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ZASTOSOWANIE

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, jest testem in vitro opartym na
amplifikacji kwasu nukleinowego, stuzgcym do ilo$ciowego oznaczania RNA genotypc’)w od 1 do 6 wirusa
zapalenia watroby ty(gu C (HCV) w ludzkim osoczu pobranym na EDTA oraz surowicy, wykorzystujgcym
urzadzenle COBAS® AmpliPrep do automatycznego przetwarzania probki oraz analizator COBAS®
TagMan® lub analizator COBAS® TagMan® 48 do automatycznej amplifikacji i detekql Test jest
przeznaczony do stosowania w przypadku pacjentéw z przewleklym zakazeniem wirusem HCV
w potgczeniu z Klinicznymi i laboratoryjnymi markerami zakazenia. Test mozna wykorzysta¢ do
przewidywania prawdopodobienstwa wystgpienia trwatej odpowiedzi wirusologicznej (SVR) na
wczesnym etapie leczenia antywirusowego oraz do oceny odpowiedzi na te terapie (leczenie
uzaleznione od odpowiedzi; RGT) mierzonej jako zmiana poziomu RNA HCV w osoczu pobranym na
EDTA lub w surowicy.

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, nie jest przeznaczony do
przesiewowego badania obecnosci wirusa HCV we krwi lub produktach krwiopochodnych ani do
stosowania jako test diagnostyczny, potwierdzajacy zakazenie wirusem HCV.

Rozdziat Informacje na temat wersji dokumentu znajduje sie na koricu tego dokumentu.
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PODSUMOWANIE ORAZ OPIS TESTU

Wirus zapalenia watroby typu C uwazany jest za gtéwny czynnik etiologiczny odpowiedzialny za 90-95%
przypadkéw wirusowego zapalenia watroby po przetoczeniach krwi'*. HCV to wirus zawierajgcy
pojedynczy tancuch sensowny RNA, ktérego genom zawiera okoto 9500 nukleotydéw kodujgcych
3000 aminokwaséw. Jako wirus wystepujacy we krwi, HCV moze by¢ przenoszony przez krew i produkty
krwiopochodne. Powszechnie przyjete badania przesiewowe krwi w kierunku obecnosci wirusa HCV
doprowadzity do znacznego obnizenia ryzyka zapalenia watroby zwigzanego z transfuzjami. Najwieksza
czestos¢ zakazen wirusem HCV wystepuje w zwigzku z naduzywanlem narkotykéw dozylnych oraz —
w mniejszym stopniu — z innymi rodzajami przezskormnej ekspozycji*. Czestosé wystepowania zakazenia
wirusem HCV, okreslana za pomocg drodze testéw immunoserologicznych, wynosi od 0,6% w Kanadzie
do 1,5% w JaponiiaA Wskazniki samoistnej eliminacji wirusa u oséb poddanych ekspozycji sg bardzo
zréznicowane. Od 10% do 60% przypadkow zostato zgtoszonych jako potwierdzone klinicznie poprzez
zaobserwowanie normalizacji aktywnosci enzyméw watrobowych oraz eliminacji z surowicy RNA HCV®.

Czastek wirusa HCV nie mozna uzyskac¢ z probek zainfekowanej krwi, dlatego tez obecnos$¢ przeciwciat
anty-HCV u pacjentéw zakazonych wirusem HCV doprowadzita do opracowania testéw immuno-
serologicznych swoistych dla tych przeciwciat. Obecno$¢ przeciwciat przeciwko wirusowi HCV jest
jednak miarg wczesniejszego narazenia na zakazenie i nie moze by¢ uwazana za marker aktualnego
zakazenia. Pomiar aktywnosci aminotransferazy alaninowej (ALT) jest uwazany za zastepczy wskaznik
zakazenia wirusem HCV. Nie jest jednak sposobem bezposredniej oceny wiremii.

Natomiast ocena ilosciowa RNA HCV w celu pomiaru wyj$ciowej wiremii oraz monitorowania leczenia
jest uznang metoda wykazujacg skuteczno$¢ odpowiedzi przeciwwirusowej na leczenie peginterferonem
i rybawiryng®°. Zgodnie z b|ezacym| wytycznymi dotyczacymi postgpowania i leczenia w przypadku
zakazenia wirusem HCV zaleca sig przeprowadzanie testéw ilo$ciowych na obecnosé RNA HCV przed
rozpoczeciem terapii antywirusowej, podczas leczenia uzaleznionego od odpowiedzi (RGT) oraz od
12 do 24 tygodni po zakonczeniu leczenia. Celem leczenia jest stwierdzenie braku wykrywalnych
pozioméw RNA HCV z uzyciem czutego testu 24 tygodnie po zakonczeniu leczenia, co wskazuje
osiggniecie trwatej odpowiedzi wirusologicznej (SVR)''. Podczas terapii antywirusowej zazwyczaj
wystepuje wczesna odpowiedz wirusologiczna (EVR), ktérg definiuje sie jako obnizenie poziomu
RNAHCV o dwa log lub wigcej po 12 tygodniach leczenia. Niepowodzenie w osiggnieciu wczesnej
odpowiedzi wirusologicznej (EVR) wigze sig z wysoce negatywng wartoscig prognostyczng osiggnigcia
trwatej odpowiedzi wirusologicznej (SVR) i zostato uwzglednione w zasadach dotyczacych bezcelowosci
(koniecznosci przerwania) leczenia pegylowanym interferonem i rybawiryng'™'>. Szybka odpowiedz
wirusologiczna (RVR), charakteryzujgca sie niewykrywalnymi poziomami RNA HCV po 4 tygodniach
leczenia, to wysoce pozytywny wskaznik prognostyczny osiggnigcia trwatej odpowiedzi wirusologicznej
(SVR)™. Okreslanie kinetyki wiremii podczas leczenia wykorzystuje sie od niedawna do dalszej
personalizacji czasu trwania leczenia z uzyciem innowacyjnych $rodkéw antywiruso

o bezposrednim dziataniu, ktére wykorzystywane sg do leczenia przewlektych zakazen wirusem HCV 5 15.

ZASADY PROCEDURY

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagqMan® HCV Quantitative Test, v2.0, jest testem opartym na amplifikacji
kwasu nukleinowego, stuzgcym do iloéciowego oznaczania RNA wirusa zapalenia watroby typu C (HCV)
w ludzkiej surowicy oraz osoczu pobranym na EDTA. Przygotowanie probki odbywa sie w sposéb
automatyczny w urz%dzenlu COBAS® AmpliPrep, a zautomatgzowana amplifikacja i detekcja
w analizatorze COBAS® TagMan® lub analizatorze COBAS® TagMan® 48.

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, obejmuje trzy giéwne procesy:
(1) przygotowanie prébki w celu wyizolowania RNA wirusa HCV; (2) odwrotng transkrypcje docelowego
RNA w celu wygenerowania komplementarnego DNA (cDNA) oraz (3) jednoczesng amplifikacje PCR
docelowego cDNA i detekcje rozszczepionych podwdjnie znakowanych sond oligonukleotydowych
swoistych dla materiatu docelowego.
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Przygotowanie prébki

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, wykorzystuje automatyczne
przygotowywanie probek w urzadzeniu COBAS® AmpliPrep przy uzyciu techniki wigzania kwasow
nukleinowych na krzemionce. Objeto$¢ wejsciowa probki wynosi 650 pl, a podczas procedury obrébce
poddawanych jest 500 pl osocza pobranego na EDTA lub surowicy. Czgstki wirusa HCV poddawane sg
lizie poprzez inkubacje w podwyzszonej temperaturze z proteazg i chaotropowym buforem do
lizy/wigzacym, ktéry uwalnia kwasy nukleinowe i chroni uwolniony RNA HCV przed znajdujgcymi sig
w surowicy lub osoczu pobranym na EDTA czasteczkami RNazy. Do kazdej probki wraz z odczynnikiem
lizujgcym i czasteczkami magnetycznymi dodawana jest proteaza oraz znana liczba czasteczek
standardu RNA HCV Quantitation Standard (QS). Nastepnie mieszanina poddawana jest inkubagi,
a RNA HCV oraz RNA HCV QS ulegajg zwigzaniu na powierzchni szklanych czasteczek magnetycznych.
Substancje niezwigzane, takie jak sole, biatka i inne zanieczyszczenia pochodzenia komoérkowego,
ulegajg usunigciu poprzez przeptukiwanie czgsteczek magnetycznych. Po oddzieleniu czgsteczek
magnetycznych i zakonczeniu procesu przeptukiwania zaadsorbowane kwasy nukleinowe sg wymywane
przy uzyciu roztworu wodnego w podwyzszonej temperaturze. Tak przygotowana prébka, zawierajgca
uwolnione RNA HCV i RNA standardu HCV QS, jest dodawana do mieszaniny do amplifikacii
i umieszczana w analizatorze COBAS® TagMan® lub analizatorze COBAS® TagMan® 48.

Odwrotna transkrypcja oraz amplifikacja PCR

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, wykorzystuje odwrotng transkrypcje
RNA HCV w celu wygenerowania komplementarnego DNA (cDNA) oraz amplifikacje cDNA w reakcji PCR
z uzyciem primeréw, ktdre definiujg sekwencje w wysoce konserwatywnym obszarze, znajdujgcym sie
wregionie 5' nieulegajgcego translacji fragmentu genomu wirusa HCV'’. Sekwencja nukieotydowa
primeréw zostata zoptymalizowana w celu zapewnienia poréwnywalnej amplifikacji genotypdw wirusa HCV
od 1 do 6. Odwrotna transkrypcja oraz reakcja amplifikacji PCR prowadzone sg przy uzyciu
zoptymalizowanej mieszaniny termostabilnych, rekombinowanych enzyméw — polimerazy DNA Z05
i Z05D. W obecnosci jonéw manganu (Mn?*) i w odpowiednich warunkach uktadu buforowego enzymy Z05
iZ05D wykazujg aktywno$¢ zaréwno odwrotnej transkryptazy, jak i polimerazy DNA. Umozliwia to
jednoczesne prowadzenie odwrotnej transkrypcji i amplifikacj PCR z detekcjg amplikonu w czasie
rzeczywistym.

