COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 cObas’
For Use With The High Pure System

PRO IN VITRO DIAGNOSTICKE POUZITI.

COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 HCV HPS V2 48 Tests P/N: 04861817 190

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

Test COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouziti se systémem High Pure (HPS) je in vitro
amplifikaéni test nukleové kyseliny uréeny pro kvantifikaci RNA viru hepatitidy C (HCV) genotypt 1
az 6 v lidském séru nebo plazmé za pouziti soupravy High Pure System Viral Nucleic Acid pro
manualni pFipravu vzorku a analyzatoru COBAS® TagMan® 48 pro automatizovanou amplifikaci
a detekci. Test se pouziva ve spojeni s klinickymi zjiSténimi a dalSimi laboratornimi markery jako
pomticka k posouzeni virové odezvy na antivirovou terapii méfenim zmén koncentrace HCV RNA
v séru nebo plazmé. Posledni data naznacuji, Ze ¢asné zmény hladiny HCV RNA v séru nebo
plazmé mohou predikovat dlouhodobou odpovéd na terapii interferonem?.

Test COBAS® TagMan® HCV, v2.0 neni uréen k plo§nému screeningovému vy$etfovani
krve €i krevnich derivati na pfitomnost HCV, ani jako diagnosticky test k potvrzeni infekce
virem HCV.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Virus hepatitidy C je povazovan z 90-95 % za hlavniho puvodce potransfizni hepatitidy non-A
non-B2-4. HCV je virus s jednofet&zcovou itivné orientovanou RNA s genomem obsahujicim
zhruba 10 000 nukleotidl kédujicich 3000 aminokyselin. HCV se vyskytuje v krvi, a proto se mtze
krvi a krevnimi derivaty prenaset. Rozsahlym ploSnym vySetfovanim krve na pfitomnost viru HCV
se nebezpeci onemocnéni hepatitidou z krevni transfuze vyrazné snizilo. Incidence infekce virem
HCV je nejvyssi v souvislosti s nitroZilnim zneuZivanim drog a v men$i mife i s ostatnimi
perkutannimi aplikacemi4. Globalni prevalence infekce virem HCV, stanovena imunosérologickymi
testy, se pohybuje v rozmezi od 1,0 % v Evropé aZ po 5,3 % v AfriceS.

Skute€nost, Zze se v organismu pacientt infikovanych virem HCV vyskytuji proti anti-HCV, vedla
k vyvoji imunosérologickych testl, které jsou pro tyto protilatky specifické. PFitomnost protilatek
proti HCV je sice ukazatelem pfedchozi expozice infekci virem HCV, nelze ji vS§ak povazovat za
marker soucasné infekce. Mimoto neni k dispozici ani pfima detekce metodami kultivace virt.

Hladina alaninaminotransferazy (ALT) se sice povazuje za hruby indikator infekce virem HCV, neni
v8ak pfimou mirou virémie. Stupefi zvySeni hladiny ALT nelze s rozsahem infekce virem HCV
pfimo korelovat. Hladina ALT totiz mUZe byt fakticky zvySena pfi celé fadé pricin zanétu jater, kam
patfi mimo jiné i virova hepatitida. Oproti tomu detekce a kvantitativni stanoveni HCV RNA cestou
amplifikace nukleové kyseliny polymerazovou fetézovou reakci (PCR) nabizi zplsob méfeni
aktivni virémie6-8. Pomoci PCR Ize detekovat HCV virémii je$té pred imunologickou
sérokonverzi9-10 a detekovat zmény virové zatéze u pacient(i s chronickou infekci virem HCV,
ktefi jsou pozitivni na protilatky a podrobuiji se terapii interferonem?.

PRINCIPY PROCEDURY

Test COBAS® TagMan® HCV, v2.0 je zaloZen na tfech zakladnich postupech: (1) manualni
pfipravé vzorku pro ziskani HCV RNA; (2) automatické reverzni transkripci cilové RNA pro
vytvofeni komplementarni DNA (cDNA); (3) PCR amplifikaci cilové cDNA pomoci HCV
specifickych komplementarnich primer(i a sou¢asné detekci rozstépenych dvojité fluorescenéné
znacenych oligonukleotidovych detekénich sond, které umoznuji kvantifikaci amplifikaéniho
produktu cilové HCV (amplikon).

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachazi na konci tohoto dokumentu.
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Cinidlo Master Mix obsahuje pary primert a sond specifickych pro HCV RNA a pro kvantifikaéni
standard HCV RNA. Detekce amplifikované DNA se provadi pomoci cilové specifickych
a kvantifikaénimu standardu specifickych, dvojité znacenych oligonukleotidovych sond, které
umozriuji nezavislou identifikaci amplikonu HCV a amplikonu kvantifikacniho standardu HCV.

Stanoveni virové HCV RNA se provadi pomoci kvantifikaéniho standardu HCV. Kvantifikacni
standard HCV 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 umozriuje odliSeni amplikonu kvantifikaéniho standardu HCV od cilového amplikonu
HCV. Kvantifika¢ni standard HCV je inkorporovan do kazdého jednotlivého vzorku a kontroly
o znamém poctu kopii a spole¢né s cilovou HCV prochazi celym postupem pfipravy vzorku,
reverzni transkripce, PCR amplifikace a detekce. Analyzator COBAS® TagMan® 48 vypogitava titr
HCV RNA v testovanych vzorcich tak, Ze u kazdého vzorku a kontroly porovnava signal HCV se
signdlem kvantifikaéniho standardu HCV. Kvantifikaénim standardem HCV se kompenzuji
inhibiéni efekty a kontroluje se pfiprava a amplifikani proces tak, aby bylo mozno v kazdém
vzorku pfesné stanovit HCV RNA.

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 maximaini mite zachovava!1.12. Bylo zji§téno, ze
mezi znamymi genotypy HCV se sekvence RNA v nejvy$$i mife zachovava v 5'-nepielozené
oblasti genomu HCV13. Test COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pouziva reverzni transkripci a primery
PCR amplifikace, které definuji sekvence ve vysoce konzervované 5'-nepreloZzené oblasti HCV
genomu.

Priprava vzorku

Test COBAS® TagMan® HCV, v2.0 zpracovava vzorky EDTA plazmy a séra a izoluje HCV RNA
pomoci generické manualni pfipravy vzorku zaloZzené na vazbé nukleové kyseliny na skelna
vldkna. 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 pfed
pusobenim RNaz v plazmé a séru. Do kazdého vzorku se spole¢né s ¢inidlem pro lyzu zavadi
znamy pocet molekul kvantifikacniho standardu HCV RNA. Nasledné je k lytické smési pfidan
isopropanol a tato smés je pak centrifugovana ve sloupci s filtracni viozkou ze skelného vlakna.
Béhem centrifugace jsou HCV RNA a kvantifikacni standard HCV RNA navézany na povrch filtru
ze skelného vldkna. Nenavazané substance, jako soli, bilkoviny a ostatni bunééné nedistoty, jsou
odstranény centrifugaci. Absorbované nukleové kyseliny jsou vymyty a eluovany vodnym
roztokem. Spotfebni materidl umoziuje paralelni zpracovavani 12 vzorkd nebo jejich nasobky.
Zpracovany vzorek obsahujici HCV RNA a kvantifikaéni standard HCV RNA je pfidan
k amplifikacni/detekéni smési. Cilovda HCV RNA a kvantifikani standard HCV RNA jsou pak
amplifikovany a detekovany pomoci analyzatoru COBAS® TagMan® 48 pouzitim amplifikagnich
a detekénich ¢inidel dodavanych v testové souprave.

Reverzni transkripce a PCR amplifikace

Reverzni transkripce

Reakce reverzni transkripce, PCR amplifikace a detekce se provadéji pomoci termostabilniho
rekombinantniho enzymu Z05 DNA polymerdzy (Z05) druhu Thermus. Za pfitomnosti
dvojmocného manganu (Mn2+) a za pfiznivych pufrovacich podminek vykazuje Z05 aktivitu jak
reverzni transkriptazy, tak DNA polymerazy14.15. Diky tomu méZe reverzni transkripce, PCR
amplifikace a detekce probihat v téZe reakéni smési.

Zpracované vzorky se pridavaji do amplifikacni smési v amplifikaénich zkumavkach
(K-zkumavkach), kde probiha jak reverzni transkripce, tak PCR amplifikace. Reakéni smés se
zahfeje, aby se downstream primer mohl napojit specificky na cilovou HCV RNA a na kvantifikacni
standard HCV RNA. V pfitomnosti Mn2+ a nadbytku deoxynukleotid-trifosfatti (ANTP), mezi néz
patfi deoxyadenozin-, deoxyguanozin-, deoxycytidin- a deoxyuridin-triphosfaty, polymerizuje Z05
polymeraza hybridizovany primer za vzniku vidakna DNA (cDNA) komplementarniho k cilové RNA.
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Amplifikace cile

Po reverzni transkripci cilové HCV RNA a kvantifikaéniho standardu HCV RNA se reakéni smés
zahfeje, aby se RNA:cDNA hybrid denaturoval a exponovaly se cilové sekvence primeru.
Béhem ochlazovani smési se upstream primery pfipojuji specificky k retézci cDNA, Z05 primer
prodluZuje a syntetizuje se druhy fetézec DNA. Tim se ukoncuje prvni cyklus PCR, ktery poskytuje
dvouretézcovou DNA kopii cilové oblasti HCV RNA a kvantifikacniho standardu HCV RNA.
Reakéni smés se opét zahieje k oddéleni vysledné dvouvldknové DNA a exponovani cilovych
sekvenci primeru. PFi chladnuti smési se primery pfipoji k cilové DNA. Z05 v pfitomnosti Mn2+
a nadbytku dNTP polymerizuje hybridizované primery podél cilovych templati za vzniku molekuly
dvouviaknové DNA nazyvané amplikon. Analyzator COBAS® TagMan® 48 opakuje automaticky
tento proces po uréeny pocet cykld, kdy pfi kazdém cyklu dojde ke zdvojeni mnozstvi amplikonové
DNA. Pozadovany poget cykl(i se na analyzatoru COBAS® TaqMan® 48 predem naprogramuje.
Amplifikace probiha pouze v oblasti genomu HCV mezi primery, cely genom HCV
amplifikovan neni.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se dosahuje v testu COBAS®
TagMan® HCV, v2.0 pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu
(dUTP). Enzym AmpErase rozpoznd a katalyzuje rozklad fetézcd DNA obsahujicich
deoxyuridin16, ale nikoli DNA obsahujici deoxythymidin. Deoxyuridin se v pfirozené DNA
nevyskytuje, je v8ak vzdy pfitomen v amplikonu, diky pouziti deoxyuridin-trifosfatu jako jednoho
z dNTP v ¢inidle Master Mix, takze deoxyuridin obsahuje pouze amplikon. V dusledku pfitomnosti
deoxyuridinu je kontaminovany amplikon citlivy viéi destrukci enzymem AmpErase pred
amplifikaci cilové RNA. Také jakykoliv nespecificky produkt vytvoreny po inicidlni aktivaci Master
Mix manganem je zni¢en enzymem AmpErase a tim se zvySuje senzitivita a specificita. Enzym
AmpErase, ktery je obsazeny v ¢inidle Master Mix, katalyzuje roz&tépeni DNA obsahuijici
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 je neaktivni pfi teploté
nad 55°C, tedy béhem tepelného cyklovani, a proto nerozklada cilovy amplikon vytvofeny béhem
amplifikace.

