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UCEL POUZITI

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV je in vitro amplifika&ni test nukleove kyseliny pro
kvantifikaci DNA cytomegaloviru v EDTA lidské plazmé s pouzmm zarlzenl COBAS AmpllPrep pro
automatizované zpracovani vzorki a analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 pro
automatizovanou amplifikaci a detekci. Test mlze stanovit mnozstvi CMV DNA v rozsahu
150-10 000 000 kopu/ml Jedna kopie CMV DNA (v souladu s definici testu COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TagMan® CMV) je ekvivalentni 0,91 mezinarodni jednotce (IU) [1,1 kopie/lU] v souladu
s Prvni mezinarodni normou WHO pro lidsky cytomagalovirus pro amplifikacni metody nukleové
kyseliny (NIBSC 09/162)*.

Test je uréen pro pouziti ve spojeni s klinickymi pfiznaky a jinymi laboratornimi znaky pfi diagnéze
a lécbé CMV infekci u pacientu s rizikem CMV chorob.

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV ani neni urden k plodnému vy3etfovani krve &i
krevnich derivati na prltomnost CMV, ani Jako dlagnostlcky test k potvrzeni infekce virem CMV.
Vysledky testu COBAS® AmpllPrep/COBAS TaqMan CMV musi byt interpretovany v kontextu
vsech relevantnich klinickych a laboratornich nalezu.

SOUHRN A PRINCIP TESTU

Lidsky cytomegalovirus (HCMV nebo CMV) je lidsky virovy patogen ze skupiny herpetickych virG,
které se nachazell v rozvinutych pramyslovych spole¢nostech i v izolovanych primitivnich
skupinach. 2 Mize se prenaset krvi, orofaryngealnl sekreci, moci, cervikalni a vaginalni exkreci,
spermatem, matefskym mlékem, slzami a stolici.>® Primarni infekce s CMV v imunokompetentnich
jedincich jsou obvykle bez symptomu a vedou k nedetekovanym latentnim infekcim. Ma se za to, Ze
hlavnimi misty infekce jsou periferni mononuklearni krvmky a endotelové buriky. U lidi zlstava vir
CMV v latentnich stadiich v monocytech / makrofazich.? Latentné nakazeni jednotlivei mohou virus
pfechodné vydavat s télesnymi tekutinami, a tak nakazit ostatni. Imunokompromitovani jedinci,
véetn& novorozencu, pacientl po transplantaci a pacientd s AIDS, maji vy$Si riziko vyvoje vaznych
CMV infekci, které mohou vést k vyrazné vys$si nemocnosti a amrtnosti.' Vazné klinické symptomy
CMV choroby zahrnuji CMV syndrom, retinitidu, gastroenteritidu, hepatitidu, encefalitidu, esofagitidu,
enterokolitidu, pankreatitidu a pneumonii.

Laboratorni metody diagnézy rozptylené infekce a aktivni choroby koncovych organii nasledkem
lidského cytomegaloviru zahrnuji izolaci viru kultivaci z perifernich krevnich leukocytd (PBL),
histologii biopsii, sérologicka vysetreni, merenl hodnot antigenu pp65 a detekci CMV DNA s pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR) Metody zaloZzené na testech kultur maji pfedpokladané
$patné vysledky, doba provedeni se pohybuje od 48 hodin do 3 tydnli a maji omezené pouziti zvlasté
u imunokompromitovanych pacientli. Testy antigenu pp65 jsou pracné a kvuli snizovani antigenu pfi
skladovani si vyzaduiji zpracovani krve do $esti hodin od odbéru.'? Testy pp65 Ize také obtizng
provadét u pacientll se zadvaznou neutropenii.

Bylo prokazano, ze pozitivni vysledky detekce CMV DNA v plazmé za pouziti PCR jsou spojeny
s pozitivnimi vysledky detekce kultur PBL a se zvySenym rizikem vyvoje systémové CMV choroby.
Rada studii ukéazala spojeni mezi pitomnosti viru CMV a rizikem vyvoje CMV choroby.'®"®

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachazi na konci tohoto dokumentu.
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Riziko CMV choroby je jasné definovano vysokou virovou naloZi, coz zduraziuje dulezitou roli
virovych titrii pfi patogenezi choroby.®?"*%*" Studie na pacientech po transplantaci a na pacientech
s AIDS ukazaly, ze PCR detekce CMV DNA je velice dobrym indikatorem dal$iho vyvoje choroby
a klinickych vysledka."?*?® Kvantifikaéni hodnoceni CMV DNA ukazala, Ze vysoka virova naloz &i
postupné zvySena virova naloz jsou spojeny s horsi klinickou prognézou v fadé rizikovych situaci

MV.'82"28 " Kyantitativni PCR testy navic umoziiuji sledovani uginnosti - antivirove  écby
a vyhodnoceni odolnosti viigi viru, 2523032

Pouziti virové naloze CMV se doporu€uje v soucasnych pokynech pro léébu pacientl po
transplantaci pro monitorovani rizika vyvoje CMV choroby a potfeb¥ preventivni 1é¢by i pro
monitorovani pacientu s aktivni CMV chorobou a jejich reakci na 16¢bu.?"% Doporuéuje se také jako
soucast diagnostickych postupt pro identifikaci CMV choroby v pfijemcich transplantovanych
hematopoetickych kmenovych bunék.

PRINCIPY POSTUPU

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV je amplifikadni test nukleové kyseliny pro
kvantifikaci DNA cytomegaloviru (CMV) v lidské plazm&. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TaqMan® CMV je zaloZen na dvou hlavnich procesech: (1) pfipravé vzorku k izolaci CMV DNA
a (2) simultanni PCR amplifikaci cilové DNA a detekci pomoci cilové specifickych dvojité znagenych
oligonukleotidovych sond.

Test COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® CMV umoziiuje automatizovanou pfipravu vzorku
nasledovanou automatizovanou PCR amplifikaci a detekci cilové DNA a kvantifikacniho standardu (QS)
CMV DNA. Cinidlo Master Mix obsahuje primery a sondy specifické pro CMV DNA a CMV QS DNA.
Detekce amplifikované DNA se provadi pomoci cilové specifickych a QS specifickych, dvojité znacenych
oligonukleotidovych sond, které umozriuji nezavislou identifikaci amplikonu CMV a CMV QS.

Stanoveni mnozstvi virové CMV DNA se provadi pomoci kvantifikatniho standardu CMV.
Kompenzuje G¢inky inhibitort a kontroluje pfipravné a amplifikacni procesy, ¢imz umoziuje pfesnéjsi
kvantifikaci CMV DNA v kazdém vzorku. CMV QS je neinfekéni DNA konstrukce, kterd obsahuje
CMV sekvence s identickymi vazebnymi misty pro primer jako cilovou CMV DNA a unikatni
vazebnou oblast pro sondu, kterd umoziiuje odliSeni CMV QS amplikonu od CMV cilového
amplikonu.

CMV QS se pfidava do kazdého vzorku o znamém poctu kopii a prochazi nasledujicimi kroky
pfipravy vzorku, simultanni PCR amplifikaci a detekci S$tépenych, dvojité znacenych oligo-
nukleotidovych detekénich sond. Analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48
vypocitava koncentraci CMV DNA v testovaném vzorku srovnanim signalu CMV se signalem CMV
QS u kazdého vzorku a kontroly.

Volba cilové sekvence

Genericka pfiprava vzorku zaloZzena na kfemiku je pouzivana pro zachyceni CMV DNA a CMV QS
DNA a definované oligonukleotidy jsou pouzity jako primery pfi amplifikaci CMV DNA a CMV QS
DNA. Cilové specifickd a QS specificka, dvojit¢é znacena oligonukleotidova sonda umoziiuje
nezavislou identifikaci amplikonu CMV a CMV QS. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
CMV pouzivda pro PCR dva amplifikaéni primery. Signalni, dvojité znaena sonda hybridizuje
s komplementarnim jednoduchym ¢&i dvojitym vidknem a je roz&tépena Z05 DNA polymerazou pfi
polymerizaci primeru.
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Ptiprava vzorku

Test COBAS® AmphPrep/COBAS® TagMan® CMV vyuziva automatizovanou piipravu vzorku na
zafizeni COBAS® AmpliPrep pomoci generické vychytavaci technologie zaloZzené na kfemiku.
Procedura zpracovava 500 pl plazmy. CMV virové ¢astice jsou rozloZeny inkubaci pfi zvySené teploté
s protedzou a chaotropnim lytickym/vazebnym pufrem, ktery uvoliiuje nukleové kyseliny a chrani
uvolnénou CMV DNA pred pGsobenim DNaz v plazmé. Protedza a znamy pocet molekul CMV QS
DNA jsou pfidany do kazdého vzorku spolu s lytickym d&inidlem a magnetickymi sklenénymi
Gasticemi. Nasledné je smés inkubovana a CMV DNA a CMV QS DNA jsou navazany na povrch
sklenénych castic. Nenavazané substance, jako soli, bilkoviny a ostatni bunécné nedistoty, jsou
odstranény proplachnutim magnetickych sklenénych ¢astic. Po separaci magnetickych sklenénych
Sastic a dokondeni oplachovani jsou absorbované nukleové kyseliny eluovany pfi zvySené teploté
pomoci vodného roztoku. Zpracovany vzorek, obsahujici uvolnénou CMV DNA a CMV QS DNA, je
pridan do amplifikaéni smési a premistén do analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS®
TagqMan® 48.

