. Instituce by mély kontrolovat jejich nebezpecné odpady.

10 Chemické nebezpeci
« Signalni slovo: VAROVANI
ProhlaSeni o nebezpecnosti UN GHS Hazard
e Muze byt Skodlivy pfi poziti
e Zpusobuje podrazdéni pokozky
e Drazdi oci
Bezpecnostni prohlaseni GHS OSN
* Prevence
* Po manipulaci diikladn€ umyjte ruce.
* Reakce
e Pokud dojde k podrazdéni ktize: Vyhledejte Iékaiskou pomoc.
e V PRIPADE OCI: Nékolik minut opatrné vyplachnéte vodou. Vyjméte kontaktni
¢ocky, je-li to mozné a je to snadné.
e Pokracujte v oplachovani.
e Pokud podrazdéni oci pretrvava, vyhledejte 1ékaiskou pomoc.
e Pokud se necitite dobfe, navstivte 1ékare.



11  Odbér, skladovani a transport vzorki
PIné krev se odebird do K2-EDTA zkumavek, EDTA-PPT nebo do sbérnych sérovych

zkumavek a dle pokyni vyrobce se odstiedénim oddéli plazma / sérum a ¢ervené krvinky.

pro HCV VL test je potfeba minimaln¢ 1 ml plazmy nebo séra. Pokud pouzivate

pfenaseci pipetu, ktera je soucasti soupravy, je zapotiebi minimalné 1,2 ml plazmy

nebo séra. Piipadné, pokud pouzivate pfesnou pipetu, minimalné je potieba 1 ml

plazmy nebo séra.

e PIna krev muZe byt skladovana pti 15-30 ° C po dobu 24 hodin nebo pii teploté 2-8 °C
po dobu az 3 dnti, pted pfipravou a analyzovanim vzorku.

e Plazma a sérum jsou stabilni ve zmrazeném stavu (-70 az -18 ° C) po dobu Sesti tydn.

e Plazma a sérum vzorky jsou stabilni po i po tiech cyklech zmrazeni / rozmrazeni.

e Vzorky plné krve, plazmy nebo séra piepravujte pii teploté 2-8°C.

e Pteprava vzokl plné krve, plazmy nebo séra musi splitovat narodni piedpisy pro
transport etiologickych latek.

e Vzorky plazmy a séra musi byt rozmrazené a pfivedeny do rovnovazného stavu na

pokojovou teplotu pted pienesenim do zasobniku.

12  Pracovni postup

12.1 Priprava vzorku
1. Po odstiedéni vzorkt plné krve muze byt 1 ml vzorku plazmy napipetovan piimo do

zasobniku. Dostate¢ny objem je pro ziskani platnych vysledkd rozhodujici ( viz pokyny
v ¢asti 12.2 Ptiprava zasobniku).

2.V piipadé pouziti zmrazenych vzorki, umistéte vzorky na pokojovou teplotu (20-35 © C) az
do UuUplného rozmrazeni a nechte vzorky pfed pouZitim pii pokojové teplote.
3. Vzorky plazmy a séra skladujte pii teploté¢ 2-8 ° C. Pied pouzitim vyjméte vzorky z
chladnicky a nechte ohfat na pokojovou teplotu.

3. Vzorky plazmy skladované pii 2-8°C nebo zamrazené rozmrazte a vortexujte 15 sekund

pted pouzitim, a je-li vzorek zakaleny, odkalte rychlym odstfedénim.

12.2 Priprava zasobniku

1. Pouzivejte ochranné rukavice na jedno pouziti.



2. Zkontrolujte, zda zasobnik neni poskozeny. Pokud je poskozeny, nepouzivejte jej.

3. Otevrete viko zasobniku.
» MozZnost 1: Pokud pouzivate pfenosovou pipetu, ktera je soucasti testu (obrazek 1),
doplte ji t€sné pod hlavicku pipety, ale nad linku, pro pfeneseni minimalné 1 ml
plazmy nebo séra ze sbérné zkumavky do komory pro vzorek testovaného zasobniku
(obrézek 2). Nenalivejte vzorek do komory!
* Moznost 2: Pouzivate-li automatickou pipetu, pieneste 1 ml plazmy nebo séra do

komory pro vzorek v zasobniku (obrazek 2). Nelijte vzorek do komory!

- Hlavicka pipety

- - Naplnte vzorkem pod hlavicku pipety ale nad
linku vyznacenou na pipeté

Obrazek 1. Pipeta a jeji naplnéni

4. Zaviete viko zasobniku

5. Vlozte zasobnik do piistroje GeneXpert dx nebo do Infinity Systému.

Vzorkova komora (velky otvor)

Obrazek ¢. 2 HCV VL zasobnik testu (pohled seshora)



12.3 Zacatek testu
Dilezité: pied zahajenim testu se ujistéte, ze pozadované stanoveni Xpert HCV VL je

nadefinovano v softwaru

Poznamka: Nésledujici kroky se mohou lisit v ptipadé€, Ze spravce systému zménil vychozi
postup v systému.

