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Zastosowanie

cobas® CMYV to test do amplifikacji kwasu nukleinowego w warunkach in vitro do iloSciowego oznaczania DNA
cytomegalowirusa (CMV) w ludzkim osoczu z krwi pobranej na EDTA.

cobas® CMYV jest przeznaczony do stosowania jako pomoc w diagnostyce i leczeniu CMV u pacjentdéw po przeszczepach
narzadow miazszowych oraz pacjentéw po przeszczepach hematopoetycznych komorek macierzystych. Test moze by¢
stosowany u tych populacji pacjentdéw w celu oceny potrzeby wprowadzenia leczenia przeciwwirusowego. U pacjentow
poddanych leczeniu anty-CMV, seryjne oznaczenia DNA mozna stosowaé w celu oceny odpowiedzi wirusa na terapig.

Wyniki testu cobas® CMV muszg by¢ interpretowane w oparciu o wszystkie istotne dane kliniczne i laboratoryjne.

Podsumowanie oraz opis testu

Informacje podstawowe

Ludzki cytomegalowirus (CMV) to patogen wirusowy nalezacy do rodziny herpeswiruséw wystepujacych powszechnie
na catym $wiecie.!»2 U gospodarzy immunokompetentnych, zakazenia CMV sg czesto bezobjawowe, ale zasadnicze
zakazenie lityczne moze wystepowac w postaci ostrego zespotu podobnego do mononukleozy. Po zakazeniu CMV
zazwyczaj utrzymuje si¢ jako dozywotnie zakazenie utajone, ktore moze okresowo ulegac reaktywacji. Najczgstszymi
miejscami zakazenia CMV sg komorki jednojadrzaste krwi obwodowej linii szpikowej (ale nie limfocyty) oraz komorki
$§rodblonka.? U czlowieka wirus CMV pozostaje w stanie utajonym w monocytach/makrofagach.? Osoby z zakazeniem
utajonym mogg bezobjawowo wydziela¢ wirusa do ptynow ustrojowych (np. moczu, §liny) i w ten sposob zaraza¢ innych.
Osoby z obnizong odpornoscig, w tym niemowleta, biorcy przeszczepow oraz pacjenci z AIDS, nalezg do grupy
wysokiego ryzyka wystapienia cigzkich pierwotnych zakazen CMV lub reaktywacji uspionego CMV, ktore moga
prowadzi¢ do podwyzszonej zachorowalnosci i $miertelno$ci.* Ciezkie objawy choroby CMV obejmujg zapalenie
siatkowki, poliradikulopatig, niezyt zotadkowo-jelitowy, zapalenie watroby, zapalenie mézgu, zapalenie przetyku,
zapalenie jelit, zapalenie trzustki, zapalenie nerek, odrzucenie narzadu dawcy, zapalenie ptuc i zespot wirusowy CMV .37

Nasze obecne rozumienie istotnych klinicznie warto$ci progowych rozwoju choroby CMV pochodzi z réznorodnych
badan przy uzyciu roznych technik, populacji badania i punktow koncowych.®* !> Ogolnie, z ryzykiem rozwoju choroby
scislej zwigzane jest wyzsze miano wirusa CMV. Zwigzek migdzy wiremig i chorobg jest sigmoidalny, to jest ryzyko
choroby CMV znaczaco rosnie, po tym jak obcigzenie wirusem osiggnie ,.krytyczng wartos¢ progowa”. Na przyktad
podczas stosowania laboratoryjnego testu DNA CMV z krwi pelnej w celu badania biorcow przeszczepu watroby,
kluczowa warto$¢ progowa wynosita > 5 logio kopii/ml DNA CMV.!? U pacjentow z HIV/AIDS, stezenia DNA CMV
byly skorelowane z ryzykiem choroby CMV i $miertelno$cig catkowitg.!®*°

Jednak obecne metody laboratoryjne ilosciowego oznaczania DNA CMV sg ograniczone brakiem standaryzowanych
wynikow, co moze prowadzi¢ do wysokiego stopnia zmienno$ci wewnatrz- i migdzylaboratoryjnej.”* W celu zapewnienia
spojnosci wynikoéw podczas leczenia pacjentow z chorobg CMV, kluczowe jest zwalidowanie odtwarzalnosci miana DNA
wirusa CMV. Obecne wytyczne oparte na precyzji testow PCR sugeruja, ze zmiany seryjnych pomiar6w miana wirusa
powinny by¢ co najmniej 3-krotne (0,5 logio), aby reprezentowaty zmiany istotne biologicznie. Poniewaz zmiennos¢ jest
najwicksza przy niskich stezeniach, dla wartosci bliskich dolnej granicy oznaczalno$ci testu mogg by¢ wymagane ponad
5-krotne (0,7 logio) zmiany wiremii, aby mozna je bylo uzna¢ za istotne.'" 12

Chociaz $ciste warto$ci progowe nadal sg przedmiotem debaty ze wzgledu na zmiennos¢ pomiedzy testami, koncepcja
kluczowej warto$ci progowej wydaje si¢ by¢ wazna i byla zgltaszana w badaniach przyrodniczych pokazujac, ze wyzsze
warto$ci miana wirusa korelowaly ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju choroby CMV %1 Jedno badanie wykorzystujace
test COBAS® AMPLICOR CMV MONITOR ustalito warto$¢ odcigcia prognozujgca chorobe migdzy 2000 i 5000 kopii/ml
u seropozytywnych pod wzgledem CMV biorcow przeszczepu watroby. '
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Uzasadnienie badan NAT

Do metod laboratoryjnych stosowanych w diagnostyce zakazenia rozsianego oraz aktywnej choroby trzewnej
spowodowanej ludzkim wirusem CMV naleza: wyizolowanie wirusa metoda hodowli z leukocytow krwi obwodowej
(ang. peripheral blood leukocytes, PBL), badanie histologiczne bioptatow, metody serologiczne, pomiar poziomu
antygenu pp65 oraz detekcja DNA CMYV przy uzyciu tancuchowej reakcji polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction,
PCR).?! Serologia posiada jedynie warto$¢ umozliwiajaca okreslenie, czy pacjent byt wezesniej zakazony wirusem CMV
i czy wystepuje ryzyko reaktywacji. Metody hodowli maja mata warto$¢ predykcyjng; czas hodowli wynosi ponad

48 godzin, a ich zastosowanie ograniczone jest do pacjentéw z uposledzong odpornoscig. Ocena antygenemii pp65 jest
pracochtonna i wymaga opracowania probki krwi w ciagu 6 godzin od jej pobrania, poniewaz przechowywanie probki
powoduje obnizenie antygenemii.?? Test pp65 jest rowniez trudny do przeprowadzenia u pacjentdéw z neutropenig.
Bezposrednia detekcja DNA wirusa CMV za pomocg metod PCR w czasie rzeczywistym potencjalnie oferuje szeroki
zakres dynamiczny, precyzje i wysokg czutos¢.

Objasnienie testu

cobas® CMV to iloSciowy test stosowany w systemie cobas® 6800 i cobas® 8800. Test cobas® CMV umozliwia
wykrywanie oraz ilosciowe oznaczanie DNA CMV w pobranych od zakazonych pacjentow probkach osocza krwi
pobranej na EDTA. Miano wirusa jest okreslane ilo§ciowo w porownaniu ze standardem kwantyfikacji DNA nie-CMV
(DNA-QS), ktory jest wprowadzany do kazdej probki podczas jej przetwarzania. DNA-QS pelni rowniez funkcje
monitorowania calego procesu przygotowania probki oraz amplifikacji PCR. Dodatkowo test DNA-QS wykorzystuje
trzy kontrole zewng¢trzne: o wysokim mianie dodatnim, o niskim mianie dodatnim i kontrolg ujemna.

