COBAS® TagMan® MTB Test cobas

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

COBAS® TagMan® MTB Test CTM MTB 48 Tests P/N: 04803531 190

AMPLICOR® Respiratory Specimen Preparation Kit 100 Tests P/N: 20756903 122
RSP PREP ART: 07 5690 3

US: 83267

UCEL POUZITI

Test COBAS® TagMan® MTB je amplifikaéni test in vitro nukleové kyseliny slouzici ke kvalitativnimu stanoveni
komplexu DNA Mycobacteria tuberculosis (MTB) ve zkapalnénych, dekontaminovanych a koncentrovanych
vzorcich z lidskych dychacich cest, véetné sputa a bronchoalveolarnich lavazi (BAL). Pro manualni pfipravu

vzork(l test vyuZiva soupravu pro pfipravu vzorkd z dychacich cest AMPLICOR® a pro automatickou
amplifikaci a detekci pouziva analyzator COBAS® TagMan® 48.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Zastupci rodu Mycobacterium jsou acidorezistentni, nepohyblivé, aerobni nesporulujici bakterie ve tvaru tycek.
Zahrnuji nékolik druht, které jsou patogenni pro ¢lovéka. Mnohé z druh( mykobakterii jsou saprofyty v pldé
a vodé. Primarné patogenni pro Clovéka jsou druhy patfici do komplexu M._tu_bercu/osis (M. tuberculosis,

a postihuje pouze &lovéka.

Tuberkuléza (TB) je nakazlivé onemocnéni. Stejné jako bézné nachlazeni se Sifi vzduchem. NakaZlivi jsou
pouze lidé, ktefi jsou postizeni plicni formou TB. Nakazeni lidé pfi kaslani, kychani, hovoru nebo plivani rozsituji
bakterie TB do vzduchu. K nakaze Clovéka stadi vdechnuti i malého mnozstvi téchto baktérii. V soucasné
dobé je baktérii TB nakazena celkové jedna tfetina svétové populace. Z lidi, ktefi jsou nakazeni baktérii TB,
5-10 % onemocni nebo se nékdy béhem svého Zivota stanou infekénimi. Odhaduje se, Zze v roce 2004 TB
zplsobila 1,7 milionu Umrti. Co do poc¢tu onemocnéni je nejvyssi pocet odhadovanych umrti v jihovychodni
Asii, ale nejvy$Si mortalita per capita je v Africe, kde onemocnéni HIV vedlo k rychlému naristu vyskytu TB
a zvySuje i pravdépodobnost umrti na TB. WHO si klade do roku 2005 za cil, jak potvrdilo i Svétové zdravotnické
shromazdéni v roce 1991, detekovat 70 % novych pfipadl infekce TB a vylécit 85 % z nich. Osmnact zemi
jiz tohoto cile dosahlo v roce 20021-5.

Kvdli riziku Sifeni choroby, potencidlnimu vzniku kmen( rezistentnich na léky a zavaznosti onemocnéni
u pacientl infikovanych HIV-1 je rychla diagnéza komplexu M. tuberculosis extrémné dulezita.

Izolace organizmu z komplexu M. tuberculosis je nezbytna k definitivni diagnéze tuberkuldzy. Rutinni kultivace
jsou Casové narocné a mohou trvat az osm tydnl. Mikroskopické vysSetfeni acidorezistentnich stéru je
nejrychlejsi metodou k detekci mykobakterii, ale je malo senzitivni a nespecifické. Imunologické a sérologické
techniky jsou omezené kvili nizké senzitivité, pfipadné specificité®”. Vyvoj testl zalozenych na PCR
specifickych pro mykobaktérie dale zlepsil rychlou diagnostiku tuberkulozy tim, Zze umoznil pfimou detekci
mykobakterii v klinickych vzorcich8-14,

PRINCIPY POSTUPU

Test COBAS® TagMan® MTB je zaloZen na dvou hlavnich procesech: (1) manudlni pFiprava vzorku pro ziskani
DNA MTB; (2) simultanni PCR amplifikace cilové DNA za pouziti komplementarnich primert a detekce cilové
DNA pomoci rozstépenych dvojité fluorescenéné znacenych oligonukleotidovych sond1®:16. Spolu tyto procesy
umoznuji detekci amplifikaéniho produktu cilové MTB (amplikon) a DNA mykobakterialni vnitfni kontroly, jez je
amplifikovana a detekovana spolu se vzorkem.

Cinidlo Master Mix obsahuje par primerd, ktery se pouziva k amplifikaci oblasti specifické pro gen chromozomu
a specificita pro komplex M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum a M. microti) je umoznéna
dvojité oznacenou detekéni sondou specifickou pro cil. K amplifikaci vnitfni kontroly DNA slouzi stejny par
primer(. Detekce amplifikované DNA se provadi pomoci cilové specifickych a vnitfni kontrole specifickych,
dvojité znacenych oligonukleotidovych sond, které umoziiuji nezavislou identifikaci amplikonu MTB a amplikonu
vnitfni kontroly mykobaktérie.

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachazi na konci tohoto dokumentu.
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Priprava vzorku

NALC/NaOH17 zkapalnéné, dekontaminované sputum a vzorky BAL se promyji proplachovacim roztokem pro
vzorky z dychacich cest. Organismy jsou rozpustény pfi inkubaci v rozpous$técim Cinidle pro vzorky z dychacich
cest a vzorek se pfipravi k amplifikaci pfidanim neutraliza¢niho ¢&inidla pro vzorky z dychacich cest.

PCR amplifikace
Volba cile

Genom mykobakterii obsahuje vysoce konzervovanou oblast pfiblizné 1500 nukleotidl, ktera kdduje gen pro
16S rRNA. Test COBAS® TagMan® MTB vyuziva mykobakteridlnimu genu specifické primery k vymezeni
sekvence v ramci této oblasti8.

Cilova amplifikace

PCR amplifikace probiha v K-zkumavkach nebo K-zasobnicich, ve kterych se pfipravené vzorky pfidavaji do
amplifikaéni smési. Tato reakéni smés se zahfeje pro denaturaci dvousroubovice DNA a tim se odhali cilové
sekvence pro primer. BEéhem ochlazovani smési dochazi k anelaci primer( k cilovym sekvencim. Z05 DNA
polymeraza za pfitomnosti Mg2+ a nadbytku deoxynukleotid trifosfati (INTPs) prodluzuje napojené primer
podél cilovych templatli a vytvafi molekulu dvoufetézcové DNA, ktera se nazyva amplikon. Analyzator COBAS
TagMan® 48 opakuje automaticky tento proces po uréeny poéet cykli, kdy pfi kazdém cyklu dojde ke zdvojeni
mnozstvi amplikonové DNA. PoZadovany pocet cykl se na analyzatoru COBAS® TagMan® 48 pfedem
naprogramuje. Amplifikace probiha pouze v oblasti genomu MTB mezi primery; cely genom MTB amplifikovan
neni.

Amplifikace vnitfni kontroly

PFi enzymatickych amplifikanich postupech, jakym je PCR, se muze ucinnost snizovat v disledku pfitomnosti
inhibitord v klinickém vzorku. Pfipravené vzorky, které obsahuji latky, jez by mohly PCR amplifikaci rusit, je
mozno identifikovat pomoci vnitfni kontroly. Mykobakterialni vnitfni kontrola je neinfekéni rekombinantni
linearizovana plazmidova DNA se stejnymi oblastmi vazajicimi primer jako v cilové sekvenci M. tuberculosis
a s randomizovanou interni sekvenci podobné délky a slozeni bazi jako u cilové sekvence M. tuberculosis
a s jedine¢nou oblasti vazajici sondu, kterou se amplikon vnitfni kontroly mykobaktérie odliSuje od cilového
amplikonu. Tyto viastnosti jsou vybrany proto, aby se zajistila ekvivalentni amplifikace jak mykobakterialni vnitini
kontroly, tak cilové DNA M. tuberculosis. Test COBAS® TagMan® MTB obsahuje ¢inidlo vnitfni kontroly
mykobaktérie a to se zavadi do kazdé amplifikani reakce, kde se amplifikuje spole¢né s DNA MTB
z klinického vzorku. Mykobakterialni vnitfni kontrola slouzi k identifikaci vzork(, které obsahuji inhibitory rusici
amplifikaci a detekci cilové sekvence MTB.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se dosahuje v testu COBAS® TagMan®
MTB pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylazy)1® a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase
rozpozna a katalyzuje rozklad fetézc DNA obsahujicich deoxyuridin, ale nikoliv DNA obsahujici thymidin.
Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje, je vSak vzdy pfitomen v amplikonu, diky pouziti deoxyuridin-
trifosfatu jako jednoho z dNTP v ¢inidle Master Mix, takze deoxyuridin obsahuje pouze amplikon. V dusledku
pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminovany amplikon citlivy viéi destrukci enzymem AmpErase pred amplifikaci
cilové DNA. Jakykoliv nespecificky produkt vytvofeny po iniciaini aktivaci Master Mixu hof¢ikem je zni¢en
enzymem AmpErase. Enzym AmpErase, ktery je obsazeny v ¢&inidle Master Mix, katalyzuje roz§tépeni DNA
obsahujici deoxyuridin v misté deoxyuridinového zbytku rozevienim deoxyribozového fetézce v pozici C1. Kdyz
je fetézec amplikonové DNA v prvnim tepelné cyklizaénim kroku pfi alkalickém pH smési Cinidla Master Mix
zahrivan, Stépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase je
neaktivni pfi teploté nad 55 °C, tedy béhem tepelného cyklovani, a proto nerozklada cilovy amplikon vytvofeny
bé&hem amplifikace.

