COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® cobas
HCV Test

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test | HCMCAP 48 Tests P/N: 03568547 190
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® PG WR 5.1 Liters P/N: 03587797 190

Wash Reagent

POUZITI

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV je in vitro amplifikaéni test nukleové kyseliny pro
kvantifikaci RNA viru hepatitidy C (HCV) v lidské plazmé nebo séru za pouziti zafizeni COBAS® AmpliPrep
pro automatizované zpracovani vzorku a analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 pro
automatizovanou amplifikaci a detekci. Tento test se pouziva ve spojeni s klinickymi udaji a dalSimi
laboratornimi markery HCV infekce k urCovani klinické terapie pacientd s chronickou infekci HCV. Test maze
byt pouzit pro zhodnoceni pravdépodobnosti chronické virové odpovédi ¢asné v pribéhu antivirové terapie
a pro zhodnoceni virové odpovédi na antivirovou terapii méfené zménami hladin HCV RNA v séru nebo plazmé.

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV neni uréen k plodnému vyS$etfovani krve &i
krevnich derivata na pritomnost HCV, ani jako diagnosticky test k potvrzeni infekce virem HCV.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Virus hepatitidy C' je povazovan za hlavniho etiologického ptivodce zodpovédného za 90-95% pfipadu
potransflzni hepatitidy non-A a non-B2.3. HCV je virus s jednofetézcovou pozitivné orientovanou RNA
s genomem obsahujicim zhruba 10 000 nukleotidi kédujicich 3000 aminokyselin. HCV se vyskytuje v krvi,
a proto se muze krvi a krevnimi derivaty pfenaset. Rozsahlym ploSnym vySetfovanim krve na pfitomnost viru
HCV se nebezpedi onemocnéni hepatitidou spojené s krevni transfuzi vyrazné snizilo. Incidence infekce virem
HCV je nejvy8si v souvislosti s nitrozilnim zneuzivanim drog a v mensi mife i s ostatnimi perkutannimi
aplikacemi®. Celosvétova prevalence infekce HCV, stanovena imunosérologickymi testy se pohybuje v rozmezi
od 0,6% v Kanadé az po 1,5% v Japonsku?.

Skutecnost, Ze se v organismu pacientd infikovanych virem HCV vyskytuji proti nému protilatky, vedla k vyvoiji
imunosérologickych testll, které jsou pro tyto protilatky specifické. Pfitomnost protilatek proti HCV je sice
ukazatelem predchozi expozice infekci virem HCV, nelze ji vSak povazovat za marker soucasné infekce.
Kromé toho, pfima detekce metodami virové kultury neni dostupnd, i kdyz je detekce antigenu jadra HCV
mozna.

Hladina alanin-aminotransferdzy (ALT) se sice povazuje za hruby indikator infekce virem HCV, neni v8ak
pfimou mirou virémie. Stupen zvySeni hladiny ALT nelze s mirou infekce virem HCV pfimo korelovat. Hladina
ALT totiz muze byt fakticky zvySena pfi celé rfadé pfi€in zanétu jater, kam virova hepatitida spadd, neni vSak
jedina. Oproti tomu detekce a kvantitativni stanoveni HCV RNA cestou amplifikace nukleové kyseliny
polymerazovou fetézovou reakci (PCR) nabizi zplsob méfeni aktivni virémie4-6. Pomoci PCR Ize detekovat
HCV virémii jesté pred imunologickou sérokonverzi’-8 a detekovat zmény virové zatéze u pacientd
s chronickou infekci virem HCV, ktefi jsou pozitivni na protilatky a podrobuji se terapii interferonem?.

PRINCIPY PROCEDURY

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV je amplifikaéni test nukleové kyseliny pro kvantifikaci RNA
viru hepatitidy C (HCV) v lidské plazmé nebo séru. Pfiprava vzorku je automatizovana pomoci zafizeni
COBAS® AmpliPrep s amplifikaci a detekci automatizovanou pomoci analyzatoru COBAS® TagMan® nebo
COBAS® TagMan® 48.

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCYV je zaloZen na tfech zékladnich procesech: (1) pFipravé
vzorku pro izolaci HCV RNA; (2) reverzni transkripci cilové RNA pro vytvofeni komplementarni DNA (cDNA),
a (3) simultanni PCR amplifikaci cilové cDNA a detekci rozstépené, dvojité znacené oligonukleotidové detekeni
sondy specifické pro cil.

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachdzi na konci tohoto dokumentu.
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Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV umoZfiuje automatizovanou pkipravu vzorku
nasledovanou automatizovanou reverzni transkripci, PCR amplifikaci a detekci cilové HCV RNA
a kvantifikacniho standardu (QS) HCV Armored RNA. Cinidlo Master Mix obsahuje primery a sondy
specifické pro HCV RNA a HCV QS Armored RNA. Master Mix byl vyvinut pro zajisténi ekvivalentni
kvantifikace HCV genotypu 1 az 6. Detekce amplifikované DNA je provadéna pomoci cilové specifické a QS
specifické, dvojité znacené oligonukleotidové sondy, ktera umozfiuje nezavislou identifikaci amplikonu HCV
a HCV QS.

Stanoveni mnozstvi virové HCV RNA se provadi pomoci kvantifikaéniho standardu HCV. Ten kompenzuje
ucinky inhibitor( a kontroluje pfipravné a amplifikacni procesy, ¢imz umoznuje presnéjsi kvantifikaci HCV RNA
v kazdém vzorku. HCV QS je neinfekéni Armored RNA konstrukce, ktera obsahuje HCV sekvence
s identickymi vazebnymi misty pro primer jako cilovou HCV RNA a unikatni vazebnou oblast pro sondu, ktera
umozfiuje odliseni HCV QS amplikonu od HCV cilového amplikonu.

HCV QS se pfidava do kazdého vzorku o zndmém podtu kopii a prochazi nasledujicimi kroky pfipravy vzorku,
reverzni transkripce, PCR amplifikace a detekce Stépenych, dvojité znacenych oligonukleotidovych detekénich
sond. Analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 vypoditava koncentraci HCV RNA
v testovaném vzorku srovnanim signalu HCV se signalem HCV QS u kazdého vzorku a kontroly.

Volba cilové sekvence

Volba cilové sekvence RNA pro HCV zavisi na identifikaci takovych oblasti v genomu HCV, kde se mezi
jednotlivymi genotypy HCV sekvence v maximalni mife zachovava!O.11. Genericka pfiprava vzorku
zalozena na kifemiku je pouzivana pro zachyceni HCV RNA a HCVQS RNA a definované oligonukleotidy
jsou pouzity jako primery pfi amplifikaci HCV RNA a HCVQS RNA. Cilové specifikd a QSspecificka, dvojité
znaCend oligonukleotidova sonda umozniuje nezavislou identifikaci amplikonu HCV a HCV QS. Proto je
patfiény vybér primer( a dvojité zna¢ené oligonukleotidové sondy kriticky pro schopnost testu amplifikovat
a detekovat HCV genotypy. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV pouzivéa reverzni transkripci
a primery PCR amplifikace, které definuji sekvence ve vysoce konzervované oblasti 5'-nepfelozené oblasti
HCV genomu2. Nukleotidové sekvence primerd byly optimalizovany pro umoznéni srovnatelné amplifikace
genotypu HCV.

Pfiprava vzorku

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV vyuziva automatizovanou pfipravu vzorku na zafizeni
COBAS® AmpliPrep pomoci generické vychytavaci technologie zalozené na kfemiku. Procedura
zpracovava 850 pl plazmy nebo séra. HCV virové &astice jsou rozlozeny inkubaci pfi zvySené teploté
s protedzou a chaotropnim lytickym/vazebnym pufrem, ktery uvolfiuje nukleové kyseliny a chrani uvolnénou
HCV RNA pred pusobenim RNaz v séru nebo plazmé. Protedza a znamy pocet molekul HCV QS RNA
jsou pridany do kazdého vzorku spolu s lytickym €inidlem a magnetickymi sklenénymi ¢asticemi. Nasledné
je smés inkubovdna a HCV RNA a HCV QS RNA jsou navazany na povrch magnetickych sklenénych
Castic. Nenavazané substance, jako soli, bilkoviny a ostatni bunééné nedistoty, jsou odstranény
proplachnutim magnetickych sklenénych ¢astic. Po separaci kuliCek a dokonéeni oplachovani jsou
absorbované nukleové kyseliny eluovany pfi zvySené teploté pomoci vodného roztoku. Zpracovany vzorek
obsahujici magnetické sklenéné ¢astice a uvolnénou HCV RNA a HCV QS RNA, je pfidan do amplifikaéni
smési a pfemistén do analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48. Cilové HCV RNA
a HCV QS RNA jsou pak reverzné transkribovany, amplifikovany a simultanné detekovany &tépenim cilové
specifické a QS specifické, dvojité znacené oligonukleotidové sondy.

Reverzni transkripce a PCR amplifikace

Reverzni transkripce a amplifikacni PCR reakce je provadéna pomoci termostabilniho rekombinantniho
enzymu DNA polymerazy (Z05) Thermus specie. Za pfFitomnosti dvojmocného manganu (Mn2+) a za
pfiznivych pufrovacich podminek vykazuje Z05 aktivitu jak reverzni transkriptazy, tak DNA polymerazy13.14,
To umoznuje reverzni transkripci a PCR amplifikaci spolu detekci amplikonu v realném case.

