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Ucel pouziti

Test cobas® MAI pro pouziti se systémy cobas® 5800/6800/8800 je automatizovany, kvalitativni diagnosticky test in vitro,
ktery vyuziva polymerazovou retézovou reakci (PCR) v realném case pro pfimou detekci a rozliseni DNA Mycobacterium
avium a Mycobacterium intracellulare ve vzorcich z lidskych dychacich cest, véetné vzorku cerstvého sputa a digestova-
nych a dekontaminovanych (o$etfenych N-acetyl-L-cysteinem/NaOH [NALC-NaOH]) vzorku sputa a bronchoalveolarni
lavaze (BAL). Tento test se pouziva ve spojeni s kultivaci mykobakterii jako pomicka pti diagnostice plicnich infekei

M. avium a M. intracellulare.

Souhrn a vyklad testu

Zakladni informace

M. avium a M. intracellulare jsou dva blizce pfibuzné ale odlisné druhy pomalu rostoucich netuberkul6znich mykobakterii
(NTM), které patti do komplexu M. avium (MAC) a rodu mykobakterie. NTM jsou druhy mykobakterii odlisné od

M. tuberculosis a M. leprae. NTM jsou obecné volné Zijici organismy, které jsou vSeobecné rozsifené v prostiedi.'* Byly
nalezeny v povrchové vod¢, vodé z vodovodu, ptidé, domacich i volné zijicich zvifatech, mléce a potravinach. Ackoli NTM
mohou kolonizovat télesné povrchy a sekrety, aniz by zptisobovaly onemocnéni, jsou spojovany se ¢tyfmi odlisnymi
klinickymi syndromy: plicnimi infekcemi (MAC, M. kansasii a M. abscessus), lymfonodalnimi infekcemi bézné se
vyskytujicimi u détské populace, (MAC, M. scrofulaceum, M. malmoense), rozptylenym onemocnénim u pacientd s vysoce

oslabenou imunitou (M. avium) a infekci kiize a mékkych tkdni nebo kosti a kloubi, obvykle v dusledku p¥imé inokulace.”

Komplex MAC v soucasnosti zahrnuje dvanact druhti pomalu rostoucich mykobakterii z prostredi a zvirat: M. avium,

M. intracellulare, M. chimaera, M. colombiense, M. arosiense, M. bouchedurhonense, M. marseillense, M. timonense,

M. indicus pranii, M mantenii, M. vulneris, M. yongonense.*>” Existuje 28 sérovara M. avium a M. intracellulare®, pticemz

M. avium zahrnuje 4 poddruhy: M. avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis, M. avium subsp. hominissuis

a M. avium subsp. silvaticum.® M. avium a M. intracellulare (MAI) jsou dva zastupci komplexu MAC, ktefi jsou nejcastéji
spojovani s onemocnénim lidi.®

MALI jsou predevsim plicni patogeny, které casto postihuji osoby s oslabenou imunitou (napf. pacienty s AIDS,
vlasatobuné¢nou leukémii nebo podstupujici imunosupresivni chemoterapii). MAI se prenaseji vdechnutim do dychacich
cest a pozitim do traviciho traktu. Neexistuji zadné ditkazy o pfenosu ze zvirat na clovéka nebo z ¢lovéka na ¢lovéka, proto
se povazuji za nenakazlivé. Plicni infekce MAI jsou spojeny s chronickymi plicnimi chorobami, jako je CHOPN, chronicka
bronchitida, bronchiektazie, cysticka fibréza a rakovina plic. MAI mohou také zptisobovat osteomyelitidu, tenosynovitidu,
synovitidu; rozptylena infekce MAI miize postihnout lymfatické uzliny, CNS, jatra, slezinu a kostni dfen. Ke koznim
infekcim dochazi obvykle prostfednictvim pfimé inokulace. MAT je nejc¢astéjsi pricinou infekce NTM u pacientt s AIDS.
M. avium ptipada na vice nez 95 % pacienti s AIDS, u nichz se rozvine infekce MAIL M. intracellulare zodpovida za 40 %
infekci u imunokompetentnich pacientii. Onemocnéni plic zptisobené MAI se obvykle projevuje dvéma typy klinického

a radiologického obrazu jako apikélni fibrokavitarni onemocnéni plic, multifokalni bronchiektézie nebo syndrom lady
Windermerové, ktery je spojovan s nodularnimi nebo fibronoduldrnimi plicnimi infiltraty a kaslem u jinak zdravych
stihlych starsich zen.