Detekce produktii PCR v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® TagMan® MTB vyuziva v realiném Gase bézici PCR technologii. PouzZiti dvojité znatenych
fluorescencénich sond umoznuje detekci akumulace PCR produktt v redlném ¢ase monitorovanim intenzity emise
fluorescenéniho barviva uvolnéného béhem amplifikaéniho procesu. Sondy se skladaji z oligonukleotidii
specifickych pro MTB a vnitfni kontrolu mykobaktérie znatenych oznamovacim a tlumicim barvivem. V testu
COBAS® TagMan® MTB jsou sondy MTB a sondy vniténi kontroly mykobaktérie znageny rtznymi fluorescenénimi
oznamovacimi barvivy. Jsou-li tyto dvojité fluorescenéné znacené sondy intaktni, je fluorescence oznamovaciho
barviva potla¢ena blizkosti tlumiciho barviva kvuli pfenosovému vlivu energie Forsterova typu. Pfi PCR hybridizuje
sonda s cilovou sekvenci a je roz&tépena 5' na 3' exonukledazovou aktivitu termostabilni Z05 DNA polymerazy.
Jakmile je oznamovaci a tlumici barvivo uvolnéno a oddéleno, nedochazi nadale k utlumu a fluorescenéni aktivita
oznamovaciho barviva se zvy&i. Amplifikace DNA MTB a DNA mykobakteridlni vnitfni kontroly je méfena nezavisle
pfi raznych vinovych délkach. Tento proces je opakovan po pfedem ureny pocet cyklu, pficemz kazdy cyklus
efektivné zvySuje emisni intenzitu jednotlivého oznamovaciho barviva a umoZfiuje nezavislou identifikaci
DNA MTB a DNA vnitfni kontroly mykobaktérie.
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CINIDLA

AMPLICOR® Respiratory Specimen Preparation Kit RSP PREP 100 testu
Souprava pro pFipravu vzorkl z dychacich cest AMPLICOR®

(P/N: 20756903 122; ART: 07 5690 3; US: 83267)
RW 2 x 25 ml
(Promyvaci roztok pro vzorky z dychacich cest)

Pufr Tris-HCI

< 1 % rozpoustédlo

EDTA

0,05 % azid sodny
RL 3x6ml
(Rozpoustéci Cinidlo pro vzorky z dychacich cest)

0,2 % hydroxid sodny

< 1 % rozpoustédlo

EDTA

0,05 % azid sodny
RN 2x5ml
(Neutraliza¢ni €inidlo pro vzorky z dychacich cest)

Pufr Tris-HCI

Chlorid hofe¢naty

0,05 % azid sodny

COBAS® TagMan® MTB Test CTM MTB 48 testa

(P/N: 04803531 190)
Kontrolni ¢inidla

MYCO IC 4 x 0,1 ml
(Mykobakterialni vnitfni kontrola)

Pufr Tris-HCI

< 0,001 % neinfekéni (mikrobialni) DNA plazmid s obsahem
primeru vazajiciho mykobakterialni sekvence a specifickou oblast pro
vazbu sondy

< 0,005 % Poly rA RNA (syntetickd)

EDTA

Amarantové barvivo

0,05 % azid sodny

MTB (+) C 1x 0,75 ml
[Pozitivni kontrola M. tuberculosis]

Pufr Tris-HCI

< 0,001 % neinfekéni (mikrobialni) DNA plazmid s obsahem
MTB sekvenci

< 0,005 % Poly rA RNA (syntetickd)

EDTA

0,05 % azid sodny

MYCO (-) C 1x 0,75 ml
[Mykobakterialni negativni kontrola]

Pufr Tris-HCI

< 0,005 % Poly rA RNA (synteticka)
EDTA

0,05 % azid sodny
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Amplifikaéni a detekéni ¢inidla

MTB MMX
(COBAS® TagMan® MTB Master Mix) 4 x 12 testl
Tricinovy pufr 4 x 0,46 ml

Octan draselny

Hydroxid draselny

Dimetyl sulfoxid

Glycerol

< 0,001 % dATP, dCTP, dGTP, dUTP

< 0,001 % MTB primery

< 0,001 % fluorescenéné znacené oligonukleotidové sondy specifické pro
MTB a mykobakterialni vnitfni kontrolu

< 0,001 % oligonukleotidovy aptamer

< 0,05 % Z05 DNA polymeraza (mikrobialni)

< 0,1 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza) (mikrobialni)

0,09 % azid sodny

MYCO Mg2+
(Mykobakterialni hof&ikové cinidlo) 4 x 12 testd
< 1,0 % octan hofeénaty 4 x0,2ml

0,09 % azid sodny

VAROVANIi A BEZPECNOSTNI OPATRENI

A.
B.

C.

m

rXSC T IO

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

Tento test je uren pouze k vySetfeni sputa nebo BAL, které bylo zkapalnéno, dekontaminovano
a koncentrovano pomoci metod NALC-NaOH17,

Nepipetujte usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejist, nepit a nekoufit. Pfi manipulaci se vzorky a s €inidly
ze soupravy noste ochranné rukavice na jedno pouziti, laboratorni plasté a prostfedky pro ochranu
oci. Po préaci se vzorky a ¢inidly si dukladné umyjte ruce.

Pfi odebirani alikvotnich podild z lahviéek s ¢inidly dbejte na to, aby nedoslo k mikrobialni
kontaminaci.

Doporucuje se pouzivat jednorazovych pipet a hrotd k pipetam.

NesmésSujte dohromady ¢&inidla z rdznych Sarzi, ani z rGznych lahvicek téze Sarze.

Nesmésujte dohromady ¢&inidla z rlznych souprav.

Nespotfebovana ¢inidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi pfedpisy.
Po uplynuti doby pouzitelnosti jiz soupravu nepouzivejte.

Bezpecnostni listy pro materidly (MSDS) zasle na vyzadani Vase mistni pobocka spole¢nosti Roche.

Manipulace se vzorky a kontrolami se musi fidit pravidly pro zachazeni s infekénim materialem.
Musi byt pouzivany bezpeéné laboratorni postupy, napf. postupy uvedené v publikaci Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories?0 a v dokumentu CLSI &. M29-A321. Vechny plochy
dikladné ocistéte a vydezinfikujte Cerstvé pfipravenym 0,5% roztokem chlornanu sodného
v deionizované nebo destilované vodé.

POZN.: Bézné bélici prostredky pro domacnost obvykle obsahuji chlornan sodny v koncentraci 5,25 %.

M.

Roztok o koncentraci 0,5 % tedy ziskame zredénim bélidla pro domacnost v poméru 1:10.

RW, RL, RN, MTB MMX, MYCO Mg?2+, MYCO IC, MTB (+) C a MYCO (=) C obsahuiji azid sodny.
Ten muUze reagovat s olovénymi nebo médénymi armaturami a vytvaret vysoce explozivni kovové
azidy. Budete-li tedy vylévat roztoky obsahujici azid do laboratorni vylevky, splachnéte je velkym
objemem vody, aby se azid nemohl nikde usadit.

Vzorek i kontrolni preparat se musi uchovavat ve zkumavkach se Sroubovacim uzavérem, aby
nemohl vystfiknout a nemohlo dojit ke vzajemné (kfizové) kontaminaci vzork(l. NepouzZivejte
zkumavky s nasazovacim uzavérem.

Pri praci s jakymkoliv €inidlem pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné bryle.
Dbejte na to, aby se tyto materialy nedostaly do styku s pokozkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud
ke styku dojde, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnoZstvim vody. Pokud by byla tato
opatfeni zanedbana, mize dojit k popaleninam. Jestlize se néktera &inidla rozliji nebo rozsypou,
rozfedte je vodou a dosucha vytfete.
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P.

Jestlize po amplifikaci dojde k otevieni K-zkumavky nebo K-zésobniku, ponechte na K-nosic, jamky
a vylitou kapalinu plsobit pfes noc bélici prostfedek (U¢inna koncentrace je 5000 ppm; 0,5%), aby
doSlo ke zni¢eni uvolnéného amplikonu.

POZADAVKY NA SKLADOVANI A MANIPULACI

F.

G.

Cinidla ani kontroly nezmrazujte.

Skladujte RW, RL a RN pfi 2-25 °C. Pokud nejsou tato €inidla oteviend, jsou stabilni az do uplynuti
doby pouzitelnosti, ktera je na nich uvedena.

Skladujte MTB MMX, MYCO Mg2+, MYCO IC, MTB (+) C a MYCO (=) C pfi 2-8 °C. Pokud nejsou
tato Cinidla oteviena, jsou stabilni az do uplynuti doby pouzitelnosti, kterd je na nich uvedena.

