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Zastosowanie

Test cobas® Cdiff do stosowania z systemem cobas® 4800 to zautomatyzowany, jakosciowy test
diagnostyczny in vitro, wykorzystujacy tancuchowa reakcje polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym
do bezposredniego wykrywania genu toksyny B (fcdB) szczepow toksynogennych Clostridioides
difficile (C. difficile) w probkach (ptynnych lub miekkich) nieuformowanego stolca pozyskanych od
pacjentow, u ktérych podejrzewa sie zakazenie bakteriami C. difficile (CDI). Test cobas® Cdiff jest
przeznaczony do stosowania jako wsparcie podczas diagnozowania zakazen CDI u ludzi

z uwzglednieniem klinicznych i epidemiologicznych czynnikdéw ryzyka.

Podsumowanie i objasnienie testu/zasady procedury

Informacje podstawowe: badanie przesiewowe pod katem bakterii C. difficile

C. difficile to Gram-dodatnie, beztlenowe, przetrwalnikujgce laseczki, zidentyfikowane w péznych
latach 70. jako czynnik etiologiczny rzekomobtoniastego zapalenia jelit zwigzanego z antybiotyko-
terapig'2. Uwaza sie, ze odpowiadajg one za 15-20% przypadkow biegunki wywotanej anty-
biotykoterapig oraz za praktycznie wszystkie przypadki rzekomobtoniastego zapalenia jelit
zwigzanego z przyjmowaniem antybiotykéw?. W ciggu ostatniej dekady obserwowano staty wzrost
czestosci przypadkow zakazen wywotywanych przez bakterie C. difficile (CDI), ktére obecnie
stanowig istotny problem kliniczny w krajach rozwinietych. Podczas gdy wskazniki zachorowalnosci
wynosity 30—40 przypadkéw w 100 000 populacji szpitali specjalizujgcych sie w leczeniu ostrych
przypadkow na terenie Stanow Zjednoczonych, czesto$¢ wystepowania wzrosta do ponad

80 przypadkoéw na 100 000 oséb w 2005 r.4. Opisywano juz wystepowanie epidemii zakazen CDI°.
Bezposredni koszt zwigzany z zakazeniami CDI wynidst 6326 USD na przypadek zachorowania
na terenie Stanéw Zjednoczonych®.

Za rosngcyg czestos¢ wystepowania odpowiada czesciowo pojawienie sie rzekomo hiperwirulentnego
szczepu klasyfikowanego jako rybotyp 027/Ameryka Pétnocna, pulsotyp 1 (NAP1) i toksynotyp 1.
Toksynogenne szczepy C. difficile zwykle wytwarzajg dwa rodzaje toksyn: toksyne A (enterotoksyne)
i toksyne B (cytotoksyne)’. Niewielki odsetek szczepow wytwarza wytgcznie toksyne B2,

W ostatnich czasach opisywano rosngcg wirulencje szczepdw wytwarzajgcych inng toksyne,
okreslang mianem toksyny binarnej, i obcigzonych delecjg w genie negatywnego regulatora tcdC® 0.
Zgtaszano, ze te ostatnie szczepy cechuje wieksza wirulencja in vitro i wyzsza zachorowalnosc oraz
umieralno$¢ u ludzi'" 12,

Po kolonizacji toksynogennym szczepem C. difficile pacjenci mogg pozostawac bezobjawowymi
nosicielami lub zachorowac na chorobe jelit. Cechy kliniczne zakazenia CDI mogg przyjmowac
postac od tagodnej biegunki do zagrazajgcego zyciu rzekomobtoniastego zapalenia jelit, ktéremu
towarzyszy bdl brzucha, silna biegunka i objawy ogdlnoustrojowe, takie jak gorgczka, jadtowstret,
nudnosci i zte samopoczucie.
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Rozpoznanie zakazenia CDI zwykle opiera sie na wykazaniu obecnosci toksyny A i/lub B w probkach
stolca. Wykazanie wystepowania efektu cytopatycznego w monowarstwie komérek wynikajgcego

z dziatania toksyny B jest uznawane przez wiele osob za ,ztoty standard”'® 4. Wykazanie efektu
cytopatycznego mozna osiggnac¢ przez bezposrednig inkubacje supernatantu stolca z monowarstwg
komoérek. Mozna rowniez prowadzi¢ hodowle izolatéw C. difficile w bulionie selektywnym, a uzyskany
supernatant wykorzysta¢ do inkubacji z monowarstwg komérek (hodowla toksynogenna)?®.

W przypadku obu technik koncowy wynik uzyskuje sie po co najmniej 48—72 godzinach. Oznaczenia
immunologiczne sg powszechnie stosowane do detekcji toksyny A oraz B, poniewaz umozliwiajg
uzyskanie dodatniego wyniku w czasie krotszym niz 4 godziny. Jednak ich czuto$¢ jest znaczgco
nizsza w poroéwnaniu z hodowlg tkankowa'®. W poréwnaniu z klinicznymi kryteriami potwierdzajgcymi
wystgpienie zakazenia CDI reakcje PCR cechuje czuto$¢, swoistos¢ oraz wartosci predykcyjne
wynikéw dodatnich i ujemnych wynoszgce odpowiednio 93,3%, 97,4%, 75,5% oraz 99,4% z czasem
oczekiwania <4 godzin'>. Reakcja PCR jest uznawana za optymalny, szybki, pojedynczy test do
wykrywania toksyny produkowanej przez bakterie C. difficile’”-?°. Mimo dramatycznego wzrostu
czestosci zachorowan i nasilenia zakazen CDI metronidazol lub wankomycyna pozostajg leczeniem
farmakologicznym z wyboru w przypadku epizodoéw ostrych i zakazen nawracajgcych?’.

Do metod kontroli zakazen nalezy rozwazne stosowanie antybiotykoterapii, zapobieganie zakazeniom
krzyzowym oraz aktywny nadzér nad przypadkami zachorowan??. Nie zaleca sie powtarzania testu

w celu potwierdzenia wyleczenia, poniewaz toksyny moga by¢ obecne w organizmie przez diuzszy
czas bez dawania objawow klinicznych.

Z tego powodu istnieje wielka potrzeba wysoce czutej i szybkiej, zautomatyzowanej metody detekc;ji
bakterii C. difficile. Metody molekularne oferujg potencjat istotnego skrécenia czasu wykrywania,
umozliwiajgc przez to szybkie rozpoczecie leczenia przeciwbakteryjnego oraz wczesne wdrozenie
metod kontroli zakazen'7-2°,

Objasnienie testu

Test cobas® Cdiff obejmuje dwa gtéwne procesy: (1) zautomatyzowane przygotowanie probek w celu
izolacji kwaséw nukleinowych z probek nieuformowanego stolca; (2) amplifikacje docelowych
sekwencji DNA w reakcji PCR z wykorzystaniem swoistych dla szczepow C. difficile primerow,

a takze detekcje w czasie rzeczywistym wyznakowanych fluorescencyijnie, rozszczepionych
detekcyjnych sond oligonukleotydowych swoistych dla bakterii C. difficile. Przed rozpoczeciem
zautomatyzowanego procesu przygotowania do wszystkich prébek dodawana jest kontrola
wewnetrzna, zawierajgca niepowigzang, losowg sekwencje DNA, poddawana amplifikacji i detekciji
jednoczes$nie z kazdg probkg w celu umozliwienia kontroli catego procesu.

Zasady procedury

Przygotowanie prébek

Przygotowanie prébek do testu cobas® Cdiff jest zautomatyzowane za pomocg aparatu

cobas® x 480. Mikroorganizmy sg poddawane lizie z uzyciem czynnika chaotropowego, proteinazy K
oraz odczynnika SDS. Uwolnione kwasy nukleinowe, wraz z dodanym DNA stanowigcym kontrole
wewnetrzng, sg wigzane z czgsteczkami magnetycznymi. Sg one przeptukiwane, a nastepnie
poddawane elucji w matej objetosci buforu. Nastepnie aparat pobiera porcje materiatu poddanego
elucji i przygotowuje reakcje PCR z uzyciem aktywowanego odczynnika Master Mix.

06979394001-09PL
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Amplifikacja w reakcji PCR i detekcja metodg TagMan®

Etapy cykli reakcji PCR oraz detekcja docelowego sygnatu zachodzg w analizatorze cobas® z 480.
Odczynnik Master Mix zawiera pary primerow i sondy swoiste dla dwéch elementéw docelowych:
toksyny B oraz kontroli wewnetrznej. Jesli docelowe sekwencje kwasu nukleinowego sg obecne,
dojdzie do amplifikacji z uzyciem odpowiednich primeréw oraz termostabilnej polimerazy DNA, co
bedzie skutkowato utworzeniem produktéw reakcji PCR (amplikonu). Te produkty sg wykrywane
przez swoiste sondy TagMan zawierajgce barwnik fluorescencyjny oraz wygaszacz. W stanie
wyjsciowym wygaszacz ttumi fluorescencje barwnika. Jednak w przypadku obecnosci produktu PCR
sonda z nim hybrydyzuje i ulega rozszczepieniu na skutek dziatania polimerazy, ktéra wykazuje
aktywnos¢ nukleazy w kierunku od konca ' do konca 3'. Ta reakcja umozliwia emisje fluorescencji
z barwnika, a sygnat jest rejestrowany w czasie rzeczywistym w trakcie kazdego cyklu reakcji PCR
przez analizator cobas® z 480. Sygnat jest interpretowany przez oprogramowanie systemu
cobas® 4800 i przedstawiany w postaci koncowych wynikéw.

Amplifikacja wybidrcza

Amplifikacje wybiorczg badanego kwasu nukleinowego z prébki klinicznej przy uzyciu testu cobas®
Cdiff uzyskuje sie dzieki zastosowaniu enzymu AmpErase (uracylo-N-glikozylazy) i tréjfosforanu
dezoksyurydyny (dUTP). Enzym AmpErase rozpoznaje i katalizuje niszczenie nici DNA
zawierajgcych dezoksyurydyne?3, lecz nie DNA zawierajgcego dezoksytymidyne. Dezoksyurydyny
nie stwierdza sie w wystepujgcym naturalnie DNA, natomiast jest ona zawsze obecna w amplikonie
z uwagi na stosowanie trojfosforanu dezoksyurydyny zamiast tréjfosforanu tymidyny jako jednego
sposrod dNTPs w odczynniku Master Mix; dlatego tez jedynie amplikon zawiera dezoksyurydyne.
Dezoksyurydyna powoduje wrazliwo$¢ zanieczyszczajgcego amplikonu na rozktad przez enzym
AmpErase przed amplifikacjg docelowego DNA. Zawarty w odczynniku Master Mix enzym AmpErase
katalizuje rozszczepienie DNA zawierajgcego dezoksyurydyne w miejscu reszt dezoksyurydynowych
przez otwarcie pierscienia dezoksyrybozy w pozycji C1. Podczas ogrzewania w pierwszym cyklu
termicznym w pH zasadowym odczynnika Master Mix tancuch amplikonu DNA peka w pozycji
dezoksyurydyny, w ten sposob wykluczajgc dalszg amplifikacje DNA. Enzym AmpErase jest
nieczynny w temperaturach powyzej 55°C, tj. w czasie trwania catego cyklu termicznego, dlatego
teZ nie niszczy on amplikonu docelowego. Wykazano, Ze test cobas® Cdiff dezaktywuje na kazdg
reakcje PCR co najmniej 1000 kopii zawierajgcego dezoksyurydyne amplikonu C. difficile.

