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UCEL POUZITI

Test COBAS® TagMan® HIV-1, verze 2.0 (v2.0) pro pouZiti na systému High Pure je in vitro
amplifikaéni test nukleové kyseliny uréeny pro kvantifikaci RNA viru lidského imunodeficitu typu 1
(HIV-1) za pouziti soupravy High Pure System Viral Nucleic Acid pro manualni pfipravu vzorku
a analyzatoru COBAS TaqMan® 48 pro automatizovanou amplifikaci a detekci. Test dokaze
kvantifikovat HIV-1 RNA v rozsahu od 34 do 10 000 000 kopii/ml (57 az 1,7 x 10" mezinarodnich
jednotek/ml). Jedna kopie HIV-1 RNA je ekvivalentni 1,7 + 0,1 mezinarodnich jednotek (IU) dle
1. mezinarodniho standardu pro HIV-1 RNA Svétové zdravotnické organizace (NIBSC 97/656)"2.

Tento test se pouziva ve spojeni s klinickymi Udaji a dal§imi laboratornimi markery postupu nemoci
k ur€ovani klinické terapie pacientt infikovanych virem HIV-1. Pomoci testu je mozné posuzovat
pacientovu prognézu stanovenim vychozi hladiny HIV-1 RNA nebo sledovat Gc€inky antiretrovirové
terapie stanovenim zmén hladin HIV-1 RNA v EDTA plazmé v priibéhu antiretrovirové terapie.

Test COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure neni uréen k ploSnému
vysetiovani krve (skriningu) ¢i krevnich derivati na pfitomnost HIV-1, ani jako diagnosticky
test k potvrzeni infekce virem HIV-1.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Virus lidské imunodeficience (HIV) je etiologickym agens syndromu ziskané imunodeficience
(AIDS)**. Infekce virem HIV se miZe pfenést pohlavnim stykem, stykem s infikovanou krvi Gi
krevnimi derivaty nebo z infikované matky na plodsA V priibéhu tii az Sesti tydnt od vystaveni viru
HIV se u infikovanych jedinct vétsinou vytvori kratkodoby, akutni syndrom s pfiznaky podobnymi
chiipce a spojené s vysokymi hladinami virémie v periferni krvi”'®. U nejvice infikovanych osob
nasleduje obvykle v dobé ét}/? az Sesti tydnu od prvnich symptom( imunitni reakce specificka pro HIV
a pokles virémie v plazmé1 12 Po sérokonverzi se u infikovanych osob obvykle dostavuje klinicky
stabilni asymptomaticka faze, ktera mize trvat i 16ta™"®. Pro asymptomatické obdobi je
charakteristicka pretrvavajici nizka virémie v plazmé'® a postupny pokles CD4" T lymfocyt, coz vede
k zavazné imunodeficienci, etnym oportunnim infekcim, malignitam a smrti'’. Koncentrace vird
v periferni krvi je sice béhem asymptomatické faze infekce relativné nizka, nicméné replikace
a odstranovani viru jsou dynamické procesy, kde je vysoka hodnota produkce viru a infekce bunék
CD4" vyvaZena stejné vysokymi hodnotami virové clearance, odumirani infikovanych bunék
a dog}ggovénl' lymfocytd CD4", coz vede k pomérné stalym hladinam plazmatické virémie a lymfocyt
CD4™ ™.

Kvantitativni méfeni virémie HIV v periferni krvi ukazala, Ze vy$$i hladiny viru mohou byt spojeny se
zvySenym rizikem klinické progrese onemocnéni HIV a Ze snizeni hladiny viru v plazmé muze byt
spojeno se snizenym rizikem klinické progrese®®. Mnozstvi viru v periferni krvi maze byt
kvantifikovano méfenim antigenu HIV p24 v séru, kvantitativni kultivaci HIV z plazmy nebo pfimym
méfenim virové RNA v plazmé pomoci metod amplifikace nukleové kyseliny nebo technologiemi
amplifikace signéluz"'2 .

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachéazi na konci tohoto dokumentu.
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Antigen p24 je hlavni protein jadra HIV a v séru se vyskytuje bud volné nebo vazany na protilatku
proti p24. Volny antigen p24 je mozno méfit komeréni soupravou pro enzymovou imunoanalyzu
(EIA), ovSem jako marker virové zatéZze ma antigen p24 jen omezeny vyznam, protoze je
detekovatelny jen u 20% asymptomatickych pacientd a u 40-50% symptomatickych pacient.
Citlivost testll na antigen p24 sice zvysuji postupy disociace komplexu antigen-protilétka, ale i tak
zUstava tento virovy protein u vétsiny asymptomatickych pacientl nezjistitelny’ 4,

Infekéni HIV v plazmé muze byt kultivovan inokulaci do aktivovanych mononuklearnich bunék
periferni krve (PBMC) od normalnich darct. MnozZstvi se stanovuje inokulaci PBMC se sériovym
fedénim vzorku plazmy. Pro sledovani hladin viru u infikovanych osob ma kvantitativni kultivace
pouze omezeny vyznam, protoZze jen maly podil virovych ¢&asti je infekénich in vitro.
U asymptomatickych osob je infekéni virus ¢asto nedetekovatelnyz“.

RNA HIV v plazmé muiZe byt kvantifikovana pomoci technologii amplifikace nukleové kyseliny,
napiiklad polymerazovou fetézovou reakci (PCR)29'31. Test COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro
pouziti na systému High Pure vyuziva technologii PCR pro dosaZeni maximalni senzitivity
a dynamického rozsahu pro kvantitativni detekci HIV-1 RNA v EDTA nesrazlivé plazmé.

PRINCIPY POSTUPU

Test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure je amplifikaéni test nukleové
kyseliny pro kvantifikaci RNA viru lidského imunodeficitu typu 1 (HIV-1) v lidské plazmé. Test
COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure je zaloZen na tfech zakladnich
procesech: (1) izolace HIV-1 RNA pomoci manualini pfipravy vzorku, (2) reverzni transkripce cilové
RNA k vytvoreni komplementarni DNA (cDNA)*? a (3) simultanni PCR amplifikace® cilové cDNA
a detekce rozstépené, dvojité znacené oligonukleotidové detekéni sondy specifické pro cil.

Test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure vyuziva manuaini pfipravy vzorku
pomoci systému High Pure nasledovanou automatizovanou reverzni transkripci, PCR amplifikaci
a detekci cilové HIV-1 RNA a kvantifikaéniho standardu (QS) HIV-1 Armored RNA. Cinidlo Master Mix
obsahuje pary primerd a sondy specifické pro HIV-1 RNA i HIV-1 QS RNA. Cinidlo Master Mix bylo
vyvinuto pro zajisténi ekvivalentni kvantifikace diverznich izolatl HIV-1. Detekce amplifikované DNA se
provadi pomoci cilové specifickych a QS specifickych, dvojité znacenych oligonukleotidovych sond, které
umozfiuji nezavislou identifikaci amplikonu HIV-1 a HIV-1 QS.

Stanoveni mnozstvi virové RNA HIV-1 se provadi pomoci kvantifikacniho standardu HIV-1 QS. Ten
kompenzuje uginky inhibitord a kontroluje ptipravné a amplifikacni procesy, ¢imz umoziuje presnéjsi
kvantifikaci HIV-1 RNA v kazdém vzorku. HIV-1 QS je neinfekéni Armored RNA konstrukce, ktera
obsahuje vazebni oblasti pro primery HIV-1 v Master Mixu pro test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
a unikatni vazebnou oblast pro sondu, kterd umoziiuje odliSeni amplikonu HIV-1 QS od cilového
amplikonu HIV-1.

HIV-1 QS se pfidava do kazdého vzorku o znamém poétu kopii a prochazi nasledujicimi kroky
pfipravy vzorku, reverzni transkripce, simultanni PCR amplifikaci a detekci $tépenych, dvoijité
znacenych oligonukleotidovych detekénich sond. Analyzator COBAS® TaqMan® 48 vypocitava
koncentraci HIV-1 RNA v testovanych vzorcich tak, Ze u kazdého vzorku a kontroly porovnava signal
HIV-1 se signalem HIV-1 QS.

Volba cilové sekvence

Volba cilové sekvence RNA pro HIV-1 zavisi na identifikaci oblasti v genomu HIV-1, ktera vykazuje
maximalni zachovani sekvenci mezi riiznymi izolaty HIV-1. Aby bylo mozné uréit vysokou genetickou
variabilitu viru, jsou sou€asné zacileny dvé oblasti genomu HIV pro amplifikaci a detekci pomoci testu
COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure. Dvé sondy specifické pro cilovou
sekvenci a jedna pro QS dvojité znaena oligonukleotidova sonda umoziuji nezavislou identifikaci
amplikonu HIV-1 a HIV-1 QS, v2.0. Proto je patficny vybér primerd a dvojit¢ znacenych
oligonukleotidovych sond dulezity pro schopnost testu amplifikovat a detekovat rizné izolaty HIV-1.
Test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure vyuZiva reverzni transkripce
a primery PCR amplifikace, které definuji sekvence ve vysoce konzervované oblasti HIV-1 genu
gag™ a oblast HIV-1 LTR.
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Priprava vzorku

Test COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure zpracovava vzorky EDTA plazmy
a izoluje HIV-1 RNA pomoci generické manudlni pfipravy vzorku zaloZzené na vazbé nukleové kyseliny
na skelna vldkna. Procedura zpracovava 500 pl plazmy. Virové ¢astice HIV-1 jsou rozloZzeny inkubaci pfi
zvysené teploté s protedzou a chaotropnim lytickym/vazebnym pufrem, ktery uvolfiuje nukleové kyseliny
a chrani uvolnénou HIV-1 RNA pred ptsobenim RNaz v plazmé. Protedza a znamy pocet molekul HIV-1
QS Armored RNA jsou pfidany do kazdého vzorku spolu s lytickym cinidlem. Nasledné je k lytické smési
pfidan isopropanol a tato smés je pak centrifugovana ve sloupci s vioZzkou ze skelného vlakna. Béhem
centrifugace jsou HIV-1 RNA a kvantifikacni standard HIV-1 RNA navazany na povrch filtru ze skelného
vlidkna. Nenavazané substance, jako soli, bilkoviny a ostatni bun&tné nedistoty, jsou odstranény
centrifugaci. Absorbované nukleové kyseliny jsou vymyty a eluovany vodnym roztokem. Spotfebni
materidl umoznuje paralelni zpracovavani 12 vzork( nebo jejich nasobkl. Zpracovavané vzorky
obsahujici HIV-1 RNA a HIV-1 QS RNA jsou pfidany k amplifikacni/detekéni smési a pfeneseny do
analyzatoru COBAS® TagMan® 48. Cilové HIV-1 RNA a HIV-1 QS RNA jsou vystaveny reverzni
transkripci a nasledné amplifikovany a simultanné detekovany $tépenim dvou HIV-1 specifickych a jedné
QS specifické, dvojité znacené oligonukleotidové sondy.

Reverzni transkripce a PCR amplifikace

Reverzni transkripce

Reverzni transkripce a amplifikacni PCR reakce je provadéna pomoci termostabilniho rekombinantniho
enzymu DNA polymerazy Z05 druhu Thermus specie Z05. Za ptitomnosti manganu (Mn*) a pi
vhodn;/ch pufrovacich podminkach vykazuje Z05 aktivitu jak reverzni transkriptdzy, tak polymerazy
DNA¥. To umozZiiuje reverzni transkripci a PCR amplifikaci spolu detekci amplikonti v redlném case.

Zpracované vzorky se pfidavaji do amplifikaéni smési v amplifikacnich zkumavkach (K-zkumavkach)
nebo v amplifikacnich zasobnicich (K-zasobnicich), kde probiha jak reverzni transkripce, tak PCR ampli-
fikace. Reakéni smés se zahfiva, aby se downstream primery napojily specificky na cilovou HIV-1 RNA
ana kvantifikaéni standard HIV-1 QS RNA. V pfitomnosti Mn* a nadbytku deoxynukleotid trifosfatt
(dNTPs), mezi néz patfi deoxyadenozin, deoxyguanozin, deoxycytidin, deoxyuridin a deoxythymidin
trifosfaty, polymerizuje Z05 polymeraza hybridizované primery za vzniku vidaken DNA komplementariho
k cilové RNA.

