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Ucel

COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, version 2.0 (v2.0) je amplifikacni
test nukleové kyseliny in vitro ke stanoveni viru hepatitidy C v lidském séru nebo
plazmé na pfistroji COBAS AMPLICOR™ Analyzer. Test se pouZiva ve spojeni
s klinickymi zjisténimi a dalSimi laboratornimi markery jako pomiticka k posouzeni
virové odezvy na antivirovou terapii méfenim zmén koncentrace HCV RNA v séru
nebo plazmé. Vysledky studii poukazuji na niZsi stalou virologickou reakci u pacient
s infekci HCV genotypu 1, s vyS§i hladinou HCV RNA nebo v pokrocilej$im stadiu
fibrézy. Pokud u osob infikovanych HCV genotypu 1 nenastava virologicka reakce
brzy (< 2 log pokles HCV RNA), je mald pravdépodobnost, Ze se kdy dosdhne
stalé virologické reakce. Nepfitomnost detekovatelné HCV RNA v séru po 1é¢bé
byva spojena s ustupem poranéni jater, poklesem hepatické fibrézy a nizkou
pravdépodobnosti recidivy infekce virem HCV1.2.3

COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 neni uren k plosnému
vysetfovani krve ¢i krevnich derivatli na pfitomnost HCV, ani jako diagnosticky
test k potvrzeni infekce virem HCV.
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Souhrn a vyklad testu

Virem hepatitidy C je ve svété infikovano 170 miliona lidi a v této souvislosti se
hovofi o virové pandemii, s prevalenci pétindsobnou oproti infekci virem HIV-14.
HCV je virus s jednofetézcovou pozitivné orientovanou RNA s genomem
obsahujicim zhruba 10 000 nukleotidi kédujicich 3 000 aminokyselin. HCV se
vyskytuje v krvi, a proto se miZe krvi a krevnimi derivity preniset. Prevalence
infekce virem HCV je vysoka u pacientd, ktefi jsou piijemci transplantovanych
organd, krevni transfuze nebo komer¢nich srazecich faktord, u pacientt s perkutanni
expozici pfi nitrozilnim zneuZivani drog a u pacient podrobujicich se ledvinové
dialyze. Globalni prevalence infekce virem HCV se podle imunoserologickych
udajti pohybuje v Egypté od 6 % do 28 %, ve Spojenych statech na drovni 1,8 %*
a ve Francii v rozmezi 1,1-1,2 %3. Mezi 75 % a 80 % seropozitivnich pacienti je
také viremickych34.

Skutecnost, Ze se v organismu pacientl infikovanych virem HCV vyskytuji proti
nému protilatky, vedla k vyvoji imunoserologickych testli, které jsou pro tyto
protilatky specifické. Pfitomnost protilatek proti HCV je sice ukazatelem
pfedchozi expozice infekci virem HCV, nelze ji vSak povaZovat za marker
soucasné infekce. Mimoto neni k dispozici ani pfim4 detekce metodami kultivace virti.

Hladina alanin-aminotransferazy (ALT) se sice povaZuje za hruby indikétor
infekce virem HCV, neni vSak pfimou mirou viremie. Miru zvySeni hladiny ALT
nelze s mirou infekce virem HCV piimo korelovat. Hladina ALT totiz miZze byt
fakticky zvySena pri celé fady pficin zanétu jater, kam virova hepatitida spada,
neni vSak jedina. Oproti tomu detekce a kvantitativni stanoveni HCV RNA cestou
amplifikace nukleové kyseliny polymerazovou fetézovou reakci (Polymerase
Chain Reaction, PCR) predstavuje miru aktivni viremieS-7. Pomoci PCR lze
detekovat HCV viremii je$té pred imunologickou serokonverzi®? a detekovat
zmény virové zatéZe u pacientll s chronickou infekci virem HCV, ktefi jsou
pozitivni na protilatky a podrobuji se terapii interferonem!-3.

Princip metody

Test na COBAS AMPLICOR HCV MONITOR v2.0 sestava z péti zakladnich
stupnili: pfiprava vzorku, reverzni transkripce pfisluSné RNA na komplementarni
DNA (cDNA)!0; PCR amplifikace!® této cDNA pomoci HCV-specifickych
komplementarnich primert, hybridizace amplifikovanych produkt na specifické
oligonukleotidové sondy a kolorimetrickd detekce sondou véazanych
amplifikovanych produktd.

COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 umozZiiuje sou¢asnou reverzni
transkripci a PCR amplifikaci RNA HCV a kvantifikacniho standardu
(Quantitation Standard, QS) RNA HCV. Cinidlo Master Mix obsahuje par primert
specifickych pro RNA jak HCYV, tak kvantifikaéniho standardu HCV. Cinidlo
Master Mix bylo vyvinuto tak, aby zajistilo ekvivalentni stanoveni v§ech znamych
genotypt HCV.

Stanoveni virové HCV RNA se provadi pomoci kvantifika¢niho standardu HCV.
Kvantifikacni standard HCV je neinfekéni RNA transkript, ktery obsahuje stejni
mista pro vazbu primeru jako teréovd HCV RNA a jedine¢nou oblast pro vazini
sondy, diky které se da amplikon tohoto standardu odliSit od amplikonu HCV.
Kvantifika¢ni standard HCV je zatfazen do kazdého jednotlivého vzorku ve zndmém
poctu kopii a spolecné s tercovym HCV prochdzi celym postupem piipravy vzorku,
reverzni transkripce, PCR amplifikace, hybridizace a detekce. COBAS AMPLICOR
Analyzer vypocitava koncentraci HCV RNA v testovanych vzorcich tak, Ze u kazdého
vzorku porovnava signdl HCV se signdlem HCV kvantifika¢niho standardu.

Kvantifika¢nim standardem HCV se kompenzuji inhibi¢ni efekty a kontroluje se
amplifikacni proces tak, aby bylo mozno v kaZzdém vzorku presné stanovit HCV RNA.

2/45

COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 5/2003, Revision 5.0



HCV MONITOR, v2.0

Priprava vzorku

Reverzni transkripce
a PCR amplifikace

HCV RNA se ze séra nebo plazmy izoluje lyzou virovych ¢éstic pomoci
chaotropniho ¢inidla a naslednym sraZenim RNA alkoholem. Spole¢né s ¢inidlem
pro lyzu se do kazdého vzorku zavadi znamy pocet molekul kvantifikaéniho
standardu HCV. Kvantifikacni standard HCV prochézi stadii pfipravy vzorku,
reverzni transkripce, amplifikace a detekce a slouZi ke stanoveni HCV RNA ve
zkuSebnim vzorku.

Volba terce

Volba tercové sekvence RNA pro HCV zavisi na vytipovéni takovych oblasti v genomu
HCV, kde se mezi jednotlivymi genotypy HCV sekvence v maximalni mife
zachovavall.12, To znamena, Ze pro schopnost testu detekovat vSechny genotypy
ma zéasadni dilezitost spravna volba primert i sondy (viz Cast ,, Charakteristika
neklinickych funkcnich parametrii, Genotypovd amplifikace HCV*). Bylo
zjiSténo, Ze mezi znidmymi genotypy HCV se sekvence RNA v nejvySSi mife
zachoviava v 5-UTR (untranslated region) oblasti genomu HCV. V soupravé
COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 se k definovani sekvence
244 nukleotidi ve vysoce konzervovaném 5'-UTR genomu HCV pouZivaji
primery KY78 a KY808. Sekvence sondy a sekvence primeru se nachazeji v nejvice
zachovanych doménéch oblasti 5'-UTR13.

Reverzni transkripce

Reakce reverzni transkripce a amplifikace se provadi pomoci tepelné stdlé DNA
polymerazy rekombinantniho enzymu Thermus thermophilus (xTth pol). Za pritomnosti
dvojmocného manganu (Mn?+) a za pfiznivych pufrovacich podminek vykazuje
rTth pol aktivitu jak reverzni transkriptdzy, tak DNA polymerazy!0. Diky tomu
miZe reverzni transkripce a PCR amplifikace probihat v téZe reak¢éni smési.

Zpracovavané vzorky se priddvaji do amplifikacni smési v amplifika¢nich
zkumavkach (A-zkumavkach), v nichZ probiha jak reverzni transkripce, tak PCR
amplifikace. Downstream neboli antisense primer (K'Y78) je na 5' konci biotinylovén;
zatimco upstream C¢ili sense primer (K'Y80) biotinylovan neni. Reak¢éni smés se
zahteje, aby se downstream primer mohl napojit specificky na teré¢ovou RNA HCV
a na kvantifikacni standard RNA HCV. Za pfitomnosti Mn2+ a nadbytku
deoxynukleosid-trifosfati (ANTPs), vcetné trifosfatd deoxyadenosinu, deoxyguanosinu,
deoxycytidinu a deoxyuridinu (namisto deoxythymidinu) prodluzuje r7th pol
napojeny primer a vytvaii fetézec DNA (cDNA) komplementarni viici ter¢ové RNA.

Amplifikace terce

Po reverzni transkripci RNA HCV ter¢e a RNA HCV Quantitation Standard
se reakéni smés zahfeje, aby se RNA:cDNA hybrid denaturoval a exponovaly
se sekvence primerového terce. Béhem ochlazovani smési se upstream primer (K'Y80)
pripojuje specificky k fetézci cDNA, r7th pol primer prodluzuje a syntetizuje se druhy
fetézec DNA. Tim se ukoncuje prvni cyklus PCR, ktery poskytuje dvouretézcovou
DNA kopii ter€ové oblasti RNA HCV a RNA HCV Quantitation Standard. Reak¢ni
smes se opét zahfeje k oddéleni vysledné dvouretézcové DNA a exponovani sekvenci
primerového terée. Béhem ochlazovani se primery KY78 a KY80 napojuji na
tercovou DNA. r7th pol za pfitomnosti Mn?+ a nadbytku dNTPs prodluZuje napojené
primery podél ter€ovych templati a vytvari molekulu dvoufetézcové DNA s 244 pary
bazi, kterdA se nazyva amplikon. COBAS AMPLICOR Analyzer tento postup
automaticky opakuje ve stanoveném poctu cykld, pricemz v kazdém cyklu se mnoZzstvi
amplikonové DNA efektivné zdvojnasobuje. PoZadovany pocet cykl se na pristroji
COBAS AMPLICOR Analyzer pfedem naprogramuje. Amplifikace probiha pouze
v oblasti genomu HCV mezi primery, cely genom amplifikovan neni.
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Hybridizacni reakce

Detekéni reakce

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace ter¢ové nukleové kyseliny z klinického vzorku se u soupravy
COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 dosahuje pouZitim enzymu
AmpErase® (uracil-N-glykosyldza) a deoxyuridintrifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase
rozpozna a katalyzuje rozklad fetézci DNA obsahujicich deoxyuridin!4, ale nikoli
DNA obsahujici deoxythymidin. Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje,
je vSak vzdy pfitomen v amplikonu diky tomu, Ze se jako jeden z ANTP v Cinidle
Master Mix misto deoxythymidintrifosfatu pouziva deoxyuridintrifosfat; proto je
deoxyuridin obsaZen pouze v amplikonu. V dusledku pfitomnosti deoxyuridinu je
kontaminujici amplikon citlivy va¢i destrukci enzymem AmpErase pred amplifikaci
tercové DNA. AmpErase, jenZ je soucasti ¢inidla Master Mix, katalyzuje St€peni
DNA obsahujici deoxyuridin na deoxyuridinovych zbytcich otevienim deoxyribézového
fetézce v poloze C1. Béhem zahtivani v prvnim tepelném cyklu pfi alkalickém pH
¢inidla Master Mix se DNA fetézec amplikonu $té€pi v poloze deoxyuridinu, ¢imz
se tato DNA stava neamplifikovatelnou. Pfi teplotich nad 55°C, tedy b&hem
tepelného cyklovéni, je AmpErase inaktivni, a proto ter¢ovy amplikon nerozklada.
Po amplifikaci se pfipadny zbytkovy enzym denaturuje pfidavkem denatura¢niho
roztoku, ¢imz se predchazi degradaci tercového amplikonu. Je prokdzano, Ze enzym
AmpErase v soupravé COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 inaktivuje
minimalné 103 kopii deoxyuridin-obsahujiciho HCV amplikonu na jednu PCR.

Po PCR amplifikaci nadavkuje piistroj COBAS AMPLICOR Analyzer do A-zkumavek
automaticky denaturacni roztok, aby se HCV amplikon a HCV Quantitation Standard
amplikon chemicky denaturovaly a vytvofily jednofetézcovou DNA. K dosaZeni
kvantitativnich vysledk v Sirokém dynamickém rozmezi fedi COBAS AMPLICOR
Analyzer denaturovany amplikon sériové v detekénich kelimcich (D- kelimcich).
Ke kazdému ze Ctyt zfedénych roztokd amplikonu HCV resp. ze dvou ziedénych
roztokl kvantifikacniho standardu HCV se ptida suspenze magnetickych ¢astic
potaZenych oligonukleotidovou sondou specifickou pro dany amplikon, tj. KY 150
pro amplikon HCV nebo SK535 pro kvantifikacni standard HCV. Biotinem
znaeny amplikon je hybridizovan k ter¢ové specifické oligonukleotidové sondé
vazané na magnetické Céstice. Pro kazdé kvantitativni stanoveni je zapotiebi Ctyt
nezavislych méfeni absorbance ¢inidla za pouziti suspenze sondy HCV a dvou
méfeni absorbance za pouZiti suspenze sondy pro kvantifika¢ni standard HCV.