06979394001-09PL
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Materialy, odczynniki i prébki

Dostarczane materiaty i odczynniki

Elementy i skiadniki

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*

Zestaw/kasety - llos$é na test
odczynnikow
NIEBEZPIECZENSTWO
H225: Wysoce fatwopalna ciecz i pary.
H319: Dziata draznigco na oczy.
mMGP H336: Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty
(Magnetyczne szklane glowy.
cobas® 4800 System czastki@do systemu P210: Przechowywaé z dala od zrédet ciepta, goracych
Sample Preparation Kit | S°Pas 4800) 10x4,5ml powierzchni, zrodet iskrzenia, otwartego ognia i innych
(Zestaw do Magnetyczne szklane zrodet zaptonu. Nie palié.
przygotowywania czastki P233: Przechowywac¢ pojemnik szczelnie zamkniety.
probek w systemie 93% izopropanolu® P261: Unikaé wdychania mgty lub par.
cobas® 4800) P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez
240 testow ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy/ochrone stuchu.
(P/N: 05235782190) P303 + P361 + P353: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE
SKORA (lub z wtosami): natychmiast zdjg¢ catg skazong
odziez. Sptukaé skore pod strumieniem wody.
P370 + P378: W przypadku pozaru: uzy¢ suchego
piasku, proszku chemicznego lub $rodka pianotwoérczego
odpornego na dziatanie alkoholi do gaszenia.
67-63-0 Propan-2-ol
EB
(Bufor do elucji systemu
cobas® 4800) 10 x 18 ml ND
Bufor Tris

0,09% azydku sodu

06979394001-09PL
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Elementy i skiadniki

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*

Zestaw/kasety - llos$é na test
odczynnikow
NIEBEZPIECZENSTWO
H225: Wysoce tatwopalna ciecz i pary.
H319: Dziata draznigco na oczy.
H336: Moze wywotywac¢ uczucie sennosci lub zawroty
MGP gtowy.
g“;:gﬂ?é?zggt:ﬁﬁa”e P210: Przechowywac¢ z dala od zrédet ciepta, goracych
® owierzchni, zrédet iskrzenia, otwartego ognia i innych
Somnio Proparaion kit | €obas® 4800) 10x135ml | Sradil zaplonu. Nie palic, soeamE Ty
(Zestaw do Magnetyczne szklane P233: Przechowywac¢ pojemnik szczelnie zamkniety.
przygotowywania ;?’,?/jtikzlo opanolub P261: Unikac w’dychan?a mgty lub par. N
probek w systemie prop P280: Stosowa¢ rekawice ochronne/odziez
cobas® 4800) ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
960 testow P303 + P361 + P353: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE
(P/N: 05235804190) SKORA (lub z wtosami): natychmiast zdjgé catg skazong
odziez. Sptukac skore pod strumieniem wody.
P370 + P378: W przypadku pozaru: uzy¢ suchego
piasku, proszku chemicznego lub $rodka pianotwoérczego
odpornego na dziatanie alkoholi do gaszenia.
67-63-0 Propan-2-ol
EB ND
(Bufor do elucji systemu
cobas® 4800) 10 x 18 ml
Bufor Tris

0,09% azydku sodu

* Oznakowanie bezpieczenstwa produktu jest zgodne przede wszystkim z wytycznymi GHS UE.

** Substancja niebezpieczna.
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Zestaw/kasety

Elementy i sktadniki
odczynnikéw

llo$¢ na test

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*

cobas® 4800 System
Lysis Kit 1

240 testéw

(PIN: 06768253190)

LYS-1

(Bufor do lizy 1 systemu
cobas® 4800)
Cytrynian sodu

5% polidokanol®

42,6% tiocyjanian guanidyny®

Ditiotreitol®

10 x 10 ml

NIEBEZPIECZENSTWO

H302: Dziata szkodliwie po potknieciu.

H314: Powoduje powazne oparzenia skory oraz
uszkodzenia oczu.

H411: Dziata toksycznie na organizmy wodne,
powodujgc dtugotrwate skutki.

EUH032: W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo
toksyczne gazy.

EUHO071: Dziata zrgco na drogi oddechowe.

P273: Unika¢ uwolnienia do srodowiska.

P280: Stosowac¢ rekawice ochronne/odziez
ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy/ochrone stuchu.
P303 + P361 + P353: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE
SKORA (lub z wiosami): natychmiast zdjgé catg skazong
odziez. Sptukaé skore pod strumieniem wody.

P304 + P340 + P310: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE
DO DROG ODDECHOWYCH: wyprowadzi¢ lub wynie$é
poszkodowanego na swieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania. Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
P305 + P351 + P338 + P310: W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: ostroznie ptuka¢ wodg przez
kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg

i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukaé. Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
P391: Zebra¢ wyciek.

593-84-0 Tiocyjanian guanidyny

9002-92-0 Polidokanol

3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diol

PK

(Proteinaza K systemu
cobas® 4800)

Bufor Tris

EDTA

Chlorek wapnia

Octan wapnia

< 2,0% proteinazy K®
Gliceryna

10 x 0,9 ml

&

NIEBEZPIECZENSTWO

H317: Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
H334: Moze powodowaé objawy alergii lub astmy lub
trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania.
P261: Unika¢ wdychania mgty lub par.

P280: Stosowac¢ rekawice ochronne.

P284: Stosowac¢ indywidualne $rodki ochrony drég
oddechowych.

P304 + P340: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO
DROG ODDECHOWYCH: wyprowadzié lub wynie$é
poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania.

P333 + P313: W przypadku wystgpienia podraznienia
skory lub wysypki: zasiegng¢ porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.

P342 + P311: W przypadku wystgpienia objawéw ze
strony uktadu oddechowego: skontaktowac sie

z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.

39450-01-6 Proteinaza serynowa, Tritirachium album
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Elementy i sktadniki

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*

Zestaw/kasety A llos¢ na test
odczynnikéw
SDS
(Odczynnik SDS systemu
cobas® 4800)
Bufor Tris 10> 3 ml ND
Dodecylosiarczanu sodu
0,09% azydku sodu
NIEBEZPIECZENSTWO
H302: Dziata szkodliwie po potknieciu.
H314: Powoduje powazne oparzenia skory oraz
uszkodzenia oczu.
H411: Dziata toksycznie na organizmy wodne,
powodujgc dtugotrwate skutki.
EUH032: W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo
toksyczne gazy.
LYS-1 EUHO071: Dziata zragco na drogi oddechowe.
® (Bufor do lizy 1 systemu P273: Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
cobas® 4800 System | ¢opas® 4800) P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez
Lysis Kit 1 Cytrynian sodu 10 x 36 ml ochronna/ochrone oczu/ochrong twarzy/ochrone stuchu.

960 testow
(P/N: 06768270190)

5% polidokanol®

42,6% tiocyjanian guanidyny®

Ditiotreitol®

P303 + P361 + P353: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE
SKORA (lub z wiosami): natychmiast zdjgé catg skazong
odziez. Sptukaé skoére pod strumieniem wody.

P304 + P340 + P310: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE
DO DROG ODDECHOWYCH: wyprowadzi¢ lub wynie$é
poszkodowanego na swieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania. Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
P305 + P351 + P338 + P310: W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: ostroznie ptuka¢ wodg przez
kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg

i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukaé. Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
P391: Zebra¢ wyciek.

593-84-0 Tiocyjanian guanidyny

9002-92-0 Polidokanol

3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diol
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Elementy i skfadniki

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*

Zestaw/kasety odczynnikéw llos$¢ na test
NIEBEZPIECZENSTWO
H317: Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
PK H334: Moze powodowaé objawy alergii lub astmy lub
i trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania.
f:f)fg;ggig%g)systemu P261: Unika¢ wdychania mgty lub par.
Bufor Tris P280: Stosowac rekawice ochronne.
EDTA 20 x 1.2 ml P§§4: hStOSO\;]va(’: indywidualne $rodki ochrony drég
. oddechowych.
Chlorek wapnia P304 + P340: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO
Octan wapnia DROG ODDECHOWYCH: wyprowadzié lub wyniesé
< ?’0% proteinazy K® poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ mu
Gliceryna warunki do swobodnego oddychania.
P333 + P313: W przypadku wystgpienia podraznienia
skory lub wysypki: zasiegng¢ porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.
P342 + P311: W przypadku wystgpienia objawéw ze
strony uktadu oddechowego: skontaktowac sie
z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
39450-01-6 Proteinaza serynowa, Tritirachium album
SDS
(Odczynnik SDS systemu
cobas® 4800) 10%9ml ND
Bufor Tris

Dodecylosiarczanu sodu
0,09% azydku sodu

* Oznakowanie bezpieczenstwa produktu jest zgodne przede wszystkim z wytycznymi GHS UE.

** Substancja niebezpieczna.
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Zestaw/kasety

Elementy i skfadniki
odczynnikéw

llo$¢ na test

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*

cobas® 4800 System
Wash Buffer Kit

240 testow

(P/N: 05235863190)

wB

(Bufor ptuczacy systemu
cobas® 4800)

Cytrynian sodu dwuwodny

0,05% N-metyloizotiazolon
HCI

10 x 55 ml

ND

cobas® 4800 System
Wash Buffer Kit

960 testow

(P/N: 05235871190)

wB

(Bufor ptuczacy systemu
cobas® 4800)

Cytrynian sodu dwuwodny

0,05% N-metyloizotiazolon
HCI

10 x 200 ml

ND

cobas® 4800 System
Internal Control Kit 1

20 przebiegow
(P/N: 06768318190)

IC-1

(cobas® 4800 IC-1)
Bufor Tris

EDTA

< 0,01% poli-rA RNA
(syntetycznego)

0,05% azydku sodu

< 0,01% niezakaznego,
syntetycznego DNA do
kontroli wewnetrznej,
optaszczonego biatkiem
kapsydowym bakteriofaga
Lambda

20 x 0,5 ml

ND

cobas® 4800 Cdiff

Amplification/Detection Kit
(Zestaw do amplifikaciji/

detekcji systemu
cobas® 4800 Cdiff)
80 testow

(P/N: 06768237190)

Cdiff MMX

(Odczynnik Master Mix Cdiff
systemu cobas®)

Bufor trycynowy

EDTA

DMSO

Octan potasu

Wodorotlenek potasu
Tween 20

<0,19% dATP, dCTP, dGTP,
dUTP

< 0,01% roztworu starteréw
sensownych

i antysensownych dla

C. difficile oraz kontroli
wewnetrznej

< 0,01% roztworu
znakowanych barwnikiem
fluorescencyjnym sond dla
C. difficile oraz kontroli
wewnetrznej

< 0,01% aptameru
oligonukleotydowego

< 0,01% polimeraza DNA Z05
(bakteryjnej)

< 0,02% enzym AmpErase
(uracylo-N-glikozylaza)
(bakteryjny)

0,09% azydku sodu

10 x 0,3 ml

ND
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Zestaw/kasety

Elementy i skfadniki
odczynnikéw

llo$¢ na test

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*

cobas® 4800 Cdiff Controls
and Cofactor Kit

(Zestaw kontroli i kofaktora
Cdiff systemu

cobas® 4800)

10 przebiegéw

(P/N: 06768300190)

Cdiff (+) C

(Kontrola dodatnia Cdiff
systemu cobas®)

Bufor Tris

EDTA

< 0,01% poli-rA RNA
(syntetycznego)

0,05% azydku sodu

< 0,01% niezakaznego
plazmidu DNA (bakteryjnego)
zawierajgcego sekwencje
C. difficile

10 x 0,5 ml

ND

-=c

(Kontrola ujemna systemu
cobas® 4800)

Bufor Tris

EDTA

0,05% azydku sodu

< 0,01% poli-rA RNA
(syntetycznego)

10 x 0,5 ml

ND

Cofactor-3

(Kofaktor 3 systemu
cobas® 4800)

Octan manganu

Octan magnezu

Albumina surowicy wotowej
z osocza wotowego,
pozyskana w Stanach
Zjednoczonych

0,09% azydku sodu

10 x 1,7 ml

ND

* Oznakowanie bezpieczenstwa produktu jest zgodne przede wszystkim z wytycznymi GHS UE.

