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Zastosowanie

cobas® EBV to test do amplifikacji kwasu nukleinowego w warunkach in vitro do ilosciowego oznaczania DNA wirusa
Epsteina-Barra (EBV) w ludzkim osoczu z krwi pobranej na EDTA.

Test cobas® EBV jest przeznaczony do stosowania jako pomoc w diagnostyce i leczeniu zakazen EBV u pacjentéw po
przeszczepach. U pacjentow monitorowanych pod katem EBV mozna uzy¢ seryjnych pomiaré6w poziomu DNA do
wskazania potrzeby potencjalnych zmian leczenia i do oceny odpowiedzi wirusa na leczenie.

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

Podsumowanie oraz objasnienie testu

Informacje podstawowe

Pacjenci po przeszczepach narazeni sg na podwyzszone ryzyko wielu zakazen bakteryjnych i wirusowych, ktére wykazuja
wigksze prawdopodobienstwo wywolania cigzkiego niepozadanego wptywu na zdrowie w populacji po przeszczepach

w poréwnaniu z ogdlna, zdrowa populacja. To zwigkszone ryzyko w czeSci wynika z ostabionego dziatania uktadu
odpornos$ciowego spowodowanego przez leki immunosupresyjne przyjmowane przez pacjentow po przeszczepach w celu
zmniejszenia ryzyka odrzucenia przeszczepu."

EBV nalezy do grupy wirusow opryszczki. Jest to wirus z dwuniciowego kwasu rybonukleinowego (DNA) o dlugosci
okoto 172 kb w otoczce. Na podstawie roznic w genie EBNA-2 zidentyfikowano dwa gléwne genotypy EBV, typ 1

i typ 2. Zakazenia EBV sa dos¢ powszechne u ludzi, zakazonych jest ponad 90% dorostych, a uspione zakazenie
utrzymuje si¢ przez caty czas zycia. Wirus EBV wywotuje zakazng mononukleoze u podgrupy nowo zakazonych
nastolatkéw i dorostych, wiaze si¢ go tez z kilkoma typami nowotworoéw, wlacznie z rakiem nosogardta, chtoniakiem
Burkitta i chtoniakiem Hodgkina. EBV moze wywotywa¢ zaburzenia limfoproliferacyjne u oséb z wrodzonym lub
nabytym uposledzeniem odpornosci, wlacznie z pacjentami po przeszczepach oraz pacjentami z wirusem ludzkiego
uposledzenia odpornoéci/zespotem nabytego uposledzenia odpornosci (HIV/AIDS)?.

U pacjentéw po przeszczepach EBV moze wywota¢ chorobe przez reaktywacj¢ utajonego wirusa z komorek pamieci B
lub przez nowa infekcje zasadnicza, zwlaszcza u ujemnych wzgledem EBV biorcow przeszczepow, ktorzy otrzymali
przeszczep od dawcow dodatnich wzgledem EBV.? W przypadku takich pacjentoéw najciezsza postacia choroby zwigzanej
z EBV jest poprzeszczepowa choroba limfoproliferacyjna (PTLD) prowadzaca do niekontrolowane;j proliferacji limfo-
cytow, zwykle typu B, Ogolnie >70% przypadkéw PTLD u pacjentéw po przeszczepach wigzanych jest z zakazeniem
EBV. Najwyzsze ryzyko wystapienia PTLD zachodzi podczas pierwszego roku po przeszczepie i >90% przypadkow
PTLD, ktoére wystgpuja w tym okresie wigze si¢ z EBV. Do 20% przypadkéw PTLD wystepujacych w ciggu pierwszego
roku po przeszczepie jest ujemnych wzgledem EBV.*?

Czynniki ryzyka dla wczesnego PTLD obejmujg ujemny wzgledem EBV w chwili przeszczepu status serologiczny
biorcy, mtodszy wiek, ekspozycje na przeciwciata powodujace deplecje limfocytow oraz typ przeszczepianego narzadu®™ °.

Woezesne rozpoznanie zasadniczych zakazen EBV i monitorowanie poziomu DNA moze wspiera¢ szybka interwencje
terapeutyczna zapobiegajaca postgpowi choroby zwigzanej z EBV. Wytyczne zalecajg regularne monitorowanie EBV

z uzyciem ilosciowych testow kwasow nukleinowych (NAT), w szczegolnosci u ujemnych pod wzglgdem EBV biorcow
od dawcow wysokiego ryzyka®>. Cho¢ doktadna warto$¢ poziomu wiruséw we krwi weiaz podlega dyskusjom ze
wzgledu na zmienno$¢ pomiedzy oznaczeniami, pojecie krytycznej wartosci progowej wydaje si¢ by¢ poprawne i byto
zglaszane w badaniach naukowych wykazujacych, ze wyzszy poziom DNA EBV koreluje ze zwickszonym ryzykiem
rozwoju choroby EBV i PTLD* >, Do oznaczania poziomu EBV stosowano zaréwno prébki osocza, jak i krwi petnej, ale
dowody sugeruja, ze osocze daje bardziej swoiste wyniki w zakresie wykrywania PTLD*> " ¥,

Powszechne postepowanie terapeutyczne majace na celu zmniejszenie poziomu DNA EBV i zapobieganie wystapienia
PTLD obejmuje zmniejszenie dawek lekow immunosupresyjnych i leczenie przeciwciatami powodujacymi deplecje
limfocytow B’. Leczenie zapobiegawcze majace na celu obnizenie poziomu DNA EBYV jest skuteczne u wigkszo$ci
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pacjentow, cho¢ u do 20% pacjentéw moze i tak rozwing¢ si¢ PTLD, zwlaszcza u pacjentéw, u ktorych uptynat ponad rok
od przeszczepu'.

Wigkszos¢ testow laboratoryjnych do ilosciowego oznaczania EBV nie zostala wystandaryzowana, co prowadzi do
zmienno$ci migdzylaboratoryjnej oraz zmienno$ci pomi¢dzy oznaczeniami w wynikach poziomu DNA i wyklucza
poréwnanie pozioméw DNA uzyskiwanych przez rézne laboratoria i testy’. W celu rozwigzania problemu WHO
utworzyto mi¢dzynarodowy standard oznaczania ilo§ciowego EBV, umozliwiajac zglaszanie ustandaryzowanym testom
podawanie wynikow w IU/ml’. Formalna ocena powtarzalnosci i waznosci poziomu DNA EBV jest kluczowa do
zapewnienia spojnych wynikow z réznych laboratoriow w celu poprawy opieki klinicznej pacjentom narazonym na
podwyzszone ryzyko chorob zwigzanych z EBV oraz PTLD.