Poddane obrébce probki dodaje sie do mieszaniny amplifikacyjnej w probdéwkach do amplifikacji
(probéwkach K), gdzie zachodzi zaréwno odwrotna transkrypcja, jak i amplifikacja PCR. Mieszanina
reakcyjna jest ogrzewana, aby primer antysensowny mogt zwigza¢ sie swoiscie z docelowym RNA HCV
oraz RNA HCV QS. W obecnosci jonéw Mn?* i nadmiaru tréjfosforanéw dezoksyrybonukleotydéw (dNTP,
deoxynucleoside triphosphate), do ktérych nalezg tréjfosforany dezoksyadenozyny, dezoksyguanozyny,
dezoksycytydyny i dezoksyurydyny, polimerazy Z05 i Z05D wydtuzajg primery zwigzane z nicig RNA,
tworzac ni¢ DNA komplementarng do docelowego RNA.

Amplifikacja sekwencii docelowej

Po zakonczeniu odwrotnej transkrypcji docelowego RNA HCV oraz RNA HCV QS termocykler
w analizatorze COBAS® TagMan® lub analizatorze COBAS® TagMan® 48 podgrzewa mieszaning
reakcyjng, aby doprowadzi¢ do denaturacji hybryd RNA:cDNA i odstonigcia docelowych sekwencii
swoistych dla primera. Podczas schtadzania mieszaniny primery hybrydyzujg do docelowego cDNA.
W obecnosci jonéw Mn?* i nadmiaru tréjfosforanéw dezoksyrybonukleotydéw (dNTP) termostabilne
polimerazy DNA (Z05 i Z05D) wydtuzajg przytgczone primery wzdtuz docelowych matryc, tworzac
dwuniciowg czasteczke DNA, zwang amplikonem. Analizator COBAS® TagMan® lub analizator COBAS®
TagMan® 48 automatycznie powtarza powyzszy proces przez okreslong liczbe cykli, w kazdym z nich
prowadzac do podwojenia ilosci amplikonu DNA. Wymagana liczba cykli jest zaprogramowana
w analizatorze COBAS® TagMan® Iub analizatorze COBAS® TagMan® 48. Amplifikacja zachodzi
wylgcznie w regionie genomu wirusa HCV znajdujgcym sie pomiedzy primerami; caty genom HCV nie
ulega zwielokrotnieniu.

Amplifikacja wybiércza

W tescie COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, amplifikacje wybiércza
docelowego kwasu nukleinowego z probki osigga sie dzigki zastosowaniu enzymu AmpErase (uracylo-N-
glikozylaza) i tréjfosforanu dezoksyurydyny (dUTP). Enzym AmpErase rozpoznaje i katalizuje niszczenie
nici DNA Zzawierajgcych dezoksyurydyne'®, lecz nie DNA zawierajgcego dezoksytymidyne. W DNA
wystepujagcym w naturze nie ma dezoksyurydyny, natomiast jest ona zawsze obecna w amplikonie
wskutek  zastosowania trojfosforanu  dezoksyurydyny jako jednego sposrédd  tréjfosforanow
dezoksyrybonukleotydéw (dNTP) w odczynniku Master Mix. Dlatego dezoksyurydyne zawiera wytacznie
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amplikon. Dezoksyurydyna warunkuje wrazliwo$¢ zanieczyszczajgcego amplikonu na rozktad przez enzym
AmpErase przed amplifikacjg docelowego DNA. Co wigcej, pod wptywem dziatania enzymu AmpErase
zniszczeniu ulegajg nieswoiste produkty reakcji powstate po wstgpnej aktywaciji odczynnika Master Mix
przez jony manganu. Enzym AmpErase zawarty w odczynniku Master Mix katalizuje rozktad DNA
zawierajgcego dezoksyurydyne w miejscu reszt dezoksyurydynowych przez otwarcie fancucha
dezoksyrybozy w pozycji C1. Podczas ogrzewania w pierwszym cyklu termicznym faricuch amplikonu DNA
peka w miejscu, w ktérym znajduje sie dezoksyurydyna, w ten sposéb wykluczajgc dalszg amplifikacje
DNA. Gdy enzym AmpErase zostanie poddany dziataniu temperatury powyzej 55°C, tj. w czasie trwania
catego cyklu termicznego, ulega inaktywaciji i dlatego nie niszczy docelowego amplikonu, utworzonego
w trakcie reakcji PCR.

Detekcja rozszczepionych podwadjnie znakowanych sond oraz ilosciowe oznaczanie RNA HCV

W tescie COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, wykorzystano technologie
PCR w czasie rzeczywistym?*? (ang. real-time PCR). Zastosowanie sond podwdjnie znakowanych
barwnikiem fluorescencyjnym pozwala na detekcje w czasie rzeczywistym gromadzenia sie produktu
reakcji PCR przez monitorowanie intensywnosci emisji fluorescencyjnych barwnikéw reporterowych,
uwalnianych w trakcie procesu amplifikacji. Sondy skiadajg sie z oligonukleotydéw swoistych dla HCV
i standardu HCV QS, znakowanych barwnikiem reporterowym i wygaszaczem. W tescie COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, sondy dla HCV i standardu HCV QS sa
znakowane réznymi fluorescencyjnymi  barwnikami reporterowymi. Gdy sondy sg nienaruszone,
fluorescencja barwnika reporterowego jest tlumiona blisko$cig wygaszacza na zasadzie efektu
przenoszenia energii typu Forstera. Podczas reakcji PCR sonda ulega hybrydyzacji z sekwencijg
docelowa, a nastepnie rozszczepieniu pod wptywem posiadanej przez termostabilne polimerazy DNA
Z05 i Z05D aktywnosci 5' — 3' nukleazy. Od chwili uwolnienia i rozdzielenia barwnika reporterowego
i wygaszacza nie zachodzi juz zjawisko wygaszania, a aktywnos$¢ fluorescencyjna barwnika reporterowego
nasila sie. Amplifikacje RNA HCV oraz RNA HCV QS mierzy sie niezaleznie od siebie, wykorzystujac
rozne diugosci fal. Proces ten powtarza sie przez okreslong liczbe cykli, a w kazdym cyklu nastepuje
efektywne zwiekszenie intensywnosci emisji poszczegdlnych barwnikéw reporterowych, umozliwiajgc
niezalezng identyfikacie RNA HCV oraz RNA HCV QS. Cykl PCR, w ktérym krzywa wzrostu rozpoczyna
wzrost wyktadniczy, zalezny jest od ilosci materiatu startowego na poczatku reakcji PCR.

RNA wirusa HCV oznacza sie ilosciowo za pomocg standardu oznaczania HCV QS. Rekompensuje on
wplyw hamowania oraz kontroluje proces przygotowywania i amplifikacji, pozwalajgc uzyskaé
doktadniejsze oznaczenie ilosciowe RNA HCV w kazdej prébce. Standard oznaczania HCV QS to
niezakazny konstrukt Armored RNA (aRNA), zawierajacy fragmenty sekwencji HCV o identycznych
miejscach wigzania primeréw jak docelowy RNA HCV oraz unikalne miejsce wigzania sondy, co
umozliwia zréznicowanie amplikonu HCV QS od docelowego amplikonu HCV.

Standard HCV QS jest dodawany do kazdej prébki w znanej liczbie kopii i wraz z nig przechodzi przez
proces przygotowania, odwrotnej transkrypcji, amplifikacj PCR oraz detekcji rozszczepionych
podwdjnie znakowanych sond oligonukleotydowych. Analizator COBAS® TagMan® lub analizator
COBAS® TagMan® 48 oblicza stezenie RNA HCV w badanych probkach przez poréwnywanie sygnatu
HCV z sygnatem standardu HCV QS dla kazdej probki i kontroli.

Podczas fazy wydiuzania reakcji PCR w analizatorze COBAS® TagMan® lub analizatorze COBAS®
TagMan® 48 probki zostajg o$wietlone i wzbudzone $wiattem przefiltrowanym, a nastepnie rejestruje sie
wyniki emisji filtrowanej fluorescencji dla kazdej probki. Odczyty dotyczace poszczegdlnych prébek
poddaje sig korekcji w celu wyeliminowania zmiennosci wywotanej dziataniem instrumentéw. Aparat
wprowadza odczyty fluorescencji do oprogramowania AMPLILINK i zapisuje w bazie danych. Stosuje sie
metode odczytéw wstepnych dla okreslenia, czy RNA HCV oraz RNA HCV QS reprezentujg zestawy,
ktére mozna uzna¢ za wazne; gdy dane nie mieszczg sig w ustalonych granicach, aparat opatruje je
odpowiednimi oflagowaniami. Po ukoriczeniu i pomysinej ocenie odczytéw wstepnych odczyty
fluorescencji sg nastepnie przetwarzane w celu obliczenia wartosci Ct dla RNA HCV i RNA HCV QS.
Tablica swoistych dla danej serii statych kalibracji, dotaczona do testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, jest generowana z uzyciem materiatu kalibracyjnego, a nastepnie
wykorzystywana do obliczania wartosci miana prébek i kontroli na podstawie réznicy pomiedzy
wartosciami Ct RNA HCV oraz RNA HCV QS. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative
Test, v2.0, jest wystandaryzowany wedtug migdzynarodowego standardu WHO dla RNA wirusa zapalenia
watroby typu C do oznaczen opartych na technologii kwaséw nukleinowych (WHO International Standard
for Hepatitis C Virus RNA for Nucleic Acid Amplification Technology Assays Testing) (kod NIBSC 96/798)%,
a wyniki miana sg przedstawiane w jednostkach miedzynarodowych (1U/ml).
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ODCZYNNIKI

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV

Quantitative Test, v2.0
(P/N: 05532264 190)

HCV QT v2.0 CS1
(kaseta odczynnikéw z czgsteczkami magnetycznymi do oznaczen HCV)
Szklane czgsteczki magnetyczne
Bufor Tris
0,09% azydku sodu
0,1% metyloparaben

HCV QT v2.0 CS2
(kaseta z odczynnikiem lizujgcym do oznaczen HCV)
Cytrynian sodu dwuwodny
42,5% tiocyjanian guanidyny
< 6% polidokanolu
0,9% ditiotreitol