Tato ¢ast uvadi seznam zakladnich krokt v pribehu testu. Detailnéjsi pokyny jsou uvedeny

v Navodu k obsluze systému GeneXpert Dx nebo v manuélu GeneXpert Infinity System.

1. Zapnéte piistroj GeneXpert:

* Pouzivate-li pfistroj GeneXpert Dx, nejprve zapnéte pfistroj a potom zapnéte
pocita¢. GeneXpert Software se automaticky spusti. Pokud se tak nestane, kliknéte na
plose Windows® na ikonu zastupce softwaru GeneXpert Dx.

nebo

* Pokud pouzivate ptistroj GeneXpert Infinity, zapnéte piistroj. Software GeneXpert
se spusti automaticky. Pokud se tak nestane, poklepejte na ikonu zastupce softwaru
Xpertise na plose Windows®.

2. Prihlaste se k softwaru GeneXpert Instrument System pomoci svého uzivatelského
jména a hesla.

3. V okné GeneXpert systému, klepnéte na tlac¢itko Create Test (Vytvofit test)
(GeneXpert Dx) nebo Order (objednat) a Order Test (objednat test) (Infinity).

4. Naskenujte ID ¢islo pacienta (volitelné). Pokud zadavate ID pacienta, ujistéte se, ze
ID pacienta je zadano spravné. ID ¢&islo pacienta je propojeno s vysledky testi a ukéze
se v okn¢ zobrazeni vysledkd.

5. Naskenujte nebo zadejte ID ¢islo vzorku. Pokud zadavate ID vzorku, ujistéte se, Ze ID
vzorku je zadano spravné. ID vzorku je propojeno s vysledky testl a ukéze se v okné
Zobrazeni vysledkl a ve vSech zpravach. Zobrazi se dialogové okno Scan
Cartridge.(naskenovat zasobnik testu)

6. Naskenujte ¢arovy kod na zasobniku HCV VL testu. Zobrazi se okno Create test
(Vytvotit test). Po nacteni ¢arového kddu software automaticky vyplni poli¢ka pro
nésledujici pole: Vybrat test, ID lotu reagencie, vyrobni ¢islo zasobniku testu, datum
exspirace.

7. Kliknéte na tlacitko Start Test (GeneXpert Dx) nebo Submit (Odeslat) (Infinity).
Zadejte heslo, pokud je pozadovano.



8. Pro GeneXpert Infinity System, umistéte zasobnik na podavac. Zasobnik se
automaticky nacte, spusti se test, a pouzity zasobnik bude umistén do odpadniho
kontejneru.

Nebo
Pro piistroj GeneXpert Dx
A. Oteviete dvitka pfistroje s blikajicim zelenym svétlem a vlozte zasobnik.
B. Zaviete dvifka. Test se spusti a zelena kontrolka piestane blikat. Po dokonceni
testu svétlo zhasne.
C. Pied otevienim dvifek pockejte, az systém uvolni zamek dveti a vyjméte
zasobnik.

D. Pouzity zasobnik zlikvidujte v souladu s s platnymi nafizenimi vaseho zafizeni.

13  ProhliZeni a tisk vysledkii

Podrobné informace k prohlizeni a tisku vysledki jsou uvedeny v Navodu k obsluze systému

GeneXpert Dx.

Tato ¢ast obsahuje zakladni kroky pro prohlizeni a tisk vysledkt. Podrobné&jsi pokyny o tom,
jak zobrazit a vytisknout vysledky jsou uvedeny v Navodu k obsluze GeneXpert Dx System
nebo v Navodu GeneXpert Infinity System, v zavislosti na tom, ktery pfistroj pouzivate.

1. Klepnéte na ikonu View Result (zobrazit vysledky) pro zobrazeni vysledka.

2. Po dokonceni testu, kliknéte na tlacitko Report v okné zobrazeni vysledki - k zobrazeni a

/ nebo generovani souboru PDF report.

14 Kontrola kvality

Kazdy test obsahuje Sample Volume adequacy kontrolu (SVA), Vnitini kvantitativni vysokou
a nizkou kontrolu (IQS-H a 1QS-L, a to i kontrolu pro vzorek [SPC]) a kontrolu sondy (PCC).
« Sample Volume Adequacy (SVA - Objem piimétenosti vzorku (SVA) — zjistuje, ze byl
vzorek spravné piidan do z&sobniku. SVA ovéfi, zda byl ptidan do komory spravny objem
vzorku. SVA bude Gspésna, pokud spliiuje vSechny kritéria. V ptipadé, ze SVA nebude
splnéna, zobrazi se ERROR 2096, pokud vzorek chybi nebo ERROR 2097, pokud neni k
dispozici  dostatek  vzorku.  Systém  uzivateli zabrani v  obnoveni  testu.
* Vnitini kvantitativni standardni vysoké a nizka (1QS-H a 1QS-L) - IQS-H a 1QS-L jsou
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dvé Armored RNA® konstruovany do formy lyofilizované kulicky, kterd prochazi celym
procesem stanoveni. 1QS-H a IQS-L jsou standardy kalibrované proti standardu 4th WHO pro
HCV. Jsou vyuzivany pro kvantifikaci pomoci specifickych parametri pro vypocet
koncentrace HCV RNA ve vzorku. Navic 1QS-H a 1QS-L detekuji se vzorkem spojené
inhibi¢ni reakce RT-PCR. 1QS-H a IQS-L se povazuji jako splnéné, pokud spliuji ovéfena
kritéria