Césteené spotiebované MTB (+) C a MYCO (-) C uchovéavejte mezi jednotlivymi testy pfi teploté
2-8 °C. Pfed pouzitim zkontrolujte datum pouzitelnosti otevienych kontrol. MTB (+) C a MYCO (-) C
Ize pouzit az Ctyfikrat. Po otevieni je mozné jakoukoliv MTB (+) C a MYCO (-) C uchovavat po dobu
az 4 tydnl nebo do doby pouzitelnosti, dle toho, ktera je kratsi.

MTB MMX, MYCO Mg2+ a MYCO IC se dodavaji v jednorazovych lékovkach pro 12 reakci. Veskery
nespotfebovany material je nutné zlikvidovat.

Pracovni roztok Master Mixu (pfipraveny pfidanim MYCO Mg2+ a MYCO IC do MTB MMX) Ize
uchovavat ve tmé pfi 2-8 °C az 2 hodiny.

Pfipravené vzorky a kontroly se musi pfidat do Master Mixu do 2 hodin od pfipravy, pokud je
uchovavan pfi pokojové teploté nebo do 8 hodin, pokud je uchovavan pfi teploté 2-8 °C.

S amplifikaci je tfeba zacit do 90 minut od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly
odméfeny do pracovniho Master Mixu.

DODAVANE MATERIALY
Cinidla pro pfipravu vzorku

A.

AMPLICOR® Respiratory Specimen Preparation Kit _
Souprava pro pfipravu vzork(l z dychacich cest AMPLICOR® RSP PREP
(P/N: 20756903 122; ART: 07 5690 3; US: 83267)

RW
(Promyvaci roztok pro vzorky z dychacich cest)

RL
(Rozpoustéci Cinidlo pro vzorky z dychacich cest)

RN
(Neutralizaéni ¢inidlo pro vzorky z dychacich cest)

Amplifikacni a detekéni ¢inidla

B.

COBAS® TagMan® MTB Test CTM MTB

(P/N: 04803531 190)

MYCO IC

(Mykobakterialni vnitfni kontrola)
MTB (+) C

[Pozitivni kontrola M. tuberculosis]
MYCO (-) C

[Mykobakterialni negativni kontrola]

MTB MMX
(COBAS® TagMan® MTB Master Mix)

MYCO Mg2+
(Mykobakterialni hof¢ikové Cinidlo)
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POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTIi DODAVKY
Vybaveni a software

Analyzator COBAS® TagMan® 48
Software AMPLILINK, verze 3.2 nebo 3.3
Datova stanice pro software AMPLILINK

Pfirucka pro analyzator COBAS® TagMan® 48 pro pouziti s aplikaéni pFiruékou k softwaru
AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3

Aplikaéni priruéka k softwaru AMPLILINK verze 3.2 pro pouziti se zafizenim COBAS® AmpliPrep,
analyzétorer(g COBAS® TagMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48 a analyzatorem COBAS®
AMPLICOR

nebo

Aplikaéni pfirucka k softwaru AMPLILINK verze 3.3 pro pouZiti se zafizenim COBAS® AmpliPrep,
analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48, analyzatorem COBAS®
AMPLICOR® a zafizenim cobas p 630

Zatizeni pro manipulaci s vicky K-zkumavek (P/N: 03516539001)

Uzaviraci nastroj K-zasobnik( (P/N: 03339904001)

K-nosi¢ analyzatoru COBAS® TagMan® 48 (P/N: 28150397001)

Nosi¢ K-zasobniki analyzatoru COBAS® TagMan® 48 (P/N: 03341488001)

Spotiebni material

K-zkumavky (P/N: 03137082001)
K-z&sobniky analyzatoru COBAS® TagMan® 48 (P/N: 03343146001)

DALSIi POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

Vifivy mixér
Pipetovaci pomUcka: Drummond (P/N: 4-000-100) nebo ekvivalentni

1,5 ml polypropylenové zkumavky se Sroubovacim uzavérem sterilni, nesilikonované, kénické
(Sarstedt 72.692.105 nebo ekvivalentni)**

Stojany na zkumavky (Sarstedt 93.1428 nebo ekvivalentni)

Pipetory (objem 50 pl, 100 pl, 200 pl, 250 pl, 500 pl a 1000 pl)* se SpiCkami s aerosolovou bariérou
nebo se Spickami s aktivnim vypuzovanim

Sterilni pfenosové pipety s tenkou Spickou

Mikrocentrifuga (max. RCF 16 000 x g, min. RCF 12 500 x g); Eppendorf 5415C, HERMLE Z230M
nebo ekvivalentni

60 °C = 2 °C termoblok

Teplomér

Savy papir

Rukavice na jedno pouziti bez prasku
Skfinka BioSafety s podtlakem

Pipetory musi byt pfesné na 3 % jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno, museji byt pouzity $pi¢ky s aerosolovou

bariérou nebo $picky s aktivnim vypuzovanim prosté DNazy (nebo prosté nukledzy), aby se zabranilo vzajemné
kontaminaci vzorku a amplikonu.

** Zkumavky se Sroubovacim vickem musi byt pouzZity k pfipravé vzork( a kontrol, aby se zabranilo jejich vystfiknuti
a jejich mozné vzajemné kontaminaci. NepouZivejte zkumavky s nasazovacim uzavérem.

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU
POZN.: Zachazejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infekénim materialem.
A. Odbér vzork

Jedinymi vhodnymi vzorky z dychacich cest jsou vykaslané a indukované sputum nebo BAL. Tyto vzorky je
potieba zkapalnit, dekontaminovat a koncentrovat s pouzitim NALC-NaOH17 metod.

B. Pfeprava vzorki

Dekontaminované vzorky se musi transportovat do laboratofe pfi teploté 2-25 °C do 24 hodin po odbéru. Pokud
se vzorky nepfepravi do 24 hodin, musi se uchovavat a prepravovat pfi teploté -70 °C. Vzorky musi byt
odesilany v souladu s celostatnimi a mistnimi pfedpisy pro transport etiologickych agens22.
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C.

Uchovavani vzorku

Dekontaminované vzorky Ize uchovavat pfi teploté -20 °C po dobu 2 tydna.
NAVOD K POUZITI
POZN.: Detailni provozni pokyny, podrobny popis mozZnych konfiguraci, tisk vysledkl a interpretace

priznakid, komentare a chybova hlaseni naleznete (1) v prirucce uZivatele k analyzatoru
COBAS®TaqMan® 48 pro pouziti s aplikaéni pFiruékou pro software AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3;
(2) v aplikaéni pfiruéce k softwaru AMPLILINK, verze 3.2 pro pouZiti se zafizenim COBAS®
AmpliPrep, analyzatorem COBAS®TagMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48 a analyzatorem
COBAS®AMPLICOR® nebo v aplikaéni pfiruéce pro software AMPLILINK, verze 3.3 pro pouZiti
se zafizenim COBAS® AmpliPrep, analyzatorem COBAS® TaqgMan®, analyzatorem COBAS®
TagMan® 48, analyzatorem COBAS® AMPLICOR® a zafizenim cobas p 630.

POZN.: Budou-li vzorky pripraveny, amplifikovany a detekovany v prubéhu jednoho pracovniho

dne, postupujte podle nize uvedeného navodu. Je-li pfiprava vzorku provadéna v jiny den
nez amplifikace a detekce, pak provedte pripravu Cinidla ve stejny den jako amplifikaci
a detekci.

POZN.: Vsechna amplifikacni a detekéni ¢inidla musi byt pfed pouzitim pFi pokojové teploté.

Vyjméte je z teploty 2-8 °C minimalné 30 minut pfed pouZitim.

POZN.: Vzorky je tireba nechat roztat (jestlize byly zmraZzené), musi byt temperovany na okolni

teplotu po dobu 15-30 minut a pfed pouzitim zamichany.

POZN.: Pouzivejte pipety se S$Spickami s ochranou proti tvorbé aerosolu nebo aktivnim

vypuzovanim vsude, kde je to predepsano. Vénujte maximalni pozornost zabranéni
kontaminace.

Mnozstvi pro jeden cyklus:

Kazd4 souprava testu COBAS® TagMan® MTB obsahuje dostate¢né mnozstvi &inidla pro &tyfi 12-testové cykly,
které mohou probihat zvlast nebo soucasné. Jeden replikat, kazdy z MYCO (-) C a MTB (+) C, musi byt
zahrnut do kazdého cyklu testu s az 48 vzorky a kontrolami (viz ¢ast ,Kontrola kvality*). Amplifikacni a detekéni
Cinidla jsou balena v 12-testovych lahvickach na jedno pouziti. Pro co nejefektivngjsi vyuziti je vhodné
zpracovavat Cinidla, vzorky i kontroly v davkach, jez jsou nasobky 12.

A.

Pfiprava vzorku a kontroly

Provadi se v: Preamplifikace - prostor pro pfripravu vzorkl a kontrol

1.

6.

Dle pocétu vzorkl uréenych Kk testovani pfipravie na pracovni plochu pfislusny pocet
polypropylenovych Sroubovacich zkumavek s objemem 1,5 ml tak, aby byla k dispozici jedna
zkumavka pro kazdy vzorek a jedna zkumavka pro kazdou kontrolu. NepouZivejte zkumavky
s nasazovacim uzavérem. Dbejte pokyn( uvedenych v ¢asti ,Varovani a bezpecnostni opatreni”.
Kazdou zkumavku na pfipravu vzorku oznacte identifikaénim &islem vzorku.

