COBAS® TagMan® HBV Test cobas
For Use With The High Pure System

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

COBAS® TagMan® HBV Test 48 Tests P/N: 03500756 190

High Pure System Viral Nucleic Acid Kit 48 Tests P/N: 03502295 001

URCENE POUZITI

Test COBAS® TagMan® HBV uréeny pro pouziti se systémem High Pure (HPS) je in vitro amplifikadni test
nukleové kyseliny uréeny pro kvantifikaci DNA viru hepatitidy B (HBV) v lidském séru nebo plazmé za
pouziti soupravy High Pure System Viral Nucleic Acid pro manuélni pfipravu vzorku a analyzatoru COBAS®
TagMan® 48 pro automatizovanou amplifikaci a detekci.

Test COBAS® TagMan® HBV neni uréen k plodnému vy$etfovani krve &i krevnich derivatd na pfitomnost
HBYV, ani jako diagnosticky test k potvrzeni infekce virem HBV.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Virus hepatitidy B (HBV) je jednim z mnoha virl, o nichz je znamo, Zze zpusobuiji virovou hepatitidu. Vice
nez dvé miliardy lidi na celém svété je infikovano HBV a pfes 350 milionu jsou chronicky infikovani nosiéit.
Chroniéti nosiCi jsou vystaveni vysokému riziku dlouhodobych komplikaci infekce zahrnujicich chronickou
hepatitis, cirhdzu a hepatocelularni karcinom2.3:4. Sérologické markery jsou b&zné pouzivany jako
diagnostické a/nebo prognostické indikatory akutni nebo chronické HBV infekce. Nejbéznéjsi marker HBV
infekce je pfitomnost povrchového antigenu HBV (HBsAg). | kdyZz mohou nosi¢i odstranit HBsAg a vytvofit
si protilatky proti HBsAg, tak se zda, ze dale existuje riziko zavaznych jaternich komplikaci v budoucim
Zivotéd.6. 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 jaterniho selhani’-8. Rizné kmeny HBV mohou produkovat bud HBeAg, ktery neni
detekovatelny v séru nebo miize kmen ztratit schopnost vytvaret HBeAg, i kdyz je pfitomna aktivni infekce®.
Proto m(iZe mit tento marker omezené vyuziti pfi sledovani progrese onemocnénil0. Bylo zjisténo, Ze
schopnost detekce HBV DNA v séru ma prognostickou hodnotu s ohledem na vysledek akutni a chronické
HBV infekce11,12,13,14 Metodologie umozriuje detekci HBV DNA po vymizeni HBsAg'S nebo detekci HBV
pii nedostatku sérologickych marker(i'6. Nicméné vztah mezi sérologickymi markery a hladinami HBV DNA
nebyl jesté dosud stanoven. U€innost antivirové terapie pouzité pro 1é¢bu pacientd s HBV muze byt také
hodnocena pomoci sérologickych markeri nebo méfenim jaternich enzymid. Nicméné se soudi, ze
nejpfiméjsSim a nejspolehlivéjSim méfenim replikace viru je kvantifikace virové HBV DNA v séru nebo
plazmg13,17,18,19  Rychly a trvaly pokles hladin HBV DNA u pacientt lécenych alfa-interferonem,
Lamivudinem nebo Gancyklovirem byl prokazan jako prediktivni faktor UspésSného vysledku
lé¢by10,20,21,22,23,24  Monitorovani hladin HBV DNA miize pfedpovédét rozvoj rezistence na Lamivudin2,
Proto je cennym nastrojem kvantitativni test pro méreni HBV DNA, ktery je mozné pouzit spolu s dalSimi
sérologickymi markery v [é¢bé HBV infekce.

PRINCIPY PROCEDURY

Test COBAS® TagMan® HBV je zaloZzen na dvou zakladnich postupech: (1) manuélni pFiprava vzorku pro
ziskani HBV DNA; (2) automaticka PCR amplifikace cilové DNA za pouziti HBV specifickych
komplementarnich primerd a detekce roz&tépenych dualnich fluorescenénich oligonukleotidovych detekénich
sond, které umoznuji kvantifikaci HBV cilového amplifikovaného produktu (amplikon) a kvantifikac¢niho
standardu HBV DNA, ktery je zpracovan, amplifikovan a detekovan simultanné se vzorkem.

Cinidlo Master Mix obsahuje pary primerQ a sond, které jsou specifické jak pro HBV DNA tak i kvantifikacni
standard HBV DNA. Cinidlo Master Mix bylo vyvinuto tak, aby zajistilo ekvivalentni stanoveni mnozstvi
genotypu HBV A az G. Detekce amplifikované DNA se provadi pomoci cilové specifickych a kvantifikaénimu
standardu specifickych, dvojité znaéenych oligonukleotidovych sond, které umoznuji nezavislou identifikaci
amplikonu HBV a amplikonu kvantifikaCniho standardu HBV.

Stanoveni mnozstvi virové HBV DNA se provadi pomoci kvantifikaéniho standardu HBV. Kvantifikaéni standard
HBV je neinfekéni linearni plazmid, ktery obsahuje identicka mista pro vazbu primeru jako cilovd HBV DNA
a unikatni oblast pro navazani sondy, diky které se da amplikon kvantifika¢niho standardu HBV odlisit od
cilového amplikonu HBV. Kvantifikaéni standard HBV je inkorporovan do kazdého jednotlivého vzorku
a kontroly o0 znamém poctu kopii a spole¢né s cilovou HBV prochazi celym postupem pfipravy vzorku, PCR
amplifikace a detekce. Analyzator COBAS® TagMan® 48 vypoditava titr HBV DNA v testovanych vzorcich tak,

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachazi na konci tohoto dokumentu.
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Ze u kazdého vzorku a kontroly porovnava signal HBV se signalem kvantifikaéniho standardu HBV.
KvantifikaCnim standardem HBV se kompenzuiji inhibi¢ni efekty a kontroluje se pfiprava a amplifikani proces
tak, aby bylo mozno v kazdém vzorku pfesné stanovit mnozstvi HBV DNA.

Priprava vzorku

Test COBAS® TagMan® HBV zpracovava vzorky plazmy a séra a izoluje HBV DNA pomoci generické
manualni pfipravy vzorku zaloZzené na vazbé nukleové kyseliny na skelna vldkna. HBV virové ¢astice jsou
rozlozeny inkubaci pfi zvySené teploté s proteazou a chaotropnim lytickym/vazebnym pufrem, ktery
uvolnuje nukleové kyseliny a chrani uvolnénou HBV DNA pred plsobenim DNaz v plazmé a séru. Do
kazdého vzorku se spole¢né s Cinidlem pro lyzu zavadi znamy pocet molekul kvantifikaéniho standardu
HBV DNA. Nasledné je k lytické smési pfidan isopropanol a tato smés je pak centrifugovana ve sloupci
s filtraéni vloZkou ze skelného vlakna. BEhem centrifugace jsou HBV DNA a kvantifika¢ni standard HBV
DNA navazany na povrch filtru ze skelného viakna. Nenavazané substance, jako soli, bilkoviny a ostatni
bunééné necistoty, jsou odstranény centrifugaci. Absorbované nukleové kyseliny jsou vymyty a eluovany
vodnym roztokem. Spotfebni materidl umoznuje paralelni zpracovavani 12 vzorkl nebo jejich nasobku.
Zpracovany vzorek obsahujici HBV DNA a kvantifikaéni standard HBV DNA je pfidan
k amplifikacni/detekéni smési. Cilova HBV DNA a kvantifikacni standard HBV DNA jsou pak amplifikovany
a detekovany pomoci analyzatoru COBAS® TagMan® 48 pouzitim amplifikaénich a detekénich ginidel
dodavanych v testové soupravé.

PCR amplifikace
Volba cile

Vybér cilové sekvence DNA pro HBV zavisi na identifikaci oblasti v genomu HBV, které vykazuji maximalni
zachovani sekvenci mezi vSemi genotypy. V této souvislosti ma pro schopnost testu detekovat véechny klinicky
relevantni genotypy HBV zasadni vyznam vhodna volba primer( a sondy. Bylo zjisténo, ze oblast ¢astecné
jednoretézcové cirkularni DNA v genomu HBV ma maximalni zachované DNA sekvence mezi jednotlivymi
genotypy. Test COBAS® TagMan® HBV pouziva primery PCR amplifikace, které definuji sekvence ve vysoce
konzervované oblasti pre-Core/Core v HBV genomu.

Cilova amplifikace

Zpracované vzorky se pfidaji do amplifikaéni smési v amplifikaCnich zkumavkach (K-zkumavkach), ve kterych
probiha PCR amplifikace. Termocykler v analyzatoru COBAS® TagMan® 48 zahfiva reakéni smés pro
denaturaci dvouviaknové DNA a vystavuje specifické cilové sekvence primeru na cirkularnim genomu HBV
DNA a kvantifikacnim standardu HBV DNA. P¥i chladnuti smési se primery pfipoji k cilové DNA. Termostabilni
Z05 DNA polymeraza (Z05) Thermus specie v pFitomnosti Mn2+ a nadbytku deoxynukleotid-trifosfatd (ANTP),
tj. deoxyadenozin-, deoxyguanozin-, deoxycytidin- a deoxyuridin- (misto thymidin-) trifosfatu, polymerizuje
primery po hybridizaci podél cilového templatu a vytvafi molekulu dvouviaknové DNA nazyvanou amplikon.
Analyzator COBAS® TagMan® 48 opakuje automaticky tento proces po uréeny poéet cyklu, kdy pfi kazdém
cyklu dojde ke zdvojeni mnozstvi amplikonové DNA. PoZadovany poéet cyklil se na analyzatoru COBAS®
TagMan® 48 prfedem naprogramuje. 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® TagMan®
HBV pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase
rozpozna a katalyzuje rozklad fetézci DNA obsahujicich deoxyuridin26, ale nikoli DNA obsahujici
deoxythymidin. Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje, je v8ak vzdy pfitomen v amplikonu, diky
pouziti deoxyuridin-trifosfatu jako jednoho z dNTP v ¢inidle Master Mix, takZze deoxyuridin obsahuje pouze
amplikon. V dlsledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminovany amplikon citlivy viéi destrukci enzymem
AmpErase pfed amplifikaci cilové DNA. Také jakykoliv nespecificky produkt vytvofeny po inicialni aktivaci
Master Mix manganem je zni¢en enzymem AmpErase a tim se zvySuje senzitivita a specificita. Enzym
AmpErase, ktery je obsazeny v Cinidle Master Mix, katalyzuje rozStépeni DNA obsahujici deoxyuridin
v misté deoxyuridinového zbytku rozevienim deoxyribozového fetézce v pozici C1. Kdyz je fetézec
amplikonové DNA v prvnim tepelné cyklizaénim kroku zahtivan, $tépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se
DNA stava neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase je neaktivni pfi teploté nad 55 °C, tedy béhem tepelného
cyklovani, a proto nerozklada cilovy amplikon vytvofeny béhem amplifikace.