Detekce produkta PCR v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 vyuziva v reainém &ase bézici17.18 PCR technologii.
Pouziti dvojité znacenych fluorescenénich sond umozriiuje detekci akumulace PCR produktl
v realném Case monitorovanim intenzity emise fluorescenéniho barviva uvolnéného bé&hem
amplifikaéniho procesu. Sondy se skladaji z oligonukleotidovych sond specifickych pro HCV
a kvantifikaéni standard HCV s oznamovacim a tlumicim barvivem. V testu COBAS® TagMan®
HCV, v2.0, jsou sondy HCV a kvantifikacniho standardu HCV znaceny riznymi fluorescenénimi
oznamovacimi barvivy. Jsou-li tyto dvojité fluorescenéné znacené sondy intaktni, je fluorescence
oznamovaciho barviva potladena blizkosti tlumiciho barviva kvuli pfenosovému vlivu energie
Forsterova typu. Pfi PCR hybridizuje sonda s cilovou sekvenci a je rozstépena 5' — 3'
nukledzovou aktivitou termostabilni Z05 DNA polymerazy. Jakmile je oznamovaci a tlumiici
barvivo uvolnéno a oddéleno, nedochazi nadale k utlumu a fluorescenéni aktivita oznamovaciho
barviva se zvysi. Amplifikace HCV RNA a kvantifikacniho standardu HCV RNA je méfena
nezavisle pfi riznych vinovych délkach. Tento proces je opakovan po predem uréeny pocet cyklu,
pficemz kazdy cyklus efektivné zvySuje emisni intenzitu jednotlivého oznamovaciho barviva
a umozniuje nezavislou identifikaci HCV RNA a kvantifikaéniho standardu HCV RNA. Intenzita
signalli odpovida mnozstvi vychoziho materialu na za¢atku PCR reakce.
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Zaklady kvantifikace testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0

Test COBAS® TagMan® HCV, v2.0 poskytuje pfesné kvantitativni vysledky ve velmi Sirokém
dynamickém rozmezi, protoZe monitorovani amplikonu je provadéno v exponencidlni fazi
amplifikace. Cim vy$si je titr HCV ve vzorku, tim dfiv prekro&i fluorescence oznamovaciho barviva
HCV sondy zékladni hladinu fluorescence (viz obrazek 1). ProtoZe je mnozstvi kvantifikacniho
standardu (QS) HCV RNA konstantni ve v8ech vzorcich, méla by se fluorescence oznamovaciho
barviva sondy HCV QS objevit ve stejném cyklu u v8ech vzorkl (viz obrazek 2). V pfipadech, kdy
je amplifikace a detekce QS ovlivnéna inhibici nebo Spatnou obnovou vzorku, objevi se
fluorescence opozdéné a tim umozni vypocet titru cilové HCV RNA odpovidajicim zpusobem
upravit. Objeveni specifického fluorescenéniho signalu je hlaSeno jako kritickd prahova hodnota
(Ct). Ct je definovana jako diléi &islo cyklu, kdy fluorescence oznamovaciho barviva prekro¢i
pfednastavenou prahovou hodnotu (Ur€enou fluorescenéni hladinu) a zaéne exponencialni
RNA. Dvojnasobny vzestup titru koreluje s poklesem o 1 Ct pro cilovou HCV RNA, zatimco 10-ti
nasobny vzestup titru koreluje s poklesem o 3,3 Ct.

Obrézek 1 ukazuje cilové ristové kfivky pro série fedéni viru v rozsahu 5-logqg. Jakmile
koncentrace viru narGsta, rustové kfivky se posouvaji do dfivéjSich cyklu. Proto ristova kfivka
nejvice vlevo odpovida nejvy$simu titru viru, zatimco ristova kfivka nejvice vpravo odpovida

Obrazek 1
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Obrazek 2 ukazuje ristové kfivky kvantifikacniho standardu pro vzorky ze sérii fedéni viru zajimajici
rozsah 5-logg. MnozZstvi kvantifikaéniho standardu pfidaného do kazdého vzorku je konstantni pro
kazdou reakci. Ct hodnota kvantifikaéniho standardu je podobnéa bez ohledu na titr viru.

Obréazek 2
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Obrazek 3 ukazuje pfiklad, jak jsou hodnoty fluorescence v kazdém cyklu normalizovany pro
kazdou rustovou kfivku. Dil¢i Cislo cyklu (Ct) je vypocitano kde fluorescenéni signal prekroci
Urcenou fluorescenéni hladinu.

Obréazek 3
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KVANTIFIKACE HCV RNA

Test COBAS® TagMan® HCV, v2.0 stanovuje mnoZstvi RNA HCV viru pomoci druhé cilové
sekvence (kvantifikaéni standard HCV), ktery je do testovaného vzorku pfidan o znamé koncentraci.
Kvantifikaéni standard HCV je neinfekéni Armored RNA konstrukce, ktera obsahuje fragmenty HCV
sekvenci s vazebnymi oblastmi pro primer, identickymi s cilovymi sekvencemi HCV. Kvantifikacni
standard HCV generuje také amplifikacni produkt stejné délky a zakladniho sloZeni, jako je cilova
HCV RNA. Oblast vazajici detekéni sondu v kvantifikacnim standardu HCV je modifikovana tak, aby
se amplikon kvantifikaéniho standardu HCV odlisil od cilového amplikonu HCV.

Pii hybridizaéni fazi PCR reakce v analyzatoru COBAS® TagMan® 48 jsou vzorky osvétleny
a excitovany filtrovanym svétlem a filtrovana emisni fluorescenéni data jsou shromazdovana pro
kazdy vzorek. Odecety pro kazdy vzorek jsou pak korigovany na fluktuace zatizeni. Tyto odecety
fluorescence jsou odeslany zatizenim do softwaru AMPLILINK a uloZeny v databazi. Pre-Checks
(kontroly) se pouzivaji pro stanoveni, zda-li data HCV RNA a kvantifikacniho standardu HCV RNA
reprezentuji sady, které jsou platné a indikatorové zalozky jsou generovany v pfipadé, Ze data lezi
mimo nastavené limity. Po dokonéeni a splnéni vSech kontrol jsou odecety fluorescence
zpracovany pro generovani Ct hodnot pro HCV RNA a kvantifikacni standard HCV RNA.
Kalibragni konstanty specifické pro sérii poskytované spolu s testem COBAS® TagMan®
HCV, v2.0 jsou pouzivany pro kalkulaci hodnoty titru pro vzorky a kontroly zaloZzené na Ct
hodnotach HCV RNA a kvantifikaéniho standardu HCV RNA. Test COBAS® TagMan® HCV, v2.0
je standardizovan vaci druhému mezinarodnimu standardu WHO pro HCV RNA NAT analyzy
(NIBSC kéd 96/798)19 a vysledné titry jsou hlageny v mezinarodnich jednotkach (IU/ml).

CINIDLA
High Pure System Viral Nucleic Acid Kit 48 testu
Souprava High Pure System Viral Nucleic Acid
(P/N: 03502295 001)
LYS 2x25ml
(Lyticky/vazebny pufr)
Tris
52 % Guanidin-HCI
<1 % Urea
20 % Triton X-100
Xn m 52 % hm. guanidin-HCI

Zdravi $kodlivy

CAR 2x2mg
(RNA, lyofilizovana)
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PK
(Proteinaza K, lyofilizovana)

99 % Proteinaza K, lyofilizovana

Xn 99 % Proteinaza K, lyofilizovana

Zdravi $kodlivy
IRB
(Pufr na odstrafiovani inhibitort)
Tris
65 % Guanidin-HCI
Xn 65 % hm. guanidin-HCI

Zdravi $kodlivy
WASH
(Promyvaci pufr)
Tris
NaCl
(pfidat 50 ml ethanolu a 30 ml deionizované vody)
ELB
(Eluéni pufr)
RS
(Stojanova souprava systému High Pure System Viral Nucleic Acid)
Lyticky stojan
Stojan filtrani zkumavky s pfipevnénym odpadnim stojanem
Eluéni stojan
Kryci stojan
Svorka
WR
(Odpadni stojan High Pure System Viral Nucleic Acid)

COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 HCV HPS V2

(P/N: 04861817 190)
Pfiprava vzorku a kontrolni €inidla

HCV QS
(kvantifikagni standard COBAS® TagMan® HCV)

Pufr s fosforeénanem sodnym
EDTA
< 0,005 % poly rA RNA (synteticka)
< 0,001 % Armored RNA konstrukce obsahujici viozku
s vazebnou sekvenci HCV primeru a unikatni vazebnou
oblast sondy (neinfekéni RNA v bakteriofagu MS2)
Amarantové barvivo
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 kdzi.
R43: Mize vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi.
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HCV H(+)C, v2.0 2x1.0ml
[HCV High (+) kontrola, v2.0]

<0,001 % Armored RNA konstrukce obsahujici HCV
sekvence (neinfekéni RNA v MS2 bakteriofagu)

Negativni lidska plazma, nereagujici podle testd na
protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24
antigenu a HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA
nedetekovatelné PCR metodami.

0,1 % konzervagni &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 oci a kuzi.

R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kUzi.
HCV L(+)C, v2.0 2x1,0ml
[HCV Low (+) kontrola, v2.0]

< 0,001 % Armored RNA konstrukce obsahujici HCV
sekvence (neinfekéni RNA v MS2 bakteriofagu)

Negativni lidska plazma, nereagujici podle testd na
protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24
antigenu a HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA
nedetekovatelné PCR metodami.

0,1 % konzervagni &inidlo ProClin® 300

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

a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu
Drazdivy
R36/38: Drazdi oci a kuzi.
R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kUzi.
CTM(-) C 4x1,0ml
[COBAS® TagMan® negativni kontrola (lidska plazma)]

Negativni lidska plazma, nereagujici podle testd na
protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24
antigenu a HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA
nedetekovatelné PCR metodami.

0,1 % konzervagni ginidlo 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 kuizi.
R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kUzi.

Amplifikaéni a detekéni €inidla
HCV MMX 2x 24 testd
(COBAS® TagMan® HCV Master Mix) 2x1,4ml
Tricinovy pufr
Hydroxid draselny
Acetat draselny
< 20 % dimethy! sulfoxid
Glycerol
< 0,001 % dATP, dCTP, dGTP, dUTP
<0,001 % Upstream a downstream primery pro
5'-neprelozenou oblast HCV
< 0,001 % Fluorescenéné znacené oligonukleotidové sondy
specifické pro HCV a kvantifikacni standard HCV
< 0,05 % Z05 DNA polymeraza (mikrobialni)
< 0,1 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza) (mikrobialni)
0,09 % azid sodny
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CTM Mn2+ 2 x 24 testa
(COBAS® TagMan® roztok manganu) 2x1,0ml
< 1,2 % Acetat manganaty

Ledova kyselina octova
0,09 % azid sodny

UPOZORNEN{ A BEZPEENOSTNi OPATRENI

A.
B.

C.