Uzasadnienie badan NAT

Przed przeszczepem okresla si¢ status serologiczny dawcy i biorcy wzgledem EBV, aby ulatwi¢ okreslenie ryzyka biorcy
wzgledem powiktan zwiagzanych z EBV, jednak status serologiczny nie jest dostatecznie czuly ani precyzyjny do
monitorowania pacjentow po przeszczepie. Metody namnazania EBV sg powolne i majg niskg warto$¢ predykcyjng

w tych warunkach. Bezposrednia detekcja DNA wirusa EBV za pomoca PCR w czasie rzeczywistym potencjalnie oferuje
szeroki zakres dynamiczny, precyzj¢, wysoka czuto$¢ i swoistosc.

Objasnienie testu

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

Zasady procedury

Test cobas® EBV opiera si¢ na catkowicie zautomatyzowanym przygotowaniu probek (ekstrakcji i oczyszczaniu kwasow
nukleinowych), po ktorym przeprowadzana jest amplifikacja i detekcja podczas reakcji PCR. cobas® 6800/8800 System
sktada si¢ z modutu podawania probek, modutu transferu, modutu przetwarzania oraz modutu analitycznego.
Automatyczne przetwarzanie danych jest prowadzone przez oprogramowanie cobas® 6800/8800, ktore przypisuje wynik
testu dla wszystkich badan jako: nie wykryto materialu docelowego, wykryto DNA EBV < dolnej granicy oznaczalnosci,
wykryto DNA EBV > goérnej granicy oznaczalnosci lub warto$¢ w liniowym zakresie oznaczalnosci (dolna granica
oznaczalno$ci < x < gorna granica oznaczalno$ci). Wyniki mozna analizowaé bezposrednio na ekranie systemu, mozna
je eksportowaé lub wydrukowa¢ w postaci raportu.

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

Wybiorczg amplifikacje docelowego kwasu nukleinowego z probki osiaga si¢ przez zastosowanie dwoch starterow, dla
ktoérych obszarami docelowymi sg swoiste dla wirusa docelowego, wysoce konserwatywne rejony EBV znajdujace si¢
w genie EBV EBNA-1 oraz w genie EBV BMRF. Selektywna amplifikacja DNA-QS uzyskiwana jest przy uzyciu
starterow wiodacego i odwrotnego o swoistej sekwencji, ktore wybierane sg tak, aby nie byty homologiczne z genomem
EBV. Do amplifikacji wykorzystywana jest termostabilna polimeraza DNA. Sekwencje docelowa oraz DNA-QS sa
amplifikowane jednocze$nie przy uzyciu uniwersalnego profilu amplifikacji PCR ze wstgpnie zdefiniowanymi etapami
temperatury i liczby cykli. Mastermiks zamiast trifosforanu deoksytymidyny (dTTP) zawiera trifosforan deoksyurydyny
(dUTP), ktéry jest wbudowywany do nowo syntetyzowanego DNA (amplikonu)'®'?. Wszystkie zanieczyszczajace
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amplikony z poprzednich reakcji PCR eliminowane sg podczas pierwszego cyklu termicznego reakcji za pomoca
znajdujacego si¢ w mieszaninie PCR enzymu AmpErase. Jednak nowo powstate amplikony nie sg eliminowane, gdyz
enzym AmpErase jest inaktywowany w temperaturze przekraczajacej 55°C.

Odczynnik Master Mix cobas® EBV zawiera dwie sondy wykrywajace swoiste dla badanych sekwencji EBV i jedna dla
DNA-QS. Sondy znakowane sa za pomocg swoistych dla sekwencji docelowych fluorescencyjnych barwnikow reportero-
wych, pozwalajacych na réwnoczesne wykrywanie docelowej sekwencji EBV i DNA-QS w dwoch réznych kanatach
detekcji'* '*. Sygnat fluorescencyjny nienaruszonych sond jest thumiony przez barwnik wygaszajacy. Podczas amplifikacji
PCR hybrydyzacja sondy do swoistej sekwencji jednoniciowej matrycy DNA powoduje rozszczepienie nici przez polime-
razg DNA dzigki jej aktywnosci nukleolitycznej w kierunku 5' do 3, co powoduje rozdzielenie barwnikow reporterowych
1 wygaszajgcych oraz wygenerowanie sygnatu fluorescencyjnego. Z kazdym cyklem PCR generowana jest zwigkszajaca
si¢ liczba rozszczepionych sond i jednocze$nie wzrasta sumaryczny sygnat barwnika reporterowego. Wykrycie w czasie
rzeczywistym i rozroznienie produktéw PCR ma miejsce poprzez pomiar fluorescencji uwolnionych barwnikoéw reporte-
rowych reprezentujacych docelowe wirusy i DNA-QS.
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Odczynniki i materiatly

Odczynniki i kontrole do testu cobas® EBV

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

do Tabela 4.

Tabela1 cobas® EBV

cobas® EBV

Przechowywa¢ w temperaturze 2—-8°C
Kaseta na 192 testéw (P/N 08688206190)

Elementy zestawu

Skiad odczynnikow

llo$¢ na zestaw

192 testow

Roztwor proteinazy Bufor Tris, < 0,05% EDTA, chlorek wapnia, octan wapnia, 22,3 ml
(PASE) 8% proteinazy

EUH210: Karta charakterystyki dostepna na zadanie.

EUH208: Zawiera subtylizyne. Moze powodowaé

wystgpienie reakcji alergiczne;.
DNA Quantitation Bufor Tris, < 0,05% EDTA, < 0,001% konstruktu innego 21,2 ml
Standard niz DNA EBV zawierajgcego starter wigzacy region inny
(DNA QS) niz EBV oraz region unikatowej sondy (niezakazny

DNA), < 0,002% Poli-rA RNA (syntetyczny),

< 0,1% azydku sodu
Elution Buffer Bufor Tris, 0,2% metylo-4-hydroksybenzoesan 21,2 ml
(EB)
Mastermiks 1 Octan magnezu, wodorotlenek potasu, 7,5ml
(MMX-R1) < 0,1% azydku sodu
Odczynnik EBV Bufor trycynowy, octan potasu, < 18% dimetylosulfotlenku, 9,7 ml
Master Mix 2 glicerol, < 0,1% Tween 20, EDTA, < 0,12% dATP, dCTP,

(EBV MMX-R2)

dGTP, dUTP, < 0,01% starterow wiodgcego i odwrotnego
dla EBV, < 0,01% starteréw wiodacego i odwrotnego
standardu ilosciowego, < 0,01% znakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi sond oligonukleotydowych, swoistych
dla EBV i standardu ilosciowego EBV, < 0,01% aptameru
oligonukleotydowego, < 0,1% polimerazy DNA Z05D,

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

cobas® EBV/BKV Control Kit

cobas® EBV/BKV Control Kit
Przechowywa¢ w temperaturze 2—-8°C

(P/N 08688214190)

