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COBAS® TagMan HIV-1 Test

Urcené na pouzivanie so systémom High Pure
URCENE NA DIAGNOSTICKE IN VITRO POUZITIE.

COBAS TagMan HIV-1 Test 48 Tests  P/N: 03501752 190

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

PLANOVANE POUZIVANIE

Test COBAS TagMan HIV-1 Test, ktory je uréeny na pouzivanie s High Pure System (HPS) je in vitro amplifikacny test
kyseliny nukleovej, uréeny na kvantifikaciu RNA virusu HIV-1 v Tudskej EDTA plazme pomocou sady High Pure System
Viral Nucleic Acid Kit pre manudlnu pripravu vzorky a analyzatora COBAS TagMan 48 Analyzer pre automaticku
amplifikéciu a detekciu. Test dokdze kvantifikovat HIV-1 RNA v koncentracnom rozsahu 40—10 000 000 képii/ml. Jedna
képia HIV-1 RNA je ekvivalentnd s 1,64 + 0,1 IU (vychadzajic z normativneho Standardu WHO (NIBSC 97/656)).

Test sa md pouzivat v sucinnosti s klinickou prezentaciou a inymi laboratérnymi markermi vyvoja ochorenia na
klinickd spravu pacientov infikovanych HIV-1. Test sa da pouZivat na hodnotenie progndzy pacienta pomocou merania
uvodnej urovne HIV-1 RNA alebo na monitorovanie vplyvov antiretrovirusovej terapie pomocou merania zmien
trovne HIV-1 RNA v plazme pocas antiretrovirusovej lie¢by. Urovne HIV-1 RNA merané reakciou refazca
polymerazy (PCR) sa pouZili ako jedny z ndhradnych markerov v zrychlenom schvalovacom procese FDA, tykajuceho
sa protedzovych inhibi¢nych lie¢iv INVIRASE (saquinavir mesylate), CRIXIVAN® (indinavir sulfate), NORVIR®
(ritonavir) a FORTOVASE (saquinavir); non-nuleotickych inhibitorov reverznej transkriptizy VIRAMUNE®
(nevirapine), SUSTIVA® (efavirenz) a ZIAGEN® (abacavir) a pre reverzni transkriptizu lie¢Givo EPIVIR®
(lamivudine).

Test COBAS TagMan HIV-1 Test nie je urCeny na pouZitie pri skriningu krvi alebo krvnych produktov za tcelom
zistenia HIV-1 a nie je urCeny na pouZitie ako diagnosticky test, ktory ma potvrdit pritomnost infekcie HIV-1.

SUHRNNE INFORMACIE A VYSVETLENIE TESTU

Virus HIV je etiologickym faktorom Syndrému ziskanej imunologickej nedostato¢nosti (AIDS)!-3. Infekcia HIV sa
prenasa sexudlnym kontaktom, stykom s infikovanou krvou alebo krvnymi produktmi alebo prenosom infekcie matky
na plod4. V dobe od troch do Siestich tyZdiiov po styku s infekciou HIV sa u postihnutych jednotlivcov vyvinie akitny
syndrom podobny chripke, ktory je charakteristicky vysokou hladinou virusu v krviS-8. U mnohych infikovanych
jedincov nésledne dochadza k Specifickej HIV reakcii imunitného systému a poklesu virusu v plazme — tito faza
obvykle nastdva Styri az Sest tyZdiiov po vypuknuti symptémov?:10. Po uskuto¢neni sérokonverzie obvykle infikovani
jedinci vstupuji do khnlcky stabilnej asymptomatlckej fazy, ktord modze trvat roky!l-13, Asymptomatlcka faza Je
charakteristické nizkou tiroviiou plazmovej virézy!4 a postupnou degradaciou CD4+ T lymfocytov ¢o vedie k zavaZnej
imunitnej nedostato¢nosti, vzniku viacerych oportunistickych infekcii, tvorbe zhubnych nadorov a k smrtil5. Aj ked
st hladiny virusu v periférnej krvi pocas asymptomatickej fizy pomerne nizke, opidtovné zvySovanie a zniZovanie
hladiny virusu je dynamickym procesom, v ktorom st vysoké hladiny tvorby virusu a infekcie buniek CD4* vyvazené
rovnako vysokymi troviiami zniZovania jeho hladiny, imrtia infikovanych buniek a dotvarania buniek CD4* ¢o
vyustuje do relativne stabilnych tirovni plazmovej virézy a bunick CD4+16-18,

Kvantitativne merania HIV virézy v periférnej krvi dokéazali, Ze vysSie hladiny virusu moZzu korelovat so zvySenym
rizikom klinického vyvoja HIV ochorenia, a Ze zniZenie hladiny virusu v plazme moZe suvisiet so zniZenym rizikom
klinického vyvojal9-21. Hladina virusu v periférnej krvi sa da kvantifikovat prostrednictvom merania HIV p24 antigénu
v sére alebo priamym meranim virus obsahujicej RNA v plazme pomocou amplifikicie kyseliny nukleovej alebo
technoldgii signalnej amplifikacie22-26.

Antigén p24 je v zésade jadrovym proteinom HIV a v sére sa nachadza bud volny alebo viazany na anti-p24 protilatku.
Volny antigén p24 sa da merat pomocou komer¢ne dostupnych enzymatickych imunoanalyz (EIA), aj ked je uzitocnost
antigénu p24 ako markera pri virusovom ochoreni pomerne obmedzend, nakolko antigén moZno zistit len
u 20% asymptomatickych pacientov a priblizne u 40-50% symptomatickych pacientov. Procediry, zamerané na
rozStiepenie komplexu antigén — protilatka zlepsSuju citlivost testov na antigén p24, avSak virusovy protein ostdva
u vicSiny asymptomatickych pacientov nezistitelny22



Infikovany HIV v plazme sa da kultivovat naockovanim do aktivovanych krvnych buniek s jednym jadrom (PBMC)
od beZnych darcov. Stanovenie mnoZstva sa dosiahne nao¢kovanim PBMC do sériovych roztokov plazmovej vzorky.
Kvantitativna kultira ma obmedzené pouZitie z hladiska monitorovania trovne virusu u infikovanych jedincov, nakolko
len mald Cast CiastoCiek virusu je infekéna in vitro. U asymptomatickych jedincov je infekény virus ¢asto nezistitelny22.

HIV RNA v plazme sa da kvantifikovat pomocou technolégii amplifikdcie kyseliny nukleovej — napriklad reakciou
retazca polymerazy (PCR)27-29, Test COBAS TagMan HIV-1 vyuZiva PCR technolégiu na dosiahnutie maximalnej
citlivosti a dynamického rozsahu pri kvantifikacnej detekcii HIV-1 RNA v EDTA anti-koagulovanej plazme.

PRINCIPY PROCEDURY

COBAS TagMan HIV-1 Test je zaloZeny na piatich zdkladnych procesoch: (1) manudlna priprava vzorky za ucelom
ziskania HIV-1 RNA; (2) automatickd reverzna transkripcia cielovej RNA za tcelom vytvorenia komplementarnej DNA
(cDNA)30; (3) sii¢asna PCR amplifikacia30 cielovej cDNA pomocou HIV-1-$pecifickych komplementarnych zakladov
a detekcia rozstiepenych dudlnych fluorescencnych farebne oznacenych oligonukleotickych sond, ktoré umoziuju
kvantifikaciu cielového HIV-1 amplifikovaného produktu (amplikéna) a RNA kvantifika¢ného Standardu HIV-1, ktory
sa spracuje, amplifikuje a detekuje sucasne so vzorkou.

Hlavné zmes obsahuje parovy zaklad Specificky pre HIV-1 RNA a HIV-1 RNA kvantifika¢ného Standardu. Hlavna zmes
bola vyvinuta tak, aby bolo mozné zaistit ekvivalentnu kvantifikaciu podtypov HIV-1 skupiny M. Detekcia amplifikovanej
DNA sa vykondva za pouzitia cielovo Specifickych a QS (kvantifika¢ny Standard) — Specifickych dudlne oznacenych
oligonukleotickych sond, ktoré umoziuji nezavisli amplifikdciu HIV-1 amplikéna a HIV-1 amplikéna kvantifikacného
Standardu.

Kvantifikacia HIV-1 virusovej RNA sa vykondva pomocou kvantifika¢ného Standardu HIV-1. Kvantifikacny Standard
HIV-1 je neinfekéna transkripcia posilneného obrazca RNA, ktord obsahuje identické vizbové zéklady ako cielova
HIV-1 RNA a unikdtny sondovy vizbovy region, ktory umoZiuje rozpoznat amplikén HIV-1 kvantitativneho Standardu
od cielového amplikéna HIV-1. HIV-1 kvantifikacny Standard sa zavedie do kaZdej jednotlivej vzorky a kontrolnej vzorky
pri zndmom pocte kopii a prendSa sa cez pripravu vzoriek, reverznu transkripciu, PCR amplifikiciu a detekciu spolu
s cielovym HIV-1. Analyzator COBAS TagMan 48 Analyzer vypocitava titraciu HIV-1 RNA v testovacich vzorkach
porovnanim signdlu HIV-1 so signdlom HIV-1 kvantitativneho Standardu pre kazda vzorku a kontrolnd vzorku.
HIV-1 kvantifikacny Standard vyvaZuje efekty inhibicie a riadi proces amplifikacie tak, aby bolo moZné dospiet k presne;j
kvantifikacii HIV-1 RNA v kaZdej vzorke.

Priprava vzorky

Test COBAS TagMan HIV-1 Test spraciiva EDTA plazmové vzorky a izolaty HIV-1 RNA pomocou vSeobecnych
manualnych postupov pripravy vzorky na zaklade vizby kyseliny nukleovej na sklenené vlakna. Virusové Castice
HIV-1 sa rozkladaji inkubaciou pri zvySenej teplote a obsahu protedzy a chaotropického dezintegraéného/vizbového
roztoku, ktory uvolfiuje nukleové kyseliny a chrani uvolneni HIV-1 RNA pred RNase v plazme. Spolu
s dezintegra¢nym ¢inidlom sa zndmy pocet molekil RNA HIV-1 kvantitativneho Standardu zavedie do kazdej vzorky.
Nasledne sa do dezintegracnej zmesi prid4 izopropanol a dezintegra¢na zmes sa odstreduje v stipci s vlozkou zo
skleneného vldkna. Pocas odstredovania sa HIV-1 RNA a RNA HIV-1 kvantifikacného Standardu naviazu na povrch
vloZzky zo sklenenych vldkien. Nenaviazané latky, akymi sd napriklad soli, proteiny a iné bunkové nelistoty sa
odstredovanim odstrania. Adsorbované nukleové kyseliny sa vymyji vodnym roztokom. Testovacie sady umoZznuji
paralelne spracovat 12 vzoriek alebo ich ndsobky. Spracovand vzorka obsahujica HIV-1 RNA a RNA HIV-1
kvantifikacného Standardu sa nasledne pridd do amplifika¢nej/detekénej zmesi. HIV-1 cielovd RNA a HIV-1
kvantifikacného Standardu RNA su nasledne reverzne transkribované, amplifikované a detekované v analyzatore
COBAS TagMan 48 Analyzer pomocou amplifikacnych a detekénych Cinidiel obsiahnutych v testovacej sade.

Reverzna transkripcia a PCD amplifikacia

Vyber ciela

Vyber cielovej sekvencie RNA pre HIV-1 zdvisi od identifikdcie hranic v ramci HIV-1 gendému, ktory zobrazuje
maximélne zachovanie sekvencie v rdmci roznych HIV-1 podtypov skupiny M. V stlade s vyS$Sie uvedenym je vhodny
vyber zakladov a sondy zdsadnym predpokladom pre schopnost testu detekovat genotyp HIV-1. Test COBAS TagMan
HIV-1 Test vyuziva zaklady reverznej transkripcie a PCR amplifikacie, ktoré definuju sekvenciu v radmci vysoko
zachovaného regiona HIV-1 gag gému3!. Gag region koduje antigény Specifické z hladiska skupiny alebo jadrové
Struktirne proteiny virusovej partikuly. Nukleoticka sekvencia zdkladov bola optimalizovana tak, aby bolo mozné
dosiahnut ekvivalentni amplifikaciu HIV-1 podtypov skupiny M.