Zpracované vzorky se pfidavaji do amplifikacni smési v amplifikacnich zkumavkach (K-zkumavkach), kde
probiha jak reverzni transkripce, tak PCR amplifikace. Reakéni smés se zahfiva, aby se downstream primer
napojil specificky na cilovou HCV RNA a na kvantifikaéni standard HCVQS RNA. V pfitomnosti Mn2+
a nadbytku deoxynukleotid-trifosfatl (dNTPs), mezi néz patfi deoxyadenozin-, deoxyguanozin-,
deoxycytidin- a deoxyuridin- triphosfaty, polymerizuje Z05 polymeraza hybridizované primery za vzniku
vlakna DNA komplementarniho k cilové RNA.
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Cilova amplifikace

Po reverzni transkripci cilové HCV RNA a HCVQSRNA zahreje termocykler v analyzatoru COBAS® TagMan®
nebo COBAS® TagMan® 48 reakéni smés tak, aby doSlo k denaturaci hybridu RNA:cDNA a expozici
specifickych primerovych cilovych sekvenci. Pfi chladnuti smési se primery pfipoji k cilové DNA. Termostabilni
Z05 DNA polymeraza Thermus specie v pFitomnosti Mn2+a nadbytku deoxynukleotid-trifosfatt (ANTPs), tj.
deoxyadenozin-, deoxyguanozin-, deoxycytidin- a deoxyuridin- (misto thymidinu) trifosfatu, polymerizuje primery
po hybridizaci podél cilového templatu a vytvari molekulu dvouviaknové DNA nazyvanou amplikon. Analyzator
COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 opakuje automaticky tento proces po uréeny poéet cyklu, kdy
pfi kazdém cyklu dojde ke zdvojeni mnozstvi amplikonové DNA. Pozadovany pocet cykll je pfedem
naprogramovany v analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48. Amplifikace probiha pouze
v oblasti genomu HCV mezi primery, cely genom amplifikovan neni.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se dosahuje v testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylazy) a deoxyuridin-
trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase rozpozna a katalyzuje rozklad fetézct DNA obsahujicich deoxyuridin®,
ale nikoli DNA obsahujici deoxythymidin. Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje, je vSak vzdy
pfitomen v amplikonu diky pouziti deoxyuridin-trifosfatu jako jednoho z dNTPs v ¢inidle Master Mix, takze
deoxyuridin obsahuje pouze amplikon. V dlsledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminovany amplikon
citlivy vici destrukci enzymem AmpErase pfed amplifikaci cilové DNA. Jakykoliv nespecificky produkt
vytvofeny po inicidlni aktivaci Master Mix manganem je zni¢en enzymem AmpErase. Enzym AmpErase,
ktery je obsazeny v Cinidle Master Mix, katalyzuje rozStépeni DNA obsahujici deoxyuridin v misté
deoxyuridinového zbytku rozevienim deoxyribozového fetézce v pozici C1. Kdyz je fetézec amplikonové
DNA v prvnim tepelné cyklizaénim kroku zahfivan, $tépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava
neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase zlstava neaktivni po del$i dobu, jakmile je vystaven teplotdm nad
55°C, tzn. v prubéhu tepelné cyklizaéniho kroku, a proto nerozklada cilovy amplikon vznikly po PCR reakci.

Detekce produktd PCR v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV vyuziva 16.17 PCR technologii b&Zici v realném ¢&ase.
Pouziti dvojité znagenych fluorescenénich sond umoznuje detekci akumulace PCR produktl v realném ¢ase
monitorovanim intenzity emise fluorescen¢niho barviva uvolnéného béhem amplifikaéniho procesu. Sondy se
skladaji z HCV a HCV QS-specifickych oligonukleotidovych sond s oznamovacim a tlumicim barvivem. V testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV jsou HCV a HCV QS sondy znageny riiznymi fluorescenénimi
oznamovacimi barvivy. Jsou-li tyto sondy intaktni, je fluorescence oznamovaciho barviva potlac¢ena blizkosti
tlumiciho barviva kvali pfenosovému vlivu energie Forsterova typu. Pfi PCR hybridizuje sonda s cilovou
sekvenci a je rozStépena 5' — 3' nukleazovou aktivitou termostabilni Z05 DNA polymerazy. Jakmile je
oznamovaci a tlumici barvivo uvolnéno a oddéleno, tak nedochazi nadale k Utlumu a fluorescenéni aktivita
oznamovaciho barviva se zvysi. Amplifikace HCV RNA a HCV QS RNA je mérena nezavisle pfi rznych
vinovych délkach. Tento proces je opakovan po pfedem uréeny pocet cykll, pficemz kazdy cyklus efektivné
zvySuje emisni intenzitu jednotlivého oznamovaciho barviva a umoznuje nezavislou identifikaci HCV RNA
a HCV QS RNA. PCR cyklus, pfi némz rastova kfivka zacina exponencialni rust, souvisi s mnozstvim
poc¢ateéniho materialu na zaCatku PCR reakce.

Zaklady kvantifikace v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV je neodmyslitelné kvantitativni ve velmi Sirokém
dynamickém rozmezi, protoze monitorovani amplikonu je provadéno v exponencidlni fazi amplifikace. Cim
vy$8i je titr HCV ve vzorku, tim dfiv pfekroéi fluorescence oznamovaciho barviva HCV sondy zakladni hladinu
fluorescence (viz obrazek 1). Protoze je mnozstvi HCV QS RNA konstantni ve vSech vzorcich, tak by se méla
fluorescence oznamovaciho barviva sondy HCV QS objevit ve stejném cyklu u v8ech vzorkl (viz obrazek 2).
Ve vzorcich, v nichZ je fluorescence QS postizena, je koncentrace upravena odpovidajicim zplsobem.
Objeveni specifickych fluorescenénich signald je hlaseno jako kriticka prahova hodnota (Ct). Ct je definovana
jako dil&i gislo cyklu, kdy fluorescence oznamovaciho barviva pfekroé¢i pfednastavenou prahovou hodnotu
(Ur€enou fluorescenéni hladinu) a zaéne exponencialni ristovou fazi tohoto signalu (viz obrazek 3). Vyssi Ct

o 1 Ct pro cilovou HCV RNA, zatimco desetinasobny vzestup titru koreluje s poklesem o 3,3 Ct.

Obrazek 1 ukazuje cilové ristové kfivky pro série Fedéni v rozsahu 5-log¢g. Jakmile koncentrace viru
narusta, tak se rlistové kfivky posouvaji do dfivéjSich cykll. Proto rlistova kfivka nejvice vlevo odpovida

v v,
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Obrazek 1
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Obrazek 2 ukazuje rustové kfivky kvantifikaéniho standardu pro vzorek z sérii fedéni viru zajimajici rozsah
5-10g4q. Mnozstvi kvantifikacniho standardu pfidaného do kazdého vzorku je konstantni pro kazdou reakci.
Ct hodnota kvantifikaéniho standardu je podobnéa bez ohledu na titr viru.

Obrazek 2
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Obrazek 3 ukazuje pfiklad, jak jsou hodnoty fluorescence v kazdém cyklu normalizovany pro kazdou

ristovou kfivku. Dil&i ¢islo cyklu (Ct) je vypocitano kde fluorescenéni signal prekro¢i Uréenou fluorescenéni
hladinu.
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Obrazek 3
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Kvantifikace HCV RNA

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV stanovuje mnozstvi RNA HCV viru pomoci druhé cilové
sekvence (kvantifikaéni standard HCV), ktery je do testovaného vzorku pfidan o znamé koncentraci. HCV QS
je neinfekéni Armored RNA konstrukce, kterd obsahuje fragmenty HCV sekvenci s vazebnymi oblastmi pro
primer, identickymi s cilovymi sekvencemi HCV. HCV QS generuje amplifikaéni produkt stejné délky
a zakladniho slozeni jako je cilova HCV RNA. Vazebna oblast pro detekéni sondu pro HCV QS byla
modifikovana pro odlieni amplikonu HCV QS od cilového amplikonu HCV.

PFi hybridizaéni fazi PCR reakce v analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 jsou vzorky
osvétleny a excitovany filtrovanym svétlem a filtrovand emisni fluorescenéni data jsou shromazdovana pro
kazdy vzorek. Odecety pro kazdy vzorek jsou pak korigovany na fluktuace zafizeni. Tyto odecety fluorescence
jsou odeslany zafizenim do softwaru AMPLILINK a uloZzeny v databazi. Pre-Checks (kontroly) se pouzivaji pro
stanoveni, zda-li HCV RNA a HCV QS RNA data reprezentuji sady, které jsou platné a indikatorové zalozky
jsou generovany v pripadé, ze data lezi mimo nastavené limity. Po dokonéeni a spInéni vSech kontrol jsou
odecety fluorescence zpracovany pro generovani Ct hodnot pro HCV RNA a HCV QS RNA. Kalibraéni
konstanty specifické pro sérii poskytované spolu s testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV jsou
pouzivany pro kalkulaci hodnoty titru pro vzorky a kontroly zaloZzené na Ct hodnotdch HCV RNA a HCV QS
RNA. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV je standardizovan vzhledem k Prvnimu
mezinarodnimu standardu WHO pro testovani technologie analyzy nukleovych kyselin (“WHO International
Standard for Hepatitis C Virus RNA for Nucleic Acid Technology (NAT) Assays Testing (NIBSC kod 96/790)18%)
a hodnoty titru jsou udavany v mezinarodnich jednotkach (1U/ml).

