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UCEL POUZITI

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, verze 2.0 (v2.0) je in vitro amplifikadni test
nukleové kyseliny pro kvantifikaci RNA viru lidské imunodeficience typu 1 (HIV-1) v lidské EDTA
plazmé nebo ze suché kapky plazmy ze cobas® separa¢ni karty na plazmu (PSC) s pouzitim
zafizeni COBAS® AmpliPrep pro automatizované zpracovani vzorki a analyzatoru COBAS®
TagMan® nebo analyzatoru COBAS® TagMan® 48 pro automatizovanou amplifikaci a detekci. Tento
test dokaze kvantifikovat RNA HIV-1 vrozsahu 20-10 000 000 kopii/ml (33 az 1,67 x 10’
mezinarodnich jednotek [IlU}/ml v EDTA plazmé a 738-10 000 000 kopii/ml (1230 az 1,67 x 10’
mezinarodnich jednotek [IU}/ml) v suché kapce plazmy PSC). Jedna kopie RNA HIV-1 je ekvivalentni
1,67 IU dle 1. mezinarodniho standardu WHO pro techniky ke zjisténi RNA HIV-1 zaloZené na
nukleové kyseling (NAT) (NIBSC 97/656)%°.

Tento test se pouziva ve spojeni s klinickymi Udaji a dal$imi laboratornimi markery postupu nemoci
k uréovani klinické terapie pacientt infikovanych virem HIV-1 skupiny M a HIV-1 skupiny O. Pomoci
testu Ize posuzovat pacientovu prognézu stanovenim vychozi hladiny RNA HIV-1 nebo sledovat
ucinky antiretrovirové terapie stanovenim zmén koncentraci RNA HIV-1 v pribéhu antiretrovirové
terapie.

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 neni uréen k plo§nému vySetfovani
krve &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 pivodce syndromu ziskané imunodeficience (AIDS)™. Infekce
virem HIV se muze pfenést pohlavnim stykem, stykem s infikovanou krvi ¢i krevnimi derivaty nebo
z infikované matky na plod*. V priib&hu tfi aZ $esti tydnt od vystaveni viru HIV se u infikovanych
jedincu vétSinou vytvori kratkodoby, akutni syndrom s pfiznaky podobnymi chfipce a spojené
s vysokymi hladinami virémie v periferni krvi®®. U nejvice infikovanych osob nasleduje obvykle
v dobé ¢tyF az Sesti tydn od prvnich pfiznakl imunitni reakce specificka pro HIV a pokles virémie
v plazmé&®'®. Po sérokonverzi se u infikovanych osob obvykle dostavuje Klinicky stabilni
asymptomaticka faze, ktera muze trvat i léta'™"®. Pro asymptomatické obdobi je charakteristicka
pretrvavajici nizka virémie v plazmé' a postupny pokles CD4* T lymfocytd, coz vede k zavazné
imunodeficienci, etnym oportunnim infekcim, malignitdm a smrti"®. Koncentrace virti v periferni krvi
je sice béhem asymptomatické faze infekce relativné nizka, nicméné replikace a odstrariovani viru
jsou dynamické procesy, kde je vysoka hodnota produkce viru a infekce bunék CD4* vyvaZzena
stejné vysokymi hodnotami virové clearance, odumirani infikovanych bunék a dopliiovani bunék
CD4", coz vede k pomérné stalym hladinam plazmatické virémie a CD4" bunék'®'8.

Kvantitativni méfeni virémie HIV v periferni krvi ukdzala, Ze vyssi hladiny viru mohou byt spojeny se
zvySenym rizikem klinické progrese onemocnéni HIV a Ze snizeni hladiny viru v plazmé mlze byt
spojeno se snizenym rizikem klinické progrese'®2!. Hladiny viru v periferni krvi je mozno kvantifikovat
méfenim HIV antigenu p24 v séru, a to kvantitativni kultivaci HIV z plazmy, nebo pfimym méfenim virové
RNA v plazmé pomoci amplifikace nukleové kyseliny nebo technologiemi amplifikace signalu?%.

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachazi na konci tohoto dokumentu.
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Svétova zdravotnicka organizace také nyni doporucuje pouziti vzorkli suché kapky plazmy (dried
spot) k rozsifeni dosahu testovani virové naloze v prostiedi s omezenymi zdroji bez pfipraveného
pristupu k flebotomickym sluzbam nebo moznosti odoiné prepravy vzorkt EDTA plazmy?’. Sucha
kapka plazmy z PSC, ktera také stabilizuje RNA HIV v suSené plazmé, muZe tak zlepsit testovani
vird v téchto podminkach tim, Ze umozni pfepravu vzorki na dlouhé vzdalenosti a v horsich
podminkach prostfedi, nez EDTA plazma.

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), ov8em jako marker virové naloZze ma antigen p24 jen omezeny vyznam, protoZe je
detekovatelny jen u 20 % asymptomatickych pacientd a u 40-50 % symptomatickych pacientG.
Citlivost testll na antigen p24 sice zvySuji postupy disociace komplexu antigen-protilatka, ale i tak
zUstava tento virovy protein u vétsiny asymptomatickych pacientt nezjistitelny?2.

Infekéni HIV v plazmé mize byt kultivovan inokulaci do aktivovanych mononuklearnich bunék
periferni krve (PBMC) od normalnich darci. MnozZstvi se stanovuje inokulaci PBMC se sériovym
fedénim vzorku plazmy. Pro sledovani hladin viru u infikovanych osob ma kvantitativni kultivace
pouze omezeny vyznam, protoZe jen maly podil virovych &asti je infekénich in vitro. U asympto-
matickych osob je infekéni virus Sasto nedetekovatelny?2.

RNA HIV v plazmé mulze byt kvantifikovana pomoci technologii amplifikace nukleové kyseliny,
napfiklad polymerazovou fetézovou reakci (PCR)?%. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 vyuziva technologii PCR pro dosazeni maximalni senzitivity a dynamického rozsahu pro
kvantitativni detekci RNA HIV-1 v plazmé s antikoagulantem EDTA a ze suché kapky plazmy PSC.

PRINCIPY POSTUPU

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, je amplifikaéni test nukleové kyseliny pro
kvantifikaci RNA viru lidského imunodeficitu typu 1 (HIV-1) v lidské EDTA plazmé nebo ze suché
kapky plazmy PSC. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 je zaloZena na tfech
hlavnich procesech: (1) pfipravé vzorku pro izolaci RNA HIV-1; (2) reverzni transkripci cilové RNA
pro vytvofeni komplementarni DNA (cDNA), a (3) simultanni PCR amplifikaci cilové cDNA a detekci
roz$tépenych, dvojité znacenych oligonukleotidovych detekénich sond specifickych pro cil.

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 umoZfiuje automatizovanou pfipravu vzorku
nasledovanou automatizovanou reverzni transkripci, PCR amplifikaci a detekci cilové RNA HIV-1
a kvantifikagniho standardu (QS) HIV-1 Armored RNA. Cinidlo Master Mix obsahuje primery a sondy
specifické pro RNA HIV-1 i RNA HIV-1 QS. Master Mix byl vyvinut pro zaji$téni ekvivalentni
kvantifikace subtyp HIV-1 skupiny M a HIV-1 skupiny O. Detekce amplifikované DNA je provadéna
pomoci cilové specifické a QS specifické, dvojité znacené oligonukleotidové sondy, ktera umoznuje
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 Gc¢inky inhibitorti a kontroluje pfipravné a amplifikacni procesy, ¢imz umozriuje presnéjsi
kvantifikaci RNA HIV-1 v kazdém vzorku. HIV-1 QS je neinfekéni Armored RNA konstrukce, ktera
obsahuje sekvence HIV s vazebnymi oblastmi pro primer identickymi s cilovou RNA HIV-1 a unikatni
vazebné oblasti pro sondu, které umozni odliSeni amplikonu HIV-1 QS od cilového HIV-1 amplikonu.

HIV-1 QS se pfidava do kazdého vzorku o znamém poctu kopii a prochazi nasledujicimi kroky
pFipravy vzorku, reverzni transkripce, simultdnni PCR amplifikaci a detekci Stépenych, dvojité
znagenych oligonukleotidovych detek&nich sond. Analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS®
TagMan® 48 vypogitava koncentraci RNA HIV-1 v testovanych vzorcich srovnanim signalu HIV-1 se
signalem HIV-1 QS u kazdého vzorku a kontroly.

Volba cilové sekvence

Volba cilové sekvence RNA pro HIV-1 zavisi na identifikaci oblasti v genomu HIV-1, ktera vykazuje
maximalni zachovani sekvenci mezi jednotlivymi subtypy HIV-1 skupiny M a skupiny O. Aby bylo
mozné urcit vysokou genetickou variabilitu viru, jsou sou¢asné zacileny dvé oblasti genomu HIV pro
amplifikaci a detekci pomoci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.
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Dvé sondy specifické pro cilovou sekvenci a jedna pro QS dvojité znac¢ena oligonukleotidova sonda
umoziuji nezavislou identifikaci amplikonu HIV-1 a HIV-1 QS. Obdobné je vhodna volba primert
a dvojité znadenych oligonukleotidovych sond nezbytna pro schopnost testu amplifikovat subtypy
HIV-1 skupiny M a HIV-1 skupiny O. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
vyuziva reverzni transkripce a primery PCR amplifikace, které definuji sekvence ve vysoce
konzervovanych oblastech HIV-1 genu gag*® a oblasti LTR HIV-1.

Priprava vzorku

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 vyuziva automatizovanou pfipravu vzorku
na zatizeni COBAS® AmpliPrep pomoci generické technologie vychytavani zalozené na kiemiku. PFi
postupu se zpracovava 850 pl plazmy nebo extraktu na bazi SPEX z PSC. Virové ¢astice HIV-1 jsou
rozlozeny inkubaci pfi zvySené teploté s protedzou a chaotropnim lytickym/vazebnym pufrem, ktery
uvoliiuje nukleové kyseliny a chrani uvolnénou RNA HIV-1 pfed pusobenim RNaz v plazmé.
Protedza a znamy pocet molekul HIV-1 QS Armored RNA jsou pfidany do kazdého vzorku spolu
s lytickym €inidlem a magnetickymi sklenénymi ¢asticemi. Nasledné je smés inkubovana a RNA
HIV-1 a RNA HIV-1 QS jsou navazany na povrch magnetickych sklenénych ¢astic. Nenavazané
substance, jako soli, bilkoviny a ostatni bunétné necistoty, jsou odstranény proplachnutim
magnetickych sklenénych ¢astic. Po separaci magnetickych sklenénych ¢&astic a dokonceni
oplachovani jsou absorbované nukleové kyseliny eluovany pfi zvySené teploté pomoci vodného
roztoku. Zpracovany vzorek obsahujici magnetické sklenéné ¢astice a uvolnénou RNA HIV-1 a HIV-1
QS RNA je pfidan do amplifikaéni smési a premistén do analyzatoru COBAS® TagMan® nebo
COBAS® TagMan®48. Cilové RNA HIV-1 a RNA HIV-1 QS jsou vystaveny reverzni transkripci
a nasledné amplifikovany a simultanné detekovany $tépenim dvou cilové specifickych a jedné QS
specifické, dvojité znacené oligonukleotidové sondy.

Reverzni transkripce a PCR amplifikace

Reverzni transkripce a amplifikatni PCR reakce je provadéna pomoci termostabilniho
rekombinantniho enzymu DNA polymerazy (Z05) druhu Thermus Z05. Za pfitomnosti dvojmocného
manganu (Mn?*) a za pfiznivych pufrovacich podminek vykazuje Z05 aktivitu jak reverzni
transkriptazy, tak DNA polymerazy®"®. To umozfuje reverzni transkripci a PCR amplifikaci spolu
s detekci amplikonu v redlném ¢ase.

Zpracované vzorky se pridavaji do amplifikacni smési v amplifikacnich zkumavkach (K-zkumavkach),
kde probiha jak reverzni transkripce, tak PCR amplifikace. Reakéni smés se zahfiva, aby se
downstream primery napojily specificky na cilovou RNA HIV-1 a na kvantifikacni standard RNA HIV-1
QS. V ptitomnosti Mn?" a nadbytku deoxynukleotid trifosfatd (INTPs), mezi néZ patfi deoxyadenozin,
deoxyguanozin, deoxycytidin, deoxyuridin a deoxythymidin trifosfaty, polymerizuje Z05 polymeréaza
hybridizované primery za vzniku viaken DNA komplementarniho k cilové RNA.

Amplifikace cile

Zpracované vzorky se pridaji do amplifikacni smési v amplifikacnich zkumavkach (K-zkumavkach),
ve kterych probiha PCR amplifikace. Po reverzni transkripci cilové RNA HIV-1 a RNA HIV-1 QS
zahfeje termocykler v analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 reakéni smés tak,
aby doslo k denaturaci hybridi RNA:cDNA a expozici specifickych primerovych cilovych sekvenci.
PFi chladnuti smési se primery pfipoji k cilové DNA. V pfitomnosti Mn?* a nadbytku deoxynukleotid
trifosfatd  (ANTPs), mezi néz patii deoxyadenozin, deoxyguanozin, deoxycytidin, deoxyuridin
a deoxythymidin trifosfaty, polymerizuje Z05 polymeraza hybridizované primery spolu s cilovym
templatem a vznikaji molekuly dvoufetézcové DNA, zvané amplikony. Analyzator COBAS® TagMan®
nebo COBAS® TagMan® 48 opakuje automaticky tento proces po uréeny pocet cykld, kdy pfi kazdém
cyklu dojde ke zdvojeni mnozstvi amplikonové DNA. Pozadovany podet cykli je predem
naprogramovan v analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48. Amplifikace probiha
pouze ve dvou oblastech genomu HIV-1 mezi primery; cely genom HIV-1 amplifikovan neni.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se dosahuje vtestu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylazy)
a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase rozpoznava a katalyzuje destrukci vidken DNA
obsahujicich deoxyuridin®, ale pfitom vynechava DNA obsahujici deoxythymidin.
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Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje, je v8ak vzdy pfitomen v amplikonu, diky pouZiti
deoxyuridin-trifosfatu jako jednoho z dNTP v ¢inidle Master Mix, takZe deoxyuridin obsahuje pouze
amplikon. V disledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminujici amplikon citlivy vuci 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
obsazeny v ¢inidle Master Mix, katalyzuje rozstépeni DNA obsahujici deoxyuridin v misté
deoxyuridinového zbytku rozevienim deoxyrib6zového fetézce v pozici C1. Kdyz je fetézec
amplikonové DNA v prvnim tepelné cyklizacnim kroku zahfivan, $tépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz
se DNA stava neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase zUstava neaktivni po del$i dobu, jakmile je
vystaven teplotdm nad 55 °C, tzn. v prubéhu krokl tepelného cyklovani, a proto nerozklada cilovy
amplikon vznikly béhem amplifikace.

Detekce produkti PCR v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 vyuziva technologii PCR bézici
v realném &ase® %, Pouziti dvojité znagenych fluorescenénich sond umoziiuje detekci akumulace
PCR produktl vredlném ¢&ase monitorovanim intenzity emise fluorescenéniho barviva
uvolnéného béhem amplifikaéniho procesu. Sondy se skladaji z HIV-1 a HIV-1 QS-specifickych
oligonukleotidovych sond s oznamovacim a tlumicim barvivem. V testu COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 jsou sondy HIV-1 a HIV-1 QS znageny rtznymi fluorescen&nimi
oznamovacimi barvivy. Jsou-li tyto sondy intaktni, je fluorescence oznamovaciho barviva
potlagena blizkosti tlumiciho barviva kvuli vlivu Forsterova pfenosu energie. Pfi PCR hybridizuje
sonda s cilovou sekvenci a je rozstépena 5' — 3' nukledzovou aktivitou termostabilni Z05 DNA
polymerazy. Jakmile je oznamovaci a tlumici barvivo uvolnéno a oddéleno, nedochazi nadale
k utlumu a fluorescenéni aktivita oznamovaciho barviva se zvysi. Amplifikace RNA HIV-1 a RNA
HIV-1 QS je méfena nezavisle pfi riznych vinovych délkach. Tento proces je opakovan po
predem uréeny pocet cykll, pficemz kazdy cyklus efektivné zvySuje emisni intenzitu jednotlivého
oznamovaciho barviva a umoziiuje nezavislou identifikaci RNA HIV-1 a RNA HIV-1 QS. PCR
cyklus, pfi némz rustova kfivka zac¢ina exponencidlni rdst, souvisi s mnozstvim pocatecniho
materialu na zacatku PCR reakce.

