cobas’

C€

cobas® MRSA/SA Test

zur Verwendung auf dem cobas® 4800 System

In-vitro-Diagnostikum

IVD

cobas® 4800 System Sample 240 Tests P/N 05235782190
Preparation Kit 960 Tests P/N 05235804190
. 240 Tests P/N 06768253190

®
cobas™ 4800 System Lysis Kit 1 960 Tests P/N 06768270190
. 240 Tests P/N 05235863190

®
cobas® 4800 System Wash Buffer Kit 960 Tests P/N 05235871190

®
cobas® 4800 System Internal 20 Runs P/N 06768318190

Control Kit 1

cobas® 4800 MRSA/SA 80 Tests P/N 06768113190
Amplification/Detection Kit 240 Tests P/N 06768172190

®
cobas® 4800 MIRSA/SA Controls 10 Runs P/N 06768288190

and Cofactor Kit



cobas® MRSA/SA Test

INHALTSVERZEICHNIS

Verwendungszweck

Zusammenfassung und Erklarung des Tests / Testprinzipien

Hintergrund: Screening auf MRSA UNA SA ....c.coiieiniiricerreeeireetetseeeetseeetsetseseesessesessessesessessesessessssessessssessesesacs 4
EIKIATUNG A8 TESTS ..ecvuvreeernirreeeneireeeisetseeetetseseeeteeae et esessese s ssesesae s sae s sese s s sese e sese et a s s s st sesesasbeesesasseessnssnscen 5
TESEPIINZIPICIL ...ttt bbbt s e et bbbt 5
PrObENaULArDEITUNG .....vucvrieeecireeeicirceciciee ettt ettt st sttt e 5
PCR-Amplifikation und TaqMan®-DeteKtion .........cocreurereureurercrrerrereereereneiserneeesesseessesseessessesessessesessessesesseseens 5
Selektive AMPLFIKAtION ....cuvuivrieeecireeeictreeictreecireeee ettt sttt ees e 6

Materialien, Reagenzien und Proben

Mitgelieferte Materialien Und REAZENZIEN.......c.c.veurureecuniureciiieieieieeceeenessese e ssesessessese s ssesesssasesesssssesesssssesesssasesces 6
Lagerung und Handhabung der REAZENZIEN ......c.cccueueuneuieeinerreeeineireeeieiseeeietseeetsetsesessessesessessesessessesessessesessessssessesenae 8
ZusAtzIich Denotigtes MAterial..... ..o vcuiueeciieeeciieeicireie et ese s sessese s bsese s ese s sse st s st sesse s s scseens 14
Zusétzlich erhaltliches Material ..o 14
Zusitzlich benotigte Gerate UNd SOfWATE.......c..cu vttt ese s et seesesseaene 14

Vorsichtsmaf3nahmen und ordnungsgeméf3e Handhabung

Warnhinweise und VorsichtSmaBnalmen...........cccc e sessesessessesesesessesseseens 15
GULE LaADOTPIAKIS -..vvvevuereeinerreeeistiseeeeetseeetessese et eaeasebessc s s e tbe et sesa s ess s a st s et s st sesebataeesesatheesesatasescen 15
KONtamination. ..o bbb e 16
INEEGITLAL .ot e 16
ENESOTGUIG ..ottt bbbt 16
Verschiittetes Material und REINIGUING. ......c.cucuivrecuiueiciniieneieieieiseieneisesesessesessessesesessesesessesessessesessessesescssssessesens 17
Entnahme, Transport und Lagerung von PrODEI ........cveucueueicureeerncineeeieineeieineesessesesessesesessesessessesesessesessesens 17
PrODENeNtNANIME ..o ettt ettt ettt sttt 17
Lagerung und Stabilitat von Proben wihrend des Transports .........cccvcereeeererreeererneeeserseeeserseessesseessessenes 17
Gebrauchsanleitung
DUIChfiNIUNG AES TESES c.cuuverieererieierceeriireieire e ese s s sas st ases st s st sa s s s ssssens 18
ATDEIESADIAUL ...ttt et 18
TESTVEITANTEN ...ttt e st 18
Ergebnisse
Qualitatskontrolle und Giiltigkeit der ErgebniSse .......c.coucuiuiciiiriciniiniciecieecieeceeesesseeessea e ssaeaens 23
POSIEIVRONEIOILE ...ttt 23
NeGAtIVRKONTIOLLE ...t 23
INterne KONLIOLLE ..ottt 23
Interpretation der EXgebnisse ... 23
Liste der Ergebnis-FIags........cccooiiiiiiiiiiii s s 25
06979360001-07DE

Doc. Rev. 6.0 2



cobas® MRSA/SA Test

Kultivierung Klinischer PrODen ... 26
VerfahrenseinSChranKUNGeI. ..o s ss e beees 26

Nicht-klinische Leistungsmerkmale

ANalytische SENSTHVItAL.......c.ovuieieieiicrci e 28
Detektion von MRSA- UNd SA-GENOTYPEN.........ouccuiuieiiiicriieicriieieieieeesseseasess e seesesssaens 28
Geografische SUDtYPENEITASSUNG .........cuiuiiuimiiiccic s 30
PLAZISION oottt 31
Kompetitive HEMIMIUNG. ..ottt bbb 33
ANAlYtische SPEZIFItAL........cocuiuieiiiic s 34
SEOTEINIITISSE ..ot 37
Klinische Leistung bei Verwendung klinischer Proben............occccccccieinns 38
Reproduzierbarkeits-Ergebnisse fllr MRSA ........ccouvuuiriniininiiriniineneiene s ssessssesssssessssesssssessesenne 40
Reproduzierbarkeits-Ergebnisse flir SA .......c.ccucucueirerieiniininiineieeeneese e ssesessssesssesessssssessesenne 42
KINische LeISTUNEG .......cucvuiiiiiiiiiiiicnt it ss s sa s a b nas 43
EIEDNISSE ..ottt 44
EIWartete WETTE....oouoveeeeeiett et 47

Weitere Informationen

Wichtigste Leistungsmerkmale des ASSAYS........cecueueueuiuererneremerresemessesesessesessessesessessesessessssesessesesstssssessessssesseseens 49
STIMDOLE... ettt e et 50
TEChNISCRET SUPPOIT....uiiiiiiiieciicctie ettt bbbt ettt 51
Hersteller Und IMPOTITEUL ......c.ccueueuierieieirieeieteeeeieieeectereese s ssessesessessese s ssesesasssese s ssese s ssesesssssesesasssesessssssesssssaes 51
Marken Und Patente.........ccuiiiiiiiii e e 51
COPYTIGNE ettt ettt bbb bbb ettt ese bt beeaesataensen 51
LIEEIATUT ooevet ettt bRt 52
DOKUMEINIVEISION. ....ouiiieiieiaieiiieci i s e bbb 53
06979360001-07DE

Doc. Rev. 6.0 3



cobas® MRSA/SA Test

Verwendungszweck

Der cobas® MRSA/SA-Test zur Verwendung auf dem cobas® 4800 System ist ein automatisierter,
qualitativer in-vitro-diagnostischer Test zur Detektion von Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus-
DNA (MRSA) und Staphylococcus aureus-DNA (SA) mittels Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in
nasalen Abstrichproben. Der Test dient zur Préavention und Kontrolle von MRSA- und SA-Infektionen in
medizinischen Einrichtungen. Der cobas® MRSA/SA-Test ist nicht fiir die Diagnose, Steuerung oder
Uberwachung der Behandlung von MRSA- oder SA-Infektionen bestimmt und kann keine Ergebnisse zur
Empfindlichkeit gegeniber Methicillin liefern. Ein negatives Ergebnis schlielt eine nasale MRSA/SA-
Besiedelung nicht aus. Es sind Begleitkulturen notwendig, wenn Organismen fiir epidemiologische
Typisierung oder weitere Suszeptibilitatstests bendtigt werden.

Zusammenfassung und Erklarung des Tests / Testprinzipien

Hintergrund: Screening auf MRSA und SA

SA ist ein opportunistisches Pathogen, das als Kommensale die Haut und die Nasenhdhlen bei etwa 30 %
der normalen Bevolkerung besiedelt. Es kann aber auch eine Vielzahl von Krankheiten auslosen.” SA kann
sich schnell an verschiedene Antibiotika anpassen, was zum Auftreten und zur Verbreitung von MRSA-
Stammen geflhrt hat. Die Resistenz gegentiber Methicillin sowie anderen 3-Lactam-Antibiotika, wird
durch das Genprodukt von mecA herbeigeflihrt, welches innerhalb eines mobilen genetischen Elements
liegt, der SCCmec-Kassette (Staphylococcal Cassette Chromosome mec). Das mecA-Gen kodiert ein modi-
fiziertes Penicillinbindeprotein (PBP) 2a. Dies verhindert die normale Bindung von B-Lactam-Antibiotika an
die PBP in der Zellwand, wo sie die Synthese der Peptidoglykanschicht gestért hatten, was zum Zelltod der
Bakterien flihren wiirde. Es sind verschiedene Typen von SCCmec-Elementen bekannt.?2 Weltweit sind
zahlreiche MRSA-Stamme verbreitet, und das SCCmec-Element wurde von vielen SA-Stammen erworben.?

SA- und MRSA-Stamme sind eine Hauptquelle fir nosokomiale Infektionen und seit vielen Jahren
verantwortlich fur Ausbriiche bakterieller Infektionen in medizinischen Einrichtungen.®* SA- und MRSA-
Infektionen stellen eine enorme Belastung fiir das Gesundheitssystem und fiir die Krankenh&user dar und
sind dementsprechend mit erheblichen Kosten verbunden.® Richtlinien und Empfehlungen® sowie
Standardverfahren von Krankenhdusern empfehlen ein aktives Screening und die Isolierung und/oder
Dekolonisierung von Patienten als Mafsnahmen zur Einddmmung der Verbreitung von MRSA und SA.”

Im Fall eines Ausbruchs kénnen zusétzliche MalBnahmen wie das Screening von ambulanten Patienten
und medizinischem Personal und das Schlie3en von Krankenstationen eingeleitet werden. Trotz allgemein-
gultiger Richtlinien gibt es von Land zu Land und von Krankenhaus zu Krankenhaus erhebliche
Abweichungen in den Standardarbeitsanweisungen zur Infektionskontrolle.

Die Empfindlichkeit der angewendeten Methoden und die Zeit bis zur Ergebnisermittiung haben sich als
wichtigste Faktoren fiir den Erfolg von Screening- und Behandlungsstrategien herausgestellt.? Bei
herkdmmlichen kulturbasierten Methoden dauert es mehrere Tage, bis Ergebnisse vorliegen, so dass eine
schnelle Umsetzung spezifischer Malinahmen zur Infektionskontrolle nicht méglich ist; in diesen Fallen
sind allgemeinere Maldnahmen zur Infektionskontrolle fiir alle Patienten anzuwenden. Nur schnelle
Technologien wie molekulare Methoden ermdéglichen eine friihe Detektion von MRSA und SA bei
besiedelten Patienten und eine konsequente Umsetzung geeigneter infektionsverhtitender Malinahmen.?
Zahlreiche Berichte belegen den Nutzen schneller Molekulartests zur schnellen Erkennung einer MRSA-
und SA-Kolonisierung.'%-13
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Mit dem cobas® MRSA/SA-Test werden nasale Abstrichproben analysiert, die mit dem COPAN MSwab
Entnahme-, Transport- und Konservierungskit gesammelt wurden. Die Réhrchen mit den Primarproben
werden in das cobas® 4800 System geladen; die Nukleinsiureextraktion und die Einrichtung der PCR-
Reaktion erfolgen automatisch. Wahrend der anschlie3enden Echtzeit-PCR wird die eventuell in der Probe
vorliegende MRSA- und SA-spezifische DNA detektiert. Der Test kann zusammen mit Batches fiir den
cobas® Cdiff- und den cobas® HSV-1/2-Test innerhalb eines Laufs durchgefiihrt werden. Fiir alle drei
Tests gilt derselbe automatisierte Probenextraktionsvorgang sowie dasselbe PCR-Profil fiir die
Amplifikation und Detektion.

Erkldrung des Tests

Der cobas® MRSA/SA-Test umfasst zwei Hauptprozesse: (1) automatisierte Probenaufarbeitung zur
Isolierung von Nukleinsduren aus nasalen Abstrichproben, (2) PCR-Amplifikation der Ziel-DNA-Sequenzen
unter Verwendung von MRSA- und SA-spezifischen Primern und Echtzeitdetektion der gespaltenen
MRSA- und SA-spezifischen, fluoreszenzmarkierten Oligonukleotid-Detektionssonden. Vor der automati-
sierten Probenaufarbeitung wird allen Proben eine interne Kontrolle mit einer nicht verwandten,
randomisierten DNA-Sequenz zugegeben. Diese Kontrolle wird mit jeder Probe amplifiziert und gleichzeitig
detektiert, um den gesamten Prozess zu Gberwachen.

Testprinzipien

Probenaufarbeitung

Die Probenaufarbeitung fir den cobas® MRSA/SA-Test wird auf dem cobas® x 480 Instrument auto-
matisch durchgefiihrt. Die Organismen werden mit einer chaotropen Substanz, Proteinase K und SDS-
Reagenzien lysiert. Die freigesetzten Nukleinsduren werden zusammen mit der DNA der zugegebenen
internen Kontrolle an magnetische Glaspartikel gebunden. Sie werden gewaschen und dann in eine kleine
Menge Puffer eluiert. Danach flihrt das Instrument eine PCR-Reaktion mit einem Aliquot des eluierten
Materials und aktiviertem Master-Mix durch.

PCR-Amplifikation und TagMan®-Detektion

Die PCR-Zyklen und die Detektion des Zielsignals erfolgen auf dem cobas® z 480 Analyzer. Der Master-
Mix enthélt Primerpaare und Sonden fir drei Zielsequenzen: die fiir MRSA spezifische Umgebung der
rechten Insertionsgrenze der SCCmec-Kassette, eine genomische Zielsequenz fiir alle SA (inkl. MRSA) und
die interne Kontrolle. Wenn die Ziel-Nukleinsduresequenzen vorhanden sind, erfolgt die Amplifikation mit
den entsprechenden Primern durch eine thermostabile DNA-Polymerase, wobei PCR-Produkte (Amplifikat)
entstehen. Diese Produkte werden von den spezifischen TagMan-Sonden detektiert, die einen Fluoreszenz-
farbstoff sowie einen Quencher enthalten. Normalerweise unterdriickt der Quencher die Fluoreszenz des
Farbstoffs. Wenn jedoch das PCR-Produkt vorliegt, hybridisiert die Sonde mit dem Produkt und wird durch
die 5'-3'-Nukleaseaktivitat der Polymerase gespalten. Bei dieser Reaktion kann der Farbstoff Fluoreszenz
emittieren, und dieses Signal wird wahrend jedes PCR-Zyklus in Echtzeit vom cobas® z 480 Analyzer
aufgezeichnet. Das Signal wird von der Software des cobas® 4800 Systems interpretiert und als End-
ergebnis angegeben.
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Selektive Amplifikation

Die selektive Amplifikation der Ziel-Nukleinsaure in der Probe wird beim cobas® MRSA/SA-Test durch die
Verwendung des Enzyms AmpErase (Uracil-N-Glykosylase) und von Desoxyuridintriphosphat (dUTP)
erreicht. Das Enzym AmpErase erkennt desoxyuridinhaltige'" - nicht aber desoxythymidinhaltige - DNA-
Strdnge und katalysiert deren Zerstérung. Desoxyuridin ist in nattrlich vorkommender DNA nicht
enthalten, ist in den Amplifikaten jedoch immer vorhanden, da Desoxyuridintriphosphat anstelle von
Thymidintriphosphat als eines der dNTPs im Master-Mix verwendet wird. Deshalb enthalten nur die
Amplifikate Desoxyuridin. Desoxyuridin macht kontaminierende Amplifikate vor der Amplifikation der Ziel-
DNA anfallig fir die Zerstérung durch das Enzym AmpkErase. Das im Master-Mix enthaltene Enzym
AmpErase katalysiert die Spaltung desoxyuridinhaltiger DNA an den Desoxyuridin-Resten durch Offnen
der Desoxyribosekette an der C1-Position. Wahrend der Erwarmung im ersten thermozyklischen Schritt
(bei dem alkalischen pH-Wert des Master-Mix) tritt ein Bruch des DNA-Strangs des Amplifikats an der
Desoxyuridin-Position auf, so dass die DNA nicht weiter amplifiziert werden kann. Das Enzym AmpkErase ist
bei Temperaturen Gber 55 °C (d. h. wahrend aller thermozyklischen Schritte) inaktiv und zerstort deshalb
keine Zielamplifikate. Es konnte gezeigt werden, dass mit dem cobas® MRSA/SA-Test pro PCR
mindestens 10° Kopien des desoxyuridinhaltigen mutierten MRSA/SA-Amplifikats inaktiviert werden.

Materialien, Reagenzien und Proben

Mitgelieferte Materialien und Reagenzien

Menge

Kit/Kassetten Komponenten und Reagenzienbestandteile | .
je Test

Sicherheitssymbole und -hinweise*

b &

GEFAHR

H225: Flissigkeit und Dampf leicht entziindbar.
H319: Verursacht schwere Augenreizung.
H336: Kann Schlafrigkeit und Benommenheit
verursachen.

P210: Von Hitze, heifden Oberflachen, Funken,
cobas® 4800 System MGP offenen Flammen s.owie anderen Zindquellen-
arten fernhalten. Nicht rauchen.

(Magnetische Glaspartikel fir das cobas® 4800 P233: Behiilter dicht verschlossen halten.
System) 10 x 4,5 ml |P261: Einatmen von Nebel oder Dampf
Magnetische Glaspartikel vermeiden.

93 % Isopropanol™ P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/
Augenschutz/Gesichtsschutz/Gehorschutz
tragen.

