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ZASTOSOWANIE

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, wersja 2.0 (v2.0), jest testem in vitro opartym na
amplifikacji kwasu nukleinowego, stuzgcym do ilosciowego oznaczania RNA ludzkiego wirusa
uposledzenia odpornosci typu 1 (HIV-1) w ludzkim osoczu z EDTA lub w wysuszonych plamkach
osocza na karcie do oddzielenia osocza (PSC) cobas®, wykorzystujacym aparat COBAS® AmpliPrep
do automatycznego przetwarzania probki oraz analizator COBAS® TagMan® lub COBAS®
TagMan® 48 do automatycznej amplifikacji i detekcji. Za pomocy testu mozna dokonywac¢ oceny
ilosciowej RNA wirusa HIV-1 w zakresie stezenia 20-10 000 000 kp/ml (od 33 do 1,67 x 107
jednostek migdzynarodowych [IU)/ml) w ludzkim osoczu z EDTA i 738—10 000 000 kp/ml (od 1230 do
1,67 x 107 jednostek migdzynarodowych [IU)/ml) w wysuszonej plamce osocza PSC). Jedna kopia
RNA wirusa HIV-1 odpowiada 1,67 IlU wedtug miedzynarodowego standardu nr1 WHO dla RNA
HIV-1 dla technik opartych na detekcji kwaséw nukleinowych (WHO 1st International Standard for
HIV-1 RNA for Nucleic Acid-Based Techniques [NAT]) (NIBSC 97/656)%.

Test ten, tacznie z objawami klinicznymi i innymi markerami laboratoryjnymi progresji choroby,
znajduje zastosowanie w opiece klinicznej chorych zakazonych wirusem HIV-1 grupy M oraz HIV-1
grupy O. Test moze stuzyé do oceny rokowania w oparciu o pomiar poczgtkowego poziomu RNA
HIV-1, a takze do monitorowania leczenia przeciwretrowirusowego poprzez pomiar zmian poziomu
RNA HIV-1 w trakcie terapii.

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0, nie jest przeznaczony do
przesiewowego badania obecnosci wirusa HIV-1 we krwi lub produktach krwiopochodnych
ani do stosowania jako test diagnostyczny, potwierdzajacy zakazenie wirusem HIV-1.

PODSUMOWANIE ORAZ OPIS TESTU

Ludzki wirus uposledzenia odpornosci (HIV) jest czynnikiem etiologicznym zespotu nabytego
uposledzenia odpornosci (AIDS)'-3. Zakazenie HIV moze szerzy¢ sig drogg piciowa, przez kontakt
z zakazong krwig lub produktami krwiopochodnymi, oraz z zakazonej matki na jej ptod*. Zwykle
w ciggu trzech do sze$ciu tygodni od narazenia na HIV, u oséb zakazonych pojawia sig krétkotrwaty,
ostry zespot w postaci objawéw grypopodobnych, zwigzany z wysokimi poziomami wiremii we krwi
obwodowej5®. U wiekszosci zakazonych osob dochodzi nastepnie do rozwoju swoistej odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko HIV oraz do spadku wiremii w osoczu, zwykle w ciggu
czterech do szesciu tygodni od pojawienia sie objawéw®'0. Po serokonwersji zakazone osoby
wchodzg zazwyczaj w faze o stabilnym przebiegu klinicznym, bezobjawowa, ktéra moze trwaé wiele
lat'"=13. Okres bezobjawowy charakteryzuje sie utrwalong niewielkq wiremia w osoczu'® oraz
stopniowym zanikaniem limfocytéow T CD4*, co prowadzi do cigzkiego niedoboru odpornosci,
mnogich zakazen oportunistycznych, nowotwordw ztosliwych i zgonu'®. Pomimo ze poziomy wiremii
w fazie bezobjawowej zakazenia we krwi obwodowej sg stosunkowo mate, replikacja wirusa i jego
usuwanie wydajg si¢ by¢ procesem dynamicznym, w ktérym duza produkcja wirusa i zakazanie
komodrek CD4* jest rownowazone przez odpowiednio nasilone usuwanie wirusa, $mier¢ zakazonych
komérek i uzupetnianie komérek CD4*. Powoduje to, ze poziomy wiremii i komérek CD4* w osoczu
sg wzglednie state6-18,

Cze$¢ Informacje na temat wersji dokumentu znajduje sie na koricu tego dokumentu.
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Za pomocg pomiaréw iloéciowych wiremii HIV we krwi obwodowej wykazano, ze wieksze poziomy
wirusa moga wigzac¢ sie ze zwiekszonym ryzykiem progresiji klinicznej choroby wywotywanej przez
HIV. Ponadto wykazano, ze zmniejszenie pozioméw wirusa w 0sOoczu moze wigza¢ sie ze
zmniejszonym ryzykiem progresiji klinicznej'%-2', Poziom wirusa we krwi obwodowej mozna oznacza¢
ilosciowo za pomocg pomiaru antygenu p24 HIV w surowicy, ilosciowej hodowli HIV z osocza lub
przez bezposredni pomiar wirusowego RNA w osoczu przy uzyciu technologii amplifikacji kwasu
nukleinowego albo amplifikacji sygnatu?2-26,

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) zaleca tez obecnie korzystanie z prébek w postaci
wysuszonej plamki, aby zwigkszyé mozliwosci badania wiremii w warunkach ograniczonej
dostgpnosci do zasobdw takich jak punkt pobierania krwi na badania laboratoryjne lub sprawne
transportowanie prébek osocza z EDTA?. Wysuszone plamki osocza na karcie PSC pozwalajg
stabilizowa¢ RNA HIV w wysuszonym osoczu, umozliwiajg poszerzenie zakresu wykonywania badan
wiremii, dzigki mozliwosci transportowania prébek na wigksze odlegtosci i w trudniejszych warunkach
niz w przypadku osocza z EDTA.

Antygen p24 jest podstawowym biatkiem rdzenia HIV, stwierdzanym w surowicy zaréwno w postaci
wolnej, jak i zwigzanej z przeciwciatem anty-p24. Wolny antygen p24 mozna oznacza¢ za pomocag
komercyjnie dostepnych enzymatycznych testow immunologicznych (EIA, enzyme immunoassay),
jednak przydatno$¢ antygenu p24 jako markera liczby kopii wirusa we krwi jest ograniczona,
poniewaz jest on wykrywany jedynie u 20% chorych bezobjawowych i 40-50% chorych objawowych.
Metody majgce na celu rozdzielenie komplekséw antygen-przeciwciato poprawiajg czuto$¢ testow
wykrywajgcych antygen p24, jednak czgsteczka wirusa pozostaje niewykrywalna u wiekszosci
chorych bezobjawowych?.

HIV w osoczu mozna hodowaé inokulujgc nim pobudzone komérki jednojgdrowe krwi obwodowej
(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) pochodzace od zdrowych dawcéw. Oznaczenie
ilosciowe uzyskuje sig, inokulujgc PBMC za pomocg seryjnych rozcienczen prébki osocza. Hodowla
iloSciowa ma ograniczong uzyteczno$¢ w monitorowaniu pozioméw wirusa u oséb zakazonych,
poniewaz jedynie niewielka frakcja czastek wirusa jest zakazna w warunkach in vitro. Zakazny wirus
jest czesto niewykrywalny u chorych bezobjawowych?2,

RNA HIV mozna oznacza¢ ilosciowo w osoczu przy uzyciu technik amplifikacji kwaséw
nukleinowych, takich jak reakcja tanicuchowa polimerazy (PCR, Polymerase Chain Reaction)?28-30,
Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, wykorzystuje technologie reakcji PCR do
osiggnigcia maksymalnej czuto$ci i dynamicznego zakresu ilosciowych oznaczen RNA HIV-1
w osoczu z dodatkiem $rodka przeciwkrzepliwego EDTA lub w wysuszonej plamce osocza PSC.

ZASADY PROCEDURY

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0, jest testem amplifikacji kwasu
nukleinowego, stuzgcym do ilo$ciowego oznaczania RNA ludzkiego wirusa uposledzenia odpornosci
typu 1 (HIV-1) w ludzkim osoczu z EDTA lub w wysuszonej plamce osocza PSC. Test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, jest oparty na trzech gtéwnych procesach:
(1) przygotowanie probki w celu wyizolowania RNA HIV-1; (2) odwrotna transkrypcja docelowego
RNA w celu wygenerowania komplementarnego DNA (cDNA), oraz (3) jednoczesna amplifikacja
PCR docelowego cDNA i detekcja rozszczepionej podwdjnie znakowanej sondy oligonukleotydowej
swoistej dla tancucha docelowego.

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, umozliwia automatyczne przygotowanie
probki, a nastgpnie automatyczng odwrotng transkrypcje, amplifikacje PCR oraz detekcje docelowego
RNA dla HIV-1 i Armored RNA dla standardu oznaczania HIV-1 Quantitation Standard (QS). Odczynnik
Master Mix zawiera primery i sondy swoiste zaréwno dla RNA HIV-1, jak i RNA HIV-1 QS. Odczynnik
Master Mix zostat opracowany tak, aby zapewni¢ réwnowazng ocene ilosciowg podtypéw grupy M
wirusa HIV-1 oraz grupy O HIV-1. Detekcje amplifikowanego DNA przeprowadza sie za pomocg
podwojnie znakowanych sond oligonukleotydowych swoistych dla DNA docelowego i standardu QS,
ktére umozliwiajg niezalezng identyfikacje amplikonu HIV-1 oraz amplikonu HIV-1 QS.

RNA wirusa HIV-1 oznacza sig¢ ilosciowo za pomocg standardu ilo$ciowego HIV-1 QS.
Rekompensuje to wptyw hamowania oraz kontroluje proces przygotowywania i amplifikacji,
pozwalajgc uzyskaé doktadniejsze oznaczenie ilosciowe RNA wirusa HIV-1 w kazdej prébce.
Standard oznaczania HIV-1 QS to niezakazny konstrukt Armored RNA zawierajgcy sekwencje HIV
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o identycznych miejscach wigzania primeréw jak docelowy RNA HIV-1 oraz charakterystyczne
miejsce wigzania sondy, co umozliwia odréznienie amplikonu HIV-1 QS od amplikonu HIV-1.

Standard HIV-1 QS jest dodawany do kazdej probki w znanej liczbie kopii i wraz z nig przechodzi
przez kolejne procesy przygotowania, odwrotnej transkrypcji oraz jednoczesnej amplifikacji PCR
i detekcji rozszczepionej podwdjnie znakowanej sondy oligonukleotydowej. Analizator COBAS®
TagMan® lub COBAS® TagMan® 48 oblicza stezenie RNA HIV-1 w badanych prébkach przez
poréwnywanie sygnatu HIV-1 z sygnatem HIV-1 QS w kazdej prébce i kontroli.

Wybor sekwencji docelowej

Wybér docelowej sekwencji RNA dla HIV-1 jest uzalezniony od identyfikacji regionéw w obrebie
genomu HIV-1, wykazujgcych najwigkszy konserwatyzm spos$réd réznych prébek podtypéw grupy M
wirusa HIV-1 oraz grupy O HIV-1. W zwigzku z wysokg zmienno$cig genetyczng wirusa celem
amplifikacji oraz detekcji za pomocg testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, sg
jednoczesnie dwa regiony genomu HIV.

Dwie podwdjnie znakowane sondy oligonukleotydowe swoiste dla sekwencji docelowej oraz jedna
swoista dla standardu QS pozwalajg na niezalezng identyfikacje amplikonéw HIV-1 oraz QS HIV-1.
Dlatego dobor wiasciwych primeréw oraz podwojnie znakowanych sond oligonukleotydowych ma
zasadnicze znaczenie dla zdolnosci testu do amplifikowania i wykrywania grupy podtypéw M wirusa
HIV-1 oraz grupy O HIV-1. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, wykorzystuje
odwrotng transkrypcje oraz primery do amplifikacji PCR sekwencji wysoko konserwatywnych
regionow genu gag®® wirusa HIV-1 i regionu LTR wirusa HIV-1.

Przygotowanie probki

W tescie COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, zastosowano automatyczne
przygotowywanie probek w aparacie COBAS® AmpliPrep przy uzyciu techniki wigzania kwaséw
nukleinowych na krzemionce. W procedurze uzywane jest osocze w objgtosci 850 pl lub ekstrakt
zPSC z wykorzystaniem odczynnika SPEX. Czastki wirusa HIV-1 sg poddawane lizie poprzez
inkubacje w podwyzszonej temperaturze z proteazg i chaotropowym buforem do lizy/wigzgcym, ktéry
uwalnia kwasy nukleinowe i chroni uwolniony RNA HIV-1 przed znajdujgcymi sie w osoczu
czagsteczkami RNazy. Do kazdej probki wraz z odczynnikiem lizujgcym i czasteczkami szkta
magnetycznego wprowadzana jest proteaza oraz znana liczba czasteczek Armored RNA HIV-1 QS.
Mieszanina poddawana jest nastepnie inkubacji, a RNA HIV-1 oraz RNA HIV-1 QS ulegajg
zwigzaniu na powierzchni czasteczek szkta magnetycznego. Substancje niezwigzane, takie jak sole,
biatka i inne zanieczyszczenia pochodzenia komérkowego, ulegajg usunieciu przez przeptukiwanie
szklanych czgsteczek magnetycznych. Po oddzieleniu szklanych czastek magnetycznych
i zakonczeniu procesu przeptukiwania adsorbowane kwasy nukleinowe ulegajg wymywaniu przy
uzyciu roztworu wodnego w podwyzszonej temperaturze. Tak przygotowana prébka, zawierajgca
czgsteczki szkta magnetycznego oraz uwolnione RNA HIV-1 i RNA HIV-1 QS, jest dodawana do
mieszaniny do amplifikacji i umieszczana w analizatorze COBAS® TagMan® lub COBAS® TagMan®
48. Docelowy RNA HIV-1 i RNA HIV-1 QS s3 nastepnie poddawane odwrotnej transkrypciji,
amplifikacji i jednoczesnej detekcji poprzez rozktad podwadjnie znakowanej sondy oligonukleotydowej
swoistej dla dwdch docelowych RNA oraz dla standardu QS.

Odwrotna transkrypcja oraz amplifikacja PCR

Reakcje odwrotnej transkrypcji i amplifikacji PCR przeprowadza sie z uzyciem termostabilnego,
rekombinowanego enzymu polimerazy DNA Z05 Thermus specie (Z05). W obecnosci manganu
(Mn?*) i w odpowiednich warunkach uktadu buforowego Z05 wykazuje aktywnos¢ zaréwno odwrotnej
transkryptazy, jak i polimerazy DNA3'32. Umozliwia to prowadzenie odwrotnej transkrypciji
i amplifikacji PCR réwnoczesnie z detekcjg amplikonu w czasie rzeczywistym.

Poddane obrébce probki dodaje sig do mieszaniny amplifikacyjnej w probéwkach do amplifikacji
(probéwki K), gdzie zachodzi zaréwno odwrotna transkrypcja, jak i amplifikacia PCR. Mieszanina
reakcyjna jest ogrzewana, aby umozliwi¢ primerowi antysensownemu hybrydyzacje do docelowego RNA
wirusa HIV-1 oraz do RNA standardu ilosciowego HIV-1 QS. W obecnosci jonédw Mn2* i nadmiaru
tréjfosforanéw dezoksyrybonukleotydéw (dNTP), do ktérych nalezg trdjfosforany dezoksyadenozyny,
dezoksyguanozyny, dezoksycytydyny, dezoksyurydyny i dezoksytymidyny, polimeraza Z05 wydiuza
primery zhybrydyzowane z nicig RNA, tworzac nici DNA komplementarne do docelowego RNA.
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Amplifikacja sekwencji docelowej

Przetworzone prébki dodaje sie do mieszaniny amplifikacyjnej w probéwkach do amplifikacji
(probéwka K), gdzie zachodzi amplifikacja PCR. Po zakonczeniu odwrotnej transkrypcji docelowego
RNA HIV-1 oraz RNA HIV-1 QS termocykler w analizatorze COBAS® TagMan® lub COBAS®
TagMan® 48 podgrzewa mieszaning reakcyjna, aby doprowadzi¢ do denaturacji hybryd RNA:cDNA
i odstoniecia docelowych sekwencji swoistych dla primera. Podczas schtadzania mieszaniny primery
hybrydyzujg do DNA docelowego. Z05, w obecnosci jonéw Mn?* i w nadmiarze trojfosforanow
dezoksyrybonukleotydéw  (dNTP), do ktérych nalezg tréjfosforany — dezoksyadenozyny,
dezoksyguanozyny, dezoksycytydyny, dezoksyurydyny i dezoksytymidyny, wydiuza zwigzane
primery na docelowej matrycy, tworzac podwoéjne nici DNA nazywane amplikonami. Analizator
COBAS® TagMan® lub COBAS® TagMan® 48 automatycznie powtarza powyzszy proces przez
okreslong liczbe cykli. W kazdym z nich dochodzi do podwojenia liczby amplikonéw DNA.
Wymagana liczba cykli jest wstepnie programowana w analizatorze COBAS® TagMan® lub COBAS®
TagMan® 48. Amplifikacja zachodzi wytgcznie w dwéch regionach genomu HIV-1, ktére znajdujg sie
pomiedzy dwoma primerami; caty genom HIV-1 nie jest amplifikowany.

Amplifikacja wybiércza

W tescie COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, amplifikacje wybiércza docelowego
kwasu nukleinowego z prébki osigga sie dzigki zastosowaniu enzymu AmpErase (uracylo-N-
glikozylaza) i trifosforanu dezoksyurydyny (dUTP). Enzym AmpErase rozpoznaje i katalizuje
niszczenie nici DNA  zawierajgcych dezoksyurydyne®!, lecz nie DNA zawierajgcego
dezoksytymidyne.