Zaklady kvantifikace v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 je svou podstatou kvantitativni ve velmi
Sirokém dynamickém rozmezi, protoZze monitorovani amplikonu je provadéno v exponencialni fazi
amplifikace. Cim vy$&i je titr HIV-1 ve vzorku, tim dfiv prekro&i fluorescence oznamovaciho barviva
HIV-1 sond zakladni hladinu fluorescence (viz obrazek 1). ProtoZe je mnozstvi RNA HIV-1 QS konstantni
ve vSech vzorcich, tak by se méla fluorescence oznamovaciho barviva sondy HIV-1 QS objevit ve
stejném cyklu u vSech vzorku (viz obrazek 2). Ve vzorcich, v nichz je fluorescence QS postizena, je
koncentrace upravena odpovidajicim zpusobem. Objeveni specifickych fluorescencnich signalli je
hlaseno jako kriticka prahova hodnota (Ct). Ct je definovana jako diléi €islo cyklu, kdy fluorescence
oznamovaciho barviva prekro¢i prednastavenou prahovou hodnotu (uréenou fluorescenéni hladinu)
inicialniho HIV-1 cilového materialu. Dvojnasobny vzestup titru koreluje s poklesem o 1 Ct pro cilovou
RNA HIV-1, zatimco desetinasobny vzestup titru koreluje s poklesem o 3,3 Ct.

Na obrazku 1 jsou znazornény cilové rustové kfivky pro série fedéni vrozsahu 5-log. Jakmile
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Obrazek 1
Cilové rustové krivky pro série fedéni v rozsahu 5-log1o
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Na obrazku 2 jsou znazornény rastové kiivky kvantifikaéniho standardu pro vzorky ze sérii fedéni
viru zaujimajici rozsah 5-logio. Mnozstvi kvantifikatniho standardu pfidaného do kazdého vzorku je
konstantni pro kazdou reakci. Ct hodnota kvantifikacniho standardu je podobna bez ohledu na titr
viru.

Obrazek 2
Rustové krivky kvantifikacniho standardu pro série Fedéni viru v rozsahu 5-Log1o
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Normalizovana fluorescence

Na obrazku 3 je znazornén priklad, jak jsou hodnoty fluorescence v kazdém cyklu normalizovany pro
kazdou rustovou kfivku. Diléi Eislo cyklu (Ct) je vypocitano kde fluorescenéni signal prekroci Uréenou
fluorescenéni hladinu.
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Obrdzek 3
Hodnoty fluorescence v kazdém cyklu jsou normalizovany pro kaZdou ristovou krivku
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Stanoveni mnozstvi RNA HIV-1

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 stanovuje mnozstvi RNA viru HIV-1 pomoci
druhé cilové sekvence (kvantifikacni standard HIV-1), ktery je do kazdého testovaného vzorku pfidan
o znamé 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 obsahuje vazebné oblasti pro HIV-1 primer a generuje amplifikacni produkt stejné délky
a zakladniho slozeni, jako cilova RNA HIV-1 gag. Vazebna oblast pro detekéni sondu pro HIV-1 QS
byla modifikovana pro odli§eni amplikonu HIV-1 QS od cilového gag amplikonu HIV-1.

P¥i hybridizaéni fazi PCR reakce v analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 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 RNA HIV-1 a RNA
HIV-1 QS data reprezentuji sady, které jsou platné a pfiznaky jsou generovany v pfipadé, ze data
lezi mimo nastavené limity. Po dokonceni a splnéni vSech kontrol jsou odecety fluorescence
zpracovany pro generovani Ct hodnot pro RNA HIV-1 a RNA HIV-1 QS. Kalibracni konstanty
specifické pro sérii poskytované spolu s testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
jsou pouzivany pro kalkulaci hodnoty titru pro vzorky a kontroly zaloZené na Ct hodnotach RNA
HIV-1 a RNA HIV-1 QS. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 je standardizovan
vuéi referenénimu materidlu Svétové zdravotnické organizace pro RNA HIV-1. Vysledné titry jsou
udavany v kopiich/ml (kopii/ml) nebo mezinarodnich jednotkach/ml (1U/ml). Konverzni faktor mezi
udanym poc¢tem RNA HIV-1 kopii/ml a HIV-1 [U/ml byl stanoven Roche Molecular Systems, Inc. na
hodnotu 0,6 kopii/lU (1,67 IU/kopii).
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CINIDLA

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®HIV-1, v2.0 48 testu

(PIN: 05212294 190)

HIV-1 v2.0 CS1 1 x 48 testu
(HIV-1 kazeta s €inidly pro magnetické sklenéné ¢astice)

Magnetické sklenéné castice

93 % Isopropanol

HIV-1 v2.0 CS2 1 x 48 testu
(HIV-1 kazeta s lytickym ¢inidlem)

Dihydrat citratu sodného

42,5 % Guanidinthiokyanat

< 14 % Polydokanol

0,9 % Dithiothreitol

HIV-1 v2.0 CS3 1 x 48 testu
HIV-1 kazeta s vice ¢inidly obsahuje:
Pase 1x3,8ml
(Roztok proteinazy)
Tris pufr

<0,05 % EDTA
Chlorid vapenaty
Octan vapenaty
<7,8 % proteinaza
Glycerol

EB 1x7,0ml
(Eluéni pufr)

Tris — bazovy pufr

0,2 % Methylparaben

HIV-1 v2.0 CS4 1 x 48 testu
HIV-1 Kazeta na ¢inidla specificka pro test obsahuje:

HIV-1 QS 1x3,6ml
(HIV-1 kvantifikacni standard)
Pufr Tris-HCI
EDTA
< 0,005% Poly rA RNA (synteticka)
< 0,001% Armored HIV-1 RNA konstrukce obsahujici HIV-1
vazebné sekvence primeru a unikatni vazebnou oblast
sondy (neinfekéni RNA v bakteriofagu MS2)
0,05 % azid sodny

HIV-1 MMX 1x2,5ml
(HIV-1 Master Mix)

Tricinovy pufr

Octan draselny

Hydroxid draselny

20% dimethyl sulfoxid

Glycerol

<0,04% dATP, dCTP, dGTP, dUTP, dTTP

< 0,003% Upstream a downstream primery pro gag a LTR

oblast HIV-1
< 0,003 % oligonukleotidovy aptamer

05447933001-19CS 7 Doc Rev. 19.0



< 0,003% fluorescenéné znacené oligonukleotidové sondy
specifické pro HIV-1 a kvantifikaéni standard HIV-1

< 0,05% Z05 DNA polymeraza (mikrobialni)

< 0,1 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza) (mikrobialni)
0,09 % azid sodny

CAP/CTM Mn?* 1x19,8ml
(CAP/CTM roztok manganu)

< 0,5 % octan manganaty

Ledova kyselina octova

0,09 % azid sodny

HIV-1 H(+)C, v2.0 4x1,0ml
(HIV-1 Vysoce pozitivni kontrola, v2.0)
< 0,001% Armored HIV-1 RNA konstrukce obsahuijici
HIV-1 sekvence (neinfekéni RNA v bakteriofagu MS2)
Negativni lidska plazma, nereagujici podle testt na
protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV
p24 antigenu a HBsAg; RNA HIV-1, RNA HCV
a DNA HBV nedetekovatelné PCR metodami
0,1 % konzervantu ProClin® 300

HIV-1 L(+)C, v2.0 4x1,0ml
(HIV-1 Nizce pozitivni kontrola, v2.0)
< 0,001% Armored HIV-1 RNA konstrukce obsahujici
HIV-1 sekvence (neinfekéni RNA v bakteriofagu MS2)
Negativni lidska plazma, nereagujici podle testt na
protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24
antigenu a HBsAg; RNA HIV-1, RNA HCV a DNA HBV
nedetekovatelné PCR metodami
0,1 % konzervantu ProClin® 300

CTM(-) C 4x1,0ml
[COBAS® TagMan® negativni kontrola (lidska plazma)]
Negativni lidska plazma, nereagujici podle testt na
protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1/2, HIV p24
antigenu a HBsAg; RNA HIV-1, RNA HCV a DNA HBV
nedetekovatelné PCR metodami
0,1 % konzervantu ProClin® 300

Klip HIV-1 H(+)C, v2.0 1 x 4 klipt
(Klip s ¢arovym kédem pro vysoce pozitivni kontrolu HIV-1, v2.0)

Klip HIV-1 L(+)C, v2.0 1 x 4 klipt
(Klip s ¢arovym kédem pro nizce pozitivni kontrolu HIV-1, v2.0)

Klip HIV-1 () C 1 x 4 klipt
(Klip s ¢arovym kédem pro negativni kontrolu HIV-1, v2.0)

Promyvaci éinidlo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 1x511
(P/N: 03587797 190)

PG WR

(Promyvaci &inidlo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®)
Dihydrat citratu sodného
< 0,1% N-metylizotiazolon HCI
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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 5x78 ml

pre-extrakéni €inidlo na vzorky
(P/N: 06989861190)

SPEX
(cobas® pre-extrakéni ginidlo na vzorky)
42,5 % guanidinthiokyanat
0,79 % citrat sodny
0,01 % kyselina citronova
3,6 % Polydokanol
1,8 % Dithiothreitol

Pozn.: Toto ¢inidlo je voliteIné a mélo by se pouzivat ve spojeni s PSC k vytvoreni vzorkl
ze suché kapky plazmy (dried plasma spot). Viz metodicky list PSC ms_09411763190.

VAROVANIi A BEZPECNOSTNi OPATRENI

m

Tom

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

Tento test je uréen pro pouziti s lidskou plazmou odebranou do EDTA antikoagula¢niho
¢inidla nebo ze suché kapky plazmy PSC.

Nepipetujte usty.
V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekuite. Pfi manipulaci se vzorky

a s ¢inidly ze soupravy noste ochranné rukavice na jedno pouZiti, laboratorni plast a ochranu
oci. Po praci se vzorky a zkusebnimi ¢inidly si dukladné umyjte ruce.

Pfi odebirani alikvotnich podili z kontrolnich lahviéek dbejte na to, aby nedoslo
k mikrobialni nebo ribonukleazové kontaminaci.

Doporuéuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouziti a pipetovaci Spicky bez RNazy.
Nesmésujte dohromady kontroly z rtznych $arzi, ani z riznych lahvicek téze Sarze.
Nesmichavejte kazety na ¢inidla ani kontroly z riznych souprav.

Neotevirejte kazety COBAS® AmpliPrep ani nevyméfiujte, nemichejte, neodstrariujte ani
nepfidavejte lahve.

Nespotifebovana cinidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi
predpisy.

Po uplynuti data expirace jiz soupravu nepouzivejte.
Bezpecnostni listy (SDS) zasle na vyzadani Vase mistni pobocka spole¢nosti Roche.

Manipulace se vzorky a kontrolami se musi Fidit pravidly pro zachazeni s infekénim
materidlem. Musi byt pouzivany bezpecné laboratorni postupy, napf. postupy uvedené
v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories®® a v dokumentu CLSI
&. M29-A3%. Vechny pracovni plochy diikladné ogistéte a vydezinfikujte Gerstvé pFipravenym
roztokem 0,5% chlornanu sodného v deionizované ¢i destilované vodé.

Pozn.: Béziné bélici prostfedky pro domdcnost obvykle obsahuji chlornan sodny
o koncentraci 5,25 %. Roztok chlornanu sodného o koncentraci 0,5 % tak
ziskate zfedénim bélidla pro domdcnost v poméru 1:10.

Pozn.: Pokud dojde krozliti vzorki ze su$ené kapky plazmy PSC v cobas®
pre-extrakénim cinidle na vzorky (SPEX) (které obsahuje guanidin thiokyanat),
nesmi prijit do kontaktu s dezinfek¢nimi prostfedky s obsahem chlornanu
sodného, napriklad bélidlem. Tato smés muZe vytvéret vysoce toxicky plyn.

POZOR: 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 RNA HIV-1, RNA HCV ani DNA HBV. Nicméné Zadna znama testovaci metoda
nepfedstavuje dokonalou zaruku, Ze se s derivaty z lidské krve nepfenesou néjaka infekéni
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agens. Proto je tfeba povazovat v§echen materidl lidského ptvodu za potencialné infekéni.
S CTM (-) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 a HIV-1 H(+)C, v 2.0 je tfeba zachazet jako s infekénim
materidlem a pfi praci s nimi je nutno uplatriovat bezpe¢né laboratorni postupy, napfiklad ty,
které jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories®
a v dokumentu CLSI M29-A3%. V8echny pracovni plochy dikladné ogistéte a vydezinfikujte
Cerstvé pfipravenym roztokem 0,5% chlornanu sodného v deionizované &i destilované vodé.

0. HIV-1 QS, CAP/CTM Mn?* a HIV-1 MMX obsahuiji 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 mnozZstvim
vody, abyste tak zabranili vytvareni azidu.

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

Q. Dbejte na to, aby HIV-1 v2.0 CS2, SPEX (pouzity pfi postupu PSC pripravy susené kapky
plazmy) a tekuty odpad ze zatizeni COBAS® AmpliPrep, ktery obsahuje guanidin thiokyanat,
nepfiSel do styku s roztokem chlornanu sodného (bélidlo). Ze smési by se mohl uvolfiovat
vysoce toxicky plyn.

R. SPEX je citlivy na svétlo a zasila se v lahvich zajistujicich ochranu pred svétlem.

S. P¥i likvidaci jednotek pro zpracovani vzorku (SPU — Sample Processing Unit) ze zafizeni
COBAS® AmpliPrep, které obsahuji guanidin thiokyanat, zabrafte jakémukoli kontaktu
s roztokem chlornanu sodného (bélidlo). Ze smési by se mohl uvolfiovat vysoce toxicky plyn.

T. Viz metodicky list PSC ms_09411763190, kde naleznete dalSi varovani a bezpecnostni
opatreni.

POZADAVKY NA UCHOVAVANi A MANIPULACI

A Cinidla ani kontroly nezmrazujte.

B. Pfed pouzitim vizualné zkontrolujte kazdou kazetu a lahvicku s €inidly, zda nejevi Zzadné
znamky netésnosti. Pokud znadmky netésnosti vykazuje, nepouzivejte tento material
k testovani.

C. Cinidla HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 a HIV-1 v2.0 CS4 skladujte pfi teploté
2-8 °C. Pokud jsou nepouzita, jsou tato ¢inidla stabilni az do vyznageného data expirace. Po
otevieni jsou pii teploté 2-8 °C stala jesté 28 dni nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi.
HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 a HIV-1 v2.0 CS4 je mozné pouzit maximalné
ve 4 cyklech zafizeni az do maximalni kumulativni doby 64 hodin v zaFizeni COBAS® AmpliPrep.
Cinidla musi byt mezi jednotlivymi pouZitimi uchovavana pfi teploté 2—8 °C.

D. Cinidla HIV-1 H(+)C, v2.0, HIV-1 L(+)C, v2.0 a CTM (-) C uchovavejte pfi teploté 2—8 °C.
Kontroly jsou stabilni az do vyznaceného data expirace. Po otevieni je nutné
nespotfebovanou ¢ast zlikvidovat.

E. Klipy s ¢arovym koédem [HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip, HIV-1 L(+)C Clip, v2.0 a HIV-1 (-) C Clip]
skladuje pfi teploté 2-30 °C.
F. PG WR uchovavejte pfi teplotach 2-30 °C. PG WR je staly az do vyprSeni vyznacené doby

expirace. Po otevieni je toto €inidlo stabilni pfi teploté 2-30 °C po dobu 28 dni nebo do data
expirace, je-li tato doba kratsi.

G. SPEX uchovavejte (pouZito pfi postupu PSC suché kapky plazmy) pfi teploté 2-8 °C. SPEX je
stabilni az do vyznaceného data expirace. Po otevieni je toto Cinidlo stabilni pfi teploté 2-30 °C
po dobu 28 dni nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi.