Reverzna transkripcia

Reverzna transkripcia, PCR amplifikacia a detekcia sa vykondvaju pri pouZiti termostabilného rekombina¢ného enzymu
Thermus specie Z05 DNA polymerazy (Z05). Sekvencie nukleotidu a aminokyselin polymerdzy Z05 DNA sa odliSuju
od Tag DNA Pol a rTth DNA Pol z hladiska vlastnosti DNA polymerazy. Za pritomnosti manganu (Mn2+) a v ramci
prisluinych podmienok roztoku vykazuje Z05 aktivitu reverznej transkriptdzy a DNA polymerdzy3C. Toto umozZiuje,
7e sa reverznd transkripcia, PCR amplifikicia a detekcia moZu uskutocnit v tej istej reakénej zmesi.

Spracované vzorky sa pridaju do amplifikacnej zmesi v amplifikacnych skiimavkach (K-skimavky), v ktorych dochadza
k reverznej transkripcii a PCR amplifikdcii. Reakéna zmes sa zahreje, aby sa antimedidtorovy zdklad uvolnil do HIV-1
cielovej RNA a do RNA HIV-1 kvantifika¢ného zdkladu. Za pritomnosti Mn2+ a prebytku deoxynukleozid trifosfitov
(ANTPs) vratane deoxyadenozin, deoxyguanozin, deoxycytidin, deoxyuridin a deoxythymidin trifosfatov rozsiri Z05
polymerdza uvolneny zdklad tak, Ze sa vytvori retazec DNA (cDNA) komplementérny s cielovou RNA.
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Amplifikdcia ciela

Po uskutocneni reverznej transkripcie HIV-1 cielovej RNA a HIV-1 RNA kvantifikacného Standardu sa reak¢néd zmes zahreje
za Ucelom denaturacie hybridu RNA: cDNA hybridu a expozicie cielovych expozicii zédkladu. Pri chladnuti zmesi sa
antimediatorovy zaklad uvolni Specificky do retazca cDNA, Z05 rozsiri zéklad a nastane syntetizacia druhého retazca DNA.
Tymto sa ukonci prvy cyklus PCR, ¢im ziskame kopiu DNA s dvojitym retazcom cielového regiona HIV-1 RNA a HIV-1
RNA kvantifikacného zdkladu. Reak¢énd zmes sa opdtovne zahreje za ucCelom oddelenia vyslednej DNA
s dvojitym refazcom a expozicie cielovych sekvencii zakladu. Pri chladnuti zmesi sa zéklady uvolnia do cielovej DNA.
705 za pritomnosti Mn2* a prebytku dNTP rozsiri uvolnené zaklady v cielovych Sablénach, ¢im sa vytvori DNA molekula
s dvojitym retazcom, ktord sa nazyva amplikén. Aminokyselinova sekvencia polymerdzy Z05 DNA sa odliSuje od
Tagq DNA polymerazy a od r7th DNA polymerazy uZ len z hladiska vlastnosti enzymu DNA polymerazy. Analyzator
COBAS TagMan 48 opakuje tento proces v ur¢enom pocte cyklov, pricom kazdy cyklus efektivne zdvojnasobuje pocet
amplikénov DNA. Pozadovany pocet cyklov je uz naprogramovany. K amplifikicii dochadza len v rdmci HIV-1 genému
medzi zdkladmi; cely gendm nie je amplifikovany.

Selektivna amplifikacia

Selektivna amplifikicia cielovej kyseliny nukleovej zo vzorky sa dosiahne v ramci testu COBAS TagMan HIV-1 Test
prostrednictvom pouZitia enzymu AmpErase (uracil-N-glykosyldza) a deoxyuridin trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase
rozpoznava a Kkatalyzuje rozpad retazcov DNA obsahujicich deoxyuridin32, avSak nie DNA, ktord obsahuje
deoxythymidin. Deoxyuridin sa v bezne existujucej DNA nevyskytuje, vZdy sa vSak vyskytuje v amplikone a to
v dosledku pouZzitia deoxyuridin trifosfatu ako jedného z dNTPs v Hlavnej zmesi; preto deoxyuridin obsahuje iba
amplikén. Deoxyuridin sposobuje citlivost kontaminujiceho amplikénu na zni¢enie pomocou enzymu AmpErase eSte
pred amplifikdciou cielovej DNA. Taktiez akykolvek neSpecificky produkt po tvodnej aktivacii Hlavnej zmesi pomocou
manganu sa zni¢i enzymom AmpErase, ¢im sa zlepSuje citlivost a Specifickost. Enzym AmpErase, ktory je sucastou
Hlavného cinidla, katalyzuje Stiepenie DNA obsahujucej deoxyuridin vo zvySkoch deoxyuridinu prostrednictvom
otvorenia retazca deoxyribdzy v mieste C1. Pri zahriati v rdmci prvého kroku tepelného cyklu sa refazec DNA
amplikéna rozdeli v mieste deoxyuridinu, ¢im spdsobi, Ze DNA sa nedd amplifikovat. Po vystaveni teplotim nad
55 °C ostava enzym AmpErase dlhodobo neaktivny (t.j. pocas krokov tepelného cyklu) a preto nedochadza k zniceniu
amplikéna vytvoreného po uskutoc¢neni reverznej transkripcie a amplifikdcie.

Detekcia PCR produktov v ramci testu COBAS TagMan Test

Test COBAS TagMan HIV-1 Test vyuziva PCR technolégiu v skutotnom ¢&ase33-34. Pouzitie dudlne oznacenych
fluorescencnych sond umoziluje detekciu v redlnom Case akumuldcie PCR produktov prostrednictvom monitorovania
emisnej intenzity fluorescenéného farbiva uvolneného v priebehu amplifikacného procesu. Sondy pozostivaju zo
Specifickych (vo vzfahu k HIV-1 a HIV-1 kvantifikacného Standardu) oligonukleotidov oznacenych Specifickym
signalizanym farbivom a tlmiacim farbivom. V teste COBAS TagMan HIV-1 Test su sondy HIV-1 a HIV-1
kvantifika¢ného Standardu oznacené roznymi fluorescenénymi signalizaénymi farbivami. Ak st tieto sondy neporusené,
signaliza¢na fluorescencia je potlacend pritomnostou tlmiaceho farbiva v dosledku efektov transferu energie Forsterovho
typu. Pocas PCR sa sonda hybridizuje na cielovi sekvenciu a je rozstiepena 5' — 3' aktivitou nukledzy termostabilnej
705 DNA polymerazy. Po uvolneni a separovani signalizacného a tlmiaceho farbiva sa tlmenie ukonci a zvysi sa
fluorescencna aktivita signalizacného farbiva. Amplifikacia HIV-1 RNA a RNA HIV-1 kvantifika¢ného Standardu sa meria
nezavisle pri odli§nych vlnovych diZkach. Tento proces sa opakuje pre uréeny pocet cyklov, pricom kazdy cyklus efektivne
zvySuje emisnu intenzitu jednotlivého signalizacného farbiva, ¢o umoZiiuje nezavisld identifikaciu HIV-1 RNA a RNA
HIV-1 kvantifika¢ného Standardu. Intenzita signalov suvisi s mnoZstvom ,,Startovacieho* materidlu na zaciatku PCR.

Zaklady kvantifikacie testu COBAS TagMan HIV-1 Test

Test COBAS TagMan HIV-1 poskytuje presné kvantitativne vysledky v ramci velmi Sirokého dynamického rozsahu,
pretoZe monitorovanie amplikéna sa uskuto¢iiuje pocas exponencialnej fizy amplifikicie. Cim vysia je HIV-1 titricia
vzorky, tym skor dochadza k zvySeniu fluorescencie signalizaéného farbiva sondy HIV-1 nad zékladnu fluorescen¢nu
uroven (pozri Obrazok 1). KedZe pri vSetkych vzorkich je mnoZstvo RNA HIV-1 kvantifikatného Standardu (QS)
konStantné, fluorescencia signaliza¢ného farbiva sondy HIV-1 QS by sa mala objavit v konkrétnom cykle pri vSetkych
vzorkach (pozri Obrazok 2). V pripade, ak je QS fluorescencia ovplyvnena inhibiciou alebo nedostato¢nou obnovou
vzorky, titracia sa prisluSne upravi. Vyskyt Specifického fluorescencného signalu sa vnima ako kriticka prahova hodnota (Ct).
Ct sa definuje ako frakcné Cislo cyklu, v ktorom signalizacné farbivo presiahne predurceny fluorescencny prah (Priradena
fluorescencnd tUroveil) a stcasne nastdva zaciatok fazy exponencidlneho rastu tohto signalu (pozri Obrizok 3). VysSia
hodnota Ct naznacuje nizSiu titraciu uvodného HIV-1 cielovej RNA. Dvojndsobny rast titrdcie koreluje
s jednondsobnym zniZenim hodnoty Ct pre cielovii HIV-1 RNA a 10-n4sobné zvySenie titracie koreluje s poklesom Ct 3,3.



Obrazok 1 znazoriuje cielové rastové krivky roztokovych sad virusového rozsahu nad 5-log;, pasmo. Pri raste
koncentracie virusu sa rastové krivky presuvaji na hodnoty predchadzajicich cyklov. Preto Tava krajné rastova krivka
koresponduje s najvyssou hladinou virusu a prava krajna rastova krivka koresSponduje s najnizsou titracnou hladinou virusu.
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Obrazok 2 znizoriuje rastové krivky Kvantifika¢ného Standardu pre vzorky z virusového roztoku s obsahom vyS§im
nez 5-log;y pasmo. Mnozstvo kvantifikatného Standardu pridavaného do kazdej vzorky je pri kazdej reakcii
konstantné. Hodnota Ct kvantifikacného Standardu je bez ohladu na virusovu titraciu podobn4.
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Obrazok 3 uvadza priklad normalizdcie fluorescencnych hodndt kazdého cyklu pre kazdu rastovu krivku. Frakéné
¢islo cyklu (Ct) sa pocita v pripade, ak fluorescencny signal presiahne Priradenu fluorescen¢nu droven.
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Kvantifikacia HIV-1 RNA

COBAS TagMan HIV-1 Test kvantifikuje virusovi HIV-1 RNA vyuzitim druhej cielovej sekvencie
(kvantifikacny Standard HIV-1), ktora sa prida do kaZzdej testovacej vzorky so zndamou koncentraciou. Kvantifikacny
Standard HIV-1 je neinfek¢ény posilneny obrazec RNA obsahujici fragmenty HIV-1 sekvencii s vdzbovymi regionmi
zékladu identickymi s cielovou sekvenciou HIV-1. Kvantifikacny Standard HIV-1 taktieZ generuje amplifikacny
produkt rovnakej dizky a kompozicie zdkladu ako cielovdi HIV-1 RNA. Detekény viizbovy region sondy
kvantifikacného Standardu HIV-1 bol modifikovany za ucelom odliSenia amplikéna kvantifikaéného Standardu
HIV-1 od cielového amplikéna HIV-1.