Pridejte 500 pyl RW do kazdé zkumavky na vzorek.

S pouzitim pipetoru se 3&pi¢kou s aerosolovou bariérou pfidejte do oznalenych zkumavek
obsahujicich RW 100 pl zkapalnéného, dekontaminovaného a koncentrovaného vzorku z dychacich
cest. Pro kazdy vzorek pouzijte novou Spi¢ku s aerosolovou bariérou. Zkumavky uzaviete a nechte
5 sekund vifit.

Odstredujte po dobu 10 minut pfi 12 500 x g.

Odsajte supernatant pomoci pfenosové pipety s tenkou Spickou a pfidejte 100 yl RL do bunécéné
pelety pomoci pipetoru s novou Spi¢kou s aerosolovou bariérou pro kazdy vzorek. Vortexujte
5 sekund, aby doSlo k resuspendaci sedimentu.

Pfipravte pracovni kontroly dle nasledujiciho navodu:

POZN.: Pracovni kontroly je nutno pfipravovat erstvé kazdy den, kdy je provadén test. Na konci

dne musi byt znehodnoceny.

POZN.: MTB (+) C a MYCO (-) C dod&dvané se soupravou testu COBAS® TagMan® MTB jsou uréeny

pro c¢tyFnasobné pouziti k pfipravé pracovnich kontrol MTB (+) a MYCO (-). Po otevreni je
mozné jakoukoliv MTB (+) C a MYCO (-) C uchovavat po dobu azZ 4 tydni nebo do doby
pouzZitelnosti, dle toho, ktera je kratsi.

a. Vortexujte lahvicku s MYCO (=) C po dobu 5 sekund. Pipetujte 50 yl MYCO (=) C do 1,5 ml
polypropylenové zkumavky pomoci pipetoru se SpiCkou s aerosolovou bariérou. Pfidejte
200 pl RL. Vortexujte 5 sekund. Toto je Mycobacterium (—) pracovni kontrola.

b. Vortexujte lahvicku s MTB (+) C po dobu 5 sekund. Pipetujte 50 pyl MTB (+) C do 1,5 ml
polypropylenové zkumavky pomoci pipetoru se SpiCkou s aerosolovou bariérou. Pfidejte
200 pl RL. Vortexujte 5 sekund. Toto je M. tuberculosis (+) pracovni kontrola.
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10.
B.

c. Pipetujte 100 pl z kazdé pracovni kontroly do 1,5 ml polypropylenové zkumavky se
Sroubovacim uzavérem pro pfipravu paralelné s klinickymi vzorky.

Inkubuijte vzorky a kontroly za teploty 60 °C + 2 °C v suchém topném bloku po dobu 45 minut.

Vytahnéte zkumavky z topného bloku odstfedte v centrifuze po dobu 5 sekund, aby se odstranil
kondenzat z oblasti uzavéru.

Pomoci pipetoru se SpiCkou s aerosolovou bariérou pridejte 100 yl RN do kazdé zkumavky se
vzorkem a kontrolou. Vortexujte 5 sekund pfi polovi¢ni rychlosti. Pouzijte novou Spic¢ku s aerosolovou
bariérou pro kazdy vzorek a kontrolu.

Prfesunte pfipravené vzorky (vzorky pacienta a kontroly) do prostoru pro amplifikaci/detekci.
Priprava €inidla a vlozeni K-nosice

Provadi se v: Preamplifikace - prostor pro pripravu €inidel
POZN.: Vzorky a kontroly zpracované pomoci éinidel COBAS® TaqgMan® MTB Master Mix (MTB

MMX), “Pracovni Master Mix” (Pracovni MMX) a Pracovni MMX plus jsou citlivé na svétlo.
Ochrariujte tato cinidla pred svétlem.

POZN.: COBAS® TagMan® MTB Master Mix (MTB MMX), Mykobakterialni vnitini kontrola COBAS®

TagMan® (MYCO IC) a Mykobakterialni hoiéikové éinidlo COBAS® TagMan® (MYCO Mg2*)
musi byt temperovany na okolni teplotu po dobu alespori 30 minut pred pfipravou
pracovniho Master Mixu.

POZN.: Pripravte pracovni MMX po dokonceni manualni pfipravy vzorku a kontroly.
POZN.: Pripravené vzorky jsou stabilni 4 hodiny pFi pokojové teploté nebo 4 dny pfi teploté 2-8 °C

pred pfidanim do pracovniho Master Mixu.

POZN.: Pracovni ¢inidlo MMX musi byt uchovano pfi teploté 2-8 °C a je tfeba ho spotrebovat do

2 hodin od pfFipravy.

POZN.: Pripravené vzorky lze skladovat pFi teploté -70 °C po dobu 6 mésicu.
POZN.: Jakmile jsou pfipravené vzorky a kontroly pfidany do pracovniho MMX, musi byt

amplifikace zapocéata do 90 minut.

Temperujte na okolni teplotu jednu lahvicku MTB MMX, jednu lahvicku MYCO Mg?2* a jednu lahvicku
MYCO IC po dobu alespon 30 minut.

K-nosi¢ umistéte do drzaku K-nosice.

Vlozte nové K-zkumavky nebo novy K-zasobnik do K-nosi¢e bez dotyku stran K-zkumavek nebo
jamek K-zasobniku.

POZN.: Ma-li byt provedeno méné nez 24 testu, musi byt obsazeny pozice jamek 1, 2, 5, 20, 23

4.

6.

a 24 K-zkumavky pro vyvazeni K-nosic¢e v termocykleru.

Oteviete K-zkumavky pomoci zafizeni pro manipulaci s vicky K-zkumavek. Umistéte vicka do
parkovaci pozice drzaku K-zkumavek.

Pfipravte pracovni MMX dle nasledujiciho navodu:

Pfidejte 200 yl MYCO Mg2+ a 50 pyl MYCO IC do jedné lahvicky MTB MMX. Zkumavku uzaviete
a dobfe promichejte tak, Ze ji 10-krat pfevratite. Vifeni k promiseni pracovniho MMX nepouzivejte.
Pracovni Master Mix chrante pred svétlem a spotfebujte do 2 hodin.

Pipetujte 50 pl pracovniho MMX do kazdé K-zkumavky nebo pfislusné jamky K-zasobniku.

POZN.: Pracovni MMX je velmi citlivy na svétlo. Minimalizujte vystaveni svétlu K-zkumavek nebo

7.

K-zasobniku s obsahem pracovniho MMX.

Z kazdého pfipraveného vzorku a kontroly odméfte 50 pl do pfislusné K-zkumavky nebo
K-zasobniku obsahujiciho pracovni MMX; pouzijte k tomu mikropipetor se Spi¢kou s aerosolovou
bariérou nebo s aktivnim vypuzovanim. Jemné promichejte kazdy vzorek nebo kontrolu nahoru
a dold tfikrat pomoci mikropipetoru, ktery nevytvari bubliny.

Opakujte krok 7 pro kazdy pfipraveny vzorek a pfipravenou kontrolu, dokud neni vSe pfeneseno do
K-zkumavek nebo K-zasobniku. Pro kazdy vzorek a kontrolu pouzijte novou $pi¢ku. Provedte vizualni
kontrolu pfitomnosti bublinek a dle potfeby je odstrante. Uzaviete K-zkumavky/K-zasobniky pomoci
pomoci zafizeni pro manipulaci s vi¢ky K-zkumavek/K-zasobnikl. Vizualné si ovérte, ze byly pfidany
odpovidajici objemy.

Jestlize amplifikace okamzité nezalne, ulozte K-nosi¢ pfipraveny pro PCR ve tmé pfi teploté
15-30 °C. S amplifikaci je nutné zaCit nejpozdéji do 90 minut od chvile, kdy byly pfipravené vzorky
a kontroly pfidany do K-zkumavek nebo K-zasobniku obsahujicich pracovni MMX.
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C.

Amplifikace a detekce

Provadi se v: Poamplifikace - prostor pro amplifikaci a detekci
PInéni a provoz analyzatoru COBAS® TaqMan® 48

1.

Zapnéte pracovni stanici a pfihlaste se k Windows XP pomoci odpovidajiciho uzivatelského jména
a hesla.

Zapnéte analyzator COBAS® TagMan® 48 alespori 30 minut pfed zahajenim analyzy. Zkontrolujte,
zda je zafizeni zinicializovano a pfipraveno k pouziti. Jsou-li K-nosice z pfedchozich méfeni nadale
umistény v nékterém z termocykler(i, odstrarite je pomoci pfemistovace K-nosicu.

Spustte software AMPLILINK na po¢itaci. Pfihlaste se pomoci odpovidajiciho uzivatelského jména
a hesla.

Chcete-li vytvofit objednavky K-nosi¢e pro analyzované vzorky, klepnéte na ikonu Orders. Vyberte
zalozku Sample, pak klepnéte na tlacitko New a zadejte Cislo objednavky pro kazdy vzorek pomoci
klavesnice nebo snimade &arového kdédu. Zvolte Definici testu pro test COBAS® TagMan® MTB.
Opakujte pro kazdy vzorek. Klepnéte na tlacitko Save.