HCV QT v2.0 CS3
Kaseta wieloodczynnikowa do oznaczen HCV, zawierajaca:
Pase
(roztwdr proteinazy)
Bufor Tris
<0,05% EDTA
Chlorek wapnia
Octan wapnia
<7,8% proteinaza
Glicerol

EB

(bufor do eluciji)
Bufor Tris-base
0,09% azydku sodu

HCV QT v2.0 CS4

Kaseta z odczynnikami swoistymi dla testu do oznaczen HCV, zawierajgca:

Qs
(standard oznaczania HCV Quantitation Standard)
Bufor Tris
EDTA
<0,002% poli rA RNA (syntetycznego)
< 0,001% konstruktu Armored RNA HCV,
zawierajgcego sekwencje wigzace primer HCV oraz
unikalny region wigzania sondy (niezakazny RNA
obecny w bakteriofagu MS2)
0,05% azydku sodu
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1x72 testy
1x7,0ml

1x72 testy
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1x72 testy

1x3,8ml

1x8,1ml

1x72 testy

1x3,6ml
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MMX
(odczynnik HCV Master Mix)
Bufor Tricine
Octan potasu
Wodorotlenek potasu
< 20% dimetylosulfotlenku
Glicerol
<0,004% dATP, dCTP, dGTP, dUTP
< 0,002% preparatu primeréw sensownych
i antysensownych dla regionu 5’'UTR wirusa HCV
<0,001% preparatéw znakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi sond oligonukleotydowych,
swoistych dla HCV oraz HCV Quantitation Standard
< 0,001% aptameru oligonukleotydowego
< 0,05% polimerazy DNA Z05 i Z05D (bakteryjnej)
< 0,1% enzymu AmpErase (uracylo-N-glikozylazy, bakteryjnej)
0,09% azydku sodu

Mn2+

(roztwér manganu)
< 0,5% octanu manganu
Kwas octowy lodowaty
0,09% azydku sodu

HCV H(+)C, v2.0
(kontrola HCV wysoko dodatnia)
< 0,001% konstruktu Armored RNA HCV zawierajacego sekwencije
HCV (niezakaznego RNA obecnego w bakteriofagu MS2)
Ujemne osocze ludzkie, niereaktywne w testach na obecnos$¢
przeciwciat przeciwko HCV, przeciwciat przeciwko HIV-1/2,
antygenu HIV p24 oraz antygenu HBsAg; RNA HIV-1,
RNA HCV i DNA HBV niewykrywalne przy uzyciu metod PCR
0,1% substancja konserwujaca ProClin® 300

HCV L(+)C, v2.0
(kontrola HCV nisko dodatnia)
< 0,001% konstruktu Armored RNA HCV zawierajacego sekwencije
HCV (niezakaznego RNA obecnego w bakteriofagu MS2)
Ujemne osocze ludzkie, niereaktywne w testach na obecno$¢
przeciwciat przeciwko HCV, przeciwciat przeciwko HIV-1/2,
antygenu HIV p24 oraz antygenu HBsAg; RNA HIV-1,
RNA HCV i DNA HBV niewykrywalne przy uzyciu metod PCR
0,1% substancja konserwujaca ProClin® 300

CTM(-)C
[kontrola ujemna COBAS® TagMan® (osocze ludzkie)]

Ujemne osocze ludzkie, niereaktywne w testach na obecnos$¢
przeciwciat przeciwko HCV, przeciwciat przeciwko HIV-1/2,
antygenu HIV p24 oraz antygenu HBsAg; RNA HIV-1,

RNA HCV i DNA HBV niewykrywalne przy uzyciu metod PCR

0,1% substancja konserwujaca ProClin® 300

HCV H(+)C, v2.0 Clip
(Klips z kodem kreskowym dla kontroli HCV wysoko dodatniej)

HCV L(+)C, v2.0 Clip
(Klips z kodem kreskowym dla kontroli HCV nisko dodatniej)

HCV (-) C, v2.0 Clip
(klips z kodem kreskowym dla kontroli uiemnej HCV)
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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent 1x511

Odczynnik ptuczacy COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
(P/N:'03587797 190)

PG WR
(odczynnik ptuczacy COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®)

Cytrynian sodu dwuwodny
< 0,1% N-metyloizotiazolon-HCI

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE METODY

Jak w przypadku kazdej procedury testowej, dla prawidtowego przeprowadzenia badania kluczowe
znaczenie ma zachowanie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej. Z uwagi na wysokg czuto$¢ niniejszego
testu nalezy przedsiewzig¢ wyjatkowg ostroznos¢, uzywajgc odczynnikéw oraz mieszanin do amplifikacji,
aby zapobiec kontaminaciji.

A
B.

T o m

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.

Ten test jest przeznaczony do stosowania z ludzkg surowicg lub osoczem ludzkim pobranym na
EDTA jako antykoagulant.

Nie pipetowa¢ za pomocg ust.

Nie je$¢, nie pi¢ ani nie pali¢ w obszarach roboczych laboratorium. Postugujac si¢ prébkami
i odczynnikami z zestawow, nalezy stosowa¢ jednorazowe rekawice, fartuchy laboratoryjne oraz
odpowiednig ochrone oczu. Po pracy z prébkami i odczynnikami testowymi nalezy doktadnie
umy¢ rece.

Przy pobieraniu materiatéw z fiolek z kontrolg unika¢ skazenia bakteryjnego odczynnikéw lub
rybonukleazg.

Zaleca sie uzywanie jatowych jednorazowych pipet oraz koricéwek pipet wolnych od RNaz.
Nie miesza¢ kontroli pochodzacych z réznych serii lub réznych fiolek tej samej serii.
Nie mieszac ze sobg kaset odczynnikéw lub kontroli pochodzacych z réznych zestawdw.

Nie otwiera¢ kaset COBAS® AmpliPrep; nie wymieniaé, nie mieszaé, nie usuwaé ani nie dodawaé
butelek do kasety.

Wyrzuci¢ wszystkie niezuzyte odczynniki, odpady i probki, postepujac zgodnie z przepisami
krajowymi, federalnymi, stanowymi i lokalnymi.

Nie uzywac¢ zestawu po uptywie daty waznosci.

Karty charakterystyki (ang. Safety Data Sheet, SDS) sg dostepne na zgdanie w miejscowym
przedstawicielstwie firmy Roche.

Z prébkami oraz kontrolami nalezy obchodzi¢ sie jak z materialem zakaznym, stosujac
bezpieczne procedury laboratoryjne, przedstawione w dokumentach Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories' oraz CLSI Document M29-A3%. Doktadnie oczysci¢ i odkazi¢
wszystkie powierzchnie robocze $wiezo przygotowanym 0,5% roztworem podchlorynu sodu
w wodzie dejonizowanej lub destylowane;.

Odczynniki CTM (=) C, HCV L(+)C, v2.0 oraz HCV H(+)C, v2.0, zawierajg ludzkie osocze
otrzymane z krwi ludzkiej. Materiat zrodiowy zostat przebadany i uznany za niereaktywny pod
wzgledem obecnosci antygenu powierzchniowego wirusa zapalenia watroby typu B (HBsAg),
przeciwciat przeciwko wirusowi HIV-1/2 oraz HCV, a takze antygenu HIV p24. Badanie ujemnego
osocza ludzkiego przy zastosowaniu metod PCR nie wykazalo wykrywalnej obecnosci RNA
wirusa HIV-1, RNA wirusa HCV ani DNA wirusa HBV. Nie sg znane metody testowe mogace da¢
catkowitg pewnos¢, ze produkty pochodzace z krwi ludzkiej nie przenosza czynnikéw zakaznych.
Z tego powodu wszelkie materiaty pochodzenia ludzkiego, w tym odczynniki CTM (-) C,
HCV L(+)C, v2.0 oraz HCV H(+)C, v2.0, powinny by¢ traktowane jak potencjalnie zakazne.
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0. Odczynniki MGP, EB, @S, Mn?* oraz MMX zawierajg azydek sodu. Azydek sodu moze reagowac
z instalacjami wodno-kanalizacyjnymi wykonanymi z ofowiu lub miedzi, tworzac silnie wybuchowe
azydki metali. Usuwajgc roztwory zawierajgce azydek sodu do zlewdw laboratoryjnych, nalezy
sptukac je duzg iloscig wody, aby zapobiec nagromadzeniu azydkow.

P. Podczas pracy z jakimkolwiek odczynnikiem nalezy uzywa¢ oston na oczy oraz fartuchéw
laboratoryjnych i rekawic jednorazowych. Nalezy unika¢ kontaktu wymienionych materiatéw ze
skodrg, oczami i btonami $luzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu, miejsce jego wystapienia nalezy
natychmiast spluka¢ duzg iloscig wody. Jezeli nie zostang podjgte odpowiednie dziatania
lecznicze, moze doj$¢ do oparzen. W razie rozlania wspomnianych odczynnikéw nalezy przed
wytarciem plam rozcienczy¢ je woda.

Q. Nie dopuszcza¢ do kontaktu odczynnika HCV QT v2.0 CS2 i odpadéw ptynnych, wg/m zuzytych
jednostek przetwarzania probki (SPU) COBAS® AmpliPrep z urzadzenia COBAS® AmpliPrep,
zawierajgcych tiocyjanian guanidyny z roztworem podchlorynu sodu (wybielaczem). Takie
mieszaniny mogg spowodowac powstanie silnie toksycznego gazu.

WYMAGANIA DOTYCZACE PRZECHOWYWANIA | UZYTKOWANIA

A Odczynniki HCV QT v2.0 CS1, HCV QT v2.0 CS2, HCV QT v2.0 CS3 oraz HCV QT v2.0 CS4
nalezy przechowywac¢ w temperaturze 2—8°C. Nieuzywane odczynniki zachowujg stabilno$¢ do
momentu uptywu wskazanej daty waznosci. Po otwarciu odczynniki zachowujg stabilno$¢ przez
70dni w temperaturze 2—8°C lub do uptywu daty waznosci, zaleznie od tego, co nastgpi
wczesniej. Odczynniki HCV QT v2.0 CS1, HCV QT v2.0 CS2, HCV QT v2.0 CS3 oraz HCV QT
v2.0 CS4 moga byé uzywane tacznie przez okres do 96 godzin pracy w urzadzeniu COBAS®
AmpliPrep. Pomigdzy kolejnymi cyklami pracy odczynniki nalezy przechowywac w temperaturze
2-8°C.