Po hybridizacni reakci oplaichne COBAS AMPLICOR Analyzer v D-kelimku
magnetické ¢astice, aby se odstranil nenavazany materidl, a nasledné prida konjugét
avidinu s kifenovou peroxiddzou. Konjugit avidinu s kifenovou peroxiddzou se
navdZe na biotinem znaCeny amplikon hybridizovany k tercov€ specifickym
oligonukleotidovym sonddm navdzanym na magnetické Castice. Nenavazany
konjugat pak pfistroj COBAS AMPLICOR Analyzer oplachnutim magnetickych
¢astic odstrani a do kaZzdého D-kelimku pfida roztok substratu obsahujici peroxid
vodiku a 3,3'.,5,5'-tetramethylbenzidin (TMB). Za pfitomnost peroxidu vodiku
katalyzuje navazana kienova peroxiddza oxidaci TMB na barevny komplex, jehoZ
absorbanci pfistroj COBAS AMPLICOR Analyzer proméfuje pii 660 nm.
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HCV MONITOR, v2.0

HCV RNA Quantitation

COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 stanovuje RNA viru HCV
pomoci druhé ter¢ové sekvence (kvantifikacni standard HCV), ktery je do testovaného
vzorku pfidan ve znamé koncentraci. Kvantifika¢ni standard HCV je neinfek¢ni
molekula RNA transkribovand 351 nukleotidy in vitro s oblastmi vazby primeru
stejnymi jako v terCové sekvenci HCV. Kvantifikacni standard HCV obsahuje
vazebna mista pro primer KY78 a KY80 a vytvéii amplifika¢ni produkt téZe délky
(244 bazi) a sloZeni bazi jako v ter¢ové RNA HCV. Oblast vazajici sondu
v kvantifika¢nim standardu HCV je modifikovana tak, aby se tento amplikon
odlisil od ter¢ového amplikonu HCV. Kvantifikac¢ni standard HCV je standardizovan
vici mezinarodnimu standardu HCV WHO pro NAT Testing 96/790 a koncentrace
se vyjadiuje v mezinarodnich jednotkach (International Units)!5 (IU)/PCR.

V linearni oblasti testu je absorbance u 660 nm (Agg) D-kelimku umérna
mnoZzstvi amplikonu HCV resp. amplikonu kvantifika¢niho standardu HCV v ném.
Ptistroj COBAS AMPLICOR Analyzer nejprve vypocita absorbanci celkového
HCV a kvantifika¢niho standardu HCV vynasobenim absorbance D-kelimku
faktorem zifedéni amplikonu v daném D-kelimku, a potom vybere D-kelimek o nejvyssi
celkové absorbanci. Vypoctend celkova absorbance je imérnd mnoZstvi RNA
HCV nebo RNA kvantifikaéniho standardu HCV v dané reakci reverzni
transkripce/PCR amplifikace. MnoZstvi HCV RNA ve vzorku se pak vypocte z poméru
celkové absorbance HCV k celkové absorbanci kvantifika¢niho standardu HCV
a vstupniho poctu molekul RNA kvantifikacniho standardu HCV podle rovnice:

Celkova QS A660

[Celkové HCV Aﬁﬂ 118 x vstupni HCV QS TU/PCR x 200 = HCV RNA IU/ml

kde:

Celkova HCV Agq, = vypoctend celkova absorbance amplikonu HCV
Celkova QS Agyy = vypoctend celkova absorbance amplikonu
kvantifikacniho standardu

Vstupni HCV QS TU/PCR = pocet mezinirodnich jednotek kvantifikaéniho standardu

v kazdé reakci; tento udaj je specificky pro danou Sarzi
200 = prepocitavaci faktor pro prevod z IU/ml na IU/ml
1,18 = Upravovaci faktor
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Cinidla

COBAS AMPLICOR HCM 48 kvantitativnich P/N: 21118404 123
HCV MONITOR™ Test, v2.0 stanoveni ART: 11 1840 4
US: 83363

Specimen Preparation Reagents HCM PREP

Pfiprava vzorku ¢inidla

HCM LYS, v2.0 4x 6,9 ml
(Cinidlo pro lyzu HCV MONITOR, verze 2.0)

Pufr Tris-HCl

68% Guanidinthiokandt

3% Dithiothreitol

< 1% Glykogen

: : 68% hm. guanidinthiokyanat

Zdravi Skodlivy

Xn

HCM QS, v2.0 4x 0,1 ml
(Kvantifika¢ni standard HCV MONITOR, verze 2.0)

< 0,001% neinfekéni RNA transkribovana in vitro

(mikrobidlni) obsahujici sekvence vazajici
HCYV primer specifickou sondu vazajici oblast

< 0,005% poly rA RNA (syntetickd)

EDTA

0,05% azid sodny

HCM DIL, v2.0 4x12ml
(Redidlo pro vzorky HCV MONITOR, verze 2.0)

Pufr Tris-HCl

< 0,005% poly rA RNA (syntetickd) EDTA

0,05% azid sodny

Control Reagents HCM CTL

Kontrolni ¢inidla

NHP 4x 0,6 ml
[Negativni plazma (lidskd)]
Lidska plazma nereaktivni, pouZivana pfi testech
licencovanych US FDA na protilatky proti HCV,
protilatky proti HIV-1/2, antigen HIV p24 a HBsAg;
HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA
nedetekovatelnymi metodami PCR.
0,1% ProClin® 300

HCV (-) C, v2.0 4x0,1 ml
[Kontrola HCV (-), verze 2.0]

< 0,005% poly rA RNA (syntetickd)

EDTA

0,05% azid sodny
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HCV MONITOR, v2.0

HCV L(+)C, v2.0 4x0,1 ml
[Nizka (+) kontrola HCV MONITOR, verze 2.0]
< 0,001% neinfekéni RNA transkribovana in vitro
(mikrobidlni) obsahujici sekvence HCV
< 0,005% poly rA RNA (syntetickd)
EDTA
0,05% azid sodny

HCV H(+)C, v2.0 4x 0,1 ml
[Vysoka (+) kontrola HCV MONITOR, verze 2.0]
< 0,001% neinfekéni RNA transkribovana in vitro
(mikrobidlni) obsahujici sekvence HCV
< 0,005% poly rA RNA (syntetickd)
EDTA
0,05% azid sodny

Amplification Reagents
Amplifika¢ni ¢inidla
HCM MMX, v2.0 4x 0,7 ml
(Master Mix HCV MONITOR, verze 2.0)
Bicinovy pufr
16% DMSO
glycerol
< 0,01% rTth DNA polymerdza (rTth 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 (mikrobiélni)
0,05% azid sodny

HCM Mn2+, v2.0 4x0,1 ml
(Manganaty roztok HCV MONITOR, verze 2.0)

< 2% mangan

Kyselina octova

Amarantové barvivo

0,05% azid sodny

Specific Detection Reagents HCM DK
Specificka detek¢ni ¢inidla
AD3 2 x 75 testl

(Redici ¢inidlo na amplikon)
EDTA
0,8% hydroxid sodny

Xi x 0,8% hm. hydroxid sodny

Drazdivy

5/2003, Revision 5.0

COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 /45



CM PS1, v2.0 2 x 100 testt
(Suspenze sondy HCV MONITOR 1, verze 2.0)
MES pufr
< 0,4% suspenze paramagnetickych ¢astic Dynabeads® potazenych
HCV-specifickou oligonukleotidovou sondou (KY150)
0,09% azid sodny

CM4, v2.0 2 x 100 testt
(Suspenze sondy HCV MONITOR 2, verze 2.0)

Pufr s fosforeCnanem sodnym

< 0,2% solubilizator

34,7% thiokyanat sodny

X

Zdravi Skodlivy

Xn 34,7% hm. thiokyanat sodny

CQ PS1, v2.0 1 x 100 testt
(Suspenze sondy kvantifika¢niho standardu HCV MONITOR 1,
verze 2.0)
MES pufr
< 0,2% suspenze Dynabeads (paramagnetické ¢astice) potaZenych
oligonukleotidovou zachytovou sondou SK535 specifickou pro
kvantifikacni standard HCV

0,09% azid sodny
CQ4, v2.0 1 x 100 testt
(Suspenze sondy kvantifika¢niho standardu HCV MONITOR 2,
verze 2.0)

Pufr s fosforeCnanem sodnym
< 0,2% solubilizator
24,9% thiokyanat sodny

Generic Detection Reagents

Genericka detek¢ni Cinidla

DN4 1 x 100 testa
(Denaturacni roztok)

1,6% hydroxid sodny

EDTA

Thymolova modf

Xi : : 1,6% hm. hydroxid sodny

Drazdivy

CN4 3 x 100 testa
(Konjugét avidinu s kienovou peroxidazou)

Pufr Tris-HCI

< 0,001% konjugat avidinu s kifenovou peroxiddzou

Bovinni serumalbumin (sav¢i)

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

0,1% fenol

1% ProClin 150
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HCV MONITOR, v2.0

SB3
(Substrat A)

5 x 75 testa

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

SB
(Substrat B)

5x5ml

0,1% 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB)
40% dimethylformamid (DMF)

S

Toxicky

40% hm. dimethylformamid (DMF)

R: 61-20/21-36 Muze poskodit plod. Pfi vdechovani

a styku s pokozkou je zdravi Skodlivy.
Drézdi oci.

S:53-45 Vyhnéte se expozici — pred pouZitim si
vyZadejte specidlni pokyny. V piipadé
nehody nebo citite-li se nedobfe,
vyhledejte okamzité 1ékarskou pomoc
(pokud moZno ukaZte Stitek).
COBAS AMPLICOR 500 testd  P/N: 20759899 123
Wash Buffer ART: 07 5989 9
COBAS AMPLICOR Promyvaci pufr US: 83314
WB 2 x 250 testl

(10X-promyvaci koncentrat)
< 2% fosfatovy pufr
< 9% chlorid sodny

EDTA

< 2% detergent
0,5% ProClin 300

Upozornéni a bezpecnostni pokyny

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

Test se pouzivd pouze s lidskym sérem nebo plazmou odebranou
v antikoagulantech EDTA nebo ACD. Heparin inhibuje PCR a pri tomto
postupu je jeho pouziti zakazano.

Nepipetovat usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekuite. Pfi manipulaci se
vzorky a reagenciemi ze soupravy noste ochranné rukavice na jedno pouZiti,
laboratorni plast a prostfedek ochrany o¢i. Po praci se vzorky a zkuSebnimi
Cinidly si dikladné umyjte ruce.

Pii odebirani alikvotnich podilt z lahvicek s ¢inidly dbejte, aby nedoslo k mikrobialni
nebo ribonukleazové kontaminaci. Doporucuje se pouzivat sterilni pipety na jedno
pouZiti a $picky na pipety prosté RNazy.
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Poznamka:

Nesmésujte dohromady ¢inidlo z riiznych $arzZi, ani z riznych lahvicek téZe Sarze.

Nespotiebovana ¢inidla a odpad likvidujte v souladu s celostdtnimi 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, od predamplifikaéniho
prostoru smérem k poamplifikacnimu prostoru (amplifikace/detekce). Predamplifikacni
¢innosti zacinaji pripravou ¢inidel a postupuji k ptipravé vzorka. Latky a vybaveni
se musi pfifadit jednotlivym predamplifikacnim ¢innostem a nesméji se pouzivat
k jinym ¢innostem, ani pfenisSet mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve v§ech
prostorech je tfeba nosit rukavice, které se pred opuSténim prostoru vymeéni.
Vybaveni a materidly pro pfipravu ¢inidla se nesméji pouzivat k pfipravé vzorki,
ani pro pipetovani nebo zpracovani amplifikované DNA ¢i jinych zdroji terCové DNA.
Poamplifika¢ni materidly a vybaveni musi vzdy zistat v poamplifikacnim prostoru.

Se vzorky je tieba zachazet jako s infekénimi a pouzivat odpovidajici laboratorni
postupy, naptiklad jak jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories!6 nebo v dokumentu NCCLS M29-A!7. Vsechny plochy
diikladné ocistéte a vydezinfikujte cerstvé pripravenym 0,5% roztokem chlornanu
sodného v deionizované nebo destilované vode.

Beézné belici 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.

POZOR: Souprava obsahuje slozku (NHP) odvozenou z lidské krve. Zdrojovy
material byl analyzovan pomoci testil schvalenych US FDA a byl shledan nereaktivnim
vuci protilatkdm proti HCV, protilatkdm proti HIV-1/2, antigenu HIV p24
a povrchovému antigenu hepatitidy B (HBsAg). Testovani negativni lidské plazmy
metodami PCR neprokazalo Zadné detekovatelné HIV-1 RNA, HCV RNA ani
HBYV DNA. Ov§em Zadna znama testovaci metoda nepredstavuje dokonalou zaruku,
7e se s derivity z lidské krve neptfenesou néjaké infekcni latky. Proto je tfeba
povazovat vSechen material lidského pivodu za potencidlné infekéni. S NHP je
tfeba zachézet jako s infekénim a pfi praci s nim je nutno uplatiiovat bezpené
laboratorni postupy, napfiklad ty, které jsou uvedeny v publikaci Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories© nebo v dokumentu NCCLS M29-Al7,
VSechny plochy diikladné ocistéte a vydezinfikujte Cerstvé piipravenym 0,5%
roztokem chlornanu sodného v deionizované nebo destilované vodé.

HCM QS, v2.0; HCM DIL, v2.0; HCM MMX, v2.0; HCM Mn2+, v2.0;
HCV (-) C, v2.0; HCV L(+)C, v2.0; HCV H(+)C, v2.0; CM PS1, v2.0 a CQ PS1, v2.0
obsahuje azid sodny. Ten miZe reagovat s kovovym olovem nebo médi instalacnich
trubek za tvorby vysoce vybusnych kovovych azidi. Budete-li tedy vylévat roztoky
obsahujici azid do laboratorni vylevky, splachnéte je velkym objemem vody, aby se
azid nemohl nikde usadit.

Pfi praci s HCM LYS, v2.0; HCM MMX, v2.0; HCM Mn2+, v2.0; DN4, AD3,
CM4, v2.0; CQ4, v2.0; CN4, SB3, SB a pracovnim substratem (smésné ¢inidlo SB3
s SB) noste prostiedky ochrany zraku, laboratorni plast a rukavice na jedno pouZiti.
Dbejte, aby se tyto materidly nedostaly do styku s pokoZkou, o¢ima nebo sliznicemi.
Pokud ke styku dojde, okamzit€ postiZzenou oblast omyjte velkym mnoZstvim vody.
Pokud byste tuto péci zanedbali, mohly by se vyvinout popéleniny. JestliZze se
nékteré Cinidlo rozlije nebo rozsype, pred vytienim dosucha je zfedte vodou.
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HCV MONITOR, v2.0

Dbejte, aby se SB ani pracovni substrat nedostal do styku s pokozkou nebo
sliznicemi. Pokud se néktera 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 dikladn¢ vodou a mydlem a vyhledejte okamzité 1ékarskou pomoc.