06979394001-09PL

Doc. Rev. 9.0




cobas® Cdiff Test

Przechowywanie i uzytkowanie odczynnikéw

. Temperatura .
Odczynnik przechowywania Czas przechowywania
cobas® 4800 System Sample Preparation Kit 2_8°C Zachowuje trwatos¢ do momentu uptywu
(Zestaw do przygotowywania probek w systemie cobas® 4800) wskazanej daty wazno$ci.
cobas® 4800 System Lysis Kit 1 2_8°C Zachowuje trwato$¢ do momentu uptywu
(Zestaw do lizy 1 w systemie cobas® 4800) wskazanej daty waznosci.
cobas® 4800 System Internal Control Kit 1 2_8°C Zachowuje trwato$¢ do momentu uptywu
(Zestaw kontroli wewnetrznej 1 systemu cobas® 4800) wskazanej daty waznosci.
cobas® 4800 Cdiff Amplification/Detection Kit 2_8°C Zachowuje trwatos¢ do momentu uptywu
(Zestaw do amplifikaciji/detekciji systemu cobas® 4800 Cdiff) wskazanej daty waznosci.
cobas® 4800 Cdiff Controls and Cofactor Kit 2_8°C Zachowuje trwatos¢ do momentu uptywu
(Zestaw kontroli i kofaktora Cdiff systemu cobas® 4800) wskazanej daty waznosci.
cobas® 4800 System Wash Buffer Kit 15-25°C Zachowuje trwato$¢ do momentu uptywu
(Zestaw buforu ptuczgcego do systemu cobas® 4800) wskazanej daty wazno$ci.

Uwaga: Nie nalezy zamraza¢ odczynnikéw.

Date waznosci odczynnikéw okreslono w oparciu o skoordynowany czas uniwersalny (UTC). Lokalny czas waznosci odczynnikéw
mozna okresli¢, dodajgc lub odejmujgc maksymalnie 12 godzin w zaleznosci od czasu miejscowego w odniesieniu do czasu UTC.

Wymagane materiaty dodatkowe

Materiatly P/N
Koncowki CORE, 1000 pl, statyw zawierajgcy 96 sztuk 04639642001
Pojemnik na odczynnik 50 ml 05232732001
Pojemnik na odczynnik 200 ml 05232759001
Ptytka (gtebokodotkowa) do ekstrakcji w systemie cobas® 4800 |05232716001
52/;22@58(())33 ml (z mikrodotkami) i folia uszczelniajgca systemu 05232724001
Aplikator folii uszczelniajgcej 04900383001
Nosnik 24-pozycyjny 04639502001
Worek na odpady state 05530873001 (maty) lub 04691989001 (duzy)
Plastikowa zsuwnia Hamilton STAR 04639669001
cobas® PCR Media and Swab Sample Kit 07051891190
cobas® PCR Media Uni Swab Sample Kit 07958030190
Rekawice jednorazowe bezpudrowe Akceptowalne sg jakiekolwiek bezpudrowe
rekawice jednorazowe.
Mieszadto wibracyjne (do mieszania jednej probowki) Akceptowalne jest dowolne mieszadto wibracyjne.
Wiréwka laboratoryjna, wyposazona w beben wiréwki o Akceptowalna jest dowolna wirdwka spetniajgca te
minimalnej wartosci RCF rownej 1500 wymagania.

W celu uzyskania dodatkowych informacji dotyczgcych materiatéw sprzedawanych oddzielnie prosimy o kontakt

z miejscowym przedstawicielstwem firmy Roche.
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Materialy opcjonalne

Materialy P/N
Maty zamykajace lub pokrywa ptytki glebokodotkowe;j Roche 04789288001 lub Hamilton 6474-01
Korki, bezbarwne (do ponownego zamykania Roche P/N 07958056190; do ponownego zamykania
przetworzonych prébek pierwotnych) przetworzonych prébek w okragtodennych probéwkach 13 ml

W celu uzyskania dodatkowych informacji dotyczgcych materiatéw opcjonalnych prosimy o kontakt z miejscowym
przedstawicielstwem firmy Roche.

Urzadzenia i oprogramowanie wymagane, lecz niedostarczane

Wymagane urzadzenia i oprogramowanie, lecz niedostarczane

System cobas® 4800
Aparat cobas® x 480

Analizator cobas® z 480
Jednostka sterujgca

Oprogramowanie cobas® Cdiff AP systemu cobas® 4800 w wersji 1.0.1 lub nowsze

Oprogramowanie aplikacyjne (podstawowe) systemu cobas® 4800 w wersji 2.2.0 lub nowsze

W celu uzyskania dodatkowych informacji dotyczacych materiatéw sprzedawanych oddzielnie
prosimy o kontakt z miejscowym przedstawicielstwem firmy Roche.

Wymagania dotyczace srodkow ostroznosci i uzytkowania

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Podobnie jak w przypadku kazdej procedury testowej, dla prawidtowego przeprowadzenia badania
kluczowe znaczenie ma zachowanie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej. Z uwagi na wysokg czutosc
analityczng niniejszego testu nalezy przedsiewzigé wyjatkowg ostroznos¢, uzywajgc odczynnikéw,
prébek oraz mieszanin do amplifikacji, aby zapobiec zanieczyszczeniu.

Do stosowania wytgcznie w diagnostyce in vitro.
Nalezy unika¢ mikrobiologicznego i przez DNA zanieczyszczenia odczynnikéw i prébek.

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

Odczynnik LYS-1 zawiera tiocyjanian guanidyny. Nie dopuséci¢ do bezposredniego kontaktu
miedzy tiocyjanianem guanidyny i podchlorynem sodu (wybielacz) ani innymi wysoce
reaktywnymi odczynnikami, takimi jak kwasy lub zasady. Takie mieszaniny mogg wydzielac
trujgce gazy.

Odczynnik MGP zawiera izopropanol i jest wysoce fatwopalny. Nalezy przechowywac go

z dala od otwartego ognia i potencjalnych zrédet iskier.

Nie wolno naraza¢ odczynnika MGP na dziatanie zrédet pola magnetycznego.
Odczynniki EB, Cdiff MMX, SDS, Cofactor-3, (—)C, Cdiff (+)C oraz IC-1 zawierajg azydek sodu.

Dodatkowe ostrzezenia, srodki ostroznosci oraz procedury majgce na celu zredukowanie
ryzyka zakazenia, dotyczgce aparatu cobas® x 480 lub analizatora cobas® z 480 mozna
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znalez¢ w podreczniku uzytkownika systemu cobas® 4800 System. W przypadku podejrzenia
wystgpienia zanieczyszczenia nalezy przeprowadzi¢ czyszczenie oraz konserwacje
tygodniowg zgodnie z opisem zamieszczonym w podreczniku uzytkownika systemu

cobas® 4800 System.

Nalezy poinformowac lokalny wtasciwy organ oraz producenta o wszelkich powaznych
zdarzeniach, ktore mogg wystgpi¢ podczas stosowania tego testu.

Uwaga: Szczegotowe instrukcje zamieszczono w czesci ,,Pobieranie, transport i

przechowywanie probek”.

Dobra praktyka laboratoryjna

Nie nalezy pipetowac za pomocg ust.
Nie wolno jes¢, pi¢ ani pali¢ w obszarach roboczych laboratorium.
Po zakonczeniu pracy z prébkami i odczynnikami testowymi nalezy dokfadnie umy¢ rece.

Podczas pracy z jakimikolwiek odczynnikami nalezy uzywac oston na oczy oraz fartuchow
laboratoryjnych i rekawic jednorazowych. Nalezy unika¢ kontaktu wymienionych materiatéw
ze skorg, oczami i btonami sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu, miejsce jego wystgpienia
nalezy natychmiast sptuka¢ duzg iloscig wody. Jezeli nie zostang podjete odpowiednie
dziatania lecznicze, moze dojs¢ do oparzen. W razie rozlania przed wytarciem nalezy
rozcienczy¢ woda.

Doktadnie oczysci¢ i odkazi¢ wszystkie laboratoryjne powierzchnie robocze swiezo
przygotowanym roztworem 0,5% podchlorynu sodu w wodzie destylowanej lub dejonizowanej
(rozciehczy¢ domowy wybielacz w stosunku 1:10). Nastepnie nalezy przetrze¢ powierzchnie
70% etanolem.

Zanieczyszczenie

W celu zapobiezenia zanieczyszczeniu konieczne jest noszenie rekawic i ich zmiana pomiedzy
pracg z probkami i odczynnikami testu cobas® Cdiff. Podczas pracy z probkami i kontrolami
nalezy unika¢ zanieczyszczenia rekawic. Podczas obchodzenia sie z prébkami i zestawem
odczynnikéw nalezy nosic¢ jednorazowe rekawice, fartuchy laboratoryjne oraz ostone oczu.

Nalezy unika¢ mikrobiologicznego i przez rybonukleazy zanieczyszczenia odczynnikdw.
Jezeli w trakcie obchodzenia sie z prébkami i ich przetwarzania nie jest mozliwa odpowiednia
kontrola przeniesienia miedzy prébkami, moze doj$s¢ do wystgpienia wynikow fatszywie
dodatnich.

Z probkami nalezy obchodzi¢ sie tak jak z materiatem zakaznym, stosujgc laboratoryjne

procedury bezpieczenstwa, takie jak okreslone w dokumentach: Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories®* oraz CLSI Document M29-A425,

Integralnosé

Nie wolno uzywac zestawow po uptywie daty waznosci.
Nie nalezy poddawac¢ odczynnikdéw pulowaniu.
Nie wolno uzywac przedmiotéw jednorazowego uzytku po uptywie daty waznosci.

Nie nalezy uzywac odczynnikow ani pojemnikow, ktore sg widocznie uszkodzone lub wykazujg
oznaki wycieku.
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. Wszystkie przedmioty jednorazowego uzytku sg przeznaczone do jednokrotnego uzycia.
Nie wykorzystywa¢ ponownie.

. Cate wyposazenie powinno by¢ odpowiednio konserwowane, zgodnie z instrukcjami
producenta.

Utylizacja

. Odczynniki systemu cobas® 4800 oraz odczynniki swoiste dla testu cobas® Cdiff zawierajg
azydek sodu (patrz rozdziat ,Ostrzezenia i Srodki ostroznosci’). Azydek sodu moze reagowac
z instalacjami wodno-kanalizacyjnymi wykonanymi z otowiu lub miedzi, tworzgc silnie
wybuchowe azydki metali. Usuwajgc roztwory zawierajgce azydek sodu do zlewow
laboratoryjnych, nalezy przeptukaé rury duzg iloscig zimnej wody, aby zapobiec nagromadzeniu
azydkow.

« Nalezy wyrzuci¢ wszystkie nieuzyte odczynniki, postepujgc zgodnie z przepisami krajowymi,
federalnymi, stanowymi i lokalnymi.

Uwaga: Informacje dotyczace usuwania odpadéw ptynnych zamieszczono w podreczniku
uzytkownika systemu cobas® 4800 System.

Rozlanie ptynéw i czyszczenie

« Odczynnik LYS-1 zawiera tiocyjanian guanidyny. Jesli ptyn zawierajgcy tiocyjanian guanidyny
ulegnie rozlaniu, do czyszczenia nalezy uzywac¢ odpowiedniego detergentu laboratoryjnego
i wody. Jesli rozlany ptyn zawiera potencjalne czynniki zakazne, do czyszczenia nalezy
NAJPIERW uzywac¢ detergentu laboratoryjnego i wody, a nastepnie 0,5% roztworu
podchlorynu sodu.

. Jesli do rozlania ptynu dojdzie na powierzchni aparatu cobas® 4800, nalezy postepowaéd
zgodnie z instrukcjami zamieszczonymi w Podreczniku uzytkownika systemu cobas® 4800.