W DNA wystepujgcym w naturze nie ma dezoksyurydyny, natomiast jest ona zawsze obecna
w amplikonie wskutek zastosowania tréjfosforanu dezoksyurydyny jako jednego sposréd
tréjfosforandw dezoksyrybonukleotydéw (dNTP) w odczynniku Master Mix. Dlatego dezoksyurydyne
zawiera wytgcznie amplikon. Dezoksyurydyna warunkuje wrazliwo$¢ zanieczyszczajgcego amplikonu
na rozktad przez enzym AmpErase przed amplifikacjg docelowego DNA. Co wiecej, pod wptywem
dziatania enzymu AmpErase zniszczeniu ulegajg wszelkie nieswoiste produkty reakcji powstate po
wstgpnej aktywacji odczynnika Master Mix przez jony manganu. Enzym AmpErase zawarty
w odczynniku Master Mix katalizuje rozktad DNA zawierajgcego dezoksyurydyng w miejscu reszt
dezoksyurydynowych przez otwarcie fancucha dezoksyrybozy w pozycji C1. Podczas ogrzewania
w pierwszym cyklu termicznym tafncuch amplikonu DNA peka w miejscu, gdzie znajduje sie
dezoksyurydyna, w ten sposéb wykluczajgc dalszg amplifikacie DNA. Gdy enzym AmpErase
zostanie poddany dziataniu temperatury powyzej 55°C, tj. w czasie trwania catego cyklu
termicznego, ulega inaktywacji i dlatego nie niszczy docelowego amplikonu utworzonego w trakcie
amplifikacji.

Detekcja produktow reakcji PCR w tescie COBAS® TagMan®

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, wykorzystuje technologie reakcji PCR
w czasie rzeczywistym353%. Zastosowanie sond podwdjnie znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym
pozwala na detekcje w czasie rzeczywistym gromadzenia si¢ produktu reakcji PCR przez monitorowanie
intensywnosci emisji fluorescencyjnych barwnikéw reporterowych uwalnianych w trakcie procesu
amplifikacji. Sondy sktadajg si¢ z oligonukleotydéw swoistych dla HIV-1 i standardu ilosciowego HIV-1
QS, znakowanych barwnikiem reporterowym i wygaszaczem. W tescie COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0, sondy dla HIV-1 i wzorca HIV-1 QS sg oznakowane réznymi fluorescencyjnymi
barwnikami reporterowymi. Gdy sondy sg nienaruszone, fluorescencja barwnika reporterowego jest
tlumiona bliskoscig wygaszacza na zasadzie efektu przenoszenia energii Forstera. Podczas reakcji PCR
sonda ulega hybrydyzacji z sekwencjg docelowa, a nastepnie rozszczepieniu pod wplywem posiadanej
przez termostabilng polimeraze DNA Z05 aktywnosci 5 — 3' nukleazy. Od chwili uwolnienia
irozdzielenia reportera i wygaszacza nie zachodzi juz zjawisko wygaszania, a aktywnos$¢
fluorescencyjna barwnika reporterowego nasila sig. Amplifikacjie RNA HIV-1 oraz RNA HIV-1 QS mierzy
sie niezaleznie od siebie, wykorzystujgc rézne diugosci fal. Proces ten powtarza sie przez okreslong
liczbe cykli, a w kazdym cyklu nastepuje efektywne zwigkszenie intensywnosci emisji poszczegdlnych
barwnikéw reporterowych, umozliwiajgce niezalezng identyfikacje RNA HIV-1 oraz RNA HIV-1 QS. Cykl
PCR, w ktérym krzywa wzrostu rozpoczyna wzrost wyktadniczy, zalezny jest od ilosci materiatu
startowego na poczatku reakcji PCR.
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Podstawy oceny ilo$ciowej w tescie COBAS® TagMan®

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, zapewnia doktadno$¢ wynikow ilosciowych
w bardzo szerokim przedziale dynamicznym, poniewaz monitorowanie amplikonu przeprowadza si¢
w fazie wyktadniczej amplifikacji. Im wyzsze jest miano HIV-1 w badanych prébkach, tym wczesniej
fluorescencja barwnika reporterowego sondy HIV-1 wzrasta powyzej wyjSciowego poziomu
fluorescencji (patrz rysunek 1). Poniewaz iloé¢ RNA HIV-1QS jest stata we wszystkich prébkach,
fluorescencja barwnika reporterowego sondy HIV-1 QS powinna pojawia¢ si¢ w kazdej probce
w podobnym cyklu (patrz rysunek 2). W prébkach, w ktérych fluorescencja standardu QS jest
nieprawidiowa, stezenie jest poddawane odpowiedniej modyfikacji. Pojawienie si¢ swoistych
sygnatéw fluorescencyjnych jest rejestrowane jako krytyczna warto$¢ progowa (Ct). Wartosé Ct
definiuje sie jako liczbe cykli, po ktorej fluorescencja barwnika reporterowego przekracza ustalong
wczesniej warto$¢ progowa (ustalony poziom fluorescencji) i zapoczatkowuje faze wyktadniczego
wzrostu sity sygnatu (patrz rysunek 3). Wigksza warto$¢ Ct wskazuje na nizsze miano poczatkowe
docelowego wirusa HIV-1. Dwukrotny wzrost miana koreluje ze zmniejszeniem wartosci Ct
docelowego RNA HIV-1 o 1, za$ 10-krotny wzrost miana koreluje ze zmniejszeniem Ct o 3,3.

Rysunek 1 przedstawia krzywe wzrostu sekwencji docelowej w serii rozcienczen, obejmujacej
przedziat 5-krotnej wartosci log1o. W miarg wzrostu stezenia wiruséw krzywe wzrostu przesuwajg sig
w kierunku wczesniejszych cykli. Zatem krzywa wzrostu lezgca najdalej na lewo odzwierciedla
najwyzszy poziom miana wirusa, a krzywa wzrostu lezgca najdalej na prawo oznacza najnizszy
poziom miana wirusa.

Rysunek 1
Krzywe wzrostu docel. go dla serii rc
obejmujacej przedziat 5-krotnej wartosci log1o
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Liczba cykli

Rysunek 2 przedstawia krzywe wzrostu Quantitation Standard dla prébek z serig rozcienczen wirusa,
obejmujgcg przedziat 5-krotnej wartosci logio. llo$¢ dodanego do kazdej probki preparatu
Quantitation Standard jest stata dla kazdej reakcji. Warto$¢ Ct dla preparatu Quantitation Standard
jest podobna, niezaleznie od miana wirusa.
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Normalizowana fluorescencja

Rysunek 2
Krzywe wzrostu dla standardu iloSciowego w serii rozcienczen
wirusa obejmujgcej zakres 5-krotnej wartosci log1o
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Liczba cykli

Rysunek 3 przedstawia na przyktadzie, w jaki sposob wartosci fluorescencji w kazdym cyklu sg
normalizowane dla kazdej krzywej wzrostu. Liczbe cykli czgstkowych (Ct) oblicza si¢ w chwili, gdy
sygnat fluorescencyjny przekracza ustalony poziom fluorescenciji.

Normalizowana fluorescencja

Rysunek 3
Wartosci fluorescencji w kazdym cyklu sa normalizowane dla kazdej krzywej wzrostu
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Oznaczanie ilosciowe RNA wirusa HIV-1

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, ilosciowo oznacza RNA wirusa HIV-1,
wykorzystujgc drugg sekwencje docelowg (HIV-1 Quantitation Standard), ktéra w znanym stezeniu
dodaje sig¢ do kazdej probki badanej. Preparat HIV-1 QS jest niezakaznym konstruktem Armored RNA,
zawierajgcym fragmenty sekwencji wirusa HIV-1 z obszarami wigzania primeréw, ktére sg identyczne
z obszarami wigzania na docelowej sekwencji gag wirusa HIV-1. HIV-1 QS zawiera miejsca wigzania
primeréw HIV-1 i daje produkt ampilifikacji o tej samej diugosci i sktadzie zasad, jak docelowy RNA genu
gag HIV-1. Obszar wigzania sondy detekcyjnej w obrebie HIV-1 QS zostat zmodyfikowany, aby
umozliwi¢ odréznienie amplikonu HIV-1 QS od amplikonu docelowego gag HIV-1.

Podczas fazy hybrydyzacji reakcji PCR w analizatorze COBAS® TagMan® lub COBAS® TagMan® 48
prébki sg oswietlane i wzbudzane $wiattem przefiltrowanym, a nastepnie rejestruje sie wyniki emisji
przefiltrowanej fluorescencji kazdej probki. Odczyty dotyczace poszczegdlnych prébek poddaje sie
nastgpnie korekcji w celu wyeliminowania zmiennosci wywotanej dziataniem instrumentéw. Aparat
wprowadza odczyty fluorescencji do oprogramowania AMPLILINK i zapisuje w bazie danych. Stosuje
sie¢ metode odczytow wstepnych dla okreslenia, czy RNA HIV-1 oraz RNA HIV-1 QS reprezentujg
zestawy, ktére mozna uzna¢ za wazne. W sytuacji gdy dane nie mieszczg sie w ustalonych
granicach, aparat generuje oflagowania. Po zakonczeniu i pomysinej ocenie odczytéw wstepnych
odczyty fluorescencji sa nastepnie przetwarzane w celu obliczenia wartosci Ct dla RNA HIV-1 i dla
RNA HIV-1 QS. Karta swoistych dla danej serii statych kalibracji, dotaczona do testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, stuzy do obliczania wartosci miana prébek i kontroli na
podstawie wartosci Ct RNA wirusa HIV-1 oraz RNA wzorca HIV-1 QS. Test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, jest zgodny z miedzynarodowym standardem Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO) dla RNA wirusa HIV-1. Wyniki oznaczenia miana podaje sie jako liczbe
kopii/ml (kp/ml) lub jednostek miedzynarodowych (IU/ml). Wspétczynnik konwersji wyniku miana
RNA wirusa HIV-1 podanego w kp/ml oraz w IU HIV-1/ml firma Roche Molecular Systems, Inc.
okresla jako 0,6 kp/IU (1,67 IU/kp).
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ODCZYNNIKI

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

(P/N: 05212294 190)

HIV-1 v2.0 CS1 1 x 48 testow
(Kaseta odczynnikéw z czasteczkami szkta
magnetycznego do oznaczen HIV-1)

Szklane czgstki magnetyczne

93% izopropanolu

HIV-1 v2.0 CS2 1 x 48 testow
(Kaseta z odczynnikiem lizujgcym do oznaczen HIV-1)

Cytrynian sodu dwuwodny

42,5% tiocyjanianu guanidyny

< 14% polidokanolu

0,9% ditiotreitolu

HIV-1 v2.0 CS3 1 x 48 testow
Kaseta wieloodczynnikowa do oznaczen HIV-1, zawierajgca:
Pase 1x3,8ml
(Roztwér proteinazy)
Bufor Tris

<0,05% EDTA
Chlorek wapnia
Octan wapnia
<7,8% proteinazy
Glicerol

EB 1x7,0ml
(Bufor do elucji)

Bufor TRIS base

0,2% metyloparabenu

HIV-1 v2.0 CS4 1 x 48 testéow
Kaseta odczynnikéw swoistych dla testu do oznaczen HIV-1, zawierajgca:

HIV-1 QS 1x3,6ml
(Standard ilosciowy HIV-1)
Bufor Tris-HCI
EDTA
< 0,005% Poli-rA RNA (syntetyczny)
< 0,001% konstrukt Armored RNA wirusa HIV-1,
zawierajacy sekwencje wigzace primer HIV-1 oraz
niepowtarzalny region wigzania sondy (niezakazny
RNA obecny w bakteriofagu MS2)
0,05% azydku sodu

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

Bufor trycynowy

Octan potasu

Wodorotlenek potasu

20% dimetylosulfotlenku

Glicerol

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

< 0,003% preparatu primeréw sensownych i antysensownych

dla regionu gag oraz regionu LTR wirusa HIV-1
< 0,003% aptameru oligonukleotydowego
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< 0,003% preparatu znakowanych barwnikami

fluorescencyjnymi sond oligonukleotydowych, swoistych dla

HIV-1 oraz wzorca HIV-1 Quantitation Standard

< 0,05% polimerazy DNA Z05 (bakteryjnej)

< 0,1% enzymu AmpErase (uracylo-N-glikozylazy)
(bakteryjnej)

0,09% azydku sodu

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

< 0,5% octanu manganu

Kwas octowy lodowaty

0,09% azydku sodu

HIV-1 H(+)C, v2.0 4x1,0ml
(Kontrola silnie dodatnia dla HIV-1, v2.0)

< 0,001% konstrukt Armored RNA wirusa HIV-1,
zawierajgcy sekwencje genomu HIV-1 (niezakazny
RNA obecny 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% substancji konserwujacej ProClin® 300

HIV-1 L(+)C, v2.0 4x1,0ml
(Kontrola stabo dodatnia dla HIV-1, v2.0)

< 0,001% konstrukt Armored RNA wirusa HIV-1,
zawierajacy sekwencje genomu HIV-1 (niezakazny
RNA obecny 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% substancji konserwujacej ProClin® 300

CTM(-) C 4x1,0ml
[COBAS® TagMan® ujemna proba kontrolna (osocze ludzkie)]
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% substancji konserwujacej ProClin® 300

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip 1 x 4 klipsow
(Klips z kodem kreskowym dla kontroli HIV-1 wysoko dodatniej, v2.0)

HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip 1 x 4 klipsow
(Klips z kodem kreskowym dla kontroli HIV-1 nisko dodatniej, v2.0)

HIV-1 (-) C Clip 1 x 4 klipsow
(Klips z kodem kreskowym dla kontroli ujemnej HIV-1, v2.0)
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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent 1x511

(P/N: 03587797 190)

PG WR

(Odczynnik ptuczacy COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®)
Cytrynian sodu dwuwodny
< 0,1% N-metyloizotiazolon-HCI

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Specimen 5x78 ml

Pre-Extraction Reagent
(P/N: 06989861190)

SPEX
(cobas® Specimen Pre-Extraction Reagent)
42,5% tiocyjanianu guanidyny
0,79% azydku sodu
0,01% kwasu cytrynowego
3,6% polidokanol
1,8% ditiotreitolu

Uwaga: Niniejszy odczynnik jest opcjonalny i przeznaczony wylacznie do stosowania
w potaczeniu z PSC do uzyskania probek w postaci wysuszonej plamki osocza. Patrz
dokument PSC Method Sheet ms_07963084190.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

A DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.

B. Test ten jest przeznaczony do stosowania z osoczem ludzkim pobranym na antykoagulant
EDTA lub w postaci wysuszonej plamki osocza PSC.

C. Nie nalezy pipetowa¢ za pomocg ust.

D. Nie wolno jes¢, pi¢ ani pali¢ w obszarach roboczych laboratorium. Postugujac sie prébkami
i odczynnikami z zestawdw, nalezy stosowac jednorazowe rekawice, fartuchy laboratoryjne
oraz odpowiednig ochrong oczu. Trzeba doktadnie umy¢ rece po pracy z probkami
i odczynnikami testowymi.

E. Przy pobieraniu materiatéow z fiolek z kontrolg unika¢ skazenia bakteryjnego
odczynnikéw lub rybonukleaza.

F. Zaleca sie uzywanie jatowych jednorazowych pipet oraz koncéwek pipet wolnych od
RNaz.

G. Nie miesza¢ kontroli pochodzacych z réznych serii lub z réznych butelek tej samej serii.
H. Nie miesza¢ ze sobg kaset odczynnikéw lub kontroli pochodzgcych z réznych zestawow.

. Nie otwiera¢ kaset COBAS® AmpliPrep; nie wymienia¢, nie miesza¢, nie usuwaé ani nie
dodawac butelek do kasety.

J. Wyrzuci¢ wszystkie niezuzyte odczynniki, odpady i prébki, postepujac zgodnie z przepisami
krajowymi, federalnymi, stanowymi i lokalnymi.
Nie uzywa¢ zestawu po uptywie daty waznosci.

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

M. Z probkami i kontrolami nalezy obchodzi¢ sie tak jak z materiatem zakaznym, stosujac
laboratoryjne procedury bezpieczenstwa, takie jak okreslone w dokumentach Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories®® oraz CLSI Document M29-A3%°. Doktadnie
oczyscic¢ i odkazi¢ wszystkie powierzchnie robocze $wiezo przygotowanym roztworem 0,5%
podchlorynu sodu w wodzie dejonizowanej lub destylowanej.
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Uwaga: Dostepny w handlu plynny wybiel: pr. ony do zastc i domowych
zazwyczaj zawiera podchloryn sodu o stezeniu 5,25%. Rozcien i
domowego wybielacza w stosunku 1:10 daje 0,5% roztwér podchlorynu sodu.

Uwaga: W przypadku rozlania probek w postaci wysuszonej plamki osocza PSC
w odczynniku cobas® Specimen Pre-Extraction Reagent (SPEX) (ktory zawiera
tiocyjanian guanidyny), nie wolno dopusci¢ do zetknigcia z Srodkami
dezynfeku;qcyml zaw:erajqcym: podchloryn sodu, takimi jak wybielacz.

ie to moze skutk wytworzeniem silnie trujagcego gazu.

N. PRZESTROGA: Odczynniki CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 , oraz HIV-1 H(+)C, v2.0, zawierajg
ludzkie osocze otrzymane z krwi ludzkiej. Materiat zrédtowy zostat przebadany i uznany za
niereaktywny pod wzgledem obecno$ci antygenu powierzchniowego wirusa zapalenia watroby
typu B (HBsAg), przeciwciat przeciwko wirusowi HIV-1/2 oraz HCV, a takze antygenu HIV p24.
Badanie ujemnego osocza ludzkiego przy zastosowaniu metod PCR nie wykazato
wykrywalnej obecno$ci RNA wirusa HIV-1, RNA wirusa HCV ani DNA wirusa HBV. Nie sg
znane metody testowe mogace daé catkowita pewnos$é, ze produkty pochodzgce z krwi
ludzkiej nie przenosza czynnikéw zakaznych. Dlatego kazdy materiat pochodzenia ludzkiego
nalezy traktowac jako potencjalnie zakazny. Z odczynnikami CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0
oraz HIV1 H(+)C, v2.0, nalezy obchodzi¢ sie tak jak z materiatem zakaznym, stosujgc
bezpieczne procedury laboratoryjne, jak przedstawione w wytycznych Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories®® i CLS| Document M29-A3%. Dokfadnie oczysci¢
i odkazi¢ wszystkie powierzchnie robocze $wiezo przygotowanym roztworem 0,5%
podchlorynu sodu w wodzie dejonizowanej lub destylowane;j.