Detekce produktii PCR v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® TagMan® HBV vyuziva v redlném &ase b&zici2728 PCR technologii. Pouziti dvojité znagenych
fluorescenénich sond umozniuje detekci akumulace PCR produktd v realném ¢ase monitorovanim intenzity
emise fluorescenéniho barviva uvolnéného béhem amplifikaéniho procesu. Sondy se skladaji
z oligonukleotidovych sond specifickych pro HBV a kvantifikaéni standard HBV s oznamovacim a tlumicim
barvivem. V testu COBAS® TagMan® HBV jsou sondy HBV a kvantifikaéniho standardu HBV znad&eny rliznymi
fluorescenénimi oznamovacimi barvivy. Jsou-li tyto dvojité fluorescenéné znaCené sondy intakini, je
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fluorescence oznamovaciho barviva potlac¢ena blizkosti tlumiciho barviva kvili pfenosovému vlivu energie
Forsterova typu. Pfi PCR hybridizuje sonda s cilovou sekvenci a je rozstépena 5' — 3' nukleazovou aktivitou
termostabilni Z05 DNA polymerazy. Jakmile je oznamovaci a tlumiici barvivo uvolnéno a oddéleno, nedochazi
nadale k utlumu a fluorescenéni aktivita oznamovaciho barviva se zvySi. Amplifikace HBV DNA
a kvantifika¢niho standardu HBV DNA je méfena nezavisle pfi riznych vinovych délkach. Tento proces je
opakovan po predem uréeny pocet cyklu, pficemz kazdy cyklus efektivné zvySuje emisni intenzitu jednotlivého
oznamovaciho barviva a umozhuje nezavislou identifikaci HBV DNA a kvantifikaCniho standardu HBV DNA.
Intenzita signald odpovida mnozstvi vychoziho materialu na za¢atku PCR reakce.

Zaklady kvantifikace v testu COBAS® TagMan® HBV

Test COBAS® TagMan® HBV poskytuje presné kvantitativni vysledky ve velmi Sirokém dynamickém rozmezi,
protoze monitorovani amplikonu je provadéno v exponencialni fazi amplifikace. Cim vy&Si je titr HBV ve
vzorku, tim dfiv pfekroc¢i fluorescence oznamovaciho barviva HBV sondy zékladni hladinu fluorescence (viz
obrazek 1). Protoze je mnozstvi kvantifikaéniho standardu (QS) HBV DNA konstantni ve vSech vzorcich, méla
by se fluorescence oznamovaciho barviva sondy HBV QS objevit ve stejném cyklu u v8ech vzorkd (viz
obrazek 2).V pfipadech, kdy je amplifikace a detekce QS ovlivnéna inhibici nebo Spatnou obnovou vzorku,
objevi se fluorescence opozdéné a tim umozni vypocet titru cilové HBV DNA odpovidajicim zplsobem upravit.
Objeveni specifického fluorescencéniho signalu je hlaSeno jako kriticka prahova hodnota (Ct). Ct je definovana
jako dil¢i gislo cyklu, kdy fluorescence oznamovaciho barviva pfekroé¢i pfednastavenou prahovou hodnotu
(Ur¢enou fluorescenéni hladinu) a zane exponencialni rlstovou fazi tohoto signalu (viz obrazek 3). Vyssi Ct

cilovou HBV DNA, zatimco desetinasobny vzestup titru koreluje s poklesem o 3,3 Ct.
Obréazek 1 ukazuje cilové ristové kfivky pro série fedéni viru v rozsahu 5-log4q. Jakmile koncentrace viru
narasta, rlstové kfivky se posouvaji do dfivéjSich cykll. Proto rlGstova kfivka nejvice vlevo odpovida
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Obrazek 2 ukazuje rastové kfivky kvantifikaéniho standardu pro vzorky ze sérii fedéni viru zajimajici rozsah
5-log1o. Mnozstvi kvantifikacniho standardu pfidaného do kazdého vzorku je konstantni pro kazdou reakci.
Ct hodnota kvantifika¢niho standardu je podobné bez ohledu na titr viru.

Obrazek 2
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Obrazek 3 ukazuje pfiklad, jak jsou hodnoty fluorescence v kazdém cyklu normalizovany pro kazdou
rdstovou kfivku. Dil&i &islo cyklu (Ct) je vypocitano kde fluorescenéni signal prekroc¢i Uréenou fluorescenéni
hladinu.

Obrazek 3
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Kvantifikace HBV DNA

Test COBAS® TagMan® HBV stanovuje mnozstvi DNA HBV viru pomoci druhé cilové sekvence (kvantifikaéni
standard HBV), ktery je do testovaného vzorku pfidan o znamé koncentraci. KvantifikaCni standard HBV je
neinfekéni linearni plazmidova DNA konstrukce, ktera obsahuje fragmenty HBV sekvenci s vazebnymi oblastmi
pro primer identickymi s cilovymi sekvencemi HBV. Kvantifika¢ni standard HBV generuje také amplifikaéni
produkt stejné délky a zakladniho slozeni, jako je cilovda HBV DNA. Oblast vazajici detekéni sondu
v kvantifikacnim standardu HBV je modifikovana tak, aby se amplikon kvantifika¢niho standardu HBV odlisil
od cilového amplikonu HBV.
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Pfi hybridizaéni fazi PCR reakce v analyzatoru COBAS® TagMan® 48 jsou vzorky osvétleny a excitovany
filtrovanym svétlem a filtrovana emisni fluorescenéni data jsou shromazdovana pro kazdy vzorek. Odecety pro
kazdy vzorek jsou pak korigovany na fluktuace zafizeni. Tyto odeCety fluorescence jsou odeslany zafizenim
do softwaru AMPLILINK a uloZzeny v databazi. Pre-Checks (kontroly) se pouzivaji pro stanoveni, zda-li data
HBV DNA a kvantifikaéniho standardu HBV DNA reprezentuji sady, které jsou platné a indikatory jsou
generovany v pfipadé, ze data lezi mimo nastavené limity. Po dokonéeni a splnéni vSech kontrol jsou odeCety
fluorescence zpracovany pro generovani Ct hodnot pro HBV DNA a kvantifika¢ni standard HBV DNA.
Kalibraéni konstanty specifické pro sérii, poskytované spolu s testem COBAS® TagMan® HBV, jsou pouzivany
pro kalkulaci hodnoty titru pro vzorky a kontroly zalozené na Ct hodnotach HBV DNA a kvantifikaCniho
standardu HBV DNA. Test COBAS® TagMan® HBV je standardizovan na mezinarodni standard WHO HBV
pro NAT testovani 97/74629 a vysledky titru jsou hlageny v mezinarodnich jednotkach (1U/ml).

CINIDLA

High Pure System Viral Nucleic Acid 48 testu
Souprava High Pure System Viral Nucleic Acid
(P/N: 03502295 001)

LYS 2 x 25 ml
(Lyticky/vazebny pufr)

Tris

52% Guanidin-HCI

< 1% Urea

20% Triton X-100

Xn x 52% hm. guanidin-HCI

Zdravi skodlivy

CAR 2x2mg
(RNA, lyofilizovana)
PK 2 x 100 mg

(Proteinaza K, lyofilizovana)
99% Proteinaza K, lyofilizovana

Xn x 99% Proteinaza K, lyofilizovana

Zdravi Skodlivy

IRB 1 x33ml
(Pufr na odstrafiovani inhibitoru)

Tris

65% Guanidin-HCI

(pfidejte 20 ml ethanolu)

Xn I l 65% hm. guanidin-HCI

Zdravi Skodlivy

WASH 1 x 20 ml
(Promyvaci pufr)

Tris

NaCl

(pfidejte 80 ml ethanolu)

ELB 1 x 30 ml
(Eluéni pufr)
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RS 4 kusy
(Stojanova souprava systému High Pure System Viral Nucleic Acid)

Lyticky stojan
Stojan filtraéni zkumavky s pfipevnénym odpadnim stojanem
Elu¢ni stojan
Kryci stojan

WR 8 kusl
(Odpadni stojan High Pure System Viral Nucleic Acid)

COBAS® TagMan® HBV Test m 48 testh
(P/N: 03500756 190) _
Pfiprava vzorku a kontrolni ¢inidla

HBV QS 2x1,0ml
(Kvantifikaéni standard COBAS® TagMan® HBV)

Pufr Tris-HCI

EDTA

< 0,001% linearizovana dvouvladknova plazmidova DNA obsahujici
viozku. DNA vlozka obsahuje sekvence vazajici HBV primer
a unikatni oblast pro vazbu sondy.

Amarantové barvivo

< 0,005% Poly rA RNA (synteticka)

0,05% azid sodny

HBV H(+)C 2x1,0ml
[HBV High (+) kontrola]

< 0,001% linearizovana dvouvlaknova plazmidova DNA obsahujici
HBYV sekvence
Negativni lidskéa plasma, nereagujici podle US FDA licen¢niho testu
na protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigen a HBsAg;
HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA nedetekovatelné PCR metodami
0,1% konzervaéni &inidlo ProClin® 300

Xi x (8:1) smés 6-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu

Drazdivy
R36/38: Drazdi oci a klzi.
R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kzi.
HBV L(+)C 2x1,0ml
[HBV Low (+) kontrola]

< 0,001% linearizovana dvouvladknova plazmidova DNA obsahujici
HBV sekvence
Negativni lidska plasma, nereagujici podle US FDA licen¢niho testu
na protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigen a HBsAGg;
HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA nedetekovatelné PCR metodami
0,1% konzervaéni &inidlo ProClin® 300

Xi x (3:1) smés 6-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu

Drazdivy
R36/38: Drazdi o¢i a klzi.
R43: M{ize vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi.
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CTM (-) C 4 x1,0ml
[Negativni kontrola COBAS® TagMan® (Lidska plazma)]
Negativni lidska plasma, nereagujici podle US FDA licen¢niho testu
na protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigen a HBsAg;
HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA nedetekovatelné PCR metodami
0,1% konzervaéni ¢inidlo ProClin® 300

Xi x (3:1) smés 6-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu

Drazdivy
R36/38: Drazdi o€i a kizi.
R43: Mlize vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi.
Amplifikaéni a detekéni €inidla
HBV MMX 2 x 24 testu
(COBAS® TagMan® HBV Master Mix) 2x1,4ml
Tricinovy pufr
Hydroxid draselny
Acetat draselny
Glycerol
< 0,001% dATP, dCTP, dGTP, dUTP
< 0,001% Upstream a downstream primery pro Pre-Core/Core
oblast HBV
< 0,001% Fluorescenéné znacené oligonukleotidové sondy specifické pro
HBV a kvantifikaéni standard HBV
< 0,001 % oligonukleotidovy aptamer
< 0,05 % Z05 DNA polymeraza (mikrobialnf)
< 0,1% enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza) (mikrobialni)
0,09% azid sodny

CTM Mn2+ 2 x 24 test
(COBAS® TagMan® roztok manganu) 2x1,0ml
< 1,2% Acetat manganaty
Ledova kyselina octova
0,09% azid sodny

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

A.
B.

C.

o

m

rxXe—-Iem

PRO IN VITRO DIAGNOSTICKE POUZITI.

Tento test je urCen pro pouziti s lidskou plazmou odebranou do EDTA antikoagulaéniho ¢inidla
a lidského séra.

Nepipetovat Usty.