PCR amplifikace

Amplifikaéni PCR reakce je provadéna pomoci termostabllnlho rekombinantniho enzymu druhu Thermus
Z05 DNA polymerazy (Z05). Za piitomnosti hoféiku (Mg?") a za vhodnych podminek pufru ma Z05
vlastnosti DNA polymerazy34 To umoziiuje amplifikaéni PCR reakci spolecné s detekci amplikonu
v redlném Case.

Zpracované vzorky se pfidaji do amplifikaéni smési v ampllﬂkacmch zkumavkach (K-zkumavkach),
ve kterych probiha PCR amplifikace. V pfitomnosti Mg®* a nadbytku deoxynukleotid-trifosfat(
(dNTPs), mezi néz patfi deoxyadenozin-, deoxyguanozin-, deoxycytidin- a deoxyuridin-triphosfaty,
polymerizuje Z05 polymeraza hybridizované primery za vzniku viakna DNA.

Amplifikace cile

Termocykler v analyzatoru COBAS® TaqMan® nebo COBAS® TaqMan® 48 zahtiva reakéni smeés
k denaturovani dvouvlaknové DNA a k expozici cilové sekvence specifického primeru. Pfi chladnuti
smési se primery pfipoji k cilové DNA. Z05 za pfitomnosti Mg a nadbytku deoxynukleotid trifosfat
(dNTPs) prodluzuje napojené primery podél cﬂovych templatu a vytvari molekulu dvouretezcove DNA,
kterd se nazyva amplikon. Analyzator CcoBAS® TaqMan nebo COBAS® TaqMan 48 opakuje
automaticky tento proces po urceny pocet cykll, kdy pfi kazdém cyklu dojde ke zdvojeni mnoZstvi
amphkonove DNA. Pozadovany pocet cykli je pfedem naprogramovany v analyzatoru COBAS®
TaqMan nebo COBAS® TaqMan 48. Amplifikace probiha pouze v oblasti genomu CMV mezi
primery, cely genom CMV amplifikovan neni.

Selektivni amplifikace

Selektivni ampllﬂkace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se dosahuje vtestu COBAS®
AmpllPrep/COBAS TaqMan® CMV  pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylazy)
a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase rozpoznava a katalyzuje destrukci viaken DNA
obsahujicich deoxyuridin,35 ale pfitom vynechava DNA obsahujici deoxythymidin. Deoxyuridin se
v pfirozené DNA nevyskytuje, je vSak vzdy pfitomen v amplikonu, diky pouZziti deoxyuridin-trifosfatu
jako jednoho z ANTP v &inidle Master Mix, takze deoxyuridin obsahuje pouze amplikon. V dusledku
pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminovany amplikon citlivy vaéi destrukci enzymem AmpErase pfed
amplifikaci cilové DNA. Jakykoliv nespecificky produkt vytvofeny po inicidlni aktivaci Master Mix
hot&ikem je zni€en enzymem AmpErase. Enzym AmpErase, ktery je obsazeny v ¢inidle 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 zahfivan, §tépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamplifikovatelnou.
Enzym AmpErase zustava neaktivni po del$i dobu, jakmile je vystaven teplotdm nad 55 °C,
tzn. v pribéhu krokt tepelného cyklovani, a proto nerozklada cilovy amplikon vznikly béhem
amplifikace.
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Detekce produkti PCR v testu COBAS® TaqMan®

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV vyuziva v realném &ase bézici®®¥ PCR
technologii. Pouziti dvojité znacenych fluorescenénich sond umoziiuje detekci akumulace PCR
produktil v redlném ¢ase monitorovanim intenzity emise fluorescenéniho barviva uvolnéného béhem
amplifikaéniho procesu. Sondy se skladaji zCMV a CMV QS-specifickych oligonukleotidovych sond
s oznamovacim a tlumicim barvivem. V testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV jsou CMV
a CMV QS sondy znaceny ruznymi fluorescenénimi oznamovacimi barvivy. Jsou-li tyto sondy
intaktni, je fluorescence oznamovaciho barviva potlaéena blizkosti tlumiciho barviva kvili vlivu
Forsterova pfenosu 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 utiumu a fluorescenéni aktivita oznamovaciho barviva se
zvysi. Amplifikace CMV DNA a CMV QS DNA je méfena nezavisle pfi rlznych vinovych délkach.
Tento proces je opakovan po pfedem uréeny pocet cyklu, pficemz kazdy cyklus efektivné zvysuje
emisni intenzitu jednotlivého oznamovaciho barviva a umoziiuje nezavislou identifikaci CMV DNA
aCMV QS DNA. PCR cyklus, pfi némz ristova kfivka zacind exponencialni rast, souvisi
s mnozstvim pocate¢niho materialu na zacatku PCR reakce.

Zaklady kvantifikace v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® CMV je kvantitativni ve velmi Sirokém dynamickém
rozmezi, protoZe monitorovani amplikonu je provadéno v exponenciaini fazi amplifikace. Cim vy$si je
titr CMV ve vzorku, tim dfiv prekro¢i fluorescence oznamovaciho barviva CMV sond zakladni hladinu
fluorescence (viz obrazek 1). ProtoZe je mnozstvi CMV QS DNA konstantni ve v§ech vzorcich, tak by
se méla fluorescence oznamovaciho barviva sondy CMV QS objevit ve stejném cyklu u vSech vzorkl
(viz obrazek 2). Ve vzorcich, vnichz je fluorescence QS postizena, je koncentrace upravena
odpovidajicim zpUsobem. Objeveni specifickych fluorescencnich signalt 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) a zaéne exponencialni
ristovou fazi tohoto signdlu (viz obrazek 3). Vyssi Ct hodnota znadi nizsi titr pivodniho CMV
cilového materialu. Obecné, dvojnasobny vzestup titru koreluje s poklesem o 1 Ct pro cilovou CMV
DNA, zatimco desetinasobny vzestup titru koreluje s poklesem o 3,3 Ct.

Obrazek 1 ukazuje priklad cilové rustové kiivky pro série fedéni vrozsahu 5-logq,. Jakmile
koncentrace viru narlstd, ristové kfivky se posouvaji do dfivéjSich cykll. Proto ristova kfivka nejvice

viru.

Obrézek 1
Cilové rustové krivky pro série fedéni viru v rozsahu 5-Logy,
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Obrazek 2 ukazuje priklad rustové kiivky kvantifikacniho standardu pro vzorky ze sérii fedéni viru
zaujimajici rozsah 5-logsg. MnozZstvi kvantifikacniho standardu pfidaného do kazdého vzorku je
konstantni pro kazdou reakci. Ct hodnota kvantifikacniho standardu je stejna bez ohledu na titr viru.

Obréazek 2
Rustové krivky kvantifikacniho standardu pro série fedéni viru v rozsahu 5-Log4

NejniZsi titr

Normalizovana fluorescence
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1 10 20 an 40 50 55
Cislo cyklu

Na obrazku 3 je znazornén pfiklad, jak jsou hodnoty fluorescence v kazdém cyklu normalizovany pro
kazdou rustovou kfivku. Dil¢i ¢islo cyklu (Ct) je vypocitano tam, kde fluorescenéni signal prekrogi
LUréenou fluorescenéni hladinu®.

Obrédzek 3
Hodnoty fluorescence v kazdém cyklu jsou normalizovéany pro kaZdou ristovou kfivku

Normalizovana fluorescence

Ur&ena fluorescenéni hladinal | Ct hodnota = 27,3 |
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Cislo cyklu
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Kvantifikace CMV DNA

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® CMV stanovuje mnozstvi virové CMV DNA pomoci
druhé cilové sekvence (kvantifikacni standard CMV), ktery je do testovaného vzorku pfidan o znamé
koncentraci. CMV QS je neinfekéni DNA konstrukce, kterd obsahuje fragmenty CMV sekvenci
s vazebnymi oblastmi pro primer identickymi s cilovymi sekvencemi CMV. CMV QS obsahuje
vazebné oblasti pro CMV primer a vytvaii amplifikacni produkt stejné délky a zakladniho sloZeni jako
cilova CMV DNA. Vazebna oblast pro detekéni sondu pro CMV QS byla modifikovana pro odli$eni
amplikonu CMV QS od cilového amplikonu CMV.