Dbejte, aby se HCM LYS, v2.0, ktery obsahuje guanidinthiokyanat, ani CM4, v2.0
nebo CQ4, v2.0, které obsahuji thiokyanat sodny, nemohly dostat do styku
s roztokem chlornanu sodného (bélidlo). Ze smési by se mohl uvoliiovat vysoce
toxicky plyn.

Vzorek i kontrolni prepardt se musi uchovivat ve zkumavkich se Sroubovacim
uzévérem, aby nemohl vystiiknout a aby nemohlo dojit ke vzajemné (kiiZové)
kontaminaci vzorkl.. Zkumavky s nasazovacim uzdvérem nepouZivejte.

Pozadavky na skladovani a manipulaci

Reagencie nezmrazujte.

HCM LYS, v2.0; HCM QS, v2.0 a HCM DIL, v2.0 uchovavejte pii teploté
2-8°C. Pokud jsou tato ¢inidla neoteviend, jsou stabilni aZ do vyprSeni doby
pouZzitelnosti, jeZ je na nich uvedena. Po otevieni je tfeba nespotfebovanou ¢ast
zlikvidovat.

V ¢inidle HCM LYS, v2.0 se béhem skladovani pfi teploté 2—8°C tvori sraZenina.
Pred pouZitim srazeninu rozpustte zahfatim HCM LYS, v2.0 na teplotu 25-37°C.
Zahfivejte ji maximalné 30 minut a potom kapalinou dikladné michejte, dokud se
krystalky nerozpusti. Pred pouZitim si kaZdou lahvickou HCM LYS, v2.0
prohlédnéte proti bilému podkladu a sledujte, jestli nezpozorujete Zluté zabarveni
nebo zndmky netésnosti. Pokud Zlutou barvu nebo zndmky netésnosti Zjistite,
lahvicku k testovdni nepoutijte a vyZddejte si od mistniho zastoupeni firmy Roche
ndhradu. Po otevieni je tieba nespotiebovanou ¢ast zlikvidovat. Pracovni Cinidlo
pro lyzu, pripravené tak, ze se k HCM LYS, v2.0 pridal HCM QS, v2.0 , se
uchovava za pokojové teploty a musi se spotiebovat do 4 hodin od pfipravy.

HCM MMX, v2.0 a HCM Mn2+, v2.0 uchovavejte pfi teplot¢ 2-8°C. Cinidla
jsou stala do vyprSeni vyznalené doby pouZitelnosti. Po otevieni je tfeba
nespotiebovanou c¢ast zlikvidovat. Pracovni Master Mix (pfipraveny pridinim
HCM Mn?+, v2.0 Kk HCM MMX, v2.0) se uchovava pii teploté 2-8°C a je tfeba
je pouzit do 4 hodin od pfipravy.

NHP, HCV (-) C, v2.0; HCV L(+)C, v2.0 a HCV H(+)C, v2.0 uchovavejte pri
teploté 2-8°C. Cinidla jsou stdld do vyprSeni vyznatené doby pouZitelnosti.
Po otevieni je tfeba nespotifebovanou ¢ast zlikvidovat.

AD3 uchovavejte za teplot 2-25°C. Po vloZeni do pristroje COBAS AMPLICOR
Analyzer je AD3 pii teplot¢ 2-8°C staly 30 dni nebo do vyprSeni doby
pouzitelnosti, podle toho, ktera doba je kratsi. AD3 se da pouZit maximalné na Ctyfi
24-hodinové pfistrojové cykly a mezi cykly se musi uchovavat pfi teploté 2—8°C.

Uchovévejte CM PS1, v2.0 a CM4, v2.0 pii teploté 2-8°C. Cinidla jsou stdld do
vyprseni vyznacené doby pouzitelnosti. Po smiseni CM PS1, v2.0s CM4, v2.0 je
pracovni ¢inidlo pfi teploté 2—8°C stdlé 30 dni. Da se pouZit nanejvys na Ctyfi
24-hodinové pfistrojové cykly a mezi cykly se musi uchovévat pfti teploté 2—-8°C.
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Dodané materialy

CQ PS1, v2.0 a CQ4, v2.0 uchovavejte pii teploté 2-8°C. Cinidla jsou stala do
vyprseni vyznacené doby pouzitelnosti. Po smiseni CQ PS1, v2.0 s CQ4, v2.0 je
pracovni ¢inidlo pfi teploté 2-8°C stalé 30 dni. D4 se pouZit nanejvys na Ctyfi
24-hodinové piistrojové cykly a mezi cykly se musi uchovavat pfi teploté 2-8°C.

Uchovavejte DN4 za teplot 2-25°C. DN4 je staly do vyprSeni vyznacené doby
pouZzitelnosti. Po otevieni je pfi teploté 2—-8°C stalé 30 dni nebo do vyprSeni doby
pouzitelnosti, podle toho, kterd doba je kratsi. DN4 se d4 pouZzit maximalné na
¢tyfi 24-hodinové piistrojové cykly a mezi cykly se musi uchovavat pfi teploté
2-8°C.

CN4 uchovavejte pii teploté¢ 2—-8°C. CN4 je stilé do vyprSeni vyznacené doby
pouZzitelnosti. Po otevieni je pfi teploté 2—-8°C stalé 30 dni nebo do vyprSeni doby
pouzitelnosti, podle toho, kterd doba je kratsi. CN4 se d4 pouZzit maximalné na
Ctyfi 24-hodinové pfistrojové cykly a mezi cykly se musi uchovavat pfi teploté
2-8°C.

SB3 a SB uchovévejte pfi teploté 2-8°C. Neoteviena jsou tato Cinidla stala do
vyprseni vyznacené doby pouZitelnosti. Pracovni substrat se pfipravuje smisenim
SB3 s SB denné. Pracovni substrat je v pfistroji COBAS AMPLICOR Analyzer
staly 16 hodin. SB3, SB ani pracovni substrat nesmi pfijit do styku s kovy ani
s oxida¢nimi ¢inidly a nesmi se vystavovat pfimému svétlu.

WB uchovavejte za teplot 2-25°C. WB je stidlé do vyprSeni vyznacené doby
pouzitelnosti. Pred zfedénim WB prohlédnéte a zpozorujete-li sraZeninu,
kapalinu zahfejte na 30-37°C, aby se sraZenina rozpustila. Pracovni promyvaci
pufr (1X), pripraveny zfedénim cinidla WB destilovanou nebo deionizovanou
vodou v poméru 1:10, se v rezervoaru promyvaciho pufru pristroje COBAS AMPLICOR
uchovéva za teplot 2-25°C, kdy je staly 2 tydny ode dne piipravy.

Caste¢né spotiebovand detekéni ¢inidla uchovévejte mezi jednotlivymi méfenimi
pti teplot¢ 2-8°C. Pred vloZenim do pfistroje COBAS AMPLICOR Analyzer
zkontrolujte, zda otevienym nebo pracovnim ¢inidlim neuplynula doba pouZitelnosti.

COBAS AMPLICOR P/N: 21118404 123
HCV MONITOR Test, version 2.0 ART: 11 1840 4

HCM PREP US: 83363

Specimen Preparation Reagents
Pfiprava vzorku ¢inidla

HCM LYS, v2.0

(Cinidlo pro lyzu HCV MONITOR, verze 2.0)
HCM QS, v2.0

(Kvantifika¢ni standard HCV MONITOR, verze 2.0)
HCM DIL, v2.0

(Redidlo pro vzorky HCV MONITOR, verze 2.0)
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HCV MONITOR, v2.0

Control Reagents HCM CTL

Kontrolni ¢inidla

NHP

[Negativni plazma (lidskd)]

HCV (-) C, v2.0

[Kontrola HCV (-), verze 2.0]

HCV L(+)C, v2.0

[Nizka (+) kontrola HCV MONITOR, verze 2.0]
HCV H(+)C, v2.0

[Vysoké (+) kontrola HCV MONITOR, verze 2.0]

Amplification Reagents HCM AMP

Amplifika¢ni ¢inidla

HCM MMX, v2.0
(Master Mix HCV MONITOR, verze 2.0)

HCM Mn?+, v2.0
(Manganaty roztok HCV MONITOR, verze 2.0)

Specificka detekéni Cinidla HCM DK

Specificka detek¢ni Cinidla

AD3

(Redici ¢inidlo na amplikon)

CM PS1, v2.0

(Suspenze sondy HCV MONITOR 1, verze 2.0)

CM4, v2.0

(Suspenze sondy HCV MONITOR 2, verze 2.0)

CQ PS1, v2.0

(Suspenze sondy kvantifikaéniho standardu HCV MONITOR 1, verze 2.0)
CQ4, v2.0

(Suspenze sondy kvantifikaéniho standardu HCV MONITOR, verze 2.0)

Generic Detection Reagents

Genericka detek¢ni ¢inidla

DN4

(Denaturacni roztok)

CN4

(Konjugat avidinu s kfenovou peroxiddzou)
SB3

(Substrat A)

SB

(Substrat B)

COBAS AMPLICOR

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

WB
(10X-promyvaci koncentrat)
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Potrebné materialy, jez nejsou soucasti dodavky

Predamplifikce — prostor pro pripravu ¢inidel
—  A-kruh COBAS AMPLICOR osazeny dvanacti A-zkumavkami (ART: 10 4563 6)
—  Drzak A-kruhu COBAS AMPLICOR

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

—  Pipetory (objem 50 ul a 100 pl)* s aerosolovou bariérou nebo RNézy prostymi
Spickami s pozitivnim posuvem

— Rukavice na jedno pouZiti bez prasku
Predamplifikace — prostor pro pripravu vzorku a kontroly

— 1,5 ml polypropylenové zkumavky se Sroubovacim uzdvérem sterilni,
nesilikonované, konické (Sarstedt 72,692,005 nebo ekvivalent)**

— Stojany na zkumavky (Sarstedt 93,1428 nebo ekvivalent)

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

—  Izopropyl alkohol Eistoty p.a.
—  Sterilni transferové pipety s jemnou $pickou prosté RNazy
—  Sterilni polystyrenové sérologické pipety na jedno pouZiti (5 ml, 10 ml a 25 ml)

—  Pipetory (objem 50 pl, 100 pl, 400 pl, 500 pl a 1000 pl)* s aerosolovou
bariérou nebo Spickami s pozitivnim posuvem prostymi RNazy

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

—  Vifivy mixer

—  60°C = 2°C s horkovzdu$nym ohfevem

— Rukavice na jedno pouZiti bez prasku

Poamplifikace — prostor pro amplifikaci/detekci

— COBAS AMPLICOR Analyzer a tiskdrna

—  Ptirucka ,,Operator’s Manual “ k ptistroji COBAS AMPLICOR Analyzer
—  Method Manual for the COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0
—  Racks of D-cups (ART: 10 4564 4)

—  Destilovana nebo deionizovana voda

—  Serologické pipety 5 ml

—  Vifivy mixer

— Rukavice na jedno pouZiti bez prasku

*  Pipetory museji byt pfesné na 3 % jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno,
musi byt pouZita aerosolova bariéra nebo $picky s pozitivnim posuvem prosté
RNazy, aby se zabranilo vzdjemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

**% Na vzorek a kontrolni preparat se pouZivaji zkumavky se Sroubovacim
uzavérem, aby se predeslo mozné vzajemné kontaminaci vzorkll a kontrol.
Zkumavky s nasazovacim uzdvérem nepouZivejte.
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HCV MONITOR, v2.0

Odbér, preprava a skladovani vzorku

Poznamka

Odbér vzorku

Pieprava vzorka

Skladovani vzorku

Se v§emi vzorky je tieba zachdzet jako s infekcnimi.

Souprava COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 se pouZivd pouze na
vzorky séra nebo plazmy. Krev se odebira do zkumavek SST® (Serum Separation
Tubes) nebo do sterilnich zkumavek za pouZziti EDTA (vrSek levandulové barvy)
nebo ACD (vriek 7luté barvy) jako antikoagulantu. Vzorky antikoagulované
heparinem jsou pro tento test nevhodné. Celou krev uchovavejte pii teploté
2-25°C maximélné 6 hodin.

Sérum nebo plazmu z krve separujte do 6 hodin od odbéru, a to odstfedovanim pfi
800-1600 x g po dobu 20 minut za pokojové teploty. a pfevedte je do sterilni
polypropylenové zkumavky.

Pti prepravé celé krve, séra nebo plazmy je tfeba dodrZovat celostatni resp. mistni
predpisy o dopravé etiologickych latek17. Cela krev se prepravuje za teplot 2-25°C
a musi se zpracovat do 6 hodin od odbéru. Sérum nebo plazma se miiZe prepravovat
pfi teploté 2—-8°C nebo ve zmrazeném stavu pfi teploté —70°C nebo niZsi.

Vzorky séra nebo plazmy se mohou uchovavat pii teploté 2—8°C po dobu az
72 hodin nebo ve zmrazeném stavu pii teplot€ —70°C nebo nizsi. 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 72.692.005).
Studiemi provedenymi na pracovisti se prokdzalo, Ze vzorky séra a plazmy je
mozno az dvakrat zmrazit a rozmrazit, aniZ by doslo k ubytku HCV RNA.

Navod k pouziti

Poznamka

Poznamka

Poznamka

Poznamka

Poznamka

MnoZstvi pro jedno méreni

Podrobny provozni ndvod viz v prirucce ,,Operator’s Manual“ k pristroji
COBAS AMPLICOR Analyzer.

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

Vzorky séra a plazmy museji mit pred pouZitim teplotu okoli.