B. Odczynniki HCV H(+)C, v2.0, HCV L(+)C, v2.0 i CTM (=) C nalezy przechowywa¢ w temperaturze
2-8°C. Kontrole sg stabilne az do uptywu podanej daty waznosci. Po otwarciu niewykorzystane do
badania odczynniki nalezy wyrzucic.

C. Klipsy z kodem kreskowym [HCV H(+)C, v2.0 Clip, HCV L(+)C, v2.0 Clip oraz HCV (-) C, v2.0
Clip] nalezy przechowywa¢ w temperaturze 2—-30°C.

D. Odczynnik PG WR nalezy przechowywa¢ w temperaturze 2-30°C. Nieuzywany odczynnik
PG WR zachowuje stabilnos¢ do uptywu podanej daty waznosci. Po otwarciu odczynnik
zachowuije stabilnos¢ przez 28 dni w temperaturze 2-30°C lub do uptywu daty waznosci, zaleznie
od tego, co nastgpi wczesniej.

DOSTARCZONE MATERIALY

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0

HCV QT v2.0 CS1
(kaseta odczynnikéw z czgsteczkami magnetycznymi do oznaczen HCV)

HCV QT v2.0 CS2
(kaseta z odczynnikiem lizujgcym do oznaczen HCV)

HCV QT v2.0 CS3
(kaseta wieloodczynnikowa do oznaczen HCV)

HCV QT v2.0 CS4
(kaseta z odczynnikami swoistymi dla testu do oznaczen HCV)

HCV H(+)C, v2.0
(kontrola HCV wysoko dodatnia)

HCV L(+)C, v2.0
(kontrola HCV nisko dodatnia)

cTM(9C
[kontrola ujemna COBAS® TagMan® (osocze ludzkie)]
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HCV H(+)C, v2.0 Clip
(klips z kodem kreskowym dla kontroli HCV wysoko dodatniej)

HCV L(+)C, v2.0 Clip
(klips z kodem kreskowym dla kontroli HCV nisko dodatniej)

HCV (-) C, v2.0 Clip
(klips z kodem kreskowym dla kontroli uiemnej HCV)

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent
Odczynnik ptuczacy COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
PGWR

(odczynnik ptuczacy COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®)

MATERIALY WYMAGANE, LECZ NIEDOSTARCZANE

Urzadzenia i oprogramowanie

Urzadzenie COBAS® AmpliPrep

Analizator COBAS® TagMan® Iub analizator COBAS® TagMan® 48

Stacja dokujgca (opcjonalna)

Oprogramowanie AMPLILINK w wersji serii 3.3 lub 3.4

Jednostka sterujgca z oprogramowaniem AMPLILINK, wyposazona w drukarke
Podreczniki obstugi urzadzen i oprogramowania:

Instrukcja obstugi urzadzenia COBAS® AmpliPrep do uzytku z oprogramowaniem
AMPLILINK w wersji serii 3.3 3.4

— Instrukcja obstugi analizatora COBAS® TagMan® do uzytku z oprogramowaniem AMPLILINK
w wersiji serii 3.3 3.4

— Instrukcja obstugi analizatora COBAS® TagMan® 48 do uzytku z oprogramowaniem
AMPLILINK w wersiji serii 3.3 3.4

Podrecznik oprogramowania AMPLILINK w wersji_serii 3.3 do uzytku z urzadzeniem
COBAS® AmpliPrep, analizatorem COBAS® TagMan®, analizatorem COBAS® TagMan® 48,
analizatorem COBAS® AMPLICOR i aparatem cobas p 630

lub
— Podrecznik oprogramowania AMPLILINK w wersiji serii 3.4
— Opcjonalnie: Podrecznik uzytkownika aparatu cobas p 630 z oprogramowaniem w wersji 2.2

Plik definicji testu (Test Definition File, TDF). Nazwa i numer biezgcej wersji TDF znajdujg sie
na karcie informacyjnej produktu, dotaczonej do opakowania zestawu.

Pozostate materiaty

Statyw na prébki (statyw SK24)
Statyw na odczynniki

Statyw na SPU

Nosnik K

Transporter do nos$nikéw K
Statyw na nosniki K

Pipetory z barierg aerozolowg lub koricéwkami dodatniego wypierania wolnymi od RNaz
(pojemnos$¢ 1000 pl); doktadno$é pipetoréw powinna miesci¢ sie w granicach 3% podanej
pojemnosci. Nalezy uzywac¢ koricéwek z barierg aerozolowg lub dodatniego wypierania wolnych od
RNaz w celu zapobiezenia kontaminacji krzyzowej migdzy prébka i amplikonem.

Rekawice jednorazowe bezpudrowe

Mieszadto wibracyjne
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Materiaty jednorazowe

o Jednostki przetwarzania prébki (SPU)

* Probowki wejsciowe na probki (ang. S-tube input) z klipsami z kodem kreskowym
o Statywy z koricowkami K

* Opakowanie zawierajgce probowki K 12 x 96

POBIERANIE, TRANSPORT | PRZECHOWYWANIE PROBEK

UWAGA: Ze wszystkimi probkami i kontrolami nalezy obchodzi¢ sie jak z materiatem
potencjalnie zakaznym.

Pobieranie i przechowywanie préobek

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagqMan® HCV Quantitative Test, v2.0, jest przeznaczony do stosowania
z prébkami surowicy lub osocza pobranego na EDTA. Krew nalezy pobiera¢ do probéwek do rozdziatu
surowicy SST®, probéwek do otrzymywania nierozcienczonego osocza BD Vacutainer® PPT™,
przeznaczonych do metod diagnostyki molekularnej lub sterylnych probéwek zawierajgcych EDTA jako
antykoagulant (lawendowy korek). Z probéwkami nalezy postgpowac zgodnie z instrukcjami producenta.
Swiezo pobrane probki (krew petna) mozna przechowywaé w temperaturze 2-25°C przez maksymalnie
24 godziny przed odwirowaniem. Po odwirowaniu surowicg lub osocze pobrane na EDTA nalezy
przenie$¢ do jatowej probowki polipropylenowej. Zaleca sie przechowywac prébki w porcjach o objetosci
okoto 1000 ul w sterylnych, polipropylenowych probéwkach o pojemnosci 2,0 ml z zakretkg
(np. w zakrecanych mikroprobéwkach firmy Sarstedt o pojemnosci 2 ml). Prébki surowicy lub osocza
pobranego na EDTA mozna przechowywac¢ w nastepujacych warunkach:

—  w temperaturze 2-8°C przez maksymalnie 72 godziny
— w temperaturze od —20°C do —80°C przez maksymalnie 6 tygodni

Probki surowicy i osocza pobranego na EDTA mozna zamrazac¢ i rozmraza¢ maksymalnie piec razy bez
utraty RNA HCV.

Transport probek

Transport krwi petnej, surowicy lub osocza pobranego na EDTA musi przebiega¢ zgodnie z przepisami
krajowymi, federalnymi, paristwowymi i lokalnymi dotyczacymi transportu czynnikéw etiologicznych?'.
Krew petng nalezy transportowa¢ w temperaturze 2—25°C i odwirowa¢ w ciggu 24 godzin od pobrania.
Osocze EDTA lub surowica mogg by¢ transportowane w temp. 2—8°C lub zamrozone do temperatury
od —20°C do —80°C.

INSTRUKCJA UZYTKOWANIA

Szczegodtowe instrukcje obstugi, opis mozliwych konfiguracji, drukowania wynikéw oraz interpretaciji
znacznikéw, komentarzy i komunikatéw o btedach znajdujg sie w podrecznikach oprogramowania
AMPLILINK w wersiji serii 3.3 lub 3.4, ktére wymieniono w rozdziale ,Urzgdzenia i oprogramowanie”.

Rozmiar serii i przebieg pracy

Kazdy zestaw zawiera odczynniki wystarczajgce do przeprowadzenia 72 testéw, ktére mozna
wykonywa¢ w seriach liczacych 12-24 testéw. Kazda seria musi obejmowac¢ co najmniej jedng kontrole
[CTM (-) C, HCV Lg-)C, v2.0 oraz HCV H(+)C, v2.0] (patrz rozdziat ,Kontrola jako$ci”). Przebieg pracy
analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora COBAS® TaqMané 48 nalezy rozpoczgé w ciggu
120 minut_od zakoriczenia przygotowania probki i kontroli. Probek i kontroli poddanych obrébce
NIE NALEZY ZAMRAZAC ani NIE NALEZY PRZECHOWYWAC w temperaturze 2-8°C.

Przygotowanie probki i kontroli
W przypadku stosowania proébek zamrozonych nalezy je pozostawi¢ w temperaturze pokojowej do
catkowitego rozmrozenia i przed uzyciem wymiesza¢ na mieszadle wibracyjnym przez 3-5 sekund.

Kontrole nalezy wyja¢ z miejsca przechowywania w temperaturze 2—8°C, doprowadzi¢ do temperatury
otoczenia oraz wymieszaé¢ na mieszadle wibracyjnym przez 3-5 sekund przed uzyciem.
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Przygotowanie urzadzenia COBAS® AmpliPrep

Czesc A. Konserwacja i ptukanie

A1.  Urzadzenie COBAS® AmpliPrep w trybie oczekiwania (stand by) jest gotowe do pracy.

A2.  Wigcz jednostke sterujgcg z oprogramowaniem AMPLILINK za pomocag przycisku ON.
Przygotuj jednostke sterujgca w nastepujgcy sposob:
1. Zaloguj sie do systemu operacyjnego Microsoft Windows.
2. Dwukrotnie kliknij ikone oprogramowania AMPLILINK.
3. Zaloguj sie¢ do oprogramowania AMPLILINK, wprowadzajac przydzielony identyfikator

uzytkownika i hasto.

A3.  Skontroluj stan odczynnika PG WR na ekranie Status i w razie potrzeby wymien go.

A4.  Wykonaj wszystkie czynnosci konserwacyjne wyszczegdlnione w zaktadce Due. Urzadzenie
COBAS"™ AmpliPrep automatycznie przeptucze system.

Czesc B. Wktadanie kaset z odczynnikami

UWAGA: Wszystkie kasety odczynnikéw nalezy wyjac¢ z miejsca przechowywania w temperaturze

B1.

