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Test wykorzystujacy kwas nukleinowy cobas® Cdiff do stosowania w systemie cobas® Liat” jest przeznaczony do uzytku
przez pracownikow ochrony zdrowia lub przeszkolonych operatoréw zaznajomionych z obstuga systemu cobas® Liat®
i mozna go wykonywac przy pacjencie, w miejscu opieki nad pacjentem (ang. Point of Care, POC) lub w laboratorium
klinicznym.

Przeznaczenie

Test wykorzystujacy kwas nukleinowy cobas® Cdiff do stosowania z systemem cobas® Liat® to zautomatyzowany,
jakosciowy test diagnostyczny in vitro, wykorzystujacy tancuchowa reakcje polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym do
wykrywania genu toksyny B (tcdB) szczepdw toksynogennych Clostridioides difficile (C. difficile) w probkach (ptynnych
lub migkkich) nieuformowanego kalu pozyskanych od pacjentow, u ktérych podejrzewa si¢ zakazenie bakteriami

C. difficile (CDI). Test wykorzystujacy kwas nukleinowy cobas® Cdiff do stosowania z systemem cobas® Liat® jest
przeznaczony do stosowania jako wsparcie podczas diagnozowania zakazenn CDI u ludzi z uwzglednieniem klinicznych
i epidemiologicznych czynnikdw ryzyka.

Podsumowanie oraz opis testu

Informacje podstawowe: detekcja bakterii C. difficile

Clostridioides difficile (C. difficile) to Gram-dodatnia, beztlenowa, przetrwalnikujaca paleczka, zidentyfikowana w péznych
latach 70. jako czynnik etiologiczny rzekomobloniastego zapalenia jelit i biegunki zwigzanych z antybiotykoterapia."?

C. difficile jest najczg$ciej zglaszanym patogenem szpitalnym® i uwaza sie, ze jest on odpowiedzialny za 15-20%
przypadkow biegunki zwigzanej z antybiotykoterapia i za niemal wszystkie przypadki rzekomobloniastego zapalenia jelit
zwigzanego z antybiotykoterapig.* Czesto$¢ zakazen C. difficile (CDI) wzrosta czterokrotnie w ciagu mniej niz dwudziestu
lat.” Zakazenie to jest przyczyna ciezkiej choroby i wiaze si¢ z wysoka $miertelnoscig.’ Za rosngcg czestos¢ zachorowan
odpowiada czgsciowo pojawienie sie hiperwirulentnych szczepow takich jak BI/027/Ameryka PéInocna, pulsotyp 1
(NAP1), rybotyp. Starsi i hospitalizowani pacjenci, ktérzy niedawno stosowali antybiotykoterapig, s3 w grupie
najwyzszego ryzyka zakazenia CDI, cho¢ czesto$¢ zakazen CDI wzrasta rowniez poza $rodowiskiem szpitalnym.>®

Zakazenie przenosza przetrwalniki, a po kolonizacji toksynogennym szczepem C. difficile pacjenci moga pozostawac
bezobjawowymi nosicielami lub zachorowac¢ na chorobe jelit. Cechy kliniczne zakazenia CDI moga przyjmowac postaé
od fagodnej biegunki do zagrazajacego zyciu rzekomobloniastego zapalenia jelit, ktéremu towarzyszy bol brzucha, silna
biegunka i objawy ogélnoustrojowe, takie jak goraczka, jadlowstret, nudnosci i zte samopoczucie. Mimo dramatycznego
wzrostu czesto$ci zachorowan i nasilenia zakazenn CDI metronidazol lub wankomycyna pozostaja leczeniem farmakolo-
gicznym z wyboru w przypadku epizodéw ostrych i zakazen nawracajacych.”

Rozpoznanie zakazenia CDI zwykle opiera si¢ na obecnosci toksyny w probkach stolca. Najbardziej toksynogenne szczepy
C. difficile zazwyczaj produkujg dwie egzotoksyny biatkowe: toksyne A i toksyne B.* Niewielki odsetek toksynogennych
szczepow moze produkowad jedynie toksyne B.” Wykazanie wystepowania efektu cytopatycznego w monowarstwie
komorek wynikajgcego z dzialania toksyny B jest uznawane przez wiele osob za ,,ztoty standard”.'”!! Supernatant stolca
mozna bezposrednio inkubowa¢ z monowarstwg komorek. Izolaty C. difficile mozna réwniez wyhodowa¢ w bulionie
selektywnym, a nastgpnie wykorzysta¢ supernatant do inkubacji z monowarstwa komoérek (hodowla toksynogenna).

W przypadku obu technik koncowy wynik uzyskuje si¢ po co najmniej 48-72 godzinach.

Posiew ze stolca przeprowadza si¢ rzadko ze wzgledu na zlozonos$¢ procedur i dtuzszy, podany powyzej, czas oczekiwania
na wynik. Diagnostyke czesto przeprowadza sie przy uzyciu enzymatycznych testdéw immunologicznych (EIA) lub testow

DNA.>"* Testy immunologiczne do wykrywania toksyny stosuje sie czesto, poniewaz umozliwiajg uzyskanie dodatnich
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wynikéw w mniej niz 4 godziny, aczkolwiek ich czulo$¢ jest nizsza niz w przypadku posiewu.'>* Z kolei test genetyczny
w kierunku toksyn C. difficile metoda tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) charakteryzuje si¢ wyzsza czuloscig

i krotszym czasem oczekiwania na wynik niz posiew i testy immunologiczne.>'*"”

Do metod kontroli zakazen nalezy rozwazne stosowanie antybiotykoterapii, zapobieganie zakazeniom krzyzowym oraz
aktywny nadzér nad przypadkami zachorowan.'® Z tego powodu istnieje wielka potrzeba wysoce czulej i szybkiej,
zautomatyzowanej metody detekcji bakterii C. difficile. Metody molekularne oferujg potencjal istotnego skrécenia czasu
wykrywania, umozliwiajac przez to szybkie rozpoczecie leczenia przeciwbakteryjnego oraz wczesne wdrozenie metod
kontroli zakazen.'*'® Test wykorzystujacy kwas nukleinowy cobas® Cdiff do stosowania z systemem cobas® Liat® to szybki
test molekularny zaprojektowany w celu wykrywania genu toksyny B C. difficile w probkach nieuformowanego katu
pozyskanych od pacjentdw, u ktérych podejrzewa si¢ zakazenie CDI.

Objasnienie testu

Test wykorzystujacy kwas nukleinowy cobas® Cdiff do stosowania w systemie cobas® Liat” (okreslany dalej jako

»cobas® Cdiff”) to szybki test, ktory calkowicie automatyzuje przygotowanie probki, amplifikacje PCR i detekcje w czasie
rzeczywistym docelowych sekwencji DNA na analizatorze cobas® Liat®. Test cobas® Cdiff sklada si¢ z jednorazowej
probowki testu cobas® Cdiff, ktéra zawiera odczynniki do oczyszczania kwasu nukleinowego i PCR oraz kontrole
wewnetrzng (Bacillus thuringiensis israelensis lub Bti). W probdwce testu cobas® Cdiff przebiegaja procesy
przygotowywania probki i PCR. Probéwka testu cobas® Cdiff jest autonomiczna, wiec ryzyko zanieczyszczenia
krzyzowego miedzy probkami jest ograniczone.

Zasady procedury
Przygotowanie probek

Mikroorganizmy w probce kalu s3 poddawane lizie z uzyciem czynnika chaotropowego i proteinazy K. Uwolnione
kwasy nukleinowe, w tym kontrola wewnetrzna DNA w postaci Bti, sg wigzane z magnetycznymi szklanymi czastkami.
Czasteczki s wymywane i zwigzany kwas nukleinowy jest wyptukiwany do malej objetosci buforu, a nastepnie mieszany
z odczynnikiem Master Mix i kofaktorem aktywacji do reakcji PCR.

Amplifikacja w reakcji PCR i detekcja z wykorzystaniem sond TagMan®

Odczynnik Master Mix zawiera pary primerdw i sondy dla toksyny B C. difficile oraz kontroli wewnetrznej. Jesli docelowe
sekwencje kwasu nukleinowego sa obecne, dojdzie do amplifikacji z uzyciem odpowiednich primeréw oraz termostabilnej
polimerazy DNA, co bedzie skutkowato utworzeniem produktéw reakcji PCR (amplikonéw). Te produkty sa wykrywane
przez swoiste sondy TagMan® zawierajace fluorescencyjny barwnik reporterowy oraz wygaszacz. W stanie wyjsciowym
wygaszacz tlumi fluorescencje barwnika reporterowego. Jednak w przypadku obecnosci produktu PCR sonda z nim
hybrydyzuje i ulega rozszczepieniu na skutek dzialania polimerazy, ktéra wykazuje aktywnos¢ nukleazy w kierunku

od konca 5' do konca 3', oddzielajac w ten sposob barwnik reporterowy i wygaszacz. Ta reakcja umozliwia emisje
fluorescencji z barwnika reporterowego, a sygnal jest rejestrowany w czasie rzeczywistym w trakcie kazdego cyklu reakcji
PCR przez analizator cobas® Liat®. Sygnal ten jest interpretowany przez oprogramowanie systemu cobas® Liat”

i przedstawiany w postaci koncowych wynikéw.
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Amplifikacja wybidrcza

Amplifikacje wybidrcza 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 zawierajacych dezoksyurydyne', lecz nie DNA zawierajgcego
dezoksytymidyne. Dezoksyurydyny nie stwierdza sie¢ w wystepujacym naturalnie DNA, natomiast jest ona zawsze obecna
w amplikonie z uwagi na stosowanie tréjfosforanu dezoksyurydyny zamiast trojfosforanu tymidyny jako jednego sposrod
dNTPs w odczynniku Master Mix; dlatego tez jedynie amplikon zawiera dezoksyurydyne. Dezoksyurydyna powoduje
wrazliwos¢ zanieczyszczajacego amplikonu na rozklad przez enzym AmpErase przed amplifikacja docelowego DNA.
Zawarty w odczynniku Master Mix enzym AmpZErase katalizuje rozszczepienie DNA zawierajacego 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 wykluczajac dalsza amplifikacje DNA. Enzym AmpErase jest nieczynny w temperaturze
powyzej 55°C, tj. w czasie trwania catego cyklu termicznego, dlatego tez nie niszczy on amplikonu docelowego. Wykazano,
ze test cobas® Cdiff dezaktywuje na kazda reakcje PCR co najmniej 1000 kopii zawierajacego dezoksyurydyne amplikonu
C. difficile.
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Odczynniki i materialy

Odczynniki i kontrole do testu cobas® Cdiff

Tab. 1. cobas® Cdiff

Test wykorzystujacy kwas nukleinowy cobas® Cdiff do uzytku z systemem cobas® Liat®

Przechowywaé w temperaturze 2-8°C
20 testéw (P/N 07454945190)

2 opakowania pipet do przenoszenia cobas® Liat® (P/N 09329676001)

Odczynniki w probéwce
test cobas® Cdiff

Skiad odczynnikow

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie?