Zasady procedury

Test cobas® CMV opiera si¢ na catkowicie zautomatyzowanym przygotowaniu probek (ekstrakcji i oczyszczaniu kwasow
nukleinowych), po ktérym przeprowadzana jest amplifikacja i detekcja podczas reakcji PCR. cobas® 6800/8800 System
sktadajg si¢ z modutu podawania probek, modutu transferowego, modutu przetwarzania oraz modutu analitycznego.
Automatyczne przetwarzanie danych jest prowadzone przez oprogramowanie cobas® 6800/8800, ktore przypisuje wynik
testu dla wszystkich badan jako nie wykryto materiatu docelowego, wykryto DNA CMV < dolnej granicy oznaczalnos$ci,
wykryto DNA CMV > gbrnej granicy oznaczalno$ci lub warto$¢ w liniowym zakresie oznaczalnosci (dolna granica
oznaczalnosci < x < gorna granica oznaczalnosci). Wyniki mozna analizowa¢ bezposrednio na ekranie systemu, mozna

je eksportowac¢ lub wydrukowac w postaci raportu.

Nastepuje jednoczesne wyodrebnienie kwasoéw nukleinowych z probek pacjentéw i dodanych czasteczek QS DNA
lambda. Podsumowujac, kwas nukleinowy wirusa jest uwalniany przez dodanie do probki proteinazy i odczynnika do
lizy. Uwolniony kwas nukleinowy wigze si¢ z silikonowa powierzchnig dodanych szklanych czgstek magnetycznych.
Niezwigzane substancje i zanieczyszczenia, takie jak zdenaturowane biatko, pozostatosci komorek i potencjalne inhibitory
reakcji PCR s3 usuwane na kolejnych etapach z uzyciem odczynnika myjacego, a oczyszczony kwas nukleinowy jest
nastgpnie wymywany w podwyzszonej temperaturze ze szklanych czastek z uzyciem buforu do elucji.

Wybidrcza amplifikacja docelowego kwasu nukleinowego z probki jest osiggana przez zastosowanie docelowych
swoistych dla wirusa starterow, przedniego i wstecznego, wybranych z wysoce konserwatywnych regiondw genu
polimerazy DNA wirusa CMV (UL54). Selektywna amplifikacja DNA-QS uzyskiwana jest przy uzyciu swoistych dla
sekwencji starterow przedniego i wstecznego, ktore wybierane sg tak, aby nie byly homologiczne z genomem CMV.

Do amplifikacji wykorzystywana jest termostabilna polimeraza DNA. Sekwencje docelowa oraz DNA-QS sg amplifiko-
wane jednocze$nie przy uzyciu uniwersalnego profilu amplifikacji PCR ze wstepnie zdefiniowanymi etapami temperatury
1 liczby cykli. Mastermiks zamiast trifosforanu deoksytymidyny (dTTP) zawiera trifosforan deoksyurydyny (dUTP),
ktory jest wbudowywany do nowo syntetyzowanego DNA (amplikonu).?*-2* Wszystkie zanieczyszczajace amplikony

z poprzednich reakcji PCR eliminowane sg podczas pierwszego cyklu termicznego reakcji za pomocg znajdujgcego si¢
w mieszaninie PCR enzymu AmpErase. Jednak nowo powstate amplikony nie sg eliminowane, gdyz enzym AmpErase
jest inaktywowany w temperaturze przekraczajacej 55°C.
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Mastermiks cobas® CMV zawiera jedng sonde detekcyjng swoista dla docelowych sekwencji CMV i jedng sondg dla
DNA-QS. Sondy znakowane sg za pomocg swoistych dla sekwencji docelowych fluorescencyjnych barwnikow
reporterowych, pozwalajacych na rownoczesne wykrywanie docelowej sekwencji CMV i DNA-QS w dwoch réznych
kanatach detekcji. 2’ Sygnat fluorescencyjny nienaruszonych sond jest ttumiony przez barwnik wygaszajacy. Podczas
amplifikacji PCR hybrydyzacja sondy do swoistej sekwencji jednoniciowej matrycy DNA powoduje rozszczepienie nici
przez polimeraze DNA dzi¢ki jej aktywnosci nukleolitycznej w kierunku 5' do 3, co powoduje rozdzielenie barwnikow
reporterowych i wygaszajacych oraz wygenerowanie sygnatu fluorescencyjnego. Z kazdym cyklem PCR generowana
jest zwigkszajaca si¢ liczba rozszczepionych sond i jednocze$nie wzrasta sumaryczny sygnat barwnika reporterowego.
Wykrycie w czasie rzeczywistym i rozroznienie produktow PCR ma miejsce poprzez pomiar fluorescencji uwolnionych
barwnikow reporterowych reprezentujacych docelowe wirusy i DNA-QS.
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Odczynniki i materiaty

Odczynniki i kontrole do testu cobas® CMV

Wszystkie nieotwarte odczynniki i kontrole nalezy przechowywac zgodnie z zaleceniami, ktore zawiera Tabela 1 do
Tabela 4.

Tabela1 cobas® CMV

cobas® CMV
Przechowywa¢ w temperaturze 2—-8°C
Kaseta na 96 testéw (P/N 07001029190)

Elementy zestawu Sktad odczynnikow llo$¢ na zestaw
96 testow

Proteinase Solution Bufor Tris, < 0,05% EDTA, chlorek wapnia, octan wapnia, 13 ml

(PASE) 8% proteinazy

EUH210: Karta charakterystyki dostepna na zadanie.

EUH208: Zawiera subtylizyne. Moze powodowaé wystgpienie
reakcji alergiczne;.

DNA Quantitation Bufor Tris, < 0,05% EDTA, < 0,001% konstruktu innego niz 13 ml
Standard DNA CMV zawierajgcego starter wigzgcy region inny niz
(DNA-QS) CMV oraz region unikatowej sondy (niezakazny DNA),

< 0,002% Poli-rA RNA (syntetyczny), < 0,1% azydku sodu
Elution Buffer Bufor Tris, 0,2% metylo-4-hydroksybenzoesan 13 ml
(EB)
Master Mix Reagent 1 Octan magnezu, wodorotlenek potasu, < 0,1% azydku sodu 5,5ml
(MMX-R1)
CMV Master Mix Bufor trycynowy, octan potasu, <18% dimetylosulfotlenek, 6 ml
Reagent 2 glicerol, < 0,1% Tween 20, EDTA, < 0,12% dATP, dCTP, dGTP,
(CMV MMX-R2) dUTP, < 0,01% starteréw przednich i wstecznych dla CMV,

< 0,01% starteréw przednich i wstecznych standardu
ilosciowego, < 0,01% znakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi sond oligonukleotydowych, swoistych dla
CMV i standardu ilosciowego CMV, < 0,01% aptameru
oligonukleotydowego, < 0,1% polimerazy DNA Z05D,

< 0,10% enzymu AmpErase (uracylo-N-glikozylazy)
(bakteryjnej), < 0,1% azydku sodu
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Tabela 2

cobas® CMV Control Kit

cobas® CMV Control Kit
Przechowywa¢ w temperaturze 2—-8°C

(P/N 07001037190)

Elementy zestawu | Skiad odczynnikéw llos¢ na Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*
zestaw
cMmv < 0,001% syntetycznego (plazmidowego) 4 ml
Low Positive DNA CMV optaszczonego biatkiem (8 x 0,5 ml) -
Control kapsydowym bakteriofaga lambda, ,
(CMV L(+)C) prawidiowe osocze ludzkie, bez DNA \I
CMV wykrywalnego metodami PCR. .
0,1% substancji konserwujacej OSTRZEZENIE
ProClin® 300** H317: Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
P261: Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/
rozpylonej cieczy.
P272: Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie
wynosi¢ poza miejsce pracy.
P280: Stosowac¢ rekawice ochronne.
P333 + P313: W przypadku wystgpienia podraznie-
nia skory lub wysypki: zasiegng¢ porady/zgtosic sie
pod opieke lekarza.
P362 + P364: Zanieczyszczong odziez zdjg¢
i wypra¢ przed ponownym uzyciem.
P501: Zawarto$¢/pojemnik usuwac do
autoryzowanego zaktadu utylizacji odpadéw.
55965-84-9 mieszanina: 5-chloro-2-metylo-
4-izotiazolin-3-onu [WE nr 247-500-7] i 2-metylo-
2H-izotiazol-3-onu [WE nr 220-239-6] (3:1)
cmMmv < 0,001% syntetycznego (plazmidowego) 4 mi
High Positive DNA CMV optaszczonego biatkiem (8 x 0,5 ml)
Control kapsydowym bakteriofaga lambda,
(CMV H(+)C) prawidiowe osocze ludzkie, bez DNA

CMV wykrywalnego metodami PCR.