Kde je tak uvedeno, pouZivejte pipetory s aerosolovou bariérou nebo se Spickami
s pozitivnim posuvem. Ddvejte obzvldStni pozor, abyste zajistili selektivni
amplifikaci.

Vzorky i kontrolni prepardt se musi uchovdvat ve zkumavkdch se Sroubovacim
uzdvérem, aby nemohly vystiiknout a aby nemohlo dojit ke vzdjemné (kiiZové)
kontaminaci vzorkit a kontrol. Zkumavky s nasazovacim uzdvérem nepouzivejte.

KaZzda souprava obsahuje dostate¢né mnoZstvi Cinidla na Ctyfi 12-testova méfeni,
kterda mohou probihat zvlast nebo soucasné. Kazdé meéfeni musi zahrnovat
minimélné po jednom replikatu HCV (-) Control, HCV MONITOR Low (+) Control
a HCV MONITOR High (+) Control (viz ¢ast ,, Kontrola jakosti*).

Cinidla pro p¥ipravu vzorku a amplifikaci jsou balena v 12-testovych lahvickach
na jedno pouziti. Pro co nejefektivnéjsi vyuZiti je vhodné zpracovavat Cinidla,
vzorky 1 kontroly v davkéch, jeZ jsou ndsobky dvanicti.
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Pracovni tok

Priprava ¢inidel

Vzorek a kontrola
Priprava

Poznamka

Poznamka

Poznamka

COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 se da provést béhem jednoho
nebo dvou dnii. Pokud se ma test provést béhem jednoho pracovniho dne,
postupuje se podle pokynlt v castech Priprava cinidel a kontrol, a Reverzni
transkripce, amplifikace a detekce v tomto poradi. Test 1ze také provést v pribéhu
dvou dnt. V takovém pfipadé se prvni den provede Priprava vzorkii a kontrol
a priSti den se pokraCuje postupy Priprava cinidel a Reverzni transkripce,
amplifikace a detekce.

Chcete-li prvni den provést pfipravu vzorkti a kontrol a druhy den reverzni
transkripci, amplifikaci a detekei, provedte z Pripravy vzorkii a kontrol kroky 1 az 14
a zpracované vzorky a kontroly uloZte podle kroku 14. Druhy den zacnéte
Pripravou cinidel, potom zpracované vzorky a kontroly rozmrazte na pokojovou
teplotu a pokracujte v Pripravé vzorkii a kontrol, krok 15, a postupujte dale
k Reverzni transkripci, Amplifikaci a Detekci.

Provadi se: Pfredamplifikce — prostor pro pripravu ¢inidel

1. Stanovte potfebny pocet A-kruht pro testovani pacientova vzorku a kontroly.
Ulozte A-kruh(y) do drzaku(d).

2. Pfipravte pracovni Master Mix odméfenim 100 ul HCV Mn2+, v2.0 do jedné
lékovky HCV MMX, v2.0. Objem Master Mix neni tfeba mérit. Odmérte
100 ul HCM Mn2?+, v2.0 do celé lékovky HCM MMX, v2.0. Zkumavku opét
uzaviete a dobfe promichejte tak, Ze ji 10-15-krat obratite dnem vzhuru.
Vifeni k promiseni pracovniho Master Mix nepouzivejte. RiZové barvivo
v HCM Mn2+, v2.0 slouzi ke kontrole, ze byl HCM Mn?+, v2.0 k HCM
MMX, v2.0 skute¢né pfidan. Nespotiebovany HCM Mn2+, v2.0 zlikvidujte.
Pracovni Master Mix se uchovava pii teploté 2—8°C a musi se spotifebovat do
4 hodin od pfipravy.

3. Do kazdé A-zkumavky odméite 50 pl pracovniho Master Mix za pouZiti
opakovaciho pipetoru nebo pipetoru s aerosolovou bariérou nebo se Spickou
s pozitivnim posuvem. Tentokrét Cepicky A-zkumavek nezavirejte.

4. A-kruh(y) s pracovnim Master Mix vloZte do té€sné uzaviratelného plastového
vaku a vak bezpecné té€sné uzaviete. Premistéte A-kruh(y) s pracovnim
Master Mix do prostoru Preamplifikace — priprava vzorku a kontroly. UloZte
A-kruh(y) obsahujici pracovni Master Mix do prostoru Predamplifikace — pfiprava
vzorku a kontroly — pri teploté 2—-8°C do doby, neZ bude piiprava vzorku a kontroly
hotova. Pracovni Master Mix v A-zkumavkéch zatavenych v plastovém vaku je
pti teploté 2—8°C staly Ctyti hodiny.

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

K amplifikaci zpracovanych vzorkit a kontrol provedte nejprve kroky uvedené
v cdsti ,,Priprava cinidel“. Nechte zpracované vzorky a kontroly pri pokojové
teploté rozmrazit a pokracujte s ,,Pripravou vzorku a kontroly“, krok 15.

Pred pouZitim si kaZdou lahvickou HCM LYS, v2.0 prohlédnéte proti bilému
podkladu a sledujte, jestli nezpozorujete Zluté zabarveni nebo zndmky netésnosti.
Pokud Zlutou barvu nebo zndmky netésnosti zjistite, lahvicku k testovdni
nepouZijte VyZddejte si od mistniho zastoupeni firmy Roche ndhradu.

V HCM LYS, v2.0 se béhem uchovdvdni pri teplote¢ 2-8°C vytvdii sraZenina.
Pred pouZitim kapalinu zah¥ejte na teplotu 25-37°C a dukladné promichdvejte,
aby se veskery vysrdZeny materidl rozpustil.
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HCV MONITOR, v2.0

POZNAMKA

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

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

3. Pripravte pracovni Lysis Reagent. HCM QS, v2.0 pted pouzitim po dobu
5-10 sekud vifenim michejte. Na kazdou davku az 12 vzorkll a kontrol
odméfte do jedné lahvicky HCM LYS, v2.0 objem 100 ul HCM QS, v2.0.
Objem HCM LYS, v2.0 neni tfeba odméfit. Zbyvajici HCM QS, v2.0
zlikvidujte. Standardni pracovni Lysis Reagent je pfi pokojové teploté staly
¢tyfi hodiny. Pracovni Lysis Reagent je pti pokojové teploté stily ¢tyti hodiny.

PouZivdte-li vzorky zmrazené, rozmrazte je pri pokojové teploté a vitenim po dobu
3-5 sekund je promichejte. Zkumavkou se vzorkem zakruzte, abyste sebrali vzorek
i ze dna zkumavky. Dejte pozor, abyste si pri manipulaci se vzorky nezkontaminovali
rukavice.

4. Do kazdé oznacené zkumavky odméite 400 ul pracovniho Lysis Reagent
a zkumavky uzavrete.

5. Pripravte si kontroly timto zptisobem:

- NHP,HCV (-) C, v2.0, HCV L(+)C, v2.0 a HCV H(+)C, v2.0 po dobu
minimdalné 5-10 sekund vifenim michejte.

- Do kaZzdé ze tfi kontrolnich zkumavek odméite po 100 ul NHP.
Zkumavky uzaviete a nechte minimalné 3-5 sekund vifit.

- Do zkumavky oznacené ,,HCV (-) C*, obsahujici pracovni Lysis Reagent
a NHP, odméite 100 ul HCV (=) C, v2.0. Zkumavky uzaviete a nechte
minimdalné 3-5 sekund vifit.

- Do zkumavky oznacené ,,HCV L(+) C*, obsahujici pracovni Lysis Reagent
a NHP, odméite 100 ul HCV L(+) C, v2.0. Zkumavky uzaviete a nechte
miniméalné 3-5 sekund vifit.

- Do zkumavky oznacené ,,HCV H(+) C*, obsahujici pracovni Lysis Reagent
a NHP, odméite 100 pl HCV H(+) C, v2.0. Zkumavky uzavfete a nechte
minimalné 3-5 sekund vifit.

6. Do patficné oznacenych zkumavek obsahujicich pracovni Lysis Reagent pridejte
po 100 pl jednotlivych vzorkd od pacienti. Zkumavky uzaviete a nechte
minimalng 3-5 sekund vifit.

7. Zkumavky se vzorkem a kontrolou inkubujte 10 minut v horkovzduSném
zafizeni pri teploté 60°C + 2°C. Nechte minimalné 10 sekund vifit.

8. Sejméte ze zkumavek uzavéry a do kazdé pridejte 500 pl 100% izopropylalkoholu
(pfi pokojové teploté). Zkumavky uzaviete a nechte minimélné 3-5 sekund
vifit. V8echny zkumavky 2 minuty pii pokojové teploté inkubujte.

9. Na zkumavkiach si udélejte orientani znacky a vloZte zkumavky do
mikrocentrifugy orientacni znac¢kou ven, takZe se pelety podle nich srovnaji.
Vzorky a kontroly odstiedujte pii pokojové teplot¢ po dobu 15 minut
maximalni rychlosti (12 500-16 000 x g).
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Poznamka

10.

11.

12.

13.

14.

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

Do kazdé zkumavky odméite 1,0 ml 70% ethanolu (o pokojové teploté),
zkumavky opét uzavrete a vifenim po dobu 3-5 sekund promichejte.

VloZte zkumavky do mikrocentrifugy orientanimi znackami ven a centrifugujte
pti pokojové teploté po dobu 5 minut maximalni rychlosti (12 500-16 000 x g).

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 dobfe vidét. Supernatantu
odstraiite co nejvice. Zbytkovy ethanol miiZe amplifikaci inhibovat.

Do kazdé zkumavky odméite 1 000 ul HCM DIL, v2.0. Pomoci pipetoru
o kapacité 200 ul se Spi¢kou s aerosolovou bariérou odlomte v maximalni
mife peletu a zkumavku opét uzaviete. Nechte po dobu 10 sekund intenzivné
vifit. MZe zbyt urcité mnoZstvi nerozpustné hmoty. Zpracované vzorky
a kontroly amplifikujte do 3 hodin od pfipravy, nebo je muZete po dobu
nepiesahujici jeden mésic uchovavat ve zmrazeném stavu pii teploté —70°C
nebo niZ§i, pricemZ zmrazit a rozmrazit se mohou nanejvys jednou. Kdyby se
zmrazil a rozmrazil vickrat, mélo by to za nasledek ztraitu HCV RNA
kvantifikacniho standardu.

Pokud byly zpracované vzorky a kontroly uchovdvdny pred amplifikaci ve
zmrazeném stavu, rozmrazte je za pokojové teploty a pred postoupenim k bodu 15
Jje dejte na dobu 5 sekund viFit.

15.

16.

Z kazdého zpracovaného vzorku od pacienta a kontroly odméite 50 pl do
pfislusné A-zkumavky obsahujici pracovni Master Mix; pouZijte k tomu
pipetor s aerosolovou bariérou nebo se Spickou s pozitivnim posuvem.
Pro kazdy vzorek a kontrolu pouZijte novou Spi¢ku. Dejte pozor, abyste
nepfenesli Zadnou vysrdZenou latku, kterd se nemusela prevést zpét do
roztoku. A-zkumavky uzavrete.

Zaznamenejte pozice kontrol a vzorkil v A-kruhu (kruzich). S amplifikaci je
tieba zacit do 45 minut okamZziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly
odméfeny do A-zkumavek obsahujicich pracovni Master Mix. Pfipravené
vzorky a kontroly v A-kruzich pfemistéte do prostoru Amplifikace/detekce.
Nespotiebovany zpracovany vzorek je mozno na dobu jednoho tydne uloZit
ve zmrazeném stavu pii teploté —70°C nebo niZ§i, pficemZ zmrazit a rozmrazit
se smi jenom jednou. Kdyby se zmrazil a rozmrazil vickrat, mélo by to za
nasledek ztratu HCV QS RNA.
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HCV MONITOR, v2.0

Reverzni transkripce,
Amplifikace
a detekce

Provadi se v: Poamplifikace — prostor amplifikace/detekce

Provedte kazdodenni iidrzbu pristroje, jak je uvedeno v prirucce Operator’s
Manual k pristroji COBAS AMPLICOR Analyzer:

Otfete inicializacni podstavec vlhkym hadiikem nepoustéjicim vlas a osuSte

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

Zkontrolujte rezervoar s promyvacim kufrem a v pfipadé potieby dopliite

Nasledujicim postupem pripravte pracovni promyvaci pufr (1X). Pred
zfedénim WB prohlédnéte a zpozorujete-li sraZeninu, kapalinu zahfejte
na 30-37°C, aby se srazenina rozpustila. Pfidejte jeden objem WB k 9 objemiim
destilované nebo deionizované vody. Dobfe promichejte. V rezervoaru
promyvaciho pufru (1X) by mély byt pufru vZdy minimalné 3—4 litry.

Vyprazdnéte odpadni nadobu
Systém naprimerujte
Béhem primingu zkontrolujte stifkacky a trubicky

Béhem primingu zkontrolujte transferové Spicky

Pred kazdym mérenim:

Zkontrolujte odpadni naddobu a piipadné ji vyprazdnéte
Zkontrolujte rezervoar na promyvaci pufr a ptipadné pufr dopliite
Vyméiite stojany s pouzitymi D-kelimky

Systém naprimerujte

PInéni pristroje a provoz zarizeni

1.

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

CM PS1, v2.0 vifenim dikladné promichejte. Do jedné kazety s CM4, v2.0
odméfte 2,5 ml CM PS1, v2.0. a kazetu uloZte do pfislusného stojanu,
specifického pro dany test. Pouzitou lékovku od CM PS1, v2.0 zlikvidujte.
Na kazeté s CM4, v2.0 vyznacte datum pfipravy ¢inidla.

CQ PS1, v2.0 vifenim dtikladné promichejte. Do jedné kazety s CQ4, v2.0
odméfte 2,5 ml CQ PS1, v2.0. a kazetu uloZte do pfislusného stojanu,
specifického pro dany test. PouZzitou lékovku od CQ PS1, v2.0 zlikvidujte.
Na kazeté s CQ4, v2.0 vyznacte datum piipravy Cinidla.