Elementy zestawu | Sktad odczynnikow llos¢ na Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*
zestaw
EBV/BKV Low < 0,001% syntetycznego (plazmidowego) 4 ml
Positive Control DNA EBYV optaszczonego biatkiem (8 x 0,5 ml) —
(EBV L(+)C) kapsydowym bakteriofaga lambda,
prawidtowe osocze ludzkie, bez DNA \I I
EBV wykrywalnego metodami PCR. .
0,1% substancji konserwujacej OSTRZEZENIE
ProClin® 300** H317: Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
P261: Unika¢ wdychania pylu/dymu/gazu/mgty/par/
rozpylonej cieczy.
P272: Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie
wynosi¢ poza miejsce pracy.
P280: Stosowac rekawice ochronne.
P333 + P313: W przypadku wystgpienia
podraznienia skory lub wysypki: zasiegnaé¢ porady/
zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P362 + P364: Zanieczyszczong odziez zdjgc
i wyprac¢ przed ponownym uzyciem.
P501: Zawartos¢/pojemnik usuwaé do
autoryzowanego zaktadu utylizacji odpaddw.
55965-84-9 Masa reakcyjna: 5-chloro-2-metylo-
4-izotiazolin-3-onu [WE nr 247-500-7] i 2-metylo-
2H-izotiazol-3-onu [WE nr 220-239-6] (3:1)
EBV/BKV High < 0,001% syntetycznego (plazmidowego) 4 ml
Positive Control DNA EBYV optaszczonego biatkiem (8 x 0,5 ml)

(EBV/BKV H(+)C)

kapsydowym bakteriofaga lambda,
prawidtowe osocze ludzkie, bez DNA
EBV wykrywalnego metodami PCR.

0,1% substancji konserwujacej
ProClin® 300**

D &

OSTRZEZENIE

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

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

P280: Stosowac rekawice ochronne.

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

P362 + P364: Zanieczyszczong odziez zdjgc

i wypra¢ przed ponownym uzyciem.

P501: Zawartos¢/pojemnik usuwaé do
autoryzowanego zaktadu utylizacji odpaddw.
55965-84-9 Masa reakcyjna: 5-chloro-2-metylo-
4-izotiazolin-3-onu [WE nr 247-500-7] i 2-metylo-
2H-izotiazol-3-onu [WE nr 220-239-6] (3:1)

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

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

(P/N 07002238190)

Elementy zestawu

Skiad odczynnikow

llo$¢ na zestaw

cobas® Buffer
Negative Control
(BUF (-) C)

Bufor Tris, < 0,1% azydku sodu, EDTA,
< 0,002% poly rA RNA (syntetycznego)

16 ml
(16 x 1 ml)
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Odczynniki cobas omni do przygotowywania prébek

Tabela4 Odczynniki cobas omni do przygotowywania probek*
Odczynniki Skiad odczynnikow llos¢ na Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie**
zestaw

cobas omni Szklane czastki magnetyczne, 480 testéow  Nie dotyczy

MGP Reagent bufor Tris, 0,1% metylo-4-

(MGP) i hydroksybenzoesanu,

Przechowywac < 0,1% azydku sodu

w temperaturze 2-8°C

(P/N 06997546190)

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

Specimen Diluent hydroksybenzoesanu,

(SPEC DIL) < 0,1% azydku sodu

Przechowywac

w temperaturze 2-8°C

(P/N 06997511190)

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

Lysis Reagent tiocyjanian guanidyny***, =g,

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

\T/rtzeer?;)(()a\:/amvraz(; o 8°C polidokanol***, 2% (udziat

(PIGREGTSERTo0) | Sy Sy s vEEPECZENSTWO
H302 + H332: Dziata szkodliwie po potknigciu
i w nastepstwie wdychania.
H314: Powoduje powazne oparzenia oraz uszkodzenia
oczu.
H412: Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc
dtugotrwate skutki.
EUH032: W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo
toksyczne gazy.
P261: Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/
rozpylonej cieczy.
P273: Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
P280: Stosowac¢ rekawice ochronne/odziez ochronna/
ochrone oczu/ochrong twarzy.
P303 + P361 + P353 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE
SKORA (lub z wiosami): natychmiast zdjgé catg skazong
odziez. Sptukac¢ skoére pod strumieniem wody.
P304 + P340 + P310 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE
DO DROG ODDECHOWYCH: wyprowadzié lub wynie$é
poszkodowanego na swieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania. Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
P305 + P351 + P338 + P310 W PRZYPADKU DOSTANIA
SIE DO OCZU: ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut.
Wyjaé soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo
usungc¢. Nadal ptukaé. Natychmiast skontaktowa¢ sie
z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
593-84-0 tiocyjanian guanidyny
9002-92-0 polidokanol
3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diol

cobas omni Dwuwodny cytrynian sodu, 4,21 Nie dotyczy

Wash Reagent (WASH) | 19 metylo-4-hydroksy-

Przechowywac benzoesan

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

*  Te odczynniki nie sg dolgczone do zestawu testu cobas® EBV. Nalezy zapozna¢ si¢ z lista wymaganych materiatéw dodatkowych (Tabela 7).
** (Oznakowanie bezpieczenstwa produktu jest zasadniczo zgodne z wytycznymi GHS UE.

*** Substancja niebezpieczna.
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cobas® EBV

Wymagania dotyczace przechowywania i uzytkowania odczynnikow
Odczynniki nalezy przechowywacé i uzytkowa¢ zgodnie z informacjami, ktore zawiera Tabela 5 i Tabela 6.

Jesli odczynniki nie zostaly umieszczone w cobas® 6800/8800 Systems, nalezy przechowywaé je w odpowiedniej
temperaturze, zgodnie z informacjami, ktore zawiera Tabela 5.

Tabela5 Przechowywanie odczynnikéw (umieszczonych poza systemem)

Odczynnik Temperatura przechowywania
cobas® EBV - 192 2-8°C
cobas® EBV/BKYV Control Kit 2-8°C

cobas® Buffer Negative Control Kit 2-8°C

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

Odczynniki umieszczone w systemach cobas® 6800/8800 System sa przechowywane w odpowiedniej temperaturze,
a ich data waznosci jest monitorowana przez system. Systemy cobas® 6800/8800 System umozliwiaja wykorzystanie
odczynnikow tylko w przypadku spemienia wszystkich warunkow, ktére zawiera Tabela 6. System automatycznie
uniemozliwia wykorzystanie przeterminowanych odczynnikow. Tabela 6 pozwala na zrozumienie warunkow
uzytkowania odczynnikéw wymuszanych przez systemy cobas® 6800/8800 System.

