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POUZITi

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, verze 2.0 (v2.0) je in vitro amplifikacni test
nukleové kyseliny pro kvantifikaci DNA viru hepatitidy B (HBV) v lidské plazmé a séru, s pouzitim
zafizeni COBAS® AminPrep pro automatizované zpracovani vzorkii a analyzatoru COBAS®
TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 pro automatizovanou amplifikaci a detekci.

Tento test je uréen pro pouziti jako pomoc pfi hodnoceni léEby pacientl s chronickou infekci HBV
podstupuijicich protivirovou terapii. Tento test Ize pouzit pro zjisténi hladiny DNA HBV na pocatku
a béhem |écby pro pomoc ve vyhodnoceni odezvy pacienta na Ié¢bu. Vysledky testu COBAS®
AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 musi byt interpretovany v kontextu vSech relevantnich
klinickych a laboratornich nalezu.

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 neni uréen k plosnému vySetfovani krve &
krevnich derivati na pfitomnost HBV, ani jako diagnosticky test k potvrzeni infekce virem HBV.

SOUHRN A PRINCIP TESTU

Virus hepatitidy B (HBV) je jednim z nékolika virQ, o nichz je znamo, Ze zplsobuji virovou hepatitidu.
Vice nez dvé miliardy lidi na celém svété jsou infikovany HBV, z ¢ehoz vice nez 350 milionu osob
jsou chronicky infikovani nosi&i™2. Chronicti nosici jsou vystaveni vysokému riziku dlouhodobych
komplikaci nasledkem infekce zahrnujicich chronickou hepatitidu, cirhézu a hepatocelularni
karcinom®*°. Sérologické markery jsou bézné pouzivany jako diagnostické a/nebo prognostické
indikatory akutni nebo chronické HBV infekce. Nejbéz im markerem HBV infekce je pfitomnost
povrchového antigenu HBV (HBsAg). | kdyZz mohou nosici odstranit HBsAg a vytvofit si protilatky
proti HBsAg, zda se, Ze dale existuje riziko zavaznych jaternich komplikaci pozdéji v prubéhu
Zivota®”. 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, zvysuije se riziko koneéného stadia jaterniho onemocnéni®®. Rizné kmeny HBV
mohou produkovat bud HBeAg, ktery neni detekovatelny v séru nebo mize kmen ztratit schopnost
vytvaret HBeAg, | kdyz je pfitomna aktivni infekce™®. Proto miize mit tento marker omezené vyuziti
pii sledovani progrese onemocnéni'’. Bylo zjisténo, Ze schopnost detekce HBV DNA v séru ma
prognostickou hodnotu s ohledem na vysledek akutni a chronické HBV infekce'*". Metodologie
umozriuje detekci HBV DNA po vymizeni HBsAg16 nebo detekci HBV pfi nedostatku sérologickych
markerd””. Nicméné vztah mezi sérologickymi markery a hladinami HBV DNA nebyl jesté dosud
stanoven. Uginnost antivirové terapie pouZité pro lé¢bu pacientd s HBV muZe byt také hodnocena
pomoci sérologickych markert nebo méfenim jaternich enzymt. Nicméné se soudi, Ze nejpfimé&jSim
a nejspolehlivéj$im méfenim replikace viru je kvantifikace virové DNA HBV v séru nebo pIazmé14'13'2°.
Rychly a trvaly pokles hladin HBV DNA u pacientt Ié¢enych alfa-interferonem, Lamivudinem,
Ganc;/klovirem nebo Adefovir Dipivoxilem byl prokazan jako prediktivni faktor uspésného vysledku
lécby 2125 Monitorovani hladin HBV DNA muze pfedpovédét rozvoj rezistence na Lamivudin?®.
Proto je cennym nastrojem kvantitativni test pro méreni HBV DNA, ktery je mozné pouzit spolu
s dalSimi sérologickymi markery v [é¢bé infekce HBV.

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachazi na konci tohoto dokumentu.
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MnozZstvi HBV DNA v plazmé a séru je mozné stanovit metodami amplifikace nukleové kyseliny
napfiklad vyuzitim polymerazové fetézové reakce (PCR)?2. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TaqMan® HBV, v2.0 vyuziva technologii PCR pro dosaZeni maximalni senzitivity a dynamického
rozsahu pro kvantitativni detekci HBV DNA v EDTA nesrazlivé plazmeé.

PRINCIPY POSTUPU

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 je amplifikacni test nukleové kyseliny pro
kvantifikaci DNA viru hepatitidy B (HBV) v lidské plazmé a séru. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TaqMan® HBV, v2.0 je zaloZen na dvou hlavnich procesech: (1) pfiprava vzorku pro izolaci HBV
DNA a (2) simultanni PCR amplifikace27 cilové DNA a detekci rozStépené, dvojité znacené
oligonukleotidové detekéni sondy specifické pro cil.

Test COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 umoziiuje automatizovanou pfipravu vzorku
nasledovanou automatizovanou PCR amplifikaci a detekci cilové HBV DNA a kvantifikaéniho
standardu (QS) HBV DNA. Cinidlo Master Mix obsahuje pary primer(i a sond, které jsou specifické
jak pro HBV DNA, tak i pro HBV QS DNA. Cinidlo Master Mix bylo vyvinuto tak, aby zajistilo
ekvivalentni stanoveni mnozZstvi genotypt HBV A az H. Detekce amplifikované DNA se provadi
pomoci cilové specifické a QS specifické, dvojité znacené oligonukleotidové sondy, kterd umozriuje
nezavislou identifikaci amplikonu HBV a HBV QS.

Stanoveni mnozstvi virové HBV DNA se provadi pomoci kvantifikaéniho standardu HBV.
Kompenzuje Gcinky inhibitort a kontroluje pfipravné a amplifikacni procesy, ¢imz umozriuje presnéjsi
kvantifikaci HBV DNA v kazdém vzorku. Jde o neinfekéni DNA konstrukci, ktera obsahuje HBV
sekvence s identickymi vazebnymi misty pro primer jako cilovou HBV DNA a unikatni vazebnou
oblast pro sondu, ktera umoziuje odlieni HBV QS amplikonu od HBV amplikonu.

HBV QS se pfidava do kazdého vzorku o znamém poctu kopii a prochazi nasledujicimi kroky
pfipravy vzorku, simultdnni PCR amplifikaci a detekci $tépenych, dvojit¢ znacenych
oligonukleotidovych detekénich sond. Analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48
vypocitava koncentraci HBV DNA v testovaném vzorku srovnanim signalu HBV se signalem HBV QS
u kazdého vzorku a kontroly.

Volba cilové sekvence

Vybér cilové sekvence DNA pro HBV zavisi na identifikaci oblasti v genomu HBV, které vykazuji
maximalni zachovani sekvenci mezi jednotlivymi genotypy HBV. Genericka pfiprava vzorku zaloZzena
na kfemiku je pouzivana pro zachyceni HBV DNA a HBV QS DNA a definované oligonukleotidy jsou
pouzity jako primery pfi amplifikaci HBV DNA a HBV QS DNA. Cilové specifika a QSspecificka,
dvojité znacena oligonukleotidova sonda umozriuje nezavislou identifikaci amplikonu HBV a HBV QS.
Proto je patfiény vybér primert a dvojité znaené oligonukleotidové sondy nezbytny pro schopnost
testu amplifikovat a detekovat HBV genotypy. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV,
v2.0 pouzivda pro PCR tfi amplifikacni primery. Signalni, dvojit¢ znacena sonda hybridizuje
s komplementarnim vlaknem a je rozStépena Z05 DNA polymerazou pfi polymerizaci primerd.
Amplikon genotypt A-F a H se sklada ze sekvenci 145 nukleotidi. Amplikon genotypu G se vSak
sklada z sekvence 181 nukleotidu. Pfipojeni 36 bazi k jednovlaknové, velmi zachované pre-
Core/Core oblasti v genomu HBV ma za nasledek del$i amplikon u genotypu Gc*.

Priprava vzorku

Test COBAS® Am[EPIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 vyuziva automatizovanou pfipravu vzorku na
zafizeni COBAS™ AmpliPrep pomoci generické vychytavaci technologie zaloZené na kifemiku.
Procedura zpracovava 500 pl plazmy nebo séra. HBV virové &astice jsou rozstépeny inkubaci pfi
zvySené teploté s protedzou a chaotropnim lytickym/vazebnym pufrem, ktery uvolfiuje nukleové
kyseliny a chrani uvolnénou HBV DNA pred pusobenim DNaz v plazmé a séru. Protedza a znamy
pocet molekul HBV QS DNA jsou pfidany do kazdého vzorku spolu s lytickym cinidlem
a magnetickymi sklenénymi ¢asticemi. Nasledné je smés inkubovana a HBV DNA a HBV QS DNA
jsou navazany na povrch sklenénych ¢astic. Nenavazané substance, jako soli, bilkoviny a ostatni
bunécéné nedistoty, jsou odstranény proplachnutim magnetickych sklenénych ¢astic. Po separaci
kuli¢ek a dokonceni oplachovani jsou absorbované nukleové kyseliny eluovany pfi zvySené teploté
pomoci vodného roztoku. Zpracovany vzorek, obsahujici magnetické sklenéné ¢astice a uvolnénou
HBV DNA a HBV QS DNA, je pfidan do amplifikacni smési a pfemistén do analyzatoru COBAS®
TaqMan® nebo COBAS® TagMan® 48.
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PCR amplifikace

Amplifikacni PCR reakce je provadéna pomoci termostabilniho rekombinantniho enzymu druhu
Thermus Z05 DNA polymerazy (Z05). V pfitomnosti manganu (Mn2+) a pfi vhodnych podminkach
pufru ma Z05 DNA polymerazovou aktivitu®>®. To umozfiuje PCR amplifikaci spolu detekci
amplikonu v redlném ¢&ase.

Zpracované vzorky se pridaji do amplifikaéni smési v amplifikacnich zkumavkach (K-zkumavkach),
ve kterych probiha PCR amplifikace. V piitomnosti Mn?* a nadbytku deoxynukleotid-trifosfati
(dNTPs), mezi néz patfi deoxyadenozin-, deoxyguanozin-, deoxycytidin- a deoxyuridin-triphosfaty,
polymerizuje DNA Z05 polymeraza hybridizované primery za vzniku vidkna DNA.