» Kontrola sondy — pied zahajenim PCR reakce méfi systém fluorescenéni signal cilového
EV a SPC/IC za ucelem ovéfeni rehydratace reagencii a naplnéni reakcnich zkumavek.
Kontrola sondy je platna, pokud spliiuje validaéni kritéria.

« Externi kontroly - externi kontroly, které nejsou dodavané v soupravé, by mély byt
pouzity v souladu s mistnimi, statnimi nebo federalnimi pfedpisy nebo v souladu s pozadavky

na akreditaci a standardni postupy kontroly kvality vasi laboratofe.

15 Interpretace vysledki

Vysledky jsou k dispozici v systému GeneXpert z namétenych fluorescencnich signalt a
vloZenych vypoctovych algoritmi a jsou jasné uvedeny v okné View Results (Obréazek 3 a

Obrazek 5). Mozné vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Vysledky a interpretace testu HCV VL

Vysledek Interpretace
HCV RNA je detekovano na XX 1U / ml.
HCV DETECTED | .HCV RNA ma v ramci linearniho nastaveni rozsahu testu a
XX IU/mL (log | koncového bodu hodnotu nad minimum.
- XXX) * 1QS-H a IQS-L: PASS.
viz obrazek 3. « Kontrola sondy: PASS; viechny vysledky kontroly sondy jsou v
potadku.
HcV DETECTED | HCV RNA je detekovan nad kvantitativnim rozmezi testu.
> 1.00E08 1U/mL * [QS-H a 1QS-L: PASS.
Viz obrazek 4. * Kontrola sondy: PASS; vSechny vysledky kontroly sondy jsou v
poradku.
HcV DETECTED | HCV RNA je detekovan pod kvantitativnim rozsahem testu.
<10 1U/mL * [QS-H a 1QS-L: PASS.
Viz obrazek 5. » Kontrola sondy: PASS; vSechny vysledky kontroly sondy jsou v
poradku.
Neni detekovan HCV RNA.
HCV NOT * neni detekovan HCV RNA.
DETECTED « IQS-H a IQS-L: PASS
Viz obrazek 6. « Kontrola sondy: PASS; viechny vysledky kontroly sondy jsou v
poradku.
INVALID Pritomnost nebo nepfitomnost HCV RNA nelze urcit. Opakujte test
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Viz obréazek 7.

podle pokynu v kapitole 15.2, Opakovani testu.

« IQS-H a/ nebo 1QS-L: SELHALA,; Prah cyklu (CTS), nejsou v
platném rozsahu a koncovy bod je

nizs$i neZ minimalni nastaveni.

* sondy Kontrola: PASS; vSechny vysledky kontroly sondy jsou v
poradku.

ERROR
Viz obrazek 8.

Ptitomnost nebo neptitomnost HCV RNA nelze urcit. Opakujte test
podle pokynu v kapitole 15.2, Opakovéni testu.

» Kontrola sondy: SELHALA *; v§echny nebo jeden z vysledkt
kontroly sondy se nezdafil.

* Pokud je kontrola sondy prosla, chyba je zptisobena maximalnim
limitem tlaku piesahujici ptijatelny rozsah

nebo selhanim nékterého z komponent systému.

NO RESULT

Pfitomnost nebo neptitomnost HCV RNA nelze uréit. Opakujte test
podle pokynu v kapitole 15.2, Opakovéni testu. NO RESULT
vysledek testu nelze ziskat z divodu nedostateénych dat. Napiiklad
operator zastavil test, ktery probihal.

Poznadmka: Tyto obrazovky jsou pouze pro ptiklad. Nazev testu a ¢islo verze se mohou lisit

od obrazkl obrazovek uvedenych v tomto navodu k pouziti.
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Hpert HCV Vil Load  Yersion 1

Test Result | oy DETECTED 550 WML (log 2.74)
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Obrazek 3: Detekovany HCV a jeho mnoZstvi
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Obrazek 4: Detekovany HCV

DETECTED = 10 illimiL {log 1.06)

Obrazek 5: Detekovany HCV
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Obréazek 6: Nedetekovany HCV

Obrazek 7: Neplatny

14



, TestResolt  Analyte Result | Detall = Errors | Wistory | Support |
|Assay Name Xpert HCV Viral Load Version

| Test Result ERROR

|| Fer in Ware Diagnastic Use Only

<No Data Available>

Obrazek 8: Error

16  Opakovani testu

16.1 Duvody pro opakovani testu

Pokud dojde k vysledkiim nékterych zkousek uvedenych nize, opakujte test podle instrukci
v kapitole 15.2, Opakovani testu

* INVALID Neplatny vysledek znamend, jeden nebo vice z nésledujicich:

* IQS-H a/ nebo I1QS-L KONTROLY nejsou v platném rozsahu.