. Do czyszczenia aparatu cobas® x 480 lub analizatora cobas® z 480 nie wolno uzywac
roztworu podchlorynu sodu (wybielacz). Czyszczenia aparatu cobas® x 480 lub analizatora
cobas® z 480 nalezy dokonywac zgodnie z procedurami opisanymi w odpowiednim
podreczniku uzytkownika systemu cobas® 4800 System.

Pobieranie, transport i przechowywanie prébek
Uwaga: Ze wszystkimi probkami nalezy obchodzi¢ sie jak z materiatem potencjalnie zakaznym.

Pobieranie prébek

Prébke nieuformowanego stolca nalezy pobrac do jatowego pojemnika. Prébki nalezy pobierac
zgodnie z procedurg okreslong w standardowych procedurach roboczych placéwki.

Przechowywanie i trwatosé prébek podczas transportu

Prébki nieuformowanego stolca zachowujg trwatos¢ w temperaturze 2—-30°C przez 2 dni lub

w temperaturze 2—-8°C przez 7 dni bgdz —20°C przez 60 dni przed przeprowadzeniem oznaczenia

w systemie cobas® 4800 (wykazano to przez oznaczanie prébek po przechowywaniu kolejno w temp.
30°C £1°C przez 2 dni, w temp. 2—-8°C przez 5 dni, a nastepnie w temp. —20°C przez 60 dni).

Prébki stolca wymieszane z podtozem PCR cobas® zachowujg trwato$¢ w temperaturze 2-8°C przez
60 dni lub w temperaturze 30°C przez 7 dni przed wykonaniem oznaczenia w systemie cobas® 4800.

06979394001-09PL

Doc. Rev. 9.0 17



cobas® Cdiff Test

Probki bakterii C. difficile muszg by¢ transportowane zgodnie z przepisami krajowymi, federalnymi,
stanowymi i lokalnymi dotyczgcymi transportu czynnikéw etiologicznych.

Procedura testowa

Wykonywanie oznaczenia

Przebieg pracy

Rysunek 1: Przebieg pracy z uzyciem testu cobas® Cdiff
1 Uruchomienie systemu.
2 Wykonanie czynnosci konserwacyjnych w odniesieniu do aparatu.
3 Wyjecie prébek i odczynnikéw z miejsca przechowywania.
4 Rozpoczecie przebiegu:

o Umieszczenie nosnikow z prébkami.

5 W przypadku korzystania z systemu LIS: potwierdzenie zlecenia pracy.
W przypadku braku systemu LIS: utworzenie zlecenia pracy.

6 Umieszczenie materiatéw eksploatacyjnych (ptytki gtebokodotkowej, ptytki
mikrodotkowej, statywéw na koncéwki) i odczynnikow.

Rozpoczecie przebiegu przygotowania probek.
8 Wyijecie i uszczelnienie ptytki mikrodotkowe;.

Wyjecie prébek, zuzytych odczynnikow i ptytki glebokodotkowe;.

10 Umieszczenie plytki mikrodotkowej w analizatorze.

11 Przeanalizowanie wynikow.

12 W przypadku korzystania z systemu LIS: przestanie wynikéw do systemu LIS.
13 Wyjecie ptytki z analizatora.

Instrukcja uzytkowania

Wszystkie odczynniki, poza odczynnikami Cdiff MMX i Cofactor-3, przed zatadowaniem do aparatu
cobas® x 480 muszg znajdowac sie w temperaturze pokojowej. Odczynniki Cdiff MMX i Cofactor-3
mozna umieszczac¢ w aparacie bezposrednio z temperatury przechowywania 2—8°C, poniewaz ich
temperatura zostanie wyréwnana do temperatury otoczenia wewnatrz aparatu cobas® x 480 podczas
procesu przetwarzania.

Uwaga: Szczegotowe instrukcje obstugi mozna znalez¢é w podreczniku uzytkownika systemu
cobas® 4800 System.

Wielkosé przebiegu

W systemie cobas® 4800 mozna prowadzi¢ jednoczesnie testy cobas® MRSA/SA, cobas® Cdiff oraz
cobas® HSV 1i 2 w ramach potgczenia réznych partii w tym samym przebiegu. Ogodiny zestaw do
przygotowywania probek w systemie cobas® 4800, ogolny zestaw do lizy 1 w systemie cobas® 4800
oraz ogdiny zestaw buforu ptuczacego do systemu cobas® 4800 sg dostepne w dwdch wielkosciach,
z ktérych kazda wystarcza na 10 przebiegéw zawierajgcych do 24 lub 96 prébek wtgczajgc kontrole
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i prébki dla wszystkich oznaczeh do przeprowadzenia. Zestaw do amplifikacji/detekcji Cdiff w systemie
cobas® 4800 wystarcza do przeprowadzenia analizy maksymalnie 80 probek obejmujgcych kontrole
Cdiff oraz prébki do oznaczenia. Zaleznie od potrzeb w jednym przebiegu mozna wykorzystac¢ kilka
fiolek odczynnika cobas® 4800 Cdiff Master Mix pod warunkiem, ze pochodzg one z zestawow o tym
samym rozmiarze. Ogolny zestaw kontroli wewnetrznej 1 systemu cobas® 4800 oraz zestaw kontroli

i kofaktora Cdiff systemu cobas® 4800 sg dostepne w zestawie o jednym rozmiarze, ktéry moze
zostac wykorzystany we wszystkich konfiguracjach przebiegu. Na kazdy przebieg zawierajgcy probki
C. difficile nalezy uzy¢ jedng dodatnig kontrole Cdiff systemu cobas® 4800 i jedng kontrole ujemna
systemu cobas® 4800 (patrz rozdziat ,Kontrola jakosci”). W przypadku przebiegu z jednym testem
maksymalna dopuszczalna liczba prébek to 94 probki pacjentow i 2 kontrole.

Uwaga: Chociaz nie stanowi to optymalnego uzycia odczynnikéw, w przebiegu zawierajgcym
lacznie 1-22 prébek mozna uzyé odczynnika ogélnego zestawu 96 testow. Jednak nie
mozna taczy¢ ze soba réznych wielkosci zestawu buforu ptuczacego (WB) systemu
cobas® 4800, zestawu do przygotowywania probek w systemie cobas® 4800 oraz
zestawu do lizy 1 w systemie cobas® 4800. Przyktadowo, jesli na poczatku przebiegu
skanowana jest butelka z odczynnikiem WB z zestawu 96 testow, nalezy uzy¢
odczynnikéw z pozostatych dwéch zestawow réwniez o rozmiarze 96 testow.

Przebieg pracy

Test cobas® Cdiff to oznaczenie prowadzone z wykorzystaniem przebiegu pracy Full Workflow w
ramach oprogramowania cobas® 4800. Obejmuje on przygotowanie probek w aparacie

cobas® x 480 oraz amplifikacje/detekcje w analizatorze cobas® z 480. Przebieg moze obejmowac
tylko oznaczenie Cdiff lub dodatkowo testy cobas® MRSA/SA i/lub cobas® HSV 1 oraz 2 w ramach
potgczenia réznych partii. Szczegdty mozna znalez¢ w podreczniku uzytkownika systemu

cobas® 4800 System.

Przenoszenie prébek do probéwek z podiozem cobas® PCR

1. Uzyj jednej poliestrowej wymazdéwki do przeniesienia stolca do probdwki z podtozem cobas®
PCR. Wyrzu¢ drugg wymazéwke znajdujgca sie w opakowaniu (jesli dotyczy). Nie dotykajgc scianek
pojemnika ze stolcem, zanurz catkowicie koncéwke wymazowki w probce stolca, az do konca
stozkowej czedci, a nastepnie szybko jg wyjmij i umies¢ wymazowke z inokulatem w probéwce z
podtozem cobas® PCR. Nie nalezy wykonywac¢ oznaczenia, jesli ilos¢ prébki stolca nie umozliwia
catkowitego zanurzenia koncowki wymazowki.

2. Przyciskajgc trzonek wymazoéwki do sciany probowki, przetam go w miejscu szarego oznaczenia
naciecia. Zamknij probowke korkiem i zworteksuj przez co najmniej 5 sekund. Zdejmij korek i umies¢
probéwke (probdwki) w 24-pozycyjnym nosniku probek w celu przetworzenia. Wyrzué korki.

Uwaga: Test cobas® Cdiff zostat zatwierdzony do stosowania w potaczeniu z zestawem
cobas® PCR Media Kit, z zestawem do pobierania prébek z wymazéwka pojedyncza
i podtozem cobas® PCR Media Uni Swab Sample Kit oraz z zestawem do pobierania
probek z dwiema wymazowkami i podtozem cobas® PCR Media Dual Swab Sample
Kit. Nie nalezy korzysta¢ z innych rodzajéw urzadzen i podtozy.

Uwaga: Do przenoszenia stolca nalezy korzystaé wylacznie z jednej poliestrowej wymazoéwki.
Przeniesienie do probéwki z podiozem cobas® PCR nadmiaru stolca moze
spowodowacé powstanie grudek i/lub uzyskanie niewaznych wynikoéw.
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Uwaga: Prébki stolca nalezy przeniesé do probowek z podtozem cobas® PCR oznakowanych
odpowiednim kodem kreskowym umozliwiajgcym przetwarzanie w aparacie
cobas® x 480. W celu uzyskania informacji na temat procedur wtasciwego kodowania
kreskowego nalezy zapozna¢ sie z podrecznikiem uzytkownika systemu cobas® 4800
oraz listg kodow kreskowych dopuszczalnych dla systemu cobas® 4800.

Uwaga: Aby unikna¢ zanieczyszczenia krzyzowego zawiesin prébek stolca w podtozu
cobas® PCR, do ponownego zamykania probéwek po przetworzeniu nalezy uzywaé
dodatkowych korkéw do pojemnikéw na prébki w podiozu cobas® PCR w innym
kolorze (bezbarwnych; patrz rozdziat ,,Materiaty opcjonaine”).

Uwaga: Objetos¢ podioza cobas® PCR wystarcza do przeprowadzenia kilkukrotnych
oznaczen probek zawiesiny stolca w systemie cobas® 4800. Minimalna objetosé
zawiesiny stolca konieczna do przeprowadzenia przebiegu testu cobas® Cdiff to 3 ml
w probéwce z pozywka cobas® PCR.

Wykonywanie testu cobas® Cdiff

Uwaga: Mozliwe jest przeprowadzenie testow cobas® MRSA/SA oraz cobas® Cdiff i/lub
cobas® HSV 1 oraz 2 w ramach potaczenia réznych partii w tym samym przebiegu.
Dodatkowe informacje, patrz podrecznik uzytkownika systemu cobas® 4800 System.

1. Uruchom system i wykonaj procedury konserwacyjne, postepujgc zgodnie z instrukcjami
opisanymi w podreczniku uzytkownika systemu cobas® 4800 System.

2. Zgromadz wszystkie wymagane odczynniki i materiaty eksploatacyjne. W momencie rozpoczecia
przebiegu odczynniki, z wyjatkiem odczynnikow cobas® Cdiff MMX oraz Cofactor-3, muszg mie¢
temperature pokojowa.

Uwaga: Wszystkie odczynniki i pojemniki na odczynniki sg opatrzone kodem kreskowym i sg
przeznaczone do jednokrotnego uzycia. Oprogramowanie cobas® 4800 sledzi uzycie
odczynnikéw oraz pojemnikéw na odczynniki i odrzuca wczesniej uzywane
odczynniki lub pojemniki na odczynniki.

3. Rozpocznij nowy przebieg i zdefiniuj dla niego zlecenie pracy. Zlecenie pracy mozna utworzy¢ na
trzy sposoby:

. Korzystajgc z edytora probki przed umieszczeniem statywu z probkami w aparacie cobas® x
480 (przycisk ,Editor” po prawej stronie menu gtéwnego). Zlecenia pracy mozna zapisac,
edytowac i wczyta¢ ponownie w razie potrzeby.