P¥i hybridiza&ni fazi PCR reakce v analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 jsou
vzorky osvétleny a excitovany filtrovanym svétlem a filtrovana emisni fluorescenéni 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 pouZzivaji pro stanoveni, zda udaje CMV DNA a CMV
QS DNA reprezentuji sady, které jsou platné a jsou vytvareny pfiznaky v pfipadé, ze data lezi mimo
nastavené limity. Po dokonceni a splnéni vSech pfedbéznych kontrol jsou hodnoty fluorescence
zpracovany pro vytvoreni Ct hodnot pro CMV DNA a CMV QS DNA. Kalibraéni konstanty specifické
pro Sarzi poskytované spolu s testem COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® CMV jsou pouzivany
pro kalkulaci hodnoty titru pro vzorky a kontroly zaloZzené na Ct hodnotdch CMV DNA a CMV QS
DNA. Vysledné titry jsou udavany v kopiich/ml.

CINIDLA
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV Test 72 testi
(P/N: 04902068 190)

cMVv Ccs1 1x 72 test

(Kazeta s ¢inidly pro magnetické sklenéné castice)
Magnetické sklenéné castice
Ttibazovy pufr
0,09% azid sodny
0,1% Methylparaben

CMV CS2 1x 72 testh
(CMV kazeta s lytickym ¢inidlem)

Dihydrat citratu sodného

42,5% Guanidinthiokyanat

3,6% Polydokanol

1,8% Dithiothreitol
Xn x 42,5% (hm.) Guanidinthiokyanat

Zdravi $kodlivy
R20/21/22-R52/53-R32: Zdravi $kodlivy pfi vdechovani, styku s kiizi
a pfi poziti. Skodlivy pro vodni organismy, mize vyvolat dlouhodobé
nepfiznivé ucinky ve vodnim prostfedi. Uvolfiuje vysoce toxicky plyn
pfi styku s kyselinami.
S24/25-S36/37/39-S61: Zamezte styku s kuizi a o¢ima. PouzZivejte
vhodny ochranny odév, ochranné rukavice a ochranné bryle nebo
obli¢ejovy Stit. Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostfedi. Viz specialni
pokyny nebo bezpeénostni list.
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CMV CS3 1 x 72 testu
CMV multi¢inidlova kazeta obsahuje:

Pase 1x3,8ml
(Roztok proteinazy)

Tris pufr

<0,05% EDTA

Chlorid vapenaty

Octan vapenaty

<7,8% Proteinaza

Glycerol

Xn <7,8% (hm.) Proteinaza

X

Zdravi Skodlivy

R36-R42: Drazdi oci. Mze vyvolat senzibilizaci pfi vdechovani.
S23-S45: Nevdechujte pary. V pfipadé nehody, nebo necitite-li se dobre,
okamzité vyhledejte Iékafskou pomoc (je-li mozno, ukazte toto oznaceni).

EB 1x8,1ml
(Eluéni pufr)

Tribazovy pufr

Hydroxid sodny

0,09% azid sodny

CMV Cs4 1x 72 testa
CMV kazeta na ¢inidla specificka pro test obsahuje:

CMV Qs 1x6,2ml
(Kvantifikacni standard CMV)

Pufr Tris-HCI

EDTA

< 0,005% Poly rA RNA (synteticka)

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

vazajiciho sekvence CMV a specifickou oblast pro vazbu sondy
0,05% azid sodny

CMV MMX 1x3,2ml
(CMV Master Mix)

Tricinovy pufr

Octan draselny

Hydroxid draselny

< 20% dimethyl sulfoxid

Glycerol

<0,05% dATP, dCTP, dGTP, dUTP, dTTP

< 0,01% Upstream a downstream CMV primery

< 0,01 % oligonukleotidovy aptamer

< 0,01% Fluorescenéné znacené oligonukleotidové sondy specifické pro

CMV a kvantifikacni standard CMV

< 0,05% Z05 DNA polymeraza (mikrobialni)

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

0,09% azid sodny

MgCl, 1x9,8ml
(CAP/CTM roztok hofé¢iku)

< 0,6% chlorid hofe¢naty

0,09% azid sodny
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CMV H(+)C 6x0,65ml
(CMV Vysoce pozitivni kontrola)
< 0,001% bakteriofag Lambda obsahujici CMV DNA
Lidska plasma, nereagujici podle US FDA licen¢niho testu na protilatky
proti HCV, protilatky proti HIV-1/2 a HIV p24 antigen nebo HIV-1 RNA,
HBsAg, CMV DNA nedetekovatelné PCR metodou.

0,1% konzervant ProClin® 300
Xi : : (3:1) smés 5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu

Drazdivy
S$24-837: Zamezte styku s kizi. Pouzivejte vhodné ochranné rukavice.
R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s ktzi.

CMV H(+)C 6x0,65ml
(CMV Nizce pozitivni kontrola)
< 0,001% bakteriofag Lambda obsahujici CMV DNA s primérnou
koncentraci pfiblizné stokrat nizsi nez primérna koncentrace CMV DNA
v CMV H(+)C
Lidska plasma, nereagujici podle US FDA licen¢niho testu na protilatky
proti HCV, protilatky proti HIV-1/2 a HIV p24 antigen nebo HIV-1 RNA,
HBsAg, CMV DNA nedetekovatelné PCR metodou.

0,1% konzervant ProClin® 300
Xi : : (3:1) smés 5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu

Drazdivy
S24-S37: Zamezte styku s kuzi. Pouzivejte vhodné ochranné rukavice.
R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi.

CMV (-)C 6x0,65ml
(CMV Negativni kontrola)
Lidska plasma, nereagujici podle US FDA licen¢niho testu na protilatky
proti HCV, protilatky proti HIV-1/2 a HIV p24 antigen nebo HIV-1 RNA,
HBsAg, CMV DNA nedetekovatelné PCR metodou.

0,1% konzervant ProClin® 300
Xi x (3:1) smés 5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu

Drazdivy
$24-837: Zamezte styku s kizi. Pouzivejte vhodné ochranné rukavice.
R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s ktzi.

CMV H(+)C Clip 1 x 6 klip
(CMV Klipy s ¢arovym kédem pro vysoce pozitivni kontrolu)

CMV L(+)C Clip 1 x 6 klipt
(CMV Klipy s ¢arovym kédem pro nizce pozitivni kontrolu)

CMV (-) C Clip 1 x 6 klipt
(CMV Klipy s ¢arovym kdédem pro negativni kontrolu)
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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent - 1x511
Promyvaci ¢inidlo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® m
(P/N: 03587797 190)

PG WR

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

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

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

A.  PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

B Tento test je uréen pro pouZziti s lidskou plazmou odebranou do antikoagulaéniho ¢inidla EDTA.
C. Nepipetujte Usty.
D

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. Pii odebirani alikvotnich podili z kontrolnich lahvicek dbejte na to, aby nedoslo
k mikrobialni nebo nukleazové kontaminaci.

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

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

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

I Neotevirejte kazety COBAS® AmpliPrep ani nevymériujte, nemichejte, neodstrariujte ani
nepfidavejte lahve.

J. Nespotfebovana cinidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu se statnimi a mistnimi pfedpisy.

K. Po uplynuti data expirace jiz soupravu nepouziveijte.

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

k dispozici u mistniho zastoupeni firmy Roche.

M. Se vzorky a kontrolami je nutno zachazet, jako by $lo o infekéni material, za pouziti
bezpeénych laboratornich postupt, které jsou uvedeny v dokumentu Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories® a v dokumentu CLSI M29-A3.* Veskeré
pracovni povrchy dukladné cistéte a dezinfikujte Cerstvé pfipravenym roztokem 0,5%
chlornanu sodného v deionizované &i destilované vodeé.

