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Objednaci udaje
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Promyvaci pufr ART: 07 5989 9
US: 83314

COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR Test je amplifikacni test nukleové
kyseliny in vitro ke stanoveni DNA viru hepatitidy B (HBV) v lidské plazmé
nebo séru analyzatorem COBAS® AMPLICOR®. Test je schopen stanovit
mnozstvi DNA HBV v rozmezi od 60 do 38 000 mezinarodnich jednotek
(IU)/ml (300 az 200 000 DNA HBYV kopii/ml).

Test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR neni uréen k plosnému
vySetfovani krve ¢&i krevnich derivatl na pfitomnost HBV, ani jako
diagnosticky test k potvrzeni infekce virem HBV.

Souhrn a princip testu

Virus hepatitidy B (HBV) je jednim z mnoha vir(, o nichZ je znamo, ze
zplsobuji virovou hepatitidu. Vice nez dvé miliardy lidi na celém svété je
infikovano HBV a pfes 350 miliénd jsou chronicky infikovani nosici'. Genotypy
viru hepatitidy B jsou uréovany na zakladé divergence uvnitf genomu vétsi nez
8 %23. Na zakladé tohoto kritéria bylo zaznamenano 8 genotypl viru
hepatitidy B (oznaceny velkymi pismeny abecedy od A po H), které se
vyznacovaly rozdilnymi zemépisnymi charakteristikami45. Genotyp A je
pandemicky, ale predominantni v Evropé, Severni Americe a Stfedni Africe4.
Genotypy B a C se nachazeji zejména na Dalném Vychodé a v Jihovychodni
Asii4. Genotyp D je také pandemicky, ale vyskytuje se nejvice v oblasti
Stfedozemniho more, na Stfednim Vychodé a v Indii4. Genotyp E se
predominantné vyskytuje v Africe, zatimco genotyp F se nachazi
u americkych domorodcl a v Polynésii4. Genotyp G viru hepatitidy B byl
popsan u pacientdl z USA, Francie, Némecka a Mexika#56. Nedavno byl
zaznamenan novy, osmy genotyp HBV (genotyp H). Tento genotyp vyskytujici
se u chronickych nosi¢d HBsAg ve Stfedni Americe je pravdépodobné
odstépeny od blizce pribuzného genotypu F Americkych Indian(?. Sou¢asné
studie zaznamenaly az 10,9% ko-infekci genotypy HBV, kdyZ nejvyssi mira ko-
infekce je hlasena u genotypt A a G7.
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Chroniéti nosici jsou vystaveni vysokému riziku diouhodobych komplikaci infekce
zahrnujicich chronickou hepatitidu, cirhdzu a hepatocelularni karcinoms.®.10,
Sérologické markery jsou bézné pouzivany jako diagnostické a/nebo
prognostické indikatory akutni nebo chronické HBV infekce. Nejbéznéjsi marker
HBYV infekce je pfitomnost povrchového antigenu HBV (HBsAg). | kdyZz mohou
nosici odstranit HBsAg a vytvofit si protilatky proti HBsAg, tak se zda, Ze déle
existuje riziko zavaznych jaternich komplikaci pozdé;i v priibéhu Zivota1.12, HBV
e antigen (HBeAg) je obecné pouzivan jako sekundarni marker ukazujici aktivni
replikaci HBV spojenou s progresivnim jaternim onemocnénim. Zda se, Ze pokud
nedojde k odstranéni HBeAg, zvySuje se riziko kone¢ného stadia jaterniho
onemocnéni13.14. Rlzné kmeny HBV mohou produkovat bud HBeAg, ktery neni
detekovatelny v séru nebo mlze kmen ztratit schopnost vytvaret HBeAg, i kdyz
je pfitomna aktivni infekce!. Proto mlze mit tento marker omezené vyuziti pfi
sledovani progrese onemocnéni'é. Bylo zjisténo, ze schopnost detekce HBV
DNA v séru ma prognostickou hodnotu s ohledem na vysledek akutni
a chronické HBV infekce17:18,19,20, Metodologie umozriuje detekci HBV DNA po
vymizeni HBsAg2! nebo detekci HBV pfi nedostatku sérologickych marker(22,
Nicméné vztah mezi sérologickymi markery a hladinami HBV DNA nebyl jesté
dosud stanoven. U¢innost antivirové terapie pouzité pro lécbu pacientd s HBV
muize byt také hodnocena pomoci sérologickych markerd nebo méfenim
jaternich enzym(l. Nicméné se soudi, Ze nejpfiméjSim a nejspolehlivéjSim
méfenim replikace viru je kvantifikace virové HBV DNA v séru nebo
plazmé19.232425. Rychly a trvaly pokles hladin HBV DNA u pacientt Iéenych
alfa-interferonem, Lamivudinem nebo Gancyklovirem byl prokazan jako
prediktivni faktor UspéSného vysledku lécby16.26,27,28,29,30, Monitorovani hladin
HBV DNA mUze pfedpovédét rozvoj rezistence na Lamivudin3!. Proto je cennym
nastrojem kvantitativni test pro méfeni HBV DNA, ktery je mozné pouZit spolu
s dal8imi sérologickymi markery v 16¢bé HBV infekce.

Principy metody

Priprava vzroku

Test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR je zalozen na ¢tyfech
zakladnich postupech: pfipravé vzorkd, PCR amplifikaci32:33 cilové DNA za
pouziti HBV- specifickych komplementarnich  primer(, hybridizaci
amplifikovanych produkt(i na oligonukleotidové sondy specifické pro dany cil
(cile) a detekci amplifikovanych produkti navazanych na sondu
kolorimetrickym méfenim.

Test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR dovoluje simultanni PCR
amplifikaci HBV a kvantifikacniho standardu HBV DNA. Cinidlo Master Mix
obsahuije par primeru specifickych jak pro HBV DNA, tak i pro kvantifika¢niho
standardu HBV DNA.

Stanoveni mnozstvi virové HBV DNA se provadi pomoci kvantifikaCniho
standardu HBV. Kvantifikaéni standard HBV je neinfekéni linearni plazmid,
ktery obsahuje identickd mista pro vazbu primeru jako cilova HBV DNA
a unikatni oblast pro navazani sondy, diky které se da amplikon kvantifikacniho
standardu HBV odlisit od cilového amplikonu HBV. Kvantifikaéni standard HBV
je inkorporovan do kazdého jednotlivého vzorku ve znamém poctu kopii
aspole¢né s cilovym HBV prochazi procesem pfipravy vzorku, PCR
amplifikaci, hybridizaci a detekénimi kroky. Analyzator COBAS® AMPLICOR®
vypocitava hladiny HBV DNA v testovanych vzorcich tak, ze u kazdého vzorku
porovnava signal cilového HBV se signalem HBV kvantifikatniho standardu.

HBV kvantifikaénim standardem se kompenzuiji inhibini efekty a kontroluje
se amplifikani proces tak, aby bylo mozno v kazdém vzorku pfesné stanovit
HBV DNA.

HBV DNA je izolovana pfimo ze séra nebo plazmy pomoci precipitace
polyethylenglykolu (PEG) s naslednym odstfedénim. HBV DNA je ziskana
lyzou peletizovanych virovych ¢&astic s alkalickym roztokem. K ziskani
pfislusnych pufrovacich podminek je pfidano neutraliza¢ni ¢inidlo. Do
kazdého vzorku se spole¢né s Cinidlem pro lyzu zavadi znamy pocet
molekul kvantifikaéniho standardu HBV DNA. Kvantifikacni standard HBV
prochazi stadii pfipravy vzorku, amplifikace, hybridizace a detekce a slouzi ke
stanoveni mnozstvi HBV DNA ve zkuSebnim vzorku.
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HBV MONITOR

PCR Ampilifikace

Volba cile

Vybér cilové sekvence DNA pro HBV zavisi na identifikaci oblasti v genomu
HBV, které vykazuji maximalni zachovani sekvenci na urovni DNA mezi vSemi
genotypy. V této souvislosti ma pro schopnost testu detekovat klinicky relevantni
genotypy HBV zasadni vyznam vhodna volba primer(i a sondy. Bylo zjisténo, Zze
oblast Eastené jednofetézcové cirkularni DNA v genomu HBV ma maximalini
zachované DNA sekvence mezi jednotlivymi HBV genotypy. Test COBAS®
AMPLICOR® HBV MONITOR pouziva primery HBV-104UB a HBV-104D pro
ureni sekvence 104 nukleotidli ve vysoce konzervované oblasti pre-Core/
Core genomu HBV. DNA je amplifikovana s pouzitim jednoho biotinylovaného
a jednoho nebiotinylovaného oligonukleotidového primeru. Bylo ukazano, ze
nukleotidova sekvence primerl poskytuje ekvivalentni amplifikaci genotypli A
a E. Sekvenéni variace nesmi vyustit ve snizenou amplifikaci HBV genotypu F
a snizenou detekci genotypu G. Udaje o vykonnosti primerl a sond testu
COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR u nové popsanych HBV genotypli H
nejsou doposud dostupné.

Cilova amplifikace

Zpracované vzorky se pfidavaji do amplifikatni smési v amplifikacnich
zkumavkach (A-zkumavkach), ve kterych dochazi k PCR amplifikaci. Tepelny
cyklizator analyzatoru COBAS® AMPLICOR® reakéni smés zahfiva, aby se
dvouretézcovd DNA denaturovala a exponovala specifické primerové cilové
sekvence na HBV cirkularnim DNA genomu. Jak smés vychlada, biotinylovany
HBV-104UB primer a HBV-104D primer se vazi na cilovou DNA. Tepelné
stabilni rekombinantni enzym Thermus aquaticus DNA polymeraza (Taq pol),
za pfitomnosti hoféiku (Mg2+) a nadbytku deoxynukleozid-trifosfat(i (ANTPs), t;.
deoxyadenozin-, deoxyguanozin-, deoxycytidin- a deoxyuridin- (misto
deoxythymidin-) trifosfatt, prodluZuje primery annealingu podél teréového
templatu a vytvafi molekulu dvoufetézcové DNA s 104 parem bazi, nazyvanou
amplikon. Analyzator COBAS® AMPLICOR® tento postup automaticky opakuje
ve stanoveném poctu cykll, pfiéemz v kazdém cyklu se mnozstvi amplikonové
DNA efektivné zdvojnasobuje. Pozadovany pocet cykld se na analyzatoru
COBAS® AMPLICOR® pfedem naprogramuje. Amplifikace probihd pouze
v oblasti genomu HBV mezi primery, cely genom HBV amplifikovan neni.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se
dosahuje v testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR pouzitim enzymu
AmpErase (uracil-N-glykosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Enzym
AmpErase rozpozna a katalyzuje rozklad fetézcli DNA obsahujicich
deoxyuridin32, ale nikoli DNA obsahujici deoxytymidin. Deoxyuridin se
v pfirozené DNA nevyskytuje, je vSak vzdy pfitomen v amplikonu diky pouZiti
deoxyuridin-trifosfatu jako jednoho z dNTPs v Cinidle Master Mix, takze
deoxyuridin obsahuje pouze amplikon.

V disledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminujici amplikon citlivy vici
destrukci enzymem AmpErase pfed amplifikaci cilové DNA. Enzym
AmpErase, ktery je obsazen v Cinidle Master Mix, katalyzuje St&peni DNA
obsahujici deoxyuridin v misté deoxyuridinového zbytku rozevienim
deoxyribozového fetézce v pozici C1. BEhem zahfivani v prvnim tepelném
cyklu pfi alkalickém pH ¢&inidla Master Mix se DNA fetézec amplikonu Stépi
v poloze deoxyuridinu, ¢imz se tato DNA stava neamplifikovatelnou. Pfi
teplotach nad 55°C, tedy béhem tepelného cyklovani, je AmpErase inaktivni,
a proto cilovy amplikon nerozklada.

Po amplifikaci se pfipadny zbytkovy enzym denaturuje pridavkem
denaturaéniho roztoku, ¢imz se pfedchazi degradaci cilového amplikonu. Je
prokazano, ze enzym AmpErase v testu COBAS® AMPLICOR® HBV
MONITOR inaktivuje minimaliné 103 kopii deoxyuridin-obsahujiciho HBV
amplikonu na jednu PCR.
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Hybridiza¢ni reakce Po PCR amplifikaci pfidava analyzator COBAS® AMPLICOR® automaticky do
A-zkumavek denaturaéni roztok k chemické denaturaci amplikonu HBV
a kvantifikaéniho standardu HBV a vytvafi jednoretézcovou DNA. K dosazeni
kvantitativnich vysledkl v Sirokém dynamickém rozmezi fedi analyzator
COBAS® AMPLICOR® denaturovany amplikon sériové v detekénich kelimcich
(D-kelimcich). Ke kazdému ze ¢tyf zfedénych roztok( amplikonu HBV (HBV
DET) resp. ze dvou zfedé nych roztoku kvantifikaéniho standardu HBV (SK535)
se pfida suspenze magnetickych ¢astic potazenych oligonukleotidovou sondou
specifickou pro dany amplikon, tj. pro amplikon HBV nebo pro kvantifikaéni
standard HBV. Biotinem znageny amplikon je hybridizovan k teréové specifické
oligonukleotidové sondé vadzané na magnetické ¢astice. Pro kazdé kvantitativni
stanoveni je zapotiebi ¢tyf nezavislych méfeni absorbance Cinidla za pouZiti
suspenze sondy HBV a dvou méfeni absorbance za pouziti suspenze sondy
pro kvantifikaéni standard HBV.

Detekéni reakce Po hybridiza¢ni reakci oplachne analyzator COBAS® AMPLICOR® v D-
kelimku magnetické Castice, aby se odstranil nenavazany material, a nasledné
pfida konjugat avidinu s kfenovou peroxiddzou. Tento konjugat se vaze na
biotinem znaCeny amplikon hybridizovany na ter€ové specifické
oligonukleotidové sondy navazané na magnetické Castice. Nenavazany
konjugat pak analyzator COBAS® AMPLICOR® proplachnutim magnetickych
Gastic odstrani a do kazdého D-kelimku pfida roztok substratu obsahuijici
peroxid vodiku a 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB). Za pfitomnost peroxidu
vodiku katalyzuje navazana kfenova peroxidaza oxidaci TMB na barevny
komplex, jehoz absorbance u 660 nm se analyzatorem COBAS® AMPLICOR®
prométuje.

Kvantifikace HBV DNA

Test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR stanovuje mnozstvi DNA HBV
viru pomoci druhé cilové sekvence (kvantifikaéni standard HBV), ktery je do
testovaného vzorku pfidan o znamé koncentraci. Kvantifikaéni standard HBV
je neinfekéni molekula linearizované plazmidové DNA s 2 766 nukleotidy
s vazebnymi oblastmi primeru stejnymi jako v cilové sekvenci HBV.
Kvantifikaéni standard HBV obsahuje vazebna mista pro primer HBV-104UB
a HBV-104D a vytvafi amplikon téze délky (104 bazi) a slozeni bazi jako
vcilovée HBV DNA. Vazebna oblast detekéni sondy v amplikonu
kvantifikaénim standardu HBV je modifikovana tak, aby se amplikon
kvantifikatniho standardu HBV odlisil od cilového amplikonu HBV.

V linearnim rozsahu testu je absorbance pfi 660 nm (Agg) pro kazdy
D-kelimek umérna mnozstvi amplikonu HBV resp. amplikonu kvantifikaéniho
standardu HBV v ném. Analyzator COBAS® AMPLICOR® nejprve vypodita
celkovou absorbanci HBV a kvantifikaCniho standardu HBV vynasobenim
absorbance D-kelimku faktorem zfedéni amplikonu v daném D-kelimku
a poté vybere D-kelimek o nejvyssi celkové absorbanci. Vypoctena celkova
absorbance je umérna mnozstvi HBV DNA nebo kvantifikacniho standardu
HBV DNA pfitomné v kazdé PCR amplifikacni reakci. Mnozstvi HBV DNA
v kazdém vzorku se pak vypolte z poméru celkové absorbance HBV
k celkové absorbanci kvantifikaéniho standardu HBV a vstupniho poctu
molekul kvantifikaéniho standardu HBV DNA podle nasledujici rovnice:

I:Total HBV A%(]AF x Input HBV QS IU/PCR x 45 = HBV DNA [U/ml

kde: Total HBV Agg
Total QS Aggp

vypoctena celkova absorbance amplikonu HBV

vypoctena celkova absorbance amplikonu

kvantifikacniho standardu

pocet mezinarodnich jednotek (1U)

v kavtifikaénimu standardu v kazdé reakci; toto

Cislo je specifické pro danou Sarzi

45 = prepocitavaci faktor pro pfevod z IU/PCR na
IU/ml

AF = Upravovaci faktor (AF=1,11)

Input HBV QS IU/PCR
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HBV MONITOR

COBAS® AMPLICOR® 48 kvantitativnich P/N: 03610110 190
HBV MONITOR Test m stanoveni

Cinidla pro pFipravu vzorku HBM PREP

HBM LYS 1 4x0,6ml
(Cinidlo pro lyzu HBV MONITOR 1)

22,5% PEG 8000

0,09% azid sodny

HBMLYS 2 4x1,4ml
(Cinidlo pro lyzu HBV MONITOR 2)
0,4% hydroxid sodny

Xi x 0,4% hm. hydroxid sodny

Drazdivy

HBM LYS 3 4x1,2ml
(Cinidlo pro lyzu HBV MONITOR 3)

Pufr Tris-HCI

0,09% azid sodny

HBV QS 4 x0,05ml
(HBV MONITOR kvantifikaéni standard)
Tris pufr
< 0,001% neinfekéni linearizovana plazmidovd DNA
(mikrobialni) obsahujici sekvence vazici HBV primer
a jedine¢nou oblast vazici sondu
< 0,005% Poly rA RNA (syntetickd)

EDTA
0,09% azid sodny
Kontrolni ¢inidla HBM CTL
NHP 4x0,6 ml

[Negativni plazma (lidska)]

Nereaktivni lidska plazma pouzivana pfi testech licencovanych
US FDA na protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2,
antigen HIV p24 a HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA
a HBV DNA nedetekovatelnymi metodami PCR

0,1% konzervaéni ¢inidlo ProClin® 300

HBV (-)C 4x0,25 ml
[HBV MONITOR (-) kontrola]

Tris pufr

< 0,005% Poly rA RNA (syntetickd)

EDTA

0,09% azid sodny

HBV L(+)C 4 x 0,025 ml
[HBV MONITOR Low (+) kontrola]

Tris pufr

< 0,001% neinfekéni linearizovana plasmidova DNA

(mikrobialni) obsahujici HBV sekvence

< 0,005% Poly rA RNA (syntetickd)

EDTA

0,09% azid sodny
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HBV H(+)C 4 x 0,025 mi
[HBV MONITOR High (+) kontrola]

Tris pufr

< 0,001% neinfekéni linearizovana plasmidovd DNA

(mikrobialni) obsahuijici HBV sekvence

< 0,005% Poly rA RNA (synteticka)

EDTA

0,09% azid sodny

Amplifikacni Cinidla HBM AMP

HBM MMX 4x0,7ml
(HBV MONITOR Master Mix)
Tris pufr
Glycerol
< 0,001% Taq DNA polymeraza (Taq pol, mikrobialni)
Sulfat amonny
< 0,5% dATP, dCTP, dGTP, dUTP
HBV-104UB a HBV-104D primery (HBV-104UB
je biotinylovany)
< 0,001% enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)
(mikrobialni)
< 0,5% Detergent
0,09% azid sodny

HBM Mg2+ 4x0,1ml
(Hor¢ikové ¢inidlo HBV MONITOR)

< 2,0% chlorid hofe¢naty

Amarantové barvivo

0,09% azid sodny

Specificka detekéni €inidla HBM DK

AD3 2 x 75 testd
(Redici €inidlo na amplikon)

EDTA

0,8% hydroxid sodny

Xi x 0,8% hm. hydroxid sodny

Drazdivy

BM PS1 2 x 100 testl
(Suspenze sondy HBV MONITOR ¢&. 1)
MES pufr
< 0,4% suspenze paramagnetickych
¢astic Dynabeads® potazenych HBV-specifickou
oligonukleotidovou zachytnou sondou (HBV DET)
0,09% azid sodny

BM4 2 x 100 testl
(Suspenze sondy HBV MONITOR €. 2)

Pufr s fosforeGnanem sodnym

< 0,2% Detergent

24,9% thiokyanat sodny
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HBV MONITOR

BQ PS1 2 x 100 testh
(Suspenze sondy kvantifikaéniho standardu HBVY MONITOR 1)
MES pufr

< 0,2% suspenze Dynabeads (paramagnetické
Castice) potazenych oligonukleotidovou zachytnou sondou
(SK535) specifickou pro kvantifikaéni standard HBV
0,09% azid sodny

BQ4 2 x 100 testh
(Suspenze sondy kvantifikaéniho standardu HBV MONITOR 2)

Pufr s fosfore€nanem sodnym

< 0,2% Detergent

15,9% thiokyanat sodny
Genericka detekéni €inidla
DN4 2 x 100 test(

(Denaturaéni roztok)
1,6% hydroxid sodny
EDTA
Thymolova modf

Xi x 1,6% hm. hydroxid sodny

Drazdivy

CN4 3 x 100 testh
(Konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou)

Pufr Tris-HCI

< 0,001% konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou

Albumin bovinniho séra (sav¢i)

Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd.)

0,1% fenol

1% konzervacéni €inidlo ProClin® 150

SB3 5x 75 testt
(Substrat A)

Citratovy pufr

0,01% peroxid vodiku

0,1% konzervacni ¢inidlo ProClin® 150

SB 5x5ml
(Substrat B)

0,1% 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin (TMB)

40% dimetylformamid (DMF)

T % 40% hm. dimetylformamid (DMF)

Toxicky

R: 61-20/21-36 MUze poskodit plod v téle matky. Zdravi
Skodlivy pfi vdechovani a pfi styku
s klizi. Drazdi oéi.

S:53-45 Zamezte expozici — pred pouzitim si
obstarejte specialni instrukce. V pfipadé
nehody, nebo necitite-li se dobre,
okamzité vyhledejte Iékarskou pomoc
(je-li mozno, ukaZzte tento Stitek).
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COBAS® AMPLICOR® 500 testll  P/N: 20759899 123
Wash Buffer ART: 07 5989 9
COBAS® AMPLICOR® Promyvaci pufr US: 83314
wWB 2 x 250 testl
(Promyvaci koncentrat 10X)
< 2% fosfatovy pufr
< 9% chlorid sodny
EDTA

< 2% Detergent
0,5% konzervacéni ¢inidlo ProClin® 300

Upozornéni a bezpecnostni pokyny

Poznamka

Pro ucely diagnostiky in vitro.