Kontrola wewnetrzna
cobas® Liat® Cdiff

PBS
Tween-80

0,01% substancji konserwujacej
ProClin® 300

Glicerol
EDTA

< 1% podstawowego Bti
(inaktywowanego)

Proteinaza K cobas® Liat®

Bufor Tris

EDTA

Chlorek wapnia
Octan wapnia

< 2,0% proteinazy K°
Gliceryna

Szklane czastki
magnetyczne cobas® Liat®

Magnetyczne szklane czastki
Woda

Bufor do lizy cobas® Liat®

Cytrynian sodu

3% polidokanol®

42,6% tiocyjanian guanidyny®
Ditiotreitol

Bufor ptuczacy
cobas® Liat®

Cytrynian sodu dwuwodny
0,05% N-metyloizotiazolon HCI

Bufor do elucji 1
cobas® Liat®

Rekombinowana albumina surowicy
ludzkiej

Bufor Tris-HCI
0,09% azydku sodu

SOD®

NIEBEZPIECZENSTWO

H302 + H332: Dziata szkodliwie po potknieciu i w nastepstwie
wdychania.

H314: Powoduje powazne oparzenia skéry oraz uszkodzenia
oczu.

H317: Moze powodowa¢ reakcje alergiczng skory.

H334: Moze powodowaé objawy alergii lub astmy lub trudnosci
w oddychaniu w nastepstwie wdychania.

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

P261: Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej
cieczy.

P273: Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.

P280: Stosowac¢ rekawice ochronne/odziez ochronng/ ochrone
oczu/ochrone twarzy/ochrone stuchu.

P303 + P361 + P353: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA
(lub z wtosami): natychmiast zdjg¢ catg skazong odziez. Sptukaé
skére pod strumieniem wody.

P304 + P340 + P310: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG
ODDECHOWYCH: wyprowadzi¢ lub wynie$¢ poszkodowanego
na $wieze 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. Wyjaé soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukacé.
Natychmiast skontaktowaé sie z OSRODKIEM
ZATRUC/lekarzem.

P342 + P311: W przypadku wystapienia objawdéw ze strony
uktadu oddechowego: skontaktowaé sie z OSRODKIEM
ZATRUC/lekarzem.

P391: Zebra¢ wyciek.

EUH032: W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy.
EUH210: Karta charakterystyki dostepna na zadanie.

EUH208: Zawiera mieszaning: 5-chloro-2-metylo-4-izotiazolin-
3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (3:1). Moze powodowac
wystgpienie reakcji alergiczne;.

26172-54-3 Chlorowodorek 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu
593-84-0 Tiocyjanian guanidyny

9002-92-0 Polidokanol

39450-01-6 Proteinaza serynowa, Tritirachium album

07968485190-06PL

Doc Rev. 5.0



cobas® Cdiff

Test wykorzystujacy kwas nukleinowy cobas® Cdiff do uzytku z systemem cobas® Liat®

Przechowywaé w temperaturze 2-8°C

20 testow (P/N 07454945190)

2 opakowania pipet do przenoszenia cobas® Liat® (P/N 09329676001)

Odczynniki w probéwce
test cobas® Cdiff

Sktad odczynnikow

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie?

Odczynnik Master Mix 1
cobas® Liat® Cdiff

Bufor trycynowy
EDTA

DMSO

Octan potasu
Wodorotlenek potasu

< 0,01% roztworu starteréw sensownych
i antysensownych dla C. difficile oraz
kontroli wewnetrzne;j

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

0,09% azydku sodu

Odczynnik Master Mix 2
cobas® Liat® Cdiff

DMSO

Tween 20

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

< 0,01% aptameru oligonukleotydowego

< 0,01% polimeraza DNA Z05 (bakteryjnej)

< 0,02% enzym AmpErase (uracylo-N-
glikozylaza) (bakteryjny)
0,09% azydku sodu

Kofaktor cobas® Liat® Cdiff

Octan manganu
Octan magnezu

Albumina surowicy wotowej z osocza
wotowego, pozyskana w Stanach
Zjednoczonych

0,09% azydku sodu

2 Oznakowanie bezpieczenstwa produktu jest zgodne przede wszystkim z wytycznymi GHS UE.
b Substancja lub mieszanina niebezpieczna.
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Tab. 2. Zestaw kontroli ujemnej i dodatniej cobas® Cdiff do uzytku z systemem cobas® Liat®

cobas® Cdiff Positive and Negative Control Kit for use on the cobas® Liat® System
Przechowywaé¢ w temperaturze 15-30°C
5 zestawow (P/N 07454970190)
Elementy zestawu | Skiad odczynnikéw llosé na zestaw | Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie
Cdiff (+) C Bufor Tris 5 fiolek ND
(Kontrola EDTA
dodatnia < 0,01% poli-rA RNA (syntetycznego)
col.Jas® Liat® 0,05% azydku sodu
Cdiff) < 0,01% niezakaznego plazmidu DNA (bakteryjnego)
zawierajacego sekwencje C. difficile
BUF(-)C Bufor Tris 5 fiolek ND
(Kontrola ujemna | EDTA
cobas® Liat") 0,05% azydku sodu
< 0,01% poli-rA RNA (syntetycznego)
Przechowywanie i uzytkowanie odczynnikdéw
Tab. 3. Przechowywanie i uzytkowanie odczynnikéw
Temperatura

Odczynnik

przechowywania

Czas przechowywania

cobas® Cdiff Nucleic acid test for use on the cobas® Liat® System

2-8°C

Zachowuje trwato$¢é do momentu uptywu
wskazanej daty waznosci.

cobas® Liat® System

cobas® Cdiff Positive and Negative Control Kit for use on the

15-30°C

Zachowuje trwato$¢ do momentu uptywu
wskazanej daty waznosci.

Uwaga: nie nalezy zamraza¢ odczynnikéw.

Nie nalezy otwiera¢ opakowania indywidualnej probéwki testu, dopdki uzytkownik nie bedzie gotowy do przeprowadzenia testu.
Opakowanie pipet do przenoszenia cobas® Liat® mozna przechowywaé w temperaturze pokojowej po wyjeciu pierwszego elementu

z zestawu probdwki testu cobas® Cdiff. Nalezy upewnié sig, ze podczas wyjmowania pipet do przenoszenia z zestawu pipet do przenoszenia
cobas® Liat® uzywa sie czystych rekawiczek. Opakowanie pipet do przenoszenia cobas® Liat® nalezy szczelnie zamkna¢ zaraz po wyjeciu

z niego potrzebnych pipet.

Date waznosci odczynnikéw okreslono w oparciu o skoordynowany czas uniwersalny (UTC). Lokalny czas wazno$ci odczynnikéw mozna
okresli¢, dodajac lub odejmujac maksymalnie 12 godzin w zalezno$ci od czasu miejscowego w odniesieniu do czasu UTC.

Wymagane materialy dodatkowe

Tab. 4. Wymagane materiaty dodatkowe

Materiaty

P/N

cobas® PCR Media Uni Swab Sample Kit

07958030190

Rekawice jednorazowe bezpudrowe

Akceptowalne s3 jakiekolwiek bezpudrowe rekawice jednorazowe.

W celu uzyskania dodatkowych informacji dotyczacych materiatéw sprzedawanych oddzielnie prosimy o kontakt z lokalnym przedstawicielem

Roche.
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Materialy opcjonalne

Tab. 5. Materialy opcjonalne

Materiat P/N

Zestaw zapasowych korkéw cobas® PCR 07958056190

W celu uzyskania dodatkowych informacji dotyczacych materiatu opcjonalnego, prosimy o kontakt z lokalnym przedstawicielem Roche.

Urzadzenia i oprogramowanie wymagane, lecz niedostarczane

Tab. 6. Urzadzenia i oprogramowanie wymagane, lecz niedostarczane

Urzadzenia i oprogramowanie wymagane, lecz niedostarczane

Analizator cobas® Liat® (P/N 07341920190)
e W tym oprogramowanie systemowe cobas® Liat® (podstawowe) wersja 3.3.0 lub wyzsza

Skrypt cobas® Cdiff Script wersja 1.1 lub wyzsza

W celu uzyskania dodatkowych informacji dotyczacych wymaganych urzadzen i oprogramowania, prosimy o kontakt z lokalnym
przedstawicielem Roche.

Wymagania dotyczace srodkow ostroznosci i uzytkowania

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Podobnie jak w przypadku kazdej procedury testowej, dla prawidlowego przeprowadzenia badania kluczowe znaczenie
ma zachowanie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej. Z uwagi na wysoka czulos$¢ analityczng niniejszego testu nalezy
przedsiewzig¢ wyjatkowa ostroznos¢, aby zapobiec zanieczyszczeniu odczynnikéw, probek oraz mieszanin do amplifikaciji.

« Do stosowania wylacznie w diagnostyce in vitro.
o  Test wykorzystujacy kwas nukleinowy cobas® Cdiff do stosowania w systemie cobas® Liat® jest przeznaczony do

uzytku przez pracownikéw ochrony zdrowia lub przeszkolonych operatoréw zaznajomionych z obstugg systemu
cobas® Liat® w miejscu opieki nad pacjentem (POC) lub w laboratorium klinicznym.

» Nalezy unika¢ mikrobiologicznego i przez DNA zanieczyszczenia odczynnikéw i probek.
» Nalezy zmieni¢ rekawiczki przed wyjeciem pipety do przenoszenia z opakowania pipet do przenoszenia
cobas® Liat®, a nastepnie po pracy z kazda probka lub kontrolg, aby unikna¢ zanieczyszczenia odczynnikéw i pipet.
« Karty charakterystyki sa dostepne na zagdanie w lokalnym przedstawicielstwie Roche.
« Bufor do lizy cobas® Liat® (odczynnik LYS) zawiera tiocyjanian guanidyny. Nie dopusci¢ do bezposredniego

kontaktu miedzy tiocyjanianem guanidyny i podchlorynem sodu (wybielaczem) ani innymi wysoce reaktywnymi
odczynnikami, takimi jak kwasy lub zasady. Takie mieszaniny moga wydziela¢ trujace gazy.

« Bufor do elugji 1 cobas® Liat® (EB), odczynnik Master Mix 1 cobas® Liat® Cdiff (Cdiff MMX-1), odczynnik Master
Mix 2 cobas® Liat® Cdiff (Cdiff MMX-2), kofaktor cobas® Liat® Cdiff (Cofactor), BUF (-) Ci Cdiff (+) C zawieraja
azydek sodu.

o W celu zapoznania si¢ z dodatkowymi ostrzezeniami, Srodkami ostroznosci i procedurami majacymi na celu
zmniejszenie ryzyka kontaminacji analizatora cobas® Liat®, nalezy zapoznac si¢ z aktualnym przewodnikiem
uzytkownika systemu cobas® Liat®.

« W UE: nalezy poinformowac¢ lokalny wlasciwy organ o wszelkich powaznych zdarzeniach, ktére moga wystapic¢
podczas stosowania tego testu.

07968485190-06PL
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Dobra praktyka laboratoryjna

Nie nalezy pipetowac za pomoca ust.
Nie wolno jes¢, pi¢ ani pali¢ w obszarach roboczych.
Po zakonczeniu pracy z probkami i odczynnikami testowymi nalezy doktadnie umy¢ rece.

Zgodnie z zasadami instytucji, podczas pracy z jakimikolwiek odczynnikami nalezy uzywac oston na oczy oraz
fartuchéw laboratoryjnych i rekawic jednorazowych. Nalezy unika¢ kontaktu wymienionych materialéw ze skora,
oczami i blonami §luzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu, miejsce tego kontaktu nalezy natychmiast sptuka¢ duza
iloscig wody. Jezeli nie zostang podjete odpowiednie dziatania lecznicze, moze doj$¢ do oparzen. W razie rozlania
przed wytarciem nalezy rozcienczy¢ woda.