B2.

B3.

2-8°C, natychmiast wlozy¢ do urzadzenia COBAS™ AmpliPrep i pozostawi¢ do ogrzania
sie do temperatury pokojowej wewnatrz aparatu co najmniej przez 30 minut przed
rozpoczeciem przetwarzania pierwszej probki. Nie dopuszcza¢ do ogrzania sie kaset
z odczynnikami do temperatury pokojowej poza aparatem ze wzgledu na mozliwosé
skraplania pary na etykietach z kodem kreskowym. W przypadku pojawienia sie
skroplonej pary nie Scierac jej z etykiet z kodem kreskowym.

Umies¢ kasete HCV QT v2.0 CS1 w statywie na odczynniki. Umies¢ kasety HCV QT v2.0 CS2,
HCV QT v2.0 CS3 oraz HCV QT v2.0 CS4 na osobnym statywie na odczynniki.

Wioz statyw na odczynniki zawierajacy kasete HCV QT v2.0 CS1 w pozycje A urzadzenia
COBAS® AmpliPrep.

Widz statyw na odczynniki zawierajgcy kasety HCV QT v2.0 CS2, HCV QT v2.0 CS3 oraz
HCV QT v2.0 CS4 w pozycje B, C, D lub E w urzadzeniu COBAS® AmpliPrep (dodatkowe
szczegdtowe instrukcje znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi aparatu).

Czesc C. Wkiadanie materiatéw jednorazowych

UWAGA: Nalezy okresli¢ liczbe potrzebnych kaset odczynnikowych COBAS® AmpliPrep,

C1.

C2.

Cs3.
C4.

Jjednostek przetwarzania probki (SPU), probéwek wejsciowych prébki (probéwek S),
koricowek K oraz probéwek K. Kazda prébka Ilub kontrola wymaga uzycia jednej
Jjednostki przetwarzania probki SPU, jednej probéwki wejsciowej S, jednej koricowki K
i jednej probowki K.

Istnieje  wiele mozliwosci konfg@gurowania uzytkowania urzadzenia COBAS® AmpliPrep
z analizatorem COBAS® TagMan® lub analizatorem COBAS® TagMan® 48. W zaleznosci od
wybranej konfiguracji wiéz odpowiednig liczbe statywdw z kasetami odczynnikéw, statywédw na
prébki z probéwkami wejsciowymi S, statywow na jednostki SPU, statywéw z koncéwkami K,
statywow z probdwkami K oraz nosnikéw K w statywach na nosniki K do odpowiednich pozyciji
w urzadzeniu COBAS® AmpliPrep.

Umiesé jednostki SPU w statywach i wiéz statywy na pozycje J, K lub L w urzadzeniu COBAS®
AmpliPrep.

W zaleznos$ci od wybranej konfiguracji wiéz petne statywy probéwek K na pozycje M, N, O lub P
w urzadzeniu COBAS® AmpliPrep.

W16z peine statywy z koricéwkami K na pozycje M, N, O lub P w urzadzeniu COBAS® AmpliPrep.

W zalezno$ci od wybranej konfiguracji wiéz nosniki K na statyw(y) na nosniki K na pozycje M, N,
O Iub P w urzadzeniu COBAS® AmpliPrep.
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Czesc D. Tworzenie zlecen i wktadanie prébek

D1. Przygotowanie statywdéw na probki: do kazdej pozycji statywu na probki, w ktérej zostanie
umieszczona probka (probowka S), widz klips opatrzony etykieta z kodem kreskowym. Do
kazdej pozycji statywu na prébki, w ktérej zostanie umieszczona kontrola (probéwka S), wiéz
odpowiedni klips opatrzony etykieta z kodem kreskowym dla danej kontroli [CTM (-) C,
HCV L(+)C, v2.0 oraz HCV H(+)C, v2.0]. Klipsy z kodami kreskowymi dla kontroli powinny mie¢
takie same numery serii, jak numery serii fiolek kontroli w zestawie. Zwré¢ uwage, aby
odpowiednie kontrole umiesci¢ na pozycjach z odpowiednim klipsem z kodem kreskowym kontroli.
W kazdej pozycji oznaczonej klipsem z kodem kreskowym umies¢ jedng probdwke wejsciowa S.

D2.  Utworz zlecenia dla poszczegdlnych prébek i kontroli przy pomocy oprogramowania AMPLILINK
w oknie Orders w zaktadce Sample. Wybierz odpowiedni plik definicji testu i zakoncz procedure
poprzez zapisanie.

D3. W oknie Orders w zakladce Sample Rack przypisz zlecenia dla prébek i kontroli do pozyciji
statywow na probki. Nalezy wprowadzi¢ numer statywu na probki dla statywu przygotowanego
w punkcie D1.

D4.  Wydrukuj raport Sample Rack Order, ktéry bedzie stuzy¢ jako arkusz roboczy.

D5.  Przygotuj statywy na probki i kontrole w miejscu przeznaczonym do dodawania prébek i kontroli
W nastepujacy sposob: kazdg probke i kontrole [CTM () C, HCV L(+)C, v2.0 i HCV H(+)C, v2.0]
wymieszaj na mieszadle wibracyjnym przez 3-5sekund. Unikaj zanieczyszczenia rekawic
podczas manipulacji probkami i kontrolami.

D6.  Przenie$ 650 pl kazdej probki i kontroli [CTM (-) C, HCV L(+)C, v2.0 oraz HCV H(+)C, v2.0] do
odpowiedniej, oznaczonej kodem kreskowym proboéwki wejsciowej S za pomocg mikropipetora
z barierg aerozolowg lub koricéwka dodatniego wypierania wolng od RNaz. Unikaj przenoszenia
czgstek stafych i/lub skrzeplin fibrynowych z oryginalnej prébki do probéwki wejsciowej S.
Proébki i kontrole nalezy przenie$¢ na pozycje probéwek zgodnie z przygotowanym i zapisanym
w punkcie D4 arkuszem roboczym. Klipsy z kodami kreskowymi dla kontroli powinny mie¢ takie
same numery serii, jak numery serii fiolek kontroli w zestawie. Przypisz odpowiednie kontrole do
wiasciwych pozycji z odpowiednim klipsem z kodem kreskowym kontroli. Unikaj zanieczyszczenia
gornej czesci probéwek S materiatem probki lub kontroli.

D7. W przypadku uzywania aparatu cobas p 630 do przygotowywania prébek nalezy odnies$é sie do
podrecznika uzytkownika aparatu cobas p 630.

D8. W zaleznosci od stosowanej konfiguracji statywy na grébki wypetnione probéwkami wejsciowymi
S umies¢ na pozycji F, G lub H w urzadzeniu COBAS® AmpliPrep.

D9. W zaleznosci od stosowanej konfiguraciji statywy na prébki wypetnione probéwkami wejsciowymi S
oraz probéwkami K (po jednej dla kazdej z probowek wejsciowych S, umieszczonej
w odpowiednim potozeniu i sgsiadujgcej z probdéwka wejsciowg S) umiesé na pozycji F, G lub H
w urzadzeniu COBAS® AmpliPrep.

Czesc E. Rozpoczecie przebiegu pracy urzadzenia COBAS® AmpliPrep
E1.  Przy uzyciu oprogramowania AMPLILINK uruchom urzadzenie COBAS® AmpliPrep.

Czesc F. Zakonczenie przebiegu prac% urzadzenia COBAS® AmpliPrep i transfer do
analizatora COBAS® TaqMan® lub analizatora COBAS® TagMan® 48 (dotyczy
wylacznie transferu recznego)

F1.  Sprawdz, czy nie pojawily sie oflagowania lub komunikaty o btedzie.

F2.  Wyjmij z urzadzenia COBAS® AmpliPrep przetworzone probki i kontrole znajdujgce sie
w statywach na probki (w przypadku analizatora COBAS® TagMan® bez stacji dokujgcej) lub
w statywach na nosniki K (w przypadku analizatora COBAS® TagMan® 48), w zaleznosci od
konfiguracji.

F3.  Usun odpady z urzadzenia COBAS® AmpliPrep.

UWAGA: Przygotowanych probek i kontroli nie nalezy wy ia¢ na
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Amplifikacja i detekcja
Przygotowanie analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora COBAS® TagMan® 48

Przebieg pracy analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora COBAS® TagMan® 48 nalezy rozpoczaé
w ciggu 120 minut od zakoriczenia przygotowania probki i kontroli. Prébek i kontroli poddanych obrébce
NIE NALEZY ZAMRAZAC ani NIE NALEZY PRZECHOWYWAC w temperaturze 2-8°C.

Czesé G. Wkiadanie przetworzonych prébek

G1. W zaleznosci od konfiguracji urzadzenia wykonaj odpowiednie czynnosci w celu przeniesienia
probowek K do analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora COBAS® TagMan® 48:

Cze$¢H.  Rozpoczecie przebiegu pracy anali a COBAS® TaqMan® lub analizatora COBAS®
TaqMan® 48

H1.  Uruchom analizator COBAS® TagMan® lub analizator COBAS® TagMan® 48 w zaleznosci od
zastosowanej konfiguraciji.

Czesc I Zakonczenie przebiegu pracy analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora COBAS®
TaqMan® 48
1. Po zakonczeniu przebiegu pracy analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora COBAS®

TagMan® 48 wydrukuj raport wynikow. Sprawdz, czy w raporcie wynikow nie pojawity sie
oflagowania lub komunikaty o bfedzie. Prébki oflagowane i opatrzone komentarzami nalezy
interpretowa¢ zgodnie z opisem podanym w rozdziale ,Wyniki". Po zatwierdzeniu dane ulegajg
archiwizacji.

2. Wyjmij zuzyte probowki K z analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora COBAS® TagMan® 48.
KONTROLA JAKOSCI

Kazda seria testowa musi zawiera¢ jedng kontrole COBAS® TagMan® Negative Control (kontrola
ujemna), jedng kontrole HCV Low Positive Control (kontrola nisko dodatnia) oraz jedng kontrole
HCV High Positive Control (kontrola wysoko dodatnia). Seria testowa jest uwazana za wazna, jesli zadna
z kontroli [HCV L(+)C, v2.0, HCV H(+)C, v2.0 oraz CTM (-) C] nie zostata oflagowana.