P303 + P361 + P353: BEI BERUHRUNG MIT DER
HAUT (oder dem Haar): Alle kontaminierten
Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit
Wasser abwaschen.

P370 + P378: Bei Brand: Trockenen Sand,
Trockenléschmittel oder alkoholbestédndigen
Schaum zum Léschen verwenden.

67-63-0 2-Propanol

Sample Preparation Kit
(Probenvorbereitungskit fir
das cobas® 4800 System)
240 Tests

(P/N: 05235782190)

06979360001-07DE
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Kit/Kassetten Komponenten und Reagenzienbestandteile ;:?I'I:egs(: Sicherheitssymbole und -hinweise*
EB k. A.
(Elutionspuffer fiir das cobas® 4800 System)
) 10 x 18 ml
Tris-Puffer
0,09 % Natriumazid
GEFAHR
H225: Flissigkeit und Dampf leicht entziindbar.
H319: Verursacht schwere Augenreizung.
H336: Kann Schlafrigkeit und Benommenheit
verursachen.
P210: Von Hitze, heifsen Oberflachen, Funken,
offenen Flammen sowie anderen
map Zindquellenarten fernhalten. Nicht rauchen.
(Magnetische Glaspartikel fiir das cobas® 4800 P233: Behilter dicht verschlossen halten.
cobas® 4800 System System) 10 x 13,5 ml | P261: Einatmen von Nebel oder Dampf
Sample Preparation Kit Magnetische Glaspartikel vermeiden.
(Probenvorbereitungskit fiir | g5 o 1565 r0panol P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/
das cobas® 4800 System) Augenschutz/Gesichtsschutz/Gehorschutz
960 Tests tragen. )
(P/N: 05235804190) P303 + P361 + P353: BEl BERUHRUNG MIT DER
HAUT (oder dem Haar): Alle kontaminierten
Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit
Wasser abwaschen.
P370 + P378: Bei Brand: Trockenen Sand,
Trockenldschmittel oder alkoholbestdndigen
Schaum zum Léschen verwenden.
67-63-0 2-Propanol
EB k. A.
(Elutionspuffer fiir das cobas® 4800 System)
10 x 18 ml

Tris-Puffer
0,09 % Natriumazid

06979360001-07DE
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Kit/Kassetten

Komponenten und Reagenzienbestandteile

Menge je Test

Sicherheitssymbole und -hinweise*

cobas® 4800 System Lysis
Kit 1

240 Tests

(P/N: 06768253190)

LYS-1

(Lysepuffer 1 fiir das cobas® 4800 System)
Natriumcitrat

5 0 Polidocanol**

42,6 % Guanidinthiocyanat**
Dithiothreitol**

10 x 10 ml

OO&

GEFAHR

H302: Gesundheitsschadlich bei
Verschlucken.

H314: Verursacht schwere Verédtzungen der
Haut und schwere Augenschéaden.

H411: Giftig fir Wasserorganismen, mit
langfristiger Wirkung.

EUH032: Entwickelt bei Bertihrung mit Sdure
sehr giftige Gase.

EUHO071: Wirkt dtzend auf die Atemwege.
P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/
Schutzbrille/Gesichtsschutz/Gehérschutz
tragen.

P303 + P361 + P353: BEI BERUHRUNG
MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle
kontaminierten Kleidungsstiicke sofort
ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen.
P304 + P340 + P310: BEI EINATMEN:

Die Person an die frische Luft bringen und
fir ungehinderte Atmung sorgen. Sofort
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt
anrufen.

P305 + P351 + P338 + P310: BEl KONTAKT
MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser aussptilen. Eventuell
vorhandene Kontaktlinsen nach Méglichkeit
entfernen. Weiter ausspilen. Sofort GIFT-
INFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen.
P391: Verschiittete Mengen aufnehmen.
593-84-0 Guanidinthiocyanat

9002-92-0 Polidocanol

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

06979360001-07DE
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Kit/Kassetten

Komponenten und Reagenzienbestandteile

Menge je Test

Sicherheitssymbole und -hinweise*

cobas® 4800 System Lysis

PK
(Proteinase K fiir das cobas® 4800 System)
Tris-Puffer

GEFAHR

H317: Kann allergische Hautreaktionen
verursachen.

H334: Kann bei Einatmen Allergie, asthma-
artige Symptome oder Atembeschwerden
verursachen.

P261: Einatmen von Nebel oder Dampf.
P280: Schutzhandschuhe tragen.

Kit 1 EDTA
240 Tests Calciumchlorid 100.9mi P284: Atemschutz tragen.
(P/N: 06768253190) Calciumacetat P304 + P340: BEI EINATMEN: Die Person
) an die frische Luft bringen und fur
< 2,0 % Proteinase K* ungehinderte Atmung sorgen.
Glyzerin P333 + P313: Bei Hautreizung oder
-ausschlag: Arztlichen Rat einholen /
arztliche Hilfe hinzuziehen.
P342 + P311: Bei Symptomen der Atem-
wege: GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt
anrufen.
39450-01-6 Proteinase, Tritirachium album-
Serin
SDS
(SDS-Reagenz fiir das cobas® 4800 System)
Tris-Puffer 10 x 3ml k. A.

Natriumdodecylsulfat
0,09 % Natriumazid

06979360001-07DE
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Kit/Kassetten

Komponenten und Reagenzienbestandteile

Menge je Test

Sicherheitssymbole und -hinweise*

cobas® 4800 System Lysis
Kit 1

960 Tests

(P/N: 06768270190)

LYS-1

(Lysepuffer 1 fiir das cobas® 4800 System)
Natriumcitrat

5 0 Polidocanol**

42,6 % Guanidinthiocyanat**
Dithiothreitol**

10 x 36 ml

AV

GEFAHR

H302: Gesundheitsschéadlich bei
Verschlucken.

H314: Verursacht schwere Verdtzungen der
Haut und schwere Augenschéden.

H411: Giftig fir Wasserorganismen, mit
langfristiger Wirkung.

EUHO032: Entwickelt bei Beriihrung mit Sdure
sehr giftige Gase.

EUHO071: Wirkt dtzend auf die Atemwege.
P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/
Augenschutz/Gesichtsschutz/Gehorschutz
tragen.

P303 + P361 + P353: BEI BERUHRUNG
MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle
kontaminierten Kleidungsstiicke sofort
ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen.
P304 + P340 + P310: BEI EINATMEN:

Die Person an die frische Luft bringen und
fir ungehinderte Atmung sorgen. Sofort
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt
anrufen.

P305 + P351 + P338 + P310: BEl KONTAKT
MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser ausspiilen. Eventuell
vorhandene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit
entfernen. Weiter ausspiilen. Sofort GIFT-
INFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen.
P391: Verschiittete Mengen aufnehmen.
593-84-0 Guanidinthiocyanat

9002-92-0 Polidocanol

3483-12-3 (R*,R*)-1,4-Dimercaptobutan-
2,3-diol
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Kit/Kassetten Komponenten und Reagenzienbestandteile | Menge je Test Sicherheitssymbole und -hinweise*
GEFAHR
H317: Kann allergische Hautreaktionen
verursachen.
H334: Kann bei Einatmen Allergie,
PK asthmaartige Symptome oder
(Proteinase K fiir das cobas® 4800 System) Atembeschwerden verursachen.
] . P261: Einatmen von Nebel oder Dampf.
cobas® 4800 System Lysis | Tris-Puffer )
Kit 1 EDTA P280: Schutzhandschuhe tragen.
960 Tests Calciumchlorid 20 1.2 ml P284: Atemschutz tragen.
(P/N: 06768270190) Calciumacetat P304 + P340: BEI EINATMEN: Die Person
) an die frische Luft bringen und fur
< 2,0 % Proteinase K** ungehinderte Atmung sorgen.
Glyzerin P333 + P313: Bei Hautreizung oder
-ausschlag: Arztlichen Rat einholen /
arztliche Hilfe hinzuziehen.
P342 + P311: Bei Symptomen der Atem-
wege: GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt
anrufen.
39450-01-6 Proteinase, Tritirachium album-
Serin
SDS
(SDS-Reagenz fiir das cobas® 4800 System)
Tris-Puffer 10 x 9 ml k. A
Natriumdodecylsulfat
0,09 % Natriumazid
cobas® 4800 System Wash |WB
Buffer Kit (Waschpuffer fiir das cobas® 4800 System)
. . . 10 x 55 ml k. A.
240 Tests Natriumcitratdihydrat
(P/N: 05235863190) 0,05 % N-Methylisothiazolon-HClI
cobas® 4800 System Wash |WB
Buffer Kit (Waschpuffer fiir das cobas® 4800 System)
] ] ) 10 x 200 ml k. A.
960 Tests Natriumcitratdihydrat
(P/N: 05235871190) 0,05 % N-Methylisothiazolon-HClI
IC-1
(cobas® 4800 I1C-1)
Tris-Puffer
cobas® 4800 System
Internal Control Kit 1 EDTA
20 x 0,5 ml k. A

20 Laufe
(P/N: 06768318190)

< 0,01 % Poly rA RNA (synthetisch)
0,05 % Natriumazid

< 0,01 % nicht-infektiése, synthetische DNA
als interne Kontrolle, verkapselt in
Bakteriophagenprotein Lambda
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Kit/Kassetten

Komponenten und Reagenzienbestandteile

Menge je Test

Sicherheitssymbole und -hinweise*

cobas® 4800 MRSA/SA
Amplification/Detection Kit
80 Tests

(P/N: 06768113190)

MRSA/SA MMX

(cobas® MRSA/SA Master Mix)
Tricinpuffer

EDTA

Kaliumacetat

Kaliumhydroxid

Tween 20

Glyzerin

0,09 % Natriumazid

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

< 0,01 % Upstream- und Downstream-Primer
fur MRSA, SA und die interne Kontrolle

< 0,01 % fluoreszenzmarkierte Sonden fiir
MRSA, SA und die interne Kontrolle

< 0,01 % Oligonukleotid-Aptamer

< 0,01 % Z05-DNA-Polymerase (mikrobiell)
< 0,02 % AmpErase-Enzym (Uracil-N-
Glykosylase) (mikrobiell)

10 x 0,3 ml

k. A.

cobas® 4800 MRSA/SA
Amplification/Detection Kit
240 Tests

(P/N: 06768172190)

MRSA/SA MMX

(cobas® MRSA/SA Master Mix)
Tricinpuffer

EDTA

Kaliumacetat

Kaliumhydroxid

Tween 20

Glyzerin

0,09 % Natriumazid

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

< 0,01 % Upstream- und Downstream-Primer
fur MRSA, SA und die interne Kontrolle

< 0,01 % fluoreszenzmarkierte Sonden fiir
MRSA, SA und die interne Kontrolle

< 0,01 % Oligonukleotid-Aptamer

< 0,01 % Z05-DNA-Polymerase (mikrobiell)
< 0,02 % AmpErase-Enzym (Uracil-N-
Glykosylase) (mikrobiell)

10 x 0,7 ml

k. A.
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Kit/Kassetten Komponenten und Reagenzienbestandteile | Menge je Test Sicherheitssymbole und -hinweise*
MRSA/SA (+) C
(cobas® MRSA/SA Positivkontrolle)
Tris-Puffer
EDTA
< 0,01 % Poly rA RNA (synthetisch) 10 x 0.5 ml KA
0,05 % Natriumazid ’
< 0,01 % nicht-infektiose Plasmid-DNA
(mikrobiell) mit MRSA-Sequenz
< 0,01 % nicht-infektiose Plasmid-DNA
cobas® 4800 MRSA/SA (mikrobiell) mit SA-Sequenz
?c())rlt“rolfs and Cofactor Kit (-)C
aufe . .
Negativkontrolle fiir das cobas® 4800 System
(P/N: 06768288190) (Neg ystem)
Tris-Puffer
10 x 0,5 ml k. A.
EDTA
< 0,01 % Poly rA RNA (synthetisch)
0,05 % Natriumazid
Cofactor-1
(cobas® 4800 Kofaktor-1)
Manganacetat 10 x 1,7 ml k. A
Magnesiumacetat
0,09 % Natriumazid
* Die Sicherheitskennzeichnung der Produkte erfolgt in erster Linie gemafd GHS-Verordnung der EU.
** Geféhrliche Substanz
Lagerung und Handhabung der Reagenzien
Reagenz Lagertemperatur Lagerdauer
cobas® 4800 System Sample Preparation Kit o . .
(Probenaufarbeitungskit fiir das cobas® 4800 System) 2-8°C Bis zum angegebenen Verfallsdatum stabil
cobas® 4800 System Lysis Kit 1 o ) )
(Lysekit 1 far das cobas® 4800 System) 2-8°C Bis zum angegebenen Verfallsdatum stabil
cobas® 4800 System Internal Control Kit 1 o . .
(Internes Kontrollkit 1 fiir das cobas® 4800 System) 2-8°C Bis zum angegebenen Verfalsdatum stabil
cobas® 4800 MRSA/SA Amplification/Detection Kit o . .
(cobas® 4800 MRSA/SA Amplifikations-/Detektions-Kit) [2° © Bis zum angegebenen Verfalisdatum stabil
cobas® 4800 MRSA/SA Controls and Cofactor Kit o . .
(cobas® 4800 MRSA/SA Kontroll- und -Kofaktorki) |20 © Bis zum angegebenen Verfallsdatur stabil
cobas® 4800 System Wash Buffer Kit o . )
(Waschpufferkit fiir das cobas® 4800 System) 15-25°C Bis zum angegebenen Verfallsdatum stabil

Reagenzien nicht einfrieren.

Fir das angegebene Verfallsdatum der Reagenzien ist die koordinierte Weltzeit (Coordinated Universal Time, UTC) mafRgeblich.
Das lokale Verfallsdatum kann je nach Zeitzone bis zu 12 Stunden vor oder nach dem angegebenen Zeitpunkt liegen.
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Zusatzlich benotigtes Material

Materialien P/N

CORE-Spitzen, 1000 pl, Rack mit 96 Spitzen 04639642001
Reagenz-Reservoir, 50 ml 05232732001
Reagenz-Reservoir, 200 ml 05232759001
Extraktionsplatte (Deep-Well-Platte)

05232716001
fur das cobas® 4800 System
Mlkrotlterplatte (0,3 ml) und Versiegelungsfolie 05232724001
fur das cobas® 4800 System
Versiegelungsfolienwerkzeug 04900383001
Carrier mit 32 Positionen 04639529001

Beutel fiir Festabfalle

05530873001 (klein) oder 04691989001 (grof3)

Hamilton STAR Abfallschacht aus Kunststoff

Roche 04639669001

MSwab Entnahme-, Transport- und Konservierungssystem

07007248190 oder COPAN P/N 404C.R oder 404C

Laborhandschuhe, puderfrei

Es ist jede Art von puderfreien Laborhandschuhen
geeignet.

Vortexer (Einzelréhrchen)

Es ist jeder Vortexer geeignet.

Weitere Informationen zu diesen separat erhéltlichen Materialien erhalten Sie von lhrer zustdndigen Roche-Vertretung.

Zusatzlich erhiltliches Material

Materialien

P/N

Abdeckmatte oder Abdeckung fiir Mikrotiterplatten

Roche 04789288001 oder Hamilton 6474-01

nach der Analyse)

Verschliisse, weifs (zum VerschlielRen von Primarproben

07033893001 oder COPAN 2U008N100.R oder 2U008N100

Weitere Informationen zu diesen zusétzlich erhéltlichen Materialien erhalten Sie von Ihrer zustédndigen Roche-Vertretung.

Zusitzlich bendétigte Gerite und Software

Zusatzlich benbtigte Gerite und Software

cobas® 4800 System
cobas® x 480 Instrument
cobas® z 480 Analyzer
Control Unit

cobas® MRSA/SA AP Software Version 1.0.0 oder héher fiir das cobas® 4800 System

Anwendungssoftware (Core) Version 2.2.0 oder héher fiir das cobas® 4800 System

Weitere Informationen zu diesen separat erhaltlichen Materialien erhalten Sie von lhrer

zustandigen Roche-Vertretung.
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Vorsichtsmaf3nahmen und ordnungsgemaf3e Handhabung

Warnhinweise und Vorsichtsmaf3nahmen

Wie bei allen Testverfahren ist gute Laborpraxis eine unerlassliche Voraussetzung fir die ordnungsgemal(e
Durchfiihrung dieses Tests. Aufgrund der hohen analytischen Sensitivitdt dieses Tests ist Vorsicht geboten,
um eine Verunreinigung der Reagenzien, Proben und Amplifikationsansatze zu verhindern.

Nur zur Verwendung als /n-vitro-Diagnostikum bestimmt.

Kontamination der Reagenzien und Proben durch Mikroorganismen und DNA vermeiden. SA
besiedelt die Haut oder die Nasenhdhlen bei etwa 30 % der Bevolkerung. Beim Umgang mit Proben
und Reagenzien ist besonders umsichtig vorzugehen, um eine durch den Bediener verursachte
maogliche SA-Kontamination zu vermeiden.

Sicherheitsdatenblatter (Safety Data Sheets, SDS) sind auf Anfrage bei der zustdndigen Roche-
Vertretung erhéltlich.

Das Reagenz LYS-1 enthélt Guanidinthiocyanat. Guanidinthiocyanat darf nicht mit
Natriumhypochlorit (Bleiche) oder anderen hochreaktiven Reagenzien wie Sduren oder Basen in
direkten Kontakt kommen. Beim Mischen dieser Stoffe konnen giftige Gase entstehen.

MGP enthélt Isopropanol und ist leicht entzlindlich. Von offenen Flammen und Umgebungen mit
potenzieller Funkenbildung fernhalten.

EB, MRSA/SA MMX, SDS, Cofactor-1, (-)C, MRSA/SA (+)C und IC-1 enthalten Natriumazid.