Dodanie do odczynnika Master Mix cobas® Liat® Cdiff enzymu AmpErase umozliwia selektywna amplifikacje
docelowego DNA; jednak aby unikng¢ zanieczyszczenia odczynnikdw i mieszanin amplifikacyjnych, konieczne
jest stosowanie dobrej praktyki laboratoryjnej i dokladne przestrzeganie procedur wyszczegélnionych w niniejszej
instrukeji.

Doktadnie oczysci¢ i odkazi¢ wszystkie laboratoryjne powierzchnie robocze $wiezo przygotowanym roztworem
0,5% podchlorynu sodu w wodzie destylowanej lub dejonizowanej (rozcienczy¢ domowy wybielacz

w stosunku 1:10). Nastepnie przetrze¢ powierzchnig¢ 70% etanolem.

Zanieczyszczenie

W celu zapobiezenia zanieczyszczeniu konieczne jest noszenie rekawiczek i ich zmiana przed wyjeciem pipety
do przenoszenia cobas® Liat® z opakowania pipet do przenoszenia cobas® Liat®, pomiedzy praca z probkami

i probéwkami testu cobas® Cdiff lub fiolkami kontroli. Podczas pracy z prébkami i kontrolami nalezy unikaé
zanieczyszczenia rekawic. Podczas obchodzenia si¢ z probkami i zestawem odczynnikow nalezy nosi¢
jednorazowe rekawice, fartuchy laboratoryjne oraz ostong oczu.

Nalezy unika¢ zanieczyszczenia odczynnikow przez rybonukleazy i zanieczyszczenia mikrobiologicznego.

Jezeli w trakcie obchodzenia si¢ z probkami nie jest mozliwa odpowiednia kontrola przeniesienia zanieczyszczenia
miedzy probkami, moze dojs¢ do wystapienia wynikow falszywie dodatnich.
Z probkami nalezy obchodzic¢ si¢ tak jak z materialem zakaznym, stosujac laboratoryjne procedury

bezpieczenstwa, takie jak okreslone w dokumentach Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories®
oraz CLSI Document M29-A4.”!

Integralnosé

Nie wolno uzywac¢ zestawow po uplywie daty waznosci.
Nie nalezy poddawa¢ odczynnikéw pulowaniu.

Nie nalezy uzywac uszkodzonej probowki testu cobas® Cdiff lub probowki testu cobas® Cdiff, ktdra zostata
upuszczona po wyjeciu z jej torebki foliowe;.

Nie uzywa¢ ponownie probowek testu cobas® Cdiff. Jezeli probowki testu cobas® Cdiff nie znajduja sie w tulei
lub jezeli przedziat probéwki z probka zawiera juz ciecz, NIE nalezy uzywaé probéwki.

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

Wiszystkie zestawy odczynnikéw nalezy przechowywaé w odpowiedni sposéb. Patrz Tab. 3.
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Utylizacja
« Probodwka testu cobas® Cdiff powinna zosta¢ wyrzucona do odpowiedniego pojemnika na niebezpieczne odpady
biologiczne zgodnie z normami ochrony $rodowiska i zdrowia danej instytucji.

o Odczynniki i kontrole cobas® Cdift zawieraja azydek sodu (patrz ,,Ostrzezenia i srodki ostroznoéci”). Azydek sodu
moze wchodzi¢ w reakgje z instalacjami wodno-kanalizacyjnymi wykonanymi z ofowiu lub miedzi, tworzac silnie
wybuchowe azydki metali. Usuwajgc roztwory zawierajace azydek sodu do zlewow laboratoryjnych, nalezy
przeptuka¢ rury duzg iloscig zimnej wody, aby zapobiec nagromadzeniu azydkow.

« Nalezy wyrzuci¢ wszystkie nieuzyte probowki testu i odpady, postepujac zgodnie z przepisami krajowymi
i lokalnymi.
Rozlanie plynoéw i czyszczenie

« Jesli na powierzchni analizatora cobas® Liat® dojdzie do rozlania ptynu, nalezy postepowac zgodnie
z odpowiednimi instrukcjami zamieszczonymi w przewodniku uzytkownika systemu cobas® Liat® w celu
przeprowadzenia czyszczenia.

Pobieranie, transport i przechowywanie prébek

ze wszystkimi probkami nalezy obchodzi¢ si¢ jak z materialem potencjalnie zakaznym.

Pobieranie prébek

Test cobas® Cdiff powinien by¢ stosowany z czesciowo uformowanymi lub nieuformowanymi probkami katu. S one
nazywane probkami kalu w zalezno$ci od ksztaltu pojemnika, w jakim sie znajduja. Pobierz probke katu do czystego,
suchego i nieuzywanego pojemnika przestrzegajac standardowych procedur roboczych instytucji.

Przechowywanie i trwato$é probek podczas transportu

Prébki nieuformowanego katu zachowuja trwatos¢ w temperaturze pokojowej (2-30°C) przez 2 dni lub w temperaturze
2-8°C przez 9 dni przed przeniesieniem do podloza cobas® PCR Media i zbadania w systemie cobas® Liat® (wykazano to
badajac probki po kolejnym przechowywaniu w temperaturze 30+1°C przez 2 dni, nastepnie w temperaturze 2-8°C
przez 7 dni).

Probki katu zawieszone w podlozu cobas® PCR Media zachowuja trwato$¢ w temperaturze 2-30°C przez 7 dni przed
wykonaniem oznaczenia w systemie cobas® Liat®.

Prébki bakterii C. difficile musza by¢ transportowane zgodnie z przepisami krajowymi i lokalnymi dotyczacymi transportu
czynnikéw etiologicznych.

07968485190-06PL
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Procedura testu

Przebieg pracy ,,Dodaj partie”

Rys. 1.  Przebieg pracy ,Dodaj partie”

1 Uruchom system i zaloguj sie

Wyjmij kontrole, probéwki testu i pipety do przenoszenia z miejsca przechowywania

W ,Menu oznaczen” wybierz opcje ,,Nowa seria”

Zeskanuj i oznacz kontrole ujemna

| |
L 2 |
L 3 |
| 4 | Zeskanuj kod kreskowy na karcie kodu kreskowego ID ulotki dotgczonej do opakowania
[ 5 |
[ 6 |

Zeskanuj i oznacz kontrole dodatnig

Przebieg pracy przenoszenia prdobki

Rys. 2. Przebieg pracy przenoszenia prébki

| 1 | Zanurz wymazéwke w probce katu |
| 2 | Umies¢ inokulowang wymazéwke w probéwcee z podtozem cobas® PCR Media |
| 3 | Przetam trzon wymazdéwki na szarym nacigciu |
| 4 | Zamknij probéwke i obréé co najmniej 5 razy |

Przebieg pracy z uzyciem testu cobas® Cdiff

Rys. 3. Przebieg pracy z uzyciem testu cobas® Cdiff

1 Uruchom system i zaloguj sie

| | |
| 2 | Wyjmij prébki, probdwki testu i pipety do przenoszenia z miejsca przechowywania |
| 3 | W menu giéwnym wybierz ,Uruchom oznaczenie” |
| 4 | Zeskanuj kod kreskowy probéwki testu cobas® Cdiff |
| 5 | Zeskanuj lub wprowadz ID probki |
6 Uzywajac pipety do przenoszenia, dodaj prébke do probéwki testu cobas® Cdiff
i ponownie zamknij probéwke
| 7 | Ponownie zeskanuj kod kreskowy probéwki testu cobas® Cdiff |
| 8 | Uruchom cykl pracy, wktadajgc probéwke testu cobas® Cdiff |
| 9 | Przejrzyj wyniki* |
| 10 | Wytaduj i utylizuj zuzytg probéwke testu cobas® Cdiff |

* Szczegdétowe informacje na temat wysytania wynikéw do systeméw DMS i LIS zawiera aktualny
przewodnik uzytkownika systemu cobas® Liat®.
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Instrukcja obstugi

Procedura ,,Dodaj partie”

Przed uzyciem nowej partii proboéwek testu cobas® Cdiff, na analizatorze cobas® Liat® musi zosta¢ wykonana procedura
»Dodaj parti¢” w celu walidacji partii probowki testu cobas® Cdiff w danym osrodku. Procedura obejmuje oznaczanie
probek kontroli ujemnej i kontroli dodatniej Cdiff.

Materialy wymagane do procedury ,,Dodaj partie”

e Nowa partia testu wykorzystujacy kwas nukleinowy cobas® Cdiff do stosowania w systemie cobas® Liat®
(dwie probowki testu)

e 2 pipety do przenoszenia z opakowania pipet do przenoszenia cobas® Liat®

e Karta kodu kreskowego ID ulotki dotgczonej do opakowania dla nowej partii probowek testu cobas® Cdiff
e Kontrola dodatnia cobas® Liat® Cdiff

¢ Kontrola ujemna cobas® Liat®

e Karta kodu kreskowego do kontroli dodatniej cobas® Liat® Cdiff i kontroli ujemnej cobas® Liat®

Uwaga: szczegolowe instrukcje obstugi mozna znalezé w przewodniku uzytkownika systemu cobas® Liat®.

Procedura

1. Nacisnij przycisk wt./wyl. zasilania, aby uruchomic analizator cobas® Liat®.

2. Na ekranie analizatora cobas® Liat® wybierz Zaloguj.

3. Po wyswietleniu monitu wprowadz nazwe uzytkownika i wybierz Wprowadz.
4. Po wyswietleniu monitu wprowadz hasto i wybierz Wprowadz.

Uwaga: moZze zosta¢ wyswietlony monit z prosbqg o potwierdzenie przeczytania przewodnika uzytkownika
(np. przewodnik uzytkownika systemu cobas® Liat*).

5. Wybierz Menu oznaczen w menu gtéwnym analizatora cobas® Liat®.
6. Wrybierz Nowa partia na dole listy.

7. Po wyswietleniu monitu Zeskanuj ID wkladki wybierz Skanuj i zeskanuj karte kodu kreskowego ID ulotki dotgczonej
do opakowania testu cobas® Cdiff. Upewnij sie, ze czerwone $wiatto skanera znajduje si¢ na calym kodzie kreskowym.

Uwaga: moZze zostac¢ wyswietlony monit z prosbg o potwierdzenie przeczytania ulotki dolgczonej do opakowania lub
instrukcji obstugi.

8. Po wyswietleniu komunikatu Zeskanuj ID kon. ujemnej wybierz Skanuj i zeskanuj karte kodu kreskowego kontroli
ujemnej dotaczong do zestawu kontroli. Upewnij sie, Ze czerwone $wiatlo skanera znajduje si¢ na calym kodzie
kreskowym. Nastepnie analizator cobas® Liat® wyswietli komunikat Dodaj kontrole uj. i zeskanuj ID probowki.

9. Trzymaj pionowo probéwke kontroli ujemnej cobas® Liat® i lekko stuknij na plaskiej powierzchni, aby zebra¢ ciecz
na dnie probowki.

10. Otworz torebke foliowa probowki testu cobas® Cdiff (z serii do dodania) i wyjmij probéwke testu.
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11. Uzyj pipety do przenoszenia z opakowania pipet do przenoszenia cobas® Liat®, aby doda¢ kontrolg¢ ujemna
cobas® Liat® do probowki testu cobas® Cdiff. Mocno $cis$nij banke pipety, az banka bedzie calkowicie plaska,
nastepnie widz koncédwke pipety do ptynu i pobierz probke powoli zwalniajac banke.