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

PFi odebirani alikvotnich podil( z lahvicek s cinidly dbejte na to, aby nedoslo k mikrobialni
nebo ribonukleazové kontaminaci ¢inidel.

Doporucuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouziti a $pic¢ky na pipety prosté DNazy.
Nesmésujte dohromady ¢inidla z rdznych Sarzi, ani z raznych lahvi¢ek téze Sarze.

Nesmésujte dohromady ¢&inidla z rliznych souprav.

Nespotiebovana Cinidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi predpisy.

Po uplynuti data exspirace jiz soupravu nepouzivejte.

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

Se vzorky je tfeba zachazet jako s infekEnimi a pouzivat odpovidajici laboratorni postupy, napfiklad
ty, jez jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories3? nebo
v dokumentu CLSI M29-A331. V&echny plochy dikladné ocistéte a vydezinfikujte &erstvé
pfipravenym 0,5% roztokem chlornanu sodného v deionizované nebo destilované vodé.
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POZN.: Bézné bélici prostredky pro domacnost obvykle obsahuji chlornan sodny v koncentraci

5,25 %. Roztok chlornanu sodného o koncentraci 0,5 % tak dostanete zfedénim bélidla pro
domacnost v poméru 1:10.

UPOZORNENI: CTM (-) C, HBV L(+)C a HBV H(+)C obsahuiji lidskou plazmu pochazejici z lidské
krve. Zdrojovy material byl testovan licenénimi testy US FDA a byl shleddn nereaktivnim na
pfitomnost povrchového antigenu hepatitidy B (HBsAg), protilatek proti HIV-1/2 a HCV a HIV p24
antigenu. Testovani negativni lidské plazmy metodami PCR neprokazalo zadné 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 CTM (=) C, HBV L(+)C
a HBV H(+)C je tfeba zachazet jako s infekénim materidlem a pfi praci s nimi je nutno uplatiovat
bezpecné laboratorni postupy, napfiklad ty, které jsou uvedeny v publikaci Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories30 nebo v dokumentu CLSI M29-A331. V&echny plochy
ddkladné ocistéte a vydezinfikujte Cerstvé pfipravenym 0,5% roztokem chlornanu sodného
v deionizované nebo destilované vodé.

HBV MMX, HBV QS a CTM Mn2+ obsahuji azid sodny. Ten miZe reagovat s olovénymi nebo
meédénymi armaturami a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. Pfi likvidaci roztok( obsahujicich
azid sodny naklorite laboratorni umyvadla a proplachnéte odtok velkym mnozstvim vody, abyste tak
zabranili narlistu mnozstvi azidu.

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

ZACHAZENI SE VZORKY A JEJICH SKLADOVANI

@

Cinidla pro pFipravu vzorku
Skladujte ¢inidla pro soupravu High Pure System Viral Nucleic Acid pfi teploté 15-25 °C po pfijeti.

Skladujte eluéni pufr (ELB) a lyticky/vazebny pufr (LYS) pfi teploté 15-25 °C. Po otevieni skladujte
ELB a LYS pfi teploté 15-25 °C. Oteviené ELB a LYS musi byt spotfebovany béhem 30 dni nebo
do doby pouzitelnosti na obalu, dle toho, ktera je kratsi.

Po pfidani eluéniho pufru (ELB) pro rekonstituci nosiCové RNA a proteinazy K uchovavejte
nespotfebovanou rekonstituovanou nosicovou RNA (CAR) a nepouzitou rekonstituovanou proteinazu K
(PK) pfi teploté -15 az -25 °C. Po rekonstituci musi byt nosi¢ova RNA a proteinaza K spotfebovany
béhem 30 dnli nebo do doby pouzitelnosti na obalu, dle toho, ktera je kratsi.

Po pfidani etanolu uchovavejte pufr pro odstranéni inhibitor(i (IRB) a promyvaci pufr (WASH) pfi
teploté 15-25 °C. Tyto pracovni roztoky jsou stabilni po dobu 30 dnl nebo do doby pouzitelnosti,
dle toho, ktera je kratsi.

Lyticky/vazebny pracovni roztok [lyticky/vazebny pufr s nosi¢ovou RNA, proteindza K a HBV QS]
musi byt spotfebovany okamzité po pfipravé. Jakykoliv nadbytek musi byt zlikvidovan.

v s v

Amplifikacni a detekéni €inidla
Cinidla ani kontroly nezmrazujte.

Skladujte HBV MMX, CTM (=) C, HBV L(+)C, HBV H(+)C, HBV QS a CTM Mn2+ pfi teploté
2-8 °C. Pokud nebyly otevieny, jsou tyto €inidla stabilni do uvedeného data pouzitelnosti. Po otevreni
odeberte alikvotni mnozstvi pro velikost 8arze o 12 vzorcich, skladujte zbyvajici HBV MMX,
HBV L(+)C, HBV H(+)C, HBV QS a CTM Mn2+* pfi teploté 2-8 °C. Po otevieni jsou HBV MMX,
HBV L(+)C, HBV H(+)C, HBV QS a CTM Mn2+ stabilni pfi teploté 2—-8 °C po dobu 30 dnl nebo do
data pouzitelnosti, dle toho které je dfiv. Po otevieni je tfeba jakoukoliv nespotfebovanou Cast
CTM (-) C zlikvidovat.

Pracovni Master Mix (pfipraveny pfidanim CTM Mn2+ do HBV MMX) musi byt uchovavan pfi teploté
2-8 °C v temnu. Pfipravené vzorky a kontroly musi byt pfidany b&éhem 2 hodiny pfipravy pracovniho
Master Mix.

Zpracované vzorky a kontroly jsou stabilni maximalné 3 hodiny pfi teploté 20-30 °C, 24 hodin pfi
teploté 2—8 °C nebo pfi zmrazeni na -20 °C po dobu 1 tydne.

S amplifikaci je tfeba zacit do 3 hodin od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly pfidany do
pracovniho Master Mix.
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DODAVANY MATERIAL
Cinidla pro pFipravu vzorku

A. High Pure System Viral Nucleic Acid
Souprava High Pure System Viral Nucleic Acid
(P/N: 03502295 001)

LYS

(Lyticky/vazebny pufr)
CAR

(NosiCova RNA)

PK

(Proteinaza K)

IRB
(Pufr na odstrafiovani inhibitoru)

WASH

(Promyvaci pufr)

ELB

(Eluéni pufr)

RS

(Stojanovéa souprava systému High Pure System Viral Nucleic Acid)

WR
(Odpadni stojan High Pure System Viral Nucleic Acid)
Amplifikaéni a detekéni €inidla

B. COBAS® TagMan® HBV Test

(P/N: 03500756 190)

HBV QS

(Kvantifikaéni standard COBAS® TagMan® HBV)

HBV H(+)C

[HBV High (+) kontrola]

HBV L(+)C

[HBV Low (+) kontrola]

CTM (-) C

[Negativni kontrola COBAS® TagMan® (Lidska plazma)]

HBV MMX
(COBAS® TagMan® HBV Master Mix)

CTM Mn2+
(COBAS® TagMan® roztok manganu)

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTIi DODAVKY
Vybaveni a software

e Analyzator COBAS® TagMan® 48

e AMPLILINK software

e Datova stanice pro software AMPLILINK

 Pfiruéka pro analyzator COBAS® TagMan® 48 pro pouziti se softwarem AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3

e Aplikaéni pfirucka pro software AMPLILINK, verze 3.2 pro pouziti se zafizenim COBAS®
AmpliPrep, analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48 nebo
aplikaéni pfirucka pro software AMPLILINK, verze 3.3 pro pouziti se zafizenim COBAS®
AmpliPrep, analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48, analyzatorem
COBAS® AMPLICOR® a zafizenim cobas p 630

e Vickova¢ K-zkumavek (P/N: 03516539001)

e Uzaviraci nastroj K-zasobnikd (P/N: 03339904001)

e K-nosi¢ analyzatoru COBAS® TagMan® 48 (P/N: 28150397001)
¢ Nosi¢ K-zasobniku (P/N: 03341488001)

e Drzak K-nosi¢e (P/N: 03287696001)

e Pfemistova¢ K-nosi¢ (P/N: 03517519001)
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Spotiebni material

Box s K-zkumavkami v poctu 12 x 96 (P/N: 03137082001)
Box s K-zasobniky 24 ks (P/N: 03343146001)

Pozadavky na centrifugu

Stolni centrifuga Sigma 4-15C nebo ekvivalentni mikrotitraéni desti¢kova centrifuga
s centrifugacnim vykonem 4600 x g

Vychylujici rotor centrifugy Sigma P/N: 11118 (obsahuje 2 nadobky P/N: 13218 a 2 drzaky
desticky P/N: 17978) nebo ekvivalentni

DALSIi POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

Isopropanol (> 99 %)-vyhovuje ACS specifikacim nebo lepsi

Ethanol (96—100 %) — vyhovuje ACS specifikacim nebo lepSi

Nastavitelné pipetory*: (kapacita 250 pl a 1000 pl) s aerosolovou bariérou nebo DNazy prostymi
Spickami s pozitivnim posuvem

Pipetova pomucka: Drummond (P/N: 4-000-100) nebo ekvivalentni

Vodni l4zef nastavena na 50 °C (x 2 °C)

Vyhfivaci blok nastaveny na 70 °C (= 2 °C)

Sterilni jednorazové sérologické pipety: 5, 10 a 25 ml

Sterilni polypropylenové kénické zkumavky o objemu 15 ml a 50 ml: Corning (P/N: 430052
a P/N: 430290) nebo ekvivalentni

Sterilni 2,0 ml mikrocentrifugaéni zkumavky: Sarstedt (P/N: 72.693.005) nebo ekvivalentni
Vifivy mixér

Stojany na zkumavky

Rukavice na jedno pouziti bez pudru

Kalibrované teploméry pro vodni lazef a vyhfivaci blok

* Pipetory musi byt pfesné s 3 % objemovou chybou. Kde je tak uvedeno, museji byt pouzity Spicky s aerosolovou bariérou
nebo $picky s pozitivnim posunem prosté DNazy, aby se Zabranilo vzajemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

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

A. Odbér vzorku

Test COBAS® TagMan® HBV je uréen pouze pro pouZiti s vzorky séra nebo plazmy. Krev by se méla
odebirat do separacnich zkumavek na sérum BD SST (Serum Separator Tubes) nebo do zkumavek za
pouziti EDTA (vrdek levandulové barvy) jako antikoagulantu.

PInou krev uchovavejte pfi teploté 2-25 °C maximalné 1 den. Pouziti EDTA plazmy nebo séra vede
k vysledkim testu, které jsou pfiblizné ekvivalentni. Obrazek 4 ukazuje vliv typu matrix na vysledky HBV
DNA pro vzorky pacienta.

Obrazek 4
Srovnani typl vzorku EDTA plazmy a séra

12,00
10,00 /
8,00 /
6,00
y = 1,0139x - 0,0703
R® = 0,9984
4,00

//

0,00
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
Vzorky séra
Prumérny vysledek (Log,,HBV DNA IU/ml, n = 2)

2)

Vzorky plazmy
Prumérny vysledek (Log,  HBV DNA IU/ml, n
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Sérum nebo plazmu z pIné krve separujte do 1 dne od odbéru, a to odstfedovanim pfi 800-1600 x g po dobu
20 minut za pokojové teploty. Sérum nebo plazmu pfevedte do sterilni polypropylenové zkumavky. Udaje ze

studii zabyvajicich se cykly odbéru vzorku ukazuje obr. 5.