Rex

=

PRO IN VITRO DIAGNOSTICKE POUZITI.

Tento test neni uréen k ploSnému screeningovému vysetfovani krve ¢i krevnich derivatd na
pfitomnost HCV, ani jako diagnosticky test k potvrzeni pfitomnosti infekce virem HCV.

Rozmezi pfifazené kalibraénim koeficientim jsou specifické pro Sarzi a specifické pro test
COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouziti se systémem High Pure. Tyto hodnoty nemusi byt
platné pi pouziti s alternativnimi metodami pfipravy vzorku.

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

Nepipetujte Usty.

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

Pfi odebirani alikvotnich podild z lahviéek s ¢inidly dbejte na to, aby nedoslo
k mikrobialni nebo ribonukleazové kontaminaci.

Doporucuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouziti a hroty na pipety prosté RNazy.
Nesmésujte dohromady ¢inidla z riznych $arzi, ani z riznych lahvicek téze Sarze.
Nesmésujte dohromady ¢inidla z riiznych souprav.

Nespotfebovana ¢inidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi
predpisy.

Po uplynuti data exspirace jiz soupravu nepouzivejte.

Bezpecnostni listy pro materialy (MSDS) zasle na vyzadani Vase mistni pobocka spoleénosti
Roche.

Manipulace se vzorky a kontrolami se musi fidit pravidly pro zachazeni s infekénim
materidlem. Musi byt pouzivany bezpecné laboratorni postupy, napf. postupy uvedené
v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories20 a v dokumentu CLSI
& M29-A321. V8echny plochy dikladné ogistéte a vydezinfikujte Serstvé pfipravenym 0,5 %
roztokem chlornanu sodného v deionizované nebo destilované vodé.

Pozn.: Bézné bélici prostfedky pro doméacnost obvykle obsahuji chlornan sodny

O.

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

UPOZORNENI: CTM (=) C, HCV L(+)C, v2.0 a HCV H(+)C, v2.0 obsahuiji lidskou plazmu
pochazejici z lidské krve. Zdrojovy material byl testovan a byl shledan nereaktivnim na
pfitomnost povrchového antigenu hepatitidy B (HBsAg), protilatek proti HIV-1/2 a HCV a HIV
p24 antigenu. Testovani negativni lidské plazmy metodami PCR neprokazalo zadné
detekovatelné HIV-1 RNA, HCV RNA ani HBV DNA. Nicméné Zzadna znama testovaci
metoda nepredstavuje dokonalou zaruku, Ze se s derivaty z lidské krve nepfenesou néjaka
infekéni agens. Proto je tfeba povaZzovat vSechen materidl lidského puvodu za potencialné
infekéni. CTM (=) C; HCV L(+)C, v2.0 a HCV H(+)C, v2.0 je tfeba zachazet jako s infekénim
materidlem a pfi praci s nimi je nutno uplatfiovat bezpe¢né laboratorni postupy, napfiklad ty,
které jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories20
a v dokumentu CLSI & M29-A321. VSechny plochy dikladné ogistéte a vydezinfikujte
Cerstvé pfipravenym 0,5 % roztokem chlornanu sodného v deionizované nebo destilované
vodé.

HCV MMX a CTM Mn2+ obsahuji azid sodny. Ten muZe reagovat s olovénymi nebo
médénymi armaturami a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. Pfi likvidaci roztokd
obsahujicich azid sodny naklorite laboratorni umyvadla a proplachnéte odtok velkym
mnozstvim vody, abyste tak zabranili nartistu mnozstvi azidu.
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Q. Pii praci s jakymkoli ¢inidlem pouzivejte rukavice na jedno pouZiti, pracovni odév a ochranné
bryle. Dbejte na to, aby se tyto materidly nedostaly do styku s pokozkou, o¢ima nebo
sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnoZstvim
vody. Pokud by byla tato opatieni zanedbana, muze dojit k popaleninam. Jestlize se néktera
¢inidla rozliji nebo rozsypou, roziedte je vodou a dosucha vytfete.

ZACHAZENI SE VZORKY A JEJICH SKLADOVANI

Cinidla pro p¥ipravu vzorkd

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

B. Skladujte elu¢ni pufr (ELB) a lyticky/vazebny pufr (LYS) pfi teploté 15-25°C. Po otevieni
skladujte ELB a LYS pfi teploté 15-25°C. Oteviené ELB a LYS musi byt spotfebovany
béhem 28 dni nebo do doby pouzitelnosti na obalu, dle toho, ktera je kratsi.

C. Po pfidani eluéniho pufru (ELB) pro rekonstituci nosi¢ové RNA a proteinazy K uchovavejte
nespotifebovanou rekonstituovanou nosi¢ovou RNA (CAR) a nepouzitou rekonstituovanou
proteinazu K (PK) pfi teplot¢ —15 az —-25°C. Po rekonstituci musi byt nosiCovd RNA
a proteindza K spotfebovany béhem 28 dnu nebo do doby pouzitelnosti na obalu, dle toho,
ktera je kratsi.

D. Po pfidani ethanolu do pufru pro odstranéni inhibitord a pfidani ethanolu a vody do
promyvaciho pufru, uchovavejte pufr na odstranéni inhibitorti (IRB) a promyvaci pufr (WASH)
pfi teploté 15-25°C. Tyto pracovni roztoky jsou stabilni po dobu 28 dnl nebo do doby
pouzitelnosti, dle toho, ktera je kratsi.

E. Lyticky/vazebny pracovni roztok [lyticky/vazebny pufr s nosiGovou RNA, proteindza Ka HCV QS]
musi byt spotfebovany okamzité po pfipravé. Jakykoliv nadbytek musi byt zlikvidovan.

Amplifikaéni a detekéni €inidla

A. Cinidla ani kontroly nezmrazujte.

B. Skladujte HCV MMX; CTM (=) C; HCV L(+)C, v2.0; HCV H(+)C, v2.0; HCV QS a CTM Mn2*
pfi teploté 2—8°C. Pokud nejsou tato cinidla oteviend, jsou stabilni az do uplynuti doby
pouzitelnosti, ktera je na nich uvedena. Po otevieni pro odebrani alikvotni ¢asti pro velikost
Sarze o 12 vzorcich, uskladnéte zbyvajici HCV MMX; HCV L(+)C, v2.0; HCV H(+)C, v2.0;
HCV QS a CTM Mn2* pii teploté 2—-8°C. Po otevfeni jsou HCV MMX; HCV L(+)C, v2.0;
HCV H(+)C, v2.0; HCV QS a CTM Mn2* stabilni pfi teploté 2-8°C po dobu 28 dni nebo do
doby pouzitelnosti, dle toho, ktera je kratsi. Po otevfeni je tfeba jakoukoliv nespotfebovanou
¢ast CTM (=) C zlikvidovat.

C. Pracovni Master Mix (pfipraveny pfidanim CTM Mn2+ do HCV MMX) musi byt uchovavan pfi
teploté 2-8°C v temnu. Pfipravené vzorky a kontroly musi byt pfidany béhem 1 hodiny
pfipravy pracovniho Master Mix.

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

E. S amplifikaci je tfeba zaéit do 2 hodin od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly
pfidany do pracovniho Master Mix.

DODAVANY MATERIAL
Cinidla pro pfipravu vzorka
A. High Pure System Viral Nucleic Acid Kit

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

LYS

(Lyticky/vazebny pufr)

CAR

(Nosic¢ova RNA)

PK

(Proteinaza K)

IRB
(Pufr na odstrariovani inhibitort)
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WASH

(Promyvaci pufr)

ELB

(Eluéni pufr)

RS

(Stojanova souprava systému High Pure System Viral Nucleic Acid)

WR

(Odpadni stojan High Pure System Viral Nucleic Acid)
Amplifikaéni a detekéni €inidla
B. COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 HCV HPS V2

(P/N: 04861817 190)

HCV QS

(Kvantifikaéni standard COBAS® TagMan® HCV)

HCV H(+)C, v2.0

[HCV High (+) kontrola, v2.0]

HCV L(+)C, v2.0

[HCV Low (+) kontrola, v2.0]

cTM@E) C

[COBAS® TagMan® negativni kontrola (lidska plazma)]

HCV MMX
(COBAS® TagMan® HCV Master Mix)

CTM Mn2+
(COBAS® TagMan® roztok manganu)
POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY
Vybaveni a software
+  Analyzator COBAS® TagMan® 48
» Software AMPLILINK
« Datova stanice pro software AMPLILINK
« Priru¢ka pro analyzator COBAS® TagMan® 48 pro pouziti s aplikadni pfiruékou pro
software AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3

«  Aplikaéni prirucka pro software AMPLILINK, verze 3.2 pro pouziti se zafizenim COBAS®
AmpliPrep, analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzatorem 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

« Zafizeni pro manipulaci s vicky K-zkumavek
Spotiebni material

* Box s K-zkumavkami v poctu 12 x 96
Pozadavky na centrifugu

« Stolni centrifuga Sigma 4-15C nebo ekvivalentni mikrotitracni destickova centrifuga
s centrifugaénim vykonem 4600 x g

« Vychylujici rotor centrifugy Sigma P/N: 11118 (obsahuje 2 nadobky P/N: 13218 a 2 drzaky
desticky P/N: 17978) nebo ekvivalentni.
DALSI POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY
« Isopropanol (> 99 %) — vyhovuje ACS specifikacim nebo lepsi
« Ethanol (96—-100 %) — vyhovuje ACS specifikacim nebo lepsi
« Deionizovana voda

« Nastavitelné pipetory*: (kapacita 250 ul a 1000 pl) s aerosolovou bariérou nebo RNazy
prostymi $pi¢kami s pozitivnim posuvem
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* Pipetova pomtcka: Drummond (P/N: 4-000-100) nebo ekvivalentni

* Vodni lazer nastavena na 50°C (+ 2°C)

« Vyhfivaci blok nastaveny na 70°C (+ 2°C)

« Sterilni jednorazové sérologické pipety: 5, 10 a 25 ml

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

« Sterilni 2,0 ml mikrocentrifugacni zkumavky: Sarstedt (P/N: 72.693.005) nebo ekvivalentni

«  Vifivy mixér

« Stojany na zkumavky

* Rukavice na jedno pouziti bez pudru

« Kalibrované teploméry pro vodni lazen a vyhfivaci blok

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.: Se vSemi vzorky je tfeba zachazet jako s infekénimi.