Uwaga: do przenoszenia kontroli i probek do probowki testu cobas® Cdiff nalezy uzywac wylgcznie pipety do
przenoszenia dostarczonej w opakowaniu pipet do przenoszenia cobas® Liat®.

12. Ostroznie zdejmij korek probowki testu cobas® Cdiftf i widz pipete do otworu. Umies¢ koncowke pipety blisko dna
otwartego segmentu.

13. Powoli §ci$nij banke, aby oprézni¢ zawartos¢ pipety do probowki testu cobas® Cdiff. Unikaj tworzenia pecherzykéw
w probcee. Nie zwalniaj banki pipety, gdy pipeta nadal znajduje si¢ w proboéwece testu cobas® Cdiff.

Uwaga: nie nalezy przebijac dna probéwki testu cobas® Cdiff lub uszczelnienia na dnie przedziatu probki. Jezeli jedno
z nich zostanie uszkodzone, nalezy wyrzuci¢ zaréwno probéwke testu cobas® Cdiff, jak i pipete do przenoszenia
i ponownie rozpoczgé procedure badania z nowq pipetq i probowkg testu cobas® Cdiff.

14. Zakrec z powrotem korek na probowce testu cobas® Cdiff. Wyrzu¢ pipete do przenoszenia.

15. Wybierz Skanuj i umies¢ probowke testu cobas® Cdiff poziomo na stole pod czytnikiem kodéw kreskowych, aby
czerwone $wiatlo skanowania bylo na calym kodzie kreskowym. Drzwiczki do wprowadzania probowki testu u gory
analizatora cobas® Liat® zostang otwarte automatycznie po odczytaniu kodu kreskowego.

16. Wyjmij tuleje probowki testu cobas® Cdiff i natychmiast wi6z probéwke testu cobas® Cdiff do analizatora cobas® Liat®,
az probowka testu kliknie na miejscu.

Uwaga: probowka testu cobas® Cdiff pasuje tylko w jeden sposob — strona z rowkiem probowki testu cobas® Cdiff musi
byc po lewej stronie, gdy korek jest u gory.

17. Jezeli probowka nie jest wlozona w momencie zamknigcia drzwiczek, ponownie zeskanuj kod kreskowy probdwki
testu cobas® Cdift i ponownie wt6z probowke testu cobas® Cdiff. Gdy probdwka testu cobas® Cdiff jest prawidtowo
wloZona, analizator cobas® Liat® automatycznie zamknie drzwiczki i rozpocznie test.

18. W trakcie testu analizator cobas® Liat® wyswietla status przebiegu i szacowany pozostaly czas. Jezeli po zakonczeniu
testu wyswietlany jest komunikat Zaakceptowano wynik kontroli ujemnej, wybierz Potwierdz. Jezeli wynik jest
odrzucony, powtdrz oznaczanie kontroli ujemnej (etapy 8-18). Jezeli wyniki powtdrzonej kontroli s3 niezgodne
z oczekiwaniami, skontaktuj si¢ z lokalnym przedstawicielem Roche.

19. Po zakonczeniu testu cobas® Liat® analizator wyswietla komunikat Powoli i ostroznie wyjmij probowke testu
i automatycznie otwiera drzwiczki do wprowadzania probdwki testu. Powoli wyjmij probowke testu cobas® Cdift
z analizatora cobas® Liat®. Wyrzu¢ uzyta probowke testu cobas® Cdiff do pojemnika na niebezpieczne odpady
biologiczne.

20. Wybierz Wstecz, aby kontynuowa¢ z kontrola dodatnig cobas® Liat® Cdiff na tym samym aparacie.
21. Podobnie, wykonaj etapy od 8. do 17. z kontrolg dodatnia cobas® Liat® Cdiff zamiast kontroli ujemnej cobas® Liat®.

22. Jezeli na koniec przebiegu wyswietlany jest komunikat ,,Zaakceptowano wynik kontroli dodatniej. Dodano seri¢ ...”,
wybierz Potwierdz, a nastepnie Wstecz, aby wroci¢ do menu gltéwnego. Jezeli wynik jest odrzucony, powtdrz kontrole
dodatnig cobas® Liat® Cdiff. Jezeli wyniki powtdrzonej kontroli sg niezgodne z oczekiwaniami, skontaktuj sie
z lokalnym przedstawicielem Roche.

23. Powtdrz krok 19.
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24. Wybierz Menu oznaczen, aby zweryfikowa¢ dodanie nowych partii.

Po zakonczeniu procedury ,Dodaj partie” na jednym analizatorze, na analizatorze cobas® Liat wybierz menu narzedzia
oraz uzyj pamieci USB, aby przenies¢ informacje o partii do innych analizatoréw w o$rodku. Pozwoli to innym
analizatorom wykorzystywac te partie proboéwek testu cobas® Cdiff bez wykonywania procedury ,,Dodaj parti¢” na
kazdym analizatorze. Postepuj zgodnie z instrukcjami w przewodniku uzytkownika systemu cobas® Liat® i przeprowadz
procedure ,,Eksportuj partie oznaczen” na analizatorze, na ktérym przeprowadzono procedure ,Dodaj partie”. Nastepnie
przeprowadz procedure ,,Importuj partie oznaczen” na wszystkich pozostatych analizatorach w osrodku.

Przenoszenie probek do probowek z podtozem cobas® PCR Media

1. Prébki kalu powinny by¢ przenoszone do probéwki z podiozem cobas® PCR Media i badane w ramach czasowych
opisanych w czgsci ,,Pobieranie, transport i przechowywanie probek”. Oryginalna prébka kalu jest rowniez okreslana
jako ,,probka pierwotna”, a zawiesina katu w podlozu cobas® PCR Media (patrz etapy ponizej) jest rowniez okreslana
w tym dokumencie jako ,,prébka wtérna”.

2. Uzyj wymazowki dostarczonej w zestawie do pobierania probek z wymazowka pojedyncza i podiozem cobas® PCR
Media Uni Swab Sample Kit, aby przenies¢ probke katu. Nie dotykajac $cianek pojemnika z kalem, zanurz catkowicie
koncowke wymazdéwki w probee katu, az do konca stozkowej czesci.

3. Szybko wyjmij i umie$¢ inokulowang wymazéwke w proboéwce podioza cobas® PCR Media. Nie nalezy wykonywa¢
oznaczenia, jesli ilos¢ probki stolca nie umozliwia catkowitego zanurzenia koncowki wymazowki.

4. Przyciskajac trzonek wymazowki do $ciany probowki z podiozem cobas® PCR Media, przetam go w miejscu szarego
oznaczenia naciecia.

5. Zambknij probowke i obrd¢ jg co najmniej 5 razy.

Uwaga: test cobas® Cdiff zwalidowano do stosowania z zestawem do pobierania probek z wymazowkg pojedynczqg
i podtozem cobas® PCR Media Uni Swab Sample Kit. Inne wyroby lub rodzaje podtozy nie byly walidowane
do stosowania z testem cobas® Cdiff.

Uwaga: aby unikngc zanieczyszczenia krzyZowego zawiesin probek katu w podtozu cobas® PCR Media, do ponownego
zamykania probowek po przetworzeniu nalezy uzywac dodatkowych korkow do pojemnikéw na probki
z podloZzem cobas® PCR Media w innym kolorze (bezbarwnych; patrz ,Materialy opcjonalne”).

Uwaga: probowki z podlozem cobas® PCR Media zawierajg wystarczajgcg objetosc podloza cobas® PCR Media na
zawiesiny kalu do wielokrotnego oznaczania w systemie cobas® Liat®. Minimalna objetosc zawiesiny katu
do przeprowadzenia testu cobas® Cdiff wynosi 0,2 ml.

Przeprowadzanie testu cobas® Cdiff na probkach klinicznych

Materiat wymagany do przeprowadzenia testu cobas® Cdiff

e Probodwka testu cobas® Cdiff z torebki foliowej testu cobas® Cdiff

e Pipeta do przenoszenia z opakowania pipet do przenoszenia cobas® Liat®

e Probki katu przenoszone i zawieszane w podlozu cobas® PCR Media (patrz ,,Przenoszenie probek do probowek
z podiozem cobas® PCR Media”)
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Procedura

1. Upewnij sig, ze analizator cobas® Liat® jest wiaczony.

2. Na ekranie analizatora cobas® Liat® wybierz Zalogu;j.

3. Po wyswietleniu monitu wprowadz nazwe uzytkownika i wybierz Wprowadz.
4. Po wyswietleniu monitu wprowadz hasto i wybierz Wprowadz.

Uwaga: moZze zostaé wyswietlony monit z prosbqg o potwierdzenie przeczytania przewodnika uzytkownika
(np. przewodnik uzytkownika systemu cobas® Liat®).

5. Z menu gléwnego wybierz Uruchom oznaczenie.

6. Otworz torebke probowki testu cobas® Cdiff i wyjmij proboéwke testu. Po wyswietleniu monitu Zeskanuj ID probowki
wybierz Skanuj i umies¢ probéwke testu cobas® Cdiff poziomo na stole pod czytnikiem kodéw kreskowych, aby
czerwone $wiatlo skanowania bylo na calym kodzie kreskowym.

7. Po wyswietleniu komunikatu Zeskanuj ID probki wybierz Skanuj, aby zeskanowa¢ kod kreskowy probki.
W przypadku gdy probka nie moze zostaé zeskanowana, wybierz Wprowadz, aby recznie wprowadzi¢ ID probki.

Uwaga: w zaleznosci od konfiguracji analizatora, jesli wymagane jest potwierdzenie otrzymanych danych pacjenta,
wybierz przycisk ,,PotwierdZ”.

8. Po wyswietleniu monitu dodaj probke do probowki testu cobas® Cdift.

9. Aby przenies¢ probke wtdrna, uzyj pipety do przenoszenia z opakowania pipet do przenoszenia cobas® Liat’. Mocno
$cisnij banke pipety, az banika bedzie catkowicie ptaska, nastepnie wtdz koncéwke pipety do ptynu i pobierz probke
powoli zwalniajac banke.

Uwaga: zmien rekawiczki przed wyjeciem pipety do przenoszenia z opakowania pipet do przenoszenia cobas® Liat®,
aby unikngé zanieczyszczenia opakowania pipet.

10. Ostroznie zdejmij korek probowki testu cobas® Cdift i widz pipete do otworu. Umies¢ koncowke pipety blisko dna
otwartego segmentu.

11. Powoli §ci$nij banke, aby oprézni¢ zawartos¢ pipety do probowki testu cobas® Cdiff. Nie zwalniaj banki pipety, gdy
pipeta nadal znajduje si¢ w probowece testu cobas® Cdiff.

12. Ponownie zamknij probowke testu cobas® Cdiff i utylizuj pipete do przenoszenia.
Uwaga: zapobiegaj zakazeniu krzyzowemu rekawiczek, wyposazenia i powierzchni pracy pozostalg zawartoscig pipety.

13. Wybierz Skanuj i ponownie zeskanuj ten sam kod kreskowy probowki testu cobas® Cdiff. Drzwiczki do wprowadzania
probowki testu u gory analizatora cobas® Liat® zostang otwarte automatycznie.