Amplifikace cile

Po reverzni transkripci cilové RNA HIV-1 a RNA kvantifikaéniho standardu RNA HIV-1 se reakéni
smés zahfiva, aby se RNA:cDNA hybrid denaturoval a odhalily se cilové sekvence primeru. Béhem
ochlazovani smési se upstream primery pfipojuji specificky k fetézci cDNA, Z05 primer prodluzuje
a syntetizuje se druhy fetézec DNA. Tim se uzavira prvni cyklus PCR, poskytujici dvoufetézcovou
DNA kopii cilovych oblasti HIV-1 RNA a HIV-1 QS RNA. Reakéni smés se opét zahieje k oddéleni
vysledné dvouvlaknové DNA a exponovani cilovych sekvenci primeru. Pfi chladnuti smési se primery
pripoji k cilové DNA. Z05 v pfitomnosti Mn?" a nadbytku dNTP polymerizuje hybridizované primery
podél cilovych templatd za vzniku molekuly dvouviaknové DNA nazyvané amplikon. Analyzator
COBAS® TaqMan® 48 opakuje automaticky tento proces po uréeny pocet cykld, kdy pfi kazdém cyklu
dojde ke zdvojeni mnozstvi amplikonové DNA. Pozadovany pocet cykli se na analyzatoru COBAS®
TaqMan® 48 predem naprogramuje. Amplifikace probiha pouze v oblastech genomu HIV-1 mezi
primery; cely genom HIV-1 amplifikovan neni.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se dosahuje v testu COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouzti na systému High Pure pouZitim enzymu AmpErase (uracil-N-
glykosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase rozpoznava a katalyzuje destrukci viaken
DNA obsahujicich deoxyuridina“', ale pfitom vynechava DNA obsahujici deoxythymidin. Deoxyuridin se
v piirozené DNA nevyskytuje, je vSak 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 DNA. Jakykoliv nespecificky produkt vytvofeny po inicialni aktivaci Master Mix
manganem je zni€en enzymem AmpErase. Enzym AmpErase, ktery je obsazen ve smési ¢inidla Master
Mix, katalyzuje Stépeni DNA obsahujici deoxyuridin v misté deoxyuridinového zbytku rozevienim
deoxyribozového fetézce v pozici C1. Kdyz je fetézec amplikonové DNA v prvnim tepelné cyklizaénim
kroku zahfivan, $tépi se vpoloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamplifikovatelnou. Enzym
AmpErase zlstava neaktivni po delSi dobu, jakmile je vystaven teplotdm nad 55 °C, tzn. v pribéhu
tepelné cyklizacniho kroku a proto nerozklada cilovy amplikon vznikly po reverzni transkripci a amplifikaci.
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Detekce produkti PCR v testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure

Test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouiti na systému High Pure vyuZiva v realném Gase
probihajici %% pCR technologii. Pouziti dvojit¢ znacenych fluorescenénich sond umoziiuje detekci
akumulace PCR produktd vredlném Case monitorovanim intenzity emise fluorescencéniho barviva
uvolnéného behem amplifikacniho procesu. Sondy se skladaji zHIV-1 a HIV-1 QS-specifickych
oligonukleotidovych sond s oznamovacim a tlumicim barvivem. V testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
pro pouziti na systému High Pure, jsou sondy HIV-1 a HIV-1 QS znageny riiznymi fluorescen¢nimi
oznamovacimi barvivy. Jsou-li tyto dvojité fluorescenéné znacené sondy intaktni, je fluorescence
oznamovaciho barviva potlaena blizkosti tlumiciho barviva kvili pfenosovému vlivu energie Forsterova
typu. Pii PCR hybridizuje sonda s cilovou sekvenci a je rozstépena 5' az 3'nukledzovou aktivitou
termostabilni Z05 DNA polymerazy. Jakmile je oznamovaci a tlumici barvivo uvolnéno a oddéleno,
nedochazi nadale k Utlumu a fluorescence oznamovaciho barviva se zvysi. Amplifikace HIV-1 RNA
aHIV-1 QS RNA je méfena nezavisle pfi riznych vinovych délkach. Tento proces je opakovan po
pfedem uréeny pocet cyklu, pficemz kazdy cyklus efektivné zvySuje emisni intenzitu jednotlivého
oznamovaciho barviva a umoziuje nezavislou identifikaci HIV-1 RNA a HIV-1 QS RNA. PCR cyklus, pfi
némz rustova kiivka zacina exponencialni rist, souvisi s mnozstvim poc¢atecniho materidlu na zacatku
PCR reakce.

Zaklady kvantifikace u testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure

Test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouiti na systému High Pure poskytuje pfesné kvantitativni
vysledky ve velmi Sirokém dynamickém rozmezi, protoZze monitorovani amplikonu je provadéno
v exponencialni fazi amplifikace. Cim vy38i je titr HIV-1 ve vzorku, tim dfiv pfekrogi fluorescence
oznamovaciho barviva HIV-1 sondy zakladni hladinu fluorescence (obrazek 1). ProtoZe je mnoZstvi
HIV-1 QS RNA konstantni ve vSech vzorcich, tak by se méla fluorescence oznamovaciho barviva
sondy HIV-1 QS objevit ve stejném cyklu u vSech vzorkd (obréazek 2). Ve vzorcich, v nichZ je
fluorescence QS postizena, je koncentrace upravena odpovidajicim zpusobem. Objeveni
specifického fluorescencéniho signalu je hlaseno jako kritickd prahova hodnota (Ct). Ct je definovana
jako dilci &islo cyklu, kdy fluorescence oznamovaciho barviva prekroci pfednastavenou prahovou
hodnotu fluorescence (Uréenou fluorescenéni hladinu) a zaéne exponencialni ristovou fazi tohoto
signalu (obrazek 3). Vys$i Ct hodnota znadi nizsi titr inicialni cilové HIV-1 RNA. Dvojnasobny vzestup
titru koreluje s poklesem o 1 Ct pro cilovou HIV-1 RNA, zatimco desetinasobny vzestup titru koreluje
s poklesem o 3,3 Ct.

Obrazek 1 ukazuje cilové rlstové kfivky pro série fedéni viru v rozsahu 5-logso. Jakmile koncentrace
viru narGsta, rlstové kfivky se posouvaji do dfivéjSich cykld. Proto rGstova kfivka nejvice vievo
Obrédzek 1
Cilové ristové krivky pro série fedéni v rozsahu 5-log4
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Obrazek 2 ukazuje rustové kiivky kvantifikaéniho standardu pro vzorky ze sérii fedéni viru v rozsahu
5-logso. MnozZstvi kvantifikaéniho standardu pfidaného do kazdého vzorku je konstantni pro kazdou
reakci. Ct hodnota kvantifikacniho standardu je podobna bez ohledu na titr viru.

Obrézek 2

Rustové krivky kvantifika¢niho standardu pro série Fedéni viru v rozsahu 5-log
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Obrazek 3 ukazuje priklad, jak jsou hodnoty fluorescence v kazdém cyklu normalizovany pro kazdou
ristovou kfivku. Diléi €islo cyklu (Ct) je vypoéitano kde fluorescenéni signal prekro¢i Uréenou

fluorescenéni hladinu.

1,0

0,8

0,6

0,4

Normalizovana fluorescence

0,2

0,0

Obréazek 3
Hodnoty fluorescence v kazdém cyklu jsou normalizovany pro kaZzdou ristovou krivku
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5 Doc Rev. 2.0

05923573041-02CS



Stanoveni mnozstvi HIV-1 RNA

Test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure stanovuje mnoZstvi RNA viru
HIV-1 pomoci druhé cilové sekvence (HIV-1 QS), ktera je do kazdého testovaného vzorku pridana
0 zndmé koncentraci. HIV-1 QS je neinfekéni Armored RNA konstrukce, ktera obsahuje fragmenty HIV-1
sekvenci s vazebnymi oblastmi pro primer identickymi s cilovymi sekvencemi gag HIV-1. HIV-1 QS
generuje také amplifikacni produkt stejné délky a zakladniho sloZeni, jako je cilova gag HIV-1 RNA.
Vazebna oblast pro detekéni sondu pro HIV-1 QS byla modifikovana pro odliSeni amplikonu HIV-1 QS od
cilového gag amplikonu HIV-1.

PFi hybridizaéni fazi PCR reakce v analyzatoru COBAS® TaqMan® 48 jsou vzorky osvétleny
a excitovany filtrovanym svétlem a filtrovana emisni fluorescenéni data jsou shromazdovana pro
kazdy vzorek. Hodnoty pro kazdy vzorek jsou poté korigovany na kolisani hodnot zafizeni. Tyto
hodnoty fluorescence jsou odeslany zafizenim do softwaru AMPLILINK a uloZeny v databazi.
Pre-Checks (kontroly) se pouzivaji pro stanoveni, zda-li HIV-1 RNA a HIV-1 QS RNA data
reprezentuji sady, které jsou platné a indikatorové zalozky jsou generovany v pfipadé, Ze data lezi
mimo nastavené limity. Po dokoné&eni a spInéni v8ech kontrol jsou odecety fluorescence zpracovany
pro generovani Ct hodnot pro HIV-1 RNA a HIV-1 QS RNA. Kalibraéni konstanty specifické pro sérii
poskytované spolu s testem COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouZziti na systému High Pure jsou
pouzivany pro kalkulaci hodnoty titru pro vzorky a kontroly zaloZzené na Ct hodnotach HIV-1 RNA
aHIV-1 QS RNA. Test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure Je
standardizovan vici referenénimu materialu Svétové zdravotnické organizace HIV-1 RNA"%.
Vysledné titry jsou udavany v kopiich/ml. Konverzni faktor mezi udanym poc¢tem HIV-1 RNA kopii/ml
a HIV-1 mezinarodnich jednotek/ml byl stanoven spoleénosti Roche Molecular Systems, Inc. na
hodnotu 0,6 kopii/lU (1,7 IU/kopii).

CINIDLA
High Pure System Viral Nucleic Acid Kit 48 testa
Souprava High Pure System Viral Nucleic Acid
(P/N: 03502295 001)
LYS 2x25ml
(Lyticky/vazebny pufr)
Tris
52% guanidin-HCl
< 1% Urea
20% Triton X-100
Xn : : 52% (hm.) guanidin-HCI
Zdravi Skodlivy
R22: Zdravi $kodlivy pfi poziti.
R36/38: Drazdi o¢i a kizi.
R41: Nebezpeci vazného poskozeni oci.
S24: Zamezte styku s kuzi.
S26: Pii zasazeni o¢i okamzité dukladné vyplachnéte vodou
a vyhledejte Iékaiskou pomoc.
S39: Pouzivejte osobni ochranné prostfedky pro o¢i a oblice;.
CAR 2x2mg

(RNA, lyofilizovana)
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PK
(Proteinaza K, lyofilizovana)
99% Proteinaza K, lyofilizovana

Xn : : 99% Proteinaza K, lyofilizovana

Zdravi $kodlivy
R36/37/38: Drazdi o¢i, dychaci organy a kuzi.

R42/43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi vdechovani a pfi styku s kuzi.

S22: Nevdechuijte prach.

S24/25: Zamezte styku s kiizi a o¢ima.

S26: Pii zasazeni o¢i okamzité dukladné vyplachnéte vodou
a vyhledejte Iékafskou pomoc.

S36/37/39: Pouzivejte vhodny ochranny odév, ochranné rukavice

a ochranné bryle nebo oblicejovy $tit.

IRB

(Pufr na odstrafiovani inhibitort)
Tris
65% (hm.) guanidin-HCI
(pfidejte 20 ml ethanolu)

Xn : : 65% (hm.) guanidin-HCI

Zdravi $kodlivy

R22: Zdravi $kodlivy pfi poZiti.

R36/38: Drazdi o¢i a kazi.

S26: Pii zasazeni o¢i okamzité dukladné vyplachnéte vodou
a vyhledejte |ékafskou pomoc.

WASH
(Promyvaci pufr)
Tris
NaCl
(pfidejte 80 ml ethanolu)

ELB
(Eluéni pufr)

RS

(Stojanova souprava systému High Pure System Viral Nucleic Acid)
Lyticky stojan
Stojan filtracni zkumavky s pfipevnénym odpadnim stojanem
Eluéni stojan
Kryci stojan

WR
(Odpadni stojan High Pure System Viral Nucleic Acid)

05923573041-02CS 7
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COBAS® TagMan® HIV-1 Test, version 2.0 -
(P/N: 05923468 190) m
Priprava vzorku a kontrolni ¢inidla

HIV-1 QS, v2.0
(HIV-1 kvantifika¢ni standard, v2.0)

Pu

fr Tris-HCI

EDTA

< 0,001% Armored RNA konstrukce obsahujici HIV-1 vazebné sekvence primeru
a unikatni vazebnou oblast sondy (neinfekéni RNA v bakteriofagu MS2)

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

HIV-1 H(+)C, v2.0
[HIV-1 vysoce (+) kontrola, v2.0]
< 0,001% Armored RNA konstrukce obsahujici HIV-1 sekvence
(neinfekéni RNA v bakteriofagu MS2)

Negativni lidska plazma, nereaguijici podle testi 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% konzervant ProClin® 300

Xi

X

Drazdivy

Smés 5-chloro-2-metyl-4-izotiazolin-3-on
a 2-metyl-4-izotiazolin-3-on v poméru 3:1

R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kzi.
S24: Zamezte styku s kuzi.
S37: Pouzivejte vhodné ochranné rukavice.