Test se pouziva pouze s lidskym sérem nebo plazmou odebranou
v antikoagulantech EDTA nebo ACD. Heparin inhibuje PCR a pii tomto
postupu je jeho pouZiti zakdzano.

Nepipetovat Usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejist, nepit a nekourfit. Pfi manipulaci
se vzorky a Cinidly ze soupravy noste ochranné rukavice na jedno pouziti,
laboratorni plast a prostfedek ochrany o¢i. Po praci se vzorky a zkuSebnimi
¢inidly si diikladné umyjte ruce.

PFi odebirani alikvotnich podilt z lahvicek s ¢inidly dbejte na to, aby nedoslo
k mikrobidlni kontaminaci. Doporuc€uje se pouzivat sterilni pipety na jedno
pouziti a Spicky na pipety prosté DNazy.

Nesmésujte dohromady ¢inidla z rGznych Sarzi, ani z rGznych lahvi¢ek téze
Sarze.

Nespotfebovana ¢inidla a odpad likvidujte v souladu s celostatnimi
a mistnimi pfedpisy.

Po uplynuti data exspirace jiz soupravu nepouzivejte.

Bezpecnostni listy pro materidly (MSDS) zaSle na vyZadani Vase mistni
pobocka spole€nosti Roche.

Pracovni tok v laboratofi musi probihat jednosmérnym zplGsobem, zacinaje
v preamplifikaéni oblasti s pfesunem do poamplifikaéni oblasti (amplifikace/
detekce). Preamplifikaéni ¢innosti musi zacinat pfipravou Cinidel a pokracuji
pfipravou vzork(l. Materidly a vybaveni se museji pfifadit jednotlivym
preamplifikaénim ¢innostem a nesméji se pouzivat k zadnym jinym
¢innostem, ani se nesméji pfenaset mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory.
Ve vSech prostorach je nutné nosit rukavice, které se pred opusSténim
prostoru vymeéni. Vybaveni a materidly pro pfipravu Cinidla se nesméji
pouzivat k pFipravé vzorkd, ani pro pipetovani nebo zpracovani
amplifikovanych produktl ¢i jinych zdroji cilové DNA. Poamplifikaéni
materialy a vybaveni musi vzdy zlstat v poamplifikaénim prostoru.

Se vzorky je tfeba zachazet jako s infekénimi za pouziti bezpelnych
laboratornich postup(l, napfiklad téch, jez jsou popsany v publikaci Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories®> nebo v dokumentu CLSI
€. M29-A36, VSechny plochy duikladné odistéte a vydezinfikujte Cerstvé
pfipravenym 0,5% roztokem chlornanu sodného v destilované nebo
deionizované vodeé.

Bézné bélici prostfedky pro domacnost obvykle obsahuji chlornan
sodny v koncentraci 5,25%. Roztok chlornanu sodného o koncentraci
0,5% tak dostanete zfedénim bélidla pro doméacnost v poméru 1:10.
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HBV MONITOR

POZOR: Souprava obsahuje slozku (NHP) odvozenou z lidské krve.
Zdrojovy material byl analyzovan pomoci testl schvalenych US FDA a byl
shledan nereaktivnim vi¢éi protilatkam proti HCV, protilatkdm proti HIV-1/2,
antigenu HIV p24 a povrchovému antigenu hepatitidy B (HBsAg). Testovani
negativni lidské plazmy metodami PCR neprokézalo 2adné detekovatelné
HIV-1 RNA, HCV RNA ani HBV DNA. Nicméné zadna znama testovaci
metoda nepredstavuje dokonalou zaruku, Ze se s derivaty z lidské krve
nepfenesou néjaka infekéni agens. Proto je tfeba povazovat vSechen
material lidského plvodu za potencialné infekéni. S NHP je tfeba zachazet
jako s infekénim a pfi praci s nim je nutno uplathovat bezpeéné laboratorni
postupy, napfiklad ty, které jsou uvedeny v publikaci Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories3® nebo v dokumentu CLSI
M29-A38. VVSechny pracovni plochy dikladné oistéte a vydezinfikujte Cerstvé
pfipravenym 0,5% roztokem chlornanu sodného v destilované nebo
deionizované vode.

HBM LYS 1, HBM LYS 3, HBM QS, HBV (-) C, HBV L(+)C, HBV H(+)C,
HBM MMX, HBM Mg2+, BM PS1 a BQ PS1 obsahuji azid sodny. Ten mize
reagovat s olovénymi nebo médénymi armaturami a vytvafet vysoce
explozivni kovové azidy. Pfi likvidaci roztoku obsahujicich azid sodny naklorite
laboratorni umyvadla a proplachnéte odtok velkym mnozstvim vody, abyste
tak zabranili nardstu mnozstvi azidu.

Pfi praci s HBM LYS 1, HBM LYS 2, HBM LYS 3, HBM MMX, DN4, AD3,
BM4, BQ4, CN4, SB3, SB a pracovnim substratem (smés ¢inidel SB3 a SB)
noste prostfedek ochrany o€i, pracovni plast a rukavice na jedno pouZiti.
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, muize dojit
k popaleninam. Jestlize se néktera €inidla rozliji nebo rozsypou, roziedte je
vodou a dosucha vytrete.

Dbejte, aby se SB nebo pracovni substrat nedostal do styku s pokozkou
nebo sliznicemi. Pokud se néktera z téchto latek do styku s pokozkou
dostane, okamzité ji omyjte velkym mnozstvim vody.

SB a pracovni substrat obsahuji dimethylformamid, ktery je ve vysokych
oralnich davkach toxicky a mlze poskodit plod. Je tfeba dbat, aby nedoslo
k jejich styku s pokozkou, vdechovani vyparl ani poziti. Pokud ke styku
s pokozkou dojde, omyjte ji diikladné vodou a mydlem a vyhledejte okamzité
Iékafskou pomoc.

BM4 a BQ4, kieré obsahuji thiokyanat sodny, se nesmi dostat do styku
s roztokem chlornanu sodného (bélicim prostfedkem). Ze smési by se mohl
uvolriovat vysoce toxicky plyn.

Vzorek i kontrolni preparat se musi uchovavat ve zkumavkach se Sroubovacim
uzavérem, aby nemohl vystfiknout a nemohlo dojit ke vzajemné (kfizové)
kontaminaci vzork(l. Zkumavky s nasazovacim uzavérem nepouzivejte.
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Pozadavky na skladovani a manipulaci

Cinidla nezmrazujte.

Skladujte HBM LYS 1, HBM LYS 2, HBM LYS 3 a HBM QS pii 2-8°C. Pokud
jsou neotevreny, jsou tyto Cinidla stabilni do uvedeného data expirace. Po
otevreni je tfeba nespotiebovanou ¢ast zlikvidovat.

Pracovni €inidlo pro lyzu &. 2 (pfipravené tak, ze se k HBM QS pfidal
HBM LYS 2) se uchovava za pokojové teploty a musi se spotfebovat do
2 hodin od pfipravy.

HBM MMX a HBM Mg2+ uchovavejte pfi teploté 2-8°C. Cinidla jsou stala do
vyznaceného data expirace. Po otevieni je tfeba nespotfebovanou &ast
zlikvidovat. Working Master Mix (pfipravené tak, ze se HBM Mg2+ pfida
k HBM MMX) musi byt uchovano pfi teploté 2-8°C a je pfi teploté 2-8°C
stabilni po dobu 4 hodin.

NHP, HBV (-) C, HBV L(+)C a HBV H(+)C uchovavejte pfi teploté 2-8°C.
Cinidla jsou stabilni az do vyzna&eného data expirace. Po otevieni je tfeba
nespotrebovanou ¢ast zlikvidovat.

AD3 skladuijte pfi teploté 2-8°C. Jakmile otevieno, AD3 je stabilni po dobu
30 dnl pfi teploté 2-8°C nebo do vyznaceného data expirace, cokoli je drive.
AD3 se da pouzit maximalné na &tyfi 24-hodinové pfistrojové cykly a mezi
cykly se musi uchovavat pfi teploté 2-8°C.

BM PS1 a BM4 uchovavejte pfi teploté 2-8°C. Cinidla jsou stabilni do
vyznaceného data expirace. Pracovni €inidlo pfipravené smisenim BM PS1
s BM4 se uchovava pfi teploté 2-8°C, pfi které je stabilni 30 dni. Da se pouzit
nanejvy$ na Ctyfi 24-hodinovych pfistrojovych cykld a mezi cykly se musi
uchovavat pfi teploté 2-8°C.

BQ PS1 a BQ4 uchovavejte pii teploté 2-8°C. Cinidla jsou stabilni do
vyznaceného data expirace. Pracovni €inidlo pfipravené smisenim BQ PS1
s BQ4 se uchovava pfi teploté 2-8°C, pfi které je stabilni 30 dni. D& se pouzit
nanejvy$ na Ctyfi 24-hodinové pfistrojové cykly a mezi cykly se musi
uchovavat pfi teploté 2-8°C.

DN4 uchovavejte za teplot 2-25°C. DN4 je stalé do vyznaceného data
expirace. Po otevieni je DN4 pfi teploté 2-8°C stélé 30 dni (resp. do data
expirace, pokud je tato doba kratsi). DN4 se d& pouzit maximalné na &tyfi
24-hodinové pfistrojové cykly a mezi cykly se musi uchovavat pfi teploté
2-8°C.

CN4 uchovavejte pfi teploté 2-8°C. CN4 je stalé do vyznaleného data
expirace. Po otevieni je CN4 Cinidlo pfi teploté 2-8°C stabilni 30 dni (resp.
do data expirace, pokud je tato doba kratsi). CN4 se da pouzit maximalné
na Ctyfi 24-hodinové pfistrojové cykly a mezi cykly se musi uchovavat pfi
teploté 2-8°C.

SB3 a SB uchovavejte pfi teploté 2-8°C. Dokud jsou neoteviend, jsou tato
¢inidla stabilni do vyznaceného data expirace. Pracovni substrat se denné
pfipravuje smisenim SB3 s SB. Pracovni substrat je v analyzatoru COBAS®
AMPLICOR® stabilni po dobu 16 hodin. SB3, SB ani pracovni substrat nesmi
pfijit do styku s kovy ani s oxida¢nimi €inidly a nesmi se vystavovat pfimému
svétlu.
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HBV MONITOR

Uchovavejte WB pfi teploté 2-30°C. WB je stabilni do vyznaceného data
expirace. Pfed nafedénim WB prohlédnéte; zpozorujete-li srazeninu,
rozpustte ji zahfatim kapaliny na teplotu 30-37°C. Pracovni promyvaci pufr
(1X), pfipraveny zfedénim c¢inidla WB destilovanou nebo deionizovanou
vodou v poméru 1:10, se v rezervodru promyvaciho pufru pfistroje
COBAS® AMPLICOR® uchovava za teplot 2-25°C, kdy je staly 2 tydny ode
dne pfipravy.

Céstené spotfebovana detekéni ¢inidla uchovavejte mezi jednotlivymi
méfenimi pfi teploté 2-8°C. Pfed vlozenim do analyzator COBAS®
AMPLICOR® Analyzer zkontrolujte, zda otevienym nebo pracovnim ¢inidlim
nevyprsela doba pouzitelnosti.

K dalSimu pouziti neuplné spotfebovanych detekenich ¢inidel opétovné
vloZte ¢inidla do stejného analyzator COBAS® AMPLICOR®.