Obrazek 5

Stabilita HBV v piné krvi s EDTA antikoagulantem nebo ve zkumavkach

4,5

pro separaci séra pred separaci do plazmy nebo séra

=2)

Priamérny HBV DNA vysledek
(Log4o HBV DNA IU/ml, n

B. Pfeprava vzorkd

Plazma-1 Plazma-2 Plazma-3 Plazma-4 Plazma-5 Sérum-1 Sérum-2

ID vzorku

H < 1 hodina 25-30°C

[ 6 hodin 25-30°C
£ 24 hodin 25-30°C
B 48 hodin 25-30°C
72 hodin 25-30°C
E < 1 hodina 2-8°C
£ 6 hodin 2-8°C

H 24 hodin 2-8°C
M 48 hodin 2-8°C
72 hodin 2-8°C

Pfi pfepravé plné krve, séra nebo plazmy je tfeba dodrzovat celostatni resp. mistni pfedpisy o dopravé
etiologickych agens32. PIna krev se pfepravuje za teplot 2—-25 °C a musi se zpracovat do 1 dne od odbéru.
Plazma nebo sérum se mlze prepravovat pfi teploté 2—8 °C nebo ve zmrazeném stavu pfi teplotach -20 °C

az -80 °C.

C. Skladovani vzorkua

Vzorky séra nebo plazmy mohou byt skladovany pfi pokojové teploté po dobu az 3 dn, pfi teploté 2—-8 °C
po dobu az 7 dnd nebo zmrazené na teplotu -20 °C do -80 °C po Sest tydn(. Doporucuje se vzorky
uchovavat v alikvotnich podilech po 800-900 pl ve sterilnich polypropylenovych zkumavkach o objemu
2,0 ml se Sroubovacim uzavérem (napfiklad Sarstedt P/N: 72.694.006). Udaje ze studii zabyvaijicich se
cykly skladovani vzorku ukazuje obr. 6.

=2)

y HBV DNA vysledek

umeérn

o

(Log;o HBV DNA 1U/ml, n

Pr

Vzorky séra a plazmy mohou byt zmraZeny a rozmrazeny maximainé pétkrat bez ztraty HBV DNA. Udaje ze

Obrazek 6
HBYV stabilita v EDTA plazmé nebo séru

Plazma-1 Plazma-2 Plazma-3 Plazma-4 Plazma-5 Sérum-1 Sérum-2

ID vzorku

studii zabyvajicich se cykly zmrazeni-rozmrazeni ukazuje obr. 7.
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Obrazek 7
HBYV vysledky az po péti cyklech zmrazeni a rozmrazeni
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NAVOD K POUZITI

POZN.: Detailni provozni pokyny, tisk vysledki a interpretace priznaku, komentare a chybova
hlaseni naleznete v pfiruéce uZivatele k analyzatoru COBAS® TaqMan® 48 pro pouZiti
s aplikaéni priruckou pro software AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3 a bud' (1) s aplikacni pfiru¢kou
pro software AMPLILINK, verze 3.2 pro pouZiti se zafizenim COBAS® AmpliPrep,
analyzatorem COBAS® TaqMan® , analyzatorem COBAS® TagMan® 48 a analyzatorem
COBAS® AMPLICOR® nebo (2) aplikaéni pFiruékou pro software AMPLILINK, verze 3.3 pro
pouZiti se zafizenim COBAS® AmpliPrep, analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzatorem
COBAS® TagMan® 48, analyzatorem COBAS® AMPLICOR® a zafizenim cobas p 630.

POZN.: Vsechna amplifikaéni a detekéni ¢inidla musi byt pfed pouZitim pFi pokojové teploté.
Vyjméte z teploty 2-8 °C minimalné 30 minut pred pouZitim.

POZN.: Vzorky séra nebo plazmy musi byt pred pouzitim temperovany po dobu 15-30 minut na
teplotu okoli.

POZN.: Kde je tak uvedeno, pouzivaji se pipetory s hroty s aerosolovou bariérou nebo s pozitivnim
posunem. Vénujte maximalni pozornost zabranéni kontaminace.

Mnozstvi pro jedno méfeni:

Kazda souprava obsahuje dostate¢né mnozstvi ¢inidla na Ctyfi 12-testova méfeni, ktera mohou probihat
zvlast nebo sou€asné. Jeden replikat, kazdy z CTM (=) C, HBV L(+)C a HBV H(+)C, musi byt zahrnut do
kazdého béhu testu s az 24 vzorky a kontrolami (viz &ast “Kontrola kvality”). Amplifikaéni a detekéni Cinidla
jsou balena v 24-testovych lahvi¢kach na dvé pouziti. Pro co nejefektivnéjsi vyuziti je vhodné zpracovavat
¢inidla, vzorky i kontroly v_davkéach, jez jsou ndsobky 12.

Priprava vzorku a kontrol

POZN.: Pouzivate-li zmrazené vzorky séra nebo plazmy, ponechte je pfi pokojové teploté, dokud
kompletné nerozmrznou a pred pouzitim je nechte 5—10 sekund vifit.

POZN.: Umoznéte, aby cinidla pred dalsim postupem dosahla teploty okoli. Pfedehrejte vyhrivaci
blok(y) na teplotu 70 °C (+ 2 °C) a vodni lazen na teplotu 50 °C (+ 2 °C) predtim, nez
zapocnete purifikaéni reakce.

A. Pfiprava ¢inidel

POZN.: Pfipravte lyticky/vazebny pracovni roztok az poté, co byla teplota vSech vzorki a kontrol
vyrovnana na okolni teplotu za dobu 15-30 minut.

1. Pfipravte pufr pro odstranéni inhibitord pipetovanim 20 ml 96-100 % ethanolu to pufru pro
odstranéni inhibitord (IRB). Promichejte 5-10-ti nasobnym obracenim. Toto zajisti dostatek
rekonstituovaného pufru pro odstranéni inhibitoru na 48 testd.
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2. Pfipravte promyvaci pufr pipetovanim 80 ml 96—100 % ethanolu do promyvaciho pufru (WASH).
Promichejte 5—10-ti nasobnym obracenim. Toto zajisti dostatek rekonstituovaného promyvaciho pufru
na 48 testu.

3. Pfedehfejte eluéni pufr (ELB) na teplotu 70 °C (x 2 °C) v mikrocentrifugaéni zkumavce se
Sroubovacim uzavérem o objemu 2,0 ml. Je mozné pouzit vice zkumavek. Eluéni objem na vzorek
je 75 pl. Pfedehfejte objem uvedeny v tabulce nize dle poctu testu.

Pocet replikatud
Cinidlo 12 24
Eluéni pufr (ml) 2,0 4,0
4, Pipetujte objem isopropanolu uvedeny v tabulce niZze dle poctu testl do Cisté sterilni zkumavky.
Pocet replikatt
Cinidlo 12 24
Isopropanol (ml) 5,0 10,0

5. Pipetujte 0,5 ml eluéniho pufru (ELB) do nosiCové RNA (CAR). Vyménte uzavér, otoc¢te lahvi¢kou
a pak ji michejte, dokud se veSkera nosi¢ova RNA nerozpusti. Rekonstituovana nosi¢ova RNA je
dostacujici pro 24 testl. Nepouzity objem rekonstituované nosi¢ové RNA mlze byt uchovavan pfi
teploté -15 az -25 °C po dobu maximalné 30 dni nebo do doby pouzitelnosti, dle toho, ktera doba
je kratsi.

6. Pipetujte 5,0 ml eluéniho pufru (ELB) do proteinazy K (PK). Vymérite uzavér, otocte lahvi¢kou a pak
ji michejte vifenim, dokud se veskera proteindza K nerozpusti. Rekonstituovana proteinaza K je
dostacujici pro 24 testl. Nepouzity objem rekonstituované proteinazy K mlze byt uchovavan pfi
teploté -15 az -25 °C po dobu maximalné 30 dni nebo do doby pouzitelnosti, dle toho, ktera doba
je kratsi.

7. Pripravte lyticky/vazebny pracovni roztok nasledujicim zplsobem pipetovanim objem0 uvedenych
v nasledujici tabulce dle poctu vzorkd a kontrol, které maji byt zpracovany.

Pocet replikatt
Cinidla 12 24
Lyticky/vazebny pufr (ml) 7,0 14,0
Nosi¢ova RNA (ul) 140 280
HBV QS (pl) 39 78
Proteinaza K (ml) 1,4 2,8

POZN.: Objem HBV QS je specificky pro test COBAS® TaqgMan® HBYV.

POZN.: Pokud je tfeba pouZzit zmrazenou rekonstituovanou nosi¢éovou RNA nebo proteinazu K,
rozpustte je pfi pokojové teploté a pred pouzitim je nékolikrat obratte.

J Pridejte uvedeny objem lytického/vazebného pufru do Cisté sterilni zkumavky o objemu 50 ml.
J Pfidejte uvedeny objem rekonstituované nosiCové RNA do zkumavky obsahuijici lyticky/vazebny pufr.

J Vitenim michejte HBV QS po dobu 3-5 sekund a pfidejte uvedeny objem HBV QS do zkumavky
obsahujici lyticky/vazebny pufr a rekonstituovanou nosi¢ovou RNA.

J Zkumavku uzavfete a dobfe promichejte pfevracenim 10—15-krat. NEMICHEJTE vifenim — vifeni
vytvafi v roztoku bubliny.

J Pridejte uvedeny objem rekonstituované proteinazy K do zkumavky obsahujici lyticky/vazebny pufr.

J Zkumavku uzaviete a dobfe promichejte pfevracenim 10-15-krat. NEMICHEJTE vifenim — vifeni

vytvafi v roztoku bubliny. Zaénéte rozdélovat lyticky/vazebny pracovni roztok okamzité po pfidani
a michani proteinazy K s lytickym/vazebnym pufrem.
Nepouzity lyticky/vazebny pufr (LYS) mlze byt uchovavan pfi teploté 15 az 25 °C po dobu
maximalné 30 dni nebo do doby pouzitelnosti, dle toho, ktera doba je kratsi. Nespotfebovany
lyticky/vazebny pracovni roztok je tfeba znehodnotit.
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B.

Pfiprava vzorku a kontroly

POZN.: Pro tuto proceduru jsou doporucovany nastavitelné pipetory se Spickami odolnymi vici

aerosolim.

POZN.: V krocich 1, 14, 16, 19 a 22 miiZe byt pouZita opakovaci pipeta s vhodnou velikosti sterilni kombino-

vané sSpicky. Je vsak treba davat velky pozor, aby se predeslo splachnuti ¢inidel a zkfizené
kontaminaci.

POZN.: Davejte si pozor, aby béhem celého postupu nedoslo k rozstfiknuti lytického/vazebného

pracovniho roztoku, vzorku, kontroly a izopropanolu na nalepovaci oblast mezi jamku a vicko na
okraji kazdé jamky.

