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Przeznaczenie

Test cobas® MTB-RIF/INH przeznaczony do stosowania z systemami cobas® 5800/6800/8800 to zautomatyzowany,
jakosciowy test diagnostyczny in vitro, wykorzystujacy reakcje tannicuchowg polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym do
bezposredniego wykrywania mutacji genu rpoB powigzanych z opornoscig na rifampicyne oraz mutacji genow katG

i inhA powigzanych z opornoscig na izoniazyd u bakterii Mycobacterium tuberculosis w probkach pobranych z uktadu
oddechowego ludzi. Test ten jest przeznaczony do stosowania z probkami surowej plwociny oraz przetrawionymi

i odkazonymi (poddanymi dziataniu N-acetylo-L-cysteiny/NaOH) préobkami osadu z plwociny i osadu z poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych (BAL), w przypadku ktérych uzyskano w tescie cobas® MTB wynik dodatni na obecno$¢
kompleksu Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Test jest przeznaczony do stosowania w polaczeniu z testami do badan
hodowli i ich lekowrazliwosci oraz jako automatyczny test referencyjny stosowany razem z testem cobas® MTB jako
pomoc w rozpoznaniu zakazenia gruzlica wielolekooporng wywotana przez pratki M. tuberculosis (ang. Multidrug
Resistant TB, MDR-TB).

Podsumowanie oraz opis testu

Informacje podstawowe

Gruzlica jest zakazeniem bakteryjnym wywotywanym przez pratki nalezace do kompleksu MTBC. Stanowi powazny,
globalny problem zdrowotny i nalezy do najczestszych przyczyn zgondw z powodu chordb zakaznych na $wiecie.'
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) szacuje, ze okolo jedna czwarta §wiatowej populacji jest zakazona pratkiem MTB
przy szacowanej liczbie 10,6 milionéw nowych przypadkéw gruzlicy oraz 1,3 miliona zgonéw w 2022 r.! Wedlug
oszacowan 167 000 z 1,3 miliona wspomnianych zgonéw dotyczyto 0séb zakazonych wirusem HIV (ang. People Living
With HIV, PLHIV).1!

Kompleks M. tuberculosis stanowi grupe blisko spokrewnionych gatunkéw nalezacych do rodzaju Mycobacterium
wywolujacych choroby u ludzi oraz zwierzat i obejmuje nastepujace gatunki: M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG
(szczep Bacillus Calmette-Guérin), M. africanum, M. canetti, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii, M. mungi, M. Suri-
cattae, M. orygis, pratek goralka skalnego oraz pratek stwierdzany u szympanséw. Zakazenie jakimkolwiek z patogendéw
nalezacych do kompleksu MTB moze wywolywa¢ gruzlice, jednak najczestsza przyczyng choroby jest M. tuberculosis.
Pratki nalezace do kompleksu MTB najczesciej wywotuja chorobe ptuc. Moze wystepowaé pozaplucna postac choroby,
ale relatywnie czesciej wystepuje ona u dzieci. M. bovis powoduje gruzlice nawet u 2,8% pacjentéw w réznych obszarach
geograficznych.? Pratki inne niz M. bovis i M. tuberculosis, a nalezace do kompleksu MTB, rzadziej wywoluja choroby

u ludzi. Pratek M. africanum jest wigzany z wystepowaniem gruzlicy w krajach Afryki Zachodniej, M. canetti — na
Pétwyspie Somalijskim, natomiast M. orygis powoduje gruzlice u ludzi i zwierzat w regionie od Afryki i Azji Potudniowe;j.
Pratek M. caprae jest uwazany za podgatunek M. bovis. Pratek M. microti wywoluje choroby gléwnie u gryzoni,

M. pinnipedii jest zwigzany z chorobg u fok, natomiast pratek M. suricattae wywoluje gruzlice u surykatek w Republice
Poludniowej Afryki. Pratek M. mungi zidentyfikowano jako przyczyne gruzlicy u mangust pregowanych.’

Gruzlica jest chorobg przenoszong w populacji ludzkiej droga kropelkowa. Wigkszo$¢ 0sob zakazonych pratkiem

M. Tuberculosis nie wykazuje objawow chorobowych i po pierwotnym zakazeniu nie dochodzi u nich do rozwoju choroby.
Jest to zjawisko znane jako utajone zakazenie pratkiem gruzlicy. Utajone zakazenia mogg utrzymywac sie przez dekady

i w wigkszosci przypadkéw nigdy nie prowadza do rozwoju klinicznej postaci choroby. U niektérych oséb dochodzi do
pokonania mechanizmdéw obronnych, co powoduje przejscie utajonego zakazenia pratkiem w aktywna gruzlice. Dochodzi
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do tego zwykle w ciggu pierwszych dwdch lat zakazenia lub po dlugim okresie utajenia. Ogdlnie ryzyko przejscia zakazenia
utajonego w aktywna gruzlice wynosi 5-10% u pacjentéw z zakazeniem utajonym. Niemniej ryzyko jest rézne i zalezy

od wielu czynnikéw, a takze moze ulec znacznemu zwigkszeniu w wyniku immunosupresji np. w trakcie leczenia
substancjami o takim dziataniu® (tj. inhibitorami TNF) oraz w przypadku zakazenia wirusem HIV.>® Osoby z postacia
plucng aktywnej gruzlicy moga wydala¢ kropelki oddechowe podczas kaszlu, méwienia oraz w trakcie procedur
medycznych. Osoby z postacig ptucna aktywnej choroby sg uwazane za wysoce zakazne i wymagaja przeprowadzenia
koniecznej diagnostyki.

Diagnostyka w kierunku aktywnej gruzlicy jest prowadzona na podstawie wynikéw badan klinicznych/podejrzenia oraz
na podstawie badan laboratoryjnych i radiologicznych. Pacjentéw mozna poprosi¢ o dostarczenie probek z dréog
oddechowych w celu wykonania rozmazdéw w kierunku bakterii kwasoopornych, hodowli pratkéw, a takze w celu
przeprowadzenia bezposrednich testow amplifikacji kwasu nukleinowego. Niezbedne jest faczne prowadzenie hodowli
pratkow oraz badan kwasu nukleinowego w celu zmniejszenia ryzyka uzyskania wynikow falszywie ujemnych, a takze
w celu przeprowadzenia badan w kierunku lekowrazliwosci pratkdw u pacjentéw z wynikiem dodatnim.

Lekooporny szczep pratkow gruzlicy jest zdefiniowany jako oporny na co najmniej jeden lek stosowany do leczenia
gruzlicy. Gruzlica wielolekooporna (MDR-TB) jest zdefiniowana jako oporna na co najmniej izoniazyd i rifampicyne, czyli
dwa najskuteczniejsze leki przeciwgruzlicze, a szczep pratkéw gruzlicy o rozszerzonej opornosci na leki (ang. Extensively
Drug Resistant TB, XDR-TB) wykazuje dodatkowg oporno$¢ na rifampicyne i dowolny lek z grupy fluorochinolonéw oraz
na lek iniekcyjny drugiego rzutu (np. amikacyne) lub co najmniej jeden z lekéw: bedakiline i linezolid.

Czestotliwos¢ wystepowania gruzlicy wielolekoopornej rézni sie w zaleznosci od regionu. Gruzlica wielolekooporna
wystepuje czesciej u ludzi uprzednio leczonych na gruzlice. Leczenie gruzlicy wymaga dlugotrwalego podawania réznych
lekow i zwykle jest skuteczne. Niemniej w przypadku pratkéw MTB opornych na jeden lek lub wiecej lekéw wyleczenie
jest trudniejsze. Leczenie gruzlicy wielolekoopornej i o rozszerzonej opornosci na leki wymaga podawania wielu dziata-
jacych toksycznie lekdw przez dluzszy czas w poréwnaniu z leczeniem pacjentow z gruzlica lekowrazliwg oraz wigze si¢
ono z mniejszym prawdopodobienstwem odniesienia sukcesu terapeutycznego.”

Gruzlice mozna zdiagnozowa¢ na podstawie wystepujacych objawow klinicznych, wynikéw badan laboratoryjnych oraz
radiologicznych, w tym rozmazéw w kierunku kwasoopornych bakterii, hodowli pratkéw oraz testow amplifikacji kwasu
nukleinowego. Badania, ktdre okreslaja poziom przeciwcial oraz odpowiedz na antygen, takze moga by¢ przydatne

(np. $roédskdrna préba tuberkulinowa, testy z pomiarem wydzielania interferonu gamma [INFy] (IGRA)).* Niemniej
$rédskdrna proba tuberkulinowa oraz testy IGRA moga dawaé wyniki ujemne w przypadku aktywnej postaci choroby oraz
nie nadajg si¢ do rozrézniania zakazenia utajonego od aktywnej choroby. Ostateczng diagnoze nalezy potwierdzi¢,
uzyskujac w hodowli wzrost drobnoustrojow lub wykrywajac bezposrednio w probcee klinicznej kwas nukleinowy pratkow
nalezacych do kompleksu MTB. Badanie lekowrazliwosci (ang. Drug Susceptibility Testing, DST) jest wymagane do
potwierdzenia prawidtowosci terapii empirycznej, ale jest czasochtonne, a wyniki mozna uzyska¢ dopiero po kilku
tygodniach zaleznie od zastosowanej metody. Opcjonalnie, aby szybciej uzyska¢ domniemang diagnoze opornosci na leki,
mozna zastosowaé metody molekularne i okresli¢ lekoopornos¢ powiazang z markerami genetycznymi bezposrednio

w materiale z probek klinicznych lub izolatéw uzyskanych z hodowli. Z uwagi na wysoka zakaznos¢ pratkéw MTB oraz
zjawisko narastajgcej lekoopornosci szybka i precyzyjna diagnoza jest istotnym elementem leczenia i kontroli MTB.?
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Objasnienie testu

Test cobas® MTB-RIF/INH do przeznaczony do stosowania z systemami cobas® 5800/6800/8800 to zautomatyzowany,
jakosciowy test PCR w czasie rzeczywistym, przewidziany jako automatyczny test referencyjny stosowany z testem
cobas® MTB w celu wykrywania mutacji genu rpoB powiazanych z opornoscia na rifampicyne¢ oraz mutacji genow katG
i inhA powigzanych z opornoscia na izoniazyd u bakterii z kompleksu Mycobacterium tuberculosis. Test ten jest
przeznaczony do stosowania z prébkami surowej plwociny oraz przetrawionymi i odkazonymi (poddanymi dziataniu
N-acetylo-L-cysteiny/NaOH) probkami osadu z plwociny i osadu z poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL),

w przypadku ktérych uzyskano w tescie cobas® MTB wynik dodatni na obecno$¢ kompleksu Mycobacterium tuberculosis
(MTBC). Wykrywanie DNA kompleksu MTB typu dzikiego spelnia funkcje kontroli wewnetrznej, monitorujacej caly
proces przygotowania probki oraz amplifikacji PCR. Dodatkowo test wykorzystuje kontrole o niskim mianie dodatnig

i kontrole ujemna.

Zasady procedury

Do testu cobas® MTB-RIF/INH wymagane jest przedanalityczne uptynnienie probki i inaktywacja pratkéw, po ktérych
nastepuja sonikacja i calkowicie zautomatyzowane przygotowanie probki (ekstrakcja i oczyszczanie kwasow
nukleinowych) oraz amplifikacja i detekcja podczas reakcji PCR. Uplynnienie prébki i inaktywacja pratkow zachodza
jednoczes$nie podczas inkubacji probki z odczynnikiem cobas® Microbial Inactivation Solution (MIS). Sonikacja
uplynnionej i inaktywowanej probki jest przeprowadzana przed zaladowaniem do systemdéw cobas® 5800/6800/8800.
System cobas® 5800 zaprojektowano jako urzadzenie zintegrowane. cobas® 6800/8800 sktada si¢ z modulu prébkowego,
modulu transferu, modutu przetwarzania oraz modutu roboczego. Automatyczne przetwarzanie danych jest prowadzone
przez oprogramowanie systemu cobas® 5800 lub cobas® 6800/8800, ktore przypisuje do wszystkich analiz wynik testu
dodatni, ujemny lub niewazny. Wyniki mozna analizowa¢ bezposrednio na ekranie systemu, mozna je eksportowac lub
wydrukowaé w postaci raportu.

Kwasy nukleinowe z prébek pacjentéw i kontroli zewnetrznych sg ekstrahowane jednoczesnie. Podsumowujac, kwas
nukleinowy bakterii jest uwalniany na drodze chemicznego (MIS, cobas® omni Lysis Reagent), enzymatycznego
(proteinaza) i fizycznego (sonikacja) dziatania niszczacego bakterie. Uwolniony kwas nukleinowy wiaze si¢ z silikonowa
powierzchnig dodanych szklanych czastek o wlasciwosciach magnetycznych. Niezwigzane substancje i zanieczyszczenia,
takie jak zdenaturowane bialko, debris komérkowy i potencjalne inhibitory reakcji PCR usuwane sg podczas kolejnych
etapow plukania, a oczyszczony kwas nukleinowy jest nastepnie wymywany w podwyzszonej temperaturze ze szklanych
czastek magnetycznych z uzyciem buforu do elugji.

Wybioércza amplifikacja i detekcja docelowego kwasu nukleinowego z probki jest osiagana przez zastosowanie starteréw
przednich i wstecznych swoistych dla sekwencji gendw docelowych. Osiemnascie mutacji (genu rpoB) powigzanych

z opornoscig na rifampicyne jest wykrywanych przez jeden zestaw starterow i wiele sond swoistych dla mutacji. Siedem
mutacji (genu katG i regionu promotorowego genu inhA) powigzanych z opornoscig na izoniazyd jest wykrywanych przez
dwa zestawy starterow i wiele sond swoistych dla mutacji. Pratek MTB jest wykrywany przez jeden zestaw starteréw

i jedng sonde ukierunkowang na wysoce konserwatywna, jednokopijna sekwencje genomowg kompleksu MTB. Do
amplifikacji metodg PCR wykorzystywana jest termostabilna polimeraza DNA. Sekwencje docelowa sg amplifikowane
jednocze$nie przy uzyciu uniwersalnego profilu amplifikacji PCR ze wstgpnie zdefiniowanymi etapami temperatury

i liczby cykli. Odczynnik Master Mix zamiast trifosforanu deoksytymidyny (dTTP) zawiera trifosforan deoksyurydyny
(dUTP), ktéry wbudowywany jest do nowo syntetyzowanego DNA (amplikonu). Jakiekolwiek zanieczyszczajace
amplikony z poprzednich cykli pracy PCR s3 usuwane w pierwszym etapie cyklu termicznego dzieki aktywnosci enzymu
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AmpkErase, ktory znajduje si¢ w mieszaninie Master Mix do reakcji PCR.’ Jednak nowo powstaly amplikon nie jest
eliminowany, gdyz enzym AmpErase w temperaturze przekraczajacej 55°C ulega inaktywacji.