Pripravte pracovni substrat tak, Ze do jedné kazety s SB3 odpipetujete 5 ml SB.
K promiseni pipetujte nahoru a dolti. Prazdnou lékovku od SB zlikvidujte.
Na kazeté s SB3 vyznacte datum piipravy.

Pracovni substrat uloZte do pfislusného (generického) stojanu.
Kazetu s AD3 uloZte do pfislusného stojanu. Na kazeté s AD3 vyznacte datum.

Kazety s DN4 a CN4 ulozte do piislusnych (generickych) stojand. Na kazetach
vyznacte datum, kdy byly otevieny.
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Poznamka

Poznamka

10.

11.

12.

13.

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

Nakonfigurujte stojany na cCinidla tak, Ze do analyzatoru vloZite pozice
¢inidel a Cisla Sarzi, a to bud pomoci klavesnice ¢i snimace ¢arovych koéda,
jak je popsano v ptirucce (Operator’s Manual) k pfistroji COBAS AMPLICOR
Analyzer, nebo pomoci software AMPLILINK, jak je popsdno v piirucce
(Operator’s Manual) k tomuto software.

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

Stojan na D-kelimky uloZte na ploSinu pro D-kelimky. Pro kazdy vzorek a kontrolu
je zapotiebi Sest D-kelimkd, dalSich dvou D-kelimki je tfeba pro jednotlivé
kazety pracovniho substritu k provedeni slepého pokusu.

A-kruh(y) uloZte do segmentu(li) tepelného cyklizatoru pfistroje COBAS
AMPLICOR Analyzer.

UloZte A-kruh(y) do analyzdtoru, a to bud pomoci kldvesnice ¢i snimace
carovych kodu, jak je popsano v pfirucce (Operator’s Manual) k pristroji
COBAS AMPLICOR Analyzer, nebo pomoci software AMPLILINK, jak je
popsano v piirucce (Operator’s Manual) k tomuto software.

14. Sestavte pro A-kruhy pracovni seznam (Worklist), jak je popsano v pfirucce

(Operator’s Manual) k ptistroji COBAS AMPLICOR Analyzer.

Nyni vioZte do pristroje COBAS AMPLICOR Analyzer pocet kopii (IU/PCR)
kvantifikacniho standardu, ktery je specificky pro danou SarZi, a rozmezi Low (+) a
High (+) Control uvedend na ,,Data Cards* k soupravée COBAS AMPLICOR HCV
Test, v2.0.

15.

16.

17.

Kryt segmentu(it) tepelného cyklizatoru tésné uzavtete.

Uvedte pristroj COBAS AMPLICOR Analyzer do chodu, jak je popsano
v pfirucee (Operator’s Manual ) k ptistroji COBAS AMPLICOR Analyzer.

Vyckejte, dokud analyzator neohlasi, Ze kontrola uloZeni probéhla uspésné.

V kazdé A-zkumavce umoZiiuje pristroj COBAS AMPLICOR Analyzer provést
dvé samostatnd kvantitativni stanoveni. Analyzdtor si sdm vypocitd potrebnd
mnoZstvi jednotlivych c¢inidel a na pocdtku kaZdého méreni zkontroluje, jestli
Jich md pro poZadovany test dostatek.

18.

Reverzni transkripci, amplifikaci a detekci provadi pfistroj COBAS
AMPLICOR Analyzer automaticky.
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HCV MONITOR, v2.0

Vysledky

Vypocet vysledku U kaZdého vzorku a kontroly COBAS AMPLICOR Analyzer provede automaticky
tyto Cinnosti: Nésledujicim postupem stanovi titr HCV RNA. Titr CV RNA je
vyjadren v IU/ml.

e Vybere vSechna ziedéni amplikonu HCV a kvantifika¢niho standardu, jejichz
absorbance spadaji do linedrniho rozmezi pro dany test (Agey = 0,10 — 2,0).
Ma-li byt vysledek pocitan, musi do tohoto linearniho rozmezi spadat minimalné
jedno zfedéni HCV a jedno zfedéni amplikonu kvantifika¢niho standardu.

e U vSech vybranych hodnot absorbance provede korekci na pozadi.

e Zkontroluje, jestli je hodnota Agsy HCM QS, v2.0 prijatelna, tedy jestli zpracovani
vzorku, reverzni transkripce, amplifikace a detekce probéhly spravné.

e Zkontroluje, Ze vSechna zfedéni HCV (=) C, v2.0 poskytuji hodnoty
Aggo < 0,099.

e Stanovi celkovou hodnotu Aggy HCV a celkovou hodnotu Agg, kvantifikacniho
standardu pro vSechna zvolena ziedéni a pro HCV L(+)C, v2.0 a HCV H(+)C, v2.0
a pro vSechny vzorky vypocte hodnotu IU/ml za pouZiti maximalni celkové
absorbance vypoctené pro amplikon HCV a HCM QS a pocet IU/PCR piifazenych
k HCM QS, v2.0.

e Zkontroluje, zda vypocteny pocet kopii (IU/ml) HCV L(+)C, v2.0 a HCV
H(+)C, v2.0 spada do vymezeného rozmezi.

*  Vygeneruje tisk hodnot Ag pro vSechna zfedéni HCV a kvantifika¢niho
standardu a vypoctenych hodnot HCV IU/ml pro vSechny vzorky a kontroly.
IU/ml je na tisku vysledkl vyznacen pod identifikaci vzorku ve védecké notaci.

Podle uzivatelovy volby mohou byt vysledky testu manudlné prepocteny

z mezinarodnich jednotek (International Units, tedy IU/ml) na pocet kopii/ml.

Faktor pro prepocet hodnot IU/ml na pocet kopii/ml ¢ini 2,7.

1 TU/ml x 2,7 kopii/IU = kopii/ml.

Validace Zkontrolujte, zda v tisku nejsou Zadné pfiznaky (flags) a poznamky a Ze je tedy
méfeni platné. Méfeni platné neni, pokud se u HCV MONITOR Controls objevi
néktery z nésledujicich pfiznakd nebo poznamek.

Poznamka Pokyny a popis k tisku vysledkii a k interpretaci priznakii a pozndmek naleznete
v prirucce (,,Operator’s Manual“) k pristroji COBAS AMPLICOR Analyzer.

Priznak| Poznamka Interpretace

Q QS_INVALID Obé hodnoty A HCM QS, v2.0 pro vSechny kontroly lezi nad nebo pod

pfijatelnym rozmezim.

NC_INVALID Ago HCV (=) C, v2.0 lezi nad piijatelnym rozmezim (> 0,099).

HPC_INVALID Hodnota IU/ml HCV H(+)C, v2.0 lezi nad nebo pod pfijatelnym rozmezim.

L LPC_INVALID Hodnota [U/ml HCV L(+)C, v2.0 leZi nad nebo pod pfifazenym rozmezim.

OD_SEQUENCE | Indikuje hodnotu Agg terée lezici mimo sekvenci. Zadny vysledek nebyl

vypocitavan. Cely test zopakujte, véetné pfipravy vzorku a kontrol,
amplifikace a detekce.

QS_SEQUENCE | Indikuje hodnotu Agg kvantifika¢niho standardu leZici mimo sekvenci.

Zadny vysledek nebyl vypocitavan. Cely test zopakujte, véetng pifpravy
vzorku a kontrol, amplifikace a detekce.

e Pokud je méfeni neplatné, je tieba cely test, tj. v€etné ptipravy vzorku a kontrol,
reverzni transkripce, amplifikace a detekce, zopakovat.
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Kontrola dat

Pristroj COBAS AMPLICOR Analyzer tiskne hodnoty A4, a IU/ml pro kazdy vzorek
a kontrolu. Hodnoty Agg, pri sériovém fedéni ter¢ového amplikonu a amplikonu
kvantifika¢niho standardu maji s rostoucim faktorem zfedéni vykazovat klesajici
trend Agq, s Vyjimkou zfedéni, kde hodnoty A4, prekracuji linedrni rozmezi testu
(vzorky o vysokém titru) nebo se naopak bliZi A4, pozadi (vzorky o nizkém titru).

Redé&ni amplikonu HCV

U HCV predstavuji zfedéni €. 1, 2, 3 a 4 po fadé nefedény amplikon a amplikon
zfedény v poméru 1:8, 1:64 a 1:512. Absorbance maji v této fadé klesat s tim, Ze nejvyssi
hodnotu Ag, vykazuje u kazdého vzorku nebo kontroly prvni zfedéni (zfedéni €. 1)
a nejnizsi hodnotu Agg, vykazuje ziedéni posledni (ziedéni €. 4). Pokud hodnoty
Aggo pro HCV toto poradi nesleduji, zobrazi se u daného vzorku nebo kontroly
chybové hlaseni OD_SEQUENCE.

Redéni amplikonu kvantifikacniho standardu HCV

U kvantifika¢niho standardu HCV predstavuje zfedéni €. 1 isty amplikon a ziedéni €. 2
amplikon zfedény v poméru 1:8. Pokud je hodnota Agg pii ziedéni €. 2 vyssi nez
pfi ziedéni ¢. 1, doslo k chybé a zobrazi se chybové hlaseni QS_SEQUENCE.
Vysledek pro dany vzorek nebo kontrolu je neplatny Cely test pro dany vzorek ¢i
kontrolu, tj. véetné zpracovani vzorku, amplifikace a detekce, je tfeba zopakovat.

Interpretace vysledkii, kde se hodnoty A 5, vymykaji ze sekvence

e Hodnoty Agg pro sérii ziedéni amplikonu HCV maji s rostoucim faktorem
zfedéni vykazovat klesajici trend hodnot A, s vyjimkou zfedéni nasycenych
a ziedéni blizicich se pozadi hodnot Agqy.

e Vreakcich s vysokou hodnotou IU/ml HCV RNA mohou byt zfedéni ¢. 1,2 a3
nasycena, coz vede ke snizenym hodnotdm A, (viz tab. 1, piiklad ¢. 1). Tyto
vysledky jsou platné i tehdy, nevykazuji-li hodnoty A4, v fadé ziedéni od €. 1
do €. 4 klesajici trend.

e Vreakcich s nizkym poctem IU/ml HCV RNA mohou zfedéni €. 2, €. 3 a €. 4 vést
k hodnotdm A bliZicim se pozadi (viz tab. 1, piiklad ¢. 2). Tyto vysledky jsou

platné i tehdy, nevykazuji-li hodnoty A, v fadé zfedéni od ¢. 1 do €. 4
klesajici trend.

e Vsechna ziedéni poskytujici hodnoty A4 v rozmezi 2,0 0,1 maji v fadé zfedéni
od ¢. 1 do ¢. 4 vykazovat klesajici trend hodnot A Pokud hodnoty A 4 lezici
mezi 2,0 a 0,1 klesajici trend v fadé ziredéni od C. 1 do ¢. 4 nevykazuji, pak doslo
k chybé (viz tab. 1, priklady ¢. 3, 4 a 5). Vysledek pro dany vzorek nebo kontrolu
je neplatny. Cely test pro dany vzorek ¢i kontrolu, tj. véetné zpracovani vzorku,
amplifikace a detekce, je tfeba zopakovat.
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Tabulka 1
Priklady, kde se hodnoty A s5) vymykaji sérii vysledkii
Tercové A g 0S Ags
(Faktor ziedéni) (Faktor zi'edéni) Interpretace vysledku

1:1 1:8 1:64 1:512 1:1 1:8
Priklad ¢. 1 | 2,578 | 3,603 3,201 | *0,700 | 2,618 |*0,397 PLATNE: Vzorek o vysokém titru Ay, nad linedrnim

rozmezim absorbanct.

Priklad ¢. 2 |*0,216 | 0,004 0,016 0,007 3,236 *0,743 PLATNE: Vzorek o nizkém titru Aggo na tirovni
detekce nebo pobliz.

Priklad ¢.3 | 0,002 | 0,007 | 0,004 | 0,339 4,218 |*0,883 NEPLATNE: Zobrazi se hliseni OD_SEQUENCE.
Priklad ¢. 4 | 3,052 | 1,597 | 3,384 | 2,887 1,357 | *0,158 NEPLATNE: Zobrazi se hliseni OD_SEQUENCE.
Priklad ¢.5 | 0,016 | 0,267 | 0,007 0,004 3,612 | *0,793 NEPLATNE: Zobrazi se hliseni OD_SEQUENCE.

* Oznacuje hodnotu Agg,, kterou COBAS AMPLICOR Analyzer vybral pro vypocet vysledku, jak je uvedeno na tisku.
U vzorkd, kde hodnoty A4, nedodrzuji sekvenci, nejsou vysledky uvedeny.

Interpretace vysledkia V piipadné platného méfeni zkontrolujte, zda v tisku vysledkii nejsou u nékterého
vzorku uvedeny né&jaké pfiznaky nebo poznamky Tisk vysledkd. Vysledky se
interpretuji takto:

Poznamka Pristrof COBAS AMPLICOR Analyzer je naprogramovdn tak, aby nejbéznéjsi
chyby a nesoulady vysledkit oznacil priznaky. Nicméné doporudujeme, abyste
v rdmci béZného laboratorniho hodnoceni dat hodnoty A 44 kontrolovali a zajistili
tak maximdlni integritu vysledkui.
¢ Platné méfeni mize zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorkt podle toho,
zda se u jednotlivych vzorki objevi pfiznaky resp. poznamky nebo ne.

e Vzorky s pfiznaky resp. pozndmkami se interpretuji takto:
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Priznak

Poznamka

Interpretace

Q

QS_INVALID

U Zddného ziedéni kvantifikacniho standardu neleZi hodnota A, v linedrnim
rozmezi absorbanci daného testu. Vysledek pro tento vzorek je neplatny.

U vzorkt s neplatnymi vysledky je tfeba test zopakovat, vietné pfipravy
vzorku a kontrol, reverzni transkripce, amplifikace a detekce.

TARGETOD_LO

Pro vSechna ziedéni HCV leZi hodnoty A, pod linedrnim rozmezim pro
dany test. Vysledky nahlaste jako ,,HCV RNA nedetekovana“.