Weitere Warnhinweise, VorsichtsmalRnahmen und Verfahren zur Verringerung der Kontaminations-
gefahr fir das cobas® x 480 instrument oder den cobas® z 480 analyzer sind der Benutzerunter-
stlitzung des cobas® 4800 Systems zu entnehmen. Wenn Verdacht auf eine Verunreinigung
besteht, Reinigung und wéchentliche Wartung wie in der Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800
Systems beschrieben durchfiihren.

Schwerwiegende Vorkommnisse, die bei Verwendung dieses Tests auftreten, miissen den
zustandigen Behdrden und dem Hersteller gemeldet werden.

Hinweis: Spezifische Anweisungen sind dem Abschnitt ,,Entnahme, Transport und Lagerung von

Proben“ zu entnehmen.

Gute Laborpraxis

Nicht mit dem Mund pipettieren.
In den Arbeitsbereichen des Labors nicht essen, trinken oder rauchen.
Nach dem Umgang mit Proben und Testreagenzien griindlich die Hdnde waschen.

Beim Umgang mit Reagenzien Augenschutz, Laborkittel und Laborhandschuhe tragen. Haut, Augen
und Schleimhé&ute vor Kontakt mit diesen Materialien schiitzen. Bei Kontakt sofort mit reichlich
Wasser abspulen. Unbehandelt konnen Veratzungen entstehen. Verschittete Fliissigkeiten vor dem
Aufwischen zundchst mit Wasser verdiinnen.

Alle Arbeitsflachen im Labor griindlich mit einer frisch hergestellten Lésung aus 0,5%igem Natrium-
hypochlorit in destilliertem oder entionisiertem Wasser reinigen und desinfizieren (Haushaltsbleiche
im Verhaltnis 1:10 verdiinnen). Anschliel3end die Arbeitsflachen mit 70%igem Ethanol abreiben.
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Kontamination

. Um Kontaminationen zu vermeiden, mtssen Handschuhe getragen und zwischen der Handhabung
von Proben und cobas® MRSA/SA-Reagenzien gewechselt werden. Darauf achten, dass die
Handschuhe beim Umgang mit den Proben und Kontrollen nicht kontaminiert werden. Beim
Umgang mit Proben und Testreagenzien Laborhandschuhe, Laborkittel und Schutzbrille tragen.

. Kontamination der Reagenzien und Proben durch Mikroorganismen und Ribonuklease vermeiden.

. Wird wahrend der Handhabung und Bearbeitung der Proben eine Verschleppung der Proben nicht
vermieden, kann es zu falsch-positiven Ergebnissen kommen.

. Proben sind als potenziell infektiés und gemal3 den Vorschriften flr sicheres Arbeiten im Labor, wie
in Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories' und dem CLSI-Dokument M29-A4"
beschrieben, zu behandeln.

Integritat

« Kits nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.
. Reagenzien nicht vermischen.
. Einwegkomponenten nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

. Es durfen keine Reagenzien oder Behélter verwendet werden, die sichtbar beschadigt sind bzw.
aus denen Flissigkeiten auslaufen.

. Alle Einwegkomponenten sind fiir den einmaligen Gebrauch vorgesehen und diirfen nicht
wiederverwendet werden.

. Alle Gerate miissen gemaf den Anweisungen des Herstellers gepflegt und gewartet werden.

Entsorgung

. Die Reagenzien des cobas® 4800 Systems und die fiir den cobas® MRSA/SA-Test spezifischen
Reagenzien enthalten Natriumazid (siehe Abschnitt ,Warnhinweise und Vorsichts-
mafBnahmen®). Natriumazid kann bei der Reaktion mit Blei- und Kupferleitungen hochexplosive
Metallazide bilden. Beim Ausgiel3en natriumazidhaltiger Losungen in Laborwaschbecken mit
reichlich kaltem Wasser nachspilen, um Azidansammlung zu vermeiden.

. Nicht verbrauchte Reagenzien und Abfall gemal3 den einschlagigen regionalen und iberregionalen
Vorschriften entsorgen.

Hinweis: Anweisungen zur Entsorgung von Fliissigabfillen sind der Benutzerunterstiitzung des
cobas® 4800 Systems zu entnehmen.
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Verschiittetes Material und Reinigung

. Das Reagenz LYS-1 enthélt Guanidinthiocyanat. Wird eine Flissigkeit verschiittet, die Guanidin-
thiocyanat enthélt, mit einem geeigneten Laborreinigungsmittel und Wasser beseitigen. Enthélt die
verschittete Flissigkeit potenziell infektiose Stoffe, muss der betroffene Bereich ZUERST mit
Laborreinigungsmittel und Wasser und anschlie3end mit 0,5%igem Natriumhypochlorit gereinigt
werden.

. Wenn im cobas® 4800 instrument Fliissigkeit verschiittet wird, die Reinigungsanweisungen in der
Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems befolgen.

« Zum Reinigen des cobas® x 480 instruments oder cobas® z 480 analyzers keine Natrium-
hypochloritiésung (Bleiche) verwenden. Das cobas® x 480 instrument oder den cobas® z 480
analyzer gemaR den Anweisungen in der Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems
reinigen.

Entnahme, Transport und Lagerung von Proben

Hinweis: Alle Proben wie potenzielle Ubertriger von Infektionserregern behandeln.

Probenentnahme

Nasale Abstrichproben, die mit dem MSwab Entnahme-, Transport- und Konservierungssystem gesammelt
wurden, sind fiir die Verwendung mit dem cobas® MRSA/SA-Test validiert. Die Proben sollten unter
Anwendung des im Abschnitt ,Verfahren zur Probenentnahme” erlduterten Verfahrens und gemaf den
geltenden Standardarbeitsanweisungen entnommen werden.

Lagerung und Stabilitidt von Proben wahrend des Transports

Nasale Abstrichproben, die mit dem MSwab Entnahme-, Transport- und Konservierungssystem gesammelt
wurden, sind fir Transport und Lagerung bei 2-30 °C 4 Tage bzw. bei 2-8 °C 9 Tage und gefroren bei

-20 °C mindestens 30 Tage lang haltbar, bevor sie auf dem cobas® 4800 System getestet werden (dies
wurde durch Tests von Proben belegt, die nacheinander 4 Tage bei 15 + 1 °C und 31 + 1 °C, 5 Tage bei
2-8 °C und 30 Tage bei -20 + 5 °C gelagert wurden).

Beim Transport von MRSA/SA-Proben sind die geltenden Vorschriften fiir den Transport von
Krankheitserregern zu beachten.
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Gebrauchsanleitung

Durchfithrung des Tests

Arbeitsablauf

Abbildung 1: Arbeitsablauf fiir cobas® MRSA/SA

| 1 | System einschalten. |

| 2 | Wartung des Instruments durchfiihren. |

| 3 | Proben und Reagenzien aus der Lagerung nehmen. |
4 Lauf starten:

e Carrier mit Proben laden.

5 Mit LIS: Arbeitsliste bestatigen.
Ohne LIS: Arbeitsliste erstellen.

6 Verbrauchsmaterial (Deep-Well-Platte, Mikrotiterplatte, Spitzen-Racks) und
Reagenzien laden.

| 7 | Probenaufarbeitungslauf starten. |
| 8 | Mikrotiterplatte entnehmen und verschliefden. |
| 9 | Proben, verbrauchte Reagenzien und Deep-Well-Platte entnehmen. |
| 10 | Mikrotiterplatte in den Analyzer laden. |
| 11 | Ergebnisse Gberprifen. |
| 12 | Mit LIS: Ergebnisse an LIS tbertragen. |
| 13 | Analyzer leeren. |
Testverfahren

Verfahren zur Probenentnahme

1.

Es ist der flauschige Tupfer des MSwab Entnahmekits zu verwenden. Der Tupfer wird entweder trocken
verwendet oder vor der Verwendung mit zwei Tropfen steriler physiologischer Kochsalzlésung
befeuchtet.

Den Tupfer vorsichtig in das Nasenloch des Patienten einflihren (die Spitze des Tupfers sollte vom
Rand des Nasenlochs bis zu 2,5 cm tief eingefiihrt werden).

Den Tupfer 3-mal an der Nasenschleimhaut rotieren.
Die Schritte 2 und 3 mit demselben Tupfer auch fiir das zweite Nasenloch durchftihren.

Den Tupfer wieder in das Transportréhrchen geben. Den Stiel des Tupfers gegen den Rand des
Réhrchens driicken, so dass er an der vorgesehenen Stelle abbricht.

Das Rohrchen fest verschliel3en und dabei sicherstellen, dass sich das obere Ende des Tupferstiels in
der Mitte des Verschlusses befindet.

Probe etikettieren und gemal3 den geltenden Standardarbeitsanweisungen zum Testlabor transpor-
tieren (siehe Abschnitt ,Lagerung und Stabilitit von Proben wahrend des Transports®). Der
Abschnitt ,,Arbeitsablauf” enthalt weitere Hinweise zu Proben.
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Mit Ausnahme von MRSA/SA MMX und Cofactor-1 miissen alle Reagenzien vor dem Einsetzen in das
cobas® x 480 Instrument auf Raumtemperatur gebracht werden. MRSA/SA MMX und Cofactor-1 kénnen
direkt aus ihrem Aufbewahrungsort (bei 2-8 °C) genommen und eingesetzt werden, da diese
Komponenten bis zu ihnrem Gebrauch im Verfahren auf dem cobas® x 480 Instrument Raumtemperatur
erreicht haben werden.

Hinweis: Detaillierte Anweisungen sind der Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems
zu entnehmen.

Umfang eines Laufs

Das cobas® 4800 System unterstiitzt Laufe mit verschiedenen Batches fiir den cobas® MRSA/SA-Test,
den cobas® Cdiff-Test und den cobas® HSV-1 und -2-Test. Das generische Probenaufarbeitungskit fiir
das cobas® 4800 System, das generische Lysekit 1 fir das cobas® 4800 System und das generische
Waschpufferkit fiir das cobas® 4800 System stehen jeweils in zwei GroRen zur Verfiigung, die fir 10 Laufe
mit 24 bzw. 96 Proben ausreichen (Kontrollen und Proben fir alle auszufiihrenden Assays eingerechnet).
Das cobas® 4800 MRSA/SA Amplifikations-/Detektionskit steht ebenfalls in zwei GroRen zur Verfligung,
die fur 80 bzw. 240 Proben reichen (zu analysierende MRSA/SA-Kontrollen und Proben eingerechnet).

In einem Lauf kénnen wie erforderlich mehrere Flaschchen des cobas® 4800 MRSA/SA Master-Mix
mitgeftihrt werden, sofern sie dieselbe Kitgrolde besitzen. Das generische interne Kontrollkit 1 fiir das
cobas® 4800 System und das cobas® 4800 MRSA/SA Kontroll- und Kofaktorkit stehen nur in einer
Kitgrélde zur Verfligung, die fiir 20 bzw. 10 Laufe ausreichen und fiir alle Laufkonfigurationen geeignet
sind. Fur jeden Lauf mit MRSA/SA-Proben muss eine cobas® 4800 MRSA/SA-Positivkontrolle und eine
Negativkontrolle fir das cobas® 4800 System mitgefiihrt werden (siehe Abschnitt ,,Qualitatskontrolle”).
Fir einen einzelnen Analyselauf betragt die zuldssige Héchstbeladung 94 Proben und zwei Kontrollen.

Hinweis: Auch wenn die Reagenzien dabei nicht optimal eingesetzt werden, kann ein
generisches Reagenz fiir 96 Tests fiir einen Lauf mit 1 bis 22 Proben verwendet
werden. Die verschiedenen GroRen des Waschpufferkits (WB) fiir das cobas® 4800
System, des Probenaufarbeitungskits fiir das cobas® 4800 System und des Lysekits 1
fiir das cobas® 4800 System konnen jedoch nicht miteinander kombiniert werden.
Wenn beispielsweise zu Beginn des Laufs eine WB-Reagenzflasche fiir 96 Tests
gescannt wird, miissen auch die fiir 96 Tests vorgesehene Reagenzien aus den
anderen beiden Kits verwendet werden.

Hinweis: Auch wenn die Reagenzien dabei nicht optimal eingesetzt werden, kann ein
cobas® 4800 MRSA/SA MMX fiir 24 Tests fiir einen Lauf mit 1 bis 6 MRSA/SA-Proben
verwendet werden. Einzelheiten zum Wechsel der Kitgro3e sind der Benutzerunter-
stiitzung des cobas® 4800 Systems zu entnehmen.

Arbeitsablauf

Der cobas® MRSA/SA-Test wird unter Verwendung des vollstandigen Arbeitsablaufs in der cobas® 4800
Software durchgefiihrt. Dieser umfasst die Probenvorbereitung auf dem cobas® x 480 instrument und die
anschlieBende Amplifikation/Detektion auf dem cobas® z 480 analyzer. Der Lauf kann als reiner
MRSA/SA-Lauf oder als Mixed-Batch-Lauf mit dem cobas® Cdiff-Test und/oder dem cobas® HSV-1/2-
Test durchgefiihrt werden. Detaillierte Informationen sind der Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800
Systems zu entnehmen.
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Proben

Hinweis: Der cobas® MRSA/SA-Test wurde zur Verwendung mit dem MSwab Entnahme-,
Transport- und Konservierungssystem validiert. Es diirfen keine anderen Abstrich-
instrumente oder Medienarten verwendet werden.

Hinweis: Eine fachgerecht enthommene nasale Abstrichprobe sollte einen Einzeltupfer (FLOQ
Swab) enthalten, dessen Stiel vom Réhrchenverschluss fixiert wird. Proben ohne
Tupfer oder mit mehreren Tupfern wurden nicht vorschriftsgemaf enthommen und
sollten nicht getestet werden.

Hinweis: Nasale Abstrichproben, die blutig sind oder eine dunkelbraune Farbe aufweisen,
diirfen nicht verarbeitet werden.

Hinweis: Die Proben miissen sich in Primédrprobenréhrchen befinden, die mit einem Barcode-
Etikett zur Verarbeitung auf dem cobas® x 480 Instrument versehen sind.
Informationen zur korrekten Kennzeichnung mit Barcodes und eine Liste der
zulissigen Barcodes fiir das cobas® 4800 System sind der Benutzerunterstiitzung des
cobas® 4800 Systems zu entnehmen.

Hinweis: Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, wird empfohlen, die Primarréhrchen auf dem
cobas® 4800 System zu verarbeiten, bevor andere Materialien getestet und verarbeitet
werden.

Hinweis: Um eine Kreuzkontamination verarbeiteter Proben zu verhindern, sollten die MSwab
Probenbehalter nach der Verarbeitung mit zusitzlich erhaltlichen Verschliissen in
einer anderen Farbe (weifl3; siehe ,,Zusétzlich erhéltliches Material*“) wieder
verschlossen werden.

Hinweis: Das Volumen nasaler Abstrichproben, die in MSwab-Medium gesammelt wurden, ist
ausreichend fiir zwei Analyselaufe auf dem cobas® 4800 System und kann auch fiir die
Verarbeitung von Kulturen verwendet werden (siehe ,,Kultivierung klinischer Proben*),
vorausgesetzt es wurde vor dem Test kein Probenmaterial verschiittet. Anweisungen
zur Beimpfung von Kulturen sind der Packungsbeilage des MSwab Entnahme-,
Transport- und Konservierungssystems zu entnehmen. Das fiir die Durchfithrung eines
cobas® MRSA/SA-Laufs benétigte Mindestvolumen betréigt 700 pl im MSwab
Priméarprobenbehilter.

Durchfiithren des cobas® MRSA/SA-Tests

Hinweis: Es sind Mixed-Batch-Laufe mit dem cobas® MRSA/SA-Test und dem cobas® Cdiff-Test
und/oder dem cobas® HSV-1/2-Test moglich. Weitere Informationen sind der
Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems zu entnehmen.

1. Verfahren zum Starten und Warten des Systems gemals den Anweisungen in der Benutzerunter-
stlitzung des cobas® 4800 Systems durchfihren.

2. Alle benétigten Reagenzien und Verbrauchsmaterialien bereitstellen. Die Reagenzien missen vor dem
Start des Laufs auf Raumtemperatur gebracht werden, ausgenommen hiervon sind nur cobas®
MRSA/SA MMX und Cofactor-1.

Hinweis: Alle Reagenzien und Reagenz-Reservoirs sind mit Barcodes versehen und fiir den
Einmalgebrauch vorgesehen. Die cobas® 4800 Software erfasst die Verwendung der
Reagenzien und Reagenz-Reservoirs und weist bereits verwendete Reagenzien oder
Reagenz-Reservoirs zuriick.
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3. Das aulRere Erscheinungsbild der nasalen Abstrichproben in MSwab-Medium beurteilen, um
sicherzustellen, dass die im Abschnitt ,Proben” genannten Anforderungen erftllt sind. Sicherstellen,
dass alle Verschliisse fest aufgebracht wurden. Die Probe mindestens 10 Sekunden im Vortexer
mischen. Das Rohrchen 6ffnen (der Tupferstiel sollte im Verschluss stecken) und den Tupfer an der
Innenseite des Rohrchens in kreisférmigen Bewegungen entlangreiben, um anhaftende Flissigkeit
abzustreifen. Den Verschluss mit dem Tupfer unmittelbar vor dem Laden in das cobas® 4800 System
entsorgen. Der Tupfer muss zusammen mit dem Verschluss aus dem Réhrchen entnommen werden.
Verbleibt der Tupfer im Probengefal, kann der cobas® MRSA/SA-Test nicht ordnungsgemaR
durchgefihrt werden.

4. Einen neuen Lauf starten und die Arbeitsliste fiir den Lauf definieren. Es gibt drei Méglichkeiten zum
Erstellen einer Arbeitsliste:

. Uber den Probeneditor, bevor das Probenrack in das cobas® x 480 Instrument geladen wird
(Schaltflache ,Editor” rechts im Hauptmen). Arbeitslisten kdnnen bei Bedarf gespeichert,
bearbeitet und erneut geladen werden.