Pocas fazy uvolnenia PCR v analyzitore COBAS TagMan 48 Analyzer st vzorky osvetlené a nabudené filtrovanym
svetlom a filtrované emisné fluorescencné tdaje sa zhromazduju pre kazdu vzorku. Nacitania pre kazda vzorku sa
nasledne upravuji z hladiska odchylok pristroja. Tieto fluorescenéné nacitania odosiela pristroj do softvéru
AMPLILINK a tieto idaje sa ukladaji v databaze. Predbezné kontroly sa vyuZivaji na stanovenie skuto¢nosti, ¢i st
sady dat HIV-1 RNA a RNA HIV-1 kvantifikacného Standardu platné a v pripade, Ze idaje lezia mimo stanoveny
limit, dochddza ku generécii priznakov. Po vykonani vSetkych predbeznych kontrol s kladnym vysledkom sa spracuju
fluorescencné nacitania, ¢im sa vytvoria Ct hodnoty pre HIV-1 RNA a pre RNA HIV-1 kvantifika¢ného Standardu.
Kalibra¢né konStanty Specifické pre davku, ktoré poskytuje COBAS TagMan HIV-1 Test sa vyuzivaju pri kalkulacii
hodnoty titracie pre vzorky a kontrolné vzorky vychadzajice z Ct hodndt pre HIV-1 RNA a RNA HIV-1
kvantifikacného Standardu. Test COBAS TagMan HIV-1 je Standardizovany v silade s referenénym materidlom
WHO HIV-1B 97/65633. Vysledky titrdcie st vyjadrené v kopidch/ml (cp/ml). Konverzny faktor medzi HIV-1
RNA koépii/ml a HIV-1 medzindrodnymi jednotkami/ml bol stanoveny spolo¢nostou Roche Molecular Systems, Inc.
na uroven 0,61 cp/IU (1,64 IU/cp).



CINIDLA

High Pure System Viral Nucleic Acid Kit 48 testov

(P/N: 03502295 001)
LYS 2 x 25 ml
(Dezintegracny/viazbovy roztok)

Tris

52% Guanidin-HCl

< 1% Urea

20% Triton X-100

Xn 52% (w/w) Guanidin-HCl

X

Zdraviu Skodlivé

CAR 2 x 2 mg
(RNA, lyofilizovana)
PK 2 x 100 mg

(Proteinaza K, lyofylizovana)

99% Proteinaza K, lyofylizovana

Xn = : 99% Proteindza K, lyofylizovana

Zdraviu Skodlivé

IRB 1 x33ml
(Roztok pre odstranenie inhibitora)

Tris
65% Guanidin-HCl
(pridat 20 ml etanolu)

Xn 65% Guanidin-HC1

X

Zdraviu Skodlivé

WASH 1 x20 ml
(Vyplachovy roztok)

Tris
NaCl
(pridat 80 ml etanolu)

ELB 1 x 30 ml
(Luhovaci roztok)

RS 4 x kazdy
(Sada High Pure System so stojanom s virusovou kyselinou nukleovou)

Dezintegracny stojan
Stojan s filtraénymi skimavkami s upevnenym stojanom na odpad
Stojan na ldhovanie
Kryci stojan

Prichytné Celuste

WR 8 x kazda
(Sada High Pure System s virusovou kyselinou nukleovou a so stojanom na odpad, biela)



COBAS TaqMan HIV-1 Test 48 testov
(P/N: 03501752 190)

Specimen Preparation and Control Reagents
Cinidla na pripravu vzoriek a kontrolnych vzoriek

HIV-1 QS 2 x 1,0 ml
(HIV-1 kvantifikac¢ny Standard)

Roztok Tris-HCI

EDTA

< 0,001% posilneny obrazec RNA obsahujici HIV-1 sekvencie
vizbového zédkladu a unikdtny detekcny vizbovy region
sondy (neinfekénd RNA v bakteriofagu MS2)

Amarantové farbivo

< 0,005% Poly rA RNA (syntetickd)

0,05% Azid sodika

HIV-1H (+) C 2 x 1,0 ml
[kontrolna latka HIV-1 High (+)]

< 0,001% posilneny obrazec RNA obsahujuci HIV-1

sekvencie (neinfek¢na RNA v MS2 bakteriofagu)

Negativna ludska plazma, nereaktivna z hladiska US FDA testov na
protildtku na HCV, protildtku na HIV-1/2, HIV p24 antigén a HBsAg;
HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA nezistiteIné PCR metdédami.

0,1% ProClin 300

HIV-1L (+) C 2 x 1,0 ml
[kontrolna latka HIV-1 Low (+)]

< 0,001% posilneny obrazec RNA obsahujuci HIV-1

sekvencie (neinfekéna RNA v MS2 bakteriofagu)

Negativna ludské plazma, nereaktivna z hladiska US FDA testov na
protildtku na HCV, protildtku na HIV-1/2, HIV p24 antigén a HBsAg;
HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA nezistitelné PCR metdédami.

0,1% ProClin 300

CTM (-) C 4 x 1,0 ml
[COBAS TagMan negativna kontrola (Tudské plazma)]

Negativna ludska plazma, nereaktivna z hladiska US FDA testov na
protildtku na HCV, protildtku na HIV-1/2, HIV p24 antigén a HBsAg;
HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA nezistiteIné PCR metdédami.

0,1% ProClin 300

Amplification and Control Reagents

Amplifikacné a detekcné Cinidla

HIV-1 MMX 2 x 24 testov
(Hlavna zmes COBAS TagMan HIV-1) 2x 1,4 ml

Roztok Tricinu

Hydroxid draselny

Octan draselny

< 20% Dimetyl sulfoxid

Glycerol

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

< 0,001% HIV-1 zaklady

< 0,05% Z05 DNA polymeraza (mikrobidlna)

< 0,1% enzym AmpErase (uracil-N-glykosyldza) (mikrobialny)

< 0,001% fluorescencne oznacené oligonukleotické vzorky Specifické
pre HIV-1 a HIV-1 kvantifika¢ného Standardu

0,09% Azid sodika

CTM Mn2+ 2 x 24 testov
(Mangénovy roztok COBAS TagMan) 2x 1,0 ml

< 1,2% octan mangéanu
Glacialna kyselina octova
0,09% Azid sodika



VYSTRAHY A BEZPECNOSTNE POKYNY

A.

B.
C.
D

m

Sl -

URCENE NA IN VITRO DIAGNOSTICKE POUZITIE.
Tento test je urceny na pouZitie s ludskou plazmou ziskanou z antikoagulacnych latok EDTA.
Pipetu nenapliiajte pomocou tst.

V priestoroch laboratéria nejedzte, nepite a ani nefajcite. Pri manipulacii so vzorkami a ¢inidlami pouZivajte
ochranné rukavice, ochranné laboratérne plaste a ochranu oc¢i. Po ukonceni prace so vzorkami a testovacimi
¢inidlami si dokladne umyte ruky.

Dbajte, aby ste pri vyberani pomernych Casti vzoriek z reakcnych nddob zabrdnili mikrobidlnej kontamindcii
Cinidiel a ich kontamindcii ribonukledzou.

Odporiicame pouZivat sterilné jednorazové pipety a Spicky pipiet bez RNase.

NemieSajte ¢inidla z réznych dévok alebo z rd6znych nddob v rdmci jednej davky.

Nemiesajte ¢inidla z r6znych sad.

Pri likvidacii nepouzitych ¢inidiel, odpadu a vzoriek postupujte v stulade s platnymi predpismi.
Sady nepouZivajte po uplynuti doby exspirdcie.

Bezpecnostné zaznamové listy (MSDS) si dostupné na poZiadanie od miestneho zastiipenia Roche.

So vzorkami by sa vZdy malo zachddzat ako s infikovanym materidlom a vZdy by sa mali dodrZiavat bezpecné
laboratérne postupy, uvedené napriklad v materidli Biologickd bezpecnost v mikrobiologickych a biomedickych
laboratoridch3® a v dokumente M29-A NCCLS37. Vsetky miesta vykonu price dokladne vycistite
a vydezinfikujte pomocou cerstvo pripraveného 0,5% roztoku chlérnanu sodného v deionizovanej alebo
destilovanej vode.

POZNAMKA: Komeréne dostupné bielidld pre domdcnosti obvykle obsahujii 5,25% koncentrdciu chlérnanu

M.

sodného. Rozriedenim bielidla pouZivaného v domdcnosti v pomere 1:10 dosiahnete
0,5% koncentrdciu chlornanu sodného.

UPOZORNENIE: CTM (-) C, HIV-1 L (+) C a HIV-1 H (+) C obsahuju ludskd plazmu derivovanu
z ludskej krvi. Zdrojovy materidl bol testovany v silade s US FDA schvalenymi testmi a bol vyhodnoteny ako
nereaktivny na pritomnost protilaitok na povrchovy antigén hepatitidy B (HBsAg), protilatok na HIV-1/2
a HCV a antigén p24 HIV. Testovanie negativnej ludskej plazmy PCR metdédami nezistilo vyskyt HIV-1 RNA,
HCV RNA alebo HBV DNA. Neexistuje Ziadna znama metdda testovania, pomocou ktorej by bolo mozné
potvrdit, Ze produkty, derivované z ITudskej krvi neprenasaju infikujucich Cinitelov. Preto by sa vSetky takéto
latky mali povaZovat za potencidlne infikujice. S CTM (-) C, HIV-1 L (+) C a HIV-1 H (+) C by sa malo
zaobchddzat ako s infikovanymi latkami a mali by sa dodrziavat bezpecné laboratérne postupy — napriklad
podla intrukcii uvedenych v Biologickej bezpecnosti v mikrobidlnych a biomedickych labordtoridch3®
a v dokumente NCCLS M29-A37. Vietky miesta vykonu prace dokladne vy¢istite a vydezinfikujte pomocou
Cerstvo pripraveného 0,5% roztoku chlérnanu sodného v deionizovanej alebo destilovanej vode.

HIV-1 MMX, HIV-1 QS a CTM Mn2+ obsahuji azid sodika. Azid sodika moZe reagovat s olovenymi
a medenymi vedeniami a mdZe dochadzat k tvorbe vysoko vybusnych kovovych azidov. Ak vylievate roztoky
obsahujice azid sodika do laboratérnych drezov, vyplachnite odvodné potrubia velkym mnoZstvom vody,
¢im zabrénite tvorbe azidov.

Pri manipul4cii s ¢inidlami pouZivajte ochranné rukavice, ochranné laboratérne plaSte a ochranu oc¢i. Zabréiite
kontaktu tychto latok s pokoZkou, oami a so sliznicami. Ak aj napriek opatreniam dojde k takémuto kontaktu,
zasiahnuté miesto okamZite oplachujte velkym mnoZstvom vody. V opac¢nom pripade moZzu na zasiahnutych
miestach vzniknut popéleniny. Ak ddjde k rozliatiu tychto ¢inidiel, pred ich vysuSenim rozliate ¢inidla zriedte vodou.

POZIADAVKY NA SKLADOVANIE A MANIPULACIU

Cinidla na pripravu vzoriek

A.
B.

Cinidla systému High Pure System Viral Nucleic Acid po obdrzani skladujte pri teplote 15-25 °C.

Luhovaci roztok (ELB) a Dezintegracny/Véazbovy roztok (LYS) skladujte pri teplote 15-25 °C. Po otvoreni
skladujte ELB a LYS pri teplote 15-25 °C. Otvorené nadoby s latkami ELB a LYS sa musia pouZit do
30 dni alebo do datumu exspiracie (podla toho, ¢o nastane skor).

Po pridani Lihovacieho roztoku (ELB) za ticelom rozriedenia Nosi¢a RNA a Proteinazy K uskladiujte rozriedeny
Nosi¢ RNA (CAR) a nepouzitd rozriedeni Proteindzu K (PK) pri teplote —15 az -25 °C. Po rozriedeni sa
Nosi¢ RNA a Proteindza K musia pouZit do 30 dni alebo do datumu exspiracie (podla toho, o nastane skor).

Po pridani etanolu uskladnite Roztok na odstranenie inhibitora (IRB) a Vyplachovy roztok (WASH) pri teplote
15-25 °C. Tieto pracovné roztoky su stile po dobu 30 dni alebo do datumu exspiracie (podla toho, ¢o nastane skor).

Dezintegra¢ny/Viazbovy pracovny roztok [Dezintegraény/Viazbovy roztok s nosi¢com RNA, Proteindzou K
a HIV-1 QS] sa musi pouzit hned po jeho priprave. Zvy$né Casti roztoku sa musia zlikvidovat.



PCR ¢inidla (amplifikacné a detekcéné)

A.
B.

D.
E.

Cinidld alebo kontrolné vzorky nezmrazujte.