CINIDLA

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test HCMCAP 48 testl
(P/N: 03568547 190)
HCV CS1 1 x 48 testl

(HCV Kazeta s ¢inidly pro magnetické sklenéné Castice)
Magnetické sklenéné castice
93% Isopropanol

Xi x 93% hm. Isopropanol

Drazdivy

F i? 93% hm. Isopropanol

Vysoce hoflavy
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HCV CS2
(HCV kazeta s lytickym Cinidlem)

Dihydrat citratu sodného
42,5% Guanidinthiokyanat
< 14% Polydokanol

0,9% Dithiothreitol

Xn x 42,5% hm. guanidinthiokyanat

Zdravi Skodlivy

HCV CS3
HCV Multi¢inidlova kazeta obsahuje:

Pase

(Roztok proteinazy)
Tris pufr
< 0,05% EDTA
Chlorid vapenaty
Acetat vapenaty
< 7,8% Proteinaza
Glycerol

Xn < 7,8% hm. proteinaza

X

Zdravi Skodlivy

EB
(Eluéni pufr)
Tribazovy pufr
0,2% Methylparaben

HCV CS4
HCV Kazeta na ¢inidla specificka pro test obsahuje:

HCV QS
(HCV kvantifikaéni standard)
Tris pufr
EDTA
< 0,002% Poly rA RNA (synteticka)
< 0,001% Armored HCV RNA konstrukce obsahujici HCV vazebné
sekvence primeru a unikatni vazebnou oblast sondy
(neinfekéni RNA v bakteriofagu MS2)
0,05% azid sodny

HCV MMX
(HCV Master Mix)
Tricin pufr
Acetét draselny
Hydroxid draselny
< 20% Dimethylsulfoxid
Glycerol
< 0,004% dATP, dCTP, dGTP, dUTP
< 0,002% Upstream a downstream HCV primery pro 5' UTR oblast HCV
< 0,001% Fluorescenéné znacené oligonukleotidové sondy
specifické pro HCV a HCV kvantifikaéni standard
< 0,001% Oligonukleotidovy aptamer
< 0,05% Z05 DNA Polymeraza (mikrobialni)
< 0,1% enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza) (mikrobialni)
0,09% azid sodny

CAP/CTM Mn2+
(CAP/CTM roztok manganu)

< 0,5% Acetat manganaty
Ledova kyselina octova
0,09% azid sodny
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1 x 48 testu

1 x 48 testl

1x3,8ml

1x7,0ml

1 x 48 testl

1 x 3,6 ml

1x2,5ml

1x 19,8 ml
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HCV H(+)C
(HCV Vysoce pozitivni kontrola)
< 0,001% Armored HCV RNA konstrukce obsahujici
HCV sekvence (neinfekéni RNA v bakteriofagu MS2)
Negativni lidska plazma, nereagujici podle test( na protilatky proti
HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigen a HBsAg;
HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA nedetekovatelné metodami PCR
0,1% konzervaéni &inidlo ProClin® 300

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

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

Drazdivy
R36/38: Drazdi o€i a kizi.
R43: Mlize vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi.
HCV L(+)C
(HCV Nizce pozitivni kontrola)
< 0,001% Armored HCV RNA konstrukce obsahujici
HCV sekvence (neinfekéni RNA v bakteriofagu MS2)
Negativni lidska plazma, nereagujici podle testd na protilatky proti
HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigen a HBsAg;

HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA nedetekovatelné metodami PCR
0,1% konzervaéni &inidlo ProClin® 300

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

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

Drazdivy
R36/38: Drazdi o¢i a kuzi.
R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi.
CTM(-) C
[Negativni kontrola COBAS® TagMan® (Lidska plazma)]

Negativni lidska plazma, nereaguijici podle testl na protilatky
proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigen a HBsAg;

HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA nedetekovatelné PCR metodami.

0,1% konzervaéni &inidlo ProClin® 300

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

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

Drazdivy
R36/38: Drazdi o€i a kizi.
R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi.
HCV H(+)C Clip
(HCV Klipy s ¢arovym kédem pro vysoce pozitivni kontrolu)

HCV L(+)C Clip
(HCV Klipy s ¢arovym kdodem pro nizce pozitivni kontrolu)

HCV (-) C Clip
(HCV Klipy s ¢arovym kédem pro negativni kontrolu)
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent PG WR

Myci &inidlo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
(P/N: 03587797 190)

PG WR

(Myci ginidlo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®)
Dihydrat citratu sodného
< 0,1% N-Methylisothiazolon-HCI

05998212041-03CS 7
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UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

A.

B.
C.
D

m

zZ - X<

PRO IN VITRO DIAGNOSTICKE POUZITI.
Test se pouziva s lidskym sérem nebo plazmou odebranou do EDTA antikoagula¢niho Cinidla.
Nepipetovat Usty.

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

Pfi odebirani alikvotnich podilli z kontrolnich lahvi¢ek dbejte na to, aby nedo$lo k mikrobialni nebo
ribonukledzové kontaminaci.

Doporucuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouziti a hroty na pipety prosté RNazy.
Nesmésujte dohromady kontroly z rliznych Sarzi, ani z riznych lahvi¢ek téze Sarze.
Nesmichavejte kazety na €inidla ani kontroly z riznych souprav.

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

Nespotfebovana Cinidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi predpisy.
Po vyprSeni Ihaty pouzitelnosti jiz soupravu nepouzivejte.
Pravidla bezpecnosti pfi praci (MSDS) zasle na vyzadani vase mistni pobocka spole¢nosti Roche.

Manipulace se vzorky a kontrolami se musi fidit pravidly pro zachazeni s infekénim materialem.
Musi byt pouzivany bezpecné laboratorni postupy, napf. postupy uvedené v publikaci Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories!® a v dokumentu CLSI &. M29-A320. Vechny plochy
dikladné ocistéte a vydezinfikujte Cerstvé pfipravenym 0,5% roztokem chlornanu sodného
v deionizované nebo destilované vodé.

POZN.: Bézné bélici prostiedky pro domacnost obvykle obsahuji chlornan sodny v koncentraci 5,25%.

N.

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

POZOR: CTM (-) C, HCV L(+)C a HCV H(+)C obsahuiji lidskou plazmu pochazejici z lidské krve.
Zdrojovy material byl testovan a byl shledan nereaktivnim na pfitomnost povrchového antigenu
hepatitidy B (HBsAgQ), protilatek proti HIV-1/2 a HCV a HIV p24 antigenu. Testovani negativni lidské
plazmy metodami PCR neprokazalo zadnou detekovatelnou HIV-1 RNA, HCV RNA, ani HBV DNA.
Nicméné zadna znama testovaci metoda nepredstavuje dokonalou zaruku, Ze se s derivaty z lidské
krve nepfenesou néjaka infekéni agens. Proto je tfeba povazovat vSechen material lidského plvodu
za potencialné infekéni. S CTM (=) C, HCV L(+)C a HCV H(+)C je tfeba zachazet jako s infek&nim
materidlem a pfi praci s nimi je nutno uplatfiovat bezpeéné laboratorni postupy, napfiklad ty, které
jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories'® nebo
v dokumentu CLSI M29-A320. VSechny pracovni plochy dikladné odistéte a dezinfikujte Gerstvé
pfipravenym 0,5% roztokem chlornanu sodného v deionizované nebo destilované vodé.

HCV QS, CAP/CTM Mn2+ a HCV MMX obsahuje azid sodny. Ten mdze reagovat s olovénymi nebo
médeénymi armaturami a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. Pfi likvidaci roztok(l obsahujicich
azid sodny naklonte laboratorni umyvadla a proplachnéte odtok velkym mnozstvim vody, abyste tak
zabranili narlstu mnozstvi azidu.

Pfi praci s jakymikoli Cinidly pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné bryle.
Dbejte na to, 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 tuto péci
zanedbali, mohly by se na postizeném misté vyvinout popaleniny. Jestlize se nékteré Cinidlo rozlije
nebo rozsype, tak ho pfed vytfenim dosucha zfedte vodou.

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

PFi likvidaci jednotek pro zpracovani vzorku (SPU) ze zafizeni COBAS® AmpliPrep, které obsahuiji
guanidinthiokyanat, zabrante jakémukoli kontaktu s roztokem chlornanu sodného (bélidlo). Ze smési
by se mohl uvolriovat vysoce toxicky plyn.
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POZADAVKY NA MANIPULACI A SKLADOVANI

A.
B.

Cinidla ani kontroly nezmrazujte.

Skladujte HCV CS1, HCV CS2, HCV CS3 a HCV CS4 pfi teploté 2-8°C. Pokud jsou tato ¢inidla
nepouzita, tak jsou stabilni _aé do vyprSeni doby pouzitelnosti, jez je na nich uvedena. Po pouZiti
HCV CS2, HCV CS3 a HCV CS4 je mozné pouzit maximalné ve 4 cyklech zafizeni az do maximalni
kumulativni doby 64 hodin v zafizeni COBAS® AmpliPrep. Cinidla musi byt skladovana pfi teploté
2-8°C mezi jednotlivymi cykly zafizeni.

Skladujte HCV H(+)C, HCV L(+)C a CTM (-) C pfi teploté 2-8°C. Kontroly jsou stalé do vyzna¢eného
data exspirace. Po otevieni je tfeba nespotfebovanou ¢ast zlikvidovat.

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

Skladujte PG WR pfi teplotach 2-30°C. PG WR je staly az do vyprSeni vyznaené doby exspirace.
Po otevieni se uchovava pfi teploté 2-30°C a za téchto okolnosti je stalé 28 dni (resp. do data
exspirace, je-li tato doba kratsi).

DODAVANY MATERIAL

A.

B.