. Uber den Softwareassistenten fiir den neuen Lauf und das Laden der Proben in das cobas® x 480
Instrument, wenn die Software dazu auffordert. Die Barcodes der Proben werden automatisch
gescannt, und es muss die Ergebnisausgabe fiir jede Probe definiert werden.

. Uber das LIS der Einrichtung.

Detaillierte Informationen sind der Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems zu entnehmen. Bei
der Auswahl der Ergebnisausgabe entweder nur ,MRSA", sowohl ,MRSA* als auch ,,SA“ oder nur ,,SA“
markieren, je nachdem, welche Tests durchgefiihrt werden sollen. Wird beispielsweise nur ,,SA“
ausgewahlt, werden keine MRSA-Ergebnisse ausgegeben.

5. Proben laden und wie erforderlich Arbeitsliste definieren/auswéhlen oder das LIS verwenden. Die
Option ,,Unload sample carriers after transferring to deep well plate” ist standardméfig aktiviert. Sie
ermdglicht es dem Benutzer, die verbleibenden Proben méglichst bald aus dem System zu nehmen,
nachdem die Aliquote fir die Verarbeitung auf dem cobas® x 480 Instrument entnommen wurden. Die
Probengefalde kénnen mit frischen Verschlissen (siehe ,,Zusatzlich erhiltliches Material®)
verschlossen werden, wenn sie gelagert werden sollen.

6. Mit Hilfe des Softwareassistenten alle Verbrauchsmaterialien laden. Keine einzelnen Spitzen in ein
teilweise bestlicktes Spitzenrack laden oder daraus entnehmen, da die Software die Anzahl der
verbleibenden Spitzen erfasst. Wenn die Zahl der Spitzen nicht ausreicht, um den Lauf durchzufiihren,
warnt die Software den Benutzer.

7. Die Reagenzien fur die Probenaufarbeitung in die mit Barcodes versehenen Reagenz-Reservoirs laden.
Die Reagenz-Reservoirs sind in zwei Grofden verfigbar: 200 ml und 50 ml. Zur Auswahl des richtigen
Reagenz-Reservoirs die Anweisungen des Softwareassistenten befolgen. Die Barcodes der Reagenz-
Reservoirs missen nach rechts zeigen. Die Reagenzien fiir die Probenaufarbeitung nach dem Prinzip
»ocannen-Scannen-Beflllen-Platzieren” laden:

. Barcode der Reagenzflasche einscannen.

. Barcode des Reagenz-Reservoirs einscannen.

. Reagenz in das Reservoir gief3en.

. Das gefiillte Reagenz-Reservoir an der vorgegebenen Position im Reagenz-Carrier platzieren.
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Hinweis:

Hinweis:

Das cobas® 4800 System verfiigt iiber eine interne Uhr zum Messen des Zeitraums,
iiber den sich die Reagenzien im System befinden. Nach dem Scannen des Wasch-
puffers (WB) muss innerhalb von 1 Stunde der Ladevorgang abgeschlossen und auf
die Schaltflache ,,Start“ geklickt werden. Auf der Registerkarte ,,Workplace“ wird ein
Countdown angezeigt. Der Lauf kann nicht gestartet werden, wenn die Haltbarkeit im
System abgelaufen ist.

Um sicherzustellen, dass die magnetischen Glaspartikel (MGP) richtig iiberfiihrt
werden, das MGP-Flaschchen unmittelbar vor dem Einfiillen in das Reagenz-Reservoir
im Vortexer mischen und kréftig schiitteln.

8. Amplifikations-/Detektionsreagenzien (MRSA/SA MMX und Cofactor-1), Proteinase K (PK) und
Kontrollen [MRSA/SA (+) C, IC und (-) C] direkt in die Reagenz-Carrier laden. Um Kontaminationen zu
verhindern, missen nach der Handhabung von Positivkontrollen die Handschuhe gewechselt werden.

Hinweis:

Der Softwareassistent berechnet die optimale Kitanzahl und -gréRe fiir das zu verwen-
dende cobas® MRSA/SA MMX-Reagenz. Die Angabe erscheint in der Spalte ,,Kit size*
auf dem Ladebildschirm fiir das Laden von MMX und Kofaktor. Um cobas® MRSA/SA
MMX in einer anderen Kitgréf3e zu verwenden, auf die Schaltfliche ,,Change kit size*
klicken.

9. Die Probenvorbereitung durch Klicken auf ,Start run“ starten.

10. Nach erfolgreichem Abschluss des Probenvorbereitungslaufs werden die Schaltflachen ,,Sample
Preparation results” und ,Unload” verfligbar. Falls gewtinscht, auf die Schaltflache ,,.Sample Preparation
results“ klicken, um die Ergebnisse anzuzeigen, und dann auf ,,Unload” klicken, um den Platten-Carrier
zu entladen. Alternativ direkt auf ,Unload“ klicken, um den Platten-Carrier zu entladen, ohne die
Ergebnisse zu (iberpriifen. Hierzu die Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems beachten.

11. GemaR den Anweisungen in der Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems die Mikrotiterplatte
versiegeln, die Platte zum cobas® z 480 Analyzer Gberfiihren und den Amplifikations-/Detektionslauf

starten.

Hinweis:

Das cobas® 4800 System verfiigt iiber eine interne Uhr zum Messen des Zeitraums
nach der Zugabe der vorbereiteten Proben zum aktivierten Master-Mix. Amplifikation
und Detektion sollten so bald wie méglich und nicht spéter als 90 Minuten nach Ende
des Laufs auf dem cobas® x 480 Instrument gestartet werden. Auf der Registerkarte
»Workplace“ wird ein Countdown angezeigt. Der Lauf wird vom System abgebrochen,
wenn der Countdown abgelaufen ist.

12. Nach Abschluss des Amplifikations- und Detektionslaufs die Mikrotiterplatte aus dem cobas® z 480
Analyzer nehmen.

13. Die Ergebnisse gemaR den Anweisungen in der Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems
Gberpriifen und akzeptieren.
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Ergebnisse

Qualitatskontrolle und Giiltigkeit der Ergebnisse

In jedem Lauf wird ein Satz Positiv- und -Negativkontrollen fiir den cobas® MRSA/SA-Test mitgefiihrt.
Damit die cobas® 4800 Software fiir einen Lauf die Ergebnisse des cobas® MRSA/SA-Tests anzeigt,
mussen flr den Lauf sowohl fir die Positiv- als auch die Negativkontrolle giltige Ergebnisse erzielt
werden.

Positivkontrolle

Die MRSA-Positivkontrolle enthélt nicht-infektiose DNA-Plasmide von MRSA und Staphylococcus aureus.
Sie iberwacht die Isolierung, Amplifikation und Detektion der Nukleinsduren im jeweiligen Testlauf. Die
Ergebnisse der MRSA/SA-Positivkontrolle miissen giiltig (,,Valid®) sein. Wenn die MRSA/SA-Positiv-
kontrolle durchweg ungtiltige Ergebnisse ergibt, den technischen Kundendienst der zustédndigen Roche-
Vertretung verstandigen.

Negativkontrolle

Die Ergebnisse der Negativkontrolle (-) missen giltig (,Valid®) sein. Wenn die Negativkontrolle durchweg
unglltige Ergebnisse ergibt, den technischen Kundendienst der zustidndigen Roche-Vertretung
versténdigen.

Interne Kontrolle

Die interne Kontrolle ist ein Lambda-Phagen-Molekiil, das randomisierte Sequenzen und Zielsequenzen
fur die Primer und die Sonde enthélt, die spezifisch fiir die interne Kontrolle sind. Die interne Kontrolle wird
bei der Probenaufarbeitung auf dem cobas® x 480 Instrument allen Proben sowie der Positiv- und der
Negativkontrolle zugegeben. Die interne Kontrolle Giberwacht die Isolierung, Amplifikation und Detektion
der Nukleinsduren fir die jeweilige Probe. AuRerdem wird sie flr die Validierung der Laufkontrollen
bendtigt.

Interpretation der Ergebnisse

Hinweis: Die gesamte Assay- und Laufvalidierung wird von der cobas® 4800 Software bestimmt.
Hinweis: Ein giiltiger Lauf kann sowohl giiltige als auch ungiiltige Probenergebnisse enthalten.
Bei einem glltigen Lauf werden die Probenergebnisse wie in Tabelle 1 dargestellt interpretiert.
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Tabelle 1

Interpretation der Ergebnisse des cobas® MRSA/SA-Tests

cobas® MRSA/SA-Test

Angabe und Interpretation der Ergebnisse

Ergebnisausgabe ,,MRSA/S

Au

POS MRSA, POS SA

MRSA-positiv, SA-positiv
Probe ist positiv fir MRSA und SA.

NEG MRSA, NEG SA

MRSA-negativ*, SA-negativ*
Es konnte kein MRSA oder SA (sofern vorhanden) nachgewiesen werden.

NEG MRSA, POS SA

MRSA-negativ*, SA-positiv
MRSA (sofern vorhanden) konnte nicht nachgewiesen werden.
Probe ist positiv fir SA.

Invalid MRSA, POS SA

MRSA ungiiltig, SA-positiv

MRSA-Ergebnis ist ungiiltig. Originalprobe neu testen, um ein giiltiges MRSA-
Ergebnis zu erhalten.

Probe ist positiv fir SA.

Invalid MRSA, NEG SA

MRSA ungiiltig, SA-negativ*
MRSA-Ergebnis ist ungliltig. Originalprobe neu testen, um ein glltiges MRSA-Ergebnis zu
erhalten.

SA (sofern vorhanden) konnte nicht nachgewiesen werden.

NEG MRSA, Invalid SA

MRSA-negativ*, SA ungiiltig
MRSA (sofern vorhanden) konnte nicht nachgewiesen werden.

SA-Ergebnis ist unguiltig. Originalprobe neu testen, um ein glltiges SA-Ergebnis zu erhalten.

Invalid MRSA, Invalid SA

MRSA ungiiltig, SA ungiiltig

Sowohl die MRSA- als auch die SA-Ergebnisse sind ungiiltig. Originalprobe neu testen,
um glltige MRSA- und SA-Ergebnisse zu erhalten.

Failed

Keine Ergebnisse fiir die Probe

Anweisungen zur Uberpriifung der Flags fiir einen Lauf und empfohlene Aktionen sind
der Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems zu entnehmen. Wurde eine
Verklumpung festgestellt und ist das verbleibende Volumen ausreichend, sollte die
Originalprobe mindestens 10 Sekunden lang im Vortexer gemischt und erneut getestet
werden, um glltige MRSA- und SA-Ergebnisse zu erhalten.

Ergebnisausgabe ,,MRSA“

POS MRSA

MRSA-positiv
Probe ist positiv fir MRSA.

NEG MRSA

MRSA-negativ*
MRSA (sofern vorhanden) konnte nicht nachgewiesen werden.

Invalid MRSA

MRSA ungiiltig

MRSA-Ergebnis ist ungiiltig. Originalprobe neu testen, um ein giiltiges MRSA-Ergebnis
zu erhalten.

Failed

Keine Ergebnisse fiir die Probe

Anweisungen zur Uberpriifung der Flags fiir einen Lauf und empfohlene Aktionen sind
der Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems zu entnehmen. Wurde eine
Verklumpung festgestellt und ist das verbleibende Volumen ausreichend, sollte die
Originalprobe mindestens 10 Sekunden lang im Vortexer gemischt und erneut getestet
werden, um glltige MRSA-Ergebnisse zu erhalten.
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Tabelle 1

Interpretation der Ergebnisse des cobas® MRSA/SA-Tests (Fortsetzung)

cobas® MRSA/SA-Test

Angabe und Interpretation der Ergebnisse

Ergebnisausgabe ,,SA“

POS SA

SA-positiv
Probe ist positiv flr SA.

NEG SA

SA-negativ*
SA (sofern vorhanden) konnte nicht nachgewiesen werden.

Invalid SA

SA ungiiltig
SA-Ergebnis ist unguiltig. Originalprobe neu testen, um ein glltiges SA-Ergebnis zu erhalten.

Failed

Keine Ergebnisse fiir die Probe

Anweisungen zur Uberpriifung der Flags fiir einen Lauf und empfohlene Aktionen sind
der Benutzerunterstiitzung des cobas® 4800 Systems zu entnehmen. Wurde eine
Verklumpung festgestellt und ist das verbleibende Volumen ausreichend, sollte die
Originalprobe mindestens 10 Sekunden lang im Vortexer gemischt und erneut getestet

werden, um glltige SA-Ergebnisse zu erhalten.

* Ein negatives Ergebnis schlieRt das Vorhandensein von MRSA und/oder SA nicht aus, da die Ergebnisse von einer korrekten
Probenentnahme, dem Fehlen von Inhibitoren sowie einer ausreichenden Menge zu detektierender DNA abhangen.

Es kann zu ungiltigen Ergebnissen kommen, wenn die Probe hemmende Substanzen enthalt, die die Isolierung und/oder
Amplifikation und Detektion der Ziel-Nukleinsduren verhindern. Informationen zu bekannten Stérsubstanzen sind dem
Abschnitt ,,Verfahrenseinschrdnkungen® zu entnehmen.

Der Test kann fehlschlagen, wenn die Probe Verklumpungen enthélt, die die Probenaufarbeitung auf dem cobas® 4800

Instrument storen.

Liste der Ergebnis-Flags

In der folgenden Tabelle sind die zur Interpretation der Ergebnisse bendétigten Flags aufgefihrt.

Tabelle 2 Liste der Flags fir den cobas® MRSA/SA-Test

cobas® MRSA/SA-Test cobas® MRSA/SA-Test Angabe und Interpretation der Ergebnisse
R20 Die Positivkontrolle ist ungltig. |Eine externe Kontrolle ist ungiltig.
1. Den gesamten Lauf mit frischen Reagenzien wiederholen.
2. Wenn das Problem weiterhin besteht, den Roche Kundendienst versténdigen.
R21 Die Negativkontrolle ist Eine externe Kontrolle ist unglltig.
ungltig. 1. Den gesamten Lauf mit frischen Reagenzien wiederholen.
2. Wenn das Problem weiterhin besteht, den Roche Kundendienst versténdigen.
X3 Fehler: Es wurde eine Sicherstellen, dass die Proben gemal3 der Beschreibung des Arbeitsablaufs
Verklumpung erkannt; verarbeitet wurden.
die Probe wurde nicht 1. Die Probe auf Verklumpungen untersuchen.
verarbeitet. 2. Die Probe erneut analysieren.
X4 Fehler: Es ist ein Pipettierfehler |Der wahrscheinlichste Grund ist ein unzureichendes Probenvolumen oder ein
aufgetreten. Die Probe wurde  |mechanischer Fehler wahrend der Pipettierung.
nicht prozessiert. 1. Sicherstellen, dass ausreichend Probenvolumen vorhanden ist.
2. Sicherstellen, dass die Spitzenabwurfplatte richtig platziert ist.
3. Die Probe erneut analysieren.
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Kultivierung klinischer Proben

Zum Zweck einer antimikrobiellen Empfindlichkeitsprifung oder epidemiologischen Typisierung konnen
klinische Proben aus dem Entnahmemedium kultiviert werden. Anweisungen zur Verarbeitung von
Kulturen sind der Packungsbeilage des COPAN MSwab Entnahme-, Transport- und Konservierungs-
systems zu entnehmen.

Hinweis: Das fiir die Durchfiihrung eines einzelnen cobas® MRSA/SA-Tests benétigte Mindest-

volumen betragt 700 pl im MSwab Primarprobenbehilter. Um Kreuzkontaminationen
zu vermeiden, wird empfohlen, die Primérrohrchen auf dem cobas® 4800 System zu
verarbeiten, bevor Aliquote fiir Bakterienkulturen entnommen werden. Wenn vor der
Durchfiihrung des cobas® MRSA/SA-Tests Probenaliquote fiir Kulturen entnommen
werden miissen, miissen mindestens 700 pl der Probe im Réhrchen verbleiben und es
ist beim Umgang mit der Probe duf3erst umsichtig vorzugehen. Werden Proben-
volumina von weniger als 700 pl getestet, kann dies zu falsch negativen Ergebnissen
fiihren.

Verfahrenseinschriankungen

1.

Der cobas® MRSA/SA-Test wurde nur zur Verwendung mit nasalen Abstrichproben validiert, die mit
dem MSwab Entnahme-, Transport- und Konservierungssystem gesammelt wurden.

Zuverldssige Ergebnisse sind nur bei Anwendung sachgemal3er Verfahren fir Entnahme, Transport,
Lagerung und Bearbeitung der Proben gewahrleistet. Die in der vorliegenden Gebrauchsanweisung
(Packungsbeilage), in den Packungsbeilagen fiir das MSwab Entnahme-, Transport- und Konser-
vierungssystem sowie in der Benutzerunterstitzung fir das cobas® 4800 System beschriebenen
Vorgehensweisen sind zu befolgen.

Die Detektion von MRSA und SA hangt von der Anzahl der in der Probe enthaltenen Organismen ab
und kann durch das Probenentnahmeverfahren, patientenbezogene Faktoren (Kolonisierungsstatus,
bisherige Krankenhausaufenthalte, Behandlung mit Antibiotika, Kontakt zu MRSA-Trégern) und/oder
den MRSA/SA-Stammen beeinflusst werden.

Verschiedene Stdrsubstanzen kdnnen zu falsch-negativen oder ungdltigen Ergebnissen fiihren. Der
cobas® MRSA/SA-Test umfasst eine interne Kontrolle zur Erkennung von Proben, die Stoffe enthalten,
die bei der Isolierung von Nukleinsduren und der PCR-Amplifikation stérend wirken. Zu den bekannten
Storeinflissen gehoren unter anderem:

« Proben mit einem Blutanteil von mehr als 75 % (Vol.-%) pro Abstrich kénnen zu falsch-negativen
Ergebnissen fihren. Proben mit dunkelroter oder brauner Farbung dirfen nicht getestet werden.