Materialy, jez jsou soucasti dodavky

COBAS® AMPLICOR® HBM P/N: 03610110 190
HBV MONITOR Test

Cinidla pro pfipravu vzorki HBM PREP

HBM LYS 1
(Cinidlo pro lyzu HBV MONITOR 1)

HBM LYS 2
(Cinidlo pro lyzu HBV MONITOR 2)

HBM LYS 3
(Cinidlo pro lyzu HBV MONITOR 3)

HBM QS
(HBV MONITOR kvantifikaéni standard)

Kontrolni ¢inidla HBM CTL

NHP
[Negativni plazma (lidsk&)]

HBV () C
[HBV MONITOR () kontrola]

HBV L(+)C
[HBV MONITOR Low (+) kontrola]

HBV H(+)C
[HBV MONITOR High (+) kontrola]

Ampilifikacni €inidla HBM AMP

HBM MMX
(HBV MONITOR Master Mix)

HBM Mg2+
(Hof&ikové &inidio HBV MONITOR)
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Specificka detekéni €inidla HBM DK

AD3
(Redici ¢inidlo na amplikon)

BM PS1
(Suspenze sondy HBV MONITOR ¢. 1)

BM4
(Suspenze sondy HBV MONITOR ¢&. 2)

BQ PS1
(Suspenze sondy kvantifikacniho standardu HBV MONITOR 1)

BQ4
(Suspenze sondy kvantifikaéniho standardu HBV MONITOR 2)

Generick4 detekéni Einidla

DN4
(Denaturaéni roztok)

CN4
(Konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou)

SB3
(Substrat A)

SB
(Substrat B)

COBAS® AMPLICOR® P/N: 20759899 123
Wash Buffer ART: 07 5989 9
COBAS® AMPLICOR® Promyvaci pufr US: 83314

wB
(Promyvaci koncentrat 10X)

Potrebné materialy, jez nejsou soucasti dodavky

Preamplifikace — prostor pro pfipravu ¢inidel

— A-kruh COBAS® AMPLICOR® osazeny dvanacti A-zkumavkami
(ART: 10 4563 6; P/N: 21045636001)

— Drzak A-kruhu COBAS® AMPLICOR®

— Plastovy uzaviratelny vak

—  Vifivy mixér

— Pipetu Eppendorf Multipette® s dvanacti zasobniky Eppendorf Combitip®
se SpiCkou pro objem 1,25 ml (sterilni, jednotlivé balené)

— Pipetory (objem 50 pyl a 100 pl)* s aerosolovou bariérou nebo
s pozitivnimi vyménitelnymi Spickami

— Rukavice na jedno pouziti bez pudru
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HBV MONITOR

Preamplifikace - prostor pro pripravu vzorki a kontrol

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

— Stojany na zkumavky (Sarstedt 93.1428 nebo ekvivalentni)
—  Sterilni pfenosové pipety s tenkou Spickou

— Pipetu Eppendorf Multipette® s dvanacti zasobniky Eppendorf Combitip®
se $pickou pro objem 1,25 ml (sterilni, jednotlivé balené)

— Pipetory (objem 25 pl, 50 pyl a 100 pl)* s aerosolovou bariérou nebo
s pozitivnimi vymeénitelnymi Spickami

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

—  Vifivy mixér

— 60°C + 2°C termoblok

— 100°C = 2°C termoblok

— Rukavice na jedno pouziti bez pudru

Poamplifikace — prostor pro amplifikaci a detekci

— Analyzator COBAS® AMPLICOR® s tiskdrnou
—  P¥irucka operatora k analyzatoru COBAS® AMPLICOR®
* \olitelné: software AMPLILINK
¢ \olitelné: Datova stanice pro software AMPLILINK s tiskarnou

¢ Volitelné: Pfirucka uzivatele k softwaru AMPLILINK verze 2.4 pro
analyzator COBAS® AMPLICOR® (pro pouziti se softwarem
AMPLILINK verze 2.41) nebo Aplikacni manual k softwaru AMPLILINK
verze 3.2 pro zafizeni COBAS® AmpliPrep, analyzator COBAS®
TagMan®, analyzator COBAS® TagMan® 48 a analyzator COBAS®
AMPLICOR® (pro pouziti se softwarem AMPLILINK verze 3.2).

—  Metodicky manual pro test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR
— Stojany s D-kelimky (ART: 10 4564 4; P/N: 21045644001)

— Destilovana nebo deionizovana voda

— Serologické pipety 5 ml

—  Vifivy mixér

— Rukavice na jedno pouziti bez pudru

* Pipetory musi byt pfesné s 3% objemovou chybou. Kde je tak uvedeno, je tfeba
pouzivat Spicky s aerosolovou bariérou nebo vyménitelné Spicky, aby se predeslo
vzajemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

** Na vzorek a kontrolni preparat se pouzivaji zkumavky se Sroubovacim uzavérem, aby se
predeslo vystiiknuti a pripadné vzdjemné kontaminaci vzork(i a kontrol. Zkumavky
S nasazovacim uzavérem nepouZzivejte.
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Odbér, preprava a uchovavani vzorku

Poznamka

Odbér vzorkl

Preprava vzorku

Se vSemi vzorky je tfeba zachazet jako s infekénimi.

Test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR se pouziva pouze na vzorky
séra nebo plazmy. Krev se odebira do zkumavek SST® (sérové separacni
zkumavky) nebo do sterilnich zkumavek za pouziti EDTA (uzavér levandulové
barvy) jako antikoagulantu. Vzorky antikoagulované heparinem jsou pro
tento test nevhodné. PInou krev uchovavejte pfi teploté 2-25°C ne déle nez
1 den (24 hodin).

Sérum nebo plazmu z plné krve separujte do 1 dne (24 hodin) od odbéru,
a to odstfedovanim pfi 800-1600 x g po dobu 20 minut za pokojové teploty.
Sérum nebo plazmu prevedte do sterilni polypropylenové zkumavky.

Pouziti EDTA plazmy nebo séra vede k vysledkiim testu, které jsou pfiblizné
ekvivalentni. Obrazek 1 ukazuje vliv typu matrix na vysledky HBV DNA pro
vzorky pacienta.

Obrazek 1
Test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR
Vysledky vzorkii s EDTA a séra
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Vzorky EDTA plazmy

(Iog10 1U/ml)

Pfi pfepravé celé krve, séra nebo plazmy je tfeba dodrzovat celostatni resp.
mistni pfedpisy o dopravé etiologickych latek37. PIna krev se pfepravuje za
teplot 2-25°C a musi se zpracovat do 1 dne od odbéru. Plasma nebo sérum
m(iZe byt transportovana pfi 2-8°C po dobu az 8 dnl nebo mrazena.
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HBV MONITOR

Uchovavani vzorku

Vzorky séra nebo plazmy mohou byt skladovany pfi pokojové teploté po
dobu az 3 dn(, pfi teploté 2-8°C po dobu az 7 dnli nebo zmrazené na
teplotu -20°C do -80°C po 6 tydn(l. Doporu€uje se vzorky uchovavat
v alikvotnich podilech po 250-300 pl ve sterilnich polypropylenovych
zkumavkach o objemu 1,5 ml se Sroubovacim uzavérem (naptiklad Sarstedt
72.692.105). Vzorky séra a plazmy mohou byt zmrazeny a rozmrazeny
maximalné ¢tyfikrat bez ztraty hodnoty IU/ml. Udaje ze studii zabyvajicich se
cykly zmrazeni-rozmrazeni ukazuje obr. 2.

Obrazek 2
Stabilita zmrazenych/ rozmrazenych vzorki HBV
45
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Pocet cykli zmrazeni / rozmrazeni

Navod k pouziti

Poznamka

Poznamka

Poznamka

Poznamka

Poznamka

Poznamka

Podrobné pokyny pro praci, tisk vysledkiu a vysvétleni znacek a
poznamek najedete v (1) Pfiruéce uZivatele k analyzatoru COBAS®
AMPLICOR® a (2) jestlize pouzivate software AMPLILINK verze 2.41,
prectéte si Prirucku uZivatele k softwaru AMPLILINK verze 2.4 pro
analyzator COBAS® AMPLICOR®, nebo jestlize pouzivate software
AMPLILINK verze 3.2, prectéte si Aplikacni manual k softwaru
AMPLILINK verze 3.2 pro zarizeni COBAS® AmpliPrep, analyzator
COBAS® TagMan®, analyzator COBAS® TagMan® 48 a analyzator
COBAS® AMPLICOR®.

VSechna ¢inidla museji mit pred pouzitim teplotu okoli. Pfed zapocetim
testu se vizualné presvédcte, Ze je objem cinidel dostatecny.

Vzorky séra a plazmy museji mit pfed pouZitim teplotu okoli.

Kde je tak uvedeno, pouzZivejte pipetory s aerosolovou bariérou nebo se
pozitivnimi vyménitelnymi spickami. Davejte obzviastni pozor, abyste
Zzajistili selektivni amplifikaci.

Vzorky i kontrolni preparat se musi uchovavat ve zkumavkach se
Sroubovacim uzdvérem, aby nemohly vystfiknout a aby nemohlo dojit
ke vzdjemné (kfiZové) kontaminaci vzorkiu a kontrol. NepouZivejte

zkumavky s nasazovacim uzavérem.

Test COBAS® AMPLICOR® HBY MONITOR musi byt provadén pouze
v zakladnim rezimu.

5/2007, Revision 4.0

COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR Test 15/34



COBAS®

Mnozstvi pro jeden cyklus Kazda souprava obsahuje dostateéné mnozstvi €inidla na Gtyfi 12-testové

Poznamka

Pracovni tok

Priprava Cinidel

Priprava vzorku
a kontrol

Poznamka

cykly, které mohou probihat zvlast nebo jako dva 24-testové cykly. Kazdy
cyklus musi zahrnovat miniméiné po jednom replikatu HBV MONITOR (-)
kontrolu, HBV MONITOR Low (+) kontrolu a HBV MONITOR High (+)
kontrolu (viz ¢ast ,,Kontrola kvality®).

Cinidla pro pfipravu vzorku a amplifikaci jsou balena v 12-testovych
lahvickach na jedno pouziti. Pro co nejefektivnéjsi vyuziti je vhodné
zpracovavat Cinidla, vzorky i kontroly v déavkach, jez jsou ndsobky 12.

Test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR musi byt provadén pouze
v zakladnim rezimu.

COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR test se da provést béhem jednoho
dne nebo béhem dvou dnil. Pokud se ma test provést béhem jednoho
pracovniho dne, postupuje se popofadé podle pokynl v ¢astech Priprava
Cinidel, Priprava vzorku, Priprava kontrol, Amplifikace a Detekce. Test Ize
také provést v priibéhu dvou dnl. V takovém pfipadé se prvni den provede
Priprava vzorkt a kontrol a pristi den se pokracuje postupy Priprava Cinidel,
Amplifikace a Detekce.

Chcete-li prvni den provést pfipravu vzorkl a kontrol a druhy den amplifikaci
a detekci, provedte z Pripravy vzorki a kontrol (kroky 1 az 15) a zpracované
vzorky a kontroly uloZte podle pokynt v kroku 15. Druhy den zaénéte
Pripravou cinidel, potom zpracované vzorky a kontroly rozmrazte na
pokojovou teplotu, odstfedte po dobu 15 minut a pokracujte vPripravé vzorku
a kontrol, krok 16, a postupujte dale k Amplifikaci a Detekci.