14. Wyjmij tuleje probéwki testu cobas® Cdiff i natychmiast wt6z probowke testu cobas® Cdift do analizatora cobas® Liat®,
az probowka testu kliknie na miejscu.

Uwaga: probowka testu cobas® Cdiff pasuje tylko w jeden sposob — strona z rowkiem probowki testu cobas® Cdiff musi
by¢ po lewej stronie, gdy korek jest u gory.

15. Jezeli probodwka nie jest wlozona w momencie zamknigcia drzwiczek, ponownie zeskanuj kod kreskowy probowki
testu cobas® Cdiff i ponownie wi6z probowke testu cobas® Cdiff. Gdy probéwka testu cobas® Cdiff jest prawidtowo
wlozona, analizator cobas® Liat® automatycznie zamknie drzwiczki i rozpocznie test.
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16. W trakcie testu analizator cobas® Liat® wyswietla status przebiegu i szacowany pozostaly czas. Po zakonczeniu testu
cobas® Liat® analizator wyswietla komunikat Powoli i ostroznie wyjmij probowke testu i automatycznie otwiera
drzwiczki do wprowadzania probowki testu. Powoli wyjmij probowke testu cobas® Cdiff z analizatora cobas® Liat®.
Wyrzu¢ uzyta probowke testu cobas® Cdift do pojemnika na niebezpieczne odpady biologiczne.

17. Wybierz Raport, aby zobaczy¢ raport wyniku. Jezeli dotyczy, wybierz Drukuj, aby wydrukowac¢ raport.

18. Wybierz Wstecz, a nastgpnie Glowne, aby wrdci¢ do menu gtéwnego w celu wykonania kolejnego testu.

Przeprowadzanie dodatkowych przebiegéw kontroli

Zgodnie z wymogami lokalnymi, stanowymi, unijnymi i/lub organizacji akredytacyjnych, dodatkowe przebiegi kontroli
moga by¢ przeprowadzone z partig probowek testu cobas® Cdiff, ktdra juz zostala dodana przy uzyciu procedury ,Dodaj
partie”. Do przeprowadzenia tych przebiegdw uzyj zestawu cobas® Cdiff Positive and Negative Control Kit do stosowania

w systemie cobas® Liat®.

Materiat potrzebny do dodatkowych przebiegéw kontroli
e Probowki testu cobas® Cdiff i pipety do przenoszenia
e Kontrola dodatnia cobas® Liat® Cdiff i/lub kontrola ujemna cobas® Liat®

e Odpowiednie kody kreskowe do kontroli dodatniej cobas® Liat Cdiff i/lub kontroli ujemnej cobas® Liat®

Procedura

Do przeprowadzenia dodatkowych przebiegdéw kontroli uzyj procedury opisanej w czgsci ,,Przeprowadzanie testu

cobas® Cdiff na prébkach klinicznych”. W etapie 7. upewnij si¢, aby jako kod kreskowy ID probki zeskanowa¢ kody
kreskowe dostarczone w zestawiecobas® Cdiff Positive and Negative Control Kit. Interpretacje wynikow testu cobas® Cdiff
podczas oznaczania dodatkowej kontroli dodatniej Cdiff lub kontroli ujemnej przedstawiaja Tab. 9 oraz Tab. 10 w czesci
»Interpretacja wynikéw”. Uzywanie kodéw kreskowych innych niz kody kreskowe kontroli moze prowadzi¢ do uzyskania
nieprawidtowych wynikéw kontroli.
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Wyniki

Kontrola jakos$ci i waznos$é wynikow

W trakcie wczesniej opisanej procedury ,Dodaj parti¢” oznaczana jest jedna kontrola dodatnia cobas® Liat® Cdift i jedna
kontrola ujemna cobas® Liat®. W przypadku walidowania na aparacie nowej partii probéwek testu cobas® Cdiff, wazne
wyniki muszg zosta¢ uzyskane zaréwno dla kontroli dodatniej i ujemnej. Dodatkowe przebiegi kontroli mozna
przeprowadzi¢ po procedurze ,Dodaj partie”. Szczegoly, patrz ,,Przeprowadzanie dodatkowych przebiegéw kontroli”

w instrukgji uzytkowania.

Kontrola wewnetrzna cobas® Liat® Cdiff jest zapakowana wewnatrz kazdej probowki testu cobas® Cdiff i zostanie
oznaczona wraz z kazda probka w trakcie calego przebiegu pracy.

Kontrola dodatnia

Kontrola dodatnia cobas® Liat® Cdiff zawiera niezakazne plazmidy DNA z sekwencja docelowa C. difficile. Kontrola
dodatnia cobas® Liat® Cdift weryfikuje integralno$¢ odczynnikéw w probdwece testu cobas® Cdift oraz prawidtowe
dzialanie analizatora cobas® Liat. Jezeli wyniki kontroli dodatniej cobas® Liat® Cdiff sg czesto niewazne, nalezy
skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem Roche w celu uzyskania pomocy technicznej.

Kontrola ujemna

Kontrola ujemna cobas® Liat® nie zawiera sekwencji docelowych i stuzy do monitorowania potencjalnego zanieczyszczenia
sekwencjami docelowymi w przebiegu pracy lub srodowisku. Jezeli wyniki kontroli ujemnej cobas® Liat® sg czgsto
niewazne, nalezy skontaktowac si¢ z lokalnym przedstawicielem Roche w celu uzyskania pomocy techniczne;.

Kontrola wewnetrzna

Kontrola wewnetrzna calego organizmu (Bti) jest dotaczona w probdwece testu i automatycznie dodawana do wszystkich
probek na poczatku przygotowywania probki. Kontrola wewnetrzna cobas® Liat® Cdiff to inaktywowana chemicznie
bakteria, ktora jest dotagczona do kazdej probowki testu cobas® Cdiff i przetwarzana wraz z kazda probka. Kontrola
wewnetrzna sprawdza odpowiednie przetwarzanie bakterii docelowej podczas wszystkich etapdw testu i monitoruje
obecnos¢ inhibitoréw na etapie przygotowania prébek i PCR. Kontrola wewnetrzna cobas® Liat® Cdiff powinna by¢
dodatnia w probce ujemnej i moze by¢ ujemna lub dodatnia w prébce dodatniej Cdiff.
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Interpretacja wynikow

Uwaga: walidacja wszystkich przebiegow probek i kontroli jest okreslana przez system cobas® Liat®.

Wyniki podczas wykonywania procedury ,,Dodaj parti¢” sg interpretowane tak, jak przedstawia to Tab. 7.

Tab. 7.

Interpretacja wynikw testu cobas® Cdiff podczas przeprowadzania procedury ,Dodaj partie”

Wyswietlacz analizatora cobas® Liat®

Wydruk raportu wyniku i jego interpretacja

Kon. ujemna wazna

Kon. ujemna wazna
Kontrola jest ujemna pod wzgledem obecno$ci DNA C. difficile.

Kon. ujem. niewaz. Powt6rz

Kon. ujem. niewazna

Wynik testu jest niewazny. W celu otrzymania waznego wyniku kontrola ujemna powinna zosta¢
oznaczona ponownie. Powtérz przebieg.

Kontrola dod. wazna

Kontrola dod. wazna
Kontrola jest dodatnia pod wzgledem obecnos$ci DNA C. difficile.

Kon. dod. niewaz. Powt6rz

Kon. dod. niewazna

Wynik testu jest niewazny. W celu otrzymania waznego wyniku kontrola dodatnia powinna zosta¢
oznaczona ponownie. Powtérz przebieg.

Wyniki prébek interpretuje sig, tak jak przedstawia to Tab. 8.

Tab. 8.

Interpretacja wynikw testu cobas® Cdiff podczas oznaczania probki klinicznej

Wyswietlacz analizatora cobas® Liat®

Wydruk raportu wyniku i jego interpretacja

Cdiff Wykryte

Cdiff Wykryte
Wynik badania prébki na obecno$é¢ DNA C. difficile jest dodatni.

Cdiff Niewykryte

Cdiff Niewykryte*
Prébka jest ujemna pod wzgledem DNA C. difficile, lub jesli jest obecne, nie mogto zostaé wykryte.

Oznaczenie niewazne

0Oznaczenie niewazne**

Wynik testu jest niewazny. W celu otrzymania waznego wyniku ponownie przeprowad? test
oryginalnej prébki. Patrz ,Sugerowana procedura ponownego testu”.

Oznaczenie przerwane przez uzyt.

Oznaczenie przerwane przez uzyt.

Przebieg przerwany przez uzytkownika. W celu otrzymania waznego wyniku ponownie
przeprowad? test oryginalnej prébki. Patrz ,Sugerowana procedura ponownego testu”.

Oznaczenie przerwane przez system

Oznaczenie przerwane przez system

Przebieg przerwany przez system. W celu otrzymania waznego wyniku ponownie przeprowad? test
oryginalnej prébki. Patrz ,Sugerowana procedura ponownego testu”.

* Wynik ujemny nie wyklucza obecnosci DNA C. difficile, poniewaz wyniki sg zalezne od odpowiedniego pobrania prébki, braku inhibitoréw
oraz obecnos$ci DNA w ilo$ci umozliwiajacej wykrycie.

** Niewazne wyniki moga zostaé uzyskane, jesli prébka zawiera nadmiar katu lub substancje zaktécajace, ktére uniemozliwiajg izolacje
docelowego kwasu nukleinowego i/lub amplifikacje oraz detekcje. Znane substancje wptywajace na wynik testu zamieszczono w rozdziale
»0graniczenia metody”. Niewystarczajgca objeto$¢ probki moze réwniez prowadzi¢ do wynikéw niewaznych. Minimalna objgto$¢ zawiesiny
katu/podtoza cobas® PCR Media wymagana do przeprowadzenia testu cobas® Cdiff to 0,2 ml.
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Wryniki podczas oznaczania dodatkowych kontroli po wykonaniu procedury ,,Dodaj parti¢” s interpretowane tak, jak
przedstawiaja to Tab. 9 i Tab. 10.

Tab. 9. Interpretacja wynikéw testu cobas® Cdiff podczas oznaczania kontroli dodatniej

Wyswietlacz analizatora cobas® Liat® Wydruk raportu wyniku i jego interpretacja

Kontrola dod. wazna Kontrola dod. wazna

Kontrola jest dodatnia pod wzgledem obecnos$ci DNA C. difficile.

Kon. dod. niewazna Kon. dod. niewazna

Wynik testu jest niewazny.
W celu otrzymania waznego wyniku kontrola dodatnia powinna zosta¢ oznaczona ponownie.
Powtérz przebieg.

Tab. 10. Interpretacja wynikéw testu cobas® Cdiff podczas oznaczania kontroli ujemnej

Wyswietlacz analizatora cobas® Liat® Wydruk raportu wyniku i jego interpretacja

Kon. ujemna wazna Kon. ujemna wazna

Kontrola jest ujemna pod wzgledem obecno$ci DNA C. difficile.

Kon. ujem. niewazna Kon. ujem. niewazna

Wynik testu jest niewazny.
W celu otrzymania waznego wyniku kontrola ujemna powinna zosta¢ oznaczona ponownie.
Powtdrz przebieg.

Sugerowana procedura ponownego testu

Przebiegi niewazne i nieudane/przerwane moga by¢ powtarzane po uzyciu tej samej probki wtdrnej. Jezeli powtdrzony

przebieg jest nadal niewazny, z pierwotnej probki kalu mozna przygotowa¢ nowa probke wtérng. Alternatywnie, jezeli

jest to wykonalne, uzyskaj nowg probke pierwotna w celu ponownego przeprowadzenia testu cobas® Cdiff.