. Przez skorzystanie z kreatora oprogramowania dla nowego przebiegu i umieszczenie probek
w aparacie cobas® x 480 po wyswietleniu takiego polecenia. Kody kreskowe probek zostang
automatycznie zeskanowane i konieczne bedzie zdefiniowane zgdanych wynikow dla kazdej
probki.

« Przez skorzystanie z systemu LIS placowki.

Dodatkowe szczegdty mozna znalez¢é w podreczniku uzytkownika systemu cobas® 4800 System.
Podczas wybierania zgdanych wynikéw nalezy zaznaczy¢ opcje ,,Cdiff”.

4. Umies¢ probki i zdefiniuj/wybierz zlecenie pracy lub skorzystaj z systemu LIS, zaleznie od tego co
bedzie wiasciwe. Domysinie zaznaczona jest opcja ,Unload sample carriers after transferring to
deep well plate”. Umozliwia to operatorowi pozyskanie pozostatych prébek zawiesiny stolca tak
szybko jak to mozliwe po pobraniu z nich porcji na potrzeby przetwarzania w aparacie cobas® x
480. Jesli konieczne jest przechowywanie, pojemniki z zawiesing stolca nalezy zamkng¢ nowym
korkiem (patrz rozdziat ,Materialy opcjonalne”).
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5. Postepuj zgodnie ze wskazéwkami kreatora oprogramowania i zataduj materiaty eksploatacyjne.
Nie nalezy umieszczac pojedynczych koncéwek ani ich wyjmowaé z czesciowo wykorzystanego
statywu, gdyz oprogramowanie sledzi liczbe pozostatych koncéwek. Jesli liczba koncowek bedzie
niewystarczajgca do przeprowadzenia przebiegu, oprogramowanie poinformuje o tym fakcie
uzytkownika.

6. Zataduj odczynniki do przygotowywania probek do pojemnikéw na odczynniki opatrzonych kodem
kreskowym. Pojemniki na odczynniki sg dostepne w dwoch rozmiarach: 200 ml i 50 ml. Postepu;j
zgodnie ze wskazéwkami kreatora oprogramowania w celu wybrania pojemnika na odczynniki
odpowiednich rozmiarow. Kody kreskowe pojemnika na odczynniki muszg znajdowac sie po
prawej stronie nosnika. Zataduj odczynniki do przygotowywania probek, stosujgc metode
,Zzeskanuj, zeskanuj, wtdz, umiesc”:

« Zeskanuj kod kreskowy butelki odczynnika.
. Zeskanuj kod kreskowy pojemnika na odczynniki.
« W16z odczynnik do pojemnika.
« Umies¢ wypetniony pojemnik na odczynniki w przypisanej mu pozycji w nosniku na odczynniki.
Uwaga: System cobas® 4800 ma wewnetrzny zegar, kontrolujgcy czas, przez jaki odczynniki
znajduja sie w systemie. Od momentu zeskanowania WB jest 1 godzina do
zakonczenia procesu tadowania i klikniecia przycisku ,,Start”. Na zaktadce

»Workplace” wyswietlany jest zegar odliczajacy czas. System nie zezwoli na
rozpoczecie przebiegu, jezeli czas wyswietlany przez zegar aparatu uptynat.

Uwaga: Aby zapewni¢ wlasciwe przeniesienie odczynnika MGP, zworteksuj lub energicznie
wstrzasnij fiolke odczynnika MGP niezwlocznie przed umieszczeniem jej w pojemniku
na odczynniki.

7. Umies¢ odczynniki do amplifikacji/detekcji (Cdiff MMX oraz Cofactor-3), proteinaze K (PK)
i kontrole [Cdiff (+) C, IC oraz (—) C] bezposrednio w nosniku na odczynniki. W celu zapobiezenia
zanieczyszczeniu konieczna jest zmiana rekawiczek po pracy z kontrolami dodatnimi.

Uwaga: Kreator oprogramowania obliczy optymalng ilos¢ i wielkos¢ zestawu odczynnika
MMX cobas® Cdiff do uzycia. Zostanie to odzwierciedlone w kolumnie ,,Kit size” na
ekranie umieszczania odczynnikéw MMX i Cofactor. Aby uzy¢ odczynnika MMX
cobas® Cdiff z zestawu o innym rozmiarze, kliknij przycisk ,,Change kit size”.

8. Rozpocznij przygotowanie probek, klikajgc przycisk ,Start Run”.

9. Po pomysinym przebiegu przygotowania probek przyciski ,Sample Preparation results” oraz
,Unload” stang sie dostepne. W razie potrzeby wybierz przycisk ,Sample Preparation results”
w celu przeanalizowania wynikow, a nastepnie wybierz przycisk ,Unload”, aby wytadowa¢ nosniki
na ptytki. Mozna rowniez wybrac przycisk ,Unload” w celu wytadowania nosnika na ptytki bez
przegladania wynikdw. Patrz podrecznik uzytkownika systemu cobas® 4800 System.

10. Aby uszczelni¢ ptytke z mikrodotkami, przenies$¢ ptytke do analizatora cobas® z 480 i rozpoczgé
cykl pracy amplifikacji i detekcji, postepuj zgodnie z instrukcjg opisang w podreczniku uzytkownika
systemu cobas® 4800.

Uwaga: System cobas® 4800 ma wewnetrzny zegar, kontrolujacy czas, jaki uptywa od
momentu dodania przygotowanych prébek do aktywowanego odczynnika Master Mix.
Amplifikacje i detekcje nalezy rozpoczaé¢ jak najszybciej, jednak nie pézniej niz
90 minut od zakonczenia przebiegu w aparacie cobas® x 480. Na zaktadce
,Workplace” wyswietlany jest zegar odliczajacy czas. System przerwie przebieg,
jezeli ten czas zostanie przekroczony.
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11.Po zakonczeniu procesu amplifikacji i detekcji wytaduj ptytke mikrodotkowg z analizatora
cobas® z 480.

12. Aby przegladac i akceptowacé poszczegolne wyniki, postepuj zgodnie z instrukcjg opisang
w podreczniku uzytkownika systemu cobas® 4800.

Wyniki

Kontrola jakosci i waznos¢ wynikow

Kazdy przebieg obejmuje jeden zestaw kontroli dodatniej i ujemnej testu cobas® Cdiff. W przypadku
kazdego przebiegu, aby przez oprogramowanie cobas® 4800 zostaty wyswietlone mozliwe do
zaraportowania wyniki testu cobas® Cdiff, muszg zosta¢ uzyskane wazne wyniki zaréwno dla kontroli
dodatniej, jak i ujemne;j.

Kontrola dodatnia

Kontrola dodatnia Cdiff (+) zawiera niezakazny DNA plazmidowy bakterii C. difficile. Uzycie kontroli
Cdiff (+) umozliwia monitorowanie etapdw izolacji kwasu nukleinowego, amplifikacji i detekcji

w danym przebiegu. Wynik kontroli Cdiff (+) musi by¢ oznaczony jako ,Valid”. Jezeli wyniki kontroli
Cdiff (+) sg stale niewazne, skontaktuj sie z miejscowym przedstawicielstwem firmy Roche w celu
uzyskania pomocy techniczne;j.

Kontrola ujemna

Wynik kontroli (=) musi by¢ oznaczony jako ,Valid”. Jezeli wyniki kontroli (—) sg stale niewazne,
skontaktuj sie z miejscowym przedstawicielstwem firmy Roche w celu uzyskania pomocy techniczne;j.

Kontrola wewnetrzna

Kontrola wewnetrzna to rekombinowany fag lambda zawierajgcy sekwencje losowe oraz docelowe
dla swoistych dla kontroli wewnetrznej primerow i sondy. Kontrola wewnetrzna jest dodawana do
wszystkich prébek oraz kontroli dodatniej i ujemnej podczas przygotowywania prébek w aparacie
cobas® x 480. Uzycie kontroli wewnetrznej umozliwia monitorowanie etapdw izolacji kwasu
nukleinowego, amplifikacji i detekcji dla danej prébki. Kontrola wewnetrzna jest rowniez wymagana
do okreslania waznosci kontroli danego przebiegu.
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Interpretacja wynikéw

Uwaga: Caly proces walidacji testu i przebiegu jest realizowany przez oprogramowanie

cobas® 4800.

Uwaga: Wazny przebieg moze obejmowaé¢ zaréwno wazne, jak i niewazne wyniki probek.

W przypadku waznego przebiegu wyniki badania probek interpretuje sie w sposob, ktory przedstawia

Tabela 1.

Tabela 1 Interpretacja wynikow testu cobas® Cdiff

Test cobas® Cdiff

Raport wyniku i jego interpretacja

POS Cdiff

Wynik dodatni dla Cdiff
Wynik badania prébki na obecnos¢ DNA C. difficile jest dodatni.

NEG Cdiff

Wynik ujemny dla Cdiff*
DNA C. difficile, jesli jest obecne, mogto nie zosta¢ wykryte.

Invalid

Wynik niewazny

Wynik testu jest niewazny. W celu otrzymania waznego wyniku ponownie przeprowadz
test oryginalnej probki. Umies¢ nowy korek na probdwce z zawiesing stolca,

w przypadku ktérej uzyskano niewazny wynik, i zworteksuj przez co najmniej

5 sekund. Dodaj 0,5 ml wymieszanej zawiesiny stolca do nowej probowki z pozywka
cobas® PCR. Zamknij probéwke z rozcienczong zawiesing i zworteksuj przez co
najmniej 5 sekund. Zdejmij korek i umiesé probéwke z rozcienczong zawiesing

w 24-pozycyjnym nosniku probek w celu przetworzenia.

Failed

Brak wynikéw dla prébki

Instrukcje dotyczace przegladania znacznikdw cyklu pracy i zalecanych czynnosci
mozna znalez¢ w podreczniku uzytkownika systemu cobas® 4800. W rzadkich
przypadkach wystgpienia btedu podczas pipetowania (np. z powodu grudki lub innej
niedroznosci) nalezy oryginalng probéwke z zawiesing stolca zamkna¢ nowym
korkiem i umiesci¢ w wiréwce. Rozpedz wiréwke do 1800 RCF (lub 1800 x g)

i zatrzymaj. Dopilnuj, aby probowka nie byta wstrzgsana ani nie zostata wymieszana
po wirowaniu. Zdejmij korek i umies¢ probowke z zawiesing w 24-pozycyjnym no$niku
prébek w celu przetworzenia.

* Wynik ujemny nie wyklucza obecnosci DNA C. difficile, poniewaz wyniki sg zalezne od odpowiedniego pobrania
prébki, braku inhibitoréw oraz obecnosci DNA w ilosci umozliwiajgcej wykrycie.

Niewazne wyniki mogg zosta¢ uzyskane, jesli prébka zawiera nadmiar stolca lub substancje hamujace, ktére
uniemozliwiajg izolacje docelowego kwasu nukleinowego i/lub amplifikacje oraz detekcje. Znane substancje
wptywajgce na wynik testu zamieszczono w rozdziale ,Ograniczenia metody”.

Uwaga: Minimalna objeto$¢ zawiesiny stolca wymagana do przeprowadzenia testu cobas® Cdiff to 3 ml.
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Lista flag wynikow

Tabela ponizej wymienia flagi dotyczgce interpretacji wyniku.

Tabela 2 Lista flag dla testow cobas® Cdiff
Test cobas® Cdiff Test cobas® Cdiff Raport wyniku i jego interpretacja
R20 Wynik dla kontroli dodatniej |Kontrola zewnetrzna jest niewazna.

jest btedny.