HIV-1 L(+)C, v2.0
[HIV-1 nizce (+) kontrola, v2.0]
< 0,001% Armored RNA konstrukce obsahujici HIV-1 sekvence

Negativni lidska plazma, nereaguijici podle testi na protilatky proti HCV,
protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigenu a HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA

Xi

(neinfekéni

RNA v bakteriofagu MS2)

a HBV DNA nedetekovatelné PCR metodami
0,1% konzervant ProClin® 300

X

Drazdivy

Smés 5-chloro-2-metyl-4-izotiazolin-3-on
a 2-metyl-4-izotiazolin-3-on v poméru 3:1

R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kzi.
S24: Zamezte styku s kuzi.
S37: Pouzivejte vhodné ochranné rukavice.

CTmM

)

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

Negativni lidska plazma, nereaguijici podle test na protilatky proti HCV,
protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigenu a HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA

Xi

a HBV DNA nedetekovatelné PCR metodami
0,1% konzervant ProClin® 300

X

Drézdivy

Smés 5-chloro-2-metyl-4-izotiazolin-3-on
a 2-metyl-4-izotiazolin-3-on v poméru 3:1

R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi.
S24: Zamezte styku s kuzi.
S37: Pouzivejte vhodné ochranné rukavice.

05923573041-02CS 8
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Amplifikacni a detekéni €inidla

HIV-1 MMX, v2.0 2 x 24 testl
(Master Mix COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0) 2x1,4ml

Tricinovy pufr

Hydroxid draselny

Octan draselny

< 20% dimethyl sulfoxid

Glycerol

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

< 0,001% HIV-1 primery

< 0,05% Z05 DNA polymeraza (mikrobialni)

< 0,1% enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza) (mikrobialni)

< 0,001% fluorescencné znacené oligonukleotidové sondy
specifické pro HIV-1 a kvantifikaéni standard HIV-1

0,09% azid sodny

CTM Mn* 2 x 24 testi
(Roztok manganu COBAS® TagMan®) 2x1,0ml

< 1,2% Octan manganaty
Ledova kyselina octova
0,09% azid sodny

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

A
B.

C.

m

xe-zTom

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

Tento test je ur€en pouze pro pouZziti s lidskou plazmou odebranou do antikoagulaéniho ¢inidla
EDTA.
Nepipetuijte usty.

V laboratornich prostorech nejezte, nepijte a nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a s Cinidly ze
soupravy noste ochranné rukavice na jedno pouziti, laboratorni plasté a prostfedek pro
ochranu oéi. Po praci se vzorky a zku§ebnimi ¢inidly si dtikladné umyjte ruce.

Pri odeb:ram aI:kvotmch pod:lu z Iahwcek s ¢inidly dbejte na to, aby nedoslo k mikro-
bidlni nebo r veé A

Doporucuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouZiti a pipetovaci Spicky bez RN&zy.
Nesmésujte dohromady ¢inidla z riznych $arzi, ani z riznych lahvicek téze Sarze.

Nesmésujte dohromady ¢inidla z riznych souprav.

Nespotfebovana ¢inidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi pfedpisy.
Po uplynuti data expirace jiz soupravu nepouzivejte.

Bezpecnostni listy pro materialy (MSDS) za$le na vyzadani Vase mistni pobocka spoleénosti
Roche.

Manipulace se vzorky a kontrolami se musi fidit pravidly pro zachazeni s infekénim
materidlem. Musi byt pouzZivany bezpeéné laboratorni postupy, napr postupy uvedené
v publlkam Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories® a v dokumentu CLSI
M29-A3% . V8echny pracovni plochy dukladné ocistéte a vydezinfikujte Cerstvé pfipravenym
roztokem 0,5% chlornanu sodného v deionizované &i destilované vodeé.

Poznamka: Bézné bélici prostifedky pro domdcnost obvykle obsahuji chlornan sodny
v koncentraci 5,25%. Roztok o koncentraci 0,5% tak ziskdte zredénim
bélidla pro domacnost v poméru 1:10.

UPOZORNENI: CTM (-) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 a HIV-1 H(+)C, v2.0 obsahuji 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 antigenu HIV p24.
Testovani negativni lidské plazmy metodami PCR neprokazalo zadné detekovatelné HIV-1 RNA,
HCV RNA ani HBV DNA. Nicméné Zzadna znama testovaci metoda nepfedstavuje dokonalou
zaruku, Ze se s derivaty z lidské krve nepfenesou néjaka infekéni agens. Proto je tfeba povaZovat
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véechen material lidského plivodu za potencidlné infekéni. S CTM () C, HIV-1 L(+)C, v2.0
a HIV-1 H(+)C, v2.0 je tfeba zachazet jako s infekénim materidlem a pfi praci s nimi je nutno
uplatiiovat bezpe¢né laboratorni postupy, na?h'klad ty, které jsou uvedeny v g)ublikaci Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories % a v dokumentu CLSI M29-A3. V8echny pracovni
plochy dukladné odistéte a vydezinfikujte Cerstvé pripravenym roztokem 0,5% chlornanu sodného
v deionizované Ci destilované vodé.

N. HIV-1 MMX, v2.0, HIV-1 @S, v2.0 a CTM Mn*" obsahuji azid sodny. Ten mize reagovat
s olovénym nebo médénym potrubim a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. Pfi likvidaci
roztokd obsahujicich azid sodny do laboratorniho umyvadla proplachnéte odtok velkym
mnoZstvim vody, abyste tak zabranili vytvareni azidG.

0. P¥i praci s jakymkoliv ¢inidlem pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné
bryle. Dbejte na to, aby se tyto materidly nedostaly do styku s pokozkou, ofima nebo
sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnoZstvim vody.
Pokud by byla tato opatfeni zanedbana, mize dojit k popaleninam. Jestlize se néktera ¢inidla
rozliji nebo rozsypou, roziedte je vodou a dosucha vytfete.

POZADAVKY NA SKLADOVANI A MANIPULACI
Cinidla pro pfipravu vzorku

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

B. Skladujte eluéni pufr (ELB) a lyticky/vazebny pufr (LYS) pfi 15-25 °C. Po otevieni skladujte
ELB a LYS pfi teploté 15-25 °C. Oteviené ELB a LYS musi byt spotfebovany béhem 30 dni
nebo do doby pouZitelnosti na obalu, dle toho, ktera je kratsi.

C. Po pfidani elu¢niho pufru (ELB) k rekonstituované nosicové RNA a proteindze K, skladujte
nespotfebovanou rekonstituovanou nosi¢ovou RNA (CAR) a nespotfebovanou rekonstituovanou
proteindzu K (PK) pfi -15 az -25 °C. Po rekonstituci musi byt nosic¢ova RNA a proteindza K
spotfebovany béhem 30 dnti nebo do doby pouzitelnosti na obalu, dle toho, ktera je kratsi.

D. Po pfidani etanolu uchovaveijte pufr pro odstranéni inhibitorti (IRB) a promyvaci pufr (WASH)
pfi teploté 15-25 °C. Tyto pracovni roztoky jsou stabilni po dobu 30 dnd nebo do doby
pouzitelnosti na obalu, dle toho, ktera je kratsi.

E. Lyticky/vazebny pracovni roztok [lyticky/vazebny pufr s nosiGovou RNA, proteindza K
a HIV-1 @S, v2.0] musi byt spotfebovany okamzité po pfiprave. Jakykoliv nadbytek musi byt
zlikvidovan.

Amplifikacni a detekéni €inidla
Cinidla ani kontroly nezmrazujte.

Skladujte HIV-1 MMX, v2.0, CTM (-) C, HIV-1 L(+)C, v2.0, HIV-1 H(+)C, v2.0, HIV-1 QS, v2.0
a CTM Mn? pii teploté 2-8 °C. Pokud nebyly otevieny, jsou tyto Ginidla stabilni do uvedeného
data pouzitelnosti. Po otevieni pro odebrani alikvotni ¢asti pro velikost $arze o 12 vzorcich,
uskladnéte zbyvajici HIV-1 MMX, v2.0, HIV-1 L(+)C, v2.0, HIV-1 H(+)C, v2.0, HIV-1 QS, v2.0
aCTM Mn* pii teploté 2-8°C. Po otevieni jsou HIV-1 MMX, v2.0, HIV-1 L(+)C, v2.0,
HIV-1 H(+)C, v2.0, HIV-1 QS, v2.0 a CTM Mn?" pii teploté 2-8 °C stabilni po dobu 30 dnii nebo
do doby pouZitelnosti na obalu, dle toho, ktera je kratsi.

Po otevreni je tfeba jakoukoliv nespotfebovanou ¢ast CTM (=) C zlikvidovat.

Pracovni Master Mix (pfipraveny pfidanim CTM Mn®* do HIV-1 MMX, v2.0) musi byt
uchovavan pii teploté 2-8 °C v temnu. Pfipravené vzorky a kontroly musi byt pfidany béhem
2 hodin od pfipravy pracovniho Master Mixu.

Zpracované vzorky a kontroly jsou stabilni az 2 hodiny pfi teploté 4-30 °C.

S amplifikaci je tfeba zaéit do 1 hodiny od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly
pfidany do pracovniho Master Mix.
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DODAVANY MATERIAL
Cinidla pro pFipravu vzorku

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

LYS

(Lyticky/vazebny pufr)

CAR

(Nosi¢ova RNA)

PK

(Proteinaza K)

IRB

(Pufr na odstrariovani inhibitort)

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® HIV-1 Test, v2.0
(P/N: 05923468 190)

HIV-1 QS, v2.0

(HIV-1 kvantifika¢ni standard)

HIV-1 H(+)C, v2.0

[HIV-1 High (+) kontrola]

HIV-1 L(+)C, v2.0

[HIV-1 Low (+) kontrola]

CTM(-)C

[Negativni kontrola COBAS® TagMan® (lidska plazma)]
HIV-1 MMX, v2.0

(Master Mix COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0)

CTM Mn®*
(Roztok manganu COBAS® TagMan®)

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY
Vybaveni a software

Analyzator COBAS® TagMan® 48
Software AMPLILINK, verze 3.3
Datova stanice pro software AMPLILINK s tiskarnou

Prirucka pro analyzator COBAS® TagMan® 48 pro pouZiti s aplikaéni pfiruckou pro
software AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3

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

Drzak K-nosice (P/N: 03287696001)
Pfemistova¢ K-nosicu (P/N: 03517519001)
Uzaviraci nastroj K-zasobnika (P/N: 03339904001)
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. Nosi¢ K-zasobniku (P/N: 03341488001)
. Motorizovany vic¢kovaé K-zkumavek (P/N: 03516539001)
. K-nosi¢ (P/N: 28150397001)

Spotiebni material

. Box s K-zasobniky 24 ks (P/N: 03343146001)

. Box s K-zkumavkami v po¢tu 12 x 96 (P/N: 03137082001)
Pozadavky na centrifugu

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

. Vychylujici rotor centrifugy Sigma P/N: 11118 (véetné 2 nadob P/N: 13218 a 2 drzaku
desti¢ek 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 lep$i

. Nastavitelné pipetory:* (objem 250 ul a 1000 pl) s aerosolovou bariérou nebo $pickami
bez RNazy s pfimym vypuzovanim

. Pipetovaci pomucka: Drummond (P/N: 4-000-100) nebo ekvivalentni

. Vodni lazef nastavena na 50 °C (+ 2 °C)

. Vyhtivaci blok nastaveny na 70 °C (+ 2 °C)

. Jednorazové sérologické sterilni pipety : 5, 10 a 25 ml

. Sterilni polypropylenové kénické zkumavky; 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 lazeri a vyhfivaci blok

* Pipetory musi byt pfesné na 3% jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno, musi byt pouZity Spicky
s aerosolovou bariérou nebo s pfimym vypuzovanim bez RNazy, aby se zabréanilo vzajemné
kontaminaci vzorku a amplikonu.

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU
Poznamka: Zachazejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infek¢nim materialem.

Poznémka: Tento test je validovdn pouze pro pouzivani s lidskou plazmou odebranou do
EDTA jako antikoagulantu. Testovani jinych typu vzorku muzZe vést k nepfesnym
vysledkum.