Uskladiiujte HIV-1 MMX, CTM (-) C, HIV-1 L (+) C, HIV-1 H (+) C, HIV-1 QS a CTM Mn2+ pri teplote
2-8 °C. Neotvorené si tieto ¢inidla uchovavaja stalost do daitumu exspirdcie. Po otvoreni za icelom odobratia
pomernej Casti pre davku o velkosti 12 vzoriek uskladnite zvySok HIV-1 MMX, HIV-1 L (+) C, HIV-1 H (+) C,
HIV-1 QS a CTM Mn2* pri teplote 2—8 °C. Po otvoreni si latky HIV-1 MMX, HIV-1 L(+)C, HIV-1 H(+)C,
HIV-1 QS a CTM Mn2+ stile po dobu 30 dni pri teplote 2-8 °C alebo aZ do ditumu exspirécie (podla toho,
¢o nastane skor). Po otvoreni sa vSetka nepouzitd ¢ast CTM (-) C musi zlikvidovat.

Pracovna hlavni zmes (pripravena pridanim CTM Mn2+ do HIV-1 MMX) sa musi uskladiiovat pri teplote
2-8 °C na tmavom mieste. Pripravené vzorky a kontrolné vzorky sa musia pridat do 2 hodin po priprave
Hlavnej pracovnej zmesi.

Spracované vzorky si zachovavaju stilost max. 2 hodiny pri teplote 4-30 °C.

Amplifikacia sa musi zacat do 1 hodiny od doby, kedy boli spracované vzorky a kontrolné vzorky pridané do
Pracovnej hlavnej zmesi.

POSKYTNUTE MATERIALY

Specimen Preparation Reagents
Cinidla na pripravu vzoriek

A.

Sada High Pure System s virusovou kyselinou nukleovou
(P/N: 03502295 001)

LYS
(Dezintegracny/vizbovy roztok)

CAR

(Nosi¢ RNA)
PK
(Proteinaza K)

IRB
(Roztok pre odstranenie inhibitora)

WASH
(Vyplachovy roztok)

ELB
(Luhovaci roztok)

RS
(Sada High Pure System so stojanom s virusovou kyselinou nukleovou)

WR
(Sada High Pure System s virusovou kyselinou nukleovou a so stojanom na odpad, biela)

Amplification and Detection Reagents
Amplifikacné a detekéné ¢inidla

B.

COBAS TagMan HIV-1 Test
(P/N: 03501752 190)

HIv-1 05

(HIV-1 kvantifikac¢ny Standard

HIV-1H (+) C
[kontrolna latka HIV-1 High (+) Control]

HIV-1L (+) C
[kontrolna latka HIV-1 Low (+) Control]

CIM (-) C
[COBAS TagMan negativna kontrolna litka (Tudska plazma)]

HIV-1 MMX
(COBAS TagMan HIV-1 Hlavna zmes)

CTM Mn2+
(COBAS TagMan manganovy roztok)



VYZADOVANE MATERIALY, KTORE NIE SU SUCASTOU DODAVKY

Nastroje a softvér

Analyzator COBAS TagMan 48 Analyzer

Softvér AMPLILINK, v 3.0.1 alebo vysSia verzia

Datova stanica pre softvér AMPLILINK

Prirucka operdtora pre analyzator COBAS TagMan 48 Analyzer

Zatkovacie zariadenie pre K-skimavky (P/N: 03516539001)

COBAS TagMan HIV-1 PCR CD ROM s testovacim stborom (P/N: 03610101190)

Jednorazové prislusenstvo

Schranka s 12 x 96 K-skimavkami (P/N: 03137082001)

Poziadavky na odstredivku

Odstredivka Sigma 4-15 °C Benchtop alebo ekvivalentnd platiiovd mikro-titraZna odstredivka s kapacitou
odstredovania 4600 x g

Sigma odstredivka s vykyvnym rotorom P/N: 11118 (vratane 2 vaniciek P/N: 13218 a 2 drZiakov platni
P/N: 17978) alebo ekvivalentna

INE VYZADOVANE MATERIALY, KTORE NIE SU POSKYTOVANE

Izopropanol (> 99%) — spliia alebo prevy3uje poziadavky ACS
Etanol (96-100%) — spitia alebo prevySuje poZiadavky ACS

Nastavitelné pipetory*: (kapacita 250 pl a 1 000 pl) s aerosélovou prepazkou alebo mechanickymi koncami
bez RNase

Pomocky pre pipety: Drummond (P/N: 4-000-100) alebo ekvivalent
Vodny kipel s teplotou 50 °C

Zariadenie na tvorbu suchého tepla s teplotou 70 °C

Sterilné jednorazové sérologické pipety: 5, 10 a 25 ml

Sterilné polypropylénové konické skimavky; 15 ml a 50 ml: Corning (P/N: 430052 a P/N: 430290)
alebo ekvivalentna

Sterilné 2,0 ml skimavky do odstredivky: Sarstedt (P/N: 72.693.005) alebo ekvivalentna
Virivy mixér

Stojany skimaviek

Jednorazové rukavice (bez pudru)

Kalibrované teplomery pre vodny kupel a zariadenie na tvorbu suchého tepla

* 3%-ny rozdiel objemu pipetorov nie je na zdvadu. Za uicelom zamedzenia kontamindcie vzorky a amplikona je potrebné pouZivat Spicky
pipiet s aeros6lovou prepazkou alebo mechanické Spicky bez RNase.

ZBER VZORIEK, ICH PREPRAVA A SKLADOVANIE
POZNAMKA: So v§etkymi vzorkami nardbajte ako so vzorkami, schopnymi prendSat infekéné faktory.
A. Zber vzoriek

Test COBAS TagMan HIV-1 je ureny vylu¢ne na testovanie plazmy. Krv by sa mala zhromaZdovat v sterilnych
skimavkach za pouzitia EDTA ako antikoagulantu.

Krv uskladiiujte pri teplote 2-28 °C nie dlhSie, nez 6 hodin. Plazmu oddelte od krvi do 6 hodin od ziskania krvi
pomocou odstredivky — 800-1600 x g po dobu 20 minudt pri izbovej teplote. Preneste plazmu do sterilnej
polypropylénovej skimavky. Obrazok 4 zobrazuje udaje zo Stidie, zameranej na stalost krvi.
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Obrdzok 4
HIV-1 stdlost v krvi s EDTA antikoagulantom pred separdciou do plazmy

8,00

7,00 r ) * [ 2

6,00

5,00 ® ®

4,00

Priemerny Log titracie
[ J

3,00 A

2,00

1,00 . : :
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Podmienky testu

B. Preprava vzorky
Preprava krvi alebo plazmy musi spifiat $tatne, federdlne a miestne predpisy tykajice sa prepravy etiologickych
14tok38. Preprava krvi sa musi uskuto¢iiovat pri teplote 228 °C a krv sa musi spracovat od 6 hodin od jej ziskania.

Plazmu mozZno uskladiiovat pri izbovej teplote max. 1 defi, pri teplote 2—8 °C max. 5 dni, alebo ju moZno uskladiiovat
zmrazenu pri teplote —20 °C az —80 °C. Obrazok 5 znazornuje stalost HIV-1 v EDTA plazme.

Obrdzok 5
Stdlost HIV-1 v EDTA plazme v skiimavke pre pripravu plazmy
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o
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3 5,00 e ®
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2 4,00
-
3,00
A A A A A A
2,00
1,00 . . . . .
0 hod. 2 hod. - 282°C 24 hod. - 282°C 24 hod. - 2-8°C 72 hod. - 2-8°C 120 hod. - 2-8°C
Podmienky testu
C. Skladovanie vzoriek

Plazmové vzorky sa pri izbovej teplote mdézu uskladiiovat po dobu 1 dia, pri teplote 2-8 °C je povolend doba
uskladiiovania 5 dni, alebo sa m6Zu uskladiiovat zmrazené na —20 °C az —80 °C. Odporucame vzorky skladovat
v pomernych castiach 800-900 pl v sterilnych 2,0 ml polypropylénovych skimavkdch so skrutkovym uzdverom
(napriklad Sarstedt P/N: 72.694.006). Sérové plazmové vzorky moZzno zmrazit a rozmrazit pétkrat bez toho, aby doslo
ku strate HIV-1 RNA. Obrazok 6 znizoriiuje udaje zo Studii, tykajtcich sa zmrazovania a rozmrazovania vzoriek.
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Log titracie

Obrdzok 6
Stabilita HIV-1 v EDTA plazme pri zmrazovani a rozmrazovani vzoriek
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Pocet cyklov zmrazenia/rozmrazenia

NAVOD NA POUZITIE

POZNAMKA:
POZNAMKA:

POZNAMKA:
POZNAMKA:

Rozsah testu:

Podrobny ndvod na pouZitie sa nachddza v Prirucke operdtora pre analyzdtor COBAS TagMan 48 Analyzer.

v s wve

Vsetky amplifikacné a detekcné c¢inidld sa musia pred pouZitim uchovdvat pri izbovej teplote;
najmenej 30 miniit pred pouZitim ich vyberte z miesta skladovania (7 teploty 2—-8 °C).
15-30 minuit pred pouZitim sa musi pri izbovej teplote vykonat ekvilibrdcia plazmovych vzoriek.

Tam, kde je to potrebné, pouZite pipetory s aerosolovou prepdZkou alebo mechanickou Spickou.
Starostlivo dbajte, aby nedoslo ku kontamindcii.

Kazda sada obsahuje ¢inidla postacujiice na realizdciu Styroch testov s 12 vzorkami, ktoré sa méZu vykonat separdtne
alebo sucasne. Jeden replikat CTM (=) C, HIV-1 L (+) C a HIV-1 H (+) C sa musi pridat do kazdého testovacieho
cyklu (pozri Cast ,,Kontrola kvality). Amplifikacné a detekéné cinidla su zabalené v 24-testovych flaskach na
dvojndsobné pouzitie. Za dfelom ¢o najicinnejSieho pouZitia inidiel by vzorky a kontrolné vzorky mali byt
spracované v davkach, ktoré si nidsobkami 12.

Priprava vzorky a kontrolnej vzorky

POZNAMKA: Ak pouZivate zmrazené plazmové vzorky, umiestnite vzorky na miesto s izbovou teplotou az pokial
sa tiplne nerozmrazia a pred pouZitim ich 5-10 sekiund mieSajte vo virivom mixéri.

POZNAMKA: Predtym, neZ budete pokracovat, vyckajte, kym ¢inidld nenadobudnii izbovii teplotu. Pred zapocatim
purifikacnych reakcii zahrejte zariadenie na tvorbu tepla na teplotu 70 °C a vodny kiipel na teplotu 50 °C.

A. Priprava cinidla

POZNAMKA: Pracovny dezintegraény/viizbovy roztok si pripravte aZ potom, ako ste vykonali ekvilibrdciu
vSetkych vzoriek a kontrolnych vzoriek pri izbovej teplote po dobu 15-30 miniit.

1. Pripravte si Roztok na odstranenie inhibitora pridanim 20 ml 96-100% etanolu do roztoku na odstrdnenie

inhibitora (IRB). Preklapanim zmes 5-10 krat premieSajte. Tymto dosiahnete postaCujuce zriedenie roztoku
na odstranenie inhibitora na 48 testov.

2. Pripravte si Vyplachovy roztok pridanim 80 ml 96-100% etanolu do vyplachového roztoku (WASH).
Preklapanim zmes 5-10 krat premieSajte. Tymto dosiahnete postacujice zriedenie vyplachového roztoku na
48 testov.

3. Zahrejte Luhovaci roztok (ELB) na teplotu 70 °C v 2,0 ml skiimavke (so skrutkovym uzéiverom)
do mikro-odstredivky. MdZete pouZit viacero skumaviek. Obsah lihovacej latky na jednu vzorku je 75 pl.
Podla poctu testov nahrejte objem uvedeny v nizZSie uvedenej tabulke.

Pocet opakovani
Cinidlo 12 24
Luhovaci roztok (ml) 2,0 4,0
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Pridajte objem izopropanolu Specifikovany v niZSie uvedenej tabulke v zavislosti od poctu testov do Cistej
sterilnej skumavky.