* Vzorek nebyl fadné zpracovan nebo PCR byla inhibovéna.

* ERROR o0znacuje, zZe test byl prerusen. Mozné pticiny: byl piidan nedostatecny objem
vzorku, reakéni zkumavka byla naplnéna nespravng, byl zjistén problém s integritou sondy,
nebo byl prekrocen limit maximalniho tlaku.

* NO RESULT vysledek testu nelze ziskat z divodu nedostateénych dat. Napiiklad operator

zastavil test, ktery probihal, nebo doslo k vypadku napajeni.
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16.2 Postup opakovani testu:

Pro opakovani testu s vysledky NO RESULT, INVALID nebo ERROR pouZijte novy
zasobnik (nepouzivejte vicekrat jeden zasobnik ) a nové reagencie.

1. Vyjméte novy zasobnik ze soupravy.

2. Viz kapitola 12 Pracovni postup v&etné kapitoly 12.1 Ptiprava vzorku, kapitola 12.2

Ptiprava zasobniku a kapitola 12.3 Zacatek testu.

17. Limitace

Doporucujeme dodrzovani spravné laboratorni praxe a vymeénu rukavic mezi manipulaci se
vzorky, aby se zabranilo kontaminaci reagencii. Mutace nebo polymorfismy ve vazebnych
oblastech primeru nebo sondy mohou ovlivnit detekci novych nebo nezndmych variant HCV

a vest k falesné negativnim vysledkim.

18. Vykonnostni charakteristika

18.1 Detekéni limit

Mez detekce (LOD) testu HCV VL byla uréena testovanim osmi riiznych fedéni ptipravenych
Z HCV referen¢niho standardu HCV genotypu 1 negativni EDTA v plazmé a séru.
Materialem pouzitym k uréeni LOD byl HCV genotypu 1, WHO 4. mezinarodni standard,
kod NIBSC 06/102. Mez detekce byla stanovena pro tii riizné $arze tii $arze a bylo testovano
celkem 72 nebo 73 opakovani jedné koncentrace. Jedna velmi nizka Groven koncentrace byla
zahrnuta pro oba druhy vzorkl po prvnim dnu testovani. Pocet testovanych replikati na této
arovni byl tedy mensi (49 v plazmé a 53 v séru). Vyhodnoceni bylo provedeno podle pokynii
CLSI E17-A2. Koncentrace HCV RNA, ktera mize byt detekovana s pozitivitou vyssi nez
95%, byla stanovena regresni Probit analyzou a vysledky pro jednotlivé Sarze a vzorky jsou
shrnuty v tabulce 2. Maximalni Probit analyzou pozorované LOD pro HCV genotypu 1 v
EDTA plazmé¢ je 4,0 1U / ml (95% CI 2.8-5.2). Maximalni Probit analyzou pozorované LOD
pro HCV genotyp 1 v séru je 6,1 IU / ml (95% CI 4.2.-7.9.).
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Tabulka 2: HCV VL LOD odhadované regresni Probit analyzou s 95% hornim a dolnim

konfiden¢nim intervalem pro HCV genotyp 1 v plasmé a séru na kazdou SarZi.

Vzorek Sarze LoD 95% 95% CI

1 3,3 2,4-472

WHO plasma 2 4,0 2,7-5,2
3 4,0 2,8-5.2

1 6,1 42-179

WHO sérum 2 2,6 19-33
3 2,3 1,8-29

Hit rate analyza ukazuje pozitivitu> 95% pti 6 IU / ml pro "testovany genotyp 1 HCV 1 jak je
uvedeno v tabulce 3.
Tabulka 3. HCV VL LOD pro genotyp 1 HCV v EDTA plasmé a séru

Vzorek Koncentrace Opakovani Positivni % Pozitivity
IU/mL vzorky

WHO Plasma 0 53 49 24 49
1 72 47 65

2 72 61 85

3 72 69 96

4 72 &7 93

6 72 71 99

8 73 73 100

10 72 72 100

0.59 53 21 40

1 73 47 64

2 73 64 88

WHO Sérum 3 2 69 2
4 73 71 97

6 72 71 99

8 72 70 97

10 72 72 100

a.0.5 IU/mL byl ptidan 2 den kvili vysoké mife pozitivity pozorované pii 1 IU/mL po 1 dni.