« Proben mit einem Schleimanteil von mehr als 10 % (Massenvol.-%) pro Abstrich kénnen zu falsch-
negativen Ergebnissen fihren.

« Proben mit einem Anteil von mehr als 15 % (Massenvol.-%) Rhinaris® Nasen-Gel pro Abstrich
kénnen zu falsch-negativen Ergebnissen fahren.

« Proben mit einem Anteil von mehr als 25 % (Vol.-%) Releev Tinktur gegen Herpes pro Abstrich
kénnen zu falsch-negativen Ergebnissen fahren.

Ein positives Ergebnis zeigt das Vorliegen von MRSA-DNA und nicht zwingend das Vorliegen
lebensfahiger Organismen an. Daher bedeutet ein positives Ergebnis nicht zwangslaufig, dass eine
Eradikationstherapie fehlgeschlagen ist. Ein negatives Ergebnis, das auf ein zuvor positives
Testergebnis folgt, kann auf den Erfolg einer Eradikationstherapie hinweisen oder durch eine
zeitweilige Kolonisierung bedingt sein.
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10.

11.

12.

13.

Mit dem cobas® MRSA/SA-Test kdnnen das mecA-Gen und das Penicillinbindeprotein (PBP 2a), das
von diesem Gen kodiert wird, nicht direkt detektiert werden. Ein falsch-positives MRSA-Ergebnis kann
auftreten, wenn eine ,leere Kassette“ einer Staphylococcus aureus-Variante vorliegt.

Mutationen oder Polymorphismen in Primer- und Sonden-Bindungsregionen kénnen die Detektion
neuer oder unbekannter Varianten beeintrachtigen, so dass der cobas® MRSA/SA-Test ein falsch-
negatives Ergebnis liefert.

Der pradiktive Wert eines Assays hangt von der Pravalenz der Erkrankung in einer bestimmten
Population ab.

Die Zugabe des Enzyms AmpErase zum cobas® 4800 MRSA/SA Master-Mix ermdglicht eine selektive
Amplifikation der Ziel-DNA; es ist jedoch eine gute Laborpraxis sowie die genaue Einhaltung der in
dieser Gebrauchsanweisung beschriebenen Verfahren erforderlich, um eine Kontamination der
Reagenzien und Amplifikationsanséatze zu vermeiden.

Dieses Produkt darf nur von Personal verwendet werden, das in der PCR-Technik und der Verwendung
des cobas® 4800 Systems geschult ist.

Fur die Verwendung mit diesem Produkt wurden ausschlieBlich das cobas® x 480 Instrument und der
cobas® z 480 Analyzer validiert. Kein anderes Probenaufarbeitungs- oder PCR-System darf mit diesem
Produkt verwendet werden.

Bevor Benutzer zwischen verschiedenen Verfahren wechseln, sollten sie aufgrund der inhdrenten
Unterschiede zwischen den Verfahren in ihrem Labor Studien zur Korrelation der Methoden durch-
fihren, um die Unterschiede der Verfahren zu ermitteln. Eine hundertprozentige Ubereinstimmung der
Ergebnisse ist aufgrund der bereits erwdhnten Unterschiede zwischen den Verfahren nicht zu erwarten.

Kreuzkontaminationen kénnen zu falsch-positiven Ergebnissen flihren. In einer nicht-klinischen Studie
lag die Kreuzkontaminationsrate von Probe zu Probe mit dem cobas® MRSA/SA-Test auf dem cobas®
4800 System bei 0 %. Eine Kreuzkontamination von Lauf zu Lauf wurde nicht beobachtet.
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Nicht-klinische Leistungsmerkmale

Analytische Sensitivitét

Die analytische Sensitivitat (Nachweisgrenze oder LoD, Limit of Detection) des cobas® MRSA/SA-Tests
wurde durch die Analyse quantifizierter MRSA- und SA-Kulturisolate in verschiedenen Konzentrationen mit
mindestens 61 Replikaten pro Konzentration bestimmt. Die Testproben wurden vorbereitet, indem FLOQ
Tupfer mit Kulturen versetzt wurden und der Tupfer in einer simulierten nasalen Abstrichmatrix inkubiert
wurde. Die simulierte Matrix, bestehend aus Schleim und Humanzellen, ahmt den Effekt des Hintergrunds
der klinischen nasalen Abstrichproben im cobas® MRSA/SA-Test nach. Alle Panelproben wurden mit dem
cobas® MRSA/SA-Test (iber drei Chargen von cobas® MRSA/SA-Testreagenzien getestet. Die Nachweis-
grenze (LoD) dieses Tests ist als diejenige Zielkonzentration definiert, die bei = 95 % der getesteten
Replikate als positiv nachgewiesen werden kann, bezogen auf die Ergebnisse der Reagenzcharge mit der
schlechtesten Leistung.

Zwei MRSA-Isolate und ein SA-Isolat wurden im Rahmen der Untersuchung der analytischen Sensitivitat
getestet. Die Nachweisgrenze des cobas® MRSA/SA-Tests fir diese Isolate ist in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3 Nachweisgrenze (LoD) des cobas® MRSA/SA-Tests
Orsf:::s- Ursprung Ursplr;ngs- ?:,: SC(T:;:)GC- STI;?; PFGE-Typ N\I:I:Kn- (';&t::‘t:'tf (CFU/LAOsttrich)
trationen
MRSA NARSA NRS384 2 IVa t008 USA300-0114 32 9 650
MRSA ATCC 43300 2 Il 1007 Sac-15 N/A 8 700
SA NARSA NRS164 N/A N/A 1084 N/A N/A 8 700

N/A = nicht zutreffend

Detektion von MRSA- und SA-Genotypen

Zur Uberpriifung der Nachweisgrenze des cobas® MRSA/SA-Tests wurden 35 MRSA-Isolate und fiinf SA-
Isolate in verschiedenen Konzentrationen mit jeweils 40 Replikaten analysiert. Die Isolate stellten géngige
Genotypen dar, einschliel3lich der RE-Typen 1, 2, 3, 4, 6, der MRSA-SCCmec-Typen I, I, lIl, IV, V, VI und VI
sowie der MRSA-PFGE-Typen USA 100 bis 1000 (PFGE, Pulsfeldgelelektrophorese). Die genetische
Diversitat dieser MRSA/SA-Auswahl ist durch die Integration verschiedener SCCmec-Typen, MREJ-Typen
und spa-Typen, die auf der Grundlage der phylogenetischen Struktur in der Spezies Staphylococcus aureus
vorkommen, sowie reprasentativer Stamme verschiedener PFGE-Typen gewahrleistet. Die Verdiinnungen
und Analyseproben wurden in dhnlicher Weise wie bei der zuvor beschriebenen Studie zur Nachweis-
grenze hergestellt. Die niedrigsten Konzentrationen, bei denen noch eine Trefferquote von mindestens

95 % erreicht wurde, sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 angegeben. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass der
cobas® MRSA/SA-Test bei Nachweisgrenzen zwischen 175 und 750 CFU/Abstrich alle 35 MRSA und alle
funf SA-Stdmme korrekt detektiert. Die detektierten Stimme stellen mindestens acht SCCmec-Typen (|, II,
1, 1Iv, V, VI, VIl und neu), 10 MREJ-Typen, 21 spa-Typen und neun PFGE-Typen dar und erstrecken sich
Gber Cefoxitin-MHK-Werte von 8 bis tiber 32.
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Tabelle 4 Nachweisgrenze (LoD) des cobas® MRSA/SA-Tests fiir verschiedene MRSA-Genotypen
g)::?w. RE-Typ SC(T:;:C spa-Typ | MHK-Wert | PFGE-Typ (CFU/I:Iztrich)
1 11 neu t002 >32 Unbekannt 485
2 6 Il t242 >32 Unbekannt 720
3 9/11 neu 1024 16 Unbekannt 175
4 14 Unbekannt | Unbekannt Unbekannt Unbekannt 700
5 25 Unbekannt t003 >32 Unbekannt 175
6 6 Il 1216 >32 USA100 720
7 2 v 1008 32 USA300 350
8 2 Il 1037 32 USA200 700
9 2 \% 11578 >32 USA300 700
10 2 Il 1002 >32 USA100 720
11 2 \Y 1008 16 USA800 750
12 2 v 1008 32 USA300 266
13 2 v 1064 32 USA500 260
14 2 \Y 1148 32 USA700 700
15 2 \Y 1688 32 USA800 271
16 2 v 1688 >32 USA300 700
17 2 Il 1042 32 USA100 463
18 2 Il 1018 >32 USA200 350
19 2 \Y 1008 32 USA300 410
20 2 v 1008 32 USA300 175
21 2 v 15576 32 USA800 202
22 2 Il 1004 32 USA600 350
23 2 \Y 1216 32 USA1000 350
24 2 v 1064 32 Iberian 175
25 2 Il 1266 >32 USA600 700
26 2 \Y 1008 32 USA300 700
27 2 \Y 1008 32 USA300 350
28 2 v 1002 >32 USA800 350
29 3 Vv 1242 32 USA1000 350
30 24 neu t476 8 Unbekannt 350
31 1 | t149 >32 Unbekannt 175
32 3 Vi Unbekannt 16 Unbekannt 700
33 4 v Unbekannt 12 Unbekannt 350
34 2 ]l t030 >32 Unbekannt 700
35 25 Vi Unbekannt Unbekannt Unbekannt 175
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Tabelle 5 Nachweisgrenze (LoD) des cobas® MRSA/SA-Tests fiir verschiedene SA-Genotypen

SA-Isolat Nr. spa-Typ LoD (CFU/Abstrich)
1 1238 175
2 1018 175
3 1008 175
4 1002 175
5 1088 175

Geografische Subtypenerfassung

Zusatzlich zu den 37 MRSA-Isolaten und sechs SA-Isolaten in den oben erlduterten Studien zur
analytischen Sensitivitdt und der Genotyp-Subtypenerfassung wurden 281 MRSA-Isolate und 85 SA-Isolate
aus verschiedenen geografischen Regionen in Konzentrationen nahe der Nachweisgrenze des cobas®
MRSA/SA-Tests getestet. Die 281 MRSA-Isolate aus 16 verschiedenen Landern enthielten MRSA-Isolate
verschiedener SCCmec-Typen (I, II, Ill, IV, IVa, V, VI, VIl und neu), 71 spa-Typen und Cefoxitin-MHK-Werte
von 6 bis Giber 256. Die 85 SA-Isolate aus unterschiedlichen Orten in den USA enthielten SA-Isolate

75 verschiedener spa-Typen. Der cobas® MRSA/SA-Test detektierte alle 85 SA-Isolate. 277 der

281 MRSA-Isolate wurden detektiert. Die vier MRSA-Isolate, die vom cobas® MRSA/SA-Test nicht
detektiert wurden, waren sequenziert und die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Zielregionen
Sequenzen enthielten, die von den Primern und Sonden des cobas® MRSA/SA-Tests nicht erkannt werden
kéonnen. Bei einem der vier Isolate handelte es sich um den Stamm mecALGA251 (auch als mecC
bekannt). Die Ursprungslander der MRSA-Isolate sind in Tabelle 6 aufgeftihrt.
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Tabelle 6 Geografische Subtypenerfassung fiir den cobas® MRSA/SA-Test

Ursprungsland Gesamtzahl von Mit dem cobas® .
MRSA-Isolaten MRSA/SA-Test detektiert
Vereinigtes
Kénigreich 58 58
Deutschland 51 51
Déanemark 37 36
Frankreich 33 31
USA 20 20
Spanien 20 20
Schweiz 18 18
Japan 15 15
Schweden 7 7
Australien 6 5
Niederlande 5 5
Italien 4 4
Belgien 3 3
Schottland 2 2
Irland 1 1
Norwegen 1 1
Gesamt 281 277
Prazision

Die interne Prazisionsstudie wurde mit zwei MRSA-Isolaten und einem SA-Isolat bestimmt, die in einer
simulierten nasalen Abstrichmatrix auf Konzentrationsstufen unterhalb der Nachweisgrenze (LoD), nahe
der Nachweisgrenze und (iber der Nachweisgrenze des cobas® MRSA/SA-Tests verdiinnt wurden. Eine
negative Konzentrationsstufe, die nur aus der simulierten nasalen Abstrichmatrix bestand, wurde ebenfalls
analysiert. Die Tests wurden Gber 12 Tage in insgesamt 36 Laufen auf drei Gerdten mit drei verschiedenen
Chargen von cobas® MRSA/SA-Testreagenzien durchgefiihrt. Tabelle 7 enthélt eine Beschreibung der
Panels zur Bestimmung der Prazision und die Leistung der Studie als Trefferquote. Die Analyse der Varianz
der Ct-Werte aus Tests mit positiven Panelproben (ber der Nachweisgrenze (siehe Tabelle 8 und Tabelle 9)
ergab Gesamt-VK-Werte (in %) von 0,8 % bis 1,3 % fir MRSA-Ct und 1,2 % flir SA-Ct.
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Tabelle 7 Analyse der Trefferquote aus der Studie zur internen Prézision

95 %-KI
Panelprobe Isolat Kon?entration Anz. Anz Treffer Untere Obere
der Zielsequenz getestet Positive quote

Grenze | Grenze

1 NRS164 (SA) < 1xLoD 71 67 94,4 % 86,2 % 98,4 %
2 NRS164 (SA) ~1xLoD 72 72 100,0 % 95,0 % 100,0 %
3 NRS164 (SA) ~3xLoD 72 72 100,0 % 95,0 % 100,0 %
4 NRS384 (MRSA) < 1xLoD 72 57 79,2 % 68,0 % 87,8 %
5 NRS384 (MRSA) ~1xLoD 72 72 100,0 % 95,0 % 100,0 %
6 NRS384 (MRSA) ~3x LoD 72 72 100,0 % 95,0 % 100,0 %
7 ATCC43300 (MRSA) < 1xLoD 72 63 875 % 77.6 % 94,1 %
8 ATCC43300 (MRSA) ~1xLoD 72 72 100,0 % 95,0 % 100,0 %
9 ATCC43300 (MRSA) ~3x LoD 72 72 100,0 % 95,0 % 100,0 %

10 Keine Negativ 72 0 0,0 % 0,0 % 5,0 %

Tabelle 8 Analyse der Varianzkomponenten fiir die Panelproben iber der Nachweisgrenze in der Prazisionsstudie

Varianzkomponenten/prozentualer Einfluss zum Gesamtwert
Mittlerer

Stamm Ct Charge Kitgroe | Instrument Lauf Zufall Gesamt
NRS 164 0,050 0,023 0,007 0,032 0,082 0,193

(SA) 25,9 % 11,7 % 3,6 % 16,5 % 42,3 % 100,0 %
NRS 384 0,057 0,003 0,027 0,057 0,101 0,244
(MRSA) 23,2 % 1,2 % 11,1 % 233 % 41,2 % 100,0 %

ATCC 0,003 0,024 0,007 0,010 0,037 0,082

43300 4,1 % 29,6 % 8.9 % 12,5 % 44,9 % 100,0 %
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Tabelle 9 Analyse der Standardabweichungen und Variationskoeffizienten (%) fiir die Panelproben iber der Nachweisgrenze in der
Prazisionsstudie
SD-Komponenten/VK (%)
Mittlerer I
Stamm Ct Charge | Kitgrof3e Instrument Lauf Zufall Gesamt

NRS164 0,224 0,150 0,084 0,178 0,286 0,440
SA 35,6

(SA) 0,6 % 0,4 % 0,2 % 0,5 % 0,8 % 1,2 %

NRS 384 0,238 0,054 0,165 0,239 0,317 0,494
36,9

(MRSA) 0,6 % 0,1 % 0,4 % 0,6 % 09 % 1.3 %

ATCC 0,058 0,156 0,086 0,102 0,192 0,287
38,0

43300 0,2 % 0,4 % 0,2 % 0,3 % 0,5 % 0,8 %

Kompetitive Hemmung

Es wurden Panels aus zwei MRSA-Isolaten als Zielsequenzen in Konzentrationen der 3fachen
Nachweisgrenze des cobas® MRSA/SA-Tests und kompetitiven Staphylococcus aureus-lsolaten und
Methicillin-resistenten Staphylococcus epidermidis-lsolaten (MRSE) in steigenden Konzentrationen
gebildet. Die steigende Konzentration von SA oder MRSE hatte keine Auswirkung auf die Detektion der
MRSA/SA-Zielsequenzen, wie der relativ stabile Ct-Wert belegt (Tabelle 10).

Tabelle 10

Untersuchung der kompetitiven Hemmung ftir MRSA mittels SA (Ct-Werte)

Zielsequenz

Kompetitiver Organismus (Konzentration) :’::;i’: I\;I(l::sA 1 OS 8A5 1
Staphylococcus aureus 10851 (1 Zielsequenz) 38,2 38,8 N/A
Staphylococcus aureus 10851 (100 Zielsequenzen) 38,1 39,1 N/A
Staphylococcus aureus 10851 (10.000 Zielsequenzen) 38,4 38,8 N/A
Staphylococcus aureus 10852 (1 Zielsequenz) 38,1 39,0 N/A
Staphylococcus aureus 10852 (100 Zielsequenzen) 38,5 39,3 N/A
Staphylococcus aureus 10852 (10.000 Zielsequenzen) 37.4 39,0 N/A
Staphylococcus epidermidis 5649 (1 Zielsequenz) 379 39,5 36,5
Staphylococcus epidermidis 5649 (100 Zielsequenzen) 38,6 38,6 36,5
Staphylococcus epidermidis 5649 (10.000 Zielsequenzen) 38,1 39,7 37,0
Staphylococcus epidermidis 5657 (1 Zielsequenz) 39,0 40,1 36,9
Staphylococcus epidermidis 5657 (100 Zielsequenzen) 38,4 39,1 36,5
Staphylococcus epidermidis 5657 (10.000 Zielsequenzen) 38,3 39,7 36,7
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Analytische Spezifitat

Zur Bestimmung der analytischen Spezifitat des cobas® MRSA/SA-Tests wurden die folgenden Panels
getestet: 1) 92 Bakterien, Pilze und Viren, die in nasalen Abstrichproben vorkommen kénnen (Tabelle 11);
2) Humanzellen (Tabelle 11); 3) 43 Organismen der Gattung koagulasenegativer Staphylococcus (CoNS)
und Methicillin-resistenter koagulasenegativer Staphylococcus (MR-CoNS) (Tabelle 12);

4) 10 Borderline-Methicillin-resistente SA-Isolate (BORSA) und zwei SA-Isolate ausschlief3lich zur
MRSA-Spezifitat (Tabelle 13).