A. Odbér vzorku

Test COBAS® TagMan® HCV, v2.0 je uréen pouze pro pouziti s vzorky séra nebo plazmy. Krev by
se méla odebirat do separacnich zkumavek na sérum BD SST (Serum Separator Tubes) nebo do
sterilnich zkumavek za pouziti EDTA (vr§ek levandulové barvy) jako antikoagulantu.

Plnou krev uchovavejte pfi teploté 2—25°C maximalné 6 hodin. Sledujte pokyny vyrobce zkumavky
pro separaci séra nebo plazmy z pIné krve béhem 6-ti hodin od sbéru. Sérum nebo
plazmu pfevedte do sterilni polypropylenové zkumavky. Obrazky 4 a 5 ukazuji data z téchto studii

odbéru vzorki. Studie byly provedeny za pouziti testu COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR,
verze 2.0 (v2.0).

Obrazek 4

HCV Stabilita v pIné krvi, SST zkumavky (sérum)
7 B < 1 hodina 2-8C
0 6 hodin 2-8C
24 hodin 2-8C
48 hodin 2-8C
B 72 hodin 2-8C
<1 hodina 20-25C
& 6 hodin 20-25C
824 hodin 20-25C
m 48 hodin 20-25C
72 hodin 20-25C

Log,, HCV RNA (1U/ml)

Pramérny HCV RNA vysledek -

Cislo vzorku
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Obrazek 5
HCV Stabilita v pIné krvi, EDTA zkumavky (EDTA plazma)

B < 1 hodina 2-8C
B6 hodin 2-8C

524 hodin 2-8C
E148 hodin 2-8C

B 72 hodin 2-8C

@< 1 hodina 20-25C
@ 6 hodin 20-25C
524 hodin 20-25C
W 48 hodin 20-25C
72 hodin 20-25C

Logs, HCV RNA (1U/ml)

Pramérny HCV RNA vysledek —

11 12 13 14 15
Cislo vzorku

B. Pfeprava vzorku

Pii prepravé pIné krve, séra nebo plazmy je tfeba dodrzovat celostatni resp. mistni predpisy
o dopravé etiologickych latek22. PIna krev se prepravuje za teplot 2-25°C a musi se zpracovat do
6 hodin od odbéru. Plazma nebo sérum se muzZe piepravovat pii teploté 2-8°C nebo ve
zmrazeném stavu pfi teplotach —20°C az —80°C.

C. Skladovani vzorkua

Vzorky séra nebo plazmy se mohou uchovavat pfi teploté 2—-8°C po dobu az 3 dnli nebo ve
zmrazeném stavu pii teploté —70°C nebo nizsi. Doporucuje se vzorky uchovéavat v alikvotnich
podilech po 800-900 ul ve sterilnich polypropylenovych zkumavkach o objemu 2,0 ml se
Sroubovacim uzavérem (napfiklad Sarstedt P/N: 72.694.006). Obrazky 6 a 7 ukazuji data z téchto
studii o uchovavani vzorku. Studie byly provedeny za pouziti testu COBAS® AMPLICOR® HCV
MONITOR, v2.0.

Obréazek 6
Stabilita HCV v séru

<1 hodina 2-8C
72 hodin 2-8C
120 hodin 2-8C
168 hodin 2-8C
240 hodin 2-8C

< 1 hodina 20-25Q
72 hodin 20-25C
120 hodin 20-25C
168 hodin 20-25C
240 hodin 20-25C

B0 B8 E 8008

Pramérny HCV RNA vysledek —
Logs, HCV RNA (1U/ml)

Cislo vzorku
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Pramérny HCV RNA vysledek -
Log;o HCV RNA (1U/ml)

Obrazek 7
Stabilita HCV v EDTA plazmé

<1 hodina 2-8C
72 hodin 2-8C
120 hodin 2-8C
168 hodin 2-8C
240 hodin 2-8C
<1 hodina 20-25
72 hodin 20-25C
120 hodin 20-25(¢
168 hodin 20-25¢
240 hodin 20-25(

A 0Oa

54

5]

4 4

34

B0 E N

14

Cislo vzorku

Vzorky séra a plazmy mohou byt zmraZeny a rozmrazeny maximalné tfikrat bez ztraty HCV RNA.
Tabulka 1 ukazuje data z téchto studii zmrazovani — rozmrazovani provedenych pomoci testu
COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0.

Tabulka 1
Log,q diference v koncentracich HCV z cyklu O pro sérum
a EDTA plazmu, zmrazené a rozmrazené pro 5 cykld

Matrix Stabilitéx Cyklus zmrazeni / rozmrazeni
Vzorek €. Cyklus 0| Cyklus 1| Cyklus 2| Cyklus 3| Cyklus 4| Cyklus 5
1 0,00 -0,052 0,238 0,179 -0,670 | -0,277
2 0,00 0,293 0,228 -0,206 -0,338 0,175
Sérum 3 0,00 -0,270 | -0,023 | -0,430 0,008 -0,229
4 0,00 0,071 -0,516 -0,295 -0,564 -0,670
5 0,00 0,342 -0,031 0,344 | -0,436 | -0,277
Pramérné sérum 0,00 0,077 -0,021 -0,239 —-0,400 —-0,246
11 0,00 -0,006 0,043 -0,143 | -0,159 | -0,140
12 0,00 -0,329 -0,375 -0,234 -0,642 -0,265
:'EZD"T‘/f 13 000 | -0056| -0248 | -0,371| -0,395 | -0,142
14 0,00 0,186 -0,066 -0,034 -0,241 -0,084
15 0,00 -0,120 | -0,111 -0,055 0,250 -0,217
Pramérna EDTA plazma 0,00 —-0,065 -0,151 -0,167 -0,237 -0,170

NAVOD K POUZITI

Pozn.:

Pozn.:

Detailni provozni pokyny, tisk vysledkd a interpretace pfiznakd, komentare
achybova hlaseni naleznete v pfiruéce uzivatele k analyzatoru COBAS® TagMan®
48 pro pouziti s aplikaéni pfiruckou pro software AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3 a bud’
(1) s aplikaéni pfiruckou pro software AMPLILINK, verze 3.2 pro pouZiti se zafizenim
COBAS® AmpliPrep, analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzatorem COBAS®
TagMan® 48 a analyzatorem COBAS® AMPLICOR® nebo (2) aplikaénigﬁruékou pro
software AMPLILINK, verze 3.3 pro pouziti se zafizenim COBAS® AmpliPrep,
analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzdtorem COBAS® TagMan® 48,
analyzatorem COBAS® AMPLICOR® a zafizenim cobas p 630.

VSechna amplifikaéni a detekéni ¢inidla musi byt pfed pouzitim pfi pokojové
teploté. Vyjméte z teploty 2-8°C minimalné 30 minut pred pouzitim.
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Pozn.: Vzorky séra nebo plazmy musi byt pfed pouzitim temperovany po dobu
15 - 30 minut na teplotu okoli.

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

MnoZstvi pro jedno méfeni:

Kazda souprava obsahuje dostatecné mnozstvi Cinidla na Ctyfi 12-testova méfeni, kterd& mohou
probihat zvlast’ nebo soucasné. Jeden replikat, kazdy z CTM (-) C, HCV L(+)C, v2.0 a HCV
H(+)C, v2.0 musi byt zahrnut do kazdého béhu testu s az 24 vzorky a kontrolami (viz ¢ast
LKontrola kvality“). Amplifikaéni a detekéni €inidla jsou balena v 24-testovych lahvickach na dvé
pouziti. Pro co nejefektivnéj$i vyuZiti je vhodné zpracovavat €inidla, vzorky i kontroly v davkach
jez jsou nasobky 12.

Pfiprava vzorku a kontroly

Pozn.: PouZivate-li zmrazené vzorky séra nebo plazmy, ponechte je pfi pokojové teploté,
dokud kompletné nerozmrznou a pred pouZzitim je nechte 5-10 sekund vifit.

Pozn.: UmozZnéte, aby cinidla pred dalSim postupem doséhla teploty okoli. Pfedehrejte
vyhfivaci blok(y) na teplotu 70°C (+ 2°C) a vodni lazeri na teplotu 50°C (+ 2°C)
predtim, nez zapocénete purifikaéni reakce.

A. Priprava €inidel

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

1. Pripravte pufr pro odstranéni inhibitort pipetovanim 20 ml 96—100 % ethanolu to pufru pro

odstranéni inhibitorti (IRB). Promichejte 5—10-ti ndsobnym obracenim. Toto zajisti dostatek
rekonstituovaného pufru pro odstranéni inhibitoru na 48 testd.

2. Pripravte promyvaci pufr pipetovanim 50 ml 96—100 % ethanolu a 30 ml deionizované vody
do promyvaciho pufru (WASH). Promichejte 5—10-ti nasobnym obracenim. Toto zajisti
dostatek rekonstituovaného promyvaciho pufru na 48 testu.

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

Poget replikata

Cinidlo 12 24
Eluéni pufr (ml) 2,0 4,0
4. Pipetujte objem isopropanolu uvedeny v tabulce nize dle poctu testt do Cisté sterilni
zkumavky.

Pocet replikata
Cinidlo 12 24
Isopropanol (ml) 5,0 10,0

5. Pipetujte 0,5 ml eluéniho pufru (ELB) do nosicové RNA (CAR). Vymérte uzaveér, otocte
lahvi¢kou a pak ji michejte, dokud se veskera nosi¢ova RNA nerozpusti. Rekonstituovana
nosi¢ova RNA je dostacuijici pro 24 testu. Nepouzity objem rekonstituované nosi¢ové RNA
muze byt uchovavan pfi teploté —15 az —25°C po dobu maximalné 28 dni nebo do doby
pouzitelnosti, dle toho, ktera doba je krat$i.

6. Pipetujte 5,0 ml eluéniho pufru (ELB) do proteindazy K (PK). Vymérte uzavér, otocte
lahvickou a pak ji michejte vifenim, dokud se veSkera proteindza K nerozpusti.
Rekonstituovana proteinaza K je dostadujici pro 24 testli. Nepouzity objem rekonstituované
proteinazy K muze byt uchovavan pfi teploté —15 az —25°C po dobu maximéainé 28 dni nebo
do doby pouzitelnosti, dle toho, ktera doba je kratsi.
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7.

Pripravte lyticky/vazebny pracovni roztok nasledujicim zplsobem pipetovanim objem(
uvedenych v nasledujici tabulce dle poctu vzorku a kontrol, které maji byt zpracovany.