Provedena v: Preamplifikace — prostor pro pfipravu ¢inidel

1. Stanovte pfislusny pocCet A-kruhl potfebnych k testovani vzorkud
a kontrol. A-kruh(y) uloZte do drzaku().

2. Smichejte HBM Mg2+ vifenim po dobu 5-10 sekund. Pfipravte Working
Master Mix pfidanim 100 yl HBM Mg2+ do jedné lahvicky HBM MMX.
Objem Master Mix neni treba mérit. Pridejte 100 ul HBM Mg?2+ do celé
lahvicky s HBM MMX. Zkumavku opét uzaviete a dobfe promicheijte tak,
ze ji 10-15-kréat obratite dnem vzhiru. K promiseni Working Master Mix
nepouzivejte vifeni. Zbyvajici mnozstvi HBM Mg2+ zlikvidujte. RUzové
barvivo v. HBM Mg2+ slouzi k vizudlnimu ovéfeni, ze byl roztok
HBM Mg2+ pfidan k HBM MMX. Working Master Mix se uchovava pfi
teploté 2-8°C a musi se spotfebovat do 4 hodin od pfipravy.

3. Do kazdé A-zkumavky odmérte 50 pl Working Master Mix za pouziti
opakovaciho pipetoru nebo pipetoru s aerosolovou bariérou nebo se
pozitivni vyménitelnou 3piCkou. Nyni kryty A-zkumavek nezavirejte.
Nespotfebovany Working Master Mix zlikvidujte.

4. A-kruh(y) s Working Master Mix vilozte do tésné uzaviratelného
plastového satku a saSek bezpecné tésné uzaviete. Premistéte
A-kruh(y) do prostoru Preamplifikace — pfiprava vzorku a kontroly. UloZte
A-kruh(y) obsahujici Working Master Mix do prostoru Preamplifikace —
pfiprava vzorku a kontroly — pfi teploté 2-8°C do doby, nez bude pfiprava
vzorku a kontroly hotova. Working Master Mix v A-zkumavkach
uzavienych v plastovém sacku je pfi teploté 2-8°C stabilni 4 hodiny.

Provadéna v: Preamplifikace - prostor pro pfipravu vzorki a kontrol

K amplifikaci dFive zpracovanych vzorkl a kontrol nejprve provedte
kroky v kapitole “Priprava cinidla”. Poté rozmrazte zpracované vzorky
a kontroly pri pokojové teploté a nasledné odstfedte po dobu 15 minut.
Pokracujte krokem 16 “Priprava vzorku a kontroly”.
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Poznamka

Oznacte po jedné 1,5 ml zkumavce se Sroubovacim uzavérem pro kazdy
vzorek a dalsi tfi zkumavky oznaéte ,HBV (-) C*, ,HBV L(+)C" a ,HBV
H(+)C"

Smichejte HBM LYS 1 vifenim po dobu 5-10 sekund. Pfidejte 50 pl
HBM LYS 1 do kazdé zkumavky s pouzitim opakovaci pipety a 1,25 ml
Combitip reservoarem nebo mikropipetou s uzaviraci Spickou.

Smichejte NHP vifenim po dobu 5-10 sekund. Do kazdé ze tfi kontrolnich
zkumavek obsahujicich HBM LYS 1, pfidejte 100 ul NHP a promichejte
vifenim 5-10 sekund.

Pouzivate-li zmrazené vzorky séra nebo plazmy, rozmrazte je pfri
pokojové teploté a nechte je 5-10 sekund vifit. Zkumavkou se vzorkem
kratce zapulsujte, abyste sebrali vzorek i ze dna zkumavky. Dejte pozor,
abyste si pri manipulaci se vzorky nezkontaminovali rukavice.

4.

10.

11.

12.

13.

14.

15

Do kazdé z oznaCenych zkumavek se vzorkem obsahujicich
HBM LYS 1, pfidejte 100 pl vzorku a promichejte vifenim 5-10 sekund.

Na kazdé zkumavce si udélejte orientacni znacku a vlozte zkumavky do
mikrocentrifugy orientaéni znackou ven, takZze se pelety podle nich
vyrovnaji. Zkumavky se vzorky a kontrolami odstfedujte pfi pokojoveé
teploté po dobu 5 minut maximalni rychlosti (12 500-16 000 x g).

Pomoci nové pfenosné pipety na jedno pouziti s jemnou Spic¢kou pro
kazdy vzorek a kontrolu opatrné z kazdé zkumavky stahnéte
a zlikvidujte supernatant, aniz byste pfitom porusili peletu. Odstrarite tolik
kapaliny, kolik je bez poruseni pelety mozné. Supernatant odebirejte
pomalu, tak aby mohla kapalina ze stén zkumavky kompletné stéci.
Nepouzivejte vakuové odsavani.

Smichejte HBV () C vifenim po dobu 5-10 sekund. Pfidejte 25 pl
HBV (-) C do zkumavky oznac¢ené ,HBV (-) C*.

Pridejte 25 pl HBV (=) C do kazdé zkumavky se vzorkem.

Smichejte HBV L(+)C vifenim po dobu 5-10 sekund. Pfidejte 25 pl
HBV L(+)C do zkumavky oznacené ,HBV L(+)C*.

Smichejte HBV H(+)C vifenim po dobu 5-10 sekund. P¥idejte 25 pl
HBV H(+)C do zkumavky oznacené ,HBV H(+)C".

Pfipravte nasledujicim zptsobem pracovni €inidlo pro lyzu 2: Smichejte
HBM QS vifenim po dobu 10 sekund. Pfidejte 50 yl HBM QS do jedné
zkumavky s HBM LYS 2 a dobfe promichejte vifenim po dobu
15 sekund.

Pfidejte 100 pl pracovni €inidla pro lyzu 2 do v8ech zkumavek a dobre
promichejte vifenim po dobu 15 sekund. Pelet se ne vzdy rozpusti Uplné,
ale toto neovlivni s provedenim testu.

Inkubujte v8echny zkumavky pfi teploté 60°C + 2°C po dobu 60 minut.

Pridejte 100 yl HBM LYS 3 do kazdé zkumavky a dobfe promichejte
vifenim po dobu 5-10 sekund. Inkubujte vSechny zkumavky pfi teploté
100°C + 2°C po dobu 10 minut.

Viozte zkumavky do mikrocentrifugy orientalnimi znackami ven
a centrifuguijte pfi pokojové teploté po dobu 15 minut maximalni rychlosti
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Poznamka

Amplifikace a
detekce

(12500-16 000 x @), aby byly sebrany vSechny nerozpustné Castice.
Zpracované vzorky a kontroly amplifikujte do 1 hodin od pfipravy, nebo je
mUzete po dobu nepfesahujici 1 mésic uchovavat ve zmrazeném stavu pfi
teploté 20°C az -80°C nebo nizsi, pfitemz zmrazit a rozmrazit se mohou
nanejvys jednou. Vice nez jeden cyklus zmrazeni a rozmrazeni mlze
zpUsobit ztratu titru.

Pokud byly zpracované vzorky a kontroly uchovavany pred amplifikaci ve
zmrazeném stavu, rozmrazte je za pokojové teploty, zvirete po dobu 5-10
sekund a pred postoupenim k bodu 16 je po dobu 15 minut odstredte.

16.

17.

Z kazdého zpracovaného vzorku a kontroly odméfte 50 pl do pfislusné
A-zkumavky obsahujici Working Master Mix; pouzijte k tomu mikropipetor
s aerosolovou bariérou nebo pozitivni vyménitelnou Spickou. Pro kazdy
vzorek a kontrolu pouZijte novou Spi¢ku. A-zkumavky uzaviete.

Zaznameneijte pozice kontrol a vzork( v A-kruhu (kruzich). S amplifikaci je
tfeba zacit do 1 hodiny od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly
odmeéfeny do A-zkumavek obsahujicich Working Master Mix. Pfipravené
vzorky a kontroly v A-kruzich pfemistéte do prostoru Amplifikace/detekce.
Zbytek zpracovaného vzorku je mozno zmrazit a po dobu az 1 mésice
uchovavat pfi teploté -20°C - -80°C.

Provadéné v: Poamplifikace — prostor pro amplifikaci a detekci

Provadéjte denni udrzbu zafizeni, véetné:

Otfeni inicializaéniho podstavce vihkym hadfikem nepoustéjicim viakna
a osuste

Otfeni SpiCky zafizeni pro manipulaci s D-kelimky vlhkym hadfikem
nepoustéjicim viakna a osuste

Kontroly rezervoaru s promyvacim pufrem a v pfipadé potfeby doplnit
Nésledujicim postupem si pfipravte pracovni promyvaci pufr (1X).
Prohlédnéte WB a pokud v €inidle zpozorujete sraZeninu, zahfejte je na
30-37°C, aby se srazenina rozpustila. 1 objem WB pfidejte k 9 objemim
destilované nebo deionizované vody a dobfe promichejte. Dobre
promichejte. V rezervoaru promyvaciho pufru (1X) by mély byt vzdy
minimalné 3-4 litry pufru.

Vyprazdnéte nadobu na odpad
Predplnéte analyzator COBAS® AMPLICOR®
Béhem primingu zkontrolujte stfikacky a trubicky

Béhem primingu zkontrolujte transferové Spi¢ky

Pred kazdym cyklem:

Zkontrolujte nadobu na odpad a podle situace ji vyprazdnéte

Zkontrolujte rezervoar na promyvaci pufr a podle potfeby pfipravte novy
pufr

Vymeénte stojany s pouzitymi D-kelimky

Predplite systém

PInéni a provoz analyzatoru COBAS® AMPLICOR®

1.

Zkontrolujte mnozstvi ¢inidel v analyzatoru COBAS® AMPLICOR®.
Pripravte si dostatek kazet s Cinidly, abyste s nimi vystadili.
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Poznamka

Poznamka

2. Dobfe promichejte BM PS1 vifenim. Do jedné kazety s BM4 odméfte
2,5ml BM PS1. Kazetu ulozte do pfislusného stojanu na ¢inidla
specifického pro dany test. Zlikvidujte pouzitou BM PS1 lahvicku.
Zaznamenejte datum pfipravy ¢inidla na kazetu BM4.

3. BQ PS1 vifenim dukladné promichejte. Do jedné kazety s BQ4 odmérte
2,5 ml BQ PS1 Kazetu ulozte do pfislusného stojanu na ¢inidla
specifického pro dany test. Pouzitou Iékovku od BQ PS1 zlikvidujte.
Zaznamenejte datum pfipravy €inidla na kazetu BQ4.

4. Pfipravte pracovni substrat tak, Ze do jedné kazety s SB3 odpipetujete
5 ml SB. K promiseni pipetujte nahoru a doll. Prazdnou Iékovku od SB
zlikvidujte. Na kazeté s SB3 vyznadte datum pfipravy.

5. Pracovni substrat umistéte do generického stojanu na €inidla.

6. Kazetu s AD3 uloZte do stojanu na €inidla specifického pro dany test. Na
kazeté s AD3 vyznacte datum pfipravy.

7. Kazety s DN4 a CN4 ulozte do genrickych stojand na cinidla. Na
kazetach vyznacte datum, kdy byly otevieny.

8. Identifikujte stojany s Cinidly jako obecné nebo testové pomoci tlacitek,
skeneru ¢arovych kodl nebo pomoci software AMPLILINK.