Amplifikace cile

Termocykler v analyzatoru COBAS® TaqMan® nebo COBAS® TaqMan® 48 zahfiva reakéni smés pro
denaturaci dvouvliaknové DNA a vystavuje specifické cilové sekvence primeru na cirkuldrnim
genomu HBV DNA a HBV QS DNA. Pfi chladnuti smési se primery pfipoji k cilové DNA.
Termostabilni Z05 DNA polymerdza (Z05) druh Thermus v pfitomnosti Mn®* a nadbytku
deoxynukleotid-trifosfatd (dNTP), tj. deoxyadenozin-, deoxyguanozin-, deoxycytidin- a deoxyuridin-
(misto deoxythymidin-) trifosfatu, polymerizuje primery po hybridizaci podél cilového templatu
a vytvafi molekulu dvouvldknové DNA nazyvanou amplikon. Analyzator COBAS® TaqMan® nebo
COBAS® TagMan® 48 opakuje automaticky tento proces po ureny podet cykld, kdy pi kazdém cyklu
dojde ke zdvojeni mnozstvi amplikonové DNA. Poiadované'/ pocet cyklu je predem naprogramovany
v analyzatoru COBAS® TaqMan® nebo COBAS® TagMan™ 48. Amplifikace probiha 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®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 pouZitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylazy)
a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase rozpozna a katalyzuje rozklad fetézcu DNA
obsahujicich deoxyuridins", ale nikoliv DNA obsahujici deoxythymidin. 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 dlsledku pfitomnosti
deoxyuridinu je kontaminovany amplikon citlivy vici destrukci enzymem AmpErase pred amplifikaci
cilové DNA. Jakykoliv nespecificky produkt vytvofeny po inicialni aktivaci Master Mix manganem 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 zahfivan, §tépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamplifikovatelnou.
Enzym AmpErase zlstava neaktivni po del$i dobu, jakmile je vystaven teplotdm nad 55 °C, tzn.
v pribéhu kroku tepelného cyklovani, a proto nerozklada cilovy amplikon vznikly béhem amplifikace.

Detekce produkti PCR v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV v2.0 vyuziva v rediném &ase bézici??® PCR
technologii. Pouziti dvojité znacenych fluorescencnich sond umozriuje detekci akumulace PCR produktt
vredlném c¢ase monitorovanim intenzity emise fluorescenéniho barviva uvolnéného béhem
amplifikaéniho procesu. Sondy se skladaji z HBV a HBV QS-specifickych oligonukleotidovych sond
s oznamovacim a tlumicim barvivem. V testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 jsou
HBV a HBV QS sondy znageny rlznymi fluorescencnimi oznamovacimi barvivy. Jsou-li tyto sondy
intaktni, je fluorescence oznamovaciho barviva potlaéena blizkosti tlumiciho barviva kvuli vlivu
Forsterova prenosu energie. Pfi PCR hybridizuje sonda s cilovou sekvenci a je rozstépena 5' — 3'
nukledzovou aktivitou termostabilni Z05 DNA polymerazy. Jakmile je oznamovaci a tlumici barvivo
uvolnéno a oddéleno, nedochazi nadale k utlumu a fluorescenéni aktivita oznamovaciho barviva se
zvysi. Amplifikace HBV DNA a HBV QS DNA je méfena nezavisle pfi riznych vinovych délkach.
Tento proces je opakovan po prfedem uréeny pocet cykll, pficemz kazdy cyklus efektivné zvySuje
emisni intenzitu jednotlivého oznamovaciho barviva a umoznuje nezavislou identifikaci HBV a HBV
QS DNA. PCR cyklus, pfi némz ristova kiivka zacina exponencidlni rist, souvisi s mnozZstvim
pocate€niho materialu na zacatku PCR reakce.

05549191001-06CS 3 Doc Rev. 7.0



Zaklady kvantifikace v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 je kvantitativni ve velmi Sirokém
dynamickém rozmezi, protoze monitorovani amplikonu je provadéno v exponencialni fazi amplifikace.
Cim vy$$i je titr HBV ve vzorku, tim dfiv prekrogi fluorescence oznamovaciho barviva HBV sondy
zakladni hladinu fluorescence (viz obrazek 1). ProtoZe je mnozstvi HBV QS DNA konstantni ve
v8ech vzorcich, tak by se méla fluorescence oznamovaciho barviva sondy HBV QS objevit ve
stejném cyklu u v8ech vzorku (viz obrazek 2). Ve vzorcich, v nichz je fluorescence QS postizena, je
koncentrace upravena odpovidajicim zpusobem. Objeveni specifickych fluorescenénich signaltl je
hlaseno jako kriticka prahova hodnota (Ct). Ct je definovana jako dil&i &islo cyklu, kdy fluorescence
oznamovaciho barviva prekro¢i pfednastavenou prahovou hodnotu (uréenou fluorescenéni hladinu)
puvodniho HBV cilového materialu. Dvojnasobny vzestup titru koreluje s poklesem o 1 Ct pro cilovou
HBV DNA, zatimco desetinasobny vzestup titru koreluje s poklesem o 3,3 Ct.

Obrazek 1 ukazuje cilové rlistové kfivky pro série fedéni v rozsahu 5-logq. Jakmile koncentrace viru
narusta, ristové kfivky se posouvaji do dfivéjSich cyklu. Proto ristova kfivka nejvice vlevo odpovida
nejvys$Simu titru viru, zatimco rustova kfivka nejvice vpravo odpovida nejnizsimu titru viru.

Obrédzek 1
Cilové ristové krivky pro série Fedéni viru v rozsahu 5-Logq
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Obrazek 2 ukazuje rustové kfivky kvantifikaéniho standardu pro vzorky ze sérii fedéni viru zaujimajici
rozsah 5-log1g. MnozZstvi kvantifikaéniho standardu pfidaného do kazdého vzorku je konstantni pro
kazdou reakci. Ct hodnota kvantifikacniho standardu je stejna bez ohledu na titr viru.
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Obrédzek 2
Rustové krivky kvantifika¢niho standardu pro série Fedéni viru v rozsahu 5-Log,
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Na obrazku 3 je znazornén pfiklad, jak jsou hodnoty fluorescence v kazdém cyklu normalizovany pro

kazdou rustovou kfivku. Dil¢i &islo cyklu (Ct) je vypoéitano tam, kde fluorescenéni signal prekro¢i

LUr¢enou fluorescenéni hladinu®.

Obrazek 3
Hodnoty fluorescence v kazdém cyklu jsou normalizovany pro kaZdou riustovou krivku
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Kvantifikace HBV DNA

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 stanovuje mnoZstvi DNA HBV viru pomoci
druhé cilové sekvence (kvantifikacni standard HBV), ktery je do testovaného vzorku pfidan o znamé
koncentraci. HBV QS je neinfekéni DNA konstrukce, kterd obsahuje fragmenty HBV sekvenci
s vazebnymi oblastmi pro primer identickymi s cilovymi sekvencemi HBV. HBV QS obsahuje
vazebné oblasti pro HBV primer a vytvari amplifikacni produkt stejné délky a zakladniho slozeni jako
cilovda HBV DNA. Vazebna oblast pro detekéni sondu pro HBV QS byla modifikovana pro odliSeni
amplikonu HBV QS od cilového amplikonu HBV.

Pfi hybridiza&ni fazi PCR reakce v analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 jsou
vzorky osvétleny a excitovany filtrovanym svétlem a filtrovana emisni fluorescen¢ni data jsou
shromazdovana pro kazdy vzorek. Hodnoty pro kazdy vzorek jsou poté korigovany na kolisani
hodnot zafizeni. Tyto hodnoty fluorescence jsou odeslany zafizenim do softwaru AMPLILINK
a uloZeny v databazi. Pfedbézné kontroly se pouZivaji pro stanoveni, zda udaje HBV DNA a HBV QS
DNA reprezentuji sady, které jsou platné a jsou vytvareny pfiznaky v pfipadé, Zze data lezi mimo
nastavené limity. Po dokonéeni a splnéni vSech predbéznych kontrol jsou hodnoty fluorescence
zpracovany pro vytvoreni Ct hodnot pro HBV DNA a HBV QS DNA. Kalibraéni konstanty specifické
pro ari poskytované spolu s testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0, jsou
pouzivany pro kalkulaci hodno% titru pro vzorky a kontroly zalozené na Ct hodnotach HBV DNA
aHBV QS DNA. Test COBAS AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 je standardizovan dle
mezinarodniho standardu WHO pro testovani technologie analyzy nukleovych kyselin
(WHO International Standard for Hepatitis B Virus DNA for Nucleic Acid Technology (NAT) Assays
Testing (NIBSC 97/746)29) a hodnoty titru jsou udavany v mezinarodnich jednotkach (IU/ml).

CINIDLA
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV Test, v2.0 - 72 testa
(P/N: 04894570 190) m
HBV2 CS1 1 x 72 test
(HBV kazeta s Cinidly pro magnetické sklenéné &astice) 1x7,0ml

Magnetické sklenéné ¢astice
93% Isopropanol

Xi : : 93% (hm.) Isopropanol

Drazdivy

F | 93% (hm.) Isopropanol

Vysoce hoflavy

HBV2 CS2 1 x 72 testu
(HBV kazeta s lytickym cinidlem) 1x78 ml
Dihydrat citratu sodného
42,5% Guanidinthiokyanat
< 5% Polydokanol
0,9% Dithiothreitol

Xn : : 42,5% (hm.) Guanidinthiokyanat

Zdravi $kodlivy

< 5% (hm.) Polydokanol

12

Nebezpeény pro Zivotni prostredi
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HBV2 CS3
HBV Multi¢inidlova kazeta obsahuje:

Pase
(Roztok proteinazy)
Tris pufr
<0,05% EDTA
Chlorid vapenaty
Octan vapenaty
<7,8% Proteindza
Glycerol
Xn <7,8% (hm.) Proteinaza

X

Zdravi Skodlivy

EB, v2.0

(Eluéni pufr, v2.0)
T¥ibazovy pufr
0,2% Methylparaben

HBV2 CS4
HBYV kazeta s ¢inidly pro test obsahuje:

HBV QS, v2.0
(HBV kvantifikaéni standard, v2.0)
Pufr Tris-HCI
EDTA
< 0,005% Poly rA RNA (synteticka)
< 0,001% neinfekéni, linearizovany, dvouvldknovy
plazmid DNA obsahujici vazebné sekvence
HBV primeru a unikatni oblast pro vazbu sondy
0,05% Azid sodny

HBV MMX, v2.0
(HBV Master Mix, v2.0)
Tricinovy pufr
Octan draselny
Hydroxid draselny
0,09% Azid sodny
Glycerol
<0,04% dATP, dCTP, dGTP, dUTP
< 0,003% Upstream a downstream HBV primery
< 0,003% Oligonukleotidovy aptamer
< 0,003% Fluorescen¢né znacené
oligonukleotidové sondy specifické pro HBV
a kvantifikaéni standard HBV
< 0,05% Z05 DNA polymeraza (mikrobialni)
< 0,1% enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)
(mikrobialni)

HBV Mn**

(HBV roztok manganu)
< 0,5% Octan manganaty
Ledova kyselina octova
0,09% Azid sodny

05549191001-06CS 7
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HBV H(+)C, v2.0
(HBV vysoce pozitivni kontrola, v2.0)
< 0,001% linearizovana dvouvlaknova plazmidova
DNA obsahujici HBV sekvence
Negativni lidska plazma, nereagujici podle testd na
protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2,
HIV p24 antigenu a HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA
a HBV DNA nedetekovatelné PCR metodami
0,1% konzervant ProClin® 300

Xi x smés (3:1) 5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-onu a

2-methyl-2H-isothiazol-3-onu

Drazdivy
R36/38: Drazdi ogi a kuzi.
R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kUzi.

