COBAS

COBAS AMPLICOR™ Hepatitis C Virus Test,
version 2.0

HCV

PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO.

Objednaci udaje AMPLICOR® HCV HCV PREP 96 Tests
Specimen Preparation Kit,
version 2.0
AMPLICOR HCV HCV CTL 8 Sets
Controls Kit, version 2.0
AMPLICOR HCV HCV AMP 96 Tests
Amplification Kit, version 2.0
COBAS AMPLICOR HCV DK 100 Tests
HCV Detection Kit,
version 2.0
COBAS AMPLICOR 100 Tests
Detection Reagents Kit
COBAS AMPLICOR 200 Tests
Conjugate Detection Reagent
COBAS AMPLICOR 500 Tests
Wash Buffer

Nasledujici souprava se da pouzit k detekci HCV Internal Control amplifikované pomoci
amplifikacni soupravy AMPLICOR HCYV, version 2.0. Detekce HCV Internal Control

Jje doporucovanou uzivatelskou variantou.

COBAS AMPLICOR IC 100 Tests
Internal Control Detection Kit

P/N: 21111086 123
ART: 11 1108 6
US: 83126

P/N: 21111175 123
ART: 11 1117 5
US: 83131

P/N: 21111094 123
ART: 11 1109 4
US: 83127

P/N: 21111132 123
ART: 11 1113 2
US: 83130

P/N: 20757470 122
ART: 07 5747 0
US: 83276

P/N: 20764213 123
ART: 07 6421 3
US: 83305

P/N: 20759899 123
ART: 07 5989 9
US: 83314

P/N: 20757608 122
ART: 07 5760 8
US: 83281
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Ucel

Test na virus hepatitidy C (HCV) COBAS AMPLICOR version 2.0 (v2.0) je
kvalitativni test in vitro pro detekci RNA viru hepatitidy C v klinickych vzorcich
na analyzatoru COBAS AMPLICOR™. Ptitomnost HCV RNA prokazuje
soucasnou infekci virem HCV u pacientd s klinickymi resp. biochemickymi
projevy jaterni choroby. Test vychazi z reverzni transkripce této RNA za tvorby
komplementarni DNA (cDNA), amplifikace této cDNA polymerazovou
fetézovou reakci (PCR) a hybridizace nukleové kyseliny k detekci HCV RNA
v lidském séru nebo plazmé.

COBAS AMPLICOR HCV Test v2.0 neni urcen ke screeningovému vySetfovani
krve nebo krevnich derivat na pritomnost viru hepatitidy C.

Souhrn a vyklad testu

Predpoklada se, ze virus hepatitidy C je hlavnim etiologickym Ccinitelem
odpovédnym za 90-95 % piipadd potransfuzni hepatitidy non-A a non-B1.2, HCV
jevirus s jednofetézcovou pozitivné orientovanou RNA s genomem obsahujicim
zhruba 10 000 nukleotidi kodujicich 3 000 aminokyselin!. HCV se vyskytuje
v krvi, a proto se mize krvi a krevnimi derivaty pienaset. Prevalence infekce
virem HCV je vysoka u pacienti, ktefi jsou piijemci transplantovanych organt,
krevni transfuze nebo komer¢nich srazecich faktord, u pacienti s perkutanni
expozici pii nitrozilnim zneuzivani drog a u pacientli dochéazejicich na ledvinovou
dialyzu. Imunosérologicky zjisténa prevalence infekce virem HCV se pohybuje
v rozmezi od 0,6 % v Kanad¢ do 1,8 % ve Spojenych statech3.

Skutecnost, Ze se v organismu pacienttl infikovanych virem HCV vyskytuji proti
nému protilatky, vedla k vyvoji imunosérologickych testl, které jsou pro tyto
protilatky specifické*s. Zavedenim téchto testl se jiz nyni snizil v celosvétovém
meéfitku vyskyt potransfuzni hepatitidy. Existuje také doplikové testovani pomoci
RIBA (rekombinantniho imunoblotingu), kterym se dale vyhodnocuji vzorky, jez
jsou pii testovani na protilatky opakované reaktivni. Nedavno vsak probehlo
vyhodnoceni, které ukazalo, ze interpretace tohoto doplitkového testu zavisi na
pacientove rizikovém statusu. Napiiklad v nizkorizikové populaci darct krve je testem
na HCV RNA potvrzeno pouze 50 % vzorki reaktivnich v testu RIBA®7:8, To znamena,
ze RIBA — pozitivni vysledek neptedstavuje skutecnou indikaci aktivni infekce virem
HCYV, protoze vyléceni pacienti mohou ztistat anti-HCV pozitivni po fadu let>. Mimoto
byly ziskany nejisté vysledky doplikovych testl jak u nedavno infikovanych osob, které
se dosud nachazeji ve stadiu serokonverze, tak u osob infikovanych virem HCV
chronicky?10.

Imunosérologické testovani je mirou soucasné resp. predchozi expozice infekei virem
HCV, nedokaze vsak mezi témito dvéma skupinami rozlisit. Déle, v piipadech akutni
infekce virem HCV se u nékterych osob nemuseji protilatky HCV viibec vytvaret!!,
takze se jejich soucasna infekce virem HCV neda imunosérologicky diagnostikovat.
Alternativné miize doklady o stavajici infekci poskytnout detekce HCV RNA pomoci
testd na nukleovou kyselinu. Pouzitim testll na nukleovou kyselinu se da viremie
HCV detekovat jeste imunologickou serokonverzi!2:13. Jelikoz je mozno pomoci testl
na nukleovou kyselinu detekovat HCV RNA piimo, tj. bez ohledu na pacientv
imunologicky status, jsou testy zalozené na nukleové kyseliné velmi uzitecné
k detekci HCV RNA u imunologicky nejistych pacientas.
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Virus hepatitidy C

Princip metody

Internal Control

Priprava vzorku

Reverzni transkripce
a PCR amplifikace

Test na HCV COBAS AMPLICOR v2.0 sestava z péti zakladnich stupnu:
ptiprava vzorku, reverzni transkripce prislusné RNA na komplementarni DNA
(cDNA)!4; PCR amplifikace!* této c¢cDNA pomoci HCV-specifickych
komplementarnich primerd, hybridizace amplifikovanych produktii na specifické
oligonukleotidové sondy a kolorimetricka detekce sondou vazanych
amplifikovanych produktu.

Test COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 umoziuje soucasnou reverzni
transkripci a PCR amplifikaci RNA HCV a HCV Internal Control. Cinidlo Master
Mix obsahuje par primert specifickych pro RNA jak HCV, tak HCV Internal
Control. Detekce amplifikované DNA se provadi pomoci tercové specifickych
oligonukleotidovych sond, jez umoznuji nezavislou identifikaci amplikonu HCV
a amplikonu HCV Internal Control.

U enzymatickych amplifikacnich procest, jako je PCR, mohou inhibitory, které
se nékdy v klinickém vzorku nachdzeji, snizovat Gi¢innost amplifikace. Souprava
COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0 byla doplnéna o HCV Internal Control
umoziujici identifikovat zpracované vzorky, jez obsahuji latky, které by mohly
pti PCR amplifikaci rusit. HCV Internal Control je RNA transkript s oblastmi
vazby primeru identickymi s témi, jez jsou v terCové sekvenci HCV,
randomizovanou interni sekvenci podobné délky a slozeni bazi, jaké ma teréova
sekvence HCV, a s ojedinélou oblasti vazby sondy, kterou se HCV Internal
Control odlisuje od teréového amplikonu. Tato charakteristika byla zvolena proto, aby
se zajistila ekvivalentni amplifikace RNA HCV Internal Control a ter¢ového HCV.

HCV RNA se ze séra nebo plazmy izoluje lyzou virovych c¢astic pomoci
chaotropniho c¢inidla a naslednym srazenim RNA alkoholem. RNA se
resuspenduje v fedidle vzorku. Do vzorku se spolu s Cinidlem (Lysis Reagent)
zavadi RNA HCV Internal Control, ktera v kazdém jednotlivé zpracovavaném
vzorku slouzi jako kontrola extrakce, amplifikace a detekce.

Volba terce

Volba tercové sekvence RNA pro HCV zavisi na vytipovani takovych oblasti
v genomu HCV, kde se mezi jednotlivymi genotypy HCV sekvence v maximalni
mife zachovavals:16.17 To znamena, Ze pro schopnost testu detekovat vSechny
genotypy ma zasadni dulezitost spravna volba primert i sondy (viz cast
., Hodnoceni neklinickych funkcnich parametru, Studie inkluzivity genotypiit HCV'™).
Bylo zjisténo, ze mezi zndmymi genotypy HCV se sekvence RNA v nejvyssi
mife zachovava v 5-UTR (untranslated region) oblasti genomu HCVI8.19,
V soupravé COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 se k definovani sekvence
244 nukleotidi ve vysoce konzervovaném 5'-UTR genomu HCV pouzivaji
primery KY78 a KY80!3. Sekvence sondy a sekvence primeru se nachazeji
v nejvice zachovanych doménach oblasti 5'-UTRIS.

Reverzni transkripce

Reakce reverzni transkripce a amplifikace se provadi pomoci tepelné stalé
DNA polymerazy rekombinantniho enzymu Thermus thermophilus (tTth pol).
Za pritomnosti dvojmocného manganu (Mn2") a za ptiznivych pufrovacich podminek
vykazuje r7th pol aktivitu jak reverzni transkriptazy, tak DNA polymerazy!4. Diky
tomu mize jak reverzni transkripce, tak PCR amplifikace probihat v téze reakcni smeési.
Zpracovavané vzorky se pridavaji do amplifikaéni smési v amplifikaénich zkumavkach
(A-zkumavkach), v nichz probiha jak reverzni transkripce, tak PCR amplifikace.
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Downstream neboli antisense primer (K'Y78) je na 5' konci biotinylovan; zatimco
upstream C¢ili sense primer (KY80) biotinylovan neni. Reakéni smés se zahfieje,
aby se downstream primer mohl napojit specificky na teréovou RNA HCV a na
tercovou RNA HCV Internal Control. Za pfitomnosti Mn2* a nadbytku
deoxynukleosid-trifosfatt  (dNTPs), véetné trifosfatt deoxyadenosinu,
deoxyguanosinu, deoxycytidinu a deoxyuridinu (namisto thymidinu) prodluzuje
rTth pol napojeny primer a vytvaii fetézec DNA (cDNA) komplementarni vici
tercové RNA.

Amplifikace terce

Po reverzni transkripci RNA HCV terce a HCV Internal Control se reakéni smés
zahteje, aby se RNA:cDNA hybrid denaturoval a exponovaly se sekvence
primerového terCe. Béhem ochlazovani smési se upstream primer (KY80)
ptipojuje specificky k fetézci cDNA, r7th pol primer prodluzuje a syntetizuje se
druhy fetézec DNA. Tim se ukoncuje prvni cyklus PCR, ktery poskytuje
dvoufetézcovou DNA kopii tercové oblasti RNA HCV a HCV Internal Control.
Reakéni smés se opét zahfeje k oddéleni vysledné dvoufetézcové DNA
a exponovani sekvenci primerového terce. Béhem ochlazovani se primery KY78
a KY80 napojuji na ter€ovou DNA. r7th pol za pfitomnosti Mn?" a nadbytku
dNTPs prodluzuje napojené primery podél tercovych templati a vytvari molekulu
dvouretézcové DNA s 244 pary bazi, kterd se nazyva amplikon. COBAS
AMPLICOR Analyzer tento po stup automaticky opakuje ve stanoveném poctu
cykli, pficemz v kazdém cyklu se mnozstvi amplikonové DNA efektivné
zdvojnasobuje. Pozadovany pocet cykli se na piistroji COBAS AMPLICOR
Analyzer pfedem naprogramuje. Amplifikace probiha pouze v oblasti genomu
HCV mezi primery, cely genom amplifikovan neni.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace ter¢ové nukleové kyseliny z klinického vzorku se
u soupravy COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 dosahuje pouzitim enzymu
AmpErase® (uracil-N-glykosylaza) a deoxyuridintrifosfatu (dUTP). Enzym
AmpErase rozpozna a katalyzuje rozklad fetézci DNA obsahujicich deoxyuridin20,
ale nikoli DNA obsahujici deoxythymidin. Deoxyuridin se v pfirozené DNA
nevyskytuje, je vSak vzdy pfitomen v amplikonu diky tomu, ze se jako jeden
z dANTP v cinidle Master Mix misto thymidintrifosfatu pouziva deoxyuri-
dintrifosfat; proto je deoxyuridin obsazen pouze v amplikonu.

V dusledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminujici amplikon citlivy vuci
destrukci enzymem AmpErase pred amplifikaci tercové DNA. AmpErase, ktery
je soucasti ¢inidla Master Mix, katalyzuje $tépeni DNA obsahujici deoxyuridin na
deoxyuridinovych zbytcich otevienim deoxyribozového fetézce v poloze Cl.
Kdyz je tetézec amplikonové DNA v prvnim tepelné cyklizacnim kroku pfi
alkalickém pH ¢inidla Master Mix zahiivan, $tépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz
se DNA stava neamplifikovatelnou. Enzym AmpkErase je pii teplotach nad 55°C,
tedy béhem kroku tepelného cyklovani, neaktivni, takze terCovy amplikon
nerozklada. Po amplifikaci je pfipadny zbytkovy enzym denaturovan piidavkem
denatura¢niho roztoku, ¢imZz se zamezi degradaci pfipadného tercového
amplikonu. Je prokazano, ze enzym AmpErase v soupravé COBAS AMPLICOR
HCV Test, v2.0 inaktivuje minimalné 103 kopii deoxyuridin-obsahujiciho HCV
amplikonu na jednu PCR.
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Virus hepatitidy C

Hybridizaéni reakce

Detekéni reakcee

Cinidla

Po PCR amplifikaci nadavkuje pfistroj COBAS AMPLICOR Analyzer do
A-zkumavek automaticky denatura¢ni roztok, aby se HCV amplikon
a HCV Internal Control amplikon chemicky denaturovaly a vytvotily
jednofetézcovou DNA. Alikvotni podily denaturovaného amplikon se pak
pievedou do detekénich kelimki (D-kelimky). Do jednotlivych D-kelimki se
piida suspenze magnetickych c¢astic potazenych oligonukleotidovou sondou
specifickou pro HCV (KY150) nebo HCV Internal Control (SK535). Na teréové
specifické oligonukleotidové sondy navazané na magnetické Castice jsou
hybridizovany biotinem znacené amplikony HCV a HCV Internal Control. Touto
hybridizaci amplikonu na terové specifickou sondu se zvySuje celkova
specifi¢nost testu.