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test _HCMCAP
(P/N: 03568547 190)

HCV CS1

(HCV Kazeta s cCinidly pro magnetické sklenéné Castice)

HCV CS2

(HCV kazeta s lytickym ¢inidlem)

HCV CS3

(HCV MultiCinidlova kazeta)

HCV CS4

(HCV Kazeta na Cinidla specificka pro test)

HCV H(+)C

(HCV Vysocepozitivni kontrola)

HCV L(+)C

(HCV Nizce pozitivni kontrola)

CTM (-) C

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

HCV H(+)C Clip

(HCV Klipy s ¢arovym kédem pro vysoce pozitivni kontrolu)

HCV L(+)C Clip

(HCV Klipy s ¢arovym kédem pro nizce pozitivni kontrolu)

HCV (-) C Clip

(HCV Klipy s ¢arovym kédem pro negativni kontrolu)
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent __PG WR
Myci &inidlo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
(P/N: 03587797 190)

PG WR
(Myci &inidlo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®)

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY
Instrumentarium a software

e Zafizeni COBAS® AmpliPrep

« Analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48
* Volitelné: Docking Station

e \olitelné: Zafizeni cobas p 630

e Software AMPLILINK, verze 3.2 nebo 3.3

e Datova stanice pro software AMPLILINK s tiskarnou
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Pokud je datova stanice pro software AMPLILINK nainstalovana se softwarem AMPLILINK verze 3.2
nebo 3.3, pouzijte nasledujici pfirucky:

— PFirutka pro zafizeni COBAS® AmpliPrep pro pouziti s analyzatorem COBAS® TagMan®,
analyzatorem COBAS® TagMan® 48, analyzatorem COBAS® AMPLICOR® nebo zafizenim
cobas p 630 a se softwarem AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3

— Pfirucka k analyzatoru COBAS® TagMan® (plus k volitelné dokovaci stanici) pro pouZziti s aplikaéni
pfiru¢kou softwaru AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3

— PFiru¢ka pro analyzator COBAS® TagMan® 48 pro pouziti s aplikaéni pfiruékou softwaru
AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3

— Aplikaéni pfiruéka pro software AMPLILINK verze 3.2 pro pouZiti se zafizenim COBAS®
AmpliPrep, (%nalyzétorem COBAS® TagMan®, COBAS® TagMan® 48 a analyzatorem COBAS®
AMPLICOR

nebo

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

— Volitelné: PFiru¢ka obsluhy cobas p 630, verze softwaru 2.2

Spotiebni material
e Jednotky pro zpracovani vzorku: SPU
e Vstupni zkumavky pro vzorek (S-zkumavky) s klipy s ¢arovym kédem (P/N: 03137040001)
e Stojany s K-hroty (P/N: 03287343001)
¢ Box s K-zkumavkami v poctu 12 x 96 (P/N: 03137082001)

DALSIi POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY
e Stojan na vzorky (stojan SK 24) (P/N: 28122172001)
e Stojan na Cinidla (P/N: 28122199001)
e Stojan SPU (P/N: 28122806001)
* Motorizovany vic¢kova¢ K-zkumavek (P/N: 03516539001)
e Vickova¢ K-zkumavek (P/N: 03339874001)
e K-nosi¢ (P/N: 28150397001)
e Premistova¢ K-nosi¢l (P/N: 03517519001)
e Stojan pro K-nosi¢e (P/N: 03286436001)

e Pipetory s RNazy-prostymi hroty s aerosolovou bariérou nebo s pozitivnim posuvem (kapacita
1000 ph)*

¢ Rukavice na jedno pouziti bez pudru

e Vifivy mixér

Pipetory musi byt pfesné na 3% jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno, musi byt pouzity hroty

s aerosolovou bariérou nebo s pozitivnim posuvem prosté RNazy, aby se zabranilo vzajemné
kontaminaci vzorku a amplikonu.

ODBER, PREPRAVA A SKLADOVANI VZORKU
POZN.: Zachazejte se vzorky a kontrolami jako s mozZnymi pfenaseci infekce.
A. Odbér vzorku

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV je uréen pro pouziti s vzorky séra nebo plazmy. Krev
se odebira do zkumavek SST® (Serum Separation Tubes) nebo do sterilnich zkumavek za pouziti EDTA
(vrSek levandulové barvy) jako antikoagulantu.

Plnou krev uchovaveite pfi teploté 2—25°C maximalné 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. Sérum nebo plazmu
pfevedte do sterilni polypropylenové zkumavky. Obrazky 4 a 5 ukazuji data stability vzorkd ze studii odbéru
vzorkd. Studie byly provedeny za pouziti testu COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR, verze 2.0 (v2.0).
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HCYV Stabilita v plné krvi (EDTA plazma)
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Tabulka 1
Log,q Diference v koncentraci HCV z cykilu 0
pro sérum a EDTA plazmu zmrazené a rozmraZené pro 5 cykli

Matrix Stabilita Cykly zmrazeni / rozmrazeni
Vzorek
Cislo Cyklu 0 Cyklus 1 Cyklus2 Cyklus3 Cyklus 4 Cyklus 5
Sérum 1 0,000 -0,052 0,238 0,179 -0,670 -0,277
2 0,000 0,293 0,228 -0,206 -0,338 0,175
3 0,000 -0,270 -0,023 -0,430 0,008 -0,229
4 0,000 0,071 -0,516 -0,295 -0,564 -0,670
5 0,000 0,342 -0,031 -0,344 -0,436 -0,277
Primérné sérum 0,000 0,077 -0,021 -0,239 -0,400 -0,246
EDTA 1 0,000 -0,006 0,043 -0,143 -0,159 -0,140
plazma 2 0,000 -0,329 -0,375 -0,234 -0,642 -0,265
3 0,000 -0,056 -0,248 -0,371 -0,395 -0,142
4 0,000 0,186 -0,066 -0,034 -0,241 -0,084
5 0,000 -0,120 -0,111 -0,055 0,250 -0,217
Pramérna EDTA plazma| 0,000 -0,065 -0,151 -0,167 -0,237 -0,170

NAVOD K POUZITI

POZN.: Detailni provozni pokyny, podrobny popis moznych konfiguraci, tisk vysledku a interpretace
priznaki, poznamek a chybovych hlaseni naleznete v (1) pFiruéce pro zafizeni COBAS® AmpliPrep
pro pouZiti s analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48, analyzatorem
COBAS® AMPLICOR® nebo zafizenim cobas p 630 a se softwarem AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3;
(2) priruéce k analyzatoru COBAS® TagMan® (plus k volitelné dokovaci stanici) pro pouZiti
s aplikaéni priruékou softwaru AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3; (3) pfiruéce pro analyzator COBAS®
TagMan® 48 pro pouziti s aplikaéni priruékou softwaru AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3; (4) aplikacni
priruéka softwaru AMPLILINK, verze 3.2 pro pouZziti se zafizenim COBAS® AmpliPrep,
analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48 a analyzatorem COBAS®
AMPLICOR® nebo v aplikaéni pfiruéce k softwaru AMPLILINK, verze 3.3 pro pouZiti se zafizenim
COBAS® AmpliPrep, analyziatorem COBAS® TaqMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48,
analyzatorem COBAS® AMPLICOR® a zafizenim cobas p 630; (5) volitelné: pfiruéka obsluhy
cobas p 630, verze softwaru 2.2.

Velkost Sarze:

Kazdy kit obsahuje dostatek &inidel pro 48 testl, které mohou byt provedeny v davkach po 12 az
24 testech. Alespon jedna z kazdé kontroly [CTM (-) C, HCV L(+)C a HCV H(+)C] musi byt zahrnuta do
kazdé davky (viz oddil “Kontrola kvality”).

Pracovni tok:

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

POZN.: NEZMRAZUJTE ani NESKLADUJTE zpracované vzorky a kontroly pri teploté 2-8°C.
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Priprava vzorki a kontrol

POZN.: Pouzivate-li vzorky zmrazené, tak je ponechte pfi pokojové teploté, dokud kompletné
nerozmrznou a nechte je 3-5 sekund vifit pfed pouZitim. Kontroly by mély byt odstranény
ze skladovani pfi 2-8°C a vyrovnany na okolni teplotu pred pouzitim.

Nastaveni zarizeni COBAS® AmpliPrep
Cast A. Udrzba a plInéni
A1.  Zafizeni COBAS® AmpliPrep je pfipraveno k praci v pohotovostnim rezimu.

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

a. Prihlaste se k Windows® XP.
b. Dvakrat kliknéte na ikonu softwaru AMPLILINK.
c. Prihlaste se k softwaru AMPLILINK zadanim pfidéleného uzivatelského jména a hesla.
A3. Zkontrolujte dodavku PG WR pouzitim obrazovky Status a provedte v pfipadé potfeby vyménu.
A4. Provedte veSkerou Udrzbu, jak je uvedeno v zéloZce Due. Zafizeni COBAS® AmpliPrep automaticky
naplni systém.
Cast B. PInéni kazet s &inidly
POZN.: VSechny kazety s Cinidly by mély byt odstranény ze skladovaciho mista s teplotou 2-8°C,
okamzité vioZeny do zafizeni COBAS® AmpliPrep a ponechany pro vyrovnani s okolni
teplotou v zafizeni po dobu minimalné 30 minut predtim, nez bude prvni vzorek zpracovan.
Nenechejte kazetu s cinidlem vyrovnat s teplotou v okoli zafizeni, protoZe by mohlo dojit ke
kondenzaci na stitcich s ¢arovym kodem. Neotirejte kondenzat v pripadé, Ze se objevi na
Stitcich s éarovym kédem.
B1. Vlozte HCV CS1 do stojanu na ¢inidla. Vlozte HCV CS2, HCV CS3 a HCV CS4 do oddéleného
stojanu na ¢inidla.
B2. Vlozte stojan na &inidla obsahujici HCV CS1 do pozice stojanu A v zafizeni COBAS® AmpliPrep.

B3. Vlozte stojan na Cinidla obsahujici HCV €S2, HCV CS3 a HCV CS4 do polohy stojanu B, C, D nebo
E v zafizeni COBAS® AmpliPrep (pro informace viz tabulka 2).

Cast C. PlInéni spotfebnim materialem

POZN.: Stanovte pocet kazet na &inidla pro COBAS® AmpliPrep, jednotek pro zpracovani vzorki
(SPU), vstupnich zkumavek na vzorky (S-zkumavky), K-hrotli a K zkumavek, které budou
potreba. Jedna SPU, jedna vstupni S-zkumavka, jeden K-hrot a jedna K-zkumavka jsou
potieba pro kazdy vzorek a kontrolu.

Jsou mozné mnohodetné konfigurace pouziti zafizeni COBAS® AmpliPrep s analyzatorem COBAS®
TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48. Pro blizsi informace viz tabulka 2 uvedena nize. V zavislosti
na pouzité konfiguraci vliozte odpovidajici pocet stojani s kazetami na Cinidla, stojanli se vzorky se
vstupnimi S-zkumavkami, stojant na SPU, stojant s K-hroty, stojant s K-zkumavkami a K-nosici na
stojanech pro K-nosi¢e do odpovidajicich pozic pro stojany v zafizeni COBAS® AmpliPrep (pro
informace viz tabulka 2).