Bylo provedeno také fedéni klinickych vzorku reprezentujici HCV genotyp 1a, 2b, 3a, 4a, 5a

a 6a v negativni lidsk¢ EDTA plazm¢ jedné Sarze vzdy 24 replikatl na koncentraci. Piifazeni
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nominalni koncentrace klinickych vzorkt bylo stanoveno pomoci Abbott Real-Time HCV
TM testu. Hit analyza vykazuje miru pozitivity > 95% v piipadé vSech genotypu s koncentraci
10 1U / ml, jak je uvedeno v tabulce 4. LOD pro test HCV VL je stanovena na 10 1U / ml pro
HCV genotypy 1 - 6 v EDTA plazmé¢ a séru.

Tabulka 4. HCV VL Hita Rate analyza pro genotyp 1-6 vzorky v EDTA plazmé

Genotyp Nejnizsi koncentrace 95% a vys Hit Rate IU/ml Hit Rate %
la 10 100
2b 4 100
3a 6 100
4a 4 100
5a 2 96
6a 4 96

18.2 Limit kvantifikace

Celkova analytickd chyba (TAE) vypoctena za pouziti odhadd stanovena na zakladé analyzy
dat ze studie LOD (WHO standard) a Studie reprodukovatelnosti/Piesnosti dle CLSI pokynii
E17-A2. TAE pro fedéni, které méla pozorované koncentrace presné nebo v blizkosti meze
detekce testu 10 1U / ml (1,0 log 10) jsou uvedeny v tabulce 5. TAE byla odhadnuta dvéma

riznymi zpusoby.
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Tabulka 5. HCV VL TAE analyza pro determinaci limitu kvantifikace

Concentration TAE?
{Logqp IU/mL) Absolute TAE"
Specimen Bias + 2XSQART
(Study) DLLot | N Bias Total SD 2xSD (2)xsD
Expected Observed
_ DL1 72 1.40 1.31 0.09 015 0.38 0.41
ACOmelX 72 [ 140 129 0.1 0.14 0.40 041
(Precision)
DL3 72 1.40 124 0.16 012 041 0.35
) DL1 72 1.00 0.92 0.08 022 0|_52 062
Acrometrix
. DL2 72 1.00 0.82 0.18 0.18 0.54 0.51
(Precision)
DL3 72 1.00 0.75 025 0.19 063 0.54
DL1 24 1.00 0.91 0.09 021 0.51 0.59
WHO, Plasma
(LoD) DL2 24 1.00 0.82 0.18 0.30 0.78 0.86
DL3 24 1.00 0.86 0.14 017 0.48 0.48
DL1 24 1.00 0.96 0.04 013 0.30 037
WHO, Serum
(LoD) DL2 24 1.00 0.88 012 023 0.58 0.66
DL3 24 1.00 0.80 020 0.18 0.57 052

a TAE potitana podle modelu CLSI EP17-A2

b TAE zaloZena na rozdilu mezi dvémi méfenimi

Vysledky analyzy ukazuji, ze TAE testu HCV VL muze ur¢it, 10 IU / ml (1,0 log 10)

S prijatelnou pravdivosti a presnosti.

18.3 Presnost / reprodukovatelnost

Presnost / reprodukovatelnost testu HCV VL byla stanovena analyzou paralelnich fedéni
referenCnich materiali HCV negativni EDTA plazmy. Nominalni koncentrace pouzit¢ho
referen¢niho materialu byla kalibrovana na WHO 4. HCV mezinarodni standard (06/102).
Srovnavaci studie byla dvojité zaslepend, za pouziti sedmiclenného panelu HCV referencniho
materialu HCV negativni EDTA plazmy s koncentraci RNA, kterd pokryva cely rozsah HCV
VL kvantit.

Dva operatoii v kazdém ze dvou studijnich mist testovali jeden panel dvaceti jedna vzorki
jednou denné po Sest testovacich dni na jednu Sarzi.

Jedno studijni misto pouzivalo Infiniti 80 systém a druhé testovaci misto pouzivalo Genexpert
Dx systém. Pro studii byly pouZzity tii SarZe testu HCV VL. Presnost / reprodukovatelnost byla

hodnocena v souladu s “Evaluation of Precision
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Performance of Clinical Chemistry Devices; Approved Guideline” CLSI document EP5-A2.

Ptesnost vysledkl pro kazdou Sarzi je uvedena v tabulce 6.