H. Pozadavky na uchovavani a manipulaci PSC jsou stanoveny v metodickém listu PSC
ms_09411763190.
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DODAVANY MATERIAL

A, Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

(PIN: 05212294 190)

HIV-1 v2.0 CS1
(kazeta s €inidly pro magnetické sklenéné ¢astice pro test HIV-1)

HIV-1v2.0 CS2
(kazeta s lytickym cinidlem pro test HIV-1)

HIV-1 v2.0 CS3
(kazeta s vice ¢inidly pro test HIV-1)

HIV-1v2.0 CS4
(kazeta s ¢inidly specifickymi pro test HIV-1)

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

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

CTM(-) C
[COBAS® TagMan® negativni kontrola (lidska plazma)]

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip
(klip s ¢arovym kédem pro vysoce pozitivni kontrolu HIV-1, v2.0)

HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip
(klip s ¢arovym kédem pro nizce pozitivni kontrolu HIV-1, v2.0)

HIV-1 (-) C Clip
(klip s ¢arovym kédem pro negativni kontrolu HIV-1)

B.  Promyvaci &inidlo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®

(PIN: 03587797 190)
C.  COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®

pre-extrakéni €inidlo na vzorky
(P/N: 06989861190)
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POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY
Vybaveni a software

Zatizeni COBAS® AmpliPrep

Analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48

VoliteIné: Zafizeni cobas p 630

Volitelné: Dokovaci stanice

Software AMPLILINK Software verze 3.3 nebo 3.4

Ridici jednotka pro software AMPLILINK Software s tiskarnou

Prirucky k zafizeni a softwaru:

- ptirucka pro zafizeni COBAS® AmpliPrep pro pouZiti se softwarem AMPLILINK
Software verze 3.3 a 3.4

- ptiruka pro analyzator COBAS® TagMan® pro pouziti se softwarem
AMPLILINK Software verze 3.3 a 3.4

- ptirugka pro analyzator COBAS® TagMan® 48 pro pouziti se softwarem
AMPLILINK Software verze 3.3 a 3.4

- aplikaéni pfirucka softwaru 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

nebo
- provozni pfirucka pro software AMPLILINK Software verze 3.4

- Volitelné: pfiru¢ka obsluhy pro zafizeni cobas p 630 instrument se softwarem
verze 2.2

Defini¢ni soubor testu (TDF). Viz karta informaci o vyrobku, dodana se soupravou,
kde naleznete nazev a aktualni verzi TDF.

Spotiebni material

Jednotky pro zpracovani vzorku: SPU

Vstupni zkumavky pro vzorek (S-zkumavky) s klipy s ¢arovym kédem
Stojany s K-$pickami

Krabice s K-zkumavkami v po¢tu 12 x 96

DALSi POTREBNY MATERIAL (POUZE PRO POUZITi SE VZORKY EDTA PLAZMY), KTERY
NENi SOUCASTI DODAVKY

Stojan na vzorky (stojan SK24)

Stojan na ¢inidla

Stojan SPU

Zafizeni pro manipulaci s vicky K-zkumavek, s motorem
Zatizeni pro manipulaci s vicky K-zkumavek

K-nosi¢

Prena8e¢ K-nosice

Stojan K-nosict

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

Rukavice na jedno pouziti bez pudru

Vifivy mixér

* Pipetory musi byt pfesné na 3 % jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno, musi byt pouZity
Spicky s aerosolovou bariérou nebo s prfimym vypuzovanim bez RN&zy, aby se zabranilo
vzajemné kontaminaci vzorku a amplikonu.
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DALSI POTREBNY MATERIAL A SPOTREBNI MATERIAL (POUZE PRO POUZITI VZORKU
SUCHE KAPKY PLAZMY PSC), KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY

L] Separaéni karta na plazmu cobas® Plasma Separation Card (P/N 07963084190
nebo P/N 09411763190)*

L] Sterilni nebo jednorazové pinzety nebo klesticky**

L] Kapilara 140 pl (napf. plastova zkumavka Vitrex) s kompatibilnim davkovacem
(napf. drzak na pipety Vitrex)*

L] Jednorazovy vpichovaci prostfedek (napf. Greiner Bio-one: bezpecnostni lanceta
MiniCollect® s penetraéni hloubkou 2,00 mm)*

L] Sacek na vzorky (pruhledny plastovy uzaviratelny sacek) a sacky se silikagelovym

vysous$edlem (celkem 4 gramy. Dal$i informace o uchovani a zasilani PSC
naleznete v metodickém listu PSC ms_09411763190).

L] Prepravni sacek (napf. Wicoseal 180 x 60 x 240 mm)
L] Pipeta (napf. pipeta Multistepper)
L] Eppendorf Thermomixer® (napt. model R 5355 nebo C &i jejich ekvivalent)

s termoblokem pro 24 kryo zkumavek
* Dalsi informace o odbéru vzorkti PSC viz metodicky list PSC ms_09411763190.

** Pro zabranéni kfizové kontaminace pouzivejte u kazdého pacienta vzdy pouze jedny klesticky
(pinzetu)! DoporuCuje se pouzit kovové klesticky, které se po kazdém pouziti sterilizuji
v autoklavu.

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANIi VZORKU EDTA PLAZMY
Pozn.: Zachézejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infekénim materidalem.

Pozn.: Tento test byl validovdn pouze pro pouZiti s lidskou plazmou odebranou do EDTA
antikoagula¢niho c¢inidla nebo ze suché kapky plazmy PSC. Testovani jinych typu
vzorki muZe vést k nepfesnym vysledkiam.

A. Odbér vzorku

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 je uréen pro pouZiti se vzorky plazmy. Krev
se odebird do sterilnich zkumavek za pouziti EDTA jako antikoagulantu a musi byt nalezité
promichana podle pokynl vyrobce zkumavky.

Plnou krev uchovavejte pfi teploté 2-25 °C maximalné 24 hodin. Plazmu z pIné krve separujte
do 24 hodin od odbéru, a to odstfedovanim za pokojové teploty po dobu 20 minut pfi zrychleni
800-1600 x g. Plazmu prevedte do sterilni polypropylenové zkumavky. Na obrazku 4 jsou
uvedeny udaje o stabilité vzorki ze studii o stabilité vzorkii provedené u testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 (P/N: 03543005 190).
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Obrazek 4
Stabilita HIV-1 v pIné krvi (odebrané do zkumavek na plazmu s EDTA)
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B. Pfeprava vzorkl

P¥i prepravé pIné krve nebo plazmy je tfeba dodrZzovat celostatni resp. mistni predpisy o dopravé
etiologickych agens’. PIna krev se musi pfepravovat za teplot 225 °C a musi se odstfedit do
24 hodin od odbéru. Plazma se mlize pfepravovat pfi teploté 2—8 °C nebo ve zmrazeném stavu pfi
teplotach -20 °C az -80 °C.

C. Uchovavani vzorku

Vzorky plazmy mohou byt skladovany pfi pokojové teploté (25-30 °C) az po dobu 1 dne nebo pfi
teploté 2—8 °C az po dobu 6 dni. U zmrazenych vzorkd plazmy pfi teplotach -20 °C az -80 °C je
prokadzana stabilita po dobu Sesti tydn(. Vzorky plazmy se doporu€uje uchovavat v alikvotnich
podilech po 1100-1200 pl ve sterilnich polypropylenovych zkumavkach o objemu 2,0 ml se
Sroubovacim uzavérem (napfiklad Sarstedt 72.694.006). Na obrazku 5 jsou uvedeny Udaje o stabilité
vzork(i ze studii o uchovavani vzork provedené u testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 (P/N: 03543005 190).

Obrazek 5
Stabilita HIV-1 v EDTA plazmé
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Vzorky plazmy mohou byt zmrazeny a rozmrazeny maximainé pétkrat bez vyznamné ztraty RNA
HIV-1. Na obrazku 6 jsou uvedeny Udaje ze studie o zmraZeni-rozmrazeni provedené u testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 (P/N: 03543005 190).
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Obrazek 6
Vysledky HIV-1 po az péti cyklech zmrazeni a rozmrazeni (F-T) (EDTA plazma)
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ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU SUCHE KAPKY PLAZMY PSC
Pozn.: Zachéazejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infek¢nim materialem.

Pozn.: Tento test byl validovan pouze pro pouiiti s lidskou plazmou odebranou do EDTA
antikoagulacniho cinidla nebo ze suché kapky plazmy PSC. Testovani jinych typu
vzorku mize vést k nepresnym vysledkam.

A Odbér vzorku

Vzorky suché kapky plazmy PSC se odebiraji dle nalezitych klinickych postupl. Pfed pouZzitim je
nutné zkontrolovat datum expirace PSC. Pokracujte pouze pokud nevypréelo datum expirace PSC
apokud je saek s PSC utésnény a dokonale uzavieny a neporuseny. Na PSC uvedte jméno
pacienta, datum narozeni, datum a ¢as odbéru vzorku. Naneste 140 pl pIné krve na kazdy krouzek
membrany PSC vyznaceny vrstvou pro umisténi kapky s pouzitim vhodné kapilary a davkovace.
Doporucuje se naplnit vSechny tfi body pro kapky na PSC, aby bylo mozné provést opakované testy.
Na jednu kartu PSC nenanasejte vzorky od vice pacientd. Po 5 minutdch se presvédcte, Ze jsou
OBE strany bod(i PSC (pfedni: membrana s krvi; zadni: kapka plazmy) nasyceny. Zkontrolujte zadni
stranu prfes pruhlednou zadni vrstvu. Béhem tohoto postupu zabrarite kontaktu membran
s rukavicemi, nastroji nebo jakymikoliv potencialné kontaminovanymi povrchy.

Ponechte PSC vyschnout pfi pokojové teploté nejméné po dobu 4 hodin (maximalné pres noc);
chrarite ji pfitom pfed pfimym slune¢nim svétlem. Neodstrariujte vrstvu pro umisténi kapky (skvrny).
To se provadi v laboratofi. Po vysu$eni uchovavejte PSC v samostatném sacku na vzorek se
4 gramy vysou$edla a sacek uzaviete (obrazek 7). Sacky s odebranymi vzorky musi byt zabaleny
v pfepravnim sacku spolu s pfislusnym informaénim listem pacienta. Doporuéuje se do prepravniho
sacku zabalit maximalné 25 karet PSC.
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Obrazek 7
Piehled koncepce baleni pro pfepravu PSC
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B. Preprava vzorka

Pokud maji byt vzorky pfepravovany, musi byt zabaleny a oznaceny dle platnych statnich anebo
mezinarodnich predpisli o prepravé vzorku a etiologickych agens. Prepravni sacky obsahujici karty
PSC musi byt zaslany béhem 28 dni pfi teploté 18—45 °C a pfi hodnoté vihkosti do 85%.

C. Uchovavani vzorku

Karty PSC v jednotlivych saccich na vzorky se 4 gramy vysouseciho prostfedku, v pfepravnim sacku,

se mohou po prepravé uchovavat pfi pokojové teploté (18-30 °C), pfi teploté 2—8 °C nebo pfi teplote
<-10 °C az po dobu 56 dni (s oddélenim vrstvy nebo bez oddéleni vrstvy).
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NAVOD K POUZITI

Pozn.: Podrobny ndvod k pouZiti, podrobny popis moZnych konfiguraci, tisku vysledku
a interpretaci priznakd, poznamek a chybovych hldseni naleznete v ndasledujicich
dokumentech: (1) pfirucka k zarizeni COBAS® AmpliPrep Instrument pro pouiZiti se
softwarem AMPLILINK Software verze 3.3 a 3.4; (2) pfirucka k analyzatoru COBAS®
TagMan® Analyzer pro pouziti se softwarem AMPLILINK Software verze 3.3 a 3.4;
(3) priruéka k analyzatoru COBAS® TagMan® 48 Analyzer pro poufziti se softwarem
AMPLILINK Software verze 3.3 a 3.4; (4) provozni pfirucka pro software AMPLILINK
Software verze 3.3 pro pouziti se zafizenim COBAS® AmpliPrep Instrument,
analyzdtorem COBAS® TaqMan® Analyzer, analyzétorem COBAS® TagqMan® 48
Analyzer, analyzétorem COBAS® AMPLICOR® Analyzer a zafizenim cobas p 630 nebo
provozni pfirucka pro software AMPLILINK Software verze 3.4; (5) volitelné: pfirucka
k zafizeni cobas p 630 instrument se softwarem verze 2.2.

Informace obsaZené v c¢dsti A-C a F-J jsou obecné pro oba typy vzorki (EDTA plazma
a vzorky suché kapky plazmy PSC). Cast D obsahuje informace o objednani a plnéni
pouze vzorki EDTA plazmy. Cdst E obsahuje informace o objednani a plnéni pouze
vzorkt suché kapky plazmy PSC.

Velkost davky

Kazda souprava obsahuje dostatek ¢inidel pro 48 testl, které mohou byt provedeny v davkach po
12 az 24 testech. Alespori jedna kontrola CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 a HIV-1 H(+)C, v2.0 musi byt
zahrnuta do kazdé davky (viz ¢ast ,Kontrola kvality*).

Pracovni postup

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

Pozn.: Nezmrazujte ani neskladujte zpracované vzorky a kontroly pfi teploté 2—-8 °C.

Priprava vzorku a kontroly

Pozn.: Pouzivate-li vzorky zmrazené, ponechte je pfi pokojové teploté, dokud kompletné
nerozmrznou a pred pouZitim je nechte 3-5 sekund vifit. Kontroly musi byt pred
pouzitim vyjmuty ze skladovaciho prostoru s teplotou 2-8 °C a vyrovnany na okolni
teplotu.

Nastaveni zafizeni COBAS® AmpliPrep

CastA. Udrzba a pInéni

A1.  Zatizeni COBAS® AmpliPrep je pfipraveno k praci v pohotovostnim rezimu.

A2.  Zapnéte fidici jednotku pro software AMPLILINK Software (ON). Pfipravte Fidici jednotku dle
nasledujiciho navodu:

1. Prihlaste se k operea¢nimu systému Microsoft Windows.
2. Dvakrat kliknéte na ikonu softwaru AMPLILINK.
3. Prihlaste se k softwaru AMPLILINK zadanim pfidéleného uzivatelského jména a hesla.

A3.  Zkontrolujte naplnéni PG WR pomoci stavové obrazovky (Status) a v pfipadé potfeby
provedte vyménu.

A4. Provedte vedkerou udrzbu, jak je uvedeno v zaloZce Due. Zafizeni COBAS® AmpliPrep
automaticky naplIni systém.
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CastB. PInéni kazet s &inidly

Pozn.:

B1.

VSechny kazety s Cinidly musi byt vyjmuty ze skladovaciho mista s teplotou 2-8 °C,
okamzité vlozeny do zafizeni COBAS® AmpliPrep a ponechény pro vyrovndni s okolni
teplotou v zarfizeni po dobu minimalné 30 minut pfedtim, neZ bude zpracovan prvni
vzorek. Nenechejte kazety s Cinidly vyrovnat s teplotou mimo zafizeni, protoZe by
mohlo dojit ke kondenzaci na Stitcich s ¢arovym koédem. Neotirejte kondenzat
v pripadé, Ze se objevi na Stitcich s ¢arovym kédem.

Vlozte HIV-1 v2.0 CS1 do stojanu na ¢inidla. VloZzte HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 a HIV-1
v2.0 CS4 do samostatného stojanu na ¢inidla.

B2. Zavedte stojan na &inidla obsahujici HIV-1 v2.0 CS1 do pozice stojanu A zafizeni COBAS®
AmpliPrep.

B3. Zavedte stojan na ¢inidla obsahujici HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 a HIV-1 v2.0 CS4 do
pozice stojanu B, C, D nebo E zafizeni COBAS® AmpliPrep. (Doplfiujici informace viz tabulka 1).

CastC. PInéni spotfebnim materialem

Pozn.: Stanovte pocet kazet na éinidla pro zafizeni COBAS® AmpliPrep jednotek pro

zpracovani vzorki (SPU), vstupnich zkumavek na vzorky (S-zkumavky), K-Spicek
a K-zkumavek, které budou potreba. Jedna SPU, jedna vstupni S-zkumavka, jedna
K-Spicka a jedna K-zkumavka jsou potreba pro kazdy vzorek a kontrolu.

U zafizeni COBAS® AmpliPrep s analyzatorem COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 je

pouzitého postupu prace zavedte prislusny pocet stojant s kazetami na Cinidla, stojant se vzorky se

vstupn

imi S-zkumavkami, stojant SPU, stojanu s K-hroty, stojanti s K-zkumavkami a K-nosi¢i na

stojanech pro K-nosite do pfislusnych pozic stojant zatizeni COBAS® AmpliPrep (dal$i informace
viz Tabulka 1).

C1.

C2.

C3.

C4.

Umistéte SPU do stojanu(t) SPU a zavedte stojan(y) do pozice stojanu J, K nebo L zafizeni
COBAS® AmpliPrep.