C1. Ulozte jednotky SPU do stojanu(t) na SPU a zavedte stojan(y) do pozic J, K nebo L v zafizeni
COBAS® AmpliPrep.

C2. V zavislosti na pouzité konfiguraci, zavedte plny stojan(y) s K-zkumavkami do pozic M, N, O nebo
P v zafizeni COBAS® AmpliPrep.

C3. Zavedte pIny stojan(y) s K-hroty do pozic M, N, O nebo P v zafizeni COBAS® AmpliPrep.

C4. Pro konfigurace 3 aZ 5 vyuzivajici analyzator COBAS® TagMan® 48, vioZte K-nosi¢e na stojanu(ech)
K-nosiéd do pozic stojanu M, N, O nebo P v zafizeni COBAS® AmpliPrep.
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Tabulka 2

Mozné konfigurace pro pouZiti zafizeni COBAS® AmpliPrep
s COBAS® TagMan® analyzatorem nebo analyzatorem COBAS® TagMan® 48

Premistovaci . . . i Poloha na
rezim do analyza- Stojany, nosice a spotrebni zaFizeni
Konfigurace toru COBAS® material COBAS®
TaqMan® nebo AmpliPrep
analyzatoru
COBAS®
TaqMan® 48
K-zkumavky v plnych stojanech M-P
Zafizeni K-zkumavek
graSI?PSrfp K-hroty v plnych stojanech na K-hroty M-P
1| s Docking Aytoma’&cky .| Vstupni S-zkumavky obsahujici vzorky F-H
Station s presun R-NOSICE | 5 kontroly ve stojanech na vzorky
%rgéyAZgngem SPU ve stojanech na SPU J-L
TagMan® CS1 ve stojanu na kazety A
CS2, CS3 a CS4 ve stojanu na kazety B-E
K-zkumavky v plnych nosicich M-P
K-zkumavek
K-hroty v plnych stojanech na K-hroty M-P
Zarizeni Manualni pfesun | ystupni S-zkumavky ve stojanech na F-H
COBAS® K-zkumavek na | yzorky
o | AmpliPrep stojanu(ech) na )
s analyzatorem | vzorky do SPU ve stojanech na SPU J-L
COBASCCF;)) analyzég)ru CS1 ve stojanu na kazety A
TagMan %%?AA;?]@. CS2, CS3, CS4 ve stojanu na kazety B-E
Po dokonéeni zpracovani vzorku:
K-zkumavky ve stojanech na vzorky Stejné jako
(pfipravené k manualnimu pfesunu) vySe (F-H)
K-zkumavky ve stojanech na vzorky F-H
K-hroty v napInénych stojanech na M-P
K-hroty
Vstupni S-zkumavky ve stojanech na F-H
Zafizeni vanualni presun | vzorky
® -nosi¢e na , )
z. 28§I¢Ps}ep < 1.0 |stoianu(ech) pro SPU ve stojanech na SPU J-L
4. | analyzatorem(y) K-nosi¢e do CS1 ve stojanu na kazety A
COBAS® grg‘gngt@?r” CS2, CS3, CS4 v stojanu na kazety B-E
TagMan™® 48 TagMan® 48. Prazdny K-nosi¢ oznaceny ¢arovym M-P
kédem ve stojanu na K-nosic¢e
Po dokonéeni zpracovani vzorku:
K-zkumavky v K-nosici ve stojanu pro Stejné jako
K-nosié vyse (M-P)
Manualni pfesun
Zakizeni K-zkumavek ve
C%IIBZESIC@ stojanu na vzorky
AmpliPrep do anal;(/@zétoru Stein iak
L , ejné jako
5. |s analyz(gtorem 'I%%?/Ig?@ Stejné jako konfigurace 2 a 3 kon]figujrace
.?O?AAS@ Manualni pfesun 2a3
aqian™ K-nosice pres
S analyz(gtorem stojan K-nosice
COBAS@ do analyzatoru
TagMan® 48 COBAS®
TagMan® 48.
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Cast D. Objednavani a vkladani vzorkd

D1.

D2.

D3.

D4.

D5.

Dé.

D7.

D8.

D9.

Pfipravte stojany na vzorky dle nasledujiciho postupu: Pfipevnéte klipy s ¢arovym kédem ke kazdé
pozici stojanu na vzorky, kam je ukladan vzorek (S-zkumavka). Pfipevnéte jeden ze specifickych
klipti s ¢arovym kédem pro kontroly [CTM (=) C, HCV L(+)C a HCV H(+)C] ke kazdé pozici stojanu
na vzorky, do které budou kontroly (S-zkumavky) ulozeny. Klipy s ¢arovym kédem by mély mit stejné
Cislo Sarze kontroly, jako je Cislo Sarze na kontrolnich lahvickach v kitu. Dbejte na to, abyste pfifadili
spravnou kontrolu k pozici s odpovidajicim kontrolnim klipem s ¢arovym kédem. Viozte jednu
vstupni S-zkumavku do kazdé pozice obsahujici klip s ¢arovym kdédem.

Pouzitim softwaru AMPLILINK vytvofte pfikazy pro kazdy vzorek a kontrolu v okné Orders ve sloZzce
Sample. Zvolte pfisludny testovy soubor a dokonéete ukladani.

Pfifadte pfikazy pro vzorek a kontrolu k pozici stojanu na vzorky v okné Orders ve slozce Sample
Rack. Cislo stojanu na vzorky musi byt pro stojan pfipraveny v kroku D1.

Vytisknéte zpravu Sample Rack Order pro pouziti jako pracovni tabulku.

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

Presunte 1000 az 1050 pl kazdého vzorku a kontroly [CTM (-) C, HCV L(+)C a HCV H(+)C] do
odpovidajici vstupni S-zkumavky s ¢arovym kdédem pouzitim mikropipetoru s aerosolovou bariérou
nebo RNazy prostou S$pickou s pozitivhim posuvem. Zabrarite pfenosu déasticek a/nebo
fibrinovych srazZenin z originalniho vzorku do vstupni S-zkumavky. VVzorky a kontroly by mély
byt pfemistovany do pozic na zkumavky, jak bylo uréeno a zaznamenano v pracovni tabulce v kroku
D4. Klipy s ¢arovym kédem by mély mit stejné Cislo Sarze kontroly, jako je Cislo Sarze na kontrolnich
lahvickach v kitu. Pfifadte spravnou kontrolu k pozici s odpovidajicim kontrolnim klipem s c¢arovym
kédem. Zabrarite kontaminaci horni éasti S-zkumavky vzorkem nebo kontrolami.

Jestlize pouzivate zafizeni cobas p 630 pro pfipravu vzork(, pfectéte si pfirucku obsluhy pro zafizeni
cobas p 630.

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

Pro konfigurace 3 aZ 5 vyuzivajici analyzator COBAS® TagMan® 48, viozte stojan(y) na vzorky
s vstupnimi S-zkumavkami a K-zkumavkami (jedna pro kazdou vstupni S-zkumavku, zavedené
v pozici vpravo vedle vstupnich S-zkumavek) do pozice pro stojany F, G nebo H v zafizeni COBAS®
AmpliPrep.

Cast E. Spustte bé&h zafizeni COBAS® AmpliPrep

E1.

Zapnéte zafizeni COBAS® AmpliPrep pouzitim softwaru AMPLILINK.

Cast F. Konec béhu zafizeni COBAS® AmpliPrep a pfesun do analyzatoru COBAS® TagMan®

F1.
F2.

F3.

nebo COBAS® TagMan® 48 (pouze pro konfigurace 2-5)
Sledujte zaloZzky nebo chybové hlaseni.

Odstrante zpracované vzorky a kontroly ze zafizeni COBAS® AmpliPrep na stojanech na vzorky
(pro analyzator COBAS® TagMan® bez Docking station) nebo na stojanech pro K-nosice (pro
analyzator COBAS® TagMan® 48), v zavislosti na konfiguraci (pro detaily odkazujeme na Cast G).

Odstrarite odpad ze zafizeni COBAS® AmpliPrep.

POZN.: Zadné zpracované vzorky a kontroly by nemély byt vystaveny svétlu po dokonéeni pFipravy

vzorku a kontroly.
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Amplifikace a detekce
Nastaveni analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48

Bé&h analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 musi byt zapodat do 120 minut po
dokonéeni pfipravy vzorku a kontroly.

POZN.: NEZMRAZUJTE ani NESKLADUJTE zpracované vzorky a kontroly pfi teploté 2-8°C.
Cast G. PInéni zpracovanych vzorku

G1. V zavislosti na konfiguraci zafizeni provedte odpovidajici kroky pro premisténi K-zkumavek do
analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48:

Konfigurace 1: Automatizovany pfesun K-nosi¢e prfes docking station do analyzatoru
COBAS® TagMan®. Manualni zasah neni nutny.

Konfigurace 2 a 5: Manualni pfesun K-zkumavek ve stojanu(ech) na vzorky do analyzatoru
COBAS® TagMan®.
Konfigurace 3, 4 a 5: Manualni pfesun K-nosi¢e na stojanu(ech) K-nosiCe do analyzatoru

COBAS® TagMan® 48. Manualni pfesun K-nosi¢d do analyzatoru
COBAS® TagMan® 48 za pouziti pfemistovade K-nosice.
Cast H. Zacéatek béhu analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48

H1. Zapnéte analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 jednou z moznosti uvedenych
nize, v zavislosti na pouzité konfiguraci:

Konfigurace 1: Neni nutna zadna intervence.

Konfigurace 2 a 5: Automaticky start analyzatoru COBAS® TagMan® po vloZeni stojanu(u)
na vzorky.

Konfigurace 3, 4 a 5: Naplite K-nosi¢ prazdnymi K-zkumavkami v pfipadé, ze je méné nez 6

K-zkumavek v nosi€i. PInéni je fizeno pomoci softwaru AMPLILINK.
Otevrete kryt termocykleru, zavedte K-nosi¢ a uzavrete viko. Zapnéte béh
analyzatoru COBAS® TagMan® 48.