Pocet opakovani
Cinidlo 12 24
Izopropanol (ml) 5,0 10,0

Pridajte 0,5 ml Lihovacieho roztoku (ELB) do Nosica RNA (CAR). Nadobu uzavrite, preklopte ju a mieSajte
vo virivom mixéri, azZ pokial sa vSetok Nosi¢ RNA nerozpusti. Rozriedeny Nosi¢ RNA postacuje na vykonanie
24 testov. NepouZzity objem rozriedeného nosica RNA sa moZe uskladiovat pri teplote —15 az -25 °C
maximéalne 30 dni alebo az do datumu exspiracie (podla toho, ¢o nastane skor).

Pridajte 5 ml Luhovacieho roztoku (ELB) do Proteinazy K (PK). Nadobu uzavrite, preklopte ju a mieSajte vo
virivom mixéri, aZ pokial sa vSetka Proteindza K nerozpusti. Rozriedena Proteindza K postacuje na vykonanie
24 testov. NepouZzity objem rozriedenej Proteindzy K sa mdze uskladiiovat pri teplote —15 a7z -25 °C
maximdalne 30 dni alebo aZ do datumu exspirdcie (podla toho, o nastane skor).

Pripravte si Dezintegracny/vdzbovy roztok pridanim objemov Specifikovanych v niZSie uvedenej tabulke
v zavislosti od poctu vzoriek a kontrolnych vzoriek, ktoré sa majua spracovat:

Pocet opakovani
Cinidla 12 24
Dezintegrac¢na latka/
Vazbovy roztok (ml) 7,0 14,0
Nosi¢ RNA (ul) 140 280
HIV-1 QS (ul) 84 168
Proteinaza K (ml) 1,4 2,8

POZNAMKA: Objem HIV-1 QS je ipecificky pre test COBAS TagMan HIV-1 Test.
POZNAMKA: Ak budete pouZivat zmrazeny rozriedeny Nosi¢ RNA alebo Proteindzu K, tieto ldtky rozmrazte pri

B.

izbovej teplote a pred pouZitim ich premiesajte prekldpanim nddob.
Pridajte stanoveny objem Dezintegracného/Vizbového roztoku do Cistej a sterilnej 50 ml skimavky.
Do skumavky obsahujucej dezintegraény/vizbovy roztok pridajte stanoveny objem rozriedeného nosic¢a RNA.

Latku HIV-1 QS miesajte vo virivom mixéri po dobu 3-5 sekiind a pridajte oznacené mnozstvo HIV-1 QS
do skumavky obsahujucej dezintegracny/vizbovy roztok a rozriedeny nosi¢ RNA.

Skiimavku uzavrite a prekldpanim obsah premiesajte 10-15 krat. NEPOUZIVAJTE virivy mixér — tymto
spdsobom by sa v roztoku vytvorili bubliny.

Do skumavky obsahujicej dezintegracny/vizbovy roztok pridajte stanoveny objem rozriedenej Proteinazy K.

Skiimavku uzavrite a prekldpanim obsah premiesajte 10-15 krat. NEPOUZIVAJTE virivy mixér — tymto
sposobom by sa v roztoku vytvorili bubliny. S ddvkovanim dezintegraéného/vizbového roztoku zacnite ihned
po pridani a zmieSani dezintegracného/vdazbového roztoku s Proteindzou K.

NepouZity objem dezintegracného/vizbového roztoku (LYS) sa moZe uskladriovat pri teplote 15 az 25 °C maximalne
30 dni alebo az do datumu exspiracie (podla toho, ¢o nastane skor). NepouZity zvySok dezintegraéného/vizbového
pracovného roztoku sa musi zlikvidovat.

Priprava vzorky a kontrolnej vzorky

POZNAMKA: Pre tiito procediiru sa musia pouZivat nastavitelné pipetory so $pickami odolnymi voéi aerosdlu.

POZNAMKA: V krokoch 14, 16, 19 a 22 sa mézu pouZivat opakované pipety s prislusne velkymi sterilnymi

kombi-Spickami. Je vSak potrebné dbat, aby nedoslo k vymytiu ¢inidiel a vzdjomnej kontamindcii.

Pridajte 625 pl dezintegracného/vizbového roztoku do kaZdej priehlbiny dezintegracného stojana (I, priehladny).
ViecCka zatlacte tak, aby doslo k uzavretiu.

Po otvoreni vZdy iba jednej priehlbiny pridajte 500 ul vzorky alebo kontrolnej vzorky do prislu$nej priehlbiny.
Po ukonceni pridavania vzoriek alebo kontrolnych vzoriek zatlacte veko, az pokial poistny mechanizmus veko
tesne neuzavrie.

Po pridani vSetkych vzoriek a kontrolnych vzoriek vo virivom mixéri premieSajte Dezintegracny stojan po dobu
priblizne 10 sektind. Vizudlne sa ubezpecte, Ze vsetky priehlbiny sa dobre premieSaju.

13



Vykonajte inkubéciu Dezintegra¢ného stojana vo vodnom kupeli zahriatom na 50 °C po dobu 10 minut. Ponechajte
Dezintegracny stojan volne plavat vo vodnom kupeli, v ktorom je priblizne 5—7 cm vody. Po vynati Dezintegracného
stojana z vodného kipela stojan vysuste.

V mikro-titraZnej platiiovej odstredivke odstredujte Dezintegracny stojan po dobu 10-20 sekind pri rychlosti 4600 x g.
Centrifuga nesmie dosiahnut nastavenu rychlost.

Po otvoreni vZdy iba jednej priehlbiny pridajte do kazdej z nich 350 pl izopropanolu. Po ukonceni priddvania
vzoriek alebo kontrolnych vzoriek zatlacte veko, aZ pokial poistny mechanizmus veko tesne neuzavrie.

POZNAMKA: Objem izopropanolu je Specificky pre kaZdy test COBAS TagMan Test.

7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Vzorky prekldpanim stojana 3x premiesajte a nasledne stojan premiesajte vo virivom mixéri po dobu 10 sekind.
Vizualne sa ubezpecte, Ze vSetky priehlbiny sa dobre premiesaju.

V mikro-titraZnej platiiovej odstredivke odstredujte Dezintegracny stojan po dobu 10-20 sektind pri rychlosti
4600 x g. Centrifiiga nesmie dosiahnut nastavenu rychlost.

Po otvoreni vZdy iba jednej priehlbiny pridajte 750 pl vzorky alebo kontrolnej vzorky do prislu§nych priehlbin
Stojana s filtraCnymi skimavkami (I, ZIty) s pripevnenym stojanom na zber odpadu (biely). Po ukonceni
priddvania vzoriek alebo kontrolnych vzoriek zatlacte veko, aZ pokial poistny mechanizmus veko tesne neuzavrie.

Po pridani vSetkych vzoriek alebo kontrolnych vzoriek odstredujte Stojan s filtranymi skiimavkami po dobu
2 minut pri rychlosti 4600 x g v mikro-titraZznej platiiovej odstredivke.

Po otvoreni vZdy iba jednej priehlbiny pridajte zvy$ni zmes vzoriek alebo kontrolnych vzoriek do prislusnych
priehlbin Stojana s filtracnymi skimavkami. Po pridani vSetkych vzoriek alebo kontrolnych vzoriek riadne
uzavrite veko. Dezintegracny stojan vhodnym spdsobom zlikvidujte.

V mikro-titraZnej platiiovej odstredivke odstredujte Stojan s filtra¢nymi skiimavkami po dobu 2 mindt pri rychlosti
4600 x g.

Vyberte Stojan s filtraénymi skimavkami z Odpadového stojana stla¢enim oboch stran poistného mechanizmu
na vrchnej Casti Stojana s filtra¢nymi skimavkami. Odpadovy stojan zlikvidujte. Osadte novy Odpadovy
stojan a pripevnite Stojan s filtracnymi skimavkami do Odpadového stojana.

Vsetky viecka Stojana s filtranymi skimavkami otvorte pomocou prichytnych Celusti a do kazdej priehlbiny
pridajte 400 ul roztoku na odstranenie inhibitora (IRB). Nedotykajte sa stran priehlbin. Po pridani roztoku
na odstranenie inhibitora do vSetkych priehlbin riadne uzavrite vSetky viecka.

V mikro-titrdZnej platiiovej odstredivke odstredujte Stojan s filtraénymi skimavkami po dobu 2 mindt pri rychlosti
4600 x g.

Vsetky viecka otvorte pomocou prichytnych Celusti a do kazdej priehlbiny pridajte 700 ul vyplachového
roztoku (WASH) po stenach kaZdej prichlbiny. Nedotykajte sa stran priehlbin. Po pridani vyplachového
roztoku do vSetkych priehlbin riadne uzavrite vsetky viecka.

V mikro-titraZnej platiiovej odstredivke odstredujte Stojan s filtraCnymi skiumavkami po dobu 2 minut pri
rychlosti 4600 x g.

Vyberte Stojan s filtraénymi skimavkami z Odpadového stojana stla¢enim oboch stran poistného mechanizmu
na vrchnej Casti Stojana s filtraCnymi skdmavkami. Odpadovy stojan zlikvidujte. Osadte novy Odpadovy
stojan a pripevnite Stojan s filtracnymi skiimavkami do Odpadového stojana.

VSsetky viecka otvorte pomocou prichytnych celusti a do kazdej priehlbiny pridajte 700 ul vyplachového roztoku.
Nedotykajte sa stran priehlbin. Po pridani vyplachového roztoku do vSetkych priehlbin riadne uzavrite vetky
viecka.

V mikro-titrdZnej platiiovej odstredivke odstredujte Stojan s filtranymi skimavkami po dobu 3 mintt pri
rychlosti 4600 x g.

Vyberte Stojan s filtraénymi skimavkami z Odpadového stojana stlacenim oboch stran poistného mechanizmu
na vrchnej Casti Stojana s filtraénymi skimavkami. Stojan s filtraCnymi skimavkami umiestnite do
Lihovacieho stojana (IIIA, modry) a pripevnite Stojan s filtraénymi skiimavkami do Liihovacieho stojana.
Odpadovy stojan vhodne zlikvidujte.

Vsetky viecka otvorte pomocou prichytnich celusti a do stredu kazdého filtra pridajte 75 pl zahriateho
luhovacieho roztoku (ELB) bez toho, aby ste sa filtra dotykali.

POZNAMKA: Liihovaci roztok nepriddvajte tak, aby stekal po strandch priehlbin.

23.

Po pridani Idhovacieho roztoku do vSetkych priehlbin riadne uzavrite vSetky vieCka. Vykonajte inkubaciu
Luhovacieho stojana pri izbovej teplote po dobu minimalne 3 mindt po pridani Lihovacieho roztoku do
poslednej priehlbiny.

V mikro-titraZnej platiiovej odstredivke odstredujte Stojan s filtracnymi skimavkami po dobu 3 mindt pri
rychlosti 4600 x g.
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24. Vyberte Stojan s filtra¢nymi skiimavkami z Lihovacieho stojana stla¢enim oboch stran poistného mechanizmu
na vrchnej Casti Stojana s filtracnymi skimavkami. Stojan s filtracnymi skimavkami vhodnym sposobom zlikvidujte.

25. Kryci stojan (IIIB, modry) umiestnite na Luhovaci stojan (IITA, modry). Riadne zatlacte a upevnite spoje na
Luhovaci stojan. Uzavrite vSetky viecka.

26. Spracované vzorky a kontrolné vzorky sa priamo moézu pouzit na PCR. PouZite 50 ul spracovanych vzoriek
a kontrolnych vzoriek na amplifikdciu. Spracované vzorky a kontrolné vzorky pridajte do Pracovnej hlavnej
zmesi do 2 hodin po ukonceni priprav vzoriek a kontrolnych vzoriek. Vykonajte amplifikdciu spracovanych
vzoriek a kontrolnych vzoriek do 1 hodiny po pridani vzoriek a kontrolnych vzoriek do hlavnej pracovnej
zmesi a do 3 hodin od dokoncenia pripravy vzoriek.