0. Odczynniki HIV-1 QS, CAP/CTM Mn?* i HIV-1 MMX zawierajg azydek sodu. Azydek sodu
moze reagowac z instalacjami wodno-kanalizacyjnymi wykonanymi z ofowiu lub miedzi,
tworzgc silnie wybuchowe azydki metali. Usuwajgc roztwory zawierajgce azydek sodu do
zlewéw laboratoryjnych, nalezy sptuka¢ rury duzg objetoscia wody, aby zapobiec
nagromadzeniu azydkow.

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

Q. Nie dopuszcza¢ do kontaktu odczynnikéw HIV-1 v2.0 CS2, SPEX (stosowanych
w przygotowaniu prébek w postaci wysuszonej plamki osocza PSC) i odpadéw ptynnych
z aparatu COBAS® AmpliPrep zawierajgcych tiocyjanian guanidyny z roztworem podchlorynu
sodu (wybielacz). Takie mieszaniny mogg spowodowac powstanie silnie toksycznego gazu.

R. Odczynnik SPEX jest wrazliwy na $wiatto i wysytany w butelkach chronigcych przed $wiattem.

S. Podczas utylizacji zuzytych jednostek do przetwarzania prébek COBAS® AmpliPrep Sample
Processing Units (SPU) zawierajgcych tiocyjanian guanidyny nalezy unika¢ ich kontaktu
z roztworem podchlorynu sodu (wybielaczem). Takie mieszaniny mogg spowodowac
powstanie silnie toksycznego gazu.

T. Dalsze ostrzezenia i $rodki ostroznosci opisano w dokumencie PSC Method Sheet
ms_07963084190.
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WYMAGANIA DOTYCZACE PRZECHOWYWANIA | UZYTKOWANIA

A
B.

Nie zamraza¢ odczynnikow ani kontroli.

Przed uzyciem nalezy oceni¢ wzrokowo kazdg kasetg z odczynnikami oraz fiolkg, aby
upewni¢ sig, ze nie ma zadnych oznak wycieku. W razie wystgpienia wycieku nie wolno
uzywacé tego materiatu do badania.

Odczynniki HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 i HIV-1 v2.0 CS4 nalezy
przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C. Nieuzywane odczynniki zachowujg stabilno$¢ do
momentu uptywu wskazanej daty waznosci. Po otwarciu odczynniki zachowujg stabilnos¢
przez 28 dni w temperaturze 2—-8°C lub do uptywu daty waznosci, zaleznie od tego, co nastapi
weczesniej. Odczynniki HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 oraz HIV-1 v2.0 CS4
mogg byé stosowane przez maksymalnie 4 cykle urzadzenia, tgcznie przez okres 64 godzin
pracy w aparacie COBAS® AmpliPrep. Pomigdzy kolejnymi cyklami pracy odczynniki nalezy
przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C.

Odczynniki HIV-1 H(+)C, v2.0, HIV-1 L(+)C, v2.0 i CTM (-) C nalezy przechowywac
w temperaturze 2—-8°C. Kontrole sg stabilne az do uptywu podanej daty waznosci. Po otwarciu
opakowania niewykorzystane do badania odczynniki nalezy wyrzucié.

Klipsy z kodem kreskowym [HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip, HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip i HIV-1 (-) C Clip]
nalezy przechowywac¢ w temperaturze 2—-30°C.

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

Odczynnik SPEX (stosowany w przygotowaniu prébek w postaci wysuszonej plamki osocza
PSC) nalezy przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C. Odczynnik SPEX zachowuje stabilno$¢
do podanej daty waznosci. Po otwarciu odczynnik zachowuje stabilno$¢ przez 28 dni
w temperaturze 2-30°C lub do uptywu daty waznosci, zaleznie od tego, co nastgpi wczesniej.

Wymogi dotyczace przechowywania i stosowania odczynnika PSC zawarto w dokumencie
PSC Method Sheet ms_07963084190.
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DOSTARCZONE MATERIALY

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

(P/N: 05212294 190)

HIV-1v2.0 CS1
(Kaseta odczynnikéw z czgsteczkami szkta magnetycznego do oznaczen HIV-1)

HIV-1 v2.0 CS2
(Kaseta z odczynnikiem lizujgcym do oznaczen HIV-1)

HIV-1 v2.0 CS3
(Kaseta wieloodczynnikowa do oznaczen HIV-1)

HIV-1 v2.0 CS4
(Kaseta odczynnikow swoistych dla testu do oznaczen HIV-1)

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

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

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

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip
(Klips z kodem kreskowym dla kontroli HIV-1 silnie dodatniej, v2.0)

HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip
(Klips z kodem kreskowym dla kontroli HIV-1 stabo dodatniej, v2.0)

HIV-1 (-) C Clip
(Klips z kodem kreskowym dla kontroli ujemnej HIV-1)

B.  COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent

(P/N: 03587797 190)
C.  COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Specimen

Pre-Extraction Reagent
(P/N: 06989861190)
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MATERIALY WYMAGANE, LECZ NIEDOSTARCZANE
Urzadzenia i oprogramowanie

Urzgdzenie COBAS® AmpliPrep

Analizator COBAS® TagMan® lub COBAS® TagMan® 48

Opcjonalnie: Aparat cobas p 630

Opcjonalnie: Stacja dokujaca

Oprogramowanie AMPLILINK w wersji serii 3.3 lub 3.4

Jednostka sterujgca z oprogramowaniem AMPLILINK, wyposazona w drukarke

Podreczniki obstugi urzagdzen i oprogramowania:

— Instrukcja obstugi urzgdzenia COBAS® AmpliPrep do uzytku z oprogramo-
waniem AMPLILINK w wersji serii 3.3 i 3.4

— Instrukcja obstugi analizatora COBAS® TagMan® do uzytku z oprogramo-
waniem AMPLILINK w wersji serii 3.3 3.4

— Instrukcja obstugi analizatora COBAS® TagMan® 48 do uzytku z oprogramo-
waniem AMPLILINK w wersji serii 3.3 1 3.4

— Podrecznik oprogramowania AMPLILINK w wersji serii 3.3 do uzytku
zurzadzeniem COBAS® AmpliPrep, analizatorem COBAS® TagMan®,
analizatorem COBAS® Tagman® 48, analizatorem COBAS® AMPLICOR®
i urzgdzeniem cobas p 630

lub

— Podrecznik oprogramowania AMPLILINK w wersji serii 3.4

— Opcjonalnie: Podrecznik uzytkownika aparatu cobas p 630 z oprogramo-
waniem w wersji 2.2

Plik definicji testu (Test Definition File, TDF). Nazwa i numer biezacej wersji TDF
znajduja sie na karcie informacyjnej produktu, dotgczonej do opakowania zestawu.

Materiaty jednorazowe

Jednostki do przygotowywania prébek: SPU

Proboéwki wejsciowe na probki (probéwki S) z klipsami z kodem kreskowym
Statywy z koncowkami K

Opakowanie zawierajgce probéwki K 12 x 96

INNE MATERIALY WYMAGANE, LECZ NIEDOSTARCZANE (TYLKO DO PROBEK OSOCZA Z EDTA)

Statyw na prébki (statyw SK24)

Statyw na odczynniki

Statyw na jednostki SPU

Urzadzenie do mocowania korka w probéwkach K, zawierajgce silnik
Urzadzenie do mocowania korka w probdwkach K

Nosnik K

Transporter do nosnika K

Statyw na nosnik K

Pipetory z wolnymi od RNaz koricéwkami z barierg aerozolowg lub dodatnim
wypieraniem (pojemno$¢ 1000 pl)*

Rekawice jednorazowe bezpudrowe

Mieszadto wibracyjne

* Doktadno$é¢ pipetoréw musi miescic sie w zakresie 3% podanej objetosci. Tam gdzie wymagane,
nalezy uzywaé pozbawionych RNazy koricéwek z filtrem lub barierg dodatniego wypierania w celu
zapobiezenia skazeniu krzyzowemu migdzy probkg i amplikonem.
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INNE MATERIALY | MATERIALY EKSPLOATACYJNE WYMAGANE, LECZ NIEDOSTARCZANE
(TYLKO DO PROBEK W POSTACI WYSUSZONEJ PLAMKI OSOCZA PSC)

L] Karta do oddzielenia osocza (PSC) cobas®*

L] Jatowa lub jednorazowa pinceta badz szczypczyki**

. Kapilara 140 pl (np. rurka z tworzywa Vitrex) ze zgodnym podajnikiem
(np. uchwytem na pipety Vitrex)*

L] Jednorazowy naktuwacz (np. Greiner Bio-one: MiniCollect® Safety Lancet,
gtebokos¢ penetracji: 2,00 mm)*

L] Torba na probki (przezroczysta torebka strunowa z tworzywa) i saszetki

krzemionkowego $rodka osuszajgcego (tacznie 4 gramy. Wiecej informacji na
temat przechowywania i dostarczania PSC zamieszczono w dokumencie PSC
Method Sheet ms_07963084190).

L] Torba transportowa (np. Wicoseal 180 x 60 x 240 mm)
L] Pipeta (np. pipeta Multistepper)
L] Eppendorf Thermomixer® (np. model R 5355 Ilub C, lub odpowiednik)

z termoblokiem na 24 krioprobowki

* Wiecej informacji na temat pobierania prébek do PSC zamieszczono w dokumencie PSC Method
Sheet ms_07963084190.

** Aby zapobiec zakazeniu krzyzowemu, stosowa¢ wylgcznie jedng pincete na pacjenta! Zaleca sig
stosowanie pincet metalowych i sterylizowanie ich w autoklawie po kazdym uzyciu.

POBIERANIE, TRANSPORT | PRZECHOWYWANIE PROBEK OSOCZA Z EDTA

Uwaga: Ze wszystkimi probkami nalezy obchodzi¢ sie jak z materialem potencjalnie
zakaznym.

Uwaga: Ten test zostal zatwierdzony wyigcznie do badania préobek ludzkiego osocza
pobranego na EDTA jako antykoagulant lub w postaci wysuszonej plamki osocza
PSC. Badanie innych rodzajéw prébek moze dawac nieprawidfowe wyniki.

A. Pobieranie probek

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, jest przeznaczony do stosowania
z prébkami osocza. Krew nalezy pobiera¢ do jatowych probéwek zawierajgcych EDTA jako
antykoagulant, a nastgpnie miesza¢ zgodnie z zaleceniami producenta probowki.

Krew petng nalezy przechowywa¢ w temperaturze 2—25°C nie diuzej niz przez 24 godziny. Oddzieli¢
osocze od petnej krwi w ciggu 24 godzin od pobrania, odwirowujac (800-1600 x g przez 20 minut)
w temperaturze pokojowej. Osocze nalezy przenie$¢ do jatowych probéwek polipropylenowych.
Rysunek 4 przedstawia dane dotyczace stabilnosci probek pochodzace z badan nad stabilnoscig
probek przeprowadzonych z uzyciem testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 (P/N:
03543005 190).
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Rysunek 4
Stabilno$¢ HIV-1 we krwi petnej (w probéwkach z osoczem zebranym na EDTA)
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B. Transport probek

Krew peina lub osocze nalezy transportowaé zgodnie z przepisami krajowymi, federalnymi,
stanowymi i lokalnymi dotyczacymi transportu czynnikéw etiologicznych?®. Krew petng nalezy
transportowa¢ w temperaturze 2-25°C i odwirowa¢ w ciggu 24 godzin od pobrania. Osocze nalezy
transportowa¢ w temp. 2-8°C lub zamrozone w temp. —20°C do -80°C.

C. Przechowywanie probek

Probéwki osocza mozna przechowywa¢ w temperaturze pokojowej (25-30°C) przez 1 dzien lub
w temperaturze 2-8°C przez 6 dni. Zamrozone probki osocza wykazujg stabilno$¢ przez szes¢
tygodni w temperaturze od —-20°C do —-80°C. Zaleca sie przechowywanie prébek w porcjach
o objetosci 1100-1200 ul w sterylnych polipropylenowych probéwkach o pojemnosci 2,0 ml,
z nakretkg (takich jak Sarstedt 72.694.006). Rysunek 5 przedstawia dane dotyczace stabilnosci
prébek pochodzace z badan nad przechowywaniem prébek przeprowadzonych z uzyciem testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 (P/N: 03543005 190).

Rysunek 5
Stabilnos¢ HIV-1 w osoczu z EDTA
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Prébki surowicy i osocza mozna zamraza¢ i rozmraza¢ do 5 razy bez znaczacej utraty RNA HIV-1.
Rysunek 6 przedstawia dane pochodzace z badania dotyczacego zamrazania i rozmrazania
przeprowadzonego z uzyciem testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 (P/N: 03543005 190).
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Rysunek 6
Wyniki dla HIV-1 po 5 cyklach zamrazania-rozmrazania (Z-R) prébki (osocze z EDTA)
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POBIERANIE, TRANSPORT | PRZECHOWYWANIE PROBEK W POSTACI WYSUSZONEJ
PLAMKI OSOCZA PSC

Uwaga: Ze wszystkimi probkami nalezy obchodzi¢ sie jak z materialem potencjalnie
zakaznym.

Uwaga: Ten test zostal zatwierdzony wylgcznie do badania prébek ludzkiego osocza
pobranego na EDTA jako antykoagulant lub w postaci wysuszonej plamki osocza
PSC. Badanie innych rodzajéw probek moze dawac nieprawidfowe wyniki.

A. Pobieranie prébki

Podczas pobierania prébek w postaci wysuszonej plamki osocza PSC nalezy przestrzega¢
odno$nych procedur klinicznych. Nalezy sprawdzi¢ date waznoéci karty PSC przed uzyciem. Karte
PSC wolno zastosowaé wytgcznie wtedy, jesli data waznosci jeszcze nie uptyneta i jesli torebka
zPSC jest szczelnie zamknieta i nienaruszona. Oznaczy¢ karte PSC imieniem i nazwiskiem
pacjenta, datg urodzenia oraz datg i godzing pobrania prébki. Nanie$¢ 140 pl krwi petnej na kazde
kotko membrany karty PSC poprzez okienko w warstwie ochronnej, stosujgc odpowiednig kapilare
i podajnik. Zaleca sig nanie$¢ prébki na wszystkie trzy miejsca na karcie PSC, aby umozliwi¢
powtdrzenie testu. Nie nanosi¢ prébek pochodzacych od réznych pacjentéw na te samg karte PSC.
Upewni¢ sie, ze OBIE strony okienek PSC (przéd: membrana z krwia; tyt: plamka osocza) sg
wysycone po 5 minutach. Skontrolowac tylng strone przez przezroczystg warstwe tylng. Nie dopuscic¢
do zetknigcia membrany z rekawiczkami, narzgdziami ani innymi potencjalnie zakazonymi
powierzchniami.

Odstawi¢ kart¢ PSC do wyschnigcia w temperaturze pokojowej na co najmniej 4 godziny
(maksymalnie na noc), chronigc przed bezposrednim $wiattem stonecznym. Nie usuwaé warstwy
ochronnej. Zostanie to wykonane w laboratorium. Po wysuszeniu przechowywaé karty PSC
w osobnych, szczelnie zamknigtych torebkach na probke z 4 gramami $rodka osuszajgcego
(Rysunek 7). Torebki z prébkami nalezy umiesci¢ razem w torebce transportowej wraz z odno$ng
kartg danych pacjenta. Zaleca si¢ pakowa¢ maksymalnie po 25 PSC na torebke transportowg.
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Rysunek 7
Pakowanie kart PSC na potrzeby transportu
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B. Transport probek

Jesli probki majag by¢ przesytane, nalezy je opakowac¢ i oznaczy¢ zgodnie z odpowiednimi krajowymi
i (lub) miedzynarodowymi przepisami dotyczacymi transportu prébek i czynnikéw etiologicznych.
Torby transportowe zawierajgce karty PSC nalezy przetransportowaé¢ w ciggu 28 dni, utrzymujgc
temperature 18-45°C i wilgotno$¢ do 85%.

C. Przechowywanie probek

Karty PSC w osobnych torebkach na prébke z 4 gramami $rodka osuszajgcego, w torebce
transportowej mozna po przetransportowaniu przechowywaé w temperaturze pokojowej (18-30°C),
w temperaturze 2-8°C lub w temperaturze < —10°C przez maksymalnie 56 dni (niezaleznie od

oddzielenia warstw).

05447976001-17PL 18 Doc Rev. 18.0



INSTRUKCJA UZYTKOWANIA

Uwaga: Szczegdfowe instrukcje obstugi, dokladny opls mozllwych konf:gurac!r, drukowama
wynlkaw oraz interpretacji z oW, zZy i
zawierajg: (1) Instrukqa obstugi urzqdzenla COBAS® AmpliPrep do uzytku
z oprogramowaniem AMPLILINK w wersji serii 3.3 i 3.4; (2) Instrukcja obstugi
analizatora COBAS® TaqMan® do uzytku z oprogramowaniem AMPLILINK w wersji
serii 3.3 i 3.4; (3) Instrukcja obstugi analizatora COBAS® TagMan® 48 do uzytku
z oprogramowaniem AMPLILINK w wersji serii 3.3 i 3.4, (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® | aparatem cobas p 630 lub Podrecznik
oprogramowania AMPLILINK w wersji serii 3.4; (5) opcjonalnie: Podrecznik
uzytkownika aparatu cobas p 630 z oprogramowaniem w wersji 2.2.

Informacje zawarte w czesciach A-C i F-J dotycza obu typéw prébek (osocza
zZ EDTA lub w wysuszonej plamce na karcie PSC). Czes¢ D zawiera informacje
dotyczace tworzenia zlecen i wkiadania probek, odnoszace sie tylko do osocza
z EDTA. Czes¢ E zawiera informacje dotyczace tworzenia zlecen i wkfadania prébek,
odnoszace sig tylko do osocza w wysuszonej plamce na karcie PSC.

Wielkos¢ serii

Kazdy zestaw zawiera odczynniki wystarczajgce do 48 testow, ktére mozna przeprowadzaé
w seriach od 12 do 24 testéw. Kazda seria musi obejmowa¢ co najmniej jedng kontrole [CTM (-) C,
HIV-1 L(+)C, v2.0 i HIV-1 H(+)C, v2.0] (patrz rozdziat ,Kontrola jako$ci”).

Przebieg pracy

Przebieg pracy analizatora COBAS® TagMan® lub COBAS® TagMan® 48 nalezy rozpocza¢ w ciggu
120 minut od zakonczenia przygotowania probki i kontroli.