POZN.: PouZivejte rukavice, které obsluze dobre padnou. Casto mérite rukavice, zvla$té po manipulaci

s pozitivnimi kontrolami a otevieni plnych zkumavek z lytického stojanu. Nikdy se nedotykejte
vnitini ¢asti vicek (napr. pri otevirani nebo zavirani).

POZN.: Pfi manipulaci se soupravami kontrol a klinickymi vzorky vlozZte negativni kontrolu pred

zpracovanim soupravy pozitivnich kontrol.

Pipetujte 625 pl lytického/vazebného pracovniho roztoku do kazdé jamky v Iytickém stojanu
(I, transparentni). Zabrante pokapani nalepovaci oblasti mezi jamkou a vickem na okraji kazdé jamky.
Jemné zatlacte na vicka tak, aby pfikryvala jamky. Nepouzivejte zamykaci mechanizmus.

Pfi postupném otevieni vzdy jen jedné jamky opatrné pipetujte 500 pl vzorku nebo kontroly do
odpovidajici jamky. Zabrarte pokapani nalepovaci oblasti mezi jamkou a vickem na okraji kazdé
jamky. Po pfidani kazdého vzorku nebo kontroly pfitlacte vicko. ZaCnéte u kyvného zavésu a jemné
pfitlacte smérem doll. Pokradujte v jemném tlaku pfes stfed vicka a zabezpeéenim zamykaciho
mechanismu pevné uzaviete jamku.

Poté, co byly pfidany vSechny vzorky a kontroly, promichejte napinény Iyticky stojan vifenim po dobu pfiblizné
10 sekund. Nemichejte pfili§ prudce. Vizualné si ovéfte, Ze byly vdechny jamky dobfe vifenim promichany.
Opatrné umistéte lytické stojany do vodni lazné predehfaté na 50 °C (+ 2 °C), tak aby nedoslo
k postfikani. Inkubujte Iyticky stojan 10 minut. BE€hem inkubace by mél byt lyticky stojan ponoreny,
ale nesmi plavat. Ujistéte se, ze horni ¢ast lytického stojanu mezi jamkami zlistane b&éhem inkubace
sucha. Po vynéti z vodni lazné pedlivé osuste horni i spodni ¢ast lytického stojanu.

Centrifugujte lyticky stojan po dobu 10-20 sekund pfi nastaveni 4600 x g v mikrotitrani destiCkové
centrifuze. Centrifuga nemusi dosahnout nastavenou rychlost. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny
v kazdé jamce, zda nedoslo k Zadnému uniku. Jestlize zjistite Unik, nepokraduijte.

VZdy v jednom okamziku meéjte otevienou jen jednu jamku. Jemnym tlakem na kyvny zavés uvolnéte
zamykaci mechanismus, zvednéte vicko jamky a do kazdé jamky napipetujte 250 pl isopropanolu. Po
kazdém pfidani pfitlacte vicko. Zaénéte u kyvného zavésu a jemné pfitlaéte smérem doll. Pokracujte
v jemném tlaku pres stfed vicka a zabezpedenim zamykaciho mechanismu pevné uzavrete jamku.

POZN.: Objem isopropanolu je specificky pro kazdy test COBAS® TagMan®.

7.

10.

11.

12.

Zrakem zkontrolujte, zda jsou vSechny stojany pevné uzaviené. Michejte vzorky pfevracenim stojanu
tfikrat a naslednym vifenim stojanu po dobu pfiblizné 10 sekund. Nemichejte pfili§ prudce. Vizualné
si ovéfte, Zze byly vSechny jamky dobfe vifenim promichany.

Centrifuguijte lyticky stojan po dobu 10—20 sekund pfi nastaveni 4600 x g v mikrotitracni destiCkové
centrifuze. Centrifuga nemusi dosahnout nastavenou rychlost. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny
v kazdé jamce, zda nedoslo k zadnému uniku. Jestlize zjistite unik, nepokracuijte.

Vzdy v jednom okamziku méjte otevfenou jen jednu jamku. Jemnym tlakem na kyvny zavés uvolnéte
zamykaci mechanismus, zvednéte vi¢ko jamky a do odpovidajicich jamek na stojanu filtraéni zkumavky
(I, Zluty) s pfipevnénym odpadnim stojanem (bily) pfeneste 750 pl smési vzorku nebo kontroly. Po
pfidani kazdé smési vzorku nebo kontroly pfitlacte vicko. Zaénéte u kyvného zavésu a jemné pfitlacte
smérem dol(l. Pokradujte v jemném tlaku pres stfed vicka a zabezpeéenim zamykaciho mechanismu
pevné uzaviete jamku.

Po pfidani vSech vzorkll nebo kontrol centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po dobu
2 minut pfi 4600 x g v mikrotitraéni desti¢kové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny
v kazdé jamce, zda nedo$lo k zadnému uniku. Jestlize zjistite unik, nepokracuijte.

Vzdy v jednom okamziku méjte otevienou jen jednu jamku. Jemnym tlakem na kyvny zavés uvolnéte
zamykaci mechanismus, zvednéte vicko jamky a do odpovidajicich jamek na stojanu filtraCni zkumavky
pfeneste zbyvajici smés vzorku nebo kontroly. Po pfidani kazdé smési vzorku nebo kontroly uzaviete
vicko jamky. Zaénéte u kyvného zavésu a jemné pritlacte smérem doll. Pokracujte v jemném tlaku pres
stfed viCka a zabezpecte zamykaci mechanismus. Lyticky stojan odpovidajicim zpusobem zlikvidujte.
Centrifugujte soustavu stojanu filtraénich zkumavek po dobu 2 minut pfi 4600 x g v mikrotitraéni
destickové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda nedoSlo k zadnému
uniku. Jestlize zjistite unik, nepokracujte.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Vyjméte stojan filtracni zkumavky z odpadniho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni na horni
strané stojanu filtraénich zkumavek. Znehodnotte odpadni stojan. Vymérite za novy odpadni stojan
a zasadte stojan filtraénich zkumavek do odpadniho stojanu.

Oteviete vSechna vicka stojanu filtraéni zkumavky a pipetujte 400 pl pufru pro odstranéni inhibitort
(IRB) po sténé kazdé jamky. Nedotykejte se stran jamky. Po pfidani pufru pro odstranéni inhibitord
do vSech jamek pfitlacte vicko. Zaénéte u kyvného zavésu a jemné pfitlaéte smérem doll. Pokradujte
v jemném tlaku pres stfed viCka a zabezpecenim zamykaciho mechanismu pevné uzaviete vicka.

Centrifugujte soustavu stojanu filtraénich zkumavek po dobu 2 minut pfi 4600 x g v mikrotitraéni
destickové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda nedoSlo k zadnému
uniku. Jestlize zjistite Unik, nepokracuijte.

Oteviete vSechna viCka stojanu filtraCni zkumavky a pipetujte 700 ul promyvaciho pufru (WASH) po
sténé kazdé jamky. Nedotykejte se stran jamky. Po pfidani promyvaciho pufru do vSech jamek pfitlacte
vicko. Zacnéte u kyvného zavésu a jemné pfitlacte smérem dolll. Pokradujte v jemném tlaku pres stfed
vicka a zabezpeenim zamykaciho mechanismu pevné uzaviete vicka.

Centrifugujte soustavu stojanu filtracnich zkumavek po dobu 2 minut pfi 4600 x g v mikrotitrani
destickové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda nedoSlo k Zzadnému
uniku. Jestlize zjistite unik, nepokraduijte.

Vyjméte stojan filtraCni zkumavky z odpadniho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni na horni
strané stojanu filtraénich zkumavek. Znehodnotte odpadni stojan. Vymérite za novy odpadni stojan
a zasadte stojan filtracnich zkumavek do odpadniho stojanu.

Oteviete vSechna vi¢ka stojanu filtraCni zkumavky a pipetujte 700 pl promyvaciho pufru po sténé kazdé
jamky. Nedotykejte se stran jamky. Po pfidani promyvaciho pufru do vSech jamek pfitlaéte vicko.
Zacnéte u kyvného zavésu a jemné pfitlacte smérem dold. Pokradujte v jemném tlaku pres stfed vicka
a zabezpefenim zamykaciho mechanismu pevné uzavrete vicka.

Centrifugujte soustavu stojanu filtraCnich zkumavek po dobu 3 minut pfi 4600 x g v mikrotitracni
desti¢kové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda nedoSlo k zadnému
uniku. Jestlize zjistite unik, nepokraduijte.

Vyjméte stojan filtraéni zkumavky z odpadniho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni na horni
strané stojanu filtracnich zkumavek. Umistéte stojan filtrani zkumavky do eluéniho stojanu
(IlIA, modry) a zasadte stojan filtracni zkumavky do eluéniho stojanu. Znehodnotte odpadni stojan
odpovidajicim zpUisobem.

Otevfete vSechna vi¢ka stojanu filtracéni zkumavky a pipetujte 75 pl predehfatého eluéniho pufru
(ELB) do stfredu kazdého filtru, aniz byste se ho dotkli.

POZN.: Nepridavejte elucni pufr davkovanim po sténé jamky.

23.

24.

25.

26.

27.

Po pfidani eluéniho pufru do v8ech jamek pfitlacte vicko. Za¢néte u kyvného zavésu a jemné
pfitlacte smérem dolll. Pokradujte v jemném tlaku pfes stfed vicka a zabezpeéenim zamykaciho
mechanismu pevné uzaviete jamku.

Eluéni stojan inkubujte pfi pokojové teploté po dobu minimalné 3 minut po pfidani eluéniho pufru do
posledni jamky. Zacénéte u kyvného zavésu a jemné vicko pfitlaéte smérem dol{l. Pokradujte
v jemném tlaku pfes stfed viCka a zabezpe€enim zamykaciho mechanismu pevné uzaviete jamku.

Centrifugujte soustavu stojanu filtragnich zkumavek po dobu 3 minut pfi 4600 x g v mikrotitraéni
destiCkové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda nedoSlo k zadnému
uniku. Jestlize zjistite unik, nepokracuijte.

Vyjméte stojan filtraénich zkumavek z elu€niho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni na horni
strané stojanu filtraéni zkumavky. Znehodnotte stojan filtraénich zkumavek odpovidajicim zplsobem.

Umistéte kryci stojan (IlIB, modry) do eluéniho stojanu (llIA, modry). Silné stisknéte a uzavfete
spojeni na eluénim stojanu. PFitlaéte vicko. Za¢néte u kyvného zavésu a jemné pfitlaéte smérem
dold. Pokracujte v jemném tlaku pfes stfed vicka a zabezpeéenim zamykaciho mechanismu pevné
uzaviete vSechna vicka.