Ograniczenia metody

1.

Test cobas® Cdiff zostal zatwierdzony do uzycia wyltacznie z probkami nieuformowanego lub czesciowo formowanego
katu przeniesionymi do probéwki z podtozem cobas® PCR Media zgodnie z informacjami zamieszczonymi
w niniejszej instrukcji uzytkowania (zwanej takze ulotka dofaczong do opakowania).

Uzyskanie wiarygodnych wynikéw zalezy od wlasciwego pobrania probki, transportu, przechowywania oraz
przetwarzania. Nalezy przestrzega¢ procedur w dokumencie instrukcji uzytkowania dla testu cobas® Cdift
i w przewodniku uzytkownika systemu cobas® Liat®.

Mozliwos¢ wykrycia DNA C. difficile zalezy od liczby mikroorganizméw znajdujacych sie w probee i moga na nig
wplywa¢ metody pobierania/przetwarzania probek, hospitalizacje w wywiadzie, schemat antybiotykoterapii i szczepy
C. difficile.

Wryniki falszywie ujemne lub niewazne mogg wynikac z wplywu réznych substancji. Do testu cobas® Cdiff dotgczona
jest kontrola wewnetrzna, aby poméc w identyfikacji probek zawierajacych substancje mogace zakldcac izolacje kwasu
nukleinowego i amplifikacje w trakcie reakcji PCR. Niektore czynniki wplywajace na wyniki testu sg nastepujace:

» Probki zawierajace powyzej 50% (udzial wagowo-objetosciowy) sluzu moga dawac wyniki falszywie ujemne.
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5. Wynik dodatni wskazuje na obecno$¢ DNA C. difficile, jednak niekoniecznie potwierdza wystepowanie zywych
mikroorganizméw. Dlatego test ten nie jest zalecany do stosowania w monitorowaniu leczenia lub jako test
wyleczenia.

6. Mutacje lub zmiany polimorficzne w obszarach wigzania primeréw lub sond moga wplywac na wykrywanie nowych
lub nieznanych wariantéw, co moze skutkowa¢ uzyskaniem falszywie ujemnego wyniku testu cobas® Cdift.

7. Wartos¢ predykcyjna oznaczenia zalezy do czestosci wystepowania choroby w danej populacji.

8. Tego produktu moga uzywac¢ wylacznie osoby przeszkolone w uzywaniu systemu cobas® Liat®.

Ocena wiarygodnosci

Czulo$¢ analityczna

Czulo$¢ analityczng (granice wykrywalnosci [ang. Limit of Detection, LoD]) dla testu cobas® Cdiff okreslono, prowadzac
analizy ocenionych ilosciowo hodowli C. difficile rozcieniczonych do kilku pozioméw stezen w stanowigcych tto ujemnych
probkach zawiesiny katu w podtozu cobas® PCR Media. Wszystkie stezenia badano w trzech powtdrzeniach przy uzyciu
dwdch unikatowych partii probowek testu cobas® Cdiff. Najnizsze stezenie ze 100% odsetkiem trafient badano

z dodatkowym powtérzeniem w celu potwierdzenia stezenia LoD. Jezeli catkowity odsetek trafien dla tego stezenia wynosit
ponizej 95%, stezenie panelu powyzej badano z dodatkowymi powtdrzeniami. Ostateczne stezenie LoD potwierdzano z co
najmniej 21 dodatkowymi powtorzeniami. Granica wykrywalnosci (LoD) dla tego testu zostala okreslona jako docelowe
stezenie, ktore moze zosta¢ wykryte jako dodatnie w > 95% testowanych powtdrzen na podstawie wynikéw uzyskanych

z uzyciem partii odczynnikdéw o najnizszej wiarygodno$¢i.

Wiyniki badania czulosci analitycznej przedstawia Tab. 11.

Tab. 11. Granica wykrywalnosci (LoD) dla testu cobas® Cdiff

Typ Typ LoD
ID szczepu Toksynotyp REA* PFG! Rybotyp Fenotyp (CFU/wymaz)
ATCC 43255 (VPI 10463) 0 ND ND 87 A+B+CDT- 90
R12087 (CD196) 1 BI NAP1 27 A+B+CDT+ 45

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

Detekcja genotypow bakterii C. difficile

Granice wykrywalnosci testu cobas® Cdiff na 37 szczepach toksykogennych reprezentujacych dodatkowe rodzaje toksyn
zweryfikowano badajac trzy powtdrzenia na szczep przy stezeniu trzykrotnie wiekszym niz LoD (270 CFU/wymazowke)
ATCC 43255. Rozcienczenia i probki testowe przygotowano w podobny sposéb, jak w przypadku opisanego powyzej
badania granicy wykrywalnosci (LoD).

Wiszystkie 37 szczepow toksykogennych (Tab. 12) wykryto jako 100% dodatnie w tym badaniu potwierdzajac, ze test
cobas® Cdiff moze wykrywac te rodzaje toksyn C. difficile.
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Tab. 12. Podsumowanie wynikéw weryfikacji toksynogennych szczepéw C. difficile

Szczep Cdiff Toksynotyp Rybotyp Odsetek trafnosci
1 ATCC+# BAA-1382, 630 0 12 100,00%
2 EX 623 | 102 100,00%
3 AC 008 ] 103 100,00%
4 2004118, CDC-204118 (NAP-1) 1} 27 100,00%
5 SE 844 llla 80 100,00%
6 CH6230 lllc ND 100,00%
7 P43 v ND 100,00%
8 55767 v 23 100,00%
9 2748-06 Vv 78 100,00%
10 SE 881 Vv 45 100,00%
11 SE 1203 Vi 33 100,00%
12 57267 Vi 63 100,00%
13 ATCCH# 43598, 1470 VI 17 100,00%
14 51680 IX 19 100,00%
15 CCUG 8864/STCC20309 X 36 100,00%
16 F15 Xl ND 100,00%
17 IS 25 Xl 56 100,00%
18 R 9367 Xl 70 100,00%
19 R 10870 XIV (nowy XlIVa) 111 100,00%
20 R 9385 XV (nowy XIVb) 122 100,00%
21 SUC36 XVi 78 100,00%
22 No 1313 Xvii 232 100,00%
23 K095 XV 14 100,00%
24 TR13 XIX ND 100,00%
25 TR14 XX ND 100,00%
26 CH6223 XXI ND 100,00%
27 CDO07-468 XXII ND 100,00%
28 8785 XXII (nowy 1Xc) ND 100,00%
29 597B XXIV 131 100,00%
30 7325 XXV 27 100,00%
31 7459 XXVI ND 100,00%
32 KK2443/2006 XXVII ND 100,00%
33 CD08-070 XXVII 126 100,00%
34 CD07-140 XXIX 56 100,00%
35 ES 130 XXX ND 100,00%
36 WA 151 XXXI ND 100,00%
37 173070 XXXI ND 100,00%

Precyzja

Wewnetrzne badanie precyzji zostalo przeprowadzone z uzyciem panelu skladajacego si¢ z hodowli C. difficile

ATCC 43255 rozcienczonych w ujemnych prébkach zawiesiny kalu w podiozu cobas® PCR Media do stezen ponizej
granicy wykrywalnosci (LoD), w poblizu wartosci LoD oraz powyzej wartosci LoD testu cobas® Cdiff. Przebadany zostat
réwniez poziom ujemny skladajacy sie wylacznie z ujemnej zawiesiny kalu w podlozu cobas® PCR Media. W badaniu
wykorzystano trzy niepowtarzalne partie odczynnikéw testu cobas® Cdiff oraz szes¢ aparatéw, wykonujac w sumie

192 przebiegéw w ciagu 12 dni. Opis paneli precyzji oraz podsumowanie badania zawiera Tab. 13.

Analiza czynnikéw zmiennosci (Tab. 14) sugerowala, ze najwieksza zmiennos¢ docelowych wartosci Ct jest przypisywana
wspolczynnikom losowym i aparatu (odpowiednio 67% oraz 32%) dla stezen réwnych lub zblizonych do wartosci LoD.
W przypadku stezen przekraczajacych warto$¢ LoD, wigkszo$¢ zmienno$ci wartosci Ct jest przypisywana
wspotczynnikowi losowemu i wspétczynnikowi migdzy partiami (odpowiednio 58% oraz 20%). Wyniki (Tab. 15)
07968485190-06PL
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pokazuja, ze docelowe wartosci Ct mialy ogdlng warto$¢ CV (%) réwna 2,4% dla stezen réwnych wartoéci LoD oraz 2,3%
dla stezen powyzej wartosci LoD.

Tab. 13. Analiza wspétczynnika wynikéw dodatnich wewngtrznego badania doktadnosci

. Liczba Odsetek 95% CL
Czion panelu Liczba wynikéw wynikow
testowanych | atnich dodatnich Dolny Gérny
Ujemny 48 0 0,0% 0,0% 7,4%
<1 x LoD 48 33 68,8% 54,7% 80,1%
~1 x LoD 48 48 100,0% 92,6% 100,0%
~3 x LoD 48 48 100,0% 92,6% 100,0%
LoD = granica wykrywalnosci
Tab. 14. Analiza czynnikéw zmienno$ci Ct dla cztonkéw panelu precyzji
$rednia Czynniki zmiennosci/procent udziatu w wyniku
Poziom wartosé catkowitym Ogotem
Ct Seria Aparat Dzien Losowe
0,008 0,189 0 0,398 0,595
~1 x LoD 31,8
1% 32% 0% 67% 100,00%
0,097 0,049 0,055 0,274 0,476
~3 x LoD 30,3
20% 10% 12% 5800 100,00%

LoD = granica wykrywalno$ci

Tab. 15. Odchylenia standardowe Ct oraz wspétczynniki zmiennosci (%) analizy dla cztonéw panelu precyzji

Srednia Czynniki SD/warto$¢ procentowa CV
Poziom wartosé Ogétem
Ct Seria Aparat Dzien Losowe
0,089 0,434 0 0,631 0,771
~1 x LoD 31,8
0,30% 1,40% 0% 2,00% 2,40%
0,312 0,222 0,234 0,524 0,69
~3 x LoD 30,3
1,00% 0,70% 0,80% 1,70% 2,30%

LoD = granica wykrywalnosci

07968485190-06PL
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Swoistosé analityczna

W celu przeprowadzenia oceny swoisto$ci analitycznej testu cobas® Cdiff wykonano testy z uzyciem nastepujacych paneli
mikroorganizmow:

1) 118 bakterii, grzybow i wiruséw, ktore moga wystepowa¢ w probkach katu i jeden rodzaj komoérek ludzkich
(Tab. 16)

2) 32 mikroorganizméw z rodzaju Clostridium, w tym nietoksykogenne C. difficile (Tab. 17)

Swoistos¢ analityczng Clostridium botulinum przewidziano, uzywajac programu BLAST w poréwnaniu z bazg danych
sekwencji nukleotydowych GenBank w celu symulacji etapu tworzenia amplikonu PCR.