Castl. Konec b&hu analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48

1.  Po dokon&eni b&hu analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 vytisknéte
vysledkovy protokol. Sledujte zalozky nebo chybova hlaseni ve vysledkovém protokolu. Vzorky
s indikatory a komentafi jsou interpretovany tak, jak je popsano v ¢asti Vysledky. Po odsouhlaseni
ulozte data do archivu.

2. Odstrante pouzité K-zkumavky z COBAS® TagMan® analyzatoru nebo z analyzatoru COBAS®
TagMan® 48.

VYSLEDKY

Analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 automaticky stanovuje koncentrace HCV RNA
pro vzorky a kontroly. Koncentrace HCV RNA je vyjadiena v mezinarodnich jednotkach (IU) /ml.

Software AMPLILINK:
e Stanovuje prahovou hodnotu cyklu (Ct) pro HCV RNA a HCV QS RNA.

e Stanovuje koncentraci HCV RNA zalozenou na Ct hodnotach pro HCV RNA a HCV QS RNA
a kalibra¢nich koeficientech specifickych pro danou sérii, které jsou poskytnuty na ¢arovych
kodech kazet.

e UrcCuje, Zze vypoctena hodnota IU/ml pro HCV L(+)C a HCV H(+)C spada do vymezeného rozmezi.
Validace $Sarze — AMPLILINK, verze 3.2

Zkontrolujte vysledkové okno softwaru AMPLILINK nebo vysledkovy vytisk na pfitomnost zalozek
a komentaru, abyste se ujistili, ze je Sarze platna.

Pro kontrolni pfikazy je provedena kontrola pro stanoveni, zda-li je hodnota IU/ml pro kontrolu
v ramci specifikovaného rozsahu. Je-li hodnota IU/ml pro kontrolu mimo jeji rozsah, tak se objevi
INDIKATOR, ktery ukazuje, Ze kontrola selhala.

Sarze je platnou v pFipadé, Ze se neobjevi zadna zaloZzka pro zadnou kontrolu [HCV L(+)C, HCV H(+)C
a CTM (-) C].

Sarze neni platna, pokud se u HCV kontrol objevi n&ktery z nasledujicich indikatord.
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Negativni kontrola:

Indikator Vysledek Interpretace
Neplatny  vysledek nebo
__N_NC_INVALID Invalid “platny” vysledek, ktery nebyl
negativni pro cilovy HCV
HCV Nizce pozitivni kontrola:

Indikator Vysledek Interpretace
__ L _LPCINVALID < 1.50E+01 IU/mL Kontrola pod rozsahem testu
__L_LPCINVALID Target Not Detected Kontrola pod rozsahem testu
__L_LPCINVALID Numericky titr, X.XXE+XX IU/mL Kontrola mimo rozsah testu
__L_LPCINVALID > 6.90E+07 IU/mL Kontrola nad rozsahem testu
__L_LPCINVALID Invalid Neplatny vysledek

HCV Vysoce pozitivni kontrola:

Indikator Vysledek Interpretace
__H_HPCINVALID < 1.50E+01 IU/mL Kontrola pod rozsahem testu
__H_HPCINVALID Target Not Detected Kontrola pod rozsahem testu
__ H_HPCINVALID Numericky titr, X.XXE+XX IU/mL Kontrola mimo rozsah testu
__H_HPCINVALID > 6.90E+07 IU/mL Kontrola nad rozsahem testu
__H_HPCINVALID Invalid Neplatny vysledek

Pokud je Sarze neplatna, musite zopakovat celou $arzi, véetné pfipravy vzorku a kontroly, amplifikace

a detekce.

Validace Sarze — AMPLILINK, verze 3.3

Zkontrolujte vysledkové okno softwaru AMPLILINK nebo vysledkovy vytisk na pfitomnost pfiznakl
a komentarl, abyste se ujistili, ze je Sarze platna.

Pro kontrolni objednavky je provedena kontrola, zda-li je hodnota IU/ml pro danou kontrolu v ramci
specifikovaného rozmezi. Je-li hodnota IU/ml pro danou kontrolu mimo jeji rozsah, je vytvofen PRIZNAK,
ktery ukazuje, Ze kontrola selhala.

Sarze je platna v pfipadg, Ze se neobjevi zadny pfiznak pro zadnou kontrolu [HCV L(+)C, HCV H(+)C,

CTM (-) C].

SarzZe neni platna, pokud se u HCV kontrol objevi néktery z nasledujicich pFiznakd:

Negativni kontrola:

Indikator Vysledek Interpretace
Neplatny vysledek nebo “platny”
NC_INVALID Invalid vysledek, ktery nebyl negativni
pro cilovy HCV
HCV Nizce pozitivni kontrola:
Indikator Vysledek Interpretace
Neplatny vysledek nebo kontrola
LPCINVALID Invalid mimo rozsah
HCV Vysoce pozitivni kontrola:
Indikator Vysledek Interpretace
Neplatny vysledek nebo kontrola
HPCINVALID Invalid mimo rozsah

Pokud je SarZe neplatna, je tfeba celou Sarzi, tj. véetné pfipravy vzork(l a kontrol, reverzni
transkripce, amplifikace a detekce, zopakovat.
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Interpretace vysledkii:

Pro platnou Sarzi zkontrolujte kazdy jednotlivy vzorek na pfitomnost zaloZzek nebo komentarl ve vytisku
vysledku. Vysledky se interpretuji takto:

= Platna Sarze mlze zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorkd podle toho, zda se u jednotlivych
vzork( objevi zalozky resp. komentare nebo ne.

Vysledky vzorku jsou interpretovany nasledujicim zptsobem:

Vysledek titru Interpretace

Target Not Detected Ct hodnota pro HCV je nad hranici testu nebo nebyla zadna Ct hodnota
pro HCV ziskana. Vysledky nahlaste jako “HCV RNA nedetekovana”.

< 1.50E+01 1U/mL Vypoctena hodnota IU/ml je pod detekéni hranici testu. Nahlaste
vysledky jako “HCV RNA detekovana, méné nez 15 HCV RNA IU/ml”.

> 1.50E+01 IU/mL a Vypo¢itané vysledky v IU/ml jsou pod dolni hranici linearniho rozmezi testu.

< 4.30E+01 IU/mL Tyto vysledky maji velky stupen variability, a proto nemohou byt povazovany
za pfesné. Tyto vysledky by mély byt interpretovany s opatrnosti.

> 4.30E+01 IU/mL a Vypoeitané vysledky vitdi ne nebo rovny 43 IU/ml a menSi ne nebo

< 6.90E+07 1U/mL rovny 6,90E+07 IU/ml jsou v linearnim rozmezi analyzy.

> 6.90E+07 1U/mL Vypodétena hodnota IU/ml lezi nad rozsahem testu. Nahlaste vysledky jako

“vy8§i nez 6,90E+07 HCV RNA IU/mlI”. Jsou-li zadané Kkvantitativni
vysledky, mél by byt originalni vzorek rozfedén HCV-negativnim lidskym
sérem nebo EDTA plazmou v zavislosti na matrix originalniho vzorku
a test zopakovan. Vynasobte uvedeny vysledek diluénim faktorem.

POZN.: Vzorky nad rozsahem testu, které vykazuji neplatny vysledek s pfiznakem ,,QS_INVALID,
nesmi byt vykazany jako >6.90E+07 IU/mL. Originalni vzorek je nutné rozredit lidskou EDTA
plazmou negativni na HCV a test by mél byt zopakovan. Vynasobte uvedeny vysledek faktorem
Fedéni.

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

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

POZN.:U nékterych vzorki kmeni genotypu 4, bylo pozorovano podhodnoceni kvantifikace
(0 22 logyy IU/ml s vétsinovou neshodou < 2 logqo IU/ml) virové zatéZe u pacientd, ktera je
nezavisla na mutacich virového genomu pokrytého primery, pfipadné sondami testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV. Kromé toho musi byt vysledky testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV interpretovany v kontextu vsech relevantnich klinickych
a laboratornich nalezu.

KONTROLA KVALITY

Jedna COBAS® TagMan® negativni kontrola, HCV nizce pozitivni kontrola a HCV vysoce pozitivni kontrola
musi byt zahrnuta do kazdé testové davky. Sarze je platnou v pfipadé, Ze se neobjevi zadny indikator pro
zadnou kontrolu [HCV L(+)C, HCV H(+)C a CTM (-) C].

Neni rozhodujici, na které pozici ve stojanu na vzorky jsou kontroly umistény.
Zkontrolujte si, co pfistroj vytiskl, a na indikatorech a komentafich si ovéfte, Zze je Sarze platna.
Negativni kontrola

CTM (-) C musi dat vysledek “Target Not Detected”. Je-li CTM (=) C oznageno jako neplatné, pak je cela
Sarze neplatna. Cely postup zopakuijte (pfiprava vzorkd a kontrol, amplifikace a detekce). Je-li CTM (=) C
trvale neplatné v mnoha Sarzich, kontaktujte vaseho mistniho zastupce spoleé¢nosti Roche pro technickou
pomoc.

Pozitivni kontroly

Pfifazeny rozsah pro HCV L(+)C a HCV H(+)C je specificky pro kazdou $Sarzi ¢inidel a je uveden na ¢arovém
kédu kazety s &inidly pro COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test.

HCV RNA [U/ml pro HCV L(+)C a HCV H(+)C by mél spadat do daného predepsaného rozsahu. Jsou-li
jedna nebo obé pozitivni kontroly oznac¢eny zalozkou jako neplatné, tak je cela Sarze neplatna. Cely postup
zopakuijte (pfiprava vzorkl a kontrol, amplifikace a detekce). Jestlize lezi titr HCV RNA u jedné nebo obou
pozitivnich kontrol soustavné mimo pfifazené rozmezi u mnoha Sarzi, obratte se o technickou pomoc na
mistni zastoupeni firmy Roche.
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BEZPECNOSTNI OPATRENI PRI PRACI

1.