A Odbér vzorku

Test COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure se pouziva pouze pro vzorky
EDTA plazmy. Krev se odebira do sterilnich zkumavek s obsahem EDTA jako antikoagulantu
a adekvatné promichana podle pokynt vyrobce zkumavky. Je mozné pouzit zkumavky s uzavérem
levandulové barvy EDTA nebo zkumavky s uzavérem bilé barvy pro pfipravu plazmy BD Vacutainer®
PPT™ (zkumavka BD PPT™). Zkumavka BD PPT™ obsahuje suchou K,EDTA a separacni gel. Na
obrazku 4 je srovnani titru viru HIV-1 RNA vzorkd odebranych do zkumavek s uzavérem levandulové
barvy a do zkumavek BD PPT™ od 39 darcl pozitivnich na HIV-1. Zkumavky BD PPT™ byly
odebrany, odstfedény, dekantovany a plazma byla zmraZena do 6 hodin po odbéru.
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Obrazek 4
Srovnani virové zatéze HIV-1 RNA ve zkumavkéch s levandulovym uzavérem
a zkumavkdch pro pfipravu plazmy BD Vacutainer® PPT™
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Zkumavka s levandulovym uzavérem
logo (HIV-1 RNA kopii/ml)

Zkumavky EDTA s levandulovym uzavérem

Po smichani dle pokynu vyrobce zkumavek skladujte plnou krev odebranou do EDTA zkumavek
s levandulovym uzavérem pii 2-25 °C ne déle neZ 24 hodiny. Separujte plazmu od bunéénych
komponent do 24 hodin od odbéru, a to odstfedovanim za pokojové teploty po dobu 20 minut pfi
otackach 800-1600 x g. Plazmu prevedte do sterilni polypropylenové zkumavky. Obrazek 5 ukazuje
vliv skladovacich podminek piné krve na titr HIV RNA méfeny testem COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
pro pouziti na systému High Pure. PIna krev byla odebrana do zkumavek s levandulovym uzavérem
od normalnich darct a HIV-1 byl pfidan do HIV-1 RNA titru pfiblizné 330 kopii/ml. Pfipravené
alikvotni podily byly skladova'ng v rtiznych podminkach, zpracovany s plazmou a poté testovany
pomoci testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure.
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Obrazek 5
Stabilita HIV-1 v pIné krvi odebrané do EDTA zkumavek
s levandulovym uzdvérem pred separaci plazmy
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Zkumavky pro pfipravu plazmy BD Vacutainer® PPT™

Po smichani dle pokynt vyrobce zkumavek skladujte plnou krev odebranou do zkumavek BD PPT™
pfi 2-25 °C ne déle nez 24 hodiny. Michani nebo manipulace se zkumavkami BD PPT™ jinym nez
uvedenym zplsobem muze vést k odchylkam vysledk( virové naloZze HIV-1. Separujte plazmu od
bunéénych komponent do 24 hodin od odbéru, a to odstfedovanim v centrifuze s vychylujicim
rotorem za pokojové teploty po dobu 20 minut pfi otackach 1100 x g. Plazmu pfevedte do sterilni
polypropylenové zkumavky. Obrazek 6 ukazuje vliv skladovacich podminek plné krve na titr HIV-1
RNA méfeny testem COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure. PIna krev
byla odebrana od darct pozitivnich na HIV-1 do jedné zkumavky s levandulovym uzavérem a do péti
zkumavek BD PPT™. Po promichani byly zkumavky skladovany za podminek uvedenych na obr. 6.
Poté byla plazma separovana a zmrazena az do okamziku testovani pomoci testu COBAS®
TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure.

Obrézek 6
Stabilita HIV-1 v piné krvi odebrané do zkumavek
pro pFipravu plazmy BD Vacutainer® PPT™ pred separaci plazmy
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B. Preprava vzorku

Pii prepravé plné krve nebo plazmy je tfeba dodrzovat celostatni resp. mistni predpisy o dopravé
etiologickych agens’ 0. PIna krev se prepravuje za teplot 2-25 °C a musi se zpracovat do 24 hodin od
odbéru. Plazma se mlze prepravovat pii teploté 2-8 °C nebo ve zmrazeném stavu pfi
teplotach -20 °C az -80 °C.

C. Uchovavani vzorku

Vzorky plazmy je mozno uchovavat pfi pokojové teploté maximalné 1 den, pfi teploté 2-8 °C do
6 dnl nebo ve zmrazeném stavu pfi teplotach -20 °C az -80 °C. Doporucuje se uchovavat vzorky
v alikvotnich podilech po 800-900 pl ve sterilnich polypropylenovych zkumavkach o objemu 2,0 ml
se Sroubovacim uzavérem (napf. Sarstedt P/N: 72 694.006). Obrazek 7 ukazuje vysledky studie
stability provadéné pomoci testu COBAS® TaqMan HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure na
vzorcich plazmy od normalnich darcu, s HIV-1 pfidanym do HIV-1 RNA titru pfiblizné 124 kopii/ml.

Obrazek 7
Stabilita HIV-1 v EDTA plazmé
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Vzorky plazmy mohou byt zmrazeny a rozmrazeny maximalné pétkrat bez vyznamné ztraty HIV-1
RNA. Obrazek 8 ukaZUJe vysledky studie stability pfi zmrazeni-rozmrazeni provadéné pomoci testu
COBAS® TaqMan HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure na vzorcich plazmy od normalnich
darcu, s HIV-1 pfidanym do HIV-1 RNA titru pfiblizné 124 kopii/ml.

Obrézek 8
Stabilita HIV-1 v EDTA plazmé pfi zmrazeni a rozmrazeni
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NAVOD K POUZITI
Poznamka: Detailni provozni pokyny, popls k tlsku vysledku a k interpretaci priznakd,

komentara a chybovych hlas te v uzi Iské prirucce pro zarizeni
COBAS® TaqMan 48 pro pouziti s aphkacm priruckou softwaru AMPLILINK,
verze 3. 2 a 3.3 a s aplikacni priruckou softwaru AMPLILINK verze 3.3 k zarlzenl
COBAS® AmpliPrep, analyzitoru COBAS® TaqMan analyzatoru COBAS®

TaqMan 48 a analyzatoru COBAS® AMPLICOR® a zafizeni cobas p 630.

Poznamka: VsSechna amplifika¢ni a detekcni Cinidla musi byt pred pouZitim pri pokojové
teploté. Vyjméte je z teploty 2-8 °C minimalné 30 minut pred pouZitim.

Poznaémka: Vzorky pl; y a kontrol musi byt pred pouZitim temperovany po dobu
15-30 minut na teplotu okoli.

Poznémka: Kde je tak uvedeno, pouzivaji se pipetory se Spickami s aerosolovou bariérou nebo
s pfimym vypuzovanim. Vénujte maximalni pozornost zabranéni kontaminace.

Velikost cyklu

Kazda souprava obsahuje dostate¢né mnozZstvi ¢inidla na &tyfi cykly o 12 testech, které mohou
probihat zvlast nebo soucasné. Jeden replikat, kazdy z CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 a HIV-1 H(+)C,
v2.0 musi byt zahrnut do kazdého cyklu testu s az 24 vzorky a kontrolami (viz ¢ast ,Kontrola kvality”).
Amplifikaéni a detekéni Cinidla jsou balena v 24-testovych lahvickach na dvé pouZiti. Pro co
nejefektivnéjSi vyuziti je vhodné zpracovavat Cinidla, vzorky i kontroly v davkach, jez jsou nasobky 12.

Priprava vzorku a kontroly

Poznamka: Pouzivéte-li zmrazené vzorky plazmy, ponechejte je pri pokojové teploté dokud
kompletné nerozmrznou a nechte je 5-10 sekund pred pouZzitim viFit.

Poznamka: UmozZnéte, aby cinidla pred dalSim postupem dosdhla teploty okoli. Predehrejte
vyhfrivaci blok(y) na teplotu 70 °C (% 2 °C) a vodni lazeri na teplotu 50 °C (x 2 °C)
predtim, nez zahdjite purifikacni reakce.

A Priprava ¢inidel

Poznamka: Pripravte lyticky/vazebny pracovni roztok aZ poté, co nechdte teplotu vSech
vzorku a kontrol vyrovndvat na okolni teplotu po dobu 15-30 minut.

1. Pripravte pufr pro odstranéni inhibitort pipetovanim 20 ml 96—100% ethanolu do pufru pro
odstranéni inhibitord (IRB). Promichejte 5-10nasobnym obracenim. To zajisti dostatek
rekonstituovaného pufru pro odstranéni inhibitoru na 48 testu.

2. Pripravte promyvaci pufr pipetovanim 80 ml 96-100% ethanolu do promyvaciho pufru
(WASH). Promichejte 5-10nasobnym obracenim. To zajisti dostatek rekonstituovaného
promyvaciho pufru na 48 testu.

3. Predehrejte 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. Elu¢ni objem na
vzorek je 75 pl. Pfedehfejte objem uvedeny v tabulce nize dle poctu testd.

Pocet replikata

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

Pocet replikatt
Cinidlo 12 24

Isopropanol (ml) 5,0 10,0
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5.

Napipetujte 500 pl eluéniho pufru (ELB) do nosi¢ové RNA (CAR). Vymérite uzaveér, ototte
lahvickou a pak ji michejte, dokud se veskera nosicova RNA nerozpusti. Rekonstituovana
nosi¢ova RNA je dostacujici pro 24 testu. Nepouzity objem rekonstituované nosi¢ové RNA
muze byt uchovavan pfi teploté -15 az -25 °C po dobu maximalné 30 dni nebo do doby
pouzitelnosti, dle toho, ktera doba je kratsi.

Pipetujte 5,0 ml elu¢niho pufru (ELB) do proteinazy K (PK). Vymérite uzavér, otoéte lahvickou
a pak ji michejte vifenim, dokud se veSkera proteindza K nerozpusti. Rekonstituovana
proteindza K je dostacujici pro 24 testl. NepouZity objem rekonstituované proteindzy K muze
byt uchovavan pfi teploté -15 az -25 °C po dobu maximalné 30 dni nebo do doby pouzitelnosti,
dle toho, ktera doba je kratsi.

Pripravte lyticky/vazebny pracovni roztok nasledujicim zpUsobem pipetovanim objemu
uvedenych v nasledujici tabulce dle podtu vzorku a kontrol, které maji byt zpracovany.

Pocet replikatt
Cinidla 12 24
Lyticky/vazebny pufr (ml) 7,0 14,0
Nosi¢ova RNA (ul) 140 280
HIV-1 QS, v2.0 (ul) 84 168
Proteinaza K (ml) 1.4 2,8

Poznamka: Objem HIV-1 QS, v2.0 je specificky pro test COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro

pouZiti na systému High Pure.

Poznamka: Pokud je tfeba pouZit zmrazenou rekonstituovanou nosicovou RNA nebo

proteinazu K, rozpustte je pfi pokojové teploté a pred pouZitim je nékolikrat
obratte.

e  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.

e Vifenim michejte HIV-1 QS, v2.0 po dobu 3-5 sekund a pfidejte uvedeny objem HIV-1 QS,
v2.0 do zkumavky obsahujici lyticky/vazebny pufr a rekonstituovanou nosi¢ovou RNA.

. Zkumavku uzaviete a dobfe promichejte tak, Ze ji 10-15krat prevratite. NEMICHEJTE
vifenim — vifeni vytvafi v roztoku bubliny.

e  Pridejte uvedeny objem rekonstituované proteinazy K do zkumavky obsahujici
lyticky/vazebny pufr.

. Zkumavku uzaviete a dobfe promichejte tak, Ze ji 10-15krat prevratite. NEMICHEJTE
vifenim — vifeni vytvari v roztoku bubliny. Za¢néte rozdélovat lyticky/vazebny pracovni
roztok okamzité po pfidani a michani proteinazy K s lytickym/vazebnym pufrem.

*  Nepouzity lyticky/vazebny pufr (LYS) mlZe byt uchovavan pfi teploté 15 az 25 °C po dobu
maximalné 30 dni nebo do doby pouzitelnosti, dle toho, ktera doba je kratsi. Nespotfebovany
lyticky/vazebny pracovni roztok je tfeba zlikvidovat.

Priprava vzorku a kontroly

Poznamka: Pro tuto proceduru jsou doporucovdny nastavitelné pipetory se Spickami

odolnymi vici aerosolum.

Poznamka: V krocich 1, 14, 16, 19 a 22 muZe byt pouZita opakovaci pipeta s vhodnou velikosti

sterilni kombinované Spicky. Je vsak treba ddvat velky pozor, aby se predeslio
rozstfiknuti ¢inidel a zkfizené kontaminaci.

Poznamka: Dévejte si pozor, aby béhem celého postupu nedoslo k rozstriknuti lytického/

vazebného pracovniho roztoku, vzorku, kontroly a izopropanolu na nalepovaci
oblast mezi jamku a vicko na okraji kazdé jamky.
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Poznamka: Pouzivejte rukavice, které obsluze dobre padnou. Casto mérite rukavice, zvldsté

po manipulaci s pozitivnimi kontrolami a otevieni plnych zkumavek z lytického
stojanu. Nikdy se nedotykejte se vnitini ¢asti vicek (napf. pfi otevirani nebo
zavirani).

1.

dmka: Pri ipulaci se soupravami kontrol a klinickymi vzorky vloite negativni

kontrolu pred zpracovanim soupravy pozitivnich kontrol.