0,1% substancji konserwujgcej
ProClin® 300**

OSTRZEZENIE

H317: Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
P261: Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/
rozpylonej cieczy.

P272: Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie
wynosi¢ poza miejsce pracy.

P280: Stosowac¢ rekawice ochronne.

P333 + P313: W przypadku wystgpienia podraznie-
nia skory lub wysypki: zasiegng¢ porady/ zgtosic sie
pod opieke lekarza.

P362 + P364: Zanieczyszczong odziez zdjg¢

i wypra¢ przed ponownym uzyciem.

P501: Zawarto$¢/pojemnik usuwac do
autoryzowanego zaktadu utylizacji odpadéw.

55965-84-9 mieszanina: 5-chloro-2-metylo-
4-izotiazolin-3-onu [WE nr 247-500-7] i 2-metylo-
2H-izotiazol-3-onu [WE nr 220-239-6] (3:1)

*  Oznakowanie bezpieczenstwa produktu jest zasadniczo zgodne z wytycznymi GHS UE.
** Substancja niebezpieczna.
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Tabela3 cobas® NHP Negative Control Kit

cobas® NHP Negative Control Kit

Przechowywa¢ w temperaturze 2—-8°C
(P/N 07002220190)

Elementy Sktad odczynnikow llos¢ na Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*
zestawu zestaw

Normal Human Prawidtowe osocze ludzkie, DNA CMV 16 ml

Plasma Negative | niewykrywalne metodami PCR. (16 x 1 ml)

::NOI-II]IE’r-:lIC) < 0,1% substancji konserwujacej

ProClin® 300**

O

OSTRZEZENIE

H317: Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
P261: Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/
rozpylonej cieczy.

P272: Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie
wynosi¢ poza miejsce pracy.

P280: Stosowac¢ rekawice ochronne.

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

P362 + P364: Zanieczyszczong odziez zdjg¢ i wypraé
przed ponownym uzyciem.

P501: Zawarto$¢/pojemnik usuwac do
autoryzowanego zaktadu utylizacji odpaddéw.

55965-84-9 Mieszanina: 5-chloro-2-metylo-
4-izotiazolin-3-onu [WE nr 247-500-7] i 2-metylo-
2H-izotiazol-3-onu [WE nr 220-239-6] (3:1)

*  Oznakowanie bezpieczenstwa produktu jest zasadniczo zgodne z wytycznymi GHS UE.

** Substancja niebezpieczna.
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Odczynniki cobas omni do przygotowywania prébek

Tabelad4 Odczynniki cobas omni do przygotowywania prébek*

Odczynniki Sktad odczynnikow llo$¢ na zestaw Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie**

cobas omni Szklane czgstki 480 testow Nie dotyczy

MGP Reagent (MGP) magnetyczne, bufor Tris,

Przechowywac 0,1% metylo-4-hydroksy-

w temperaturze 2-8°C benzoesanu,

(P/N 06997546190) < 0,1% azydku sodu

cobas omni Bufor Tris, 0,1% metylo-4- 4 x 875 ml Nie dotyczy

Specimen Diluent hydroksybenzoesanu,

(SPEC DIL) . < 0,1% azydku sodu

Przechowywaé

w temperaturze 2-8°C

(P/N 06997511190)

cobas omni 43% (udziat wagowy) 4 x 875 ml

Lysis Reagent tiocyjanian guanidyny***,

(LYS) . 5% (udziat wagowo-obj.)

Przechowywac 3 polidokanol***, 2% (udziat

w temperaturze 2-8°C wagowo-obj.) ditiotreitol***,

(P/N 06997538190) dwuwodny cytrynian sodu NIEBEZPIECZENSTWO
H302 + H332: Dziata szkodliwie po potknigciu
i w nastepstwie wdychania.
H314: Powoduje powazne oparzenia skory oraz
uszkodzenia oczu.
H412: Dziata szkodliwie na organizmy wodne,
powodujgc dtugotrwate skutki.
EUHO032: W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo
toksyczne gazy.
P261: Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/
rozpylonej cieczy.
P273: Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.
P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronna/
ochrone oczu/ochrone twarzy.
P303 + P361 + P353: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE
SKORA (lub z wtosami): natychmiast zdjgé catg skazong
odziez. Sptuka¢ skore pod strumieniem wody.
P304 + P340 + P310: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE
DO DROG ODDECHOWYCH: wyprowadzié lub wynie$é
poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania. Natychmiast
skontaktowa¢ sig¢ z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
P305 + P351 + P338 + P310: W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: ostroznie ptuka¢ woda przez
kilka minut. Wyjaé soczewki kontaktowe, jezeli s
i mozna je tatwo usungé. Nadal ptukaé. Natychmiast
skontaktowa¢ sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
593-84-0 Tiocyjanian guanidyny
9002-92-0 Polidokanol
3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diol

cobas omni Dwuwodny cytrynian sodu, 4,2 | Nie dotyczy

Wash Reagent 0,1% metylo-4-hydroksy-

(WASH) i benzoesan

Przechowywaé

w temperaturze 15-30°C
(P/N 06997503190)

*  Te odczynniki nie sg dotgczone do zestawu testu cobas® CMV. Nalezy zapoznac sie z lista wymaganych materialow dodatkowych (Tabela 7).
** (Oznakowanie bezpieczenstwa produktu jest zasadniczo zgodne z wytycznymi GHS UE.

*** Substancja niebezpieczna.
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Wymagania dotyczgce przechowywania i uzytkowania odczynnikéw
Odczynniki nalezy przechowywac i uzytkowa¢ zgodnie z informacjami, ktore zawiera Tabela 5 i Tabela 6.

Jesli odczynniki nie s3 umieszczone w cobas® 6800/8800 Systems, nalezy przechowywa¢ je w odpowiednie;j
temperaturze, zgodnie z informacjami, ktore zawiera Tabela 5.

Tabela5 Przechowywanie odczynnikéw (umieszczonych poza systemem)

Odczynnik Temperatura przechowywania
cobas® CMV — 96 2-8°C
cobas® CMV Control Kit 2-8°C

cobas® NHP Negative Control Kit 2-8°C

cobas omni Lysis Reagent 2-8°C
cobas omni MGP Reagent 2-8°C
cobas omni Specimen Diluent 2-8°C
cobas omni Wash Reagent 15-30°C

Odczynniki umieszczone w cobas® 6800/8800 Systems przechowywane sa w odpowiedniej temperaturze, a ich data
wazno$ci jest monitorowana przez system. Systemy cobas® 6800/8800 Systems umozliwiaja wykorzystanie odczynnikow
tylko w przypadku spetnienia wszystkich warunkow, ktore zawiera Tabela 6. System automatycznie uniemozliwia wyko-
rzystanie przeterminowanych odczynnikow. Tabela 6 pozwala na zrozumienie warunkéw uzytkowania odczynnikow
wymuszanych przez cobas® 6800/8800 Systems.