Zpracované vzorky a kontroly jsou pouzivany pfimo pro PCR. Pouzijte 50 pl zpracovanych vzorku
a kontrol pro amplifikaci. Pfidejte zpracované vzorky a kontroly k pracovnimu Master Mix do 3 hodin
od ukonéeni pfipravy vzorku a kontroly. Pokud neni mozné pouzit zpracované vzorky a kontroly do
3 hodin od pfipravy, mohou byt uskladnény pfi teploté 2-8°C po dobu maximalné 24 hodin
v zakrytém eluénim stojanu nebo zmrazeny pfi teploté -20°C po dobu 1 tydne ve sterilnich
polypropylenovych zkumavkach se Sroubovacim uzavérem o objemu 2,0 ml (napfiklad Sarstedt
P/N: 72.694.006). Amplifikujte zpracované vzorky a kontroly po dobu 3 hodin pfidanim vzork(
a kontrol do pracovniho Master Mix.
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Amplifikace a detekce

POZN.: K-nosiée/nosi¢ K-zasobniku a drzak K-nosice/drZzak nosi¢e K-zasobniku by mély byt otfeny
tkaninou nepoustéjici vlas navihéenou do 70% roztoku isopropanolu.

C. Pfiprava ¢inidel

POZN.:Vzorky a kontroly zpracované pomoci é&inidel COBAS® TagMan® HBV Master Mix
(HBV MMX), ,,Pracovni Master Mix“ (pracovni MMX) a Pracovni Master Mix Plus jsou citlivé
na svétlo. Chrarnte tato ¢inidla pred svétlem.

POZN.: COBAS® TagMan® HBV Master Mix (HBV MMX) a COBAS® TaqMan® roztok manganu
(CTM Mn2+) musi byt temperovany na okolni teplotu po dobu minimalné 30 minut pfed
pfipravou pracovniho Master Mix.

POZN.: Po dokonceni pfipravy vzorku a kontroly pfipravte pracovni MMX.
POZN.: Pracovni MMX musi byt pouZit do 2 hodin od pfipravy.

POZN.: Jakmile jsou zpracované vzorky a kontroly pridany do Pracovniho Master Mix, musi byt
amplifikace zapocata do 3 hodin.

1. Temperujte jednu lahvicku HBV MMX a jednu lahvicku CTM Mn2+ na teplotu okoli po dobu
minimalné 30 minut.

2. Umistéte K-nosi¢ nebo nosi¢ K-zasobnikd do drzaku K-nosice/drzak nosi¢e K-zasobniku.

3. Vlozte nové K-zkumavky nebo novy K-zasobnik do K-nosi¢e/nosi¢e K-zasobniku bez toho, abyste
se dotkli stran K-zkumavek.

POZN.: Ma-li byt zpracovano méné nez 24 zkumavek, musi byt obsazeny pozice 1, 2, 5, 20, 23 a 24
pro vyvazeni K-nosi¢e v termocykleru. PFi pouziti K-zasobniku neni nutné vyvaZovat

termocykler.
4. Oteviete K-zkumavky pomoci zafizeni pro manipulaci s vicky K-zkumavek. Umistéte vicka do
parkovaci pozice drzaku K-zkumavek.
5. Pfipravte pracovni MMX dle nasledujiciho navodu:

Na 24 testd pfidejte 191 yl CTM Mn2* do jedné lahvicky s HBV MMX. Lahviéku zavfete a dobfe
promichejte pfevracenim 10x. Vifeni k promiseni pracovniho MMX nepouzivejte. Pracovni MMX chrarite
pred svétlem a spotfebujte do 2 hodin.

Na 12 testd odeberte 660 yl HBV MMX a umistéte do zkumavky o objemu 2 ml. Pfidejte 90 pl
CTM Mn2+ do zkumavky o objemu 2 ml obsahujici HBV MMX, zkumavku zavitkujte a dobfe
promichejte oto¢enim 10x. Pracovni MMX chrarite pfed svétlem a spotfebujte do 2 hodin. Uskladnéte
zbyvajici nepouzity HBV MMX a CTM Mn2+ v originalnich lahvickach pfi teploté 2—8 °C. Po otevieni
jsou HBV MMX a CTM Mn2+ stabilni po dobu 30 dnd pfi teploté 2-8 °C nebo do uplynuti doby
pouzitelnosti, dle toho, ktera je kratsi.

POZN.: Objem CTM Mn?+* je specificky pro test COBAS® TagMan® HBYV.
6. Odpipetujte 50 pl pracovniho MMX do kazdé K-zkumavky nebo jamky K-zasobniku.

POZN.: Pokud byly zpracované vzorky a kontroly pred amplifikaci uloZzeny ve zmrazeném stavu,
nechte je pred krokem 7 nejprve za pokojové teploty rozmrazit.

7. Z kazdého zpracovaného vzorku a kontroly odmeéfte 50 pl do pfislusné K-zkumavky nebo jamek
K-zasobniku obsahujici pracovni MMX; pouzijte k tomu mikropipetor se Spi¢kou s aerosolovou bariérou
nebo s pozitivnim posuvem. Jemné promichejte kazdy vzorek nebo kontrolu nahoru a dolu tfikrat pomoci
mikropipetoru, ktery nevytvari bubliny.

8. Opakuijte krok 7 pro kazdy zpracovany vzorek a kontrolu, dokud nebude vSe pfeneseno do K-zkumavek
nebo jamek K-zasobniku. Pro kazdy vzorek a kontrolu pouzijte novou $picku. Provedte vizualni kontrolu
pritomnosti bublinek a dle potfeby je odstrarite. Uzaviete K-zkumavky nebo K-zasobnik pomoci zafizeni
pro manipulaci s vicky K-zkumavek/K-zasobnik(l. Vizualné si ovérte, Ze byly pfidany odpovidajici objemy.

9. S amplifikaci je tfeba zacit do 3 hodin od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly odméfeny
do K-zkumavek/K-zdsobniku s obsahem pracovniho MMX.
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PInéni a provoz analyzatoru COBAS® TaqgMan® 48

Zapnéte pocita¢ pracovni stanice a pfihlaste se k Windows XP za pouziti odpovidajiciho
uzivatelského jména a hesla.

Zapnéte analyzator COBAS® TagMan® 48. Ovéfte, zda se pfistroj inicializuje a je pfipraven pro
pouziti. Jsou-li K-nosi¢e nebo nosi¢e K-zasobnikl z pfedchozich méfeni nadale umistény v nékterém
z termocyklerd, odstrante je pomoci pfemistovace K-nosicl.

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

Pro vytvofeni pfikazt pro K-nosi€e nebo nosiCe K-zasobniku pro analyzované vzorky kliknéte na
ikonu Orders. Vyberte zalozku Sample, pak kliknéte na tlagitko New a zadejte €islo objednavky pro
vzorek pomoci klavesnice nebo snimade &arového kddu. Zvolte Definici testu pro test COBAS®
TagMan® HBV. Opakujte pro kazdy vzorek. Kliknéte mysi na tlagitko Save.

POZN.: Ma-li byt zpracovano méné nez 24 zkumavek, musi byt obsazeny pozice 1, 2, 5, 20, 23 a 24

5.

pro vyvazeni K-nosice v termocykleru.

Zadejte informace o kontrole kvality vybérem tlagitka Quality Control v okné Orders. Kliknéte na
tlacitko New a pomoci klavesnice nebo snimace ¢arového kddu zadejte informaci z karty hodnot
kontrol testu COBAS® TagMan® HBV dodavané se soupravou. Zadejte &islo Sarze testu COBAS®
TagMan® HBV, datum expirace, rozmezi Low (+) a High (+) kontroly a také kalibraéni koeficienty
specifické pro Sarzi v navrzenych prostorech. Kliknéte na OK.

Pfifadte Cislo K-nosice/K-zasobniku k danému cyklu kliknutim na zalozku K-Carrier v okné Orders.
V okné K-Carrier kliknéte na New. V burice vpravo od K-Carrier ID zadejte &islo K-nosice/
K-zasobniku z ¢arového kédu na K-nosici/K-zasobniku pomoci klavesnice nebo snimace ¢arového
kodu. Jestlize pouzivate K-zasobnik, zaSkrinéte zaskrtavaci policko K-Tray v ¢asti K-Carrier ID.
Vyberte definici testu pro test COBAS® TagMan® HBV z panelu testl v doini éasti okna.

POZN.: Vysledky z pfedchoziho méreni se stejnym ID K-nosi¢e musi byt akceptovany.

7.

9.

V listu Worklist vyberte prvni fadu ve sloupci Type (T). Oznacte toto pole, abyste se dostali do
rozbalovaci nabidky a pak vyberte pozadovany typ kontroly. Pak kliknéte dvakrat na pole ID vzorku
pro stejnou fadu. Okno LookUp Control bude zobrazeno se vSemi dostupnymi kontrolami. Jakmile
je kontrola vybrana, odpovidajici kalibraéni a kontrolni hodnoty budou zobrazeny v dolnim pravém
informaénim panelu. Opakujte tento proces pro vSechny pozadované kontroly.

Pro zadani vzorki do Worklist kliknéte dvakrat na prvni pozici (fadu) pro zadani vzorku. Tim se
zobrazi okno Lookup Sample obsahujici pfifazené objednavky pro vzorek. Pouzijte klavesy Shift +
Arrow pro oznadeni vice nez jednoho &isla objednavky. Zkontrolujte, zda definici testu COBAS®
TagMan® HBV byly pfifazeny viechny pfikazy.

Kliknéte na Save pro ulozeni pfifazeni pfikazu K-nosi¢e/nosi¢e K-zasobniku.

POZN.: Ma-li byt v cyklu zpracovano méné nez 24 zkumavek, musi byt obsazeny pozice 1, 2, 5, 20, 23 a 24

E.
1.

pro vyvazeni K-nosice v termocykleru. Pri pouzZiti K-zasobniku neni nutné vyvazovat termocykler.
Amplifikace a detekce

Vyberte ikonu Systems na zaloZzce System a kliknutim na Open oteviete termocykler. Jakmile se
kryt termocykleru zcela otevie a objevi se napis Ready to Load v okné Systems, zvednéte
a pfidrzte viko termocykleru oteviené. Pomoci pfemistovade K-nosi¢e/pfemistovae nosice
K-zasobniku pfemistéte naplnény K-nosi¢/nosi¢ K-zasobniku obsahujici uzaviené K-zkumavky/
K-zasobnik s pracovnim Master Mixem, vzorky a kontrolami do termocykleru. Zaviete viko
termocykleru.

Kliknéte na Start v okné Systems pod ikonou TC pro uzavfeni krytu termocykleru a spustte béh
analyzy.

Amplifikaci a detekci provadi analyzator COBAS® TagMan® 48 automaticky.
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VYSLEDKY

POZN.: Pokyny k tisku vysledku a k interpretaci pfiznaki a poznamek naleznete v provozni pfirucce
k analyzatoru COBAS® TaqgMan® 48.

Kalkulace vysledku

Analyzator COBAS® TagMan® 48 automaticky stanovuije titr HBV DNA ve vzorcich a kontrolach. Titr HBV DNA
je vyjadien v mezinarodnich jednotkach (IU)/ml. Konverzni faktor mezi HBV kopiemi/ml a HBV mezinarodnich
jednotek/ml je 5,82 kopii/lU pouzitim WHO HBV mezinarodniho standardu pro NAT testovani 97/74629.

Analyzator COBAS® TaqgMan® 48:
e Stanovuje prahovou hodnotu cyklu (Ct) pro HBV DNA a kvantifikaéni standard HBV DNA.

e Stanovuje titr HBV DNA na zékladé hodnot Ct pro HBV DNA a kvantifikaéni standard HBV DNA
a kalibraénich koeficientech specifickych pro danou Sarzi.

e Urcuje, Ze vypoctena hodnota titru v IU/ml pro HBV L(+)C a HBV H(+)C spada do vymezeného
rozmezi.