Nie ma wymagan dotyczacych potozenia kontroli na statywie probek.

Sprawdz, czy na wydruku dla serii testowej obecne sg oflagowania i komentarze, aby upewni¢ sig, ze
seria jest wazna.

Kontrola ujemna

Kontrola CTM (-) C musi dawa¢ wynik ,Target Not Detected”. Jesli kontrola CTM (-) C jest oflagowana
jako niewazna, to cata seria testowa jest takze niewazna. Nalezy powtoérzy¢ caty proces (przygotowanie
prébek i kontroli, amplifikacje i detekcje). Jesli wyniki kontroli CTM (-) C w powtarzanych seriach s3 stale
niewazne, skontaktuj sie z miejscowym przedstawicielstwem firmy Roche celem uzyskania pomocy
technicznej.

Kontrole dodatnie

Przypisane zakresy wartosci dla kontroli HCV L(+)C, v2.0 oraz HCV H(+)C, v2.0 s3 swoiste dla kazdej
serii odczynnikdw i sg zapisane w kodach kreskowych kasety odczynnikowej testu COBAS
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0.

Stezenia RNA HCV w IU/ml dla kontroli HCV L(+)C, v2.0 i HCV H(+)C, v2.0 powinny miesci¢ si¢
w przypisanych im zakresach. Jesli jedna lub obie kontrole dodatnie sg oflagowane jako niewazne, to
cafa seria testowa jest takze niewazna. Nalezy powtorzy¢ caty proces (przygotowanie probek i kontroli,
amplifikacje i detekcje). Jezeli miano RNA HCV dla jednej lub obu kontroli dodatnich stale miesci sie
poza przypisanym zakresem w powtérzonych seriach, nalezy zwrécié si¢ do regionalnego
przedstawicielstwa firmy Roche w celu uzyskania pomocy technicznej.
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WYNIKI
Analizatory COBAS® TagMan® i COBAS® TaqgMan® 48 oznaczaja stezenie RNA HCV w probkach
| kontrolach w sposéb automatyczny. Stezenie RNA HCV jest wyrazane w jednostkach
migedzynarodowych (International Units) na mililitr (IU/ml).
Oprogramowanie AMPLILINK:

o Okresla liczbe cykli (Ct) dla RNA HCV oraz RNA HCV QS.

o Okresla stezenie RNA HCV na podstawie wartosci Ct dla RNA HCV i RNA HCV QS oraz swoistych
dla danej serii wspétczynnikdw kalibracji, zapisanych w kodach kreskowych kasety.

e Okresla, czy obliczone i wyrazone w |U/ml wartosci dla kontroli HCV L(+)C, v2.0 oraz HCV H(+)C,
v2.0 mieszczg sie w okreslonych zakresach.

Ocena waznosci serii testowej:

Sprawdz okno wynikéw oprogramowania AMPLILINK lub wydruk pod katem obecnosci oflagowan
| komentarzy, aby sig upewni¢, ze dana seria testowa jest wazna.

W przypadku zlecen dla kontroli przeprowadzane jest sprawdzenie w celu okreslenia, czy warto$¢ IU/ml
miesci si¢ w okreslonym przedziale. Jesli warto$¢ IU/ml dla kontroli nie miesci sie w odpowiednim
zakresie, generowane jest OFLAGOWANIE sygnalizujgce nieprawidtowy wynik kontroli.

Seria testowa jest uwazana za wazng, jesli zadna z kontroli [HCV L(+)C, v2.0, HCV H(+)C, v2.0 oraz
CTM (-) C] nie zostata oflagowana.

Seria testowa jest niewazna, jezeli kontrole dla testu HCV zostaty opatrzone ktérymkolwiek z ponizszych
oflagowarn:

Kontrola ujemna:

Oflagowanie Wynik Interpretacja

Wynik oznaczony jako niewazny lub obliczone miano
NC_INVALID Invalid dla kontroli ujiemnej nie jest wynikiem ujemnym, tj. nie
nastepuje generowanie wyniku , Target Not Detected”.

Kontrola HCV nisko dodatnia:

Oflagowanie Wynik Interpretacja

Wynik oznaczony jako niewazny lub obliczone miano
LPCINVALID Invalid dla kontroli nisko dodatniej nie miesci sie
w okreslonym zakresie.

Kontrola HCV wysoko dodatnia:

Oflagowanie Wynik Interpretacja

Wynik oznaczony jako niewazny lub obliczone miano
HPCINVALID Invalid dla kontroli wysoko dodatniej nie miesci sig
w okreslonym zakresie.

Jesli seria testowa jest niewazna, nalezy jg w catosci powtérzy¢, tgcznie z przygotowaniem prébek
i kontroli, odwrécong transkrypcjg oraz amplifikacjg i detekcja.
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Interpretacja wynikow:

Jedli seria testowa jest wazna, nalezy sprawdzi¢ poszczegdlne probki na wydruku z wynikami
w poszukiwaniu oflagowan lub komentarzy.

= Wazna seria testowa moze zawiera¢ zaréwno wazne jak i niewazne wyniki badania prébki, zaleznie

od tego, jakimi oflagowaniami i/lub komentarzami sg one opatrzone.

Wyniki badania probek interpretuje si¢ w nastepujacy sposéb:

Wynik Interpretacja

Target Not Detected Wartoé¢ Ct dla HCV znajduje si¢ powyzej granicy testu lub nie uzyskano

wartosci Ct dla HCV. Poda¢ wyniki jako ,Nie wykryto RNA HCV”.

<1.50E+01 IU/mL Obliczona warto$¢ w IU/ml jest nizsza od dolnej granicy oznaczalnosci
testu. Poda¢ wyniki jako ,Wykryto RNA HCV, ponizej 15 IlU RNA HCV/ml”.
21.50E+01 |U/mL oraz Obliczone wyniki o wartosci 15 1U/ml lub wyzszej albo o wartosci
<1.00E+08 1U/mL 1,00E+08 1U/ml lub nizszej mieszczg sie w zakresie liniowym testu.
Poda¢ wyniki jako ,Wykryto XX IU/ml RNA HCV”.
>1.00E+08 1U/mL Obliczone wyniki znajdujg sie powyzej liniowego zakresu testu. Poda¢

wyniki jako ,Powyzej 1,00E+08 I[U/ml RNA HCV". Jesdli pozadane sg
wyniki ilo$ciowe, oryginalng probke nalezy rozcienczy¢ HCV-ujemng
ludzka surowicg lub HCV-ujemnym ludzkim osoczem pobranym na EDTA,
w zaleznosci od matrycy oryginalnej, a nastepnie powtérzy¢ test.
Otrzymany wynik nalezy pomnozy¢ przez wspoétczynnik rozcienczenia.

Jesli wynik probki jest wyswietlany jako ,Failed”, ,Invalid” lub ,Aborted”, nalezy zapozna¢ sig
z informacjami w Podreczniku oprogramowania AMPLILINK w wersji serii 3.3 lub 3.4, ktéry znajduje
sie na liscie w rozdziale ,Materiaty wymagane, lecz niedostarczane”.

UWAGA: Probki o wynikach powyzej zakresu testu moga réwniez dawa¢ wynik niewazny,

opatrzony oflagowaniem ,,QS_INVALID”. Jesli pozadane sa wyniki iloSciowe,
oryginalng préobke nalezy rozcienczy¢é HCV-ujemng ludzka surowicg lub HCV-ujemnym
ludzkim osoczem pobranym na EDTA, w zaleznos$ci od matrycy oryginalnej, a nastepnie
powtorzyé test. Otrzymany wynik nalezy pomnozy¢ przez wspélczynnik rozciericzenia.

OGRANICZENIA METODY

1.

Test ten zostat zatwierdzony wytgcznie do badania ludzkiej surowicy lub ludzkiego osocza
pobranego na EDTA jako antykoagulant. Badanie innych rodzajow préobek moze dawacé
nieprawidtowe wyniki.

Mutacje w obregbie wysoko konserwatywnego regionu genomu wirusa, z ktérym wigzg sig startery
i/lub sondy uzywane w tym tescie, chociaz rzadkie, mogg spowodowaé niedoszacowanie ilosci lub
niewykrycie wirusa.

Oznaczenie ilosciowe RNA wirusa HCV zalezy od liczby czastek wirusa obecnych w prébce
imoga na nie mie¢ wplyw metoda pobrania prébki, czynniki zalezne od pacjenta (np. wiek,
obecnos$¢ objawdw) i/lub stadium zakazenia.

Uzyskanie wiarygodnych wynikéw zalezy od wiasciwego pobrania probki, transportu,
przechowywania oraz procedur przetwarzania.

Obecno$¢ enzymu AmpErase w odczynniku COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Master
Mix zmniejsza ryzyko kontaminacji amplikonu. Jednak zanieczyszczenia materiatem
pochodzgcym z HCV-dodatnich kontroli i prébek klinicznych mozna unikngé jedynie dzigki
stosowaniu zasad dobrej praktyki laboratoryjnej i uwaznemu wykonywaniu procedur opisanych
w niniejszej ulotce, dotgczonej do opakowania zestawu.
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6. Ten produkt powinien by¢ stosowany wytgcznie é)rzez personel przeszkolony w obsludze aparatu
cobas p 630 (opcjonalnie), urzadzenla COBAS AmpllPrep oraz analizatora COBAS® TagMan®
lub analizatora COBAS® TagMan® 48. Operator powinien pos,ladac peing W|edz¢ na temat
aplikacji uruchamianych na omawianych urzgdzeniach oraz powinien kierowa¢ sig¢ zasadami
dobrej praktyki laboratoryjnej.

7. Ten produkt moze by¢ stosowany tylko w potgczeniu z aparatem cobas p 630 (opcjonalnie),
urzadzeniem COBAS® AmpliPrep oraz analizatorem COBAS® TaqMan lub analizatorem
COBAS® TagMan® 48.

8. Z uwagi na réznice pomigdzy technologiami zaleca sig, aby przed zmiang stosowanych metod
uzytkownik przeprowadzit w laboratorium badanie korelacji stosowanych metod w celu okreslenia
ilosciowych réznic wystepujacych pomiedzy nimi.