Tabela6 Warunki dotyczace daty waznosci odczynnikow egzekwowane przez cobas® 6800/8800 Systems

Odczynnik Data waznosci Stabilnos¢ otwartego  Liczba przebiegéow, Stabilnos¢ na poktadzie
zestawu zestawu do ktérych mozna urzadzenia (lgczny czas
wykorzystaé¢ zestaw w urzadzeniu poza
lodéwka)
cobas® CMV — 96 Nieprzekroczona 30 dni od pierwszego Maksymalnie Maksymalnie 8 godzin
uzycia 10 przebiegéw
cobas® CMV Control Kit Nieprzekroczona Nie dotyczy Nie dotyczy Maksymalnie 8 godzin
cobas® NHP Negative Control Kit | Nieprzekroczona Nie dotyczy Nie dotyczy Maksymalnie 10 godzin
cobas omni Lysis Reagent Nieprzekroczona 30 dni od umieszczenia Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*
cobas omni MGP Reagent Nieprzekroczona 30 dni od umieszczenia Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*
cobas omni Specimen Diluent Nieprzekroczona 30 dni od umieszczenia Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*
cobas omni Wash Reagent Nieprzekroczona 30 dni od umieszczenia Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*

* Czas jest mierzony od umieszczenia po raz pierwszy odczynnika w cobas® 6800/8800 Systems.
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Wymagane materiaty dodatkowe

Tabela7 Materiaty i materiaty eksploatacyjne do uzytku z systemami cobas® 6800/8800

Materiat P/N

cobas omni Processing Plate 05534917001
cobas omni Amplification Plate 05534941001
cobas omni Pipette Tips 05534925001
cobas omni Liquid Waste Container 07094388001
cobas omni Lysis Reagent 06997538190
cobas omni MGP Reagent 06997546190
cobas omni Specimen Diluent 06997511190
cobas omni Wash Reagent 06997503190
Worek na odpady state 07435967001
Pojemnik na odpady state 07094361001

Wymagane urzadzenia i oprogramowanie

Na urzadzeniu(-ach) nalezy zainstalowaé oprogramowanie cobas® 6800/8800 oraz pakiet oprogramowania do analizy
cobas® CMV. Z systemem zostanie dostarczony serwer Instrument Gateway (IG).

Tabela8 Urzgdzenia

Wyposazenie

P/N

cobas® 6800 System (opcja, na ruchomej platformie)

05524245001 i 06379672001

cobas® 6800 System (nieruchomy)

05524245001 i 06379664001

cobas® 8800 System

05412722001

Modut dostarczania probek

06301037001

Dodatkowe informacje dotyczace pierwotnych i wtornych probowek na probki akceptowanych przez urzadzenia zawiera podrecznik

uzytkownika systemow cobas® 6800/8800 System.

Uwaga: Szczegdlows liste zamoOwien na statywy na probki, statywy na niedrozne koncowki i tace na statywy akceptowane przez
urzadzenia mozna uzyskac po skontaktowaniu si¢ z miejscowym przedstawicielstwem firmy Roche.
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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 czuto$¢ niniejszego testu podczas uzytkowania
odczynnikéw oraz mieszanin do amplifikacji nalezy zachowac szczegdlng ostrozno$é¢, aby zapobiec zanieczyszczeniu.

Do stosowania wylgcznie w diagnostyce in vitro.

Test cobas® CMV nie zostal zaprojektowany jako badanie przesiewowe na obecno$¢ wirusa CMV we krwi lub
produktach krwiopochodnych.

Ze wszystkimi probkami pacjentow nalezy obchodzi¢ si¢ tak jak z materialem zakaznym, stosujgc procedury
dobrej praktyki laboratoryjnej, takie jak okreslone w dokumentach Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories oraz CLSI Document M29-A4.%%2° Procedure t¢ powinien wykonywa¢ wylacznie personel
doswiadczony w obchodzeniu sie z materialem zakaznym, uzytkowaniu testu cobas® CMV i systemu

cobas® 6800/8800.

Wszystkie materialy pochodzenia ludzkiego nalezy uwazaé za potencjalnie zakazne i postepowaé z nimi

z zastosowaniem ogodlnych srodkow ostroznosci. W przypadku rozlania materiatu nalezy natychmiast
zdezynfekowac §wiezo przygotowanym 0,5% roztworem podchlorynu sodu w destylowanej lub dejonizowane;j
wodzie (wybielacz rozcienczony w stosunku 1:10) lub postgpowac zgodnie z procedurami przyj¢tymi w danej
instytucji.

cobas® CMV Control Kit oraz cobas® NHP Negative Control Kit zawieraja osocze uzyskane z krwi ludzkiej.
Material zrodtowy przetestowano metodami PCR i nie wykazano w nim wykrywalnego DNA CMV. Zadna ze
znanych metod badania nie moze zaoferowac catkowitej pewnosci, ze produkty otrzymane z ludzkiej krwi nie
beda przenosi¢ czynnikéw zakaznych.

Nie zamraza¢ krwi pelnej ani innych prébek przechowywanych w probéwkach pierwotnych.

W celu zagwarantowania optymalnego dziatania testu nalezy stosowa¢ wylgcznie dostarczone lub wymienione
potrzebne materiaty eksploatacyjne.

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

Nalezy $cisle przestrzega¢ podanych procedur i wytycznych w celu zapewnienia prawidtowego wykonania testu.
Wszelkie odchylenia od procedur i wytycznych mogg mie¢ wptyw na optymalng skutecznos¢ testu.

Jezeli w trakcie obchodzenia si¢ z probkami i ich przygotowywania nie stosuje si¢ odpowiedniej kontroli
zanieczyszczenia pomi¢dzy probkami, moze doj$¢ do uzyskania wynikoéw fatszywie dodatnich.

Uzytkowanie odczynnikéw

Aby unikna¢ zanieczyszczenia pomi¢dzy probkami lub kontrolami, z wszystkimi odczynnikami, kontrolami

1 probkami nalezy postepowaé zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjne;j.

Przed uzyciem nalezy oceni¢ wzrokowo kazda kasete z odczynnikami, rozcienczalnik, odczynnik do lizy

i odczynnik ptuczacy, aby upewnic sig, ze nie ma chocby najmniejszego wycieku. W razie wystapienia wycieku
nie wolno uzywac tego materiatu do badania.

cobas omni Lysis Reagent zawiera izotiocyjanian guanidyny, potencjalnie niebezpieczng substancje¢ chemiczng.
Nie dopuszczaé do kontaktu odczynnikéw ze skora, oczami i btonami Sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu,
natychmiast sptuka¢ duza iloscig wody; w przeciwnym razie mogg powstac oparzenia.

Zestawy testu cobas® CMV, cobas omni MGP Reagent oraz cobas omni Specimen Diluent zawierajg azydek
sodu jako substancje¢ konserwujaca. Nie dopuszczaé do kontaktu odczynnikéw ze skora, oczami i blonami
sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu, natychmiast sptuka¢ duzg ilosciag wody; w przeciwnym razie moga
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powsta¢ oparzenia. Jezeli dojdzie do rozlania wymienionych odczynnikow, przed wytarciem nalezy rozcienczy¢
je woda.
e Nie wolno dopuszcza¢ do kontaktu cobas omni Lysis Reagent, zawierajacego tiocyjanian guanidyny,
z roztworem podchlorynu sodu (wybielaczem). Potaczenie to moze skutkowaé wytworzeniem silnie
trujagcego gazu.
o Wszystkie materiaty, ktére przypadkowo weszty w kontakt z probkami i odczynnikami, nalezy usuwac
zgodnie z przepisami krajowymi, stanowymi i lokalnymi.

Dobra praktyka laboratoryjna

Nie nalezy pipetowac za pomocg ust.

e Nie jes¢, nie pi¢ ani nie pali¢ w obszarach roboczych.
Podczas obchodzenia si¢ z probkami i odczynnikami nalezy nosi¢ rekawice laboratoryjne, fartuch oraz ostong
oczu. W celu uniknigcia zanieczyszczenia nalezy zmienia¢ r¢kawice pomigdzy probkami i uzytkowaniem
zestawOw cobas® CMV oraz odczynnikow cobas omni. Podczas pracy z probkami i kontrolami nalezy unika¢
zanieczyszczenia rekawic.

e Nalezy doktadnie umy¢ r¢ce po zakonczeniu pracy z probkami i odezynnikami z zestawu, a takze po zdjeciu
rekawic.

e 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). Nast¢pnie nalezy przetrze¢ powierzchni¢ 70% etanolem.

e Jesli dojdzie do rozlania ptynu na powierzchni urzadzenia cobas® 6800/8800, nalezy postepowaé zgodnie
z instrukcjami zamieszczonymi w podreczniku uzytkownika cobas® 6800/8800 Systems w celu prawidtowego
wyczyszczenia i odkazenia powierzchni urzadzenia (urzadzen).