Mastermiks testu cobas® MTB-RIF/INH zawiera wiele sond swoistych dla mutacji powigzanych z opornoscia na rifampi-
cyne i mutacji powigzanych z opornoscig na izoniazyd oraz jedna sonde swoistg dla kompleksu MTB. Sondy s3 znakowane
za pomocg swoistych dla sekwencji docelowych fluorescencyjnych barwnikéw reporterowych, pozwalajacych na
réwnoczesne wykrywanie sekwencji docelowych mutacji powigzanych z opornoscia na rifampicyne, mutacji powigzanych
z opornoscig na izoniazyd i kompleksu MTB w pieciu réznych kanatach docelowych (mutacje powigzane z opornoscia na
rifampicyne s3 wykrywane w trzech z pieciu kanatéw detekcyjnych).'*" W przypadku niezwigzania z sekwencja docelowa
sygnal fluorescencyjny nienaruszonych sond jest ttumiony przez barwnik wygaszenia. Podczas etapu amplifikacji PCR
hybrydyzacja sond do swoistych sekwencji jednoniciowej matrycy DNA skutkuje cigciem nici przez polimeraze DNA

w wyniku jej aktywnosci egzonukleazy w kierunku od konca 5' do 3', co powoduje rozdzielenie barwnikéw markerowego
i wygaszenia oraz wygenerowanie sygnatu fluorescencyjnego. Z kazdym cyklem PCR generowana jest zwigkszajaca sig
liczba rozszczepionych sond i jednoczes$nie wzrasta sumaryczny sygnal barwnika markerowego. Wykrycie w czasie
rzeczywistym i rozréznienie produktéw reakcji PCR ma miejsce przez pomiar fluorescencji uwolnionych barwnikow
reporterowych odpowiednio dla sekwencji docelowych mutacji powigzanych z opornoscia na rifampicyne, mutacji
powigzanych z opornoscig na izoniazyd i kompleksu MTB.
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Odczynniki i materialy

Odczynniki i kontrole do testu cobas® MTB-RIF/INH

Materialy dostarczone dla testu cobas® MTB-RIF/INH zawiera Tab. 1. Materialy wymagane, ale niedostarczone zawierajg
Tab. 2, Tab. 3, Tab. 4, Tab. 10 do Tab. 12.

Wiszystkie nieotwarte odczynniki i kontrole nalezy przechowywac zgodnie z zaleceniami, ktdre zawierajg tabele od Tab. 1

do Tab. 4.

Tab. 1
cobas® MTB-RIF/INH

cobas® MTB-RIF/INH

Przechowywaé w temperaturze 2-8°C
Kaseta na 192 testéw (P/N 09040617190)

Elementy zestawu Skiad odczynnikéw llo$¢ na zestaw
Roztwor proteinazy Bufor Tris, < 0,05% EDTA, chlorek wapnia, octan wapnia, 8% proteinazy, glicerol 22,3 ml
(PASE) EUH210: Karta charakterystyki produktu dostepna na zadanie.
EUH208: Zawiera subtylizyne z Bacillus subtilis. Moze powodowaé wystapienie reakcji
alergiczne;j.
Generyczny Bufor Tris, < 0,05% EDTA, < 0,001% konstruktu optaszczonego RNA innego niz MTB, | 21,2 ml
rozcienczalnik prébek 0,002% poly(rA) RNA (syntetycznego), < 0,1% azydku sodu
(GSD)
Bufor do elucji (EB) Bufor Tris, 0,2% metylo-4-hydroksybenzoesan 21,2 ml
Odczynnik Master Mix 1 Octan magnezu, wodorotlenek potasu, < 0,1% azydku sodu 7,5 ml
(MMX-R1)
Odczynnik MTB-RIF/INH Bufor trycynowy, octan potasu, EDTA, glicerol, 18% dimetylosulfotlenku, 9,7 ml
Master Mix 2 < 0,12% dATP, dCTP, dGTP, dUTPs, < 0,1% Tween 20, < 0,1% azydku sodu,
(MTB-RIF/INH MMX-R2) | < 0,1% polimerazy DNA Z05, < 0,1% enzymu AmpErase (uracylo-N glikozylazy)
(bakteryjnego), < 0,01% starteréw wiodacych i odwrotnych, < 0,01% znakowanych
fluorescencyjnie sond oligonukleotydowych swoistych dla mutacji powigzanych
z oporno$cia na rifampicyne, mutacji powigzanych z opornoscia na izoniazyd oraz
kompleksu MTB, < 0,01% aptameru oligonukleotydowego
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Tab. 2 cobas® MTB-RIF/INH Positive Control Kit

cobas® MTB-RIF/INH Positive Control Kit

Przechowywac w 2-8°C

Do uzytku z systemem cobas® 5800 oraz z systemami cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 2.0 lub nowszej (P/N 09040625190)
Do uzytku z systemami cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 1.4 (P/N 07833342190 lub P/N 09040625190)

Elementy zestawu Skiad odczynnikéw llo$¢ na zestaw
Kontrola dodatnia MTB- Bufor Tris, < 0,05% azydku sodu, < 0,05% EDTA, 0,002% poly(rA), 16 ml
RIF/INH < 0,01% niezakaznego DNA plazmidowego (bakteryjnego) zawierajgcego sekwencje (16 x 1ml)
(MTB-RIF/INH (+) C) genomowe pratkéw M. tuberculosis (16S, zmutowany gen rpoB i zmutowany region

promotorowy genu inhA)

Tab. 3 cobas® Buffer Negative Control Kit
Przechowywaé w 2-8°C

Do uzytku z systemem cobas® 5800 oraz z systemami cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 2.0 lub nowszej (P/N 09051953190)
Do uzytku z systemami cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 1.4 (P/N 07002238190 lub P/N 09051953190)

Elementy zestawu Skiad odczynnikow llosé na zestaw
cobas® Buffer Bufor Tris, < 0,1% azydku sodu, EDTA, 0,002% poly(rA) RNA (syntetycznego) 16 ml

Negative Control (16 x 1ml)
(BUF (-) ©)

09348484001-03PL
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Odczynniki cobas® omni do przygotowywania prébek

Tab. 4 Odczynniki cobas® omni do przygotowywania prébek
Odczynniki Skiad odczynnikow llosé na Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*
zestaw
cobas® omni Szklane czastki o 480 testéow | Nie dotyczy
MGP Reagent wtasciwosciach
(MGP) magnetycznych, bufor Tris,
Przechowywaé w 2-8°C 0,1% metylo-4-hydroksy-
(P/N 06997546190) benzoesanu,
< 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 2-8°C
(P/N 06997511190)
cobas® omni 43% (udziat wagowy) 4 x 875 ml
Lysis Reagent tiocyjanian guanidyny**, =<y
(LYS) 50 (udziat wagowo-obj.) o <
Przechowywaé w 2-8°C polidokanol**, 2% (udziat
(P/N 06997538190) wagowo-obj.) ditiotreitol™, NIEBEZPIECZENSTWO

dwuwodny cytrynian sodu

H302: Dziata szkodliwie po potknieciu.

H314: Powoduje powazne oparzenia skéry oraz uszkodzenia
oczu.

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

EUH032: W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne
gazy.

EUHO071: Dziata zraco na drogi oddechowe.

P273: Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.

P280: Stosowaé rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone
oczu/ochrone twarzy/ochrone stuchu.

P303 + P361 + P353: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA
(lub z wtosami): natychmiast zdja¢ catg skazong odziez. Sptukac
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¢ woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usunaé. Nadal
ptukaé. Natychmiast skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC/
lekarzem.

P391: Zebraé wyciek.

593-84-0 Tiocyjanian guanidyny
9002-92-0 Polidokanol
3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diol
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cobas® omni

Wash Reagent

(WASH)

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

Dwuwodny cytrynian sodu,
0,1% metylo-4-hydroksy-
benzoesan

4,2

Nie dotyczy

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

** Substancja niebezpieczna.

Wymagania dotyczace przechowywania odczynnikéw

Odczynniki nalezy przechowywac i uzytkowa¢ zgodnie z informacjami, ktére zawiera Tab. 5, Tab. 6 1 Tab. 7.

Jesli odczynniki nie zostaly umieszczone w systemie cobas® 5800 ani w systemach cobas® 6800/8800, nalezy przechowywac
je w odpowiedniej temperaturze, zgodnie z informacjami, ktdre zawiera Tab. 5.

Tab.5 Przechowywanie odczynnikéw (umieszczonych poza systemem)
Odczynnik Temperatura przechowywania
cobas® MTB-RIF/INH 2-8°C
cobas® MTB-RIF/INH Positive Control Kit 2-8°C
cobas® Buffer 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

Wymagania dotyczace uzytkowania systemu cobas® 5800 i systemow
cobas® 6800/8800

Odczynniki umieszczone w systemie cobas® 5800 lub w systemach cobas® 6800/8800 s3 przechowywane w odpowiednie;j
temperaturze, a warunki dotyczace ich daty waznosci s monitorowane i wymuszane przez system. System umozliwia

wykorzystanie odczynnikow tylko w przypadku spetnienia wszystkich warunkdw postepowania z nimi, ktére podano

w Tab. 6, Tab. 7 i Tab. 8. System automatycznie uniemozliwia wykorzystanie przeterminowanych odczynnikdéw.

Informacje na temat pozostalej stabilno$ci otwartego zestawu oraz liczby uzy¢ zestawu, dotyczace odczynnikdéw swoistych

dla testu, s3 dostepne za posrednictwem interfejsu uzytkownika systemu.

Tab. 6 Warunki dotyczace daty waznosci odczynnikéw monitorowane i wymuszane przez system cobas® 5800
Odczynnik f:?;l‘:zs’é otwartego Liczba uzyé zestawu | Stabilno$é na pokladzie aparatu
cobas® MTB-RIF/INH 90 dni od pierwszego uzycia 40 36 dni od umieszczenia w systemie
cobas® MTB-RIF/INH Positive Control Kit | jednorazowe uzycie fiolki 16 36 dni od umieszczenia w systemie
cobas® Buffer Negative Control Kit jednorazowe uzycie fiolki 16 36 dni od umieszczenia w systemie
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Tab. 7 Warunki dotyczace daty waznosci odczynnikéw wymuszane przez systemy cobas® 6800/8800
cobas® MTB-RIF/INH 90 dni od pierwszego uzycia 40 40 godzin
cobas® MTB-RIF/INH Positive Control Kit | jednorazowe uzycie fiolki 16 10 godzin
cobas® Buffer Negative Control Kit jednorazowe uzycie fiolki 16 10 godzin

Tab. 8 przedstawia stabilnos¢ otwartego zestawu odczynnikéw cobas® omni. Przed kazdym cyklem pracy system weryfi-

kuje stabilnos¢ otwartego zestawu i zapewnia wystarczajaca objeto$¢ napelnienia. Z tego wzgledu do tych odczynnikéw nie

ma przypisanej liczby uzy¢ zestawu ani stabilnosci na pokladzie aparatu.

Tab. 8

Warunki dotyczace daty waznosci odczynnikéw cobas® omni wymuszane przez systemy cobas® 5800/6800/8800

Odczynnik

Stabilno$é otwartego zestawu

cobas® omni Lysis Reagent

30 dni od umieszczenia w systemie

cobas® omni MGP Reagent

30 dni od pierwszego uzycia

cobas® omni Specimen Diluent

30 dni od umieszczenia w systemie

cobas® omni Wash Reagent

30 dni od umieszczenia w systemie

Materialy dodatkowe wymagane dla systeméw cobas® 5800/6800/8800

Tab. 9 Materiaty do uzytku z systemami cobas® 5800/6800/8800
Materiat P/N
cobas® omni Lysis Reagent 06997538190
cobas® omni MGP Reagent 06997546190
cobas® omni Specimen Diluent 06997511190
cobas® omni Wash Reagent 06997503190
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Tab. 10 Materiaty zuzywalne do uzytku z systemem cobas® 5800*

Materiat

cobas® omni Processing Plate 24

cobas® omni Amplification Plate 24

cobas® omni Liquid Waste Plate 24

cobas® omni Liquid Waste Container

Konicéwki CORE TIPS z filtrem, 1 ml

Koncéwki CORE TIPS z filtrem, 300 pl

Torba na odpady state* lub torba na odpady state z wkfadka

Kompletny 16-pozycyjny nosnik S probéwek

Nosnik statywdéw 5-pozycyjnych

* Numery czeéci podano w Asystencie uzytkownika systemu cobas® 5800.

Tab. 11 Materiaty zuzywalne do uzytku z systemami cobas® 6800/8800*

Materiat

cobas® omni Processing Plate

cobas® omni Amplification Plate

cobas® omni Pipette Tips

cobas® omni Liquid Waste Container

Torba na odpady stafe i pojemnik na odpady state lub torba na odpady state z wktadka i szuflada na zestawy

STD-Rack. re-run R001-R025 ROZOWY

* Numery cze¢éci podano w Asystencie uzytkownika systeméw cobas® 6800/8800.
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Tab. 12 Inne materiaty i materiaty eksploatacyjne wymagane do przedanalitycznego przebiegu pracy

Materiaty

cobas® Microbial Inactivation Solution (P/N 08185476001)

Sonikator do probéwek TS 5 (Rinco Ultrasonics AG — P/N 46690)

Polipropylenowe, zakrecane probéwki 5 ml, 75 x 13 mm, z okragtym dnem (Sarstedt — probéwka P/N 60.504.010, nakretka P/N 65.163)*

Jasnozielony statyw MPA RACK 13 MM LIGHT GREEN 7001-7050 (Roche — P/N 03118878001 lub odpowiednik)**

Wiréwka (z opcja ograniczenia wzglednej sity odSrodkowej, RCF, do maks. 3000 x g, zgodna z zakrgcanymi probéwkami 75 x 13 mm)

Mieszadto wibracyjne (vortex)

Odporne na dziatanie temperatury etykiety z kodem kreskowym (OPAL Associates AG, P/N 20300824 TTR PE-Folie Pharma lub
odpowiednik)***

* Uzycie probowek innych od zalecanych powyzej musi zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika przed wprowadzeniem do procedury testu
cobas® MTB-RIF/INH w laboratorium.

** Do uzycia sonikatora do probéwek TS 5 wymagane sg statywy MPA 13 mm. Aby uzyska¢ szczegdtows liste do zamawiania odpowiednikéw ramek
na prébki w innych kolorach lub o innych zakresach numeréw, nalezy skontaktowac¢ sie z lokalnym przedstawicielem Roche. Nalezy zauwazy¢, ze
statywy RD5 nie s zgodne z sonikatorem do probéwek TS 5.

*** W celu uzyskania dalszych informacji na temat specyfikacji kodu kreskowego nalezy zapoznac sie z Asystentem uzytkownika systemow
cobas® 5800/6800/8800. Uzycie etykiet z kodem kreskowym innych od zalecanych powyzej musi zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika przed
wprowadzeniem do procedury testu cobas® MTB-RIF/INH w laboratorium. W celu uzyskania dalszych informacji na temat zgodnych etykiet
z kodem kreskowym i sugestii dotyczacych weryfikacji zgodnosci nalezy skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem Roche. Stosowanie
niezgodnych etykiet z kodem kreskowym moze prowadzi¢ do uszkodzenia probéwki podczas sonikacji i wynikajacego z niego skazenia
urzgdzenia.

Wymagane urzadzenia i oprogramowanie

Konieczne jest zainstalowanie oprogramowania cobas® 5800, oprogramowania systemoéw cobas® 6800/8800 oraz pakietu
analitycznego cobas® MTB-RIF/INH dla systeméw cobas® 5800/6800/8800.

W przypadku oprogramowania systemu cobas® 5800 i systemdw cobas® 6800/8800 w wersji 2.0 lub nowszej z systemem
dostarczane sg oprogramowanie x800 Data Manager oraz komputer (serwer).

W przypadku systeméw cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 1.4 z systemem dostarczany jest serwer
Instrument Gateway (IG).

Tab. 13 Urzadzenia

Wyposazenie P/N

System cobas® 5800 08707464001

System cobas® 6800 05524245001 i 09575154001
System cobas® 8800 05412722001 i 09575154001
Modut dostarczania prébek dla systeméw cobas® 6800/8800 06301037001 i 09936882001

W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac si¢ z asystentem uzytkownika systemu cobas® 5800 lub systeméw cobas® 6800/8800.
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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 zachowa¢ szczegdlng ostroznos¢, aby zapobiec skazeniu.

Do stosowania wylacznie w diagnostyce in vitro.

Wszystkie probki pacjentoéw nalezy traktowac jako material potencjalnie zakazny. Dlatego ze wszystkimi
probkami biologicznymi nalezy obchodzi¢ si¢ tak jak z materialem zakaznym, stosujac procedury dobrej praktyki
laboratoryjnej i odpowiednig oceng ryzyka, takie jak okreslono w dokumentach Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories, CLSI Document M29-A4 oraz Tuberculosis Laboratory Biosafety Manual wydanym
przez WHO."*"* Procedure te powinien wykonywa¢ wylgcznie personel przeszkolony w pracy z materiatami
zakaznymi oraz w stosowaniu testu cobas® MTB-RIF/INH i systeméw cobas® 5800/6800/8800.