1. Powtérz caty przebieg ze Swiezymi odczynnikami.
2. Jezeli problem powtarza sieg, skontaktuj sie z serwisem firmy Roche.

R21 Wynik dla kontroli ujemnej Kontrola zewnetrzna jest niewazna.
jest btedny. 1. Powtorz caty przebieg ze $wiezymi odczynnikami.
2. Jezeli problem powtarza sie, skontaktuj sie z serwisem firmy Roche.
X3 Btad: Wykryto skrzep. Upewnij sie, ze prébki obstugiwano zgodnie z opisem przebiegu pracy.
Probka nie zostata 1. Sprawdz prébke pod katem skrzepdw.
przetworzona. 2. Ponownie oznacz probke.
X4 Btad: Wystapit btad Najbardziej prawdopodobng przyczyng jest niewystarczajgca objetos¢

pipetowania. Prébka nie
zostata przetworzona.

prébki lub btgd mechaniczny podczas pipetowania.

1. Upewnij sie, ze jest dostepna wystarczajgca objetosc probki.

2. Sprawdz, czy plytka zrzucajgca koncéwke jest umieszczona prawidtowo.
3. Ponownie oznacz prébke.

Ograniczenia metody

1. Test cobas® Cdiff zostat zatwierdzony do uzycia wytgcznie z probkami nieuformowanego stolca
przeniesionymi do podtoza cobas® PCR zgodnie z informacjami zamieszczonymi w niniejszej

instrukcji.

2. Uzyskanie wiarygodnych wynikéw zalezy od wtasciwego pobrania probki, transportu, przecho-
wywania oraz przetwarzania. Nalezy postepowac zgodnie z procedurami opisanymi w niniejszej
instrukcji uzytkowania (okreslanej réwniez mianem ulotki dotgczonej do opakowania) oraz
w podreczniku uzytkownika systemu cobas® 4800 System.

3. Mozliwos¢ wykrycia DNA C. difficile zalezy od liczby mikroorganizmow znajdujgcych sie w prébce
i mogg na nig wptywac¢ metody pobierania/przetwarzania probek, hospitalizacje w wywiadzie,
schemat antybiotykoterapii i szczepy C. difficile.

4. Wyniki fatszywie ujemne lub niewazne mogg wynikac¢ z wptywu réznych substancji. Do testu
cobas® Cdiff dotgczona jest kontrola wewnetrzna, aby pomdc w identyfikaciji probek
zawierajgcych substancje moggce zaktdcac izolacje kwasu nukleinowego i amplifikacje w trakcie
reakcji PCR. Niektore czynniki wptywajgce na wyniki testu sg nastepujgce:

. Prébki zawierajgce powyzej 25% (udziat wagowo-objeto$ciowy) sluzu mogg dawac wyniki
fatszywie ujemne.

5. Wynik dodatni wskazuje na obecno$¢ DNA C. difficile, jednak niekoniecznie potwierdza
wystepowanie zywych mikroorganizmow. Z tego powodu wynik dodatni niekoniecznie musi
wskazywac na niepowodzenie leczenia zakazenia.

6. Mutacje lub zmiany polimorficzne w obszarach wigzania primeréw lub sond mogg wptywac na
wykrywanie nowych lub nieznanych wariantow, co moze skutkowac¢ uzyskaniem fatszywie
ujemnego wyniku testu cobas® Cdiff.
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7. Wartosc¢ predykcyjna oznaczenia zalezy do czestosci wystepowania choroby w danej populac;ji.

8. Dodanie do odczynnika Master Mix cobas® 4800 Cdiff enzymu AmpErase umozliwia selektywng
amplifikacje docelowego DNA; jednak aby unikng¢ zanieczyszczenia odczynnikéw i mieszanin
amplifikacyjnych, konieczne jest stosowanie dobrej praktyki laboratoryjnej i doktadne
przestrzeganie procedur wyszczegolnionych w niniejszej instrukcji.

9. Tego produktu mogg uzywac wytgcznie osoby przeszkolone w zakresie technik PCR i uzywania
systemu cobas® 4800.

10. Zatwierdzono uzycie tego produktu tylko z aparatem cobas® x 480 i analizatorem cobas® z 480.
Z tym produktem nie mozna stosowac zadnych innych urzgdzen do przygotowania probek ani
systeméw do PCR.

11.Z uwagi na roznice miedzy technologiami zaleca sie, aby przed rozpoczeciem korzystania z innej
technologii uzytkownik przeprowadzit w laboratorium badania korelacji stosowanych metod w celu
zidentyfikowania wystepujgcych miedzy nimi réznic technologicznych i sprawdzenia nowej
procedury. Ze wzgledu na wspomniane wyzej réznice w technologiach, nie nalezy oczekiwaé
stuprocentowej zgodnosci miedzy wynikami.

12.Zanieczyszczenie krzyzowe prébek moze spowodowac wyniki fatszywie dodatnie. System cobas®
4800 to zautomatyzowany aparat do PCR w czasie rzeczywistym opracowany w celu minimalizaciji
ryzyka zanieczyszczenia krzyzowego podczas przetwarzania probki oraz ekstrakcji, amplifikaciji
i detekcji kwasu nukleinowego. W celu sprawdzenia niezawodnosci systemu przeprowadzono
symulowane, niekliniczne badanie naprzemienne na panelu zawierajgcym spreparowane probki
wysoko dodatnie i ujemne, aby ocenic¢ teoretyczny wspoétczynnik zanieczyszczenia krzyzowego
systemu. Prébki wysoko dodatnie miaty wartosci Ct nizsze niz obserwowane w przypadku 95%
pacjentéw zakazonych w grupie docelowej. Wspotczynnik zanieczyszczenia krzyzowego w tym
badaniu naprzemiennym zostat okreslony jako 0,24% (1/423). Wspétczynniki zanieczyszczenia
krzyzowego w warunkach klinicznych zalezg od odsetka prébek wysoko dodatnich oraz czestosci
wystepowania choroby. Rutynowe kliniczne wspdtczynniki zanieczyszczenia krzyzowego powinny
by¢ znacznie nizsze niz obserwowane w tym badaniu i nalezy je oceni¢ w warunkach uzytkownika.
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Ocena skutecznosci w badaniach nieklinicznych

Czutos¢ analityczna

Czutos¢ analityczng (granice wykrywalnosci [ang. Limit of Detection, LOD]) dla testu cobas® Cdiff
okreslono, prowadzgc analizy ocenionych ilosciowo hodowli C. difficile rozcienczonych do kilku
poziomow stezen w stanowigcych tlo ujemnych probkach zawiesiny stolca w podtozu cobas® PCR.
Wszystkie poziomy przebadano z uzyciem testu cobas® Cdiff, korzystajac z trzech niepowtarzalnych
serii odczynnikow testu cobas® Cdiff. W przypadku kazdego poziomu przebadano co najmniej

21 powtorzen na serie odczynnika. Granica wykrywalnosci (LOD) dla tego testu zostata okreslona
jako docelowe stezenie, ktére moze zosta¢ wykryte jako dodatnie w 295% testowanych powtérzen
na podstawie wynikéw uzyskanych z uzyciem serii odczynnikéw o najnizszej wydajnosci.

Informacje dotyczace siedmiu szczepow C. difficile wykorzystanych w badaniu czutosci analitycznej
zawiera Tabela 3.

Tabela 3 Granica wykrywalnosci (LOD) dla testu cobas® Cdiff
LOD (CFU/wymaz)
. Typ Typ Wedtug
Identyfikator szczepu Toksynotyp REA* PFG' Rybotyp Fenotyp odsetka Wed’fUQ
wynikow analizy
dodatnich Probit
Nie Nie
ATCC 43255 (VPI 10463) 0 087 A+B+CDT- 113 90
dotyczy | dotyczy
ATCC BAA-1382 (630) 0 R 23 Nie 012 A+B+CDT- 81 83
dotyczy
CDC 204118 i BI 8 NAP1 027 A+B+CDT+ 54 42
R12087 (CD196) 1 BI NAP1 027 A+B+CDT+ 54 54
Nie Nie .
2748-06 \% dotyczy | dotyczy 078 Nie dotyczy 54 45
ATCC 43598 (1470) VIl Nie Nie 017 A-B+ 225 130
dotyczy | dotyczy
Nie Nie Nie .
F15 Xl dotyczy | dotyczy dotyczy Nie dotyczy 54 59

* Analiza z wykorzystaniem enzymow restrykcyjnych. T Elektroforeza zelowa w polu pulsacyjnym.

Detekcja genotypdéw bakterii C. difficile

Granice wykrywalnosci testu cobas® Cdiff dla 28 szczepow toksynogennych reprezentujgcych
dodatkowe toksynotypy zweryflkowano przez oznaczenie 40 powtdrzen na poziom przy kilku
poziomach. Rozcienczenia i probki testowe przygotowano w podobny sposéb, jak w przypadku
opisanego powyzej badania granicy wykrywalnosci (LOD). Najnizszy poziom, w przypadku ktérego
odsetek trafien wynosit co najmniej 95%, zawiera Tabela 4.
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Wszystkie 28 szczepdw toksynogennych (Tabela 4) zostato wykrytych jako dodatnie w 295%
powtdrzen badanych przy stezeniach mieszczacych sie w zakresie od 77,9 CFU/wymaz do
460 CFU/wymaz.

Tabela 4 Podsumowanie wynikéw weryfikacji toksynogennych szczepoéw C. difficile
Szczep Toksynotyp Rybotyp Stez. Odsetek wynikéw dodatnich
(CFU/wymaz)
EX 623 | 102 77,9 95,0%
AC 008 Il 103 77,9 95,0%
SE 844 lla 080 234 100,0%
55767 v 023 77,9 100,0%
SE 881 \ 045 234 100,0%
51377 \'! Nie dotyczy 234 100,0%
57267 Vi 063 77,9 97,5%
51680 IX 019 77,9 100,0%
8864 X 036 77,9 97,5%
R 9367 Xl 070 77,9 97,5%
R 10870 XV 111 234 100,0%
R 9385 XV 122 234 100,0%
SUC36 XVI 078 234 100,0%
J9965 XVII Nie dotyczy 460 97,5%
K095 XV 014 234 95,0%
TR13 XIX Nie dotyczy 234 97,5%
TR14 XX Nie dotyczy 77,9 100,0%
CH6223 XXI Nie dotyczy 234 100,0%
CDO07-468 XXII Nie dotyczy 234 100,0%
8785 XX Nie dotyczy 234 95,0%
597B XXIV 131 234 97,5%
7325 XXV 027 234 100,0%
7459 XXVI Nie dotyczy 234 95,0%
KK2443-2006 XXVII Nie dotyczy 234 100,0%
CD08-070 XXVII 126 234 97,5%
CD07-140 XXIX 056 234 97,5%
ES 130 XXX Nie dotyczy 234 100,0%
WA 151 XXXI Nie dotyczy 460 100,0%
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Precyzja

Wewnetrzne badanie precyzji zostato przeprowadzone z uzyciem panelu sktadajgcego sie z hodowli
C. difficile rozcienczonych w ujemnych prébkach zawiesiny stolca w podtozu cobas® PCR do stezen
ponizej granicy wykrywalnosci (LOD), w poblizu wartosci LOD oraz powyzej wartosci LOD testu
cobas® Cdiff. Przebadany zostat réwniez poziom ujemny sktadajgcy sie wytgcznie z zawiesiny stolca
w podtozu cobas® PCR. W badaniu wykorzystano trzy niepowtarzalne serie odczynnikéw testu
cobas® Cdiff oraz trzy aparaty, wykonujgc w sumie 36 przebiegéw w ciggu 12 dni. Opis paneli
precyzji oraz podsumowanie badania zawiera Tabela 5. Analiza czynnikéw zmiennosci (Tabela 6)
sugerowata, ze najwieksza zmiennos¢ docelowych wartosci Ct jest przypisywana zmiennosci

w ramach przebiegu (losowej) i czynnikom zaleznym od serii (odpowiednio 60,0% oraz 25,3%) dla
stezen rownych lub zblizonych do wartosci LOD. W przypadku stezen przekraczajgcych warto$é
LOD, wiekszo$¢ zmiennosci wartosci Ct jest przypisywana zmiennosci w ramach przebiegu (losowej)
oraz czynnikom zaleznym od aparatu (odpowiednio 72,5% oraz 24,7%). Wyniki (Tabela 7) pokazuja,
ze docelowe wartosci Ct miaty ogdlng wartos¢ CV (%) rowng 1,5% dla stezen rownych wartosci LOD
oraz 1,1% dla stezen powyzej wartosci LOD.