Podle pouzitého postupu prace zavedte plny(é) stojan(y) K-zkumavek do polohy stojanu M, N,
0 nebo P zatizeni COBAS® AmpliPrep.

Zavedte piny(é) stojan(y) s K-hroty do polohy stojanu M, N, O nebo P zafizeni COBAS®
AmpliPrep.

Pro postup prace 3 s vyuZitim analyzatoru COBAS® TagMan® 48 zavedte K-nosi¢e na
stojanech K-nosiét do polohy stojanu M a N nebo O a P zafizeni COBAS® AmpliPrep.
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Tabulka 1
Mozné postupy prdce pro pouziti se zafizenim COBAS® AmpliPrep

s analyzédtorem COBAS® TagMan® nebo analyzétorem COBAS® TagMan® 48

Rezim pifenosu da® Pozice na
. analyzatoru COBAS Stojany, nosice a spotiebni zafizeni
Pracovni postup TaqMan® nebo material COBAS®
COBAS® TagMan® 48 AmpliPrep
K-zkumavky v plnych M-P
stojanech K-zkumavek
Zatizeni COBAS® K-8picky v pln}'/c.rj stojanech M—P
AmpliPrep na’K-splcky
1 s dokovacj stanici Automatick.yypfesun obs;/r?;l;ipc?lvgézrltly”:ivo?{roly F_H
a ag%)gztscgem K-nosite na stojanech na vzorky
TagMan® SPU ve stojanech na SPU J-L
CS1 ve stojanu na kazety A
CS2, CS3, CS4 ve stojanu B_E
na kazety
K-zkumavky v pinych M—P
stojanech K-zkumavek
K-8picky v plnych stojanech M-P
na K-§picky
Vstupni S-zkumavky
T ® Manualni pfesun K- obsahujici vzorky a kontroly F-H
Za”;?'“%%BAS zkuma\’jek na na stojanech na vzorky
Py s anal?zétor‘;m stojanu(ech) na SPU ve stojanech na SPU J-L
COBAS® vzorky do CS1 ve stojanu na kazety A
TagMan® analgzatoru o CS2, CS3, CS4 ve stojanu B_E
COBAS® TagMan na kazety
Po dokonéeni zpracovani
vzorku: Stejné jako
K-zkumavky ve stojanech na vyse
vzorky (pfipravené (F-H)
k manualnimu presunu)
K-zkumavky na stojanech na F_H
vzorky
K-8picky v plnych stojanech M—P
na K-8picky
Vstupni S-zkumavky
Manualni pfesun obsahuji_ci vzorky a kontroly F-H
Zatizeni COBAS® K-nosi&e na na stoEngch na vzorky
N . SPU ve stojanech na SPU J-L
AmpliPrep stojanu(ech) pro Csi1 r » A
3 s analyzatorem(y) K-nosice do ve stojanu na a;ety
COBAS® analyzatoru cs2, Csr?é i::e\tl; stojanu B-E
TagMan® 48 COBAS” TaqMan Prazdny K-nosi¢ oznac¢eny
48 &arovym koédem ve stojanu M-P
pro K-nosi¢
Po dokonéeni zpracovani Steiné iako
vzorku: ine J
K-zkumavky v K-nosici ve (,\;yf?:)
stojanu pro K-nosi¢
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Cast D. Objednavani a vkladani vzorka: Vzorky EDTA plazmy

D1.

D2.

D3.

D4.

Ds.

D6.

D7.

D8.

Pripravte stojany na vzorky dle nasledujiciho postupu: Pfipevnéte klipy s ¢arovym kédem ke
kazdé pozici stojanu na vzorky, kam je ukladan vzorek (S-zkumavka). Pfipevnéte jeden ze
specifickych klipti s ¢arovym kodem pro kontroly [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0
a HIV-1 H(+)C, v2.0] ke kazdé pozici stojanu na vzorky, do které budou kontroly (S-zkumavky)
ulozeny. Klipy s ¢arovym kédem by mély mit stejné Cislo Sarze kontroly, jako je Cislo Sarze na
kontrolnich lahvi¢kach v soupravé. Dbejte na to, abyste pfifadili spravnou kontrolu k pozici
s odpovidajicim klipem kontroly s ¢arovym kédem. VloZte jednu vstupni S-zkumavku do kazdé
pozice obsahuijici klip s ¢arovym kédem.

Pomoci softwaru AMPLILINK vyberte definiéni soubor testu (HI2CAP96 pro zafizeni COBAS®
AmpliPrep s analyzatorem COBAS® TagMan®, HI2CAP48 pro zafizeni COBAS® AmpliPrep
s analyzatorem COBAS® TagMan® 48), pro kazdy vzorek a kontrolu vytvofte prikaz
(objednavku) v okné Orders, slozce Sample a dokoncete uloZzenim.

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

Vytisknéte zpravu Sample Rack Order pro pouziti jako pracovni tabulku.

Pripravte stojany na vzorek a kontrolu na uréeném misté pro pfidavani vzorkl a kontrol dle
nasledujiciho postupu: Vifenim promichejte kazdy vzorek a kontrolu [CTM (-) C, HIV-1 L(+)C,
v2.0 a HIV-1 H(+)C, v2.0] po dobu 3 az 5 sekund. Pfi manipulaci se vzorky a kontrolami
zabrarite kontaminaci rukavic.

Preneste 1000 az 1050 pl kazdého vzorku a kontroly [CTM (-) C, HIV-1 L(+)C, v2.0
aHIV-1 H(+)C, v2.0] do odpovidajici vstupni S-zkumavky s c¢arovym koédem pomoci
mikropipetoru s aerosolovou bariérou nebo hrotem bez RNazy s pozitivnim posuvem. Zabrarite
prenosu casticek a/nebo fibrinovych sraZenin z origindlniho vzorku do vstupni
S-zkumavky. Vzorky a kontroly musi byt pfenaseny do pozic na zkumavky, jak bylo uréeno
a zaznamenano Vv pracovni tabulce v kroku D4. Klipy s ¢arovym kédem by mély mit stejné Cislo
Sarze kontroly, jako je &islo Sarze na kontrolnich lahvickach v soupravé. Prifadte spravnou
kontrolu k pozici s odpovidajicim klipem s ¢arovym kédem kontroly. Zabrarite kontaminaci horni
casti S-zkumavek vzorkem nebo kontrolami. Jestlize pouzivate zafizeni cobas p 630 pro
pfipravu vzorku, preététe si pfirucku obsluhy pro zafizeni cobas p 630.

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

Pro pracovni postup 3 pomoci analyzatoru COBAS® TagMan® 48 zavedte stojan(y) na vzorky
se vstupnimi S-zkumavkami a K-zkumavkami (jedna pro kazdou vstupni S-zkumavku,
zavedené v pozici vpravo vedle vstupnich S-zkumavek) do pozice stojanu F, G nebo H
zafizeni COBAS® AmpliPrep.
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CastE. Objednavani a vkladani vzorka: vzorky suché kapky plazmy PSC

E1.  Pred otevienim zkontrolujte pfepravni sacek, zda je zcela neporuseny. V pfipadé, ze je sacek
dokonale uzavreny, pokracujte.

Oteviete prepravni sacek a u kazdého sacku na vzorek pokracujte pouze pokud plati

nasleduijici:

. Laboratorni Zadanka je UpIné vyplnéna.

. Carovy kéd laboratorni zadanky a PSC odpovidaji.

. Sacek na vzorek je dokonale uzavieny a kazdy obsahuje PSC se 4 gramy vysou$edla.
. Je uvedeno datum odbéru vzorku a odbér vzorku byl proveden v uplynulych 28 dnech,

a pred vypr$enim data expirace PSC.

PSC nema proslé datum expirace.

. Sucha kapka plazmy PSC vypada na predni strané homogenné a pfi pozorovani ze
zadni strany vypada, Ze je Uplné pokryta plazmou (viz Obrazek 8).

Obrazek 8
Suché kapky plazmy PSC ke zpracovani (vlevo: predni strana. vpravo: zadni strana)

Membrany Suché kapky plazmy PSC
\\ / \\
/ AY
v | N
Vrstva pro P N
umisténi kapky
gz e Lose (0
CLoLiEcTioN DATE /TmE R001059

E2.  Suché kapky plazmy PSC by mély byt oznageny a zamitnuty, pokud plati nasledujici:

e jsou viditelné stopy rozlité krve (obrazek 9b) a/nebo membrana neni GpIné pokryta
krvi (obrazek 9c) a proto kapka (skvrna) PSC obsahuje nehomogenni piedni &ast
a/nebo zadni strana neni Uplné pokryta plazmou (viditelné pfes nosic).

e membrana je poSkozena (obrazek 9a) a proto kapka PSC obsahuje nehomogenni
predni ¢ast a zadni strana je tmavé ¢ervenohnéda (viditelné pres nosic).

Pozn.: Tfi body jsou uréeny pro moznost opakovaného testovani. PSC muze obsahovat
$patny bod, ale musi stale obsahovat dobry vzorek pro testovani. Radné oznaéte
Spatné body (skvrny), aby byly rozpoznatelné. Neoznacujte je vSak na vrstvé pro
umisténi kapky. Vzdy mezi sebou porovnejte vSechny tfi body, abyste vyhodnotili jejich
kvalitu.
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Obrazek 9
Kritéria pro zamitnuti PSC (vlevo: pfedni strana; vpravo: zadni strana).
Body s rozlitou krvi (b) nebo nepokryta membrana (c), nebo viditelné poskozené
membrany (a) nesmi byt zpracovany. Pokud jsou body zamitnuty, mély byt takto
jasné oznaceny.

a b c c b a
cobas® n«?ﬁg Separation Card X
RO01059

CovecTioN DaTE /TmE

E3. Pripravte stojany na vzorky dle nasledujiciho postupu: Pfipevnéte klipy s ¢arovym kédem ke
kazdé pozici stojanu na vzorky, kam je ukladan vzorek (S-zkumavka). Pfipevnéte jeden ze
specifickych klipti s ¢arovym kodem pro kontroly [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0
a HIV-1 H(+)C, v2.0] ke kazdé pozici stojanu na vzorky, do které budou kontroly (S-zkumavky)
ulozeny. Klipy s ¢arovym kédem by mély mit stejné Cislo Sarze kontroly, jako je Cislo Sarze na
kontrolnich lahvi¢kach v soupravé. Dbejte na to, abyste pfifadili spravnou kontrolu k pozici
s odpovidajicim klipem kontroly s ¢arovym kédem. VloZte jednu vstupni S-zkumavku do kazdé
pozice obsahujici klip s ¢arovym kédem.

E4. Pomoci softwaru AMPLILINK vyberte pfislusny defini¢ni soubor testu (HI2PSC96 pro zafizeni
COBAS® AmpliPrep s analyzatorem COBAS® TagMan®, HI2PSC48 pro zafizeni COBAS®
AmpliPrep s analyzatorem COBAS® TagMan® 48), pro kazdy vzorek a kontrolu vytvoite piikaz
(objednavku) v okné Orders, slozce Sample a dokoncete ulozenim.

E5.  Pfifadte pfikazy pro vzorek a kontrolu k pozici stojanu na vzorky v okné Orders ve slozce
Sample Rack. Cislo stojanu na vzorky musi byt pro stojan pfipraveny v kroku E1. Carovy kéd
pacienta na zadni strané PSC muZe byt nasniman pres sacek na vzorek (Obrazek 10).
Neotevirejte v tuto chvili sa¢ek na vzorek a postup dokoncete ulozenim.

Obrazek 10
Snimani ¢arového kédu vzorku pro vytvoreni prikazu
pro vzorky suché kapky plazmy PSC
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E6. Vytisknéte zpravu Sample Rack Order pro pouziti jako pracovni list a znovu ovéite, zda je
pouzit nalezity soubor testu.

E7. Provedte kroky E7 az E11 v digestofi. Pro vybranou kartu PSC oteviete sacek a odstrarite
vrstvu pro umisténi kapky (obrazek 11). Zlehka ohnéte PSC a odstrarite jednu kapku suché
plazmy pomoci sterilni pinzety i klesticek tak, Ze ji zdvihnete nahoru. Ohnéte kapku suché
plazmy na karté PSC, aby se usnadnilo vlioZeni do zkumavky (obrazek 12).

Obrazek 11
Odstranéni vrstvy pro umisténi kapky

Obrazek 12
Odstranéni a ohnuti bodu se suchou plazmou z PSC

Pozn.: PouzZivejte vidy pouze jedny icky (pil pro jednoh ient:

E8. Preneste jednu ohnutou kapku suché plazmy PSC do odpovidajici vstupni S-zkumavky tak,
aby se nejnizsi ¢ast kapky suché kapky plazmy PSC dotykala dna zkumavky a také stény
zkumavky, aby se pfede$lo chybam pipetovani (obrazek 13 a obrazek 14).

Pozn.: Body (kapky) suché plazmy mohou pfii skladovani zkiehnout. Viz pozadavky na
uchovavani pro PSC. Pfi vkladani do zkumavky s nimi zachazejte opatrné.

Obrazek 13
Preneseni kapky suché plazmy PSC do zkumavky

x/;
“}/
e =
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Obrazek 14
Nejlepsi zpusob umisténi bodu PSC se suchou plazmou do zkumavky

Platny Potencialni riziko vzniku srazeniny

Pozn.: Ujistéte se, Ze je c¢islo pozice vstupni S-zkumavky na zprdvé Sample Rack Order
shodné s pozici na stojanu SK24.

E9. Umistéte PSC se zbyvajicimi body suché plazmy zpét do puvodniho sacku na vzorky
s 4 gramy nového odvlh¢ovadla pro potfeby opakovaného testovani, pokud by bylo zapotfebi
(Obrazek 15). Karty PSC Ize uchovavat po dobu 56 dni od pfepravy s oddélenim nebo bez
oddéleni vrstvy pro umisténi kapky (pfi teploté 18-30 °C, nebo 2-8 °C, nebo < -10 °C).

Obrazek 15
PSC v sacku na vzorky pro mozné opakované testovani

S

E10. Zaviete vstupni S-zkumavku a preneste zkumavku obsahujici bod se suchou kapkou plazmy
PSC do stojanu SK24 do pozice 4-24 (dal$i podrobnosti naleznete v tabulce 2). Zopakuijte,
dokud nebudou zpracovany v&echny vzorky.

Pozn.: Pred pouZitim ponechte vyrovnat teplotu SPEX na teplotu prostredi.
E11. Oteviete vstupni S-zkumavky jednotlivé, vicka uchovejte v €istych podminkach a pfidejte

1100 pyl SPEX do kazdé vstupni S-zkumavky (Obrazek 16). Opét uzaviete S-zkumavku.
Zopakujte, dokud nebudou zpracovany v§echny vzorky.
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Obrazek 16
1100 pl ¢inidla SPEX pfidaného je kazdému vzorku susené kapky plazmy PSC

BRI

Pozn.: Zabrarite kontaminaci horni ¢éasti vstupnich S-zkumavek se vzorky a ujistéte se, zZe
Jjsou zkumavky spravné uzavreny, aby se zabranilo vyparovani.

E12. Preneste vstupni S-zkumavky do zafizeni termomixéru Eppendorf Thermomixer a inkubuijte
pfipravené vstupni S-zkumavky pfi teploté¢ 56 °C a 1000 ot/min pfi nepfetrzitém tfepani po
dobu 10 minut, aby do$lo k extrakci viru ze suSené plazmy (Obrazek 17).

Obrazek 17
Inkubace se provadi po dobu 10 minut.

.f =
- B -
/ (s .

Pozn.: Zahajte inkubaci bezprostredné po pridani SPEX.
E13. Béhem doby inkubace pfipravte kontroly nasledovné.

Pozn.: Kontroly neinkubujte.
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Umistéte jednu vstupni S-zkumavku do kazdé pozice (1 az 3) pfipraveného stojanu SK24
obsahujiciho klip s ¢arovym kédem kontroly.

Dukladné promichejte 1 zkumavku CTM (=) C po dobu 20 sekund na vortexu. Pfeneste
1000 pl CTM (=) C do vstupni S-zkumavky 1 na stojanu SK24. Ihned opét uzavrete tuto
S-zkumavku.

Dukladné promichejte 1 zkumavku HIV-1 L(+)C, v2.0 po dobu 20 sekund na vortexu.
Preneste 1000 pl HIV-1 L(+)C, v2.0 do vstupni S-zkumavky 2 na stojanu SK24. Ihned
opét uzaviete tuto S-zkumavku.