Pocet replikata
Cinidla 12 24
Lyticky/vazebny pufr (ml) 7,0 14,0
Nosi¢ova RNA (ul) 140 280
HCV QS (ul) 56 112
Proteinaza K (ml) 1,4 2,8

Pozn.: Objem HCV QS je specificky pro test COBAS® TagMan® HCV, v2.0.
Pozn.: Pokud je tfeba pouZzit zmrazenou rekonstituovanou nosi¢ovou RNA nebo

B.

proteindzu K, rozpust'te je pfi pokojové teploté a pred pouZzitim je nékolikrat
obrat'te.
Pridejte uvedeny objem lytického/vazebného pufru do Cisté sterilni zkumavky o objemu 50 ml.
Pridejte uvedeny objem rekonstituované nosicové RNA do zkumavky obsahujici lyticky/
vazebny pufr.
Vifenim michejte HCV QS po dobu 3-5 sekund a pfidejte uvedeny objem HCV QS do
zkumavky obsahujici lyticky/vazebny pufr a rekonstituovanou nosi¢ovou RNA.
Zkumavku uzaviete a dobfe promichejte prevracenim 10-15-krat. NEMICHEJTE vifenim —
vifeni vytvafi v roztoku bubliny.
Pridejte uvedeny objem rekonstituované proteindzy K do zkumavky obsahujici lyticky/
vazebny pufr.
Zkumavku uzaviete a dobfe promichejte prevracenim 10-15-krat. NEMICHEJTE vifenim —
vifeni vytvafi v roztoku bubliny. Zacnéte rozdélovat lyticky/vazebny pracovni roztok
okamzité po pfidani a michani proteinazy K s lytickym/vazebnym pufrem.
Nepouzity lyticky/vazebny pufr (LYS) muze byt uchovavan pii teploté 15 az 25°C po dobu
maximalné 28 dni nebo do doby pouzitelnosti, dle toho, kterd doba je kratsi.
Nespotrebovany lyticky/vazebny pracovni roztok je tfeba znehodnotit.

Pfiprava vzorku a kontroly

Pozn.: Pro tuto proceduru jsou doporuéovany nastavitelné pipetory s hroty odolnymi vici

aerosoldm.

Pozn.: V krocich 19 a 22 muze byt pouZita opakovaci pipeta s vhodnou velikosti sterilniho

kombinovaného hrotu. Je vSak tfeba davat velky pozor, aby se pfedeSlo splachnuti
¢inidel nebo zkFfizené kontaminaci.

Pipetujte 625 pl lytického/vazebného pracovniho roztoku do kazdé jamky v lytickém stojanu
(I, transparentni). Zatlacte vicka dolt do kryci pozice.

PFi postupném otevieni jen jedné jamky pipetujte 500 pl vzorku nebo kontroly do
odpovidajici jamky. Po pfidani vzorku nebo kontroly zatlacte vi¢ko doll, dokud se neuzavie
zamykaci mechanismus pro tésny uzavér jamky.

Poté, co byly pridany v8echny vzorky a kontroly, promichejte naplnény lyticky stojan vifenim
po dobu pfiblizné 10 sekund. Vizualné si ovéite, Ze byly vSechny jamky dobfe vifenim
promichany.

Inkubuijte lyticky stojan ve vodni lazni pfedehfaté na 50°C (+ 2°C) po dobu 10 minut.
Ponorte lyticky stojan do vodni l1azné, ktera je naplnéna pfiblizné 5-7 cm vody. Po vytazeni
z vodni lazné lyticky stojan osuste.

Centrifuguijte lyticky stojan po dobu 10-20 sekund pfi nastaveni 4600 x g v mikrotitraéni
destickové centrifuze. Centrifuga nemusi dosahnout nastavenou rychlost.

Pfi postupném otevreni jen jedné jamky pipetujte 250 pl isopropanolu do kazdé z nich. Po
kazdém pridani zatlacte vicko doll, dokud se neuzavie zamykaci mechanismus pro tésny
uzavér jamky.

Pozn.: Objem isopropanolu je specificky pro test COBAS® TagMan® HCV, v2.0.
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20.

21.

22.

Pozn.:

23.

24.

25.

Michejte vzorky prevracenim stojanu tfikrat a naslednym vifenim stojanu po dobu pfiblizné
10 sekund. Vizualné si ovérte, Ze byly vSechny jamky dobfe vifenim promichany.

Centrifugujte lyticky stojan po dobu 10-20 sekund pfi nastaveni 4600 x g v mikrotitraéni
destickové centrifuze. Centrifuga nemusi dosahnout nastavenou rychlost.

Otvirejte najednou jen jednu jamku, preneste 750 ul smési vzorku nebo kontroly do
odpovidajicich jamek stojanu filtratni zkumavky (ll, Zluty) s pfipevnénym odpadnim
stojanem (bily). Po pfidani kazdé smési vzorku nebo kontroly zatlacte vicko dold, dokud se
neuzavie zamykaci mechanismus pro tésny uzaver jamky.

Po pfidani v8ech vzorkt nebo kontrol centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po
dobu 2 minut pfi 4600 x g v mikrotitraéni desti¢kové centrifuze.

Po otevieni jen jedné jamky preneste zbyvajici smés vzorku nebo kontroly do
odpovidajicich jamek stojanu filtracni zkumavky. Po pfidani kazdé smési vzorku nebo
kontroly uzaviete tésné viko jamky. Lyticky stojan odpovidajicim zpusobem zlikvidujte.
Centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po dobu 2 minut pfi 4600 x g
v mikrotitracni destitkové centrifuze.

Vyjméte stojan filtracni zkumavky z odpadniho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni
na horni strané stojanu filtracni zkumavky. Znehodnot'te odpadni stojan. Vymérite za novy
odpadni stojan a zasadte stojan filtraéni zkumavky do odpadniho stojanu.

Oteviete vSechna vika stojanu filtraéni zkumavky pomoci svorky a pipetujte 400 pl pufru pro
odstranéni inhibitord (IRB) po sténé kazdé jamky. Nedotykejte se stran jamky. Po
kazdém pfidani pufru pro odstranéni inhibitorti do vSech jamek uzaviete pevné vika.

Centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po dobu 2 minut pfi 4600 x g
v mikrotitraéni desti¢kové centrifuze.

Oteviete vSechna vika pomoci svorek a pipetujte 700 pl promyvaciho pufru (WASH) po
sténé kazdé jamky. Nedotykejte se stran jamky. Po kazdém pfidani promyvaciho pufru do
vSech jamek uzavrete pevné vika.

Centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po dobu 2 minut pfi 4600 x g
v mikrotitraéni desti¢kové centrifuze.

Vyjméte stojan filtraéni zkumavky z odpadniho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni
na horni strané stojanu filtracni zkumavky. Znehodnot'te odpadni stojan. Vymérite za novy
odpadni stojan a zasadte stojan filtraéni zkumavky do odpadniho stojanu.

Otevrete vSechna vika pomoci svorek a pipetujte 700 pl promyvaciho pufru po sténé kazdé
jamky. Nedotykejte se stran jamky. Po kazdém pfidani promyvaciho pufru do vSech
jamek uzavrete pevné vika.

Centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po dobu 3 minut pfi 4600 x g
v mikrotitracni destitkové centrifuze.

Vyjméte stojan filtratni zkumavky z odpadniho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni
na horni strané stojanu filtracni zkumavky. Umistéte stojan filtracni zkumavky do eluéniho
stojanu (1A, modry) a zasadte stojan filtraéni zkumavky do elu¢niho stojanu. Znehodnot'te
odpadni stojan odpovidajicim zplsobem.
Oteviete vSechna vika pomoci svorek a pipetujte 75 pl pfedehiatého eluéniho pufru (ELB)
do stifedu kazdého filtru, aniz byste se ho dotkli.

Nepridavejte eluéni pufr davkovanim po sténé jamky.
Po kazdém pfidani eluéniho pufru do vSech jamek uzaviete pevné vika. Eluéni stojan
inkubujte pfi pokojové teploté po dobu minimalné 3 minut po pfidani eluéniho pufru do
posledni jamky.
Centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po dobu 3 minut pfi 4600 x g
v mikrotitracni destitkové centrifuze.
Vyjméte stojan filtracni zkumavky z elu¢niho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni
na horni strané stojanu filtraéni zkumavky. Znehodnot'te stojan filtrani zkumavky
odpovidajicim zplsobem.
Umistéte kryci stojan (llIB, modry) do elu¢niho stojanu (llIA, modry). Silné stisknéte
a uzavrete spojeni na eluénim stojanu. VSechna vicka uzavrete.
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26.

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

Reverzni transkripce, amplifikace a detekce

Pozn.:

C. P
Pozn.:

Pozn.:

Pozn.:
Pozn.:
Pozn.:

Pozn.:

Pozn.:

K-nosiée a drzdk K-nosi¢e by mély byt otfeny tkaninou nepoustéjici vlas
navlhéenou do 70 % roztoku isopropanolu.

Fiprava €inidel
Vzorky a kontroly zpracované pomoci éinidel COBAS® TagMan® HCV Master Mix

(HCV MMX), ,Pracovni Master Mix“ (Pracovni MMX) a Pracovni MMX plus jsou
citlivé na svétlo. Ochrariujte tato ¢inidla pred svétlem.

COBAS® TagMan® HCV Master Mix (HCV MMX) a COBAS® TagMan® roztok
manganu (CTM Mn2+) musi byt temperovany na okolni teplotu po dobu minimainé
30 minut pred pfipravou pracovniho Master Mix.

Pripravte pracovni MMX po dokonéeni pfipravy vzorku a kontroly.
Pracovni MMX musi byt pouzit do 1 hodiny od pfipravy.

Jakmile jsou zpracované vzorky a kontroly pfidany do pracovniho MMX, musi byt
amplifikace zapoc¢ata do 2 hodin.

Temperuijte jednu lahvieku HCV MMX a jednu lahvicku CTM Mn2* na teplotu okoli po dobu
minimalné 30 minut.

Umistéte K-nosi¢ do drzaku K-nosice.
Umistéte nové K-zkumavky do K-nosice, aniz byste se dotkli stran K-zkumavky.

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

23 a 24, pro vyvazeni K-nosice v termocykleru.

Otevrete K-zkumavky pomoci vickovace K-zkumavek. Umistéte vicka do parkovaci pozice
drzaku K-zkumavek.

Ptipravte pracovni MMX dle nasledujiciho navodu:

Na 24 testd pridejte 170 ul CTM Mn2* do jedné lahvigky s HCV MMX. Lahvitku zavfete
a dobfe promichejte prevracenim 10x. Vifeni k promiseni pracovniho MMX nepouzivejte.
Pracovni MMX chrarite pfed svétlem a spottebuijte do 1 hodiny.

Na 12 testt odeberte 669 pyl HCV MMX a umistéte do zkumavky o objemu 2 ml. Pfidejte
81 pl CTM Mn2* do zkumavky o objemu 2 ml obsahujici HCV MMX, zkumavku zaviékujte
a dobfe promichejte oto€enim 10x. Pracovni MMX chrarite pfed svétlem a spotfebujte do
1 hodiny. Uskladnéte zbyvaijici nepouzity HCV MMX a CTM Mn2* v originalnich lahvickach
pfi teploté 2-8°C. Po otevieni jsou HCV MMX a CTM Mn2* stabilni po dobu 28 dn( pfi
teploté 2—-8°C nebo do uplynuti doby pouZitelnosti, dle toho, ktera je kratsi.