POZNAMKA: Spracované HIV-1 vzorky mozno uskladriovat pri teplote 4-30 °C max. 2 hodiny pred ich pridanim
do hlavnej pracovnej zmesi a do hlavnej pracovnej zmesi ich moZno pridat max. 1 hodinu pred
amplifikdciou.

Reverzna transkripcia, amplifikacia a detekcia

POZNAMKA: K-nosi¢e a drZiak K-nosicov utrite handrou, ktord nezanechdva vlikna navlhéenou
70% roztokom izopropanolu.

C. Priprava ¢inidla

POZNAMKA: COBAS TagMan HIV-1 hlavnd zmes (HIV-1 MMX), ,,Pracovnd hlavnd zmes* (Pracovnd MMX)
a Pracovnd hlavnd zmes spolu so spracovanymi vzorkami a kontrolnymi vzorkami su citlivé na
posobenie svetla. Tieto cinidld chrdrite pred svetlom.

POZNAMKA: COBAS TagMan HIV-1 hlavnd zmes (HIV-1 MMX) a COBAS TagMan mangdnovy roztok (CTM Mn?+)
sa musia ekvilibrovat pri izbovej teplote prostredia najmenej 30 miniit pred pripravou pracovnej
hlavnej zmesi.

POZNAMKA: Pracovnii MMX pripravujte po vykonani pripravy vzoriek a kontrolnych vzoriek.

POZNAMKA: Spracované vzorky sii pred pridanim do Pracovnej MMX stdle po dobu max. 2 hodin.

POZNAMKA: Pracovnd MMX sa musi pouZit do 2 hodin od pripravy.

POZNAMKA: Po pridani spracovanych vzoriek a kontrolnych vzoriek do Pracovnej MMX sa amplifikdcia musi
zacat do 1 hodiny.

1. Vykonajte ekvilibraciu jednej nadobky HIV-1 MMX a jednej niadobky CTM Mn2+ pri okolitej teplote po
dobu minimélne 30 minut.

2. K-nosi¢ umiestnite do drziaka K-nosica.
3. Nové K-skiimavky umiestnite do K-nosica bez toho, aby ste sa dotykali stien K-skimaviek.
POZNAMKA: Ak bude do testu zahrnutjch menej ne7 24 skiimaviek, je potrebné obsadit pozicie 1, 2, 5, 20,
23 a 24, aby bol K-nosic v tepelnom cyklovaci vyvdZeny.
4. Pomocou otvéaracieho zariadenia pre K-skiimavky tieto skimavky otvorte. Uzdvery umiestnite do drZiaka
parkovacej polohy K-skumaviek.
5. Pracovni MMX pripravte nasledovne:

Na 24 testov pridajte 170 ul CTM Mn2+ do jednej nadobky HIV-1 MMX. Flasu uzavrite a preklapanim obsah
premieSajte 10 krat. Pracovndi MMX nemieSajte vo virivom mixéri. Pracovni MMX chraiite pred svetlom
a pouZite ju do 2 hodin od pripravy.

Na 12 testov odoberte 700 ul of HIV-1 MMX a pridajte do 2 ml skdmavky. Pridajte 85 ul CTM Mn2+ do
2 ml skimavky obsahujicej HIV-1 MMX, skiimavku uzavrite a prekldpanim 10 krat zmes dokladne
premiesajte. Pracovni MMX chréiite pred svetlom a pouZzite ju do 2 hodin. Zvysok nepouzitej HIV-1 MMX
a CTM Mn2+ uskladiiujte v povodnych nadobach pri teplote 2-8 °C. Po otvoreni si litky HIV-1 MMX
a CTM Mn2+ uchovévaji stalost po dobu 30 dni pri teplote 2—-8 °C alebo a7 do ditumu exspiricie (podla
toho, ¢o nastane skor).

POZNAMKA: Objem CTM Mn?* je Specificky pre test COBAS TagMan HIV-1 Test.
6. Do kazdej K-skumavky pridajte pipetou 50 ul pracovnej hlavnej zmesi.

7. Pridajte 50 ul kaZzdej spracovanej vzorky a kontrolnej vzorky do vhodne oznacenej K-skumavky obsahujice;j
Hlavnu zmes (pouZite na to mikropipetor s aerosélovou prepazkou alebo mechanickou Spi¢kou). Pomocou
mikropipetora a bez toho, aby sa tvorili bublinky opatrne kazdi vzorku a kontrolnt vzorku trikrat premiesajte.

8. Opakujte krok 7 pre kazdu spracovanu vzorku a spracovand kontrolnd vzorku, az pokial nebudu vsetky prenesené
do K-skimaviek. Pri kazdej vzorke a kontrolnej vzorke pouZite nova Spicku. Vizudlne skontrolujte, ¢i sa netvoria
bubliny a bubliny podla potreby odstratite. Pomocou otvéracieho zariadenia pre K-skiimavky tieto skimavky uzavrite.
Vizudlne skontrolujte, ¢i boli pridané prislusné objemy.

9. Amplifikacia sa musi zacat do 1 hodiny od doby, kedy boli spracované vzorky a kontrolné vzorky vloZené do
K-skiimaviek obsahujicich Pracovni MMX.
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Spustenie a prevadzka analyzatora COBAS TagMan 48 Analyzer
Zapnite pocitac a prihlaste sa do OS Windows XP pomocou prideleného mena a hesla.

Zapnite analyzidtor COBAS TagMan 48 Analyzer. Skontrolujte, ¢i sa zariadenie inicializuje a je pripravené
na pouZitie v stlade s inStrukciami, uvedenymi v Prirucke operdtora pre analyzitor COBAS TagMan 48 Analyzer.
Ak sa v niektorom z tepelnych cyklovacov stdle nachadzaji K-nosic¢e z predchadzajicich cyklov, vyberte
ich pomocou transportného zariadenia pre K-nosice v sulade s inStrukciami, uvedenymi v Prirucke operdtora
pre analyzator COBAS TagMan 48 Analyzer.

Na pocitaci spustite softvér AMPLILINK. Prihlaste sa pomocou prislusného pouZivatelského mena a hesla.

Ak chcete vytvorit poradie K-nosicov pre vzorky, ktoré sa maju analyzovat, kliknite na ikonu Orders
(poradie). Zvolte kartu Sample (vzorka) a kliknite na tlacidlo New (novy) a pomocou klavesnice alebo
skenera pre Ciarové kody zadajte poradové Cislo kazdej vzorky. Zvolte definiciu testu , HIV_HPS*. Postup
opakujte pre kazdd vzorku. Kliknite na tlacidlo Save (ulozit).

POZNAMKA: Ak bude do testu zahrnutjch menej neZ 24 skiimaviek, je potrebné obsadit pozicie 1, 2, 5, 20,

5.

—_—

2.

3.

23 a 24, aby bol K-nosic v tepelnom cyklovaci vyvdZeny.

Zvolenim karty Quality Control (kontrola kvality) v okre Orders (poradie) zadajte poZadované informacie
o Kontrole kvality. Kliknite na tlacidlo New (novy) a zadajte informdciu z karty COBAS TagMan HIV-1
Test Controls Value Card (zdznamova karta s hodnotami testov kontrolnych latok), ktora je sicasfou dodavky
sady pomocou klavesnice alebo skenera pre Ciarové kody. Do prislusnych policok zadajte ¢islo davky testu
COBAS TagMan HIV-1 Test, datum exspiracie, rozsahy kontrolnych latok Low (+) a High (+) a kalibra¢né
koeficienty Specifické pre davku. Kliknite na ,,OK*.

Priradte ¢islo K-nosica k testu po kliknuti na kartu K-Carrier (nosi¢) v okne Orders (poradie). V okne
K-Carrier kliknite na New. V bunke napravo od ,,K-Carrier ID*“ zadajte ¢islo K-nosica z ¢iarového koédu
a to pomocou skenera pre Ciarové koédy na K-nosi¢i alebo klavesnice. Uvedomte si, Ze vysledky
predchadzajiceho testovacieho cyklu s tym istym identifikaénym cislom K-nosic¢a musia byt akceptované.
Po dvojnasobnom pouZiti K-nosica s rovnakym ¢islom na ¢iarovom kéde v jednom analyzatore sa vysledky
tychto davok musia prijat a vymazat predtym, nez je opdtovne mozné pouzit rovnaké cislo ¢iarového kodu.
Zvolte test HIV_HPS z testovacieho panela v dolnej Casti okna.

V &asti Worklist (pracovny zoznam) vyberte prvy riadok stipca Type (T). Zvyraznenim tohto pola ziskate
pristup k rozbalovacej ponuke a nasledne zvolte poZadovany typ kontrolnej latky. Dvakrat kliknite na ID pole
vzorky v tom istom riadku. Zobrazi sa okno LookUp Control (vyhladdvanie kontrolnych l4tok) so vSetkymi
dostupnymi kontrolnymi latkami. Po zvoleni kontrolnej latky budd v dolnej pravej Casti v informa¢nom paneli
zobrazené prislusné hodnoty kalibracie a kontrolnych vzoriek. Pre vietky poZadované kontrolné latky tento
postup opakujte.

Ak chcete zadat vzorky do polozky Worklist, dvakrat kliknite na prva poziciu (riadok) pre zadanie vzorky.
Zobrazi sa okno Lookup Sample (vyhladdvanie vzoriek) obsahujice priradené poradie vzoriek. Pomocou
tlacidiel Shift + Arrow zvyraznite viac nez jedno Cislo poradia. Skontrolujte, ¢i boli vSetky poradia priradené
k HIV_HPS testu.

Kliknutim na Save (ulozit) uloZite poradie K-nosiCov.
Reverzna transkripcia, amplifikacia a detekcia

Zvolte ikonu Systems (systémy) na karte System; kliknite na Open (otvorit) za ic¢elom otvorenia tepelného
cyklovaca. Ked sa kryt tepelného cyklovaca tplne otvoril a zobrazi sa sprava ,,Ready to Load“ v okne
Systems, zdvihnite a ponechajte veko tepelného cyklovaca otvorené. Pomocou transportného zariadenia pre
K-nosi¢e preneste naplneny K-nosi¢ obsahujici uzatvorené K-skimavky s pracovnou zmesou a vzorky
a kontrolné vzorky do tepelného cyklovaca v silade s inStrukciami, uvedenymi v Prirucke operdtora pre
analyzator COBAS TagMan 48 Analyzer. Zatvorte veko tepelného cyklovaca.

Ubezpecte sa, Ze pre tento testovaci cyklus bol zadany stibor HIV_HPS Definicia testu. Kliknite na Start
v okne Systems pod ikonou TC, ¢im uzavriete kryt tepelného cyklovaca a spustite testovaci cyklus.

Reverznu transkripciu, amplifikdciu a detekciu vykonava analyzator COBAS TagMan 48 Analyzer automaticky.

VYSLEDKY
POZNAMKA: Podrobné informdcie o tla¢i vysledkov a o interpretdcii priznakov a pozndmok sii uvedené

v Prirucke operdtora pre analyzdtor COBAS TagMan 48 Analyzer.

Pocitanie vysledkov

Analyzitor COBAS TagMan 48 Analyzer automaticky stanovuje titrdciu HIV-1 RNA pre vzorku alebo kontrolnu
vzorku. Titracia HIV-1 RNA sa vyjadruje vo forme képie/ml. Konverzny faktor medzi HIV-1 képiami/ml a HIV-1
Medzin4rodnymi jednotkami/ml je 0,61 kopii/IU v silade s referenénym materidlom WHO HIV-1B 97/65633.

Analyzator COBAS TaqMan 48 Analyzer:

e Stanovuje prahovi hodnotu cyklu (Ct) pre HIV-1 RNA a RNA HIV-1 kvantifika¢ného Standardu.

e Stanovuje titraciu HIV-1 RNA zaloZent na Ct hodnotach pre HIV-1 RNA a RNA HIV-1 kvantifika¢ného
Standardu a kalibracné koeficienty $pecifické pre davku.