Tabela 5 Wewnetrzne badanie doktadnosci: analiza wynikéw dodatnich
Liczba Liczba wynikow Odsetek wynikéw 95% CL
Czlton panelu . .
testowanych dodatnich dodatnich Dolny Gorny
Ujemne 72 0 0,0% 0,0% 5,0%

<1xLOD 72 21 29,2% 19,0% 41,1%
~1xLOD 72 72 100,0% 95,0% | 100,0%
~3xLOD 72 72 100,0% 95,0% | 100,0%

LOD = granica wykrywalnosci

Tabela 6 Analiza czynnikéw zmiennosci dla cztonéw panelu precyzji
Czynniki zmiennosci/procent udziatu w wyniku catkowitym
Poziom Srednia i £ Razem
Seria Aparat Wielkosc Dzien Losowe
zestawu
0,0789 0,0189 0,0001 0,0270 0,1875 0,3123
~1xLOD 38,5
25,25% 6,04% 0,03% 8,65% 60,03% 100,00%
0,0047 0,0404 0,0000 0,0000 0,1188 0,1638
~3xLOD 37,5
2,84% 24,65% 0,00% 0,00% 72,51% 100,00%

LOD = granica wykrywalnosci
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Tabela 7 Odchylenia standardowe oraz wspofczynniki zmiennosci (%) analizy dla cztonéw panelu precyzji

Czynniki SD/CV (%)

Poziom Srednia i 5 G Razem
Seria Aparat Wielkos¢ Dzien Losowe
zestawu
0,28 0,14 0,01 0,16 0,43 0,56
~1xLOD 38,5
0,73% 0,36% 0,03% 0,43% 1,12% 1,45%
0,07 0,20 0,00 0,00 0,34 0,40
~3xLOD 37,5
0,18% 0,54% 0,00% 0,00% 0,92% 1,08%

LOD = granica wykrywalnosci

Swoistos¢ analityczna

W celu przeprowadzenia oceny swoistosci analitycznej testu cobas® Cdiff wykonano testy z uzyciem
nastepujgcych paneli mikroorganizmow: 1) 103 bakterii, grzybow i wirusow, ktére mogg wystepowaé
w prébkach katu oraz jednej komorki ludzkiej (Tabela 8); 2) 28 mikroorganizmow z rodziny
Clostridiaceae, w tym nietoksynogennych szczepéw C. difficile (* na potrzeby badania dodano
cytomegalowirusa (HHV5) w ilosci umozliwiajgcej uzyskanie stezenia 2,0 x 103 PFU/ml, ludzkiego
adenowirusa typu 40 w ilo$ci umozliwiajgcej uzyskanie stezenia 2,2 x 10° PFU/ml oraz ludzkiego
rotawirusa w ilo$ci umozliwiajgcej uzyskanie stezenia 9,8 x 103 PFU/ml — Tabela 9).

Wszystkie bakterie i komorki ludzkie zostaty dodane w ilosci umozliwiajgcej uzyskanie stezenia

1 x 10% j.*/ml, natomiast wszystkie wirusy zostaty dodane w ilosci umozliwiajgcej uzyskanie stezenia
1 x 10%j.*/ml, z wyjgtkiem cytomegalowirusa (HHV5), ludzkiego adenowirusa typu 40 oraz ludzkiego
rotawirusa, ktore zostaty dodane w celu uzyskania nizszych stezen z powodu ograniczen zwigzanych
ze stezeniem roztworu podstawowego. Testy zostaty przeprowadzone z uzyciem samych mikro-
organizmow lub przy obecnosci jednego z dwdéch izolatow szczepdw C. difficile w stezeniu
wynoszgcym 3-krotnos$¢ granicy wykrywalnosci (LOD) testu cobas® Cdiff. Wyniki wskazuja, ze zaden
z tych mikroorganizméw nie zaktécat wykrywania docelowych typéw Cdiff. W przypadku zadnego

z nich nie uzyskano fatszywie dodatniego wyniku przy braku docelowego typu C. difficile.

Swoistos¢ analityczng Clostridium botulinum potwierdzono z uzyciem programu BLAST w porow-
naniu z bazg danych sekwencji nukleotydowych GenBank w celu symulacji etapu tworzenia
amplikonu PCR.

* llo$¢ bakterii byta okreslana jako liczba jednostek tworzgcych kolonie (CFU)/ml, ilos¢ ludzkich
komérek byta podawana jako liczba komérek/ml, a ilos¢ wiruséw definiowano jako liczbe jednostek
tworzgcych tysinke (PFU)/ml, z wyjgtkiem nastepujgcych mikroorganizméw. Chlamydia trachomatis
oznaczono ilosciowo jedynie jako ciatko podstawowe (EB)/ml. Cytomegalowirus, ludzki echowirus
oraz ludzki enterowirus oznaczono ilosciowo jako IU/ml.
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Tabela8 Mikroorganizmy i komérki ludzkie

Abiotrophia defectiva

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter Iwoffii

Aeromonas hydrophila

Alcaligenes faecalis subsp. faecalis

Anaerococcus tetradius

Bacillus cereus ATCC 11778

Bacillus cereus ATCC 13472

Bacteroides caccae

Bacteroides merdae

Bacteroides stercoris

Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium longum

Campylobacter coli

Campylobacter jejuni

Candida albicans

Candida catenulata

Cedecea davisae

Chlamydia trachomatis Serovar L2

Citrobacter amalonaticus

Citrobacter freundii

Citrobacter koseri

Citrobacter sedlakii

Collinsella aerofaciens

Corynebacterium genitalium

Desulfovibrio piger

Edwardsiella tarda

Eggerthella lenta

Enterobacter aerogenes

Enterobacter cloacae

Enterococcus casseliflavus

Enterococcus cecorum

Enterococcus dispar

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium vanA

Enterococcus gallinarum vanC

Enterococcus hirae

Enterococcus raffinosus

Escherichia coli ATCC 11775

Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia fergusonii

Escherichia hermannii

Fusobacterium varium

Gardnerella vaginalis

Gemella morbillorum

Hafnia alvei

Ludzkie komoérki HCT-15

Helicobacter fennelliae

Helicobacter pylori

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae subsp.
pheumoniae

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus reuteri

Lactococcus lactis

Leminorella grimontii

Listeria grayi

Listeria innocua

Listeria monocytogenes

Mitsuokella multacida

Mobiluncus curtisii

Moellerella wisconsensis

Morganella morganii

Neisseria gonorrhoeae

Peptoniphilus asaccharolyticus

Peptostreptococcus anaerobius

Plesiomonas shigelloides

Porphyromonas asaccharolytica

Prevotella melaninogenica

Proteus mirabilis

Proteus penneri

Providencia alcalifaciens

Providencia rettgeri

Providencia stuartii

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas putida

Ruminococcus bromii

Salmonella choleraesuis subsp.
choleraesuis

Salmonella enterica subsp. arizonae

(f.k.a. Salmonella choleraesuis subsp.

arizonae)

Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Choleraesuis

Serratia liquefaciens

Serratia marcescens

Shigella boydii

Shigella dysenteriae

Shigella sonnei

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Stenotrophomonas maltophilia

Streptococcus agalactiae

Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus intermedius

Streptococcus uberis

Trabulsiella guamensis

Veillonella parvula

Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus

Yersinia bercovieri

Yersinia rohdei

Cytomegalowirus (HHV5)*

Ludzki adenowirus typu 40*

Ludzki wirus Coxsackie A10

Ludzki enterowirus 11

Ludzki enterowirus 71

Ludzki rotawirus*

Norowirus Gl

* Na potrzeby badania cytomegalowirus (HHV5) zostat dodany w ilosci umozliwiajgcej uzyskanie stezenia 2,0 x 10° PFU/m,

ludzki adenowirus typu 40 w ilosci umozliwiajacej uzyskanie stezenia 2,2 x 108 PFU/ml, a ludzki rotawirus w iloci umozliwiajgcej

uzyskanie stezenia 9,8 x 10 PFU/m.
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Tabela9 Mikroorganizmy z rodzaju Clostridiaceae, w tym nietoksynogenne szczepy C. difficile

Clostridium beijerinckii

Clostridium bifermentans

Clostridium bolteae

Clostridium botulinum*

Clostridium butyricum

Clostridium chauvoei

Clostridioides difficile serogrupa B
(nietoksynogenne)

Clostridioides difficile serogrupa |
(nietoksynogenne)

Clostridium fallax

Clostridium haemolyticum

Clostridium histolyticum

Clostridium innocuum

Clostridium methylpentosum

Clostridium nexile

Clostridium novyi

Clostridium orbiscindens
(Flavonifractor plautii po zmianie
nazwy)

Clostridium paraputrificum

Clostridium perfringens

Clostridium ramosum

Clostridium scindens

Clostridium septicum

Clostridium sordellii

Clostridium sphenoides

Clostridium spiroforme

Clostridium sporogenes

Clostridium symbiosum

Clostridium tertium

Clostridium tetani

* Na podstawie programu BLAST.

Substancje wplywajace na wynik testu

Pod katem potencjalnego wptywu na wyniki testu cobas® Cdiff przebadano 26 czesto stosowanych
lekdw, a takze tluszcz wydalany ze katem, krew petng i Sluz. Wszystkie substancje przebadano przy
stezeniach wyzszych niz oczekiwane w przypadku ich pobierania na wymazéwce wraz z probkag
stolca. llos¢ substancji wptywajgcej na wynik testu jest wyrazana w postaci stezenia w pierwotnej
probce stolca. Dwa izolaty szczepdw C. difficile zostaty dodane w ilosci umozliwiajgcej uzyskanie
3-krotnosci granicy wykrywalnosci (LOD) testu cobas® Cdiff i wykorzystane jako typy docelowe

w tych testach. Nie stwierdzono wptywu na wyniki testu w przypadku substancji egzogennych.