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

N. POZOR: CMV (-) C, CMV L(+)C a CMV H(+)C 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 a HIV-1
RNA. Testy negativni lidské plazmy pomoci PCR metody neukazaly detekovatelnou CMV
DNA. Nicméné zadna znama testovaci metoda nepfedstavuje dokonalou zaruku, Ze se
s derivaty z lidské krve nepfenesou néjaka infekéni agens. Proto je tfeba povazovat vSechen
material lidského ptvodu za potencialné infekéni. S CMV (=) C, CMV L(+)C a CMV H(+)C je
nutno zachazet, jako by $lo o infekéni materiél, za pouziti bezpec¢nych laboratornich postupd,
které jsou uvedeny v dokumentu Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories™
av dokumentu CLSI M29-A3.% Veskeré pracovni povrchy dukladné Gistéte a dezinfikujte
Cerstvé pripravenym roztokem 0,5% chlornanu sodného v deionizované &i destilované vodé.

0. MGP, EB, CMV QS, MgCl,a CMV MMX obsahuji azid sodny. Ten mlZe reagovat s olovénym
nebo médénym potrubim a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. PFi likvidaci roztoku
obsahujicich azid sodny do laboratorniho umyvadla proplachnéte odtok velkym mnoZstvim
vody, abyste tak zabranili vytvareni azidd.
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P¥i praci s jakymkoliv ¢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 nékteré ¢inidlo
rozlije, pfed vytfenim dosucha je zfedte vodou.

Dbejte na to, aby CMV 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.

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

POZADAVKY NA SKLADOVANi A MANIPULACI

A Cinidla ani kontroly nezmrazujte.

B. CMV CS1, CMV CS2, CMV CS3 a CMV CS4 uchovavejte pfi teploté 2 az 8 °C. Pokud jsou
nepouzita, jsou tato Ginidla stabilni az do vyznageného data expirace. Po pouZiti jsou pfi
teploté 2-8 °C stala jesté 70 dni nebo do data expirace, je-li tato doba krat§i. CMV CS1,
CMV CS2, CMV CS3 a CMV CS4 je mozné pouzit maximalné v 6 cyklech zafizeni az do
maximalni kumulativni doby 100 hodin v zafizeni COBAS® AmpliPrep. Cinidla musi byt mezi
jednotlivymi cykly uchovana pfi teploté 2-8 °C.

C. CMV H(+)C, CMV L(+)C a CMV () C uschovavejte pfi teploté 2—8 °C. Kontroly jsou stabilni az
do vyznac¢eného data expirace. Po otevieni je nutné nespotfebovanou &ast zlikvidovat.

D. Skladujte klipy s ¢arovym kédem [CMV H(+)C Clip, CMV L(+)C Clip a CMV (=) C Clip] pfi
teploté 2-30 °C.

E. Skladujte PG WR pii teplot¢ 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® CMV Test

(PIN: 04902068 190)

CMV Cs1

(CMV kazeta s ¢inidly pro magnetické sklenéné &astice)
CMV Cs2

(CMV kazeta s lytickym Ginidlem)

CMV CS3

(CMV multi¢inidlova kazeta)

CMV CS4

(Kazeta s ¢inidly specifickymi pro test CMV)
CMV H(+)C

(CMV vysoce pozitivni kontrola)

CMV L(+)C

(CMV nizce pozitivni kontrola)

CMV (-)C

(Negativni kontrola CMV)

CMV H(+)C Clip
(Klip s ¢arovym kédem vysoce pozitivni kontroly CMV)

CMV L(+)C Clip
(Klip s ¢arovym kédem nizce pozitivni kontroly CMV)

CMV (-) C Clip
(Klip s ¢arovym kédem negativni kontroly CMV)
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B.  COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent -
Promyvaci ¢inidlo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® m

(PIN: 03587797 190)

PG WR

(Promyvaci Ginidlo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®)

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

Vybaveni a software

L] Zafizeni COBAS® AmpliPrep

. Analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48
L] DoplInék: Dokovaci stanice

L] DoplInék: Nastroj cobas p 630

. Software AMPLILINK, verze 3.3

L] Datova stanice pro software AMPLILINK s tiskarnou

L] Priru¢ky pro software AMPLILINK v3.3:

Spotiebni material

Priru¢ka pro zafizeni COBAS® AmpliPrep pro pouziti s analyzatorem COBAS®
TagMan®, COBAS® TagMan® 48 nebo zafizenim cobas p 630 a softwarem
AMPLILINK, verze 3.3

Pfirugka pro analyzator COBAS® TagMan® (plus k volitelné dokovaci stanici)
pro pouziti s aplikaéni pfiruckou softwaru AMPLILINK, verze 3.3
Pfirucka pro analyzator COBAS® TagMan® 48 pro pouziti s aplikacni pfiru¢kou
softwaru AMPLILINK, verze 3.3
Aplikaéni pfirucka pro software AMPLILINK verze 3.3 pfi pouziti se zafizenim
COBAS® AmpliPrep, analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzatorem COBAS®
TaqMan® 48 a analyzatorem COBAS® AMPLICOR

nebo
Aplikaéni pfiru€ka pro software AMPLILINK verze 3.3@Pro pouziti se zafizenim

COBAS® AmpliPrep, analyzatorem COBAS® TagMan®, COBAS® TagMan® 48
a zafizenim cobas p 630

L] Jednotky pro zpracovani vzorku: SPU

. Vstupni zkumavky pro vzorek (S-zkumavky) s klipy s ¢arovym kédem
. Stojany s K-Spickami

L] Stojany s K-zkumavkami

04898362041-02CS
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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] Premistova¢ K-nosice

L] Stojan K-nosice (vyZaduje se pouze pro pouZiti s analyzatory COBAS® TagMan® 48)

L] Pipetory s aerosolovou bariérou nebo $pi¢kami 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 DN&zy, aby se zabranilo vzajemné
kontaminaci vzorku a amplikonu.

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU
Pozn.: Zachdazejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infek¢nim materialem.

Pozn.: Tento test je validovan pouze pro pouZivani s lidskou plazmou odebranou do EDTA
Jjako antikoagulantu. Testovani jinych typa vzorkii muZe vést k nepresnym
vysledkim.

A Odbeér vzorku

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV je uréen pro pouziti se vzorky plazmy. Krev se
odebira do sterilnich zkumavek za pouziti EDTA (uzavér levandulové barvy) jako antikoagulantu
a adekvatné promichana podle pokyn( vyrobce zkumavky.

B. Preprava vzorka

Plnou krev uchovavejte pfi teploté 2—-25 °C maximalné 6 hodin. Plazmu z pIné krve separujte do
6 hodin od odbéru, a to odstfedovanim za pokojové teploty po dobu 20 minut pfi otackach 800—
1600 x g. Plazmu pfevedte do sterilni polypropylenové zkumavky.

Pfi prepravé plné krve nebo plazmy je tfeba dodrZovat celostatni i mistni pfedpisy o dopravé
etiologickych latek.*" PIna krev se pfepravuje pfi teplotach 2-25 °C a centrifuguje do 6 hodin od
odbéru. Plazma se muZze prepravovat pfi teploté 2-8 °C nebo ve zmrazeném stavu pfi teplotach
<-20°C.

C. Uchovavani vzorku

Vzorky plazmy Ize pfi teploté 2—8 °C uchovavat az 7 dnti. U zmrazenych vzorkl plazmy pfi teplotach
<-20°C je prokazana stabilita po dobu Sesti tydni. Vzorky plazmy se doporucuje uchovavat
v alikvotnich podilech po 550-600 pl ve sterilnich polypropylenovych zkumavkach o objemu 2,0 ml
se Sroubovacim uzavérem (napfiklad Sarstedt 72.694.006). Obrazek 4 obsahuje Udaje o stabilité
vzorkli ze studii o stabilité vzorki provedenych pro test COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan®
CMV.
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Obrézek 4
Stabilita CMV v EDTA plazmé

Titr log1o (kopii/ml)

Vzorek

M2-8°C0dM™2-8°C3dHE2-8°C7d[@-20°C6t

Vzorky plazmy mohou byt bez vyrazné ztraty CMV DNA zmrazeny a rozmrazeny maximalné trikrat.
Obrazek 5 obsahuje Udaje ze studii o zmrazovani-rozmrazovani vzorki provedenych pro test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV.