Po hybridiza¢ni reakci oplachne COBAS AMPLICOR Analyzer v D-kelimku
magnetické Castice, aby se odstranil nenavazany material, a nasledné piida
konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou. Tento konjugat se vaze na biotinem
znaceny amplikon hybridizovany na ter¢ové (HCV nebo Internal Control)
specifické oligonukleotidové sondy navazané na magnetické ¢astice. Nenavazany
konjugat pak piistroj COBAS AMPLICOR Analyzer oplachnutim magnetickych
Castic odstrani a do kazdého D-kelimku ptida roztok substratu obsahujici peroxid
vodiku a 3,3', 5,5'-tetramethylbenzidin (TMB). Za pfitomnost peroxidu vodiku
katalyzuje navazand kienova peroxidaza oxidaci TMB na barevny komplex,
jehoz absorbanci pfistroj COBAS AMPLICOR Analyzer proméiuje pii 660 nm.

AMPLICOR HCV HCVPREP | 96 o5ttt P/N: 21111086 123

Specimen Preparation Kit, version 2.0 ART: 11 1108 6
Souprava pro piipravu vzorki HCV AMPLICOR, verze 2.0 US: 83126
HCV LYS, v2.0 8 x 6,9 ml

(Cinidlo pro lyzu HCV, verze 2.0)

PufrTris-HCI

68% Guanidinthiokanat
3% Dithiothreitol

< 1% Glykogen

Xn : : 68% (w/w) Guanidinthiokyanat

Zdravi skodlivy

HCV DIL, v2.0 8 x 4,8 ml
(Redidlo na vzorky HCV, verze 2.0)

Pufr Tris-HCI

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

0,05% azid sodny
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HCV IC, v2.0 8 x 0,1 ml
(Vnitini kontrola HCV, verze 2.0)

< 0,001% neinfekéni RNA transkribovana in vitro
(mikrobialni) obsahujici sekvence vazajici HCV primer
specifickou sondu vazajici oblast

< 0,005% Poly rA RNA (synteticka)

EDTA
0,05% azid sodny
AMPLICOR HCV HCV CTL 8 Sets P/N: 21111175 123
Controls Kit, version 2.0 ART: 11 1117 5
Souprava kontrol HCV AMPLICOR, verze 2.0 US: 83131
NHP 8 x 0,6 ml

[Negativni plazma (lidska)]

Lidska plazma nereaktivni, pouzivana pii testech licencovanych US FDA
na protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, antigen HIV p24
a HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA
detekovatelné metodami PCR

0,1% ProClin® 300

HCV () C, v2.0 8 x 0,1 ml
[Kontrola HCV(-), verze 2.0]

< 0,005% Poly rA RNA (synteticka)
EDTA
0,05% azid sodny

HCV (+) C, v2.0 8 x 0,1 ml
[Kontrola HCV(+), verze 2.0]

< 0,001% neinfekéni RNA transkribovana in vitro
(mikrobialni) obsahujici sekvence HCV
< 0,005% Poly rA RNA (synteticka)

EDTA
0,05% azid sodny
AMPLICOR HCV HCV AMP 96 testl P/N: 21111094 123
Amplification Kit, version 2.0 ART: 11 1109 4
Amplifikacni souprava HCV AMPLICOR, verze 2.0 US: 83127
HCV MMX, v2.0 8 x 0,7 ml

(Master Mix HCV, verze 2.0)

Bicinovy pufr 16%

DMSO

Glycerol

< 0,01% r7th DNA polymeraza (r7th pol, mikrobialni)

Octan draselny

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

< 0,005% primery KY78 a KY80 (jeden je biotinylovan)

< 0,01% AmpErase® (uracil-N-glykosylaza) enzym (mikrobialni)
0,05% azid sodny
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Virus hepatitidy C

HCV Mn?+, v2.0 8 x 0,1 ml
(Manganaty roztok HCV, verze 2.0)

< 2% Mangan
Kyselina octova
Amarantové barvivo

0,05% azid sodny
COBAS AMPLICOR HCV DK 100 testh  P/N: 21111132 123
HCYV Detection Kit, version 2.0 ART: 11 1113 2
Souprava pro detekci HCV COBAS AMPLICOR, verze 2.0 US: 83130
CX PS1, v2.0 1 x 100 testi

(Suspenze sondy HCV 1, verze 2.0)

MES pufr
< 0,4% suspenze paramagnetickych ¢astic Dynabeads®

potazenych HCV-specifickou oligonukleotidovou sondou (K'Y 150)
0,09% azid sodny

CX4, v2.0 1 x 100 testi
(Suspenze sondy HCV 2, verze 2.0)

Pufr s fosforecnanem sodnym
< 0,2% solubilizator
42,2% thiokyanat sodny

Xn : : 42,2% hm. thiokyanat sodny

Zdravi skodlivy

COBAS AMPLICOR 100 testi  P/N: 20757470 122

Detection Reagents Kit ART: 07 5747 0

Souprava detekénich ¢inidel COBAS AMPLICOR US: 83276
DN4 1 x 100 testh

(Denaturacni roztok)

1,6% hydroxid sodny
EDTA
Thymolova modf

Xi : : 1,6% hm. hydroxid sodny

Drazdivy

CN4 1 x 100 testd
(Konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou)

Pufr Tris-HCI

< 0,001% konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou
Bovinni serumalbumin (savci)

Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd.)
0,1% fenol

1% ProClin 150
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SB3 5 x 75 testu
(Substrat A)

Citratovy roztok
0,01% peroxid vodiku
0,1% ProClin 150

SB 5x5ml
(Substrat B)

0,1% 3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB)
40% dimethylformamid (DMF)

T ; 40% hm. dimethylformamid (DMF)

Toxicky

R: 61-20/21-36  Muze poskodit plod. Pti vdechovani a styku
s pokozkou je zdravi skodlivy. Drazdi oci.

S: 53-45 Vyhnéte se expozici — pied pouzitim si
vyzadejte specialni pokyny. V piipadé nehody
nebo citite-li se nedobie, vyhledejte okamzité
Iékatskou pomoc (pokud mozno ukazte stitek).

COBASAMPLICOR [ CN4 ] 200testh  P/N: 20764213 123

Conjugate Detection Reagent ART: 07 6421 3

Konjugované detekéni ¢inidlo COBAS AMPLICOR US: 83305
CN4 2 x 100 testa

(Konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou)

Pufr Tris-HCI

< 0,001% konjugat avidinu s kienovou peroxidazou
Bovinni serumalbumin (sav¢i)

Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd.)
0,1% fenol

1% ProClin 150

COBAS AMPLICOR 500 testii  P/N: 20759899 123

Wash Buffer ART: 07 5989 9

Promyvaci pufr COBAS AMPLICOR US: 83314
WB 2 x 250 testu

(10X-promyvaci koncentrat)

< 2% fosfatovy pufr
< 9% chlorid sodny
EDTA

< 2% detergent
0,5% ProClin 300
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Virus hepatitidy C

Upozornéni a bezpec¢nostni pokyny

Pozn.:

Pro diagnostické pouziti in vitro.

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

Nepipetovat tsty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekufte. Pfi manipulaci
se vzorky a reagenciemi ze soupravy noste ochranné rukavice na jedno pouziti,
laboratorni plast a prostfedek ochrany oc¢i. Po praci se vzorky a zkuSebnimi
¢inidly si diikladné umyjte ruce.

Pfi odebirani alikvotnich podili z lahvicek s cinidly dbejte, aby nedoslo
k mikrobialni nebo ribonukleazové kontaminaci. Doporucuje se pouzivat sterilni
pipety na jedno pouziti a Spicky na pipety prosté RNazy.

Nesmeésujte dohromady ¢inidlo z rtiznych Sarzi, ani z riznych lahvicek téze Sarze.

Nespotiebovana ¢inidla a odpad likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi
predpisy.

Po vyprseni lhiity pouzitelnosti jiz soupravu nepouzivejte.
Materialové bezpecnostni listy si lze vyzadat u mistniho zastoupeni firmy Roche.

Pracovni tok musi v laboratofi probihat jednosmérné, pocinaje od
predamplifikaéniho  prostoru  smérem k poamplifikacnimu  prostoru
(amplifikace/detekce). Predamplifikacni Cinnosti zacinaji pfipravou cinidel
a postupuji k ptipravé vzorkid. Latky a vybaveni se musi pfifadit jednotlivym
predamplifikaénim Cinnostem a nesméji se pouzivat k jinym cinnostem ani
prenaset mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve vsech prostorech je tfeba
nosit rukavice,. které se pied opusténim prostoru vyméni. Vybaveni a materialy
pro pfipravu Cinidla se nesméji pouzivat k ptipravé vzorkt, ani pro pipetovani
nebo zpracovani amplifikované DNA ¢i jinych zdroji tercové DNA.
Poamplifika¢ni materialy a vybaveni musi vzdy ztstat v poamplifika¢nim prostoru.

Se vzorky je tfeba zachazet jako s infekénimi a pouZzivat odpovidajici laboratorni
postupy, napriklad jak jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories?! nebo v dokumentu NCCLS M29-A22. Vsechny
plochy dtkladné ocistéte a vydezinfikujte Cerstvé pripravenym 0,5% roztokem
chlornanu sodného v deionizované nebo destilované vodé.

Béiné bélici prostiedky pro domdcnost obvykle obsahuji chlornan sodny
v koncentraci 5,25 %. Roztok o koncentraci 0,5 % tak dostanete ziedénim
bélidla pro domdcnost v poméru 1:10.
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POZOR: Souprava obsahuje slozku (NHP) odvozenou z lidské krve. Zdrojovy
material byl analyzovan pomoci testi schvalenych US FDA a byl shledan
nereaktivnim vici protilatkam proti HCV, protilatkam proti HIV-1/2, antigenu
HIV p24 and povrchovému antigenu hepatitidy B (HBsAg). Testovani negativni
lidské plazmy metodami PCR neprokazalo zadné detekovatelné HIV-1 RNA,
HCV RNA ani HBV DNA. OvSem zadna znama testovaci metoda nepiedstavuje
dokonalou zaruku, ze se derivaty z lidské krve nepfenesou zadné infekeni latky.
Proto je ticba povazovat vSechen material lidského puvodu za potencialné
infekéni. S NHP je tfeba zachazet jako s infekénim a pii praci s nim je nutno
uplatnovat bezpecné laboratorni postupy, napiiklad takové, jaké jsou uvedeny
v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories?!
a v dokumentu NCCLS M29-A22, Vsechny plochy dikladné ocistéte
a vydezinfikujte Cerstvé pripravenym 0,5% roztokem chlornanu sodného
v deionizované nebo destilované vode.

HCV IC, v2.0; HCV DIL, v2.0; HCV MMX, v2.0; HCV Mn2*, v2.0;
HCYV (-) C, v2.0; HCV (+) C, v2.0 a CX PS1, v2.0 obsahuji azid sodny. Ten
muze reagovat s kovovym olovem nebo médi instala¢nich trubek za tvorby
vysoce vybusnych kovovych azidi. Budete-li tedy vylévat roztoky obsahujici
azid do laboratorni vylevky, splachnéte ji velkym objemem vody, aby se azid
nemohl nikde usadit.

Pfi manipulaci s HCV LYS, v2.0; HCV MMX, v2.0, CX4, v2.0, DN4, CN4,
SB3, SB nebo pracovnim substratem (smési ¢inidel SB3 a SB) noste prostiedky
ochrany o¢i, laboratorni plast a rukavice na jedno pouziti. Dbejte, aby se tyto
materialy nedostaly do styku s pokozkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud ke styku
dojde, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnozstvim vody. Pokud byste
to zanedbali, mohly by se vyvinout popaleniny. Jestlize se nékteré ¢inidlo rozlije
nebo rozsype, pred vytienim dosucha je zied'te vodou.

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

SB a pracovni substrat obsahuji dimethylformamid, ktery je ve vysokych oralnich
davkach toxicky a mize poskodit plod. Je tieba dbat, aby nedoslo k jejich styku
s pokozkou, vdechovani vypart ani poziti. Pokud ke styku s pokozkou dojde,
omyjte ji dikladné vodou a mydlem a vyhledejte okamzité 1ékafskou pomoc.

Dejte pozor, aby se HCV LYS, v2.0, ktery obsahuje guanidinthiokyanat, ani
CX4, v2.0, ktery obsahuje thiokyanat sodny, nedostaly do styku s roztokem
chlornanu sodného (tj. bélidla). Ze smési by se mohl uvoliiovat vysoce toxicky plyn.

Vzorek i kontrolni preparat se musi uchovavat ve zkumavkach se Sroubovacim
uzavérem, aby nemohl vystiiknout a aby nemohlo dojit ke vzajemné (kiizové)
kontaminaci vzork(. Zkumavky s nasazovacim uzdvérem nepouZivejte.
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Virus hepatitidy C

Pozadavky na skladovani a manipulaci

Reagencie nezmrazujte.

HCV LYS, v2.0, HCV DIL, v2.0 and HCV IC, v2.0 uchovavejte pii teploté 2—8°C.
Pokud jsou tato Cinidla neoteviena, jsou stabilni az do vyprseni doby pouzitelnosti,
jez je na nich uvedena. Po otevieni je tieba nespotiebovanou ¢ast zlikvidovat.

V ¢inidle HCV LYS, v2.0 se béhem skladovani pfi teploté 2—8°C tvoii srazenina.
Pfed pouzitim je zahfejte na teplotu 25-37°C a dukladné¢ michejte, aby se
srazenina rozpustila. Ohiivejte HCV LYS, v2.0 nejdéle 30 minut a potom
kapalinou dukladné michejte, dokud se krystalky nerozpusti. Pi‘ed pouZitim si
kaZdou lahvickou HCV LYS, v2.0 prohlédnéte proti biléemu podkladu a sledujte,
Jjestli nezpozorujete Zluté zabarveni nebo zndmky netésnosti. Pokud Zlutou
barvu nebo zndamky netésnosti Zjistite, lahvicku k testovdini nepouZivejte
a vyZddejte si od mistniho zastoupeni firmy Roche nahradu. Po otevieni je tieba
nespotiebovanou ¢ast zlikvidovat. Pracovni roztok ¢inidla pro lyzu (pfipraveny
pridanim HCV IC, v2.0 k HCV LYS, v2.0) se uchovava za pokojové teploty a je
tieba jej spotfebovat do 8 hodin od pfipravy.

HCV MMX, v2.0 a HCV Mn2*, v2.0 uchovavejte pfi teploté 2-8°C. Cinidla jsou
stala az do vyprSeni doby pouzitelnosti, jez je na nich uvedena. Po otevfeni je
tfeba nespotfebovanou cast zlikvidovat. Pracovni Master Mix (pfipraveny
pridanim HCV Mn?*, v2.0 k HCV MMX, v2.0) se uchovava pfi teploté¢ 2—8°C
a musi se spotfebovat do 4 hodin od piipravy.