Validace béhu — AMPLILINK, verze 3.2
Zkontrolujte vysledkové okno AMPLILINK nebo vytisk na pfitomnost pfiznak(l a komentarl, abyste se ujistili,
Ze je béh méfeni platny.

Bé&h je platny, pokud se neobjevi zadné pfiznaky pro kontroly COBAS® TagMan® HBV.

Bé&h neniplatny, pokud se u kontrol COBAS® TagMan® HBV objevi néktery z nasledujicich pfiznak:
Negativni kontrola:

Pfiznak Vysledek Interpretace

Neplatny  vysledek nebo
__N_NC_INVALID Invalid ~platny” vysledek, ktery nebyl
negativni pro cilovou HBV

HBV Nizce pozitivni kontrola:

Pfiznak Vysledek Interpretace
__L_LPCINVALID < 6.00E+00 IU/mL Kontrola pod rozsahem testu
Target Not Detected Kontrola pod rozsahem testu
Numericky titr, X.XXE+XX IU/mL Kontrola mimo rozsah testu
> 1.10E+08 IU/mL Kontrola nad rozsahem testu
Invalid Neplatny vysledek
HBV Vysoce pozitivni kontrola:
Pfiznak Vysledek Interpretace
__H_HPCINVALID < 6.00E+00 IU/mL Kontrola pod rozsahem testu
Target Not Detected Kontrola pod rozsahem testu
Numericky titr, X.XXE+XX 1U/mL Kontrola mimo rozsah testu
> 1.10E+08 IU/mL Kontrola nad rozsahem testu
Invalid Neplatny vysledek

Pokud je béh neplatny, zopakujte ho cely, v€etné pfipravy vzorku a kontroly, amplifikace a detekce.
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Validace béhu — AMPLILINK, verze 3.3
Zkontrolujte vysledkové okno AMPLILINK nebo vytisk na pfitomnost pfiznak(l a komentarl, abyste se ujistili,

Ze je béh méfeni platny.

Bé&h je platny, pokud se neobjevi Zadné pfiznaky pro kontroly COBAS® TagMan® HBV.
Bé&h neni platny, pokud se u kontrol COBAS® TagMan® HBV objevi nékteré z nasledujicich pfiznaku:

Negativni kontrola:

Pfiznak Vysledek Interpretace
Neplatny vysledek nebo “platny”
NC_INVALID Invalid vysledek, ktery nebyl negativni
pro cilovy HBV

HBV Nizce pozitivni kontrola:

Priznak Vysledek Interpretace
Neplatny vysledek nebo kontrola
LPC_INVALID Invalid mimo rozsah
HBV Vysoce pozitivni kontrola:
Pfiznak Vysledek Interpretace
Neplatny vysledek nebo kontrola
HPC_INVALID Invalid mimo rozsah

Pokud je béh neplatny, zopakujte ho cely, v€etné pfipravy vzorku a kontroly, amplifikace a detekce.

Interpretace vysledkii:

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

= Platny béh m(ze zahrnovat platné i neplatné vysledky vzork(l podle toho, zda se u jednotlivych
vzorkU objevi zalozky resp. komentare nebo ne.

Vysledky vzorku jsou interpretovany nasledujicim zptisobem:

Vysledek titru

Interpretace

Target Not Detected

Ct hodnota pro HBV je nad hranici testu nebo nebyla zadna Ct hodnota pro
HBV ziskana. Vysledky nahlaste jako ,HBV DNA nedetekovana“.

< 6.00E+00 1U/mL

Vypodétena hodnota 1U/ml je pod detekéni hranici testu. Vysledky uvadéjte jako
,HBV DNA detekovana, méné nez 6 HBV DNA [U/mL".

> 6.00E+00 IU/mL a
< 2.90E+01 IU/mL

Vypocitané vysledky v IU/ml jsou pod dolni hranici linearniho rozmezi testu.
Tyto vysledky maji velky stupen variability, a proto nemohou byt povazovany za
pfesné. Tyto vysledky by mély byt interpretovany s opatrnosti.

> 2.90E+01 IU/mL a
< 1.10E+08 IU/mL

Vypocditané vysledky vétsi nez nebo rovny 29 IU/ml a mensi nez nebo rovny
1,10E+08 IU/ml jsou v linearnim rozmezi analyzy.

> 1.10E+08 1U/mL

Vypoctena hodnota IU/ml lezi nad rozsahem testu. Vysledky uvadéjte jako
“vy8Si nez 1,10E+08 HBV DNA IU/mlI”. Jsou-li zddané kvantitativni vysledky,
mél by byt originalni vzorek rozfedén HBV-negativni lidskou plazmou nebo
sérem v zavislosti na matrix originalniho vzorku a test by mél byt zopakovan.
Vynasobte uvedeny vysledek diluénim faktorem.

POZN.: Vzorky nad rozsahem testu, které vykazuji neplatny vysledek s pfiznakem ,,QS_INVALID*,
nesmi byt vykazany jako > 1,10E+08 IU/mL. Jsou-li Zadané kvantitativni vysledky, mél by byt
originalni vzorek rozredén HBV-negativni lidskou plazmou nebo sérem v zavislosti na
matrix originalniho vzorku a test by mél byt zopakovan. Vynasobte uvedeny vysledek
diluénim faktorem.
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KONTROLA KVALITY

Jeden replikat kazdé COBAS® TagMan® negativni kontroly, COBAS® TagMan® HBV Low (+) kontroly
a COBAS® TagMan® HBV High (+) kontroly musi byt zahrnut do kazdého bé&hu testu az 24 vzorkd
a kontrol. 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. Neexistuji pozadavky tykajici se pozice kontrol na K-nosi¢i/K-zasobniku. Projdéte
si, co pfistroj vytiskl, a na pfiznacich a poznamkach si ovéfte, ze je méfeni platné.

Negativni kontrola

CTM (-) C musi vést k vysledku “Target Not Detected”, tzn. Ct hodnota pro HBV DNA byla nad hranici
analyzy nebo zadna Ct hodnota pro HBV DNA nebyla ziskdna, ale platna Ct hodnota byla ziskana pro
kvantifikacni standard HBV DNA. Jestlize CTM (=) C toto kritérium nespliuje, je celé méfeni neplatné. Cely
postup zopakujte (pfiprava vzorkd a kontrol, amplifikace a detekce). Je-li CTM (=) C trvale neplatna,
kontaktujte vaSi mistni kancelar Roche pro technickou pomoc.

Pozitivni kontroly

Pfifazené rozmezi pro HBV L(+)C a HBV H(+)C je specifické pro kazdou Sarzi kontroly a je dodavano na
karté COBAS® TaqgMan® HBV Test Controls Value Card se soupravou. Tato rozmezi jsou zadana do Data
Station softwaru AMPLILINK.

Mnozstvi HBV DNA v IU/ml pro HBV L(+)C a HBV H(+)C musi spadat do rozmezi uvedeného na karté
COBAS® TagMan® HBV Test Controls Value Card dodavaného se soupravou. Jestlize jedna nebo obé&
pozitivni kontroly nespliuji toto kritérium, je celé méfeni neplatné. Cely postup zopakujte (pfiprava vzorku
a kontrol, amplifikace a detekce). Jestlize vypocteny titr HBV DNA pro jednu nebo obé pozitivni kontroly je
trvale mimo pfifazené rozmezi, obratte se o technickou pomoc na mistni zastoupeni firmy Roche.

BEZPECNOSTNIi OPATRENI PRI PRACI

1. Jak je tomu pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu zasadnim
pozadavkem dodrzovat principy spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické senzitivité
tohoto testu je tfeba vénovat mimofadnou péci tomu, aby se zachovala Cistota €inidel soupravy
a amplifikaénich smési. U vSech &inidel je tfeba Cistotu bedlivé sledovat. Jakmile je podezfeni na
znedcisténi, je tfeba ¢inidlo zlikvidovat.

PROCEDURALNI OMEZENI

1. Tento test je validovan pro pouzivani s lidskym sérem nebo plazmou odebranou do EDTA jako
antikoagulantu. Pokud by byly testovany jiné typd vzorkd, mohly by byt vysledky nespravné, falesné
negativni nebo faledné pozitivni.

2. K ziskani spolehlivych vysledki je tfeba dodrzovat patfi¢né postupy odbéru, transportu, skladovani
a zpracovani vzork.

3. Diky pEitomnosti enzymu AmpErase v COBAS® TagMan® HBV Master Mix se sniZuje riziko
kontaminace amplikonu. Kontaminaci od HBV pozitivnich kontrol a klinickych vzorkl Ize ovéem
zabranit pouze dlislednym uplatfiovanim zasad spravné laboratorni praxe a peclivym dodrzovanim
postupl uvedenych v tomto pfibalovém letaku.

4, S produktem by méli pracovat pouze pracovnici znali technik PCR.

5. Tento produkt se miZe pouzivat pouze ve spojeni s analyzatorem COBAS® TagMan® 48.

6. Detekce HBV DNA zavisi na tom, kolik virovych ¢astic je ve vzorku pfitomno, na coz maji vliv metody
odbéru vzorku a status pacienta (napf. vék, pfitomnost symptomu a/ nebo stadium infekce).

7. | kdyz vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech virového genomu pokryté primery testu
a/nebo sondou mohou vést k podhodnoceni mnozstvi nebo selhani detekce viru.

8. Diky podstatnym rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pfed zménou

technologie na jinou provedli korelaéni metodické studie ve vlastni laboratofi a kvantifikovali rozdily
mezi technologiemi.
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RUSIVE LATKY

Je prokazano, ze zvySené hladiny lipid{, bilirubinu, albuminu a hemoglobinu ve vzorcich neinterferuji

s kvantifikaci HBV DNA timto testem.

V pfipadé nasledujicich slou¢enin nebylo prokazano, ze interferuji s kvantifikaci HBV DNA timto testem.

Inhibitory nukleotidové DNA
polymerazy

Adefovir dipivoxil

Tenofovir disoproxil fumarat

Nukleozidové inhibitory reverzni
transkriptazy a DNA polymerazy
Lamivudin

Zidovudin

Zalcitabin

Stavudin

Abacavir

Inhibitory HIV proteazy
Indinavir

Ritonavir

Nelfinavir

Saquinavir

Amprenavir
Lopinavir/Ritonavir

Nenukleotidové inhibitory HIV
reverzni transkriptazy
Nevirapin

Efavirenz

Imunomodulatory
Interferon alfa-2a
Interferon alfa-2b

Inhibitory HIV fuze
Enfuvirtid

Sloucéeniny pro Iéébu CMV
Gancyklovir

Valganciclovir hydrochlorid
Acyklovir

Valacyclovir hydrochlorid

VYHODNOCENI LABORATORNICH VYSLEDKU

Popis studie

Mez detekce testu COBAS® TagMan® HBV byla stanovena analyzou sérii fedéni klinickych vzorki HBV
(genotyp A a D) v HBV-negativni lidské EDTA plazmé a séru. Pfesnost a linearita testu COBAS® TagMan®
HBV byla stanovena analyzou série fedéni klinickych HBV vzorkd (genotyp A a D) pouze v HBV-negativni
lidské EDTA plazmé. Koncentrace HBV v klinickych vzorcich uvedena v kopiich/ml byla stanovena testem
COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR pro fedéni v rozmezi tohoto testu a pak vynasobena diluénim
faktorem. Koncentrace fedéni byla pfevedena na IU/ml pouzitim konverzniho faktoru mezi WHO
mezinarodnimi jednotkami HBV DNA/mI a kopiemi/ml stanovanymi pomoci testu COBAS® AMPLICOR®
HBV MONITOR a testu COBAS® TagMan® HBV.
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A. Mez detekce

Studie popsané nize ukazuji, Zze test COBAS® TagMan® HBV miize detekovat HBV DNA v EDTA plazmé
a séru pfi koncentracich miniméalné 5,9 1U/ml s mirou pozitivity vétsi nez 95%. Koncentrace HBV DNA
v EDTA plazmé a séru, ktera mize byt detekovana s mirou pozitivity vyS§si nez 95% stanovené analyzou
Probit je 4,8 IU/ml, resp. 6,7 IU/ml.