TARGETOD_HI

Pro vSechna ziedéni HCV leZi hodnoty A 4, nad linedrnim rozmezim pro
dany test. Vysledek nahlaste jako ,,Nestanoveno®. PoZadujete-li kvantitativni
vysledek, zfedte pivodni vzorek HCV-negativni lidskou plazmou v poméru
1:100 a test zopakujte. Zjistény vysledek vynasobte 100.

RESULT_LO

Vypoctend hodnota poctu kopii/ml leZi pod linedrnim rozmezim testu.
Vysledky nahlaste jako ,,HCV RNA detekovana, méné nez 600 HCV IU/ml*.

RESULT_HI

Vypoctend hodnota kopii/ml leZi nad linedrnim rozmezim testu. Vysledky
nahlaste jako ,,vice nez 7,0 x 10> HCV IU/ml*. Potfebujete-li kvantitativni
vysledek, miZete pivodni vzorek zfedit v poméru 1:100 HCV-negativni
lidskou plazmou a test zopakovat. Zjistény vysledek vynasobte 100. Jestlize
titr zfedéného vzorku leZi i nadale nad linearnim rozmezim testu, nahlaste
vysledek jako ,.koncentrace HCV RNA vyssi nez 7,0 x 107 IU/ml*; pokud je
pozadovan kvantitativni vysledek, pokracujte v fedéni, dokud se vysledek
nedostane do linearniho rozmezi testu, a vysledek vynasobte faktorem ziedéni
pouzitého k ziskani titru HCV RNA vzorku.

TARG_RANGE

VSechny hodnoty A 44 terce leZi mimo linedrni rozmezi daného testu.
Vysledek nahlaste jako ,,Nestanoveno®. Test s plivodnim vzorkem zopakujte,
véetné piipravy vzorku, reverzni transkripce, amplifikace a detekce.

OD_SEQUENCE

Indikuje hodnotu A 44 terce lezici mimo sekvenci. Vysledky nebyly
vypocitavany. Cely test zopakujte, véetné pripravy vzorku a kontroly,
amplifikace a detekce.

QS_SEQUENCE

Indikuje hodnotu A 4 kvantifikacniho standardu lezici mimo sekvenci.
Vysledky nebyly vypocitavany. Cely test zopakujte, v¢etné pfipravy
vzorku a kontrol, amplifikace a detekce.

24/45

COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 5/2003, Revision 5.0



HCV MONITOR, v2.0

Kontrola kvality

Negativni kontrola

Pozitivni kontrola

Kazdé méfeni musi zahrnovat minimalné po jednom replikatu HCV (-) Control,
HCV MONITOR Low (+) Control a HCV MONITOR High (+) Control. Jak je tomu
pfi kazdém novém laboratornim postupu, novi pracovnici obsluhy by méli zvazit,
jestli by nebylo dobfe pii kazdém testovani pouZit jest¢ dalsi kontroly az doby, nez
dokézi test provadét s vysokou jistotou spravné. Na pozice kontrol v A-kruhu/kruzich
nejsou kladeny zadné pozadavky. Projdéte si, co pristroj vytiskl, a na priznacich
a poznamkach si ovéfte, Ze je méfeni platné. Pokud jde o tisk a interpretaci priznakt
a poznamek, viz provozni prirucku (Operator’s Manual) k pristroji COBAS
AMPLICOR Analyzer.

HCV (-) Control m4 dat vysledek ,,Nedetekovano®, tj. vS§echny hodnoty A4, < 0,099.
Jestlize HCV () Control toto kritérium nespliluje, je celé méfeni neplatné. je pak
tieba cely postup, tj. pfipravu vzorkd a kontrol, reverzni transkripci, amplifikaci
a detekei, zopakovat. JestliZe je takto absorbance Agqy HCV (-) Control soustavné
vyssi nez 0,099, spojte se s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadejte si
technickou pomoc.

Pfifazené rozmezi pro HCV MONITOR Low (+) a High (+) Controls je pro
kazdou SarZi kontroly specifické a je uvedeno na COBAS AMPLICOR HCV
MONITOR Test, v2.0 Data Card, dodané v ramci soupravy. Tato rozmezi se do
pristroje COBAS AMPLICOR Analyzer vkladaji pomoci klavesnice, snimace
carovych koédi nebo software AMPLILINK béhem sestavovani pracovniho
seznamu pro A-kruh(y) (viz ptirucku Operator’s Manual).

Pocet IU/ml HC by mél jak pro HCV MONITOR Low (+) Control, tak pro HCV
MONITOR High (+) Control leZet v rozmezi uvedeném na COBAS AMPLICOR
HCV MONITOR Test, v2.0 Data Card. Pokud tomu tak u nékteré z HCV
MONITOR (+) Controls neni, je celé méfeni neplatné je pak tieba cely postup, tj. piipravu
vzorkl a kontrol, reverzni transkripci, amplifikaci a detekci, zopakovat. Jestlize
lezi pocet kopii HCV v jednom ml u jedné nebo obou HCV MONITOR (+)
Controls mimo piifazené rozmezi soustavné, obratte se o technickou pomoc na mistni
zastoupeni firmy Roche.

Nac je treba pri postupu dbat

Pracovni tok musi v laboratofi probihat jednosmérné, od predamplifika¢niho
prostoru smérem k poamplifika¢nimu prostoru (amplifikace/detekce). Predamplifikacni
¢innosti zacinaji ptipravou ¢inidel a postupuji k ptipravé vzorkd. Latky a vybaveni
se musi pfifadit jednotlivym pfedamplifika¢nim ¢innostem a nesmé&ji se pouZivat
k jinym ¢innostem, ani pfenaset mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve vSech
prostorech je tfeba nosit rukavice, které se pred opusténim prostoru vyméni.
Vybaveni a materidly pro pfipravu ¢inidla se nesméji pouzivat k pfipraveé vzorkd,
ani pro pipetovani nebo zpracovani amplifikované DNA ¢i jinych zdroji ter¢ové DNA.
Poamplifikacni materidly a vybaveni musi vZdy zlstat v poamplifikacnim prostoru.

Jak je tomu pti kaZzdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu
véci zdsadnim poZadavkem dodrZovat principy spravné laboratorni praxe.
Vzhledem k vysoké analytické citlivosti testu je tfeba vénovat mimoradnou péci
tomu, aby se zachovala Cistota reagencii soupravy a amplifikacnich smési. U vSech
¢inidel je tfeba Cistotu bedlivé sledovat. Jakmile je podezieni na znecisténi,
je tfeba Cinidlo zlikvidovat.
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Omezeni

Rusivé latky

Tento test je validovdn pouze pro pouZivani s lidskym sérem nebo plazmou
odebranymi do antikoagulanti EDTA nebo ACD. Pokud by byly testovany jiné
typt vzorkl, mohly by byt vysledky fale$né€ negativni nebo falesné pozitivni.

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

Hodnoty generované testem COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 se
také nedaji piimo porovndvat s hodnotami generovanymi testem AMPLICOR
HCV MONITOR Test, v1.0.

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

Diky pfitomnosti enzymu AmpErase v HCV MONITOR Master Mix se sniZuje riziko
kontaminace amplikonu. Kontaminaci od HCV-pozitivnich kontrol a klinickych
vzorkl 1ze ovSem zabranit pouze dislednym uplatiiovanim zasad spravné klinické
praxe a peclivym dodrZovanim postupt uvedenych v této metodické piirucce.

S produktem necht pracuji pouze pracovnici znali technik PCR.

Produkt se da pouZivat pouze ve spojeni s pfistrojem COBAS AMPLICOR Analyzer.

e Heparin inhibuje PCR, Vzorky odebrané s heparinem nepouZivejte.

e Jeprokazano, Ze zvySené hladiny triglyceridd, bilirubinu, albuminu, imunoglobulind
a hemoglobinu ve vzorcich stanoveni HCV RNA timto testem nerusi.

e Vysledky testt ziskané v ramci klinickych studii na pacientech podstupujicich
lécbu interferonem prokazaly, Ze interferon-o 2a/b nema na COBAS AMPLICOR
HCV MONITOR Test, v2.0 zadny vliv.
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Charakteristika neklinickych funkcénich parametri

Mez detekce

Mez detekce COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 byla stanovena
analyzou zfedéni mezinarodniho standardu HCV RNA WHO, kéd NIBSC 96/790.
Soucasti panelu pro stanoveni meze detekce byly pfipraveny nafedénim
rehydrovaného standardu v HCV-negativni lidské plazmé a HCV-negativnim
lidském séru na koncentrace 800, 700, 600, 500 a 400 IU/ml na zakladé pfifazené
hodnoty 105 IU/ml. Test byl proveden metodou COBAS AMPLICOR HCV
MONITOR Test, v2.0. Pét pracovnikil testovalo po pét dni vzdy po ctyfech
identicky opakovanych analyzach koncentraci 800, 700, 600, 500 a 400 IU/ml
v plazmé a séru (celkem 100 identickych opakovéni [replikati]). Redici série byly
pfipravovany denné Cerstvé. Mez detekce byla stanovena jako nejniZ§i koncentrace
HCV, kde 95 % nebo vice hodnot Agsy HCV bylo = 0,1. Vysledky této studie
ukazuji, Ze COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 detekuje s cetnosti
pozitivity 95 % HCV RNA v koncentracich 600 IU/ml nebo vyS$§ich (viz tab. 2 a 3).

Tabulka 2
Mez detekce mezindrodniho standardu WHO
pro HCV RNA v plazmé
HCV RNA Replikaty HCV RNA HCV RNA
(IU/ml) (n) Pozitivnich (n) | Pozitivnich (%)
800 95 1.2 94 98,8 %
700 96! 92 95,8 %
600 96 ! 93 96,9 %
500 96 ! 90 93,8 %
400 96 ! 86 89,6 %

1 Jedno méfeni Ctyt identickych opakovani kazdé koncentrace HCV bylo neplatné v dusledku toho,
Ze jedna vysoka pozitivni kontrola leZela mimo rozsah

2 Jeden replikat byl neplatny (HCV a QS negativni)

Tabulka 3
Mez detekce mezindrodniho standardu WHO
pro HCV RNA v séru
HCV RNA Replikaty HCV RNA HCV RNA
(IU/ml) (n) Pozitivnich (n) | Pozitivnich (%)
800 99! 98 99,0 %
700 99 2 98 99,0 %
600 100 99 99,0 %
500 99 2 92 92,9 %
400 973 87 89,7 %

1 Jeden replikat byl neplatny (HCV a QS negativni).

2 Vysledek jednoho replikétu leZel mimo sekvenci (neplatny). V fad€ fedéni amplikonu nebyl dodrZen
trend klesajici hodnoty A se ziedénim rostoucim od €. 1 do ¢&. 4 (viz Cast Kontrola udajii).

3 Vysledky tii replikata lezely mimo sekvenci (neplatné). V fadé fedéni amplikonu nebyl dodrZen
trend klesajici hodnoty A se ziedénim rostoucim od €. 1 do ¢. 4 (viz Cast Kontrola udajii).
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Linearni rozmezi

Panel pro testovani linearity byl pfipraven paralelnim fedénim poolu HCV-pozitivni
plazmy o vysokém titru ve sloucené (pooled) HCV-negativni lidské plazmé.
Koncentrace se pohybovaly v rozmezi od 600 IU/ml (mez detekce) do 1 000 000 IU/ml.
Po Sest dnil opakované testovali jednotlivé tfi pracovnici tuto fedici sérii za pouZiti
tif SarZi soupravy COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0. Celkem tfi
fedici série byly pfipravovany obden Cerstvé. S kaZdou soucésti panelu linearity
byly provedeny celkem 72 testy.

,.-O¢ekavany* titr poolu vysoce HCV-pozitivni plazmy byl stanoven kalibraci
mezinarodniho standardu HCV RNA WHO, kéd NIBSC 96/790. Koncentrace HCV
byly soucastem panelu piifazeny na zakladé jejich pfislusnych faktord ziedéni.

VSechny vypoctené hodnoty jednotlivych zfedéni poolu vysoce HCV-pozitivni
plazmy byly vyneseny proti ocekdvanému titru HCV podle zfedéni. Ty body,
které lezely v ramci 0,2 log ,,o¢ekdvané” hodnoty 1U/ml, byly povaZovany za
lezici uvnitf linearniho rozmezi testu. Jak vidime z obr. 1, ¢ini linearni rozmezi
testu COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 600 IU/ml (mez detekce)
az 700 000 IU/ml.

Obr. 1
Linedrni rozmezi testu COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0
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Tabulka 4
Detekce 51 klinickych vzorki riiznych genotypu HCV
Genotyp HCV Pocet vzorku % s HCV RNA IU/ml
Testovano (n) Vysledky (HCV- pozitivni)

1 la 7 7 (100 %)
2 1b 7 7 (100 %)
3 2a 4 4 (100 %)
4 2b 4 4 (100 %)
5 2c 3 3 (100 %)
6 2d 1 1 (100 %)
7 3a 5 5 (100 %)
8 3b 1 1 (100 %)
9 4a 2 2 (100 %)
10 4c 3 3 (100 %)
11 4f 1 1 (100 %)
12 4g 1 1 (100 %)
13 4h 2 2 (100 %)
14 Sa 4 4 (100 %)
15 6a 6 6 (100 %)

Celkem 51 51 (100 %)

Exkluzivita mikroorganismui

Analyticka specificnost testu COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0
byla hodnocena tak, Ze do HCV-negativni lidské plazmy byly pfidany vypéstované
buriky nebo viry z nasledujicich organismti nebo vird. Mezi testovanymi vzorky
byla fada izolati patogennich mikroorganismu, které mohou byt v pacientskych
vzorcich pritomny, jako jsou HIV-1, CMV, HSV apod., a izolaty normalni
epidermalni mikrofléory a komensalnich organismt pfitomnych ve vzorcich.
Celkové mnoZstvi extrahovanych izolatl v amplifikacni reakci se pohyboval v mezich
od 4,3 x 10* do 2,2 x 105 kopii u subtyptt HIV-1, od 10! do 107 TCIDs,u vSech
non-HIV-1 virovych izolatl a od 4,5 x 105 do 1,2 x 107 bunék u bakteridlnich
izolatt. Kazdy nastfiknuty vzorek prosel celym postupem od piipravy vzorku pres
RT/PCR amplifikaci po detekci podle ¢ésti ,,Navod k pouziti“ této metodické
prirucky. Zadny z testovanych non-HCV organismi nebo virii nevykazoval v testu
COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 kiiZovou reaktivitu (tab. 5).