HBV L(+)C, v2.0
(HBV nizce pozitivni kontrola, v2.0)
< 0,001% linearizovana dvouvlaknova plazmidova DNA obsahujici
HBV sekvence
Negativni lidska plazma, nereagujici podle testi na protilatky proti
HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigenu a HBsAg; HIV-1
RNA, HCV RNA a HBV DNA nedetekovatelné PCR metodami
0,1% konzervant ProClin® 300

Xi x smés (3:1) 5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-onu a

2-methyl-2H-isothiazol-3-onu

Drazdivy

R36/38: Drazdi oci a kuzi.

R43: Mize vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi.
CTM(-) C
[COBAS® TagMan® negativni kontrola (lidska plazma)]

Negativni lidska plazma, nereagujici podle testi na protilatky proti
HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigenu a HBsAg; HIV-1
RNA, HCV RNA a HBV DNA nedetekovatelné PCR metodami

0,1% konzervant ProClin® 300

Xi x smés (3:1) 5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-onu a

2-methyl-2H-isothiazol-3-onu

Drazdivy
R36/38: Drazdi oci a kuzi.
R43: Mize vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi.
HBV H(+)C, v2.0 Clip
(Klipy s ¢arovym kédem pro vysoce pozitivni kontrolu HBV, v2.0)

HBV L(+)C, v2.0 Clip
(Klip s ¢arovym kédem pro nizce pozitivni kontrolu HBV, v2.0)

HBV (-) C Clip
(HBV klipy s ¢arovym kédem pro negativni kontrolu)
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COBAS® AmpnPrep/cosAs® TaqMan Wash Reagent 1x511
COBAS® AmpllPrep/COBAS TaqMan myci ¢inidlo
(P/N: 03587797 190)

PG WR

(COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® myci &inidlo)

Dihydrat citratu sodného
< 0,1% N-Methylisothiazolon-HCI

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI
A.  PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

B. Tento test je uréen pro pouziti s lidskym sérem nebo plazmou odebranou do antikoagulantu
EDTA.

C. Nepipetuijte Usty.
V laboratornich prostorech nejezte, nepijte a nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a s €inidly ze
soupravy noste ochranné rukavice na jedno pouZiti, laboratorni plasté a prostfedek pro
ochranu o¢i. Po manipulaci se vzorky a €inidly si peclivé umyjte ruce.

E. Pfi odebirani alikvotnich podilti z kontrolnich lahvicek dbejte na to, aby nedoslo
k mikrobialni nebo ribonukleazové kontaminaci.

F. Doporucuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouziti a hroty na pipety bez DNazy.

G. Nemichejte dohromady kontroly z riiznych $arzi, ani z riznych lahvicek téze Sarze.

H. Nesmichavejte kazety na ¢inidla ani kontroly z riznych souprav.

l. Neotevirejte kazety COBAS® AmpliPrep ani nevyménujte, nemichejte, neodstrariujte ani
nepfidavejte lahve.

J. Nespotiebovana ¢inidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu se statnimi a mistnimi predpisy.

K. Po uplynuti data expirace jiz soupravu nepouzivejte.

L. Materidlové bezpecnostni listy (Material Safety Data Sheets, MSDS) jsou na pozadani

k dispozici u mistniho zastoupeni firmy Roche.

M. Manipulace se vzorky a kontrolami se musi Fidit pravidly pro zachazeni s infekénim
materidlem. Musi byt pouzivany bezpeéné laboratorni postupy, napr postupy uvedené
v publlkam B/osafety in Microbiological and Biomedical Laboratories®® a v dokumentu CLSI
& M29-A3% . V8echny plochy dukladné odistéte a vydezinfikujte Cerstvé pripravenym 0,5%
roztokem chlornanu sodného v deionizované nebo destilované vodé.

Pozn.: Béiné bélici prostiedky pro domdcnost obvykle obsahuji chlornan sodny
v koncentraci 5,25%. Roztok o koncentraci 0,5% tak ziskate zredénim bélidla
pro domacnost v poméru 1:10.

N. UPOZORNENI: CTM () C, HBV L(+)C, v2.0 a HBV H(+)C, v2.0 obsahuiji lidskou plazmu
pochazejici z lidské krve. Zdrojovy material byl testovan a byl shledan nereaktivnim na
pfitomnost povrchového antigenu hepatitidy B (HBsAg), protilatek proti HIV-1/2 a HCV
a antigenu HIV p24. Testovani negativni lidské plazmy metodami PCR neprokazalo zadné
detekovatelné HIV-1 RNA, HCV RNA ani HBV DNA. Nicméné Zadna znama testovaci metoda
nepfedstavuje dokonalou zaruku, Ze se s derivaty z lidské krve nepfenesou néjaka infekéni
agens. Proto je tfeba povaZzovat vSechen materidl lidského plivodu za potencialné infekéni.
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S CTM (-) C, HBV L(+)C, v2.0 a HBV H(+)C, v2.0 je tfeba zachazet jako s infekénim
materidlem a pfi praci s nimi je nutno uplatriovat bezpe¢né laboratorni postupy, napfiklad ty,
které jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories >
nebo v dokumentu CLSI M29-A3%. Vsechny plochy diikladné ogistéte a vydezinfikujte Gerstvé
pripravenym 0,5% roztokem chlornanu sodného v deionizované nebo destilované vodé.

HBV QS, v2.0, HBV Mn** a HBV MMX, v2.0 obsahuje azid sodny. Ten mlzZe reagovat
s olovénym nebo médénym potrubim a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. PFi likvidaci
roztokll obsahujicich azid sodny do laboratorniho umyvadla proplachnéte odtok velkym
mnozstvim vody, abyste tak zabranili vytvareni azidd.

P¥i praci s jakymkoliv ¢inidlem pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné
bryle. Dbejte na to, aby se tyto materidly nedostaly do styku s pokozkou, ofima nebo
sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnoZstvim vody.
Pokud by byla tato opatfeni zanedbana, muze dojit k popaleninam. Jestlize se nékteré ¢inidlo
rozlije, pfed vytfenim dosucha je zfedte vodou.

Dbejte na to, aby HBV2 CS2 a tekuty odpad ze zafizeni COBAS® AmpliPrep, ktery obsahuje
guanidin thiokyanat, nepfisel do styku s roztokem chlornanu sodného (bélidlo). Ze smési by se
mohl uvolfiovat vysoce toxicky plyn.

P¥i likvidaci jednotek pro zpracovani vzorku (SPU — Sample Processing Unit) ze zafizeni
COBAS® AmpliPrep, které obsahuji guanidinthiokyanat, zabraite jakémukoli kontaktu
s roztokem chlornanu sodného (bélidlo). Ze smési by se mohl uvolfiovat vysoce toxicky plyn.

POZADAVKY NA SKLADOVANi A MANIPULACI

A Cinidla ani kontroly nezmrazuijte.

B. Skladujte HBV2 CS1, HBV2 CS2, HBV2 CS3 a HBV2 CS4 pii teploté 2—8 °C. Pokud jsou tato
¢inidla nepouzitd, jsou stabilni az do vyprseni uvedené doby pouZzitelnosti. Po pouziti jsou pfi
teploté 2—-8 °C stala jeSté 63 dni nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi. HBV2 CS1,
HBV2 CS2, HBV2 CS3 a HBV2 CS4 je mozné v zafizeni COBAS® AmpliPrep pouzit
maximalné po celkovou dobu 64 hodin. Cinidla musi byt mezi jednotlivymi cykly uchovana pfi
teploté 2-8 °C.

C. Skladujte HBV H(+)C, v2.0; HBV L(+)C, v2.0 a CTM (-) C pfi teploté 2—-8 °C. Kontroly jsou
stalé do vyznageného data expirace. Po otevfeni je nutné nespotfebovanou ¢ast zlikvidovat.

D. Skladuijte klipy s ¢arovym kodem [HBV H(+)C, v2.0 Clip, HBV L(+)C, v2.0 Clip a HBV (-) C
Clip] pfi teploté 2-30 °C.

E. Skladujte PG WR pri teploté 2-30 °C. PG WR je staly az do vyprSeni vyznacené doby
expirace. Po otevieni je toto ¢inidlo stabilni pfi teploté 2-30 °C po dobu 28 dni nebo do data
expirace, je-li tato doba kratsi.

DODAVANY MATERIAL

A.  COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV Test, v2.0

(P/N: 04894570 190)

HBV2 CS1
(HBV kazeta s ¢inidly pro magnetické sklenéné ¢astice)

HBV2 CS2
(HBV kazeta s lytickym ¢inidlem)

HBV2 CS3
(HBV multi¢inidlova kazeta)

HBV2 CS4
(kazeta s ¢inidly specifickymi pro Test HBV)

HBV H(+)C, v2.0
(HBV vysoce pozitivni kontrola, v2.0)
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HBV L(+)C, v2.0
(HBV nizce pozitivni kontrola, v2.0)

CTM(-) C
[COBAS® Taq

Man® negativni kontrola (lidska plazma)]

HBV H(+)C, v2.0 Clip
(klip s ¢arovym kédem pro HBV vysoce pozitivni kontrolu, v2.0)

HBV L(+)C, v2.0 Clip
(klip s ¢arovym kédem pro HBV nizce pozitivni kontrolu, v2.0)
HBV (-) C Clip
(klip s ¢arovym kédem pro HBV negativni kontrolu)

B. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® myci &inidlo
(P/N: 03587797 190)

PG WR

(COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® myci &inidlo)
POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY
Vybaveni a software

L] Zafizeni COBAS® AmpliPrep

. Analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48
. Volitelné: Dokovaci stanice

L] VoliteIné: Zafizeni cobas p 630

L] Software AMPLILINK, verze 3.2 nebo 3.3

L] Datova stanice pro software AMPLILINK s tiskarnou

L] Priru¢ky pro software AMPLILINK verze 3.2 nebo 3.3:

Spotiebni material

Uzivatelska pfirucka gro zafizeni COBAS® AmpIiPreg pro  pouziti
s analyzatorem COBAS® TaqMan®, analyzatorem COBAS® TaqMan® 48,
analyzatorem COBAS® AMPLICOR® nebo se zafizenim cobas p 630 a se
softwarem AMPLILINK, verze 3.2 nebo 3.3
Prirucka k analyzatoru COBAS® TagMan® (plus k volitelné dokovaci stanici) pro
pouziti s aplikacni pfiruckou softwaru AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3
Pfirucka k analyzatoru COBAS® TaqMan® 48 pfi pouZiti s aplikacni pfiruckou
softwaru AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3
Aplikaéni pfirucka softwaru AMPLILINK verze 3.2 é)ro pouziti se zafizenim
COBAS® AmpliPrep, analyzatorem COBAS® TagMan® a analyzatorem COBAS®
TaqMan® 48 a analyzatorem COBAS® AMPLICOR®

nebo
Aplikaéni pfirucka softwaru AMPLILINK verze 3.3 pro pouziti se zafizenim
COBAS® AmpliPrep, analyzatorem COBAS® Taq@Man | analyzatorem COBAS®
TaqMan® 48, analyzatorem COBAS® AMPLICOR® a zafizenim cobas p 630
Volitelné: pfiru¢ka obsluhy cobas p 630, verze softwaru 2.2

L] Jednotky pro zpracovani vzorku: SPU

L] Vstupni zkumavky pro vzorek (S-zkumavky) s klipy s ¢arovym kédem
L] Stojany s K-8pickami

L] Krabice s K-zkumavkami v poctu 12 x 96

05549191001-06CS
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DALSi POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

L] Stojan na vzorky (stojan SK24)

L] Stojan na ¢inidlo

L] Stojan SPU

L] K-nosi¢

L] Premistovac¢ K-nosice

L] Stojan na K-nosice

L] Pipetory s aerosolovou bariérou nebo $pickami bez DNazy s pozitivnim posunem
(obsah 1000 pl)*

L] Rukavice na jedno pouziti bez pudru

L] Vifivy mixér

* Pipetory musi byt pfesné s 3% objemovou chybou. Kde je tak uvedeno, museji byt pouZity Spicky
s aerosolovou bariérou nebo Spicky s pozitivnim posunem bez DNézy, aby se zabranilo vzdjemné
kontaminaci vzorku a amplikonu.

ODBER, PREPRAVA A SKLADOVANI VZORKU

Pozn.: Zachazejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infekénim materialem.

Pozn.: Tento test je validovdn pro pouZivdni pouze s lidskym sérem nebo plazmou
odebranou do EDTA jako antikoagulantu. Testovani jinych typl vzorki muzZe vést
k nepfesnym vysledkium.

A Odbér vzorku

Test COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 je uréen pro pouziti se vzorky plazmy nebo
séra. Krev se odebird do sterilnich zkumavek za pouziti EDTA (uzavér levandulové barvy) jako
antikoagulantu nebo do zkumavek SST® (zkumavky pro separaci séra).

Plnou krev uchovavejte pfi teploté 2-25°C maximalné 24 hodin. Sérum nebo plazmu z krve
separujte do 24 hodin od odbéru, a to odstfedovanim pfi 800-1600 x g po dobu 20 minut za pokojové
teploty (15-30 °C). Plazmu nebo sérum preneste do sterilni polypropylenové zkumavky. Na
obrazcich 4 a 5 jsou uvedeny Udaje o stabilité vzorkl ze studii o stabilité vzorkd provedenych pro
test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0.

Obrézek 4
Stabilita HBV v plné krvi (odebrané do plazmovych zkumavek s EDTA)
3,0
25

2,0 1
1,5 1
1,0 1
0,5 1
0,0 -

Titr log,, (1U/mI)

Vzorek

[D28°C<1h. 02530°C, 24 h. M2:8°C, 24 h. |
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Obrdzek 5
Stabilita HBV v plné krvi (odebrané do zkumavek pro separaci séra)

3,0
2,5 1
2,0 A1
1,5 1
1,0 1
0,5 1
0,0 -

Titr log,, (1U/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzorek

[D2-8°C<1h D2530°C, 24h. W2-8°C, 24 h. |

B. Pfeprava vzorku

PFi pfepravé plné krve, plazmy nebo séra je tfeba dodrzovat celostatni resp. mistni predpisy
o dopravé etiologickych latek”. PIna krev se prepravuje za teplot 225 °C a musi se odstfedit do
24 hodin od odbéru. Plazma nebo sérum se muZe prepravovat pfi teplot¢ 2-8 °C nebo ve
zmrazeném stavu pii teplotach -20 °C az -80 °C.

C. Skladovani vzorku

Vzorky plazmy nebo séra mohou byt skladovany pfi teploté 25-30 °C az po dobu 3 dnu, pfi teploté
2-8 °C az po dobu 7 dnli nebo zmrazené na teplotu -20 °C az -80 °C po dobu nejméné Sesti tydnu.
Doporucuje se vzorky uchovavat v alikvotnich podilech po 800-900 ul ve sterilnich
polypropylenovych zkumavkach o objemu 2,0 ml se Sroubovacim uzavérem (napfiklad Sarstedt
72.694.006). Na obrazcich 6 a 7 jsou uvedeny Udaje o stabilité vzorkll ze studii o skladovani vzorku
provedenych pro test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0.

Obrdzek 6
Stabilita HBV v EDTA plazmé

3,0

Titr log,, (1U/ml)

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Vzorek

[D2:8°C,2h. ®2530°C, 3d. 02:8°C, 7d. B-20°C, 6. W-70°C, 6t. |
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Obrazek 7
Stabilita HBV v séru

30

~ 25

= = =

§ 20 E 17

° H | g

5 10 7k 1l¢ :
00 = iy -

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Vzorek

‘ 02-8°C,2h. B25-30°C, 3d. 02-8°C,7d. B5-20°C,6t. m-70°C, 6t. ‘

Vzorky plazmy a séra mohou byt zmrazeny a rozmrazeny maximalné pétkrat bez ztraty HBV DNA.
Na obrazcich 8 a 9 jsou uvedeny Udaje ze studii o zmrazovani-rozmrazovani vzorka provedenych
pro test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0

Obradzek 8
Vysledky HBV po az péti cyklech zmrazeni-rozmrazeni (F-T) (v EDTA plazmé)
3,0
2,5

2,0 4

25 26

Vzorek

1,5
1,0

Titr log,, (1U/mI)

0,5

27 28

0,0 - ‘ “
23 24

0O 0x Zmrazeni / rozmrazeni
0 3x Zmrazeni / rozmrazeni
W 5x Zmrazeni / rozmrazeni

nt
ni
i
i

30
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Obrdzek 9
Vysledky HBV po az péti cyklech zmrazeni-rozmrazeni (F-T) (sérum)

3,0

2,5
2,0 1

RN

il ull mld utd o ufd -

0,0 -

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Vzorek

Titr log,, (1U/ml)

0 0x Zmrazeni / rozmrazeni
O 3x Zmrazeni / rozmrazeni
W 5x Zmrazeni / rozmrazeni

NAVOD K POUZITI

Pozn.: Podrobné provozni pokyny, podrobny popis mozZnych konfiguraci, tisku vysledku
a interpretaci priznaku, komentdiii a chybovych zprav naleznete (1) v uZivatelské
pfiruéce k zafizeni COBAS® AmpliPrep pro pousiti s analyzdtorem COBAS® TagMan®,
analyzatorem COBAS® TagMan® 48, analyzdtorem COBAS® AMPLICOR® nebo zafizenim
cobas p 630 a softwarem AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3 (2) uZivatelské pfirucce
k analyzatoru COBAS® Taquam® (s volitelnou dokovaci stanici) pro pouZiti se
softwarem AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3 (3) v uzivatelské priruéce k analyzatoru COBAS®
TagMan® 48 pro pouziti se softwarem AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3 (4é v aplikacni
pfirucce k softwaru AMPLILINK verze 3.2 pro pouZiti se zafizenim COBAS™ AmpliPrep,
analyzatorem COBAS® TaqMan®, analyzatorem COBAS® TaqMan® 48 a analyzdtorem
COBAS® AMPLICOR® nebo aplikaéni pfiruckou k softwaru AMPLILINK verze 3.3 pro
pouziti se zafizenim COBAS® AmpliPrep, analyzitorem COBAS® TagMan®,
analyzétorem COBAS® TagMan® 48, analyzitorem COBAS® AMPLICOR® a zafizenim
cobas p 630 (5) volitelné: prirucka obsluhy cobas p 630, verze softwaru 2.2.

Velikost davky

Kazda souprava obsahuje dostatek ¢inidel pro 72 testud, které mohou byt provedeny v davkach po
12 az 24 testech. Alespoii jedna z kazdé kontroly CTM (=) C, HBV L(+)C, v2.0 a HBV H(+)C, v2.0
musi byt zahrnuta do kazdé davky (viz ¢ast "Kontrola kvality").

Pracovni postup

Cyklus analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 musi byt zapo&at do 120 minut
po dokonéeni pfipravy vzorku a kontroly.

Pozn.: Nezmrazujte ani neskladujte zpracované vzorky a kontroly.

Pfiprava vzorku a kontroly

Pozn.: PouZivate-li vzorky zmrazené, ponechte je pred pouZitim pri pokojové teploté
(15-30 °C), dokud uplné nerozmrznou a ponechte je 3-5 sekund vifit. Kontroly by mély
byt pred pouZzitim vyjmuty ze skladovéni pri teploté 2-8 °C a vyrovnény na okolni teplotu.
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Nastaveni zafizeni COBAS® AmpliPrep
Cast A Udrzba a pInéni
A1.  Zafizeni COBAS® AmpliPrep je pfipraveno k praci v pohotovostnim rezimu.

A2. Zapnéte datovou stanici pro software AMPLILINK (ON). Pfipravte datovou stanici dle
nasledujiciho navodu:

a. Prihlaste se k operaénimu systému Windows® XP.
b. Dvakrat kliknéte na ikonu softwaru AMPLILINK.
c. Prihlaste se k softwaru AMPLILINK zadanim pfidéleného uZzivatelského jména a hesla.

A3.  Zkontrolujte zasobu PG WR pomoci obrazovky Status a v pfipadé potieby jej doplrite.

A4. Provedte vesSkerou udrzbu, jak je uvedeno v zaloZce Due. Zafizeni COBAS® AmpliPrep
automaticky naplini systém.

Cast B. PInéni kazet s €inidly

Pozn.: VSechny kazety s ¢inidly by mély byt vyjmuty ze skladovaciho mista s teplotou 2-8 °C,
okamzité vloZeny do zarizeni COBAS™ AmpliPrep a ponechany pro vyrovnani s okolni
teplotou v zarizeni po dobu minimalné 30 minut predtim, neZ bude zpracovan prvni
vzorek. Nenechejte kazety s cinidly vyrovnat s teplotou mimo zafizeni, protoZe by
mohlo dojit ke kondenzaci na Stitcich s ¢drovym kédem. Neotirejte kondenzat
v pripadé, Ze se objevi na Stitcich s ¢arovym kédem.

B1. Viozte HBV2 CS1 do stojanu na cinidla. Vlozte HBV2 CS2, HBV2 CS3 a HBV2 CS4 do
samostatného stojanu na ¢inidla.

B2. Zavedte stojan na &inidla obsahujici HBV2 CS1 do pozice stojanu A zafizeni COBAS®
AmpliPrep.