Objem CTM Mn2+ je specificky pro test COBAS® TagMan® HCV, v2.0.
Pipetujte 50 pl pracovniho MMX do kazdé K-zkumavky.

Pokud byly zpracované vzorky a kontroly prfed amplifikaci uloZeny ve zmrazeném
stavu, nechte je pred krokem 7 nejprve za pokojové teploty rozmrazit a dobre je
promichejte.

Z kazdého zpracovaného vzorku a kontroly odméfte 50 pl do pfislusné K-zkumavky
obsahujici pracovni MMX; pouzijte k tomu mikropipetor s hrotem s aerosolovou bariérou
nebo s pozitivnim posuvem. Jemné promichejte kazdy vzorek nebo kontrolu nahoru a dol
tfikrat pomoci mikropipetoru, ktery nevytvari bubliny.

Opakujte krok 7 pro kazdy zpracovany vzorek a kontrolu, dokud nebylo vSe pfeneseno do
K-zkumavek. Pro kazdy vzorek a kontrolu pouzijte novy hrot. Provedte vizualni kontrolu
pritomnosti bublinek a dle potieby je odstrarite. Uzaviete K-zkumavky pomoci vickovace
K-zkumavek. Vizualné si ovérte, Ze byly pfidany odpovidajici objemy.
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Pozn.:

S amplifikaci je tfeba zacit do 2 hodin od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly
odmeéfeny do K-zkumavek obsahujicich pracovni MMX.

PInéni a provoz analyzatoru COBAS® TagMan® 48

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

Zapnéte analyzator COBAS® TagMan® 48. Zkontrolujte, zda je zafizeni zinicializovano
a pfipraveno k pouziti. Jsou-li K-nosi¢e z pfedchozich méfeni nadale umistény v nékterém
z termocyklert, odstrarite je pomoci pfemistovace K-nosicu.

Spust'te software AMPLILINK na pocitaéi. Prihlaste se pomoci odpovidajiciho
uzivatelského jména a hesla.

Pro vytvoreni pfikazt K-nosice pro analyzované vzorky kliknéte na ikonu Orders. Vyberte
tlacitko Sample, pak kliknéte na tlacitko New a zadejte &islo pfikazu pro vzorek pomoci
klavesnice nebo snimace Carového koédu. Zvolte Test Definition (definici testu) pro test
HCV, v 2.0 pro analyzator COBAS® TagMan®. Opakuijte pro kazdy vzorek. Kliknéte na
tlacitko Save.

Ma-li byt zpracovano méné nez 24 zkumavek, musi byt obsazeny pozice 1, 2, 5, 20,
23 a 24, pro vyvazeni K-nosice v termocykleru.

Zadejte informace o kontrole kvality vybérem tlaéitka Quality Control v okné Orders.
Kliknéte na tlacitko New a pomoci klavesnice nebo snimae ¢arového kdédu zadejte
informaci z karty kontrolnich hodnot testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 Controls Value
Card dodavané se soupravou. Zadejte &islo $arze testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0,
datum pouzitelnosti, rozmezi Low (+) a High (+) kontroly a také kalibraéni koeficienty
specifické pro 8arzi v navrzenych prostorech. Kliknéte na ,OK.*

Piifadte Cislo K-nosi¢e k danému méfeni kliknutim na tladitko K-Carrier v okné Orders.
V okné K-Carrier kliknéte na New. V burice vpravo od ,K-Carrier ID* zadejte ¢islo
K-nosi¢e z ¢arového koédu na K-nosi¢i pomoci klavesnice nebo snimace ¢arového kodu.
VSimnéte si, Ze vysledky z predchoziho méfeni se stejnym ID K-nosie musi byt
akceptovany. Vyberte definici testu pro test HCV, v 2.0 pro analyzator COBAS® TagMan®
z panelu testl v dolni ¢asti okna.

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

Pro zadani vzorkt do Worklist kliknéte dvakrat na prvni pozici (fadu) pro zadani vzorku.
Tim se zobrazi okno Lookup Sample obsahujici pfifazené pfikazy pro vzorek. Pouzijte
klavesy Shift + Sipka pro oznaceni vice nez jednoho &isla %ﬁkazu. Zkontrolujte, zda definici
testu pro test HCV, v 2.0 pro analyzator COBAS® TagMan® byla pfifazena vechna poradi.

Kliknéte na Save pro uloZeni pfifazeni pfikazu K-nosice.
Reverzni transkripce, amplifikace a detekce

Vyberte ikonu Systems v systémové zalozce a kliknéte na Open pro otevieni termocykleru.
Jakmile se kryt termocykleru zcela oteviel a objevi se napis ,Ready to Load" v okné
Systems, zvednéte a pfidrzte viko termocykleru oteviené. Za pouziti pfemist'ovace
K-nosi¢e premistéte naplnény K-nosi¢ obsahujici uzaviené K-zkumavky s pracovnim
Master Mix, vzorky a kontrolami do termocykleru. Zavrete viko termocykleru.

Potvrdte, Ze test definujici soubor HCVHP2 je nahrany pro tento béh méfeni. Kliknéte
na Start v okné Systems pod ikonou TC pro uzavieni krytu termocykleru a spust'te
béh analyzy.

Reverzni transkripci, amplifikaci a detekci provadi analyzator COBAS® TagMan® 48.
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VYSLEDKY
Kalkulace vysledku

Analyzator COBAS® TagMan® 48 automaticky stanovuije titr HCV RNA ve vzorcich a kontrolach.
Titr HCV RNA je vyjadfen v mezinarodnich jednotkach (IU)ml v souladu s druhym
mezinarodnim standardem WHO pro HCV RNA NAT testovani (NIBSC Code 96/798)19.

Analyzator COBAS® TagMan® 48:

« Stanovuje prahovou hodnotu cyklu (Ct) pro HCV RNA a kvantifikaéni standard HCV RNA.

« Stanovuje titr HCV RNA na zakladé hodnot Ct pro HCV RNA a kvantifikacni standard HCV
RNA a kalibracnich koeficientech specifickych pro danou Sarzi.

« Urcuje, Ze vypoctena hodnota titru v IU/ml pro HCV L(+)C, v2.0 a HCV H(+)C, v2.0 spada
do vymezeného rozmezi.

Ovéreni cyklu — AMPLILINK, verze 3.2

Zkontrolujte vysledkové okno AMPLILINK nebo vytisk na pritomnost pfiznaki a komentara,
abyste se ujistili, Ze je b&h méfeni platny.

B&h je platny, pokud se neobjevi Zadné pfiznaky pro kontroly COBAS® TagMan® HCV.

B&h neni platny, pokud se u kontrol COBAS® TagMan® HCV objevi nékteré z nasledujicich
pfiznakul:

Negativni kontrola:

PFiznak Vysledek Interpretace
_N_NC_INVALID Invalid Neplatny vysledek nebo
Jplatny* vysledek,
ktery nebyl negativni
pro cilovou HCV

HCV nizce pozitivni kontrola:

PFiznak Vysledek Interpretace
_L_LPCINVALID < 2.50E+01 IU/mL Kontrola pod rozsahem testu|
Target Not Detected Kontrola pod rozsahem testu
Numericky titr, X.XXE+XX IU/mL | Kontrola mimo rozsah testu
> 3.91E+08 IU/mL Kontrola nad rozsahem testu
Invalid Neplatny vysledek

HCV vysoce pozitivni kontrola:

PFiznak Vysledek Interpretace
_H_HPCINVALID < 2.50E+01 IU/mL Kontrola pod rozsahem testuy|
Target Not Detected Kontrola pod rozsahem testu|
Numericky titr, X.XXE+XX IU/mL | Kontrola mimo rozsah testu
> 3.91E+08 IU/mL Kontrola nad rozsahem testu
Invalid Neplatny vysledek

Pokud je méfeni neplatné, je tfeba cely test, tj. v€etné pripravy vzork(i a kontrol, reverzni
transkripce, amplifikace a detekce, zopakovat.
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Ovéreni cyklu — AMPLILINK, verze 3.3

Zkontrolujte vysledkové okno AMPLILINK nebo vytisk na pritomnost pfiznaki a komentara,
abyste se ujistili, Ze je b&h méfeni platny.

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

priznaka:

Negativni kontrola:

Pfiznak Vysledek Interpretace
NC_INVALID Invalid Neplatny vysledek nebo
Jplatny, vysledek, ktery
nebyl negativni pro cilovou
HCV
HCV nizce pozitivni kontrola:
Priznak Vysledek Interpretace
LPCINVALID Invalid Neplatny vysledek nebo
kontrola mimo rozsah
HCV vysoce pozitivni kontrola:
PFiznak Vysledek Interpretace
HPCINVALID Invalid Neplatny vysledek nebo

kontrola mimo rozsah

Pokud je méfeni neplatné, je tfeba cely béh, tj. vEetné pripravy vzork(i a kontrol, reverzni
transkripce, amplifikace a detekce, zopakovat.

Interpretace vysledku:

Pro platny béh zkontrolujte kazdy jednotlivy vzorek na pfitomnost pfiznaki nebo komentafu ve
vytisku vysledku. Vysledky se interpretuiji takto:

Platné méfeni muze zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorku podle toho, zda se u jednotlivych
vzorkU objevi pfiznaky resp. poznamky nebo ne.
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Vysledky vzorku jsou interpretovany nasledujicim zptsobem:

Vysledek titru Interpretace
Target Not Detected Ct hodnota pro HCV je nad hranici testu nebo nebyla
ziskana zadna Ct hodnota pro HCV. Vysledky nahlaste jako
,HCV RNA nedetekovana“.
< 2.50E+01 IU/mL Vypoctena hodnota IU/ml je pod detekéni hranici testu.
Nahlaste vysledky jako ,HCV RNA detekovana, méné nez
25 HCV RNA IU/ml“.

>2.50E+01 IU/mL a Vypocitané vysledky vétsi nez nebo rovny 25 IU/ml a mensi

< 3.91E+08 IU/mL nez nebo rovny 3,91E+08 IU/ml jsou v linearnim rozmezi
analyzy.
> 3.91E+08 IU/mL Vypoctena hodnota IU/ml lezi nad linearnim rozmezim

testu. Nahlaste vysledky jako ,vy$$i nez 3,91E+08 HCV
RNA [U/ml“. Jsou-li zadané kvantitativni vysledky, mél by
byt originalni vzorek rozfedén HCV-negativni lidskou
plazmou nebo sérum v zavislosti na matrix originalniho
vzorku a test by mél byt zopakovan. Vynasobte uvedeny
vysledek dilu¢nim faktorem.

Pozn.: Vzorky nad rozsahem testu, které vykazuji neplatny vysledek s priznakem
»QS_INVALID*, nesmi byt vykazany jako > 3.91E+08 IU/mL. Origindlni vzorek je
nutné rozfedit HCV-negativni lidskou plazmou nebo sérem, v zavislosti na matrix
origindlniho vzorku a test je nutné zopakovat. Vynasobte uvedeny vysledek
faktorem redéni.