Wszystkie komorki bakteryjne i ludzkie dodano do wartosci 1 x 10° jednostek*/ml, a wszystkie wirusy dodano do wartosci
1 x 10° jednostek*/ml réownowaznej w matrycy katu. Testy zostaly przeprowadzone z uzyciem samych mikroorganizméw
lub przy obecnosci jednego z dwdch toksynogennych izolatéw szczepow C. difficile w stezeniu wynoszacym 3-krotnos¢
granicy wykrywalnosci (LoD) testu cobas® Cdiff. Wyniki wskazuja, ze Zzaden z tych mikroorganizméw nie zakltdcat
wykrywania docelowych typow Cdift. W przypadku zadnego z nich nie uzyskano falszywie dodatniego wyniku przy braku
docelowego typu C. difficile.

* Bakterie zliczano w jednostkach tworzgcych kolonie (ang. Colony Forming Units, CFU)/ml, komoérki ludzkie zliczano
w komorkach/ml, a wirusy zliczano w TCIDse/ml, z wyjatkiem Chlamydia trachomatis zliczanej w IFU/ml.

07968485190-06PL
Doc Rev. 5.0 25




cobas® Cdiff

Tab. 16. Badane mikroorganizmy i komdrki ludzkie

Abiotrophia defectiva

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter Iwoffii

Aeromonas hydrophila

Alcaligenes faecalis ATCC 35655

Alcaligenes faecalis subsp. faecalis
ATCC 15554

Alcaligenes faecalis subsp. faecalis
ATCC 8750

Anaerococcus tetradius

Bacillus cereus ATCC 11778

Bacillus cereus ATCC 13472

Bacteroides caccae

Bacteroides fragilis

Bacteroides merdae

Bacteroides stercoris

Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium longum

Campylobacter coli ATCC 33559

Campylobacter jejuni ATCC 43479

Campylobacter jejuni subsp. jejuni
ATCC 33292

Candida albicans

Candida catenulata

Cedecea davisae

Chlamydia trachomatis serotyp L2 LGVII454

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 faecium van A

Enterococcus faecalis van B

Enterococcus gallinarum van C

Enterococcus hirae

Enterococcus raffinosus

Escherichia coli ATCC 11775

Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia coli 0157:H7 ATCC 700927

Escherichia fergusonii

Escherichia hermannii

Fusobacterium varium

Gardnerella vaginalis

Gemella morbillorum

Hafnia alvei

Ludzkie komérki HCT-15

Helicobacter fennelliae

Helicobacter pylori

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus reuteri

Lactococcus lactis

Leminorella grimontii

Listeria grayi

Listeria innocua

Listeria monocytogenes ATCC 15313

Listeria monocytogenes ATCC BAA-839

Mitsuokella multacida

Mobiluncus curtisii

Moellerella wisconsensis

Morganella morganii

Neisseria gonorrhoeae

Peptoniphilus asaccharolyticus

Peptostreptococcus anaerobius

Plesiomonas shigelloides

Porphyromonas asaccharolytica

Prevotella melaninogenica

Proteus mirabilis ATCC 25933

Proteus mirabilis ATCC 29906

Proteus penneri

Providencia alcalifaciens

Providencia rettgeri

Providencia stuartii

Pseudomonas aeruginosa ATCC 35554

Pseudomonas aeruginosa ATCC 33584

Pseudomonas putida

Ruminococcus bromii

Salmonella enterica serotyp Choleraesuis
ATCC 7001

Salmonella enterica subsp. arizonae
ATCC 13314 (wczesniej okres$lane jako
Salmonella choleraesuis subsp. arizonae)

Salmonella enterica subsp. enterica
CMCC 1975

Salmonella enterica subsp. enterica serotyp
Typhi ATCC 19430

Salmonella enterica subsp. enterica serotyp
Typhimurium ATCC 14028

Serratia liguefaciens CMCC 169

Serratia liquefaciens ATCC 27592

Serratia marcescens ATCC 13880

Serratia marcescens ATCC 8100

Shigella boydii

Shigella dysenteriae

Shigella sonnei

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Stenotrophomonas maltophilia

Streptococcus agalactiae

Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus intermedius

Streptococcus sp. szczep V8 ATCC 12973

Streptococcus uberis

Trabulsiella guamensis

Veillonella parvula

Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus

Yersinia bercovieri

Yersinia rohdei

Cytomegalowirus (HHV5)

Ludzki adenowirus typu 41

Ludzki wirus Coxsackie A4

Ludzki Coxsackievirus B4

Ludzki echowirus 11

Ludzki enterowirus 71

Ludzki rotawirus

Norowirus GlI

07968485190-06PL
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Tab. 17. Mikroorganizmy z rodzaju Clostridium, w tym nietoksykogenne C. difficile

Clostridium beijerinckii

Clostridium bifermentans

Clostridium bolteae

Clostridium botulinum*

Clostridium butyricum

Clostridium chauvoei

Clostridioides difficile serogrupa B
(nietoksynogenne)

Clostridioides difficile serogrupa |
(nietoksynogenne)

Clostridioides difficile (ES 1103)
(nietoksynogenny typ Xla)y**

Clostridioides difficile (6035/06)
(nietoksynogenny typ Xla)**

Clostridioides difficile (F14)
(nietoksynogenny typ Xlb)**

Clostridium fallax

Clostridium haemolyticum

Clostridium histolyticum

Clostridium innocuum

Clostridium methylpentosum

Clostridium nexile

Clostridium novyi

Clostridium orbiscindens
(przemianowane Flavonifractor plautii)

Clostridium paraputrificum

Clostridium perfringens

Clostridium ramosum

Clostridium scindens

Clostridium septicum

Clostridium sordellii

Clostridium sphenoides

Clostridium spiroforme

Clostridium sporogenes ATCC 15579

Clostridium sporogenes CCRI 11128

Clostridium symbiosum

Clostridium tertium

Clostridium tetani

* Na podstawie analizy programu BLAST.

** W tabeli umieszczono trzy nietoksynogenne szczepy Cdiff (toksynotyp XI) badane pod katem reprezentatywnosci, ktére nie zostaly

wykryte przez test cobas® Cdiff.

Substancje wplywajace na wynik testu

Pod katem potencjalnego wplywu na wyniki testu cobas® Cdiff przebadano trzydziesci osiem czesto stosowanych lekéw,
a takze tluszcz wydalany ze kalem, krew pelng i sluz. Wszystkie substancje przebadano przy stezeniach wyzszych niz
oczekiwane w przypadku ich pobierania na wymazdwce wraz z probka stolca. Ilos¢ substancji wptywajacej na wynik testu
jest wyrazana w postaci stezenia w pierwotnej probce stolca. Dwa izolaty szczepow C. difficile zostaly dodane w iloéci
umozliwiajacej uzyskanie 3-krotnosci granicy wykrywalnosci (LoD) testu cobas® Cdiff i wykorzystane jako typy docelowe
w tych testach. Nie stwierdzono wplywu na wyniki testu w przypadku substancji egzogennych. W przypadku tluszczu
wydalanego z kalem nie obserwowano wplywu do stezenia 39% (wag./obj.), w przypadku krwi pelnej do poziomu 100%
(wag./0obj.), a w przypadku sluzu — do wartosci 50% (wag./obj.). Podsumowanie tych wynikéw zawiera Tab. 18.
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Tab. 18. Wyniki badania substancji wptywajacych na wynik testu

07968485190-06PL

Substancja Stezenie
Tiuszcz wydalany z katem ((\]/\'/:;/?;gl:f)
Krew petna 100% (wag./obj.)
Sluz 50% (wag./obj.)
Aleve 100% (wag./obj.)
Mylanta 100% (wag./obj.)
Anusol 100% (wag./obj.)
Dulcolax 23%* (wag./obj.)

Srodek przeczyszczajacy Equate

500* (wag./obj.)

Hydrokortyzon Equate 100% (wag./obj.)

Siarczan baru E-Z-HD 100% (wag./obj.)

Fleet 100% (wag./obj.)

Czopki gliceryny 100% (wag./obj.)

Czopki Gravol 100% (wag./obj.)

Srodek antykoncepcyjny Gynol I 10%* (wag./obj.)

Imodium 100% (wag./obj.)

Kaopectate 100% (wag./obj.)

Zel K-Y 100% (wag./obj.)

Metronidazol 100% (wag./obj.)

Mikonazol 100% (wag./obj.)

Olej mineralny 100% (wag./obj.)

Krem Monistat 100% (wag./obj.)

Monistat Complete Care 100% (wag./obj.)

Mas¢ z nystatyng 100% (wag./obj.)

Kwas palmitynowy 100% (wag./obj.)

Pedia Lax 100% (wag./obj.)

Pepto Bismol 25%* (wag./obj.)

Wyciag wodny z oczaru wirginijskiego 500* (wag./obj.)

Krem na hemoroidy Preparation H 100% (wag./obj.)

Mas¢ na hemoroidy Preparation H 100% (wag./obj.)

Dramamine 12,5%* (wag./obj.)

Kwas stearynowy 100% (wag./obj.)

Dokuzan sodowy 100% (wag./obj.)

Tums 50%* (wag./obj.)

Zawiesina doodbytnicza mezalaminy 100% (wag./obj.)

Krem przeciwko $wigdowi Vagisil 12,5%* (wag./obj.)

Wankomycyna 100% (wag./obj.)

Wazelina 100% (wag./obj.)

Filtr przeciwstoneczny 100% (wag./obj.)

Wkiadka dopochwowa Monistat 100% (wag./obj.)
Dopochwowy film antykoncepcyjny 100%
Prezerwatywy ze $rodkiem plemnikobdjczym 100%
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Skutecznosé w badaniach klinicznych z wykorzystaniem prébek klinicznych

Skutecznos¢ testu cobas® Cdiff poréwnano z dostepnym w handlu najnowoczesniejszym poréwnawczym testem
wykorzystujacy kwas nukleinowy NAT, korzystajac z oznaczen cytotoksycznoéci hodowli tkankowej izolatéw C. difficile
z hodowli bezposrednich i wzbogaconych jako metody referencyjnej. 442 pobrane prospektywnie probki katu z dwoch
os$rodkow i 284 zamrozone zarchiwizowane probki katu z pieciu osrodkéw badano przy uzyciu testow cobas® Cdiff

i poréwnawczego testu NAT. Druga porcja probek zostala wystana do laboratorium referencyjnego w celu badania
cytotoksycznosci hodowli tkankowe;j.

Test cobas® Cdiff i najnowocze$niejszy test referencyjny NAT zostaly wykonane zgodnie z instrukcjami producentow.
Test cytotoksycznosci w hodowli tkankowej zostal przeprowadzony z wykorzystaniem procedury hodowli bezposredniej
i wzbogaconej. W skrocie, z kazdej probki stolca pobrano inokulat umieszczany w zredukowanym wstepnie agarze
zawierajacym cykloseryne, cefoksytyne i fruktoze (CCFA-HT) oraz najpierw w bulionie CCMB TAL. Bulion CCMB Tal
inkubowano przez 48-72 godziny i przenoszono podhodowle do agaru Brucella na 5 dni w temperaturze 35°C. Jezeli
kolonie C. difficile byly trudne do izolacji, mikroorganizmy poddawano podhodowli na agarze CCFA-VA. Podejrzewane
kolonie identyfikowano jako bakterie C. difficile za pomocg barwienia metodg Grama, na podstawie nietolerancji
warunkow tlenowych i z uzyciem testu Pro-Disk, a nastepnie inokulowano w bulionie migsnym do hodowli w warunkach
beztlenowych. Supernatant pozyskany z hodowli w bulionie migsnym 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).