Tabela6 Warunki dotyczace daty waznosci odczynnikow wymuszane przez systemy cobas® 6800/8800 System

Odczynnik Data waznosci Stabilnos¢ otwartego  Liczba przebiegéw Stabilno$¢ na poktadzie
zestawu zestawu pracy, do ktérych urzadzenia (laczny czas
mozna w urzadzeniu poza
wykorzystacé lodéwka)
zestaw
cobas® EBV - 192 Nieprzekroczona 90 dni od pierwszego Maksymalnie Maksymalnie 40 godzin
uzycia 40 przebiegéw
cobas® EBV/BKYV Control Kit Nieprzekroczona Nie dotyczy? Nie dotyczy Maksymalnie 8 godzin
cobas® Buffer Negative Control Kit | Nieprzekroczona Nie dotyczy? Nie dotyczy Maksymalnie 10 godzin
cobas omni Lysis Reagent Nieprzekroczona 30 dni od umieszczenia Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*
cobas omni MGP Reagent Nieprzekroczona 30 dni od umieszczenia Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*
cobas omni Specimen Diluent Nieprzekroczona 30 dni od umieszczenia Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*
cobas omni Wash Reagent Nieprzekroczona 30 dni od umieszczenia Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*

& Odczynniki jednorazowego uzytku
* Czas jest mierzony od umieszczenia po raz pierwszy odczynnika w cobas® 6800/8800 Systems.
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Wymagane materialy dodatkowe

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

Materiat P/N

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

Worek na odpady state i pojemnik na odpady state
lub
Worek na odpady state z wktadka i szufladg zestawu

07435967001 i 07094361001
lub
08030073001 i 08387281001

Pojemnik na odpady state

07094361001

Probowki wtorne cobas omni 13x75 (opcjonalnie)

06438776001

Wymagane urzgdzenia i oprogramowanie

Na urzadzeniu(-ach) nalezy zainstalowa¢ oprogramowanie cobas® 6800/8800 oraz pakiet oprogramowania do analizy
cobas® EBV. Z systemem dostarczany jest serwer Instrument Gateway (IG).

Tabela 8 Urzgdzenia

Wyposazenie P/N

cobas® 6800 System (opcja, na ruchomej platformie) 06379672001
cobas® 6800 System (nieruchomy) 05524245001
cobas® 8800 System 05412722001
Modut dostarczania prébek 06301037001

W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ si¢ z podrgcznikiem uzytkownika i/lub instrukcja obstugi systeméw

cobas® 6800/8800.

Uwaga: Szczegdtowa liste zamowien na statywy na probki, statywy na niedrozne koncowki i tace na statywy akceptowane przez

urzadzenia mozna uzyskac¢ po skontaktowaniu si¢ z przedstawicielem serwisu Roche.
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Wymagania dotyczace srodkéw ostroznosci i uzytkowania

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Podobnie jak w przypadku kazdej procedury testowej, dla prawidtowego przeprowadzenia badania kluczowe znaczenie
ma zachowanie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej. Z uwagi na wysoka czuto$¢ niniejszego testu podczas uzytkowania
odczynnikoéw oraz mieszanin do amplifikacji nalezy zachowac¢ szczegdlng ostroznos¢, aby zapobiec zanieczyszczeniu.

Do stosowania wylacznie w diagnostyce in vitro.

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

Ze wszystkimi probkami pacjentow nalezy obchodzi¢ si¢ tak jak z materiatem zakaznym, stosujac procedury
dobrej praktyki laboratoryjnej, takie jak okreslone w dokumentach Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories oraz CLSI Document M29-A4."> ' Procedure te powinien wykonywaé wylacznie personel
doswiadczony w obchodzeniu si¢ z materiatem zakaznym, uzytkowaniu testu cobas® EBV i systemu

cobas® 6800/8800.

Wszystkie materiaty pochodzenia ludzkiego nalezy uwazac za potencjalnie zakazne i postegpowac z nimi

z zastosowaniem ogolnych srodkow ostroznosci. W przypadku rozlania materialu nalezy natychmiast
zdezynfekowac §wiezo przygotowanym 0,5% roztworem podchlorynu sodu w destylowanej lub dejonizowanegj
wodzie (wybielacz rozcienczony w stosunku 1:10) lub postgpowaé zgodnie z procedurami przyjetymi w danej
instytucji.

Zestaw cobas® EBV/BKV Control Kit zawiera osocze pochodzace z krwi ludzkiej. Materiat zrodtowy prze-
testowano metodami PCR i wykazano w nim akceptowalne $lady niskiego poziomu DNA EBV. Zadna ze
znanych metod badania nie moze zaoferowaé catkowitej pewnosci, ze produkty otrzymane z ludzkiej krwi

nie begda przenosi¢ czynnikow zakaznych.

Nie zamraza¢ krwi pelnej ani innych probek przechowywanych w probowkach pierwotnych.

W celu zagwarantowania optymalnego dzialania testu nalezy stosowa¢ wylacznie dostarczone lub wymienione
potrzebne materiaty zuzywalne.

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

Scile przestrzega¢ podanych procedur i wytycznych w celu zapewnienia prawidtowego wykonania testu.
Wszelkie odchylenia od procedur i wytycznych mogg mie¢ wplyw na optymalng skuteczno$¢ testu.

Jezeli w trakcie pracy z probkami i ich przygotowywania nie stosuje si¢ odpowiedniej kontroli kontaminacji
pomiedzy prébkami, moze doj$¢ do uzyskania fatszywie dodatnich wynikow.

Uzytkowanie odczynnikéw

Aby unikng¢ zanieczyszczenia pomiedzy probkami lub kontrolami, z wszystkimi odczynnikami, kontrolami

i probkami nalezy postepowac zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjne;.

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

i odczynnik pluczacy, aby upewnic si¢, ze nie ma zadnego wycieku. W razie wystgpienia wycieku nie wolno
uzywac tego materialu do badania.

cobas omni Lysis Reagent zawiera izotiocyjanian guanidyny, potencjalnie niebezpieczng substancj¢ chemiczng.
Nie dopuszcza¢ do kontaktu odczynnikoéw ze skorg, oczami i blonami sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu,
natychmiast sptuka¢ duza ilo$cig wody; w przeciwnym razie mogg powsta¢ oparzenia.

Zestawy testu cobas® EBV, cobas omni MGP Reagent oraz cobas omni Specimen Diluent zawierajg azydek
sodu jako substancj¢ konserwujaca. Nie dopuszczac¢ do kontaktu odczynnikéw ze skorg, oczami i blonami
Sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu, natychmiast spluka¢ duza iloscig wody; w przeciwnym razie moga
powstac oparzenia. Jezeli dojdzie do rozlania wymienionych odczynnikoéw, przed wytarciem nalezy rozcienczy¢
je woda.
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cobas® EBV

e Nie wolno dopuszcza¢ do kontaktu cobas omni Lysis Reagent, zawierajacego tiocyjanian guanidyny, z roztwo-
rem podchlorynu sodu (wybielaczem). Polaczenie to moze skutkowa¢ wytworzeniem silnie trujacego gazu.

e  Wszystkie materialy, ktore przypadkowo weszty w kontakt z probkami i odczynnikami, nalezy utylizowac
zgodnie z przepisami krajowymi, stanowymi i lokalnymi.