KONTROLA KVALITY

Jeden replikat negativni kontroly COBAS® TagMan®, COBAS® TagMan® HCV nizce (+) kontroly,

v2.0 a COBAS® TagMan® HCV vysoce (+) kontroly, v2.0 musi byt zahrmuty do kaZdého b&hu

testu s az 24 vzorky a kontrolami. Jak je tomu pfi kazdém novém laboratornim postupu, novi
pracovnici obsluhy by méli zvazit, jestli by nebylo dobfe pfi kazdém testovani pouzit jesté dalsi
kontroly az doby, nez dokazi test provadét s vysokou jistotou spravné. Neexistuji pozadavky
tykajici se pozice pozitivnich kontrol na K-nosici. Zkontrolujte, zda vytisk cyklu neobsahuje znacky
a poznamky a zda byl cyklus platny.

Negativni kontrola

CTM (-) C musi vést k vysledku ,Target Not Detected”, tzn. Ze Ct hodnota pro HCV RNA byla
nad hranici testu nebo Zadna Ct hodnota pro HCV RNA nebyla ziskana, ale platna Ct hodnota byla
ziskana pro kvantifikaéni standard HCV RNA. Pokud CTM (-) C toto kritérium nespliiuje, je celé
méfeni neplatné. Cely postup zopakujte (pfiprava vzorkt a kontrol, amplifikace a detekce). Pokud
je CTM (-) C trvale neplatna, kontaktujte vasi mistni kancelaf Roche pro technickou pomoc.

Pozitivni kontroly

Pfifazené rozmezi pro HCV L(+)C, v2.0 a HCV H(+)C, v2.0 je uvedeno na karté testu COBAS®
TagMan® HCV, v2.0 Controls Value Card dodavané se soupravou. Tyto rozsahy se vloZi do
Datové stanice pro software AMPLILINK.

Mnozstvi HCV RNA IU/ml pro HCV L(+)C, v2.0 a HCV H(+)C, v2.0 musi spadat do rozmezi
uvedeného na karté testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 Controls Value Card dodavané se
soupravou. Jestlize jedna nebo obé pozitivni kontroly nesplfiuji toto kritérium, je celé méfeni
neplatné. Cely postup zopakujte (pfiprava vzorki a kontrol, amplifikace a detekce). Jestlize
vypocteny titr HCV RNA pro jednu nebo obé pozitivni kontroly je trvale mimo pfifazené rozmezi,
obrat’te se o technickou pomoc na mistni zastoupeni firmy Roche.
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BEZPEENOSTNI OPATRENI PRI PRACI

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

PROCEDURALNI OMEZENI

1.

Rozmezi pfitazené kalibraénim koeficientiim jsou specifické pro Sarzi a specifické pro test
COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouziti se systémem High Pure. Tyto hodnoty nemusi
byt platné pfi pouZiti s alternativnimi metodami pfipravy vzorku.

Tento test je validovan pro pouzivani s lidskym sérem nebo plazmou odebranou do EDTA
jako antikoagulantu. Pokud by byly testovany jiné typl vzorkd, mohly by byt vysledky
nespravné, faleSné negativni nebo fale$né pozitivni.

| 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 patficné postupy odbéru, transportu,
skladovani a zpracovani vzorku.

Diky pFitomnosti enzymu AmpErase v Master Mixu pro COBAS® TagMan® HCV se snizuje
riziko kontaminace amplikonu. Kontaminaci od HCV pozitivnich kontrol a klinickych vzork(
Ize ovSem zabranit pouze duslednym uplatiiovanim zasad spravné laboratorni praxe
a peclivym dodrZzovanim postupt uvedenych v tomto pfibalovém letaku.

S produktem by méli pracovat pouze pracovnici znali technik PCR.
Tento produkt se miize pouzZivat pouze ve spojeni s analyzatorem COBAS® TagMan® 48.

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

ZvySené hladiny albuminu (az 7000 mg/dl), celkovy bilirubin (az 24,1 mg/dl), hemoglobin (az
540 mg/dl), triglyceridy (az 1432 mg/dl) a klinické vzorky od pacientll se systémovym lupus
erythematodes (az 780 IU/ml anti-dsDNA protilatek) a revmatoidni artritidou (az 660 1U/ml RF)
u EDTA plazmy i séra nevykazaly interferenci s kvantifikaci HCV RNA v tomto testu.

Nasledujici lékové soucasti v 3-nasobnych koncentracich jejich odpovidajicich Cp,,x hodnot
(vrcholové plazmatické koncentrace) v EDTA plazmé a séru nevykazaly zadnou interferenci
s kvantifikaci HCV RNA timto testem.

Nukleotidovy inhibitor HIV | Nukleozidové inhibitory reverzni Inhibitory HIV proteazy
reverzni transkriptazy transkriptazy a DNA polymerazy
Lamivudin Indinavir sulfat
Tenofovir disoproxil fumarat Zidovudin Ritonavir
Zalcitabin Nelfinavir mesylat
Inhibitory HIV fuze Stavudin Saquinavir
Ribavirin Amprenavir
Enfuvirtid Abacavir sulfat Lopinavir/Ritonavir
Didanosin
Nenukleozidové inhibitory | Imunomodulatory Antidepresiva
HIV reverzni transkriptazy
Nevirapin PEG interferon alfa-2a Paroxetin HCI
Efavirenz Interferon alfa-2b Fluoxetin HCI
Interferon alfa-2a Sertralin HCI

VYHODNOCENI LABORATORNICH VYSLEDKU
A. Mezdetekce

Mez detekce testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouziti se systémem High Pure byla
stanovena analyzou sérii fedéni sekundarniho standardu HCV (Sarze GTRO015) a klinického
vzorku genotypu 4 HCV v HCV-negativni lidské plazmé s EDTA a HCV negativnim lidském séru.
Sekundarni standard HCV (Sarze GTRO015) byl pfipraven pomoci klinického vzorku genotypu 1a
HCV kalibrovaném na sekundarni WHO mezinarodni standard pro analyzy HCV RNA NAT
(NIBSC kéd 96/798)19 ziskané od NIBSC. Koncentrace HCV genotypu 4 ve vzorku byla
stanovena testem COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0. Pro kazdy ze tfi unikatnich
kombinaci $arzi testtil COBAS® TagMan® HCV, v2.0 a soupravy systému High Pure Viral Nucleic
Acid, minimalné 8 nezavislych sérii fedéni bylo analyzovano pro kazdou matrix. Minimalni pocet
48 replikatd na koncentraci bylo testovano s kazdou kombinaci $arzi soupravy pro celkovy
minimalni pocet 148 replikatd na koncentraci v kazdé matrix (EDTA plazma a sérum).

Vysledky z této studie v tabulce 2 a 3 ukazuji, Ze koncentrace HCV RNA genotypu 1, kterd mlze
byt detekovana testem COBAS® TagMan® HCV, v2.0 s 95 % mirou poxzitivity pfi analyze pomoci
metody Probit, je 9,3 IU/ml (95 % CI 6,1; 24,2) v EDTA plazmé a 8,8 IU/ml (95 % CI 7,5; 11,1)
v séru. Data z kazdé ze ti unikatnich kombinaci Sarzi jsou uvedena v tabulce 2 a 3.
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pro pouZiti se systémem High Pure v EDTA plazmé

Tabulka 2
Detekéni mez pro HCV genotyp 1 testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0

Sarze soupravy G10020 G11233 G11225 V8echny 3 Sarze
COBAS® TagMan® v kombinaci
Sarze soupravy High Pure 17310600 12317800 17390400
34 IU/ml 100 % 100 % 100 % 100,0 %
23 1U/ml 100 % 100 % 100 % 100,0 %
17 1U/ml 100 % 100 % 100 % 100,0 %
11 1U/ml 88,2 % 94,0 % 94,1 % 92,1 %
5,6 1U/ml 92,2 % 86,3 % 88,2 % 88,9 %
2,8 IU/ml 74,0 % 76,5 % 71,0 % 74,8 %
95 % mira pozitivity dle 10,0 IU/ml 9,0 IU/ml 8,8 IU/ml 9,3 IU/ml
analyzy Probit
95 % interval spolehlivosti (Cl) | (5,0-2107,0) | (6,7-14,6) (6,6—14,0) (6,1-24,2)
Tabulka 3

Detekéni mez pro HCV genotyp 1 testu COBA

S® TagMan® HCV, v2.0

pro pouZiti se systémem High Pure v séru
Sarze soupravy G10020 G11233 G11225 V8echny 3 Sarze
COBAS® TagMan® v kombinaci
Sarze soupravy High Pure 17310600 12317800 17390400
34 1U/ml 100 % 100 % 100 % 100,0 %
23 1U/ml 100 % 100 % 97,9 % 99,3 %
17 1U/ml 98,0 % 100 % 97,9 % 98,7 %
11 1U/ml 94,1 % 100 % 97,9 % 97,3 %
5,6 IU/ml 82,4 % 92,2 % 89,6 % 88,0 %
2,8 IU/ml 62,7 % 68,6 % 792 % 70,0 %
95 % mira pozitivity dle 10,8 IU/ml 6,0 IU/ml 9,0 IU/ml 8,8 IU/ml
analyzy Probit
95 % interval spolehlivosti (CI) [ (8,3-16,3) (4,8-9,6) (6,3-16,0) (7,5-11,1)

Vysledky pro HCV genotyp 4 v tabulce 4 ukazuji, Ze koncentrace HCV RNA genotypu 4, ktera
muze byt detekovana testem COBAS® TagMan® HCV, v2.0 s 95 % mirou pozitivity pfi analyze
pomoci metody Probit, je 16,1 IU/ml (95 % Cl 12,2; 25,1) v EDTA plazmé a 25,4 IU/ml (95 % ClI

21,5; 31,2) v séru.
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Tabulka 4
Detekéni mez pro HCV genotyp 4 testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0
pro pouziti se systémem High Pure v EDTA plazmé a séru

Vzorek matrix Plazma s EDTA Sérum
Koncentrace " omtinadt | v kombinag

30 1IU/ml 100,0 % 96,6 %

20 1U/ml 95,3 % 90,6 %

15 1U/ml 96,7 % 88,7 %

10 1U/ml 86,2 % 79,7 %

5 1U/ml 60,0 % 47,3 %

2,5 1U/ml 412 % 29,5 %
95 % mira pozitivity dle analyzy Probit 16,1 IU/ml 25,4 1U/ml
95 % interval spolehlivosti (Cl) (12,2-25,1) (21,5-31,2)

B. Presnost

Pfesnost mezi $arzemi, mezi zafizenimi, mezi obsluhami, mezi testy, v ramci testu a celkova
pfesnost byly hodnoceny pomoci HCV panelli odvozenych z klinického vzorku genotypu 1 u EDTA
plazmy a séra. Tabulky 5 a 6 ukazuji %CV kazdé komponenty varian¢ni analyzy a celkovy %CV

pro HCV genotyp 1.