B3. Zavedte stojan na ¢inidla obsahUJ|C| HBV2 CS2, HBV2 CS3 a HBV2 CS4 do pozice stojanu
B, C, D nebo E zafizeni COBAS® AmpliPrep. (Dalsi informace viz tabulka 1.)

Cast C. PInéni spotfebnim materialem

Pozn.: Stanovte podet kazet na Ginidla pro zafizeni COBAS® AmpliPrep, jednotek pro
zpracovani vzorka (SPU), vstupnich zkumavek na vzorky (S-zkumavky), K-Spicek
a K-zkumavek, které budou potieba. Jedna SPU, jedna vstupni S-zkumavka, jedna
K-3Spicka a jedna K-zkumavka jsou potreba pro kazdy vzorek a kontrolu.

Pro_pouziti zafizeni COBAS® AmpliPrep s analyzatorem COBAS® TaqMan nebo COBAS®

uvedena nize. Podle pouzitého postupu prace, zavedte prlslusny pocet stojanli s kazetami na

¢inidla, stojant se vzorky se vstupnimi S-zkumavkami, stojant SPU, stojant s K-hroty, stOJanu

s K-zkumavkami a K-nosi¢i na stojanech pro K-nosice do pfisluSnych pozic stojan(i zafizeni COBAS®

AmpliPrep (dalsi informace viz tabulka 1).

C1. Umlstete SPU do stojanu(t) SPU a zavedte stojan(y) do pozice stojanu J, K nebo L zafizeni
COBAS® AmpliPrep.

C2. Podle pouzitého postupu prace zavedte pIny(é) stojan(y) K-zkumavek do polohy stojanu M, N,
0 nebo P zafizeni COBAS® AmpliPrep.

C3. Zavedte plny(é) stojan(y) s K-hroty do polohy stojanu M, N, O nebo P zafizeni COBAS®
AmpliPrep.
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C4. Pii postupu prace 3 s vyuzitim analyzatoru COBAS® TagMan® 48 zavedte K-nosice na
stojanech K-nosi&ii do polohy stojanu M & N nebo O & P zafizeni COBAS® AmpliPrep.

Tabulka 1
Mozné postupy prace pro pouZiti se zarizenim COBAS® AmpliPrep

s analyzdtorem COBAS® TagMan® nebo analyzétorem COBAS® TagMan® 48

Rezim pfenosu do
analyzatoru COBAS® Stoi - trebni Poloha na
Pracovni postup TaqMan® nebo ojany, nosice a spotrebni zanzeng@
” ® material COBAS
analyzatoru COBAS AmpliPre
TagMan® 48 P P
K-zkumavky v plnych M—P
Lo ® stojanech K-zkumavek
Zarl;emm”('::(r)eBAS K-$pi¢ky v pInych stojanech M-P
"J’Ius P na K-gpicky
dokovaci stanice Automaticky pfesun Vsnf',pr," S-zkumavky
1 plus K-nosice obsahujici vzorky a kontroly F-H
analyzator na stojanech na vzorky
COBAS® SPU ve stojanech na SPU J-L
TagMan® CS1 ve stojanu na kazety A
CS2, CS3, CS4 ve stojanu
B-E
na kazety
K-zkumavky v plnych M—P
stojanech K-zkumavek
K-8picky v pInych stojanech M—pP
na K-8picky
Vstupni S-zkumavky
Zatizeni COBAS® Manualni pfesun obsahujici vzorky a kontroly F-H
AmpliPrep K-zkumavek na na stojanech na vzorky
Py plus stojanu(ech) na SPU ve stojanech na SPU J-L
analyzét%r vzorky' do CS1 ve stojanu na kazety A
COBAS | analyzatoru CS2, CS3, CS4 ve stojanu B_E
TagMan COBAS"® TagMan na kazety
Po dokonéeni zpracovani
vzorku: Stejné jako
K-zkumavky ve stojanech na vyse
vzorky (pfipravené (F-H)
k manudlnimu presunu)
K-zkumavky na stojanech F-H
na vzorky
K-8picky v plnych stojanech M-P
na K-$picky
Vstupni S-zkumavky
M AIni pF obsahujici vzorky a kontroly F-H
Zafizeni COBAS® a}?ua ni presun na stojanech na vzorky
AmpliPrep ~-nosice na SPU ve stojanech na SPU J-L
| stojanu(ech) pro -
3 plus K-nosice do CS1 ve stojanu na kazety A
analyzator(y) analyzatoru CS2, CS3, CS4 ve stojanu
COBAS® . kazet B-E
S COBAS® na kazety
TagMan™ 48 TagMan® 48 Prazdny K-nosi¢ oznaceny
&arovym kdédem ve stojanu M-P
pro K-nosi¢
Po dokonéeni zpracovani Mg
. Stejné jako
vzorku: e
K-zkumavky v K-nosiéi ve My b
stojanu pro K-nosié (M-P)
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Cast D. Objednavani a vkladani vzork

D1.

D2.

D3.

D4.
DS5.

D6.

D7.

D8.

D9.

Pripravte stojany na vzorky dle nasledujiciho postupu: Pfipevnéte klipy s ¢arovym kédem ke
kazdé pozici stojanu na vzorky, kam je ukladan vzorek (S-zkumavka). Pfipevnéte jeden ze
specifickych klip s ¢arovym kédem pro kontroly [CTM (=) C, HBV L(+)C, v2.0 a HBV H(+)C,
v2.0] ke kazdé pozici stojanu na vzorky, do které budou kontroly (S-zkumavky) uloZeny.
Kontrola CTM (=) C musi byt umisténa do pozice na stojanu na vzorky za posledni klinicky
vzorek nebo pozitivni kontrolu [HBV L(+)C, v2.0 nebo HBV H(+)C, v2.0] v kazdé davce
s 12 az 24 testy. Klipy s ¢arovym kédem by mély mit stejné Cislo davky kontroly, jako je ¢islo
davky na kontrolnich lahvi¢kach v soupravé. Dbejte na to, abyste pfifadili spravnou kontrolu
k pozici s odpovidajicim kontrolnim klipem s ¢arovym koédem. Viozte jednu vstupni
S-zkumavku do kazdé pozice obsahujici klip s ¢arovym kédem.

Pomoci softwaru AMPLILINK vytvoite objednavky pro kazdy vzorek a kontrolu v okné Orders
ve sloZzce Sample. Zvolte pfislusny testovy soubor a dokoncete uloZzenim.

Prifadte objednavky pro vzorek a kontrolu k pozici stojanu na vzorky v okné Orders ve slozZce
Sample Rack. Cislo stojanu na vzorky musi byt pro stojan ptipraveny v kroku D1.

Vytisknéte zpravu Sample Rack Order pro pouZziti jako pracovni tabulku.

Pfipravte stojany na vzorek a kontrolu na uréeném misté pro pfidavani vzorku a kontrol dle
nasledujiciho postupu: Vifenim promichejte kazdy vzorek a kontrolu [CTM (=) C, HBV L(+)C,
v2.0 a HBV H(+)C, v2.0] po dobu 3 az 5 sekund. Pfi manipulaci se vzorky a kontrolami
zabrarite kontaminaci rukavic.

Pfeneste 650 ul kazdého vzorku a kontroly [CTM (=) C, HBV L(+)C, v2.0 a HBV H(+)C, v2.0]
do odpovidajici vstupni S-zkumavky s ¢arovym kédem pomoci mikropipetoru s aerosolovou
bariérou nebo $pickou bez DNazy s pozitivnim posuvem. Zabrarite pfenosu ¢asticek a/nebo
fibrinovych sraZenin z origindlniho vzorku do vstupni S-zkumavky. Vzorky a kontroly
musi byt pfenaSeny do pozic na zkumavky, jak bylo uréeno a zaznamenano v pracovni
tabulce v kroku D4. Klipy s ¢arovym kédem pro kontroly musi mit stejné Eislo davky kontroly,
jako je ¢islo davky na kontrolnich lahvickach v soupravé. Prifadte spravnou kontrolu k pozici
s odpovidajicim klipem s ¢arovym kdédem kontroly. Zabrarite kontaminaci horni casti
S-zkumavky vzorkem nebo kontrolami.

Jestlize pouzivate zafizeni cobas p 630 pro pfipravu vzorkd, prectéte si pfiru¢ku obsluhy pro
zafizeni cobas p 630.

Pro pracovni postupy 1 a 2 zavedte stojan(y) na vzorky naplnéné vstupnimi S-zkumavkami do
pozic F, G nebo H v zafizeni COBAS® AmpliPrep.

Pro pracovni postup 3 pomoci analyzatoru COBAS® TagMan® 48 zavedte stojan(y) na vzorky
se vstupnimi S-zkumavkami a K-zkumavkami (jedna pro kazdou vstupni S-zkumavku,
zavedené v pozici vpravo vedle vstupnich S-zkumavek) do pozice stojanu F, G nebo H zafizeni
COBAS® AmpliPrep.

CastE. Spust'te cyklus zafizeni COBAS® AmpliPrep

E1.

Spustte zafizeni COBAS® AmpliPrep pomoci softwaru AMPLILINK.
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CastF. Konec cyklu zafizeni COBAS® AmpliPrep a presun do analyzatoru coBAS®
TaqMan® nebo analyzatoru COBAS® TaqMan® 48 (pouze pro pracovni postup 2 a 3)

F1.  Zkontrolujte pfiznaky a chybova hlaseni.

F2.  Vyjméte zpracované vzorky a kontroly ze zafizeni COBAS® AmpliPrep na stojanech na vzorky
(pro analyzator COBAS® TagMan® bez dokovaci stanice) nebo na stojanech pro K-nosice (pro
analyzator COBAS® TagMan™ 48), v zavislosti na postupu prace (dal$i podrobnosti viz Cast G).

F3. Odstrarite odpad ze zafizeni COBAS® AmpliPrep.

Pozn.: Zpracované vzorky a kontroly nesmi byt po dokonceni pripravy vzorku a kontroly
vystaveny svétlu.

Amplifikace a detekce
Nastaveni analyzatoru COBAS® TaqMan® nebo analyzatoru COBAS® TaqMan® 48

Cyklus analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 musi byt zapo&at do 120 minut
po dokonceni pfipravy vzorku a kontroly.

Pozn.: Nezmrazujte ani neskladujte zpracované vzorky a kontroly.

Cast G. PInéni zpracovanych vzorku

G1. Vzavislosti na zvoleném pracovnim postupu provedte odpovidajici kroky pro pfemisténi
K-zkumavek do analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48:

Pracovni postup 1: Automatizovany pfesun K-nosi¢e pres dokovaci stanici do
analyzatoru COBAS® TagMan®. Manualni zasah neni nutny.

Pracovni postup 2: Manudlni pfesun K-zkumavek ve stojanu(ech) na vzorky do
analyzatoru COBAS® TagMan®.