Dobra praktyka laboratoryjna

e Nie nalezy pipetowa¢ za pomocg ust.

e Nie jes¢, nie pi¢ ani nie pali¢ tytoniu w obszarach roboczych.

e Podczas obchodzenia si¢ z probkami i odczynnikami nalezy nosi¢ rekawice laboratoryjne, fartuch oraz ostong
oczu. W celu uniknigcia zanieczyszczenia nalezy zmienia¢ r¢kawice pomigdzy obchodzeniem si¢ z probkami
i uzytkowaniem zestawow cobas® EBV oraz odczynnikéw cobas omni. Podczas pracy z probkami i kontrolami
nalezy unika¢ zanieczyszczenia rekawic.

e Nalezy doktadnie umy¢ rece po zakonczeniu pracy z probkami i odczynnikami z zestawu, a takze po zdjeciu
rekawic.

e Dokfadnie oczysci¢ 1 odkazi¢ wszystkie laboratoryjne powierzchnie robocze $wiezo przygotowanym roztworem
0,5% podchlorynu sodu w wodzie destylowanej lub dejonizowanej (rozcienczy¢ domowy wybielacz
w stosunku 1:10). Nastgpnie nalezy przetrze¢ powierzchni¢ 70% etanolem.

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

Pobieranie, transport i przechowywanie prébek

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

Prébki

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

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

e Porozdzieleniu probki, osocza mozna przechowywac przez 24 godziny w temperaturze 2—-30°C w probowkach
podstawowych lub wtérnych, a nastepnie:

o Przechowywac¢ w probowkach podstawowych lub wtérnych do 6 dni w temperaturze 2—8°C.
o Przechowywac¢ w probowkach wtornych do 3 tygodni w temperaturze < —18°C.

e Probki osocza zachowujg stabilno$¢ przez maksymalnie cztery cykle zamrazania/rozmrazania w przypadku

zamrozenia w temperaturze < —18°C.
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Ryc. 1 Warunki przechowywania prébek
30 |
25
o Krew |Osocze*
I petna
§ * Dotyczy rowniez osocza przechowywanego w probowkach wtérnych.
o
[9]
o
E e
= Osocze*
2 Czas
24 h 24 h 6 dni
0
Dni
-18 —
Zamrozone 0socze
(maksymalnie 4 cykle zamrazania i rozmrazania)
Tygodnie
3
e Jesli probki majg by¢ przesytane, nalezy je opakowac i oznaczy¢ zgodnie z odpowiednimi krajowymi i (lub)
miedzynarodowymi przepisami dotyczacymi transportu probek i czynnikéw zakaznych.
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Instrukcja uzytkowania

Uwagi proceduralne

e Nie nalezy uzywa¢ odczynnikéw testu cobas® EBV, cobas® EBV/BKV Control Kit, cobas® Buffer Negative
Control Kit i odczynnikéw cobas omni po uplynigciu ich daty waznosci.

e Nie wykorzystywa¢ ponownie materiatdéw zuzywalnych. Sa one przeznaczone wylacznie do jednorazowego
uzytku.

e Instrukcje dotyczace prawidtowej konserwacji urzadzen zawiera podr¢cznik uzytkownika i/lub instrukcja obstugi
systemow cobas® 6800/8800 Systems.

Wykonywanie testu cobas® EBV

Test cobas® EBV mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu jednej minimalnej objetosci probki 200 ul. Procedure wykonywania
testu opisano szczegdtowo w Podreczniku uzytkownika i/lub instrukcji obstugi systeméw cobas® 6800/8800. Na Ryc. 2
podsumowano t¢ procedurg.

Ryc. 2 Procedura testu cobas® EBV

n Utworz zlecenie/zlecenia

Uzupetnienie odczynnikdw i materiatéw zuzywalnych po monitowaniu przez system:
o uzupetnij odczynnik ptuczgcy, odczynnik do lizy oraz rozcienczalnik,

e uzupetnij plytki do przetwarzania oraz ptytki amplifikacyjne,

e uzupetnij szklane czgstki magnetyczne,

e uzupetnij odczynniki specyficzne dla testu,

o uzupetnij kasety z kontrolami,

e uzupetnij statywy na koncowki,

o Wymien statyw na niedrozne koncowki

Rozpocznij przebieg przez wybranie przycisku Rozpocznij manualnie w interfejsie uzytkownika lub
ustaw rozpoczecie go automatycznie po 120 minutach bgdz zapetnieniu partii.

Sprawdz i wyeksportuj wyniki

Wytaduj odczynniki i materiaty zuzywalne:

¢ Wyjmij ptytki do amplifikacji z modutu analitycznego
o Wyjmij puste kasety z kontrolami

e Usun odpady state

o Usun odpady ptynne

08918899001-01PL
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Wyniki

Systemy cobas® 6800/8800 automatycznie okreslaja stezenie DNA EBV w probkach i kontrolach. Stezenie DNA EBV
wyraza si¢ w jednostkach mi¢edzynarodowych U (International Units) na mililitr (IU/ml).

Kontrola jakosci i waznos¢ wynikow

o W kazdej partii przetwarzana jest jedna ujemna kontrola [(—) C] i dwie kontrole dodatnie: kontrola nisko
dodatnia [EBV/BKYV L(+)C] oraz kontrola wysoko dodatnia [EBV/BKV H(+)C].

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

e Partia jest wazna, je$li wszystkie trzy kontrole nie zostang oflagowane (jedna kontrola ujemna i dwie kontrole
dodatnie): EBV L(+)C, EBV H(+)C. Wynik kontroli ujemnej jest wyswietlany jako (—) C, a kontrola nisko
dodatnia i wysoko dodatnia sa wy$wietlane odpowiednio jako EBV/BKV L(+)C i EBV/BKV H(+)C.

Wyniki sa uniewazniane automatycznie przez oprogramowanie cobas® 6800/8800 na podstawie uzyskania
niepomysInych wynikoéw kontroli ujemnej i kontroli dodatnich.

Znaczniki kontroli

Tabela9 Oflagowania kontroli ujemnej i kontroli dodatnich

Kontrola ujemna Oflagowanie Wynik Interpretacja

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

Kontrola dodatnia  Oflagowanie Wynik Interpretacja

EBV/BKV L(+)C Q02 Invalid Wynik oznaczony jako niewazny lub obliczone miano dla
(Nie powiodta sie kontroli stabo dodatniej nie mieéci sie w okreslonym zakresie.
analiza partii kontrolnej)

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

analiza partii kontrolnej)

Jesli partia kontroli zostanie uniewazniona, nalezy powtdrzy¢ badanie wszystkich probek odnosnej partii.
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Interpretacja wynikow

W przypadku waznej partii nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu cobas® 6800/8800 i (lub) raportach poszczegélne probki
pod katem oflagowan. Wyniki nalezy interpretowaé w nast¢pujacy sposob:

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

Tabela 10 Interpretacja wynikow dla poszczegdlnych materiatéw docelowych

Wyniki

Interpretacja

Target Not Detected Nie wykryto EBV DNA.