Obrédzek 5
Vysledky CMV az po trech cyklech zmrazeni-rozmrazeni (F-T) (v EDTA plazmé)
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NAVOD K POUZITi

Pozn.: Podrobné provozni pokyny, podrobny popis moznych konfiguraci, tisk vysledku
a interpretace priznaki, poznamek a hléseni o chybdch naleznete v (1) Prirucce pro
zafizeni COBAS® AmpliPrep pro pouZiti s analyzdtorem COBAS® TagMan®, COBAS®
TaqMan® 48 nebo zafizenim cobas p 630 a softwarem AMPLILINK, verze 3.3;
(2) Pfiruéce pro pousziti s analyzitorem COBAS® TagMan® (a dopliikovou dokovaci
stanici) @Pﬁ pouZiti se softwarem AMPLILINK, verze 3.3; (3) Priru¢ce pro analyzator
COBAS® TagMan® 48 pro pousiti se softwarem AMPLILINK, verze 3.3; (4) Prirucce
pro software AMPLILINK, verze 3.3 pro pouZiti se zafizenim COBAS® AmpliPrep,
analyzétorem COBAS® TagMan® a COBAS® TagMan® 48 nebo softwarem AMPLILINK,
verze 3.3 pro pouziti se zafizenim COBAS® AmpliPrep, analyzitorem COBAS®
TaqgMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48 a zafizenim cobas p 630.

Velikost davky

Kazda souprava obsahuje dostatek Cinidel pro 72 testt, které mohou byt provedeny v davkach po 12
az 24 testech. Alespori jeden replikat CMV (=) C, CMV L(+)C a CMV H(+)C musi byt zahrnut do
kazdé davky (viz ¢ast ,Kontrola kvality”).

Pracovni postup

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

Pozn.:  Nezmrazujte ani neskladujte zpracované vzorky a kontroly pri teploté 2-8 °C.
Priprava vzorku a kontroly
Pozn.:  Pouzivéte-li vzorky zmrazené, ponechte je pred pouZitim pri pokojové teploté, dokud

uplné nerozmrznou, a p hte je 3-5 sekund vitit. Kontroly by mély byt pred
poutZitim vyjmuty ze skladovani pri teploté 2—-8 °C a vyrovndny na okolni teplotu.

Nastaveni zafizeni COBAS® AmpliPrep

Cast A.  Udrzba a pInéni

A1, Zafizeni COBAS® AmpliPrep je piipraveno k praci v pohotovostnim reZimu.

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

a. Prihlaste se k opera¢nimu systému Windows® XP.

b. Dvakrat kliknéte na ikonu softwaru AMPLILINK.

C. Prihlaste se k softwaru AMPLILINK zadanim pfidéleného uzivatelského jména
a hesla.

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

A4. Provedte veskerou udrzbu, jak je uvedeno v zaloZzce Due. Zafizeni COBAS® AmpliPrep
automaticky naplni systém.
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CastB. PlInéni kazet s &inidly

Pozn.: VSechny kazety s cinidly by mély byt vyjmuty ze skladovaciho mista s teplotou

B1.

B2.

B3.

2-8 °C, okamzité viozeny do zafizeni COBAS® AmpliPrep a ponechany pro vyrovnani
s okolni teplotou v zafizeni po dobu minimalné 30 minut predtim, neZ bude
zpracovan prvni vzorek. Nenechejte kazety s cinidly vyrovnat s teplotou mimo
zarizeni, protoZze by mohlo dojit ke kondenzaci na Stitcich s ¢arovym kédem.
Neotirejte kondenzat v pripadé, Ze se objevi na Stitcich s ¢arovym kédem.

VloZzte CMV CS1 do stojanu na ¢inidla. Viozte CMV CS2, CMV CS3 a CMV CS4 do
oddéleného stojanu na ¢inidla.

Zavedte stojan na cinidla obsahujici CMV CS1 do pozice stojanu A zafizeni COBAS®
AmpliPrep.

Zavedte stojan na ¢inidla obsahujici CMV €S2, CMV CS3 a CMV CS4 do pozice stojanu B, C,
D nebo E zafizeni COBAS® AmpliPrep. Dalsi informace viz tabulka 1.

Cast C. PlInéni spotfebnim materidlem

Pozn.:

Stanovte poéet kazet na ¢inidla pro COBAS® AmpliPrep, jednotek pro zpracovani
vzorku (SPU), vstupnich zkumavek na vzorky (S-zkumavky), K-Spic¢ek a K-zkumavek,
které budou potreba. Jedna SPU, jedna vstupni S-zkumavka, jedna K-Spicka a jedna
K-zkumavka jsou potreba pro kazdy vzorek a kontrolu.

Pfi pouziti zafizeni COBAS® AmpliPrep s analyzatorem COBAS® TagMan® nebo COBAS®
TagMan® 48 je mozné provést vice nastaveni pracovnich postupu. Viz tabulka 1. Podle pouzitého
postupu prace zavedte pfislusny pocet stojanu s kazetami na ¢inidla, stojanti se vzorky se vstupnimi
S-zkumavkami, stojant SPU, stojant s K-$pickami, stojan s K-zkumavkami a K-nosici na stojanech
pro K-nosi¢e do pfislusnych pozic stojant zafizeni COBAS® AmpliPrep (daldi informace viz
tabulka 1).

C1.

C2.

C3.

C4.

04898

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

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

Zavedte plny(é) stojan(y) s K-Spi¢kami do polohy stojanu M, N, O nebo P zafizeni COBAS®
AmpliPrep.

PFi postupu prace 3 s vyuzitim analyzatoru COBAS® TaqMan® 48 zavedte K-nosite na
stojanech K-nosic¢u do polohy stojanu M, N, O nebo P zafizeni COBAS® AmpliPrep.
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Tabulka 1

Mozné postupy préce pro pouZiti se zafizenim COBAS® AmpliPrep s analyzatorem COBAS®
TagMan® nebo analyzatorem COBAS® TagMan® 48

Rezim pfenosu do
analyzatoru COBAS® i . .| FPolohana
. ® Stojany, nosice a spotiebni zarizeni
Pracovni postup TagMan® nebo .- ®
A ® material COBAS'
analyzatoru COBAS AmbpliP
TagMan® 48 mpliFrep
K-zkumavky v pinych M-P
stojanech K-zkumavek
Zafizeni COBAS® K-Spicky v pinyon stojanech M-P
AmpliPrep plus Vstuoni S pk Y X
1 dokovaci stanice Automaticky presun stupni S-zkumaviy
plus analyzator K-nosice obsahujici vzorky a kontroly F-H
COBAS® na stojanech na vzorky
TagMan® SPU ve stojanech na SPU J-L
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
o M-P
na K-$picky
Vstupni S-zkumavky
I ® Manualni pfesun obsahujici vzorky a kontroly F-H
Z::Lzﬁ?;rgosl": E K-zkumavek na na stojanech na vzorky
P azalyzgtgr stojanu(ech) na SPU ve stojanech na SPU J-L
COBAS® vzorky do CS1 ve stojanu na kazety A
TagMan® analyzatoru CS2, CS3, CS4 ve stojanu B_E
COBAS"® TagMan na kazety -
Po dokongeni zpracovani
vzorku: Stejné jako
K-zkumavky ve stojanech na vySe
vzorky (pfipravené (F-H)
k manudlnimu presunu)
K-zkumavky na stojanech na E-H
vzorky
K-8picky v pInych stojanech
A M-P
na K-8picky
Vstupni S-zkumavky
M -~ obsahujici vzorky a kontroly F-H
— ® anuaini presun na stojanech na vzorky
Zafizeni COBAS K-nosice na -
" . SPU ve stojanech na SPU J-L
AmpliPrep plus stojanu(ech) pro n
3 analyzator(y) K-nosice do CS1 ve stojanu na kazety A
COBAS® analyzatoru CS2, CS3, CS4 ve stojanu B-E
TaqMan® 48 COBAS® ___nakazety
TagMan® 48 Prazdny K-nosi¢ oznaceny
&arovym koédem ve stojanu M-P
pro K-nosi¢
Po dokonéeni zpracovani s
. Stejné jako
vzorku: wee
K-zkumavky v K-nosici ve Y
) e (M-P)
stojanu pro K-nosi¢
04898362041-02CS 16 Doc Rev. 2.0



CastD. Objednavani a vkladani vzorki

D1. Stojany na vzorky pfipravte nasledovné: Pfipevnéte klipy s ¢arovym kédem ke kazdé pozici
stojanu na vzorky, kam je ukladan vzorek (S-zkumavka). Pfipevnéte jeden ze specifickych
klipt s €arovym kédem pro kontroly [CMV (=) C, CMV L(+)C a CMV H(+)C] ke kazdé pozici
stojanu na vzorky, do které budou kontroly (S-zkumavky) uloZeny. Klipy s ¢arovym kédem by
mély mit stejné Cislo davky kontroly, jako je Cislo davky na kontrolnich lahvi¢kach v souprave.
Dbejte na to, abyste pfifadili spravnou kontrolu k pozici s odpovidajicim kontrolnim klipem
s ¢arovym koédem. Vliozte jednu vstupni S-zkumavku do kazdé pozice obsahujici klip
s ¢arovym kédem.