Uchovavejte NHP,HCV (-) C, v2.0 a HCV (+) C, v2.0 pii teploté 2—-8°C. Cinidla
jsou stalda az do vyprSeni doby pouzitelnosti, jez je na nich uvedena.
Po otevfeni je tfeba nespotiebovanou cast zlikvidovat.

Uchovavejte CX PS1, v2.0 a CX4, v2.0 pii teploté 2-8°C. Cinidla jsou stald az
do vyprseni doby pouzZitelnosti, jeZ je na nich uvedena. Po smiseni CX PS1, v2.0
s CX4, v2.0 je pracovni ¢inidlo stalé po dobu 30 dni pfi teplotach 2—8°C. D4 se
pouzit maximalné na Sest 12-hodinovych pfistrojovych cykld a mezi cykly se
musi uchovavat pfi teploté 2—8°C.

DN4 uchovavejte za teplot 2-25°C. DN4 je staly az do vyprSeni doby
pouzitelnosti, jez je na ném uvedena. Po otevieni je DN4 pfi teploté 2—8°C staly
30 dni nebo do vyprseni doby pouzitelnosti, podle toho, ktera doba je kratsi. DN4
se da pouzit maximalné na Sest 12-hodinovych pfistrojovych cykli a mezi cykly
se musi uchovavat pii teploté 2—8°C.

CN4 uchovavejte pii teplote 2-8°C. CN4 je staly az do vyprseni doby pouzitelnosti, jez
je naném uvedena. Po otevfeni je CN4 pii teploté 2—8°C staly 30 dni nebo do vyprseni
doby pouzitelnosti, podle toho, ktera doba je kratsi. CN4 se da pouzit maximalné na Sest
12-hodinovych pfistrojovych cyklt a mezi cykly se musi uchovavat pii teploté 2—8°C.

SB3 a SB uchovavejte pii teploté 2—8°C. Pokud jsou tato ¢inidla neoteviena, jsou
stabilni az do vyprSeni doby pouzitelnosti, jeZ je na nich uvedena. Pracovni
substrat je tfeba pripravovat denné smisenim SB3 s SB. Pracovni substrat je
v pristroji COBAS AMPLICOR Analyzer staly po 16 hodin. SB3, SB ani
pracovni substrat nesmi pfijit do styku s kovy ani s oxida¢nimi Cinidly a nesmi
se vystavovat pfimému svétlu.

WB uchovavejte pfi teploté 2-25°C. Je staly stala az do vyprseni doby
pouzitelnosti, jez je na ném uvedena. Pred zfedénim WB prohlédnéte a
zpozorujete-li srazeninu, kapalinu zahiejte na 30-37°C, aby se srazenina
rozpustila. Pracovni promyvaci pufr (1X), ptipraveny ziedénim WB destilovanou
nebo deionizovanou vodou v poméru 1:10, se uchovava pfi teplot¢ 2-25°C v
zasobniku COBAS AMPLICOR Wash Pufr Reservoir; od doby pfipravy je
staly 2 tydny.
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Césteéné spotiebovana detekéni &inidla uchovéavejte mezi praci s piistrojem pii
teplot¢ 2-8°C. Pred vlozenim do pfistroje COBAS AMPLICOR Analyzer
zkontrolujte, zda otevienym nebo pracovnim ¢inidlim neuplynula doba
pouzitelnosti.

Dodané materialy

AMPLICOR HCV HCV PREP P/N: 21111086 123

Specimen Preparation Kit, version 2.0 ART: 11 1108 6
Souprava pro ptipravu vzorka US: 83126
HCV AMPLICOR,verze 2.0

HCV LYS, v2.0
(Cinidlo pro lyzu HCV, verze 2.0)

HCV DIL, v2.0
(Redidlo na vzorky HCV, verze 2.0)

HCV IC, v2.0
(Vnitini kontrola HCV, verze 2.0)

AMPLICOR HCV OV CTL P/N: 21111175 123

Controls Kit, version 2.0 ART: 11 1117 5
Souprava kontrol HCV AMPLICOR, verze 2.0 US: 83131

NHP
[Negativni plazma (lidska)]

HCV (-) C, v2.0
[Kontrola HCV(-), verze 2.0]

HCV (+) C, v2.0
[Kontrola HCV(+), verze 2.0]

AMPLICOR HCV HCV AMP P/N: 21111094 123

Amplification Kit, version 2.0 ART: 11 1109 4
Amplifikaéni souprava HCV AMPLICOR, verze 2.0 US: 83127

HCV MMX, v2.0
(HCV Master Mix, version 2.0)

HCV Mn?+, v2.0
(HCV Manganese Solution, version 2.0)

COBAS AMPLICOR HCV DK P/N: 21111132 123

HCYV Detection Kit, version 2.0 ART: 11 1113 2
Souprava pro detekci HCV US: 83130
COBAS AMPLICOR, verze 2.0

CX PS1, v2.0
(HCV Probe Suspension 1, version 2.0)

CX4, v2.0
(HCV Probe Suspension 2, version 2.0)
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Virus hepatitidy C

COBAS AMPLICOR P/N: 20757470 122
Detection Reagents Kit ART: 07 5747 0
Souprava detekénich ¢inidel COBAS AMPLICOR US: 83276

DN4

(Denaturac¢ni roztok)

CN4

(Konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou)

SB3

(Substrat A)

SB

(Substrat B)
COBAS AMPLICOR CN4 P/N: 20764213 123
Conjugate Detection Reagent ART: 07 6421 3
Konjugované detekéni ¢inidlo COBAS AMPLICOR US: 83305

CN4

(Konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou)
COBAS AMPLICOR P/N: 20759899 123
Wash Buffer ART: 07 5989 9
Promyvaci pufr COBAS AMPLICOR US: 83314

WB

(10X-promyvaci koncentrat)

Potiebné materialy, jeZ nejsou soucasti dodavky

Preamplifikce — prostor pro piipravu ¢inidel

— COBAS AMPLICOR A-kruh osazeny 12 A-zkumavkami (ART: 10 4563 6)
— COBAS AMPLICOR drzak A-kruhu

— Plastovy zatavitelny vak

— Eppendorf Multipette® s rezervoarem Combitip® 1,25 ml (sterilni, baleni po jednom)

— Pipetory (objem 50 ul a 100 pl)* s aerosolovou bariérou nebo RNazy
prostymi $pickami s pozitivnim posuvem

— Rukavice na jedno pouziti bez prasku

Preamplifikace — prostor pro pripravu vzorku a kontroly

— 1,5 ml polypropylenové zkumavky se Sroubovacim uzavérem sterilni,
nesilikonované, konické (Sarstedt 72.692.005 nebo ekvivalent)**

— Stojany na zkumavky (Sarstedt 93.1428 nebo ekvivalent)

— 95% ethanol analytické ¢istoty pro mikrobiologii nebo histologii
(Cerstvé zfedény na 70% destilovanou nebo deionizovanou vodou)

— Izopropylalkohol Cistoty p.a.
— Sterilni transferové pipety s jemnou $pi¢kou prosté RNazy

— Sterilni polystyrenové sérologické pipety na jedno pouziti (5 ml, 10 ml a 25 ml)
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— Pipetory (objem 20 ul, 50 pl, 100 pl, 200 ul, 400 pl, 600 ul a 1000 ul)*
s aerosolovou bariérou nebo $pickami s pozitivnim posuvem prostymi RNazy

— Mikrocentrifuga (max. RCF 16.000 x g, min. RCF 12.500 x g); Eppendorf
5415C, HERMLE Z230M, nebo ekvivalent

— Vifivy mixer
— 60°C £ 2°C s horkovzdusnym ohfevem

— Rukavice na jedno pouziti bez prasku
Poamplifikace — prostor amplifikace/detekce

— COBAS AMPLICOR Analyzer a tiskarna

— Operator’s Manual k ptistroji COBAS AMPLICOR Analyzer

— COBAS AMPLICOR Hepatitis C Virus Test, v2.0 Method Manual

— Stojany s D-kelimky (ART: 10 4564 4)

— Destilovana nebo deionizovana voda

— Sérologické pipety 5 ml

— Rukavice na jedno pouziti bez prasku

*  Pipetory museji mit pfesnost 3 % jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno, musi byt

pouzita aerosolova bariéra nebo $picky s pozitivnim posuvem prosté RNazy, aby se
zabranilo vzajemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

** Na vzorek a kontrolni preparat se pouzivaji zkumavky se Sroubovacim uzavérem, aby
se predeslo mozné vzajemné kontaminaci vzorkd a kontrol. Zkumavky s nasazovacim
uzdvérem nepouiivejte.

Odbér, preprava a skladovani vzorki

Pozn.:

Odbér vzorki

Pieprava vzorki

Skladovani vzorku

Se v§emi vzorky je tifeba zachazet jako s infekcnimi.

Souprava COBAS AMPLICOR Hepatitis C Virus Test, v2.0 se pouziva pouze na
vzorky séra nebo plazmy. Krev se odebira do zkumavek SST® (Serum Separation
Tubes) nebo do sterilnich zkumavek za pouziti EDTA (vr$ek levandulové barvy)
nebo ACD (vrsek Zluté barvy) jako antikoagulantu. Vzorky antikoagulované
heparinem jsou pro tento test nevhodné. Celou krev uchovavejte pii teploté
2-25°C maximaln¢ 6 hodin.

Sérum nebo plazmu z krve separujte do 6 hodin od odbéru, a to odstifed’ovanim
pii 1500 x g po dobu 20 minut za pokojové teploty, a pievedte je do sterilni
polypropylenové zkumavky.

Pti pfepraveé celé krve, séra nebo plazmy je tieba dodrzovat celostatni resp. mistni
predpisy o dopravé etiologickych latek.23 Cela krev se prepravuje pfi teplotach
2-25°C a musi se zpracovat do 6 hodin od odbéru. Sérum nebo plazma se muize
pfepravovat pfi teploté¢ 2—8°C nebo ve zmrazeném stavu pfi teploté —70°C nebo
niz§i a musi se zpracovat v mezich uvedenych nize.

Vzorky séra nebo plazmy se mohou uchovavat pfi teplot¢ 2—8°C po dobu az
72 hodin nebo ve zmrazeném stavu pii teploté¢ —70°C nebo nizs§i. Doporucuje se
vzorky uchovavat v alikvotnich podilech po 250-300 ul ve sterilnich
polypropylenovych zkumavkach o objemu 1,5 ml se Sroubovacim uzavérem
(naptiklad Sarstedt 72.692.105). Vzorky séra nebo plazmy je mozno zmrazit
a rozmrazit maximalné dvakrat.
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Virus hepatitidy C

Navod k pouziti

Pozn.:

Pozn.:

Pozn.:

Pozn.:

Pozn.:

MnozZstvi pro jedno méreni

Pracovni tok

Podrobny provozni ndvod viz v piirucce Operator’s Manual k piistroji
COBAS AMPLICOR Analyzer.

Viechna cinidla museji mit pied pouZitim teplotu okoli. Pred zapocetim testu se
vizudlné presvédcte, Ze je objem Cinidel dostatecny.

Vzorky séra a plazmy museji mit pied pouZitim teplotu okoli.

Kde je tak uvedeno, pouZivejte pipetory s aerosolovou bariérou nebo se
Spickami s pozitivnim posuvem. Dadvejte obzvlastni pozor, abyste Zzajistili
selektivni amplifikaci.

Vzorky i kontrolni prepardt se musi uchovavat ve zkumavkdach se Sroubovacim
uzdavérem, aby nemohly vystiiknout a aby nemohlo dojit ke vzajemné (kiiZové)
kontaminaci vzorkit a kontrol. Zkumavky s nasazovacim uzdvérem
nepouZivejte.

Kazda souprava obsahujici dostate¢né mnozstvi ¢inidla na osm 12-testovych
méfeni, kterda mohou probihat zvlast nebo soucasné. Pii kazdém meéteni musi byt
minimalné po jednom replikditu AMPLICOR HCV (-) Control a AMPLICOR
HCYV (+) Control (viz ¢ast ,,Kontrola jakosti).

Cinidla pro piipravu vzorku a amplifikaci jsou balena v 12-testovych lahvi¢kach
na jedno pouziti. HCV (-) a HCV (+) Controls jsou baleny v 1ékovkach na jedno
pouziti. Pro co nejefektivnéjsi vyuziti je vhodné zpracovavat ¢inidla, vzorky
i kontroly v davkach, jez jsou nasobky dvanacti.

COBAS AMPLICOR Hepatitis C Virus Test, v2.0 se da provést béhem jednoho
nebo dvou dnd. Pokud se ma test provést béhem jednoho pracovniho dne,
postupuje se podle pokynta v ¢astech Priprava cinidel, Priprava vzorkit a kontrol
a Reverzni transkripce, Amplifikace a detekce v tomto potadi. Testovani lze také
rozlozit na dva dny tak, Ze se prvni den zaéne s postupy Priprava vzorkii
a kontrol a druhy den se pokracuje s Pripravou cinidel a Reverzni transkripci,
Amplifikaci a Detekci, nebo se prvni den zaéne s Pripravou vzorku a kontrol,
Reverzni transkripci a Amplifikaci a druhy den se pokracuje s Detekci.

Pokud se prvni den provadi zpracovani vzorkl a kontrol a druhy den reverzni
transkripce, amplifikace a detekce, postupuje se podle ¢asti Priprava vzorkii
a kontrol (kroky 1 az 15) a zpracované vzorky a kontroly se uloZi, jak je uvedeno
v kroku 15. Druhy den se zaéne s Pripravou cinidel, pak se zpracované vzorky
a kontroly pfi pokojové teploté rozmrazi a pokracuje se ¢astmi Priprava vzorkii
a kontrol, krok 16, pies Reverzni transkripci, Amplifikaci az po Detekci.

Chceme-li prvni den provést zpracovani vzorkt a kontrol, reverzni transkripci
a amplifikaci, absolvujeme vSechny kroky ¢asti Priprava cinidel a Priprava
vzorkit a kontrol. Naprogramujeme ptistroj COBAS AMPLICOR Analyzer
v paralelnim rezimu a provedeme amplifika¢ni stupné (podrobné pokyny viz
v piiru¢ce Operator’s Manual k piistroji COBAS AMPLICOR Analyzer).
Denaturovany amplikon uchovame pies noc pii teplot¢ 2-8°C a druhy den
pokracujeme detekci.
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Priprava Cinidel

Priprava vzorku
a kontroly

Pozn.:

Pozn.:

Pozn.:

Pozn.:

Provadi se: Preamplifikce — prostor pro pripravu ¢inidel
1. Stanovte potiebny pocet A-kruhti pro testovani pacientova vzorku a kontroly.
Ulozte A-kruh(y) do drzaku(t).