Caly personel winien nosi¢ osobisty sprzet ochronny, w tym fartuchy laboratoryjne, rekawice jednorazowe oraz
ochrong oczu i drég oddechowych zgodnie z praktykami i procedurami bezpieczenstwa obowigzujacymi w danej
instytucji, a ponadto przestrzega¢ procedur bezpieczenstwa obowiazujacych w tej instytucji podczas pracy

z chemikaliami i prébkami biologicznymi.

Kazde laboratorium musi, na podstawie stosownej oceny ryzyka, okresli¢ niezbedne etapy postepowania z prob-
kami przed inaktywacja za pomocg odczynnika MIS i po niej, jak roéwniez przestrzegaé, na podstawie stosownej
oceny ryzyka, zalecanych przepiséw dotyczacych bezpieczenstwa biologicznego oraz wytycznych lub przepisow
miejscowych i obowigzujgcych w danej placéwce.*

Skuteczna inaktywacja pratkow gruzlicy zalezy od przestrzegania procedur opisanych w niniejszym dokumencie
oraz od calkowitego wymieszania probki z odczynnikiem MIS. Uptynnianie probek oraz inaktywacje pratkéw
przez MIS nalezy przeprowadza¢ zgodnie z wytycznymi lub przepisami miejscowymi i obowigzujacymi w danej
instytucji oraz w oparciu o stosowng ocene ryzyka.

Wiszystkie materialy pochodzenia ludzkiego nalezy uwazac za potencjalnie zakazne i postepowac z nimi z zasto-
sowaniem ogdlnych $rodkéw ostroznosci.

W przypadku rozlania materialu nalezy natychmiast odkazi¢ §wiezo przygotowanym 0,5% roztworem pod-
chlorynu sodu lub potasu w destylowanej lub dejonizowanej wodzie lub postepowac zgodnie z procedurami
przyjetymi w danym o$rodku.

W przypadku rozlania probek w odczynniku MIS (ktory zawiera tiocyjanian guanidyny) nie wolno dopusci¢
do ich zetkniecia sie z podchlorynem sodu lub potasu. Polaczenie to moze skutkowa¢ wytworzeniem silnie
trujacego gazu. Jesli dojdzie do rozlania prébek w odczynniku MIS, NAJPIERW nalezy wyczysci¢ powierzchnie
odpowiednim detergentem laboratoryjnym i wods, a nast¢pnie przetrze¢ ja 70% etanolem.

Odczynnik MIS jest wrazliwy na $wiatlo i wysylany w butelkach chronigcych przed swiattem. MIS przechowywaé
W Pozycji pionowej.

W celu zagwarantowania okreslonego dzialania testu nalezy stosowa¢ wylacznie dostarczone lub wymienione
potrzebne materialy eksploatacyjne.

Scidle przestrzega¢ podanych procedur i wytycznych w celu zapewnienia prawidtowego wykonania testu.
Wszelkie odchylenia od procedur i wytycznych moga mie¢ wplyw na ustalong skutecznos¢ testu.
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e Jezeli w trakcie pracy z probkami i na etapie ich przygotowywania nie stosuje si¢ odpowiedniej kontroli efektu
przeniesienia pomiedzy probkami, moze doj$¢ do uzyskania falszywie dodatnich wynikéw.

e Karty charakterystyki produktu sg dostepne na zadanie u lokalnego przedstawiciela Roche.

e Nalezy poinformowac lokalny wlasciwy organ oraz producenta o wszelkich powaznych zdarzeniach, ktére moga
wystapi¢ podczas stosowania tego testu.

Uzytkowanie odczynnikow

e Aby unikna¢ przeniesienia pomiedzy probkami, odczynnikami lub kontrolami, z wszystkimi odczynnikami,
kontrolami i prébkami nalezy postepowac zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej.

e Przed uzyciem nalezy oceni¢ wzrokowo kazdg kasete odczynnikows, rozcienczalnik, odczynnik lizujacy
i odczynnik do mycia, aby upewnic sig, Ze nie ma jakiegokolwiek wycieku. W razie wystgpienia wycieku nie
wolno uzywac tego materialu do badania.

¢ Odczynniki cobas® omni Lysis Reagent i MIS zawieraja tiocyjanian guanidyny, ktdry jest potencjalnie
niebezpieczng substancje chemiczng. Nie dopuszcza¢ do kontaktu odczynnikow ze skdrg, oczami i blonami
sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu, natychmiast sptuka¢ duzg iloscig wody; w przeciwnym razie moga
powstac oparzenia.

e Nie wolno dopuszcza¢ do kontaktu odczynnika cobas® omni Lysis Reagent lub MIS, zawierajacego tiocyjanian
guanidyny, z roztworem podchlorynu sodu lub potasu. Polagczenie to moze skutkowa¢ wytworzeniem silnie
trujacego gazu.

e  Zuzyte zestawy kontroli zawierajg przeklute fiolki z pozostalo$ciami odczynnika, nalezy zachowac¢ szczegdlng
ostroznos¢ podczas utylizacji, aby unikng¢ rozlania i kontaktu.

e  Zestawy testu cobas® MTB-RIF/INH, kontroli dodatniej cobas® MTB-RIF/INH Positive Control Kit, kontroli
ujemnej cobas® Buffer Negative Control Kit, odczynnik cobas® omni MGP Reagent oraz rozcienczalnika
cobas® omni Specimen Diluent zawieraja azydek sodu jako substancj¢ konserwujaca. Nie dopuszczaé do
kontaktu odczynnikéw ze skdrg, oczami i blonami sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu, natychmiast sptukaé
duzg iloscig wody; w przeciwnym razie moga powsta¢ oparzenia. Jezeli dojdzie do rozlania wymienionych
odczynnikéw, przed wytarciem nalezy rozcienczy¢ je woda.

e  Wszystkie materialy, ktore przypadkowo weszly w kontakt z probkami i odczynnikami, nalezy utylizowa¢
zgodnie z przepisami krajowymi i lokalnymi.

Dobra praktyka laboratoryjna

e Nie nalezy pipetowac za pomoca ust.

e Nie je$¢, nie pic ani nie pali¢ tytoniu w obszarach roboczych.

e Wszystkie probki biologiczne, w tym prébki poddane dziataniu odczynnika MIS, nalezy traktowa¢ jako mogace
przenosi¢ czynniki zakazne zgodnie z wytycznymi lub przepisami lokalnymi lub obowigzujgcymi w danej
placéwce i/lub w oparciu o stosowng ocene ryzyka.'*
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e Podczas pracy z probkami i odczynnikami nalezy nosi¢ rekawiczki laboratoryjne, fartuch laboratoryjny oraz
indywidualne $rodki ochrony oczu i drég oddechowych zgodnie z procedurami bezpieczenstwa obowigzujacymi
w danej placowce. Podczas pracy z probkami i kontrolami nalezy unika¢ zanieczyszczenia rekawiczek. W celu
uniknigcia zanieczyszczenia nalezy zmienia¢ rekawiczki pomiedzy praca z probkami i zestawami cobas® MTB-
RIF/INH, cobas® MTB-RIF/INH Positive Control Kit, cobas® Buffer Negative Control Kit oraz odczynnikami
cobas® omni i materiatami eksploatacyjnymi.

e Po zakonczeniu pracy z probkami i odczynnikami, a takze po zdjgciu rekawic, nalezy doktadnie zdezynfekowac
i umyc rece.

e Dokladnie oczyscic¢ i odkazi¢ wszystkie laboratoryjne powierzchnie robocze $wiezo przygotowanym roztworem
0,5% podchlorynu sodu lub potasu w wodzie destylowanej lub dejonizowanej. Nastepnie przetrze¢ powierzchnig
70% etanolem.

e Jedli dojdzie do rozlania ptynu na powierzchnie aparatéw cobas® 5800/6800/8800, nalezy postepowac zgodnie
z instrukcjami zamieszczonymi w Asystencie uzytkownika systemu cobas® 5800 lub systeméw cobas® 6800/8800
w celu prawidlowego wyczyszczenia i odkazenia powierzchni tych aparatow.

Pobieranie, transport i przechowywanie probek

Uwaga: ze wszystkimi prébkami nalezy obchodzi¢ sie jak z materialem potencjalnie zakaznym.

Probka

Z testem cobas® MTB-RIF/INH mozna uzywac probek surowej plwociny oraz poddanych dzialaniu NALC-NaOH proébek
w postaci osadu z plwociny oraz osadu z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL).

Transport i przechowywanie probek

Prébki surowej plwociny mozna przechowywac¢ i/lub transportowa¢ przez maks. 3 dni w temperaturze od 2°C do 35°C,

a nastepnie przez maks. 7 dni w temperaturze od 2°C do 8°C przed uplynnieniem i inaktywacja probki w MIS. W celu
dtugoterminowego przechowywania probek surowej plwociny niepoddanej dzialaniu MIS zaleca si¢ stosowac temperatury
< -20°C.

Prébki w postaci osadu z plwociny i osadu z poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL) poddane dzialaniu NALC-
NaOH mozna przechowywa¢ przez maks. 7 dni w temperaturze od 2°C do 8°C przed inaktywacja probki w odczynniku
MIS. Niepoddane dziataniu odczynnika MIS prébki w postaci osadu z plwociny i osadu z popluczyn oskrzelowo-
pecherzykowych (BAL) mozna przechowywaé dlugoterminowo w stanie zamrozonym w temperaturze < -20°C przez
maks. 9 miesiecy, wliczajac dwa cykle zamrazania/rozmrazania.

Jesli probki majg by¢ przesylane, nalezy je opakowac i oznaczy¢ zgodnie z odpowiednimi krajowymi i/lub
miedzynarodowymi przepisami dotyczacymi transportu probek i czynnikow zakaznych.
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Przechowywanie prébek inaktywowanych

Probki surowej plwociny oraz osadu z plwociny i osadu z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL) poddanych
dzialaniu NALC-NaOH poddane dziataniu odczynnika MIS (inaktywowane) mozna przechowywa¢ przez maks. 12 godzin
w temperaturze od 15°C do 35°C, przez maks. 7 dni w temperaturze od 2°C do 8°C i przez 30 dni w temperaturze < -20°C,
wliczajac dwa cykle zamrazania/rozmrazania przed przetwarzaniem w systemach cobas® 5800/6800/8800.

Uwaga: probki poddane dziataniu MIS mogg si¢ nie zamraza¢ ze wzgledu na wysoka zawartos$¢ izopropanolu.
Uwaga: sonikacje probek mozna przeprowadzi¢ w dowolnym czasie po poczatkowej inkubacji z odczynnikiem MIS
przez co najmniej 60 minut. Wiecej informacji na ten temat zawiera cze$¢ ,,Sonikacja probek”.

Instrukcja obstugi

Uwagi dotyczace wykonania testu

e Nie nalezy uzywac odczynnikéw testu cobas® MTB-RIF/INH, cobas® MTB-RIF/INH Positive Control Kit,
cobas® Buffer Negative Control Kit, MIS i odczynnikéw cobas® omni po uptywie ich daty waznosci.

e Nie wykorzystywa¢ ponownie materialéw zuzywalnych. Sa one przeznaczone wylgcznie do jednorazowego
uzytku.

e Test cobas” MTB-RIF/INH mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu minimalnej objetosci probki 1,2 ml, z ktérej 850 ul
jest przetwarzanych.

e Upewnic¢ sig, Ze odporne na dziatanie temperatury etykiety z kodem kreskowym na probéwkach na prébki sa
skierowane do otwartych od gory szczelin z boku ramek na probki MPA i widoczne przez te szczeliny. Patrz
Rys. 1 oraz Asystent uzytkownika systemoéw cobas® 5800/6800/8800, aby zapoznac sie z odpowiednimi specyfi-
kacjami kodow kreskowych oraz dodatkowymi informacjami dotyczacymi tadowania probéwek na probki.

e Po sonikagcji, a przed zatadowaniem do systemu cobas® 5800/6800/8800, nalezy sie upewnic, ze probéwki na
probki sa otwarte.

e Informacje na temat wlasciwej konserwacji aparatow, patrz asystent uzytkownika systemow
cobas® 5800/6800/8800.

Przed przebiegiem testu cobas® MTB-RIF/INH w systemach cobas® 5800/6800/8800 probki nalezy przetworzy¢ zgodnie
z informacjami podanymi w czesciach: ,,Przetwarzanie probek surowej plwociny”, ,,Przetwarzanie probek w postaci
osadu z plwociny i osadu z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL)” oraz ,,Sonikacja probek”. Podsumowanie
skroconych, reprezentatywnych przebiegdw pracy zawieraja Tab. 14 w przypadku probek surowej plwociny oraz Tab. 15
w przypadku probek w postaci osadu. Dalsze informacje podano w kolejnych czesciach.

Uwaga: postepowanie z probkami przed inaktywacja za pomocg odczynnika cobas® MIS i po niej powinno by¢
zgodne z wytycznymi lub przepisami miejscowymi i obowigzujacymi w danej placéwce i/lub oparte na stosowne;j
ocenie ryzyka."*

Uwaga: sonikacje probek poddanych dzialaniu odczynnika MIS nalezy przeprowadza¢ zgodnie z wytycznymi lub
przepisami miejscowymi i obowigzujgcymi w danej placowce oraz w oparciu o stosowng ocene ryzyka.'*
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Tab. 14 Przeglad procedury — prébka surowej plwociny

21 (%)

Dodac 2 czesci odczynnika MIS na 1 cze$¢ surowej
plwociny

) B¢

[\
.o
\m
>

30-60 sekund

Energicznie wytrzgsac lub miesza¢ na mieszadle

\ / wibracyjnym przez 30-60 sekund
A0
3 g ; > 60 minut Inkubowa¢ probke przez co najmniej 60 minut
- > 60 minu
L) w temperaturze 15-30°C (temperaturze pokojowej)
=

30-60 sekund

Energicznie wytrzgsa¢ lub miesza¢ na mieszadle

\ / wibracyjnym przez 30-60 sekund
- 1,2 mlna 1 test
fna L res Przenies¢ od 1,2 do 3,6 ml prébki poddanej dzialaniu
5 2,4 ml na 2 testy MIS do zak S robéwki wtérnei
o zakrecanej probowki wtorne

N— 3,6 ml na 3 testy ¢ b J

T
p .))) 5 minut Przeprowadzi¢ sonikacje probki poddanej dzialaniu

u
\ 23 odczynnika MIS

Maks. 1 minuta

Wirowac¢ probke nie dluzej niz przez 1 minute
z maksymalng silg odsrodkowg (RCF) 3000 x g

Zaladowac¢ otwartg probowke z prébka do systemu
cobas® 5800 lub cobas® 6800/8800 i uruchomi¢ cykl
pracy z uzyciem probki surowej plwociny
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Tab. 15 Przeglad procedury — prébka w postaci osadu

0,2mlna 1 test
1 0,4 ml na 2 testy

0,6 ml na 3 testy

Wymiesza¢ mieszadtem wibracyjnym i przenies¢ od
0,2 do 0,6 ml prébki w postaci osadu do zakrecanej
probowki wtornej

) 5:1

Dodac¢ 5 czesci odczynnika MIS na 1 czg$¢ probki

w postaci osadu

¢ 1 ml odczynnika MIS na 1 test (0,2 ml prébki
w postaci osadu)

e 2 ml odczynnika MIS na 2 testy (0,4 ml probki
w postaci osadu)

¢ 3 ml odczynnika MIS na 3 testy (0,6 ml probki
w postaci osadu)

Energicznie wytrzgsa¢ lub miesza¢ na mieszadle
3 § 30-60 sekund Iergicznic wylrza
\ ) wibracyjnym przez 30-60 sekund
A0
4 g ; > 60 minut Inkubowac préobke przez co najmniej 60 minut
- > 60 minu
L) w temperaturze 15-30°C (temperaturze pokojowej)
(S) Energicznie wytrzasa¢ lub miesza¢ na mieszadle
5 § 30-60 sekund nergicznie wytrzg
\ ) wibracyjnym przez 30-60 sekund
T
6 & )) 5 minut Przeprowadzi¢ sonikacje probki poddanej dziataniu
minu
\ ) odczynnika MIS
T
) Wirowa¢ probke nie dtuzej niz przez 1 minute
7 Maks. 1 minuta . .
\ J z maksymalng sila od$rodkowa (RCF) 3000 x g

Zaladowac¢ otwartg probowke z prébka do systemu
cobas® 5800 lub cobas® 6800/8800 i uruchomic cykl
pracy z uzyciem probki w postaci osadu

Przetwarzanie probek surowej plwociny

e Upewnic¢ sig, Ze pojemnik z surowa plwocing jest prawidlowo oznakowany i zawiera co najmniej 0,4 ml plwociny.