SUBSTANCJE WPLYWAJACE NA WYNIK TESTU

Wykazano, ze podwyzszone poziomy trojglicerydéw (3300 mg/dl), sprzezonej bilirubiny (25 mg/dl),
bilirubiny wolnej (20 mg/dl), albuminy (6000 mg/dl), hemoglobiny (200 mg/dl) oraz ludzkiego DNA
(40 mg/dl) w probkach oraz wystgpowanie choréb autoimmunologicznych, takich jak toczen
rumieniowaty uktadowy (SLE) reumatoidalne zapalenle stawdéw (RZS) oraz obecnos¢ przequal
przeciwjadrowych (ANA), nie wplywa na oznaczenia ilosciowe RNA HCV z uzyciem testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0.

Wykazano, Zze nastgpujgce zwigzki lecznicze, przebadane przy maksymalnym stezeniu w 0soczu (Cmax)
oraz prz@y 3-krotnym stezeniu Cmax nie zakiécajg oznaczenia ilosciowego RNA HCV z uzyciem testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0:

Nukleotydowe inhibitory odwrotnej Nienukleozydowe inhibitory odwrotnej

transkryptazy i polimerazy DNA transkryptazy
Tenofowir Efawirenz
Dipiwoksyl adefowiru Newirapina

Inhibitory proteazy HIV Nukleozydowe inhibitory odwrotnej

Atazanawir transkryptazy
Sakwinawir Lamiwudyna
Ritonawir Zydowudyna
Lopinawir/Ritonawir Stawudyna
Nelfinawir Abakawir
Darunawir Didanozyna
Tipranawir Emtrycytabina
Fosamprenawir Entekawir
Telbiwudyna

Inhibitor fuzji HIV
Enfuwirtyd

Inhibitor wejscia HIV
Marawirok

Preparaty do leczenia zakazen
herpeswirusami

Immunomodulatory
Peginterferon alfa-2b

Gancyklowir Rybawiryna
Valgancyklowir Peginterferon alfa-2a
Acyklowir

Inhibitor integrazy HIV
Raltegrawir
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OCENA DZIALANIA W BADANIACH NIEKLINICZNYCH
A Granica wykrywalnosci

Granice wykrywalnosci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, okreslono
na podstawie analizy serii rozcieficzen migdzynarodowego standardu WHO dla RNA wirusa zapalenia
watroby typu C do oznaczen opartych na technologii amplifikacji kwaséw nukleinowych (WHO International
Standard for Hepatitis C Virus RNA for Nucleic Acid Amplification Technology Assays), genotyp 1a,
uzyskanego z NIBSC w HCV-ujemnym ludzkim osoczu pobranym na EDTA lub surowicy. W przypadku
kazdej matrycy analizie poddano po trzy niezalezne serie rozcienczen. Ogétem przeprowadzono po
maksymalnie 252 powtérzenia na poziom stezenia dla kazdego typu matrycy. Badanie przeprowadzono przy
uzyciu trzech serii odczynnikéw testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0.

Wyniki uzyskane dla osocza pobranego na EDTA oraz surowicy, przedstawione odpowiednio w tabeli 1 i 2,
wykazuja, ze test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, wykrywat RNA
HCV w stezeniach 15 IU/ml lub wyzszych ze wskaznikiem dodatniosci 2 95%. Réznice pomiedzy
wynikami dla surowicy i osocza pobranego na EDTA nie byty istotne statystycznie.
Tabela 1
Granica wykrywalnosci w pobranym na EDTA okreslona
na podstawie miedzynarodowego standardu WHO dla RNA wirusa zapalenia watroby typu C
do oznaczen opartych na technologii amplifikacji kwaséw nukleinowych

Poczatkowe miano Liczba waznych Liczba wynikow Odsetek trafien
(RNA HCV IU/ml) powtorzen testu dodatnich w %
50 251 251 100
25 251 250 100
15 251 246 98
10 252 236 94
5 252 180 71
2,5 251 121 48
0 250 0 0
LOD w analizie PROBIT 11 IU/ml
przy 95% odsetku trafien (95% przedziat ufnosci: 10-13 IU/ml)
LOD w analizie odsetka trafien 15 IU/ml
Tabela 2

Granica wykrywalnosci w surowicy okreslona
na podstawie miedzynarodowego standardu WHO dla RNA wirusa zapalenia watroby typu C
do oznaczen opartych na technologii amplifikacji kwaséw nukleinowych

Poczatkowe miano Liczba waznych Liczba wynikow Odsetek trafien
(RNA HCV IU/ml) powtorzen testu dodatnich w %
50 188 188 100
25 189 188 99
15 189 185 98
10 189 172 91
5 189 140 74
2,5 189 92 49
0 189 0 0
LOD w analizie PROBIT 12 IU/ml
przy 95% odsetku trafien (95% przedziat ufnosci: 10-14 IU/ml)
LOD w analizie odsetka trafien 15 IU/ml
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B. Precyzja

Precyzja testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, okreslono na
podstawie analizy serii rozcienczen prébek klinicznych zawierajgcych HCV (genotyp 1a) lub serii
rozcienczen Armored RNA HCV (aRNA), przygotowanych w HCV-ujemnym ludzkim osoczu pobranym
na EDTA lub w surowicy.

Sze$¢ pozioméw rozcienczen poddano testom w 3 powtdrzeniach na poziom, w 12 seriach przez 4 dni.
Kazda prébka przechodzita przez calg procedure testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
Quantitative Test, v2.0, obejmujgca przygotowanie prébki, amgliﬂkaeje i detekcje. Badanie
przeprowadzono przy uzyciu trzech serii odczynnikéw testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HCV Quantitative Test, v2.0, a wyniki przedstawiono w tabeli 3.

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, wykazuje dobra precyzje dla trzech
serii odczynnikéw w zakresie stezen od 3,0E+02 |U/ml do 1,0E+08 IU/ml.

Tabela 3
Precyzja testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0,
(prébki osocza pobranego na EDTA oraz surowicy)*

Precyzja jako catkowite odchylenie standardowe SD [log1o]

nominalne Osocze pobrane na EDTA Surowica
(1Ufml) Serianr1 | Serianr2 Seria nr 3 Serianr1 | Serianr2 | Serianr3
3,0E+02 0,22 0,07 0,09 0,07 0,05 0,09
3,0E+03 0,15 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06
3,0E+04 0,06 0,05 0,07 0,05 0,07 0,08
3,0E+05 0,08 0,07 0,08 0,05 0,05 0,04
3,0E+06 0,14 0,04 0,07 0,11 0,06 0,07
1,0E+08 0,07 0,05 0,11 0,07 0,06 0,08

*

Uwaza sie, iz warto$ci miana majg charakter rozktadu logarytmiczno-normalnego i sg analizowane po zamianie
na logr. Kolumny 2-7 przedstawiajg catkowite odchylenie standardowe (SD) dla przeksztatconego przez log
miana dla kazdej z trzech serii odczynnikéw.

C. Zakres liniowosci

Do oceny zakresu liniowosci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0,
wykorzystano dwa panele liniowosci. Sktadaly sie one z rozcienczen w osoczu pobranym na EDTA lub
surowicy dodatnich klinicznych probek RNA HCV dla dolnej i $rodkowej czesci zakresu dynamicznego
(do 3,0E+05 IU/ml) oraz aRNA dla goérnej czesci zakresu dynamicznego (do 2,0E+08 IU/ml). Badanie
wykonano z uzyciem dwoch serii odczynnikow testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
Quantitative Test, v2.0, zgodnie z metodami wyszczegdlnionymi w wytycznych CLSI EP6-A%. Badaniu
poddano wszystkie 11 elementéw panelu dla osocza pobranego na EDTA oraz wszystkie 14 elementéw
panelu dla surowicy. Wykonano maksymalnie 16 powtdrzen na poziom stezenia, macierz oraz serie
odczynnika.

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, wykazuje liniowo$¢ w zakresie od
151U RNAHCV/ml do co najmniej 1,0E+08 U RNA HCV/ml z uwzglednieniem dopuszczalnego
bezwzglednego odchylenia od liniowosci wynoszacego +/- 0,2 logio (reprezentatywne wyniki przedstawiono
na rysunkach 1i2). W zakresie liniowym doktadnos¢ testu miesci si¢ w granicach +/- 0,2 log1o.
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Rysunek 1
Wy ie zakresu liniowosci dla testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
Quantitative Test, v2.0, w prébkach osocza pobranego na EDTA
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Na wykresie regresji przedstawiono $rednie obserwowane wyniki dla probek klinicznych (wypetniony
romb) oraz prébek aRNA (pusty romb) w odniesieniu do przypisanej wartosci logio miana. Linia regresiji
(pogrubiona; od wartosci 11 1U/ml do 1,1E+08 IU/ml) jest przedstawiona wraz z linig jednosci (w kolorze
szarym) w celu zobrazowania liniowosci testu. Odchyleme standardowe warto$ci logio miana jest
przedstawione w postaci stupkow btedu; podana jest réwniez warto$¢ R2.

Rysunek 2

Wyznaczanie zakresu liniowosci dla testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
Quantitative Test, v2.0, w probkach surowicy

R2=0,999

log,  zaobserwowanego miana (1U/mi)
iy

0 2 4 6

o

log,, przypisanego miana (IU/ml)

Na wykresie regresji przedstawiono $rednie obserwowane wyniki dla probek klinicznych (wypetniony
romb) oraz probek aRNA (pusty romb) w odniesieniu do przypisanej wartosci logio miana. Linia regresiji
(czarna; od wartosci 11 IU/ml do 1,2E+08 IU/ml) jest przedstawiona wraz z linig jednosci (w kolorze
szarym) w celu zobrazowania liniowosci testu. Odchylenie standardowe wartosci logio miana jest
przedstawione w postaci stupkéw btedu; podana jest réwniez wartos¢ R?.
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D. Reprezentatywnos¢

Skutecznosé¢ testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, w przypadku
genotypéw HCV oceniono poprzez (i) weryfikacje granicy wykrywalnosci dla genotypéw 1-6 oraz
(ii) weryfikacje zakresu liniowosci dla genotypow 1-6.