Pomoci COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0, citlivéjsiho kvalitativniho testu na
HCYV RNA pouzivajiciho tytéZ primery a sondy, bylo testovano dvanéct riznych ¢lenti
Flaviviridae a u zadného z nasledujicich ¢lentl nebyla zjiSténa kiiZova reaktivita:
Zapadonilsky virus fady I a II, virus encefalitidy St. Louis, virus encefalitidy Murray
Valley, virus Dengue typu 1, 2, 3 a 4; virus Zluté zimnice, Zika virus, Banzi virus
a Ilheus virus.
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Tabulka 5
Exkluzivita mikroorganismii
Popis izolatu/vzorku Vzorky HCV RNA | QS platny
(n) Detekovano (n) (n)
Adenovirusy: Adenovirus 2,3 & 7 3 0 3
2 Enterovirusy: 2 0 2

e Echovirus 1
e Coxsackievirus B1
3 Herpesvirus: 13 0 13

* Herpes simplex viry (typ I - F, HF
a Mclntyre; typ I - G a MS)

e Lidské herpes viry 6 a7

* Cytomegalovirus (kmeny AD-169, Davis
a Towne)

e Virus varicella-zoster (Ellen a Oka)

e Virus Epsteiniiv-Barrové

6 HIV-1: Subtypy A - F 6 0

7 Papilloma viry: 3 0 3
e Lidsky papilloma virus (Typy 6a, 16 a 18)

8 Propionibacterium acnes 1 0
Staphylococcus: aureus (subsp. Rosenbach 3 0 3
NCTC 8530 a D1470) a epidermis

Celkem 31 0 31

Non-HCV-virova hepatitida

Pomoci COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 bylo analyzovéano deset
vzorkd plazmy s citritem od osob se zvySenou hladinou HAV-IgM (ukazujici na
infekci virem HAV), deset vzorkt séra od osob se zvySenou hladinou povrchového
antigenu hepatitidy B (HBsAg, ukazujici na infekci virem HBV) a deset klinickych
vzorki séra od pacienti infikovanych vice nez 4 x 107 kopii/ml HBV DNA za pouziti
HBV PCR testu pro vyzkumné tcely. Ve vSech vzorcich od osob infikovanych
virem HAV nebo HBV byla HCV RNA testem COBAS AMPLICOR HCV MONITOR
Test, v2.0 nedetekovatelna (tab. 6). COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0
je tedy pro detekci HCV RNA specificky a pifi béZnych virech hepatitidy HAV
nebo HBV, nedava ani fale$né pozitivni, ani faleSné€ negativni vysledky.

Tabulka 6
Vzorky s non-HCV-virovou hepatitidou
Popis vzorku Pocet vzorku (n)| HCV RNA QS platny (n)
Detekovano (n)

1 | Virus hepatitidy A (HAV IgM+) 10 0 10
2 | Virus hepatitidy B (HBsAg+) 10 0 10
Virus hepatitidy B (HBV DNA+) 10 0 10
Celkem 30 0 30
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Rusivy vliv 1é¢iv

Potencialni rusivy vliv pii pouZiti soupravy COBAS AMPLICOR HCV MONITOR
Test, v2.0 byl zkouman u dvaceti dvou 1éCiv, jeZ mohou byt podavana pacientim
infikovanym virem HCV, HIV, HBV nebo CMV. Rusivy vliv byl testovan tak,
7Ze byla do HCV-pozitivni plazmy obsahujici 2000 nebo 200 000 IU/ml HCV a do
HCV-negativni lidské plazmy jednotlivéd 1éCiva byla pfidana ve tfech koncentracich:
nulové (0X C,,). Spickové v plazmé (1X C,,) a v trojndsobku Spickové
koncentrace v plazmé (3X C, ). Kazda kombinace koncentrace HCV a koncentrace
Ié¢iva byla testovana trojmo.

Seznam s uvedenim nézvli a vyrobcl onéch 22 1éCiv, u nichz byl testovan rusivy vliv pfi
koncentracich 1X C,,, a3X C,,,, je reprodukovén v tab. 7.

Tabulka 7
Souhrn léciv testovanych s ohledem na svuyj potencidlni rusivy vliv

# Obchodni nazev Genericky nazev Vyrobce 1X 3X Jednotky
léciva lé¢iva Crmax Crnax
1 Crixivan® Indinavir sulfate Merck & Co., Inc. 8,98 26,94 pg/ml
2 Cytovene® Ganciclovir Hoffmann-La Roche 1,18 3,54 ug/ml
3 | Epivir HBV® Lamivudine, 3TC GlaxoSmithKline 1.5 4.5 Hg/ml
4 Fortovase® Saquinavir Hoffmann-La Roche 2477 7,431 pg/ml
5 | Hivid® Zalcitabine, ddC Hoffmann-La Roche 252 756 | ng/mi
6 Infergen® Interferon alfacon-1 AMGEN Inc. 0,15 0.9 ng/ml
7 Intron® A Interferon alfa-2b Schering-Plough Corp. 273 819 1U/ml
8 | Intron®A/ Rebetol® | interferon alfa-2b/ ribavirin | Schering-Plough Corp. 368 11,04 | pg/mi
9 Norvir® Ritonavir Abbott Laboratories 1.2 33,6 Hg/ml
10 | Paxil® Paroxetine HCI GlaxoSmithKline 61,7 185,1 ng/ml
11 Pegasys™ Peginterferon alpha-2a Hoffmann-La Roche 18 54 ng/ml
12 | Prozac® Fluoxetine HCI Eli-Lilly & Co. 302 906 ng/ml
13 | Rescriptor® Delavirdine mesylate Pharmacia & Upjohn 19.3 57,9 Hg/ml
14 | Retrovir® Zidovudine GlaxoSmithKline 1,06 318 | wg/ml
15 | Roferon®-A Interferon alfa-2a Hoffmann-La Roche 2,58 7,74 ng/ml
16 Symmetrel® Amantadine HCI Endo Pharmaceuticals 0,51 1,53 pg/ml
Inc.
17 | Videx® Didanosine, ddl Bristol-Myers Squibb Co. 2,32 6,96 | ug/ml
18 | VIRACEPT® Nelfinavir mesylate Agouron Pharmaceuticals 4 12 Hg/ml
Inc.
19 Viramune® Nevirapine Roxane Laboratories, Inc. 4,5 13,5 pug/mi
20 | Zadaxin® Thymosin alpha 1 SciClone 100 300 ng/ml
21 | ZERIT® Stavudine, d4T Bristol-Myers Squibb Co. 4,15 12,45 | pg/ml
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Pri vSech koncentracich lé¢iva byly vSechny HCV-pozitivni vzorky plazmy v testu
AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 HCV RNA-pozitivni a podobné vSechny
HCV-negativni vzorky plazmy byly v testu HCV RNA-negativni. VSechny vypoctené
hodnoty IU/ml pii vSech koncentracich 1éciva a pfi obou vstupnich koncentracich
HCV RNA leZely v mezich 0,34 log (2,19-nasobku) vypocétené hodnoty IU/ml za
nepfitomnosti 1é¢iva.

Pruvodni infekce k HCV

Na potencidlni rusivy vliv privodniho viru byly testovany vzorky od pacientt
pozitivnich na HCV-protilatky, ktefi byli soucasné infikovani virem HAV, HBV
nebo HIV: HBV/HCV (n = 10), HIV/HCV (n = 11), HIV/HBV/HCV (n = 5)
a HAV/HBV/HCV (n =2).

Vzorky byly povazovany za pozitivni na HCV na zékladé anti-HCV-pozitivnich
vysledku. Jako dikaz infekce virem HAV slouZily celkové protilatky k HAV. Za dikaz
infekce virem HBV byl pokladan povrchovy antigen hepatitidy B. Za dikaz infekce
virem HIV byly povazovany protilatky k HIV. K dalsimu hodnoceni anti-HCV-
pozitivnich vzorklt HCV RNA-nedetekovatelnym vysledkem testu byly pouZity dalsi tfi
pary HCV primert.

Pét anti-HCV-seropozitivnich vzorkli, dva vzorky HBV/HCV, jeden vzorek
HIV/HBV/HCV a dva vzorky HAV/HBV/HCYV byly v testu COBAS AMPLICOR
HCV MONITOR Test, v2.0 HCV RNA-negativni (tab. 8). Vysledky pro kvantifikacni
standardy byly u vSech péti vzorku platné, coz ukazuje, Ze PCR reakce nejsou
inhibovany a vysledky testi jsou platné. U onéch péti HCV-negativnich vzorkt bylo
provedeno testovani navrzené pro piipad diskrepanci za pouziti tii dalSich para
primert. Vysledky pro vSech pét vzorkli se vSemi tfemi pary primerti byly negativni,
coz ukazuje, Ze ve vzorcich nebyla HCV RNA pritomna. Priivodni infekce virem
HAYV, HBV nebo HIV podle serologickych zkousek u HCV-seropozitivnich vzorka
detekci ani stanoveni HCV RNA soupravou COBAS AMPLICOR HCV MONITOR
Test, v2.0 nerusi.

Tabulka 8
Rusivy vliv pritvodnich infekci k HCV
Pruvodni infekce Pocet vzorku (n) HCV RNA QS platny (n)
Vzorek Detekovano (n)
HBV/HCV 10 *8 10
HIV/HCV 11 11 11
HIV/HBV/HCV *4
HAV/HBV/HCV 2 *()
Celkem 28 *23 28

* Onéch pét vzorku, které byly v testu COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 HCV RNA-negativni,

bylo také negativnich v testovani navrZeném pro piipad diskrepanci pomoci tfi dalsich part primert
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Presnost v ramci jednoho méreni

Presnost v ramci jednoho méfeni (within-run precision) byla hodnocena dvéma laboratofemi
v Evropé za pouZiti 10-nasobného sériového fedéni HCV-pozitivnich vzorki plazmy o vysokém
titru reprezentujicich genotypy la, 1b, 2b, 2c a 3a. VSechna fedéni se provadéla za pouziti
HCV-negativni lidské plazmy. Kazdé méfeni zahrnovalo po 6 identickych vzorcich (replikatech)
od kazdého ztedéni, které testem COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 analyzoval
téhoZ dne tyZ pracovnik. Vysledky jsou uvedeny v tab. 9.

Tabulka 9
Presnost v ramci jednoho méreni (within-run precision) testu
COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0

Vzorek Zxedéni HCV HCV RNA 1U/ml
Pocet Pocet Genotyp Pramér Smérod. odch.| Varia¢ni koef.
| 593 000 90 100 15 %
71824305 2 la 58 600 6 100 10 %
3 6520 1 340 21 %
4 < 600 NA NA
| > 700 000 NA NA
71815620 2 1b 43 300 6 020 14 %
3 4910 538 11 %
4 784 237 30 %
| 593 000 167 000 28 %
71823667 2 2b 27 600 4110 15 %
3 2370 323 14 %
4 < 600 NA NA
1 529 000 178 000 34 %
72249021 2 2c 44 300 11762 27 %
3 3970 987 25 %
4 < 600 NA NA
1 572 000 170 000 30 %
72237713 2 3a 37 100 8330 22 %
3 3600 1 070 30 %
4 < 600 NA NA
| 387 000 49 800 13 %
72249864 2 3a 35300 2980 8 %
3 3310 1220 37 %
4 <600 NA NA

Presnost mezi riznymi mérenimi (run-to-run precision)

Presnost mezi riznymi méfenimi byla hodnocena dvéma laboratofemi v Evropé
za pouziti 10-nasobného sériového ziedéni HCV-pozitivnich vzorkl plazmy o vysokém
titru reprezentujicich genotypy HCV 1b, 2b a 3a. K fedéni byla pouziviana HCV-
negativni lidské plazma. V laboratori A se analyzovala zfedéni €. 1 - 3, v laboratofi
B zfedéni ¢. 2 - 4. Kazdé méfeni zahrnovalo po dvou identickych vzorcich
(replikatt) od kazdého zfedéni, které soupravou COBAS AMPLICOR HCV
MONITOR Test, v2.0 analyzoval Sest dnit po sobé vzdy tyZz pracovnik. Vysledky
jsou uvedeny v tab. 10.
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Tabulka 10

Presnost mezi jednotlivymi mérenimi (run-to-run precision)
testu COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0

Vzorek Laborator Ziedéni HCV HCV RNA IU/ml
Pocet Pocet Genotyp Pramér Smeérod. odch.| Varia¢ni koef.