D2. Pomoci softwaru AMPLILINK vytvofte objednavky pro kazdy vzorek a kontrolu v okné Orders
ve sloZzce Sample. Zvolte pfislusny testovy soubor a dokoncete ulozenim.

D3.  Piifadte objednavky pro vzorek a kontrolu k pozici stojanu na vzorky v okné Orders ve sloZce
Sample Rack. Cislo stojanu na vzorky musi byt pro stojan pfipraveny v kroku D1.

D4. Vytisknéte zpravu Sample Rack Order pro pouZziti jako pracovni tabulku.

D5.  Stojany na vzorky a kontroly pfipravte na vyhrazeném misté pro vzorky a kontroly nasledovné:
Kazdy vzorek a kazdou kontrolu [CMV (-) C, CMV L(+)C a CMV H(+)C] protfepejte po dobu
3 az 5 sekund. Pfi manipulaci se vzorky a kontrolami zabrarite kontaminaci rukavic.

D6. Preneste 500 pl kazdého vzorku a kontroly [CMV (=) C, CMV L(+)C a CMV H(+)C] do
odpovidajici vstupni S-zkumavky s ¢arovym kédem pomoci mikropipetoru s aerosolovou
bariérou nebo $pickou bez DNazy s pozitivnim posuvem. Zabrarite prfenosu ¢ésticek a/nebo
fibrinovych sraZenin z origindlniho vzorku do vstupni S-zkumavky. Vzorky a kontroly
musi byt pfenaseny do pozic na zkumavky, jak bylo ur€eno a zaznamenano v pracovni
tabulce v kroku D4. Klipy s ¢arovym kédem by mély mit stejné Cislo davky kontroly, jako je
Sislo davky na kontrolnich lahvi¢kach v soupravé. Prifadte spravnou kontrolu k pozici
s odpovidajicim klipem s ¢arovym koédem kontroly. Zabrarite kontaminaci horni casti
S-zkumavky vzorkem nebo kontrolami.

D7.  Pro pracovni postupy 1 a 2 zavedte sto;an( ) na vzorky napInéné vstupnimi S-zkumavkami do
pozic F, G nebo H v zafizeni COBAS® AmpliPrep.

D8. Pro pracovni postup 3 pomoci analyzatoru COBAS® TaqMan® 48 zavedte stojan(y) na vzorky
se vstupnimi S-zkumavkami a K-zkumavkami (jedna pro kazdou vstupni S-zkumavku,
zavedené v pozm vpravo vedle vstupnich S-zkumavek) do pozice stojanu F, G nebo H
zafizeni COBAS® AmpliPrep.

CastE. Spusténi cyklu zatizeni COBAS® AmpliPrep

E1. Spustte zafizeni COBAS® AmpliPrep pomoci softwaru AMPLILINK.

CastF. Konec cyklu zafizeni COBAS AmpllPrep 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 TaqMan® bez dokovaci stanice) nebo na stojanech pro K-nosice (pro
analyzator COBAS® TagMan® 48), v zavislosti na postupu prace (dali podrobnosti viz
Cast G).

F3.  Odstrarite odpad ze zafizeni COBAS® AmpliPrep.

Pozn.: Z&dné zpracované vzorky a kontroly by nemély byt vystaveny svétlu po dokonéeni
pripravy vzorku a kontroly.
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Amplifikace a detekce

Nastaveni analyzétoru COBAS® TagMan® nebo analyzétoru COBAS® TagMan® 48

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

Pozn.:  Nezmrazujte ani neskladujte zpracované vzorky a kontroly pri teploté 2-8 °C.

Cast G. PInéni zpracovanych vzork

G1. V zavislosti na zvoleném pracovnim postupu provedte od%ovidajici kroky pro pfemisténi
K-zkumavek do analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48:

Pracovni postup 1:

Pracovni postup 2:

Pracovni postup 3:

Automatizovany presun K-nosic¢e pres dokovaci stanici do analyzatoru
COBAS® TagMan®. Manualni zasah neni nutny.

Manualini pfesun K-zkumavek ve stojanu(ech) na vzorky do analyzatoru
COBAS® TagMan®.

Manualini pfesun K-nosi¢e na K-stojanu(ech) K-nosic¢e do analyzatoru
COBAS® TagMan® 48. Manualni piesun K-nosicii do analyzatoru
COBAS® TagMan® 48 za pouziti premistovace K-nosice.

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

TaqMan® 48

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

Pracovni postup 1:

Pracovni postup 2:

Pracovni postup 3:

Neni nutny Zadny zasah.

Automatické spusténi analyzatoru COBAS® TagMan® po viozeni
stojanu(l) na vzorky.

Napliite K-nosi¢ prazdnymi K-zkumavkami v pfipad€, Ze je méné nez
6 K-zkumavek v K-nosiGi. PInéni je Fizeno pomoci softwaru
AMPLILINK. Otevrete kryt termocykleru, zavedte K-nosi¢ a uzaviete
viko. Zapnéte cyklus analyzatoru COBAS® TagMan® 48.

Castl. Ukonéeni cyklu analyzatoru COBAS® TagMan® nebo analyzatoru COBAS®

TaqMan® 48

1. Po dokonéeni cyklu analyzatoru COBAS® TaqMan® nebo COBAS® TaqMan® 48 vytisknéte
vysledkovy protokol. Zkontrolujte pfiznaky a chybova hlaSeni ve vysledkovém protokolu.
Vzorky se zalozkami a komentafi jsou interpretovany tak, jak je popsano v ¢asti ,Vysledky“.
Po odsouhlaseni uloZte data do archivu.

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

Analyzator COBAS® TaqMan® nebo analyzator COBAS® TagMan® 48 automaticky stanovuje
koncentrace CMV DNA pro vzorky a kontroly. Koncentrace CMV DNA je vyjadiena v kopiich/ml.
Konverzni faktor pro CMV DNA mezi kopiemi/ml (v souladu s definici testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS TaqMan® CMV) a mezinarodnimi jednotkami (IU)/ml je 1,1 kopie/lU
[0,9 IU/kopii] v souladu s Prvni mezinarodni normou WHO pro lidsky cytomagalovirus pro
amplifikaéni metody nukleové kyseliny (NIBSC 09/162)*. Tento konverzni faktor mezi kopiemi
a |lU se muze pro jiné testy CMV DNA lisit.

Software AMPLILINK:
. Stanovuje prahovou hodnotu cyklu (Ct) pro CMV DNA a CMV QS DNA.
. Stanovuje koncentraci CMV DNA zalozenou na Ct hodnotach pro CMV DNA a CMV QS
DNA a kalibracnich koeficientech specifickych pro danou davku, které jsou poskytnuty

na ¢arovych kédech kazet.

. Urcuje, Ze vypoctena hodnota titru v kopiich/ml pro CMV L(+)C a CMV H(+)C spada do
vymezeného rozsahu.

Validace cyklu — AMPLILINK, verze 3.3

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

Sarze je platnou v pFipadé, Ze se neobjevi Zadny indikator pro zadnou kontrolu [CMV (=) C,
CMV L(+)C a CMV H(+)C].

Sarze neni platna, pokud se u CMV kontrol objevi néktery z nasledujicich indikatord.

Negativni kontrola

Pfiznak Vysledek Interpretace

NC INVALID Invalid Nep!atny vysledek n'ebo ,,p!atny“ (valid) vysledek,
— ktery nebyl negativni pro cilovou CMV

CMV Nizce pozitivni kontrola

Pfiznak Vysledek Interpretace

LPCINVALID Invalid Neplatny vysledek nebo kontrola mimo rozsah

CMV Vysoce pozitivni kontrola

Pfiznak Vysledek Interpretace

HPCINVALID Invalid Neplatny vysledek nebo kontrola mimo rozsah

Pokud je davka neplatna, musite zopakovat celou davku, véetné pfipravy vzorku a kontroly,
amplifikace a detekce.
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Interpretace vysledkt

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

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

Vysledky vzorku se interpretuji takto:

Vysledek titru Interpretace

Target Not Detected Vysledky nahlaste jako ,CMV DNA nedetekovana*“.

<1.50E+02 cp/mL Vypoctena hodnota kopii/ml je pod kvantifikaénim limitem testu.
Vysledky uvadéijte jako ,CMV DNA detekovana, méné nez 150 CMV
DNA kopii/ml*“.

>1.50E+02 cp/mL Vypocitané vysledky vétsi nez nebo rovny 150 kopii/ml a mensi nez

a <1.00E+07 cp/mL nebo rovny 1,00E+07 kopii/ml jsou v linedrnim rozmezi analyzy.