Tabulka 5
Pfesnost HCV genotypu 1 testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 v EDTA plazmé
Komponenta Koncentrace HCV genotypu 1 (IU/ml)
rozptylu 4,44E+06 | 4,44E+05 | 4,44E+04 | 4,44E+03 | 4,44E+02 | 4,44E+01

Mezi $arzemi 4,8 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 154 %

Mezi zafizenimi 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 1.3 %

Mezi obsluhami 18,4 % 17,7 % 18,7 % 16,8 % 14,8 % 12,7 %

Mezi testy 18,6 % 20,7 % 171 % 12,7 % 23,0 % 9,8 %

V rdmci testu 18,8 % 17,6 % 20,0 % 24,4 % 172 % 28,0 %

Celkovy variaéni 32,6 % 32,5% 32,3% 322 % 323 % 35,8 %

koeficient (%)

n 48 48 48 48 48 48

Tabulka 6
Presnost HCV genotypu 1 testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 v séru
Komponenta Koncentrace HCV genotypu 1 (IU/ml)

rozptylu 1,17E+06 | 1,31E+05 | 1,31E+04 | 1,31E+03 | 1,31E+02 | 6,56E+01 | 3,28E+01
Mezi $arzemi 27 % 0,0 % 12,3 % 13,9 % 1,1 % 0,0 % 10,4 %
Mezi zafizenimi 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 %
Mezi obsluhami | 12,0 % 12,8 % 0,0 % 0,0 % 6,6 % 0,0 % 9,7 %
Mezi testy 16,5 % 17,5 % 16,2 % 16,5 % 16,9 % 32,9 % 31,2 %
V ramci testu 15,2 % 13,9 % 18,9 % 12,9 % 243% 36,5 % 46,1 %
Celkovy 256% | 258% | 27.7% | 251% | 323% | 491% | 575%
variacni
koeficient (%)
n 72 72 72 72 72 72 72
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Studie pfesnosti pro HCV genotyp 4 byly také provedeny pomoci HCV panelli odvozenych
z klinického vzorku genotypu 4 v EDTA plazmé i séru s HCV titry v rozmezi od 5,87E+01 |U/ml do
1,17E+04 1U/ml. Celkovy %CV pro HCV genotyp 4 se pohyboval v rozmezi od 33,3 % do 35,1 %.

C. Linearni rozmezi

Dva panely linearity skladajici se z 15 ¢lend Armored HCV RNA v EDTA plazmé nebo séru byly
testovany pomoci tfi unikatnich kombinaci 3arzi testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 a soupravy
High Pure System Viral Nucleic Acid. 15 ¢lent panell pokryvalo rozmezi od 7,83E+00 HCV RNA
IU/ml do 7,83E+08 HCV RNA IU/ml na zakladé zdrojového materialu, jehoZ titr byl stanoven
srovnanim sekundarniho standardu HCV (Sarze GTR015), pfipraveného pomoci klinického vzorku
genotypu 1a HCV kalibrovaného proti druhému mezinarodnimu standardu WHO pro testy HCV
RNA NAT (NIBSC kéd 96/798)19. Dvanact replikat(i na hladinu pro kaZdou ze tfi kombinaci $arzi
bylo testovano pro celkové 36 replikatti na hladinu.

Linearita byla prokazana od 2,35E+01 HCV RNA IU/ml do 3,91E+08 HCV RNA IU/ml podle
pokynu CLSI EP6-A s akceptacnim kritériem + 0,2 log4q. Jak ukazuji obrazky 8 a 9 vyuZivajici
panely Armored HCV RNA, vysledky testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouziti se systémem
High Pure byly pfesné v rozmezi 0,3 log;o nominalnich hodnot v ramci linearniho rozmezi 2,5E+01
HCV RNA [U/ml az 3,91E+08 HCV RNA IU/ml v EDTA plazmé a séru.

Obréazek 8

Linearni rozmezi testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0
pro pouZiti se systémem High Pure v EDTA plazmé
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Obréazek 9
Linearni rozmezi testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0
pro pouZiti se systémem High Pure v séru
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D. Genotypova inkluzivita

Kvantifikace klinickych vzorka

Sedesat HCV-pozitivnich klinickych vzorkd zastupuijicich genotypy (1, 2a, 2, 3, 4, 5 a 6) v riznych
matricich zahrnujicich EDTA plazmu a sérum bylo testovano v trojnasobku pomoci testu COBAS®

TagMan® HCV, v2.0 pro pouziti se systémem High Pure (HCVHPSV2) a testem COBAS®
AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0 (CAHCM).

Dalsi HCV genotypové vzorky byly pfipraveny roziedénim dvaceti étyf vySe uvedenych Sedesati
vzorkll v HCV negativni EDTA plazmé a dvaceti dvou z vy$e uvedenych Sedesati vzorki v HCV
negativnim séru.

Prumérny rozdil mezi log titry HCVHPSV2 a CAHCM pro kaZdy genotyp byl < 0,23 log pro viechny
testované klinické vzorky, jak ukazuje tabulka 7 dole.

Tabulka 7
Prameérny rozdil v log titru mezi HCVHPSV2 a CAHCM pro kazdy genotyp HCV

HCV genotyp HCVHPSV2 — CAHCM n
1 -0,12 25
2a -0,21 7
2 —-0,04 14
3 0,23 22
4 -0,07 16
5 -0,03 9
6 -0,15 13
Vsechny HCV
genotypy -0,03 106

Kvantifikace — NIBSC panel

Panel HCV genotypt z NIBSC (kéd 02/202) byl hodnocen pomoci testu COBAS® TagMan® HCV,
v2.0 pro pouziti se systémem High Pure. Jak ukazuje tabulka 8, vSech 6 vzorki HCV genotypu
v panelu NIBSC poskytlo hodnoty, které byly v rozmezi 0,25 log hominalni hodnoty.

Tabulka 8
Rozdil mezi pozorovanymi a oéekavanymi log titry
pro panel NIBSC pro HCV genotypy 1 az 6

Y Log IU/ml
genotyp Océekavany Pozorovany Po%orqvany'{ -
ocekavany

1 3,00 2,76 -0,24
2 3,00 3,15 0,15
3 3,00 3,01 0,01

4 3,00 2,78 —-0,22
5 3,00 3,00 0,00
6 3,00 3,15 0,15
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Detekce genotypu HCV

Detekce vSech HCV genotypl byla stanovena analyzou sérii fedéni sekundarniho standardu HCV
(Sarze 0002, genotyp 1a) a dostupna charakteristikou klinickych vzorki HCV zastupujicich
genotypy (2a, 2b, 3, 4, 5 a 6) v HCV negativni lidské EDTA plazmé a séru. Koncentrace
zdrojovych materialt pro série fedéni HCV genotypl 2a, 2b, 3, 4, 5 a 6 byly stanoveny pomoci
testu COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0. Pro kazdou ze dvou riznych $arzi souprav
testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0, byly testovany minimalné 3 nezavislé série Fedéni pro
kazdou matrix a genotyp. Minimalni pocet 12 replikati na koncentraci bylo testovano s kazdou
$arzi soupravy testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 na celkovy podet 24 replikatti na koncentraci.

Vysledky v tabulce 9 ukazuiji, Ze HCV genotypy 1 az 6 v EDTA plazmé a séru byly detekovany na
urovnich minimalné 6,3 IU/ml az 19,4 IU/ml.

Tabulka 9
Detekce HCV genotypii 1 az 6 v EDTA plazmé a séru

oy | 7% etk pomoct R0 | SRR O S
genotyp Mira pozitivity
Plazma s EDTA Sérum Plazma s EDTA Sérum
1 16,7 11,3 20 20
2a 11,8 19,4 20 20
2b 9,6 11,0 20 10
3 6,3 11,1 10 10
4 14,9 13,5 20 20
5 14,3 13,4 10 20
6 7,0 10,7 10 10
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E. Klinicka specificita

Klinicka specificita testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouZiti se systémem High Pure
(HCVHPSV2) byla stanovena analyzou 50 vzorkt HCV séronegativni EDTA plazmy a 50 vzorku
HCV séronegativniho séra kazdou ze 2 riznych $arzi soupravy COBAS® TagMan® HCV, v2.0.
VsSech 200 vysledku testu bylo negativnich na HCV RNA. Na zakladé téchto vysledku je klinicka
specificita HCVHPSV2 rovna 100 %.

F. Analyticka specificita

Analyticka specificita byla hodnocena pfidanim mikroorganismi do HCV negativni lidské EDTA
plazmy a séra. Dvanact non-HCV ¢lenli Flaviviridae a dvacet dva dal$ich mikroorganisml bylo
testovano na moznou zkfizenou reaktivitu pomoci testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouziti
se systémem High Pure. Zadny z non-HCV RNA nebo DNA mikroorganismu v testu nebyl pozitivni
na HCV RNA. Seznam testovanych mikroorganismu je uveden v tabulce 10.

Tabulka 10
Analyticka specificita vzorka

Mikroorganismy testované pro analytickou specificitu v EDTA plazmé a séru
Virus hepatitidy B genotypy
AaB

Virus Zapadniho Nilu Virus hepatitidy G

Staphylococcus aureus

Virus St. Louiské encefalitidy Lidsky papilloma virus 11, 18 a 6B

a epidermidis
Virus Dengue typy 1,2,3 a4 Epstein-Barr Virus Varicella zoster
Virus Zluté zimnice Propionibacterium acnes Candida albicans
Zika virus Lidsky adenovirus typ 3 HTLV /11
Banzi virus Cylomegalowrus Davis a Influenza B
Cytomegalovirus Towne
. Herpes simplex virus typ 1, . .
Ilheus virus Macintyre typ 2,G Mycobacterium avium
Virus encefalitidy Murray Valley Virus hepatitidy A HIvV
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G. Vykonnost srovnana s testem COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0 a testem
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV

Ctyficet sedm Klinickych vzorkii HCV pozitivni EDTA plazmy a &tyficet sedm klinickych vzorkd
HCV pozitivniho séra bylo testovano samostatné testem COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouziti
se systémem High Pure (HCVHPSV2) a testem COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0
(CAHCM). Padesat klinickych vzorkG HCV pozitivni EDTA plazmy a padesat klinickych vzorku
HCV pozitivniho séra bylo testovano samostatné testem COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouziti
se systémem High Pure (HCVHPSV2) a testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
(CAPCTM). Vysledky log titru HCV RNA pomoci HCVHPSV2, CAHCM a CAPCTM vsech vzorkd,
seskupenych dle genotypu, jsou zaznamenany na obrazcich 10 a 11 pro CAHCM proti
HCVHPSV2, resp. CAPCTM proti HCVHPSV2.

Obrazek 10
Korelace testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouZiti se systémem High Pure
(HCVHPSV2) a testu COBAS® AMPLICOR® HCV MONITOR, v2.0 (CAHCM)
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Obrazek 11
Korelace testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0 pro pouZiti se systémem High Pure
(HCVHPSV2) a testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV (CAPCTM)
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