1 554 960 148 472 27%

A 2 80272 14 400 18%

71815620 3 1b 6 808 1509 22%
2 77 337 16 996 22%

B 3 5919 1386 23%

4 604 103 17%

1 409 611 40 724 10%

A 2 49 151 7942 16%

71823667 3 2b 3717 894 24%
2 40729 11718 29%
B 3 5215 5862 112%

4 < 600 NA NA

1 423 321 33913 8%

A 2 53592 11519 21%

72237713 3 3a 4 608 462 10%
2 44155 8175 19%

B 3 3098 299 10%

4 < 600 NA NA

Zhodnoceni Kklinickych vysledkii

Klinicka specifi¢nost

Klinicka specifi¢nost testu COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 byla
stanovena analyzou vzorkl plazmy od 530 anti-HCV- a HCV RIBA-negativnich
darct krve, které poskytlo Sacramento Blood Center v USA. Testem COBAS
AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 nebyla v Zadném z téchto vzorkd
detekovdna zadna HCV RNA. Predpoklddame-li u téchto darct se seronegativni
plazmou nulovou prevalenci infekce virem HCYV, ¢ini specificnost testu 100%.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11
Klinicka specificnost testu COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0
HCV RNA (IU/ml) HCYV Absorbance u 660 nm
N | Pocet Nedetekovatelné |Pocet pozitivnich Prumér Minimum Maximum
530 530 0 0,018 0,000 0,069
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Korelace s testem soupravou AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0

Soupravou COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 1t AMPLICOR HCV
MONITOR Test, v2.0 byly testovany 33 klinické vzorky od pacienti infikovanych
11 rGznymi subtypy viru hepatitidy. S obéma soupravami pracovali dva pracovnici
za pouZiti riznych Sarzi ¢inidel pro kazdy test. Vysledkem bylo 25 nahlasitelnych
vysledktl (v linedrnim rozmezi u obou testil) od jednoho pracovnika a 28 od
druhého pracovnika. Na obr. 3 vidime korelaci mezi obéma testy u klinickych
vzorkt o titrech HCV RNA zaujimajicich cely linedrni rozsah test. Tyto udaje
prokazuji dobrou korelaci mezi obéma testy, coZ znamend, Ze na jakykoliv vzorek
od pacienta lze aplikovat idaje ziskané kterymkoliv z obou testd.

Obr. 3
COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0
vs. AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0
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Klinicka vyuZitelnost méreni hladiny HCV RNA pred terapii

V dokumentech ,,European Association for the Study of the Liver (EASL) International
Consensus Statement 1999 a , National Institutes of Health Consensus Development
Conference Statement for the Management of Hepatitis C: 2002 se poukazuje na to,
7Ze kvantitativni testovani HCV RNA muiZe byt uZite¢né pro posouzeni pravdépodobnosti
odezvy na antivirovou terapii!-2. V ,,EASL Statement™ se doporucuje kvantitativni
testovani na HCV RNA pred 1écbou a konstatuje se, Ze u pacientd s vyssi viremii
(nad 2 miliony kopii/ml) je menSi pravdépodobnost, Ze budou na terapii reagovat.
V dokumentu se také navrhuje vyuZivat hladiny HCV RNA pred terapii ve spojeni
s genotypem HCV ke stanoveni délky 1écby. NiZe je uvedeno nékolik publikovanych
studii, kde se stanovenim hladiny HCV RNA pomoci soupravy AMPLICOR nebo
COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 prokézalo, Ze u pacientl s nizkou
hladinou HCV RNA pred lécbou je vétsi pravdépodobnost, Ze budou reagovat na lécbu
interferonem. Pfes rozdily ve zpisobu provedeni testu (manualni vs poloautomatizovana)
nebo rozdilné verze testu pouZzité ve studiich i rozdilnost v hodnoceném
terapeutickém piistupu vysledky konzistentné prokazuji, Ze pti vysSich hladinach
HCV RNA pred lécbou je progndza reakce na lécbu horsi. V fadé studii se prokazalo,
Ze vychozi virova zatéz je prediktorem jak virologické, tak biochemické odezvy na
tyto terapie.

Soffredini et al.!® pouzil AMPLICOR HCV MONITOR™ Test k posouzeni
vyuzitelnosti hodnot HCV RNA pred 1é¢bou jakoZto prediktoru odezvy na 1é¢bu
interferonem. Medidn hodnot HCV RNA pied 1écbou byl 5 322 kopii/ml u pacientl,
ktefi dosahli trvalé virologické a biochemické reakce na interferon, oproti 83 125 kopii/ml
u pacienti, ktefi na 1é€bu nereagovali nebo u nichZ doSlo po pocéite¢ni reakci na
1é¢bu k recidivé (p = 0,01). Za pouZiti tzv. receiver-operating characteristic (ROC)
analyzy autofi stanovili, Ze nereagovani na terapii predikuje nejlépe hladina HCV
RNA pred 1é¢bou ve vysi 22 134 kopii/ml (citlivost 72 %, specifi¢nost 75 %).

Shiratori et al.20 zjistili virovou eradikaci po terapii u 71 % pacienti s poctem
< 1x104 kopii/ml HCV RNA, stanovenymi metodou AMPLICOR HCV MONITOR™
Test. Autofi konstatuji, Ze stanoveni HCV-RNA v séru je pro predikci reakce na
1é¢bu interferonem uZzitecné. Ovsem pii vy$Sich hladinich HCV RNA neni virova
eradikace Casta (obr. 4).

Obr. 4
Podil pacienti s virovou eradikaci
Jjako funkce hladiny HCV RNA pred lécbou (Shiratori et al. 1997)
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V ramci studie, kde byl AMPLICOR HCV MONITOR Test pouZit ke stanoveni
hladiny HCV RNA v séru pred lécbou, zjistil Kakumu et al.2! multivariacni
analyzou, Ze jedinymi nezavislymi faktory spojenymi s trvalou reakci na interferonovou
terapii jsou hladina HCV RNA v séru a genotyp HCV. V této studii Cinila
prumérna hladina HCV RNA pred 1é¢bou u respondért 4,2 log, coZ je vyznamné
méné nez hladina 5,6-log u non-respondéria (p < 0,0001). Trvalé reakce na
interferon se dosahlo u 81 % pacientd, u nichz byla hladina HCV RNA pied l1é¢bou
niz§i nez 1 x 105 kopii/ml, zatimco z pacientl, u nichZ byla hladina HCV RNA
pred 1écbou vyssi, bylo trvalé reakce dosazeno pouze u 19 %. Hladina HCV RNA
pred 1éébou byla také korelovana s dobou do zmizeni viremie; multivariaéni
analyzou se zjistilo, Ze nejsilnéj$im prediktorem dlouhodobé reakce je vymizeni
viremie do druhého tydne 1écby. HCV genotyp 1b se vyskytoval u 81 % pacientt,
ktefi na terapii nereagovali, a pouze u 44 % pacienttl, u kterych se dosahlo trvalé reakce.

Izopet et al.22 studoval vztah mezi HCV RNA a ucinnosti 1écby interferonem alfa
u 126 pacienti s chronickou hepatitidou C. S trvalou reakci se pojily tfi nezavislé
faktory: nizka vychozi hladina HCV, genotyp non-1 a Zenské pohlavi (tab. 12).

Tabulka 12
Proménné pred lé¢bou spojené s trvalou kompletni reakci
PFi univariacni a multivariacéni analyze (Izopet et al., 1998)

Proménna Pomér Sanci|95% interval spolehl| P
Pomér Interval

Univaria¢ni analyza
Niz8i HCV RNA=# 3,23 1,80-5,80 < 0,001
Genotyp HCV non-1 31,2 4,03-241,6 < 0,001
Zenské pohlavi 3,47 1,25-9,64 0,017
Normalni aktivita gama-GT 4,58 1,27-16,5 0,02

Multivaria¢ni analyza
Niz8i HCV RNA=# 1,95 1,01-3,77 0,045
Genotyp HCV non-1 20,0 2,38-168,3 0,006
Zenské pohlavi 4,0 1,25-12,78 0,019

4 Poméry Sanci (odds ratios) jsou ty, které jsou spojeny s vychozi koncentraci nizsi o 1,0 v log
kopii na mililitr.

Zeuzem et al.23 vyvodili podobné zavéry ze studie na chronickych HCV pacientech
lé¢enych peginterferonem alfa-2a, u nichZ byla virova zatéZ vyhodnocovana testem
COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0. Pii pouZiti ndsobného
logistického regresniho modelu se s trvalou virologickou reakci nezavisle a vyznamné
pojily hladina HCV RNA < 2 x 106 kopii/ml, alanin-aminotransferdzovy kvocient
pred Iécbou a jiny genotyp HCV neZ 1 (vSechna p < 0,001). Kombinace genotypu
HCV jiného nez 1 a hladina HCV RNA pfed 1écbou je silnym prediktorem trvalé
virologické odezvy (obr. 5).
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Alanin-aminotransferazovy kvocient pred terapii > 3 1

Obr. 5:
Nezavislé faktory pojici se s trvalou virologickou reakci podle ndsobné
logisticko-regresni analyzy (Zeuzem et al., 2000)
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Také Lee et al.24 za pouziti testu AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 prokazali,
Ze genotyp non-1 a vychozi hladina HCV RNA jsou nejsilnéjSimi nezavislymi
prediktory trvalé virové odezvy; pomér Sanci (odds ratio) u pacientd 1éCenych
peginterferonem alfa-2a byl po fadé 4,11 a 3,25. JelikoZ podle postupné regresni
analyzy je dominantnim faktorem genotyp, byly analyzy zopakovany zvlast pro
pacienty s genotypy 1 a non-1. Obéma analyzami se prokazalo, Ze je vychozi hladina
HCV RNA nezavisle spojena s trvalou virovou odezvou: (pomér Sanci u genotypu 1
byl 4,34, u genotypil non-1 ¢inil 2,45).

Jaekel et al.2> pouzil COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 k posouzeni
virové zatéZe u pacientl s akutni hepatitidou v ramci studie, jejimZ cilem bylo zjistit,
jestli miZe 1écba interferonem alfa-2b slouZit k prevenci chronické infekce. Virova
zatéZ byla hodnocena pred 1écbou (0. tyden) a ve 2., 4., 12., 24. a 48. tydnu.
Primérné doba, kdy hladina HCV RNA piestala byt detekovatelnd, byla 3,2 tydni,
pricemz u 42 ze 43 pacientd, ktefi absolvovali naslednou péci ve 24 tydnech, bylo
dosazeno stilé reakce.

Klinicka vyuzitelnost méreni hladiny HCV RNA béhem terapie

Vyzkumem se v posledni dobé zjistilo, Ze vysoce prediktivnim ukazatelem pro
konecny vysledek 1éCby je brzky pokles (béhem 2—12 tydni) hladiny HCV RNA
po zahdjeni 16Cby.26-28 Pacienti, u kterych se brzky vyznamny pokles neprojevi,
nejspisSe uz viibec reagovat nebudou. Ve studii necirrhotickych pacienti infikovanych
virem HCV, kde byla hladina HCV RNA hodnocena pomoci testu AMPLICOR
HCV MONITOR Test, Fallows et al. zjistili, Ze po 2 a 4 tydnech 1écby interferonem
alfa je u respondérii hladina HCV RNA vyznamné niZ$i neZ u non-respondért
(p < 0,001)26.

Pouzitim soupravy COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, v2.0 k méfeni
hladiny HCV RNA potvrdil Fried et al.?7, Ze silnym prediktorem trvalé virologické
reakce je pocatecni pokles koncentrace HCV RNA minimélné€ o 2 log. Ve 12. tydnu
vykazovalo 86 % (390 ze 453) pacientii léCenych peginterferonem alfa-2a plus
ribavirinem bud pokles hladiny HCV RNA o 2 log nebo hladinu HCV RNA zcela
nedetekovatelnou (obr. 6).
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12. tyden

(N = 453)

Obr. 6
Predikovatelnost trvalé virologické reakce (Fried et al., 2002)

Trvala virologicka

odezva N = 253

(65 %)
Ano N =390
(86 %)
N =137
(35 %)
Bez trvalé virologické
odezvy

Pokles HCV RNA
0 2 log nebo
nedetekovatelna

Trvala virologicka
odezva N=2
3 %

N =83
(14 %)

Ne

N =61
(97 %)

Bez trvalé virologické
odezvy

Davis28 zkombinoval udaje ze dvou velkych klinickych studii 1écby peginterferonem
plus ribavirinem a ukdzal, Ze jako prediktor trvalé virové reakce miiZe slouZit pokles
hladiny HCV RNA po 12 tydnech lé¢by minimalné o 2 log. Specidlné miiZe pouZiti
tzv. ,early stopping point rule pomoci urcit, zda se ma u pacienta s 1écbou
pokracovat. Z 187 pacientd, ktefi poklesu hladiny HCV RNA o 2 log béhem prvnich
12 tydnt 1é¢by nedosahli, reagovali na 1é¢bu jenom tfi (1,6 %).

Tabulka 13
Negativni prediktivni hodnoty riiznych virovych a casovych definici
brzké virologické reakce, serazené od nejrigoroznéjsi k nejméné rigorozni
(Davis, 2002)

Virova reakce v ¢asovém bodé

4 tydna 12 tydna 24 tydna

PCR-negativni

0,57 (0,53-0,61)

0,85 (0,75-0,92)

0,94 (0,90-0,96)

Pokles HCV RNA o = 3 logs
nebo k negativnim

0,73 (0,70-0,76)

0,96 (0,95-0,96)

0,97 (0,96-1,00)

Pokles HCV RNA o =2 logs
nebo k negativnim

0,82 (0,75-0,87)

0,98 (0,96-0,99)

0,96 (0,95-1,00)

Pokles HCV RNA o > 1 log
nebo k negativnim

0,91 (0,83-0,95)

0,97 (0,92-0,99)

0,96 (0,95-1,00)

v

¢asovym bodem, kdy se ma méfit virova zatéZ a minimalizovat pocet preruSeni
1é¢by u pacientt, ktefi by nakonec mohli po absolvovani plné 1é¢by reagovat.
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Souhrn a zavéry

Jak je uvedeno vySe, bylo soupravy AMPLICOR nebo COBAS AMPLICOR
HCV MONITOR Test, v2.0 k méfeni hladiny HCV RNA u pacient hodnocenych
z hlediska 1é¢by a jeji i¢innosti pouZito u fady studii zabyvajicich se monoterapii
i kombinovanou terapii. NejbéZnéjSimi kritérii k posouzeni, zda pacient na terapii
reaguje, jsou virologickd odezva a genotyp; ovSem vztah mezi hladinou pred 1é¢bou
a reakci na 1écbu neni absolutni, protoZe mezi hladinami HCV RNA u respondert
a non-respondért je znacny prekryv. Jak je tomu u kazdého diagnostického testu,
je tieba vysledky z testi AMPLICOR nebo COBAS AMPLICOR HCV MONITOR
Test, v2.0 interpretovat s uvaZzenim vSech virologickych, biochemickych a histologickych
nalezli daného pacienta.
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