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

PRECEDURALNiI OMEZENI

1.

Tento test je validovan pro pouzivani pouze s lidskym sérem nebo plazmou odebranou do EDTA
jako antikoagulantu. Testovani jinych typu vzorkd miize vést k nepfesnym vysledkim.

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

Kvantifikace HCV RNA zavisi na tom, kolik virovych €astic je ve vzorku pfitomno, na coz maji vliv
metody odbéru vzorku, faktory pacienta (napf. vék, symptomy) a/nebo stadium infekce.

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

Diky pfitomnosti enzymu AmpErase v Master Mixu pro COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HCV se snizuje riziko kontaminace amplikonu. Kontaminaci od HCV pozitivnich kontrol a klinickych
vzork(l Ize ovSem zabranit pouze dlslednym uplatfiovanim zasad spravné laboratorni praxe
a peclivym dodrzovanim postupl uvedenych v tomto pfibalovém letaku.

S produktem by méli pracovat pouze pracovnici znali technik PCR.

Tento produkt mize byt pouzit (gouze spolu s zafizenim COBAS® AmpliPrep a analyzatorem
COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48.

Diky podstatnym rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pfed zménou
technologie na jinou provedli korelaéni metodické studie ve vlastni laboratofi a kvantifikovali rozdily
mezi technologiemi.

RUSIVE LATKY

Pfi zvySenych hladinach triglyceridd, bilirubinu, albuminu, hemoglobinu a lidské DNA ve vzorcich, a také
pfi pfitomnosti autoimunnich onemocnéni jako je systémovy lupus erythematodes (SLE), revmatoidni
artritida (RA) a antinuklearni protilatky (ANA) bylo zjisténo, Zze nedochazi k interferenci s kvantifikaci HCV
RNA testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV.

Nasledujici slouceniny IéCiv testované pfi maximalni plazmatické hladiné (C,,x) @ pfi trojnasobném C,,,5«
nevykazaly interferenci s kvantifikaci HCV RNA testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV:

Inhibitory nukleotidové DNA polymerazy | Nukleozidova reverzni transkriptaza
Tenofovir a Inhibitory DNA polymerazy
Adefovir dipivoxil Lamivudin

Zidovudin

Stavudin

Abacavir

Didanosin

Inhibitory HIV proteazy

Lopinavir/Ritonavir

Inhibitory nenukleozidové HIV

Indinavir reverzni transkriptazy
Saquinavir Nevirapin

Ritonavir Efavirenz

Nelfinavir

Amprenavir Inhibitory HIV fuze

Enfuvirtid

Imunomodulatory

Interferon alfa-2a

Interferon alfa-2b

Peginterferon alfa-2a
Peginterferon alfa-2a + Ribavirin
Interferon alfa-2b + Ribavirin

Antidepresiva
Paroxetin HCI
Fluoxetin
Sertralin

Slouéeniny pro Iéébu herpetickych
virl

Gancyklovir

Valgancyklovir

Acyklovir
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VYHODNOCENI LABORATORNICH VYSLEDKU
A. Mez detekce

Detekéni limit testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV byl stanoven analyzou sérii fedéni
Prvniho mezinarodniho standardu WHO pro RNA viru hepatitidy C pro technologie amplifikace nukleové
kyseliny (NIBSC kéd 96/790)18, genotyp 1a, ziskany od NIBSC, u HCV negativni lidské EDTA plazmy nebo
séra. Pro kazdou matrix byly analyzovany tfi diluéni série. Celkové 26 az 30 replikatl na koncentraci bylo
testovano pro kazdy typ matrix. Studie byla provedena pro jednu S$arZi ginidel testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV.

Vysledky pro EDTA plazmu a sérum jsou vyobrazeny v tabulkdch 3 a 4 a ukazuji, ze test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV detekoval HCV RNA pfi koncentracich 15 1U/ml nebo vy$sich s mirou
pozitivity > 95%. Rozdil mezi sérem a EDTA plazmou nebyl statisticky vyznamny.

Tabulka 3
Detekéni limit v EDTA plazmé stanoveny
Prvnim mezinarodnim standardem WHO pro RNA viru hepatitidy C pro analyzy
amplifikaéni technologie nukleovych kyselin (NIBSC kod 96/790)

Vstupni titr Pocet replikatt Pocet pozitivnich % uspésnost detekce
(HCV RNA 1U/ml)

50 27 27 100%
25 26 26 100%
15 28 28 100%
10 30 28 93%
7,5 29 23 79%
5 28 20 71%

2,5 27 17 63%
0 26 0 0%

PROBIT 95% tispésnost detekce 12,6 IU/ml [95% interval spolehlivosti: 9 - 24 [U/mil]
Tabulka 4

Detekéni limit v séru stanoveny
Prvnim mezinarodnim standardem WHO pro RNA viru hepatitidy C pro analyzy
amplifikaéni technologie nukleovych kyselin (NIBSC kod 96/790)

Vstupni titr Pocet replikata Pocet pozitivnich % uspésnost detekce
(HCV RNA 1U/ml)

50 30 30 100%
25 28 28 100%
15 30 30 100%
10 29 28 97%

7,5 30 27 90%
5 29 26 90%

2,5 30 19 63%
0 29 0 0%

PROBIT 95% Uspésnost detekce 8,2 IU/ml [95% interval spolehlivosti: 6 -14 1U/ml]
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B. Pfesnost

PFesnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV byla stanovena analyzou sérii Fedéni klinickych
vzork(l HCV (genotyp 1a) nebo Armored HCV RNA v HCV negativni lidské EDTA plazmé nebo séru.

Sest hladin Fedé&ni 7 replikatt na hladinu bylo testovano v > 15 bézich analyz v prib&hu > 15 dnil. Kazdy
vzorek proSel celou procedurou testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, zahrnujici pfipravu
vzorku, amplifikaci a detekci. Zde uvadéna pfesnost tedy zahrnuje vSechny aspekty testovaciho postupu.
Studie byla provedena na tfech $arzich &inidel testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
a vysledky jsou vyobrazeny v tabulce 5 a 6.

Tabulka 5
Pfesnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV (Vzorky EDTA plazmy)*
Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3

Celkovy variacni|Celkova smérodatna|Celkovy variacni|Celkova smérodatna|Celkovy variacni|Celkova smérodatna

Titr (IU/mI) koeficient (%) odchylka v Log koeficient (%) odchylka v Log koeficient (%) odchylka v Log

Klinicky vzorek

> 1E+02 47 0,19 50 0,20 28 0,12
> 1E+03 29 0,12 31 0,13 16 0,07
> 1E+04 27 0,12 30 0,13 14 0,06

Armored RNA

> 1E+05 21 0,09 35 0,15 17 0,07
> 1E+06 22 0,09 32 0,14 18 0,08
= 1E+07 31 0,13 27 0,11 16 0,07

*  Titry jsou povazovany za log-norméiné distribuované a jsou analyzovany po log, transformaci. Sloupce 2, 4 a 6 predstavuji % CV
odvozené ze smiSeného modelu analyzy logaritmicky transformovanych dat oddélené pro kazdou nominalni hladinu, zpétné
transformované do originalni stupnice titru. Sloupce 3, 5 a 7 pfedstavuji celkovou smérodatnou odchylku logaritmicky
transformovaného titru.

Tabulka 6
Pfesnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HCV (Vzorky séra)*

Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3

Celkovy variaéni|Celkova smérodatna|Celkovy variacni|Celkova smérodatna|Celkovy variacni|Celkova smérodatna

Titr (IUImI) koeficient (%) odchylka v Log koeficient (%) odchylka v Log koeficient (%) odchylka v Log

Klinicky vzorek

= 1E+02 38 0,16 27 0,11 32 0,13
> 1E+03 21 0,09 17 0,07 14 0,06
> 1E+04 20 0,08 24 0,10 16 0,07

Armored RNA

> 1E+05 32 0,13 20 0,09 16 0,07
> 1E+06 35 0,15 23 0,10 16 0,07
> 1E+07 33 0,14 20 0,09 19 0,08

*  Titry jsou povaZovany za log-normalné distribuované a jsou analyzovany po log,q transformaci. Sloupce 2, 4 a 6 pfedstavuji % CV
odvozené ze smiSeného modelu analyzy logaritmicky transformovanych dat oddélené pro kazdou nomindlni hladinu, zpétné
transformované do origindlni stupnice titru. Sloupce 3, 5 a 7 pfedstavuji celkovou smérodatnou odchylku logaritmicky
transformovaného titru.
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C. Linearni rozmezi

Dva panely linearity byly pouzity pro hodnoceni linearniho rozsahu testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HCV. Tyto panely se skladaly z fed&ni v EDTA plazmé nebo séru pozitivnich klinickych vzorkd
s vysokym titrem HCV RNA pro dolni a stfedni ¢ast dynamického rozmezi a vzhledem k nedostupnosti
klinického materidlu s vysokym titrem za pouZiti Armored HCV RNA pro horni ¢ast dynamického rozmezi.
Studie byla provedena pro jednu $arZi &inidel testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV. Véech
15 ¢lenll panelu pro EDTA plazmu a vSech 14 ¢lenli panelu pro sérum byly testovany u 104 - 111 replikat(
na hladinu koncentrace.

Bylo zjisténo, Ze test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV dava linearni odpovéd od 43 HCV RNA
IU/ml do minimalné 6,90E+07 HCV RNA IU/ml, za vyuziti akceptacniho kritéria pfesnosti +/- 0,3 logy.