Pipetujte 625 pl lytického/vazebného pracovniho roztoku do kazdé jamky v lytickém stojanu
(I, transparentni). Zabrarite pokapani nalepovaci oblasti mezi jamkou a vickem na okraji kazdé
jamky. Jemné =zatlatte na vitka tak, aby pfikryvala jamky. Nepouzivejte zamykaci
mechanizmus.

PFi postupném otevieni vzdy jen jedné jamky opatrné pipetujte 500 pl vzorku nebo kontroly do
odpovidajici jamky. Zabrarite pokapani nalepovaci oblasti mezi jamkou a vickem na okraji
kazdé jamky. Po pfidani kazdého vzorku nebo kontroly pfitlaéte vicko. Zacnéte u zavésu vicka
a jemné piitlaéte smérem dolu. Pokradujte v jemném tlaku pres stfed vitka a zabezpecenim
zamykaciho mechanizmu pevné uzaviete jamku.

Poté, co byly pfidany vSechny vzorky a kontroly, promichejte napinény lyticky stojan vifenim
po dobu pfiblizné 10 sekund. Nemichejte pfili§ prudce. Vizualné si ovéfte, Ze byly vSechny
jamky dobfe vifenim promichany.

Opatrné umistéte lyticky stojan do vodni 1azné predehfaté na 50 °C (+ 2 °C), tak aby nedoslo
k vystfiknuti. Inkubujte lyticky stojan 10 minut. BEhem inkubace by mél byt lyticky stojan
ponofeny, ale nesmi plavat. Ujistéte se, Ze horni ¢ast lytického stojanu mezi jamkami zUstane
béhem inkubace sucha. Po vynéti z vodni lazné peclivé osuste horni i spodni ¢ast lytického
stojanu.

Centrifugujte lyticky stojan po dobu 10-20 sekund pfi nastaveni 4600 x g v mikrotitracni
desti¢kové centrifuze. Centrifuga nemusi dosahnout nastavenou rychlost. Zrakem zkontrolujte
hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda nedo$lo k zadnému Uniku. Jestlize zjistite unik,
nepokracuijte.

Vzdy v jednom okamziku méjte otevienou jen jednu jamku. Jemnym tlakem na zavés vic¢ka
uvolnéte zamykaci mechanizmus, zvednéte vicko jamky a do kazdé jamky napipetujte 350 pl
isopropanolu. Vzdy po pfidani mirnym tlakem na vicko smérem od zavésu vicka uzaviete
jamku. Pokracujte v jemném tlaku pfes stfed vicka a zabezpecenim zamykaciho mechanizmu
pevné uzaviete jamku.

Poznamka: Objem izopropanolu je specificky pro kazdy test COBAS® TaqMan®.

7.

Zrakem zkontrolujte, zda jsou v8echny jamky uzaviené. Michejte vzorky pfevracenim stojanu
tfikrat a naslednym vifenim stojanu po dobu pfiblizné 10 sekund. Nemichejte pfili§ prudce.
Vizualné si ovérte, Ze byly vSechny jamky dobfe vifenim promichany.

Centrifugujte lyticky stojan po dobu 10-20 sekund pfi nastaveni 4600 x g v mikrotitrani
destickové centrifuze. Centrifuga nemusi dosahnout nastavenou rychlost. Zrakem zkontrolujte
hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda nedoSlo k zadnému Uniku. Jestlize Zzjistite unik,
nepokracujte.

VZzdy v jednom okamziku méjte otevienou jen jednu jamku. Jemnym tlakem na zavés vicka
uvolnéte zamykaci mechanizmus, zvednéte vicko jamky a do odpovidajicich jamek na stojanu
filtrani zkumavky (Il, Zluty) s pfipevnénym odpadnim stojanem (bily) pfeneste 750 pl smési
vzorku nebo kontroly. Po pfidani smési kazdého vzorku nebo kontroly pfitlacte vicko. Zaénéte
u zavésu a jemné pritlacte smérem dolu. Pokracujte v jemném tlaku pres stfed vicka
a zabezpecenim zamykaciho mechanizmu pevné uzaviete jamku.

Po pfidani vSech vzorki nebo kontrol centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po
dobu 2 minut pfi 4600 x g v mikrotitratni destickové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu
kapaliny v kazdé jamce, zda nedo$lo k Zadnému uniku. Jestlize zjistite unik, nepokracuijte.

Vzdy v jednom okamziku méjte otevienou jen jednu jamku. Jemnym tlakem na zavés vicka
uvolnéte zamykaci mechanizmus, zvednéte vicko jamky a do odpovidajicich jamek na stojanu
filtrani zkumavky pfeneste zbyvajici smés vzorku nebo kontroly. Po pfidani smési kazdého
vzorku nebo kontroly pfitlacte vitko. Zaénéte u zavésu a jemné pfitlaéte smérem dolu.
Pokracujte v jemném tlaku pfes stfed vicka a zabezpecenim zamykaciho mechanizmu pevné
uzaviete jamku. Lyticky stojan odpovidajicim zpusobem zlikvidujte.
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20.

21.

22.

Centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po dobu 2 minut pfi 4600 x g v mikrotitraéni
destickové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda nedo$lo
k zadnému uniku. Jestlize Zjistite tnik, nepokraduijte.

Vyjméte stojan filtracni zkumavky z odpadniho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni na
horni strané stojanu filtracnich zkumavek. Znehodnotte odpadni stojan. Vyméiite za novy
odpadni stojan a zasadte stojan filtracnich zkumavek do odpadniho stojanu.

Oteviete vSechna vicka stojanu filtracnich zkumavek a pipetujte 400 pl pufru pro odstranéni
inhibitorG (IRB) po sténé kazdé jamky. Nedotykejte se stran jamky. Po pfidani pufru pro
odstranéni inhibitorli do vSech jamek pfitladte kazdé vicko. Za¢néte u zavésu vicka a jemné
pitlaéte smérem dolG. Pokracujte v jemném tlaku pfes stfed vicka a zabezpeenim
zamykaciho mechanizmu pevné uzaviete vicko.

Centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po dobu 2 minut pfi 4600 x g v mikrotitracni
destiCkové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda nedo$lo
k zadnému uniku. Jestlize zjistite unik, nepokraduijte.

Otevrete vSechna vicka stojanu filtracnich zkumavek a pipetujte 700 pl promyvaciho pufru (WASH)
po sténé kazdé jamky. Nedotykejte se stran jamky. Po pfidani promyvaciho pufru do vSech jamek
pritlacte kazdé vicko. Zagnéte u zavésu vicka a jemné pritlacte smérem dold. Pokracujte v jemném
tlaku pres stfed vicka a zabezpecenim zamykaciho mechanizmu pevné uzaviete vicko.

Centrifugujte soustavu stojanu filtraéni zkumavky po dobu 2 minut pfi 4600 x g v mikrotitracni
destickové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda nedo$lo
k zadnému uniku. Jestlize Zjistite tnik, nepokraduijte.

Vyjméte stojan filtracni zkumavky z odpadniho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni na
horni strané stojanu filtracnich zkumavek. Znehodnotte odpadni stojan. Vyméiite za novy
odpadni stojan a zasadte stojan filtracnich zkumavek do odpadniho stojanu.

Oteviete vSechna vicka stojanu filtraénich zkumavek a pipetujte 700 pl promyvaciho pufru
(WASH) po sténé kazdé jamky. Nedotykejte se stran jamky. Po pfidani promyvaciho pufru
do vSech jamek piitlacte kazdé vicko. Zacnéte u zavésu vicka a jemné piitlacte smérem dolu.
Pokracujte v jemném tlaku pfes stfed vicka a zabezpecenim zamykaciho mechanizmu pevné
uzavrete vicko.

Centrifugujte soustavu stojanu filtradnich zkumavek po dobu 3 minut pfi 4600 x g
v mikrotitraéni destickové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda
nedoslo k zadnému Uniku. Jestlize zjistite unik, nepokracujte.

Vyjméte stojan filtracni zkumavky z odpadniho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni na
horni strané stojanu filtraénich zkumavek. Umistéte stojan filtracni zkumavky do elu¢niho
stojanu (IlIA, modry) a zasadte stojan filtracni zkumavky do eluéniho stojanu. Znehodnotte
odpadni stojan odpovidajicim zptusobem.

Otevrete vSechna vicka stojanu filtraénich zkumavek a pipetujte 75 pl pfedehfatého eluéniho
pufru (ELB) do stfedu kazdého filtru, aniz byste se ho dotkli.

Poznamka: Nepridavejte elucni pufr davkovanim po sténé jamky.

23.

24.

25.

26.

Po pfidani eluéniho pufru do vS8ech jamek pfitlacte kazdé vicko. Zacnéte u zavésu vicka
a jemné pritlacte smérem doll. Pokracujte v jemném tlaku pres stied vicka a zabezpecenim
zamykaciho mechanizmu pevné uzaviete vicko.

Eluéni stojan inkubujte pfi pokojové teploté po dobu minimalné 3 minut po pfidani eluéniho
pufru do posledni jamky.

Centrifugujte soustavu stojanu filtraénich zkumavek po dobu 3 minut pfi 4600 x g
v mikrotitraéni destickové centrifuze. Zrakem zkontrolujte hladinu kapaliny v kazdé jamce, zda
nedoslo k zadnému Uniku. Jestlize zjistite unik, nepokracujte.

Vyjméte stojan filtracnich zkumavek z eluéniho stojanu stisknutim obou uzaviracich spojeni na
horni strané stojanu filtraéni zkumavky. Znehodnotte stojan filtracnich zkumavek
odpovidajicim zptsobem.

Umistéte kryci stojan (l1IB, modry) do elu¢niho stojanu (A, modry). Silné stisknéte a uzaviete
spojeni na elué¢nim stojanu. Mirnym tlakem na vi¢ko smérem od zavésu vika uzavrete jamku.
Pokracujte v jemném tlaku pfes stfed vicka a zabezpecenim zamykaciho mechanizmu pevné
uzavrete vSechna vicka.
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27.  Zpracované vzorky a kontroly jsou pouzivany pfimo pro PCR. Pouzijte 50 pl zpracovanych
vzorkd a kontrol pro amplifikaci. Pfidejte zpracované vzorky a kontroly k pracovnimu Master
Mix do 2 hodin od ukonéeni pfipravy vzorku a kontroly. Amplifikujte zpracované vzorky
a kontroly béhem 1 hodiny po pfidani vzork a kontrol do pracovniho Master Mixu a béhem
3 hodin od dokonceni pfipravy vzorku.

Poznamka: Zpracované vzorky HIV-1 mohou byt uchovavany pri teploté 4-30 °C po dobu az
2 hodin pred pridanim pracovniho Master Mixu a mohou byt pfidény do
pracovniho Master Mixu aZ 1 hodinu pred amplifikaci.

Reverzni transkripce, amplifikace a detekce

Poznamka: K-nosice a driik K-nosice by mély byt otfeny tkaninou nepoustéjici vlas
navlhéenou do 70% roztoku isopropanolu.

C. Priprava ¢inidel

Poznamka: Vzorky a kontroly zpracované pomoci éinidel Master Mix COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0 (HIV-1 MMX, v2.0), ,,Pracovni Master Mix“ (pracovni MMX) a Pracovni Master
Mix Plus jsou citlivé na svétlo. Chrarite tato ¢inidla pred svétlem.

Poznamka: Master MIX COBAS® TaqMan HIV-1, v2.0 (HIV-1 MMX, v2.0) a roztok manganu
COBAS® TaqMan (CT™M Mn? *) musi byt temperovany pFi pokojové teploté po
dobu alespori 30 minut pred pripravou pracovniho Master Mixu.

Poznémka: Po dokonceni pripravy vzorku a kontroly pfipravte pracovni MMX.

Poznamka: Zpracované vzorky jsou stabilni az 2 hodiny pred pridanim pracovniho MMX.
Poznémka: Pracovni MMX musi byt pouZit do 2 hodin od pripravy.

Poznamka: Jakmile jsou zpracované vzorky a kontroly pridany do pracovniho MMX, musi byt
amplifikace zapocata do 1 hodiny.

1. Temperujte jednu lahvi€ku HIV-1 MMX, v2.0 a jednu lahvicku CTM Mn® na teplotu okoli po
dobu minimalné 30 minut.

2. Umistéte K-nosi¢ nebo nosi¢ K-zasobniku do drzaku na K-nosic.

3. VloZzte nové K-zkumavky nebo novy K-zasobnik do K-nosi¢e nebo nosi¢e K-zasobniku bez
toho, abyste se dotkli stran K-zkumavek.

Poznamka: Ma-li byt zpracovdno méné nez 24 zkumavek, musi byt obsazeny pozice 1, 2, 5,
20, 23 a 24 pro vyvaZeni K-nosice v termocykleru. Pri pouZiti K-zasobniki neni
nutné termocykler vyvaZovat.