Dukladné promichejte 1 zkumavku HIV-1 H(+)C, v2.0 po dobu 20 sekund na vortexu.
Preneste 1000 pl HIV-1 H(+)C, v2.0 do vstupni S-zkumavky 3 na stojanu SK24. Ihned
opét uzaviete tuto S-zkumavku.

Tabulka 2
Provedeni pfikazu a plnéni pro vzorky susené kapky plazmy PSC
Vzorek Pozice pfikazu Pozice stojanu Pozice stojanu
AMPLILINK IsoRack Eppendorf SK24
Vzorek Vstupni S-zkumavka Vstupni S-zkumavka Vstupni S-zkumavka
CTM(-)C 1 Prazdna 1
HIV-1 L(+)C, v2.0 2 Prazdna 2
HIV-1 H(+)C, v2.0 3 Prazdna 3
Sucha kapka
plazmy PSC + 4-24 4-24 4-24
1100 pl SPEX

E14. Po inkubaci pfeneste vzorky ve spravném pofadi do stojanu SK24 obsahujiciho kontroly
(krok E13) (dal$i podrobnosti naleznete v tabulce 2).

Pozn.: Zkontrolujte, zda je pozice suché kapky plazmy PSC ve zkumavce stile spravna
(obrazek 14) a v pripadé potreby ji upravte sterilni pipetovaci Spickou. V pfipadé, ze
Jjsou pritomny bubliny, bubliny odstrarite pomoci sterilni pipetovaci Spicky.

E15. Zavedte stojan(y) na vzorky naplnéné vstupnimi S-zkumavkami do pozic F, G nebo H
v zatizeni COBAS® AmpliPrep.

CastF. Spusténi cyklu zafizeni COBAS® AmpliPrep

F1.  Spustte zafizeni COBAS® AmpliPrep pomoci softwaru AMPLILINK.

Cast G. Konec cyklu zafizeni COBAS® AmpliPrep a pienos do analyzatoru COBAS®
TagMan® nebo analyzatoru COBAS® TagMan® 48 (pouze pro pracovni postup 2

a 3 v Tabulka 1)
G1.  Zkontrolujte pfiznaky a chybova hlaseni.
G2.  Vyjméte zpracované vzorky a kontroly ze zaFizeni COBAS® AmpliPrep na stojanech na vzorky
(pro analyzator COBAS® TagMan® bez dokovaci stanice) nebo na stojanech pro K-nosice (pro
analyzator COBAS® TagMan® 48), v zavislosti na postupu prace (dal$i podrobnosti viz Cast G).

G3. Odstrarite odpad ze zafizeni COBAS® AmpliPrep.

Pozn.: Zédné zpracované vzorky a kontroly by nemély byt vystaveny svétlu po dokonéeni
pripravy vzorku a kontroly.
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Amplifikace a detekce

Nastaveni analyzatoru COBAS® TagMan® nebo analyzatoru COBAS® TagMan® 48

Cyklus analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 musi byt zapogat do 120 minut
po dokonéeni pfipravy vzorku a kontroly.

Pozn.: Nezmrazujte ani neskladujte zpracované vzorky a kontroly pfi teploté 2-8 °C.

CastH. Zavedeni zpracovanych vzorka

H1.

V zavislosti na zvoleném pracovnim postupu provedte odpovidajici kroky pro premisténi
K-zkumavek do analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48:

Pracovni postup 1: Automatizovany presun K-nosi¢e pfes dokovaci stanici do analyzatoru
COBAS® TagMan®. Manualni zasah neni nutny.

Pracovni postup 2: Manualni prenos K-zkumavek ve stojanu(ech) na vzorky do analyzatoru
COBAS® TagMan®.

Pracovni postup 3: Manualni pfesun K-nosi¢e na stojanu(ech) K-nosi¢e do analyzatoru
COBAS® TagMan® 48. Manualni pfesun K-nosiéi do analyzatoru
COBAS® TagMan® 48 za pouZiti pfemistovage K-nosice.

Cast . Spusténi cyklu analyzatoru COBAS® TaqMan® nebo analyzatoru COBAS®

TagMan® 48

Spustte analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 jednou z mozZnosti
uvedenych nize v zavislosti na pouzitém pracovnim postupu:

Pracovni postup 1: Neni nutny zadny zasah.

Pracovni postup 2: Automaticky start analyzatoru COBAS® TagMan® po vloZeni stojanu(ti) na
vzorky.

Pracovni postup 3: Napliitte K-nosi¢ prazdnymi K-zkumavkami v pfipadé, Ze je méné nez
6 K-zkumavek v K-nosici. PInéni je fizeno pomoci softwaru AMPLILINK.
Oteviete kryt termocykleru, zavedte K-nosi¢ a uzaviete viko. Spustte
cyklus analyzatoru COBAS® TagMan® 48.

Cast J. Ukonéeni cyklu analyzatoru COBAS® TaqMan® nebo analyzatoru COBAS®

J1.

J2.

TaqMan® 48

Po dokongeni cyklu analyzatoru COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 vytisknéte
vysledkovy protokol. Provedte kontrolu, abyste se ujistili, Ze byl pouzit nalezity defini¢ni
soubor testu a zkontrolujte pfiznaky nebo chybové zpravy ve zpravé s vysledky. Vzorky
s pfiznaky a komentafi jsou interpretovany podle popisu v ¢asti ,Vysledky“. Po odsouhlaseni
uloZte data do archivu.

Vyjméte pouzité K-zkumavky z COBAS® TagMan® nebo z analyzatoru COBAS® TagMan® 48.
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VYSLEDKY

Analyzator COBAS® TagMan® nebo COBAS® TagMan® 48 automaticky stanovuje koncentrace RNA
HIV-1 u vzorki a kontrol. Koncentrace RNA HIV-1 je vyjadiena v kopiich (cp)/ml nebo
mezinarodnich jednotkach (IU)/ml v zavislosti na pouzitém definiénim souboru testu (TDF).
Konverzni faktor mezi kopiemi RNA HIV-1 kopii/ml a HIV-1 v IU/ml je 0,6 kopii/lU, s pouzitim
1. mezinarodni normy WHO pro technologie analyzy nukleovych kyselin (NAT) pro RNA HIV-1
(NIBSC 97/656)*". 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 RNA HIV-1 a RNA HIV-1 QS.

. Stanovuje koncentraci RNA HIV-1 zaloZzenou na Ct hodnotach pro RNA HIV-1 a RNA
HIV-1 QS a kalibracnich koeficientech specifickych pro danou $arzi, které jsou
poskytnuty na ¢arovych kédech kazet.

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

Validace davek — AMPLILINK verze 3.3 a 3.4

Zkontrolujte vysledkové okno softwaru AMPLILINK nebo vysledkovy vytisk na pfitomnost pfiznakd
a komentaru, abyste se ujistili, Ze je davka platna. Pro kontrolni objednavky je provedena kontrola,
zda-li je hodnota kopii/ml nebo IU/ml pro danou kontrolu v ramci specifikovaného rozmezi. Je-li
hodnota kopii/ml nebo 1U/ml pro kontrolu mimo jeji rozsah, je vytvofen PRIZNAK, ktery ukazuje, ze
kontrola selhala.

Davka je platna v pfipadé, Ze se neobjevi zadny pfiznak pro Zadnou kontrolu [HIV-1 L(+)C, v2.0;
HIV-1 H(+)C v2.0 a CTM (-) C].

Davka neni platna, pokud se u HIV-1 kontrol objevi néktery z nasledujicich pfiznaku:

Negativni kontrola

Varovna .
znacka Vysledek Interpretace
NC_INVALID Invalid Neplatny vysledek nebo ,platny” vysledek, ktery

nebyl negativni pro cilovy HIV-1

HIV-1 Nizce pozitivni kontrola, v2.0

Varovna .
znacka Vysledek Interpretace
LPCINVALID Invalid Neplatny vysledek nebo kontrola mimo rozsah

HIV-1 Vysoce pozitivni kontrola, v2.0

Varovna

znacka Vysledek Interpretace

HPCINVALID Invalid Neplatny vysledek nebo kontrola mimo rozsah

Pokud je davka neplatna, musite zopakovat celou davku, véetné pfipravy vzorku a kontroly,
amplifikace a detekce.
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Interpretace vysledku

Pro platnou davku zkontrolujte kazdy jednotlivy vzorek na pFitomnost pfiznak(i nebo komentaru ve

vytisku vysledku. Vysledky se interpretuji takto:

Platna davka mlze zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorku v zavislosti na tom, zda

se u jednotlivych vzorkl objevi pfiznaky a/nebo poznamky.

Vysledky vzorku se interpretuji takto:

Vysledek titru

Interpretace

Target Not Detected

Ct hodnota pro HIV-1 je nad hranici testu nebo nebyla
zadna Ct hodnota pro HIV-1 ziskana. Vysledky uvadéjte
jako ,RNA HIV-1 nedetekovana“.

Kopii/ml

< 2,00E+01 kopii/ml
(plazma)

< 738 kopii/ml (PSC)

Vypoctena hodnota kopii/ml je pod detekénim limitem
analyzy. Vysledky uvadéjte jako ,RNA HIV-1 detekovana,
méné nez 20 RNA HIV-1 kopii/ml“ pro plazmu a ,RNA
HIV-1 detekovana, méné nez 738 RNA HIV-1 kopii/ml*
pro PSC.

>2,00E+01 kopii/ml a

<1,00E+07 kopii/ml
(plazma)

> 738 kopii/ml a
<1,00E+07 kopii/ml
(PSC)

Vypocitané vysledky vétsi nez nebo rovny hodnoté
20 kopii/ml a men$i nez nebo rovny 1,00E+07 kopii/ml
jsou v linearnim rozmezi testu pouzitého s plazmou.

Vypocitané vysledky vétSi nez nebo rovny hodnoté
738 kopii/ml a mensi nez nebo rovny 1,00E+07 kopii/ml
jsou v linearnim rozmezi testu pouzitého s PSC.

> 1,00E+07 kopii/ml
(Plazma aPSC)

Vypoctena hodnota kopii/ml je nad rozsahem analyzy.
Oznacte vysledky jako ,vy$$i nez 1,00E+07 RNA HIV-1
kopii/ml“. Jsou-li pozadovany kvantitativni vysledky, musi
byt originalni vzorek rozifedén HIV-1 negativni lidskou
EDTA plazmou v poméru 1:100 a test zopakovan.
Vynasobte uvadény vysledek faktorem fedéni.

Mezinarodni jednotky/ml

<3,34E+01 IU/ml
(plazma)

Vypoctena hodnota IU/ml je pod detekéni hranici testu.
Vysledky uvadéjte jako ,RNA HIV-1 detekovana, méné
nez 33,4 RNA HIV-1 IU/ml“.

>3,34E+01 IU/ml a
<1,67E+07 IU/ml
(plazma)

Vypocitané vysledky vétSi nez nebo rovny hodnoté
33,4 IU/ml a mensi nez nebo rovny 1,67E+07 IU/ml jsou
v linedrnim rozmezi testu pouzitého s plazmou.

>1,67E+07 IU/ml
(plazma)

Vypoc¢tena hodnota IU/ml lezi nad rozsahem testu.
Vysledky uvadéjte jako "greater than 1.67E+07 HIV-1
RNA [U/mL". Jsou-li poZzadovany kvantitativni vysledky,
musi byt origindlni vzorek roziedén HIV-1 negativni
lidskou EDTA plazmou v poméru 1:100 a test zopakovan.
Vynasobte uvadény vysledek faktorem fedéni.

Pozn.:

Pozn.:

Pozn.:

Vzorky nad rozsahem testu,
»QS_INVALID", nesmi byt vykazany jako > 1,00E +07 kopu/ml nebo 1,67E +07 IU/ml.
Origindlni vzorek je nutné rozredit lidskou EDTA plazmou negativni na HIV-1 v fedéni
1:100 a test by mél byt

Vysledek ,,Failed*.

které vykazuji pl: ledek

S PFi:

kovan. Vy bte uvadény vysledek faktorem redéni.

Interpretace: Béhem pripravy vzorkii na zarizeni

AmpliPrep nebyl vzorek spravné zpracovan.

Vysledek titru ,,Invalid“. Interpretace: Neplatny vysledek.
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KONTROLA KVALITY

V kazdé davce testu musi byt zahrnuta jedna kontrola CTM (=) C, jedna HIV-1 L(+)C, v2.0 a jedna
HIV-1 H(+)C, v2.0. Davka je platna v pfipadé, Ze se neobjevi zadny pfiznak pro Zadnou kontrolu
[HIV-1 L(+)C, v2.0; HIV-1 H(+)C v2.0 a CTM (-) C].

Na vytisku vysledku zkontrolujte vyskyt ptiznakli a poznamek pro ovéfeni, zda je davka platna.
Negativni kontrola

CTM (-) C musi dat vysledek ,Target Not Detected”. Je-li CTM (-) C oznacgena jako neplatnd, pak je
celd davka neplatna. Cely postup zopakuijte (pfiprava vzorku a kontrol, amplifikace a detekce). Je-li
CTM (-) C trvale neplatna ve vice davkach, kontaktujte vaseho mistniho zastupce spole¢nosti Roche
pro technickou pomoc.

Pozitivni kontroly

Pfifazeny rozsah titru pro HIV-1 L(+)C, v2.0 a HIV-1 H(+)C, v2.0 je specificky pro kazdou $arzi
&inidel a je uveden na &arovém kodu kazety s ¢inidly pro test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0.

Pocet kopii/ml RNA HIV-1 pro HIV-1 L(+)C, v2.0 a HIV-1 H(+)C, v2.0 by mél spadat do daného
predepsaného rozsahu titru. Jsou-li jedna nebo obé pozitivni kontroly oznaceny pfiznakem jako
neplatné, je neplatnd celd davka. Cely postup zopakujte (pfiprava vzorki a kontrol, amplifikace
a detekce). Jestlize lezi titr RNA HIV-1 u jedné nebo obou pozitivnich kontrol soustavné mimo
rozmezi u mnoha davek, obratte se o technickou pomoc na mistni zastoupeni firmy Roche.

BEZPECNOSTNi OPATRENI PRI PRACI

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

PROCEDURALNi OMEZENi

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

2. Uginnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 nebyla hodnocena
u vzorku obsahujicich HIV-1 skupiny N ani u vzorkl obsahujicich HIV-2.

3. K ziskani spolehlivych vysledkl je tfeba dodrZovat prislusné postupy odbéru, transportu,
skladovani a zpracovani vzorku.

4. Diky pfitomnosti enzymu AmpErase v Master Mixu pro test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 se snizuije riziko kontaminace amplikonu. Kontaminaci od HIV-1 pozitivnich
kontrol a klinickych vzorku Ize ovSem zabranit pouze dislednym uplatriovanim zasad spravné
laboratorni praxe a peclivym dodrZzovanim postupli uvedenych v tomto pfibalovém letaku.

5. S timto vyrobkem mohou pracovat pouze pracovnici proskoleni v technice PCR.

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

7. | kdyz vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech virového genomu pokryté primery
testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a/nebo sondami mohou vést
k podhodnoceni mnoZstvi nebo selhani detekce viru.

8. Detekce RNA HIV-1 zavisi na tom, kolik virovych &astic je ve vzorku pfitomno, na coz maji viiv
metody odbéru vzorku a status pacienta (napf. vék, pritomnost symptomt a/nebo stadium
infekce). Prestoze klinicka specificita testu je 99,3 % (95% Cl = 98,2% az 99,8 %), bylo
zaznamenano i nékolik faleSné pozitivnich vysledkd s nizkou hladinou u HIV negativnich jedincd.