W przypadku ttuszczu wydalanego z katem nie obserwowano wptywu do stezenia 28%, w przypadku
krwi petnej do poziomu 50%, a w przypadku $luzu — do wartosci 25%. Podsumowanie tych wynikow

zawiera Tabela 10.
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Tabela 10 Wyniki badania substancji wptywajgcych na wynik testu
Substancja Stezenie Wyniki

Ttuszcz wydalany z katem (u dziail\l;azgsgﬁlo-obj.) Brak wptywu
Krew petna u dzia’fz c?t’)jz?cc:éciowy) Brak wptywu

Sluz 25, 50% Brak wptywu do 25%

(udziat wagowo-obj.) (udziat wagowo-obj.)
Tums 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Wankomycyna 1% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
metronidazol 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Imodium AD® 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Srodek zmigkczajgcy stolec 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Pepto-Bismol® (Procter & Gamble) 10% (udziat objetosciowy) Brak wptywu
Mas¢ z nystatyng USP 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Krem Preparation H® with Bio-Dyne® (Wyeth) 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
GYNOL Il 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Krem przeciwko $wigdowi Vagisil® 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Anusol® Plus 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Filtr przeciwstoneczny 1% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Monistat® 7 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Vaseline™ 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Czopki SAB-Dimenhydrinate® (SABEX®) 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Olej mineralny 10% (udziat objetosciowy) Brak wptywu
Naturalny srodek przeczyszczajgcy pochodzenia roslinnego Equate 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Dulcolax® 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Fleet® (CB Fleet Company) 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
K-Y Jelly/Gelée® (McNeil-PPC) 1% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Aerozol donosowy Afrin Original 10% (udziat objetosciowy) Brak wptywu
Wycigg wodny z oczaru wirginijskiego RWn z A Brak wptywu

1 przetarcia/lwymazdwki

Siarezan bar o wysoki] gesosel &2 HD ™ A0 SPOrZAZEN | 209, il wagowocbi) | Brak wpiyws
Kwas palmitynowy 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Kwas stearynowy 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu
Aleve 10% (udziat wagowo-obj.) Brak wptywu

06979394001-09PL

Doc. Rev. 9.0

32



cobas® Cdiff Test

Skutecznos¢ kliniczna z wykorzystaniem probek klinicznych

Skutecznos$é testu cobas® Cdiff poréwnano z zatwierdzonym przez FDA i posiadajgcym oznako-
wanie CE najnowoczes$niejszym testem referencyjnym NAT, korzystajgc z oznaczeh cytotoksycz-
nosci hodowli tkankowej izolatow C. difficile z hodowli bezposrednich jako metody referencyjne;.
Prébki stolca zgromadzone w 3 szpitalach/o$rodkach medycznych zostaty przebadane z uzyciem
testu cobas® Cdiff oraz referencyjnego testu NAT, a takze przestane do laboratorium referencyjnego
w celu przeprowadzenia badan z uzyciem hodowli tkankowej z oceng cytotoksycznosci.

Test cobas® Cdiff i najnowoczesniejszy test referencyjny NAT zostaty wykonane zgodnie

z instrukcjami producentow. Test cytotoksycznosci w hodowli tkankowej zostat przeprowadzony

z wykorzystaniem procedury hodowli bezposredniej. Z kazdej probki stolca pobrano inokulat
umieszczany w zredukowanym wstepnie agarze zawierajgcym cykloseryne, cefoksytyne i fruktoze
(CCFA-HT). Podejrzewane kolonie identyfikowano jako bakterie C. difficile za pomocg barwienia
metodg Grama, na podstawie nietolerancji warunkéw tlenowych i z uzyciem testu Pro-Disk,

a nastepnie inokulowano w bulionie miesnym do hodowli w warunkach beztlenowych. Supernatant
pozyskany z hodowli w bulionie miesnym w warunkach beztlenowych zostanie nastepnie
przetworzony w celu wykrycia toksyny B bakterii C. difficile z wykorzystaniem testu cytotoksycznosci
w hodowli tkankowej (test C. DIFFICILE TOX-B, Techlab).

Do udziatu w badaniu zakwalifikowano w sumie 1434 pacjentéw z pieciu osrodkéw. Z powodu
niekompletnych wynikow wykluczono 156 pacjentow. W hodowli bezposredniej wykryto 152 dodatnie
prébki C. difficile (czesto$¢ wystepowania: 11,9%). Dane dotyczace skutecznosci testu cobas® Cdiff
i referencyjnego testu NAT w przypadku hodowli bezposredniej zawiera Tabela 11 oraz Tabela 12.

Tabela 11 Test cobas® Cdiff a hodowla bezposrednia
Hodowla bezposrednia
Dodatni Ujemny Razem
Dodatni 147 30 177
Test cobas® -
Cdiff Ujemny 5 1 096 1101
Razem 152 1126 1278

Czulosc¢ i swoistosc

Czuto$¢ i swoistosc¢ testu cobas® Cdiff w poréwnaniu z hodowlg bezposrednig wyniosty odpowiednio
96,7% (95% dwustronny przedziat ufnosci: 92,5-98,6%) oraz 97,3% (95% dwustronny przedziat
ufnosci: 96,2-98,1%).
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Wartosé predykcyjna wyniku dodatniego i ujemnego

Obserwowane wartosci predykcyjne wyniku dodatniego i ujemnego testu cobas® Cdiff dla prébek
w badaniu wyniosty odpowiednio 83,1% (95% dwustronny przedziat ufnosci: 76,7-88,3%) oraz 99,5%
(95% dwustronny przedziat ufnosci: 98,9-99,9%).

Tabela 12 Referencyjny test Nucleic Acid Test (NAT) w przypadku hodowli bezposredniej

Hodowla bezposrednia
Dodatni Ujemny Razem
Test Dodatni 147 29 176
referencyjny Ujemny 5 1097 1102
NAT Razem 152 1126 1278

Czulosc¢ i swoistosc

Czutos¢ i swoistosc testu referencyjnego NAT w poréwnaniu z hodowlg bezposrednig wyniosty
odpowiednio 96,7% (95% dwustronny przedziat ufnosci: 92,5-98,6%) oraz 97,4% (95% dwustronny
przedziat ufnosci: 96,3-98,2%).

Korelacja z testem referencyjnym NAT

Dane dotyczace skutecznosci testu cobas® Cdiff w poréwnaniu z zatwierdzonym przez FDA
i posiadajgcym oznakowanie CE najnowoczesniejszym testem referencyjnym NAT zawiera
Tabela 13.

Tabela 13 Test cobas® Cdiff w porownaniu z testem referencyjnym Nucleic Acid Test (NAT)
Referencyjny test NAT
Dodatni Ujemny Razem
Dodatni 167 10 177
Test cobas® -
Cdiff Ujemny 9 1092 1101
Razem 176 1102 1278

Odsetek zgodnosci wynikéw dodatnich i ujemnych

Odsetek zgodnosci wynikéw dodatnich i ujemnych testu cobas® Cdiff w poréwnaniu z referencyjnym
testem NAT wynidst odpowiednio 94,9% (95% dwustronny przedziat ufnoéci: 90,6-97,3%) oraz
99,1% (95% dwustronny przedziat ufnosci: 98,3-99,5%).
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Dodatkowe informacje

Najwazniejsze cechy oznaczenia

Rodzaj probki

Wymagana ilos¢ prébki

Czas trwania testu
Czutos¢ analityczna

Swoistos¢

Reprezentatywnosé

06979394001-09PL

Prébki nieuformowanego stolca

4,3 ml pozywki cobas® PCR w fiolce pierwotnej, do wykonania testu cobas® Cdiff
wymagane sg co najmniej 3 ml probki.

Wyniki sg dostepne w ciggu 2,5 godziny po umieszczeniu probki w systemie
(1-22 probek).

Od 54 do 460 CFU/wymaz w zaleznosci od izolatu.

Nie stwierdzono reaktywnosci krzyzowej ze 125 blisko spokrewnionymi mikro-
organizmami lub mikroorganizmami wystepujgcymi typowo w prébkach stolca.

Wszystkie znane szczepy C. difficile (toksynotypy 0—XXXI, z wyjgtkiem
nietoksynogennych toksynotypow Xl), w tym odpowiedzialny za wybuchy epidemii
hiperwirulentny szczep BI/NAP1/027.
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Oznaczenia

Na etykietach produktow diagnostycznych Roche PCR stosuje sie nastepujgce oznaczenia.

Tabela 14

Age/DOB| wiek lub data urodzenia

sw

| Assigned Range [copies/mL] |

| Assigned Range [1U/mL] |

EC|REP

[ERERRRRNRND]
BARCODE

LOT
Sa

REF

C€

Collect Date

[1i]

i

CONTENT

£

2
[ 4

®

4\ testowania
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Oprogramowanie
pomocnicze

Przypisany zakres
(kopie/ml)

Przypisany zakres
(1U/ml)

Autoryzowany
Przedstawiciel we
Wspdlnocie Europejskiej

Arkusz koddéw kreskowych

Kod partii

Zagrozenie biologiczne

Numer katalogowy

Oznaczenie zgodnosci CE —
wyréb ten jest zgodny

z obowigzujgcymi wymogami
dotyczacymi oznaczenia CE
dla wyrobu medycznego do
diagnostyki in vitro

Data pobrania

Sprawdz w instrukcji
uzytkowania

Zawartos$¢ wystarczajagca
na <n> testow

Zawarto$c¢ zestawu

Préba kontrolna

Data produkcji

Wyréb do testow przy
pacjencie

Wyrob nieprzeznaczony
do testéw przy pacjencie
Wyréb nieprzeznaczony

do samodzielnego
testowania

Dystrybutor
(Uwaga: pod symbolem moze

mﬂ byc wskazany wtasciwy
kraj/region.)

Nie uzywac powtornie

Kobieta

Wytacznie do oceny
dziatania
w badaniach IVD

Numer globalny jednostki
handlowej

GTIN

Importer

Wyréb do diagnostyki
in vitro

Dolna granica
przypisanego zakresu

Mezczyzna

Wytworca

EQ 5 56

CONTROL

Kontrola ujemna

Wyréb niejatowy

P>

)

Nazwisko pacjenta

Numer pacjenta

=lRe—e
+

Rozerwac tutaj

2

4

CONTROL | + | Kontrola dodatnia

Wyréb do samodzielnego

| QS copies / PCR

Oznaczenia stosowane na etykietach produktéw diagnostycznych Roche PCR

IU QS na reakcje PCR,

uzy¢ jednostek

QS IU/PCR | miedzynarodowych (IU)
QS na reakcje PCR
w obliczeniach wynikéw.

SN

Numer seryjny

Site

Osrodek

| Procedure | Standard | Procedura standardowa

Produkt sterylizowany

STERILE E tlenkiem etylenu

Przechowywac z dala od
Swiatta
Przestrzegaé zakresu
temperatury

TDF

Plik definicji testow

Ta strong do goéry

—>

| Procedure | UltraSensitive | Procedura ultraczuta

Niepowtarzalny kod
identyfikacyjny wyrobu

UDI
ULR Gorna granica
przypisanego zakresu

Urine Fill Line| Linia napetniania moczem

Tylko Stany Zjednoczone:
prawo federalne zezwala
na sprzedaz tego wyrobu

RX Only wylgcznie lekarzowi lub
na zamowienie takiego
lekarza.

2 Termin przydatnosci

Kopie QS na reakcje PCR, uzy¢ kopii QS
na reakcje PCR w obliczeniach wynikow.
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Pomoc techniczna

W celu uzyskania wsparcia (pomocy) technicznego nalezy skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem: https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Wytwérca i importer
Tabela 15 Wytworca i importer

Roche Molecular Systems, Inc.
1080 US Highway 202 South
Branchburg, NJ 08876 USA
www.roche.com

Wyprodukowano w Stanach Zjednoczonych

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim
Germany

Znaki towarowe i patenty
Patrz https://diagnostics.roche.com/us/en/about-us/patents

Prawo autorskie
©2024 Roche Molecular Systems, Inc.

Roche Diagnostics GmbH
EC|REP Sandhofer Str. 116 c €
68305 Mannheim

Germany 2797
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Wersja dokumentu

Informacje dotyczace wersji dokumentu

Doc Rev 8.0 Informacje dotyczace zagrozen zwigzanych z zestawami Lysis Kit 1 zostaty zaktualizowane.
02/2024 Zaktualizowano zapis marki cobas®.

W razie jakichkolwiek pytan prosimy o kontakt z lokalnym przedstawicielem Roche.
Doc Rev 9.0 Zaktualizowano informacje dotyczgce zagrozen ze strony zestawéw do przygotowywania prébek.
06/2024 Usunieto symbol ,Rx Only” z pierwszej strony.

Zaktualizowano strone z ujednoliconymi symbolami.
W razie jakichkolwiek pytan prosimy o kontakt z lokalnym przedstawicielem Roche.

Podsumowanie sprawozdania na temat bezpieczenstwa i parametréw dziatania mozna znalez¢ pod
nastepujgcym linkiem: https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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