Vyskyt onemocnéni zptusobenych NTM je obtizné zjistit, protoze NTM jsou povazovany za neinfek¢ni, a proto je v mnoha
zemich nelze hlasit zdravotnickym organizacim. Odhady incidence vychazeji z poc¢tu hlasenych izolatd NTM a ve vétsiné
vyspélych zemi se jevi jako podobné, pfi¢emz se pohybuji v rozmezi od 1,0 do 1,8 pfipadu na 100 000 osob.>® Studie
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provedena v Oregonu v roce 2009 odhadla ro¢ni vyskyt 5,6 ptipadu plicni infekce MAC na 100 000 obyvatel, pficemz
vétSina pripadil (60 %) postihovala Zeny." Nejvyssi pocet rozptylenych pripadi MAI hldSenych v USA ¢inil 37 000

v roce 1994 na vrcholu epidemie AIDS, a od zavedeni vysoce aktivni antiretrovirové terapie incidence klesa. Monitorovaci
studie uskute¢néna ve Francii v letech 2001-2003 odhadla incidenci plicnich infekei zptisobenych NTM u pacientti bez
infekce HIV na 0,72-0,74 na 100 000 obyvatel."' Podobna studie z Nového Zélandu z roku 2004 odhadla incidenci
onemocnéni NTM na 1,92 na 100 000 obyvatel.'?

Diagnoza plicni infekce MAI by méla byt zvazovana u symptomatickych pacientt s nodularnimi nebo kavitarnimi
opacitami na rentgenovém snimku hrudniku nebo na snimku CT s vysokym rozlisenim, ktery ukazuje multifokalni
bronchiektazii s cetnymi malymi uzliky, pokud byla vylou¢ena infekce MTB a jiné mozné diagnézy.” K diagnoze se
doporucuje AFB natér a kultivace mykobakterii. Diagndza vyzaduje:

(i) pozitivni kultury mykobakterii alespon ze dvou samostatnych vzorki vykaslaného sputa, nebo
(ii) vysledky pozitivni kultivace mykobakterii alespon z jednoho bronchidlniho vyplachu nebo lavéaze, nebo

(ili)  transbronchialni nebo jinou biopsii plic s mykobakterialnimi histopatologickymi znaky a pozitivni kultivaci
z biopsie a jeden nebo vice vyplachi sputa nebo bronchialnich vyplach, které jsou kultiva¢né pozitivni na MAC
pro potvrzeni infekce.’

NTM, vcetné MAC, je nutné identifikovat na trovni druhu. Lécba zahrnuje 2 nebo 3 bakteriostatika prvni linie po dobu
12 mésict. Rezim prvni linie zahrnuje makrolidy (klaritromycin nebo azitromycin), ethambutol a rifamyciny (rifampin);
antimikrobidlni rezim druhé linie zahrnuje aminoglykosidy (streptomycin nebo amikacin). Rutinni testovani citlivosti
izolatti MAC se doporucuje pouze pro klaritromycin vzhledem ke Spatné korelaci mezi vysledky in vitro a klinickymi
vysledky u ostatnich 1é¢iv.”

Predbéznou diagnézu infekce MAC lze stanovit na zakladé klinického obrazu i rentgenovych nalezt a potvrdit zachytem
organismu v mykobakteridlni kultute, jak je popsano vyse,” avSak kultivace je pomald a mize trvat nékolik dnt az tydnu.
Alternativné mohou testy metodou amplifikace nukleovych kyselin detekovat a rozlisit M. avium a M. intracellulare
ptimo z klinickych vzorkd v fadu hodin pro rychlejsi stanoveni diagnoézy a zahajeni empirické 1é¢by. Je vsak vyzadovano
fenotypové testovani citlivosti na léky (DST) k potvrzeni vhodné empirické 1é¢by, které muze po izolaci a identifikaci
patogent v zavislosti na metodé trvat dalsi dny az tydny.