9. Vzhledem k rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pied prechodem k jiné
technologii provedli ve své laboratofi korelaéni metodické studie a kvantifikovali rozdily mezi
technologiemi.
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INTERFERENCNI LATKY

P¥i zvy$enych hladinach triglyceridt (az do 3500 mg/dl), bilirubinu (az do 28 mg/dl), albuminu (az do
8900 mg/dl), hemoglobinu (az do 900 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 zjisténo, ze
nedochazi kinterferenci s kvantifikaci RNA HIV-1 ani dopadu na specificitu testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Vyhodnoceni bylo provedeno podle smérnice CLSI
EP7-A2 s pouzitim jedné $arze &inidel testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Nasledujici slozky léku testované pii trojnasobné urovni maximalni plazmatické hladiny (Cmax)
nevykazovaly interferenci s kvantifikaci RNA HIV-1 nebo vliv na specificitu testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0:

Lopinavir/Ritonavir
Nelfinavir mesylat

Léky na HIV:

Inhibitory proteazy Nukleosidovy analog, inhibitor reverzni transkriptazy
Atazanavir Abacavir sulfat
Darunavir Didanosin, ddl
Fosamprenavir Emtricitabin

Lamivudin, 3TC
Stavudin, 4dT

Ritonavir Tenofovir DF
Saquinavir Zidovudin
Tipranavir
Inhibitor integrazy Nenukleosidovy analog, inhibitor reverzni transkriptazy
Raltegravir Efavirenz
Nevirapin
Inhibitor vstupu Inhibitory faze
Maraviroc Enfuvirtid
Léky na HBV a / nebo HCV:
Analogovy nukleotid Analogovy nukleosid
Adefovir dipivoxil Entekavir
Telbivudin

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

Latky pro 1é€bu herpetickych

irG:

Analogovy nukleotid
Acyklovir

Derivat nukleotidu
Gancyklovir
Valganciclovir HCI
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HODNOCENIi NEKLINICKYCH FUNKENICH PARAMETRU

Hlavni funkéni charakteristiky pro vzorky EDTA plazmy
A. Mez detekce

Meze detekce testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byla stanovena testovanim
2. mezinarodniho standardu WHO pro RNA HIV-1, dle zakona NIBSC 97/650*2, HIV-1 subtyp B,
fedéného v HIV-1-negativni lidské EDTA plazmé. Mez detekce byla stanovena pro tfi Sarze cinidel.
Pro kazdou $arzi byly analyzovany tfi diluéni série. Celkové bylo testovano 126 replikatti na hladinu
koncentrace. Vyhodnoceni bylo provedeno podle smérnice CLSI EP17-A.

Koncentrace RNA HIV-1, kterou je mozné detekovat s mirou pozitivity vétsi nez 95%, jak je uréeno
analyzou PROBIT, je 20 kopii/ml nebo 33 IU/ml. Vysledky jednotlivych Sarzi byly 17,7 kopii/ml
(95% interval spolehlivosti: 13,7 — 26,9 kopii/ml) u Sarze 1, 17,0 kopii/ml (95% interval spolehlivosti:
14,0 — 22,6 kopii/ml) u Sarze 2, 14,2 kopii/ml (95% interval spolehlivosti: 11,2 — 22,1 kopii/ml)
u Sarze 3. Kombinované vysledky vSech tfi Sarzi ¢inidel viz Tabulka 3. Tento konverzni faktor mezi
1U/ml a kopie/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 3
Mez detekce testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®HIV-1, v2.0
Nominalni vstup Nominalni vstup Pocet Pocet Mira
(RNA HIV-1 (RNA HIV-1 replikata pozitivnich pozitivity
1U/ml) kopii/ml)
100 60 126 126 100 %
67 40 186 185 99 %
50 30 126 125 99 %
33 20 126 124 98 %
25 15 59 53 90 %
17 10 126 108 86 %
8 5 125 66 53 %
0 0 126 0 0%
27,5 IU/ml (95% interval spolehlivosti:
P 23,8-33,0 IU/ml
PROBIT 95% GspéSnost detekce 16,5 kopii/ml (95% interval lpolehlivosti:
14,3-19,8 kopii/ml)

Kromé toho byla analyzovana fedéni supernatantd bunécné kultivace predstavujici HIV-1 skupiny M
subtypy A-H v HIV-1 negativni lidské EDTA plazmé s dvéma Sarzemi Cinidel. U kazdého izolatu
subtypu HIV-1 bylo testovano nékolik drovni (jmenovité titry mezi 10 a 75 kopiemi/ml) ve
24 replikatech na kazdou $arzi ¢inidla. Pfifazeni jmenovitych koncentraci materialti zasobni buné¢né
kultury bylo provedeno stanovenim priimérnych titrii testu COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR,
v1.5, testu VERSANT® HIV-1 RNA 3.0 (bDNA) a Abbott RealTime HIV-1. Uspésnost detekce
vykézala miru pozitivity vy$$i nez 95 % u vSech subtypt pfi 20 kopiich/ml nebo nizsi. Kombinované
vysledky dvou $arzi ¢inidel jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4
Ovéreni meze detekce testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®HIV-1, v2.0

Subt Oznaceni izolatu Nejnizsi aroven koncentrace
P > 95% uspésnost detekce (kopii/ml)

A 92UG029 10
A 4237A/98 20
B 92THO026 20
B 8ES5/LAV 20
C 92BR025 20
C 3777TAI97 11
D 92UG021 20
D 92UG035 11

CRF01_AE 92THO022 12

CRF01_AE 92THO09 14
F 93BR020 20
G ARP173/RU570 13
H HIV V1557 16

Presnost

Presnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 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 bunécné kultury (zasobni koncentrace) bylo
provedeno metodou, ktera zajistuje sledovatelnost dle 1. mezinarodni normy WHO pro RNA HIV-1,
zadkona NIBSC 97/656%. Tri 8arze ¢inidel byly analyzovany a bylo provedeno 15 cykld na $arzi
¢inidla, kazdy se skladal z 6 urovni fedéni a 3 replikatl na kazdou Uroven. Kazdy vzorek prosel
celym postupem testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 zahrnujici pFipravu
vzorku, amplifikaci a detekci. Zde uvadéna presnost tedy zahrnuje vSechny aspekty testovaciho
postupu. Vysledky kazdé Sarze €inidla a tfi Sarzi ¢inidel viz Tabulka 5.

Tabulka 5
Piesnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3 Kombinace viech tfi $arzi
Titr Cglkové ) Cglkové ) Cfalkova' . Cglkové ) Celkov§ ’
(kopie/ml) smérodatna smérodatna smérodatna smérodatna Iognc_;rm'alnl
odchylka odchylka odchylka odchylka rozlozeni CV
v Log v Log v Log v Log (%)
1,0E+02 0,19 0,16 0,17 0,17 41
1,0E+03 0,07 0,09 0,07 0,08 20
1,0E+04 0,07 0,07 0,06 0,07 16
1,0E+05 0,04 0,05 0,07 0,06 15
1,0E+06 0,10 0,09 0,10 0,10 25
1,0E+07 0,11 0,12 0,14 0,13 33
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C. Linearni rozmezi

U testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 bylo zji§téno, Ze poskytuje linearni
odezvu od 20 (logio = 1,30) RNA HIV-1 kopii/ml do 1,0E+07 (logio = 7,00) RNA HIV-1 kopii/ml.
Vyhodnoceni bylo provedeno podle smérnice CLSI EP6-A s pouzitim dvou $arzi cinidel testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a sériovych fedéni vysokého titru vzorku
supernatantu bunééné kultury RNA HIV-1 (+). Dvé 8arze €inidel byly analyzovany a bylo provedeno
15 cykll na $arzi ¢inidla, kazdy se skladal z 12 Grovni fedéni a 3 replikatd na kazdou Urover.
Vysledky pro jednu $arzi ¢inidla jsou uvedeny na obrazku 18.

Obrazek 18
Linearita pro test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®HIV-1, v2.0
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TagMan® HIV-1, v2.0
Log+o RNA HIV-1 [kopii/ml]

1 2 3 4 5 6 7 8

Vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®

Nominalini koncentrace
Logio RNA HIV-1 [kopii/ml]

D. Inkluzivita HIV-1 skupiny M

Osm kategorii subtypt bylo navrzeno pro HIV-1 skupinu M na zakladé divergence nukleotidt. Tyto
subtypy jsou oznageny velkymi pismeny abecedy od A do H*'.

Uginnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 u subtypt HIV-1 byla hodnocena
analyzou zasobnich bunéénych kultur zastupct kazdého subtypu A az H HIV-1 skupiny M. Pfidéleni
nominalnich koncentraci roztokli se zasobni bunécnou kulturou bylo provedeno stanovenim
primérnych titrt testu COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, testu VERSANT® HIV-1 RNA
3.0 (bDNA) a testu Abbott RealTime HIV-1. Kazdy material zasobnich bunéénych kultur byl zfedén
na jmenovité koncentrace pfiblizné 2,00E+02, 2,00E+04 a 2,00E+06 kopii/ml v EDTA plazmé.
Koncentrace byly poté testovany v 10 replikatech testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 pomoci jedné Sarze &inidel. Stfedni titry logio vSech koncentraci a subtypt byly
porovnany s pfislusnymi nominalnimi titry log1o.

Vyhodnoceni 8 izolatt subtypt HIV-1 testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
vykazuje ekvivalentni vysledky pro vSechny testované zastupce subtypt HIV-1 skupiny M
(viz obrazek 19). Vysledky stfedni koncentrace log1o pro vS8echny subtypy byly v rozmezi + 0,3 log1o
pfifazené vstupni koncentrace.
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Obrazek 19
Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®HIV-1, v2.0
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L
om
om

Om
]
om

[= ]
= |
]
L1}

on
=}

L

Stiedni logio koncentrace
©C AN WA O N
.

A B Cc D CRF01_AE' F G H
HIV-1 skupina M podtyp

E. Detekce HIV-1 skupiny O

Redéni supernatantu bunééné struktury HIV-1 skupiny O (izolat MVP5180) v lidské EDTA plazmé
byla analyzovana pomoci dvou $arzi ¢inidla. Bylo testovano nékolik trovni koncentrace (jmenovité
titry mezi 10 a 75 kopiemi/ml) ve 24 replikdtech na jednu $arzi cinidla. Pfifazeni jmenovité
koncentrace materidlu zasobnich bunécnych kultur bylo provedeno pomoci testu Abbott RealTime
HIV-1. Uspé&snost detekce vykazala miru pozitivity vy$si nez 95% pfi 20 kopiich/ml.

Material zasobnich bunéénych kultur HIV-1 skupiny O byl zfedén na jmenovité koncentrace pfiblizné
2,00E+02, 2,00E+03 a 2,00E+05 kopii/ml v EDTA plazmé. Koncentrace byly poté testovany
v 10 replikatech testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pomoci jedné $arze
¢inidel. Stfedni titry logio vSech koncentraci byly linearni a vrozmezi + 0,3 logio pfislusného
jmenovitého titru log1o (viz Obrazek 20).
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Obrazek 20
Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®HIV-1, v2.0

Subtyp linearity O (MVP5180)

y =1,0098x - 0,3307
R?=0,9999

0.0

30 4,0

nominalni titr log1o

5,0 6,0 7.0

Kromé toho bylo testovano paraleing v testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
a Abbott RealTime HIV-1 10 bunéénych kultur a jeden zfedény vzorek od pacienta (11613)
predstavujici HIV-1 skupiny O. Véech 11 vzorkii bylo u testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 pozitivnich (viz Tabulka 6). U obou testi byl stfedni titr logio u 11 vzorkd v rozmezi

0,1 log1o.

Tabulka 6

Zjisténi izolatt HIV-1 skupiny O pomoci testu

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Oznaceni izolatu : ® Test Abbott
AmpliPrep/COBAS RealTime HIV-1
TaqMan®HIV-1, v2.0
BBI PRD 301, BV-5050 3,09 2,42
BBI PRD 301, BV-5051 2,86 3,35
BBI PRD 301, BV-5003 3,00 2,71
BBI PRD 301, BV-5024 2,87 2,69
MVP5180 2,78 3,25
HIV-1 CA-9 3,31 3,08
BCFO01 5,71 5,61
BCF02 5,16 5,39
BCFO07 4,27 4,81
BCFO11 5,57 5,26
11613 2,97 2,05
Stredni titr log1o 3,78 3,69
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F. Specificita

Specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byla stanovena s pouzitim dvou
garzi ¢inidel analyzou vzork( HIV-1 negativni EDTA plazmy od darct krve. V testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byly u celkem 660 jednotlivych vzorki EDTA plazmy
zjistény platné vysledky a vSechny byly negativni na RNA HIV-1. Na zakladé téchto vysledkud je
klinicka specificitu testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 100% (jednostranna
niz8i mez spolehlivosti 95%: > 99,6 %).

G. Analyticka specificita

Analyticka specificitu testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byla hodnocena
pfidanim kultivovanych organizmd (virG, baktérii, kvasinek) nebo DNA (HTLV-2) se vstupni
koncentraci 5E+04 ¢astic/ml do HIV-1 negativni lidské EDTA plazmy a do HIV-1 pozitivni lidské
EDTA plazmy s 1,5E+02 kopii/ml HIV-1 (viz Tabulka 7).

Zadny z testovanych organizmli nevykazal kfizovou reakci s testem COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0. U HIV-1 pozitivnich vzork( byly stanoveny titry, které byly vrozmezi
+ 0,5 log1o od HIV-1 pozitivni kontroly.

Tabulka 7
Analyticka specificita vzorku
Virus Baktérie
Adenovirus typ 5 Staphylococcus aureus
Cytomegalovirus Propionibacterium acnes

Virus Epstein-Barrové
Lidsky herpes virus typ 6
Herpes simplex virus typ 1
Herpes simplex virus typ 2 Kvasinky
Lidsky T-bunéény lymfotropni virus typ 1 Candida albicans
Lidsky T-bunécény lymfotropni virus typ 2
Chripka typu A
Virus hepatitidy A
Virus hepatitidy B
Virus hepatitidy C

H. Metoda korelace

Uginnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byla porovnavana s testem
COBAS®  AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, testem COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TagMan® HIV-1 a testem Abbott RealTime HIV-1 analyzou 92 postupné odebiranych,
nefedénych HIV-1 pozitivnich klinickych vzorki a analyzou 34 fedénych supernatant bunééné
kultivace. Vzorky obsahovaly subtypy HIV-1 A az H skupiny M a také cirkulujici rekombinantni formy
viru a byly analyzovany ve dvou externich pracovistich. Celkem 126 vzorkl bylo rozprostfeno po
dynamickém rozmezi testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a bylo testovano ve
Styfech testech. Pouze platné pary titrd v obou linearnich rozmezich dvou porovnavanych testu byly
zarazeny do Demingovy regresni analyzy (viz obrazek 21 az obrazek 23).
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Obrazek 21
Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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Obrazek 22
Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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Obrazek 23
Korelace testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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I Selhani celého systému

Mira selhani celého systému dvou arzi testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2, byla
zjisténa testovanim 113 replikat( pro Sarzi 1 a 114 replikatd pro Sarzi 2 EDTA plazmy s pfidanou
cilovou sekvenci viru HIV-1 podtypu B skupiny M. Tyto vzorky byly testovany pfi pfiblizné koncentraci
3 x LoD. Z kombinovanych vysledkl (3arze 1 a 2) této studie vyplynulo, Ze jeden replikat poskytl
negativni vysledek byly na cilovou sekvenci HIV-1, coZz znamena vyslednou miru selhani celého
systému 0,4 %.

Hlavni funkéni charakteristiky pro vzorky susené kapky plazmy PSC
A. Mez detekce plazmy s pouzitim separacni karty na plazmu

Mez detekce testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 v kombinaci s PSC byla
stanovena analyzou titrd plazmy pfifazenych k sériovym fedénim supernatantu bunéc¢né kultivace
HIV-1 skupiny M, v HIV-negativni lidské pIné krvi. Panely péti hladin koncentrace plus negativni
vzorek byly testovany na tfech SarZich karet PSC a se tfemi $arzemi &inidel testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 pfi vétsim podtu cykld v rGiznych dnech s rdznou obsluhou
a pristroji. Cast &lenti panelu s nejvy3sim titrem byla centrifugovana a plazmé byl pfifazen titr dle
metody kalibradniho oznageni (CBM) s pouzitim testu cobas® HIV-1 (na systémech cobas®
6800/8800) s pouzitim 3. mezinarodniho standardu WHO HIV-1, HIV-1 skupiny M, subtyp B, pro
pfipravu vysokého a nizkého kalibratoru.