Weryfikacja granic krywalnosci dla genotypéw 1-6

Kliniczne prébki RNA HCV dla 8 réznych genotypéw/podtypéw (1a, 1b, 2a, 2b, 3, 4, 5 i 6) zostaly
rozcienczone w osoczu pobranym na EDTA lub surowicy do trzech réznych pozioméw stezenia
i przeprowadzono wyznaczanie odsetka trafien dla kazdego poziomu w maksymalnie 70 powtdrzeniach.
Badanie przeprowadzono przy uzyciu jednej serii odczynnikéw testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0.

Wyniki uzyskane dla osocza gobranego na EDTA oraz surowicy, przedstawione odpowiednio w tabeli 4 i 5,
wykazujg, ze test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, wykrywat
RNAHCV dla 8 réznych genotypéw/podtypéw w stezeniach 15 IlU/ml lub wyzszych ze wskaznikiem
dodatniosci = 95%. Rdznice pomiedzy wynikami dla surowicy i osocza pobranego na EDTA nie byty
istotne statystycznie.

Tabela 4
Weryfikacja granicy wykrywalnosci dla genotypu RNA HCV w osoczu pobranym na EDTA
5 IU/ml 15 IU/ml 45 IU/ml
Genotyp| yagaey | Liczba [Odsetek %3 | Liczba [Odsetek| % | Liczba [Odsetek
2~ .| wynikéw | trafien 2~ . | wynikow | trafien 27~ . | wynikow | trafien
powtérzen 5 powtérzen 5 powtérzen 5
testu dodatnich | w% testu dodatnich| w% testu dodatnich | w%
1a 63 44 70 63 63 100 63 63 100
1b 63 47 75 63 62 98 63 63 100
2a 63 43 68 63 61 97 62 61 98
2b 62 57 92 62 62 100 62 62 100
3 62 58 94 63 63 100 62 62 100
4 63 43 68 63 62 98 63 63 100
5 63 47 75 62 62 100 62 62 100
6 63 55 87 63 62 98 63 63 100
Tabela 5
Weryfikacja granicy wykrywalnosci dla genotypu RNA HCV w surowicy
5 IU/ml 15 IU/ml 45 IU/ml
Liczba . Liczba . Liczba .
Genotyp 5 Liczba |Odsetek 5 Liczba |Odsetek! 5 Liczba |Odsetek|
wanych |\ iow | trafien | WAZMYOh | orivw | trafien p"ﬁg‘r’::h ikéw | trafier
P i o P i L i L
testu dodatnich | w% testu dodatnich| w% testu dodatnich| w%
1a 63 45 71 62 62 100 63 63 100
1b 62 48 77 63 63 100 63 63 100
2a 63 47 75 61 60 98 63 63 100
2b 63 42 67 63 61 97 63 63 100
3 63 58 92 63 63 100 63 63 100
4 63 41 65 63 62 98 63 63 100
5 62 46 74 61 60 98 62 62 100
6 70 58 83 70 69 99 69 69 100
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Weryfikacja zakresu liniowego dla genotypéw 1-6

Kliniczne prébki wirusa HCV dla 8 réznych genotypéw/podtypéw (1a, 1b, 2a, 2b, 3, 4, 5 i 6) poddano
testom w maksymalnie 22 poziomach stezenia. Panele te sktadaly sie z rozcienczen w osoczu pobranym
na EDTA dodatnich prébek klinicznych RNA HCV dla dolnej i Srodkowej czesci zakresu dynamicznego
oraz aRNA dla gdrnej czesci zakresu dynamicznego (genotypy 1a, 1b, 3 i 4 az do gdérnej granicy
oznaczalnosci) lub prébek catego zakresu dynamicznego (genotypy 2a, 2b, 5 i 6). Badanie wykonano
przy uzyciu jednej serii odczynnikéw testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative
Test, v2.0. Wszystkie 22 elementy paneli poddano testom w 15 powtdrzeniach.

Zakres liniowosci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0,
zweryfikowano dla genotypéw HCV 1-6 w zakresie od 13 IlU RNA HCV/ml do co najmniej 1,4E+08 |U
RNA HCV/ml, z uwzglednieniem dopuszczalnego bezwzglednego odchylenia od liniowosci wynoszacego
+/- 0,2 logro.

E. Czutos¢ diagnostyczna

Czulo$¢ diagnostyczng testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0,
okreslono poprzez poddanie analizie pojedynczych dodatnich probek RNA HCV osocza pobranego na
EDTA lub surowicg (w sumie 488 wynikow) z uZyciem dwoch serii odczynnikow testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0. Wszystkie przebadane probki wykaza%
dodatni wynik w kierunku RNA HCV. W tym panelu czuto$¢ diagnostyczna testu COBAS
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, wynosi 100% (jednostronnie nizsza granica
95% przedziatu ufnosci: 2 99,4%).

F. Swoistos¢

Swoisto$¢ testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, okre$lono na
podstawie analizy RNA HCV-ujemnych i seroujemnych prébek osocza pobranego na EDTA lub surowicy
uzyskanych od krwiodawcéw. Pojedyncze probki osocza pobranego na EDTA oraz surowicy (w sumie
600 wynikéw) poddano testom z uzyciem dwoch serii odczynnikow testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0. Wszystkieé)rzebadane probki wykazaty uéemny wynik w kierunku
RNA HCV. W tym panelu swoistosé testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test,
v2.0, wynosi 100% (jednostronnie nizsza granica 95% przedziatu ufnosci: = 99,5%).

G. Swoistos¢ analityczna

Swoisto$¢ analityczng testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0,
oceniono poprzez rozcienczenie roztworéw podstawowych réznych patogenéw o wysokim mianie (patrz
tabela 6) za pomocg RNA HCV-dodatnich i RNA HCV-ujemnych prébek klinicznych osocza pobranych na
EDTA. Zaden z patogenéw innych niz wirus HCV nie wplynat na dziatanie testu i nie spowodowat
uzyskania wyniku fatszywie dodatniego w tescie COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative
Test, v2.0.

Tabela 6
Prébki uzyte do oceny swoistos$ci analitycznej

Flawiwirusy inne niz HCV
Wirus gorgczki Zachodniego Nilu

Wirusy
Adenowirus typ 5

Wirus zapalenia mézgu z St. Louis

Wirus zapalenia mézgu z doliny Murray

Wirus gorgczki Denga typu 1,2, 3i4

Wirus Z6ttej gorgczki

Wirus Zika

Wirus kleszczowego zapalenia mézgu (szczep HYPR)

Bakterie
Propionibacterium acnes
Staphylococcus aureus

Drozdzaki
Candida albicans

Wirus cytomegalii

Wirus Epsteina-Barr

Wirus zapalenia watroby typu B
Wirus zapalenia watroby typu A
HIV-1

Ludzki wirus T-limfotropowy typu 12
Ludzki wirus opryszczki typu 6
Wirus Herpes simplex typu 1i2
Wirus grypy typu A

Wirus brodawczaka ludzkiego
Wirus ospy wietrznej
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H.  Skuteczno$é¢ w poréwnaniu z testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV

Skutecznosé testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, i testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV poréwnano, analizujgc probki (rozcienczone i nierozcienczone)
surowicy i osocza pobranego na EDTA od pacjentéw zakazonych wirusem HCV. W sumie 412 prébek
osocza pobranego na EDTA i surowicy dla wszystkich genotypéw uzyskato wynik wazny
w przeprowadzonej podwojnie analizie i znalazto si¢ w zakresie oznaczalnosci obu testow.
Przeprowadzono regresjg Deminga oraz analize Blanda-Altmana. Wyniki regresji Deminga
przedstawiono na rysunku 3.

Rysunek 3
Korelacja testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0,
oraz testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test

(GT = genotyp)
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Przeprowadzono analize regresji Deminga. Warto$é wspétczynnika determinacji R? wyniosta 0,88 dla
wszystkich prébek oraz 0,94, gdy z analizy wykluczono prébki dla genotypu 4. Po przeprowadzeniu analizy
Blanda-Altmana korelacja wykazata $rednig réznice wartoéci logio miana na poziomie 0,1 (analiza
wszystkich probek) lub —0,1 (wykluczenie prébek genotypu 4).
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l. Skuteczno$é w poréwnaniu z testem COBAS® TagMan® HCV, v2.0, przeznaczonym do
stosowania w systemie High Pure

Skutecznosé testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0, i testu COBAS®
TagMan® HCV, v2.0, przeznaczonego do stosowania w systemie High Pure poréwnano, analizujac
probki surowicy i osocza pobranego na EDTA od pacjentéw zarazonych wirusem HCV. W sumie
412 prébek osocza pobranego na EDTA i surowicy dla wszystkich genotypéw uzyskato wynik wazny
w przeprowadzonej podwojnie analizie i znalazto si¢ w zakresie oznaczalnosci obu testow.
Przeprowadzono regresjg Deminga oraz analize Blanda-Altmana. Wyniki regresji Deminga
przedstawiono na rysunku 4.

Rysunek 4
Korelacja testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0,
oraz testu COBAS® TagMan® HCV, v2.0, pr. > do stc w sy ie High Pure
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Wykonano analize regresji Deminga. Warto$é wspotczynnika determinacji R?> wyniosta 0,91. Po
przeprowadzeniu analizy Blanda-Altmana korelacja wykazata $rednig réznice wartosci logio miana
wynoszaca 0,1.
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Na etykietach produktéw diagnostycznych Roche PCR stosuje si¢ obecnie
nastepujace oznaczenia.

Oprogramowanie pomocnicze Wyréb do diagnostyki in vitro

g ol

E Autoryzowany Przedstawiciel we Dolna granica przypisanego
WspolInocie Europejskiej zakresu

Arkusz kodéw kreskowych N Wytworca

Kod partii Przechowywac z dala od $wiatta

(6"% Zagrozenie biologiczne Zawarto$¢ wystarczajgca na
W <n> testow
Numer katalogowy Przestrzega¢ zakresu temperatury
Sprawdz w instrukcji obstugi @ Plik definicji testow

TDF

Zawarto$¢ zestawu m Gorna granica przypisanego
zakresu
Dystrybucja przez 2 Termin waznosci

Wytgcznie do oceny dziatania GTIN | Numer pozycji handlu globalnego
w badaniach IVD

'UEEE

Ten produkt spetnia wymogi dyrektywy Wspdlnoty Europejskiej 98/79/WE dotyczacej
diagnostycznych urzadzen medycznych do stosowania in vitro.
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