Pracovni postup 3: Manualni pfesun K-nosice na K-stojanu(ech) K-nosi¢e do analyzatoru

COBAS® TaqMan® 48. Manualni presun K-nosi¢tl do analyzatoru
COBAS® TagMan® 48 za pouziti premistovace K-nosice.

CastH. Spusténi cyklu analyziatoru COBAS® TagMan® nebo analyzatoru COBAS®
TagMan® 48

H1.  Spustte analyzator COBAS® TaqMan® nebo COBAS® TaqMan® 48 jednou z moznosti
uvedenych niZe v zavislosti na pouzitém pracovnim postupu:

Pracovni postup 1: Neni nutny zadny zasah.

Pracovni postup 2: Automatické spusténi analyzatoru COBAS® TaqMan® po vlozZeni
stojanu(u) na vzorky.

Pracovni postup 3: Napliite K-nosi¢ prazdnymi K-zkumavkami v pfipadé, ze je méné
nez 6 K-zkumavek v K-nosi¢i. PInéni je Ffizeno pomoci softwaru
AMPLILINK. Oteviete kryt termocykleru, zavedte K-nosi¢
a uzaviete viko. Spustte cyklus analyzatoru COBAS® TagMan® 48.

Cast . Ukonceni cyklu analyzatoru CcOBAS® TaqMan® nebo analyzatoru COBAS®
TagMan® 48
1. Po dokongeni cyklu analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 vytisknéte
vysledkovy protokol. Zkontrolujte pfiznaky a chybova hlaseni ve vysledkovém protokolu.
Vzorky s pfiznaky a komentafi jsou interpretovany podle popisu v ¢asti ,Vysledky“. Po
odsouhlaseni ulozZte data do archivu.

12.  Vyjméte pouzité K-zkumavky z COBAS® TagMan® nebo z analyzatoru COBAS® TaqMan® 48.
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VYSLEDKY

Analyzator COBAS® TaqMan® nebo analyzator COBAS® TaqMan® 48 automaticky stanovuje
koncentrace HBV DNA pro vzorky a kontroly. Koncentrace HBV DNA je vyjadiena
v mezinarodnich jednotkach (IU)/ml. Konverzni faktor mezi kopiemi HBV/ml a HBV IU/ml je
5,82 kopii/llu za pouziti mezinarodniho standardu WHO pro DNA virové hepatitidy B pro
testovani technologie analyzy nukleovych kyselin (NIBSC 97I74G)29.

V pripadé potieby je moiné provést manudlni konverzi vysledki na kopie/ml pouzitim
ndsledujiciho konverzniho vypoctu:

Koncentrace HBV DNA v IU/ml x 5,82 kopii/lU = HBV DNA v kopiich/ml
Priklad: 1,23E+04 1U/ml x 5,82 kopii/lU = 7,16E+04 kopii/ml

Pozn.: Rozsah analytického méreni hodnot analytu, které mohou byt pfimo zméreny u vzorku
bez jakéhokoliv Fedéni s pouzitim testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV,
v2.0 je 20 az 1,7E+08 IU/ml.

Pozn.: Rozsah klinickych Inych hodnot analytu, které mohou byt pfimo zmér“en%
u vzorku s maximdlnim redénim jedna ku deseti s pouZitim testu COBAS
AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 je 20 az 1,7E+09 IU/ml.

Software AMPLILINK:

. Stanovuje prahovou hodnotu cyklu (Ct) pro HBV DNA a HBV QS DNA.

. Stanovuje koncentraci HBV DNA zalozenou na Ct hodnotach pro HBV DNA a HBV QS
DNA a kalibraénich koeficientech specifickych pro danou davku, které jsou poskytnuty
na ¢arovych kodech kazet.

. Urc€uje, Zze vypoétena hodnota titru v [U/ml pro HBV L(+)C, v2.0 a HBV H(+)C, v2.0
spada do vymezeného rozsahu.

Validace davek — AMPLILINK, verze 3.2

Zkontrolujte vysledkové okno softwaru AMPLILINK nebo vysledkovy vytisk na pfitomnost pfiznaku
a komentafu, abyste se ujistili, Ze je davka platna. Pro kontrolni objednavky je provedena kontrola
pro stanoveni, zda-li je hodnota IU/ml pro kontrolu v ramci specifikovaného rozsahu. Je-li hodnota
IU/ml pro kontrolu mimo jeji rozsah, objevi se PRIZNAK, ktery oznaduje, Ze kontrola selhala.

Davka je platna v pfipadé, Ze se neobjevi zadny pfiznak pro Zadnou kontrolu [HBV L(+)C, v2.0;
HBV H(+)C, v2.0 a CTM (-) C].

Davka neni platna, pokud se u HBV kontrol objevi néktery z nasledujicich pfiznaku:

Negativni kontrola

Pfiznak Vysledek Interpretace
N NC INVALID Invalid Neplatny vjslesiek nepo ,y,platn)’/“ vysledek, ktery
- == nebyl negativni pro cilovy HBV
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HBV nizce pozitivni kontrola, v2.0

Pfiznak Vysledek Interpretace
_L_LPCINVALID < 2.00E+01 IU/mL Kontrola pod rozmezim testu
_L_LPCINVALID Target Not Detected Kontrola pod rozmezim testu
_L_LPCINVALID Numericky titr Kontrola mimo rozsah testu

XXXE+XX 1U/mL
_L_LPCINVALID > 1.70E+08 IU/mL Kontrola nad rozmezim testu
_L_LPCINVALID Invalid Neplatny vysledek
HBV vysoce pozitivni kontrola, v2.0

Pfiznak Vysledek Interpretace
_H_HPCINVALID < 2.00E+01 IU/mL Kontrola pod rozmezim testu
_H_HPCINVALID Target Not Detected Kontrola pod rozmezim testu
_H_HPCINVALID Numericky titr Kontrola mimo rozmezi testu

XXXE+XX 1U/mL
_H_HPCINVALID > 1.70E+08 IU/mL Kontrola nad rozmezim testu
_H_HPCINVALID Invalid Neplatny vysledek

Pokud je davku neplatnd, musite zopakovat celou davka, vcetné pfipravy vzorku a kontroly,
amplifikace a detekce.

Validace davek — AMPLILINK, verze 3.3

Zkontrolujte vysledkové okno softwaru AMPLILINK nebo vysledkovy vytisk na piitomnost pfiznaku
a komentaru, abyste se ujistili, Ze je davka platna. Pro kontrolni objednavky je provedena kontrola,
zda-li je hodnota IU/ml pro danou kontrolu v ramci specifikovaného rozmezi. Je-li hodnota IU/ml pro
danou kontrolu mimo jeji rozsah, je vytvofen PRIZNAK, ktery ukazuje, Ze kontrola selhala.

Davka je platna v pfipadé, Ze se neobjevi zadny pfiznak pro Zzadnou kontrolu [HBV L(+)C, v2.0;
HBV H(+)C, v2.0 a CTM (-) C].

Davka neni platna, pokud se u HBV kontrol objevi néktery z nasledujicich pfiznaku.

Negativni kontrola:

P iznak Vysledek Interpretace

Neplatny vysledek nebo ,platny” vysledek, ktery

NC_INVALID nebyl negativni pro cilovy HBV

Invalid

HBV Nizce pozitivni kontrola, v2.0:

Ptiznak

LPCINVALID

Vysledek Interpretace

Invalid Neplatny vysledek nebo kontrola mimo rozsah
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HBV Vysoce pozitivni kontrola, v2.0:

Pfiznak Vysledek Interpretace

HPCINVALID Invalid Neplatny vysledek nebo kontrola mimo rozsah

Pokud je davka neplatna, musite zopakovat celou S$arzi, véetné pfipravy vzorku a kontroly,
amplifikace a detekce.

Interpretace vysledku

Pro platnou davku zkontrolujte kazdy jednotlivy vzorek na pfitomnost pfiznaki nebo komentaru ve
vytisku vysledku. Vysledky se interpretuji takto:

. Platna davka muze zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorkl v zavislosti na tom, zda
se u jednotlivych vzorkl objevi pfiznaky a/nebo poznamky.

Vysledky vzorki se interpretuji takto:

Vysledek titru Interpretace
Target Not Detected Vysledky uvedte jako ,HBV DNA nedetekovana*“.
< 2.00E+01 IU/mL Vypoctena hodnota 1U/ml je pod detekéni hranici testu. Vysledky
uvadeéjte jako ,HBV DNA detekovana, méné nez 20 HBV DNA |U/ml*“.
> 2.00E+01 IU/mL Vypocitané vysledky vétsi nez nebo rovny 20 IU/ml a men$i nez nebo
a <1.70E+08 IU/mL rovny 1,70E+08 1U/ml jsou v linedrnim rozmezi testu.
> 1.70E+08 IU/mL Vypoctena hodnota IU/ml lezi nad rozmezim testu. Vysledky uvadéjte

jako ,vy$8i nez 1,70E+08 HBV DNA [U/ml“. Jsou-li Zadané
kvantitativni vysledky, mél by byt originaini vzorek rozfedén
HBV-negativnim lidskym sérem nebo EDTA plazmou v zavislosti
na zakladni latce ptvodniho vzorku a test by mél byt zopakovan.
Vynasobte uvedeny vysledek faktorem fedéni.

Pozn.: Vzorky nad rozsahem testu, které vykazuji platny vysledek s pfiz
»QS_INVALID", nesmi byt vykazany jako > 1,70E+08 IU/mI Orlglnalnl vzorek je nutné
rozred:t lidskou EDTA plazmou negativni na HBV a test by mél byt zopakovan.
Vynasobte uvedeny vysledek faktorem redéni.

Pozn.: Vysledek ,Failed”. Interpretace: Béhem pfipravy vzorki na zafizeni COBAS®
AmpliPrep nebyl vzorek spravné zpracovan.

Pozn.: Vysledek titru ,,Invalid“. Interpretace: Neplatny vysledek.
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KONTROLA KVALITY

Jedna negativni kontrola COBAS® TaqMan®, jedna HBV nizce pozitivni kontrola, v2.0 a HBV vysoce
pozitivni kontrola, v2.0, musi byt zahrnuta do kazdé testové davky. Davka je platna v pfipadé, ze se
neobjevi zadny pfiznak pro Zadnou kontrolu [HBV L(+)C, v2.0; HBV H(+)C, v2.0 a CTM (-) C].

Neexistuji zadné pozadavky tykajici se pozice pozitivnich kontrol [HBV L(+)C, v2.0 a HBV H(+)C,
v2.0] na stojanu na vzorky. Nicméné kontrola CTM (=) C musi byt umisténa do pozice na stojanu na
vzorky za posledni klinicky vzorek nebo pozitivni kontrolu [HBV L(+)C, v2.0 nebo HBV H(+)C, v2.0]
v kazdé davce s 12 az 24 testy.