9. Nakonfigurujte stojany s Cinidly tak, ze pomoci tlacitek, skeneru ¢arovych
kodu nebo pomoci software AMPLILINK vlozZite pozice Cinidel a Cisla Sarzi
do analyzatoru COBAS® AMPLICOR®.

10. Vlozte stojany s €inidly do analyzatoru COBAS® AMPLICOR® pomoci
tladitek, skeneru ¢arovych kédd nebo pomoci software AMPLILINK. Dbejte,
aby byla kazda kazeta s €inidlem ve své pfifazené pozici a aby ve stojanu
tésné sedéla.

11. Stojan na D-kelimky ulozte na ploSinu pro D-kelimky. Pro kazdy vzorek
a kontrolu je zapotebi Sest D-kelimku, dal$ich dvou D-kelimkd je tfeba
pro jednotlivé kazety pracovniho substratu k provedeni slepého pokusu
pomoci analyzatoru COBAS® AMPLICOR®,

12. A-kruh(y) uloZte do segmentu(l) tepelného cyklizatoru analyzatoru
COBAS® AMPLICOR®.

13. Vlozte A-kruhy do analyzatoru COBAS® AMPLICOR® pomoci tladitek,
skeneru ¢arovych kédl nebo pomoci software AMPLILINK.

14. Vytvorte pracovni seznam A-kruhu.

Nyni musi uZivatel viozit do analyzatoru COBAS® AMPLICOR® pocet IU
jednotek specifické SarZe kvantifikacniho standardu HBV a rozmezi Low
(+) a High (+) kontrol uvedenych na datové karté COBAS® AMPLICOR®
HBV MONITOR. Tato rozmezi se do analyzatoru COBAS® AMPLICOR®
vkladaji pomoci kldvesnice, snimace cEarovych koédi nebo softwaru
AMPLILINK béhem nastaveni pracovniho seznamu A-kruhd.

15. Kryt segmentu(li) tepelného cyklizatoru tésné uzavrete.
16. Spustte analyzator COBAS® AMPLICOR®.

17. Vyckejte, dokud analyzator COBAS® AMPLICOR® neohlasi, ze kontrola
vloZeni probéhla uspésné.

Analyzator COBAS® AMPLICOR® umoZnuje provést dvé samostatna
kvantitativni stanoveni pro kaZzdou A-zkumavku. Potfebné mnoZstvi
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Poznamka

Vysledky

Poznamka

Vypocet vysledku

Vypocet
HBV DNA kopii/ml

Validace cyklu

kazdeho detekcniho Ccinidla je vypocitano analyzatorem COBAS®
AMPLICOR® a kontrola uloZeni provedena na zacatku kazdého béhu
stanovuje, zda je dostupné dostate¢né mnozstvi ¢inidel pro poZadované
testy.

18. Amplifikaci, fedéni a detekci provadi analyzator COBAS® AMPLICOR®
automaticky. Vysledky jsou vyjadfeny v HBV DNA [U/ml.

Test COBAS® AMPLICOR® HBY MONITOR musi byt provadén pouze
v zakladnim rezimu.

Vysledky testu jsou pofizeny analyzatorem COBAS® AMPLICOR® v
1U/ml. Tyto vysledky mohou byt manualné prevedeny na HBV DNA
kopii/ml s pouZiti konverzniho faktoru, ktery je popsan nize.

U kazdého vzorku a kontroly stanovi analyzator COBAS® AMPLICOR®
automaticky titry HBV DNA nasledovné:

e Vybere vSechna zfedéni amplikonu HBV a kvantifikaéniho standardu,
jejichz absorbance spadaji do linearniho rozmezi pro dany test (0,15-
2,0 Aggo)- Ma-li byt vysledek pocitan, musi do tohoto linearniho rozmezi
spadat minimalné jedno zfedéni HBV a jedno zfedéni amplikonu
kvantifikaéniho standardu.

¢ U v8ech vybranych hodnot absorbance provede korekci na pozadi.

*  Stanovi, ze hodnota Agg, pro HBM QS je pfijatelnd, coz potvrzuje Ze kroky
zpracovani vzorku, amplifikace a detekce byly provedeny spravné.

e Urci, ze v8echna cilova zfedéni HBV (=) C poskytnou hodnoty Agg
<0,099.

¢ Vyhleda hodnoty Aggg, kterou jsou mimo sekvenci.

e U vSech vybranych zfed@ni stanovi Agg, celkového HBV a celkového
kvantifikaniho standardu a pomoci maximalini celkové hodnoty Aggg
vypocita pocet kopii HBV L(+)C a HBV H(+)C a jednotlivych vzork(.

e Urluje, ze vypoctena hodnota IU/ml pro HBV L(+)C a HBV H(+)C spada
do vymezeného rozmezi.

e Vygeneruje vytisk hodnot Ags, pro vSechna zfedéni HBV
a kvantifikaéniho standardu a vypoctenych hodnot 1U/ml pro kazdy
vzorek a kontrolu. Titr je na vytisku vysledku zobrazen ve védecké notaci
pod identifikaci vzorku.

Na zakladé vnitfni studie je konverzni faktor pro 1. mezinarodni standard38 pro
HBV DNA je 5,26 HBV DNA kopii na mezinarodni jednotku (IU).

Pro prevod vysledku testi na HBV DNA kopii/ml provedte nasledujici
vypocet:
(IU/ml) x (5,26 kopii/lU) = HBV DNA kopii/ml
0,190 IU/ml = 1 kopie/ml
Zkontrolujte, zda ve vytisku nejsou zadné vlajecky a poznamky a ze je tedy

méreni platné. Méfeni platné neni, pokud se u kontrol HBV MONITOR objevi
néktery z nasledujicich viaje¢ek nebo poznamek.
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Vlaje€¢ka | Poznamka Interpretace
_Q_ QS_INVALID HBM QS Agg, hodnoty pro jakoukoli kontrolu nad nebo pod pfipustnym rozmezim.
_N_ NC_INVALID HBV (=) C Aggo hodnota nad pipustny limt (> 0,099).
_H_ HPC_INVALID Hodnota HBV H(+)C IU/ml nad nebo pod pfifazenym rozmezim.
L LPC_INVALID Hodnota HBV L(+)C IU/ml nad nebo pod pfifazenym rozmezim.

OD_SEQUENCE

Indikuje cilovou hodnotu Aeso lezici mimo sekvenci. Vysledky nebudou vypocitavany. Opakujte cely proces
testovani véetné pfipravy vzorku a kontroly, amplifikace a detekce.

QS_SEQUENCE

Indikuje hodnotu Aeeo kvantifika¢niho standardu lezici mimo sekvenci. Vysledky nebudou vypog¢itavany.
Opakuijte cely proces testovani véetné pfipravy vzorku a kontroly, amplifikace a detekce.

TARGETOD_HI

Vsechny cilové OD nad nejvys$si hodnotou stanoveného rozmezi. Pokud objevi viajecka v pfipadé nizce
anebo vysoce pozitivniho kontrolniho vzorku, analyzator COBAS® AMPLICOR® nebude pogitat titr. V' pripadé
nepfitomnosti vypocteného titru je ovlivnény vysledek pfislusného kontrolniho vzorku a testovaci cyklus neplatny.

TARGETOD_LO

v pfipadé nizce anebo vysoce pozitivniho kontrolniho vzorku, analyzator coBAS® AMPLICOR® nebude pocitat
titr. V pfipadé nepfitomnosti vypocéteného titru je ovlivnény vysledek pfislusného kontrolniho vzorku a testovaci
cyklus neplatny.

TARG_RANGE

Nejméné jedna cilova OD se nachazi pod a jedna OD nad stanovené rozmezi, avSak ani jedna se
nenachazi ve specifikovaném rozmezi. Pokud objevi viajec¢ka v pfipadé nizce anebo vysoce pozitivniho
kontrolniho vzorku, analyzator COBAS® AMPLICOR® nebude pogitat titr. V piipadé nepfitomnosti vypoéteného
titru je ovlivnény vysledek pfislusného kontrolniho vzorku a testovaci cyklus neplatny.

Pokud je cyklus neplatny, zopakujte ho cely, v€etné pfipravy vzorku a kontroly, amplifikace

a detekce.

Kontrola dat

Analyzator COBAS® AMPLICOR® tiskne vysledky hodnoty Agg, spoleéné
s hodnotou IU/ml vypocetenou pro kazdy vzorek a kontrolu. Hodnoty Aggq pfi
sériovych fedénich cilového amplikonu a amplikonu kvantifikaéniho
standardu maji s rostoucimi faktory zfedéni vykazovat klesajici trend hodnot
Agso, S Vyjimkou zfedéni, kde hodnoty Agg, prekracuji linearni rozmezi testu

(vzorky o vysokém titru) nebo u kterych se hodnoty Aggq Naopak blizi pozadi
(vzorky o nizkém titru).

Redéni amplikonu HBV

HBV fedéni €. 1, 2, 3 a 4 predstavuji nefedény amplikon HBV a amplikon sériové
zfedény v poméru 1:10, 1:100 a 1:1000. Absorbance maji spolu se sériovym zfedéni
klesat s tim, ze nejvyssi hodnotu Aggg Vykazuje u kazdého vzorku nebo kontroly
(zfedéni €. 4). Pokud hodnoty Aggy pro HBV toto poradi nesleduji, zobrazi se
u daného vzorku nebo kontroly chybové hiaseni OD_SEQUENCE.

Redéni amplikonu kvantifikaéniho standardu HBV

U kvantifikatniho standardu HBV predstavuje fedéni €. 1 nefedény amplikon
a fedéni €. 2 amplikon zfedény v poméru 1:10. Pokud je hodnota Agg pfi zfedéni
¢. 2 vy83i neZ hodnota Agg, pii zfedéni &. 1, doSlo k chybé a zobrazi se chybové
hlaSeni QS_SEQUENCE. Vysledek pro dany vzorek nebo kontrolu je neplatny.
Cely test pro dany vzorek ¢i kontrolu (v€etné zpracovani vzorku, amplifikace
a detekce) je tfeba zopakovat.

Interpretace vysledki s hodnotami Agg, mimo sekvenci

*  Hodnoty Aggy pro fedéni amplikonu HBV maji s rostoucim faktorem
fedéni vykazovat klesajici trend hodnot Aggy, S Vvyjimkou fedéni
nasycenych a zfedéni bliZicich se pozadi hodnot Aggj.

¢V reakcich obsahujicich vysoké mnozstvi HBV DNA mohou by fedéni
¢. 1, 2 a 3 nasycend, coz vede ke snizenym hodnotam Agg, (viz pfiklad
€. 1 v tabulce €. 1). Tyto vysledky jsou platné i tehdy, nevykazuiji-li hodnoty
Aggo fedéni HBV klesajici tendenci v fadé fedéni &. 1 az 4.

* V reakcich s nizkym mnozstvim HBV DNA mohou zfedéni €. 2, 3 a 4
obsahovat hodnoty Agg, blizicim se pozadi (viz pfiklad 2 v tabulce €. 1).
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Tyto vysledky jsou platné i tehdy, nevykazuji-li hodnoty Agg, Fedéni HBV
klesajici tendenci v fadé fedéni €. 1 az 4.

* V8echna fedéni s hodnotami Agg, mezi 0,15 a 2,0 musi sledovat trend
snizovani hodnot Agg, pro fedéni €. 1 az 4. Jestlize hodnoty Aggy mezi
0,15 a 2,0 nesleduji tendenci snizeni hodnoty Az, pro fedéni c. 1 az 4,
doslo k chybé (viz Priklady 3, 4 a 5 v Tabulce c. 1). VVysledky pro dany
vzorek nebo kontrolu jsou neplatné a cely test pro dany vzorek &i kontrolu
(véetné zpracovani vzorku, amplifikace a detekce) je tfeba zopakovat.