Uwaga: Probek i kontroli po obrobce nie zamrazac ani nie przechowywac w temperaturze 2-8°C.

Przygotowanie proébki i kontroli

Uwaga: W przypadku stosowania probek zamrozonych nalezy je pozostawi¢ w temperaturze
pokojowej do catkowitego rozmrozenia i przed uzyciem wymiesza¢ na mieszadle
wibracyjnym przez 3-5 sekund. Kontrole przed uzyciem nalezy wyciagna¢ z miejsca
przechowywania o temperaturze 2—-8°C i pozostawi¢ do ogrzania do temperatury
otoczenia.

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 sterujgca z oprogramowaniem AMPLILINK za pomocg przycisku ON.
Przygotuj jednostke sterujgcg w nastepujgcy sposob:
1. Zaloguj sie do systemu operacyjnego Microsoft Windows.
2. Dwukrotnie kliknij ikone oprogramowania AMPLILINK.
3 Zaloguj sie do programu AMPLILINK, wprowadzajgc przydzielony identyfikator
uzytkownika i hasto.
A3.  Skontroluj zapas odczynnika PG WR na ekranie Status i w razie potrzeby wymien go.

A4.  Wykonaj wszystkie czynnosci konserwacyjne wyszczegoéinione w zaktadce Due. Urzadzenie
COBAS® AmpliPrep automatycznie przeptucze system.
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Czes¢ B.  Wkiadanie kaset z odczynnikami

Uwaga: Wszystkie kasety odczynnikéw nalezy wyja¢ z miejsca przechowywania
w temperaturze 2-8°C, natychmiast wiozyé do urzadzenia COBAS® AmpliPrep
i pozostawi¢ do ogrzania sie do temperatury otoczenia wewnatrz urzadzenia co
najmniej przez 30 minut przed rozpoczeciem przetwarzania pierwszej probki. Nie
dopuszczaé do ogrzania sie kaset z odczynnikami do t atury ot ia poza
urzadzeniem ze wzgledu na mozliwosS¢ skraplania pary na etykietach z kodem
kreskowym. W przypadku pojawienia si¢ skroplonej pary nie Sciera¢ jej z etykiet
z kodem kreskowym.

B1. Umies¢ kasety HIV-1 v2.0 CS1 w statywie na odczynniki. Umie$¢ kasety HIV-1 v2.0 CS2,
HIV-1 v2.0 CS3 oraz HIV-1 v2.0 CS4 na osobnych statywach na odczynniki.

B2. Wioz statyw na odczynniki zawierajgcy HIV-1 v2.0 CS1 w miejsce A w aparacie COBAS®
AmpliPrep.

B3. Wiz statyw na odczynniki zawierajgcy HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 i HIV-1 v2.0 CS4
wmiejsce B, C, D lub E w aparacie COBAS® AmpliPrep. (Dodatkowe informacje
przedstawiono w tabeli 1).

Czesc C. Wktadanie materiatéw jednorazowych

Uwaga: Nalezy okreslié liczbe potrzebnych kaset odczynnikowych COBAS® AmpliPrep,
Jjednostek przetwarzania prébki (SPU), probéwek wejsciowych prébki (probéwek S),
koricowek K oraz probowek K. Kazda probka lub kontrola wymaga uzycia jednej
Jjednostki przetwarzania probki SPU, jednej probéwki wejsciowej S, jednej koricowki
K i jednej probéwki K.

Urzgdzenie COBAS® AmpliPrep wspétpracujace z analizatorem COBAS® TagMan® lub analizatorem
COBAS® TagMan® 48 charakteryzuje sie¢ wieloma mozliwosciami ustawien przebiegu pracy.
Szczegdtowe informacje — patrz tabela 1, ponizej. W zalezno$ci od wybranego ustawienia
przebiegu pracy zataduj odpowiednig liczbe statywéw z kasetami odczynnikéw, statywéw na probki
z probéwkami wejsciowymi S, statywéw na jednostki SPU, statywéw z koncéwkami K, statywow
z probdwkami K oraz nosnikéw w statywach na nosniki K na odpowiednie pozycje w aparacie
COBAS® AmpliPrep (dodatkowe informacje podano w Tabela 1).

C1.  Umies¢ jednostki SPU w statywach i zataduj statywy na odpowiednie pozycje J, K lub L
w aparacie COBAS® AmpliPrep.

C2. W zaleznosci od wybranego ustawienia przebiegu pracy wiéz petne statywy probéwek K
w pozycje M, N, O lub P w aparacie COBAS® AmpliPrep.

C3. Wioz petne statywy z koncowkami K w pozycie M, N, O lub P w urzadzeniu COBAS®
AmpliPrep.

C4. W przypadku wybrania przebiegu pracy nr 3 analizatora COBAS® TagMan® 48 wt6z nosniki K
do statywu na nosniki K w miejsca M i N lub O i P w aparacie COBAS® AmpliPrep.
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Tabela 1
Mozliwosci ustawien przebiegu pracy aparatu COBAS® AmpliPrep
z analizatorem COBAS® TagMan® lub COBAS® TagMan® 48

Przebieg pracy

Sposob przeniesienia
do analizatora
COBAS® TagMan® lub
analizatora COBAS®
TagMan® 48

Statywy, zasobniki i materiaty

jednorazowe

Pozycja
w aparacie
COBAS®
AmpliPrep

Aparat COBAS®
AmpliPrep
plus
1 stacja dokujgca
plus
analizator
COBAS®
TagMan®

Automatyczne
przenoszenie
nosnika K

Probéwki K w petnych
statywach na probéwki K

M-P

Koncowki K w petnych
statywach na koncéwki K

M-P

Probowki wejsciowe S-tubes
zawierajgce probki oraz
kontrole w statywach na probki

Jednostki SPU w statywach
na zestawy SPU

Odczynnik CS1 w statywie
na kasety

Odczynniki CS2, CS3, CS4
w statywie na kasety

Aparat COBAS®
AmpliPrep

2 plus

analizator

COBAS®

TagMan®

Reczne
przenoszenie
probowek K w

statywie(-ach) na
probki do
analizatora COBAS®
TagMan®

Probéwki K w petnych
statywach na probdéwki K

Koncowki K w petnych
statywach na koncowki K

Probéwki wejéciowe S-tubes
zawierajgce probki oraz
kontrole w statywach na

probki

Jednostki SPU w statywach
na zestawy SPU

Odczynnik CS1 w statywie
na kasety

Odczynniki CS2, CS3, CS4
w statywie na kasety

Po zakoriczeniu
przetwarzania prébki:
Probéwki K w statywach na
probki (gotowe do
przeniesienia recznego)

Jak powyzej

Aparat COBAS®
AmpliPrep
3 plus
analizator(y)
COBAS®
TagMan® 48

Reczne

Probéwki K w statywach na
probki

Koncowki K w petnych
statywach na kofncéwki K

Probéwki wejsciowe S-tubes
Zzawierajgce probki oraz
kontrole w statywach na prébki

przenoszenie
nosnika K za

Jednostki SPU w statywach
na zestawy SPU

pomocg statywow
na nosniki K do

Odczynnik CS1 w statywie
na kasety

analizatora
COBAS® TagMan®

Odczynniki CS2, CS3, CS4
w statywie na kasety

48

Puste nosniki K z kodem
kreskowym w statywie na
nosniki K

Po zakoriczeniu
przetwarzania prébki:
Probéwki K w nosniku K
w statywie na zasobniki

Jak powyzej
(M-P)
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Czesc¢ D. Tworzenie zlecen i wktadanie prébek: Prébki osocza pobranego na EDTA

D1.

D2.

D3.

D4.
DS.

D6.

D7.

D8.

Przygotuj statywy na prébki w nastepujacy sposoéb: Do kazdej pozycji statywu prébek, gdzie
zostanie umieszczony materiat probki (probéwka S-tube), wiéz klips opatrzony etykietg
z kodem kreskowym. Do kazdej pozyciji statywu prébek, gdzie zostanie umieszczony materiat
kontroli (probéwka S-tube), witéz odpowiedni klips opatrzony etykietg z kodem kreskowym dla
danej kontroli [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 i HIV-1 H(+)C, v2.0]. Klipsy z kodami kreskowymi
dla kontroli powinny mie¢ takie same numery serii, jak numery serii fiolek kontroli w zestawie.
Zwro¢ uwage, aby odpowiednie kontrole umiesci¢ w pozycjach z odpowiednim klipsem
z kodem kreskowym kontroli. Na kazdej pozycji oznaczonej klipsem z kodem kreskowym
umies¢ jedng probdwke wejsciowg S-tube.

Wybierz w oprogramowaniu AMPLILINK plik definicji testu (HI2CAP96 dla aparatu COBAS®
AmpliPrep z analizatorem COBAS® TagMan®, HI2CAP48 dla aparatu COBAS® AmpliPrep
z analizatorem COBAS® TagMan® 48), utworz zlecenia dla poszczegolnych probek i kontroli
w oknie Orders, w zaktadce Sample i zakoricz procedure zapisem.

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

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

Przygotuj statywy na prébki i kontrole w miejscu pracy wyznaczonym do dodawania prébek
i kontroli, jak opisano ponizej. Umie$¢ kazdg prébke i kontrolg [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0
i HIV-1 H(+)C, v2.0] na 3-5 sekund na mieszadle wibracyjnym. Unikaj zanieczyszczenia
rekawic przy postugiwaniu sie probkami i kontrolami.

Przenie$ 1000-1050 pl kazdej prébki i kontroli [CTM () C, HIV-1 L(+)C, v2.0 i HIV-1 H(+)C,
v2.0] do odpowiedniej, oznaczonej kodem kreskowym probéwki wejsciowej S-tube za pomoca
mikropipetora z barierg aerozolowg lub korncéwkami dodatniego wypierania wolnymi od
RNazy. Unikaj przenoszenia czastek stafych i/lub skrzeplin fibrynowych z oryginalnej
probki do probéwki wejsciowej S-tube. Probki 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 gérnej
czesci probéwek S materiatem probki lub kontroli. W przypadku uzywania aparatu
cobas p 630 informacje na temat przygotowywania préobek mozna znalezé w podreczniku
uzytkownika aparatu cobas p 630.

W przypadku przebiegéw pracy 1 i 2 statywy na prébki wypetnione probéwkami wejsciowymi
S-tubes umies¢ na pozycjach F, G lub H w aparacie COBAS® AmpliPrep.

W przypadku przebiegu pracy 3 z uzyciem analizatora COBAS® TagMan® 48 statywy na
prébki z probéwkami wejsciowymi S-tubes oraz probéwkami K-tubes (po jednej dla kazdej
z probdwek wejsciowych S-tubes, umieszczonej w prawym potozeniu i sasiadujacej
z probowka wejsciowa S-tube) umies¢ na pozycjach F, G lub H w aparacie COBAS®
AmpliPrep.
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Czes¢ E.  Tworzenie zlecen i wkiadanie probek: Probki w postaci wysuszonej plamki

E1.

warstwa ochronna

E2.

osocza PSC

Przed otwarciem sprawdzié, czy worek transportowy jest nienaruszony. Kontynuowac¢ jedynie,
gdy worek transportowy jest catkowicie szczelny.

Otworz torbe transportowg i kontynuuj prace z poszczegélnymi torebkami na prébke,
wytgcznie jesli:
. Laboratoryjny formularz zaméwienia jest catkowicie wypetniony.

. Kod kreskowy na laboratoryjnym formularzu zamoéwienia odpowiada kodowi
kreskowemu na karcie PSC.

. Torba na probki jest szczelnie zamknigta i zawiera jedng kartg PSC oraz 4 gramy
$rodka osuszajgcego.

. Wskazano date pobrania prébki i miesci sie ona w ostatnich 28 dniach oraz przed datg
waznosci karty PSC.

. Data waznosci karty PSC nie zostata przekroczona.

. Wysuszona plamka osocza PSC wyglada na homogeniczng, gdy oglada sie ja
z przodu, i catkowicie pokrytg osoczem z tytlu (patrz Rysunek 8).

Rysunek 8
Wysuszone plamki osocza PSC do przetwarzania
(po lewej: strona przednia. Po prawej: strona tylna)

membrany wysuszone plamki osocza PSC

s

Ty

Wysuszone plamki osocza PSC nalezy oznaczy¢ i odrzucié jesli:

e widoczne s3 $lady rozlania krwi (Rysunek 9a) i/lub membrana nie jest catkowicie
pokryta krwig (Rysunek 9b), przez co okienko PSC jest niehomogeniczne z przodu
i/lub niecatkowicie pokryte osoczem z tytu (co jest widoczne przez nosnik);

e membrana jest uszkodzona (Rysunek9c), przez co okienko PSC jest
niehomogeniczne z przodu i ciemnoczerwone lub bragzowawe z tylu (co jest
widoczne przez no$nik).

Uwaga: Karta zawiera trzy okienka, aby umozliwi¢ testy w powtérzeniach. Jesli nawet
jedno z okienek karty PSC jest nieprawidlowe, pozostate moga zawiera¢ odpowiednie
do badan préobki. Nalezy oznaczy¢ odpowiednio nieprawidiowe prébki, aby byty tatwo
rozpoznawalne. Nie powinno si¢ oznacza¢ ich na warstwie ochronnej. Nalezy zawsze
poréwnywaé miedzy sobg trzy plamki, aby oceni¢ ich jakos¢.
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Rysunek 9
Kryteria odrzucenia PSC (po lewej: strona przednia. Po prawej: strona tylna).
Nie przetwarza¢ okienek z wyciekiem krwi (a), niezakryta membrang (b)
lub widocznym uszkodzeniem membrany (c).
Okienka powinny by¢ wyraznie oznaczone w przypadku odrzucenia.

a b c c b a
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E3. Przygotuj statywy na prébki w nastepujacy sposob: Do kazdej pozycji statywu probek, gdzie
zostanie umieszczony materiat probki (probéwka S-tube), widz klips opatrzony etykietg
z kodem kreskowym. Do kazdej pozycji statywu probek, gdzie zostanie umieszczony materiat
kontroli (probéwka S-tube), wtéz odpowiedni klips opatrzony etykietq z kodem kreskowym dla
danej kontroli [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 i HIV-1 H(+)C, v2.0]. Klipsy z kodami kreskowymi
dla kontroli powinny mie¢ takie same numery serii, jak numery serii fiolek kontroli w zestawie.
Zwro¢ uwage, aby odpowiednie kontrole umiesci¢ w pozycjach z odpowiednim klipsem
z kodem kreskowym kontroli. Na kazdej pozycji oznaczonej klipsem z kodem kreskowym
umies$¢ jedng probowke wejéciowg S-tube.

E4.  Wybierz w oprogramowaniu AMPLILINK odpowiedni plik definicji testu (HI2PSC96 dla aparatu
COBAS® AmpliPrep z analizatorem COBAS® TagMan®, HI2PSC48 dla aparatu COBAS®
AmpliPrep z analizatorem COBAS® TagMan® 48), utworz zlecenia dla poszczegolnych probek
i kontroli w oknie Orders, w zakladce Sample i zakoricz procedure zapisem.

E5. W oknie Orders, w zaktadce Sample Rack przypisz zlecenia dla prébek i kontroli do pozycji
statywow na probki. Nalezy wprowadzi¢ numer statywu prébek dla statywu przygotowanego
w punkcie E1. Kod kreskowy pacjenta z tytu karty PSC mozna zeskanowac¢ poprzez torebke
na probke (Rysunek 10). Nie nalezy w tym celu otwiera¢ torebki na prébke. Zakoncz
procedure zapisem.
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Rysunek 10
Skanowanie kodu kreskowego prébki w celu zlecenia oznaczenia probek
w postaci wysuszonej plamki osocza PSC

E6. Wydrukuj raport Sample Rack Order, ktéry bedzie stuzy¢ jako arkusz roboczy, i sprawdz
ponownie, czy zastosowano odpowiedni plik definicji testu.

E7. Wykonaj czynnosci w punktach E7-E11 w komorze bezpieczenstwa. Otworz torebke na
probke z wybrang kartg PSC i zdejmij warstwe ochronng (Rysunek 11). Delikatnie zagnij karte
PSC i zdejmij jedng wysuszong plamke osocza jatowymi szczypczykami lub pinceta,
pociagajac jg ku gorze. Zagnij zdjetg wysuszong plamke osocza na karcie PSC, aby utatwi¢
wprowadzenie do prébowki (Rysunek 12).

Rysunek 11
Zdejmowanie warstwy ochronnej

Rysunek 12
Zdejmowanie i zaginanie wysuszonej plamki osocza PSC

.
Uwaga: Stosowac wylg

E8. Przenie$ jedng wstepnie zagieta wysuszong plamke osocza PSC do odpowiedniej probdwki
wejsciowej S-tube, tak aby dolny rég plamki PSC siggat dna probowki, a jej krawedz byta
przyczepiona do $cianki probowki, co zapobiegnie btgdom pipetowania (Rysunek 13
i Rysunek 14).

Uwaga: Wy one plamki po przechowywaniu moga sta¢ sie kruche. Patrz
wymagania dotyczace przechowywania PSC. Podczas umi ia ich w probé nalezy
postgpowac z nimi ostroznie.
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Rysunek 13
Przenoszenie wysuszonej plamki osocza PSC do probowki

L ﬂ :

Rysunek 14
Optymalne potozenie wysuszonej plamki osocza PSC w préobéwce S-tube

i

Wazne Potencjalne ryzyko skrzepu

Nalezy sie upewnié, ze numer pozycji probéwki wejsciowej S-tube w raporcie

Uwaga:
Sample Rack Order odpowiada pozycji w statywie SK24.

E9. W razie potrzeby umie$¢ karte PSC z pozostatymi wysuszonymi plamkami osocza w jej
oryginalnej torebce na prébke, zawierajgcej 4 gramy $rodka osuszajgcego (Rysunek 15).
Karty PSC mozna przechowywa¢ przez 56 dni po transporcie, niezaleznie od oddzielenia
warstw (w temperaturze 18-30°C lub 2-8°C, lub < -10°C).
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Rysunek 15
PSC w torebce na probke, do ewentualnego ponownego badania

E10. Zamknij probdéwke wejsciowg S-tube i przenie$ probowke zawierajgcg wysuszong plamke
osocza PSC na statyw SK24, na pozycje 4-24 (dalsze informacje zawarto w tabeli 2). Powtérz
czynnosci do momentu przygotowania wszystkich probek.