2. Pripravte pracovni Master Mix odmétenim 100 pl HCV Mn2+, v2.0 do jedné
lékovky HCV MMX, v2.0. Objem Master Mix neni treba mérit. Odmérte
100 ul HCV Mn?*, v2.0 do celé lékovky HCV MMX, v2.0. Zkumavku opét
uzaviete a dobfe promichejte tak, ze ji 10—15 -krat obratite dnem vzhiru.
Vifeni k promiseni pracovniho Master Mix nepouzivejte. Rizové barvivo
v HCV Mn?*, v2.0 slouzi k vizudlnimu ovéfeni, ze byl HCV Mn2*, v2.0
k HCV MMX, v2.0 pridan. Zbytek HCV Mn?*, v2.0 zlikvidujte. Pracovni
Master Mix je tieba uchovavat pfi teplotach 2—8°C a musi se spotiebovat do
4 hodin od pfipravy.

3. Do kazdé A-zkumavky odméfte 50 ul pracovniho Master Mix za pouziti
opakovaciho pipetoru nebo pipetoru s aerosolovou bariérou nebo se $pickou
s pozitivnim posuvem. Tentokrat ¢epicky A-zkumavek nezavirejte.

4. A-kruh(y) s pracovnim Master Mix vlozte do tésné uzaviratelného
plastového vaku a vak bezpecné tésné uzaviete. Pfemistéte A-kruh(y)
s pracovnim Master Mix do prostoru Preamplifikace — pfiprava vzorku
a kontroly a ulozte je tam pfi teploté¢ 2—8°C do doby, nez bude pfiprava
vzorku a kontroly hotova. Pracovni Master Mix v A-zkumavkach
zatavenych v plastovém vaku je pii teploté 2—8°C staly po dobu 4 hodin.

Provadi se v: Preamplifikace — prostor pro pripravu vzorku a kontroly

K amplifikace zpracovanych vzorkii a kontrol proved’te nejprve kroky uvedené
v Casti ., Piiprava cinidel“. Nechte zpracované vzorky a kontroly pii pokojové
teploté rozmrazit a pokracujte s ,, Pripravou vzorku a kontroly“, krok 16.

Pied pouZitim prohlédnéte kaZdou lahvickou s HCV LYS, v2.0 proti biléemu
pozadi a sledujte, jestli nezpozorujete Zluté zabarveni nebo znamky netésnosti.
Pokud Zlutou barvu nebo znamky netésnosti zjistite, lahvicku k testovini
nepouZivejte. VyZdadejte si od mistniho zastoupeni firmy Roche ndhradu.

V HCV LYS, v2.0 se pri skladovani pii teploté 2-8°C tvoii sraZenina. Pied
pouZitim kapalinu zahiivejte po dobu maximalné 30 minut p¥i teploté 25-37°C
a ditkladné promichdvejte, aby se sraZenina rozpustila.

1. Ptipravte 70% ethanol. Na 12 testi smichejte 11,0 ml 95% ethanolu se 4,0 ml
deionizované nebo destilované vody.

2. Oznacte po jedné 1,5 ml zkumavce se Sroubovacim uzavérem pro kazdy
vzorek od pacienta a dalsi dvé zkumavky oznacte ,,HCV (-) C*“a ,,HCV (+) C*.

3. Pripravte pracovni Lysis Reagent. Pfed pouzitim promichejte HCV IC, v2.0
vifenim po dobu 5-10 sekund. Na kazdou davku az 12 vzorkii a kontrol
odmeéite do jedné lahvicky HCV LYS, v2.0 100 ul HCV IC, v2.0 a dobie
promichejte. Objem HCV LYS, v2.0 neni tieba odméfit.

HCV IC, v2.0 se musi k HCV LYS, v2.0 piidat i tehdy, kdyZ se HCV Internal
Control detekovat nebude. Zbyvajici HCV IC, v2.0 zlikvidujte. Pracovni
Lysis Reagent je pii pokojové teploté staly po dobu 8 hodin.
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Pozn.:

PouZivate-li vzorky zmraZené, rozmrazte je pii pokojové teploté a viirenim po
dobu 3 ai 5 sekund je promichejte. Zkumavkou se vzorkem zakruZte, abyste
sebrali vzorek i ze dna zkumavky. Dejte pozor, abyste si pii manipulaci se vzorky
nezkontaminovali rukavice.

4.

10.

I1.

12.

13.

Do kazdé oznacené zkumavky odméite 400 pl pracovniho Lysis Reagent
a zkumavky uzavfete.

Pripravte si kontroly timto zptsobem:

— Vifenim po dobu minimalné¢ 5-10 sekund NHP, HCV (-) C, v2.0
a HCV (+) C, v2.0 promichejte.

— Do obou kontrolnich zkumavek odméite po 200 ul NHP, zkumavky
uzaviete a nechte minimalné 3-5 sekund vifit.

— Do zkumavky oznacené ,,HCV () C*, obsahujici pracovni Lysis Reagent
a NHP, odméite 20 pl HCV (-) C, v2.0. Zkumavku uzaviete a minimalné
3-5-sekundovym vifenim promichejte.

— Do zkumavky oznacené ,HCV (+) C*, obsahujici pracovni Lysis Reagent
a NHP, odméite 20 ul HCV (+) C, v2.0, zkumavku uzaviete a minimalné
3-5-sekundovym vifenim promichejte.

Do pfislusné oznacené zkumavky obsahujici pracovni Lysis Reagent odméite
200 pl vzorku od pacienta. Zkumavky uzaviete a minimalné
3-5-sekundovym vifenim promichejte.

Zkumavky se vzorkem a kontrolou inkubujte 10 minut v horkovzdusném
zafizeni pii teplot¢ 60°C + 2°C Minimalné 10-sekundovym vifenim
promichejte.

Sejméte ze zkumavek wuzavéry a do kazdé pridejte 600 pl
100% izopropylalkoholu (pii pokojové teploté). Zkumavky opét uzaviete
a nechte minimalné¢ 3-5 sekund vifit. VSechny zkumavky 2 minuty pfi
pokojové teploté inkubujte.

Na zkumavkach si udé@lejte orienta¢ni znacky a vloZzte zkumavky do
mikrocentrifugy orienta¢ni znac¢kou ven, takze se pelety podle nich srovnaji.
Vzorky a kontroly centrifugujte pii pokojové teploté maximalni rychlosti
(12 500-16 000 x g) pod dobu 15 minut.

Pomoci nové transfer-pipety na jedno pouziti s jemnou Spickou opatrné
z kazdé zkumavky stahnéte a zlikvidujte supernatant; pfitom davejte pozor,
abyste neporusili peletu (nemusi byt vidét!) kapaliny, kolik je bez poruseni
pelety mozné. Supernatant odebirejte pomalu, tak aby mohla kapalina ze stén
zkumavky kompletné stéci. Vakuové odsavani nepouzivejte.

Do kazdé zkumavky odméfte 1,0 ml 70% ethanolu (pfi pokojové teplote),
zkumavky opét uzaviete a dejte minimaln€ na 3—5 sekund vifit.

Vlozte zkumavky do mikrocentrifugy orientacnimi znackami ven
a centrifugujte pii pokojové teploté maximalni rychlosti (12 500—16 000 x g)
po dobu 5 minut.

Pomoci nové transfer-pipety na jedno pouziti s jemnou SpiCkou opatrné
z kazdé zkumavky stahnéte a zlikvidujte supernatant, aniz byste pfitom
porusili peletu; ta by méla byt v tomto kroku dobie vidét. Supernatantu
odstrafite co nejvice.
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Pozn.:

Reverzni transkripce,
amplifikace a detekce

14.

15.

Zkumavky opét uzaviete a po dobu 3-5 sekund maximalni rychlosti
centrifugujte. Za pouziti pipetoru o kapacité 200 ul s novou $pickou pro
kazdou zkumavku opatrné odstrante supernatant, aniz byste porusili peletu;
ta by méla byt v tomto kroku dobfe vidét. Supernatantu odstraiite co nejvice.
Zbytkovy ethanol miiZe amplifikaci inhibovat.

Do kazdé zkumavky odméite 200 ul HCV DIL, v2.0. Pomoci pipetoru
o kapacité 200 ul se $pickou s aerosolovou bariérou odlomte v maximalni
mife peletu a zkumavku opét uzaviete. Nechte po dobu 10 sekund intenzivné
vifit. Mlze tam zlstat urité mnozstvi nerozpustné hmoty. Zpracované
vzorky a kontroly amplifikujte do 3 hodin od pfipravy, nebo je mlzete po
dobu nepfesahujici jeden mésic uchovavat ve zmrazeném stavu pii teploté
—70°C, pficemz zmrazit a rozmrazit se mohou nanejvys dvakrat. Kdybyste je
zmrazili a rozmrazili vickrat, mohlo by dojit ke ztraté¢ signalu HCV nebo
HCV Internal Control.

Pokud byly zpracované vzorky a kontroly uchovdaviny pred amplifikaci ve
zmrazeném stavu, rozmrazte je za pokojové teploty a pred postoupenim k bodu
16 je dejte na dobu 5 sekund vifit.

16.

17.

Od kazdého zpracovaného vzorku od pacienta a kontroly odméite 50 pul do
pfislusné A-zkumavky obsahujici pracovni Master Mix; pouzijte k tomu
mikropipetor s aerosolovou bariérou nebo se Spickou s pozitivnim posuvem.
Pro kazdy vzorek a kontrolu pouzijte novou $pi¢ku. Dejte pozor, abyste
neptevedli zadnou vysrazenou latku, ktery se mozna nepievedl zpét do
roztoku. A-zkumavky uzavrete.

Zaznamenejte pozice kontrol a vzorkti v A-kruzich. S amplifikaci je tfeba
zaCit do 45 minut okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly
odmeéteny do A-zkumavek obsahujicich pracovni Master Mix. Pfipravené
vzorky a kontroly v A-kruzich pfemistéte do prostoru Amplifikace/detekce.
Zbytek zpracovaného vzorku je mozno zmrazit a po dobu az jednoho mésice
uchovavat pfi teplot¢ —70°C nebo nizsi. Zpracovany vzorek se mize zmrazit
a rozmrazit maximalné dvakrat. Kdyby se zmrazil a rozmrazil vicekrat,
mohlo by dojit ke ztratam HCV RNA.

Provadi se v: Poamplifikace — prostor amplifikace/detekce

Provadéjte kazdodenni idrzbu pFistroje, jak je uvedeno v prirucce
Operator’s Manual k piistroji COBAS AMPLICOR Analyzer;
sem spadaji tyto ¢innosti:

Otfete inicializa¢ni podstavec vlhkym hadfikem nepoustéjicim vlas a osuste

Otrete Spicku zafizeni pro manipulaci s D-kelimky vlhkym hadfikem
nepoustéjicim vlas a osuste

Zkontrolujte rezervoar s promyvacim kufrem a v piipadé potieby doplite
Pracovni promyvaci pufr (1X) pfipravite nasledujicim postupem.
Prohlédnéte WB a zpozorujete-li srazeninu, zahiejte kapalinu na teplotu
30-37°C, aby se srazenina rozpustila. Pfidejte jeden objem WB k 9 objemtiim
destilované nebo deionizované vody a dobife promichejte. V rezervoaru
promyvaciho pufru (1X) by mély byt pufru vzdy minimalné 34 litry.
Vyprazdnéte dopadni nadobu

Systém naprimujte

Béhem primingu zkontrolujte stfikacky a trubicky

Béhem primingu zkontrolujte transferové Spicky
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Pied kazdym postupem

Zkontrolujte odpadni nadobu a piipadné ji vyprazdnéte
Zkontrolujte rezervoar na promyvaci pufr a ptipadné pufr doplite
Vymeéiite stojany s pouzitymi D-kelimky

Systém naprimujte

Plnéni pristroje a provoz zarizeni

1.

10.

11.

Zkontrolujte v pfistroji COBAS AMPLICOR Analyzer mnozstvi Cinidel.
Pripravte si dostatek kazet, abyste s nimi vystacili.

Vifenim CX PS1, v2.0 dokonale promichejte. Do jedné kazety s CX4, v2.0
odmeite 2,5 ml CX PS1, v2.0. a kazetu ulozte do pfislusného stojanu,
specifického pro dany test. Pouzitou k 1ékovku od CX PS1, v2.0 zlikvidujte.
Na kazeté s CX4, v2.0 poznacte datum piipravy cinidla.

Pii detekci HCV Internal Control dokonale IC PS1 vifenim promichejte.
Do jedné kazety s IC4 odméite 2,5 ml IC PS1 a kazetu ulozte do prislusného
stojanu, specifického pro dany test. Pouzitou k lékovku od IC PS1
zlikvidujte. Na kazeté s IC4 poznacte datum pfipravy Cinidla.

Pfipravte pracovni substrat tak, ze do jedné kazety s SB3 odpipetujete
5 ml SB. K promiseni pipetujte nahoru a doli. Prazdnou 1ékovku od SB
zlikvidujte. Na kazeté s SB3 poznacte datum piipravy.

Pracovni substrat ulozte do pfislusného (generického) stojanu.

Kazety s DN4 a CN4 postavte do pfislusnych (generickych) stojand.
Na kazetach poznacte datum, kdy byly otevieny.

Stojany na ¢inidla identifikujete jako generické nebo specifické pro dany test
pomoci klavesnice nebo snimace ¢arovych kodd, jak je popsano v piirucce
(Operator's Manual) k ptistroji COBAS AMPLICOR Analyzer, nebo
pomoci software AMPLILINK®, jak je popsano v ptiruéce (Operator s Manual)
k tomuto software.

Nakonfigurujte stojany na cinidla tak, ze do analyzatoru vlozite pozice
¢inidel a c¢isla Sarzi, a to bud’ pomoci klavesnice ¢i snimace ¢arovych kodu,
jak je popsano v piiru¢ce (Operator’s Manual) k ptistroji COBAS
AMPLICOR Analyzer, nebo pomoci software AMPLILINK, jak je popsano
v ptiruéce (Operator’s Manual) k tomuto software.

Ulozte stojany na ¢inidla na analyzator bud’ pomoci klavesnice ¢i snimace
carovych kodu, jak je popsano v pfirucce (Operator’s Manual) k piistroji
COBAS AMPLICOR Analyzer, nebo pomoci software AMPLILINK, jak je
popsano v ptiruéce (Operator’s Manual) k tomuto software. Dbejte,
aby byla kazda kazeta s Cinidlem ve své pfifazené pozici a aby ve stojanu
tésné sedéla.

Stojan na D-kelimky ulozte na plosinu pro D-kelimky. Pro kazdou detekéni
reakci je zapotiebi jeden D-kelimek a pro kazdou kazetu s pracovnim
substratem jsou zapotfebi dva D-kelimky, aby ptistroj COBAS AMPLICOR
Analyzer mohl provést slepy pokus.