Princip testu

Test cobas® MAI pro pouziti se systémy cobas® 5800/6800/8800 je automaticky kvalitativni test PCR v redlném case pro
detekci a rozliSeni DNA Mycobacterium avium a Mycobacterium intracellulare ve vzorcich z lidskych dychacich cest,
vcetné vzorki cerstvého sputa a digestovanych a dekontaminovanych (osetfenych NALC-NaOH) sedimentt sputa a BAL.
Do kazdého vzorku je béhem jeho zpracovani v systémech cobas® 5800/6800/8800 pridana interni kontrola DNA
pouzivand pro monitorovani celého procesu pripravy vzorku a PCR amplifikace. Test navic vyuziva pozitivni kontrolu

s nizkym titrem a negativni kontrolu.
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Principy postupu

Test cobas® MALI je zaloZen na preanalytickém zkapalnéni vzorku a inaktivaci mykobakterii, po nichz nasleduje sonikace
vzorku, plné automatizovana priprava vzorku (extrakce nukleové kyseliny a purifikace) a PCR amplifikace a detekce.

Ke zkapalnéni vzorku a inaktivaci mykobakterii dochazi sou¢asné béhem inkubace vzorku s pouzitim roztoku

cobas® Microbial Inactivation Solution (MIS). Pfed vlozenim do systémi cobas® 5800/6800/8800 se provadi sonikace
zkapalnéného a inaktivovaného vzorku. Systém cobas® 5800 je navrzen jako jedno integrované zarizeni. Systém

cobas® 6800/8800 se sklddd z modulu pro dodavani vzorki, prenosového modulu, procesniho modulu a analytického
modulu. Software systému cobas® 5800 nebo cobas® 6800/8800 provadi automaticky management dat, pfi kterém
pfifazuje vSem testtim vysledky pozitivni, negativni nebo neplatné. Vysledky lze prohlizet pfimo na obrazovce systému,
exportovat nebo vytisknout jako zpravu.

Extrakce nukleové kyseliny ze vzorku pacientt, externich kontrol a pfidanych molekul vnitfni kontroly DNA (DNA-IC)
probiha soucasné. Souhrnné dochazi k uvolnéni bakteridlni nukleové kyseliny chemickym (roztokem MIS, lyzacnim
reagenciem cobas” omni Lysis Reagent), enzymatickym (proteinazou) a fyzikdlnim (sonikaci) narusenim bakterii.
Uvolnéné nukleové kyseliny se vazi na kfemicitanovy povrch pridanych magnetickych partikuli. Nenavazané latky

a necistoty, jako naptiklad denaturovany protein, buné¢ny odpad a pripadné inhibitory PCR jsou odstranény béhem
nasledujicich promyvacich kroku a purifikovana nukleova kyselina je eluovana z magnetickych partikuli elu¢nim pufrem
pfi zvysené teploteé.

K selektivni amplifikaci cilové sekvence nukleové kyseliny ze vzorku dochazi za pouziti cilové specifického forward

a reverse primeru pro komplex M. avium, ktery je vybran z vysoce konzervované oblasti v pfislusném cilovém organismu.
K detekci MAC se pouziva jedna sada selektivnich primerti a M. avium a M. intracellulare jsou rozliSeny pomoci dvou
ruznych sond v ramci oblasti amplifikace (gen 16S rRNA). K selektivni amplifikaci interni kontroly DNA (DNA IC)
dochazi pomoci sekvencné specifickych forward a reverse primert vybranych tak, aby nebyly homologické s cilovou
oblasti komplexu M. avium. Teplotné stabilni enzym DNA polymeraza se pouziva pro PCR amplifikaci. Cilové sekvence
a sekvence DNA-IC jsou amplifikovany souc¢asné pomoci univerzalniho PCR amplifika¢niho profilu s pfedem
definovanymi teplotnimi kroky a po¢tem cyklii. Reagencie master mix obsahuje deoxyuridin trifosfat (dUTP), namisto
deoxythimidin trifosfatu (dTTP), ktery je zabudovavan do nové syntetizované DNA (amplikon). Jakékoliv kontaminujici
amplikony z predchazejicich béhii PCR jsou zni¢eny enzymem AmpErase, ktery je pfitomen ve smési PCR Master Mixu,
pti zahtati béhem prvniho kroku teplotniho cyklu.”” Nové vytvofené amplikony v$ak eliminovany nejsou, protoze enzym
AmpkErase je inaktivovan po vystaveni teplotam nad 55 °C.