Poda¢ wynik jako ,Nie wykryto EBV”.

< Titer Min Obliczone miano jest nizsze od dolnej granicy oznaczalnosci testu (LLoQ).

Poda¢ wynik jako ,Wykryto EBV, miano ponizej (miano min.)”.
Miano min. = 35,0 [U/ml

Titer

Obliczone miano znajduje sie w zakresie liniowym testu — jest wieksze lub réwnie mianu
min. oraz mniejsze lub rowne mianu maks.
Poda¢ wynik jako ,Wykryto (miano) EBV”.

> Titer Max® Obliczone miano jest wyzsze od goérnej granicy oznaczalnosci testu (ULoQ).

Poda¢ wynik jako ,Wykryto EBV, miano powyzej (miano maks.)".
Miano maks. = 1,0E+08 [U/ml

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

Ograniczenia metody

Test cobas® EBV zostal oceniony jedynie pod katem stosowania z cobas® EBV/BKV Control Kit,

cobas® Buffer Negative Control Kit, cobas omni MGP Reagent, cobas omni Lysis Reagent, cobas omni
Specimen Diluent i cobas omni Wash Reagent do uzytku z cobas® 6800/8800 Systems.

Uzyskanie wiarygodnych wynikow zalezy od prawidtowych procedur pobierania, przechowywania

i wykorzystywania probek.

Test ten zostal zatwierdzony wyltacznie do badania osocza krwi pobranej na EDTA. Badanie innych rodzajow
probek przy uzyciu testu cobas® EBV moze dawa¢ nieprawidtowe wyniki. Pomiaréw wiremii w osoczu nie
mozna bezposrednio porowna¢ z wiremig w innych typach probek.

Na oznaczenie iloSciowe DNA wirusa EBV wptyw moga mie¢: metoda pobrania probki, czynniki zalezne od
pacjenta (tj. wiek, obecnos$¢ objawdw) i (lub) stadium zakazenia.

Podobnie jak w przypadku kazdego testu molekularnego, mutacje w obrgbie regionow docelowych testu
cobas® EBV moga wplywa¢ na wiazanie startera i/lub sondy oraz spowodowaé zanizenie miana lub niewykrycie
wirusa.

Z uwagi na roznice pomig¢dzy technologiami zaleca si¢, aby przed zmiang stosowanych metod uzytkownik
przeprowadzit w laboratorium badania korelacji stosowanych metod w celu okreslenia wystgpujacych miedzy
nimi réznic jakosciowych. Uzytkownicy powinni postgpowac zgodnie z wlasnymi okre§lonymi
zasadami/procedurami.

Test cobas® EBV nie jest przeznaczony do wykorzystania jako badanie przesiewowe na obecnosé wirusa EBV
we krwi lub produktach krwiopochodnych.

08918899001-01PL

Doc Rev. 1.0 18



cobas® EBV

Niekliniczna ocena wiarygodnosci

Najwazniejsze parametry dziatania testu

Granica wykrywalnosci (LoD)
Miedzynarodowy standard WHO

Granice wykrywalnosci testu cobas® EBV okre$lono dzieki analizie seryjnych rozcienczen 1. miedzynarodowego wzorca
WHO dla DNA wirusa Epsteina-Barra do testow wykonywanych technikg amplifikacji kwasu nukleinowego (1. mi¢edzy-
narodowy wzorzec WHO EBV) uzyskanego z NIBSC (NIBSC 09/260), w ludzkim osoczu z krwi pobranej na EDTA
uyjemnym pod wzgledem EBV. Panel skladajacy si¢ z szeSciu poziomdw stezen i kontroli §lepej byt testowany na trzech
seriach odczynnikoéw cobas® EBV, wielu przebiegach, dniach, operatorach i aparatach.

Wyniki dla osocza z krwi pobranej na EDTA przedstawia Tabela 11 do Tabela 13. Badanie wykazalo, ze dla najmnie;j
czutej serii stgzenie, dla ktorego oczekuje si¢ 95% trafnosci w analizie PROBIT wynosi 18,8 IU/ml przy 95% przedziale
ufnosci od 14,5 do 27,5 IU/ml w osoczu z krwi pobranej na EDTA. Najnizsze stezenie z odsetkiem trafnosci > 95%
wynosi 20,0 IU/ml w osoczu z krwi pobranej na EDTA.

Tabela 11 Granica wykrywalnosci w osoczu z krwi pobranej na EDTA, seria 1

Stezenie wejsciowe Liczba waznych Liczba wynikow Odsetek trafnosci w %
(DNA EBV IU/ml) powtodrzen testu dodatnich

50,0 63 63 100,0
35,0 63 62 98,4
20,0 63 61 96,8
10,0 63 53 84,1
5,0 63 37 58,7
2,5 63 26 41,3
0,0 63 0 0,0
LoD w analizie PROBIT 18,8 IU/ml

przy 95% trafnosci 95% przedziat ufnosci: 14,5-27,5 1U/ml

Tabela 12 Granica wykrywalnosci w osoczu z krwi pobranej na EDTA, seria 2

Stezenie wejsciowe Liczba waznych Liczba wynikow Odsetek trafnosci w %
(DNA EBV IU/ml) powtodrzen testu dodatnich

50,0 63 63 100,0
35,0 63 63 100,0
20,0 63 63 100,0
10,0 63 58 92,1
5,0 63 35 55,6
2,5 63 20 31,8
0,0 63 0 0,0
LoD w analizie PROBIT 12,4 IU/ml

przy 95% trafnosci 95% przedziat ufnosci: 10,0-17,0 1U/ml
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Tabela 13 Granica wykrywalnosci w osoczu z krwi pobranej na EDTA, seria 3

Stezenie wejsciowe Liczba waznych Liczba wynikow Odsetek trafnosci w %
(DNA EBV IU/ml) powtodrzen testu dodatnich

50,0 63 63 100,0
35,0 63 63 100,0
20,0 63 62 98,4
10,0 63 48 76,2
5,0 63 38 60,3
2,5 63 26 41,3
0,0 63 0 0,0
LoD w analizie PROBIT 18,6 IU/ml

przy 95% trafnosci 95% przedziat ufnosci: 14,4-27,1 1U/ml

Zakres liniowosci

Liniowos¢ testu cobas® EBV oceniono, wykorzystujac rozcienczenia seryjne zawierajace 17 elementoéw panelu z DNA
genotypu 1 EBV pokrywajacymi zakres liniowy testu. Uzyto wyzszego miana podstawowego DNA lambda do przygo-
towania 11 elementow panelu obejmujgcego caty zakres liniowosci. Uzyto probki klinicznej do przygotowania

6 elementow panelu obejmujacego posredni i nizszy poziom zakresu liniowosci.