>1.00E+07 cp/mL Vypoctena hodnota kopii/ml je nad rozsahem analyzy. Oznacte
vysledky jako ,vy$si nez 1,00E+07 CMV DNA kopii/ml“. Jsou-li Zadané
kvantitativni vysledky, mél by byt originalni vzorek rozfedén CMV-
negativni lidskou EDTA plazmou a test by mél byt zopakovan.
Vynasobte uvedeny vysledek faktorem fedéni.

lodlok

Pozn.: Vzorky nad rozsahem testu, které vykazuji P S pri.
»QS_INVALID", nesmi byt vykazany jako > 1,00E+07 kopn/ml Origindlni vzorek je
nutné rozredit EDTA plazmou negativni na CMV a test by mél byt zopakovan.
Vyndsobte uvedeny vysledek faktorem redéni.

Pozn.:  Vysledek ,Failed”. Interpretace: Vzorek nebyl spravné zpracovan.

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

KONTROLA KVALITY

Jeden replikat kazdé negativni kontroly COBAS® TaqMan® CMV nizce pozitivni kontroly a CMV
vysoce pozitivni kontroly musi byt zahrnut do kazdé davky testt. Sarze je platnou v pfipadé, ze se
neobjevi zadny indikator pro Zzadnou kontrolu [CMV (=) C, CMV L(+)C a CMV H(+)C].

Na vytisku vysledk( davky zkontrolujte vyskyt pfiznakt a poznamek pro ovéfeni, zda je davka platna.
Negativni kontrola

CMV (-) C musi dat vysledek ,Target Not Detected”. Je-li CMV (-) C oznaceno jako neplatné, pak je
cela davka neplatna. Cely postup zopakuijte (pfiprava vzorkd a kontrol, amplifikace a detekce). Je-li
CMV (-) C trvale neplatna ve vice davkach, kontaktujte vaseho mistniho zastupce spole¢nosti Roche
pro technickou pomoc.

Pozitivni kontroly

Prijatelna rozme2| titrth CMV L(+)C a CMV H(-QC jsou uvedena na ¢arovych kddech kazety s Cinidly
pro test COBAS® AmpllPrep/COBAS® TagMan™ CMV.

CMV DNA kopie/ml pro CMV L(+)C a CMV H(+)C by mél spadat do daného pfijatelného rozsahu
titru. Jsou-li jedna nebo obé pozitivni kontroly oznaceny pfiznakem jako neplatné, je neplatna cela
davka. Cely postup zopakujte (pfiprava vzorkt a kontrol, amplifikace a detekce). Jestlize lezi titr CMV
DNA u jedné nebo obou pozitivnich kontrol soustavné mimo pfijatelné rozmezi u mnoha davek,
obratte se o technickou pomoc na mistni zastoupeni firmy Roche.
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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 je validovan pouze pro pouzivani s lidskou plazmou odebranou do EDTA jako
antikoagulantu. Testovani jinych typu vzorkd muze vést k nepresnym vysledkiam.

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

Diky pfitomnosti enzymu AmpErase v Master Mixu pro test COBAS® AmpIiPrep/COBAS®
TaqMan® CMV se snizuje riziko kontaminace amplikonu. Kontaminaci od CMV pozitivnich
kontrol a klinickych vzork( Ize ov§em zabranit pouze dlslednym uplatriovanim zasad spravné
laboratorni praxe a peclivym dodrZzovanim postupt uvedenych v tomto pfibalovém letaku.

S timto vyrobkem mohou pracovat pouze pracovnici pro$koleni v technice PCR.

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

| kdyz vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech virového genomu pokryté primery
testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® CMV a/nebo sondami mohou vést
k podhodnoceni mnozstvi nebo selhani detekce viru.

Detekce CMV DNA zavisi na tom, kolik virovych &astic je ve vzorku pfitomno, na coz maji vliv
metody odbéru vzorku a stav pacienta (napf. vék, pritomnost symptoml a/nebo stadium
infekce).

Vzhledem k rozdiliim mezi technologiemi se doporuéuje, aby uzivatelé pred pfechodem k jiné
technologii provedli ve své laboratofi korelacni metodické studie a kvantifikovali rozdily mezi
technologiemi.
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INTERFERENCNI LATKY

Bylo prokazano, ze zvy$ené hodnoty triglyceridli (az do 3300 mg/dl), konjugovaného bilirubinu (az do
20 mg/dl), nekonjugovaného bilirubinu (az do 20 mg/dl), hemoglobinu (az do 200 mg/dl) a lidské DNA
(az do 0,4 mg/dl) ve vzorcich &i pfitomnost autoimunni choroby &i pfislusnych markerd, jako jsou
Systémovy lupus erythematodes (SLE), Revmatoidni artritida (RA) a Antinuklearni protilatky (ANA),
neinterferuji s kvantifikaci CMV DNA ¢i neovliviiuji specificitu testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS®
TagMan® CMV. Hodnoceni bylo provedeno v souladu s Pokyny CLSI EP7-A2*" za pouZiti jedné sady
ginidel testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV.

Nasledujici slozky léCiv testované tfikrat pfi maximalni plazmatické hladiné (Cmax) nevykézal%
interferenci s kvantifikaci CMV DNA nebo viiv na specificitu testu COBAS® AmpliPrep/COBAS
TagMan® CMV:

Imunosupresant Antibiotikum
Azathioprin Sulfamethoxazol
Cyklosporin Trimethoprim
Mykofenolat mofetil Cefotetan
Mykofenolat sodny Piperacillin
Sirolimus Tazobaktam sodny
Takrolimus Klavulanat draselny
Everolimus Ticarcillin sodny
Prednison Vancomycin

Anti-CMV Antifungalni
Gancyklovir Fluconazole
Valgancyklovir
Cidofovir
Foscarnet
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VYHODNOCENi LABORATORNICH VYSLEDKU
A. Mez detekce

Mez detekce testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV byla uréena prostiednictvim testu
CMV DNA-pozitivnich vzorki a RMS CMV sekundarnich standard ziedénych v CMV-negativni lidské
EDTA plazmé. Panel 2 CMV zdrojovych materialt byl pfipraven jako 6 nezavislych zfedénych fad do
6 samostatnych jednotek CMV-negativni EDTA plazmy darcti. Rada fedéni CMV DNA-pozitivnich
klinickych vzorkG méla 6 Urovni (47, 93, 140, 186, 280 a 373 kopii/ml); fada fedéni RMS CMV
sekundarnich standard méla 6 Grovni (50, 100, 150, 200, 300 a 400 kopii/ml). Po kombinaci replikatd
z panell pfipravenych z CMV DNA-pozitivniho vzorku a RMS CMV sekundarnich standard bylo na
kazdém stupni koncentrace testovano alespori 208 replikatu. Mez detekce byla uréena s pouzitim
3 sad &inidel a véech 3 pracovnich postupd (COBAS® AmpliPrep ve spojeni s COBAS® TagMan®,
COBAS® AmpliPrep v kombinaci s COBAS® TagMan® a COBAS® AmpliPrep v kombinaci s COBAS®
TaqMan® 48). Vyhodnoceni probéhlo v souladu s Pokyny CLSI EP17-A, Protokoly pro ureni mezi
detekce a kvantifikace; Schvalené pokyny.*?

Koncentrace CMV DNA, kterou lze detekovat s pravdépodobnosti vétsi nez 95 % v souladu
s Analyzou PROBIT, je 56 IU/ml (95% interval spolehlivosti: 50-66 [U/ml) nebo 61 kopii/ml
(95% interval spolehlivosti: 55-72 kopii/ml). Kombinované vysledky vSech 3 S$arzi Cinidel jsou
uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2
Detekéni mez a analyza PROBIT testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV
s pouzitim vzorku a RMS CMV sekundarni standard

Nominalni vstup Nominalni vstup
(CMV DNA IU/ml) (CMV DNA kopie/ml) B . )
Pocet Pocet Mira
s?lgusngyr\r(i Klinicky slz'lzlusnz:i’:'zi Klinicky replikatd pozitivnich pozitivity
standard vzorek standard vzorek
364 339 400 373 208 208 100%
273 255 300 280 210 210 100%
182 169 200 186 209 209 100%
137 127 150 140 210 210 100%
91 85 100 93 210 209 99,50%
46 43 50 47 210 188 89,50%
0 0 0 0 210 0 0%
56 IU/ml (95% interval spolehlivosti:
A 50-66 1U/ml)
PROBIT 95% uspésnost detekce 61 kopii/ml (95% interval spolehlivosti:
55-72 kopii /ml)

04898362041-02CS 23 Doc Rev. 2.0



B. Piesnost

Presnost testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® CMV byla uréena analyzou 8¢lenného panelu.
Panel byl pfipraven s pouzitim CMV DNA-pozitivnich vzorki s niz§imi hodnotami dynamického
rozsahu a, vzhledem k nedostupnosti materialu s velice vysokym titrem, zfedénim kultury CMV
(kmen AD169) pro stfedni a vy$8i hodnoty dynamického rozsahu. Oba zdrojové materialy byly
zfedény v CMV-negativni EDTA plazmé. 8¢lenny panel pokryval rozsah od 2,00E+02 CMV DNA
kopii/ml do 1,00E+07 CMV DNA kopii/ml.