A-kruh(y) ulozte do segmentu(li) tepelného cyklizatoru ptistroje COBAS
AMPLICOR Analyzer.
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12. Ulozte A-kruh(y) do analyzatoru, a to bud’ pomoci klavesnice ¢i snimace
¢arovych kodu, jak je popsano v prirucce (Operator’s Manual) k piistroji
COBAS AMPLICOR Analyzer, nebo pomoci software AMPLILINK, jak je
popsano v prirucce (Operator’s Manual) k tomuto software.

13. Sestavte pro A-kruhy pracovni seznam (Worklist), jak je popsano v ptirucce
(Operator's Manual) k pfistroji COBAS AMPLICOR Analyzer.

14. Kryt segmentu(l) tepelného cyklizatoru tésné uzaviete.

15. Uvedte piistroj COBAS AMPLICOR Analyzer do chodu, jak je popsano
v jeho ptirucce (Operator’s Manual ).

16. Vyckejte, dokud analyzator neohlasi, ze kontrola ulozeni probéhla Gspésné.

Pozn.: V kaZdé A-zkumavce umoZiiuje pristroj COBAS AMPLICOR Analyzer provést
ai 6 samostatnych detekci. Analyzdtor si sam vypolita potiebnd mnoZstvi
Jjednotlivych &inidel a na pocéatku kaZdého mérent zkontroluje, jestli jich ma pro
poZadovany test dostatek.

17. Reverzni transkripci, amplifikaci a detekci provadi pristroj COBAS
AMPLICOR Analyzer automaticky. Vysledky jsou vyjadieny jako
absorbance u 660 nm a jako pozitivni, negativni nebo nepriikazné.
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Vysledky

Interpretace vysledki

Pozn.:

S detekei Internal Control

Pokud jde o tisk vysledkit a interpretaci piiznaku (flags) a pozndamek, viz
provozni piirucku (Operator’s Manual) k piistroji COBAS AMPLICOR Analyzer.

1. Projdéte si, co pfistroj k danému méfeni vytiskl, a na pfiznacich (FLG)
a poznamkach si ovéite, ze je méfeni platné. Pokud platné neni, musite cely
postup, tj. pfipravu vzorku, amplifikaci a detekci, zopakovat.

2. Jestlize je méfeni platné, lze vysledky vzorkd interpretovat takto:

HCV Agq Vysledek

HCV IC Agq Vysledek

A660 Priznak COBAS A660

Priznak COBAS

Interpretace

<0,15

NEGATIVE

>0,15

POZITIVE

HCYV RNA nezjisténa. Negativni vysledek
nevylucuje infekci virem HCV, protoze
vysledek zavisi na spravném odbéru vzorku,
absenci inhibitort, dostatku RNA pro detekci.

<0,15

NEGATIVE

<0,15

NEGATIVE

Inhibitorni vzorek. Pokud by byla HCV

RNA piitomna, byla by nezjistitelna. pracujte

jiny alikvotni podil ptivodniho vzorku a test
zopakujte. Inhibitory jsou ¢asto labilni

a vzorek, ktery byl ptivodn¢ inhibitorni, uz pfti
opakovaném testu inhibovan byt nemusi.Pokud jiz
ptvodni vzorek k dispozici neni, je tfeba odebrat
vzorek novy.

>1,0 POZITIVE

JAKE-
KOLIV

JAKEKOLIV

HCYV RNA zjisténa. Vzorek je na pfitomnost
HCYV pozitivni.

20,15<1,0

GZ 0,15-0,99

JAKE-
KOLIV

JAKEKOLIV

Nejednoznaéné. Vysledky jsou pro pritomnost
HCV RNA nepritkazné. Cely test je tfeba
stejnym zpuisobem zopakovat s novym
alikvotnim podilem pacientova vzorku. Vzorky,
jejichz jeden nebo oba opakované vysledky jsou
20,15 Aggo, se povazuji za HCV RNA pozitivni.
Vzorky, jejichz oba duplicitné zopakované
testy jsou < 0,15 Agqp, se povazuji za HCV
RNA negativni, pokud jsou oba vysledky
IC 2 0,15 Aggo.
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Bez detekce Internal Control
1. Projdéte si, co pfistroj k danému méfeni vytiskl, a na pfiznacich (FLG)
a poznamkach si ovéite, ze je méfeni platné. Pokud platné neni, musite cely

postup, tj. pfipravu vzorku, amplifikaci a detekci, zopakovat.

2. Jestlize je méfeni platné, 1ze vysledky vzorkd interpretovat takto:

Vysledek na HCV
Ag60 Piiznak COBAS Interpretace
<0,15 NEGATIVE HCV RNA nezjisténa. Negativni vysledek infekci virem HCV
nevylucuje, protoze vysledek zavisi na spravném odbéru vzorku, absenci
inhibitort, a dostatku RNA k detekci.
=10 POZITIVE HCYV RNA zjisténa. Vzorek je na piitomnost viru HCV pozitivni.
>0,15, GZ 0,15-0,99 Nejednoznacné. Vysledky jsou pro piitomnost HCV RNA nepriikazné.
<10 Cely test je tieba stejnym zptisobem zopakovat s novym alikvotnim
podilem pacientova vzorku. Vzorek, kde vysledky jednoho nebo obou
opakovanych testil jsou > 0,15 A4 je tfeba povazovat za pozitivni na
HCV RNA. Vzorek, kde jsou oba vysledkyobou opakovanych testl
< 0,15 Aggp, jsou povazovany za negativni na HCV RNA.

Kontrola kvality

Negativni kontrola

Pozitivni kontrola

V kazdém testu musi byt zafazeno minimalné po jednom replikatu AMPLICOR
HCV (-) Control a AMPLICOR HCV (+) Control. Jak je tomu pti kazdém novém
laboratornim postupu, novi pracovnici obsluhy by méli zvazit, jestli by nebylo
dobte pii kazdém testovani pouzit jesté dal§i kontroly az doby, nez dokazi test
provadét s vysokou jistotou spravné. Mimoto je tieba béhem piipravy vzorkd
ptidat ke kazdému vzorku také Internal Control. Konecna detekce na pfistroji
COBAS AMPLICOR Analyzer je uzivatelovou volbou. Na pozice kontrol
v A-kruhu/kruzich nejsou kladeny zadné pozadavky.

Projdéte si, co pristroj vytiskl, a na pfiznacich a poznamkach si ovéite, Ze je
méfeni platné. Pokud jde o tisk a interpretaci pfiznakt a poznamek, viz provozni
ptirucku (Operator s Manual) 1 ptistroji COBAS AMPLICOR Analyzer.

Testovani dalSich kontrol mtze byt vyzadovano smérnicemi nebo pozadavky
mistnich ¢i celostatnich predpist nebo akredita¢nich organizaci.

AMPLICOR HCV (-) Control ma poskytovat hodnotu A, nizsi nez 0,1. Pokud
je absorbance AMPLICOR HCV () Control A, rovna nebo vyssi nez 0,1, je celé

méfeni neplatné. Je tieba zopakovat cely postup, tj. ptipravu vzork a kontrol,
reverzni transkripci, amplifikaci a detekei. Jestlize je takto absorbance AMPLICOR
HCV (-) Control A vyssi nez 0,1 soustavng, spojte se s mistnim zastoupenim

firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc.

AMPLICOR HCV (+) Control ma mit hodnotu A, rovnou nebo vyssi nez 1,0.
Pokud AMPLICOR HCYV (+) Control vykazuje absorbanci A4 nizsi nez 1,0, je celé
meéfeni neplatné. Je tieba zopakovat cely postup, tj. ptipravu vzorkd a kontrol,
reverzni transkripci, amplifikaci a detekci. Jestlize je takto absorbance AMPLICOR
HCV (+) Control nizsi nez 1,0 soustavné, spojte se s mistnim zastoupenim firmy
Roche a vyzadejte si technickou pomoc.
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Nac je tieba pri postupu dbat

Omezeni

Pracovni tok musi v laboratofi probihat jednosmérné, pocinaje od
pfedamplifikacniho  prostoru smérem k poamplifikacnimu prostoru
(amplifikace/detekce). Predamplifikacni ¢innosti zacinaji pfipravou c¢inidel
a postupuji k pripravé vzorku. Latky a vybaveni se musi pfifadit jednotlivym
predamplifikacnim cinnostem a nesméji se pouzivat k jinym c¢innostem ani
pfenaset mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve vSech prostorech je ticba
nosit rukavice, které se pied opusténim prostoru vymeéni. Vybaveni a materialy
pro ptipravu ¢inidla se nesméji pouzivat k ptipravé vzorkd, ani pro pipetovani
nebo zpracovani amplifikované DNA ¢&i jinych zdroju teréové DNA.
Poamplifika¢ni materialy a vybaveni musi vzdy zistat v poamplifikaénim prostoru.

Jak je tomu pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu
véci zasadnim pozadavkem dodrzovat principy spravné laboratorni praxe.
Vzhledem k vysoké analytické citlivosti testu je tieba vénovat mimotadnou péci
tomu, aby se zachovala Cistota reagencii soupravy a amplifikacnich smési.
U vsech cinidel je tfeba Cistotu bedlivé sledovat. Jakmile je podezfeni na
znecisténi, je tfeba Cinidlo zlikvidovat.

Tento test je validovan pouze pro pouzivani s lidskym sérem nebo plazmou
odebranymi do antikoagulanti EDTA nebo ACD. Pokud by byly testovany jiné
typt vzorkd, mohly by byt vysledky falesné negativni nebo falesn¢ pozitivni.

Heparin inhibuje PCR, a proto se vzorky s heparinem jako antikoagulantem
pii testu COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0 nesméji pouZivat.

K tomu, aby byly vysledky spolehlivé, museji byt dodrzovany spravné postupy
odbéru vzorkd, jejich prepravy, skladovani a zpracovani.

Detekce HCV zavisi na tom, kolik virovych ¢astic je ve vzorku pfitomno, na coz
maji vliv metody odbéru vzorku, status pacienta (veék, symptomy) a popiipade
stadium infekce.

V dutsledku inhibice polymerazy mohou byt vysledky falesné negativni. Souprava
COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 byla doplnéna o HCV Internal Control
umoznujici identifikovat zpracované vzorky, jez obsahuji latky, které by mohly
pti PCR amplifikaci rusit.

Diky pfitomnosti enzymu AmpErase v HCV Master Mix se snizuje riziko
kontaminace amplikonu. Kontaminaci od HCV-pozitivnich kontrol a klinickych
vzorkl 1ze ov§em zabranit pouze dislednym uplathovanim zasad spravné klinické
praxe a peclivym dodrzovanim postupti uvedenych v této metodické piirucee.

Vliv kryoglobulind na COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 hodnocen nebyl.
U vzorktll, o nichz je zndmo, Ze obsahuji vysoké koncentrace kryoglobulind,
je tieba negativni vysledky na HCV RNA interpretovat obezietn¢.

Vliv 1ékt proti bakteridlnim a plisnovym infekcim na COBAS AMPLICOR HCV Test,
v2.0 zjistovan nebyl.

Jako je tomu u kazdého diagnostického testu, je tieba vysledky z COBAS
AMPLICOR HCYV Test, v2.0 interpretovat s uvazenim vsech klinickych zjisténi
a laboratornich nalezi.

S produktem by méli pracovat pouze pracovnici znali technik PCR.

Produkt se d4 pouzivat pouze ve spojeni s piistrojem COBAS AMPLICOR Analyzer.
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Hodnoceni neklinickych funkc¢nich parametri

Analyticka citlivost

Pouziti mezinarodniho standardu WHO pro HCV RNA, kéd 96/790,
ke stanoveni meze detekce testu COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0 pro sérum
a plazmu s EDTA.

Citlivost testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 byla stanovena analyzou
mezinarodniho standardu WHO pro HCV RNA, kéd NIBSC 96/790.
Mezinarodni standard WHO pro HCV RNA 96/790 byl ziskan mezinarodni
spolupraci, kterou koordinovaly britsky Narodni Gstav pro biologické standardy
a kontroly (National Institute for Biological Standards and Control, NIBSC)
a nizozemska Ustiedni laboratof transfuzni sluzby Cerveného kfize (CLB). Jedna
se o vzorek HCV genotypu 1 obsahujici 105 mezinarodnich jednotek (IU)/ml.

Ziedéné vzorky mezinarodniho standardu WHO pro HCV RNA, kod NIBSC 96/790,
byly ziskany zifedénim rehydratovaného standardu v HCV-negativni lidské
plazmé a HCV-negativnim lidském séru na koncentrace 100, 75, 60 a 50 IU/ml na
zakladg piitazené hodnoty 105 IU/ml. Ctyfi pracovnici provadéli vzdy po pét dnt
6 opakovanych (replikovanych) analyz koncentrace 75, 60 and 50 IU/ml
a Ctyfi opakované (replikované) analyzy koncentrace 100 IU/ml v plazméiv séru
(celkem po tadé 120 a 80 analyz). Mez detekce byla stanovena jako nejnizsi
koncentrace HCV poskytujici pfi testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0
Cetnost pozitivni detekce 95 % nebo vyssi. Koncentrace poskytujici ¢etnost
detekce 95 % Cinila v ptipad¢ plazmy s EDTA 50 [U/mla v piipadé séra 60 IU/ml.
Analyzou Probit ¢inila 95 % mez detekce 43 IU/ml pro plazmu s EDTA a 53 IU/ml
pro sérum. Meze detekce v plazmé s EDTA a séru jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1
Mez detekce mezinarodniho standardu WHO
pro HCV RNA v EDTA plazmé

Pocet HCV RNA- HCV RNA- *Meze
identickych pozitivnich pozitivnich spolehlivosti
opakovani (n) (n) (%)

HCV RNA
(IU/mI)

100 80 80 100% 95,5 - 100%

75 120 118 98,3% 94,1 -99,8%

60 120 118 98,3% 94,1 -99,8%

50 119** 115 96,6% 91,6 —99,1%

* Exaktni 95% binomické meze spolehlivosti
** Jeden replikat byl HCV a IC negativni
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Analyticka specificnost

Tabulka 2
Mez detekce mezindrodniho standardu WHO pro HCV RNA v séru

100 80 79 98,8% 93,2 — 100%
75 120 117 97,5% 92,9 - 99,5%
60 120 117 97,5% 92,9 - 99,5%
50 120 112 93,3% 87,3 -97,1%

* Exaktni 95% binomické meze spolehlivosti

Hodnoceni genotypi HCV

Relativni citlivost testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 vii¢i hlavnim genotypiim
HCV byla stanovena analyzou klinickych vzorkti (n = 8) od osob infikovanych virem
(4a, S5a, 6a) genotypy a subtypy HCV zjisténé ve Spojenych statech.3 Podle
vychozich koncentraci HCV RNA byly vzorky pro stanoveni citlivosti fedény
negativni lidskou plazmou na kone¢nou koncentraci piiblizné (rozmezi = 2 SD)
100, 75 a 50 IU/ml. Vysledky dosazené s testem COBAS AMPLICOR HCV Test,
v2.0 poskytuji ekvivalentni detekci (100% detekéni Cetnost) HCV RNA pii
koncentracich pobliz meze detekce 100 IU/ml (rozmezi 2 SD = 48-208 1U/ml)
bez ohledu na genotyp.