Uwaga: Przed uzyciem odczynnika SPEX odczekaé, az ogrzeje si¢ do temperatury
otoczenia.

E11. Otwieraj po kolei probdwki wejéciowe S-tubes, zatyczki pozostaw w strefie czystej i dodaj
1100 pl odczynnika SPEX do kazdej z probéwek (Rysunek 16). Ponownie zamknij probdwki
wejsciowe S-tube. Powtdrz czynnosci do momentu przygotowania wszystkich probek.

Rysunek 16
Dodanie 1100 pl odczynnika SPEX do kazdej z wysuszonych plamek osocza PSC
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Uwaga: Nalezy zapobiegac zanieczyszczeniu goérnej czesc: probéowek wejsciowych S- tubes

probka i upewni¢ sie, ze prébowki sa ie aby pr
parowamu

E12. Przenie$ przygotowane probowki wejsciowe S-tubes do aparatu Eppendorf Thermomixer
i prowadz ich inkubacje w temperaturze 56°C i przy cigglym wytrzasaniu z predkoscig
1000 obr./min przez 10 minut, aby ekstrahowaé wirusa z osuszonego osocza (Rysunek 17).
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Uwaga:

Rysunek 17
Prowadzenie inkubacji przez 10 minut.
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E13. Podczas inkubacji przygotuj kontrole w opisany ponizej sposob.

Uwaga:

Nie nalezy inkubowa¢ kontroli.

Rozpocznij inkubacje bezposrednio po dodaniu odczynnika SPEX.

Na kazdej pozycji przygotowanego statywu SK24, oznaczonej klipsem z kodem kreskowym
kontroli (1-3), umies¢ jedng probdwke wejsciowg S-tube.

Mieszaj doktadnie 1 fiolke z CTM (-) C przez 20 sekund na mieszadle wibracyjnym. Przenie$

1000 pl CTM (=) C do probdéwki wejéciowej S-tube na pozycji 1 w statywie SK24.

Niezwtocznie zamknij ponownie te probéwke wejsciowg S-tube.

Mieszaj doktadnie 1 fiolke z HIV-1 L(+)C, v2.0 przez 20 sekund na mieszadle wibracyjnym.
Przenie$ 1000 pl HIV-1 L(+)C, v2.0 do probdwki wejsciowej S-tube na pozycji 2
w statywie SK24. Niezwtocznie zamknij ponownie tg probéwke wejsciowa S-tube.

Mieszaj doktadnie 1 fiolke z HIV-1 H(+)C, v2.0 przez 20 sekund na mieszadle wibracyjnym.
Przenies 1000 pl HIV-1 H(+)C, v2.0 do probdwki wejSciowej S-tube na pozycji 3
w statywie SK24. Niezwlocznie zamknij ponownie te probéwke wejsciowg S-tube.

Tabela 2
Tworzenie zlecen i wktadanie probek w postaci wysuszonych plamek osocza PSC
Prébka Pozycja w zleceniu Pozycja w statywie Pozycja w statywie
AMPLILINK Eppendorf IsoRack SK24
Probka Proboéwka wejsciowa Proboéwka wejsciowa Probéwka
S-tube S-tube wejsciowa S-tube
CTM(-)C 1 Pusta 1
HIV-1 L(+)C, v2.0 2 Pusta 2
HIV-1 H(+)C, v2.0 3 Pusta 3
Wysuszona plamka
osocza PSC + 424 424 424

1100 pl odczynnika
SPEX

E14. Po inkubacji przenie$ probki we witasciwej kolejnosci na statyw SK24 zawierajacy kontrole
(punkt E13) (dalsze informacje zawarto w tabeli 2).
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Uwaga: Upewnij sie, ze pozycja wysuszonej plamki osocza PSC w proboéwce jest nadal
poprawna (Rysunek 14) i w razie potrzeby skoryguj ja jalowa koricéwka pipety. Jesli
pojawia sie pecherzyki powietrza, usun je jalowa koricéwka pipety.

E15. Statywy na probki wypetnione probéwkami wejsciowymi S-tubes umie$é na pozycjach F, G lub
H w aparacie COBAS® AmpliPrep.
Czesc F. Rozpoczecie przebiegu pracy urzadzenia COBAS® AmpliPrep
F1.  Przy uzyciu oprogramowania AMPLILINK uruchom urzadzenie COBAS® AmpliPrep.
Czeé¢ G.  Zakonczenie przebiegu pracy urzadzenia COBAS® AmpliPrep i transfer do
analizatora COBAS® TaqMan® lub analizatora COBAS® TagMan® 48 (dotyczy
wytacznie przebiegu pracy 2 i 3 w Tabela 1)
G1. Sprawdz, czy nie pojawity sie oflagowania lub komunikaty o btedzie.
G2. Usun z urzgdzenia COBAS® AmpliPrep przetworzone probki i kontrole znajdujgce sie
w statywach na prébki (w przypadku analizatora COBAS® TagMan® bez stacji dokujacej) lub
w statywach na nosnik K (w przypadku analizatora COBAS® TagMan® 48), w zaleznosci od

przebiegu pracy (szczegétowe informacje przedstawiono w czegsci G).

G3. Usun odpady z urzadzenia COBAS® AmpliPrep.

Uwaga: Przygotowanych préobek i kontroli nie nalezy wy ia¢ na

Amplifikacja i detekcja
Przygotowanie analizatora COBAS® TagMan® lub COBAS® TagMan® 48

Przebieg pracy analizatora COBAS® TagMan® lub COBAS® TagMan® 48 nalezy rozpocza¢ w ciggu
120 minut od zakonczenia przygotowania prébki i kontroli.

Uwaga: Probek i kontroli po obrébce nie zamraza¢ ani nie przechowywac w temperaturze 2-8°C.

Czes¢ H.  tadowanie przygotowanych préobek

H1. W zaleznosci od wybranej konfiguracji przebiegu pracy aparatu wykonaj odpowiednie
czynnosci w celu przeniesienia probowek-K do analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora

COBAS® TagMan® 48.

Przebieg pracy 1: Automatyczne przenoszenie nos$nika K przez stacje dokujacg do
analizatora COBAS® TagMan®. Interwencja reczna jest niepotrzebna.

Przebieg pracy 2: Reczne przenoszenie proboéwek K w statywach na prébki do analizatora
COBAS® TagMan®.

Przebieg pracy 3: Reczne przenoszenie nosnika K na statywie do no$nikéw K do analizatora

COBAS® TagMan® 48. Reczne przenoszenie nosnikéw K do analizatora
COBAS® TagMan® 48 przy uzyciu transportera nosnikow K.
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Czesc I. Rozpoczecie przebiegu pracy analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora
COBAS® TagMan® 48

1. Uruchom analizator COBAS® TagMan® lub analizator COBAS® TagMan® 48 przy uzyciu
jednej z ponizszych opciji, zaleznie od wybranych konfiguracji przebiegu pracy.

Przebieg pracy 1: Zadna interwencja nie jest potrzebna.

Przebieg pracy 2: Automatyczny start pracy analizatora COBAS® TagMan® po zatadowaniu
statywu/-6w probek.

Przebieg pracy 3: Jesli w no$niku K jest mniej niz 6 probowek K, wypetnij nosnik pustymi
probéwkami K. Woypetnianiem steruje oprogramowanie AMPLILINK.
Otwérz pokrywe termocyklera, zataduj nosnik K i zamknij pokrywe.
Rozpocznij przebieg pracy analizatora COBAS® TagMan® 48.

Czesc J. Zakonczenie przebiegu pracy analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora
COBAS® TagMan® 48

J1.  Po zakonczeniu przebiegu pracy analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora COBAS®
TagMan® 48 wydrukuj raport wynikéw. Upewnij sie, ze zastosowano prawidtowy plik definicji
testu i sprawdz, czy w raporcie wynikéw nie pojawity sie oflagowania lub komunikaty o btedzie.
Prébki oflagowane i opatrzone komentarzami nalezy interpretowa¢ zgodnie z opisem
podanym w czgsci ,Wyniki”. Po zatwierdzeniu dane ulegajg archiwizacji.

J2.  Usun zuzyte probowki K z analizatora COBAS® TagMan® lub analizatora COBAS® TagMan® 48.

WYNIKI

Analizatory COBAS® TagMan® i COBAS® TaqMan® 48 automatycznie oznaczajg stezenie RNA
wirusa HIV-1 w prébkach i kontrolach. Stezenie RNA wirusa HIV-1 jest wyrazane w kp/ml lub
IU/ml, w zaleznosci od zainstalowanego TDF. Wspétczynnik konwersji stezenia RNA wirusa
HIV-1 wyrazanego w kp/ml na stezenie w IU HIV-1/ml wynosi 0,6 kp/lU wg wytycznych
migdzynarodowego standardu nr1 WHO dla RNA HIV-1 dla technik opartych na detekcji
kwas6w nukleinowych (WHO 1%t International Standard for HIV-1 RNA for Nucleic Acid-Based
Techniques [NAT]) (NIBSC 97/656)%”. Wspomniany wspoétczynnik konwersji zostat okreslony
z uzyciem testow COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, COBAS® AmpliPrep/COBAS®
AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 oraz COBAS® TagMan® HIV-1 do stosowania z zestawem
High Pure System.

Oprogramowanie AMPLILINK:
. Okresla warto$¢ progowa liczby cykli (Ct) dla RNA HIV-1 oraz RNA HIV-1 QS.

. Okresla stezenie RNA HIV-1 na podstawie wartosci Ct dla RNA HIV-1 i RNA HIV-1 QS
oraz swoistych dla danej serii wspdtczynnikéw kalibracji, zapisanych w kodach
kreskowych kasety.

. Okresla, czy obliczone i wyrazone w kp/ml wartosci dla kontroli HIV-1 L(+)C, v2.0, oraz
HIV-1 H(+)C, v2.0, mieszczg si¢ w przypisanych im przedziatach.
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Walidacja serii testowej — oprogramowanie AMPLILINK w wersji serii 3.3 i 3.4

Sprawdz okno wynikéw oprogramowania AMPLILINK lub wydruk pod katem wystepowania
oflagowan i komentarzy, aby sie upewni¢, ze dana seria badan jest wazna. W przypadku zlecen dla
prébek kontroli przeprowadzana jest kontrola w celu okreslenia, czy wartos¢ podana w kopiach/ml
lub IU/ml miesci sig¢ w okreslonym przedziale. Jesli warto$¢ podana w kopiach/ml lub 1U/ml dla prébki
kontroli nie miesci sie w odpowiednim zakresie, generowany jest ZNACZNIK sygnalizujgcy btad

kontroli.

Seria testowa jest uwazana za wazng, jesli zadna z kontroli [HIV-1 L(+)C, v2.0; HIV-1 H(+)C, v2.0
i CTM () C] nie zostata opatrzona znacznikiem btedu.

Seria testowa jest niewazna, jezeli kontrole dla testu HIV-1 zostaly opatrzone ktérymkolwiek

z ponizszych oznaczen:

Kontrola ujemna

Oflagowanie Wynik

Interpretacja

NC_INVALID Invalid

Wynik niewazny albo ,wazny”, lecz nie ujemny
w kierunku obecnosci docelowego HIV-1

Kontrola stabo dodatnia dla HIV-1, v2.0

Oflagowanie Wynik

Interpretacja

LPCINVALID Invalid

Wynik niewazny lub kontrola poza zakresem
wartosci.

Kontrola silnie dodatnia dla HIV-1, v2.0

Oflagowanie Wynik

Interpretacja

HPCINVALID Invalid

Wynik niewazny lub kontrola poza zakresem
wartosci.

Jesli seria testowa jest niewazna, nalezy jg w catosci powtérzyc, facznie z przygotowaniem probek

i kontroli oraz amplifikacjg i detekcja.
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Interpretacja wynikéw

Jesli seria testowa jest wazna, nalezy sprawdzi¢ poszczegdlne prébki na wydruku z wynikami

w poszukiwaniu oflagowar lub komentarzy. Wyniki nalezy zinterpretowaé nastepujgco:

Wazna seria testowa moze zawiera¢ zaréwno wazne, jak i niewazne probki, zaleznie
od tego, czy poszczegdlne probki zostaty opatrzone oznaczeniami i/lub komentarzami.

Wyniki badania prébek interpretuje si¢ w nastepujacy sposob:

Wynik (miano)

Interpretacja

Target Not Detected

Wartos¢ Ct dla HIV-1 powyzej granicy testu lub nie otrzymano
wartosci Ct dla HIV-1. Poda¢ wynik jako ,Nie wykryto RNA
HIV-1".

Kopie/ml

<2.00E+01 cp/mL
(osocze)

< 738 cp/mL (PSC)

Obliczone wartosci w kopiach/ml sg ponizej granicy
wykrywalnosci testu. Poda¢ wyniki jako ,Wykryto RNA HIV-1,
mniej niz 20 kopii/ml RNA HIV-1”" dla osocza i ,Wykryto RNA
HIV-1, mniej niz 738 kopii/ml RNA HIV-1" dla PSC.

2.00E+01 cp/mLi
1.00E+07 cp/mL
(osocze)

e
=<

>738 cp/mL i
<1.00E+07 cp/mL
(PSC)

Obliczone wyniki o warto$ci 20 kopii/ml lub wyzszej albo
o wartosci 1,00E+07 kopii/ml lub nizszej mieszczg sie
w zakresie liniowym testu w przypadku osocza.

Obliczone wyniki o wartosci 738 kopii/ml lub wyzszej albo
owartosci 1,00E+07 kopii/ml lub nizszej mieszczg sie
w zakresie liniowym testu w przypadku PSC.

> 1.00E+07 cp/mL
(osocze i PSC)

Obliczone wartosci w kopiach/ml sg powyzej zakresu testu.
Poda¢ wyniki jako ,Powyzej 1,00E+07 kopii RNA HIV-1/ml”.
Jedli zadane sg wyniki ilosciowe, oryginalng prébke nalezy
rozcienczy¢ w proporcji 1:100 ludzkim osoczem ujemnym dla
HIV-1 z dodatkiem EDTA, a nastepnie powtdrzy¢ test.
Otrzymany wynik nalezy pomnozyé przez wspdiczynnik
rozcienczenia.

Jednostki migdzynarodowe/ml

<3.34E+01 IU/ml
(osocze)

Obliczone wartosci IU/ml sg ponizej granicy wykrywalnosci
testu. Poda¢ wyniki jako ,Wykryto RNA HIV-1, mniej niz
33,4 IU RNA HIV-1/ml” w przypadku osocza.

e
<

3.34E+01 IU/ml i
1.67E+07 IU/ml
(osocze)

Obliczone wyniki o warto$ci 33,4 IlU/ml lub wyzszej albo
owartosci 1,67E+07 IU/ml lub nizszej mieszczg sie
w zakresie liniowym testu w przypadku osocza.

>1.67E+07 IU/ml
(osocze)

Obliczona warto$¢ IU/ml przewyzsza zakres testu. Podac
wyniki jako ,Powyzej 1,67E+07 IlU RNA HIV-1/ml". Jesli
zadane s wyniki ilosciowe, oryginalng probke nalezy
rozcienczy¢ w proporcji 1:100 ludzkim osoczem ujemnym dla
HIV-1 z dodatkiem EDTA, a nastepnie powtdrzy¢ test.
Otrzymany wynik nalezy pomnozy¢é przez wspodtczynnik
rozcienczenia.

c
3
Q
)

Probki o wynikach powyzej zakresu wartosci testu, dajgce wynik niewazny,
opatrzony oznaczeniem ,,QS_INVALID”, takze nie powinny by¢ opisywane jako
> 1,00E+07 kp/ml lub 1,67E+07 IU/ml. Oryginalng probke nalezy rozcienczy¢ HIV-1-
ujemnym ludzkim osoczem z dodatkiem EDTA w stosunku 1:100, a nastepnie
Otrzymany wynik nalezy pomnozy¢ przez wspéiczynnik

powtérzyé test.
rozcienczenia.
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Uwaga: Woynik miana ,Failed”. Interpretacja: Prébka przygotowana w aparacie COBAS®
AmpliPrep nie zostala przetworzona wiasciwie.

Uwaga: Woynik miana ,Invalid”. Interpretacja: Wynik niewazny.

KONTROLA JAKOSCI

Kazda seria testowa musi zawiera¢ jedng kontrolg CTM (=) C, jedng kontrolg HIV-1 L(+)C, v2.0 oraz
jedng kontrole HIV-1 H(+)C, v2.0. Seria testowa jest uwazana za wazna, jesli zadna z kontroli
[HIV-1 L(+)C, v2.0; HIV-1 H(+)C, v2.0 i CTM (-) C] nie zostata opatrzona znacznikiem btedu.

Sprawdz, czy na wydruku znajdujg sig¢ oflagowania i komentarze, aby si¢ upewni¢, ze seria jest
wazna.

Kontrola ujemna

Kontrola CTM (-) C musi dawa¢ wynik ,Target Not Detected”. Je$li kontrola CTM (-) C jest
oflagowana jako niewazna, cata seria testowa jest takze niewazna. Nalezy powtérzy¢ caty proces
(przygotowanie probek i kontroli, amplifikacje oraz detekcjg). Jesli wyniki kontroli CTM (=) C
w powtarzanych seriach sg stale niewazne, skontaktuj sie z miejscowym przedstawicielstwem firmy
Roche celem uzyskania pomocy techniczne;j.

Kontrole dodatnie

Przypisane zakresy warto$ci miana kontroli HIV-1 L(+)C, v2.0, oraz HIV-1 H(+)C, v2.0, sg swoiste
dla kazdej serii odczynnikow i sg zapisane w kodach kreskowych kasety odczynnikow testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Stezenia HIV-1 RNA w kopiach/ml dla kontroli HIV-1 L(+)C, v2.0, oraz HIV-1 H(+)C, v2.0, powinny
miesci¢ si¢ w przypisanych im zakresach warto$ci miana. Jesli jedna lub obie kontrole dodatnie sg
oflagowane jako niewazne, to cata seria testowa jest takze niewazna. Nalezy powtorzy¢ caty proces
(przygotowanie prébek i kontroli, amplifikacje oraz detekcje). Jezeli miano RNA HIV-1 dla jednej lub
obu kontroli dodatnich stale miesci si¢ poza zakresem w powtérzonych seriach, nalezy zwréci¢ sie
do regionalnego przedstawicielstwa firmy Roche w celu uzyskania pomocy techniczne;j.

SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE PROCEDURY

Podobnie jak w przypadku kazdej procedury testowej, dla prawidtowego przeprowadzenia badania
kluczowe znaczenie ma zachowanie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej.
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OGRANICZENIA METODY

1.

Ten test zostat zatwierdzony wytgcznie do badania ludzkiego osocza pobranego na EDTA
jako antykoagulant. Badanie innych rodzajéw prébek moze dawac nieprawidtowe wyniki.

Poprawno$¢ dziatania testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, nie zostata
sprawdzona dla prébek zawierajgcych grupe N wirusa HIV-1 ani dla probek zawierajgcych
wirus HIV-2.

Uzyskanie wiarygodnych wynikow zalezy od wiasciwego pobrania proébki, transportu,
przechowywania oraz procedur przetwarzania.

Obecnos¢ enzymu AmpErase w odczynniku testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 Master Mix, zmniejsza ryzyko skazenia amplikonu. Jednak zanieczyszczenia
materiatem pochodzacym z HIV-1-dodatnich kontroli i prébek klinicznych mozna unikngé
jedynie dzigki stosowaniu zasad dobrej praktyki laboratoryjnej i uwaznemu wykonywaniu
procedur opisanych w niniejszej ulotce dotagczonej do opakowania zestawu.

Tego produktu powinny uzywac wytacznie osoby wykwalifikowane w technikach PCR.

Produkt jest przeznaczony wytgcznie do uzytku w urzgdzeniu COBAS® AmpliPrep oraz
analizatorze COBAS® TagMan® lub analizatorze COBAS® TagMan® 48.

Mutacje w obrebie wysoko konserwatywnych regionéw genomu wirusa, z ktérymi wigzg sie
primery i/lub sondy uzywane w tescie COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0,
chociaz rzadkie, mogg spowodowac niedoszacowanie ilosci lub niewykrycie wirusa.

Detekcja RNA HIV-1 zalezy od liczby obecnych w prébce czgsteczek wirusa, na ktérg mogg
wplywaé metody pobierania probek oraz czynniki zwigzane z pacjentem (tj. wiek, obecnosé
objawow i/lub faza zakazenia). Chociaz swoisto$¢ kliniczna testu wynosi 99,3% (95% Cl = od
98,2% do 99,8%), u oséb HIV-ujemnych odnotowano pewne wyniki fatszywie dodatnie dla
prébek o niskich stezeniach czgsteczek wirusa.

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

NA WYNIK TESTU

Wykazano, ze podwyzszone poziomy tréjglicerydéw (do 3500 mg/dl), bilirubiny (do 28 mg/dl), albuminy
(do 8900 mg/dl), hemoglobiny (do 900 mg/dl) i ludzkiego DNA (do 0,4 mg/dl) w prébkach, a takze
obecnos¢ choréb autoimmunizacyjnych lub odpowiadajgcych im markeréw immunologicznych, takich jak
np. toczen rumieniowaty uktadowy (SLE), reumatoidalne zapalenie stawéw (RA), oraz obecnos¢

przeciwciat przeciwjgdrowych (AN

A) nie wptywajg na wyniki oznaczen ilosciowych RNA wirusa HIV-1 ani

nie zaburzajg swoistosci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Badanie zostato
przeprowadzone zgodnie z wytycznymi CLSI Guideline EP7-A2, z uzyciem jednego zestawu
odczynnikow testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Wykazano, ze przedstawione

ponizej zwigzki chemiczne, przebadane w stezeniach 3-krotnie

wyzszych niz maksymalne stezenie w osoczu (Cmax) nie wptywajg na wyniki oznaczen ilosciowych
RNA HIV-1 ani nie zaburzajg swoistosci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Leki stosowane w zakazeni

u HIV:

Inhibitory proteazy
Atazanawir
Darunawir
Fosamprenawir
Lopinawir/Ritonawir
Metanosulfonian

Analogi nukleozydéw, inhibitory odwrotnej transkryptazy
Siarczan abakawiru
Didanozyna, ddl
Emtrycytabina
Lamiwudyna, 3TC
Stawudyna, 4dT

nelfinawiru Tenofowir DF
Ritonawir Zydowudyna
Sakwinawir
Tipranawir
Inhibitor integrazy Nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy
Raltegrawir Efawirenz
Newirapina
Inhibitor wejscia Inhibitory fuzji
Marawirok Enfuwirtyd

Leki stosowane w zakazeni
Analog nukleotydowy
Dipiwoksyl adefowiru

u HBV i/lub HCV:
Analog nukleozydowy
Entekawir

Telbiwudyna

Immunomodulatory
Peginterferon a-2a
Peginterferon a-2b
Rybawiryna

Analog nukleotydowy
Acyklowir

Pochodna nukleotydowa
Gancyklowir
Chlorowodorek walgancyklowiru
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OCENA SKUTECZNOSCI W BADANIACH NIEKLINICZNYCH

Najwazniejsze parametry dziatania testu — probki osocza z EDTA
A. Granica wykrywalnosci

Granica wykrywalnosci dla testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, zostata
okreslona przez migdzynarodowy standard WHO nr 2 dla RNA HIV-1, NIBSC Code 97/650%2,
podtyp B wirusa HIV-1, rozcienczonego w ludzkim osoczu ujemnym dla HIV-1 z dodatkiem EDTA.
Granica detekcji zostata okreslona dla trzech zestawéw odczynnikéw. Dla kazdego z zestawow
odczynnikéw analizie poddano po trzy serie rozcienczen. tacznie przebadano okoto 126 powtérzen
na kazde rozcienczenie. Badanie zostato przeprowadzone zgodnie z wytycznymi CLSI Guideline
EP17-A.

Stezenie RNA HIV-1, jakie mozna oznaczy¢ ze wskaznikiem dodatnio$ci powyzej 95% okreslonym
na podstawie analizy PROBITOWEJ, wynosi 20 kp/ml lub 33 IU/ml. Wyniki dla poszczegdinych
zestawdw wynosity 17,7 kp/ml (95% przedziat ufnosci: 13,7-26,9 kp/ml) dla zestawu 1, 17,0 kp/ml
(95% przedziat ufnosci: 14,0-22,6 kp/ml) dla zestawu 2 oraz 14,2 kp/ml (95% przedziat ufnosci:
11,2-22,1 kp/ml) dla zestawu 3. tgczne wyniki dla wszystkich trzech zestawéw odczynnikéw
przedstawia Tabela 3. Wspoétczynnik przeliczania IlU/ml na kp/ml zostat okreslony z uzyciem
testow COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, COBAS® AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR®
HIV-1 MONITOR, v1.5 i COBAS® TagMan® HIV-1 do stosowania z High Pure System.

Tabela 3
Granica wykrywalnosci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
Nominalne Nominalne Liczba Liczba Odsetek
stezenie stezenie powtorzen wynikéw wynikéw
wyjsciowe wyjsciowe dodatnich dodatnich
(RNA HIV-1 1U/ml) | (kp RNA HIV-1/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% przedziat ufnosci: 23,8-33,0 1U/ml
PROBIT 95% odsetka trafien 16,5 kp/ml EQS% F;)arzedzial ufnosci: 14,3-19,8 kp/ml))

Ponadto rozcienczone nadsacze z hodowli komérkowych przedstawicieli podtypéw A-H grupy M
wirusa HIV-1 w ludzkim osoczu ujemnym dla HIV-1 z dodatkiem EDTA zostaly przeanalizowane
z uzyciem dwdch zestawéw odczynnikéw. Dla kazdego izolatu podtypu wirusa HIV-1 przebadano
kilka pozioméw stgzen (nominalne miana w zakresie od 10 do 75 kp/ml) w 24 powtdrzeniach dla
kazdego zestawu odczynnikéw. Oznaczenie stezen nominalnych dla nadsaczy z hodowli
komorkowej przeprowadzono przez usrednienie mian testu COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR,
v1.5, miana testu VERSANT® HIV-1 RNA 3.0 (bDNA) oraz testu Abbott RealTime HIV-1. Analiza
odsetka trafien przedstawia odsetek wynikéw dodatnich powyzej 95% dla wszystkich podtypow
wystepujgcych w ilosci 20 kp/ml lub nizszej. tgczne wyniki dla dwoéch zestawéw odczynnikéw
przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4

Weryfikacja granicy wykrywalnosci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Podtyp Oznaczenie izolatu zggj‘,/"o iisd?efe'i(zi?:;i:;e(i;r;zl)
A 92UG029 10
A 4237A/98 20
B 92THO026 20
B 8E5/LAV 20
(o] 92BR025 20
[ 3777AI97 11
D 92UG021 20
D 92UG035 11
CRFO01_AE 92TH022 12
CRFO01_AE 92THO009 14
F 93BR020 20
G ARP173/RU570 13
H HIV V1557 16
Precyzja

Doktadnos$¢ testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, okreslono na podstawie
analizy seryjnych rozcieficzen probki zawierajgcej supernatant z hodowli komérkowej wirusa HIV-1
(podtyp B wirusa HIV-1) w ludzkim osoczu ujemnym dla HIV-1 z dodatkiem EDTA. Oznaczenie
miana nadsgczy z hodowli komdrkowych (stezenia roztworu podstawowego) przeprowadzono
metodg gwarantujgcg zgodno$¢ z migdzynarodowym standardem WHO nr 1 dla RNA HIV-1, NIBSC
Code 97/656°%. Przeanalizowano trzy zestawy odczynnikéw, po 15 przebiegdw pracy dla kazdego
z zestawu, z 6 poziomami rozcienczen dla kazdej z préb oraz 3 powtdrzeniami dla kazdego
z pozioméw. Kazda probka przeszta petng procedure testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0, wliczajac w to przygotowanie prébki, amplifikacje i detekcje. Dlatego podana doktadnos$é
odzwierciedla wszystkie aspekty procedury badawczej. Wyniki dla kazdego z zestawéw odczynnikéw

oraz tgczne wyniki dla trzech zestawdw przedstawia Tabela 5.

Tabela 5

Precyzja testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0

Seria nr 1 Serianr 2 Serianr 3 Wszystkie trzy serie potgczone
Miano ] ] ] ] Catkowity CV
(kp/ml) Ca!kownte Ca!kowne Ca!kownte Ca!kowne dla rozktadu
SD jako log SD jako log SD jako log SD jako log lognormalnego
00
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. Zakres liniowy

Stwierdzono, ze test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, wykazuje liniowos¢ od
20 (log1o = 1,30) HIV-1 RNA kp/ml do 1,0E+07 (logio = 7,00) HIV-1 RNA kp/ml. Badanie zostato
przeprowadzone zgodnie z wytycznymi CLSI Guideline EP6-A, z uzyciem dwoéch zestawow
odczynnikéw testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, oraz seryjnych rozcienczen
wysokiej wartosci miana prébki zawierajgcej nadsgcz z hodowli komoérkowej HIV-1 RNA (+).
Przeanalizowano dwa zestawy odczynnikéw, po 15 przebiegéw pracy dla kazdego z zestawu,
z 12 poziomami rozcienczen dla kazdej z préb oraz 3 powtdrzeniami dla kazdego z pozioméw.
Wyniki dla jednego z zestawéw odczynnikéw przedstawiono na rysunku 18.

Rysunek 18
Liniowo$¢ testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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D. Zawartos¢ grupy M wirusa HIV-1

Na podstawie dywergencji nukleotydéw dla grupy M wirusa HIV-1 zaproponowano podziat na osiem
podtypdéw. Podtypy te oznaczono wielkimi literami alfabetu od A do H*'.

Skuteczno$¢ dziatania testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, dla podtypow
wirusa HIV-1 oceniono na podstawie analizy materiatu z hodowli przedstawicieli poszczegdinych
podtypéw od A do H grupy M wirusa HIV-1. Oznaczenie stezeri nominalnych dla nadsaczy z hodowli
komorkowej przeprowadzono przez usrednienie mian testu COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR,
v1.5, miana testu VERSANT® HIV-1 RNA 3.0 (bDNA) oraz testu Abbott RealTime HIV-1. Kazdy
znadsgczy z hodowli komorkowej zostat rozcienczony do uzyskania stezen nominalnych
o wartosciach okoto 2,00E+02, 2,00E+04 oraz 2,00E+06 kp/ml w osoczu z dodatkiem EDTA.
Uzyskane stezenia zostaly poddane analizie w 10 powtérzeniach za pomocg testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, przy uzyciu jednego zestawu odczynnikéw. Srednie
warto$ci logio miana wszystkich rozcienczen oraz podtypéw zostaty poréwnane z odpowiednimi
warto$ciami logio nominalnego miana.

Badanie izolatéw 8 podtypow wirusa HIV-1 testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0, wykazato réwnowazne wyniki dla wszystkich badanych przedstawicieli podtypéw grupy M
wirusa HIV-1 (Rysunek 19). Srednia wartos¢ logio stezenia wynikéw dla wszystkich podtypow
znajdowata si¢ w przedziale + 0,3 log1o 0znaczonego stezenia wyjsciowego.
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Rysunek 19
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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E. Wykrywalnos¢ grupy O wirusa HIV-1

Rozcienczenia nadsgczu z hodowli komérkowych przedstawicieli grupy O wirusa HIV-1 (oznaczenie
izolowania MVP5180) w ludzkim osoczu z dodatkiem EDTA zostaty przeanalizowane z uzyciem
dwoéch zestawdw odczynnikéw. Przebadano kilka pozioméw stezen (nominalne miana w zakresie od
10 do 75 kp/ml) w 24 powtdrzeniach dla kazdego zestawu odczynnikéw. Oznaczenie stezenia
nominalnego dla nadsgaczu z hodowli komdrkowej przeprowadzono za pomocg testu Abbott
RealTime HIV-1. Analiza odsetka trafien przedstawia odsetek wynikéw dodatnich powyzej 95% dla
wartosci 20 kp/ml.

Nadsacz z hodowli komorkowej grupy O wirusa HIV-1 zostat rozciericzony do uzyskania stezen
nominalnych o wartosciach okoto 2,00E+02, 2,00E+03 i 2,00E+05 kp/ml w osoczu z dodatkiem
EDTA. Uzyskane steZenia zostaty poddane analizie w 10 powtérzeniach za pomocy testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, przy uzyciu jednego zestawu odczynnikéw. Srednie
wartosci logio miana wszystkich rozcienczen uktadaty sie liniowo w przedziale wartosci + 0,3 logto
odpowiednich warto$ci logio nominalnego miana (patrz Rysunek 20).
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Rysunek 20
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

Zakres liniowosci podtypu O (MVP5180)
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Ponadto przy uzyciu testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, i testu Abbott
RealTime HIV-1 réwnolegle przetestowano 10 hodowli komérkowych oraz jedng rozcienczong
prébke jednego z pacjentéw (11613), zawierajgce przedstawicieli grupy O wirusa HIV-1. Uzyskano

wyniki

dodatnie dla wszystkich 11

préb przeprowadzonych przy uzyciu

testu COBAS®

AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 (patrz Tabela 6). Oba testy wykazaty $rednig wartos¢ log1o
miana dla 11 prébek w przedziale wartosci 0,1 log1o.

Tabela 6

Rozpoznanie grupy O wirusa HIV-1 izolowanego
przez test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Logarytm1o miana .
Oznaczenie izolatu COBAS® AmpliPrep/ LogTzrgtt TL%T: "
COBAS® TagMan® HIV-1 .
RealTime HIV-1
Test, 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 571 5,61
BCF02 5,16 5,39
BCF07 4,27 4,81
BCF011 5,57 5,26
11613 2,97 2,05
ISrednia wartc_)s'é 378 3,60
logarytmuio miana
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F. Swoistos¢

Swoistos¢ kliniczng testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, okreslono na
podstawie analizy prébek osocza ujemnego dla HIV-1 z dodatkiem EDTA, pobranych od
krwiodawcéw, przy uzyciu dwoch zestawdw odczynnikdw. Lgcznie przebadano 660 réznych probek
osocza z EDTA i wszystkie uzyskaty wazne wyniki, uiemne wobec RNA HIV-1 w tescie COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Na podstawie tych wynikow swoisto$¢ testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, wynosi 100% (dolna granica jednostronnego 95%
przedziatu ufnosci: > 99,6%).

G. Swoistos¢ analityczna

Swoisto$¢ analityczng testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, okreslono przez
dodanie do ujemnego dla HIV-1 osocza ludzkiego z dodatkiem EDTA oraz dodatniego dla HIV-1
osocza ludzkiego z dodatkiem EDTA o stezeniu 1,5E+02 kp HIV-1/ml mikroorganizméw z hodowli
(wirusy, bakterie, drozdze) lub DNA (HTLV-2) o stezeniu wyj$ciowym 5E+04 kp/ml (patrz Tabela 7).

Zaden z badanych mikroorganizméw nie wykazat wystepowania reakcji krzyzowej z testem COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Probki zawierajgce HIV-1 daty wyniki miana w granicach
+ 0,5 log1o z kontroli dodatniej HIV-1.