Alle Bakterien und Humanzellen wurden mit Ausnahme von Chlamydia pneumoniae durch Versetzen auf
eine Konzentration von mindestens 1 x 10® Einheiten*/ml eingestellt. Alle Viren wurden durch Versetzen auf
die hochste Konzentration eingestellt, die fiir die jeweilige Stammkultur zuldssig war (1 x 10° Einheiten*/ml,
aulRer fur das Adenovirus Typ 1 und das Influenzavirus A/H1NT1). Getestet wurden die Organismen alleine
oder mit zwei MRSA-Isolaten und einem SA-Isolat, die in einer der 3fachen Nachweisgrenze (LoD) des
cobas® MRSA/SA-Tests entsprechenden Konzentration vorlagen. Die Ergebnisse zeigten an, dass keiner
der Organismen die Detektion der vorgesehenen MRSA- oder SA-Zielsequenzen storte. In keinem Fall kam
es zu falsch-positiven Ergebnissen, wenn keine vorgesehene MRSA/SA-Zielsequenz vorhanden war.

*Alle Bakterien wurden in CFU (Colony Forming Units, koloniebildende Einheiten) quantifiziert, mit
Ausnahme von Chlamydia pneumoniae, welches in DNA-Kopien quantifiziert wurde. Das humane
Metapneumovirus wurde in Virenpartikeln quantifiziert. Folgende Viren wurden in PFU (Plaque Forming
Units, plaque-bildende Einheit) quantifiziert: Adenovirus Typ 1, 7 und 40, humanes Enterovirus, HSV1,
Influenza A/H3N2A/Hong Kong/8/68, Masernvirus, Mumpsvirus, Parainfluenzavirus Typ 1, Parainfluenza-
virus Typ 2, und Parainfluenzavirus Typ 3, Coronavirus 229E, Coronavirus OC43, Cytomegalovirus und
Rhinovirus. RSV A und RSV B wurden in TCIDso-Einheiten quantifiziert. Das Influenzavirus A/HIN1 und
Influenzavirus Typ B wurden in EIDso-Einheiten quantifiziert. EBV wurde in Kopien quantifiziert.
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Tabelle 11

Haufig in der Nasenflora vorkommende getestete Mikroorganismen fiir die Ermittlung der analytischen Spezifitét

Acinetobacter baumannii

Haemophilus parainfluenzae

Streptococcus anginosus

Acinetobacter haemolyticus

Issatchenkia orientalis

Streptococcus mitis

Bacillus cereus

Klebsiella oxytoca

Streptococcus mutans

Bordetella bronchiseptica

Klebsiella pneumoniae
(Carbapenemase bildend) ATCC # 700603

Streptococcus pneumoniae

Bordetella parapertussis

Klebsiella pneumoniae
(Carbapenemase bildend) ATCC # BAA1900

Streptococcus pyogenes

Bordetella pertussis

Lactobacillus crispatus

Streptococcus salivarius

Burkholderia cepacia

Lactobacillus delbrueckii

Streptococcus sanguinis

Candida albicans

Legionella pneumophila

Streptococcus suis

Candida glabrata

Leifsonia aquatica

Yersinia enterocolitica

Candida parapsilosis

Listeria monocytogenes

Adenovirus 40

Candida tropicalis

Microbacterium testaceum

Coronavirus 229E

Chlamydia pneumoniae* Micrococcus luteus Coronavirus OC43

Citrobacter freundii Moraxella catarrhalis Cytomegalievirus
Citrobacter koseri

Mycobacterium tuberculosis avirulent

Epstein-Barr-Virus

Corynebacterium amycolatum

Mycoplasma pneumoniae

HSV'1

Corynebacterium bovis

Mycoplasma salivarium

Humanes Adenovirus Typ 1*

Corynebacterium flavescens

Neisseria meningitidis

Humanes Adenovirus Typ 7A

Corynebacterium genitalium

Parvimonas micra

Humanes Enterovirus 71

Corynebacterium glutamicum

Pasteurella aerogenes

Humanes Metapneumovirus

Corynebacterium jeikeium

Planococcus maritimus

Influenza A/HT1N1

Cryptococcus neoformans

Proteus mirabilis

Influenzavirus A/H3N2 A/
Hong Kong/8/68

Eikenella corrodens

Proteus vulgaris

Influenza B

Enterobacter aerogenes

Providencia stuartii

Masernvirus

Enterobacter cloacae

Pseudomonas aeruginosa

Mumps-Virus

Enterococcus flavescens

Pseudomonas fluorescens

Parainfluenza 1

Enterococcus gallinarum

Rhodococcus equi

Parainfluenza 2

Enterococcus hirae

Rothia mucilaginosa

Parainfluenza 3

Escherichia coli

Salmonella enterica subsp. Enterica

Rhinovirus Typ 1A

Finegoldia magna

Serratia marcescens

RSV A

Haemophilus aphrophilus

Shigella sonnei

RSV B

Haemophilus influenzae

Streptococcus agalactiae

HCT-15-Zellen
(humane genomische DNA)

* Chlamydia pneumoniae wurde in einer Konzentration von 1,0 x 10° Kopien/ml und das Adenovirus Typ 1 in einer Konzentration
von 1,0 x 10* PFU/ml getestet.
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Tabelle 12  Eng verwandte CoNS- und MR-CoNS-Organismen, die zur Ermittlung der Spezifitat getestet wurden

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus arlettae ATCC27676 (Methicillin-resistent)

Staphylococcus pasteuri

Staphylococcus auricularis
(Methicillin-resistent)

Staphylococcus

Staphylococcus equorum . .
Py q pseudointermedius

Staphylococcus caprae

(Methicillin-resistent) Staphylococcus felis

Staphylococcus pulvereri

Staphylococcus capitis Staphylococcus gallinarum Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus carnosus ATCC29970

Staphylococcus schleiferi

Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus chromogenes ATCC29968 (Methicillin-resistent)

Staphylococcus sciuri

Staphylococcus haemolyticus Staphylococcus simulans

Staphylococcus cohnii ATCC43252 ATCC27848 (Methicillin-resistent)

Staphylococcus simulans

Staphylococcus delphini ATCC11637

Staphylococcus hominis ATCC25615

Staphylococcus epidermidis
ATCC14990 (Methicillin-resistent)

Staphylococcus warneri

Staphylococcus hominis ATCC35982 | s 1057836 (Methicillin-resistent)

Staphylococcus epidermidis
ATCC35547 (Methicillin-resistent)

Staphylococcus warneri

Staphylococcus hominis ATCC27844 | 10057839 (Methicillin-resistent)

Staphylococcus epidermidis
ATCC35983 (Methicillin-resistent)

Staphylococcus warneri

Staphylococcus hominis ATCC27845 RMSCC1224

Staphylococcus epidermidis
ATCC35984 (Methicillin-resistent)

Staphylococcus xylosus

Staphylococcus intermedius ATCC35663

Staphylococcus epidermidis
ATCC51624 (Methicillin-resistent)

Staphylococcus xylosus

Staphylococcus kloosii ATCC29971

Staphylococcus epidermidis

ATCC51625 (Methicillin-resistent) Staphylococcus lentus B

Staphylococcus epidermidis

ATCC700583 Staphylococcus lugdunensis -

Tabelle 13  Getestete SA- und BORSA-Isolate zur Ermittlung der MRSA-Spezifitat

Staphylococcus aureus 10851

Staphylococcus aureus 10323 (BORSA)

Staphylococcus aureus 10852

Staphylococcus aureus 10324 (BORSA)

Staphylococcus aureus 10319 (BORSA)

Staphylococcus aureus 10325 (BORSA)

Staphylococcus aureus 10320 (BORSA)

Staphylococcus aureus 10326 (BORSA)

Staphylococcus aureus 10321 (BORSA)

Staphylococcus aureus 10327 (BORSA)

Staphylococcus aureus 10322 (BORSA)

Staphylococcus aureus 10328 (BORSA)
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Storeinfliisse

Es wurden die potentiellen Storeinfliisse von 25 gangigen Medikamente fir den Nasen- und Rachenraum
sowie von Vollblut und Schleim auf den cobas® MRSA/SA-Test untersucht. Alle Substanzen wurden in
Konzentrationen getestet, die tiber den bei nasalen Abstrichproben zu erwartenden Werten lagen. Die
Menge der Stdrsubstanz wird als Prozentsatz der Menge angegeben, die maximal von einem Tupfer aufge-
nommen werden kann. Zwei MRSA-Isolate und ein SA-Isolat wurden auf eine Konzentration an der 3fachen
Nachweisgrenze (LoD) des cobas® MRSA/SA-Tests gebracht und in den Tests als Zielorganismen
verwendet. Bei exogenen Substanzen wurden bis 100 % der Tupferkapazitat keine Storeinfliisse festgestellt,
mit Ausnahme von Relenza® (kein Storeinfluss bis 6,25 % der Tupferkapazitét), Rhinaris® Nasen-Gel (kein
Storeinfluss bis 15 % der Tupferkapazitat) und Releev (kein Storeinfluss bis 25 % der Tupferkapazitat). Es ist
zu beachten, dass Relenza® nur bis 6,25 % der Tupferkapazitat getestet wurde, da dies bereits die Gesamt-
menge einer normalen Anwendung des Medikaments laut Packungsbeilage darstellt. Bei Vollblut wurde bis
75 % der Tupferkapazitat kein Stéreinfluss beobachtet; bei Schleim wurde bis 10 % der Tupferkapazitat kein
Storeinfluss beobachtet. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14  Ergebnisse der Tests von Storsubstanzen

Substanz Ergebnisse
Vollblut Kein Storeinfluss bis 75 % der Tupferkapazitét
Schleim Kein Storeinfluss bis 10 % der Tupferkapazitét

Afrin Nasenspray

Kein Storeinfluss

Beconase Nasenspray

Kein Storeinfluss

Bepanthen® Nasensalbe

Kein Storeinfluss

Chloraseptic Max Lutschpastillen

Kein Storeinfluss

Fluticasone Propionate (50 mcg) Nasenspray

Kein Storeinfluss

FluMist® (Afluria, Grippeschutzimpfung)

Kein Storeinfluss

Flunisolide Nasenspray USP, 0,025 %

Kein Storeinfluss

Mupirocin Salbe

Kein Storeinfluss

Dristan™ Nasenspray

Kein Storeinfluss

Luffeel™

Kein Storeinfluss

Triamcinolone Acetonide Nasenspray

Kein Storeinfluss

NasalCrom Nasenspray

Kein Storeinfluss

Nasonex Nasenspray

Kein Storeinfluss

Neo-Synephrine

Kein Storeinfluss

Otrivin Nasenspray

Kein Storeinfluss

Relenza®

Kein Stéreinfluss bis 6,25 % der Tupferkapazitat

Budesonide Inhalationsspray 0,25 mg/2 mi

Kein Storeinfluss

Azelastin HCI Nasenspray

Kein Storeinfluss

Equate Nasenspray mit Kochsalzlésung zur Befeuchtung der Nase

Kein Storeinfluss

Rhinaris® Nasen-Gel

Kein Stéreinfluss bis 15 % der Tupferkapazitat

Tobramycin and Dexamethasone Augentropfen

Kein Storeinfluss

Releev (gegen Herpes)

Kein Storeinfluss bis 25 % der Tupferkapazitét

Zicam Nasen-Gel

Kein Storeinfluss

QVAR (40 mcg) Inhalationsaerosol

Kein Storeinfluss

Nostrilla

Kein Storeinfluss

* Diese Konzentration ist die Gesamtmenge von Relenza®, die laut Packungsbeilage bei einer Einzeldosis verabreicht wird.
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Klinische Leistung bei Verwendung klinischer Proben

Die Leistung des cobas® MRSA/SA-Tests wurde mit der Leistung eines von der FDA zugelassenen und
CE-gekennzeichneten NAT (Nukleinsduretests) auf dem neuesten Stand der Technik verglichen. Dabei
wurde eine Kombination aus Bakterien-Direktkultur und -Anreicherungskultur als Referenzmethode
herangezogen. Von jeder an der Studie teilnehmenden Testperson wurden je zwei nasale Abstrichproben
entnommen. Die Probe fiir den cobas® MRSA/SA-Test wurde mit dem MSwab Entnahme-, Transport- und
Konservierungssystem entnommen und die Probe fiir den Vergleichstest wurde mit Liquid Stuart-Tupfern
entnommen. Mit der MSwab-Probe wurden je eine Platte chromogenes Selektiv- und Differentialmedium
fir MRSA und fur SA (Direktkultur) sowie ein R6hrchen mit Trypticase-Soja-Bouillon (TSB) mit 6,5 % NaCl
zur Anreicherung Gber Nacht (Anreicherungskultur) beimpft. Die Anreicherungskultur wurde anschliel3end
auf chromogene Medien aufgebracht. Mutmalf3lich SA-positive Kolonien auf chromogenen Medien wurden
mit einem Latex-Agglutinationstest (Staphraurex®, Remel Microbiology Products, Thermo Scientific, Inc.)
bestéatigt. Mutmal3lich MRSA-positive Kolonien wurden mit einem Cefoxitin-Blattchen-Diffusionstest
bestatigt.

Es nahmen insgesamt 383 Testpersonen von zwei Zentren in der EU an der Studie teil. Vier Testpersonen
wurden aufgrund unvollstandiger Ergebnisse fir einen der beiden Tests ausgeschlossen. In der Kombi-
nation aus Bakterien-Direktkultur und -Anreicherungskultur waren 27 Proben MRSA-positiv und

144 Proben SA-positiv (Pravalenz: MRSA 7,1 %, SA 38,0 %). Die Leistung des cobas® MRSA/SA-Tests
und des Vergleichs-NAT im Vergleich zur Direktkultur ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15 cobas® MRSA/SA-Test und Vergleichs-Nukleinsiuretest (NAT) im Vergleich zur Direktkultur

MRSA Direktkultur SA Direktkultur
Positiv Negativ Positiv Negativ
cobas® Positiv 15 18 cobas® Positiv 121 29
MRSA/SA Negativ 1 345 MRSA/SA Negativ 5 224
95 % Kl 95 % Kl 95 % Kl 95 % Kl
Schatzung  Unt. Grenze  Ob. Grenze Schatzung  Unt. Grenze  Ob. Grenze
Sensitivitat 94 % 70 % 100 % Sensitivitat 96 % 91 % 99 %
Spezifitit 95 % 92 % 97 % Spezifitit 89 % 84 % 92 %
MRSA Direktkultur SA Direktkultur
Positiv Negativ Positiv Negativ
Vergleichs- Positiv 14 16 Vergleichs- Positiv 122 31
NAT Negativ 2 347 NAT Negativ 4 222
95 % Kl 95 % Kl 95 % Kl 95 % Kl
Schatzung  Unt. Grenze  Ob. Grenze Schatzung  Unt. Grenze  Ob. Grenze
Sensitivitat 88 0o 62 % 98 % Sensitivitat 97 % 92 % 99 %
Spezifitit 96 % 93 % 97 % Spezifitit 88 % 83 % 92 %

Die Leistung des cobas® MRSA/SA-Tests und des Vergleichs-NAT im Vergleich zur Direkt-/
Anreicherungskultur ist in Tabelle 16 dargestellt. In dieser Analyse wird ein positives Ergebnis aus der
Direkt- oder der Anreicherungskultur als positiv betrachtet. Ein negatives Ergebnis liegt nur dann vor,
wenn sowohl die Ergebnisse der Direktkultur als auch die der Anreicherungskultur negativ sind.
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Tabelle 16 cobas® MRSA/SA-Test und Vergleichs-Nukleinséduretest (NAT) im Vergleich zur Direkt-/Anreicherungskultur
MRSA Anreiclt:::fuk:g/skultur SA Anreic[I::fuk:g/skultur
Positiv Negativ Positiv Negativ
cobas® Positiv 25 8 cobas® Positiv 137 13
MRSA/SA Negativ 2 344 MRSA/SA Negativ 7 222
95 % Ki 95 % KI 95 % KI 95 % Ki
Schatzung  Unt. Grenze Ob. Grenze Schatzung  Unt. Grenze Ob. Grenze
Sensitivitit 93 0 76 % 99 % Sensitivitit 95 % 90 % 98 %%
Spezifitit 98 % 96 % 99 % Spezifitat 94 9% 91 % 97 %
MRSA Anreiclt:::fuk:g/skultur SA Anreic[l::fukl:g/skultur
Positiv Negativ Positiv Negativ
Vergleichs- Positiv 24 6 Vergleichs- Positiv 138 15
NAT Negativ 3 346 NAT Negativ 6 220
95 % Ki 95 % KI 95 % KI 95 % Ki
Schatzung  Unt. Grenze Ob. Grenze Schatzung  Unt. Grenze Ob. Grenze
Sensitivitat 89 % 71 % 98 % Sensitivitat 96 % 91 % 98 %
Spezifitét 98 % 96 % 99 % Spezifitét 94 Y% 90 % 96 %
NPV 99 % 98 % 100 % NPV 97 % 94 % 99 %
PPV 80 % 61 % 92 % PPV 90 % 84 % 94 %

Die Leistung des cobas® MRSA/SA-Tests im direkten Vergleich mit einem von der FDA zugelassenen und

CE-gekennzeichneten Vergleichs-NAT auf dem neuesten Stand der Technik ist schlie8lich in Tabelle 17

dargestellt.
Tabelle 177 cobas® MRSA/SA-Test im Vergleich zum Vergleichs-Nukleinsduretest (NAT)
MRSA Vergleichs-NAT SA Vergleichs-NAT
Positiv Negativ Positiv Negativ
cobas® Positiv 28 5 cobas® Positiv 144 6
MRSA/SA Negativ 2 344 MRSA/SA Negativ 9 220
95 % Kl 95 % Kl 95 % Kl 95 % Kl
Schatzung  Unt. Grenze  Ob. Grenze Schatzung  Unt. Grenze  Ob. Grenze
Positive Uber- Positive Uber-
einstimmung 93 % 78 % 99 % einstimmung 94 % 89 % 97 %
Negative Uber- Negative Uber-
einstimmung 99 % 97 % 100 % einstimmung 97 % 94 % 99 %
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Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit des cobas® MRSA/SA-Tests auf dem cobas® 4800 System wurde in einer multi-
zentrischen Studie anhand von kiinstlich hergestellten klinischen Proben unter Beriicksichtigung der
Faktoren Charge, Testort/Gerat, Anwender, Tag und Lauf bestimmt.