* Urcuje, ¢i vypocitané titrdcie kopii/ml pre HIV-1 L (+) C a HIV-1 H (+) C spadaju do stanovenych pasiem.
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Interpretacia vysledkov
Ciselna4 titracia, t.j. [2,34E+05 k/ml] oznacuje, Ze vysledok spada do stanoveného pasma testu.
[< 4,00E+01 k/ml] znamena, Ze vysledok je platny a urovei titracie bola pod stanovenym pdsmom testu.
[> 1,00E+07 k/ml] znamena, Ze vysledok je platny a Uroven titracie bola nad stanovenym padsmom testu.

[Target not Detected] (ciel nebol zisteny) znamend, Ze vysledok je platny a jeho hodnota sa nachddza pod
zistiteInou hladinou.

[Invalid] (neplatny) znamend, Ze vysledok nebolo mozZné vypocitat a vzorka je oznaCend priznakom,
¢o znamenad, Ze sa vyskytla chyba.

Validacia testovacieho cyklu

Skontrolujte vysledkové okno AMPLILINK alebo skusobnu tla¢ z hladiska vyskytu priznakov a pozndmok, ¢im
sa ubezpecite, Ze testovaci cyklus je platny.

POZNAMKA: Podrobné informdcie o tlaci vysledkov a o interpretdcii priznakov a pozndmok si uvedené
v Prirucke operdtora pre analyzdtor COBAS TagMan 48 Analyzer.

Testovaci cyklus je platny, ak kontrolnym ldtkam COBAS TagMan HIV-1 Controls nie je priradeny Ziadny
priznak. Pri platnom teste sa ziskaju nasledujice vysledky:

Kontrolna latka Vysledok Interpretacia
Negativna kontrola Target Not Detected Kontrolna latka v rdmci
stanoveného rozsahu
Nizka hladina . Kontrolna latka v ramci
pozitivnej kontrolnej latky Ciselny titer X, XXE+XX k/ml stanoveného rozsahu
Vysoka hladina 5 Kontrolna latka v ramci
kontrolnej pozitivnej latky Ciselny titer X, XXE+XX k/ml stanoveného rozsahu

Test nie je platny, ak sa ktorykolvek z priznakov zobrazi pre kontrolné vzorky COBAS TagMan HIV-1 Controls:
Negativna kontrola:

Priznak Vysledok Interpretacia

Neplatny vysledok alebo ,,platny“
__N_NC_INVALID Invalid vysledok ktory nebol negativny
pre cielovy HIV-1

Kontrolna latka HIV-1 Low Positive Control:

Priznak Vysledok Interpretacia
__ L LPCINVALID < 4,00E+01 k/ml Kontrolna latka
pod stanovenym pasmom
Target Not Detected Kontrolna latka
pod stanovenym pasmom
Ciseln}’/ titer, X, XXE+XX k/ml Kontrolna latka
mimo analyticky rozsah
> 1,00E+07 k/ml Kontrolna latka
nad stanoveny rozsah
Invalid Neplatny vysledok
Kontrolna latka HIV-1 High Positive Control:
Priznak Vysledok Interpretacia
__H_HPCINVALID < 4,00E+01 k/ml Kontrolna latka
pod stanovenym pasmom
Target Not Detected Kontrolna latka
pod stanovenym pasmom
Ciselny titer, X, XXE+XX k/ml Kontrolna latka
mimo analyticky rozsah
> 1,00E+07 k/ml Kontrolna latka

nad stanoveny rozsah

Invalid Neplatny vysledok

Ak je testovaci cyklus neplatny, opakujte ho (priprava vzoriek a kontrolnych vzoriek, reverznd transkripcia,
amplifikdcia a detekcia).
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Interpretacia vysledkov:

Pri platnom testovacom cykle skontrolujte na vytlacku s vysledkami, ¢i Ziadnej vzorke nebol priradeny priznak alebo
pripomienka. Vysledky interpretujte nasledovne:

=3 Platny test mdzZe zahiiat platné a aj neplatné vysledky vzoriek v zavislosti na tom, i je jednotlivym vzorkdm
priradeny priznak a/alebo pozndmka.

Vysledky testov sa interpretuji nasledovne:

Poznamka Pricina
Target Not Detected Ct hodnota pre HIV-1 sa nachddza nad analytickym limitom alebo nebola zistend
Ziadna Ct hodnota pre HIV-1. Vysledky interpretujte ako ,,HIV-1 RNA nezistené*.
< 4,00E+01 k/ml Vypocitané kopie/ml sa nachadzaji pod detekénym pasmom analyzy. Vysledky
interpretujte ako ,,HIV-1 RNA zistené, menej neZ 40 HIV-1 RNA kopii/ml®.
Ciselny titer, Vypocitané képie/ml sa nachddzaji v ramci detekéného pasma analyzy.
X XXE+XX k/ml
> 1,00E+07 k/ml Vypocitané kopie/ml sa nachadzaji nad detekénym pasmom analyzy. Vysledky

interpretujte ako ,,viac nez 1,00E+07 HIV-1 RNA koépii/ml“. Ak sa poZaduji
kvantitativne vysledky, povodna vzorka sa moze zriedit s HIV-1-negativnou
Tudskou plazmou a test sa ma opakovat. Vynasobte dosiahnuty vysledok
faktorom riedenia.

POZNAMKA: Vzorky s vysledkami presahujiicimi analytické pdsmo moézu spésobit vyskyt neplatného vysledku
s priznakom ,,QS_INVALID“. Ak sa vyZaduju kvantitativne vysledky, povodnii vzorku treba rozriedit
s HIV-1-negativnou ludskou EDTA plazmou a test opakovat. Vyndsobte dosiahnuty vysledok
faktorom riedenia.

KONTROLA KVALITY

V kazdom testovacom cykle sa musi nachddzat jeden replikat litky COBAS TagMan Negative Control, COBAS
TagMan HIV-1 Low (+) Control a COBAS TagMan HIV-1 High (+) Control. Ako pri kazdej novej laboratérnej
proceduire musia novi operatori zvaZzit pouZzitie dodato¢nych kontrolnych latok pri vykone kazdého testu az dovtedy,
kym nedosiahnu schopnost vykonat test spravne. Neexistuji Ziadne poZiadavky tykajice sa polohy kontrolnych
vzoriek v K-nosi¢i. Skontrolujte vytlacok, ¢i sa na nom nenachadzaju priznaky a poznamky, ¢im sa ubezpecite,
Ze testovaci cyklus je platny. V Prirucke operdtora pre analyzitor COBAS TagMan 48 Analyzer nijdete podrobné
informdcie o tla¢i a interpretdcii priznakov a poznamok.

Negativna kontrola

Negativna kontrolna laitka CTM (-) C musi dosiahnut vysledok ,,Target Not Detected (ciel nebol zisteny), tzn. Ct hodnota
pre HIV-1 RNA sa nachadzala nad analytickym pasmom alebo nebola zistend Ziadna Ct hodnota pre HIV-1 RNA,
aviak pre RNA HIV-1 kvantifikaného $tandardu bola dosiahnuta platna hodnota Ct. Ak CTM (=) C nesplia tieto
kritéria, cely test je neplatny. Opakujte cely proces (priprava vzoriek a kontrolnych vzoriek, amplifikdcia a
detekcia). Ak je hodnota CTM (-) C nepretrzite neplatnd, obrafte sa na miestne zastipenie Roche, kde vam
poskytni technickd pomoc.

Pozitivne kontrolné latky

Priradeny rozsah preHIV-1 L (+) C a HIV-1 H (+) C je Specifickd pre kazdu davku kontrolnych latok a je uvedena na
karte COBAS TagMan HIV-1 Test Controls Value Card dodavanej spolu so sadou. Tieto rozsahy sa zadéavaju do datovej
stanice softvéru AMPLILINK pomocou skenera ¢iarovych kédov alebo klavesnice analyzatora COBAS TagMan 48.

Hodnoty HIV-1 RNA vyjadrené ako kopie/ml pre HIV-1 L (+) C a HIV-1 H (+) C musia spadat do pasma vyznaceného
na karte COBAS TagMan HIV-1 Test Controls Value Card dodavanej spolu so sadou. Ak jedna alebo obe pozitivne kontrolné
vzorky nespifiaju tieto kritérid, cely test je neplatny. Opakujte cely proces (priprava vzoriek a kontrolnych vzoriek,
amplifikacia a detekcia). Ak sa titracia HCI-1 RNA jednej alebo oboch pozitivnych kontrolnych latok stale nachddza mimo
stanoveného rozsahu, obrafte sa na miestne zastipenie Roche, kde vdm podaju technické vysvetlenie.

PROCEDURALNE BEZPECNOSTNE POKYNY

1. Tak, ako pri kazdej testovacej procediire, aj v tomto pripade plati, Ze spravna laboratérna technika je zakladom
pre spravne vykonanie tejto analyzy. Vzhladom na vysoku analyticku citlivost tohto testu je potrebné zachovat
najvyssiu opatrnost pri uchovani Cistoty ¢inidiel a amplifikaénych zmesi. Cistota vetkych ¢inidiel by mala
byt dosledne monitorovand. VSetky podozrivé Cinidla zlikvidujte.
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PROCEDURALNE OBMEDZENIA

1. Tento test je urceny na len na pouzitie s [udskou plazmou ziskanou vylu¢ne z antikoagulantu EDTA. Testovanie
inych typov preparatov moZe vyustit do chybnych negativnych alebo pozitivnych vysledkov.
Spolahlivé vysledky zavisia od adekvatneho mnoZstva vzoriek, prepravy, uskladiiovania a postupov pri spracovani.

3. Pritomnost enzymu AmpErase v COBAS TagMan HIV-1 Hlavnej zmesi zniZuje riziko kontaminacie
amplikona. AvSak kontamindcii pochadzajucej z HIV-1 pozitivnych kontrolnych vzoriek a klinickych vzoriek
mozno predist osvedCenymi laboratérnymi postupmi a déslednym postupovanim v silade s procedurami,
uvedenymi v tomto materiali.

4. Tento produkt mdZu pouZivat len osoby riadne vyskolené v oblasti pouZivania technik a postupov PCR.
5. Tento produkt sa mdzZe pouzivat len v analyzatoroch COBAS TagMan 48 Analyzer.
RUSIVE LATKY

ZvySené urovne lipidov, bilirubinu, albuminu a hemoglobinu vo vzorkach nepreukézali interferenciu pri kvantifikécii
HIV-1 RNA pomocou tohto testu.

Plazmové vzorky od pacientov, trpiacich autoimunitnymi stavmi/ochoreniami typu Anti Nuclear Antibody,
Rheumatoid Arthritis a Systemic Lupus Erythematosus nemaji vplyv na test COBAS TagMan HIV-1.

Inhibicia — Exogénne latky

Nasledujudce lieCivé zmesi taktieZ nepreukazali schopnost interferencie s kvantifikdciou HIV-1 RNA v tomto teste (Obrazok 7).
Testované lieciva su liecivami beZne predpisovanymi pacientom infikovanym HIV-1. Niektoré z tychto lieCiv sa taktiez
pouzivaju pri lieCeni virusu hepatitidy B, C a cytomegalovirusu. Nazvy znaciek (USA) a vSeobecné ndzvy (U.S.A.) tychto
lieciv st uvedené niZzsie.