Vysledky PSC uvadi Tabulka 8. Studie ukazuje, Ze test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®

HIV-1, v2.0 v kombinaci s PSC detekoval RNA HIV-1 pfi koncentraci 737,9 kopii/ml podle analyzy
Probit s Uspésnosti detekce 95 %.
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Tabulka 8
Mez detekce testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®HIV-1, v2.0

Pfifazena plazmova Poéet platnych
koncentrace Pocet reaktivnich replikatii % reaktivnich
HIV-1 skupiny M (kopii/ml)
1691,1 61 61 100 %
1098,1 51 51 100 %
2276.4 61 62 98,39 %
845,6 59 60 98,33 %
549,1 46 49 93,88 %
1138,2 59 60 98,33 %
563,7 54 60 90,00 %
366 49 53 92,45 %
758,8 56 61 91,80 %
281,9 46 62 74,19 %
183 36 49 73,47 %
3794 50 62 80,65 %
140,9 38 63 60,32 %
91,5 22 54 40,74 %
189,7 37 63 58,73 %
0 0 63 0,00 %
0 0 54 0,00 %
0 0 59 0,00 %
737,9 kopii/ml (95% interval
PROBIT 95% tGspésnost detekce spolehlivosti: 614,3-938,5 kopii/ml)
1230 1U/ml (1023,8-1564,2 1U/ml)

Odhad LOD v piné krvi:

Odpovidaijici titry v pIné krvi stejného vzorku nelze pfesné stanovit, protoZze pina krev neni typem
vzorku pro testovani virové naloze. Titry pIné krve zaloZzené na mnoZstvi RNA HIV-1 pfidané ke
vzorkim pIné krve nebyly pouzity pro odhad LoD, protoZze mnozstvi pfidané RNA nemusi nutné
odpovidat mnozstvi RNA v plazmé. Dokonce i po centrifugaci mize RNA zustat v mezibunécné
vrstvé (buffy coat) nebo muze byt spojena s bunéénou frakci pIné krve. Aviak vzhledem k tomu, Ze
i u dalSich technologii, napfiklad suché krevni kapky, se pouzivaly pfidané titry plné krve k odhadu
meze detekce v pIné krvi, odhad LoD piné krve v PSC Ize poskytnout na zakladé empirického
faktoru, u néhoz se predpoklada souvislost s primérnym obsahem hematokritu (45 %) vzorkd

(Tabulka 9).

Hodnoty LOD plIné krve jsou odhady na zakladé nasledujiciho vztahu:

Odhad LOD pIné krve = LOD plazmy PSC /1,8

Tabulka 9
Odhad LoD plIné krve

LOD podle analyzy PROBIT
(95% Uspésnost detekce)

439,0 cp/ml

95% interval spolehlivosti

366,1-557,6 kopii/ml
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B. Presnost s pouzitim separacni karty na plazmu

Presnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 vkombinaci s PSC byla
stanovena analyzou sériovych fedéni vysoce pozitivniho vzorku HIV-1 (pozitivni vzorek supernatantu
bunééné kultury RNA HIV-1 s vysokym titrem) v HIV negativni pIné krvi s EDTA. Bylo testovano pét
urovni fedéni ve 48 replikatech pro kazdou uroveri a objem zpracovani mezi dvéma $arzemi PSC
a dvéma Sarzemi ¢inidel testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 s pouzitim dvou
systému CAP/CTM a dvou pracovnikid obsluhy v prabéhu 12 dni. Kazdy vzorek pros$el uplnym
pracovnim postupem PSC a testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Uvedené
vysledky pfesnosti zahrnuji vSechny aspekty testovaciho postupu. Vysledky uvadi Tabulka 10.

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 v kombinaci s PSC ukazal vysokou
pfesnost pro dvé Sarze PSC a cinidel testované pfi rozsahu koncentraci 7,38+02 kopii/ml az
1,00E+07 kopii/ml.

Tabulka 10
Piesnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
v kombinaci s PSC v ramci jedné laboratofe

Mérena koncentrace (kopii/ml) Zdrojovy material Smérod. odch. smési
6,31E+06 Bunécéna kultura 0,08
1,05E+06 Bunécéna kultura 0,09
1,02E+05 Bunécéna kultura 0,12
1,05E+04 Bunécéna kultura 0,19
2,29E+03 Bunécéna kultura 0,25
C. Linearni rozmezi s pouzitim separacni karty na plazmu

Studie linearity testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 v kombinaci s PSC byla
provedena se sériemi fedéni zahrnujicimi 9 ¢lend panelu v celém linearnim rozmezi pro previadajici
HIV-1 skupiny M, subtyp B. Cleny panelu byli pfipraveni z pozitivniho vzorku supernatantu buné&né
kultury s vysokym titrem RNA HIV-1. Vyhodnoceni bylo provedeno podle pokynu CLSI ¢&islo
EP06-A%. Dvé $arze PSC a dvé Sarze ¢inidel byly analyzovany na dvou systémech CAP/CTM, se
tfemi pracovniky obsluhy a celkem 20 replikaty na kaZzdou uroveri koncentrace.

Cast jednoho ¢&lena panelu byla centrifugovana a plazmé byl pfifazen titr dle metody kalibragniho
oznadeni (CBM) s pouzitim testu cobas® HIV-1 (na systémech cobas® 6800/8800) s pouzitim
3. mezinarodniho standardu WHO HIV-1, HIV-1 skupiny M, subtyp B, pro pfipravu vysokého
a nizkého kalibratoru.

V kombinaci sPSC je test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 linearni od
7,38+02 kopii/ml do 1,00E+07 kopii/ml a vykazuje absolutni odchylku od lépe se hodici nelinearni
regrese nizsi nez + 0,16 log1o s PSC (viz Obrazek 24). V linearnim rozmezi testu byla pfesnost testu
+ 0,3 logo.
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Obrazek 24
Linearita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
v kombinaci s kartou na separaci plazmy
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D. Verifikace subtypu s pouzitim separacni karty na plazmu

Ackoliv by subtyp HIV nemél ovlivnit parametry PSC, kultivované vzorky HIV-1 pro bézné subtypy
HIV-1M (A, C a D) byly zfedény na jednu uroveri koncentrace v pIné krvi. Stanoveni presnosti
a spravnosti bylo provedeno se 12 replikaty pro kazdy vzorek. Testovani se provadélo s 1 Sarzi PSC
a 1 8arzi ginidel testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Kazdy vzorek pIné krve byl centrifugovan a plazmé byl pfifazen titr dle metody kalibracniho oznaceni
(CBM) s pouzitim testu cobas® HIV-1 (na systémech cobas® 6800/8800) s pouzitim
3. mezindrodniho standardu WHO HIV-1, HIV-1 skupiny M, subtyp B, pro pfipravu vysokého
a nizkého kalibratoru.

Vysledky uvadi Tabulka 11. Tyto vysledky potvrzuji, ze test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 v kombinaci s PSC detekoval HIV pro HIV-1M (A, C a D).

Tabulka 11
Verifikace HIV-1 skupiny M subtyptd A,C a D
Ekvivalence
Pocet platnych - . plazma
Subtyp HIV-1 M replikatii Spravnost Presnost vs. PSC-
plazma
Subtyp A 12 -0,02 0,09 0,17
Subtyp C 12 0,13 0,16 0,06
Subtyp D 12 0,07 0,15 0,05
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E. Specificita s pouzitim separacni karty na plazmu

Specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 v kombinaci s PSC byla
stanovena analyzou vzorki plné krve s EDTA negativnich na HIV od jednotlivych darch.
160 jednotlivych vzorkl piné krve s EDTA bylo testovano se dvéma Sarzemi PSC a dvéma Sarzemi
inidel testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Jeden vzorek byl testovan jako
pozitivni a 159 negativnich na RNA HIV-1. V panelu test( byla specificita testu COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 v kombinaci s PSC 99,4 % (95% interval spolehlivosti: = 97,07 %).

F. Mira selhani celého systému s pouzitim separacni karty na plazmu

Mira selhani celého systému testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, v kombinaci
s PSC byla zjisténa testovanim 100 replikatd plné krve s EDTA s pfidanym virem HIV-1 skupiny M,
subtypu B. Tyto vzorky byly testovany pfi pfiblizné koncentraci 3 x LoD. Z vysledky této studie
vyplynulo, Ze Zadny replikat neposkytl negativni vysledek na cilovou sekvenci HIV-1, coz znamena
vyslednou miru selhani celého systému 0 %.

ZHODNOCENI KLINICKYCH VYSLEDKU
Hlavni funkéni charakteristiky pro vzorky EDTA plazmy

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byla vyhodnocena
vEDTA plazmé =za pouziti dvou raznych pracovnich postupli (analyzator COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® a analyzator COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48). Studie byla
provedena pomoci panell sestavenych z dobfe charakterizovaného kultivovaného virového kmene
HIV-1 skupiny M, subtyp B a EDTA plazmy negativni na protilatky RNA HIV-1 a HIV-1/2. Panel
pokryval dynamické rozmezi testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 i klicova
lékafska rozhodnuti pro dany Ucel pouZiti podporovana Pokyny ,Department of Health and Human
Services 2008" pro pouziti antiretrovirovych latek u dospélych a dospivajicich infikovanych HIV-1"3,
Studie méla vyhodnotit hlavni proménné, které pfispivaji k variaci celkové presnosti véetné variace
mezi Sarzemi, pracovisti/pfistroji, obsluhou, dnem/cyklem a variaci v ramci cyklu. Dalsi testy
srovnavaly funkéni charakteristiky a komparativni variabilitu pfesnosti mezi dvéma pracovnimi
postupy. Dva ¢lenové obsluhy v kazdém ze 3 pracovist provadéli 5denni testovani kazdé ze 3 Sarzi
soupravy €inidel za pouziti kazdého pracovniho postupu. Kazdy cyklus se skladal ze soupravy
kontrol (1 vysoce pozitivni, 1 nizko pozitivni a 1 negativni) a ze sedmiclenného panelu testovaného
v triplikatu (21 vzorkd) na zafizeni COBAS® AmpliPrep. PFipravené vzorky a kontroly byly ampli-
fikovany a detekovany na analyzatoru COBAS® TagMan® nebo analyzatoru COBAS® TagMan® 48.

Reprodukovatelnost byla vyhodnocena pomoci modelu nahodnych jevt se ¢leny pro (a) Sarzi,
(b) pracovisté/pfistroj, (c) obsluhu vramci pracovisté/pfistroje (d) den/cyklus vramci S$arze,
pracovisté/pfistroje a obsluhy; a (e) alikvotni podily vramci cyklu s pouZitim transformovanych
vysledki PROC MIXED a log. Byla spocitana procenta variability zpUsobena kazdou slozkou
a koeficient variace logio koncentrace transformované RNA HIV-1. Byla zkoumana pouze data
v rozmezi analyzy (2,00E+01 az 1,00E+07 kopii/ml).

Tabulka 12 obsahuje variace celkové presnosti a celkova smérodatna odchylka ziskana na

analyzatoru COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® a stanovena analyzou variance. Obecné slozka
v ramci cyklu pfispéla v variabilité vice nez jiné slozky.
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Tabulka 12
Pfisouditelné procento celkové variace, celkova smérodatna odchylka a lognormalni
rozlozeni CV koncentrace RNA HIV-1 (log1o kopii/ml) u testi v rozmezi analyzy

Koncentrace RNA HIV-1
(log1o kopii/ml)

Prispévek k celkové variaci (%)

Celkova presnost

_ . Pocet sy SD
OCEk:& Z'"fte?a platnych [Sarze Pracfy)wsse/ Obsluha Den/ vramci | (lognormalni %CV)
vana (pramér) testh! zafizeni lcyklus cyklu
1,699 1,832 270 5% 2% 0% 8% | 85% 0,20 (48 %)
2,602 2,676 275 6 % 1% 0% 17 %| 77 % 0,11 (25 %)
3,000 3,067 274 |16 % 0% 4% 12%| 69 % 0,10 (24 %)
3,699 3,822 273 |20 % 6 % 0% 17 %| 57 % 0,10 (23 %)
4,699 4,746 273 |27 % 0% 0% 14 %| 59 % 0,07 (17 %)
5,699 5,644 274 |33 % 10 % 0% 19%| 38 % 0,10 (23 %)
6,699 6,751 259 |27 % 14 % 0% 20%| 39 % 0,12 (27 %)

Pozn.: Vysledky v rdmci rozmezi testu jsou od 20 kopii/ml az 1,00E+07 kopii/ml (1,30 log1o
kopii/ml aZ 7,00 log+o kopii/ml) véetné.

' Pocet testll v ramci rozmezi testu.
Vysledky ziskané pracovnim postupem v systému COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48 jsou

shrnuty v tabulce (Tabulka 13). Obecné slozka v ramci cyklu pfispéla k variabilité vice nez jiné slozky
s vyjimkou ¢lena panelu s nejvy$sim titrem.

Tabulka 13
Prisouditelné procento celkové variace, celkova smérodatna odchylka a lognormalni
rozlozeni CV koncentrace RNA HIV-1 (log1o kopii/ml) u testd v rozmezi analyzy

Konc(le;‘;::f(?);yrﬁ|)’"v'1 Prispévek k celkové variaci (%) Celkové presnost
Otekd- | Zjisténa pl};?:;(:h Sarze| TTACOVBR/ | o upa | P | rfigci (lognormalni %CV)
vana (pramér) test! zafizeni cyklus cyklu
1,699 1,804 266 7% 2% 0% 2% | 89% 0,21 (52 %)
2,602 2,672 273 |26 % 0% 2% 5% | 68 % 0,10 (24 %)
3,000 3,048 272 17 % 0% 0% 6% | 77% 0,09 (21 %)
3,699 3,814 271 |39% 0% 2% 13%| 46 % 0,08 (19 %)
4,699 4,756 272 (30 % 0% 0% 10 %| 61% 0,07 (16 %)
5,699 5,647 272 |35% 0% 6 % 16 %| 43 % 0,11 (25 %)
6,699 6,727 269 (45% 0% 4% 13%| 38% 0,11 (26 %)

Pozn.: Vysledky v rdmci rozmezi testu jsou od 20 kopii/ml az 1,00E+07 kopii/ml (1,30 log1o
kopii/ml aZ 7,00 log+o kopii/ml) véetné.

* Pocet testtl v ramci rozmezi testu.

Vysledky na obr. 25 ukazuji celkovou smérodatnou odchylku s odpovidajicimi pfibliznymi 95%
intervaly spolehlivosti viéi pramérmym RNA HIV-1 koncentracim logiw. Tyto vysledky ukazuji
srovnatelné vyhodnoceni presnosti mezi systémem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
(CAP/CTM) a systémem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48 (CAP/CTM48).
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Obrazek 25
Celkova smérodatna odchylka (pfiblizné 95% ClI)
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Prdmérna koncentrace RNA HIV-1 (log1o kopii/ml)

Pozn.: Priblizny 95% CI pro celkovou smérodatnou odchylku byl vypo¢itan
jako druha odmocnina mezi 95% Cl variace celkové presnosti.

Klinicka citlivost, specificita a srovnani

Metodologie

Primarnim cilem této studie bylo vyhodnotit klinickou specificitu a citlivost testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 u vzorkti od HIV negativnich a HIV-1 pozitivnich pacientd.
V kazdém hodnoceni byly testovany jak Cerstvé (nikdy nezmrazené), tak i zmrazené vzorky EDTA
plazmy. Sekundarnimi cili této studie bylo srovnat vysledky a vyhodnotit vgslednou procentni shodu
pozitivnich i negativnich vzorkd vtestu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
s vysledky ziskanymi pomoci testti schvalenych FDA, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
a testu COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5.

Klinicka specificita byla vyhodnocena pomoci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0 analyzou 148 cerstvych (nikdy nezmrazenych) vzorkl a 418 zmrazenych vzorkl od darct krve,
ktefi méli negativni protilatky na HIV-1/2. Klinicka citlivost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 byla vyhodnocena analyzou 117 &erstvych vzorki a 301 zmrazenych vzork(
v EDTA plazmé odebranych od pacientl infikovanych HIV-1 (zmrazené vzorky byly nahodné
distribuovany mezi testovaci pracoviité podle kategorie poétu bunék CD4). Vysledky testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byly srovnany s vysledky testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 a testu COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5. Testovani
probihalo na 3 testovacich pracovitich, kdy na kazdém pracovisti byl jeden systém COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan®. Byly pouzity tfi 3arze &inidel testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0.
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Statistické metody

Pomoci testl COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 a COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 byly testovany &erstvé i zmrazené
vzorky od HIV negativnich a HIV-1 pozitivnich pacientt. HIV negativni pacienti byli vhodni pro
vyhodnoceni specificity pomoci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 s pouzitim
statistické analyzy za pfedpokladu, Ze méli platné vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0. HIV-1 pozitivni pacienti byli vhodni pro vyhodnoceni citlivosti pomoci testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test, v2.0 s pouZitim statistické analyzy za
predpokladu, Ze méli platné vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
a méli platné vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 v linearnim rozmezi testu.