Na vytisku vysledkd zkontrolujte vyskyt pfiznak( a poznamek pro ovéfeni, zda je Sarze platna.
Negativni kontrola

CTM (-) C musi dat vysledek cil nebyl detekovan — ,Target Not Detected”. Je-li CTM (-) C oznaceno
jako neplatné (invalid), pak je cela davka neplatna. Cely postup zopakujte (pfiprava vzorkt a kontrol,
amplifikace a detekce). Je-li CTM () C trvale neplatna ve vice davkach, kontaktujte vaSeho mistniho
zastupce spole¢nosti Roche pro technickou pomoc.

Pozitivni kontroly

Pevna rozmezi titrd pro HBV L(+)C, v2.0 a HBV H(+)C, v2.0 jsou uvedena na ¢arovych kédech
kazety s &inidly pro test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0.

HBV DNA IU/ml pro HBV L(+)C, v2.0 a HBV H(+)C, v2.0 musi spadat do svych pevné stanovenych
rozmezi titrd. Jsou-li jedna nebo obé pozitivni kontroly oznaceny pfiznakem jako neplatné, je
neplatna celd davka. Cely postup zopakujte (pfiprava vzork(l a kontrol, amplifikace a detekce).
Jestlize lezi titr HBV DNA u jedné nebo obou pozitivnich kontrol soustavné mimo pfifazené rozmezi
u vice davek, obratte se pro technickou pomoc na mistni zastoupeni firmy Roche.

BEZPECNOSTNi OPATRENI PRI PRACI

Jak je tomu pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu zasadnim
pozadavkem dodrZovat principy spravné laboratorni praxe.

PROCEDURALNi OMEZENi

1. Tento test byl validovan pro pouzivani pouze s lidskym sérem nebo plazmou odebranou do
EDTA jako antikoagulantu. Testovani jinych typt vzorkdl mize vést k nepfesnym vysledkiam.

2. K ziskani spolehlivych vysledku je tfeba dodrzovat pfislusné postupy odbéru, transportu,
skladovani a zpracovani vzorku.

3. Diky pfitomnosti enzymu AmpErase vMaster Mixu pro COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HBV, v2.0 se snizuje riziko kontaminace amplikonu. Kontaminaci od HBV
pozitivnich kontrol a klinickych vzorkd Ize ov8em zabranit pouze dlslednym uplatfiovanim
zasad spravné laboratorni praxe a peclivym dodrZzovanim postupl uvedenych vtomto
pfibalovém letaku.

4. S timto vyrobkem mohou pracovat pouze pracovnici proskoleni v technice PCR.

5. Tento produkt miZe byt pouzit pouze spolu s zafizenim COBAS® AmpliPrep a analyzatorem
COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48.

6. | kdyz vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech virového genomu pokryté primery

testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 a/nebo sondami mohou vést
k podhodnoceni mnozstvi nebo selhani detekce viru.
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7. Detekce HBV DNA zavisi na tom, kolik virovych ¢astic je ve vzorku pfitomno, na coz maji viiv
metody odbéru vzorku a stav pacienta (napi. vék, pfitomnost symptom( a/nebo stadium
infekce).

8. Vzhledem k rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uZivatelé pred pfechodem k jiné
technologii provedli ve své laboratofi korelacni metodické studie a kvantifikovali rozdily mezi
technologiemi.

INTERFERUJCI LATKY

Je prokazano, ze zvySené hladiny triglycerid(i, bilirubinu a albuminu ve vzorcich neinterferuji
s kvantifikaci HBV DNA timto testem. Je prokazano, ze zvySené hladiny hemoglobinu ve vzorcich do
koncentrace 250 mg/dl neinterferuji s kvantifikaci HBV DNA timto testem.

Nasledujici slozky |éCiv testované tfikrat pfi maximalni plazmatické hladiné (Cp.x) nevykazaly
interferenci s kvantifikaci HBV DNA testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0:

Nukleotidové inhibitory DNA polymerazy Nukleozidové inhibitory reverzni
Tenofovir transkriptazy a DNA polymerazy
Adefovir dipivoxil Lamivudin
Telbivudin Zidovudin

Stavudin
Abacavir
Didanosin
Entekavir

Inhibitory HIV proteazy Nenukleozidové inhibitory HIV reverzni
Indinavir transkriptazy
Saquinavir Nevirapin
Ritonavir Efavirenz
Amprenavir Inhibitory HIV fuze
Lopinavir/Ritonavir Enfuvirtid

Imunomodulatory Antidepresiva
Interferon alfa-2a Paroxetin HCI
Ribavirin Fluoxetin
Interferon alfa-2b Sertralin
Peginterferon alfa-2a Latky pro 16&bu herpetickych virii
Peginterferon alfa-2a + Ribavirin Gancyklovir
Interferon alfa-2b + Ribavirin Valganciclovir HCI
Peginterferon alfa-2b Acyklovir
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VYHODNOCENI LABORATORNICH VYSLEDKU
A. Detekéni mez s pouzitim mezinarodniho standardu WHO

Detekéni mez testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 byla stanovena pro HBV DNA
pfi riznych fedénich s pouzitim mezinarodniho standardu WHO pro DNA virové hepatitidy B pfi
testovani technologie analyzy nukleovych kyselin (NAT) (NIBSC 97/746)%°, genotyp A v HBV-
negativni lidské EDTA plazmé nebo séru. Pro kazdou zakladni slozku byly analyzovany tfi série
fedéni. Celkem bylo pro kazdy typ zakladni slozky analyzovano 72 replikatd na koncentraci.

Koncentrace HBV DNA, kterou Ize detekovat s mirou pozitivity vétsi nez 95%, jak je uréeno analyzou
PROBIT, je 9 IU/ml (viz tabulka 2) pro EDTA plazmu a 19 IU/ml pro sérum (viz tabulka 3).

Tabulka 2
Detekéni mez testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
v EDTA plazmé s pouZitim mezinarodniho standardu WHO

Nominalni vstup Pocet replikatu Pocet pozitivnich Mira pozitivity
(HBV DNA 1U/mI)
30 72 72 100%
20 71 71 100%
10 72 68 94%
5 72 63 88%
2,5 72 38 53%
PROBIT 95% UspéSnost detekce 9 IU/ml (95% interval spolehlivosti: 6,8 — 12,1 1U/ml)
Tabulka 3
Detekéni mez testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
v séru s pouzitim indrodniho standardu WHO
Nominalni vstup Pocet replikata Pocet pozitivnich Mira pozitivity
(HBV DNA 1U/mI)
30 72 72 100%
20 72 70 97%
10 72 58 81%
5 72 29 40%
2,5 72 24 33%
PROBIT 95% Uspésnost detekce 19 IU/ml (95% interval spolehlivosti: 11,0 — 107,1 1U/ml)

B. Detekéni mez s pouzitim klinickych vzorkt napfic vSemi genotypy

Kromé toho byly analyzovany fedéni klinickych vzorkdl v HBV-negativni lidské EDTA plazmé nebo
séru predstavujici genotypy A-F a H a dvé kvantifikované purifikované plazmidové DNA, jedna pro
genotyp G a jedna pro mutace pre-core oblasti se dvéma sadami Sarzi Cinidel testl COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0. Bylo testovano dvacet &tyfi replikatd v jedné trovni Fedéni,
genotypu, zakladni latky a Sarze soupravy.

Koncentrace HBV DNA, ktera je detekovatelna s mirou detekce vy$$i nez 95 %, jak je uréeno
analyzou PROBIT, je 16,4 IU/ml kombinovana pro obé matrice (viz Tabulka 4).
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Tabulka 4

Detekéni mez testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 v EDTA plazmé a séru s pouzitim
Genotypu A-H a mutace pre-core oblasti

95% mira 95% mira 95% mira
detekce detekce detekce 95% PROBIT
Genotyp Matrice PROBIT PROBIT PROBIT interval
koncentrace koncentrace koncentrace spolehlivosti
Sarze 1 Sarze 2 Sarze (max.)
Plazma 10,6 <5*
A 10,6 4,6 -37,7
Sérum 10,4 55
Plazma 5,6 5,3
B Sérum 5.8 16,4 164 120-286
Plazma 5,8 58
Cc 14,8 10,4 -28,7
Sérum 14,8 10,9
Plazma 59 10,4
D Serum 56 9.8 10,4 70-241
Plazma 13,1 6,1
E 15,7 10,7 -334
Sérum 6,3 15,7
Plazma 4.9 5,8
F 6,0 **
Sérum 6,0 5,9
Plazma 12,3 5,9
G 12,3 8,6-243
Sérum 5,8 11,6
Plazma 9,8 55
H 11,6 6,9-30,3
Sérum 11,6 11,2
Mutace Plazma 10,4 11,2
oblasti 12,2 9,1-222
Pre-Core Sérum 5,8 12,2

Zadna PROBIT analyza a 95% interval spolehlivosti nemohly byt stanoveny vzhledem ke 100%
mife detekce u v8ech Urovni koncentraci pro Sarzi 2

detekovatelnosti vSech testovanych drovni fedéni

** Zadny 95% interval spolehlivosti nemohl byt vypogitan analyzou PROBIT vzhledem ke 100% mite

Poznamka: Zasobni koncentrace vSech testovanych vzorki byla stanovena pomoci kalibraéniho

potvrzeni (ISO 11095:1996) s pouzitim testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®

HBV, v2.0.

Aby se zabranilo potencialnimu ovlivnéni, byly koncentrace klinickych vzork( genotypt
A-F a H verifikovany pomoci jednoho nebo vice nasledujicich testd: Abbott Real Time
HBV, Siemens VERSANT HBV DNA 3.0 a test COBAS® TagMan® HBV pro pouZiti se
systémem High Pure. Sledované titry ukazaly maximalni odchylku v kvantifikaci
<0,3 Logy. Koncentrace pro dva plazmidy obsahujici cilové oblasti genotypu G
a mutace oblasti pre-core byly verifikovany pomoci metody PicoGreen® a presnost
pfifazeného titru byla prokdzana v samostatné srovnavaci studii.
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C. Pfesnost

Presnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 byla stanovena analyzou série
Ffedéni klinickych HBV vzork( (genotyp A) v HBV-negativni lidské EDTA plazmé a séru. Pfifazeni titru
klinickych vzorkli (zasobni koncentrace) bylo provedeno metodou, ktera zajistuje sledovani
standardu HBV WHO pro DNA viru hepatitidy B pro testovani technologie analyzy nukleovych kyselin
(NIBSC 97/746)%. Bylo provedeno 15 cyklii na zakladni latku, kazdy se skladal ze 6 trovni fedéni
a3 replikdth na kazdou uroven. Kazdy vzorek proSel celou procedurou testu COBAS®
AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 zahrnujici pfipravu vzorku, amplifikaci a detekci. Zde

uvadéna presnost tedy zahrnuje vSechny aspekty testovaciho postugu Studie byla provedena

s pouzitim tfi 3arzi Ginidel testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 5 (EDTA plazma) a tabulce 6 (sérum).