4. Otevrete K-zkumavky pomoci zafizeni pro manipulaci s vicky K-zkumavek.

5. Pripravte pracovni MMX dle nasledujiciho navodu:

Na 24 testd, pridejte 170 ul CTM Mn?* do jedné lahvigky s HIV-1 MMX, v2.0. Lahvicku zaviete

a dobfe promichejte pfevracenim 10x. Vifeni k promiseni pracovniho MMX nepouZivejte.
Pracovni Master Mix chrarite pfed svétlem a spotfebujte do 2 hodin od pFipravy.

Na 12 testt, odeberte 660 pl HIV-1 MMX, v2.0 a umistéte do zkumavky o objemu 2 ml. Pfidejte
80 ul CTM Mn* do zkumavky o objemu 2 ml obsahujici HIV-1 MMX, v2.0, zkumavku zavickujte
a dobfe promichejte oto¢enim 10x. Pracovni MMX chrarite pred svétlem a spotfebujte do 2 hodin.
Uskladnéte zbyvajici nepouzity HIV-1 MMX, v2.0 a CTM Mn*v originalnich lahvikach pfi teploté
2-8 °C. Po otevfeni jsou HIV-1 MMX, v2.0 a CTM Mn?* stabilni po dobu 30 dnui pi teploté 2-8 °C
nebo do uplynuti doby pouZitelnosti, dle toho, ktera je kratsi.

Poznimka: Objem CTM Mn** je specificky pro test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti
na systému High Pure.
6. Odpipetujte 50 pl pracovniho MMX do kazdé K-zkumavky nebo jamky K-zasobniku.
7. Z kazdého zpracovaného vzorku a kontroly odméfte 50 pl do pfislu§né K-zkumavky nebo
jamky K-zasobniku obsahujici pracovni MMX; pouzijte k tomu mikropipetor se $pi¢kou
s aerosolovou bariérou nebo s pfimym vypuzovanim. Jemné promichejte kazdy vzorek nebo
kontrolu nahoru a dol tfikrat pomoci mikropipetoru, ktery nevytvari bubliny.
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Opakujte krok 7 pro kazdy zpracovany vzorek a kontrolu, dokud neni v8e preneseno do
K-zkumavek. Pro kazdy vzorek a kontrolu pouzijte novou Spi¢ku. Provedte vizudlni kontrolu
pfitomnosti bublinek a dle potfeby je odstrarite. Uzaviete K-zkumavky nebo K-zasobniky
pomoci pomoci zafizeni pro manipulaci s vicky K-zkumavek nebo K-zasobnikd. Vizualné si
oveéfte, Ze byly pfidany odpovidajici objemy.

S amplifikaci je tfeba zaéit do 1 hodiny od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly
odméfeny do K-zkumavek nebo K-zasobnikli obsahujicich pracovni MMX.

Plnéni a provoz analyzatoru COBAS® TaqMan® 48

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

Zapnéte analyzator COBAS® TaqMan® 48. Ovérte, zda se pfistroj inicializuje a je pfipraven
pro pouziti. Jsou-li K-nosi¢e nebo nosice K-zasobnikl z pfedchozich méfeni nadale umistény
v nékterém z termocykler(, odstrarite je pomoci premistovace K-nosicu.

Spustte software AMPLILINK na poéitaéi. Pfihlaste se pomoci odpovidajiciho uZivatelského
jména a hesla.

Pro vytvofeni objednavek pro K-nosie nebo K-zasobniky pro analyzované vzorky kliknéte na
ikonu Orders. Vyberte zalozku Sample, pak kliknéte na na tlacitko New a zadejte Cislo
objednavky pro kazdy vzorek pomoci klavesnice nebo snimace carového kédu. Zvolte
definiéni soubor testu pro test COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High
Pure. Zopakujte pro kazdy vzorek. Kliknéte mysi na tlacitko Save.

Zadejte informace o kontrole kvality vybérem zalozky Quality Control v okné Orders. Kliknéte
na tlacitko New pomoci klavesnice nebo snimace ¢arového kédu zadejte informaci z karty
kontrolnich hodnot testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure
dodavané se soupravou. Zadejte &islo arZe testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti
na systému High Pure, datum pouzitelnosti, rozmezi Low (+) a High (+) kontroly a také
kalibra¢ni koeficienty specifické pro $arzi v navrzenych prostorech. Kliknéte na ,,OK*.

Prifadte Cislo K-nosi¢e nebo K-zasobniku k danému testovacimu cyklu kliknutim na zalozku
K-Carrier v okné Orders. V okné K-Carrier kliknéte na New. Do pole napravo od ,,K-Carrier
ID“ zadejte Cislo K-nosi¢e nebo K-zasobniku pomoci klavesnice nebo naskenujte carovy kéd
K-nosi¢e nebo K-zasobniku pomoci &tecky carového koédu. Vyberte definici testu pro test
COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouZziti na systému High Pure z panelu testt v dolni éasti okna.

Poznamka: Jestlize pouZivdate K-nosi¢ pouZity pro predchozi cyklus, musite vysledky

7.

9.

prijmout predtim, nez bude mozné stejné cislo K-nosice priradit novému cyklu.
V seznamu Worklist vyberte prvni fadu ve sloupci Type (T). Oznadte toto pole, abyste se
dostali do rozbalovaci nabidky a pak vyberte poZadovany typ kontroly. Pak kliknéte dvakrat na
pole ID vzorku pro stejnou fadu. Zobrazi se okno LookUp Control se vSemi 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.

Po poklepani na prvni pozici (fadu) pro zadani vzorku budete moci zadat vzorky do seznamu
Worklist. Tim se zobrazi okno Lookup Sample obsahujici pfifazené objednavky pro vzorek.
Pouzijte klavesy Shift + Arrow pro oznaceni vice nez jednoho ¢isla objednavky. Zkontrolujte,
zda definici testu pro test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure
byly pfifazeny vSechny objednavky.

Kliknutim na Save uloZite pfifazeni objednavky K-nosice.

Poznamka: Ma-li byt zpracovdno méné nez 24 zk k, musi byt ob. y pozice 1, 2, 5,

20, 23 a 24 pro vyvaZeni K-nosice v termocykleru. Pri pouZiti K-zasobniki neni
nutné termocykler vyvaZovat.
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E. Reverzni transkripce, amplifikace a detekce

1. Vyberte ikonu Systems na zaloZce System, kliknutim na Open oteviete termocykler. Jakmile
se kryt termocykleru zcela otevie a objevi se napis ,,Ready to Load“ v okné Systems,
zvednéte a pridrzte viko termocykleru oteviené. Pomoci pfemistovace K-nosice premistéte
naplnény K-nosi¢ nebo nosi¢ K-zasobniku obsahujici uzaviené K-zkumavky nebo K-zasobnik
s pracovnim Master Mixem, vzorky a kontrolami do termocykleru. Zavfete viko termocykleru.

2. Kliknutim na Start v okné Systems pod ikonou TC uzaviete kryt termocykleru a spustite
cyklus analyzy.

3. Reverzni transkripci, amplifikaci a detekci provadi automaticky analyzator COBAS® TagMan® 48.

VYSLEDKY

Kalkulace vysledku

Analyzator COBAS® TaqMan® 48 automaticky stanovuje titr HIV-1 RNA v kazdém vzorku a kontrole.
Titr HIV-1 RNA je vyjadien v kopiich/ml. Konverzni faktor mezi kopiemi RNA HIV-1 /ml a HIV-1
v mezinarodnich jednotkach (IU)/ml je 0,6 kopii/lU, za pouziti 1 mezinarodni normy WHO pro RNA
HIV-1 pro technologie analyzy nukleovych kyselin (NAT) (NIBSC 97/656)1'2. Tento konverzni faktor
by stanoven pomoci testu COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, testu COBAS® AmpliPrep/
COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 a testu COBAS® TagMan® HIV-1 pro pouZiti na
systému High Pure.

Software AMPLILINK

. Stanovuje prahovou hodnotu cyklu (Ct) pro HIV-1 RNA a kvantifika¢ni standard HIV-1
RNA.

. Stanovuije titr HIV-1 RNA na zakladé hodnot Ct pro HIV-1 RNA a kvantifikacni standard
HIV-1 RNA a kalibraénich koeficientech specifickych pro danou $arzi.

. Uréuje, ze vypodtena hodnota titru v kopiich/ml pro HIV-1 L(+)C, v2.0 a HIV-1 H(+)C,
v2.0 spada do vymezeného rozmezi.

Validace cyklu

Zkontrolujte pfitomnost pfiznaku a komentart ve vysledkovém okné AMPLILINK nebo vytisku, abyste se
ujistili, Ze je cyklus méfeni platny. Cyklus je platny, pokud se neobjevi Zadné pfiznaky pro kontroly
COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Cyklus neni platny, pokud se u kontrol COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
objevi nékteré z nasledujicich priznaku:

Negativni kontrola

Pfiznak Vysledek Interpretace

Neplatny vysledek nebo platny vysledek jiny nez

NC_INVALID Invalid ,Target Not Detected"

HIV-1 nizce pozitivni kontrola, v2.0

Pfiznak Vysledek Interpretace

LPCINVALID Invalid Neplatny vysledek nebo kontrola mimo rozsah

HIV-1 vysoce pozitivni kontrola, v2.0

Pfiznak Vysledek Interpretace

HPCINVALID Invalid Neplatny vysledek nebo kontrola mimo rozsah

Pokud je méfeni neplatné, je tfeba cely béh, tj. véetné pfipravy vzorku a kontrol, reverzni transkripce,
amplifikace a detekce, zopakovat.
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Interpretace vysledku

Pro platny cyklus zkontrolujte u kazdého jednotlivého vzorku pfitomnost pfiznakl nebo komentafi ve
vytisku vysledku. Vysledky se interpretuji takto:

. Platny mlze zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorkli podle toho, zda se u jednotlivych
vzorkU objevi pfiznaky resp. komentafe nebo ne.

Vysledky vzorku se interpretuji takto:

Vysledek titru Interpretace

Target Not Detected Vysledky uvadéjte jako ,HIV-1 RNA nedetekovana®“.

Vypoctena hodnota kopii/ml je pod kvantifikacni hranici testu. Vysledky

< 34E+01 C/mL uvedte jako "HIV-1 RNA detekovana, méné nez 34 HIV-1 RNA kopii/ml".

2 3.4E+01 C/mL a Vypocitané vysledky vétsi nez nebo rovny 34 kopii/ml a mensi nez
<1.00E+07 C/mL nebo rovny 1,00E+07 kopii/ml jsou v linedrnim rozmezi analyzy.

Vypoctena hodnota kopii/ml lezi nad rozsahem testu. Vysledky uvedte jako
Lvy88i nez 1,00E+07 HIV-1 RNA kopii/ml“. Jsou-li Zadané kvantitativni
> 1.00E+07 C/mL vysledky, musi byt plivodni vzorek roziedén HIV-1 negativni lidskou EDTA
plazmou v poméru 1:100 a test zopakovan. Vynasobte uvedeny vysledek
faktorem fedéni.

Poznamka: Vzorky nad rozsahem testu, které vykazuji neplatny vysledek s pfiznakem
»QS_INVALID*, nesmi byt vykdzany jako > 1,00E+07 kopii/mL. Pivodni vzorek je
nutné rozredit lidskou EDTA plazmou negativni na HIV-1 v fedéni 1:100 a test
musi byt zopakovan. Vyndsobte uvedeny vysledek faktorem redéni.

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

KONTROLA KVALITY

Jeden replikat negativni kontroly COBAS® Ta%Man®, HIV-1 nizce (+) kontroly COBAS® TagMan®, v2.0
HIV-1 vysoce (+) kontroly COBAS® TagMan®, v2.0 musi byt zahmuty do kazdého cyklu 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 do doby, nez dokazi
test provadét s vysokou jistotou spravné. Neexistuji zadné pozadavky tykajici se pozice kontrol na
K-nosi¢i nebo K-zasobniku. Zkontrolujte, zda vytisk cyklu neobsahuje pfiznaky a poznamky, abyste se
presvédcili, Zze byl cyklus platny.

Negativni kontrola

CTM (-) C musi vést k vysledku Target Not Detected, tzn. Ct hodnota pro HIV-1 RNA byla nad
hranici analyzy nebo zadna Ct hodnota pro HIV-1 RNA nebyla ziskana, ale platna Ct hodnota byla
ziskana pro kvantifikaéni standard HIV-1 RNA. Jestlize CTM (=) C toto kritérium nespliiuje, je celé
mérfeni neplatné. Cely postup zopakuijte (pfiprava vzork( a kontrol, amplifikace a detekce). Je-li
CTM (-) C trvale neplatna, kontaktujte mistni zastoupeni Roche pro technickou pomoc.

Pozitivni kontroly

Prifazené rozmezi pro HIV-1 L(+)C, v2.0 a HIV-1 H(+)C, v2.0 je uvedeno na karté kontrolnich hodnot
testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure dodavané se soupravou. Tyto
rozsahy se vlozi do Datové stanice pro software AMPLILINK.