Tabulka 6. HCV VL presnost na $arzi

Expected HCV Total Precision per Lot

RNA _ Lot 1 Lot 2 Lot 3

Concentration

logyg IU/mL sD cve sD cve sD cve
1.0 023 | 558% 0.18 | 442% 020 | 481%
14 015 | 351% 0.15 | 358% 013 | 296%
27 009 | 207% 009 | 206% 009 | 202%
42 007 | 164% 008 | 189% 007 | 153%
54 012 | 283% 009 | 199% 007 | 162%
69 013 | 31.8% 009 | 209% 0.07 | 17.0%
8.2 010 | 22.7% 010 | 237% 0.08 | 17.8%

a. “C\V" is lognomnal CV, as obtained using the formula:

i v T Ini 10 sg=
CViof the lognermal dist) = + 10100=0" — 4

Reprodukovatelnost HCV VL testu byla vyhodnocena pomoci nested ANOVA analyzy
rozptylu s podminkami pro misto/pfistroj/Sarzi/den/operatora a beh, Lot, Day,
Operator / Spustit a sérii. Byla vypoctena standardni odchylka a procento variability pro

kazdou komponentu slozku log10 HCV transformované koncentrace. Vysledky v tabulce 7.

Tabulka 7: Smérodatna odchylka a kontribu¢ni procento variability pro kazdé misto a

celkova piesnost

HCV RNA
Concentration Contribution to Total Variance SD (CV%) Total Precision
logqy IU/mL
. Operator/ Within-
Site/inst Lot Da Total
y Run Run
Lower Upper

Expected | Actual N SD | (%) | SD (%)? SD (%) | SD | (%)* | SD (%) SD Cl cl cvb

10 083 | 216 | 003 | 18% | 008 | 132% | 004 | 35% | 000 | 00% | 019 | 816% | 021 0.18 025 | 51.7%

1.4 128 | 216 | 000 | 00% | 004 | 71% | 000 | 0.0% | 0.00 | 0.0% | 014 | 92.9% | D.14 0.13 016 | 34.1%

27 266 | 216 | 00D | 00% | D04 | 172% | 000 | D.0% | 002 | 32% | 00& | 795% | D.09 0.08 0.1 22.1%

42 418 | 215 | 0.00 | 0.0% | 0.05 | 30.9% | 0.01 | 26% | 0.00 | 0.0% | 0.07 | B6.5% | D.09 0.07 012 | 208%

54 544 | 216 | 0DOD | 00% | D06 | 265% | 000 | 0.0% | 001 | 13% | 009 | 722% | O.M 0.09 014 | 258%

6.9 686 | 216 | 0.00 | 0.0% | 0.O7 | 34.0% | 0.02 | 3.4% | 0.00 | 0.0% | 0.10 | 62.5% | D.13 0.10 017 | 29.8%

82 8.1 216 | 00D | 00% | 009 | 479% | 000 | 0D.0% | 002 | 26% | 009 | 495% | 013 0.10 019 | 305%

a. (%) is contribution of variance component to overall lognormal CV
b. *CV" is lognormal CV, as obtained using the formula:

CV(of the lognormal dist) = + 10/l00® — 1
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18.4 Linearni rozsah a Inkluzivita

Linearni rozsah testu HCV VL byl stanoven analyzou dvanacti¢lenného panelu pokryvajiciho
rozmezi od -5 (0,75) logl0) az ~ 1 x 108 (8 logl0) IU / ml. Panely byly pfipraveny paralelnim
fedénim HCV referenéniho materialu (Armored RNA®) genotyp 1 a genotyp 1 klinickych
vzorkll) v HCV negativni EDTA plazmé¢ a séru. Jmenovita koncentrace pouzity referencni
material byl kalibrovan podle WHO 4. standardu HCV (06/102). Kazdy ¢len panelu byl
testovan v replikéatech o ¢tyfech v kazdém ze tii testovacich dnti za pouziti dvou Sarzi. Celkem
bylo testovano 24 replikatu ¢lena panelu a typu vzorku.

Analyza linearity byla provedena podle smérnice CLST EP06-A. Na obr. 9 a obr. 10 jsou
uvedeny kombinované vysledky pro obé sarze. Test HCV VL je linearni v rozmezi 0,8-8,0
log10 U / ml s hodnotou R2> 0,997.

Linearity gt 1 plasma

y = 1.0055x+0.0251
R* =0.5975 ‘ /“

o

]

(= T |
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=

‘_.

[*-]

[

HCV VWL Assay results jlogin IUSfmL)

b

o
0.00 100 200 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Momingl concentration (log10IU/mL)

Obrazek 9: Linearita genotypu 9 v EDTA plasmé pro HCV VL test
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Linearity gt 1 serum

y = 0987 1% + D.O66T
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Obrazek 10. Linaerita Genotypu 1 v seru pro HCV VL test

Pro potvrzeni linearniho rozsahu a vyhodnoceni inkluzivity testu HCV VL se panely
skladajici se z klinickych vzorki predstavujici HCV genotyp 2 - 6 a Armored RNA®, pokud
jsou k dispozici (pouze genotypy 2 a 3), byly piipraveny negativné lidska plazma EDTA. 7 -
IU / ml pro genotyp 5 az~ 0,9 - 8,3 log10 pro genotyp 3, byly pfipraveny a analyzovany v
replikatech po ¢tyfech na kazdém ze tii testovani dnti pomoci dvou Sarzi soupravy. Pro kazdy
genotyp bylo testovano 24 replikatt na ¢lena panelu. Jmenovité koncentrace pouzité
referenéni materialy byly kalibrovany podle WHO 4. HCV mezinarodniho standardu
(06/102). VSechny genotypy odpovédély linedrn€ s hodnotami R2 v rozmezi 0,994 - 0,998.