Tabela 7
Swoistos¢ analityczna prébek
Wirus Bakterie
Adenowirus typ 5 Staphylococcus aureus
Wirus cytomegalii Propionibacterium acnes

Wirus Epsteina-Barr
Ludzki wirus opryszczki typu 6
Wirus opryszczki zwyktej typu 1

Wirus opryszczki zwyktej typu 2 Drozdzaki
Ludzki wirus T-limfotropowy typu 1 Candida albicans
Ludzki wirus T-limfotropowy typu 2

Wirus grypy A

Wirus zapalenia watroby typu A
Wirus zapalenia watroby typu B
Wirus zapalenia watroby typu C

H. Korelacja metody

Dziatanie testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, poréwnano z testami COBAS®
AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 oraz Abbott RealTime HIV-1 poprzez analize 92 zebranych prospektywnie, nierozcieficzonych
prébek klinicznych osocza dodatniego dla HIV-1 i poprzez analize 34 rozcieficzonych nadsgczy
z hodowli komérkowych wirusa. Prébki zawierajgce podtypy od A do H grupy M wirusa HIV-1,
a takze krgzace formy rekombinacyjne (CRF) wirusa zostaty przeanalizowane w dwodch odrebnych
laboratoriach zewnetrznych. Za pomocg czterech testéw oznaczono facznie 126 prébek z zakresu
dynamicznego testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Sposroéd obu wartosci
liniowych dwéch poréwnywanych testéw do analizy regresji Deminga brano pod uwage jedynie
wazne pary mian (patrz rysunki od 21 do 23).
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Rysunek 21

Korelacja testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
7
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y = 0,874x + 0,609
R2=0,875

log1o (stez. testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0)

0 1 2 3 4 5 B 7

logro (stez. testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1
MONITOR, v1.5)

Rysunek 22
Korelacja testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqgMan® HIV-1, v2.0
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y =1,008x + 0,213
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TagMan® HIV-1, v2.0)
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log1o (stez. testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
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Rysunek 23
Korelacja testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

7
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TagMan® HIV-1, v2.0)

logio (stez. testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
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log1o (stez. oznaczenia Abbott RealTime HIV-1)

I Btad systemowy

Czesto$¢  wystepowania btedu systemowego dla dwéch zestawéw testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2 okreslono badajac w 113 powtérzeniach z zestawem 1
iw 114 powtérzeniach z zestawem 2 prébki osocza z EDTA z dodanym wirusem HIV-1, grupa M,
podtyp B. Te prébki badano przy stezeniu docelowym okoto 3 x granica wykrywania. tgcznie w tym
badaniu (zestawy 1 i 2) uzyskano w jednym powtdrzeniu ujemny wynik wzgledem docelowego HIV-1,
co dato czesto$¢ wystgpowania btedu systemowego na poziomie 0,4%.

Najwazniejsze parametry dziatania testu — probki w postaci wysuszonych plamek osocza PSC

A. Granica wykrywalnosci w osoczu na karcie do oddzielenia osocza

Granice wykrywalnosci w osoczu testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0,
stosowanego z PSC, okreslono na podstawie analizy seryjnych rozcienczen probki zawierajgcej
supernatant z hodowli komdrkowej wirusa HIV-1, grupa M, w ludzkiej krwi petnej ujemnej dla wirusa
HIV. Panel sktadajgcy si¢ z pigciu pozioméw stezen i kontroli ujemnej byt testowany na trzech
seriach PSC i trzech seriach odczynnikéw testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, wielu
przebiegach, dniach, operatorach i aparatach. Czg$¢ elementu panelu o najwyzszym mianie
odwirowano i oznaczono miano osocza metodg bracketingu kalibratora (CBM) z uzyciem testu
cobas® HIV-1 (z systemami cobas® 6800/8800) w migdzynarodowym standardzie WHO nr 3 dla

wirusa HIV-1, podtyp B grupy M wirusa HIV-1, dotyczacym przygotowania kalibratora o wysokim
i niskim mianie.

Wyniki dla PSC przedstawia Tabela 8. Badanie wykazato, ze test COBAS® AmpliPrep/COBAS®

TagMan® HIV-1, v2.0 w potgczeniu z kartg PSC pozwala wykryé RNA HIV-1 w stezeniu 737,9 kp/ml,
z odsetkiem trafien wynoszacym 95% wg Probit.
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Tabela 8

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

Oznaczenie stezenia

. Liczba wynikow Liczba waznych % wynikéw
wirusa HIV-1 grupy M (kp/ml) PR
W 0soczu reaktywnych powtorzen testu reaktywnych

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%

PROBIT 95% odsetka trafien

737,9 kp/ml (95% przedziat ufnosci:
614,3-938,5 kp/ml)
1230 1U/ml (1023,8-1564,2 1U/ml)

Szacowana granica wykrywania w krwi petnej:

Nie da sie doktadnie okresli¢ odpowiadajacych danej probce mian w krwi petnej, poniewaz nie jest
ona typem proébki stosowanym do oznaczania wiremii. Nie prowadzono oznaczen prébek krwi petnej
z dodatkiem RNA HIV-1 w celu oszacowania granicy wykrywalnosci, poniewaz ilos¢ RNA dodanego
do takich prébek moze nie odpowiada¢ ilosci RNA w osoczu. Nawet po odwirowaniu RNA moze
pozostawa¢ w kozuszku lub we frakcji komdrkowej krwi petnej. Jednak zwazywszy ze inne
technologie, w tym wysuszone plamki krwi, korzystapjg z mian krwi petnej z dodatkiem wirusa do
szacowania granicy wykrywalnos$ci w krwi petnej, mozna oszacowa¢ LoD w krwi petnej dla PSC na
podstawie przelicznika empirycznego, ktéry uznano za uzalezniony od $redniego hematokrytu (45%)

prébek (Tabela 9).

Wartosci LOD dla krwi petnej szacuje sig na podstawie nastepujgcej zaleznosci:

Szacunkowa LOD dla krwi petnej = LOD dla osocza PSC / 1,8

Tabela 9

Szacunkowe wartosci LOD dla krwi petnej

[ LoD w analizie PROBIT (95% odsetek trafier)

[ 439,0 kp/ml

[ 95% przedziat ufnosci

| 366,1-557,6 kp/ml
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B. Precyzja oznaczenia na karcie do oddzielenia osocza

Precyzje testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, stosowanego z PSC, okreslono na
podstawie analizy seryjnych rozcienczen probki silnie dodatniej wobec HIV-1 (supernatant o wysokim
mianie z hodowli komérkowej dodatniej dla RNA wirusa HIV-1) w ludzkiej krwi peinej ujemnej dla wirusa
HIV, pobranej na EDTA. Pig¢ pozioméw rozcieficzen zbadano w 48 powtdrzeniach dla kazdego poziomu
i objetos¢ przetwarzania w dwoch seriach PSC i w dwdch seriach odczynnikow testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 z dwoma systemami CAP/CTM i w wykonaniu dwdch
operatoréw na przestrzeni 12 dni. Kazda probka przeszta peing procedure przygotowania na PSC i testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Podana precyzja odzwierciedla wszystkie aspekty
procedury badawczej. Wyniki przedstawia Tabela 10.

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, w potgczeniu z PSC wykazuje dobrg
precyzje dla dwoch serii PSC i odczynnikéw w zakresie stezen od 7,38E+02 kp/ml do
1,00E+07 kp/ml.

Tabela 10
Wewnatrzlaboratoryjna precyzja testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0,
w potaczeniu z PSC

Zmierzone stezenie (kopie/ml) Materiat zrodtowy Pulowane SD
6,31E+06 Hodowla komérkowa 0,08
1,05E+06 Hodowla komérkowa 0,09
1,02E+05 Hodowla komérkowa 0,12
1,05E+04 Hodowla komorkowa 0,19
2,29E+03 Hodowla komorkowa 0,25
C. Zakres liniowy oznaczenia na karcie do oddzielenia osocza

Badanie liniowosci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, stosowanego z PSC,
przeprowadzono na serii rozcienczen, stanowigcej panel 9 elementéw w zakresie liniowym stezen
HIV-1, gtéwnie z grupy M i subtypu B. Elementy panelu przygotowano z prébki supernatantu hodowli
komérek dodatnich pod wzglgdem RNA HIV-1 o wysokim mianie. Ocene przeprowadzono wediug
wytycznych CLSI Guideline EP06-A%. Dwa zestawy PSC i dwa zestawy odczynnikéw poddato
analizie trzech operatoréw na dwoéch systemach CAP/CTM w tacznie 20 powtdrzeniach na kazdy
poziom stgzenia.

Cze$¢ jednego elementu panelu odwirowano i oznaczono miano osocza metodg bracketingu
kalibratora (CBM) z uzyciem testu cobas® HIV-1 (z systemami cobas® 6800/8800)
w migdzynarodowym standardzie WHO nr 3 dla wirusa HIV-1, podtyp B grupy M wirusa HIV-1,
dotyczgcym przygotowania kalibratora o wysokim i niskim mianie.

W potgczeniu z PSC test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, ma przebieg liniowy
w zakresie od 7,38E+02 kp/ml do 1,00E+07 kp/ml i wykazuje bezwzgledne odchylenie od lepiej
pasujacej regresji nieliniowej ponizej + 0,16 log1o wraz z PSC (parz Rysunek 24). W zakresie
liniowym doktadno$¢ testu miescita sig w granicach + 0,3 logio.

05447976001-17PL 45 Doc Rev. 18.0




Rysunek 24
Liniowo$¢ testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqgMan® HIV-1, v2.0,
w potaczeniu z karta do oddzielenia osocza
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D. Weryfikacja podtypow dla karty do oddzielenia osocza

Wprawdzie podtyp HIV nie powinien wptywaé na dziatanie PSC, jednak przeprowadzono odnos$ne
badanie, rozcienczajgc w krwi petnej prébki hodowli HIV-1 o czestych podtypach HIV-1M (A, C i D)
do uzyskania tego samego stezenia. Precyzje i doktadno$¢ okreslano w 12 powtérzeniach dla kazdej
probki. Badanie przeprowadzono z uzyciem 1 zestawu PSC i 1 zestawu odczynnikow testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Kazdg probke krwi petnej odwirowano i oznaczono miano osocza metodg bracketingu kalibratora
(CBM) z uzyciem testu cobas® HIV-1 (z systemami cobas® 6800/8800) w miedzynarodowym
standardzie WHO nr 3 dla wirusa HIV-1, podtyp B grupy M wirusa HIV-1, dotyczacym przygotowania
kalibratora o wysokim i niskim mianie.

Wyniki przedstawia Tabela 11. Wyniki te potwierdzajg, ze test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0, w potgczeniu z PSC umozliwia wykrywanie wirusa HIV o podtypach HIV-1M
(A, CiD).

Tabela 11
Weryfikacja testu z zastosowaniem HIV-1 z grupy M, o subtypach A, Ci D
Liczba Réwnowaznosé
Podtyp HIV-1 wazr}ych’ Doktadnosé Precyzja osocza
grupy M powtoérzen z osoczem
testu na PSC
Podtyp A 12 -0,02 0,09 0,17
Podtyp C 12 0,13 0,16 0,06
Podtyp D 12 0,07 0,15 0,05
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E. Swoistos¢ oznaczenia na karcie do oddzielenia osocza

Swoistos¢ kliniczng testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, w potgczeniu z PSC,
okreslono na podstawie analizy prébek krwi petnej, ujemnych dla wirusa HIV, pobranych od réznych
krwiodawcéow na EDTA. Badanie 160 odrebnych probek krwi petnej pobranych na EDTA
przeprowadzono z uzyciem dwoch zestawow PSC i dwoch zestawow odczynnikow testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Dla jednej probki uzyskano wynik dodatni, a dla
pozostatych 159 — ujemny pod wzgledem RNA HIV-1. Na podstawie tego panelu swoisto$¢ testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, w potgczeniu z PSC wynosi 99,4% (95%
przedziat ufnosci: 2 97,07%).

F. Wskaznik bledu systemowego przy stosowaniu karty do oddzielania osocza

Czesto$¢ wystepowania btedu systemowego dla testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 potgczeniu z PSC okreslono badajac w 100 powtérzeniach osocze z EDTA z dodanym
wirusem HIV-1, grupa M podtyp B. Te prébki badano przy stezeniu docelowym okoto 3 x granica
wykrywania. W tym badaniu nie uzyskano w Zzadnym powtérzeniu ujemnego wyniku wzgledem
docelowego HIV-1, co dato czestos¢ wystepowania btedu systemowego na poziomie 0%.
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OCENA SKUTECZNOSCI KLINICZNEJ
Najwazniejsze parametry dziatania testu — probki osocza z EDTA

Odtwarzalnos¢

Odtwarzalno$¢ testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 oceniano na osoczu EDTA
przy uzyciu 2 roéznych przebiegéw pracy (systemy analizatorow COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48). Badanie przeprowadzono przy uzyciu paneli
skonstruowanych z hodowli podstawowych dobrze scharakteryzowanego wirusa HIV-1 grupa M,
podtyp B oraz osocza z EDTA, ktére bylo ujemne wobec RNA wirusa HIV-1 i przeciwciat
skierowanych przeciwko wirusom HIV-1/2. Panel obejmowat zakres dynamiczny testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 oraz kluczowe punkty decyzji medycznych dotyczace
przeznaczenia, opisane w dokumencie ,2008 Department of Health and Human Services Guidelines
for the Use of Antiretroviral Agents in HIV-1-Infected Adults and Adolescents”® (Wytyczne dla
wydziatu zdrowia i ustug zdrowotnych dotyczace stosowania preparatéw przeciwretrowirusowych
u dorostych i nastolatkéw zakazonych wirusem HIV-1). Badanie opracowano w celu oceny
kluczowych zmiennych przyczyniajgcych si¢ do catkowitej zmiennosci precyzji, w tym precyzji
w ramach serii, o$rodka/aparatu, operatora, dnia/przebiegu i w obrebie przebiegu. Przeprowadzono
dodatkowe analizy w celu poréwnania charakterystyki dziatania i poréwnawczej zmiennosci precyzji
pomiedzy dwoma przebiegami pracy. Dwéch operatoréw z kazdego z 3 os$rodkéw wykonywato
badania przez 5 dni z kazdg z 3 serii zestawow odczynnikdw przy uzyciu kazdego przebiegu pracy.
Kazdy cykl obejmowat jeden zestaw kontroli (1 wysoko dodatnia, 1 nisko dodatnia i 1 ujemna) oraz
7-elementowy panel przebadany w trzech powtérzeniach (21 probek) na aparacie COBAS®
AmpliPrep. Przygotowane probki i kontrole poddawano amplifikacji i detekcji za pomocg analizatoréw
COBAS® TagMan®lub COBAS® TagMan® 48.

Odtwarzalno$¢ oceniano wykorzystujgc model efektdw losowych w warunkach dla (a) serii,
(b) o$rodka/aparatu, (c) operatora w obrebie os$rodka/aparatu, (d) dnia/cyklu w obrebie serii,
osrodka/aparatu lub operatora; oraz (e) porcji sktadnikéw w obrebie przebiegu wykorzystujgc analize
wynikéw za pomocg metody PROC MIXED i transformacji logio. Obliczono odsetek zmiennosci
spowodowanej przez kazdy sktadnik oraz wspoétczynnik zmiennos$ci stgzenia RNA wirusa HIV-1 po
transformaciji log1o. Badano jedynie dane w zakresie oznaczenia (2,00E+01 do 1,00E+07 kopii/ml).

Tabela 12 przedstawia zmienno$¢ oraz odchylenie standardowe precyzji catkowitej uzyskane

w analizatorze COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® podczas oznaczania zmiennosci. Ogodlnie
sktadnik wewnatrz przebiegu powodowat wigkszg zmienno$¢ niz inne sktadniki.
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Tabela 12
Mozliwy do przypisania odsetek zmiennosci catkowitej,
odchylenie standardowe zmiennosci catkowitej oraz CV dla rozktadu normalnego
stezenia RNA wirusa HIV-1 (log1o kp/ml) z testéw w zakresie oznaczenia

Stezema:;:f kv;;rr:;a HIv-1 Udziat w zmiennosci catkowitej (%) Precyzja catkowita
Liczba .
. Obserwo- . . L . _[Odchylenie standardowe|

oc:i';" wane Prawl- | oo ria o:r:d:tk/ Operator P?:;gr'é w t::.ih'e (%CV dla rozktadu
wi ($rednia) testgw‘ par: leg | przeblegu normalnego)
1,699 1,832 270 | 5% 2% 0% 8% 85% 0,20 (48%)
2,602 2,676 275 | 6% 1% 0% 17% 7% 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%)

Uwaga: Wyniki w zakresie oznaczenia wynoszg od 20 kp/ml do 1,00E+07 kp/ml (1,30 logio kp/ml do

7,00 log1o kp/ml) wigcznie.

' Liczba testéw w zakresie oznaczenia.
Wyniki uzyskane w przebiegu pracy systemu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48
podsumowuje Tabela 13. Ogdlnie sktadnik w obrebie przebiegu powodowat wigkszg zmiennos$¢ niz
inne sktadniki z wyjgtkiem elementu panelu o najwyzszym mianie.

Tabela 13
Mozliwy do przypisania odsetek zmiennosci catkowitej,
odchylenie standardowe zmiennosci catkowitej oraz CV dla rozktadu normalnego
stezenia RNA wirusa HIV-1 (log1o kp/ml) z testéw w zakresie oznaczenia

Stezeniacgr kv;:li:r‘:lfa HIV-1 Udziat w zmiennosci catkowitej (%) Precyzja catkowita
Liczba .
Oczeki- | OPSe™O" | | wi- Seria | O8TOdel| o Dzier/ | W obrebie Odcg‘g": s'a":f':m”e
wane ’wane_ diowych eria aparat perator Przebieg | przebiegu (% a rozkfadu
($rednia) testow’ normalnego)

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%)

Uwaga: Wyniki w zakresie oznaczenia wynoszg od 20 kp/ml do 1,00E+07 kp/ml (1,30 log1o kp/ml do
7,00 log1o kp/ml) wigcznie.
" Liczba testéw w zakresie oznaczenia.
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Wyniki przedstawione na Rysunku 25 to wykres odchylenia standardowego precyzji catkowitej
z odpowiednimi przyblizonymi 95% przedziatami ufnosci wobec $rednich logio stezen RNA wirusa
HIV-1. Wyniki te wskazujg poréwnywalng charakterystyke precyzji pomiedzy konfiguracjami
systemow COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® (CAP/CTM) oraz COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® 48 (CAP/CTM48).

Rysunek 25
Odchylenie standardowe precyzji catkowitej (przyblizony 95% przedziat ufnosci)

0371 Platforma: === CAP/CTM === CAP/CTM48

0,2 1

0,1 1

e —

1 2 3 4 5 6 7
Srednie stezenie RNA wirusa HIV-1 (logso kp/ml)

Odchylenie standardowe precyzji catkowitej

Uwaga: Przyblizony 95% przedziat ufnosci dla odchylenia standardowego
precyzji catkowitej obliczono wyciagajac pierwiastek kwadratowy
z granic 95% przedziatu ufnosci zmiennosci precyzji catkowitej.
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Czutos¢ kliniczna, swoistos¢ i poréwnanie metod

Metodologia

Gtownym celem niniejszego badania byta ocena swoistosci i czutosci klinicznej testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 w przypadku prébek pochodzacych od pacjentéw HIV-
ujemnych i HIV-1-dodatnich. W ramach kazdej z ocen badano zaréwno swieze (nigdy nie
zamrazane), jak i zamrazane probki osocza EDTA. Celami dodatkowymi byto poréwnanie wynikéw
i ocena zgodnosci procentowej wynikéw dodatnich oraz procentowej zgodnosci wynikéw ujemnych
wynikow testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 w poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi w testach zatwierdzonych przez FDA: COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
i COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5.