Jesli probka byla przechowywana w stanie zamrozonym, rozmrozic ja i odczeka¢, az osiagnie temperature

otoczenia.

e Przed uzyciem odwrdécic¢ butelki z MIS od dwéch do czterech razy.

e Otworzy¢ pojemnik z plwocing i doda¢ okoto dwie czgsci odczynnika MIS do jednej czgsci probki plwociny
(np. 2 ml odczynnika MIS do 1 ml prébki plwociny), szacujac wzrokowo objetos¢ i uzywajac jednorazowej

pipety. Zamkna¢ szczelnie pojemnik z plwocina.
e Zamykac¢ butelki z MIS natychmiast po uzyciu.

e Energicznie wytrzasa¢ lub miesza¢ na mieszadle wibracyjnym przez 30-60 sekund.

Uwaga: nalezy si¢ upewnic, ze cala probka plwociny zostata wymieszana z odczynnikiem MIS.
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Inkubowa¢ probke przez co najmniej 60 minut w temperaturze 15-30°C (temperaturze pokojowej).

Uwaga: dopuszczalne warunki przechowywania opisano w czesci ,,Przechowywanie inaktywowanej probki”.
Energicznie wytrzasa¢ lub miesza¢ na mieszadle wibracyjnym przez 30-60 sekund lub do czasu, gdy probka
bedzie catkowicie jednorodna.

Przenie$¢ co najmniej 1,2 ml, ale nie wiecej niz 3,6 ml prébki plwociny poddanej dziataniu odczynnika MIS do
oznakowanej odporng na dzialanie temperatury etykietg z kodem kreskowym polipropylenowej, zakrecanej
probowki 5 ml, 75 x 13 mm, z okraglym dnem (Sarstedt — probéwka P/N 60.504.010, nakretka P/N 65.163).
Doklfadnie zamkng¢ probowke.

Uwaga: przed przeniesieniem probki nalezy sie upewnic, ze informacje na etykiecie z kodem kreskowym

na pojemniku z plwocing i na probéwce wtérnej 5 ml sg zgodne.

Uwaga: Patrz Tab. 16.

Przeprowadzi¢ sonikacje¢ inaktywowanej probki zgodnie z informacjami w cze$ci ,,Sonikacja probki” przed
przebiegiem testu cobas® MTB-RIF/INH.

Przetwarzanie probek w postaci osadu z plwociny i osadu z poptuczyn oskrzelowo-
pecherzykowych (BAL)

Upewnic sig, ze pojemnik z poddang dzialaniu NALC-NaOH probka w postaci osadu z plwociny lub osadu
z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL) jest prawidtowo oznakowany i zawiera co najmniej 0,2 ml
probki. Jesli probka byta przechowywana w stanie zamrozonym, rozmrozi¢ ja i odczekaé, az osiagnie temperature
otoczenia.
Miesza¢ probke w postaci osadu na mieszadle wibracyjnym przez co najmniej 10 sekund.
Przenies¢ co najmniej 0,2 ml, ale nie wigcej niz 0,6 ml probki w postaci osadu do oznakowanej etykietg z kodem
kreskowym polipropylenowej, zakrecanej proboéwki 5 ml, 75 x 13 mm, z okraglym dnem (Sarstedt — probéwka
P/N 60.504.010, nakretka P/N 65.163).
Uwaga: przed przeniesieniem probki nalezy si¢ upewni¢, ze informacje na etykiecie z kodem kreskowym na
pojemniku z probka i na probéwce wtornej 5 ml sg zgodne.
Przed uzyciem odwrdci¢ butelki z MIS od dwdch do czterech razy.
Dodac¢ pig¢ czgsci odczynnika MIS do jednej czesci probki (np. 1 ml odczynnika MIS do 0,2 ml prébki). Zamknij
szczelnie probowke.
Uwaga: Patrz Tab. 16.
Zamykac¢ butelki z MIS natychmiast po uzyciu.
Energicznie wytrzasa¢ lub miesza¢ na mieszadle wibracyjnym przez 30-60 sekund.
Uwaga: nalezy si¢ upewnic, ze cata probka zostata wymieszana z odczynnikiem MIS.
Inkubowac préobke przez co najmniej 60 minut w temperaturze 15-30°C (temperaturze pokojowe;j).
Uwaga: dopuszczalne warunki przechowywania opisano w czgsci ,, Przechowywanie inaktywowanej probki”.
Energicznie wytrzasa¢ lub miesza¢ na mieszadle wibracyjnym przez 30-60 sekund.
Przeprowadzi¢ sonikacje¢ inaktywowanej probki zgodnie z informacjami w czesci ,,Sonikacja probki” przed
przebiegiem testu cobas® MTB-RIF/INH.
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Tab. 16 Wymagania dotyczace objetosci prébki poddanej dziataniu odczynnika cobas® Microbial Inactivation Solution na potrzeby
przebiegu testu cobas® MTB-RIF/INH
Liczba testow do wykonania Minimalna wymagana objetos$¢ prébki Maksymalna wymagana objetosé probki
z prob6éwki wtérnej poddanej dziataniu odczynnika MIS poddanej dzialaniu odczynnika MIS
Zlecenie 1 testu 1,2ml 3,6 ml
Zlecenie 2 testow* 2,4 ml 3,6 ml
Zlecenie 3 testow* 3,6 ml 3,6 ml

* Mozna uzywa¢ do przetwarzania w serii mieszanej z innymi testami cobas® 5800/6800/8800 z zastosowaniem tego samego typu prébki lub do

powtorzen testow.

Sonikacja probek

Rys. 1

Sonikacje probek na potrzeby przebiegu testu cobas® MTB-RIF/INH nalezy przeprowadza¢ przy uzyciu sonika-
tora TS 5 firmy Rinco Ultrasonics AG (P/N 46690). Stosowanie innych urzadzen do sonikacji moze prowadzi¢ do
uzyskania wynikow falszywie dodatnich, falszywie ujemnych i/lub niewaznych. Obstuge sonikatora opisano
szczegolowo w Przewodniku uzytkownika wydanym przez producenta urzadzenia.
Umiesci¢ w statywie MPA pie¢ oznakowanych etykietami z kodem kreskowym, zamknigtych nakretka probowek
zawierajacych od 1,2 ml do 3,6 ml prébki poddanej dziataniu odczynnika MIS.
Uwaga: upewnic sig, ze odporne na dzialanie temperatury etykiety z kodem kreskowym na probéwkach na
probki sg skierowane do otwartych od gory szczelin z boku ramek na probki MPA i widoczne przez te
szczeliny (patrz Rys. 1).
Uwaga: upewnic sie, Ze na kazdej probowce znajduje si¢ jedna odporna na dzialanie temperatury etykieta
z kodem kreskowym.
Uwaga: upewnic sig, Ze zajetych jest wszystkich pie¢ miejsc na probéwki w statywie MPA. Jesli dostepnych
jest mniej niz pie¢ proboéwek zawierajacych probke poddang dzialaniu odczynnika MIS, w pozostatych
pozycjach nalezy umiesci¢ zastepcze, wypelnione wodg lub odczynnikiem MIS probowki tego samego typu
z odporng na dzialanie temperatury etykieta z kodem kreskowym.

Prawidtowe umieszczenie probéwek na prébki w statywie MPA przed sonikacja

Uruchomi¢ sonikator do probdwek.

Wybrac¢ zdefiniowany wstepnie profil sonikacji Respiratory Samples (Probki z drég oddechowych).
Otworzy¢ sonikator do probowek i wlozy¢ statyw MPA zgodnie z instrukcjami producenta.
Zamkna¢ sonikator do probowek.

Uruchomi¢ cykl pracy sonikacji.
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e Upewnic sie, ze cykl pracy sonikacji zakonczyt si¢ powodzeniem, a nastepnie wyjaé statyw MPA.
Uwaga: przewiduje si¢, ze w trakcie cyklu pracy sonikacji probéwki na probki si¢ nagrzeja. Wyjmujac statyw
MPA z probéwkami na prébki, nalezy zachowa¢ ostrozno$¢.
Uwaga: w razie niepowodzenia sonikacji nalezy zapozna¢ si¢ z instrukcjami producenta, skorygowaé
przyczyne i powtorzy¢ cykl pracy sonikacji, odczekawszy uprzednio co najmniej 15 minut, az prébki ostygna.
e Probki poddane dziataniu odczynnika MIS i sonikacji mozna nastgpnie przeanalizowa¢ w tescie cobas® MTB-
RIF/INH lub przechowywa¢ zgodnie z informacjami w czgéci ,,Przechowywanie inaktywowanych prébek”.

Wykonanie testu cobas® MTB-RIF/INH w systemach cobas® 5800/6800/8800

e Obsluge aparatéw opisano szczegétowo w Asystencie uzytkownika systemu cobas® 5800 lub systemow
cobas® 6800/8800.

e Instrukcje dotyczace prawidlowej konserwacji aparatow zawiera Asystencie uzytkownika systemu cobas® 5800 lub
systemow cobas® 6800/8800. Przed otwarciem probéwek i zatadowaniem prébek do systemu cobas® 5800 zaleca
sie oddzieli¢ pozostatosci komdrek i macierzy, odwirowujac probke przez maksymalnie 1 minute z maksymalng
sila od$rodkows (RCF) 3000 x g.

e Jeden cykl pracy moze obejmowac rozne materialy probki (surowa plwocina, probki w postaci osadu).

e Upewnic sig, ze etykiety z kodami kreskowymi na probéwkach sa widoczne przez otwory z boku statywu
probkowego RD5 lub MPA. Specyfikacje kodéw kreskowych oraz dodatkowe informacje dotyczace tadowania
probowek prébkowych zawiera Asystencie uzytkownika systemu cobas® 5800 lub systemo6w cobas® 6800/8800.

Uwaga: jesli probki byly przechowywane przez ponad 1 godzine po sonikacji a przed wirowaniem, nalezy je miesza¢
na mieszadle wirowym przez co najmniej 10 sekund.

Uwaga: pominiecie etapu wirowania moze spowodowa¢ zwigkszenie wystepowania skrzepow probki w systemie
cobas® 5800.
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Rys. 2

Procedura testu cobas® MTB-RIF/INH w systemie cobas® 5800

n Zaloguj sie do systemu

Zataduj prébki do systemu

Otworz probowki
Przenies$ probéwke bezposrednio na statyw
Zataduj ramki na prébki do systemu
System przeprowadzi automatyczne przygotowanie
Zle¢ testy
*  Wybierz opcje ,Raw sputum” (Surowa plwocina), aby zleci¢ test prébek surowej
plwociny poddanych dziataniu odczynnika MIS
*  Wybierz opcje ,Sediment” (Prébka w postaci osadu), aby zleci¢ test prébek w postaci
osadu z plwociny / osadu z poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL) poddanych
dziataniu odczynnika MIS

Po poproszeniu przez system uzupetnij odczynniki i materiaty zuzywalne przez system

Zataduj swoistg dla testu kasete (kasety) odczynnikowg (odczynnikowe)
Zataduj mini statywy z kontrolami
Zataduj koncéwki do przetwarzania
Zataduj koncéwki do elucji

Zataduj ptytki do przetwarzania
Zataduj ptytki na odpady ptynne
Zataduj ptytki amplifikacyjne
Zataduj kasetg MGP

Uzupetnij rozcienczalnik prébki
Uzupetnij odczynnik lizujacy
Uzupetnij odczynnik do mycia

Rozpocznij cykl pracy przez wybranie przycisku ,Start processing” (Start przetwarzania) w interfejsie
uzytkownika; wszystkie kolejne cykle pracy rozpoczng sie automatycznie, o ile nie zostang recznie

odtozone

H Sprawdz i wyeksportuj wyniki

W razie potrzeby wyjmij i zamknij probéwki z prébkami spetniajgce wymogi dotyczace minimalnej
objetosci do uzycia w przysztosci

Oczy$¢ urzadzenie

Wyjmij puste mini statywy z kontrolami

Wytaduj pusta swoistg dla testu kasete (kasety) odczynnikowa (odczynnikowe)
Oproznij szuflade na ptytki do amplifikacji

Usun odpady ptynne

Usun odpady state
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Rys. 3 Procedura testu cobas® MTB-RIF/INH w systemach cobas® 6800/8800

Zaloguj sie do systemu

Nacisnij przycisk Start, aby przygotowaé system.

Zle¢ testy

e Wybierz opcje ,,Raw sputum” (Surowa plwocina), aby zleci¢ test prébek surowej plwociny
poddanych dziataniu odczynnika MIS

o Wybierz opcje ,Sediment” (Prébka w postaci osadu), aby zleci¢ test prébek w postaci osadu z plwo-
ciny / osadu z poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL) poddanych dziataniu odczynnika MIS

Po poproszeniu przez system uzupetnij odczynniki i materiaty zuzywalne przez system
Zataduj swoistg dla testu kasete odczynnikowa

Zataduj kasety z kontrolami

Zataduj koncéwki pipetujace

Zataduj ptytki do przetwarzania

Zataduj odczynnik MGP Reagent

Zataduj ptytki amplifikacyjne

Uzupetnij rozcienczalnik prébki

Uzupetnij odczynnik lizujacy

Uzupetnij odczynnik do mycia

Zataduj prébki do systemu

e Dotyczy kazdej prébki

o Otwdrz probéwke

o Przenie$ probéwke na statyw

e Zataduj ramke na prébki i statyw na niedrozne koricéwki do modutu podajnika prébek
e Potwierdz, ze prébki zostaty przyjete do modutu transferowego

Rozpocznij cykl pracy

Sprawdz i wyeksportuj wyniki

W razie potrzeby wyjmij i zamknij probéwki z prébkami spetniajgce wymogi dotyczace minimalnej
objetosci do uzycia w przysztosci
Oczy$¢ urzadzenie

o Wyjmij puste kasety z kontrolami

e Oproéznij szuflade na ptytki do amplifikaciji

e Usun odpady ptynne

e Usun odpady state
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Wyniki

Test cobas® MTB-RIF/INH automatycznie wykrywa mutacje powigzane z opornoscia na rifampicyne i mutacje powigzane
z opornoscia na izoniazyd w przypadku probek i kontroli, przy czym widoczna jest informacja o waznosci testu, jak
réwniez poszczegolne wyniki docelowe.