Klinicka specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byla vypogitana jako
procento vyhodnotitelnych HIV negativnich pacientt s vysledkem ,Target Not Detected” (Cil nebyl
detekovan) v testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Byl poskytnut i souvisejici
95% piesny interval spolehlivosti (Cl). Klinicka citlivost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 byla vypoéitina jako procento vyhodnotitelnych HIV-1 pozitivnich pacientt
s detekovatelnou virovou nalozi HIV-1 v testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.
Byl poskytnut i souvisejici 95% presny interval spolehlivosti (Cl). Metoda srovnani vyhodnotila
vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 oddélen& na obou srovnavanych
platformach (test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 a test COBAS® AMPLICOR® HIV-1
MONITOR, v1.5). Mezi testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a ob&ma
srovnavanymi platformami byly vypodéitany procentni shody pozitivnich a negativnich vzorku.
Sparované vzorky HIV-1 pozitivnich pacientd pfispivajici k vysledkdm v ramci linearniho rozmezi
obou testl COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 byly srovnany pomoci bodového grafu a analyzovany pomoci Demingovy regrese.

Vysledky

Do analyzy klinické specificity a citlivosti bylo zafazeno celkem 566 vyhodnotitelnych HIV negativnich
a 418 HIV-1 pozitivnich vzorkG pacientt. Asi 75 % vzorkd bylo zmrazeno a 25 % vzorku bylo
Cerstvych. Shrnuti specifickych podilti kazdé platformy je uvedeno v tabulce (Tabulka 14).

Tabulka 14
Vyhodnotitelni HIV-1 negativni a pozitivni pacienti podle typu vzorku
Typ vzorku Vsechny HIV negativni vzorky Vsechny HIV-1 pozitivni vzorky
Cerstvé 148 (26,1 %) 117 (28,0 %)
Zmrazené 418 (73,9 %) 301 (72,0 %)
Celkem 566 418
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Demografické charakteristiky 418 vyhodnotitelnych HIV-1 pozitivnich vzorkd jsou shrnuty v tabulce
(Tabulka 15). Pocty bunék CD4 pacientli distribuované pfiblizné stejnomérné do vSech kategorii
poctu bunék CD4 (< 200, 200-500, > 500 bunék/pl). Vétsina pacientl byli muzi (74,2 %) ve véku
30 az 49 let (72,5 %). Distribuce dle etnické pfislusnosti je srovnatelna s distribuci zjiSténou u HIV-1
populace ve Spojenych statech®.

Tabulka 15
Demograficka charakteristika vyhodnotitelnych HIV-1 pozitivnich pacienti
Vsechny HIV-1 pozitivni
Demograficka charakteristika Kategorie subjekty
Souhrnné Celkem 418
<200 130 (31,1 %)
Pocet bunék CD4 o
(bunékipl) 200 - 500 152 (36,4 %)
> 500 136 (32,5 %)
Cerstvé 117 (28,0 %)
Typ vzorku
Zmrazené 301 (72,0 %)
Muz 310 (74,2 %)
Pohlavi "
Zena 108 (25,8 %)
18-29 23 (5,5 %)
30-39 100 (23,9 %)
Vék (roky) 40-49 203 (48,6 %)
50-59 74 (17,7 %)
260 18 (4,3 %)
bélosska 129 (30,9 %)
hispanska 46 (11,0 %)
Etnicka prislusnost Gernosska 223 (53,3 %)
asijska/tichomorska 3(0,7 %)
jina 17 (4,1 %)
Ano 240 (57,4 %)
Uzivajici antiretroviralni Iéky
Ne 178 (42,6 %)

Klinicka specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 (Tabulka 16) byla
99,3 % (562/566; 95% CI = 98,2 % az 99,8 %); 4 vzorky byly klasifikovany jako faleSné pozitivni. TFi
z téchto vzork( mély < 20 kopii/ml, coz je pod spodnim limitem kvantifikace (LLoQ) analyzy.
Zbyvaijici jeden vzorek z 566 testovanych byl v linearnim rozmezi, ale s velice nizkym titrem
(28,8 kopii/ml). Klinicka specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byla
podobna jak u Eerstvych vzorkl (99,3 % [147/148; 95% Cl = 96,3 % az 100 %]), tak u zmrazenych
vzork( (99,3 % [415/418; 95% Cl = 97,9 % az 99,9 %]).
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Tabulka 16
Klinicka specificita testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Test CAP/CTM HIV-1, v2.0
Skupina Celk Klinicka ifici
pacientt L - elkem inicka specificita
Pozitivni Negativni N (95% presny Cl)
HIV-negativni 4 (0,7 %) 562 (99,3 %) 566 99,3 % (98,2 %, 99,8 %)

Klinicka citlivost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byla definovana jako
procento vyhodnotitelnych HIV-1 pozitivnich pacientti s pozitivnim vysledkem v testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Shrnuti je uvedeno v tabulce (Tabulka 17). Klinicka
citlivost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 byla 100 % (418/418; 95% Cl =
99,1 % az 100 %). Zadni pacienti neméli v testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
faledné negativni vysledky. Klinicka citlivost byla testovana v populaci HIV infikovanych pacientt,
ktera odrazela stejnou populaci ve Spojenych statech s ohledem na pohlavi, vék, etnickou
pFislugnost a expozici na antiretroviralni 16&bu?. Test prokazal 100% klinickou citlivost nezavislou na
vy$e uvedenych demografickych charakteristikach, po¢tu bunék CD4 nebo typu vzorku (Eerstva nebo
zmrazeny).

Tabulka 17
Klinicka citlivost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
Test CAP/CTM HIV-1, v2.0
Skupina pacientd I | Celkem Klinicka citlivost
Pozitivni Negativni N (95% pesny CI)
HIV-1 pozitivni 418 (100,0 %) 0(0,0 %) 418 100,0 % (99,1 %, 100,0 %)

Srovnani klinickych metod

Test CO®BAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 vs. test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1

Srovnani vysledkd testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 u 950 pacientii vhodnych pro analyzu je shrnuto v tabulce
(Tabulka 18). Procentni shoda pozitivnich vzork(i testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 a testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 byla 99,5 % (427/429; 95% Cl =
98,3 % az 99,9 %). Procentni shoda negativnich vzorki testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 a testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 byla 98,1 % (511/521;
95% Cl = 96,5 % az 99,1 %). Bylo 10 vzork(i s pozitivnimi vysledky v testu COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a s negativnimi vysledky v testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1. Tfi vzorky mély titr pod LLoQ testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, s
nejvétsi pravdépodobnosti to odrazi zvysenou citlivost testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0. T¥i vzorky vykazaly v testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 fale$né
pozitivni vysledky u HIV negativnich pacientt identifikovanych pfi analyze klinické specificity, které
byly opét pod LLoQ. Ctyfi vzorky mély titr v rozmezi od 24,9 kopii/ml do 158 kopii/ml a s nejvétsi
pravdépodobnosti odrazi znamou variabilitu spojenou s nizkotitraéni kvantifikaci.
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Tabulka 18
Srovnani testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 , v2.0
vs. test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1

Test CAP/CTM HIV-1
Test CAP/CTM HIV-1, v2.0
Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 427 10 437
Negativni 2 511 513
Celkem 429 521 950
Procentni shoda pozitivnich 99,5 %
(95% presny Cl) (98,3 %, 99,9 %)
Procentni shoda negativnich 98,1 %
(95% presny Cl) (96,5 %, 99,1 %)

Cl=interval spolehlivosti; test CAP/CTM HIV-1 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1;
test CAP/CTM HIV-1, v2.0 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Pozn.: Do této shrnujici tabulky byly zafazeni HIV negativni a HIV-1 pozitivni pacienti, jejichz vzorky
byly sougasti obou platnych testi CAP/CTM HIV-1, v2.0 a CAP/CTM HIV-1.

Celkem 417 parovanych HIV-1 pozitivnich vzorkti mélo vysledky v linedrnim rozmezi obou analyz
a byly vyhodnotitelné srovnavaci analyzou. V tabulce 19 je uveden prumérny rozdil parovanych
vzorki a 95% Cl pro odchylku mezi testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
atestem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 vykazuje vy$si titry neZ test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
s vyjimkou vy$siho rozsahu (> 5 log1o kopii/ml) a niz$iho rozsahu (< 2 log1o kopii/ml), kde vykazuje
nizsi titry (viz tabulka 19). Celkova systematicka odchylka se odhaduje na 0,2591 log1o kopii/ml.

Tabulka 19
Pramérny rozdil parovanych vzorka a 95% Cl pro odchylku mezi testem
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
a testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Pocet parovych HIV-1 pozitivnich vzorkt v obou linearnich rozmezich
dvou porovnavanych testt = 417

Prameérny rozdil (log1o kopii/ml) Standardni chyba 95% CI
0,2591 0,0122 (0,235, 0,283)
Cl=interval spolehlivosti; test CAP/CTM HIV-1 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1;
test CAP/CTM HIV-1, v2.0 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Pozn.: Do této shrnujici tabulky byly zafazeni HIV-1 pozitivni pacienti s vysledky v linearnim
rozmezi, jejichz vzorky byly sou¢asti obou platnych testd CAP/CTM HIV-1 a CAP/CTM HIV-1, v2.0.

Vysledky Demingovy regresni analyzy mezi vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 a testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 pro sparované HIV-1 pozitivni
vzorky v linedrnim rozmezi obou analyz jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 20) a graficky jsou
zobrazeny na obr. 26 (na tomto obrazku preruSovana ¢ara ukazuje dokonalou shodu mezi témito

dvéma testovacimi metodami, tj. y = x).
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Tabulka 20
Odhad parametri na zakladé Demingovy regresni analyzy mezi testem
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a testem
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Pocet parovych HIV-1 pozitivnich vzorkt v obou linearnich rozmezich
dvou porovnavanych testt = 417

Odhad parametru Standardni
Parametr log1o kopii/ml chyba 95% CI r
Usek 0,3871 0,0488 (0,291, 0,483) 0,9375
Kfivka 0,9669 0,0122 (0,943, 0,991)

Cl=interval spolehlivosti; test CAP/CTM HIV-1 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1;
test CAP/CTM HIV-1, v2.0 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Pozn.: Do této shrnujici tabulky byly zafazeni HIV-1 pozitivni pacienti s vysledky v linearnim
rozmezi, jejichz vzorky byly sou€asti obou platnych testd CAP/CTM HIV-1 a CAP/CTM HIV-1, v2.0.

Obrazek 26
Demingova regresni analyza mezi testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0 a testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
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Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 vs. test COBAS® AMPLICOR® HIV-1
MONITOR, v1.5

Tabulka 21 srovnava vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a testu CA
HIV-1 MONITOR, v1.5 u 991 pacientt vhodnych pro analyzu. Procentni shoda pozitivnich vzorki
testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a testu COBAS® AMPLICOR (CA) HIV-1
MONITOR, v1.5 byla 100% (419/419; 95% Cl = 99,1 % az 100 %). Procentni shoda negativnich
vzorkil testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a testu COBAS® AMPLICOR®
HIV-1 MONITOR, v1.5 byla 97,4% (557/572; 95% CI = 95,7 % az 98,5%). Z 15 pacientt
s pozitivnimi vysledky v testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a negativnimi
vysledky v testu COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5, byly 4 fale$né pozitivni vysledky
v testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pochazejici od HIV negativnich pacient(
identifikovanych v analyze klinické specificity, které byly opét pod LLoQ. Jedenact vzorkd bylo od
HIV-1 pozitivnich pacientti s vysledky testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
v rozmezi od niz§iho nez LLoQ az po 223 kopii/ml a negativnimi vysledky podle testu COBAS®
AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5.

Tabulka 21
Srovnani testu CAP/CTM HIV-1, v2.0 s testem COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5

Test CA HIV-1 MONITOR, v1.5
Test CAP/CTM HIV-1, v2.0
Pozitivni Negativni Celkem

Pozitivni 419 15 434
Negativni 0 557 557
Celkem 419 572 991
Procentni shoda pozitivnich 100,0 %
(95% presny Cl) (99,1 %, 100,0 %)
Procentni shoda negativnich 97,4 %
(95% presny Cl) (95,7 %, 98,5 %)

Cl=interval spolehlivosti; test CAP/CTM HIV-1 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1;
test CAP/CTM HIV-1, v2.0 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.
Pozn.: Do této shrnujici tabulky byly zafazeni HIV negativni a HIV-1 pozitivni pacienti, jejichz vzorky
byly souéasti obou platnych testtl CAP/CTM HIV-1, v2.0 a CA HIV-1 MONITOR, v1.5.

Zaveér
EDTA plazma

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 vykazuje vysokou hladinu shody s testem
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 v kvantitativni analyze (? = 0,9375) a v konkordanénich
analyzach (procento pozitivni shody = 99,5 %; procento negativni shody = 98,1 %). Test kvantifikuje
Klinické vzorky o 0,2591 logio kopii/ml celkové vyse nez test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, s nizsi kvantifikaci ve vy$Sim rozmezi (> 5 log1o kopii/ml) a niz8im rozmezi (< 2 log1o kopii/ml).

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 vykazuje rovnéZ vysokou hladinu shody
s testem COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 v konkordanénich analyzach (procento
pozitivni shody = 100 %; procento negativni shody = 97,4 %).

Tyto vysledky testovani podporuji pouziti testu pro dany ucel pouZiti pfi vyhodnocovani progrese
onemocnéni a monitorovani antiretroviralni Ié¢by u pacientt infikovanych HIV-1.
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Hlavni funkéni charakteristiky pro vzorky susené kapky plazmy PSC

Funkéni charakteristiky vzorki suché kapky plazmy PSC v porovnani se vzorky EDTA plazmy

Funkéni charakteristiky vzorkd suché kapky plazmy PSC byly porovnany se vzorky centrifugované
EDTA plazmy testovanim 325 vzorkt od pacientt infikovanych HIV-1 a 2 HIV negativnich vzorkt
plné krve s pfidanymi supernatanty bunéc¢né kultivace. Bylo analyzovano 85 vzorku, které mély
méfitelny titr u plazmy i PSC. Vzorky zahrnovaly vzorky HIV-1 M (FP= prospektivni odbér venepunkci
a z kapilari krve, VL= rutinni testovani virové naloze, CD= pocet bunék CD4+ ve zbyvajicich
vzorcich, SP = vzorky s pfidanym titrem) a byly testovany vzdy s jednim replikatem (PSC a plazma)
na externim pracovisti. Titry pod kvantifikacnim rozmezim byly z analyzy vyloueny. Regrese dle
Deminga byla provedena s logaritmy titru.

Vysledky regrese dle Deminga uvadi Obrazek 27. Symboly % a e (Obrazek 27) znazorfiuji jednotliva

stanoveni.

Obrazek 27
Demingova regrese

logro titr PSC

y=1,06x - 0,23

R2 = 0,92 Lo

* FP
e VL
« CD
e SP

N=5
N=25
N =53
N=2

o 3 2 3 B 5 5 7
logto titr PL.
Tabulka 22
Souhrn vysledku pro ekvivalenci matice
Ekvivalence | Pocet vzorka Analyza Bland-Altman Demingova regresni pfimka
matice s platnym BrimEm 95% Ci R
typ plazm titrem rumerny o i ' na
(ypp v) rozdil log1o | [dolni/horni] Kfivka | Usek druhou
PSC vs.
kapalna 85 0,05 [-0,01; 0,11] 1,06 -0,23 0,92
plazma
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uvedena pislusna zemé/oblast.)

Nepouzivejte
opakované

vyhodnoceni
vykonnosti IVD

Globaini &islo
obchodni polozky

@ Dovozce

Zdravotnicky
prostifedek pro
in vitro diagnostiku

Dolni mez

& Muz
N Vyrobce

Negativni kontrola

Nesterilni

*9 Jméno pacienta

*# Cislo pacienta

4,
% Zde odloupnout
)

CONTRO] Pozitivni kontrola

prifazeného rozmezi

Kopie 1U na reakci PCR,
pouzijte mezinarodni
jednotky (Ul) QS na
reakci PCR pfi vypoctu
vysledka.

@ Sériové Cislo

Standardni postup

Sterilizovano
ethylenoxidem

® Uchovavejte v temnu
/%/ Omezeni teploty

efiniéni soubor testu

SEEE

Neklopit

Utiracitivy postup

Jedine¢na identifikace
prostfedku

Horni mez pfifazeného
rozmezi

Hladina pro naplnéni
mogi

Pouze pro USA: podle
federalniho zékona smi
byt tento pfistroj

Rx Only prodavan pouze lékafem
nebo na jeho
objednavku.

E Datum expirace

Kopie QS na reakci PCR, pouZijte
QS copies / PCR | kopie QS na reakci PCR pfi vypoctu

vysledku.
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