Kazdy ¢len panelu byl testovan s 2 repllkaty na cyklus, se 2 cykly za den, m|n|ma|ne po dobu 12 dnu
a se 2 pracovnimi postupy (COBAS AmpllPrep ve spojeni s COBAS® TagMan® a COBAS®
AmpliPrep ve spojeni s COBAS® TaqMan 48) s celkové 96 repllkaty na ¢lena panelu rovhomérné
rozdélenymi do 3 sad, 4 systému COBAS® AmpllPrep/COBAS TaqMan® a alespon se 2 cleny
obsluhy. Kazdy vzorek prosel celou procedurou testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV
zahrnujici pfipravu vzorku, amplifikaci a detekci. Zde uvadéna presnost tedy zahrnuje vSechny
aspekty testovaciho postupu. Vysledky pro kazdou $arzi ¢inidel a pro kombinaci vSech 3 Sarzi ¢inidel
jsou zobrazeny v tabulce 3.

Tabulka 3
Pfesnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® cmv
Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3 Kombinace vSech tii Sarzi
Titr Cflkové Celkova Celkova Celkova Celkovy
" 'smérodatna smérodatna smérodatna 'smérodatna| variaéni
(kopie/mi) N odchylka odchylka N odchylka N odchylka | koeficient
v Logig v Logio v Logyg v Logyg (%)
Kultivovany CMV (kmen AD169)
1,00E+07 | 32 0,10 32 0,08 32 0,12 96 0,12 28%
1,00E+06 | 32 0,10 32 0,05 32 0,07 96 0,09 20%
1,00E+05 | 32 0,10 32 0,08 32 0,10 96 0,10 24%
2,00E+04 | 32 0,14 32 0,15 32 0,08 96 0,13 30%
5,00E+02 | 32 0,22 32 0,23 32 0,26 96 0,24 59%
Vzorek
1,00E+03 | 32 0,11 32 0,12 32 0,10 96 0,12 29%
3,20E+02 | 32 0,17 32 0,16 32 0,13 96 0,16 39%
2,00E+02 | 32 0,21 32 0,20 32 0,20 96 0,21 53%
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C. Linearni rozmezi

Lineérnl’ rozmezi testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan CMV bon un':eno analyzou
dynamického rozsahu a, vzhledem k nedostupnosti kI|n|ckeho materidlu s velice vysokym titrem,
zfedénim kultury CMV (kmen AD169) pro stfedni a vy$$i hodnoty dynamického rozsahu. Oba
zdrojové materialy byly zfedény v CMV-negativni EDTA plazmé. 10¢lenny panel pokryval rozsah od
5,00E+01 CMV DNA kopii/ml do 2,00E+07 CMV DNA kopii/ml.

Kazdy ¢len panelu byl testovan s 2 repllkaty na cyklus, se 2 cykly za den, m|n|malne po dobu 12 dnu
a se 2 pracovnimi postupy (COBAS AmpllPrep ve spojeni s COBAS® TagMan® a COBAS®

AmpliPrep ve spojeni s COBAS® TaqMan 48), s celkové 96 repllkaty na ¢lena panelu rovnomérné
rozdélenymi do 3 sad, 4 systémi COBAS® AmpllPrep/COBAS TagMan® 2 alespon 2 ¢leny obsluhy.
Kazdy vzorek prosel celou procedurou testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV zahrnujici
prlpravu vzorku, amplifikaci K detek(:| Jak Ize vidét na Obrazku 6, na zdkladé CLSI EP6-A, test
COBAS® AmpllPrep/COBAS TaqMan CMV byl linearni od 5,0E+01 CMV DNA kopii/ml do 2,0E+07
CMV DNA kopii/ml. Na zakladé spodni kvantifikaéni meze 1,5E+02 CMV DNA kopii/ml je linearni
rozsah od 1,5E+02 CMV DNA kopii/ml do 1,0E+07 CMV DNA kopii/ml.

Tabulka 6
Linedrnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV

-—

"
—
/

N W s OO N @

g/x y =1,0555x - 0,4197

1 R?=0,9987

Chybové usecky = 1 smérodatna odchylka
0 T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Nominalni koncentrace
Log,, (CMV DNA kopii/ml)

Vysledky testu COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TagMan® CMV
Pramérny Log,, (CMV DNA kopii/ml)

Pozn.:  Prazdné a vyplnéné symboly reprezentuji pramérné hodnoty titri Logs pro fedéni
klinickych vzorku a kultur CMV kmenu AD169.
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D. Vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV s anti-CMV IgG negativnimi
vzorky

Vysledek testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV byl uréen se 2 $arzemi Ginidel analyzou
anti-CMV IgG-negativni EDTA plazmy vzorkd od pfijemch renalnich aloimplantatl, kde byl pfed
pfijetim ledviny donor (+) / pfijemce (-) v CMV sérologii. Sto padesat jedna (151) ze 157 EDTA
plazma vzorki od 156 pacienti vedlo k negativnim vysledkim pro CMV DNA v testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV. Pro 6 CMV DNA pozitivnich vysledkt, dalsi testy prubézné
odebranych vzork( stejnych pacientl indikovaly, Ze pacienti méli dfivéjsi ¢i naslednou CMV infekci.
Nezavisly PCR test CMV navic potvrdil pfitomnost CMV DNA v 5 ze 6 nesouhlasnych vysledkd. Jako
vysledek rozliSovacich testt, 151 ze 152 CMV IgG seronegativnich vzorki bylo negativnich na
pfitomnost CMV DNA, vedouci k pfesnosti 99,3 % (95% interval spolehlivosti: 96,4% - 100,0%).

E. Analyticka specificita

Analyticka specificita testu COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® CMV byla vyhodnocena pfidanim
kultivovanych organismt (vird, baktérii, hub) s vstupni koncentraci 1,0E+06 ¢&astic/ml do CMV-
negativni lidské EDTA plazmy a do CMV-pozitivni EDTA plazmy pfi 7,5E+02 kopiich/ml CMV (viz
tabulka 4).

Zadny z testovanych organizmi nevykazal kfizovou reakci s testem COBAS® AmpIiPrep/COBAS®
TaqMan® CMV. CMV-pozitivni vzorky mély vysledky titru do + 0,3 Log1o 0d CMV-pozitivni kontroly.

Tabulka 4
Analytické specificita vzorki

Lidské herpetické viry DalSi viry
Herpes simplex virus typ 1 BK polyomavirus
Herpes simplex virus typ 2 JC polyomavirus
Varicella-zoster virus Virus hepatitidy A
Epstein-Barr virus Virus hepatitidy B
Lidsky herpeticky virus 6 Virus hepatitidy C
Lidsky herpeticky virus 7 HIV typ 1
Lidsky herpeticky virus 8 Adenovirus 5

Parvovirus B19

Baktérie Houby
Mycoplasma pneumoniae Aspergillus niger
Propionibacterium acnes Candida albicans
Salmonella typhimurium Cryptococcus

Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
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F. Porovnani testu COBAS® AMPLICOR CMV MONITOR a testu LightCycIer® CMV Quant

Vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV byly porovnany s testem COBAS®
AMPLICOR CMV MONITOR pomoci analyzy 52 prospektivné odebranych nezfedénych CMV
pozitivnich klinickych vzork(i. Pouze platné pary titrd v obou linearnich rozmezich dvou
porovnavanych testu byly zafazeny do Demingovy regresni analyzy (viz obrazek 7).

Vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV byly porovnany s testem LightCycler®
CMV Quant pomoci analyzy 52 prospektivné odebranych nezfedénych CMV pozitivnich klinickych
vzork(. Pouze platné pary titrG v obou linedrnich rozmezich dvou porovnavanych testi byly zafazeny
do Demingovy regresni analyzy (viz obrazek 8).

Obrazek 7
Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV
a testu COBAS® AMPLICOR CMV MONITOR
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Test COBAS® AMPLICOR CMV MONITOR, Titr Log,, (CMV DNA kopii/ml)
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Korelace mezi testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV

Obrézek 8

a testem LightCycler® CMV Quant
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