POZN.: Ma-li byt provedeno méné nez 24 testl, musi byt obsazeny pozice jamek 1, 2, 5, 20, 23

5.

11.

12.

a 24 K-zkumavky pro vyvazZeni K-nosic¢e v termocykleru.

Zadejte informace o kontrole kvality vybérem zalozky Quality Control v okné Orders. Klepnéte na
tlacitko New a pomoci klavesnice nebo snimace ¢arového kédu zadejte informaci z karty kontrolnich
hodnot testu COBAS® TagMan® MTB dodavané se soupravou. Do uréenych poli zadejte &islo 3arze
testu COBAS® TagMan® MTB, datum pouZitelnosti, rozmezi Low (+) kontroly a také kalibraéni
koeficienty. Klepnéte na ,,OK".

Pfifadte Cislo K-nosi¢e k danému méreni klepnutim na zalozku K-Carrier v okné Orders. V okné
K-Carrier klepnéte na New. V bufice vpravo od ,K-Carrier ID“ zadejte Cislo K-nosi¢e z ¢arového
kédu na K-nosi¢i nebo na K-zasobniku (gomoci klavesnice nebo snimacde ¢arového kodu. Vyberte
Definici testu pro test COBAS® TagMan® MTB z panelu testd v dolni ¢asti okna.

V seznamu Worklist vyberte prvni fadu ve sloupci Type (T). Oznacte toto pole, abyste se dostali
do rolovaci nabidky a poté vyberte pozadovany typ kontroly. Poté dvakrat klepnéte na pole ID vzorku
pro stejnou fadu; zobrazi se okno LookUp Control se vSemi dostupnymi kontrolami. Jakmile je
kontrola vybrana, odpovidajici kalibraéni a kontrolni hodnoty budou zobrazeny v dolnim pravém
informaénim panelu. Opakujte tento proces pro vdechny pozadované kontroly.

Pro zadani vzorkd do Worklist klepnéte dvakrat na prvni pozici (fadu) pro zadani vzorku. Zobrazi
se okno Lookup Sample, které obsahuje pfifazené pfikazy pro vzorek; pomoci tlacitek
Shift + Sipka oznadite vice neZ jedno &islo pfikazu. Zkontrolujte, zda definici testu COBAS®
TagMan® MTB byla pfifazena véechna pofadi.

Klepnéte na Save pro ulozeni pfifazeni objednavky K-nosice.

Vyberte ikonu Systems v zalozce System a klepnéte na Open pro otevieni termocykleru. Jakmile
se kryt termocykleru zcela otevie a objevi se napis ,Ready to Load” v okné Systems, zvednéte
a pridrzte viko termocykleru oteviené. Pomoci pfemistovace K-nosi¢e premistéte naplnény K-nosi¢
obsahujici uzaviené K-zkumavky s pracovnim Master Mixem, vzorky a kontrolami do termocykleru.
Zaviete viko termocykleru.

Klepnéte na Start v okné Systems pod ikonou TC pro uzavfeni krytu termocykleru a spusténi cyklu
analyzy.

Amplifikaci a detekci provede analyzator COBAS® TagMan® 48 automaticky.

VYSLEDKY
Vypocet vysledki pomoci AMPLILINK, verze 3.2

Analyzator COBAS® TagMan® 48 automaticky stanovuje, zda je ve vzorku nebo kontrole detekovana DNA
MTB. Po uvedeni softwaru AMPLILINK, verze 3.3 se v testu MTB v analyzatoru COBAS® TagMan® pouziva
nova funkce pfi stanoveni kvalitativniho vysledku. Prezentace vysledk( se mezi verzi softwaru AMPLILINK 3.2
a 3.3 lisi.

Analyzator COBAS® TaqMan® 48:

e Stanovuje prahovou hodnotu cyklu (Ct) pro DNA MTB a DNA mykobakterialni vnitfni kontroly (IC).

e Stanovuje, zda je DNA MTB detekovana na zakladé Ct hodnot pro DNA MTB nebo DNA
mykobakterialni vnitini kontroly (MYCO IC DNA).

e Urcuje, zda MTB (+) C a MYCO (=) C jsou platné.
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Validace cyklu pro AMPLILINK, verze 3.2

Zkontrolujte vysledkové okno AMPLILINK nebo vytisk, zda se objevily pfiznaky a komentare, abyste se
ujistili, Zze je cyklus testu platny.

Test je platny, pokud se neobjevi zadné pfiznaky pro kontroly COBAS® TagMan® MTB. Nasledujici
vysledKy jsou ziskany pro platny test:

Kontrola Vysledek Interpretace
Negativni kontrola Target Not Detected Kontrola v rozsahu testu
Pozitivni kontrola 1 Positive Kontrola v rozsahu testu

Test neni platny, pokud se u kontrol COBAS® TagMan® MTB objevi nékteré z nasledujicich ptiznaki:
MYCO negativni kontrola:
PFiznak Vysledek Interpretace

_N_NC_INVALID Invalid Kontaminace nebo Zadny signal vnitfni
kontroly (IC)

MTB pozitivni kontrola:

Pfiznak Vysledek Interpretace

_L_LPC_INVALID Invalid Kontrola neni v rozsahu testu, nebyl
detekovan cilovy signal ani signal IC.

POZN.: MTB PC se oznaduje
jako nizce pozitivni kontrola (LPC)

Pokud je test neplatny, zopakujte ho cely, véetné pfipravy vzorku a kontroly, amplifikace a detekce.

Interpretace vysledkii:

Pro platny test zkontrolujte kazdy jednotlivy vzorek na pfitomnost pfiznakl nebo komentafl ve vytisku
vysledku. Vysledky se interpretuji takto:

e Platny test miize zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorkll v zavislosti na tom, zda se
u jednotlivych vzork( objevi pfiznaky a/nebo poznamky.

Vysledky vzorkt se interpretuji takto:

Priznak Vysledek Interpretace
3 DNA M. tuberculosis nebyla detekovana. \VVzorek je
Zadny pfiznak Target Not pravdépodobné negativni na M. tuberculosis. Negativni
Detected vysledek nevyluéuje infekci M. tuberculosis, protoze vysledky

zavisi na adekvatnim odbéru vzorku, absenci inhibitor(
a dostate¢ném mnozstvi detekované DNA.

Zadny pfiznak 1 Positive DNA M. tuberculosis byla detekovana. Vzorek je pozitivni na
pfitomnost M. tuberculosis.

_Q_RFITOOLOW > 1 Positive DNA M. tuberculosis byla detekovana. Vzorek je pozitivni
_ nebo na pfitomnost M. tuberculosis.
Zadny priznak

Inhibitorni vzorek. DNA M. tuberculosis, v pfipadé vyskytu,
by byla nezjistitelna. Zpracujte dalsi alikvotni podil plvodniho
_Q_QS_INVALID Invalid vzorku a test opakujte. Inhibitory jsou ¢asto labilni a vzorky,
které byly puvodné inhibované, jiz pfi opakovani inhibované
byt nemuseiji. Jestlize jiz pdvodni vzorek neni k dispozici,
zpracujte vzorek novy.

Pozn.: Software AMPLILINK oznadi selhani vnitfni kontroly
(IC) jako neplatné QS (_Q_QS_INVALID)
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Vypocet vysledki pomoci AMPLILINK, verze 3.3

Analyzator COBAS® TagMan® 48 automaticky stanovuije, zda je ve vzorku nebo kontrole detekovana DNA MTB.
Po uvedeni softwaru AMPLILINK, verze 3.3 se v testu MTB v analyzatoru COBAS® TagMan® pouziva nova
funkce pfi stanoveni kvalitativniho vysledku. Prezentace vysledkl se mezi verzi softwaru AMPLILINK 3.3 a 3.2

liSi.
Analyzator COBAS® TaqgMan® 48:

e Stanovuje prahovou hodnotu cyklu (Ct) pro DNA MTB a DNA mykobakterialni vnitfni kontroly

(C).

e Stanovuje, zda je DNA MTB detekovana na zékladé Ct hodnot pro DNA MTB nebo DNA

mykobakterialni vnitfni kontroly (MYCO IC DNA).
* Uréuje, zda MTB (+) C a MYCO (-) C jsou platné.

Validace cyklu pro AMPLILINK, verze 3.3

Zkontrolujte vysledkové okno AMPLILINK nebo vytisk na pfitomnost pfiznaki a komentar{l, abyste se

ujistili, Ze je cyklus méreni platny.

Test je platny, pokud se neobjevi zadné pfiznaky pro kontroly COBAS® TagMan® MTB. Nasledujici

vysledKy jsou ziskany pro platny test:

Kontrola Vysledek Interpretace
Negativni kontrola Negative Kontrola v rozsahu testu
Pozitivni kontrola Positive Kontrola v rozsahu testu

Test neni platny, pokud se u kontrol COBAS® TagMan® MTB objevi nékteré z nasledujicich pfiznak:

MYCO negativni kontrola:

Pfriznak Vysledek Interpretace
NC_INVALID Invalid Zadny signal vnitfni kontroly nebo
signal vnitfni kontroly mimo rozsah
MTB pozitivni kontrola:
Priznak Vysledek Interpretace
PC_INVALID Invalid Kontrola neni v rozsahu testu,

zadny signal cile nebo zadny
signdl vnitini kontroly

Jestlize bude jakakoli kontrola neplatna, budou v8echny vzorky v daném testu oznacené jako INVALID.
Cely cyklus zopakujte véetné pfipravy vzork( a kontrol, amplifikace a detekce.