W Iaczonej hodowli bezposredniej i wzbogaconej wykryto 155 dodatnie probki C. difficile (czgsto$¢ wystepowania: 21,3%).
Dane dotyczace skutecznosci testu cobas® Cdiff i referencyjnego testu NAT w przypadku hodowli zawierajg Tab. 19 do
Tab. 21. Ponizej przedstawiono korelacje z wynikami bezposredniej hodowli i wynikami potagczonymi hodowli
bezposredniej i wzbogaconej. ,, Wyniki polaczone” oznaczajg, ze jezeli albo wyniki hodowli bezposredniej albo
wzbogaconej lub jedne i drugie sa dodatnie, probka bedzie uznawana za dodatnia dla wyniku pofaczonej hodowli. Tylko
gdy zaréwno wyniki hodowli bezposredniej, jak i wzbogaconej sg ujemne, prébka bedzie uznawana za ujemna dla wyniku
polaczonego hodowli.

Korelacja testu cobas® Cdiff z hodowla

Wiarygodnos¢ testu cobas® Cdiff w pordwnaniu z hodowla bezposrednig i potaczong hodowla bezposrednig i wzbogacona
przedstawiaja odpowiednio Tab. 19 i Tab. 20.

Tab. 19. Test cobas® Cdiff a hodowla bezposrednia

Hodowla bezposrednia
Dodatni Ujemny Ogétem

Dodatni 129 21 150

cobas® Cdiff Ujemny 9 567 576

Ogétem 138 588 726
Czutosé 93,5% (Scisty 95% 2-stronny przedziat ufnosci 88,1-96,5%)
Swoistos¢é 96,4% (Scisty 95% 2-stronny przedziat ufnosci 94,6-97,7%)
Przewidywana warto$¢ ujemna 98,4% (Scisty 95% 2-stronny przedziat ufnosci 97,1-99,3%)
Przewidywana warto$¢ dodatnia | 86,0% (Scisty 95% 2-stronny przedziat ufnosci 79,5-90,7%)
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Tab. 20. Test cobas® Cdiff a hodowla bezposrednia i wzbogacona

Hodowla bezposrednia i wzbogacona
Dodatni Ujemny Ogétem
Dodatni 139 11 150
cobas® Cdiff Ujemny 14 562 576
Ogoétem 153 573 726
Czutosé 90,8% (Scisty 95% 2-stronny przedziat ufnosci 85,2-94,5%)
Swoistos¢ 98,1% (Scisty 95% 2-stronny przedziat ufnosci 96,6-98,9%)
Przewidywana warto$¢ ujemna 97,6% (Scisty 95% 2-stronny przedziat ufnosci 96,0-98,5%)
Przewidywana warto$¢ dodatnia | 92,7% (Scisty 95% 2-stronny przedziat ufnosci 87,3-95,9%)

Korelacja testu cobas® Cdiff z porownawczym testem NAT

Dane dotyczace skutecznosci testu cobas® Cdiff w poréwnaniu z dostepnym w handlu najnowocze$niejszym testem
poréwnawczym NAT zawiera Tab. 21.

Tab. 21. Test cobas® Cdiff w poréwnaniu z testem referencyjnym Nucleic Acid Test (NAT)

Referencyjny test NAT
Dodatni Ujemny Ogoétem
Dodatni 145 5 150
cobas® Cdiff Ujemny 6 570 576
Ogoétem 151 575 726
Zgodnosé wynikéw dodatnich | 96,0% (Scisty 95% 2-stronny przedziat ufno$ci 91,6-98,2%0)
Zgodnos$é wynikéw ujemnych 99,1% (Scisty 95% 2-stronny przedziat ufnos$ci 98,0-99,6%)

Odsetek niewaznych wynikéw

Odsetek niewaznych wynikow testu cobas® Cdiff obliczono na podstawie 978 wynikéw badan probek klinicznych, ktore
zawieraly 726 probek z badania korelacji. Sposrod 978 badanych prébek, 2 mialo niewazne wyniki testu cobas® Cdiff. Po
ponownym badaniu, 1 z 2 prébek wygenerowala wazny wynik, a druga pozostala niewazna. Dlatego poczatkowy odsetek
niewaznych wynikéw dla testu cobas® Cdiff w tej grupie probek wynosit 0,2%, a odsetek niewaznych wynikéw po
ponownym badaniu wynosit 0,1%.
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Kody odrzucenia

Nastepujace kody odrzucenia, ktdre opisuje Tab. 22, moga by¢ wyswietlane na raporcie wynikéw na podstawie procesu

interpretacji obliczania wyniku testu.

Tab. 22. Kody odrzucenia i definicje

Kod odrzucenia

Prébka

Kontrola ujemna

Kontrola dodatnia

(Dodaj partie) (Dodaj partie)
r0
r1 Kontrola wewnetrzna Kontrola wewnetrzna Kontrola wewnetrzna
ujemna lub niewazna. ujemna lub niewazna. ujemna lub niewazna.
r3* Powtérz Powtérz Powtérz
r4
lzf]ttrff;;/‘;w:t;'szy Test Cdiff i/lub kontrola
x4** uiemna lub niesvaina ND wewnetrzna ujemne lub
PJo Wiz ' niewazne. Powt6rz
EP ND Tgst CFllff dodat{nl lub ND
niewazny. Powtérz
go
g1 ND ND Test Cdiff ujemny lub
g3 niewazny. Powt6rz
g4
x5 Zbyt mata objeto$¢ Zbyt mata objetos$é Zbyt mata objeto$¢

prébki

probki

prébki

Uwaga*: Kod odrzucenia r3 nie wystepuje dla kontroli dodatniej lub ujemne;j.

Uwaga**: Kod odrzucenia x4 nie wystepuje dla kontroli dodatniej (Dodaj partig). W przypadku kontroli
dodatniej kod odrzucenia x4 moze zosta¢ wyzwolony jedynie wéwczas, gdy odrzucenie nastepuje

w trakcie dodatkowych przebiegéw kontroli dodatniej po procedurze ,Dodaj partie” (patrz
~Przeprowadzanie dodatkowych przebiegéw kontroli”).

Dodatkowe informacje na temat kodéw odrzucenia, patrz przewodnik uzytkownika systemu cobas® Liat®.
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Dodatkowe informacje

Najwazniejsze cechy testu

Typ probki

Wymagana ilo$é prébki

Czas trwania testu
Czulo$é analityczna

Swoistos$é

Inkluzywnos$¢é

07968485190-06PL

Prébki nieuformowanego stolca

Z kazdym zestawem do pobierania prébek z wymazéwka pojedyncza i podiozem cobas® PCR
Media Uni Swab Sample Kit dostarczane jest 4,3 ml podtoza cobas® PCR Media, dla testu
cobas® Cdiff wymagane jest co najmniej 0,2 ml.

Wyniki s dostepne w ciggu ~20 minut po umieszczeniu prébki w systemie.
0Od 45 do 90 CFU/wymaz w zalezno$ci od izolatu.

Nie stwierdzono reaktywnosci krzyzowej ze 149 blisko spokrewnionymi mikroorganizmami lub
mikroorganizmami wystepujgcymi typowo w prébkach stolca.

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

Na etykietach produktéw diagnostycznych Roche PCR stosuje sie nastepujace oznaczenia.

Tab. 23. Oznaczenia stosowane na etykietach produktéw diagnostycznych Roche PCR

sw

| Assigned Range [copies/mL] |

| Assigned Range [1U/mL] |

EC|REP)

[IRRRRANRNN
BARCODE

LOT

2

REF

C€

CONTENT

]
7

d

07968485190-06PL

Wiek lub data urodzenia

Oprogramowanie
pomocnicze

Przypisany zakres
(kopie/ml)

Przypisany zakres
(U/mb

Autoryzowany
Przedstawiciel we
Wspdlnocie Europejskiej

Arkusz kodéw kreskowych

Kod partii

Zagrozenie biologiczne

Numer katalogowy

Oznaczenie zgodnosci CE —
wyrdb ten jest zgodny

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

Data pobrania

Sprawdz w instrukcji
obstugi

Zawarto$¢ wystarczajgca
na <n> testéw

Zawarto$¢ zestawu

Kontrola

Data produkcji

Wyréb do testéw przy
pacjencie

Wyréb do samodzielnego
testowania

% Wyréb nieprzeznaczony do
testow przy pacjencie

Wyréb nieprzeznaczony do
samodzielnego testowania

# Dystrybutor
(Uwaga: pod symbolem moze by¢
wskazany wiasciwy kraj/region.)

Nie uzywaé powtdrnie
Kobieta

Wytacznie do oceny
dziatania w badaniach IVD

Globalny numer jednostki
handlowe;j

GTIN

Importer

&

Wyréb medyczny do
diagnostyki in vitro

IVD

Dolna granica przypisanego

L I' R zakresu

& Mezczyzna
N Wytwérca

= Kontrola ujemna

Wyréb niejatowy

*? Nazwisko pacjenta
*# Numer pacjenta
4

Rozerwac tutaj
<4

Kontrola dodatnia

QS copies/PCR
I

IU QS na reakcje PCR,

uzy¢ jednostek

Qs |U/PCR miedzynarodowych (1U)
QS na reakcje PCR
w obliczeniach wynikéw.

SN

Numer seryjny

Site

Osrodek

| Procedure | Standard | Procedura standardowa

Produkt sterylizowany
STERILE E tlenkiem etylenu
Przechowywa¢ z dala od
Swiatta

Przestrzegaé zakresu
temperatury

Plik definicji testow

0-<®

TDF

Ta strong do gory

==
—

| Procedure | UltraSensitive | Procedura ultraczuta

Niepowtarzalny kod
identyfikacyjny wyrobu

UDI
UI.R Goérna granica
przypisanego zakresu
Urine Fill Line| Linia napetniania moczem

Tylko Stany Zjednoczone:
prawo federalne zezwala na
Rx On |y sprzedaz tego wyrobu
wyltacznie lekarzowi lub na
zamdwienie takiego lekarza.

E Termin przydatnosci

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

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

Wytwdrca i importer

Tab. 24. Wytwdrca 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

07968485190-06PL
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Wersja dokumentu

Informacje dotyczace wersji dokumentu

Doc Rev. 5.0
04/2024

Zaktualizowano w celu zapewnienia zgodnosci z wymaganiami IVDR.

Dostosowanie i aktualizacja pi$miennictwa i procedur dotyczgcych oprogramowania analizatora
cobas® Liat® — wersja 3.3.

Informacje dotyczace zagrozen zostaly zaktualizowane.

Dodano stwierdzenie dotyczace docelowych uzytkownikdéw.

Zaktualizowano tabele 18, aby uwzgledni¢ jednostki stezenia i usunaé zbedne informacje.

Nagtéwek czesci Inkluzywno$¢ zastgpiono nagtéwkiem Detekcja genotypdw bakterii C. difficile.

Poprawiono literéwki i wprowadzono ogdlne zmiany wyjasniajace.

Zaktualizowano strone z ujednoliconymi symbolami.

Zaktualizowano sekcje Znaki towarowe i patenty oraz link.

Dodano informacje dotyczace opisu i uzycia opakowan pipet do przenoszenia cobas® Liat®
(12 pipet/opakowanie, nr kat. 09329676001)

W razie jakichkolwiek pytan prosimy o kontakt z lokalnym przedstawicielem Roche.
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