Panelova studie serokonverze HCV

Nejrangjsi doba detekce infekce virem HCV pomoci testu COBAS AMPLICOR
HCV Test, v2.0 byla porovnana s tradi¢nimi sérologickymi testy za pouziti
komer¢né dostupnych panelti serokonverze HCV (n = 9). Kazdy panel
serokonverze HCV reprezentuje dobie charakterizovanou sérii longitudinalné
odebranych vzorkl od jedné osoby pied vyvojem anti-HCV a po ném. Kazdy
panelovy vzorek byl soupravou COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 testovan ve
ttech opakovanich a alikvotni podil byl zaslan do Laboratory Corporation of America
pro testovani na protilatky HCV pomoci testu Abbott 2.0 a ovéfovaci testovani
pomoci testu RIBA 3.0. K prvni detekci HCV RNA v panelech testovanych
soupravou COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 dochazelo v priméru 32 dny
pted prvni detekci protilatek HCV, coz znamena, ze ptredstavuje ranéj$i marker
pro detekcei infekce virem HCV nez tradiéni sérologické testy.

Studie inkluzivity genotypi HCV

Specifi¢nost testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 pro HCV RNA byla
zkousena za pouziti klinickych vzorka reprezentujicich hlavni genotypy HCV.
Byl testovan panel klinickych vzorkia (n = 87), ktery zahrnoval 6 genotypu
reprezentujicich 15 podtypt HCV zjisténych ve Spojenych statech3 (1a, 1b, 2a,
2b, 2c¢, 2d, 3a, 3b, 4a, 4c, 4f, 4g, 4h, 5a a 6a). VSechny klinické vzorky byly
v testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 na HCV RNA pozitivni (viz tab. 3).
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Tabulka 3
Inkluzivita genotypii HCV

Genotyp HCV Pocet testovanych HCV RNA-pozitivhich
vzorku (n) n (% spravnych.)
1 1a 9 9 (100)
2 1b 9 9 (100)
3 2a 12 12 (100)
4 2b 14 14 (100)
5 2c 4 9 (100)
6 2d 1 1(100)
7 3a 17 17 (100)
8 3b 1 1(100)
9 4a 3 3(100)
10 4c 5 5(100)
11 4f 1 1(100)
12 4g 1 1(100)
13 4h 2 2(100)
14 5a 4 4 (100)
15 6a 4 4 (100)
CELKEM 87 87 (100%)

Studie non-HCV-virové hepatitidy

Specifi¢nost testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 pro HCV RNA byla
hodnocena testovanim na moznou kiiZzovou reaktivitu vzorkd s béznou virovou
hepatitidou non-C (HBV a HAV). Testem COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0
byly analyzovany vzorky od osob se zvySenou hladinou HAV-IgM (n = 10), jeden
izolovany vzorek HAV (n = 1) a vzorky s HBsAg (n = 10) a jeden HBV DNA
plazmidovy vzorek (n = 1) a vSechny byly HCV RNA-negativni. COBAS
AMPLICOR HCV Test, v2.0 je tedy pro detekci HCV RNA specificky a na bézné
viry hepatitidy HAV a HBV nereaguje falesné pozitivnimi vysledky.

ExKluzivita mikroorganismu

Specifi¢nost testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 byla hodnocena
zkousenim na moznou kiizovou reaktivitu na patogenni mikroorganismy a na
potencialni kontaminanty z normalni epidermalni mikroflory, jez by mohly byt ve
vzorcich pritomny. Byly testovany vzorky (celkem n = 29) obsahujici virové
izolaty (n = 25) nebo bakterialni izolaty (n = 4). VSechny vzorky zkousené testem
COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0 byly na HCV RNA negativni (viz tab. 4).
Tyto vysledky prokazuji, ze je COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 pro HCV
RNA specificky a s fadou virt ¢i bakterii, které mohou byt ve vzorku ptitomny,
kiizové nereaguje.
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Tabulka 4

Analytickd specificnost: Exkluzivita mikroorganismii

s s . X HCV RNA- PP
Popis izolatu/vzorku Pocet vzork (n) pozitivnich (n) IC-pozitivnich (n)
1 | Adenovirus (typy 2,3 a7) 3 0 3
2 | Enteroviry (v€etnéechoviru 1 a 2 0 2
coxsackieviru B1)
3 | Herpes viry [v€etnéherpes simplex viru 12 0 12
(typy 1 a 2), lidského herpes viru (typy 6
a 7), cytomegaloviru (AD-169, Davis a
Towne) a varicella zoster viru]
4 | HIV-1 (subtypy A-F) 6 0 6
5 |HTLV (lall) 2 0 2
6 | Propionibacterium acnes 1 0 1
7 | Stafyloky (aureus a epidermis) 3 0 3
Celkem 29 0 29
Interference Endogenni latky

K posouzeni mozného rusivého vlivu endogennich latek byl soupravou
COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 analyzovan soubor rtznych vzorku
obsahujicich je (hemoglobin, albumin, triglyceridy, imunoglobuliny a bilirubin)
ve zvySené koncentraci. Vzorky se zvySenymi hladinami (rozmezi viz v tab. 5)
hemoglobinu (n = 12), albuminu (n = 10), triglyceridt (n = 13), bilirubinu (n = 11)
a imunoglobulinti (n = 11) byly hodnoceny v ¢istém stavu (bez nastiiku HCV)
a s nastifikem HCV v blizkosti meze detekce soupravy COBAS AMPLICOR
HCV Test, v2.0 (100 IU/ml).

Tabulka 5

Koncentracni rozmezi endogennich latek pro hodnoceni jejich rusivého vlivu

Latka ve zvySené Vysoké normalni Testovaci hladina CCLS| Rozmezi testovanych
koncentraci hladiny (mg/dl) (mg/dl) (pro srovnani) koncentraci (mg/dl)
Albumin 5000 6000 4630 - 6100
Bilirubin 0,2 40 1,1-60
Hemoglobin 2,5 500 12,2 — 5000
Triglyceridy 190 3000 364 — 3000
Imunoglobuliny 1200 6000 1860 — 8610

Testy vSech vzorki byly provedeny trojmo. K hodnoceni vzorku
poskytujicich neobvyklé (diskrepancni) vysledky testu na HCV RNA bylo
pouzito metody HCV alternate primer pair testing. VSechny vzorky
s nastiikem HCV (100 IU/ml) byly v testu COBAS AMPLICOR HCV Test,
v2.0 na HCV RNA pozitivni, coz ukazuje, ze zvySené koncentrace téchto
endogennich latek dikaz HCV RNA nerusi ani v blizkosti meze detekce.
(bez nasttiku HCV) se zvySenou hladinou endogennich latek byly v testu na
HCV RNA soupravou COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 negativni;
jedinou vyjimku pfedstavovaly dva vzorky se zvySenym obsahem bilirubinu.
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HCV RNA pozitivita u vzorkii se zvySenym bilirubinem byla nasledné
potvrzena testovanim za pouziti metody alternate primer pair testing, pouzivané
v ptipad¢ diskrepanci. U vzorku obsahujicich slabé zvysené az zvySené hladiny
albuminu, bilirubinu, hemoglobinu, triglyceridd a imunoglobulini nedava
souprava COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 ani fale$né pozitivni, ani fale$né
negativni vysledky.

Exogenni 1éky

Potencialni rusivy vliv na COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 byl také
zkouman u 1€kt pouzivanych pii vyskytu HCV, HIV, HBV a CMV. K tomuto
ucelu byl kazdy 1€k pridavan do HCV RNA-pozitivni (100 IU/ml, pobliz meze
detekce) nebo HCV RNA-negativni lidské plazmy ve tiech koncentracich
(viz tab. 6): bez pridavku (0X Cmax), v maximalni koncentraci v plazmé
(1X Cmax) a v trojnasobku maximalni koncentrace v plazmé (3X Cmax).

Tabulka 6
Souhrn exogennich Iékii testovanych s ohledem na jejich mozny rusivy viiv

# Obchodni nizev Genericky nizev Vyrobce 1X 3X jednotka
Nizev Nizev Crnax Crax
1 CRIXIVAN® Indinavirsulfat Merck & Co., Inc. 8,98 26,94 pg/ml
2 CYTOVENE® Ganciclovir Hoffmann-La Roche 1,18 3,54 pg/ml
3 EpivirHBV® Lamivudin, 3TC GlaxoSmithKline 1,5 4.5 pg/ml
4 FORTOVASE® Saquinavir Hoffmann-La Roche 2,477 7,431 pg/ml
5 HIVID® Zalcitabin, ddC Hoffmann-La Roche 252 75,6 ng/ml
6 INFERGEN® Interferon alfacon-1 AMGEN Inc. 0,3 0,9 ng/ml
7 INTRON® A Interferon alfa-2b Schering-Plough Corp. 273 819 1U/ml
8 INTRON®A/ Interferon Schering-Plough Corp. 3,68 11,04 pg/ml
REBETOL® alfa-2b/ribavirin
9 NORVIR® Ritonavir Abbott Laboratories 11,2 33,6 pg/ml
10 Paxil® Paroxetin HCL GlaxoSmithKline 61,7 185,1 ng/ml
11 PEGASYS® Peginterferon alfa-2a Hoffmann-La Roche 18 54 ng/ml
12 PROZAC® Fluoxetine HCI Eli Lilly & Co. 302 906 ng/ml
13 RESCRIPTOR® Delavirdin mesylat Agouron Pharmaceuticals Inc. 193 57,9 pg/ml
14 Retrovir® Zidovudin GlaxoSmithKline 1,06 3,18 pg/ml
15 ROFERON®A Interferon alfa-2a Hoffmann-La Roche 2,58 7,74 ng/ml
16 Symmetrel® Amantadin HCI Endo Pharmaceuticals Inc. 0,51 1,53 pg/ml
17 VIDEX® Didanosin, ddI Bristol-Myers Squibb Co. 2,32 6,96 pg/ml
18 VIRACEPT® Nelfinavir-mesylat Agouron Pharmaceuticals Inc. 4 12 pg/ml
19 VIRAMUNE® Nevirapin Roxane Laboratories, Inc. 4,5 13,5 pg/ml
20 ZADAXIN® Thymosin alfa 1 SciClone 100 300 ng/ml
21 ZERIT® Stavudin, d4T Bristol-Myers Squibb Co. 4,15 12,45 pg/ml
22 ZOLOFT® Sertralin HCI Pfizer Inc. 190,2 570,6 ng/ml

Kazda analyza byla provedena trojmo. Léky testované v ramci této studie
nedavaly vysledky ani faleSné negativni, ani fale$né pozitivni. Pii vSech
koncentracich 1ékt byly vSechny HCV-pozitivni vzorky pii pouziti soupravy
COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 pozitivni na HCV RNA a vSechny
HCV-negativni vzorky byly negativni na HCV RNA. Léky testované v ramci této
studie tedy nenarusuji schopnost soupravy COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0
detekovat HCV RNA. soupravu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 je tedy
mozno pouzivat i k testovani vzorkd od pacientti podrobujicich se 1é¢bé za
uzivani celé fady 1éCivych piipravka proti infekei virem HCV a infekcim pravodnim.
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Pruvodni infekce k HCV

Potencialni rusivy vliv na COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 byl také
zkouman u vzorkt od pacienti s privodnimi infekcemi k HCV (HAV, HBV a HIV).
Byly testovany tyto vzorky sérologicky pozitivni na HCV/virovou koinfekci:
HBV/HCV (n = 8), HIV/HCV (n = 10), HIVVHBV/HCV (n = 5)
a HAV/HBV/HCV (n = 2). Kazdy vzorek byl analyzovan trojmo a k hodnoceni
vzorku, jejichz vysledky testu na HCV RNA neodpovidaly vysledkim
sérologickym, byla pouzita metoda HCV alternate primer pair testing. Ctyfi
HCV-seropozitivni vzorky byly v testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0
HCV RNA negativni: jednalo se o jeden vzorek HBV/HCV, jeden vzorek
HIV/HBV/HCV a dva vzorky HAV/HBV/HCV. Vysledky s Internal Control
u téchto vzorkl byly pozitivni, coz ukazuje, ze PCR reakce inhibovany nejsou,
a vysledky testu lezely v mezich specifikaci. U vSech ¢tyt vzorki byly vysledky
ze vSech tii stfidavych primerovych part také negativni, coz poukazuje na
neptfitomnost HCV RNA. Koinfekce viry HAV, HBYV, resp. HIV
v HCV-seropozitivnim vzorku tedy schopnost soupravy COBAS AMPLICOR
HCV Test, v2.0 detekovat HCV RNA nenarusuje. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7
Rusivy vliv pritvodnich infekci k HCV

Vzorek s priivodni infekci Pocet vzorkid (n) | HCR RNA-pozitivnich (n) | IC-platnych (n)

1 HBV/HCV 8 7* 8

2 HIV/HCV 10 10 10

3 HIV/HBV/HCV 5 4 5

4 HAV/HBV/HCV 2 0* 2
Celkem 25 21 25

*Ctyri vzorky, jez byly v testu soupravou COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 na HCV
RNA negativni, byly na HCV RNA také negativni pri testovani metodou alternate primer
pair testing (testovani v pripade diskrepanci).
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Klinické hodnoceni

Cile a metody klinické studie Ve ¢&tyfech hepatologickych centrech v riznych zemépisnych oblastech

Vysledky Klinické studie

Spojenych statti byla provedena perspektivni multicentrickd klinicka studie za
ucelem zhodnoceni klinické pouzitelnosti soupravy COBAS AMPLICOR HCV
Test, v2.0 k diagnostice aktivni infekce virem HCV u pacientd
s biochemickymi, klinickymi nebo histologickymi doklady jaterni choroby.
Funk¢nost testu byla posouzena porovnanim se dvéma standardy: (1) anti-HCV
sérologii a (2) kombinaci anti-HCV sérologie, hladiny ALT v séru a histologie jater.

Byly hodnoceny dvé populace pacienti:

1. ,,Obecna skupina®“. Pacienti vySetfovani na infekci virem HCV nebo jaterni
chorobu, ktefi pfedtim na infekci virem HCV 1éCeni nebyli a nepodstoupili
transplantaci jater.

2. ,,Jiz dtive 1éCena skupina®. Pacienti, ktefi byli jiz dfive 1é¢eni na infekci virem
HCV a nepodstoupili transplantaci jater. Ze studie byli vylouceni pacienti, ktefi
podstoupili v dobé 6 mésicti pied vstupnim vySetfenim antivirovou terapii.