Pobieranie, transport i przechowywanie probek

Uwaga: Ze wszystkimi prébkami nalezy obchodzi¢ si¢ jak z materialem potencjalnie zakaznym.
Wszystkie probki nalezy przechowywaé w okreslonych temperaturach.
Podwyzszona temperatura ma wptyw na stabilno$¢ probek.
W przypadku uzywania prébek zamrozonych w probéwkach wtérnych nalezy umiescic¢ probki
w temperaturze pokojowej (15—-30°C) az do catkowitego ich rozmrozenia, a nastepnie krétko
wymieszaé¢ (np. na mieszadle wibracyjnym przez 3-5 sekund) i odwirowac¢ w celu zebrania catej
objetosci probki na dnie probowki.

Probki

e Krew nalezy pobiera¢ do proboéwek do otrzymywania nierozcienczonego osocza BD Vacutainer® PPT™,
przeznaczonych do metod diagnostyki molekularnej lub do sterylnych probowek zawierajacych EDTA jako
antykoagulant. Nalezy przestrzega¢ instrukcji producenta probowek do pobierania probek. Nalezy zapoznac
si¢ z Ryc. 1.

e Krew pelna pobrana do probéwek przeznaczonych do metod diagnostyki molekularnej BD Vacutainer® PPT™
lub do sterylnych probowek zawierajgcych EDTA jako antykoagulant moze by¢ przechowywana i/lub
transportowana do 24 godzin w temperaturze od 2°C do —25°C przed przygotowaniem osocza. Wirowanie
powinno by¢ przeprowadzane zgodnie z instrukcjami producenta.

e Po oddzieleniu, probki osocza mozna przechowywaé w probowkach wtornych przez maksymalnie 6 dni
w temperaturze od 2°C do 8°C lub przez okres do 12 tygodni w temperaturze <—18°C.

e Probki osocza zachowujg stabilno$¢ przez maksymalnie cztery cykle zamrazania/rozmrazania w przypadku
zamrozenia w temperaturze < —18°C.
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Ryc.1 Warunki przechowywania probek
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e Jesli probki majg by¢ przesytane, nalezy je opakowac 1 oznaczy¢ zgodnie z odpowiednimi krajowymi i (lub)
miedzynarodowymi przepisami dotyczacymi transportu probek i czynnikéw etiologicznych.

Uwaga: Alternatywnie krew pelna pobrang do probéwek przeznaczonych do metod diagnostyki molekularnej
BD Vacutainer® PPT™ lub do sterylnych probéwek zawierajacych EDTA jako antykoagulant mozna
przechowywac¢ i/lub transportowaé do 36 godzin w temperaturze od 2°C do —25°C przed przygoto-
waniem osocza, lecz w takiej sytuacji nie bedzie mozna dluzej przechowywa¢é oddzielonego osocza
i trzeba je bedzie bezpoSrednio wykorzystaé¢ do analiz.
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Instrukcja uzytkowania

Uwagi proceduralne

e Nie nalezy uzywa¢ odczynnikow testu cobas® CMV, cobas® CMV Control Kit, cobas® NHP Negative Control
Kit i odczynnikéw cobas omni po uptywie ich daty waznosci.

e Nie wykorzystywac ponownie materialdw eksploatacyjnych. Sg one przeznaczone wytacznie do jednorazowego
uzytku.

o Instrukcje dotyczace prawidtowej konserwacji urzadzen zawiera podrecznik uzytkownika systemow
cobas® 6800/8800.

Wykonywanie testu cobas® CMV

Test cobas® CMV mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu jednej minimalnej objetosci probki 500 ul. Procedure wykonywania
testu opisano szczegdlowo w Podreczniku uzytkownika systemow cobas® 6800/8800. Na Ryc. 2 podsumowano t¢
procedure.

Ryc.2 Procedura testu cobas® CMV

Uzupetnienie odczynnikéw i materiatéw eksploatacyjnych po monitowaniu przez system:
e Zataduj odczynnik ptuczgcy, odczynnik do lizy oraz rozciehczalnik

o Zataduj ptytki do przetwarzania oraz ptytki amplifikacyjne

e Zataduj szklane czastki magnetyczne

e Zafaduj odczynniki swoiste dla testu

o Umies$c¢ kasety z kontrolami

o Zataduj statywy na koncowki

¢ Wymien statyw na niedrozne kohcowki

Umiesci¢ statyw z probkami

Przegladanie i eksportowanie wynikow

Wytadowanie materiatow eksploatacyjnych:

o wyjmij ptytki do amplifikacji z modutu analitycznego;
o wyjmij puste kasety z kontrolami;

e usun odpady state;

e usun odpady ptynne.
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Wyniki

Systemy cobas® 6800/8800 automatycznie okre$lajg stezenie DNA CMV w probkach i kontrolach. Stezenie DNA CMV
wyraza si¢ w jednostkach miedzynarodowych IU (International Units) na mililitr (IU/ml).

Kontrola jakosci i waznosé wynikow

e W kazdej partii przetwarzana jest jedna ujemna kontrola [(—) C] i dwie kontrole dodatnie: kontrola nisko
dodatnia [CMV L(+)C] oraz kontrola wysoko dodatnia [CMV H(+)C].

e W celu zagwarantowania wazno$ci partii nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu cobas® 6800/8800 i (lub)
w raporcie obecno$¢ oflagowan oraz powigzanych z nimi wynikow.

e Partia jest wazna, jesli nie wystepuja flagi dla wszystkich trzech kontroli (jednej kontroli ujemnej i dwoch
kontroli dodatnich): CMV L(+)C, CMV H(+)C. Wynik kontroli ujemnej jest wyswietlany jako () C,
a kontrola nisko dodatnia i wysoko dodatnia sg wyswietlane odpowiednio jako CMV L(+)C i CMV H(+)C.

Wyniki sg uniewazniane automatycznie przez oprogramowanie cobas® 6800/8800 na podstawie uzyskania
niepomys$inych wynikéw kontroli ujemnej i kontroli dodatnich.

Znaczniki kontroli

Tabela9 Oflagowania kontroli ujemnej i kontroli dodatnich

Kontrola ujemna Oflagowanie Wynik Interpretacja

-)cC Q02 Invalid Wynik oznaczony jako niewazny lub wynik obliczonego miana
(Nie powiodta sie analiza kontroli ujiemnej nie jest wynikiem ujemnym.
partii kontrolnej)

Kontrola dodatnia  Oflagowanie Wynik Interpretacja

CMV L(+)C Q02 Invalid Wynik oznaczony jako niewazny lub obliczone miano dla
(Nie powiodta sie analiza kontroli stabo dodatniej nie miesci sie w okre$lonym zakresie.
partii kontrolnej)

CMV H(+)C Q02 Invalid Wynik oznaczony jako niewazny lub obliczone miano dla
(Nie powiodta sie analiza kontroli silnie dodatniej nie miesci sie¢ w okreslonym zakresie.

partii kontrolnej)

Jesli partia zostanie uniewazniona, nalezy powtorzy¢ badanie calej partii z uwzglednieniem probek i kontroli.
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Interpretacja wynikéw

W przypadku waznej partii nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu cobas® 6800/8800 i (lub) raportach poszczegdlne probki
pod katem oflagowan. Wyniki nalezy interpretowac¢ w nastepujacy sposob:

e Wazna partia moze obejmowac zarowno wazne, jak i niewazne wyniki probek.

Tabela 10 Interpretacja wynikéw dla poszczegdlnych materiatéw docelowych

Wyniki Interpretacja
Target Not Detected Nie wykryto DNA CMV.
Poda¢ wynik jako ,Nie wykryto CMV”.
< Titer Min Obliczone miano jest nizsze od dolnej granicy oznaczalnosci testu (LLoQ).

Podac¢ wynik jako ,Wykryto CMV, miano ponizej (miano min.)”.
Miano min. = 34,5 IU/ml

Titer Obliczone miano znajduje sie w zakresie liniowym testu — jest wieksze lub réwnie mianu
min. oraz mniejsze lub rowne mianu maks.