Swoisto$¢ kliniczng oceniono testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 badajgc
148 $wiezych (nigdy nie zamrazanych) i 418 mrozonych probek pobranych od krwiodawcow
majgcych ujemne wyniki badania przeciwciat skierowanych przeciwko wirusom HIV-1/2. Czuto$¢
kliniczna testu zostata oceniona za pomocg testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0 dzigki badaniu 117 $wiezych i 301 mrozonych prébek osocza EDTA pobranych od pacjentow
zakazonych wirusem HIV-1 (prébki zamrozone wykazywaty losowy rozktad pomiedzy osrodkami
badawczymi wedtug kategorii liczby komoérek CD4). Wyniki testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 poréwnano z uzyskanymi w testachn COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 i COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5. Badania przeprowadzono w 3 osrodkach
badawczych przy uzyciu 1 systemu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® na osrodek. Uzyto
trzech serii odczynnika testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Metody statystyczne

Swieze i zamrozone probki od pacjentéw HIV-ujemnych i HIV-1-dodatnich badano za pomoca testow
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
oraz COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5. Pacjentéw HIV-ujemnych mozna byto oceni¢
w analizach statystycznych swoistosci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0,
jezeli generowali oni prawidtowe wyniki testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.
Pacjentéw HIV-1-dodatnich mozna byto oceni¢ w analizach statystycznych czutosci testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, jezeli generowali oni prawidtowe wyniki testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 i mieli prawidlowe wyniki testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 w zakresie liniowym oznaczenia.

Swoistos¢ kliniczna testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 zostata obliczona jako
odsetek ocenianych pacjentéw HIV-ujemnych, ktérzy mieli wyniki Target Not Detected w tescie
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Okreslono takze powigzany 95% Scisty
przedziat ufnosci (Cl). Czutos¢ kliniczna testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
zostata obliczona jako odsetek ocenianych pacjentéw HIV-1-dodatnich, ktérzy mieli wykrywalne
obcigzenie wirusem HIV-1 w tescie COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Okreslono
takze powigzany 95% Scisty przedziat ufnosci (Cl). Poréwnanie metod pozwolito oceni¢ wyniki testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 oddzielnie na obu poréwnywanych platformach
(testy COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 oraz COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR,
v1.5). Procentowe zgodnosci wynikéw dodatnich i ujemnych obliczono pomiedzy testem COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 i kazdg z poréwnywanych platform. Parowane probki
pacjentéw HIV-1-dodatnich mieszczace sie w liniowym zakresie wynikéw dla testow COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
poréwnywano przy uzyciu wykreséw rozproszenia i analizowano za pomoca regresji Deminga.

Wyniki

Do analiz swoistosci i czutosci klinicznej wigczono tgcznie 566 mozliwych do oceny HIV-ujemnych
i418 HIV-1-dodatnich prébek pochodzacych od pacjentéw. Okoto 75% prébek pochodzacych od
pacjentéw byto zamrozonych, a 25% byto $wiezych. Podsumowanie rozktadu swoistosci dla kazdej
platformy zawiera Tabela 14.
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Tabela 14
Oceniani pacjenci HIV-1-ujemni i dodatni wedtug typu prébki

Rodzaj prébki Prébki ujemne wobec HIV Probki dodatnie wobec HIV-1
Swieze 148 (26,1%) 117 (28,0%)
Mrozone 418 (73,9%) 301 (72,0%)
Ogétem 566 418

Podsumowanie charakterystyki demograficznej 418 ocenianych prébek HIV-1 dodatnich zawiera
Tabela 15. Liczby komérek CD4 u pacjentdow wykazywaty w przyblizeniu réwnomierny rozktad
w kategoriach liczby komérek CD4 (< 200, 200-500, > 500 komdrek/pl). Wiekszo$¢ pacjentéw byta
mezczyznami (74,2%) i w wieku od 30 do 49 lat (72,5%). Dystrybucja etniczna byta poréwnywalna do
obserwowanej dla grupy HIV-1 w Stanach Zjednoczonych?®2.

Tabela 15
Charakterystyka demograficzna ocenianych pacjentéw HIV-1-dodatnich
Charakterystyka demograficzna Kategoria Pacjenci HIV-1-dodatni
Ogotem Ogotem 418
<200 130 (31,1%)
Liczba komérek CD4 o
(komérkilpl) 200-500 152 (36,4%)
>500 136 (32,5%)
Swieze 117 (28,0%)
Rodzaj prébki
MroZzone 301 (72,0%)
Mezczyzna 310 (74,2%)
Pte¢
Kobieta 108 (25,8%)
18-29 23 (5,5%)
30-39 100 (23,9%)
Wiek (lata) 40-49 203 (48,6%)
50-59 74 (17,7%)
>60 18 (4,3%)
Rasa biata 129 (30,9%)
Latynosi 46 (11,0%)
Rasa czarna 223 (53,3%)
Poch i i
ochodzenie etniczne Azjatyckie / 3(0.7%)
Mieszkancy wysp
Pacyfiku
Inne 17 (4,1%)
Poddawani leczeniu Tak 240 (57,4%)
przeciwretrowirusowemu Nie 178 (42,6%)

Swoistos¢ kliniczna testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 (Tabela 16) wynosita
99,3% (562/566; 95% CI = od 98,2% do 99,8%), 4 prdbki sklasyfikowano jako fatszywie dodatnie.
Trzy z tych prébek zgtoszono jako <20 kopii/ml, ponizej dolnej granicy oznaczalnosci testu.
Pozostata jedna probka sposréd 566 zbadanych miescita sig¢ w zakresie liniowym, ale przy bardzo
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niskim mianie (28,8 kp/ml). Swoisto$¢ kliniczna testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0 byta podobna zaréwno dla probek s$wiezych (99,3% [147/148; 95% CI = od 96,3% do 100%)]),
jak i zamrozonych (99,3% [415/418; 95% CI = od 97,9% do 99,9%]).

Tabela 16
Swoistosé kliniczna testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 v2.0
Test CAP/CTM HIV-1, v2.0

Grupa Catkowita Swoistosé kliniczna
pacjentéw Dodatni Ujemny < (95% Scisty przedziat

liczba o

ufnosci)
HIV-ujemne 4(0,7%) 562 (99,3%) 566 99,3% (98,2%, 99,8%)

Czuto$¢ Kliniczna testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 zostata zdefiniowana
jako odsetek ocenianych pacjentéw HIV-1-dodatnich, ktorzy mieli dodatni wynik testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 i jest podsumowana w Tabela 17. Czuto$¢ kliniczna testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 wynosita 100% (418/418; 95% CI = od 99,1% do
100%). Nie byto pacjentéw majgcych wyniki fatszywie ujemne testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0. Czuto$¢ kliniczng zbadano w grupie pacjentéw zakazonych wirusem HIV
odzwierciedlajgcych Stany Zjednoczone pod wzgledem pici, wieku, grupy etnicznej oraz poddawanie
terapii przeciwretrowirusowej?®. Test wykazywat 100% czuto$¢ kliniczng niezaleznie od wyzej
wymienionych danych demograficznych, liczby komérek CD4 lub rodzaju prébki (Swieza wobec
zamrozone;j).

Tabela 17
Czutosé kliniczna testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0

Test CAP/CTM HIV-1, v2.0

Grupa pacjentow Dodatni Ujemny | Catkowita (gg;ug)csi:t;d:rz?dnzailal
liczba ufnosci)

Dodatrie wobec | 418 (100,0%) | 0(00%) 418 100,0% (99,1%, 100,0%)

Poréwnanie metod klinicznych

Poréwnanie testu  COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 z testem COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Poréwnanie wynikéw testow COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 i COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 dla 950 pacjentéw kwalifikujgcych sie do analizy zebrano
w Tabela 18. Zgodno$¢ procentowa wynikéw dodatnich testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 wobec testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 wynosita 99,5%
(427/429; 95% Cl = od 98,3% do 99,9%). Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 wobec testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 wynosita 98,1% (511/521; 95% CI = od 96,5% do 99,1%). Wystepowato 10 prébek z dodatnim
wynikiem testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 oraz ujemnym wynikiem testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1. Trzy probki miaty miana ponizej dolnej granicy
oznaczalnosci testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, co najprawdopodobniej
odzwierciedla wyzszg czuto$¢ testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Trzy probki
byty wynikami fatszywie dodatnimi testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
u pacjentéw HIV-ujemnych zidentyfikowanych w analizie swoistosci klinicznej, ktére takze byty
ponizej dolnej granicy oznaczalnosci testu. Cztery prébki miaty miana w zakresie od 24,9 kopii/ml do
158 kopii/ml i najprawdopodobniej odzwierciedlaly znang zmienno$¢ zwigzang z oceng ilosciowg
niskiego miana.

05447976001-17PL 53 Doc Rev. 18.0



Tabela 18

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

Test CAP/CTM HIV-1
Test CAP/CTM HIV-1, v2.0
Dodatni Ujemny Ogoétem
Dodatni 427 10 437
Ujemny 2 511 513
Ogotem 429 521 950
Zgodnos¢ procentowa wynikow 99,5%
dodatnich (95% sScistego Cl) (98,3%, 99,9%)
Zgodno$é procentowa wynikow 98,1%
ujemnych (95% s$cistego Cl) (96,5%, 99,1%)

Cl = przedziat ufnosci; 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.

Uwaga: W tej tabeli podsumowujgcej uwzgledniono pacjentéw HIV-ujemnych i HIV-1-dodatnich
dajgcych prawidtowe wyniki testow CAP/CTM HIV-1, v2.0 oraz CAP/CTM HIV-1.

tacznie 417 sparowanych probek HIV-1-dodatnich miato wyniki w zakresie liniowym obu oznaczen
i byly oceniane w analizie poréwnania metod. Tabela 19 przedstawia $rednig réznice i 95% CI dla
odchylenia systematycznego pomiedzy testami COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
oraz COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1. Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 generuje wyzsze miana niz test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
z wyjatkiem wyzszego (> 5 logto kp/ml) i nizszego zakresu (< 2 log1o kp/ml), gdzie generuje nizsze
miana (patrz tabela 19). Catkowite odchylenie systematyczne oszacowano jako 0,2591 log1o kopii/ml.

Tabela 19
Srednia réznica i 95% Cl dla odchylenia systematycznego pomiedzy testami
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
oraz COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Liczba sparowanych prébek HIV-1-dodatnich w zakresie liniowym obu oznaczen = 417
95% ClI

Srednia réznica (log1o kp/ml) Btad standardowy

0,2591 0,0122 (0,235; 0,283)

Cl = przedziat ufnosci; 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.

Uwaga: W tej tabeli podsumowujgcej uwzgledniono pacjentéw HIV-1-dodatnich dajgcych
prawidiowe wyniki testow CAP/CTM HIV-1 oraz CAP/CTM HIV-1, v2.0 w zakresie liniowym kazdego
oznaczenia.

Wyniki analizy regresji Deminga pomigdzy wynikami testow COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 oraz COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 dla sparowanych probek HIV-1-
dodatnich w zakresie liniowym obu oznaczen zawiera Tabela 20, a graficznie zostaty przedstawione
na Rysunku 26 (na tym rysunku linia przerywana wskazuje idealng zgodno$¢ pomiedzy dwoma
metodami badania, j., y = x).
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Tabela 20
Szacunkowe wartosci parametréw z analizy regresji Deminga
pomiedzy testami COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
oraz COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Liczba sparowanych prébek HIV-1-dodatnich w zakresie liniowym obu oznaczen = 417

Szacunkowe wartosci
parametrow Btad
Parametr log1o kp/ml standardowy 95% Cl r
Przeciecie 0,3871 0,0488 (0,291; 0,483) 0,9375
Nachylenie 0,9669 0,0122 (0,943; 0,991)

Cl = przedziat ufnosci; 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.

Uwaga: W tej tabeli podsumowujgcej uwzgledniono pacjentéw HIV-1-dodatnich dajgcych
prawidtowe wyniki testow CAP/CTM HIV-1 oraz CAP/CTM HIV-1, v2.0 w zakresie liniowym kazdego
oznaczenia.

Rysunek 26
Analiza regresji Deminga pomiedzy testami COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
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Poréwnanie testow COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 i COBAS® AMPLICOR®
HIV-1 MONITOR, v1.5

Tabela 21 przedstawia poréwnanie wynikoéw testow COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0 i CA HIV-1 MONITOR, v1.5 dla 991 pacjentéw kwalifikujgcych sie do analizy. Zgodnos$¢
procentowa wynikéw dodatnich testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 wobec
testu COBAS® AMPLICOR (CA) HIV-1 MONITOR, v1.5 wynosita 100% (419/419; 95% C| = od
99,1% do 100%). Zgodnos$¢ procentowa wynikéw ujemnych testu COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 wobec testu COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 wynosita 97,4%
(557/572; 95% Cl = od 95,7% do 98,5%). Sposréd 15 pacjentdw z dodatnimi wynikami testu
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 oraz ujemnymi wynikami testu COBAS®
AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5, 4 bylo wynikami fatszywie dodatnimi testu COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 od pacjentéw HIV-ujemnych zidentyfikowanych w analizie
swoistosci klinicznej, ktére ponownie byty ponizej dolnej granicy oznaczalnosci testu. Jedenascie
pochodzito od pacjentéw HIV-1-dodatnich z wynikami testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 wahajgcymi sig od ponizej dolnej granicy oznaczalnosci testu do 223 kopii/ml i ujemnymi
w tescie COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5.

Tabela 21
Poréwnanie testéw CAP/CTM HIV-1, v2.0 i COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5

Test CA HIV-1 MONITOR, v1.5

Test CAP/CTM HIV-1, v2.0

Dodatni Ujemny Ogoétem
Dodatni 419 15 434
Ujemny 0 557 557
Ogotem 419 572 991

Zgodnos¢ procentowa
wynikéw dodatnich 100,0% (99,1%, 100,0%)
(95% $cistego Cl)

Zgodnos¢ procentowa
wynikéw ujemnych 97,4% (95,7%, 98,5%)
(95% $cistego Cl)
Cl = przedziat ufnosci; 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.

Uwaga: W tej tabeli podsumowujgcej uwzgledniono pacjentéw HIV-ujemnych i HIV-1-dodatnich
dajgcych prawidtowe wyniki testow CAP/CTM HIV-1, v2.0 oraz CA HIV-1 MONITOR, v1.5.

Whioski
Osocze pobrane na EDTA

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 wykazuje wysokie poziomy zgodnosci
z testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 w analizach ilosciowych (r2 = 0,9375) oraz
analizach zgodnosci (zgodno$¢ procentowa wynikéw dodatnich = 99,5%; zgodno$¢ procentowa
wynikéw ujemnych = 98,1%). Ocenia on pod wzgledem ilosciowym proébki kliniczne 0,2591 logio
kp/ml wyzej niz test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, z nizszym wynikiem ilosciowym
przy gérnym zakresie (> 5 log1o kp/ml) i dolnym zakresie (< 2 log1o kp/ml).

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 wykazuje wysokie poziomy zgodnosci
ztestem COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 w analizach zgodnosci (zgodnos¢
procentowa wynikéw dodatnich = 100,0%; zgodnos$¢ procentowa wynikdéw ujemnych = 97,4%).

Te wyniki testu potwierdzajg uzytecznos¢ testu w zamierzonym zastosowaniu w celu oceny postepu
choroby i monitorowania terapii przeciwretrowirusowej u pacjentéw zakazonych wirusem HIV-1.

05447976001-17PL 56 Doc Rev. 18.0



Najwazniejsze parametry dziatania testu — prébki w postaci wysuszonych plamek osocza PSC

Poréwnanie probek osocza w postaci wysuszonej plamki osocza PSC z probkami osocza z EDTA

Poréwnano dziatanie testu przeprowadzanego na wysuszonej plamce osocza PSC i odwirowanym
osoczu z EDTA poprzez oznaczenie 325 prébek od pacjentéw zakazonych HIV-1 i 2 probek krwi
petnej ujemnej wobec HIV z dodatkiem supernatantéw kultur komérkowych. Przeanalizowano
85 probek o mierzalnym mianie zaréwno w osoczu, jak i na PSC. Byty to probki zawierajagce HIV-1 M
(FP= prospektywnie zebrana krew zylna i wiosniczkowa, VL= rutynowe testy wiremii, CD= probki
pozostate po oznaczeniu CD4+, SP = prébki z dodanym wirusem), z ktérych kazdg (PSC i osocze)
oznaczono w jednym powtérzeniu w zewnegtrznym osrodku. Miana ponizej zakresu oznaczenia
iloSciowego wylgczono z analizy. Regresje Deminga przeprowadzono z uwzglednieniem mian
przeksztatconych logarytmicznie.

Rysunek 27 zawiera wyniki regresji Deminga. Symbole * i e (Rysunek 27) oznaczajg pojedyncze

oznaczenie.
Rysunek 27
Linia regresji Deminga
T e 4
y=1,06x - 0,23 P *
R?=0,92 L
= ..l’ :
BTy
Q " _"'.
o e
g * -‘ A ::" .
85’ ]
2
* FP N=5
e VL N=25
; e« CD N=53
e SP N=2
0 1 H H s & T
logio miana osocza
Tabela 22
Podsumowanie wynikéw badan réwnowaznosci matrycy
A S e Liczba Analiza Blanda-Altmana Analiza regresji Deminga
Réwnowaznosé prébek
(ty,',‘:;"f,’g’ﬁcyza, zwaznym | Stednia | gy | | Rdo
mianem n::;::a [dolny/gérny] | 2cnyienie | Frzeciecie | \yadratu
Poréwnanie PSC
i ptynnego 85 0,05 [-0,01; 0,11] 1,06 -0,23 0,92
osocza
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