Tabulka 5
Presnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 (vzorky EDTA plazmy)
Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3
Titr S:r';‘m: Celkova S:r';‘l‘:": Celkova S:r'g‘m: Celkova
(1U/mi) koeficient vslc[)’ koeficient vsk? koeficient vslg
(%) 9 (%) 9 (%) 9
1,00E+02 26 0,12 28 0,13 25 0,11
1,00E+03 17 0,07 17 0,07 20 0,09
1,00E+04 12 0,05 11 0,05 14 0,06
1,00E+05 8 0,04 8 0,04 13 0,06
1,00E+06 11 0,05 11 0,05 12 0,05
1,00E+07 14 0,06 12 0,06 18 0,08
Tabulka 6
PFesnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 (vzorky séra)
Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3
Titr s:r'lka‘::‘:‘{ Celkova S:r'l":c‘z Celkova S:r'g‘;‘:x Celkovéa

(ufml) | oeficient o koeficient 35 koeficient 5
(%) 9 (%) 9 (%) 9
1,00E+02 27 0,13 22 0,11 28 0,13
1,00E+03 13 0,06 15 0,06 17 0,08
1,00E+04 11 0,05 10 0,04 14 0,06
1,00E+05 10 0,04 12 0,05 11 0,05
1,00E+06 11 0,05 12 0,05 11 0,05
1,00E+07 15 0,07 15 0,07 13 0,06
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D. Linearni rozmezi

Jak je ukazano na obrazku 10 a 11, test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
poskytoval linearni odezvu od 20 (Logso = 1,30) HBV DNA IU/ml az 1.7E+08 (Logqo = 8,24) HBV
DNA 1U/ml pro EDTA plazmu i sérum. Vyhodnoceni bylo provedeno podle smérnice CLSI EP6-A
s pouzitim dvou $arzi Cinidel testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 a sériovych
fedéni o vysokém titru HBV DNA (+) vzorki EDTA plazmy nebo séra. Bylo testovano tfinact
koncentraci EDTA plazmy a dvanact urovni koncentraci séra, s 10 replikaty na kazdou uroveri.

1

Vysledky testu

N W A OO N ® © O

Log, , (HBV DNA IU/ml)

Obrazek 10
Linearita pro vzorky EDTA plazmy testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0
- Prﬂmér‘
y =1,0183x - 0,0182
R’ =0,9987
0 4 5 6 8 9 10

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0

Nominalni koncentrace
Log,, (HBV DNA IU/ml)

Obrédzek 11

Linearita pro vzorky séra testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0

Vysledky testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
Log,, (HBV DNA 1U/ml)
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E. Kvantifikace titru genotypu

Do dnesni doby bylo pro HBV navrZzeno osm kategorii genotypu na zakladé divergence nukleotidi
v ramci genomu Vétsi nez 8%%°°. Tyto genotypy jsou oznageny velkymi pismeny abecedy od A
do H. Genotypy HBV maji charakteristické geografické rozsiteni .

Uginnost testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 u genotypti HBV byla hodnocena
analyzou 25 purifikovanych, linearizovanych a kvantifikovanych plazmidovych DNA obsahujicich
reprezentativni sekvence z HBV genotypl A az H a nejbéznéjSi mutace pre-core oblasti (viz
tabulka 7). Pfifazeni nominalnich koncentraci zasobnich plazmidovych roztoki bylo provedeno
metodou PicoGreen. Kazda plazmidova DNA byla rozfedéna do nominalni koncentrace pfiblizné
3,00E+03, 3,00E+05 a 3,00E+07 PicoGreen kopii/ml v EDTA plazmé i séru. Koncentrace (IU/ml) byly
poté analyzovany testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 pomoci dvou $arzi
¢inidel a vysledky vSech testovanych plazmid( byly porovnany.

Hodnoceni véech 25 plazmidi analyzovanych testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV,
v2.0 prokazuje ekvivalentni kvantifikaci véech plazmidi a genotypti pro EDTA plazmu a sérum.

Tabulka 7
Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
Testovani inkluzivity — Testovdny typizované plazmidové DNA

Oznaceni plazmidu Genotyp Puvod matefského vzorku
p8423-c1 Indie
p1115-c1 A Burundi
p3952-c1 Kamerun
p4199-c2 Norsko
p1764-c1 Cina
p1767-c1 Cina
p3958-c1 B Vychodni Asie

p830-c1 Spolecenské ostrovy
p3982-c1 Vietnam
p1786-c1 c Cina
p11549-1 Bangladés
p3872-c1 Iran
p1103-c1 Tunis
p3953-c2 D Severni Afrika
p18-c1 Svédsko
p30893-5 Svédsko
p4244-c1 Dansko
p3217-c1 E Senegal
p3963-c2 Nigérie
p9203-c1 Kolumbie
p479-c1 F Venezuela
p1009-c1 Spanélsko
p00042975-4 G Spojené staty americké
pEFHBV20 H Nikaragua
plTmut1896 Mutace Pre-Core Italie

Kromé toho, pro osm téchto plazmidu, zastupujicich vSechny genotypy, byla prokazana inkluzivita
v linedrnim rozmezi (obrazek 12 a 13). Pro kazdy plazmid byly testovany tfi urovné koncentrace
EDTA plazmy a séra, s 10 replikaty na kazdou uroveri.
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. Obrédzek 12
Uginnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
u HBV genotypu A v EDTA plazmé

04
0,3
0,2 X Genotyp A
E ; e Genotyp B
2 01 + Genotyp C
g %‘ I’ X Genotyp D
§ - 00 + Genotyp E
8 g - Genotyp F
ms: -0,1 = Genotyp G
S + Genotyp H
0,2 T — +/-0,3 log
-0,3
0,4 T T T T
25 3,5 4,5 55 6,5 7.5
Nominalni koncentrace
Log,, (HBV DNA 1U/ml)
. Obrézek 13
Uginnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
u HBV genotypli A v séru
0,4
0,3
0,2 X Genotyp A
g £ 7[ { * Genotyp B
S 01 ¢ Genotyp C
% % ¢ Jl # T} % Genotyp D
£ 5 0,0 [ »LL T + Genotyp E
8 Iz t { I = Genotyp F
2 01 = - Genotyp G
o
S i 1 % * Genotyp H
0,2 ¥ L{ — +/-0,3log
-0,3
0,4 T T T T
25 3,5 4,5 55 6,5 7,5

Nominalni koncentrace
Log,, (HBV DNA 1U/ml)
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F. Klinicka specificita

Specificita testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 byla stanovena analyzou
HBV-negativni EDTA plazmy a séra od darcu krve. Celkové bylo testovano 647 jednotlivych vzorku
EDTA plazmy a 649 vzork( séra. VSechny vzorky byly negativni na HBV DNA. Na zakladé téchto
vysledkii byla specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 100% s mezi
spolehlivosti 99,54%.

G. Kfizova reaktivita

Analyticka specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 byla hodnocena
pfidanim kultivaénich organismu (viry, baktérie, kvasinky) nebo DNA (HTLV-2, 2,5E+07 kop./PCR)
do HBV negativni lidské EDTA plazmy (viz tabulka 8).

Zadny z testovanych HBV negativnich organismd nebyl pozitivni na HBV DNA.

Tabulka 8
Analyticka specificita vzorki
Virus Baktérie
Adenovirus typ 5 Staphylococcus aureus
Cytomegalovirus Propionibacterium acnes

Virus Epsteintv-Barrové
Lidsky herpes virus typ 6
Herpes simplex virus typ 1
Herpes simplex virus typ 2 Kvasinky
Lidsky T-bunéény lymfotropni virus typ 1 Candida albicans
Lidsky T-bunéény lymfotropni virus typ 2
Chripka typu A
Virus hepatitidy A
Virus hepatitidy C
HIV-1
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H. Korelace EDTA plazmy a séra

Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 byla testovana analyzou HBV-
pozitivnich klinickych vzork(h EDTA plazmy a séra. Bylo analyzovano 279 odpovidajicich sad vzorku
od HBV infikovanych pacienti. Vysledky testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0
ukazaly vysokou korelaci mezi vzorky EDTA plazmy a séra (obrazek 14).

Obrazek 14
Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
u vzorku EDTA plazmy a séra od HBV infikovanych pacienti (n=279)
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1 Uginnost testu COBAS® AmgliPreplCOBAS® TagMan® HBV, v2.0 v porovnani s testem
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV

Uginnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 byla porovnana s testem COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV™ analyzou HBV pozitivnich (= 54 1U/ml) Klinickych vzorkd. Zbylé
vzorky EDTA plazmy z rutinni diagnézy byly analyzova’n% ve dvou externich laboratofich. Titry vzorkd
byly rozloZeny po dynamickém rozmezi testu COBAS AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0.
Linearni regresni analyza byla provedena u 275 platnych vzorku (143 testovanych v jedné laboratofi
a 132 ve druhé) (obrazek 15).

Obrazek 15
Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
a testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV
u vzorki EDTA plazmy od HBYV infikovanych pacienti (n=275)
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testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV
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J. Metoda korelace

Uginnost testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0 byla porovnéana s testem COBAS®
TaqMan® HBV pro pouZiti se systémem High Pure (HPS HBV, obrazky 16 a 17), testem COBAS®
AMPLICOR® HBV MONITOR (COBAS® AMPLICOR® HBV, obrazky 18 a 19) a testem VERSANT
HBV DNA 3.0 (obrazky 20 a 21) regresni analyzou nefedénych klinicky charakterizovanych vzork(
od HBV infikovanych pacientt. Vzorky byly ziskény z Teragenix (Fort Lauderdale, FL, USA).
Regresni analyza byla provedena pro vzorky séra a EDTA plazmy, které vykazaly vysledky
v linearnim rozmezi.

Obrédzek 16
Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
a testu COBAS® TagMan® HBV pro pouziti se systémem High Pure
u vzorki EDTA plazmy od HBYV infikovanych pacienti (n=146)
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Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
a testu COBAS® TagMan® HBV pro pouZiti se systémem High Pure

Obrazek 17

u vzorku séra od HBV infikovanych pacientt (n=142)
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Obrazek 18

Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
a testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR u vzorkii EDTA plazmy

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
Vzorek plazmy (titr log, )
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Obrédzek 19
Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
a testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR u vzorkii séra
od HBYV infikovanych pacientt (n=154)
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Obréazek 20
Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
a testu VERSANT HBV DNA 3.0 u vzorku EDTA plazmy
od HBYV infikovanych pacientu (n=138)
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Test VERSANT HBV DNA 3.0
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Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0

Obrazek 21

a testu VERSANT HBV DNA 3.0 u vzorkii séra
od HBYV infikovanych pacientu (n=138)

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0
Vzorek séra (titr log, )
»~

Y =0913*X + 0,125

R?=0,837
0 1 2 3 4 5 6 8
Test VERSANT HBV DNA 3.0
Vzorek séra (titr log, )
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