Podaé wynik jako ,Wykryto (miano) CMV".
> Titer Max® Obliczone miano jest wyzsze od gornej granicy oznaczalnosci testu (ULoQ).

Podac¢ wynik jako ,Wykryto CMV, miano powyzej (miano maks.)”.
Miano maks. = 1,0E+07 1U/ml

2 Wynik probki > Titer Max odnosi si¢ do CMV dodatnich probek z mianami powyzej gornej granicy liniowosci testu (ULoQ).
Jesli wymagany jest wynik ilosciowy, oryginalng probke powinno si¢ rozcienczy¢ CMV-ujemnym osoczem ludzkim z dodatkiem
EDTA, po czym nalezy powtorzy¢ test. Otrzymany wynik nalezy pomnozy¢ przez wspotczynnik rozcienczenia.

Ograniczenia metody

e Test cobas® CMV zostal oceniony jedynie pod katem stosowania z cobas® CMV Control Kit, cobas® NHP
Negative Control Kit, cobas omni MGP Reagent, cobas omni Lysis Reagent, cobas omni Specimen Diluent
oraz cobas omni Wash Reagent do uzytku z cobas® 6800/8800 Systems.

e Uzyskanie wiarygodnych wynikow zalezy od prawidlowych procedur pobierania, przechowywania i wykorzys-
tywania probek.

e Test ten zostat zatwierdzony wylacznie do badania osocza krwi pobranej na EDTA. Badanie innych rodzajow
probek przy uzyciu testu cobas® CMV moze dawaé nieprawidtowe wyniki. Pomiarow wiremii w osoczu nie
mozna bezposrednio poréwnac z wiremig w innych typach probek.

e Na oznaczenie ilosciowe DNA wirusa CMV wptyw moga mie¢: metoda pobrania probki, czynniki zalezne od
pacjenta (tj. wiek, obecno$¢ objawow) i1 (lub) stadium zakazenia.

e Mutacje w obrebie wysoko konserwatywnych regionow genu polimerazy DNA CMV (UL54), z ktorymi wigza
sie startery i (lub) sondy uzywane w tescie cobas® CMV — chociaz rzadkie — mogg wptywac na wigzanie
starterow i (lub) sond oraz spowodowa¢ zanizenie miana lub niewykrycie wirusa.

e Zuwagi na rdznice miedzy technologiami zaleca si¢, aby przed zmiang stosowanych metod uzytkownik
przeprowadzit w laboratorium badania korelacji stosowanych metod w celu okreslenia wystepujacych miedzy
nimi r6znic jako$ciowych. Uzytkownicy powinni postepowaé zgodnie z wlasnymi okreslonymi zasadami/
procedurami.

e Test cobas® CMYV nie jest przeznaczony do przesiewowego badania na obecno$é¢ wirusa CMV we krwi
lub produktach krwiopochodnych i nie zostal oceniony jako test diagnostyczny potwierdzajacy zakazenie
wirusem CMV.

07190620001-02PL
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Ocena skutecznosci w badaniach nieklinicznych

Najwazniejsze parametry dziatania testu

Granica wykrywalnosci (LoD)

Miedzynarodowy standard WHO

Granice wykrywalnosci testu cobas® CMV okreslono dzieki analizie seryjnych rozcienczen 1. miedzynarodowego wzorca
WHO dla DNA ludzkiego cytomegalowirusa do testow wykonywanych technikg amplifikacji kwasu nukleinowego

(1. migdzynarodowy wzorzec WHO HCMV) uzyskanego z NIBSC, w ludzkim osoczu z krwi pobranej na EDTA
ujemnym pod wzgledem CMV. Panel sktadajacy si¢ z oSmiu poziomow stezen i probki §lepej byt testowany na trzech
seriach odczynnikow testu cobas® CMV, wielu przebiegach, dniach, operatorach i aparatach.

Wyniki dla osocza EDTA przedstawia Tabela 11. Badanie wykazuje, ze test cobas® CMV wykrywa DNA CMV przy
stezeniu co najmniej 23 [U/ml z trafhoscig > 95%.

Tabela 11 Granica wykrywalnosci w osoczu z EDTA

Stezenie wejsciowe Liczba waznych powtorzen Liczba wynikéw dodatnich Odsetek trafien w %
(DNA CMV IU/ml) testu
92,0 189 189 100,00
46,0 189 188 99,47
34,5 189 187 99,47
23,0 189 181 95,77
11,5 189 158 83,60
5,8 189 117 61,60
2,9 189 66 34,92
1,4 189 28 14,81
0,0 189 0 0,00
LoD w analizie PROBIT 20,6 IU/ml
przy 95% trafien . L

95% przedziat ufnosci: 17,9-24,3 [U/ml

07190620001-02PL
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Zakres liniowosci

Liniowo$¢ testu cobas® CMV oceniono wykorzystujgc rozcienczenia seryjne zawierajgce 10 cztonkow panelu ze
stezeniami DNA genotypu gB-1 CMV pokrywajacymi zakres liniowy testu (od 2,45E+01 IU/ml do 1,34E+07 IU/ml).
Wszystkie elementy panelu testowano w 48 powtorzeniach w obrebie trzech serii odczynnikow testu cobas® CMV,

a wyniki badania przedstawia Ryc. 3.

Wykazano, ze test cobas® CMV jest testem liniowym od 2,45E+01 IU/ml do 1,34E+07 IU/ml.

Ryc. 3 Okreslanie zakresu liniowego w osoczu z EDTA

Obserwacje
| * « ¢ W okreslonym zakresie j

Linia regresji /l/

Gorna granica odchylenia

6- — - - Dolna granica odchylenia /I
®] i
. 0

I

Zaobserwowany logarytm miana [jednostki stezenia]

T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Przypisany logarytm miana [jednostki stezenia]
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Doktadnos¢ wewnatrz laboratorium

Doktadno$¢ testu cobas® CMV okreslono przez analize szeregu rozcieficzen probki o wysokim mianie hodowanego
wirusa (genotyp Merlin, gB-1) w CMV-ujemnym osoczu z krwi pobranej na EDTA. Dziesi¢¢ poziomow rozcienczen
zbadano w 48 powtdrzeniach dla kazdego poziomu w trzech seriach odczynnikéw testu cobas® CMV przy uzyciu trzech
urzadzen oraz trzech operatorow przez 12 dni. Kazda probka przechodzita catg procedure testu cobas® CMV na w petni
zautomatyzowanych systemach cobas® 6800/8800. Dlatego podana doktadno$¢ odzwierciedla wszystkie aspekty
procedury badawczej. Wyniki przedstawia Tabela 12.

Test cobas® CMV wykazywal wysoka precyzje dla trzech serii odczynnikow badanych w zakresie stezef od
2,45E+01 IU/ml do 1,34E+07 IU/ml.

Tabela 12 Precyzja wewnatrzlaboratoryjna testu cobas® CMV

Osocze pobrane na EDTA

Stezenie Stezenie
nominalne . U/l Serianr 1 Seria nr 2 Serianr 3 Wszystkie serie
(1U/ml) przypisane (IU/ml)
0S 0S oS Pulowane OS
2,00E+07 1,34E+07 0,03 0,06 0,02 0,04
9,11E+06 6,11E+06 0,04 0,04 0,03 0,04
1,00E+06 6,71E+05 0,05 0,03 0,06 0,05
1,00E+05 6,71E+04 0,06 0,05 0,03 0,05
1,80E+04 1,21E+04 0,06 0,04 0,05 0,05
1,80E+03 1,21E+03 0,04 0,03 0,04 0,04
2,00E+02 1,34E+02 0,13 0,10 0,11 0,12
1,00E+02 6,71E+01 0,14 0,11 0,09 0,12
4,60E+01 3,09E+01 0,20 0,23 0,17 0,20
3,65E+01 2,45E+01 0,22 0,20 0,23 0,22
Weryfikacja genotypu

Wydajno$é testu cobas® CMV na genotypach CMV glikoproteiny B oceniano na podstawie:

e  Weryfikacji granicy wykrywalnosci dla genotypéw od 2 do 4 glikoproteiny B
o  Weryfikacji zakresu liniowego dla genotypow od 2 do 4

Weryfikacja granicy wykrywalnosci dla genotypéw gB-2, gB-3 i gB-4 glikoproteiny B

Supernatanty hodowli komorkowych CMV dla trzech roznych (gB-2, gB-3 1 gB-4) genotypow glikoproteiny B
rozciefnczono do trzech r6éznych st¢zen w osoczu z krwi pobranej na EDTA ujemnym pod wzgledem CMV. Okreslenie
odsetka trafnosci przeprowadzono w 63 powtorzeniach dla kazdego poziomu. Badania przeprowadzono z trzema seriami
odczynnikow cobas® CMV. Wyniki przedstawia Tabela 13. Wyniki te weryfikuja, ze test cobas® CMV wykryt DNA
CMV dla trzech r6znych genotypow przy stezeniach 34,5 IU/ml z odsetkiem trafnosci wynoszacym > 95%.