18.5. Analyticka Specificita a Exkluzivita

Analytickéd specificita VL testu HCV byla hodnocena pfidanim potencidlné zkiiZzené reagujici
slozky na 1 x 105 CFU / Vstupni koncentrace ml, copy / ml nebo TCID50 / ml do HCV
negativni EDTA plazmy a plazmy, ktera obsahovala ~ 25 U / ml
Referen¢niho HCV materidlu (klinicky vzorek genotyp 1). Testované organismy jsou uvedeny
v tabulce 8.
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Tabulka 8. Analyticka specificita organismu

Human Immunodeficiency virus 1
Human Immunodeficiency virus 2
Human T-cell lymphotropic virus |
Human T-cell lymphotropic virus 1l
Candida albicans
Cytomegalovirus

Epstein-Barr virus

Hepatitis A virus

Hepatitis B virus

Herpes simplex virus 1

Herpes simplex virus 2

Human herpes virus 6

Human herpes virus 8

Varicella Zoster virus

BK Human polyoma virus

Banzi virus

Ilheus virus

West Nile virus

Zika virus

Human papilloma virus 16
Human papilloma virus 18
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus

Zadny z testovanych organismii nevykazoval zkiiZenou reaktivitu a viechna pozitivni
opakovani mé¢la koncentrace HCV RNA v ramci = 0,5 log od HCV pozitivni kontroly pfi
pouziti HCV VL testu.

Kromé¢ druhti uvedenych v tabulce 8, byl analyzovan i Dengue virus a virus vakcinie in silico,
protoze standardni material nelze pro testovani ziskat. Zadna signifikantng vyznamna
sekven¢ni podobnost nebyla mezi analyzovanymi viry zjisténa a primery a sondami pouzitymi
v testu Xpert HCV VL.

18.6 Potencialné interferujici latky

Byla hodnocena i néchylnost testu HCV VL Kkinterferenci se zvySenymi hladinami
endogennich latek, které zpusobuji léky predepisované HCV infikovanym pacientim a
autoimunitnimi markery onemocnéni. Testovana byla HCV negativni EDTA plazma a
plazma, ktera obsahovala ~ 25 IU / ml HCV referen¢niho materialu (klinicky vzorek HCV
genotyp 1). Bylo prokédzano, ze zvysené hladiny endogennich latek uvedenych v tabulce 9

neinterferuji s kvantifikaci a neovliviiuji jeho specificitu.
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Tabulka 9. Endogenni substance a testované koncentrace

Testovana substance Koncentrace
Bilirubin 20 mg/dL
Human DNA 0.4 mg/dL
Albumin 9 g/dL
Hemoglobin 500 mg/dL
Triglycerides 3.0 mg/dL

Nebyla prokazana interference testu HCV VL s komponentami 1é¢iv, uvedenymi v tabulce 10

ani dopad na specificitu testu i pfi testovani az trojnasobku koncentrace péti poola 1é€iv.

Tabulka 10. Testované pooly 1é¢iv

Pool Drugs

Control | N/A

1 Zidovudine, Saquinavir, Ritonavir, Interferon alfa-2b, Clarithromycin

2 Abacavir sulfate, Fosamperavir Calcium, Peginterferon 2b, Ribavirin

3 Tenofovir disoproxil fumarate, Lamivudine (3TC), Indinavir sulfate, Ganciclovir,
Valganciclovir HCI, Acyclovir

4 Stavudine (d4T), Efavirenz, Lopinavir, Enfuvirtide (T-20), Ciprofloxacin

5 Nevirapine, Nelfinavir mesylate, Azithromycin, Valacyclovir HCI

Testovani vzorkil od deseti jedinci s autoimunitni chorobou taktéZ nevykazuje Zadnou
interferenci testu HCV VL s autoimunitnim onemocnénim jako napf. systémovy lupus

erythematodes (SLE), anti-nuklearni protilatky (ANA), nebo revmatoidni faktor (RF).
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18.7 Odbérova média ekvivalence (EDTA, PPT-EDTA a sérum)

Pro kazdy vzorek odbérového média (EDTA, PPT-EDTA a sérum) vzorky od 50
odpovidajicich HCV pozitivnich jedinct a 25 odpovidajici HCV negativnim vzorkam.

Jak je znazornéno na obr. 11 a na obr. 12, byla pro EDTA plazmu versus sérum zobrazena
ekvivalentni vykonnost HCV VL testu vzorla a plazma EDTA versus vzorky plazmy PPT-
EDTA. Vsechny HCV pozitivni vzorky odebrané v séru nebo PPT-EDTA plazmé
produkovala koncentrace HCV RNA v rozmezi + 0,5 log10 IU / ml HCV pozitivniho vzorku
odebraného v EDTA plazmé pii testovani pomoci testu HCV VL.