Mnozstvi kopii HIV-1 RNA na ml pro HIV-1 L(+)C, v2.0 a HIV-1 H(+)C, v2.0 musi spadat do rozmezi
uvedeného na karté kontrolnich hodnot testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému
High Pure dodavané se soupravou. Jestlize jedna nebo obé pozitivni kontroly nesplfiuji toto kritérium,
je celé méfeni neplatné. Cely postup zopakuijte (pfiprava vzorkl a kontrol, amplifikace a detekce).
Jestlize je vypocteny titr HIV-1 RNA pro jednu nebo obé pozitivni kontroly trvale mimo pfifazené
rozmezi, obratte se o technickou pomoc na mistni zastoupeni firmy Roche.
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BEZPECNOSTNi OPATRENI PRI PRACI

1.

Jak je tomu pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu zasadnim
pozadavkem dodrzovat principy spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické
senzitivité tohoto testu je tfeba vénovat mimofadnou péci zachovani Cistoty €inidel soupravy ¢i
amplifikanich smési a zamezit kfizové kontaminaci vzorki. U vSech Cinidel je tfeba Cistotu
bedlivé sledovat. Jakmile je podezfeni na kontaminaci, je tfeba ¢inidlo zlikvidovat. PouZivejte
rukavice, které obsluze dobfe padnou. Casto méfite rukavice, zvlasté po manipulaci
s pozitivnimi kontrolami a otevreni pinych zkumavek z lytického stojanu. Nikdy se nedotykejte
vnitfni ¢asti vicek (napf. pfi otevirani nebo zavirani).

PROCEDURALNi OMEZENI

1.

Tento test je validovan pouze pro pouzivani s lidskou plazmou odebranou do EDTA jako
antikoagulantu. Testovani jinych typl vzork( muze vést k nepfesnym vysledkdm.

Pouzivate-li zkumavky pro pfipravu plazmy BD Vacutainer® PPT™, skladujte zkumavky
s plnou krvi ve svislé poloze pifi teploté 2—-25 °C ne déle nez 24 hodiny pfed centrifugaci.
Plazmu pfesurite po centrifugaci do sterilni polypropylenové zkumavky. Nezmrazujte
zkumavky BD PPT™. Michani nebo manipulace se zkumavkami BD PPT™ jinym nez
uvedenym zpUsobem muze vést k odchylkam vysledk( virové naloze HIV-1.

Uginnost testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti se systémem High Pure nebyla
vyhodnocena se vzorky obsahujicimi HIV-1 skupiny N.

K ziskani spolehlivych vysledkd je tfeba dodrZovat pfislusné postupy odbéru, transportu,
skladovani a zpracovani vzorku.

Diky pfitomnosti enzymu AmpErase v Master Mixu pro test COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 se
snizuje riziko kontaminace amplikonu. Kontaminaci od HIV-1 pozitivnich kontrol a klinickych
vzorkl Ize ov8em zabranit pouze dislednym uplatiiovanim zasad spravné laboratorni praxe
a peclivym dodrzovanim postuptl uvedenych v tomto piibalovém letaku.

S timto vyrobkem mohou pracovat pouze pracovnici proskoleni v technice PCR.
Tento produkt se miiZe pouzivat pouze ve spojeni s analyzatorem COBAS® TagMan® 48.
| kdyZ vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech virového genomu pokryté primery

testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure a/nebo sondami
mohou vést k podhodnoceni mnozstvi nebo selhani detekce viru.

Detekce HIV-1 RNA zavisi na tom, kolik virovych ¢astic je ve vzorku pfitomno, na coz maji vliv
metody odbéru vzorku a status pacienta (napf. vék, pfitomnost symptomG a/nebo stadium
infekce).

Vzhledem k rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pred pfechodem k jiné
technologii provedli ve své laboratofi korelaéni metodické studie a kvantifikovali rozdily mezi
technologiemi.

Nékteré izolaty HIV-1 skupiny O mohou byt podkvantifikovany az o 2 log. Nékteré izolaty
HIV-1 o vysokém titru skupiny M subtypu G mohou byt podkvantifikovany az o 0,6 log.
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INTERFERENCNI LATKY

Pfi zvySenych hladinach triglyceridt (az do 3500 mg/dl), bilirubinu (az do 18 mg/dl), albuminu (az do
6200 mg/dl), hemoglobinu (az do 250 mg/dl) a lidské DNA (az do 0,4 mg/dl) ve vzorcich a také pfi
pfitomnosti autoimunnich onemocnéni nebo pfislusnych markerd, jako je systémovy lupus
erythematodes (SLE), revmatoidni artritida (RA) a antinuklearni protilatky (ANA) bylo z@liéténo, Ze
nedochazi k interferenci s kvantifikaci HIV-1 RNA ani dopadu na specificitu testu COBAS TaqMan®
HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure. Vyhodnoceni bylo provedeno podle smérnice CLSI
EP7-A2 pomoci jedné Sarze Cinidel testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High
Pure.

Byly testovany slozky Iéciv uvedené v tabulce 1 v trojnasobku Spickové koncentrace v plazmé (Cmaxg
anedoslo k interferenci s kvantifikaci HIV-1 RNA nebo ovlivnéni specificity testu COBAS® TagMan
HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure.

Tabulka 1
Léciva testovana na interferenci
Nukleotidové inhibitory reverzni Nukleozidové inhibitory reverzni
transkriptazy a DNA polymerazy transkriptazy a DNA polymerazy
Tenofovir DF Lamivudin, 3TC
Adefovir dipivoxil Zidovudin

Stavudin, 4dT

Inhibitory HIV proteazy Abacavir sulfat

Saquinavir Didanosin, ddl
tholnavllr ) ) Telbivudin
Lopinavir/Ritonavir Entekavir
Atazanavir i Emtricitabin
Nelfinavir mesylat
Dlarunawlr Nenukleozidové inhibitory HIV reverzni
Tipranavir ) transkriptazy
Fosamprenavir Nevirapin
— - - Efavirenz
Inhibitor HIV integrazy
Raltegravir Inhibitory HIV fuze
Enfuvirtid

Imunomodulatory
Ribavirin
Peginterferon alfa-2a
Peginterferon alfa-2b

Inhibitory vstupu HIV
Maraviroc

Latky pro l1é€bu herpetickych virt
Gancyklovir
Valganciclovir HCI
Acyklovir
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VYHODNOCENi LABORATORNICH VYSLEDKU
A. Mez detekce

Detekéni hranice neboli mez detekce testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému
High Pure byla stanovena testovanim 2. mezinarodniho standardu HIV-1 RNA dle WHO, zakona
NIBSC 97/650%%, 0 HIV-1 subtypu B, fedéného v HIV-1-negativni lidské EDTA plazmé. Mez detekce
byla stanovena pro tfi Sarze Cinidel. Pro kazdou $arzi €inidel bylo analyzovano pét nebo vice sérii
fedéni. Celkové bylo testovano 183 replikatt na hladinu koncentrace. Vyhodnoceni bylo provedeno
podle smérnice CLSI EP17-A.

Koncentrace HIV-1 RNA, kterou je mozné detekovat s mirou pozitivity vétsi nez 95%, jak je uréeno
analyzou PROBIT, je 17 kopii/ml nebo 29 1U/ml. Vysledky jednotlivych Sarzi v kopiich na ml byly
15,6 kopii/ml (95% interval spolehlivosti: 13,3-20,3 kopii/ml), 20,1 kopii/ml (95% interval spolehlivosti:
16,8-27,0 kopii/ml) a 15,8 kopii/ml (95% interval spolehlivosti: 13,4—20,7 kopii/ml) pro 8arze 1, 2 a 3.
Vysledky jednotlivych $arzi v Ul na ml byly 26,1 IU/ml (95% interval spolehlivosti: 22,2—-33,9 1U/ml),
33,6 IU/ml (95% interval spolehlivosti: 28,0-45,1 IU/ml) a 26,4 IU/ml (95% interval spolehlivosti:
22,3-34,6 |U/ml) pro Sarze 1, 2 a 3. Kombinované vysledky vSech tfi Sarzi ¢inidel jsou uveden%
v tabulce 2. Konverzni faktor mezi IU/ml a kopiemi/mL byl stanoven pomoci testu COBAS
AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, V1.5, testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1
MONITOR, v1.5 a testu COBAS® TagMan® HIV-1 pro pouziti na systému High Pure.

Tabulka 2
Mez detekce testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure
pomoci mezinarodniho standardu WHO a analyzy PROBIT

Nominalni Nominalni vstup Pocet Pocet Mira
vstup (HIV-1 RNA replikatt pozitivnich pozitivity
(HIV-1 RNA kopii/ml)
1U/ml)
83 50 183 183 100,0%
62 37 182 181 99,5%
45 27 183 181 98,9%
33 20 182 174 95,6%
25 15 183 174 95,1%
17 10 183 146 79,8%
PROBIT 95% tispé&nost detekce 29 IU/r_nlI (95% intgrval spolehlivo_sti: 2_6,0—32,9)
17 kopii/ml (95% interval spolehlivosti: 15,6—19,7)

Mez detekce byla potvrzena na subtypech skupiny M HIV-1 testovanim kultivovanych izolat( subtypt
A, B, C, D, CRFO1_AE, F, G a H skupiny M pii nominalnich koncentracich pfiblizné 10, 15, 20, 40
a 60 kopii/ml v HIV-1 negativni lidské EDTA plazmé, s nejméné 48 replikdty na koncentraci.
Nominaini koncentrace byly stanoveny pro kultivované izolaty na zakladé prumérnych titrd HIV-1
RNA ziskanych pomoci testu COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 a dvou srovnavacich
diagnostickych testl in vitro pro HIV-1 RNA. Pozitivni hodnoty 95% a vy$Si byly u vS8ech subtypl
skupiny M pfi koncentracich 15 az 40 kopii/ml a vy$$ich. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3
Ovéreni meze detekce testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure
pomoci subtypu A-H HIV-1 skupiny M a 95% analyzy tspésnosti detekce

Nejnizsi hladina koncentrace
Subtyp Oznaceni izolatu 2 95% Uspésnost detekce
(kopie/ml)
A 92UG029 20
B 8E5/LAV 40
Cc 92BR025 10
D 92UG021 15
CRFO01_AE 92TH022 15
F 93BR020 20
G ARP173/RU570 15
H HIV V1557 15
B. Pfesnost

Presnost testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure byla stanovena
analyzou sériovych fedéni vzorku supernatantu bunééné kultury HIV-1 (HIV-1 subtyp B), v HIV-1
negativni lidské EDTA plazmé. Pfifazeni titru vzorku supernatantu bunééné kultury (zasobni
koncentrace) bylo provedeno metodou, ktera za;'iét’uje sledovatelnost dle 2. mezinarodniho standardu
WHO pro HIV-1 RNA, zakona NIBSC 97/650%*". Byly analyzovany tii 3arze &inidel a bylo provedeno
15 cyklt na $arzi ¢inidla, kazdy se skladal z 6 drovni fedéni a 3 replikatu kazdé urovné. Kazdy vzorek
proSel celou procedurou testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure
zahrnujici pfipravu vzorku, amplifikaci a detekci. Zde uvadéna presnost tedy zahrnuje vSechny
aspekty testovaciho postupu. Kombinované vysledky téchto tfi Sarzi ¢inidel jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4
Pfesnost testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure
Kombinace vsech tfi Sarzi
Titr '-(‘I’_%;‘“" Celkova Celkové
(kopii/ml) =10 < smérodatna lognormalni
kopii/ml) Pocet odchylka rozlozeni CV
(Logotitr) (%)
8,6E+01 1,93 135 0,19 46
8,6E+02 2,93 136 0,09 22
8,6E+03 3,93 136 0,09 22
8,6E+04 4,93 136 0,07 17
8,6E+05 5,93 136 0,07 17
8,6E+06 6,93 136 0,14 33
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C. Linearni rozmezi

Linearita testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure byla stanovena
analyzou sériovych fedéni vzorku supernatantu bunécéné kultury HIV-1 o vysokém titru (HIV-1
subtyp B), v HIV-1 negativni normaini lidské EDTA plazmé. Pfifazeni titru vzorku supernatantu
bunécné kultury (zasobni koncentrace) bylo provedeno metodou, ktera zajiét’u;e sledovatelnost dle
2. mezinarodniho standardu WHO pro HIV-1 RNA, zakona NIBSC 97/650%°". Zjistilo se, Ze test
COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure dava linearni odpovéd od 9
(log1o = 0,93) HIV-1 RNA kopii/ml do 1,7E+07 (logio = 7,24) HIV-1 RNA kopii/ml, s dolni hranici
kvantifikace 34 (log = 1,54) HIV-1 RNA kopii/ml a horni hranici kvantifikace 1,0E+07 (logso = 7,00)
HIV-1 RNA kopii/ml. Vyhodnoceni bylo provedeno podle smérnic CLSI EP6-A a EP17-A pomoci
dvou 3arzi &inidel testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0. Bylo provedeno 15 cyklt na $arzi ¢inidel,
kazdy se skladal ze 14 urovni fedéni a 3 replikatd na kazdou Uroveri. Kombinované vysledky obou
$arzi ¢inidel jsou uvedeny na obrazku 9.