07190620001-02PL
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Tabela 13 Weryfikacja granicy wykrywalnosci genotypu DNA wirusa CMV
17,25 1U/ml 34,5 1U/ml 51,75 IU/ml
Liczba Odsetek Liczba Odsetek Liczba Odsetek
waznych Liczba trafnosci waznych Liczba trafnosci waznych Liczba trafnosci
powtorzen wynikow w % powtorzen wynikéw w % powtorzen wynikow w %

Genotyp testu dodatnich (95% CI*) testu dodatnich (95% CI*) testu dodatnich (95% CI¥)
gB-2 63 61 96,8 63 63 100,0 63 63 100,0
(99,6%) (100,0) (100,0)
gB-3 63 57 90,5 63 63 100,0 63 63 100,0
(96,4%) (100,0) (100,0)
gB-4 63 55 87,3 63 63 100,0 63 63 100,0
(94,4%) (100,0) (100,0)

* Gorna granica jednostronnego 95% przedziatu ufnosci

Weryfikacji zakresu liniowego dla genotypéw gB-2, gB-3 i gB-4

Szereg rozciefnczen stosowany podczas weryfikacji badania liniowo$ci genotypdw testu cobas® CMV zawierat siedem
elementow panelu rozciggajacego si¢ na zakres liniowy oznaczenia. Badanie przeprowadzono z dwiema seriami
odczynnika cobas® CMV; zbadano 16 powtdrzen na poziom w osoczu z krwi pobranej na EDTA.

Zakres liniowy testu cobas® CMV zweryfikowano dla wszystkich trzech genotypow (gB-2, gB-3 i gB-4).

Weryfikacja probek lekoopornego CMV

Wydajnos¢ testu cobas® CMV na lekoopornych probkach CMV oceniano na podstawie:

e  Weryfikacji granicy wykrywalnos$ci probek lekoopornego CMV (opornego na gancyklowir, walgancyklowir,
cidofowir lub foskarnet)
o  Weryfikacji zakresu liniowego probek lekoopornego CMV (opornego na gancyklowir, walgancyklowir,
cidofowir lub foskarnet)

Weryfikacja granicy wykrywalnosci prébek lekoopornego CMV (opornego na foskarnet lub
gancyklowir, walgancyklowir i cidofowir)

Supernatanty hodowli komérkowej dla dwoch réznych probek lekoopornego CMV (opornego na foskarnet lub

gancyklowir, walgancyklowir i cidofowir) rozcienczono do trzech réznych stezen w osoczu z krwi pobranej na EDTA
ujemnym pod wzgledem CMV. Okreslenie odsetka trafho$ci przeprowadzono w 63 powtorzeniach dla kazdego poziomu.
Badania przeprowadzono z trzema seriami odczynnikéw cobas® CMV. Wyniki przedstawia Tabela 14. Wyniki te
weryfikuja, ze test cobas® CMV wykryt DNA CMV dla dwoch roznych probek opornych na foskarnnet lub gancyklowir,

walgancyklowir i cidofowir przy stezeniach 34,5 IU/ml z odsetkiem trafno$ci wynoszacym > 95%.

Tabela 14 Weryfikacja granicy wykrywalnosci dla prébek lekoopornego CMV

17,25 IU/ml 34,5 IU/ml 51,75 IU/ml
Liczba Odsetek Liczba Odsetek Liczba Odsetek
Miejsce | waznych Liczba trafnosci | waznych Liczba trafnosci | waznych Liczba trafnosci
mutacji | powtorzen wynikow w % powtorzen wynikéw w % powtdrzen wynikéw w %
Lekoopornosé¢ | w UL54 testu dodatnich  (95% CI*) testu dodatnich  (95% CI*) testu dodatnich (95% CI*)
Foskarnet E756Q 63 58 92,1 63 63 100,0 63 63 100,0
(97,4%) (100,0) (100,0)
Gancyklowir, L545S 63 59 93,7 63 63 100,0 63 63 100,0
walg_ancyklpww, (98,2%) (100,0) (100,0)
cidofowir
* Gorna granica jednostronnego 95% przedziatu ufnosci
07190620001-02PL
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Weryfikacja zakresu liniowego prébek lekoopornego CMV (opornego na foskarnet lub gancyklowir,

walgancyklowir i cidofowir)

Szereg rozcienczen stosowany podczas weryfikacji badania liniowos$ci probek lekoopornego CMV testu cobas® CMV
zawierat siedem elementéw panelu rozciagajacego si¢ na zakres liniowy oznaczenia. Badanie przeprowadzono z dwiema
seriami odczynnika cobas® CMV; zbadano 16 powtdrzef na poziom w osoczu z krwi pobranej na EDTA.

Zakres liniowy testu cobas® CMV zweryfikowano dla dwoch lekoopornych probek CMV (opornych na foskarnet lub
gancyklowir, walgancyklowir i cidofowir).

Swoistosc¢

Swoisto$¢ testu cobas® CMV okreslono na podstawie analizy probek CMV-ujemnego osocza z krwi pobranej na EDTA
od indywidualnych dawcow. 608 indywidualnych probek osocza EDTA zbadano przy uzyciu dwoch serii odczynnikow
testu cobas® CMV. Wszystkie badane probki byly ujemne pod wzgledem DNA CMV. W panelu testu swoisto$é testu
cobas® CMV wynosita 100% (dolny jednostronny 95% przedzial ufno$ci wynoszacy 99,5%).

Swoistos¢ analityczna

Swoisto$¢ analityczna testu cobas® CMV byla oceniana w panelu rozcienczen mikroorganizméw do stezenia
1,00E+06 czastek, kopii, IU, odpowiednikéw genomowych lub CFU/ml w dodatnim pod wzglgdem DNA CMV
i yjemnym pod wzgledem DNA CMV osoczu krwi pobranej na EDTA. Dwa swoiste badane organizmy podano
w tabeli 15. Kazdy element panelu zostat przebadany przy uzyciu testu cobas® CMV. Zaden z patogendéw innych
niz CMV nie zaklocal wydajnosci testu.

Tabela 15 Mikroorganizmy badane pod kgtem reaktywnosci krzyzowej

Wirusy

Bakterie

Drozdzaki

Adenowirus typ 5

Poliomawirus BK

Wirus Epsteina-Barr

Wirus zapalenia watroby typu B
Wirus zapalenia watroby typu C
Wirus opryszczki pospolitej typu 1
Wirus opryszczki pospolitej typu 2
Ludzki wirus opryszczki typu 6
Ludzki wirus opryszczki typu 7
Ludzki wirus opryszczki typu 8

Ludzki wirus upos$ledzenia odpornosci-1

Ludzki wirus uposledzenia odpornosci-2

Wirus brodawczaka ludzkiego
Wirus JC
Parvowirus B19

Wirus ospy wietrznej-pétpasca

Propionibacterium acnes
Staphylococcus aureus
Chlamydia trachomatis
Clostridium perfringens
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Listeria monocytogenes
Mycobacterium avium
Neisseria gonorrhoeae
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pyogenes
Mycoplasma pneumoniae
Salmonella typhimurium

Streptococcus pneumoniae

Aspergillus niger
Candida albicans

Cryptococcus neoformans
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Swoistosé analityczna — substancje wptywajace na wynik testu

Podwyzszone poziomy trojglicerydow (34,5 g/l), bilirubiny zwigzanej (0,25 g/1), bilirubiny niezwigzanej (0,25 g/1),
albuminy (58,7 g/1), hemoglobiny (2,9 g/1) i ludzkiego DNA (2 mg/l) w probkach badano z i bez DNA CMV. Wykazano,
ze testowane interferencje endogenne nie zaklocaty dziatania testu cobas® CMV.