Mez detekce v EDTA plazmé testu COBAS® TagMan® HBV

Tabulka 1

(H%r\n/ire)él\llrx YLSJ}:;Inﬁ) Pocet replikatu Pocet pozitivnich Mira pozitivity
12,9 120 120 100%
8,6 120 118 98%
6,0 120 119 99%
3,4 120 105 88%
1,7 120 99 83%
0,9 120 67 56%
0,4 120 57 48%
Probit 95% Gspésnost detekce 4,8 1U/ml [95% meze spolehlivosti 3,1 -9,9 IU/ml]

Mez detekce v séru testu COBAS® TagMan® HBV

Tabulka 2

(H%r\r}ire)él\llrx \I/St/lrfl) Pocet replikatl Pocet pozitivnich Mira pozitivity
12,9 120 120 100%
8,6 117 110 94%
6,0 114 111 97%
3,4 120 103 86%
1,7 114 73 64%
0,9 120 47 39%
0,4 120 28 23%
Probit 95% Gspésnost detekce 6,7 IU/ml [95% meze spolehlivosti 4,7 - 11,1 1U/ml]

B. Pfesnost

Pfesnost v ramci testu, mezi testy a celkova pfesnost byly hodnoceny v souladu s metodami definovanymi
v doporuéenych postupech CLSI EP5-A, “Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry
Devices”33.Tento postup umoziiuje stanoveni pfesnosti v ramci testu a celkové presnosti provedenim jedné
vicedenni studie s vice operatory. Denné po dobu 15 dnl bylo provadéno méfeni zahrnujici 3 identick

opakované analyzy (replikaty) kazdého vzorku. Kazdy vzorek prosel celou procedurou testu COBAS

TagMan® HBV, zahrnujici pfipravu vzorku, amplifikaci a detekci. Zde uvadéna pfesnost tedy zahrnuje
v8echny aspekty testovaciho postupu. Studie byla provedena pro tfi arze éinidel testu COBAS® TagMan®
HBV a kombinované vysledky jsou uvedeny v tabulce 3 (HBV DNA IU/ml) a tabulce 4 (HBV DNA

|Og10 |U/m|)

04958594041-06CS

22

Doc Rev. 7.0



Tabulka 3
Pfesnost testu COBAS® TagMan® HBV (v IU/mI)

Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pramérny HBV DNA | 1,07E8| 5,33E7|1,04E7 | 8,52E5|9,28E4|1,21E4 | 1200 111 49 14
Titr (1U/ml)

CV v ramci testu 19% 10% | 12% 7% 14% 16% 14% 22% | 27% | 50%
CV mezi béhy testu 11% 14% | 12% 14% | 16% 18% 18% 26% | 17% | 22%

Celkovy CV 23% 17% | 17% 16% | 22% 24% 22% 34% | 32% | 54%
Celkovy pocet 132 134 134 135 135 134 135 135 135 135

Replikaty

Tabulka 4
Presnost testu COBAS® TagMan® HBV (v log, 1U/mI)

Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Primérny HBV

DNA titr 8,02 7,72 | 7,01 5,92 4,94 4,06 3,07 2,03 1,67 | 1,05
(Logqg 1U/ml)

Smérodatna odchylka [ 0,07 0,04 | 0,05 0,03 | 0,21 0,18 0,06 0,09 | 0,11 | 0,59

Vv ramci testu

Smérodatna odchylka [ 0,05 0,06 | 0,05 0,06 | 0,07 | 0,07 0,08 0,10 | 0,07 | 0,00

mezi béhy
Celkova smérodatna | 0,08 0,07 | 0,07 0,07 0,22 0,19 0,10 0,13 0,13 | 0,59
odchylka
C. Linearni rozmezi

Jak ukazuje obrazek 8, bylo zjisténo, Zze test COBAS® TagMan® HBV dava linearni odpovéd od 29
(Logig = 1,46) HBV DNA IU/ml do minimalné 1,10E8 (Logio = 8,02) HBV DNA IU/ml. Studie bylo
provedena za pouziti tfi $arzi ¢inidel testu COBAS® TagMan® HBV se 131-135 replikéty na jednu Groven.

Obrazek 8
Linearita testu COBAS® TagMan® HBV

9,00
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6,00

5.00 r/l
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Souprava High Pure System Viral Nucleic
Acid / Vysledek testu COBAS® TagMan® HBV

Nominalni koncentrace
Log,, (HBV DNA IU/ml)
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D. Inkluzivita

Pro HBV bylo navrzeno sedm kategorii genotypu na zakladé divergence nukleotidi v ramci genomu vétsi
nez 8%34:35 Tyto genotypy jsou oznacéeny velkymi pismeny abecedy od A do G. Genotypy HBV maji
charakteristickou geografickou distribuci36.

Vykonnost testu COBAS® TagMan® HBV na HBV genotypech byla hodnocena analyzou 22 purifikovanych,
linearizovanych a kvantifikovanych plazmidovych DNA obsahujicich reprezentativni sekvence z HBV
genotypll A az G (viz tabulka 5). Dale pak byl testovan plazmid pfedstavujici béznou pre-Core mutaci G:A
u nukleotidové pozice 1896. Kazda plazmidova DNA byla fedéna na koncentrace 15, 1500, 1,5E5
a 1,5E8 kopii/PCR. Kazdé fedéni bylo koamplifikovano s kvantifikaCnim standardem (QS) DNA
a analyzovano trojité pomoci testu COBAS® TagMan® HBV. Titry pro v8echny plazmidy byly srovnany s titry
kontrolnich plazmidovych DNA (pc).

Test COBAS® TagMan® HBV dal ekvivalentni vysledky pro véech 23 plazmidovych DNA (viz obrazek 9);
Cisla kopie pro vSechny genotypy a pre-Core mutace byly v dobrém vzajemném souladu a v souladu
s kontrolni plazmidovou DNA.

Tabulka 5
Test COBAS® TagMan® HBV
Testovani inkluzivity - Testovana typovana plazmidova DNA

Oznaceni plazmidu | Genotyp |Pivod matefského vzorku
p8423-ci A Indie
pi1115-ci A Burundi
p3952-c1 A Kamerun
p4199-c2 A Norsko
p1764-c1 B Cina
p1767-ct B Cina
p3958-c1 B Vychodni Asie
p830-c1 B Spole¢enské ostrovy
p3982-c1 B Vietnam
p1786-c1 C Cina
p11549-1 C Bangladés
p3872-ci D Iran
p1103-ci D Tunis
p3953-c2 D Severni Afrika

p18-ci D Svédsko
p30893-5 D Svédsko
p4244-c D Dansko
p3217-c1 E Senegal
p3963-c2 E Nigérie
p9203-c1 F Kolumbie
p479-ci F Venezuela
p1009-c1 F Spanélsko
p00042975-4 G Spojené staty americké

plT1896 Pre-Core Italie
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Obrazek 9
Vykonnost testu COBAS® TagMan® HBV na
HBV genotypech A az G a Pre-Core mutantu
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E. Klinicka specificita

Pre-Core mutanta

Klinicka specificita testu COBAS® TagMan® HBV byla stanovena analyzou HBV-negativniho séra a plazmy
s EDTA od darcl krve. Bylo testovano celkové mnozstvi 220 vzork( (110 vzork( EDTA plazmy a 110 vzorku
séra) které nereagovaly na HBsAg a anti-HBc. VSechny vzorky byly negativni pro HBV DNA. Z téchto
vysledkil vyplyva klinicka specificita testu COBAS® TagMan® HBV ve vysi 100%.

F. Analyticka specificita

Analyticka specificita testu COBAS® TagMan® HBV byla hodnocena pfidanim kultivovaného viru do HBV-
negativni lidské EDTA plazmy nebo analyzou vzorkl od infikovanych pacientd (uvedeno v tabulce 6). Zadny
z testovanych non-HBV DNA nebo RNA virli nebyl pozitivni na HBV DNA.

Tabulka 6
Analyticka specificita vzorku

Virus pfidan do plazmy

Vzorky z infikovanych pacientt (n)

Adenovirus typ 7

Pacienti infikovani cytomegalovirem (2)

Cytomegalovirus AD-169

Pacienti infikovani virem Epstein-Barr (2)

Epstein-Barrové virus (RAJI buriky Burkittova
lymfomu)

Pacienti infikovani virem hepatitis A (2)

Hepatitis A virus PA 21

Pacienti infikovani virem hepatitis C genotypu 4 (1)

Herpes simplex typ 1, Maclintyre

Pacienti infikovani virem hepatitis C genotypu 6a (1)

Herpes simplex typ 2, MS

Pacienti infikovani virem HIV-1 (2)

HTLV-1 bunky

Virus A chfipky A/Hong Kong/8/68

Virus B chfipky B/R75

Varicella-zoster Ellen

Virus Zapadniho Nilu
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G. Vykonnost ve srovnani s testem COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR

Vykonnost testu COBAS® TagMan® HBV a testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR byla srovnana
analyzou vzorkl séra a plazmy od HBV infikovanych pacientll. Vzorky byly ziskany od Teragenix (Fort
Lauderdale, FL) a Serologicals Corporation (Norcross, GA). Celkové bylo analyzovano 65 vzorkd duplikatné
v obou testech a byly srovnavany pramérné vysledky. Vzorky davajici vysledky nad linearnim rozsahem testu
byly fedény pfed analyzou a vysledky byly nasobeny diluénim faktorem pro ziskani titru pavodniho vzorku.
Titry v 1U/ml ziskané testem COBAS® TagMan® HBV byly pfevedeny na kopie/ml vynasobenim konverznim
faktorem 5,82 HBV DNA kopii/lU. Linearni regresni analyza byla provedena u téch vzork(, které obsahovaly
miniméalné 500 kopii/ml v obou testech. Vysledky ziskané pomoci testu COBAS® TagMan® HBV a testu
COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR maély vysokou korelaci, jak ukazuje obrazek 10.

Obrazek 10
Korelace testu COBAS® TagMan® HBV
a testu COBAS® AMPLICOR® HBV MONITOR u vzorkii plazmy a séra
od pacienti infikovanych HBV
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