Kontrola jakosci i wazno$é wynikéw w systemie cobas® 5800 oraz w systemach
cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 2.0 lub nowszej

e Zkazda nowg serig zestawu i co 72 godziny przetwarzane s3 jedna kontrola ujemna cobas® Buffer Negative
Control [(-) Ctrl] i jedna kontrola dodatnia cobas® MTB-RIF/INH Positive Control [MTB-RIF/INH (+) C].
Wykonywanie kontroli dodatnich i/lub ujemnych mozna zaplanowac czedciej, w zaleznosci od procedury
laboratorium i/lub miejscowych przepisow.

e Sprawdzi¢ w oprogramowaniu i/lub raporcie obecnos¢ flag i powigzane z nimi wyniki, aby sie upewni¢ co do
waznosci wyniku (patrz ,,Lista kodow flag” w Asystencie uzytkownika oprogramowania x800 Data Manager).

e Kontrole s3 oznaczone jako ,,Valid” (Wazne) w kolumnie ,,Control result” (Wynik kontroli), jesli odpowiednie
sekwencje docelowe kwasu nukleinowego kontroli zostaly zgloszone jako wazne. Kontrole sg oznaczone jako
»Invalid” (Niewazne) w kolumnie ,,Control result” (Wynik kontroli), jesli odpowiednie sekwencje docelowe
kwasu nukleinowego kontroli zostaly zgloszone jako niewazne.

e Kontrole oznaczone jako ,,Invalid” w kolumnie ,,Flags” (Flagi) oznaczone sa flaga. Wiecej informacji na temat
powodu zgloszenia kontroli jako niewaznej, wlacznie z informacja o fladze, dostgpnych jest w widoku
szczegdtowym.

e Jedlijedna z kontroli jest niewazna, nalezy powtdrzy¢ oznaczenie wszystkich kontroli i powigzanych z nimi
probek.

Wiyniki sg weryfikowane automatycznie przez oprogramowanie aparatu na podstawie wynikéw kontroli.

UWAGA: system cobas® 5800 oraz systemy cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 2.0 lub nowszej sa dostar-
czane ze standardowymi ustawieniami oznaczania zestawu kontroli (dodatnich i ujemnych) z kazdym cyklem pracy, ale
mozna je skonfigurowaé do rzadszego wykonywania kontroli, az do maksymalnego odstepu co 72 godziny, w zaleznosci
od procedur laboratorium i/lub miejscowych przepiséw. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy skontaktowac
sie z inzynierem serwisu firmy Roche i/lub pomocg techniczng firmy Roche.

Kontrola jakosci i wazno$é wynikow w systemach cobas® 6800/8800
z oprogramowaniem w wersji 1.4

e Jeden bufor kontroli ujemnej cobas® Buffer Negative Control [(-) Ctrl] i jedna kontrola dodatnia cobas® MTB-
RIF/INH Positive Control [MTB-RIF/INH (+) C] przetwarzana jest z kazda partig zadanego typu wyniku.

e W celu zagwarantowania waznosci partii nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu systeméw cobas® 6800/8800 i/lub
w raporcie obecnos¢ flag oraz powigzane z nimi wyniki.

o Wszystkie flagi opisano w asystencie uzytkownika systeméw cobas® 6800/8800.

e Seria jest wazna, jesli nie ma oflagowan dla ktorejkolwiek kontroli. Jesli partia jest niewazna, nalezy powtorzy¢
badanie calej partii.

Wryniki sg weryfikowane automatycznie przez oprogramowanie aparatu na podstawie wynikéw kontroli.
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Interpretacja wynikow w przypadku systeméw cobas® 5800/6800/8800

Tab. 17 Wyniki testu cobas® MTB-RIF/INH i ich interpretacja
INH RIF1 RIF2 RIF3 Wynik dla INH jest wazny. Nie wykryto mutacji powigzanych z opornoscig na INH.
Negative |Negative| Negative | Negative | Wynik dla RIF jest wazny. Nie wykryto mutacji powigzanych z opornoscig na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Nie wykryto mutacji powigzanych z opornoscia na INH.
Negative | Positive | Negative | Negative | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z oporno$cig na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Nie wykryto mutacji powigzanych z opornoscig na INH.
Negative |Negative| Positive | Negative | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z oporno$cig na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Nie wykryto mutacji powigzanych z opornoscia na INH.
Negative |[Negative| Negative | Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornos$cia na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Nie wykryto mutacji powigzanych z opornoscig na INH.
Negative | Positive | Positive | Negative | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-€) z opornoscig na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Nie wykryto mutacji powigzanych z opornoscia na INH.
Negative | Positive | Negative | Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornos$cia na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Nie wykryto mutacji powigzanych z opornoscig na INH.
Negative |Negative| Positive Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Nie wykryto mutacji powigzanych z opornoscig na INH.
Negative |Positive | Positive Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscia na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzana(-e) z opornoscig na INH.
Positive |Negative| Negative | Negative | Wynik dla RIF jest wazny. Nie wykryto mutacji powigzanych z opornoscia na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-€e) z opornoscig na INH.
Positive | Positive | Negative | Negative | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzana(-€) z opornoscig na RIF.
INH RIF 1 Invalid Invalid Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na INH.
Positive | Positive Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-€) z opornoscig na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-€) powigzana(-e) z opornoscia na INH.
Positive |Negative| Positive | Negative | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-€) z opornoscig na RIF.
INH Invalid RIF 2 Invalid Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-€e) z opornoscig na INH.
Positive Positive Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-€) z oporno$cig na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na INH.
Positive |Negative| Negative | Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzana(-€) z opornoscig na RIF.
INH Invalid | Invalid RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzanga(-e) z opornoscig na INH.
Positive Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzana(-€) z opornoscig na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na INH.
Positive | Positive | Positive | Negative | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornos$cia na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 Invalid Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na INH.
Positive | Positive | Positive Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzana(-e) z opornosciag na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na INH.
Positive | Positive | Negative | Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornos$cia na RIF.
INH RIF 1 Invalid RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na INH.
Positive | Positive Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z oporno$cig na RIF.
INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-€e) z opornoscig na INH.
Positive [Negative| Positive Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscia na RIF.
INH Invalid RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na INH.
Positive Positive Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscia na RIF.
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INH RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na INH.
Positive | Positive | Positive Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z oporno$cig na RIF.
INH Invalid | Invalid Invalid Wyn!k dla INH.Jest v.vazn)./. Wykryto multage(—e) po_vvmzapg(—e) z o.por.nosma na INH.
Positive Wynik dla RIF jest niewazny. Zapozna¢ sie z powyzszymi instrukcjami.
Invalid RI|-=_1 Invalid Invalid Wynfk dla INH.Jest nlgwazny. Zapoznaé s.le, z powyz§zym| instrukcjami. N
Positive Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzana(-€) z opornoscig na RIF.
Invalid Invalid RII_=_2 Invalid Wyn!k dla INH.Jest nlelwazny. Zapozna¢ S.Ie z powyz§zym| instrukcjami. N
Positive Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-€) powiazana(-e) z opornoscig na RIF.
Invalid Invalid | Invalid RI!:.3 Wynfk dla INH.Jest nlgwazny. Zapoznaé s.le, z powyz§zym| instrukcjami. -
Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzana(-e) z opornoscig na RIF.
Invalid RIF 1 RIF 2 Invalid Wynik dla INH jest niewazny. Zapoznac sie z powyzszymi instrukcjami.
Positive | Positive Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-€) powiazana(-e) z opornoscig na RIF.
. RIF 1 . RIF 3 Wynik dla INH jest niewazny. Zapoznac sie z powyzszymi instrukcjami.
Invalid i Invalid L . . . . . -~
Positive Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzana(-e) z opornoscig na RIF.
Invalid Invalid RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest niewazny. Zapozna¢ sie z powyzszymi instrukcjami.
Positive Positive Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-€) powiazana(-e) z opornoscig na RIF.
Invalid RIF 1 RIF 2 RIF 3 Wynik dla INH jest niewazny. Zapoznac sie z powyzszymi instrukcjami.
Positive | Positive Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na RIF.
INH RIF 1 . RIF 3 Wynik dla INH jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscig na INH.
.. . Invalid .- . . . . . -
Positive |Negative Positive | Wynik dla RIF jest wazny. Wykryto mutacje(-e) powigzang(-e) z opornoscia na RIF.
Invalid Invalid | Invalid Invalid Wyn!k dla INH.Jest rpewa;ny. Zapozna,c §|e z powy.zszyn?|.|nstruk(?1an?|.
Wynik dla RIF jest niewazny. Zapoznac¢ sie z powyzszymi instrukcjami.

Interpretacja wynikéw w przypadku systemu cobas® 5800 oraz systemow
cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 2.0 lub nowszej

Wiyniki probek sa przedstawione w aplikacji ,Results” oprogramowania. Przyklady ekranu wynikéw przedstawia Rys. 4.

W przypadku waznej serii kontroli nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu i/lub raportach poszczegélne probki pod katem

obecnosci flag. Wyniki nalezy interpretowac w nastepujacy sposob:

Probki powigzane z wazna serig kontroli wyswietlane sg jako ,,Valid” (Wazne) w kolumnie ,,Control result”
(Wynik kontroli), jesli odpowiednie wyniki kontroli dotyczace sekwencji docelowych kwasu nukleinowego
zglaszane sg jako wazne. Probki powiazane z bledng serig kontroli wyswietlane sg jako ,,Invalid” (Niewazne)
w kolumnie ,,Control result”, jesli odpowiednie wyniki kontroli dotyczace sekwencji docelowych kwasu
nukleinowego zglaszane sg jako niewazne.

Jesli powigzane kontrole wyniku probki sg niewazne, do wyniku prébki zostanie dodana okreslona flaga:
o QO5D: niepowodzenie walidacji wyniku z powodu niewaznej kontroli dodatniej
o QO06D: niepowodzenie walidacji wyniku z powodu niewaznej kontroli ujemnej

Wartoséci w kolumnie ,,Results” (Wyniki) dla poszczegdlnych wynikéw docelowych prébek powinny by¢
interpretowane zgodnie z tym, co przedstawia Tab. 17 powyzej.

Jesli przynajmniej jedna wartos¢ docelowa probki jest oznaczona jako ,,Invalid” (Niewazny), oprogramowanie
wyswietla flage w kolumnie ,,Flags” (Flagi). Wiecej informacji na temat powodu zgloszenia warto$ci docelowej
probki jako niewaznej, wlacznie z informacja o fladze, dostepnych jest w widoku szczegétowym.
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Rys. 4

MRI_RS_inv-01
MRI_RS_neg-01

MRI_RS_neg-02

MRI_RS_pos-01

MRI_RS_pos-02

MRI_S_inv-01

MRI_S_neg-01

MTB-
RIF/INH
MTB-
RIF/INH
MTB-
RIF/INH

MTB-
RIF/INH

MTB-
RIF/INH

MTB-
RIF/INH
MTB-
RIF/INH

Valid

Valid

Valid

Valid

Valid

Valid

Valid

Released

Released

Released

Released

Released

Released

Released

INH
Invalid
INH
Negative
INH
Negative

INH
Positive

(Ct 41.56)

INH
Positive

(Ct 40.22)

INH
Invalid

INH
Negative

RIF1
Invalid
RIF1
Negative
RIF1
Negative
RIF1
Positive

(Ct 40.12)

RIF1
Positive

(Ct 42.00)

RIF1
Invalid

RIF1 Negative

RIF2
Invalid
RIF2
Negative
RIF2
Negative
RIF2
Positive
(Ct 41.08)

RIF2
Positive
(Ct42.78)

RIF2
Invalid

RIF2 Negative

RIF3
Invalid
RIF3
Negative
RIF3
Negative
RIF3
Positive
(Ct 40.38)
RIF3
Positive
(Ct 42.77)
RIF3
Invalid
INH
Negative

Przyktadowe wyniki testu cobas® MTB-RIF/INH w systemie cobas® 5800 oraz w systemach cobas® 6800/8800
z oprogramowaniem w wers;ji 2.0

7/1/2022 11:45:19 AM

7/1/2022 11:45:20 AM

7/1/2022 11:45:20 AM

7/1/2022 11:45:18 AM

7/1/2022 11:45:19 AM

7/1/2022 11:45:18 AM

7/1/2022 11:45:18 AM

Interpretacja wynikéw w systemach cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 1.4

W przypadku waznej partii nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu systemoéw cobas® 6800/8800 i/lub raportach

poszczegdlne probki pod katem obecnosci flag. Wyniki nalezy interpretowac w nastepujacy sposob:

e Wazna seria moze obejmowac zaréwno wazne, jak i niewazne wyniki prébek.
e Kolumny ,Valid” (Wazny) i ,,Overall Result” (Wynik ogdlny) nie dotycza (NA) wynikéw probek testu
cobas® MTB-RIF/INH i sg oznaczone tekstem ,,NA”. Warto$ci podane w tych kolumnach nie dotyczg testu

i nie wplywaja na wazno$¢ wynikéw podanych w poszczegdlnych kolumnach wynikow ,, Target”.

e Podane wyniki docelowe dla poszczegdlnych probek s wazne, o ile nie zostaly oznakowane jako ,,Invalid”

(Niewazny) w poszczegolnych kolumnach wyniku materiatu docelowego. Nalezy pamieta¢, ze podlegajace

zgloszeniu wyniki dotyczace mutacji powigzanych z opornoscia na RIF moga obejmowac jeden lub dwa niewazne

wyniki dotyczace poszczegélnych sekwencji docelowych, o czym informuje Tab. 15.

e Moze wystepowac wigcej niz jedna mutacja powigzana z opornosciag na RIF i te mutacje moga zosta¢ wykryte

w jednym z kanatéw detekcyjnych RIF (Target 2 (Docelowy 2), Target 3 (Docelowy 3), Target 4 (Docelowy 4)).

Test cobas” MTB-RIF/INH nie rozréznia konkretnych mutacji powigzanych z opornoscig na RIF.

e Moze wystepowac wigcej niz jedna mutacja powigzana z opornoécia na INH i te mutacje moga zosta¢ wykryte
w kanale detekcyjnym INH (Target 1 (Docelowy 1)). Test cobas® MTB-RIF/INH nie rozréznia konkretnych

mutacji powigzanych z opornoscig na INH.
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Test cobas® MTB-RIF/INH jest automatycznym testem referencyjnym stosowanym z testem cobas® MTB i jako
taki polega na wykrywaniu DNA kompleksu MTB typu dzikiego celem monitorowania catego procesu
przygotowania probki oraz amplifikacji PCR. Test cobas® MTB rdzni si¢ od testu cobas® MTB-RIF/INH tym, ze
z wigkszg czuloscig wykrywa DNA kompleksu MTB, co jest spowodowane wykrywaniem dwéch sekwencji
docelowych, z ktorych jedna wystepuje w wielu kopiach genomowych. Dlatego w niektdrych przypadkach, gdy
nie s3 wykrywane pratki MTB ani mutacje powigzane z konkretng opornoscia, obecnosci lub braku mutacji
powigzanych z opornoscia nie mozna okresli¢ za pomocg testu cobas® MTB-RIF/INH (wynik ,,Invalid”
(Niewazny) w odpowiedniej kolumnie dotyczacej wyniku dla sekwencji docelowej, Tab. 15). Jesli do tego dojdzie:

e Nalezy sprawdzi¢ powigzane flagi. Flagi ,,C02H1-H5”, przy braku innych flag, wskazujg na niewystar-
czajacy ilos¢ DNA kompleksu MTB.

e Nalezy wykona¢ ponowny test inaktywowanej probki, pod warunkiem ze dostepna jest jej wystarczajaca
objetos¢ (zgodnie z wytycznymi, ktére zawiera Tab. 14) i pod warunkiem ze inaktywowana probka byla
przechowywana wedlug wytycznych z sekcji ,,Przechowywanie prébek inaktywowanych” — w razie
niespelnienia tych warunkéw nalezy wykona¢ ponowny test, uzywajac nowej, $wiezej probki.

e Nalezy rozwazy¢ zwigkszenie miana bakterii M. tuberculosis poprzez powigkszenie hodowli albo
stosowanie metod alternatywnych, jesli dla tego samego pacjenta stale uzyskiwane sg niewazne wyniki.

Wiyniki tego testu powinny by¢ interpretowane wylgcznie w polaczeniu z informacjami pochodzgcymi z oceny
klinicznej pacjenta i jego historii choroby.

Wiyniki i ich odpowiednig interpretacje dotyczaca wykrycia mutacji powigzanych z opornoscia na rifampicyne i mutacji
powiazanych z opornoscig na izoniazyd zawiera Tab. 15.