PPT EDTA vs K2 EDTA, HCV titer (log IU/mL)

y = 0.9923 + 0.05179
o3 R?=0.007

PPTEDTA titer (log IL/mL)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
K2 EDTA titer (log TU/mL)

Obréazek 11. - Rozptyl Log IU / mL PPT-EDTA proti Log IlU/ mL EDTA

Serum vs K2 EDTA, HCV titer (log IU/mL)

[=2]
1

y=1.001x-0.037%7
R*=0.995

Serum titer (log ILY/mL)
() I w [« ) )

P

-
L

(=]
L

0 1 2 3 4 5 6 7 8
K2 EDTA titer (log TU/mL)

Obrézek 12. Rozptyl log 1U / ml séra proti log IU / ml plazmy EDTA
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19. Vykonnostni charakteristiky — Klinicka vykonost

Specifita

Specifita testu HCV VL byla hodnocena pomoci 100 vzorki plazmy EDTA od darci krve
negativnich na HCV. Zadny ze 100 testovanych vzorki nebyl detekovan testem HCV VL, coz
odpovida 100% specificité (95% CI = 96,1-100).

Korelace metody

Byla provedena studie na vice mistech, aby se vyhodnotila t¢innost testu HCV VL ve
srovnani s metodou komparatoru s pouzitim ¢erstvého vzorku a zmrazenych vzorku lidské
plazmy nebo séra odebrané od jedincti infikovanych HCV. Kazdy ze 607 zpiisobilych vzorkt
od jedine¢nych jedinci bylo 408 (67,2%) sebrano od muzi. Praimérny vék byl s vékem 50,2 +
13,2 let rozmezi 21 az 86 let.

Z 607 vzorki bylo 389 v kvantitativnim rozmezi obou testl véetné 23 vzork, které byly
HCV ne-1 genotypy (2, 2a, 2b, 2c, 3, 3a, 4 a 6) a jeden smiseny genotyp (HCV 1 a 6).
Demingova regrese ukazuje velmi dobrou korelaci mezi HCV VL a srovnavaci metodou se
sklonem 1,022 a se zastavenim 0,082. R2 byl 0,986

Xpert v. Comparator Method
(Log IU/mL)

DeningReg y = 102K - 0,082

B SimpleLlinearReg: y=1.015x - 0ud438

Epert Va oo

# Logkpert
4 Mon-1
w0 B Line

= mAeg Overall

—Linear (Logkpert|

2 3 q 5 -] 7 2
Comparator Yalue

*HCV non-1 genotypes are represented as trangles. A single outlier was not included in the analysis.

Obrazek 13. Xpert vs konkuren¢ni metoda
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11. REGULATION (EC) No 1272/2008 OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND OF
THE COUNCIL of 16 December 2008 on the classification labeling and packaging of
substances and mixtures amending and repealing, List of Precautionary Statements, Directives
67/548/EEC and 1999/45/EC (amending Regulation (EC).

12.  Occupational Safety and Health Standards, Hazard Communication, Toxic and Hazard
Substances (March 26, 2012) (29C.F.R., pt. 1910, subpt. Z).
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21. Sidlo spolecnosti Cepheid

Severni Amerika

Pro technickou podporu pouzijte nasledujici kontakt:
Tel.: +1 888 838 3222, volba 2

Email: techsupport@cepheid.com

Technickou podporu firmy Cepheid muzete kontaktovat od pondéli do patku od 6 hod. do 17
hod. pacifického casu.

EU

Pro technickou podporu pouzijte nasledujici kontakt:

Tel.: +33 563 82 53 19

Email: techsupport@cepheideurope.fr

22. Technickéa podpora

Pro technickou podporu kontaktujte firmu Cepheid prostfednictvim jednoho z nasledujicich
kontaktt. Ujistéte se, ze pii telefonatu nebo formou emailu poskytnete sériové ¢islo pristroje a

ID sarze reagencii.

28


mailto:techsupport@cepheid.com

Tabulka symbolii:

Symbol \/yznam
REF Katalogové ¢islo
IVD Lékatské zatizeni pro diagnostiku In vitro

®

Nepouzivat opétovné

LOT Sarze

Varovani
Nahlédnéte do privodnich dokumenti

Vyrobce

Obsah postacuje na <n> testil

Pouzitelné do

EMQtEb

Kontrola
'c E Znacka shody
REP Autorizovany prodejce pro Evropu

Teplotni omezeni

=~ [3

r(—-)\ Biologické riziko
L

Autorizovany zastupce
Vyrobce .

Cepheid Europe
Cepheid

Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont / France

Tel.: +33-563-82-53-00 Fax: +33-563-82-53-01
Email: cepheid@cepheideurope.fr

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089-1189
USA
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