Wptyw obecnosci choréb autoimmunologicznych takich, jak tocznia rumieniowatego uktadowego (SLE), reumatoidal-
nego zapalenia stawow (RA) oraz obecnosci przeciwciat przeciwjadrowych (ANA) oceniano réwniez w obecnosci 1 przy
braku DNA CMV. Dodatkowo sktadniki lekow (patrz Tabela 16) badano w trzykrotnym Cpax z 1 bez DNA CMV.

Zadna z potencjalnie zaktdcajgcych substancji nie wykazywata interferencji z testem.

Tabela 16 Sktadniki lekow badane pod katem interferencji z ilosciowym oznaczeniem DNA CMV w tescie cobas® CMV

Klasa leku

Nazwa wtasna leku

Przeciwbakteryjne

Cefotetan

Klawulanian potasu

Sulfametoksazol
Tikarcylina disodowa

Flukonazol Trimetoprim
Piperacylina Wankomycyna
Tazobaktam sodu

Preparaty do leczenia zakazen Gancyklowir Cidofowir

wirusami opryszczki (Herpes) Valgancyklowir Foskarnet

Lek immunosupresyjny Azatiopryna Prednizon
Cyklosporyna Sirolimus
Ewerolimus Takrolimus

Mykofenolan mofetylu
Kwas mykofenolowy
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Skuteczno$é w poréwnaniu z testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV

Dziatanie testu cobas® CMV i testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV poréwnano podczas analizy probek
osocza krwi pobranej na EDTA od 0séb zakazonych CMV. W sumie 275 probek osocza krwi pobranej na EDTA dla
wszystkich genotypow CMV uzyskato wynik wazny w przeprowadzonej podwojnie analizie i znalazto si¢ w zakresie
oznaczalnosci obu testow. Przeprowadzono analiz¢ regresji Deminga.

Ryc. 4 zawiera wyniki regresji Deminga.

Ryc. 4 Analiza regresji dla testow cobas® CMV vs test ilosciowy CAP/CTM CMV Quantitative Test
9

y = 0,94x + 0,43
R? = 0,91

4

34

Srednia log, miana testu cobas® CMV

14 Linie
Linia regresji Deminga

0 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sredni logs miana testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV

Btad calego systemu

Czestotliwo$¢ bledu catego systemu dla testu cobas® CMV okre$lono badajac 100 powtdrzeh osocza z krwi pobranej na
EDTA z dodang CMV-dodatnig probka kliniczng. Probki te byly testowane przy stezeniu wynoszacym okoto 3 x LoD.

Wyniki tego badania wykazaly, ze we wszystkich powtorzeniach stwierdzono wazno$¢ i reaktywno$¢ wzgledem
sekwencji docelowej CMV, co dato czgstos¢ wystepowania btedu systemowego na poziomie 0% (95% przedziat
0%-3,6%).

Zanieczyszczenie krzyzowe

Czesto$¢ wystepowania zanieczyszczenia krzyzowego w tescie cobas® CMV okreslono przez oznaczenie 240 powtdrzen
prawidlowego osocza ludzkiego niezawierajagcego CMV z EDTA i 225 powtorzen probek z wysokim mianem CMV na
poziomie 1,00E+06 IU/ml. Lacznie wykonano pi¢¢ przebiegow z uzyciem probek dodatnich i uyjemnych w uktadzie
naprzemiennym.

Wszystkie 240 powtorzen ujemnej probki byto waznych i dato wynik ujemny, dajac wspotczynnik zanieczyszczenia
krzyzowego wynoszacy 0% (95% przedziat ufnosci wynoszacy 0%—1,5%).
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Dodatkowe informacje

Najwazniejsze cechy testu

Rodzaj probki

Wymagana ilos$¢ prébki

Objetos¢ przetwarzania

Czutos¢ analityczna

Zakres liniowosci

Swoistos¢

Wykrywane genotypy

Wykryte probki lekoopornego CMV
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Osocze krwi pobranej na EDTA
500 pl

350 pl

34,5 1U/ml

34,5 IU/ml — 1E+07 1U/ml

100%

Genotypy 1-4 glikoproteiny B CMV

Probki CMV opornego na gancyklowir, walgancyklowir, cidofowir i foskarnet
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Oznaczenia

Na etykietach produktow diagnostycznych Roche PCR stosuje si¢ nastepujace oznaczenia.

Tabela 17 Oznaczenia stosowane na etykietach produktéw diagnostycznych Roche PCR

Age/DOB| Wiek lub data urodzenia

@ Oprogramowanie
pomocnicze

SW

Data produkciji

Dystrybucja

| Assigned Range [copies/mL] |  Przypisany zakres (kopie/ml) Nie uzywaé powtornie

Wytgcznie do oceny

Autoryzowany Przedstawiciel
IEG REP dziatania w badaniach IVD

we Wspolnocie Europejskiej

BARCODE| Arkusz kodéw kreskowych GTI Numer globalny jednostki

handlowe;j

[ Assigned Range [IU/mL]| Przypisany zakres (IU/ml) 9 Kobieta
I]
[GTiN]

.. Wyréb do diagnostyki
LOT| Kod partii in vitro

ae? e . Dolna granica przypisanego
(L(‘é Zagrozenie biologiczne LLR| s

REF | Numer katalogowy O7I Mezczyzna
Collect Date| Data pobrania “ Wytworca
Sprawdz W instrukcji CONTROL |=—| Kontrola ujemna
uzytkowania

: ;? Zawartosc wystarczajgca o
na <n> testow Wyréb niejatowy

CONTENT | Zawartos¢ zestawu w # Numer pacjenta

CONTROL | Proba kontrolna ?  Nazwisko pacjenta
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L
1

T
()
&
CONTROL | +
QS copies/PCR
QS IU/PCR
SN
Site
| Procedure | Etandard]
|STERILE |EO|

®

C€
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Rozerwac tutaj

Kontrola dodatnia

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

IU QS na reakcje PCR,
uzyc¢ jednostek miedzy-
narodowych (IU) QS na
reakcje PCR w obliczeniach
wynikow.

Numer seryjny

Osrodek

Procedura standardowa

Produkt sterylizowany
tlenkiem etylenu

Przechowywac z dala od
Swiatta

Przestrzegac zakresu
temperatury

Plik definicji testow

Oznaczenie zgodnosci CE —
wyrob ten jest zgodny

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

i

UDI

| Procedure | UltraSensitive |

ULR

Urine Fill Line

Rx Only

® = ® mig

Ta strong do gory

Niepowtarzalny kod
identyfikacyjny wyrobu

Procedura ultraczuta

Gérna granica przypisanego
zakresu

Linia napetniania moczem

Tylko Stany Zjednoczone:
prawo federalne zezwala na
sprzedaz tego wyrobu
wytgcznie lekarzowi lub na
zamowienie takiego lekarza.

Termin przydatnosci

Wyréb do testow przy
pacjencie

Wyrdb nieprzeznaczony
do testéw przy pacjencie

Wyréb do samodzielnego
testowania

Wyrdb nieprzeznaczony do
samodzielnego testowania
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Wytwérca i dystrybutorzy

Tabela 18 Wytworca i dystrybutorzy
Wyprodukowano w Stanach Zjednoczonych

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany
www.roche.com

Made in USA
Distributed by Roche Diagnostics Roche Diagnostics GmbH
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