Obrédzek 9
Linearita testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure

8
y=1,023x-0,292

R?*=0,983

log1o (HIV-1 RNA kopii/ml)
w = [9)] (o)) ~

Test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
N

-
L

0 = T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Nominalni koncentrace
logo (HIV-1 RNA kopii/ml)

D. Incluzivita pro HIV-1 skupiny M

Ucinnost testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure u subtyp HIV-1
skupiny M byla vyhodnocena analyzou kultivovanych izolatd HIV-1 subtypl A, B, C, D, CRFO1_AE, F,
G a H skupiny M v nominalnich koncentracich 2,0E+02, 2,0E+04 a 2,0E+06 kopii/ml v EDTA plazmé.
Nominalni koncentrace byl% stanoveny na zakladé primérnych titrd HIV-1 RNA ziskanych pomoci
testu COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 a srovnavaciho diagnostického testu in vitro na
HIV-1 RNA. Bylo testovano sedm replikat(i kazdého vzorku pomoci testu COBAS® TaqMan® HIV-1,
v2.0 pro pouziti na systému High Pure a primérné logy titrl byly srovnany s nominalnimi titry. Test
COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure vykazal vysledky ekvivalentni
s nominalnimi koncentracemi subtypt HIV-1 skupiny M (obréazek 10). Primérné logqo vysledkl
koncentrace vSech vzorku byly v rozsahu + 0,3 logso nominalni koncentrace, kromé vzorku s nejvyssi
koncentraci dvou ze tfi subtyptl G testovanych izolatd, které byly 0,51 a 0,56 logsq pod nominaini
koncentraci 6,30 (2,0E+06 kopii/ml).
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Obrazek 10
Test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pousziti na systému High Pure
Testovani inkluzivity — supernatanty bunécné kultury skupiny M
O & O Nominaini logso HIV-1 RNA [kopii/ml]
® A & Test COBAS® TagMan® HIV-1, verze 2.0 [priamérny logso HIV-1 RNA (kopii/ml)]

™ ® L) ° ° e o Q o L4
° °

Primérny log,, HIV-1 RNA [kopii/ml]
e

A B c D CRFO1_AE F G G G H
(UG273)  (US2)  (SM145) (UG270) (CM240) (BZ162) (HHB793) (RU570) (RU132) (BCP-KITA)

HIV-1 subtyp skupiny M

Uginnost testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure pro subtypy
skupiny M ve srovnani s testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byla rovnéz
vyhodnocena na 308 vzorcich znamého subtypu, véetné 141 vzork( subtypu skupiny M jinych nez
subtypu B. Test COBAS® Ta\%Man® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure a test COBAS®
AmpIiPrep/COBAS® TagMan™ HIV-1, v2.0 vykazaly ekvivalentni vysledky u vSech subtypl
(obrazek 12).

E. Detekce HIV-1 skupiny O

Ucinnost testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure na vzorcich HIV-1
skupiny O byla vyhodnocena pomoci testovani tfi kultivovanych izolatd HIV-1 skupiny O fedénych
vriznych koncentracich v lidské EDTA plazmé. Kazdému izolatu byly pfifazeny nominalni
koncentrace pomoci testovani komparaénim diagnostickym testem HIV-1 RNA in vitro s pozadavkem
na stanoveni HIV-1 skupiny O. Mez detekce testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na
systému High Pure u vzorkd HIV-1 skupiny O byla stanovena testovanim kazdého izolatu
v nominalnich koncentracich mezi 10 a 200 kopiemi/ml (tabulka 5). V kazdé koncentraci bylo
testovano 48 replikat. U dvou ze tfi izolatt skupiny O byla pozitivni mira detekce 94% nebo vyssi pfi
koncentracich 15 az 20 kopii/ml a vy$sich. U jednoho ze tfi izolatlt skupiny O (MVP5180) byla
pozitivni mira detekce 92% nebo vy$si pfi koncentracich 100 kopii/ml a vy$Sich a 95% mez detekce
stanoveny analyzou pomoci metody Probit byl 112 kopii/ml.

Linearita testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure u HIV-1 skupiny O
byla stanovena testovanim stejnych tfi izolatu pfi 2,0E+2, 2,0E+4 a 2,0E+6 kopiich/ml v lidské EDTA
plazmé. V kazdé koncentraci bylo testovano sedm replikatt (obrazek 11). U dvou ze ffi izolatu
prumérné logso vysledki koncentrace byly u vSech vzorki v rozsahu * 0,3 logs, nominaini
koncentrace. U izolatu MVP5180 byly primérné logqo vysledkl pfiblizné 1,3 log pod nominalnimi
koncentracemi. Pramérny vysledek u vzorku s nizkou koncentraci MVP5180 na obrazku 11 je
zobrazen jako spodni mez kvantifikace (34 kopii/ml). Byly detekovany vSechny replikaty, ale vSechny
vysledky byly pod spodni mezi kvantifikace.

Uginnost testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure byla u vzorkt HIV-1
skupiny O déle testovana na $esti dalSich kultivovanych izolatech skupiny O fedénych v lidské EDTA
plazmé a to pomoci testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure a pomoci
komparaéniho diagnostického testu in vitro HIV-1 RNA s pozadavkem na stanoveni HIV-1 skupiny O
(tabulka 6). V ptipadé péti ze Sesti izolatu test COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouZziti na systému
High Pure a komgarac‘;ni test vykazaly shodné vysledky; v pfipadé jednoho izolatu vysledky testu
COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure byly nizké.
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Tabulka 5

Mez detekce testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure

u izolata HIV-1 skupiny O

lzolat  |NOMinAInivstup  p oz o Pocet Mira PROBIT 95%
. (HIV-1 RNA s A PPN P
skupiny O - replikdtd | pozitivnich | pozitivity uspésnost detekce
kopii/ml)
100 48 48 100%
20 kopii/ml
80 48 48 100%
BCFO1 o° (95% interval
60 48 48 100% spolehlivosti
40 48 48 100% neni k dispozici)
20 48 45 94%
100 47 47 100%
80 48 48 100%
60 48 48 100% 13 kopii/ml
BCFO3 > (95% interval
40 48 48 100% spolehlivosti
20 48 46 96% 0,7-24 kopii/ml)
15 48 47 98%
10 48 44 92%
200 47 47 100%
175 48 47 98%
150 48 48 100% 112 kopii/ml
0 O/ i
MVP5180 100 48 44 92% (95% |nlterva'l
80 47 43 91% spolehlivosti
60 48 38 79% 90-156 kopii/ml)
40 48 33 69%
20 48 25 52%
Obrazek 11

Test COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure
Testovani inkluzivity — supernatanty bunécné kultury skupiny O

05923573041-02CS

Pramérny log,, HIV-1 RNA [kopii/ml]

O A © Nominalni logso HIV-1 RNA [kopii/mi]
® A ¢ Test COBAS® TagMan® HIV-1, verze 2.0
[primémy logso HIV-1 RNA (kopii/ml)]
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Izolaty HIV-1 skupiny O
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Tabulka 6
Srovnani testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure

a paracniho diagr ického testu in vitro na izolatech HIV-1 skupiny O
Log1o HIV-1 RNA kopii/ml
I1zolat o e ® Roazdil
skupiny O Ziedéni TZ:TVIt;%?-l?\?-1 Komparaéni | (test COBAS® TagMan®
v2.0 ’ test HIV-1, v2.0 —
) komparaéni test)

BCF02 1,0E+4 4,16 4,20 -0,04
BCR06 1,0E+4 4,43 4,34 0,10

BCF07 1,0E+4 3,98 4,10 -0,12
BCF11 1,0E+4 4,35 4,58 -0,23
BCF13 1,0E+4 2,79 4,69 -1,90
12478B 100 3,25 3,40 -0,15

F. Specificita

Specificita testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure byla stanovena
analyzou HIV-1-negativnich vzork(i EDTA plazmy od normalnich darcu krve pfi pouziti 2 Sarzi Cinidel.
Celkem bylo pomoci testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouZziti na systému High Pure testovano
547 jednotlivych vzork EDTA plazmy. 543 vzorkl vykazalo vysledek ,Cil nebyl detekovan®, 3 mélg
vysledky ,<34 kopii/ml* a 1 byl neplatny. Na zakladé téchto vysledku je specificita testu COBAS
TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure 99,5% (jednostranna nizsi mez spolehlivosti 95%:
98,45%).

G. Analyticka specificita

Analyticka specificitu testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouzZiti na systému High Pure byla
hodnocena pfidanim kultivovanych organizmi (virG, baktérii, kvasinek) nebo DNA (HTLV-2)
s 1E+06 ¢astic/ml do HIV-1 negativni lidské EDTA plazmy a do HIV-1 pozitivni lidské EDTA plazmy
s 2,4E+02 kopii/ml HIV-1 (tabulka 7). Zadny ztestovanych organizmi zkfizené nereagoval ani
neinterferoval s u&innosti testu COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 pro pouziti na systému High Pure.
V8echny testované organizmy vykazaly v HIV-1 negativnich vzorcich vysledky ,Cil nebyl detekovan®.
V HIV-1 pozitivnich vzorcich v8echny testované organizmy vykazaly titry RNA v rozsahu 0,2 logio
HIV-1 RNA kopii/ml HIV-1 pozitivnich kontrol.

Tabulka 7
Analyticka specificita vzorku

Virus Baktérie
Adenovirus typ 5 Staphylococcus aureus
Cytomegalovirus Propionibacterium acnes

Virus Epsteintiv-Barrové
Lidsky herpes virus typ 6
Herpes simplex virus typ 1
Herpes simplex virus typ 2 Kvasinky
Lidsky T-bunécny lymfotropni virus typ 1 Candida albicans
Lidsky T-bunécny lymfotropni virus typ 2
Virus lidského imunodeficitu typu 2
Chfipka typu A
Virus hepatitidy A
Virus hepatitidy B
Virus hepatitidy C
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H. Metoda korelace

Uginnost testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure byla porovnana
s testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pomoci analyzy 308 HIV-1 pozitivnich
klinickych vzorku. VSechny vzorky byly zfedén% 1:5 v HIV-1 negativni EDTA plazmé a testova’n%
v duplikatu testem COBAS® AmpliPrep/ COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a testem COBAS® TagMan
HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure. 290 vzorkd vykazalo alespori jeden platny vysledek
v linedrnim rozmezi obou platforem. Demingova regresni analyza vysledkd primémého log titru viru
méla sklon kfivky 0,991, Usek 0,09 a Index determinace (R-squared) 0,983 (Obrazek 12). Prumémy
rozdil log mezi metodami byl 0,06 (95% interval spolehlivosti 0,04 az 0,07).

Byly znamé subtypy vSech vzorkl. Zahrnovaly 167 vzorkd subtypu B (54%) a 141 vzorku (46%)
subtypl hlavni skupiny M jiného nez B. Vzorky nepatfici k subtypu B zahrnovaly vSechny subtypy
hlavni skupiny M a rekombinantni formy (tabulka 8). Primérny rozdil log mezi metodami byl 0,09
u vzorkl subtypu B a 0,02 u vzorku jiného subtypu nez B.

Tabulka 8
Distribuce subtypu klinickych vzorku ve srovnani pomoci klinickych metod
Subtyp Pocet Subtyp Pocet Subtyp Pocet

A 3 G 8 CRF10_CD 3
B 167 H 3 CRF11_CPX 4
C 16 CRFO01_AE 15 CRF13_CPX 12
D 5 CRF02_AG 47 CRF14_BG 6
F 10 CRF09_CPX 3 CX 6
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Obrazek 12
Korelace testu COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pro pouZiti na systému High Pure
a testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

ACRFO1_AE (n = 15)
©CRF02_AG (n = 45) A
+CRF09_CPX (n = 3)

+CRF11_CPX(n = 4)

+CRF13_CPX(n = 12)
5 +CX(n=6)
mCRF10_CD (n = 3) [
® CRF14_BG (n = 6)

pro pouziti na systému High Pure
Primérny log1o (HIV-1 RNA kopii/ml)
IS

Test COBAS® TagMan® HIV-1, verze 2.0

A Regrese standardizovanych

L]

° hlavnich komponent (SPC)
Y =0,991* X + 0,09
R®=0,9831

1 /
N =290

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, verze 2.0
Pramérny logso (HIV-1 RNA kopii/ml)
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