Wszystkie elementy panelu testowano w 36 powtérzeniach w obrebie trzech serii odczynnikéw testu cobas® EBV,
a wyniki badania przedstawia Ryc. 3.

Wykazano, ze test cobas® EBV jest liniowy w zakresie od 1,40E+01 IU/ml do 2,30E+08 IU/ml i wykazuje bezwzgledne
odchylenie od bardziej dopasowanej regresji nieliniowej wynoszace najwyzej +0,1 logio w ludzkim osoczu z krwi
pobranej na EDTA (patrz Ryc. 3). W zakresie liniowym dokladno$¢ testu miescita si¢ w granicach 0,2 log;o.

Ryc. 3 Okreslanie zakresu liniowego w osoczu z EDTA
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Doktadnos¢ wewnatrz laboratorium

Precyzje testu cobas® EBV okreslono dzigki analizie rozcienczen seryjnych wysokiego miana DNA EBV (genotyp 1)
w osoczu z krwi pobranej na EDTA ujemnym dla EBV. Sze$¢ poziomoéw rozcienczen zbadano w 72 powtorzeniach dla
kazdego poziomu w trzech seriach odczynnikow testu cobas® EBV przy uzyciu trzech urzadzen oraz trzech operatorow
przez 12 dni.Kazda probka przechodzita calg procedure testu cobas® EBV na w pehi zautomatyzowanych

cobas® 6800/8800 Systems. Dlatego podana doktadno$¢ odzwierciedla wszystkie aspekty procedury badawcze;.
Wyniki przedstawia Tabela 14.

Test cobas® EBV wykazywat wysoka precyzje dla trzech serii odczynnikow badanych w zakresie stezen od
1,08E+02 IU/ml do 5,40E+07 IU/ml.

Tabela 14 Precyzja wewnatrzlaboratoryjna testu cobas® EBV

Osocze krwi pobranej na EDTA

Stezenie Stezenie

nominalne zakladane Seria nr 1 Serianr 2 Serianr 3 Wszystkie serie
[1U/mi] [1U/mi] 0os 0os oS Pulowane OS
5,00E+07 5,40E+07 0,03 0,04 0,04 0,04
1,00E+06 1,08E+06 0,02 0,03 0,02 0,02
1,00E+05 1,08E+05 0,02 0,02 0,03 0,02
1,80E+04 1,08E+04 0,04 0,02 0,03 0,03
1,80E+03 1,08E+03 0,05 0,05 0,05 0,05
1,00E+02 1,08E+02 0,17 0,18 0,15 0,17

Weryfikacja genotypu

Wydajnosé testu cobas® EBV dla genotypu 2 EBV oceniano na podstawie:
e  Weryfikacji granicy wykrywalnosci
e  Weryfikacji zakresu liniowo$ci

Weryfikacja granicy wykrywalnosci dla genotypu 2

DNA EBYV dla genotypu 2 rozcienczono do trzech poziomow stgzen w ujemnym wzgledem EBV osoczu z krwi pobrane;j
na EDTA. Okreslenie odsetka trafnosci przeprowadzono w 63 powtdrzeniach dla kazdego poziomu. Badania przeprowa-
dzono z uzyciem trzech serii odczynnikéw cobas® EBV, w kilku przebiegach, przez klika dni, w wykonaniu réznych
operatorow i z uzyciem roznych analizatorow. Wyniki dowodza, Ze test cobas® EBV wykrywat DNA EBV genotypu 2
w stezeniu 18,8 IU/ml z odsetkiem trafno$ci wynoszacym > 95%.

Weryfikacja zakresu liniowosci dla genotypu 2

Szereg rozcienczen stosowany podczas weryfikacji badania liniowosci genotypow testu cobas® EBV zawierat osiem
elementoéw panelu rozciggajacego si¢ na zakres liniowos$ci oznaczenia. Badanie przeprowadzono z trzema partiami
odczynnika cobas® EBV; zbadano 12 powtorzen na poziom w osoczu krwi pobranej na EDTA.

Dla genotypu 2 zweryfikowano zakres liniowosci testu cobas® EBV.
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Swoistosc¢

Swoisto$¢ testu cobas® EBV okreslono na podstawie analizy probek EBV-ujemnego osocza z krwi pobranej na EDTA od
indywidualnych dawcow. Sto jeden pojedynczych probek osocza z EDTA zbadano przy uzyciu trzech serii odczynnikow
testu cobas® EBV. Wszystkie badane probki byly ujemne pod wzgledem DNA EBV. W panelu testu swoisto$é testu
cobas® EBV wynosita 100% (dolny jednostronny 95% przedziat ufno$ci wynoszacy 97,08%).

Swoistos¢ analityczna

Swoisto§¢ analityczng testu cobas® EBV oceniono w panelu rozcienczen drobnoustrojow do stezenia

1,00E+06 jednostek/ml (komoérek/ml, CFU/ml, IFU/ml, CCU/ml) dla bakterii i drozdzy oraz > 1,00E+05 jednostek/ml
(IU/ml, kopii/ml, komérek/ml, TCIDso/ml) dla wirusow w dodatnim pod wzgledem DNA EBV i ujemnym pod wzgledem
DNA EBYV osoczu z krwi pobranej na EDTA. Dwa swoiste badane organizmy podano w Tabela 15. Kazdy element
panelu zostat przebadany przy uzyciu testu cobas® EBV. Zaden z patogenéw innych niz EBV nie zakltdcat wiarygodnosci
testu.

Tabela 15 Drobnoustroje badane pod katem reaktywnosci krzyzowej

Wirusy Bakterie Drozdzaki
Adenowirus typ 5 Propionibacterium acnes Aspergillus niger
Poliomawirus BK Staphylococcus aureus Candida albicans
Wirus cytomegalii Chlamydia trachomatis Cryptococcus neoformans
Wirus zapalenia watroby typu B Clostridium perfringens

Wirus zapalenia watroby typu C Enterococcus faecalis

Wirus Herpes Simplex typu 1 Escherichia coli

Wirus Herpes Simplex typu 2 Klebsiella pneumoniae

Ludzki wirus opryszczki typu 6 Listeria monocytogenes

Ludzki wirus opryszczki typu 7 Mycobacterium avium

Ludzki wirus opryszczki typu 8 Neisseria gonorrhoeae

Ludzki wirus uposledzenia odpornosci 1 Staphylococcus epidermidis

Ludzki wirus uposledzenia odpornosci 2 Streptococcus pyogenes

Wirus brodawczaka ludzkiego Mycoplasma pneumoniae
Wirus JC Salmonella enterica
Parvowirus B19 Streptococcus pneumoniae
Simian Virus 40

Wirus ospy wietrznej-potpasca

Swoistos¢ analityczna — substancje interferujgce

Podwyzszone poziomy trojglicerydow (33,0 g/l), bilirubiny zwiazanej (0,2 g/1), bilirubiny niezwigzanej (0,2 g/1),
albuminy (60,0 g/1), hemoglobiny (2,0 g/1) i ludzkiego DNA (2 mg/l) w probkach badano z i bez DNA EBV.
Wykazano, ze testowane interferencje endogenne nie zaktocaty dziatania testu cobas® EBV.