Lékart, ktery pacienta posuzoval, zaznamenal na zakladé anamnézy, télesného
vySetfeni a laboratornich vysledkii z doby pifed zafazenim do studie jeho
klinickou diagnézu (sem spadala naptiiklad chronicka infekce virem HCYV,
alkoholicka jaterni choroba, primarni biliarni cirrh6za apod.). V fad¢ ptipadt mél
lékar piistup k vysledkim z anti-HCV sérologie v dobé vstupniho vysetfeni,
vysledky HCV RNA vsak byly zaslepeny. U vSech pacientl byly provedeny testy
na alanin transamindzu (ALT) v séru. V pfipadech, kdy bylo v minulosti
provedeno histologické vySetteni jater, byly vyzaddany kopie histologickych nalezu.

Byly odebrany vzorky séra resp. plazmy s EDTA a soupravou COBAS
AMPLICOR HCV Test, v2.0 byly testovany na HCV RNA a metodou enzymové
imunoanalyzy na protilatky HCV (anti-HCV EIA). VSechny vzorky, které byly
opakované anti-HCV EIA reaktivni, byly také testovany metodou rekombinantni
imunoblot analyzy (RIBA). Testy RIBA byly provedeny u EIA-pozitivnich
vzorkl, nikoli vSak u vzorkti EIA-negativnich. Pfi interpretaci vysledki
anti-HCV EIA a RIBA bylo postupovano podle pokynti na ptibalovych letacich
vyrobece. Vysledky ze zkousek soupravou COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0
byly interpretovany podle pokynti v metodické prirucce

Vysledky zkouseni soupravou COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 a vysledky
z anti-HCV EIA a RIBA sérologie byly vzijemné porovnany. U podsouboru
pacientt, u kterych byl k dispozici jaterni histologicky nalez, byl vysledek testu
COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 dale hodnocen porovnanim s anti-HCV
sérologii, hladinou alanin-transaminazy (ALT) v séru a jaternim histologickym
nalezem.

Od 848 pacientl zafazenych do studie bylo ziskano 1038 vzorkt. Primérny vek
téchto pacientl byl 46 let, podil miizi ¢inil 54,5 % a podil kavkazské (bélosské)
rasy byl 71,8 %. Dtvodem, pro¢ na hepatologickou kliniku dochazeli, byla
ptedchozi diagnoza viru HCV (40,2 %), vyhodnoceni HCV (34,7 %) a posouzeni
jaterni choroby (25,8 %).

Primérna hladina ALT u pacientii zafazenych do studie byla 95,5 IU/ml (rozmezi
7668 IU/ml). Histologicky nalez byl k dispozici u 51,7% pacientl. Podil
pacientt, ktefi jiz byli v minulosti na HCV Iéceni, ale 1écba byla ukonéena pred
dobou delsi nez 6 meésict pred zarazenim do studie, Cinil 18,2%. Klinickou
diagnozou v dob¢& zatazeni do studie byla chronicka infekce virem HCV
(72,9 %), autoimunitni hepatitida (2,2 %), alkoholicka jaterni choroba (5,5 %),
chronicka infekce virem hepatitidy B (4,4 %), primarmni biliarni cirrhoza (5,3 %) nebo
jina (13,7 %). Pocet vzorkl hodnocenych v ramei studie, jejich typ a skladovaci
podminky jsou shrnuty v tabulce 8.
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Tabulka 8
Vysledky testu COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0: Pocet, typ a skladovaci podminky vzorkii
hodnocenych na klinickych pracovistich zapojenych do studie

Typ vzorku Pracovi$téé. 1 | Pracovisté&. 2 | Pracovisté&. 3 | Pracovi$téé. 4 Celkem
Sérum
(-20°C a2 -80°C) 101 321 228 158 808
Sérum
(2°C a2 8°C) 35 0 35 0 70
Plazma s EDTA
(-20°C a2 -80°C) 0 0 35 125 160
Soucty 136 321 298 283 1038

Vysledky v Klinickych Vysledky testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 v porovnani s anti-HCV

podminkach v porovnani sérologii byly na vSech ¢tyfech pracovistich podobné.udaje za vSechna Ctyfi

s anti-HCYV sérologii pracovisté jsou shrnuty v tab. 9, kde jsou uvedeny vysledky pro sérum a plazmu

Sérologie s EDTA za ob¢ skupiny pacientti obecnou skupinu i skupinu jiz diive 1é¢enou.
Tato data jsou shrnuta pro vSechny pracovisté jsou obsaZzeny v tabulce 9. Tato
tabulka obsahuje vysledky pro sérum a plazmu s EDTA u obecné skupiny
pacientl a u skupiny pacientt jiz diive 1é¢enych.

Tabulka 9
Vysledky testu OBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 v séru and plazmé s EDTA v porovndni
s anti-HCYV sérologii u obecné skupiny pacientit a u skupiny pacientii jiZ diive lé¢enych

Sérum Plazma s EDTA
Serologické | pp.pozitivnich: [PCR-negativnich:|  Podil souhlasicich's | PCR-pozitivnich: | PCR-negativnich Podil souhlasicich s
vysledky (n vzorkui) (n vzorkii) vysledkem EIA (n vzorku) (n vzorkii) vysledkem EIA
(%) (95% IS)* (%) (95% IS)*
Obecna skupina pacientu
EIA+RIBA + 437 21 95,4 (93,08; 97,14) 89 5 94,7 (88,02; 98,25)
EIA+/RIBA IND 16 10 61,5 (40,57;79,77) 2 2 50,0 (6,76; 93,24)
EIA+/RIBA - 0 1 0,0 (0,0; 97,50) 0 0
EIA- 3¥ 217 98,6 (96,07; 99,72) 1 24 96,0 (79,65; 99,90)
Skupina pacient jiz dfi ve lé¢enych

EIA+/RIBA + 148 1" 93,1 (87,96; 96,50) 31 6 83,8 (67,99; 93,81)
EIA+RIBA IND 3 0 100,0 (29,24; 100,0) 0 0
EIA+/RIBA - 0 0 0 0
EIA- 0 0 0 0

* Meze spolehlivosti ziskané exaktni binomickou metodou

¥ Jeden dalsi vzorek ve studii poskytoval nejednoznacny vysledek, ktery se pri duplicitnim
retestu PCR ukazal jako pozitivni (opakovany vysledek 1 = negativni, opakovany vysledek
2 = nejednoznacny).
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Klinické vysledky
v porovnani

se sérologickymi,
biochemickymi

a histologickymi nalezy

Mezi RIBA-potvrzenymi EIA-pozitivnimi pacienty v obou skupinach byla HCV
RNA detekovana u vétsiny (84-95 %) vzorkti s obéma matricemi. U pacienti
v obecné skupiné byla HCV RNA detekovana v 62 % vzorkd séra
a 50 % vzorkG plazmy s EDTA a u zadného z diive léCenych pacientd,
s neurCitou sérologii RIBA. Vsichni EIA-negativni pacienti patiili do obecné
skupiny a vétSina téchto vzorkt byla HCV RNA negativnich (99 % vzorka séra
a 96 % vzorkll plazmy s EDTA). To znamenda, ze mezi vysledky COBAS
AMPLICOR HCV Test, v2.0 a vysledky anti-HCV sérologie jak v obecné
skuping, tak ve skupiné diive lé¢enych pacientt byla dobra shoda.

Vysledky zkousek COBAS AMPLICOR test byly déale hodnoceny porovnanim

s anti-HCV sérologii, hladinou alanin-transaminazy (ALT).Vysledky zkousek
COBAS AMPLICOR test byly dale hodnoceny porovnanim s anti-HCV sérologii,
hladinou alanin-transaminazy (ALT) a histologii jater. Udaje z porovnani vysledki
COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 se sérologickymi, biochemickymi
a histologickymi nalezy jsou uvedeny v tab. 10.

Tabulka 10
Vysledky zkousek COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 v séru a plazmé
s EDTA v porovnani se sérologickymi, biochemickymi
a histologickymi ndlezy - obecnd skupina

Sérum Plazma s EDTA
Serologické
vysledky PCR-pozitivnich:|PCR-negativnich:| ~ Podil souhlasicich s |pcR-pozitivnich: | PCR-negativnich: | Podil souhlasicich s
(n pfi padu) (n pfi padu) vysledkem EIA (n pii padu) (n pfi padd) vysledkem EIA
(%) (95% IS)* (%) (95% IS)*
ZvySeny ALT a histologicky nalez hepatitidy
EIA+/RIBA + 162 2 98,8 (95,67; 99,85) 21 0 100,0 (83,89; 100,0)
EIA+/RIBA IND 4 0 100,0 (39,76; 100,0) 1 0 100,0 (2,50; 100,0)
EIA+/RIBA - 0 0 0 0
EIA- 0 16 100,0 (79,41; 100,0) 0 1 100,0 (2,50; 100,0)
Normalni ALT a histologicky nalez hepatitidy
EIA+/RIBA + 57 0 100,0 (93,73; 100,0) 10 0 100,0 (69,15; 100,0)
EIA+/RIBA IND 1 0 100,0 (2,50; 100,0) 0 0
EIA+/RIBA - 0 0 0 0
EIA- 0 9 100,0 (66,37; 100,0) 0 0
Zvyseny ALT bez nélezu hepatitidy pf i histologickém vysetf eni
EIA+/RIBA + 3 1 75,0 (19.41;99,37) 1 0 100,0 (2,50; 100,0)
EIA+/RIBA IND 0 0 0 0
EIA+/RIBA - 0 0 0 0
EIA- 1 28 96,6 (82,24; 99,91) 0 0
Normalni ALT bez nalezu hepatitidy pf i histologickém vySetf eni

EIA+/RIBA + 1 2 33,3(0,84; 90,57) 0 0
EIA+/RIBA IND 1 0 100,0 (2,50; 100,0) 0 0
EIA+/RIBA - 0 0 0 0
EIA- 1 32 97,0 (84,24; 99,92) 0 1 100,0 (2,50; 100,0)

* Meze spolehlivosti ziskané exaktni binomickou metodou
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Virus hepatitidy C

Mezi pacienty obecné skupiny se zvySenou hladinou ALT a histologickym
nalezem hepatitidy, ktefi méli pozitivni anti-HCV EIA i RIBA, byla HCV RNA
detekovana v 98,8 % sérovych vzorkl a 100 % vzorkd plazmy s EDTA.
HCV RNA byla detekovana u 100 % EIA-pozitivnich a RIBA-nejistych vzorki
séra a plazmy s EDTA. HCV RNA nebyla zjisténa v séru ani v plazmé s EDTA
u 100 % EIA-negativnich pacientti v této kategorii. U téchto EIA-negativnich
pacientt, 1 kdyz méli histologicky nalez hepatitidy, nebyly projevy v souladu
s HCV, nybrz poukazovaly na autoimunitni hepatitidu, onemocnéni virem
hepatitidy B nebo nespecificky zanét jater.

Mezi pacienty obecné skupiny s normalni hladinou ALT a histologickym
dokladem hepatitidy byla v RIBA-potvrzenych EIA-pozitivnich ptipadech HCV
RNA detekovana ve 100 % vzorkl séra a plazmy s EDTA. HCV RNA nebyla
v séru detekovana v zadném z EIA-negativnich ptipadd; vzorky plazmy s EDTA
od pacientti v této kategorii zadné neexistovaly. HCV RNA byla detekovana
v séru v jednom EIA-pozitivnim piipadeé, kde byla RIBA nejednoznacna.
Histologické projevy hepatitidy u EIA-negativnich pfipadi také poukazovaly na
jina onemocnéni nez na infekci virem HCV.

U pacientll se zvySenou hladinou ALT bez nalezu hepatitidy v histologii jater
byla v EIA-pozitivnich, RIBA-potvrzenych ptipadech HCV RNA detekovana
v 75 % vzorka séra a 100 % vzorkd plazmy s EDTA. EIA byla negativni ve
veétsingé (29/33, tedy 88 %) pripadi v této kategorii, kde jaterni choroba
(tj. zvySeny ALT) byla zpusobena jinou pfi¢inou nez hepatitidou. U téchto
EIA-negativnich pfipadi nebyla HCV RNA zjisténa v 96,6 % vzorka séra; vzorky
plazmy s EDTA u této kategorie pacienti zadné neexistovaly. V této kategorii
nebyly zadné EIA-pozitivni, RIBA-nejednoznaéné piipady.

U pacientd s normalni hladinou ALT, u kterych nebyly zadné doklady hepatitidy
v histologii jader, byla vétSina pfipadi anti-HCV EIA-negativnich. V této
kategorii byly tii RIBA-potvrzené EIA-pozitivni piipady. U zadnych z nich
nebyl k dispozici vzorek plazmy s EDTA a v séru byla HCV RNA detekovana
v jednom (33,3 %) =z téchto ptipadi. Nebyla detekovana u 97,0 %
EIA-negativnich pacientd v této kategorii, u nichz byl k dispozici vzorek séra.
Histologie sice v téchto pfipadech prokazovala jaterni chorobu, ale projevy
nepoukazovaly na hepatitidu. V onom jednom sérovém vzorku, ktery byl
EIA-pozitivni a kde RIBA byla nejednoznac¢na, byla HCV RNA detekovana.

Udaje porovnavajici vysledky zkousky COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 se
sérologickymi, biochemickymi a histologickymi nalezy u skupiny pacientd jiz
diive 1é¢enych podava tabulka 11.
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Tabulka 11

Vysledky zkousek COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0
ve vzorcich séra a plazmy s EDTA v porovndni se sérologickymi,
biochemickymi a histologickymi ndlezy - skupina pacientii jiZ diive lé¢enych

Sérum Plazma s EDTA
Serologické PCR-pozitivnich: |PCR-negativnich] Podil souhlasicich s |pcR.pozitivnich: | PCR-negativnich: | Podil souhlasicich s
vysledky (npfipadd) | (n pfipadi) vysledkem EIA (n pii padi) (n pfi padi) vysledkem EIA
(%) (95% IS)* (%) (95% IS)*
Zvyseny ALT a histologicky nalez hepatitidy
EIA+/RIBA + 82 2 97,6 (91,66, 99,71) 16 1 94,1(71,31;99,85)
EIA+/RIBA IND 3 0 100,0 (2,50; 100,0) 0 0
EIA+/RIBA - 0 0 0 0
EIA- 0 0 0 0
Normalni ALT a histologicky nalez hepatitidy
EIA+RIBA + 22 4 84,6 (65,13; 95,64) 3 2 60,0 (14,66; 94,73)
EIA+/RIBA IND 0 0 0 0
EIA+/RIBA 0 0 0 0
EIA- 0 0 0 0
Zvyseny ALT bez nalezu hepatitidy pf i histologickém vysetf eni
EIA+RIBA + 2 1 66,7 (9,43; 99,16) 1 0 100,0 (2,50; 100,0)
EIA+/RIBA IND 0 0 0 0
EIA+/RIBA - 0 0 0 0
EIA- 0 0 0 0
Normalni ALT bez nalezu hepatitidy pf i histologickém vysetr eni

EIA+/RIBA + 2 0 100,0 (15,81; 100,0) 1 0 100,0 (2,50; 100,0)
EIA+/RIBA IND 0 0 0 0
EIA+/RIBA - 0 0 0 0
EIA- 0 0 0 0

* Meze spolehlivosti ziskané exaktni binomickou metodou

Zadny z pacientdl ve skupiné osob jiz diive 1é¢enych nebyl EIA-negativni;
vSechny vzorky od pacientti této kategorie byly anti-HCV EIA-pozitivni.