Die zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit des MRSA/SA-Tests verwendeten Panels wurden erstellt,
indem einer kiinstlich hergestellten Probenmatrix (simulierte klinische MSwab-Nasalabstriche mit Schleim
und menschlichen Epithelzellen) die MRSA-Stdmme NRS384 (MRSA-384) und ATCC 43300 (MRSA-43300)
bzw. der SA-Stamm RMSCC 10851 in einer von drei Konzentrationen (Konzentration unterhalb der
Nachweisgrenze, in Hohe der 1fachen Nachweisgrenze oder in Héhe der 3fachen Nachweisgrenze)
zugesetzt wurde. Als Negativkontrolle war im Panel eine MRSA/SA-negative Panelprobe enthalten.
Insgesamt umfasste jeder Lauf pro Testpanel 10 Proben, fiir die es jeweils 3 Replikate gab. Die Panels
wurden in 3 Testzentren von jeweils 2 Anwendern getestet, von denen jeder Gber 5 Tage mit 2 Chargen
taglich 1 Lauf pro Charge durchfiihrte, sodass sich eine Gesamtzahl von 1800 Tests ergibt (180 Tests/
Panelprobe bzw. 90 Tests/Panelprobe/Charge). Insgesamt wurden 60 Laufe durchgefiihrt. Alle Laufe
waren gultig. Kein Test schlug fehl/war ungiiltig.

Reproduzierbarkeits-Ergebnisse fiir MRSA

Tabelle 18 fasst die Ergebnisse der Reproduzierbarkeitsstudie fiir MRSA zu Ct-Wert und prozentualer
Ubereinstimmung (exaktes zweiseitiges 95-%-KI) nach Testort und Panelprobe zusammen. Die positive
Ubereinstimmung in Prozent lag fiir die MRSA-positiven Panelproben mit ,MRSA-384 unter LoD“ und
+MRSA-43300 unter LoD* bei 85,6 % (95-%-KI: 79,6 % bis 90,3 %) bzw. 87,2 % (95-%-KI: 81,4 % bis

91,7 %). Fiir alle anderen MRSA-positiven Panelproben betrug die positive Ubereinstimmung in Prozent
100,0 % (95-%-KI: 98,0 % bis 100,0 %). Bezogen auf alle MRSA-positiven Panelproben lagen Gesamt-SD
und Gesamt-VK (%) der Ct-Werte bei < 0,51 % bzw. < 1,4 %.
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Tabelle 18 Zusammenfassung der Reproduzierbarkeits-Ergebnisse fiir MRSA - Ct-Wert und Ubereinstimmung in Prozent nach Testort und

Panelprobe
Ubereinstimmung in Prozent
a . L
Giiltige Test- Ct nach Testort (n/N) Gesamtiibereinstimmung
ergebnisse Mittel- VK Prozent
Panelprobe (n) wert SD (%) 1 2 3 (n/N) (95-%-KI)P
. 100,0 100,0 100,0 100,0 %
Negativ 180 k. A kA | kA (98,0 %, 100,0 %)
(60/60) | (60/60) | (60/60) (180/180)
MRSA-384 95,0 83,3 78,3 85,6
180 40,3 0,43 1,1 ° (79,6 %, 90,3 %)
unter LoD (57/60) | (50/60) | (47/60) (154/180)
MRSA-384 100,0 100,0 100,0 100,0 %
180 38,0 0,49 13 ° (98,0 %, 100,0 %)
1% LoD (60/60) | (60/60) | (60/60) | (180/180)
MRSA-384 100,0 100,0 100,0 100,0 %
180 36,3 0,44 1,2 ° (98,0 %, 100,0 %)
3 x LoD (60/60) | (60/60) | (60/60) | (180/180)
MRSA-43300 91,7 81,7 88,3 87,2 %
180 40,4 0,40 1,0 ° (81,4 %, 91,7 %)
unter LoD (55/60) | (49/60) | (53/60) (157/180)
MRSA-43300 100,0 100,0 100,0 100,0 %
180 389 0,45 1,1 ° (98,0 %, 100,0 %)
1 x LoD (60/60) | (60/60) | (60/60) (180/180)
MRSA-43300 100,0 100,0 100,0 100,0 %
180 374 0,51 14 ° (98,0 %, 100,0 %)
3 x LoD (60/60) | (60/60) | (60/60) | (180/180)

a Fiir negative Panelproben: Ubereinstimmung in Prozent = (Anzahl der negativen Ergebnisse + Anzahl aller giiltigen Ergebnisse) x 100;

flir positive Panelproben: Ubereinstimmung in Prozent = (Anzahl der positiven Ergebnisse + Anzahl aller giiltigen Ergebnisse) x 100

b 95-94-KI = zweiseitiges, exaktes binomisches 95-%-Konfidenzintervall

Ct = Zyklusschwellenwert; k. A. = keine Angabe; KI = Konfidenzintervall; LoD = Nachweisgrenze; MRSA = Methicillin-resistenter
Staphylococcus aureus; MRSA-384 = Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus-Stamm NRS384; MRSA-43300 = Methicillin-
resistenter Staphylococcus aureus-Stamm ATCC 43300; SA = Staphylococcus aureus; VK = Variationskoeffizient

In Tabelle 19 sind die SD und der VK (%) der Ct-Werte fir MRSA-positive Panelproben insgesamt sowie

jeweils bezogen auf Charge, Testort/Gerat, Anwender, Tag und einzelnen Lauf dargestellt.
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Tabelle 19 Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient in % fiir Ct-Werte bei positiven Panelproben mit giltigem Ergebnis -

MRSA
MRSA Standardabweichung und Variationskoeffizient in Prozent
Charge Testort/Gerit Anwender Tag Intra-Lauf Gesamt
Mittlerer
Panelprobe N Ct SD VK SD VK SD VK SD VK SD VK SD VK
MRSA-384 154 40,3 0,00 0,0 % 0,06 0,2 % 0,00 0,0 % 0,23 0,6 % 0,36 0,9 % 0,43 1,1 %
unter LoD
MRSA-384
1 % LoD 180 38,0 0,07 0,2 % 0,18 0,5 % 0,00 0,0 % 0,17 0,5 % 0,41 1,1 % 0,49 1,3 %
MRSA-384
3 x LoD 180 36,3 0,12 0,3 % 0,20 0,6 % 0,02 0,1 % 0,15 0,4 % 0,35 1,0 % 0,44 1,2 %
MRSA-43300
157 40,4 0,03 0,1 % 0,07 0,2 % 0,06 0,1 % 0,02 0,0 % 0,39 1,0 % 0,40 1,0 %
unter LoD
MRSA-43300
1 x LoD 180 38,9 0,00 0,0 % 0,11 0,3 % 0,00 0,0 % 0,19 0,5 % 0,39 1,0 % 0,45 1,1 %
MRSA-43300
3 x LoD 180 37,4 0,13 0.4 % 0,24 0,6 % 0,12 0,3 % 0,10 0,3 % 0,40 1,1 % 0,51 1,4 %

Ct = Zyklusschwellenwert; LoD = Nachweisgrenze; MRSA = Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus; MRSA-384 = Methicillin-
resistenter Staphylococcus aureus-Stamm NRS384; MRSA-43300 = Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus-Stamm ATCC 43300;
SD = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient

Reproduzierbarkeits-Ergebnisse fiir SA

Tabelle 20 fasst die Ergebnisse der Reproduzierbarkeitsstudie fiir SA zu Ct-Wert und prozentualer
Ubereinstimmung (exaktes zweiseitiges 95-%-KIl) nach Testort und Panelprobe zusammen. Die positive
Ubereinstimmung in Prozent fir die SA-positiven Panelprobengruppen ,,SA unter LoD*, ,SA 1 x LoD“

und ,SA 3 x LoD" lag bei 50,0 % (95-%-KI: 42,5 % bis 57,5 %), 99,4 % (95-%-KI: 96,9 % bis 100,0 %) bzw.
100,0 % (95-%-KI: 98,0 % bis 100,0 %). Bezogen auf alle SA-positiven Panelproben lagen Gesamt-SD und
Gesamt-VK (%) der Ct-Werte bei < 0,49 % bzw. < 1,3 %. Die negative Ubereinstimmung in Prozent betrug
bei den MRSA/SA-negativen Panelproben 100,0 % (95-%-KI: 98,0 % bis 100,0 %).

06979360001-07DE

Doc. Rev. 6.0 42



cobas® MRSA/SA Test

Tabelle 20 Zusammenfassung der Reproduzierbarkeits-Ergebnisse fiir SA - Ct-Wert und Ubereinstimmung in Prozent nach Testort und

Panelprobe
Giiltige Ubereinstimmung in Prozent ) o
Test- Ct nach Testort (n/N)? Gesamtiibereinstimmung
ergebnisse Mittel- VK Prozent
Panelprobe (n) wert SD (%) 1 2 3 (n/N) (95-%-KI)®
] 100,0 100,0 100,0 100,0 %
Negativ 180 k. A. k. A. k. A. (98,0 %, 100,0 %)
(60/60) (60/60) (60/60) (180/180)
23,3 60,0 66,7 50,0 %
SA unter LoD 180 38,6 0,46 1,2 (42,5 %, 57,5 %)
(14/60) (36/60) (40/60) (90/180)
100,0 98,3 100,0 99,4 %%
SA1 x LoD 180 36,8 0,49 1,3 (96,9 %, 100,0 %)
(60/60) (59/60) (60/60) (179/180)
100,0 100,0 100,0 100,0 %
SA 3 x LoD 180 35,1 0,38 1,1 (98,0 %, 100,0 %)
(60/60) (60/60) (60/60) (180/180)

a Fiir negative Panelproben: Ubereinstimmung in Prozent = (Anzahl der negativen Ergebnisse + Anzahl aller giiltigen Ergebnisse) x 100;
fuir positive Panelproben: Ubereinstimmung in Prozent = (Anzahl der positiven Ergebnisse + Anzahl aller giiltigen Ergebnisse) x 100

b 95-00-KI = zweiseitiges, exaktes binomisches 95-%-Konfidenzintervall
Ct = Zyklusschwellenwert; k. A. = keine Angabe; KI = Konfidenzintervall; LoD = Nachweisgrenze; SA = Staphylococcus aureus;
VK = Variationskoeffizient

In Tabelle 21 sind die SD und der VK (%) der Ct-Werte fiir SA-positive Panelproben insgesamt sowie
jeweils bezogen auf Charge, Testort/Gerat, Anwender, Tag und einzelnen Lauf dargestellt.

Tabelle 21 Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient in % fiir Ct-Werte bei positiven Panelproben mit giiltigem Ergebnis - SA

Standardabweichung und Variationskoeffizient in Prozent
SA Charge Testort/Gerét Anwender Tag Intra-Lauf Gesamt
Mittlerer
Panelprobe N Ct SD VK SD VK SD VK SD VK SD VK SD VK
SA unter LoD 90 38,6 0,00 0,0 % 0,00 0,0 % 0,00 0,0 % 0,00 0,0% | 0,46 1,2% | 0,46 1,2 %
SA 1 x LoD 179 36,8 0,14 0,4 % 0,29 0,8 % 0,13 0,3 % 0,16 0,4% | 0,31 0,8% | 0,49 1,3 %
SA 3 x LoD 180 35,1 0,11 0,3 % 0,14 0,4 % 0,12 0,3 % 0,02 0,1% | 0,31 09% | 0,38 1,1 %

Ct = Zyklusschwellenwert; LoD = Nachweisgrenze; SA = Staphylococcus aureus; SD = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient

Klinische Leistung

Die klinische Leistung des cobas® MRSA/SA-Tests wurde in einer durch eine Ethikkommission
genehmigten prospektiven, multizentrischen Studie bestimmt, in der anhand von Nasalabstrichen
geeigneter mannlicher und weiblicher Probanden die Ergebnisse mit einer direkten chromogenen Kultur
sowie mit einer mit Anreicherungskultur kombinierten direkten chromogenen Kultur verglichen wurden.

Die Proben wurden an sechs unterschiedlichen Standorten in den USA entnommen. Es wurden von jedem
Probanden ein oder zwei Abstrichproben genommen: ein Abstrich, mit MSwab (Copan Flock Technologies
Srl., Brescia, Italien), fiir den cobas® MRSA/SA-Test und die Direkt-/Anreicherungskultur sowie
gegebenenfalls ein Abstrich fir Laborstandardverfahren.
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Der cobas® MRSA/SA-Test wurde an drei verschiedenen Standorten durchgefiihrt, und das Verfahren

mit Direkt- und Anreicherungskultur ibernahm ein Referenzlabor, das auf die Kultivierung und den
molekularen Nachweis von MRSA und SA spezialisiert ist. Von dem MSwab-Abstrich jedes Probanden
wurde jeweils ein 100-pl-Aliquot kurz direkt auf eine Platte chromogenes Selektiv- und Differentialmedium
fir MRSA und fir SA (Direktkultur) sowie in ein Réhrchen mit Trypticase-Soja-Boullion (TSB) mit 6,5 %
NaCl (Anreicherungskultur) gegeben. Isolate mit Positivverdacht und positive Bouillon-Anreicherungs-
kulturen wurden auf Agar mit 5 % Schafsblut subkultiviert und ftir die Isolate wurde mittels Gram-Farbung
und Latex-Agglutinationstest ein SA-Befund gestellt. Fiir mutmallich MRSA-positive Isolate erfolgte die
Bestatigung anhand eines Cefoxitin-Blattchen-Diffusionstests auf Methicillin-Resistenz nach dem Kirby-
Bauer-Verfahren.

Als MRSA/SA-positiv galten Proben bei der Kulturmethode, wenn sie mit der Direkt- oder Anreicherungs-
kultur positiv auf MRSA/SA getestet wurden. Als MRSA/SA-negativ galten Proben bei der Kulturmethode,
wenn sie sowohl mit der Direkt- als auch mit der Anreicherungskultur negativ auf MRSA/SA getestet
wurden.

Fir alle Proben, bei denen die mit dem cobas® MRSA/SA-Test und mit der kombinierten Direkt- und
Anreicherungskultur erzielten Ergebnisse voneinander abwichen, wurde eine Diskrepanzanalyse mit einem
zweiten, von der FDA zugelassenen Nukleinsdure-Amplifikationstest (NAAT) und einer nicht selektiven
Direkt- sowie einer nicht selektiven Anreicherungskultur vorgenommen, wobei eine zufallig ausgewahlte
Teilmenge der Proben mit tGbereinstimmenden Ergebnissen als Kontrollen einbezogen wurde. Ein 100-pl-
Aliquot der noch verbleibenden MSwab-Probenmenge wurde kurz auf eine Schokolade-Agar-Platte
(nicht selektive Direktkultur) gegeben und ein zweites 100-pl-Aliquot wurde einer NaCl-freien TSB
(nicht selektive Anreicherungskultur) zugesetzt. Die der nicht selektiven Direkt- und der nicht selektiven
Anreicherungskultur entnommenen Isolate wurden wie beschrieben charakterisiert. Zusatzlich wurden
atypische Isolate mit Positivverdacht zur Befundabklarung entsprechend der géngigen Praxis des
Referenzlabors anhand eines laborentwickelten PCR-Tests auf femA- und mecA-Gene getestet.

Ergebnisse

Es wurden Proben von 2528 Probanden genommen; dabei wurden mit Proben von 1372 méannlichen

(54,8 %) und 1132 weiblichen (45,2 %) Probanden insgesamt 2504 (99,1 %) auswertbare Ergebnisse erzielt.
Die meisten Probanden waren im Alter von > 50 Jahren (67,2 %), die Altersspanne reichte von 18 bis 101
(Altersmedian = 57). Von den Proben waren insgesamt 160 MRSA-positiv und 660 SA-positiv.

Leistung des cobas® MRSA/SA-Tests im Vergleich zur Bestimmung iiber eine kombinierte Direkt- und
Anreicherungskultur (Referenzmethode)

Die Leistung des cobas® MRSA/SA-Tests im Vergleich zum Verfahren mit kombinierter Direkt- und
Anreicherungskultur, ermittelt mit 2500 auswertbaren Ergebnissen fiir MRSA und 2501 auswertbaren
Ergebnissen fiir SA, ist in Tabelle 22 zusammengefasst.

Sensitivitdt und Spezifitat fir MRSA betrugen im Vergleich zum Verfahren mit kombinierter Direkt- und
Anreicherungskultur 93,1 % (149/160) bzw. 97,5 % (2281/2340); Pravalenz, PPV und NPV lagen jeweils
bei 6,4 %, 71,6 % bzw. 99,5 %.