Dodatkowo sktadniki lekéw wymienione w Tabela 16 badano w stgzeniu trzy razy Cmax z 1 bez DNA EBV.

Zadna z potencjalnie zaktdcajacych substancji nie wykazywata interferencji z testem.
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Tabela 16 Skiadniki lekow badane pod katem interferencji z ilosciowym oznaczeniem DNA EBV w tescie cobas® EBV

Klasa leku

Nazwa wiasna leku

Przeciwdrobnoustrojowy

Cefotetan
Klawulanian potasu

Sulfametoksazol
Tikarcylina disodowa

Flukonazol Trimetoprim
Piperacylina Wankomycyna
Tazobaktam sodu Mykafungina
Preparaty do leczenia zakazen Gancyklowir Cidofowir
wirusami opryszczki (Herpes) Valgancyklowir Foskarnet
Acyklowir Letermowir
Lek immunosupresyjny Azatiopryna Prednizon
Cyklosporyna Sirolimus
Ewerolimus Takrolimus

Mykofenolan mofetylu

Kwas mykofenolowy

Korelacja metody

Wydajno$é testu cobas® EBV oceniono wzgledem oznaczenia poréwnawczego przez analize probek osocza z krwi
pobrangj na EDTA od pacjentow zakazonych wirusem EBV. Probki osocza z krwi pobranej na EDTA w zakresie
oznaczenia obu testow zbadano w pojedynczych powtorzeniach. Przeprowadzono analize regresji Deminga.

Rys. 4 zawiera wyniki regresji Deminga.

Rys. 4 Analiza regresji testu cobas® EBV w odniesieniu do oznaczenia poréwnawczego

8

cobas® EBV (log1o 1U/mI)

Linia regresji Deminga (N = 126): Y = 0,14 + 0,99X
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Btad calego systemu

Czestotliwo$é bledu calego systemu dla testu cobas® EBV okreslono badajac 100 powtdrzen osocza z krwi pobranej
na EDTA z dodang EBV-dodatnig probka kliniczng. Probki te byty testowane przy stezeniu wynoszacym 3 x LoD.

Wyniki tego badania wykazaty, ze we wszystkich powtorzeniach stwierdzono wazno$¢ i reaktywno$¢ wzglgdem
sekwencji docelowej EBV, co dato czgstos¢ wystgpowania bledu systemowego na poziomie 0% (gorny jednostronny
95% przedziat ufnosci wynoszacy 2,95%).

Kontaminacja pomiedzy préobkami

Czesto$é wystepowania kontaminacji pomiedzy probkami w tescie cobas® EBV okreslono przez oznaczenie
240 powtodrzen probek osocza ujemnego dla EBV 1225 powtdrzen probek wysokiego miana EBV na poziomie
okoto 2,00E+07 IU/ml. Lacznie wykonano pig¢ przebiegdw z uzyciem probek dodatnich i ujemnych w ukfadzie
naprzemiennym.

Wszystkie 240 powtorzen ujemnej probki byto waznych i dato wynik ujemny, dajac wspolczynnik kontaminacji
krzyzowej wynoszacy 0% (gorny jednostronny 95% przedzial ufnosci wynoszacy 1,24%).
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Dodatkowe informacje

Najwazniejsze cechy testu

Rodzaj probki Osocze krwi pobranej na EDTA
Wymagana ilos¢ probki 350 pI*

Objetos¢ przetwarzania 200 pl

Czulos¢ analityczna 18,8 IU/ml

Zakres liniowosci 35,0 IU/ml — 1E+08 |U/ml
Swoistos¢ 100%

Wykrywane genotypy Genotypy 1i2 EBV

* Dla probowek wtornych cobas omni zidentyfikowano objeto$¢ martwa wynoszaca 150 pl. Inne probowki
uzywane do testOw moga mie¢ inng obj¢to$¢ martwa i wymagac wigkszej lub mniejszej objgtosci minimalne;j.
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Oznaczenia

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

Tabela 17 Oznaczenia stosowane na etykietach produktéw diagnostycznych Roche PCR

sSw

T
BARCODE

LOT
A2
e
A
[Cort|

Rx Only

IVD

Oprogramowanie
pomocnicze

Autoryzowany
Przedstawiciel
we Wspalnocie
Europejskiej

c| [
= |
)

Arkusz kodéw
kreskowych

Kod partii

Zagrozenie biologiczne

Numer katalogowy

Sprawdz w instrukg;ji
obstugi

Zawartos¢ zestawu

f OEO~<YD

Dystrybucja

Wylgcznie do oceny
dziatania
w badaniach VD

Tylko Stany Zjednoczone:
Prawo federalne zezwala
na sprzedaz tego
urzadzenia wytgcznie
lekarzowi lub na
zamoéwienie takiego
lekarza.

£

Wyréb do diagnostyki
in vitro

®

Dolna granica przypisanego
zakresu

Gorna granica
przypisanego zakresu

Przechowywa¢ z dala od
Swiatta

Zawartos¢ wystarczajgca
na <n> testéw

Przestrzegac zakresu
temperatury

Plik definicji testow

Wytworca

Termin waznosci

Numer pozycji handlu
globalnego

Numer seryjny

Data produkg;ji

Nie uzywac powtérnie

| CONTROL |-

Kontrola ujemna

Kontrola dodatnia

Préba kontrolna

| Assigned Range [copies/mL] |

Przypisany zakres (kopie/ml)

| Assigned Range [1U/mL] |
Przypisany zakres (IU/ml)

| Procedure | Standard |

Procedura standardowa

| Procedure | UltraSensitive |

Procedura ultraczuta

QS copies/PCR

Kopie QS na reakcje PCR, uzy¢ kopii QS na reakcje

PCR w obliczeniach wynikow.

IU QS na reakcje PCR, uzy¢ jednostek
migdzynarodowych (IU) QS na reakcje PCR

C€

w obliczeniach wynikow.

Ten produkt spetnia wymogi dyrektywy
Wspdlnoty Europejskiej 98/79/WE
dotyczacej diagnostycznych urzgdzen
medycznych do stosowania in vitro.

Linia pomocy technicznej dla klientéw w Stanach Zjednoczonych 1-800-526-1247
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Wytworca

i dystrybutorzy

Tabela 18 Wytworca i dystrybutorzy

D

Roche Molecular Systems, Inc.
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Branchburg, NJ 08876 USA
www.roche.com

Roche Diagnostics GmbH
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Copyright
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