Interpretace vysledkii:

Pro platny béh zkontrolujte kazdy jednotlivy vzorek na pfitomnost pfiznakii nebo komentarii ve vytisku

vysledku. Vysledky se interpretuji takto:

e Platny cyklus mlize zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorkd v zavislosti na tom, zda se

u jednotlivych vzorkl objevi pfiznaky a/nebo poznamky.
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Vysledky vzorkt se interpretuji takto:

Vysledky Vysledky Poznamky Interpretace
kontrol vzorkl u priznaku
PC_INVALID
Neplatny Invalid a/nebo Kontrola(y) nejsou platné, vdechny vzorky obsazené

NC_INVALID v cyklu vyhodnoceny jako neplatné.

DNA M. tuberculosis nebyla detekovana. Vzorek je

3 pravdépodobné negativni na pfitomnost M. tuberculosis.
Pozitivni u PC =) Zadny pfiznak | Negativni vysledek ovéem infekci bakterii M. tuberculosis
Negativni u NC nevylucuje, protoze spravny vysledek je odvisly od
spravného odbéru vzorku, nepfitomnosti inhibitor(i

a dostate¢ného mnozstvi DNA pro detekci.

Pozitivni u PC 3 DNA M. tuberculosis byla detekovana. \zorek je
Negativni u NC MTB Zadny pfiznak | pozitivni na M. tuberculosis.

Pozitivni u PC Vysledek vzorku je neplatny. Kliknutim na poznamku
Negativni u NC Invalid S_INVALID pfiznaku zobrazite podrobné pfiznaky.(1)

Signal vnitfni kontroly je nezvykle vysoky, vzorek je
oznacen jako neplatny. Zpracuijte dalsi podil plvodniho
vzorku a test zopakuijte. Pokud jiz neni pavodni
Pozitivni u PC Invalid QS_INVALID vzorek k dispozici, je tfeba odebrat novy.

Negativni u NC
Poznamka: Software AMPLILINK, verze 3.3 oznaci
selhani vnitfni kontroly (IC) kvli vysokému Ct vnitfni
kontroly jako neplatné QS (_Q_QS_INVALID).

(1) Dalsi informace o poznamkach k pfiznakiim a podrobnosti k pfiznakdm viz kapitola ,,Pfiznaky“ v aplika¢ni pfiruéce k softwaru
AMPLILINK, verze 3.3 pro pouZiti se zafizenim COBAS® AmpliPrep, analyzatorem COBAS TagMan®, analyzatorem
COBAS® TagMan® 48, analyzatorem COBAS® AMPLICOR® a zafizenim cobas p 630.

KONTROLA KVALITY

Jeden replikat MYCO (-) kontroly a MTB kontroly (+) musi byt zahrnut do kazdého béhu. Jak je tomu pfi kazdém
novém laboratornim postupu, novi pracovnici obsluhy by méli zvazit, jestli by nebylo dobfe pfi kazdém testovani
pouzit jesté dalsi kontroly az do doby, nez dokazi test provadét s vysokou jistotou spravné. Neexistuji pozadavky
tykajici se pozice kontrol na K-nosici. Zkontrolujte, zda vytisk cyklu neobsahuje znacky a poznamky a zda byl
cyklus platny.

Negativni kontrola

MYCO (-) C musi vést k vysledku ,, Target Not Detected” (pfi pouziti softwaru AMPLILINK, v3.2), nebo
»Negative® (pfi pouZziti softwaru AMPLILINK, v3.3), tzn. Ct hodnota pro DNA MTB byla nad hranici analyzy
nebo zadna Ct hodnota pro DNA MTB nebyla ziskana, ale platna Ct hodnota byla ziskana pro DNA
mykobakterialni vnitini kontroly. Pokud MYCO (-) C toto kritérium nesplfiuje, je cely béh neplatny. Cely postup
zopakuijte (pfiprava vzorkl a kontrol, amplifikace a detekce). Pokud je MYCO (-) C trvale neplatna, kontaktujte
vaSe mistni zastoupeni Roche pro technickou pomoc.

Pozitivni kontrola

Pro software AMPLILINK, verze 3.2 je pfifazené rozmezi pro MTB (+) C dodavano na karté kontrolnich hodnot
testu COBAS® TaqMan® MTB. Aby byl vysledek stanoveni platny, musi vysledek MTB (+) C spadat do rozmezi
uvedeného na karté kontrolnich hodnot testu COBAS® TagMan® MTB. Spravny vysledek bude zobrazen
jako ,1 Positive®. Jestlize pozitivni kontrola nesplfiuje toto kritérium, je cely béh neplatny. Cely postup zopakujte
(pfiprava vzorkd a kontrol, amplifikace a detekce). Jestlize je vysledek pro pozitivni kontrolu trvale mimo
pfifazené rozmezi, kontaktujte vase mistni zastoupeni Roche pro technickou pomoc.

Pro software AMPLILINK, verze 3.3 je pfifazené rozmezi pro MTB (+) C nastaveno v definiénim souboru
testu pro test COBAS® TagMan® MTB. Aby byly vysledky platné, musi hodnoty MTB (+) C spadat do daného
rozmezi. Spravny vysledek bude zobrazen jako ,,Positive®. Jestlize vysledek MTB (+) C bude mimo dané
rozmezi, vysledek pozitivni kontroly bude neplatny s poznamkou pfiznaku PC_INVALID. Jestlize pozitivni
kontrola nesplfiuje toto kritérium, je cely cyklus neplatny. Cely postup zopakuijte (pfiprava vzork( a kontrol,
amplifikace a detekce). Jestlize je vysledek pro pozitivni kontrolu trvale mimo dané rozmezi, kontaktujte mistni
zastoupeni spole¢nosti Roche, které vam poskytne technickou pomoc.
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Kontrola MTB (+) obsahuje pfiblizné 20 kopii/testd sekvence DNA plazmidu M. tuberculosis. To je zhruba
Ctyfnasobek minimalni detekéni urovné tohoto testu zjisténé Poissonovou analyzou. Amplifikace a detekce
kontroly MTB (+) jsou zarukou, ze amplifikace probéhla. Kontrola MTB (+) neslouzi ani ke sledovani u€innosti
amplifikace, ani k ovérovani detekéni urovné testu.

Vnitini kontrola

Vnitfni kontrola je uréena pro identifikaci vzork(, které obsahuji inhibitory polymerazy. Pouziti vnitfni kontroly
eliminuje vSechny faleSné negativni vysledky testu.

BEZPECNOSTNI OPATRENI PRI PRACI

Tak jako pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné provedeni tohoto testu zasadnim pozadavkem
dodrzovat principy spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické senzitivité tohoto testu je tfeba
vénovat mimoradnou péci zachovani Cistoty &inidel soupravy ¢i amplifikaCnich smési. U v8ech Cinidel je tfeba
Cistotu bedlivé sledovat. Jakmile je podezieni na kontaminaci, je tfeba &inidlo zlikvidovat.

PROCEDURALNI OMEZENI

1. Tento test je uréen pouze k vySetfeni vzork( vykaslaného a indukovaného sputa nebo BAL, které byly
zkapalnény, dekontaminovany a koncentrovany pomoci metod NALC-NaOH. Testovani jinych typu
vzorku muUze zpUsobit faleSné negativni nebo faleSné pozitivni vysledky.

2. Detekce M. tuberculosis je zavisla na poctu mikroorganizml nachazejicich se ve vzorku. Tento pocet
miZze byt ovlivnén metodou odbéru vzorku, vlastnostmi pacienta (napf. jeho vékem ¢&i pfiznaky
onemocneéni), pfipadné stadiem infekce M. tuberculosis.

3. V dusledku inhibice polymerazy mohou byt vysledky fale§né negativni. K testu COBAS® TagMan® MTB
byla zafazena mykobakterialni vnitfni kontrola umoznujici identifikaci zpracovanych vzorkd obsahujicich
substance, které mohou interferovat s PCR amplifikaci o vice nez 20 kopiich/testech.

4, K fale$né negativnim vysledkim muze dojit diky pfitomnosti mykobakterialnich druh o vysokém titru
jiného komplexu nez M. tuberculosis (MTB), za pfedpokladu, ze MTB je pfitomna v niz8im titru, nez
interferujici mykobakterialni druhy.

5. Davéryhodnost vysledk( zavisi na spravném odbéru vzorku, transportu, skladovani a zplsobu
zpracovani. Proménné spojené se skladovanim nejsou zcela definovany.

6. Pfidani enzymu AmpErase k ¢inidlu Master Mix umozfiuje selektivni amplifikaci cilové DNA; aby se vSak
predeslo kontaminaci ¢inidel, je tfeba uplathovat zasady spravné laboratorni praxe a dlsledné dodrzovat
postupy, jez jsou v tomto pfFibalovém letaku uvedeny.