Tabulka 1
Priklady vysledku, kde se hodnoty Agg, vymykaji sekvenci
Cilova Asso QS ASGU
(Faktor Fedéni) (Faktor Fedéni) | Interpretace vysledkii

1:1

1:10 | 1:100 |1:1000| 1:1 1:10

Pfiklad ¢. 1 | 2,578

. . PLATNE: Vzorek o vysokém titru Agg, nad
3,603 | 3,201 0.700| 2,618 0,397 rozmezim linedrni absorbance. ee0

Pfiklad €.2 | *0,216

0,004 | 0,016 | 0,007 | 3236 | *0,743 PLATNE: Vzorek o nizkém titru Ag, na trovni

nebo v blizkosti hladiny detekce.

Priklad ¢.3 | 0,002

0,007 | 0,004 | 0,339 | 4,218 | *0,883 | NEPLATNE: Zobrazi se hlageni OD_SEQUENCE.

Priklad €. 4 | 3,052

1,597 | 3,384 | 2,887 | 1,357 | *0,158 | NEPLATNE: Zobrazi se hiaseni OD_SEQUENCE.

Pfiklad ¢.5 | 0,016

0,267 | 0,007 | 0,004 | 3,612 | *0,793 | NEPLATNE: Zobrazi se hlaSeni OD_SEQUENCE.

*  Oznadi hodnotu Agg, vybranou analyzatorem COBAS® AMPLICOR® pro vypodet vysledku, jak je ukézano na tisku.
U vzorki, kde jsou hodnoty Aggq mimo sekvenci, vysledky vypocitavany nejsou.

Interpretace vysledki Pro platny cyklus zkontrolujte kazdy jednotlivy vzorek na pfitomnost viajecek

Poznamka

nebo komentarl ve vytisku vysledku. Vysledky se interpretuji takto:

Analyzator COBAS® AMPLICOR® je naprogramovan tak, aby
nejbéznéjsi chyby a nesoulady vysledkui oznacil viaje¢kami. Nicméné
doporucujeme, abyste v ramci béZného laboratorniho hodnoceni dat
hodnoty Agg, kontrolovali a zajistili tak maximalni integritu vysledkd.

e V pfipadé vzorkd, u kterych nejsou zadné vlajeCky ani poznamky,
nahlaste vysledky tak, jak jsou pfistrojem vytistény.

¢ Platny cyklus mUzZe zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorku
v zavislotina tom, zda se u jednotlivych vzorkd objevi viajecky a/ nebo
poznameky.

* Vzorky s vlajecky a/ nebo pozndmkami se interpretuji takto:

Viajecka

Poznamka

Interpretace

Q

QS_INVALID

U Zadného zredéni kvantifikacniho standardu nelezZi hodnota Agsy v rozmezi linedrni absorbance daného
testu. Vysledek pro tento vzorek je neplatny. U vzorkl s neplatnymi vysledky je tfeba test zopakovat, vietné
pripravy vzork( a kontrol, amplifikace a detekce.

TARGETOD_LO

Hodnoty Agg pro vsechna HBV fedéni pod rozmezim linedrni absorbance testu. Vysledky nahlaste jako
,HBV DNA nedetekovana“.

TARGETOD_HI

Hodnoty Agg, pro vSechna HBV redéni nad rozmezim linedrni absorbance testu. Vysledek nahlaste jako
,Ne stanoveno.“ Je-li poZzadovan kvantitativni vysledek, zfedte ptvodni vzorek s HBV-negativni lidskou plazmou
nebo sérum a opakujte test. Vynasobte uvedeny vysledek faktorem fedéni.

RESULT_LO

Vypoctena hodnota IU/ml lezi pod linearnim rozmezim testu. Vysledky uvadéjte jako ,HBV DNA detekovéna,
méné nez 60 1U/ml".

RESULT_HI

Vypocétena hodnota IU/ml leZi nad linearnim rozmezim testu. \/ysledky uvadéijte jako “vy$si nez 3,8 x 104
IU/ml”. Je-li pozadovan kvantitativni vysledek, zfedte plvodni vzorek s HBV- negativni lidskou plazmou nebo
sérum a opakuite test. Vynasobte uvedeny vysledek faktorem fedéni.

TARG_RANGE

VSechny cilové hodnoty Agg, leZi mimo linedrni rozmezi daného testu. Vysledek nahlaste jako
+Nestanoveno.“ Opakujte test s plivodnim vzorkem véetné opakovani piipravy vzorku, amplifikace a detekce.

OD_SEQUENCE

Indikuje cilovou hodnotu Agg, leZici mimo sekvenci. Vysledky nebudou vypocitavany. Cely postup testu
zopakujte véetné pfipravy vzorkud a kontrol, amplifikace a detekce.

QS_SEQUENCE

Indikuje hodnotu Agg, kvantifikacniho standardu leZici mimo sekvenci. V'ysledky nebudou vypocitavany.
Cely postup testu zopakuijte véetné pfipravy vzorkl a kontrol, amplifikace a detekce.
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Kontrola kvality

Negativni kontrola

Pozitivni kontroly

Kazdy testovaci cyklus musi byt minimainé po jednom replikatu COBAS®
AMPLICOR® HBV MONITOR (-) kontroly, COBAS® AMPLICOR® HBV
MONITOR Low (+) kontroly a COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR High
(+) kontroly. 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 doby, nez dokazi test provadét s vysokou
jistotou spravné. Na pozice kontrol v A-kruhu/kruzich nejsou kladeny zadné
pozadavky.

Zkontrolujte, zda vytisk cyklu neobsahuje viajeCky a poznamky a zda byl
cyklus platny.

COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR (-) kontrola musi dat “HBV DNA Not
Detected’ vysledek, tzn. vSechny HBV Agg, hodnoty < 0,099. Jestlize HBV (-)
Control toto kritérium nesplfiuje, je celé méfeni neplatné. Cely postup
zopakujte véetné pfipravy vzorkll a kontrol, amplifikace a detekce. Jestlize je
absorbance kontroly HBV (-) je konzistentné vyssi nez 0,099, spojte se
s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadeijte si technickou pomoc.

Pfifazené rozmezi pro hodnoty COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR
Low (+) a High (+) kontroly je specifické pro kazdou Sarzi kontroly a je
uvedeno v karté s hodnotami testu COBAS® AMPLICOR® HBV
MONITOR, ktera je dodavana se soupravou. Tato rozmezi se do
analyzatoru COBAS® AMPLICOR® vkladaji pomoci klavesnice, snimace
¢arovych koda nebo softwaru AMPLILINK béhem sestavovani pracovniho
seznamu pro A-kruh(y).

Hodnoty testu HBV DNA v IU/ml pro HBV MONITOR Low (+) kontrolu a HBV
MONITOR High (+) kontrolu musi spadat do rozmezi uvedeného na karté
s hodnotami testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR. Pokud tomu tak
u jedné nebo obou kontrol HBY MONITOR (+) neni, je celé méfeni neplatné.
Cely postup zopakuijte (pfiprava vzorkd a kontrol, amplifikace a detekce).
Jestlize pocet IU HBV DNA v jednom ml u jedné nebo obou kontrol HBV
MONITOR (+) lezi konzistentné mimo pfifazené rozmezi, obratte se
o technickou pomoc na mistni zastoupeni firmy Roche.

Bezpecnostni opatreni pri praci

Pracovni tok musi v laboratofi postupovat jednosmérné, od preamplifikacniho
prostoru smérem Kk poamplifikaénimu prostoru  (amplifikace/detekce).
Preamplifikacni Cinnosti musi zacinat pfipravou Cinidel a pokracovat pfipravou
vzorkl. Materidly a vybaveni se museji piifadit jednotlivym preamplifikacnim
¢innostem a nesméji se pouzivat k zadnym jinym ¢innostem, ani se nesméji
pfenaSet mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve v8ech prostorach je nutné
nosit rukavice, které se pfed opudténim prostoru vyméni. Vybaveni a materidly
pro pfipravu ¢inidla se nesméji pouzivat k pfipravé vzork, ani pro pipetovani
nebo zpracovani amplifikované DNA ¢i jinych zdroju cilové DNA. Poamplifikaéni
materialy a vybaveni musi vzdy zlistat v poamplifikaénim prostoru.

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 Cinidel soupravy &i amplifikaCnich
smési. U v8ech Cinidel je tfeba Cistotu bedlivé sledovat. Jakmile je
podezieni na kontaminaci, je tfeba €inidlo zlikvidovat.
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Omezeni metody

Tento test je validovan pouze pro pouzivani s lidskym sérem nebo plazmou
odebranymi do antikoagulantti EDTA nebo ACD. Testovani jinych typu vzorkl
m0ze zplsobit faleSné negativni nebo fale$né pozitivni vysledky. Heparin
inhibuje PCR; vzorky odebrané s pouZitim heparinu jako antikoagulantu
nesmi byt pouzivany s testem COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR.

K ziskani spolehlivych vysledk(i je tfeba dodrzovat pfislusné postupy
odbéru, transportu, skladovani a zpracovani vzorkd.

PFitomnost enzymu AmpErase v HBV MONITOR Master Mix sniZuje riziko
kontaminace amplikonu. Kontaminaci od HBV-pozitivnich kontrol a HBV-
pozitivnich vzorku Ize ovSéem zabranit pouze duslednym uplatfiovanim zasad
spravné klinické praxe a peclivym dodrzovanim postupl uvedenych v této
metodické pfirucce.

S produktem by méli pracovat pouze pracovnici proSkoleni v technice PCR.

Tento produkt se mize pouzivat pouze ve spojeni s analyzatorem COBAS®
AMPLICOR®.

Test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR musi byt provozovan pouze ve
zakladnim rezimu.

Tento test se nesmi pouzivat ke Kklinickému hodnoceni pacienta
infikovanych genotypy F, G a H HBV viru.

Interferuijici latky

Heparin inhibuje PCR. Vzorky odebrané s heparinem nepouzivejte.

Je prokazano, ze zvySené hladiny lipid, bilirubinu, bilkoviny a hemoglobinu
ve vzorcich neinterferuiji s kvantifikaci HBV DNA timto testem.

V pfipadé nasledujicich slouenin nebylo prokdzano, Zze interferuiji
s kvantifikaci HBV testem COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR.

¢ Interferon alfa-2a * Nevirapine
¢ Interferon alfa-2b ¢ Delvirdine
* Pegylated Interferon » Ganciclovir

¢ Interferon alfacon-1 ¢ Indinavir
* Thymopsin alfa 1 * Saquinavir
¢ Ribavirin / Interferon alfa-2b ¢ Ritonavir

e Zidovudine * Nelfinavir

e Lamivudine e Amatadin HCI
e Zalcitabine * Paraoxetin HCI
¢ Didanosine * Fluoxetin HCI
e Stavudine e Sertralin HCI
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Hodnoceni neklinické vykonnosti

Popis studie

Detekéni limit

Limit detekce, linearni rozmezi a pfesnost testu COBAS® AMPLICOR® HBV
MONITOR jsou uréeny analyzou sériovych fedéni dobfe chrakterizovaného
kmene HBV viru jak v lidské HBV-negativni EDTA plazmé, tak i v HBV-
negativnim séru. Kmen viru byl ziskan z Virového diagnostického programu
s kontrolovanou kvalitou (VQC) CLB laboratofe pro diagnostiku vird. Genotyp
viru (genotyp A) a koncentrace kmene viru byla uréena prodejcem. Pfiprava
panell viru a analyza testem COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR byl
provedeny na misté.