Rys. 5

MTB-
RIF/INH
MTB-
RIF/INH
MTB-
RIF/INH
MTB-
RIF/INH
MTB-
RIF/INH
MTB-
RIF/INH
MTB-
RIF/INH
MTB-
RIF/INH

Przyktadowe wyniki testu cobas® MTB-RIF/INH w systemach cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 1.4

INH RIF1 RIF2 RIF3
MDR_sample_R_0001 NA Raw Sputum NA Negative Negative Positive Negative
INH RIF1 RIF2 RIF3
M DEC IS Na ST NA Positive Negative Negative Positive
VDR _sample_R_0003 NA Po2T Raw Sputum NA Invalid Invalid Invalid Invalid
MDR_sample_S 0001 NA Sediment NA INH. RIF]. RI.F.2 RIFS.
- - - Negative Negative Positive Negative
MDR_sample_S 0002 NA Sediment NA INH RIF]. RIFZ. RI.F?
Positive Negative Negative Positive
MDR_sample_S 0003 NA CO2H1 Sediment NA Invalid Invalid Invalid Invalid
C161420284090428828404 Yes (-) Ctrl Valid Valid Valid Valid Valid
C161420284093009580264 Yes MTB-RIF/INH (+) C  Valid Valid Valid Valid Valid
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Ograniczenia metody

Test cobas® MTB-RIF/INH musi by¢ zawsze wykonywany jednoczesnie z hodowlg pratkéw i testami lekowrazli-
wosci oraz jako automatyczny test referencyjny stosowany w potaczeniu z testem cobas® MTB (prébki oznaczone
jako dodatnie w tescie cobas® MTB), aby zminimalizowa¢ ryzyko wynikéw falszywie dodatnich, falszywie ujem-
nych i/lub wynikéw niewaznych. Dzialanie testu cobas® MTB-RIF/INH zostato zweryfikowane dla probek surowe;j
plwociny oraz prébek w postaci osadu z plwociny i osadu z poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL), ktére
zostaly uptynnione, odkazone i zat¢zone przy uzyciu NALC-NaOH. Stosowanie innych typéw probek moze
prowadzi¢ do uzyskania wynikow falszywie dodatnich, falszywie ujemnych i/lub niewaznych. Trawienie i
dekontaminacje nalezy przeprowadzac z zastosowaniem procedur wykorzystujacych NALC-NaOH zalecanych
przez agencje CDC."” Stosowanie alternatywnych procedur przedanalitycznego przygotowania probek moze
prowadzi¢ do uzyskania wynikow falszywie dodatnich, falszywie ujemnych i/lub niewaznych.

Test cobas®” MTB-RIF/INH zostat zatwierdzony do stosowania z probkami surowej plwociny oraz poddanymi
dzialaniu NALC-NaOH prébkami w postaci osadu z plwociny i osadu z poptuczyn oskrzelowo-pecherzyko-
wych (BAL), inaktywowanymi chemicznie za pomocg odczynnika MIS. Inne procedury inaktywacji nie zostaty
ocenione, dlatego moga prowadzi¢ do uzyskania wynikéw fatszywie dodatnich, falszywie ujemnych i/lub
niewaznych.

Skuteczna inaktywacja pratkow gruzlicy zalezy od przestrzegania procedur opisanych w niniejszym dokumencie
oraz od calkowitego wymieszania probki z odczynnikiem MIS. Uplynnianie probek oraz inaktywacje pratkow
przez MIS nalezy przeprowadza¢ zgodnie z wytycznymi lub przepisami miejscowymi i obowigzujacymi w danej
instytucji oraz w oparciu o stosowng ocene ryzyka.

Przekroczenie ograniczen dotyczacych objetosci i/lub odstepstwa od etapéw procedury okreslonych w czedciach
»Przetwarzanie probek surowej plwociny”, ,,Przetwarzanie probek w postaci osadu z plwociny i osadu z poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych (BAL)” oraz ,Sonikacja probek” moga prowadzi¢ do uzyskania wynikow falszywie
dodatnich, falszywie ujemnych i/lub niewaznych.

Testy z wykorzystaniem amplifikacji kwasu nukleinowego nie umozliwiajg okreslenia Zywotnosci drobnoustrojow.
Niniejszego testu nie wolno uzywa¢ do oceny skutecznosci lub nieskuteczno$ci leczenia przeciwgruzliczego.

Tego produktu moga uzywac wyltacznie osoby przeszkolone w zakresie technik PCR i uzywania systemow

cobas® 5800/6800/8800.

Test cobas®” MTB-RIF/INH zostat oceniony jedynie pod katem stosowania z zestawami cobas® MTB-RIF/INH
Positive Control Kit i cobas® Buffer Negative Control Kit oraz odczynnikami cobas® omni MGP Reagent,

cobas® omni Lysis Reagent, cobas® omni Specimen Diluent i cobas® omni Wash Reagent do uzytku z systemami
cobas® 5800/6800/8800, odczynnikiem MIS i sonikatorem do probéwek TS 5 firmy Rinco Ultrasonics AG.
Uzyskanie wiarygodnych wynikow zalezy od prawidtowych procedur pobierania, przechowywania i dalszego
postepowania z probkami.

Test cobas®” MTB-RIF/INH nie jest przeznaczony do stosowania z prébkami z drég oddechowych jako test
potwierdzajacy wyleczenie.

Test cobas® MTB-RIF/INH nie rozréznia poszczegdlnych gatunkow pratkéw nalezacych do kompleksu MTB.
Wykrywanie mutacji powiazanych z opornoscig na rifampicyne i mutacji powigzanych z opornoscig na izoniazyd
zalezy od ilo$ci obecnych w prébee drobnoustrojow nalezacych do kompleksu MTB. Na wykrywanie moga mie¢
wplyw metody pobrania probki, czynniki zalezne od pacjenta (tj. wiek, nasilenie choroby, status zakazenia
wirusem HIV).
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e U pacjentow zakazonych zaréwno pratkami MTB, jak i wirusem HIV, wystepuje wigksze prawdopodobienstwo
ujemnego wyniku badania rozmazu prébki, co wigze si¢ z wystegpowaniem pratkow kompleksu MTB w ilosci
ponizej granicy wykrywalnodci testu.

e Pracownicy opieki zdrowotnej muszg interpretowa¢ wyniki z uwzglednieniem wywiadu pacjenta, objawow
klinicznych, a takze wynikéw innych badan laboratoryjnych i radiograficznych.

e  Wyniki falszywie ujemne lub niewazne moga si¢ pojawia¢ na skutek hamowania polimerazy. Wykrycie DNA
kompleksu MTB w probce jest przewidziane jako kontrola wewnetrzna testu cobas® MTB-RIF/INH, ktéra
sprawdza, czy probka zawiera wystarczajacg ilos¢ DNA kompleksu MTB.

e Dodanie do Master Mixu testu cobas® MTB-RIF/INH enzymu AmpErase umozliwia selektywng amplifikacje
docelowego DNA; jednak dla unikniecia zanieczyszczenia odczynnikow konieczne jest stosowanie dobrej praktyki
laboratoryjnej i dokladne przestrzeganie procedur wyszczegélnionych w niniejszej instrukcji uzytkowania.

e Choc¢ zdarza sie¢ to rzadko, mutacje powigzane z opornoécig moga nie by¢ wykrywane, jesli w niewielkiej
odleglosci od nich znajduja si¢ dodatkowe mutacje.

e 7 uwagi na rdznice pomiedzy metodami zaleca sig¢, aby przed zmiang uzytkownik przeprowadzil w laboratorium
badania korelacji stosowanych metod w celu okreslenia wystepujacych pomiedzy nimi réznic jakosciowych. Ze
wzgledu na wspomniane wyzej réznice w metodach nie nalezy oczekiwac stuprocentowej zgodnosci miedzy
wynikami.

e Uzycie probéwek innych od zalecanych (patrz Tab. 12) musi zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika przed
wprowadzeniem do procedury cobas® MTB-RIF/INH w laboratorium. Uzycie innych typéw probéwek moze
spowodowac ich uszkodzenie i zanieczyszczenie powierzchni sonikatora. Mozliwe jest tez uzyskanie wynikow
falszywie ujemnych wskutek niewystarczajacego przenoszenia energii sonikacji.

e Uzycie etykiet z kodem kreskowym innych od zalecanych (patrz Tab. 12) musi zosta¢ zweryfikowane przez
uzytkownika przed wprowadzeniem do procedury cobas® MTB-RIF/INH w laboratorium. Uzycie innych
rodzajéw kodéw kreskowych moze skutkowac ich uszkodzeniem.
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Ocena wiarygodnosci

Réownowaznos$é systemu

Réwnowaznos¢ systemdow cobas® 5800, cobas® 6800 i cobas® 8800 wykazano przez badanie skutecznosci. Dane
przedstawione w instrukcji obstugi potwierdzajg réwnowazne dziatanie wszystkich systemow.

Kluczowe parametry wiarygodnosci testu

Inaktywacja prébek

Zmniejszenie ryzyka zakazenia pratkami MTB w drodze poddania prébek dziataniu MIS oceniano przy uzyciu wysoko
dodatnich hodowli dwdch szczepéw kompleksu MTB (MTB CDC268 i MTB H37) w trzech réznych osrodkach i przy
zastosowaniu trzech réznych partii odczynnika MIS. Dla kazdego warunku pig¢ alikwotéw hodowli o stezeniu do

5 x 107 CFU/mL poddano dziataniu odczynnika MIS w stosunku 1:2 przez 60 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
probki poddano odwirowaniu przez 15 minut przy 3000 x g, dwukrotnie przemyto jalowym PBS, a na koncu zawieszono
ponownie w 0,5 ml jatowego PBS. W dwéch osrodkach calg inaktywowang probke inokulowano i zbadano pod katem
wzrostu z zastosowaniem BACTEC™ MGIT™ 320 Mycobacterial Detection System (Becton Dickinson). W trzecim
o$rodku zbadano zywotno$¢ MTB na stalym podtozu Lowensteina-Jensena (L]). W zadnej z inaktywowanych prébek nie
stwierdzono wzrostu bakterii kompleksu M. tuberculosis pod koniec 56-dniowego okresu inkubagji.

Granica wykrywalnosci (LoD)

Granice wykrywalno$ci dla testu cobas® MTB-RIF/INH okreslono poprzez analize seryjnych rozcienczen zmutowanych
szczepdw kompleksu MTB, ktdre zawieraly najbardziej rozpowszechniong mutacje S531L powigzang z oporno$cia na
rifampicyne (gen rpoB) i najbardziej rozpowszechniong mutacje S315T powigzana z opornoscia na izoniazyd (gen katG)
w dwdch zbiorczych ujemnych macierzach klinicznych — surowej plwocinie oraz osadzie z plwociny / osadzie

z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL). Panele zawierajace od dziesigciu do jedenastu poziomow stezen oraz
probke slepa byty testowane tacznie w 72 powtérzeniach dla kazdego stezenia i typu probki przy uzyciu trzech serii
odczynnikow testu cobas® MTB-RIF/INH w wielu przebiegach, w réznych dniach oraz z uzyciem wielu aparatéw
obstugiwanych przez réznych operatoréw.

Granica wykrywalnosci (LoD) dla bakterii M. tuberculosis opornych na RIF wynosita od 94,0 CFU/ml (osad z plwociny /
osad z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL)) do 182 CFU/ml (surowa plwocina).

Granica wykrywalnosci (LoD) dla bakterii M. tuberculosis opornych na INH wynosita od 12,6 CFU/ml (osad z plwociny /
osad z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL)) do 27,5 CFU/ml (surowa plwocina).

Heteroopornosé

Zdolnos¢ wykrywania zmutowanych pratkéw MTB w zakazeniu mieszanym z MTB typu dzikiego potwierdzono,
wykonujac testy z roznymi stosunkami pratkéw zmutowanych do pratkéw typu dzikiego. Bardzo niskie stezenia

(~3 x LoD) izolatu z hodowli pratkéw MDR-TB w tle zawierajacym do 60% MTB typu dzikiego sa wykrywane przez test
cobas® MTB-RIF/INH w prébkach surowej plwociny i probkach osadu z plwociny oraz osadu z poptuczyn oskrzelowo-
pecherzykowych (BAL).
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Inkluzywnos$é w odniesieniu do mutacji powiazanych z opornoscia

Inkluzywnos¢ w

odniesieniu do mutacji genu rpoB powiazanych z opornoscig na rifampicyne oraz mutacji genu katG

i regionu promotorowego genu inhA powigzanych z opornoscia na izoniazyd w drobnoustrojach z kompleksu MTB

sprawdzono, testujac hodowle podstawowe nalezacych do kompleksu MTB szczepéw opornych na rifampicyng i/lub

izoniazyd, ktére

e  Mutacj

e Mutagcj

zawieraly 23 ponizsze mutacje:

e genu rpoB powiazane z fenotypowa opornoscia na rifampicyne:

L511P

Q513K, Q513L, Q513P

D516V, D516Y

S522L, §522Q

H526D, H526L, H526N, H526R, H526Y

S531L, S531W

L533P

e genu katG i mutacje regionu promotorowego genu inhA powigzane z fenotypowa opornoscia na

izoniazyd:

Gen katG:

= 8315l S315N, S315T, S315T2
Region promotorowy genu inhA:

= T-8A,T-8C

= C-15T

Wszystkie mutacje wykryto przy stezeniu 545 CFU/ml w probkach surowej plwociny i stezeniu 282 CFU/ml w prébkach

osadu z plwociny i osadu z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL).

Inkluzywnos¢ w

odniesieniu do dwdch innych mutacji genu rpoB powiagzanych z opornoscig na rifampicyne — S522W

i D516G — sprawdzono, badajac plazmidy; obie te mutacje wykryto przy stezeniu 77 kopii/ml.
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Swoistos¢ w odniesieniu do kompleksu MTB typu dzikiego

Swoisto$¢ analityczng w odniesieniu do kompleksu MTB typu dzikiego sprawdzono, badajac 13 szczepéw MTB

w wysokich stezeniach (~1,00E+04 CFU/ml) w prébkach surowej plwociny i probkach osadu z plwociny oraz osadu
z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL), a takze nastepujace szczepy kompleksu MTB w niskich stezeniach
(~3 x LoD) w prébkach w postaci osadu:

o M. tuberculosis (H37 ATCC® 25177™)

e M. bovis BCG (podszczep japonski Tokyo 172 NIBSC 07/272 WHO i podszczep rosyjski Moscow NIBSC 07/274
WHO)

e M. africanum (ATCC® 25420™)

e M. bovis subsp. bovis (ATCC"® 19210™)

e M. canetti (NLA 000016778)

e M. caprae (ATCC® BAA-824™)

o M. microti (ATCC® 19422™)

e M. orygis (NLA 001300863)

o M. pinnipedii (ATCC® BAA-688™)

W przypadku wszystkich szczepow typu dzikiego uzyskano wazne wyniki ujemne pod katem mutacji powigzanych
z opornoscia na RIF i INH.