7. Testem nelze urcit, zda bude terapie uspésna nebo neuspésna.

8. Jako je tomu i u ostatnich diagnostickych testl, je tteba vysledky testu COBAS® TagMan® MTB
interpretovat s uvazenim vSech klinickych zjisténi a laboratornich nalezu.

9. Se soupravou by méli pracovat pouze pracovnici vySkoleni v pouzivani technik PCR.

10. Test COBAS® TagMan® MTB poskytuje kvalitativni vysledky. Mezi velikosti hodnoty ohybu
pozitivniho testu COBAS® TagMan® MTB a po&tem bunék M. tuberculosis v infikovaném vzorku
nelze hledat Zadnou korelaci.

11.  Tento produkt se miiZze pouzivat pouze ve spojeni s analyzatorem COBAS® TagMan® 48.
12.  PFfitomnost inhibitord PCR muze vyvolavat faleSné negativni nebo neplatné vysledky.

13. | kdyz vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech bakterialniho genomu pokryté primery testu
a/nebo sondou, mohou vést k selhani detekce bakterie.

14.  Diky samotnym rozdiliim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pfed zménou technologie
na jinou provedli korelaéni metodické studie ve vlastni laboratofi a stanovili rozdily mezi
technologiemi.
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HODNOCENI NEKLINICKYCH FUNKCNICH PARAMETRU

Analyticka specificita

Analyticka specificita testu COBAS® TagMan® MTB byla hodnocena analyzou riiznych bakterii, vir( a plisni,
z nichz mnohé patfi k normalni fléfe nebo jsou obvyklymi patogeny dychaci soustavy. Reaktivitu v testu

COBAS® TagMan® MTB nevykazoval zadny z nasledujicich organizmd ani vird:

Mykobakteridlni druhy

Mycobacterium abscessus
Mycobacterium asiaticum
Mycobacterium avium
Mpycobacterium chelonae
Mycobacterium chitae
Mycobacterium fallax
Mycobacterium flavescens
Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium gastri
Mycobacterium gordonae
Mycobacterium intracellulare
Mycobacterium kansasii
Mycobacterium komassense
Mycobacterium malmoense
Mycobacterium marinum

Nemykobakterialni druhy

Acinetobacter calcoaceticus
Actinomadura madurae
Actinomyces pyogenes
Actinoplanes italicus
Aeromonas hydrophila
Arthrobacter oxydans

Bacillus subtilis

Bacteriodes fragilis
Blastomyces dermatitidis
Bordetella parapertussis
Bordetella pertussis
Branhamella (Moraxella) catarrhalis
Brevibacterium linens
Campylobacter jejuni

Candida albicans

Chlamydia trachomatis
Chromobacterium violaceum
Citrobacter freundii

Clostridium perfringens
Coccidioides immitis
Corynebacterium aquaticum
Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium flavescens
Corynebacterium glutamicum
Corynebacterium jeikeium
Corynebacterium minutissimum
Corynebacterium pseudodiphtheriticum
Corynebacterium pseudotuberculosis
Corynebacterium renale
Corynebacterium striatum
Nocardia asteroides

Nocardia brasiliensis

Nocardia farcinica (W5218)
Nocardia nova (W5194)
Nocardia otitidiscaviarum
Nocardia transvalensi
Oerskovia turbata
Parainfluenza virus 2
Peptococcus niger
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Mycobacterium neoaurum
Mycobacterium nonchromogenicum
Mycobacterium phlei
Mycobacterium scrofulaceum
Mycobacterium senegalens
Mycobacterium shimoidei
Mycobacterium simiae
Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium sphagni
Mycobacterium szulgai
Mycobacterium terriae
Mycobacterium thermoresistibile
Mycobacterium triviale
Mpycobacterium vaccae
Mycobacterium xenopi

Corynebacterium xerosis
Cryptococcus neoformans
Deinococcus radiodurans
Dermatophilus congolensis
Derxia gummosa

Eikenella corrodens
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Escherichia coli
Fusobacterium nucleatum
Gordona sputi
Haemophilus influenzae
Herpes simplex virus typ 1
Histoplasma capsulatum
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae
Lactobacillus casei
Legionella micdadei
Legionella pneumophila
Lidsky adenovirus

Lidsky cytomegalovirus
Lidsky enterovirus

Lidsky rhinovirus 14
Mycoplasma hominis
Mycoplasma pneumoniae
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria lactamica
Neisseria meningitidis
Rhodococcus aichiensis
Rhodococcus chubuensis
Rhodococcus equi
Salmonellacholeraesus subsp Choleraesuis
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus gordonii
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Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus magnus
Porphyromonas asaccharolytica
Porphyromonas gingivalis
Prevotella melaninogenica
Propionibacterium acnes
Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa
Respiracni syncyciaini virus

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptomyces griseinus
Veillonella atypica
Veillonella parvula

Vibrio parahaemolyticus
Virus chripky B
Xanthomonas maltophilia
Yersinia enterocolitica

Analyticka senzitivita: Buriky M. tuberculosis

Detekéni hranice testu COBAS® TagMan® MTB byly uréeny pomoci stanoveni nejmensiho poétu kolonie tvofici
jednotky (CFU) M. tuberculosis, kterou lze reprodukovatelné detekovat (> 95% pozitivnich vysledkd) pomoci
testu COBAS® TagMan® MTB. Dekontaminovana kultura MTB byla rozfedéna do NALC/NaOH zkapalnéného
negativniho sputa a byl vytvofen panel se 7 urovnémi koncentrace obsahujicimi 10, 5, 1, 0,5, 0,25, 0,1 a 0 MTB
CFU/PCR. Tento panel byl pfipravovan samostatné kazdy den po dobu tfi dni. Pomoci tfi Sarzi ¢inidel testu
COBAS® TagMan® MTB bylo testovano padesat &tyfi replikatl kazdé arovné panelu. Vysledky analyzy Probit
(tabulka 1) ukazuiji detekéni hranici testu COBAS® TagMan® MTB, ktera je u vzorki sputa 0,46 CFU/PCR
nebo pfiblizné 18 CFU/mI.

Tabulka 1
Detekéni hranice testu COBAS® TagMan® MTB u bunék M. tuberculosis
Clen | Nominaini Podet Podet Podet Pocet

panelu CI;’S;:’}():R neplatnych | platnych | pozitivnich | studii % detekce 95 % Cl
1 10 0 54 54 54 100,0 % 94,6-100 %
2 5 0 54 54 54 100,0 % 94,6-100 %
3 1 0 54 54 54 100,0 % 94,6-100 %
4 0,5 0 54 51 54 94,4 % 84,6-98,8 %
5 0,25 0 54 46 54 85,2 % 72,9-93,4 %
6 0,1 0 54 33 54 61,1 % 46,9-74,0 %
7 0 0 54 0 54 0,0 % 0,0-5,4 %

95 % LOD podle PROBIT = 0,46 CFU/PCR| 95 % interval spolehlivosti = 0,33 - 0,83 CFU/PCR

Inkluzivita

Test COBAS® TagMan® MTB byl vyhodnocen se vemi druhy mykobaktérie nalezené v komplexu MTB
(M. tuberculosis, M. bovis, M. microti a M. africanum). Byly vyhodnoceny pfipravky kvantifikované genomické
DNA (10 kopii/PCR) a bakterialni struktury. Na vstupni hladiné 10 genomickych kopii/PCR byli v8ichni 4 ¢lenové
MTB komplexu vyhodnoceni jako pozitivni. Déle bylo testem COBAS® TagMan® MTB vyhodnoceno 169 kultur
druht MTB komplext (M. tuberculosis = 159, M. bovis = 6, M. microti = 3 a M. africanum = 1). Jedna kultura
M. microti a jedna kultura M. tuberculosis byla vyhodnocena jako negativni, tj. celkova mira inkluzivity byla 99 %.

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost testu COBAS® TagMan® MTB byla vyhodnocena pomoci vysledk(i analyzy mezi
jednotlivymi dny, mezi Sarzemi a mezi obsluhami. Studie mezi jednotlivymi dny (tabulka 2) byla provedena
jednim pracovnikem s jednou $arzi ginidla COBAS® TagMan® MTB po dobu 15 dni pomoci MYCO negativni
kontroly (NC), MTB pozitivni kontroly (PC) a MTB pozitivni kontroly zfedéné negativni kontrolou (1/2 PC). Studie
mezi Sarzemi (tabulka 3) byla provedena jednim pracovnikem v jednom dni se tfemi Sarzemi &inidel COBAS®
TagMan® MTB pomoci MYCO negativni kontroly (NC), MTB pozitivni kontroly (PC) a MTB pozitivni kontroly
zfedéné negativni kontrolou (1/4 PC a 1/2 PC). Studie mezi obsluhami (tabulka 4) byla provedena tfemi
obsluhami b&hem tfi dni s jednou $arzi éinidla COBAS® TagMan® MTB pomoci MYCO negativni kontroly (NC),
MTB pozitivni kontroly (PC) a MTB pozitivni kontroly zfedéné negativni kontrolou (1/2 PC).