Detekeéni limit byl uréen analyzou tfi nezavislych fedéni kmene HBV viru
v HBV-negativni EDTA lidské plazmé a HBV-negativnim séru pomoci dvou
sad testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR. Studie ukazuje, ze test
muUze detekovat virion o koncentraci jen 60 1U/ml (300 HBV DNA kopii/ml)
s moznosti miry pozitivity vétSi nez 95% jak v EDTA plazmy, tak i v séru
(Tabulka 2) za pfedpokladu, ze OD vybraného D-kelimku je v specifikovaném
OD rozmezi (0,15-2,00).

Tabulka 2
Detekéni limit testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR
EDTA Plazma Sérum
Nomindlni Nomindlni

vstup vstup (HBV ¢. ¢. Mira ¢. ¢. Mira

(1U/ml) DNA kopii/ml) | replikaty | pozitivni | pozitivity | replikatd | pozitivni | pozitivity
190 1000 106 106 100% 108 108 100%
152 800 107 107 100% 108 108 100%
114 600 108 108 100% 108 108 100%
95 500 107 107 100% 108 107 99,1%
76 400 108 108 100% 108 107 99,1%
57 300 107 106 99,1% 108 106 98,1%
38 200 108 100 92,6% 108 90 83,3%

Linearni rozmezi

Linearni rozmezi bylo uréen analyzou tfi nezavislych fedéni kmene HBV
viru v HBV-negativni EDTA lidské plazmé a HBV-negativnim séru pomoci
tfi sad testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR. Jak je ukazano na
obrazku 3 a 4, test daval linearni odpovéd od 60 (logyo = 1,78) HBV DNA
IU/ml do nejméné 38 000 (logy = 4,58) HBV DNA |U/ml v EDTA-plazmé i
v séru.
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Obrazek 3
Linearita testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR
Panel EDTA-plazmy
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Obrazek 4
Linearita testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR
Panel séra
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HBV MONITOR

Presnost PFesnost byla hodnocena pomoci analyza¢ni metody SAS’s PROC MIXED
(metoda=REML). Tato metoda umozriuje stanoveni presnosti testupomoci
analyzy zdroje variace testu. Denné po dobu 4 dnl bylo provadéno mérfeni
zahrnuijici 2 replikaty kazdého vzorku kazdym ze 2 operator(l. Kazdy vzorek
proSel celou procedurou testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR,
zahrnuijici pfipravu vzorku, amplifikaci a detekci. Zde uvadéna presnost tedy
zahrnuje vSechny aspekty testovaciho postupu. Vysledky této studie
pfesnosti jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3
Presnost testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR
Nominalni | Nominalni Log kopii/m Zdroje variace -Sng 95% CL pro SD %CV 95% CL pro %CV % variaéni
1U/ml kopie/ml Nominélni‘ Vysledek log Dolni Horni (Titr) Dolni Horni atributu
57 300 25 22 | Sarze 0,0000 - - 00 - - 0.0
Operator 0,1106 0,042 104,338 25,9 10 nekone¢no 13,6
Operator*3arze 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
e 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
operator)
RezidualIni 0,2784 0,222 0,374 71,3 55 105 86,4
Celkovy 02996 | 0,225 0,450 78,1 55 139 100,0
95 500 2,7 24 Sarze 0,1440 0,059 23,33 34,1 14 23,8
Operator 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
Operator*arze 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
Cyklus 0,0689 0,021 |nekonecno| 16,0 5 | nekonetno | 54
(operator)
Rezidualni 0,2484 0,185 0,378 62,2 45 106 70,8
Celkovy 0,2953 0,206 0,519 76,7 50 178 100,0
475 2500 3,4 3,2 Sarze 0,0366 0,014 17,085 8,5 3 nekone&no 15,7
Operator 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
Operator*arze 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
Cyklus 0,0000 - - 00 - - 00
(operator)
Rezidualni 0,0849 0,068 0,114 19,7 16 27 84,3
Celkovy 0,0925 0,069 0,142 21,5 16 34 100,0
2376 12500 4.1 40 | Sarze 00230 | 0,009 | 14422 53 2| nekonetno | 153
Operator 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
Operator*3arze 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
CykIU§ 0,0124 0,004 nekonegno 2,9 1 nekone&no 4.4
(operator)
Rezidudini__|_0,0528 | 0,039 0,080 122 9 19 80,3
Celkovy 0,0589 | 0,044 0,090 13,6 10 21 100,0
12357 65000 438 47 | Sarze 0,0000 - - 0,0 - - 0.0
Operator 0,0050 - - 1,1 - - 0,4
Operéator*sarze 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
Cyklus 0,0429 0,023 0,209 9,9 5 51 30,0
(operator)
Rezidualni 0,0655 0,049 0,100 15,2 11 23 69,6
Celkovy 0,0785 0,062 0,107 18,2 14 25 100,0
38023 200000 53 5,1 Sarze 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
Operator 0,0000 - -- 0,0 - - 0,0
Operator*3arze 0,0000 - - 0,0 - - 0,0
Cyklus 0,0365 0,022 0,110 8.4 5 26 37,7
(operator)
Reziduélni 0,0468 0,035 0,071 10,8 8 17 62,3
Celkovy 0,0594 0,047 0,081 13,7 1 19 100,0
Inckluzivita Vykonnost testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR HBV genotypl byla

hodnocena analyzou 12 purifikovanych, linearizovanych a kvantifikovanych
plazmidovych DNA obsahuijicich reprezentativni viozené sekvence z HBV
genotypll A az F (Tabulka 4). Kazdy plazmid byl zfedén na nominalni
koncentrace 285, 2852 a 28 517 IU/ml (1500, 15 000 a 150 000 HBV DNA
kopii/ml). Kazdé fedéni bylo testovano celkem dvanéactkrat pomoci dvou
souprav testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR.

Test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR daval ekvivalentni vysledky pro
DNA plazmid hepatitdy B z genotypll A az E (Obrazek 5). AvSak oba DNA
plazmidy genotypu F davaly vyznamné nizSi vysledky nez nominalni vstupni
hodnota a nebyl detekovan izolat pfi vstupnich koncentracich nizSich nez
28 517 IU/ml (150 000 HBV DNA kopii/ml). Sekvenéni analyza plazmidu DNA
genotypu F a jinych sekvenci genotypu F indikovala, Ze nékolik nukleotid(i bylo
mezi izolaty genotypu a sekvenci jednoho z primerd testu COBAS®
AMPLICOR® HBV MONITOR nespravné pfifazeno. Z tohoto diivodu nebude
genotyp F amplifikovan se stejnou ucinnosti, jako jiné genotypy a bude
znamenat nizsi vysledek virové zatéze.
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Genotyp G nebyl ve studii s DNA plazmidy testovan, protoze nebyly k dispozici
izolaty. AvSak sekvenéni informace z tohoto genotypu naznaduje, ze tento
genotyp ma do virové sekvence vlozenych 36 nukleotidi zachycenych
detekéni sondou pouzivanou v testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR.
Proto se pfedpoklada, Ze test nebude genotyp G pfesné detekovat.

Byly provedeny doplfikové studie se Sedesatiosmi HBV-pozitivnimi klinickymi
vzorky znamych genotypu. Studie obsahovala nejméné deset individualnich
vzorkl pro genotypy A az F a jeden vzorek genotypu G. Genotypy A az E
byly ekvivalentné aplifikovany a detekovany testem COBAS® AMPLICOR®
HBV MONITOR. Vysledky ze vzork( genotypu F indikovaly, Ze tento genotyp
nebyl ekvivalentné aplifikovan a detekovan timto testem. Jeden klinicky
vzorek HBV genotypu G pfinesl vysledky srovnatelné s témi ziskanymi
u genotypll A az E. AvSak vysledky testu z jedno klinického vzorku nejsou
prediktivni pro vykonnost testu s genotypem G HBV.

Tabulka 4
Test COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR
Test genotypové inkluzivity - testované plazmidy genotypu

Oznaceni plazmidu Genotyp Matefska zemé puvodu
p8423-c1 A Indie
p4199-c2 A Norsko
p1764-c1 B Cina
p830-c1 B Spoleenské ostrovy
p1786-c1 C Cina
p11549-1 C Bangladés
p3872-c1 D Iran
p30893-c5 D Svédsko
p3217-c1 E Senegal
p3963-c2 E Nigérie
p9203-c1 F Kolumbie
p479-ci F Venezuela

Obrazek 5
Vykonnost testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR
u HBV genotypli A azZ F
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Identifikacni €islo genotypu / plazmidu
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Klinicka specificita

Analyticka specificita

Klinicka specificita testu testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR byla
stanovena analyzou HBV-negativniho lidského séra a plazmy s EDTA od darctl
krve. Bylo analyzovano celkem 216 vzorkd (108 vzork( séra a 108 vzork
EDTA-plazmy), které nereagovaly s jednim nebo vice z nasledujicich markeri
(HBsAg, HBeAg, anti-HBs, anti-HBe HBc IgG nebo HBc IgM). VSechny vzorky
byly negativni pro HBV DNA (Tabulka 5). Z téchto vysledku vyplyva klinicka
specificita testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR ve vySi 100%.

Tabulka 5
Klinicka specificita testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR
COBAS® AMPLICOR® HBVY MONITOR
Druh Vysledky test
testovaného |Pocet vzorkl ysiedky testu
vzorku HBV HBV Klinicka
nedetekovatelné| pozitivni specificita
EDTA plazma o
a Sérum 216 216 0 100%
EDTA plazma 108 108 0 100%
sérum 108 108 0 100%

Analyticka specificita testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR byla
hodnocena pfidanim kultivovanych bunék, virG nebo purifikovanych
nukleovych kyselin z organismd a vird uvedenych v Tabulce 6 do HBV-
negativni EDTA lidské plazmy nebo do analyzujicich vzork{ od infikovanych
pacient(. Zadny z non-HBV organism(l, vir( ani purifikovanych nukleovych
kyselin nevykazal pozitivitu na HBV DNA.

Tabulka 6
Analyticka specificita vzorki

Lidsky adenovirus typ 2 HIV-1, podtyp C
Lidsky adenovirus typ 3 HIV-1, podtyp D
Lidsky adenovirus typ 7 HIV-1, podtyp E

Chlamydia trachomatis HIV-1, podtyp F

HIV-1, podtyp G

Coxsackie virus B1

Cytomegalovirus AD-169 Genotyp HCV 1a
Cytomegalovirus Davis Genotyp HCV 2b
Cytomegalovirus Towne Genotyp HCV 2a/2c
Echovirus 1 Genotyp HCV 3a
Epstein-Barr Virus Genotyp HCV 3e
Hepatitida A Genotyp HCV 4c/4d

Herpes simplex typ | F

Lidsky papilloma virus typ 16

Herpes simplex typ | HF

Lidsky papilloma virus typ 18

Herpes simplex typ | Maclntyre

Lidsky papilloma virus typ 6a

Virus Herpes simplex typ Il

Propionibacterium acnes

Lidsky papilloma virus 6B

Staphylococcus aureus

HIV-1, podtyp A

Varicella-zoster virus Ellen

HIV-1, podtyp B

Varicella-zoster virus Oka
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