Cinidlo Master Mix pro test cobas® MAI obsahuje po jedné detekéni sondé pro M. avium a pro M. intracellulare a jednu
detekéni sondu pro DNA-IC. Cilové specifické sondy jsou oznaceny rtiznymi fluorescen¢nimi barvivy, které umoznuji
soucasnou detekci cile M. avium, cile M. intracellulare a vnitini kontroly DNA-IC ve tfech raznych cilovych kanalech.'* "
Fluorescen¢ni signaly intaktnich sond, které nejsou navazany na cilové sekvence, jsou potlaceny zhasecem. Béhem kroku
PCR amplifikace dochazi kvili hybridizaci sond se specifickym templatem jednoretézcové DNA ke $tépeni sondy 5'-3'
exonukledzovou aktivitou DNA polymerazy, ktera zptisobuje oddéleni fluorescen¢ni barvy a zhasece a vznik fluores-
cen¢niho signalu. Kazdy cyklus PCR vytvari vétsi mnozstvi roz§tépenych sond a kumulativni signal fluorescen¢niho
barviva se soucasné zvysuje. Detekce a rozliSeni produkti PCR v realném case se provadi méfenim fluorescence
uvolnénych barviv pro cilové sekvence komplexu M. avium, respektive vnitini kontroly DNA-IC.
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Reagencie a materialy

Reagencie a kontroly cobas® MAI

Materialy dodavané pro test cobas® MAI uvadi Tab. 1. VSechny neoteviené reagencie a kontroly maji byt uchovavany
v souladu s doporucenimi v Tab. 1 az Tab. 4. Potfebné materialy, které nejsou soucasti dodavky, uvadi Tab. 2 az Tab. 4
a Tab. 8 az Tab. 10.

Tab.1 cobas® MAI
cobas® MAI

Uchovévat pii 2-8 °C

Kazeta pro 384 testi (P/N 09040595190)

Souéasti soupravy

Slozky reagencii

Mnozstvi v soupravé

Roztok proteinazy
(PASE)

Tris pufr, < 0,05 % EDTA, chlorid vdpenaty, octan vapenaty, 8 % proteinaza,
glycerol

EUH210: Na vyZadani je k dispozici bezpe¢nostni list.
EUH208: Obsahuje subtilisin z Bacillus subtilis. M(ize vyvolat alergickou reakci.

38 ml

DNA interni kontrola Tris pufr, < 0,05 % EDTA, < 0,001 % konstrukt DNA neptibuzny MAI, 38 mi
(DNA-IC) 0,002 % Poly rA RNA (syntetickd), < 0,1 % azid sodny

Eluéni pufr (EB) Tris pufr, 0,2 % methyl-4-hydroxybenzoat 38 ml
Reagencie Master Mix 1 Octan hore¢naty, hydroxid draselny, < 0,1 % azid sodny 14,5 ml
(MMX-R1)

Reagencie MAI Tricinovy pufr, octan draselny, EDTA, glycerol, 18 % dimethylsulfoxid, 17,5 ml

Master Mix 2
(MAI MMX-R2)

< 0,12 % dATP, dCTP, dGTP, dUTPs, < 0,1 % Tween 20, < 0,1 % azid sodny,

< 0,1 % Z05 DNA-polymeraza, < 0,1 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)
(mikrobidlni), < 0,01 % forward a reverse primery vnitfni kontroly,

< 0,01 % upstream a downstream primery MAI, < 0,01 % fluorescen¢né
znacené oligonukleotidové sondy specifické pro MAI a vnitini kontrolu DNA,

< 0,01 % oligonukleotidovy aptamer

Tab.2 Souprava pozitivni kontroly cobas® MAI Positive Control Kit

cobas® MAI Positive Control Kit

Uchovavat pfi 2-8 °C

Pro pouziti se systémem cobas® 5800 (P/N 09040609190)
Pro pouZiti se systémy cobas® 6800/8800 (P/N 07544863190 nebo P/N 09040609190)

Souéasti soupravy

Slozky reagencii

Mnozstvi v soupravé

Pozitivni kontrola MAI
(MAI (+) O)

Tris pufr, < 0,05 % azid sodny, < 0,05 % EDTA, 0,002 % Poly rA,
< 0,01 % neinfekéni DNA plazmid (mikrobidlni) obsahujici genomové sekvence
M. avium a M. intracellulare

16 ml
(16 x 1 ml)
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Tab.3 Souprava negativni pufrované kontroly cobas® Buffer Negative Control Kit
cobas® Buffer Negative Control Kit