Obrazek 8
Stanoveni linedrniho rozsahu pro COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test
ve vzorcich EDTA plazmy

10
9 A
8
£
2 6
£ 5
e y = 1,0393x - 0,2221
2 4 R2=0,9927
-
3
2
1
O T T T
0 2 4 6 8 10
Log,, nominalniho titru (IU/ml)
|—0— Klinické vzorky ~—A— Vzorky Armored RNA —— Linearni (Hladiny 21 1U/ml do 2,96E+08 1U/ml) |

Obrazek 9
Stanoveni linedrniho rozsahu pro COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test
ve vzorcich séra
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y = 1,0488x - 0,0925
R? = 0,9888

0 2 4 6 8 10
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O = NWProoN OO

—&— Klinické vzorky —A— Vzorky Armored RNA —— Lineami (Hladiny 14 1U/ml do 1,38E+08 |U/ml)
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D. Inkluzivita

Vykonnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV u genotypti HCV byla hodnocena pomoci
(i) testovani panelu genotypu HCV RNA pro techniky amplifikace nukleové kyseliny, NIBSC kod 02/202,
pomoci (i) srovnani logy titru klinickych vzorkd HCV genotypu 1-5 s logy titru ziskanym pro test COBAS®
AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0, a pomoci (iii) stanoveni detekéniho limitu u Klinickych vzorkd
skladajicich se z HCV genotypl 1-6.

Kvantifikace titru genotypu: Panel genotypu HCV RNA pro techniky amplifikace nukleové kyseliny, NIBSC
kod 02/202

Panel genotypu HCV RNA pro techniky amplifikace nukleové kyseliny, NIBSC kéd 02/202 se sklada
z 6 ¢lent HCV genotypu 1 — 6 s titrem 1000 1U/ml pfifazenym pomoci NIBSC22. Panel byl testovan jednim
stanovenim jednou $arzi &inidel testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV (CAP/CTM HCV).
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.

Panel genotypu HCV RNA pro techniky z%,:/il;ﬁ(a?ce nukleové kyseliny, NIBSC kod 02/202
Souéast panelu Genotyp HCV Logso mngr'gFazeny Log1g tiHC%APICTM (CAI?’I/(():Q']IJI\(I)I tI!It(r:v -
NIBSC)
NIBSC-1 1 3,0 3,2 0,2
NIBSC-2 2 3,0 3,3* 0,3
NIBSC-3 3 3,0 3,2 0,2
NIBSC-4 4 3,0 3,1 0,1
NIBSC-5 5 3,0 2,9 -0,1
NIBSC-6 6 3,0 3,3 0,3

* primérna hodnota dvou replikatl

Kvantifikace titru genotypu: Klinické vzorky HCV genotypl 1a, 1b, 2a/c, 2b, 3a, 4 a 5.

Vzorky byly testovany jednim stanovenim testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV (CAP/CTM
HCV), testem COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0 (HCM) a analyzou VERSANT® HCV RNA 3.0
(bDNA, Bayer). Odchylky logq (CAP/CTM HCV — HCM, VERSANT — CAP/CTM HCV a VERSANT — HCM)
pro titr kazdého vzorku byly vypoditany. Pro kazdé srovnani je primérna odchylka logq v8ech vzorki
nalezici jednomu genotypu vyobrazena v tabulce 8.
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Tabulka 8
Srovnani kvantifikace genotypu: COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test,
COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR Test, v2.0
a analyza VERSANT HCV RNA 3.0 assay (bDNA, Bayer)

logqg titr CAP/CTM HCV- logqg titr VERSANT - logqg titr VERSANT -
logqg titr HCM logqg titr CAP/CTM HCV logqg titr HCM
Genotyp
HCV
Pocet vzorkl A Pocet vzorkl o Pocet vzorkl A
/ genotyp Prameér / genotyp Prameér / genotyp Prameér
1a 18 0,1 18 -0,5 18 -0,5
1ib 29 0,2 26 -0,5 26 -0,5
2a/c 14 -0,2 14 -0,2 14 -0,5
2b 13 -0,2 12 -0,4 12 -0,6
3a 25 0,2 24 -0,7 24 -0,5
4 9 -0,5 9 0,5 9 -0,1
5 10 -0,4 10 0,0 10 -0,2

Mez detekce genotypu

Dvé série fedéni sedmi klinickych vzork( reprezentujici genotypy 1b, 2a/c, 2b, 3a, 4, 5a a 6a byly
hodnoceny jednou $arzi testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV v celkovém poétu 18 az
24 replikatd na koncentraéni hladinu a vzorek. Vysledky analyz PROBIT pfi 95% Uspésnosti detekce jsou
vyobrazeny v tabulce 9. Detekéni limity pro vSechny genotypy byly v rdmci dvojnasobku kontrolniho
genotypu 1a.

Tabulka 9
Inkluzivita genotypu a detekéni mez testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV

Genotyp 95 % PROBIT koncentrace
v IU/ml
1a* 8,2
1b 10,7
2a/c 6,5
2b 9,0
3a 11,4
4 6,8
5a 15,8
6a 9,6

* pro 95 % PROBIT stanoveni koncentrace viz tabulka 4.
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E. Specificita

Specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV byla stanovena analyzou HCV RNA-
negativni EDTA plazmy nebo séra od krevnich darcl. Celkovy pocet 808 jednotlivych vzorki EDTA plazm

a celkovy pocet 768 jednotlivych vzork(l séra bylo testovano dvéma Sarzemi Cinidel testu COBAS

AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV. Vsechny vzorky vyélé negativné pro HCV RNA. V tomto panelu je
specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV 100% (jednostranny dolni 95% mez
spolehlivosti: > 99,6%).

F. Analyticka specificita
Analyticka specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV byla hodnocena pfidanim rdznych
patogenu (viry, baktérie, kvasinky) nebo izolované bunééné DNA (HTLV-1l) do HCV negativni lidské EDTA

plazmy nebo analyzou vzork(l od infikovanych pacientd (viz tabulka 10). Zadny z non-HCV patogent
nevykazoval fale$né pozitivni vysledek v testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV.

Tabulka 10
Analyticka specificita vzorki

Jiné nez HCV Flaviviry
Zapadonilsky virus
Virus encefalitidy St. Louis
Virus encefalitidy Murray Valley
Virus Dengue typy 1,2, 3 a 4
Virus Zluté horecky
Zika virus
Banzi virus
llheus virus
FSME virus
Virus hepatitis G (GBV-C)

Viry
Adenovirus typ 2
Cytomegalovirus
Epstein-Barr virus
Lidsky herpes virus typ 6
Herpes simplex virus typ 1
Herpes simplex virus typ 2
Lidsky T-bunécény lymfotropni virus typ 1
Lidsky T-bunéény lymfotropni virus typ 2
Chfipka A
Virus hepatitis A
Virus hepatitis B
Virus HIV 1-B

Baktérie
Staphylococcus aureus
Propionibacterium acnes

Kvasinky
Candida albicans
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G. Vykonnost ve srovnani s testem COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0

Vykonnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV a testu COBAS® AMPLICOR® HCV
MONITOR, v2.0 byla srovnana analyzou vzork( séra a EDTA plazmy plasma od HCV infikovanych pacientt
a vzorkd s vysokymi hladinami HCV. Celkové 40 vzork(, analyzovanych jednim stanovenim, bylo platnych
a v ramci kvantifikaéniho rozmezi obou testl. Tyto vzorky se skladaly z 28 pfirozenych vzorku
(9 vzorkd plazmy a 19 vzork( séra) od ProMedDx (Norton, MA) a 12 vzorkd s vysokymi hladinami
(7 vzorkll plazmy 5 vzork(l séra) s koncentracemi HCV RNA concentrations < 1,35E+04 1U/ml. Linearni
regresni analyza byla provedena a vysledky jsou uvedeny na obrazku 10.

Obrazek 10
Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
a testu COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0
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COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR Test, v2.0

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HCV Test
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H. Vykonnost srovhana s analyzou VERSANT HCV RNA 3.0 Assay (bDNA, Bayer)

Vykonnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV a testu VERSANT HCV RNA 3.0 assay
(bDNA, Bayer) byla srovnana analyzou vzork( séra a EDTA plazmy plasma od HCV infikovanych pacientl
a vzorkl s vysokymi hladinami HCV. Celkové 34 vzork(, analyzovanych jednim stanovenim, bylo platnych
a v ramci kvantifikaéniho rozmezi obou testl. Tyto vzorky se skladaly z 26 pfirozenych vzorkd (17 vzorku
plazmy a 9 vzork(l séra) od ProMedDx (Norton, MA) a 8 vzorkd s vysokymi hladinami (4 vzork( plazmy
4 vzork(l séra) s koncentracemi HCV RNA < 55E+03 IU/ml. Linearni regresni analyza byla provedena

a vysledky jsou uvedeny na obrazku 11.

Obrazek 11

Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
a analyzy VERSANT HCV RNA 3.0 assay (bDNA, Bayer)
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COBAS® AmpliPrep / COBAS® TagMan® HCV Test

Rozdily byly zaznamenéany u titrG testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV vagi titrm analyzy
VERSANT HCV RNA 3.0 assay. Pro odliSnou sadu vzorkli se znamym genotypem HCV je poskytnuto
detailni srovnani vzorkld ziskanych obéma testy v tabulce 8.
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Informace k revizi dokumentu

Doc Rev. 9.0 Cast INTERPRETACE VYSLEDKU byla aktualizovana tak, aby obsahovala
7/2011 upozornéni pro uZivatele, Ze za velmi vzacnych okolnosti maze dojit nezavisle na
mutacich virového genomu pokrytého primery, pfipadné sondou, k podhodnoceni
kvantifikace vzorkd genotypu 4.

Pokud mate jakékoliv dotazy, kontaktujte prosim mistniho zastupce spole¢nosti
Roche.

Doc Rev. 8.0| Casti POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY a NAVOD
4/2011 K POUZITI byly aktualizovany, aby odpovidaly revizi nazvu UzZivatelské pfirucky
k zafizeni cobas p 630 od verze softwaru 2.0 do verze 2.2.

Céasti NAVOD K POUZITIi a KONTROLA KVALITY: Vysvétleni italského
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Pokud mate dotazy, kontaktujte prosim mistniho zastupce spole¢nosti Roche.
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