Precyzja

Wewnetrzne badanie precyzji przeprowadzono przy uzyciu panelu zawierajacego wyhodowany zmutowany szczep
kompleksu MTB, ktéry zawieral najbardziej rozpowszechniong mutacje S531L powigzana z opornoscig na rifampicyne
(gen rpoB) i najbardziej rozpowszechniona mutacj¢ S315T powigzang z opornoscia na izoniazyd (gen katG), po
rozcienczeniu w dwdch zbiorczych ujemnych macierzach klinicznych — surowej plwocinie oraz osadzie z plwociny /
osadzie z poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL). Zrédta zmiennoéci zbadano przy uzyciu paneli obejmujacych
trzy poziomy stezen (w tym prdbke $lepa) przy uzyciu trzech serii odczynnikéw testu cobas® MTB-RIF/INH oraz dwéch
aparatow, w ciggu 12 dni, w ramach facznie 24 przebiegéw. Opis paneli do oceny precyzji oraz zaobserwowane odsetki
wynikéw dodatnich przedstawia Tab. 18. Wszystkie elementy paneli ujemnych w testach pozostaty ujemne. Analiza
odchylenia standardowego i procentowego wspdtczynnika zmiennosci wartosci Ct z testow przeprowadzonych na
elementach panelu dodatniego (patrz Tab. 19) doprowadzita do uzyskania ogdlnych zakresow wartosci CV (%)
wynoszacych od 1,8% do 2,7% dla wykrywania mutacji powiazanych z opornoscig na INH oraz od 1,5% do 2,1% dla
wykrywania mutacji powigzanych z opornoscig na RIF.
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Tab. 18 Podsumowanie precyzji wewnatrzlaboratoryjnej
Docelowe stezenie Liczba Liczba wynikéw Odsetek wynikéw 95% przedziat ufnosci
testowanych dodatnich dodatnich Dolna granica Gorny limit
M. tuberculosis — surowa plwocina do wykrywania docelowych sekwencji mutacji powigzanych z opornoscig na RIF
Ujemny 48 0 0,0% 0,0% 7.4%
182 CFU/ml 48 48 100% 92,6% 100%
545 CFU/ml 48 48 100% 92,6% 100%
M. tuberculosis — probki w postaci osadu do wykrywania docelowych sekwencji mutacji powigzanych z opornoscia na RIF
Ujemny 48 0 0,0% 0,0% 7.4%
94,0 CFU/ml 48 48 100% 92,6% 100%
282 CFU/ml 48 48 100% 92,6% 100%
M. tuberculosis — surowa plwocina do wykrywania docelowych sekwencji mutacji powigzanych z opornoscig na INH
Ujemny 48 0 0,0% 0,0% 7.4%
27,5 CFU/ml 48 48 100% 92,6% 100%
82,5 CFU/ml 48 48 100% 92,6% 100%
M. tuberculosis — probki w postaci osadu do wykrywania docelowych sekwencji mutacji powigzanych z opornoscia na INH
Ujemny 48 0 0,0% 0,0% 7.4%
12,6 CFU/ml 48 47 97,9% 88,9% 99,9%
37,8 CFU/ml 48 48 100% 92,6% 100%
Tab. 19 taczne wartosci $rednie, odchylenia standardowe i wspétczynniki zmienno$ci (%) dla warto$ci progowej cyklu — dodatnie
panele MTBC
Docelowe Ods_et?k Sredniaf Wktl)brebie kIIVqua_dzy I(\IIIi?dzy I\I:liedzy _ Mi?dz¥ Ogétem
o wynikéw | wartosé | cyklu pracy | cyklami pracy niami urzadzeniami seriami
stezenie dodatnich | Ct OS |[CV% | OS |[CVo% | OS |[CV% | OS |[CVo% | OS | CVo% | OS | CVoo
M. tuberculosis — surowa plwocina do wykrywania docelowych sekwencji mutacji powigzanych z opornoscia na RIF
182 CFU/ml 100% 37,3 0,48 1,3 0,00 0,0 0,00 0,0 0,34 0,9 0,00 0,0 0,59 1,6
545 CFU/ml 100% 35,6 0,40 1,1 0,00 0,0 0,29 0,8 0,00 0,0 0,24 0,7 0,55 1,5
M. tuberculosis — prébki w postaci osadu do wykrywania docelowych sekwencji mutacji powiazanych z opornoscia na RIF
94,0 CFU/ml 100% 39,3 0,36 0,9 0,14 0,3 0,45 1,1 0,00 0,0 0,42 1,1 0,72 1,8
282 CFU/ml 100% 38,0 0,40 1,0 0,12 0,3 0,54 1.4 0,41 1,1 0,00 0,0 0,80 2,1
M. tuberculosis — surowa plwocina do wykrywania docelowych sekwencji mutacji powigzanych z opornoscig na INH
27,5 CFU/ml 100% 37,5 0,74 2,0 0,00 0,0 0,31 0,8 0,17 0,5 0,00 0,0 0,82 2,2
82,5 CFU/ml 100% 35,9 0,52 1,5 0,00 0,0 0,43 1,2 0,31 0,9 0,00 0,0 0,74 2,1
M. tuberculosis — probki w postaci osadu do wykrywania docelowych sekwencji mutacji powigzanych z opornoscia na INH
12,6 CFU/mi 97,9% 39,4 0,75 19 0,66 1,7 0,00 0,0 0,34 0,9 0,00 0,0 1,06 2,7
37,8 CFU/ml 100% 37,5 0,56 1,5 0,00 0,0 0,00 0,0 0,31 0,8 0,15 0,4 0,66 1,8
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Swoistos¢ analityczna / reaktywnosé krzyzowa

Panel skladajacy si¢ ze 145 bakterii, grzybow i wiruséw (facznie z tymi, ktére powszechnie wystepuja w ukltadzie

oddechowym) poddano badaniu testem cobas® MTB-RIF/INH, aby oceni¢ swoisto$¢ analityczng i zdolno$¢ wykrywania

niskich stezen szczepéw MTB zmutowanych i dzikich w obecnosci innych drobnoustrojéw. Drobnoustroje, ktére
wymienia Tab. 20 dodano w stezeniach wynoszacych okoto 1 x 10° jednostek/ml dla bakterii i okofo 1 x 10° jednostek/ml
dla wiruséw. Testy wykonano z poszczegdlnymi drobnoustrojami potencjalnie zaktcajacymi przy braku i obecnosci

docelowego zmutowanego szczepu z kompleksu MTB (dodanego w stezeniu 282 CFU/ml) oraz docelowego szczepu typu

dzikiego z kompleksu MTB (dodanego w stezeniu 200 CFU/ml). Zaden z drobnoustrojéw nie wptywat na skutecznosé

testu przez generowanie wynikow falszywie dodatnich. Na wykrycie zmutowanego docelowego szczepu z kompleksu MTB

w niskich stezeniach nie wplyneta obecnos¢ badanych drobnoustrojow z wyjatkiem M. asiaticum, M. fuerth, M. inter-
medium, M. marseillense, M. peregrinum i M. szulgai w stezeniach > 1 x 10° CFU/ml i M. chubuense w st¢zeniach
> 1 x 10* CFU/ml. Na wykrycie docelowego szczepu typu dzikiego z kompleksu MTB w niskich stezeniach nie wplyneta

obecnos¢ badanych drobnoustrojow z wyjatkiem M. avium subsp. hominissuis, M. avium subsp. silvaticum, M. Colom-
biense, M. gastri, M. lentiflavum i M. marinum w stezeniach > 1 x 10° CFU/ml oraz M. avium subsp. paratuberculosis,
M. bouchedurhonense i M. vulneris w stezeniach > 1 x 10* CFU/ml. Potencjalng reaktywno$¢ krzyzowa z drobnoustrojami

Histoplasma capsulatum, Mycobacterium leprae, Mycobacterium mantenii i Mycobacterium timonense oceniono in silico.

Zgodnie z przewidywaniami na podstawie wynikéw analiz in silico prawdopodobienstwo amplifikacji i detekcji tych

drobnoustrojow podczas stosowania testu cobas® MTB-RIF/INH jest niskie.

Tab. 20 Drobnoustroje badane pod katem swoistos$ci analitycznej/reaktywnosci krzyzowej

Drobnoustrdj

Stezenie

Drobnoustrdj

Stezenie

Acinetobacter baumannii

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium gordonae

1,0E+06 CFU/mI

Acinetobacter calcoaceticus

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium haemophilum

1,0E+06 CFU/ml

Actinomyces israelii

8,5E+05 CFU/mlI

Mycobacterium holsaticum

1,0E+06 CFU/ml

Adenowirus

1,0E+05 kopii/ml

Mycobacterium indicus pranii

1,0E+06 CFU/mI

Aspergillus fumigatus

1,0E+06 CFU/mI

Mpycobacterium intermedium

1,0E+05 CFU/ml*

Bacillus cereus

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium intracellulare

1,0E+06 CFU/mI

Bacillus subtilis subsp. subtilis

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium kansasii

1,0E+06 CFU/ml

Bacteroides fragilis

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium kumamontonense

1,0E+06 CFU/mI

Blastomyces dermatitidis

1,0E+06 geqg/ml

Mycobacterium lentiflavum

1,0E+05 CFU/ml*

Burkholderia cepacia

1,0E+06 CFU/ml

Mpycobacterium malmoense

1,0E+06 CFU/ml

Candida albicans

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium marinum

1,0E+05 CFU/mlI*

Candida glabrata

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium marseillense

1,0E+05 CFU/ml*

Candida krusei

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium mucogenicum

1,0E+06 CFU/ml

Candida parapsilosis

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium neoaurum

1,0E+06 CFU/ml

Candida tropicalis

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium nonchromogeicum

1,0E+06 CFU/ml

Chlamydophila pneumoniae

1,0E+06 [FU/ml

Mycobacterium peregrinum

1,0E+05 CFU/ml*

Citrobacter freundii

1,0E+06 CFU/ml

Mpycobacterium scrofulaceum

1,0E+06 CFU/ml

Clostridium perfringens

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium simiae

1,0E+06 CFU/mI

Corynebacterium diphtheriae

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium smegmatis

1,0E+06 CFU/ml

Corynebacterium jeikeium

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium szulgai

1,0E+05 CFU/ml*

Corynebacterium pseudodiphtheriticum

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium terrae

1,0E+06 CFU/mI

Cryptococcus neoformans

1,0E+06 CFU/ml

Mpycobacterium thermoresistibile

1,0E+06 CFU/ml
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Drobnoustroj

Stezenie

Drobnoustroj

Stezenie

Eikenella corrodens

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium triviale

1,0E+06 CFU/ml

Enterobacter aerogenes

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium vaccae

1,0E+06 CFU/ml

Enterobacter cloacae subsp. cloacae

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium vulneris

1,0E+04 CFU/ml*

Enterococcus faecalis

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium xenopi

1,0E+06 CFU/ml

Enterococcus faecium

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium yongonense

1,0E+06 CFU/mI

Escherichia coli

1,0E+06 CFU/ml

Mycoplasma pneumoniae

1,0E+06 CCU/mI

Escherichia coli wytwarz. ESBL CTX-M-15

1,0E+06 CFU/mI

Neisseria gonorrhoeae

1,0E+06 CFU/mI

Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum

1,0E+06 CFU/mI

Neisseria lactamica

1,0E+06 CFU/mI

Haemoaophilus influenzae

1,0E+06 CFU/ml

Neisseria meningitidis

1,0E+06 CFU/ml

Haemophilus parahaemolyticus

1,0E+06 CFU/ml

Neisseria mucosa

1,0E+06 CFU/ml

Haemophilus parainfluenzae

1,0E+06 CFU/mI

Neisseria sicca

1,0E+06 CFU/ml

Ludzki wirus upo$ledzenia odpornosci

1,0E+05 kopii/ml

Nocardia brasiliensis

1,0E+06 geqg/ml

Ludzki wirus grypy typu A 1,0E+05 U/ml Nocardia farcinica 1,0E+06 CFU/ml
Ludzki wirus grypy typu B 1,0E+05 U/ml Nocardia otitidiscaviarum 1,0E+06 CFU/ml
Ludzki metapneumowirus 1,0E+05 U/ml Pediococcus acidilactici 1,0E+06 geqg/ml
Ludzki wirus paragrypy typu 1 1,0E+05 U/ml Pediococcus pentosaceus 1,0E+06 CFU/ml
Ludzki wirus paragrypy typu 2 1,0E+05 U/ml Penicillium spp. 1,0E+06 CFU/mlI
Ludzki wirus paragrypy typu 3 1,0E+05 U/ml Peptostreptococcus anaerobius 1,0E+06 CFU/ml
Ludzki wirus paragrypy typu 4 1,0E+05 U/ml Peptostreptococcus magnus 1,0E+06 CFU/mlI
tLy”p‘LZ':\' wirus syncytium nabonka oddechowego |, e oej/m Proteus mirabilis 1,0E+06 CFU/mI
It_yuchZkBl wirus syncytium nablonka oddechowego 1,0E4+05 U/ml Proteus vulgaris 1,0E+06 CFU/mlI
Ludzki rhinowirus 1,0E+05 U/ml Pseudomonas aeruginosa 1,0E+06 CFU/mlI

Kingella kingae

1,0E+06 CFU/ml

Rhizopus spp.

1,0E+06 CFU/ml

Klebsiella oxytoca

1,0E+06 CFU/ml

Rhodococcus equi

1,0E+06 CFU/mI

Klebsiella pneumoniae wytwarzajaca

Karbapenemaze KPC-3 1,0E+06 CFU/mI Wirus rézyczki 1,0E+05 U/ml
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae 1,0E+06 CFU/ml Wirus odry (rubeola) 1,0E+05 U/ml
Lactobacillus acidophilus 1,0E+06 CFU/mlI Rubulavirus 1,0E+05 U/ml

Lactobacillus casei

1,0E+06 CFU/ml

Scedosporium spp.

1,0E+06 CFU/ml

Legionella micdadei

1,0E+06 CFU/mI

Serratia marcescens subsp. marcescens

1,0E+06 CFU/mI

Legionella pneumophila subsp. pneumaophila

1,0E+06 CFU/mI

Staphylococcus aureus subsp. aureus

1,0E+06 CFU/ml

Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides

1,0E+06 CFU/mI

Staphylococcus epidermidis

1,0E+06 CFU/mI

Listeria monocytogenes

1,0E+06 CFU/ml

Staphylococcus haemolyticus

1,0E+06 CFU/mI

Moraxella catarrhalis

1,0E+06 CFU/ml

Staphylococcus lugdunensis

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium abscessus

1,0E+06 CFU/ml

Stenotrophomonas maltophilia

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium arosiense

1,0E+06 CFU/ml

Streptococcus agalactiae

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium asiaticum

1,0E+05 CFU/ml*

Streptococcus constellatus subsp. constellatus

1,0E+06 CFU/mI

Mpycobacterium avium subsp. avium

1,0E+06 CFU/ml

Streptococcus equi subsp. equi

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium avium subsp. hominissuis

1,0E+05 CFU/ml*

Streptococcus mitis

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium avium subsp. silvaticum

1,0E+05 CFU/ml*

Streptococcus mutans

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

1,0E+04 CFU/ml*

Streptococcus parasanguinis

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium bouchedurhonense

1,0E+04 CFU/ml*

Streptococcus pneumoniae

1,0E+06 CFU/mI
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Drobnoustroj

Stezenie

Drobnoustroj

Stezenie

Mpycobacterium celatum

1,0E+06 CFU/ml

Streptococcus pyogenes

1,0E+06 CFU/ml

Mpycobacterium chelonae

1,0E+06 CFU/ml

Streptococcus salivarius subsp. salivarius

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium chimaera

1,0E+06 CFU/ml

Streptococcus sanguinis

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium chubuense

1,0E+04 CFU/ml*

Streptococcus uberis

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium colombiense

1,0E+05 CFU/ml*

Streptomyces anulatus

1,0E+06 CFU/mI

Mpycobacterium confluentis

1,0E+06 CFU/ml

Tsukamurella spp.

1,0E+06 geg/ml

Mycobacterium flavescens

1,0E+06 CFU/ml

Wirus ospy wietrznej

1,0E+05 kopii/ml

Mycobacterium fortuitum

1,0E+06 CFU/mI

Veillonella atypica

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium fuerth

1,0E+05 CFU/ml*

Veillonella parvula

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium gastri

1,0E+05 CFU/ml*

* Poziom, przy ktorym nie zaobserwowano zaklocen wykrywania M. tuberculosis, testowany réwniez przy stezeniu 1,0E+06 CFU/ml, przy ktérym

wykazano zakldcenia.

Substancje wplywajace na wynik testu

Oceniono dzialanie substancji egzogennych potencjalnie wydzielanych do prébek z uktadu oddechowego (Tab. 21).
Kazda potencjalnie zakldcajacg substancje zbadano w stezeniu klinicznie istotnym lub wiekszym w spreparowanych

probkach plwociny przy braku i w obecnosci docelowego zmutowanego szczepu z kompleksu MTB (dodanego
w stezeniu 545 CFU/ml) i docelowego szczepu typu dzikiego z kompleksu MTB (dodanego w stezeniu 200 CFU/ml).