Liecivo VSeobecny nazov
Retrovir® Zidovudine
Epivir® Lamivudine, 3TC
Hivid Zalcitabine, ddC
Zerit® Stavudine, d4T
Ziagen® Abacavir sulfate
Viread® Tenofovir disporoxil fumarate
Crixivan® Indiavir sulfate
Fortovase Saquinavir
Norvir® Ritonavir
Viracept® Nelfinavir mesylate
Agenerase® Amprenavir
Kaletra™ Lopinavir/Ritonavir
Viramune® Nevirapine
Sustiva® Efavirenz
Cytovene Ganciclovir
Valcyte Valganciclovir HC1
Zovirax® Acyclovir

Valtrex® Valacyclovir HCI
Intron®A Interferon alfa-2b
Roferon-A Interferon alfa-2a
Fuzeon Enfuvirtide, T-20
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Obrdzok 7
Interferencia lieciv pri ich maximdlnej koncentrdcii (Cmax) a trojndsobku maximdlnej koncentrdcie v plazme.
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NEKLINICKE HODNOTENIE VYKONNOSTI
A. Detekény limit

Detek¢ny limit testu COBAS TagMan HIV-1 Test bol stanoveny analyzou troch nezavislych sériovych roztokov HIV-1
rodu H9/HIV-1 MN podtyp B (Advanced Biotechnologies Inc., Columbia, MD) v HIV-negativnej ludskej EDTA
plazme. Testovanie vSetkych panelov sa vykonalo pri pouZiti dvoch davok sad a jeden panel sa testoval pomocou tretej
davky. Koncentracia HIV v paneloch vychédzala z titricie stanovenej testom COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR
Test, version 1.5 pri pouZiti ultracitlivej metddy pripravy vzoriek.

Niz8ie uvedené Studie dokazuju, Ze test COBAS TagMan HIV-1 je schopny detekcie HIV-1 RNA v EDTA-plazme
pri koncentraciach od 40 HIV-1 RNA koépii/ml s pozitivitou vy$Sou neZ 95% (Tabulka 1). Koncentraciu HIV-1 RNA
v EDTA-plazme, ktori moZzno zistit s pozitivitou vySSou nez 95% spolahlivosti, stanovenou analyzou logit je
29,5 HIV-1 RNA koépii/ml (95% CL 25,8; 35,4). S 95% spolahlivostou je mozné potvrdit, Ze jedna képia HIV-1 RNA
je ekvivalentna s 1,64 + 0,1 IU (vychéadzajic z normativneho Standardu WHO (NIBSC 97/656)).

Tabulka 1
Detekcny limit testu COBAS TaqgMan HIV-1 Test
HIV-1 RNA Pozitivne Negativne Citlivost (95% CL)
(kopie/ml) Vysledky Vysledky
10 109 66 0,62 (0,55; 0,69)
20 152 20 0,87 (0,81; 0,92)
30 164 11 0,94 (0,89; 0,97)
40 171 4 0,98 (0,94; 0,99)
50 173 2 0,99 (0,96; 1,00)
100 173 0 1,00 (0,98; 1,00)

B. Presnost

V ramci testu COBAS TaqgMan HIV-1 Test dosahovali koeficienty odchylok (CV) v linearnom rozsahu 22% a 59%
(Tabulka 2). VacSina variability analyzy bola sledovana v ramci testovacieho cyklu (Tabulka 3).

Uskutocnil sa test piatich rozli¢nych drovni titracie (medzi 150 cp/ml a 3E6 cp/ml). Po dobu 12 dni vykonali
3 operitori testovacie cykly s 5 replikdatmi. Kazda vzorka presla vSetkymi fazami testu COBAS TagMan HIV-1 Test
(priprava vzorky, amplifikdcia a detekcia). Preto tu uvddzanda presnost odrdza vsetky aspekty testovacej procedury.
V ramci Stadie boli pouZzité dve davky ¢inidiel COBAS TagMan HIV-1.
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Tabulka 2

Celkovd presnost Ddvky 1 a Ddvky 2 sady ddvok

the COBAS TagMan HIV-1 Test vzhladom na % CV

Kit Lot COBAS TaqMan HIV-1 Test
Hladina Dévka 1 Dévka 2
(cp/ml) Celkova odchylka (% CV) Celkova odchylka (% CV)
150 59% 57%
300 46% 39%
3000 26% 28%
300 000 22% 25%
3 000 000 34% 35%
Tabulka 3

Standardné odchylky komponentov.
Hodnoty predstavujii percento celkovej odchylky zodpovedajiice
pre dany komponent ako priemer dvoch ddvok

HIV-1 RNA Clenenie podla| Clenenie podla| V ramci testu Celkova
Koncentracia operatorov testov Standardna
(képie/ml) Odchylka

150 12% 1,5% 86,5% 100%
300 15,5% 3% 81,5% 100%
3000 19% 24% 57% 100%
300 000 18% 27% 55% 100%
3 000 000 23,5% 26,5% 50% 100%

C.

Podla udajov na Obrizku 8 je test COBAS TagMan HIV-1 schopny linedrnej odozvy od 40 (Logy = 1,6)
HIV-1 RNA képii/ml do 1,0E7 (Log; = 7,0) HIV-1 RNA képii/ml. Stadia bola realizovand pri pouZiti dvoch davok
¢inidiel COBAS TagMan HIV-1 so 16-18 replikatmi na jednu hladinu a analyza prebehla v silade s usmerneniami
NCCLS EP6-P. Menovita koncentracia bola stanovend pomocou testu COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test,
version 1.5. Je mozné potvrdit, Ze analyza koreluje s odhadmi vykonanymi pomocou elektonovej mikroskopie,
s koncentraciou antigénu p24, s testom AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, version 1.0 a s analyzou DNA
s rozvetvenym refazcom.39

Linearny rozsah

Obrdzok 8
Linearita testu COBAS TagMan HIV-1 Test
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D. Inkluzivnost

Inkluzivnost testu COBAS TagMan HIV-1 z hladiska podtypov bola testované na troch hladinach podtypov A, B, C,
D, E, F, G a H (Tabulka 4). VSetky testované podtypy pochddzali z panela NED (NIH-ENVA-DOD), zostaveného
Virology Quality Assurance Laboratory za ucelom jeho vyuZitia ako HIV-1 referen¢ného a Standardného panela pre
podtypy40. Ako referenéna metéda bol pouzity test COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, version 1.5, ktorého

vysledky vykazali zhodu s o¢akdvanym poctom virusovych castic virusu EM pre HIV-1 podtypy skupiny M.

Kazdy HIV-1 podtyp bol zriedeny na koncentrécie priblizne 300 cp/ml, 3000 cp/ml a 300 000 cp/ml a pouZil sa test
COBAS TagMan HIV-1 Test. Hladina 3000 cp/ml bola porovnand s testom COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR
Test, version 1.5.

COBAS TagMan HIV-1 Test kvantifikuje HIV-1 podtypy A, C, D, E (CRFO1_AE), F, G a H s hodnotou titricie rovnakou
ako referen¢nd analyza COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, version 1.5 (Obrazok 9).
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Tabulka 4
HIV-1 kultivovany virus pouZity v priebehu tejto §tidie
Podtyp Izolovana latka Povod Pristupové cislo GenBank

A UG273 Uganda L22957

B US2 USA L14574

C SM145 Somalsko L11803, L.22946

D UG270 Uganda L11800

CRFO1_AE CM240 Thajsko U54771, L11761, L14572

F BZ162 Brazilia L11751, L.22084

G HH8793 Kena AF447856

H BCF-KITA DRC (Zair) AF447852
Obrdzok 9

Vykonnost testu COBAS TagMan HIV-1 Test pri HIV-1 podtypoch A aZ H
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Vysledok testu COBAS TagMan HIV-1 Test

Vysledok testu COBAS TaqMan HIV-1 Test
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E. Klinicka Specifickost

Klinicka Specifickost testu COBAS TagMan HIV-1 Test bola stanovend analyzou 100 jednotlivych HIV-1
a 2 séronegativnych plazmovych vzoriek. VSetky vzorky boli pri pouziti testu COBAS TagMan HIV-1 negativne na
HIV-1 RNA. Na zaklade vySSie uvedenych vysledkov je klinicka Specifickost testu COBAS TagMan HIV-1 Test 100%.

F. Analyticka Specifickost

Analytickad Specifickost testu COBAS TagMan HIV-1 Test bola hodnotend pouZitim panelu 36 non-HIV-1
mikroorganizmov alebo DNA naockovanej do Tudskej EDTA plazmy (Tabulka 5). Ziadny z testovanych
mikroorganizmov, virusov alebo purifikovanych kyselin nukleovych nebol po vykonani testu hodnoteny ako pozitivny
na HIV-1 RNA.

Tabulka 5

Vzorky pre analytickii Specifickost
Popis vzorky Popis vzorky
Adenovirus typ 2 (DeltaH6H11) tiplna dizka HTLV-II
Adenovirus typ 3 Herpes Simplex typ I, F
Adenovirus typ 7 Herpes Simplex typ I, HF
Candida Albicans Herpes Simplex typ I, Maclntyre
Cytomegalovirus Davis Herpes Simplex typ II, G
Cytomegalovirus Towne Herpes Simplex typ II, MS
Virus Epstein-Barr RAJI Ludsky DNA virus 11
Virus Epstein-Barr P-3 Ludsky DNA virus 18
Virus hepatitidy A (PA 21) Ludsky DNA virus 6B
HBY, genotyp A Chripka A (A/NJ/8/76)
HBYV, genotyp B Chripka B (B/HK/5/72)
MJ (G11) bunky produkujice HTLV-I Mycobacterium avium
(C5/M1J) bunky produkujice HTLV-I Pneumocystis carinii D&D
Virus hepatitidy C genotyp la Akné Propionibacterium
Virus hepatitidy C genotyp 1b Stafylococcus epidermidis
Virus hepatitidy C genotyp 2a Staphylococcus aureus
Virus hepatitidy C genotyp 2b Varicella-Zoster Ellen
(MoT) bunky produkujice HTLV-II Varicella Zoster Oka

Klinické vzorky od pacientov infikovanych r6znymi ochoreniami (HTLV-1, HTLV-2, HIV-2, HAV, HBV, HCV, EBV)
nevykazali interferenciu s testom COBAS TagMan HIV-1 (Tabulka 6). Virusova infekcia tychto vzoriek bola
kvalitativne vykazand prostrednictvom najmenej jednej z nasledujicich metdd: Western blot, skrin IFA, EIA alebo
PCR. Test COBAS TagMan HIV-1 je Specificky z hladiska amplifikdcie a detekcie HIV-1 RNA taktieZ sa sucasnej
pritomnosti HTLV-1, HTLV-2, HIV-2, HAV, HBV, HCV a EBV.
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Tabulka 6
Analytickd Specifickost vzoriek ziskanych od infikovanych pacientov

Klinicka vzorka Rovnoroda
naockovana HIV-1 Klinicka vzorka (bez HIV-1)
Vzorky Log;( Titer* Log;( Titer*
(HIV-1 RNA cp/ml) (HIV-1 RNA cp/ml)

HTLV-1 3,86 Ciel nebol zisteny
HTLV-2 3,81 Ciel nebol zisteny
HIV-2 4,00 Ciel nebol zisteny
HAV 4,02 Ciel nebol zisteny
HBV 3,94 Ciel nebol zisteny
HCV 3,95 Ciel nebol zisteny
EBV 3,89 Ciel nebol zisteny

Testovacia

kontrolna latka (TC) 3,82 Ciel nebol zisteny

* Priemer desiatich jednotlivych klinickych vzoriek
G. Korelacia platformy

Vykonnost testov COBAS TagMan HIV-1 Test a COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, version 1.5 bola
porovnana analyzou plazmovych vzoriek ziskanych od HIV-1 infikovanych osdb. Realizacia Stidie s klinickymi
vzorkami prebehla v TriCore Reference Laboratories (Albuquerque, NM). Uskutocnila sa analyza 72 vzoriek
s vykdzanou hodnotou titracie medzi 50 cp/ml az 7,5E5 cp/ml a vyuZila sa metdda linedrnej regresnej analyzy.
Vysledky ziskané pomocou testu COBAS TagMan HIV-1 Test a COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, version 1.5
boli podla Obrazka 10 velmi harmonické.

Obrdzok 10
Koreldcia testu COBAS TagMan HIV-1 Test a
COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, version 1.5
pri plazmovych vzorkdch od HIV-1 infikovanych pacientov

6,5
5,5
y = 0,994 x + 0,053
R?=0,942
45

(HIV-1 RNA Képii/ml)

3,5
) d 02
°

2,5 ® °® °

L
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°
\
b ®

Vysledok testu COBAS TaqMan HIV-1 Test

*

1,5
1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6

COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5
Log, | (HIV-1 RNA kopii/mi)
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