720 vysledkl téchto tfi studii je shrnuto v tabulkach 2-4. Negativni vysledky byly ziskany ve 100 % ze
132 testovanych NC replikat(l. VSech 588 pozitivnich replikatll, v rozsahu od 20 do 5 kopii cilové MTB/PCR,
bylo vyhodnoceno jako pozitivni. Ze vSech tfi studii byl celkovy variacni koeficient %CV 2,4 nebo méné, coz
ukazuje dobrou reprodukovatelnost kvalitativnich vysledkl s timto testem.
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Tabulka 2
Reprodukovatelnost mezi jednotlivymi dny testu COBAS® TaqgMan® MTB

Cilova MTB ©PCR) | (-206PCR) | (~10 £IPCR)

plainjon repliata 60 60 60

% pozitivnich vysledki 0 % 100 % 100 %
Priimérny ohyb MTB | Neni k dispozici 39,4 411
Minimalni hodnota Neni k dispozici 38,3 39,9
Maximalni hodnota Neni k dispozici 40,8 42,8
Smérodat. odchylka | Neni k dispozici 0,5 0,7

Variaéni koeficient Neni k dispozici 1,3 % 1,7 %

Tabulka 3
Reprodukovatelnost mezi SarZemi testu COBAS® TagMan® MTB
Cilova MTB © c';llg:CR) (~20 F::?PCR) (~110/2c/FI;%R) (~;/g/||:gn)
I s s
°/°pr°§|2i¥£é°h 0% 100 % 100 % 100 %
Prﬁmoér:;fuMTB Neni k dispozici| 39,6 407 41,6
Minimalni hodnota |Neni k dispozici 38,5 39,1 39,5
Maximalni hodnota [Neni k dispozici 41,3 42,3 48,0
Smérod. odchylka |Neni k dispozici 0,8 0,7 1,0
Variaéni koeficient |Neni k dispozici 1,9 % 1,7 % 2,4 %
05174961001-04CS 16 Doc Rev. 4.0



Tabulka 4
Reprodukovatelnost mezi obsluhami testu COBAS® TagMan® MTB

Cilova MTB © c'}lISCR) (~20 F::?PCR) (~110/201I79%R)
platnjoh replica 36 36 36
% pozitivnich vysledkl 0 % 100 % 100 %
Primérna MTB ohybu| Neni k dispozici 39,6 40,8
Minimalni hodnota | Neni k dispozici 38,4 39,2
Maximalni hodnota | Neni k dispozici 41,5 42,6
Smérod. odchylka | Neni k dispozici 0,8 0,8
Variaéni koeficient | Neni k dispozici 1,9 % 2,0 %

Korelace

Studie korelace byla provedena kviili srovnani Géinnosti testu COBAS® TagMan® MTB a testu COBAS®
AMPLICOR® MTB. Ve studii bylo analyzovano celkem 769 vzorki sputa a 186 vzorki bronchoalveolarnich
lavazi (BAL). Vzorky byly ziskany bud ze zmrazenych archivl, nebo byly Cerstvé odebrané a zmrazené. Ve
studii byly pouZity tfi jedine¢né Sarze &inidel testu COBAS® TagMan® MTB.

Korela¢ni mira pozitivnich vzork( sputa (tabulka 5) byla 96,2 % a korela¢ni mira negativnich vzork( byla 99,1 %;
celkova shoda vzorki sputa mezi testem COBAS® TagMan® MTB a testem COBAS® AMPLICOR® MTB byla
98,3 %. Korela¢ni mira pozitivnich vzorki BAL (tabulka 6) byla 97,1 % a korelacni mira negativnich vzork( byla
99,3 %,; celkova shoda vzork(i BAL mezi testem COBAS® TagMan® MTB a testem COBAS® AMPLICOR®
MTB byla 98,9 %.

Tabulka 5
Celkova korelace vysledkii sputa mezi testy COBAS® TagMan® MTB
a COBAS® AMPLICOR® MTB Test

Visledk . Test COB@A)\S®
ysledky sputa AMPLICOR® MTB
N = 769 Celkem
+ —
Test COBAS® + 207 S 212
TagMan® MTB - 8 549 557
Celkem 215 554 769
N o 95% interval
Pomer % shody spolehlivosti
Procentni shoda
pozitivnich vzorki 207/215 96,2 % 92,8-98,4
Procentni shoda 549/554 99.1 % 97,9-99,7
negativnich vzorku ’ ’ ’
Celkova shoda 756/769 98,3 % 97,1-99,1
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Tabulka 6
Celkova korelace vysledk(i BAL mezi testy COBAS® TagMan® MTB
a COBAS® AMPLICOR® MTB Test

) Test COBAS®
Vysledky BAL AMPLICOR® MTB Celkem
N = 186
+ [—
Test COBAS® + 34 1 35
TagMan® MTB - 1 150 151
Celkem 35 151 186
. o 95% interval
. % shody spolehlivosti
Procentni shoda o
pozitivnich vzorki 34/35 97.1 % 85,1-99,9
Procentni shoda o
negativnich vzorkd 150/151 99,3 % 96,4-99,9
Celkova shoda 184/186 98,9 % 98,9-99,9

Selhani celého systému

Mira selhani celého systému byla pro test COBAS® TagMan® MTB stanovena pomoci analyzy procenta
pozitivnich vysledk( se 100 replikaty negativniho sputa, které byly nao¢kovany MTB kulturou az do kone¢né
koncentrace 60 CFU/mI nebo ~3-krat detekéni hranice testu (viz ¢ast Detekéni hranice vysSe). Pozitivniho
vysledku bylo dosazeno u 99 ze 100 replikatl, coz znamena miru selhani celého systému 1,0 % a miru
Usp&snosti systému 99 % pro test COBAS® TagMan® MTB.

Interference

Test COBAS® TagMan® MTB byl vyhodnocen na interferenci s endogennim hemoglobinem pomoci testovani
negativniho sputa nastfiknutého MTB pozitivni kontrolou (25 kopii/PCR) a hemoglobinem od 0,52 do 5,2 mg/ml.
U testu COBAS® TagMan® MTB nebyla zjisténa interference pfi zadné hladiné nastfiknutého hemoglobinu.

Test COBAS® TagMan® MTB byl vyhodnocen na interferenci se Sesti Iéky na tuberkulézu, které se b&zné
pouzivaji pfi [éEbé. Téchto Sest €kl (tabulka 7) bylo testovano pfi 1 x Cyax @ 3 X Cyax Nastfiknutim Iékd do
negativniho sputa obsahujiciho plazmid MTB pozitivni kontroly (~17 kopii/PCR). Na uginnost testu COBAS®
TagMan® MTB nemél vliv ani jeden z Sesti Iéki nastfiknutych v hladinach 1 x Cyay @ 3 X Cpjax-

Tabulka 7
Léky proti tuberkuloze a hladiny Cy,y

- Co C
Lécivo Genericky nazev Zkratka W g'\;lg%(l)
Izoniazid Hydrazid kyseliny izonikotinové INH 5-7
Ethambutol Ethambutol dihydrochlorid ETH 1,7
Rifampicin Rifadin Rimactan RIF 7,99
Pyrazinamid Pyrazin karboxamid PZA 30 - 35
Kanamycin Kanamycin monosulfat KM 2,0
Streptomycin Streptomycin sulfatova sl SM 25 - 30

Inhibice

Mira inhibice (neplatna interni kontrola) testu COBAS® TagMan® MTB byla stanovena pomoci analyzy nékolika
studii pouzivajicich vzorky sputa a BAL a panel s kulturou MTB. Celkem bylo k dispozici 1094 dat. Celkova
mira inhibice testu COBAS® TagMan® MTB vSech analyzovanych studii (vzorky a panel kultury MTB) byla
0,0 % (0/1094).
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Informace k revizi dokumentu

Doc Rev. 4.0 Harmonizace terminologie pro popis extrahovanych vzorkd pfed pfidanim do
5/2010 pracovniho Master Mixu; extrahované vzorky pfed pfidanim do MMX se budou od
tohoto okamziku nazyvat v celém pfibalovém letaku pfipravené vzorky.

Parametry skladovani pfipravenych vzork(i budou aktualizovany, aby pfesné uvadély
spravné parametry skladovani. Znéni revidovaného textu: ,Pfipravené vzorky jsou
stabilni 4 hodiny pfi pokojové teploté nebo 4 dny pfi teploté 2-8 °C pred pfidanim do
pracovniho Master Mixu.“

Doc Rev. 3.1 V gasti HODNOCENI NEKLINICKYCH FUNKCNICH PARAMETRU - Korelace bylo
11/2009 v tabulkach 5 a 6 opraveno umisténi dat.

Pokud mate jakékoliv dotazy, kontaktujte prosim mistniho zastupce spole¢nosti Roche.
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Pour toute assistance technique,
appeler le: 1-877 273-3433)
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spole¢nosti Roche.

MICROSOFT a WINDOWS XP jsou obchodni znamky spole¢nosti Microsoft Corporation ve Spojenych statech
anebo jinych zemich.

Copyright 2010 Roche Molecular Systems, Inc. V8echna prava vyhrazena.
5/2010 (04803566001-05ENGL)
Doc Rev. 4.0 05174961001-04

D-68298 Mannheim

ECIREP Roche Diagnostics GmbH c €

05174961001-04CS 21 Doc Rev. 4.0