Zadna z substancji nie wplywala na skuteczno$¢ testu przez generowanie wynikow fatszywie dodatnich lub fatszywie

ujemnych. Zadna z substancji nie wplywala na skuteczno$¢ testu poprzez generowanie wynikéw niewaznych /

niekwalifikujacych sie do zgloszenia z wyjatkiem lepieznika w stezeniu > 25 mg/ml.
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Tab. 21 Lista egzogennych substancji testowanych pod katem interferencji

Substancja Stezenie Substancja Stezenie
Siarczan albuterolu 0,5 pg/ml Jednosiarczan kanamycyny 240 pg/ml
Amikacyna 80,1 pg/ml Lewofloksacyna 5 mg/ml
Amoksycylina 86,4 ug/ml Lidokaina HCI 1,2% (wag./obj.)
Beklometazon 3459 pg/ml Mentol 0,50% (wag./obj.)
Benzokaina 1,2% (wag./obj.) Salicylan metylu 2&21/3 é(:i(cj;:gg
Budezonid 3 mg/ml Mometazon 100 pg/ml
Ekstrakt z lepieznika 25 mg/ml* Moksyfloksacyna 15 pug/ml
Kapreomycyna 80 pg/ml Mupirocyna 0,05% (wag./obj.)
Chlorek cetylopirydyniowy 0,5% (wag./obj.) NaCl 5% (wag./obj.)
Glukonian chlorheksydyny 1% (udziat objetosciowy) Nikotyna 1 yg/mi
Cykloseryna 105 pg/ml Nystatyna 1% (udziat objetosciowy)
Klarytromycyna 20 pg/mi Oksymetazolina 12 ng/ml
deksametazon 601 ng/ml Pentamidyna 1366 ng/ml
Chlorowodorek efedryny 1 mg/ml Fenylefryna 5 mg/ml
Epinefryna 100 pg/ml Prednizolon 3 pg/ml
Etambutol 50 pg/ml Pirazynamid 240 pg/ml
Etionamid 15 pg/ml Rifampicyna 25 pg/mi
Eukaliptol 0,002% (udziat objetosciowy) Ekstrakt z pokrzywy zwyczajnej (500 mg) 5 mg/ml
Flunizolid 400 pg/ml Streptomycyna 240 pg/ml
Propionian flutykazonu 5 pg/ml Siarka 0,01% (wag./obj.)
Dwuwodny fumaran formoterolu 66 pg/mi Olejek z drzewa herbacianego 2;21/((;8(;?3?};
(ch; r;zg{sio;lgnr:lfs)kanadyjsklego 5,7 mg/mi Teofilina 20 pg/ml
Gwajafenezyna 2,5 mg/ml Tobramycyna 24,1 pg/ml
Izoniazyd 50 pg/mi Zanamiwir 0,1 mg/mi

* Najwyzszy poziom, przy ktérym nie zaobserwowano zaktdcen

Zbadano pod katem zakl6cen substancje endogenne, ktére moga wystepowac w prébkach z ukladu oddechowego

(Tab. 22). Kazda potencjalnie zakl6cajacy substancje zbadano w stezeniu klinicznie istotnym lub wigkszym w spreparo-

wanych probkach plwociny przy braku i w obecnosci docelowego zmutowanego szczepu z kompleksu MTB (dodanego

w stezeniu do 545 CFU/ml) i docelowego szczepu typu dzikiego z kompleksu MTB (dodanego w stezeniu 200 CFU/ml).

Zadna z substancji nie wptywala na skuteczno$¢ testu przez generowanie wynikéw falszywie ujemnych, fatszywie

dodatnich lub niewaznych/niekwalifikujacych si¢ do zgloszenia.

Tab. 22 Lista endogennych substancji testowanych pod katem interferencji

Substancja Stezenie Substancja Stezenie

Sok zotadkowy 10% (udziat objgto$ciowy) Sluz 5% (wag./obj.)
Hemoglobina 29/l Ropa 5% (udziat objetoSciowy)
Ludzka krew petna 5% (udziat objetoSciowy) Slina 10% (udziat objgto$ciowy)
hDNA 4 mg/l - -

09348484001-03PL

Doc Rev. 3.0

40



cobas® MTB-RIF/INH

Biad calego systemu

Prébkami badanymi w tescie bledu catego systemu byty spreparowane probki plwociny i osadu z plwociny, do ktérych
dodano zmutowany szczep z kompleksu MTB z najbardziej rozpowszechniong mutacja S531L powigzang z opornoscig na
rifampicyne (gen rpoB) i najbardziej rozpowszechniong mutacja S315T powigzana z opornoscig na izoniazyd (gen katG)
do stezenia okolfo 3 x LoD testu cobas® MTB-RIF/INH dla poszczegdlnych rodzajéw macierzy. Wszystkie 100 powtérzen
testow na typ probki byly wazne i dodatnie pod wzgledem obecnosci pratkow nalezacych do kompleksu MTB, co
skutkowalo uzyskaniem czesto$ci wystepowania bledu calego systemu na poziomie 0,0% przy gérnym, jednostronnym
95% przedziale ufnosci wynoszacym 3,0%.

Skazenie krzyzowe

Ustalono, ze odsetek kontaminacji miedzy probkami wynosi 0,0% (0/240) przy naprzemiennym testowaniu wysoko
dodatnich prébek szczepu typu dzikiego nalezacego do kompleksu MTB i probek ujemnych badanych w wielu
przebiegach testem cobas® MTB. Testy przeprowadzono, uzywajac spreparowanych probek w postaci osadu z plwociny,
do ktorych dodano docelowy kompleks MTB w stezeniu 2 x 10° CFU/ml. Bylo to stezenie probki, dla ktorego uzyskiwano
warto$ci Ct nizsze niz w przypadku 95% probek od zakazonych pacjentéw w populacji docelowej.

Ocena skutecznosci przy uzyciu prébek klinicznych

Dziatanie testu cobas® MTB-RIF/INH w przypadku stosowania prébek klinicznych oceniono, badajac pobrane
prospektywnie i zarchiwizowane probki (surowej plwociny oraz osadu z plwociny poddanego dzialaniu NALC-NaOH)
pobrane w Peru, Ukrainie, Rosji, Republice Potudniowej Afryki i Ugandzie od 0oséb w wieku co najmniej 18 lat

z podejrzeniem zakazenia gruzlicg. Przeprowadzono réwnolegle badanie poréwnawcze z wykorzystaniem testu
RealTime MTB RIF/INH Resistance firmy Abbott.

Wryniki przedstawia w Tab. 23 i Tab. 24.
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Tab. 23 Czuto$é i swoistosc testu cobas® MTB-RIF/INH okreslone przy uzyciu prébek klinicznych — opornos$é na RIF

wartosé ujemna

[98,3-99,8%]

Abbott
Roche RealTime MTB RIF/INH
cobas® MTB-RIF/INH catlime |
Resistance
116/120 115/120
Czulos$é Surowa plwocina 96,7% 95,8%
[91,7-99,1%)] [90,5-98,6%]
23/23 23/23
Czutos$é Osad 100% 100%
[85,2-100%%] [85,2-1000%%0]
139/143 138/143
Czutos$é Lacznie 97,2% 96,5%
[93,0-99,2%)] [92,0-98,9%)]
331/338 329/338
Swoistosé Surowa plwocina 97,9% 97,3%
[95,8-99,2%] [95,0-98,8%]
219/220 219/220
Swoistosé Osad 99,5% 99,5%
[97,5-100%] [97,5-100%)]
550/558 548/558
Swoistosé Lacznie 98,6% 98,2%
[97,2-99,4%)] [96,7-99,1%)]
Przewid n 116/123 115/124
e’ . ywa a_ Surowa plwocina 94,3% 92,7%
warto$¢ dodatnia
[88,6-97,7%] [86,7-96,6%)]
p " 23/24 23/24
rzewidywana Osad 95,8% 95,8%
warto$¢ dodatnia
[78,8-99,9%)] [78,8-99,9%]
p id 139/147 138/148
rzewicywana tacznie 94,5% 93,2%
wartos$¢ dodatnia
[89,5-97,6%] [87,9-96,7%]
p id 331/335 329/334
rzewidywana Surowa plwocina 98,8% 98,5%
warto$¢ ujemna
[97,0-99,7%] [96,6-99,5%)]
p id 219/219 219/219
rzewldywana Osad 100% 100%
warto$¢ ujemna
[98,3-100%] [98,3-100%]
p id 550/554 548/553
rzewidywana tacznie 99,3% 99,1%

[97,9-99,7%)]
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Tab. 24 Czuto$é i swoistosc testu cobas® MTB-RIF/INH okreslone przy uzyciu prébek klinicznych — opornos$é na INH

wartos¢ ujemna

[97,5-99,6%)]

Roche ) Abbott
cobas® MTB-RIF/INH RealTime _IVITB RIF/INH

Resistance

150/154 147/154

Czutosé Surowa plwocina 97,4% 95,5%
[93,5-99,3%] [90,9-98,2%)]

35/37 32/37

Czutosé Osad 94,6% 86,5%
[81,8-99,3%] [71,2-95,5%)]

185/191 179/191

Czutosé tacznie 96,9% 93,7%
[93,3-98,8%] [89,3-96,7%)]

297/299 297/299

Swoistosé Surowa plwocina 99,3% 99,3%
[97,6-99,9%] [97,6-99,9%)]

206/207 206/207

Swoistosé Osad 99,5% 99,5%
[97,3-100%)] [97,3-100%]

503/506 503/506

Swoistosé Lacznie 99,4% 99,4%
[98,3-99,9%] [98,3-99,9%)]

Przewidywana ) 150/152 147/149

wartosé dodatnia Surowa plwocina 98,7% 98,7%
[95,3-99,8%] [95,2-99,8%)]

Przewidywana 35/36 32/33

wartos$é dodatnia Osad 97,2% 97,0%
[85,5-99,9%] [84,2-99,9%)]

Przewidywana ) 185/188 179/182

wartosé dodatnia tacznie 98,4% 98,4%
[95,4-99,7%] [95,3-99,7%)]

Przewidywana ) 297/301 297/304

warto$é ujemna Surowa plwocina 98,7% 97,7%
[96,6-99,7%] [95,3-99,1%)]

Przewidywana 206/208 206/211

warto$¢ ujemna Osad 99,0% 97,6%
[96,6-100%] [94,6-99,2%)]

Przewidywana 503/509 503/515

Ltacznie 98,8% 97,7%

[96,0-98,9%)]
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Dodatkowe informacije

Najwazniejsze cechy oznaczenia

Typy probek e Surowa plwocina

e Poddane dziataniu NALC-NaOH prébki w postaci osadu z plwociny i osadu
z poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL)

Przetwarzana ilo$é prébki e > 0,4 ml prébki pacjenta poddanej dziataniu odczynnika MIS w stosunku 1:2
(objetosé catkowita 2 1,2 ml) wymagane w probéwce na prébke w przypadku
surowej plwociny; urzadzenie przetwarza 0,85 ml
e 20,2 ml prébki pacjenta poddanej dziataniu odczynnika MIS w stosunku 1:5
(objetos¢ catkowita > 1,2 ml) wymagane w probéwce na prébke w przypadku
osadu z plwociny / osadu z poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL);
urzadzenie przetwarza 0,85 ml
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Oznaczenia

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

Tab. 25

Age/DOB Wiek lub data urodzenia

Oprogramowanie pomocnicze

sw

[Assigned Range [copies/mL] | F2/Pisany zakres

(kopii/ml)

[Assigned Range [1UjmL]] Fr2Pisany zakres

Autoryzowany Przedstawiciel
we Wspdlnocie Europejskiej

>(u/mh
EC|REP

[IRERRRRRRND]
BARCODE

LOT
(‘99\ Zagrozenie biologiczne

Arkusz kodéw kreskowych

Kod partii

REF

Numer katalogowy

Oznaczenie zgodnosci CE —

wyréb ten jest zgodny

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

Collect Date| Data pobrania
® | Sprawdz w instrukgji
1 uzytkowania
Zawarto$¢ wystarczajgca
na <n> testéw
CONTENT

Kontrola

& Data produkcji

[ |
” Wyréb do testow przy
pacjencie
[ 4

®
m Wyréb do samokontroli

Zawarto$¢ zestawu

09348484001-03PL

Oznaczenia stosowane na etykietach produktéw diagnostycznych Roche PCR

Wyréb nieprzeznaczony
do testéw przy pacjencie

Wyréb nieprzeznaczony
do samokontroli

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

Nie uzywac¢ powtérnie

Kobieta

Wylacznie do oceny dziatania
w badaniach IVD

Globalny numer jednostki
handlowej

Importer

Wyréb medyczny do
diagnostyki in vitro

<
=

Dolna granica przypisanego
zakresu

r—
F
=

Mezczyzna
Wytwdérca

CONTROL = Kontrola ujemna

Wyréb niejatowy

%IEON

)

Nazwisko pacjenta

Numer pacjenta

=lRe=—Je
=

Rozerwa¢ tutaj

2

4

CONTROL | 4 | Kontrola dodatnia

[ QS copies / PCR

1U QS na reakcje PCR,
uzy¢ jednostek

O.S |U/PCR miedzynarodowych (IU)

QS na reakcje PCR
w obliczeniach wynikéw.

SN

Numer seryjny

Osrodek

Site

I Procedure IStandard I Procedura standardowa

Przechowywac z dala
od $wiatta
Przestrzega¢ zakresu
temperatury

Plik definicji testéw

Produkt sterylizowany
STERILE E tlenkiem etylenu
TDF

Ta strong do gory

| Procedure | UltraSensitive | Procedura ultraczuta

Niepowtarzalny kod
identyfikacyjny wyrobu

UDI
Gorny limit przypisanego

ULR zakresu
Urine Fill Line| Linia napetniania moczem

Dotyczy Stanéw
Zjednoczonych: Przestroga:
prawo federalne zezwala
RX On Iy na sprzedaz tego wyrobu
wytacznie lekarzowi lub na
zaméwienie takiego lekarza.

g Termin przydatnos$ci

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

Tab. 26 Wytwdrca
Wyprodukowano w Stanach Zjednoczonych
Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

www.roche.com

Wyprodukowano w Stanach Zjednoczonych

Znaki towarowe i patenty

Patrz https://diagnostics.roche.com/us/en/about-us/patents

Prawo autorskie
©2024 Roche Molecular Systems, Inc.

C€ [vp]

0123

09348484001-03PL
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Wersja dokumentu

Informacje dotyczace wersji dokumentu

Doc Rev. 2.0 Zaktualizowano wskazéwki dotyczace bezpieczenstwa biologicznego o adaptacje do przepiséw miejscowych,
05/2024 dokonano poprawek gramatycznych oraz zamieszczono dane WHO/odniesienie do WHO.

Usunieto symbol ,,Rx Only” z pierwszej strony.
Zaktualizowano strone z ujednoliconymi symbolami.

Przeniesiono ,w wieku co najmniej 18 lat” z sekcji Ograniczenia metody do sekcji Ocena skutecznosci przy
uzyciu prébek klinicznych.

Zaktualizowano zapis marki cobas®.
Zaktualizowano o$wiadczenie o wtasciwym organie.

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

Doc Rev. 3.0 Dodano informacje o wersji 2.0 oprogramowania systeméw cobas® 6800/8800.

12/2024 Zaktualizowano przyktad wyswietlania wynikéw w systemach cobas® 6800/8800 z oprogramowaniem w wersji 1.4

(Rys. 5).

Usunieto numery P/N materiatéw eksploatacyjnych; szczegétowe informacje dotyczace materiatéw eksploatacyjnych
znajdujg sie w Asystencie uzytkownika systemu cobas® 5800 i systeméw cobas® 6800/8800.

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

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