Sensitivitdt und Spezifitat fir SA betrugen im Vergleich zum Verfahren mit kombinierter Direkt- und
Anreicherungskultur 93,9 % (620/660) bzw. 94,2 % (1734/1841); Pravalenz, PPV und NPV lagen jeweils
bei 26,4 %, 85,3 % bzw. 97,7 %.
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Tabelle 22 Vergleich der Ergebnisse des cobas® MRSA/SA-Tests und der Direkt- und Anreicherungskultur (Referenzmethode)

Direkt- und Anreicherungskultur (Referenzmethode)

MRSA SA
Positiv Negativ Gesamt Positiv Negativ Gesamt
cobas® Positiv 149 59 208 620 107 727
MRSA/SA- Negativ 11 2281 2292 40 1734 1774
Test Gesamt 160 2340 2500 660 1841 2501
MRSA
Sensitivitat: 93,1 % (149/160) (95-%-KI: 88,1-96,1 %)
Spezifitdt: 97,5 % (2281/2340) (95-%-KI: 96,8-98,0 %)
Pravalenz: 6,4 %
PPV: 71,6 %
NPV: 99,5 %
SA
Sensitivitat: 93,9 % (620/660) (95-%-KI: 91,9-95,5 %)
Spezifitdt: 94,2 % (1734/1841) (95-%-KI: 93,0-95,2 %)
Pravalenz: 26,4 %
PPV: 853 %
NPV: 97,7 %

Hinweis: Probandenproben mit giiltigen Ergebnissen sowohl fiir die Direktkultur als auch fiir den cobas® MRSA/SA-Test
gelten als auswertbar und sind in dieser Tabelle enthalten.

MRSA = Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus; NPV = negativer pradiktiver Wert; PPV = positiver pradiktiver

Wert; SA = Staphylococcus aureus

Ergebnisvergleich zwischen dem cobas® MRSA/SA-Test und der Direktkultur

Tabelle 23 zeigt die mit dem cobas® MRSA/SA-Test und die mit einer Direktkultur erzielten auswertbaren
2504 Ergebnisse im Vergleich.

Fiir MRSA betrugen die Gesamtiibereinstimmung sowie die positive und negative Ubereinstimmung in
Prozent zwischen cobas® MRSA/SA-Test und Direktkulturverfahren 96,9 % (2427/2504), 97,1 % (135/139)
bzw. 96,9 % (2292/2365) bei einer Pravalenz von 5,6 %.

Fiir SA betrugen die Gesamtiibereinstimmung sowie die positive und negative Ubereinstimmung in Prozent
zwischen cobas® MRSA/SA-Test und Direktkulturverfahren 93,3 % (2336/2504), 97,0 % (577/595) bzw.
92,1 % (1759/1909) bei einer Priavalenz von 23,8 %.
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Tabelle 23 Ergebnisvergleich zwischen dem cobas® MRSA/SA-Test und der Direktkultur

Direktkultur
MRSA SA
Positiv Negativ Gesamt Positiv Negativ Gesamt
® Positiv 135 73 208 577 150 727
cobas
MRSA/SA- Negativ 4 2292 2296 18 1759 1777
Test Gesamt 139 2365 2504 595 1909 2504
MRSA

Positive Ubereinstimmung in Prozent: 97,1 % (135/139) (95-%-KI: 92,8-98,9 %)
Negative Ubereinstimmung in Prozent: 96,9 % (2292/2365) (95-%-KI: 96,1-97,5 %)
Gesamtiibereinstimmung in Prozent: 96,9 % (2427/2504) (95-%-KI: 96,2-97,5 %)
Pravalenz: 5,6 %

SA
Positive Ubereinstimmung in Prozent: 97,0 % (577/595) (95-%-KI: 95,3-98,1 %)
Negative Ubereinstimmung in Prozent: 92,1 % (1759/1909) (95-%-KI: 90,8-93,3 %)
Gesamtiibereinstimmung in Prozent: 93,3 % (2336/2504) (95-%-KI: 92,2-94,2 %)
Pravalenz: 23,8 %

Hinweis: Probandenproben mit giiltigen Ergebnissen sowohl fiir die Direktkultur als auch fiir den cobas® MRSA/SA-
Test gelten als auswertbar und sind in dieser Tabelle enthalten.

MRSA = Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus; SA = Staphylococcus aureus

Diskrepanzanalyse von Proben mit nicht iibereinstimmenden und iibereinstimmenden Ergebnissen

Fiir alle Proben, bei denen die mit dem cobas® MRSA/SA-Test und mit der kombinierten Direkt- und
Anreicherungskultur (Referenzmethode) erzielten Ergebnisse voneinander abwichen (Tabelle 22), wurde
eine Diskrepanzanalyse mit einem zweiten, von der FDA zugelassenen Nukleinsdure-Amplifikationstest
(NAAT) und einer nicht selektiven Direkt- sowie einer nicht selektiven Anreicherungskultur vorgenommen,
wobei eine zuféllig ausgewahlte Teilmenge der Proben mit Gibereinstimmenden Ergebnissen als Kontrollen

einbezogen wurde.

Es gab insgesamt 70 Proben, deren MRSA-Ergebnisse nicht Gibereinstimmten: 11 abweichend MRSA-
negative und 59 abweichend MRSA-positive (Tabelle 22). Von den 11 abweichend MRSA-negativen
Proben wurden 5 mit dem zweiten NAAT und der nicht selektiven Direkt- und der nicht selektiven
Anreicherungskultur fiir MRSA-negativ befunden. Von den 59 abweichend MRSA-positiven Proben
wurden 20 mit dem zweiten NAAT oder mit einer oder beiden nicht selektiven Kulturen (Direkt- und
Anreicherungskultur) fiir MRSA-positiv befunden.

Es gab insgesamt 147 Proben, deren SA-Ergebnisse nicht ibereinstimmten: 40 abweichend SA-negative
und 107 abweichend SA-positive (Tabelle 22). Von den 40 abweichend SA-negativen Proben wurden

31 mit dem zweiten NAAT und der nicht selektiven Direkt- und der nicht selektiven Anreicherungskultur
fur SA-negativ befunden. Von den 107 abweichend SA-positiven Proben wurden 24 mit dem zweiten NAAT
oder mit einer oder beiden nicht selektiven Kulturen (Direkt- und Anreicherungskultur) fiir SA-positiv
befunden.
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Als Kontrollen wurden 74 zuféllig ausgewahlte Proben mit ibereinstimmenden Ergebnissen in die
Diskrepanzanalyse einbezogen: 25 MRSA-positive, 25 SA-negative und 24 SA-positive/MRSA-negative.
Von den 74 Kontrollen wurden alle 25 MRSA-positiven Proben mit dem zweiten NAAT oder mit einer oder
beiden nicht selektiven Kulturen (Direkt- und Anreicherungskultur) fir MRSA-positiv befunden; alle 25 SA-
negativen Proben wurden mit dem zweiten NAAT und der nicht selektiven Direkt- und der nicht selektiven
Anreicherungskultur fiir SA-negativ befunden; und von den 24 SA-positiven Proben wurden 21 mit dem
zweiten NAAT oder mit einer oder beiden nicht selektiven Kulturen (Direkt- und Anreicherungskultur) far
SA-positiv befunden, wahrend 1 mit der nicht selektiven Anreicherungskultur fir MRSA-positiv und 2 mit
dem zweiten NAAT und der nicht selektiven Direkt- und der nicht selektiven Anreicherungskultur fiir SA-
negativ befunden wurden.

Erwartete Werte

Pravalenz

Die Pravalenz der nasalen Besiedlung mit MRSA und SA ist von einer Vielzahl an Faktoren abhéngig,
darunter Aufenthalt in einer Langzeitpflegeeinrichtung, zuriickliegende MRSA-Infektion oder -Besiedlung,
Diabetes Mellitus, enger Kontakt mit MRSA/SA-Tragern und Antibiotikaeinnahme zu einem friitheren
Zeitpunkt. Die mit dem cobas® MRSA/SA-Test ermittelte Gesamtprivalenz von MRSA und SA lag bei
einer multizentrischen klinischen Studie bei 6,4 % gegentiber den mit dem Vergleichsverfahren der
kombinierten Direkt- und Anreicherungskultur ermittelten 26,4 %.

Hypothetische positive und negative pridiktive Werte des cobas® MRSA/SA-Tests fiir MRSA

Die hypothetischen positiven und negativen pradiktiven Werte (PPV und NPV) des cobas® MRSA/SA-Tests
fir MRSA in Abhéngigkeit von einer nasalen Besiedlungsrate von 1 bis 30 % sind in Tabelle 24 aufgefiihrt.
Die Sensitivitat und Spezifitat des cobas® MRSA/SA-Tests fir MRSA lag bei 93,1 % gegentiber den mit
dem Verfahren mit kombinierter Direkt- und Anreicherungskultur (Referenz) ermittelten 97,5 %.

Tabelle 24 Hypothetische positive und negative pradiktive Werte fir MRSA in Abhéngigkeit von der nasalen Besiedlungsrate

Prévalenz (%) Sensitivitat (%) Spezifitit (%) PPV (%) NPV (%)
1 93,1 % 97,5 % 27,2 % 99,9 %
5 93,1 % 97,5 % 66,0 % 99,6 %
10 93,1 % 97,5 % 80,4 % 99,2 %
15 93,1 % 97,5 % 86,7 % 98,8 %
20 93,1 % 97,5 % 90,2 % 98,3 %
25 93,1 % 97,5 % 92,5 % 97,7 %
30 93,1 % 97,5 % 94,1 % 97,1 %

Hinweis: Sensitivitit und Spezifitat wurden durch den Vergleich der Ergebnisse des cobas® MRSA/SA-Tests und des
Verfahrens mit kombinierter Direkt- und Anreicherungskultur bestimmt, fiir die Nasalabstriche von Patienten
auf eine MRSA- oder SA-Besiedlung getestet wurden.

NPV = negativer pradiktiver Wert; PPV = positiver pradiktiver Wert
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Hypothetische positive und negative pradiktive Werte des cobas® MRSA/SA-Tests fiir SA

Die hypothetischen positiven und negativen pradiktiven Werte (PPV und NPV) des cobas® MRSA/SA-Tests
fir SA in Abhéngigkeit von einer nasalen Besiedlungsrate von 1 bis 30 % sind in Tabelle 25 aufgefihrt. Die

Sensitivitat und Spezifitit des cobas® MRSA/SA-Tests lag fiir SA bei 93,9 % gegeniiber den mit dem
Verfahren mit kombinierter Direkt- und Anreicherungskultur (Referenz) ermittelten 94,2 %.

Tabelle 25 Hypothetische positive und negative pradiktive Werte fiir SA in Abhangigkeit von der nasalen Besiedlungsrate

Prévalenz (%) Sensitivitat (%) Spezifitit (%) PPV (%) NPV (%)
1 93,9 % 94,2 % 14,0 % 99,9 %
5 93,9 % 94,2 % 46,0 % 99,7 %
10 93,9 % 94,2 % 64,2 % 99,3 %
15 93,9 % 94,2 % 74,0 % 98,9 %
20 93,9 % 94,2 % 80,2 % 98,4 %
25 93,9 % 94,2 % 84,3 %o 97,9 %
30 93,9 % 94,2 % 87,4 % 97,3 %

Hinweis: Sensitivitdt und Spezifitat wurden durch den Vergleich der Ergebnisse des cobas® MRSA/SA-Tests und des
Verfahrens mit kombinierter Direkt- und Anreicherungskultur bestimmt, fiir die Nasalabstriche von Patienten auf

eine MRSA- oder SA-Besiedlung getestet wurden.
NPV = negativer pradiktiver Wert; PPV = positiver pradiktiver Wert
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Weitere Informationen

Wichtigste Leistungsmerkmale des Assays

Probentyp

Erforderliche Probenmenge

Testdauer
Analytische Sensitivitat

Spezifitét

Subtypenerfassung

06979360001-07DE

Nasale Abstrichproben

1,6 ml des MSwab-Mediums in einem Primarrohrchen, mindestens 700 pl werden fir
den cobas® MRSA/SA-Test benotigt.

Die Ergebnisse liegen innerhalb von 2,5 Stunden nach dem Laden der Proben in das
System vor (1-22 Proben).

Von 175 CFU/Abstrich bis 750 CFU/Abstrich, je nach Isolat.

Keine Kreuzreaktivitit mit 147 eng verwandten Organismen und Organismen, die
Ublicherweise in nasalen Abstrichproben vorhanden sind.

314 MRSA-Isolate und 91 SA-Isolates aus 16 Landern mit mindestens 7 SCCmec-
Typen, 10 RE-Typen und 71 spa-Typen wurden insgesamt getestet und detektiert.
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Symbole

Die folgenden Symbole werden bei der Etikettierung von Roche PCR-Diagnostikprodukten verwendet.

Tabelle 26

Age/DOB| Alter oder Geburtsdatum

Zusatz-Software

sw

Sollbereich

| Assigned Range [copies/mL] | (Kopien/m)

Sollbereich

| Assigned Range [1U/mL] | (IE/ml)

EC|REP

[LIRERRRNEIN
BARCODE

LOT
f\% Biogefahrdung

REF

Bevollmé&chtigter in der

Barcode-Datenblatt

Chargenbezeichnung

Bestellnummer

CE-Kennzeichnung fiir

Konformitét; dieses Produkt
entspricht den geltenden
Vorschriften fir die
CE-Kennzeichnung fiir
In-vitro-Diagnostika.

Collect Date| Entnahmedatum
® | Gebrauchsanweisung
1 beachten

Ausreichend fiir <n> Tests

1 )

4

CONTENT

Inhalt der Packung

CONTROL | Kontrolle

Herstellungsdatum

£

Produkt fiir patientennahe
Tests

e
* a1

Produkt zur
4\ Eigenanwendung

06979360001-07DE

Européischen Gemeinschaft

Symbole auf den Etiketten von Roche PCR-Diagnostikprodukten

Produkt nicht fiir eine
patientennahe Testung
geeignet

Produkt nicht fir
Selbsttests geeignet

9 Vertrieb

mﬁ (Hinweis: ggf. Angabe von

Land/Region unter dem Symbol)

Nicht wiederverwenden
Frauen, weiblich

Nur zur Beurteilung der
IVD-Leistung

Globale Artikelnummer
GTIN

GTIN

Import

&

IVD

In-vitro-Diagnostikum

Unterer Grenzwert des

L I' R Sollbereichs

& Manner, mannlich
N Hersteller

= Negativkontrolle

Nicht steril

Hier abziehen
<4

Positivkontrolle

[ QS copies / PCR

Quantifizierungsstandard

zur Berechnung der

QS IU/PCR | Ergebnisse, in
Internationalen Einheiten
pro PCR-Reaktion

Seriennummer

SN

Site

Zentrum, Labor

| Procedure | Standard | Standardverfahren

STERILE |EO| Mit Ethylenoxid sterilisiert

Im Dunkeln lagern

Temperaturbegrenzung

Testdefinitionsdatei

0-~<D

TDF

Diese Seite oben

=
—>

| Procedure | UltraSensitive | Ultrasensitives Verfahren

Einmalige Produktkennung

UDI
Oberer Grenzwert des

ULR Sollbereichs
Urine Fill Line| Falllinie fir Urin

Nur fir die USA: In den
USA darf dieses Produkt
nach den gesetzlichen
RX Only Vorschriften nur durch
einen Arzt oder auf
arztliche Verschreibung
abgegeben werden.

2 Verwendbar bis

Quantifizierungsstandard zur Berechnung der
Ergebnisse, in Kopien pro PCR-Reaktion
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Technischer Support
Fur technischen Support wenden Sie sich bitte an Ihre Roche-Vertretung vor Ort:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Hersteller und Importeur

Tabelle 27 Hersteller und Importeur

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

Hergestellt in den USA
Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

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

Germany 2797

Marken und Patente

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

Copyright
©2024 Roche Molecular Systems, Inc.

06979360001-07DE
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Dokumentversion

Dokumentversionsiibersicht

Doc. Rev. 4.0 Im Abschnitt VorsichtsmaBnahmen und ordnungsgeméf3e Handhabung wurde der Hinweis
07/2023 hinzugefiigt, dass sich der Benutzer im Falle schwerwiegender Vorkommnisse an die zustandigen
Behorden wenden soll.

Der Abschnitt Korrelation der Methoden wurde zu Klinische Leistung bei Verwendung klinischer
Proben geéndert.

Der Abschnitt Klinische Leistung bei Verwendung klinischer Proben wurde um zusétzliche Daten zur
klinischen Leistung ergénzt.

Es wurde ein Weblink zur Zusammenfassung des Berichts zu Sicherheit und Leistung hinzugefiigt.

Die Symbolbezeichnungen auf der Symbolseite wurden im Zuge der Harmonisierung aktualisiert.

Die Adressen des Herstellers und des Importeurs wurden aktualisiert.

Der Abschnitt Marken und Patente einschlieBBlich des darin enthaltenen Links wurde aktualisiert.

Der Abschnitt Technischer Support wurde hinzugefiigt.

Es wurden einige Textstellen an die Vorgaben der IVDR angepasst.

Bei Fragen wenden Sie sich bitte an den Kundendienst von Roche Diagnostics vor Ort.

Doc. Rev. 5.0 Die Gefahrenhinweise fiir Lysis Kit 1 wurden aktualisiert.

02/2024 Die Marke cobas® wurde aktualisiert.

Bei Fragen wenden Sie sich bitte an den Kundendienst von Roche Diagnostics vor Ort.

Doc. Rev. 6.0 Die Gefahrenhinweise fiir das Sample Preparation Kit wurden aktualisiert.

06/2024 Das Symbol ,Rx Only* wurde von der Titelseite entfernt.

Die Symbolbezeichnungen auf der Symbolseite wurden im Zuge der Harmonisierung aktualisiert.
Bei Fragen wenden Sie sich bitte an den Kundendienst von Roche Diagnostics vor Ort.

Unter dem folgenden Link finden Sie eine Zusammenfassung des Berichts zu Sicherheit und Leistung:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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