Mezi pacienty jiz diive lé¢enymi, kteti méli zvySenou hladinu ALT a doklady
hepatitidy v histologii jater, byla v RIBA-potvrzenych EIA-pozitivnich
ptipadech HCV RNA detekovana v 97,6 % vzorki séra a 94,1 % vzorki plazmy
s EDTA. HCV RNA byla také detekovana ve vSech tfech (100 %)
EIA-pozitivnich vzorcich séra, u kterych byl test RIBA nejednoznacny.

Mezi dfive léCenymi pacienty s normalni hladinou ALT a doklady hepatitidy
v histologii jater byla v RIBA-potvrzenych EIA-pozitivnich ptipadech HCV
RNA detekovana v 84,6 % vzorkl séra a 60 % vzorki plazmy s EDTA.
U pacientu se zvySenou hladnou ALT a bez histologickych dokladt hepatitidy
byla v RIBA-potvrzenych EIA-pozitivnich piipadech HCV RNA detekovana
v 66,7 % vzorki séra a 100 % vzorkd plazmy z EDTA.

HCV RNA byla detekovana ve 100 % RIBA-potvrzenych EIA-pozitivnich
vzorcich sér i plazmy s EDTA od pacientii s normalni hladinou ALT a bez
histologickych dokladd hepatitidy.
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Shrnuti a zavéry

Reprodukovatelnost

Vyhodnoceni testu na HCV COBAS AMPLICOR, v2.0 prokazalo, Ze tento test
u obecné skupiny pacientd i u skupiny pacientt jiz diive 1é¢enych vysoce koreluje
s anti-HCV sérologii; to se tyka jak séra, tak plazmy s EDTA.

Vysoky soulad vykazal COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 také v porovnani
se sérologickymi, biochemickymi a histologickymi nalezy jak v obecné skupiné
pacientt, tak ve skupiné pacientt jiz dfive 1é¢enych, a to jak ve vzorcich séra, tak
ve vzorcich plazmy s EDTA.

Celkové vysledky studie prokazuji, ze COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 je
klinicky vyuzitelny u pacientl vySetifovanych na infekci virem HCV nebo na
jaterni chorobu. Testy jsou uzite¢né pii potvrzovani diagnozy aktivni infekce
virem HCV.

K vyhodnoceni reprodukovatelnosti vysledki testt COBAS AMPLICOR HCV Test,
v2.0 byly studovany panely po Sesti vzorcich, jeden pfipraveny ve zmrazeném
séru a druhy ve zmrazené plazmé s EDTA. Byly pfipraveny ¢tyii HCV-pozitivni
vzorky, a to ziedénim tii klinickych vzorkit HCV genotypu 1 tak, ze nominalni
koncentrace HCV RNA byly 50, 75, 100 a 200 IU/ml. Zbyvajici dva vzorky
neobsahovaly zadné zjistitelné mnozstvi HCV RNA. Reprodukovatelnost byla
vyhodnocovana naptic¢ pracovisti, dny a Sarzemi ¢inidel. Kazdou matrici testovali
vzdy dva pracovnici na tfech pracovistich (ve dvou klinickych referen¢nich
laboratofich a v jedné laboratofi Roche Molecular Systems). Kazdy pracovnik
provedl pétidenni testovani tii Sarzi Cinidel. K posouzeni vysledkd v ramci
jednoho dne byly pii kazdém méfeni testovany tii alikvotni podily kazdého vzorku.

Studie poskytla 3209 vysledku, které jsou shrnuty pro vzorky séra v tabulce 12
a pro vzorky plazmy s EDTA v tabulce 13. Negativni vysledky byly ziskany
u 100 % z onéch > 500 HCV RNA-negativnich vzorkd kazdé matrice, pro
celkové vysledky i pro kazdou studovanou proménnou (tab. 12.A, 12.C, 13.Aa 13.C).
Studie prokazala u HCV RNA-negativnich vzork dokonalou reprodukovatelnost
kvalitativnich vysledku.

Reprodukovatelnost u vzorkll obsahujicich HCV RNA byla také hodnocena
porovnanim cCetnosti pozitivnich vysledki pro proménné v ramci studie
(tab. 12.B a 13.B). U kazdé koncentrace HCV RNA se vSechny intervaly
spolehlivosti u kazdé proménné v ramci studie piekryvaly (viz druhou poznamku
pod carou v tab. 12 a 13). Pozorované rozdily mezi kterymikoliv Cetnostmi
pozitivnich vysledkti v ramci proménné pro danou koncentraci HCV RNA jsou
tedy zfejmé nahodné. Tyto vysledky prokazuji reprodukovatelnost i u vzorku
obsahujicich HCV RNA.

Je zde nékolik zajimavych trendl. U vzorkd séra s nejvyssi koncentraci HCV
RNA (200 IU/ml) bylo rozmezi ¢etnosti pozitivnich vysledki 99—100 % mezi
pracovisti a mezi Sarzemi a 98-100 % mezi jednotlivymi dny; to jsou u vzorkd
séra nejuzsi rozmezi Cetnosti pozitivnich vysledkt (nejvyssi reprodukovatelnost).
U vzorkd séra s 50 IU/ml bylo rozmezi Cetnosti pozitivnich vysledkti mezi
jednotlivymi pracovisti 85-89 %, mezi riznymi Sarzemi 78-91 % a mezi
rozmezi Cetnosti pozitivnich vysledk (nejnizsi reprodukovatelnost) ze vSech
vzorkl a jedna se o nejnizsi koncentraci HCV RNA. Podobné se s koncentraci
HCV RNA méni reprodukovatelnost i u vzorkd plazmy s EDTA.
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U kazdé koncentrace HCV RNA v séru je rozmezi Cetnosti pozitivnich vysledka
mezi riznymi pracovisti mén¢ Siroké (coz poukazuje na vyssi reprodukovatelnost)
nez mezi ruznymi $arzemi nebo mezi jednotlivymi dny.

Tyto tdaje prokazuji reprodukovatelnost vysledka analyzy COBAS AMPLICOR
HCV Test, v2.0 napfi¢ $arzemi Cinidel, pracovisti, dny i matricemi vzorku.

Poznamky Vzorky pro studii reprodukovatelnosti, které poskytly nejednoznacny (GZ)
k nejednoznaénym vysledek, nebyly opakované testovany (podle ¢asti ,Interpretace vysledku®),
(GZ) vysledkim takze pro né nebyl ziskan zadny koneény vysledek. Da se rozumné predpokladat,
ze pokud by byl opakovany test byval proveden, ¢etnost pozitivnich vysledki by
byla vzrostla. Vylou¢enim nejednoznaénych vysledku bylo napiiklad 95 % prahu
pozitivnich vysledkti dosazeno u séra i u plazmy s EDTA pii 50 IU/ml, ¢ili
1,8 log;, IU/ml. Tato zjisténi jsou podobna tém, ktera ziskdme, provedeme-li
stejny vypocet u udaju ze studiec meze detekce se standardem WHO
(viz ¢ast ,, Analyticka citlivost*).
COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 obvykle poskytoval > 95 % pozitivnich
vysledkt u nizsich koncentraci HCV testovaného genotypu ve vzorcich plazmy
s EDTA nez v séru (tab. 1, 2, 12 a 13); mezimatricové rozdily vsak byly malé
(= 0,3 log,, IU/ml) a ziejmé nemaji vliv na indikaci pro pouziti
(viz casti ,, Zamyslené pouziti* a ,,Klinické hodnoceni ™).
Tabulka 12
Reprodukovatelnost: Vzorky séra
A. Celkové Cetnosti vysledkii
Vysledky testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0
HCV RNA No. Nejednoznacna zéna Pozitivni zéna
testovano* (0,15 £ Agg9 < 1,0) (Agg0 2 1,0)
1U/ml (log;o 1U)/ml No. % No. %™ CI **
200 2,3 267 1 0.4 % 266 99,6 % 98-100 %
100 2,0 268 7 3% 257 96 % 93-98 %
75 1.9 266 12 5% 249 94 % 90-96 %
50 1,7 269 32 12 % 233 87 % 82-91 %
Nejednoznacna zéna Negativni zona
(Aggo < 0,15)
0 - 531 0 531 100% 99-100 %
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B. Proménné v rdmci studie: Cetnosti pozitivnich vysledkii (Agg,= 1,0)*
u vzorkit obsahujicich HCV RNA

HCV RNA/ml Mezi pracovisti Mezi SarZemi Mezi jednotl. dny

v log,o IU Misto Pocet/testov. pocet % Lot  Pocet/testov. pocet % Den Pocet/testov. pocet %
200 23 A 86/87 99 % 1 90/90 100 % 1 54/54 100 %
B 90/90 100 % 2 87/88 99 % 2 54/54 100 %
C 90/90 100 % 3 89/89 100 % 3 53/53 100 %
4 55/55 100 %
5 50/51 98 %
100 2,0 A 83/88 94 % 1 84/89 94 % 1 50/53 94 %
B 88/90 98 % 2 88/90 98 % 2 51/54 94 %
C 86/90 96 % 3 85/89 96 % 3 52/54 96 %
4 55/57 97 %
5 49/50 98 %
75 1,9 A 82/86 95 % 1 80/88 91 % 1 49/53 93 %
B 83/90 92 % 2 83/90 92 % 2 53/54 98 %
C 84/90 93 % 3 86/88 98 % 3 48/52 92 %
4 51/56 91 %
5 48/51 94 %
50 1,7 A 76/89 85 % 1 70/90 78 Yo** 1 50/54 93 %
B 80/90 89 % 2 82/90 91 %** 2 46/54 85 %
C 77/90 86 % 3 81/89 91 % 3 48/54 89 %
4 49/57 86 %
5 40/50 80 %

C. Proménné v ramci studie: Cetnosti negativnich vysledkii
(Age0 < 0,15) u vzorkit bez HCV RNA
Mezi pracovisti Mezi SarZemi Mezi jednotl. dny

Pracov. Polet/testov. pocet % Lot  Pocet/testov. pocet % Den Pocet/testov. pocet %
Po¢. HCV RNA A 172/172 100 % 1 176/176 100 % 1 106/106 100 %
B 179/179 100 % 2 180/180 100 % 2 107/107 100 %
C 180/180 100 % 3 175/175 100 % 3 106/106 100 %
4 114/114 100 %
5 98/98 100 %

* V téchto vypoctech byly do jmenovatele (testovany pocet) zarazeny i nejednoznacné vysledky, nikoli vSak vysledky potencidlné inhibované.

** Exaktni 95% binomicky interval spolehlivosti vypocten v B. pouze pro dvé nejvice se lisici etnosti u jedné proménné (50 1U/ml, mezi jednotlivymi
Sarzemi): Sarze ¢. 1: interval spolehlivosti CI = 68-86 %, Sarze ¢. 2: CI = 83-96 %, vsechny analogické intervaly spolehlivosti se také prekryvaji.

Tabulka 13
Reprodukovatelnost: vzorky plazmy s EDTA
A. Celkova Cetnost vysiedkii

Vysledky testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0
HCV RNA No. Nejednoznacna zéna Pozitivni zéna
testovano* (0,15 <Agq9 < 1,0) (Ago = 1,0)

IUml  (log;y IU)/ml No. % No. % * CI **
200 23 268 1 0.4 % 266 99.3 % 97-100 %
100 2,0 269 6 2% 262 97 % 95-99 %
75 1.9 270 6 2% 262 97 % 94-99 %
50 1,7 269 20 7.4 % 240 89 % 85-93 %

Nejednozna¢na zéna Negativni zéna
(Age0 < 0,15)
0 - 532 0 532 100 % 99-100 %
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B. Proménné v rimci studie: Cetnosti pozitivnich vysledkii (Ag, = 1,0)*
u vzorki obsahujicich HCV RNA

HCV RNA/ml Mezi pracovisti Mezi $arZzemi Mezi jednotl. dny
1 logy IU Misto Podet/testov. pocet % Lot Pocet/testov. pocet % Den Poclet/testov. pocet %
200 23 A 88/89 99 % 1 87/89 98 % 1 53/53 100 %
C 89/90 99 % 2 90/90 100 % 2 54/54 100 %
D 89/89 100 % 3 89/89 100 % 3 53/54 98 %
4 55/56 98 %
5 51/51 100 %
100 2,0 A 84/89 94 % 1 88/89 99 % 1 53/53 100 %
C 89/90 99 % 2 88/90 98 % 2 53/54 98 %
D 89/90 99 % 3 86/90 96 % 3 52/54 96 %
4 54/57 95 %
5 50/51 98 %
75 1,9 A 88/90 98 % 1 86/90 96 % 1 51/54 94 %
C 88/90 98 % 2 87/90 97 % 2 52/54 96 %
D 86/90 96 % 3 89/90 99 % 3 54/54 100 %
4 55/57 97 %
5 50/51 98 %
50 1,7 A 80/89 90 % 1 79/90 88 % 1 45/53 85 %**
C 83/90 92 % 2 81/89 91 % 2 52/54 96 %**
D 77/90 86 % 3 80/90 89 % 3 50/54 93 %
4 49/57 86 %
5 44/51 86 %

C. Proménné v ramci studie: Cetnosti negativnich vysledkii (A, < 0,15) u vzorkit bez HCV RNA

Mezi pracovisti Mezi SarZemi Mezi jednotl. dny
Pracov. Pocet/testov. pocet % Lot Pocet/testov. pocet % Den Pocet/testov. pocet %
Po¢. HCV RNA A 172/172 100 % 1 178/178 100 % 1 107/107 100 %
C 180/180 100 % 2 175/175 100 % 2 105/105 100 %
D 180/180 100 % 3 179/179 100 % 3 107/107 100 %
4 113/113 100 %
5 100/100 100 %

*V téchto vypoctech byly do jmenovatele (testovany pocet) zarazeny i nejednoznacné vysledky, nikoli viak vysledky
potencialné inhibované.

**Exaktni 95% binomicky interval spolehlivosti vypocten v B. pouze pro dvé nejvice se lisici Cetnosti u jedné proménné
(50 1U/ml, mezi jednotlivymi dny): 1. den: interval spolehlivosti CI = 72-93 %, 2. den: CI = 87-100 %, vSechny
analogické intervaly spolehlivosti se také prekryvaji.
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