Uchovavat pfi 2-8 °C

Pro pouziti se systémem cobas® 5800 (P/N 09051953190)

Pro pouZiti se systémy cobas® 6800/8800 (P/N 07002238190 nebo P/N 09051953190)

Soucéasti soupravy Slozky reagencii Mnozstvi v soupravé
Souprava negativni Tris pufr, < 0,1 % azid sodny, EDTA, 0,002 % poly rA RNA (syntetickd) 16 ml

pufrované kontroly cobas® (16 x 1 ml)

(BUF (-) C)
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Reagencie cobas® omni pro pfipravu vzorki

Tab. 4 Reagencie cobas® omni pro pfipravu vzorka*

Wash Reagent
(WASH)

(P/N 06997503190)

Uchovavat pfii 15-30 °C

0,1 % methyl-4-
hydroxybenzoat

Reagencie Slozky reagencii Mnozstvi Bezpecnostni symboly a varovani**
v soupravé

cobas® omni Magnetické ¢astice, Tris pufr, 480 testl Nevztahuje se

MGP Reagent 0,1 % methyl-4-hydroxy-

(mMGP) benzoat, < 0,1 % azid sodny

Uchovdvat pfi 2-8 °C

(P/N 06997546190)

cobas® omni Tris pufr, 0,1 % methyl-4- 4 x 875 ml Nevztahuje se

Specimen Diluent hydroxybenzoat,

(SPEC DIL) < 0,1 % azid sodny

Uchovavat pfi 2-8 °C

(P/N 06997511190)

cobas® omni 43 % (hm.) guanidinthio- 4 x 875 ml

Lysis Reagent kyanat***, <3,

(LYS) 5 % (hm./obj.) polidokanol***,

Uchovavat pti 2-8 °C 2 % (hm./obj.) dithiothreitol***,

(P/N 06997538190) dihydrat citrdtu sodného NEBEZPECi
H302: Zdravi $kodlivy pfi poziti.
H314: Zpusobuje téZké poleptani kiize a poskozeni o¢i.
H411: Toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
EUH032: Uvolnuje vysoce toxicky plyn pfi styku s kyselinami.
EUHO071 Zpusobuje poleptani dychacich cest.
P273: Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostiedi.
P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obli¢ejovy §tit/chrénice sluchu.
P303 + P361 + P353: PRI STYKU S KUZI (nebo s vlasy): veskeré
kontaminované ¢dasti odévu okamzité sviéknéte. Oplachnéte kizi
vodou.
P304 + P340 + P310: PRI VDECHNUTI: pfeneste osobu na &erstvy
vzduch a ponechte ji v poloze usnadniujici dychdni. Okamzité volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO/ Igkare.
P305 + P351 + P338 + P310: PRI ZASAZENI OCI: ngkolik minut
opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li
nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve
vyplachovani. Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI
STREDISKO/Igkare.
P391 Unikly produkt seberte.
593-84-0 Guanidin thiokyanat
9002-92-0 Polidokanol
3483-12-3 (R*R")-1,4-dimerkaptobutan-2,3-diol

cobas® omni Dihydrat citratu sodného, 4,21 Nevztahuje se

*  Testovaci souprava cobas® MAI neobsahuje tato reagencie. Viz seznam dalsich pozadovanych materiél (Tab. 8 az Tab. 10).

** Bezpecnostni oznaceni produktt vychazi primarné z pokyntt GHS EU.

*** Nebezpecna latka nebo smés.
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cobas® MAI

Pozadavky na uchovavani reagencii a manipulaci s nimi

Reagencie uchovavejte a manipulujte s nimi podle pokynii v Tab. 5, Tab. 6 a Tab. 7.

Pokud nejsou reagencie vlozeny v systémech cobas® 5800 a cobas® 6800/8800, uchovavejte je pti odpovidajici teploté,

kterou uvadi Tab. 5.

Tab.5 Uchovavani reagencii (kdyz nejsou vloZzena v systému)

Reagencie Teplota uchovavani
cobas® MAI 2-8°C

cobas® MAI Positive Control Kit 2-8°C

cobas® Buffer Negative Control Kit 2-8°C

cobas® omni Lysis Reagent 2-8°C

cobas® omni MGP Reagent 2-8°C

cobas® omni Specimen Diluent 2-8°C

cobas® omni Wash Reagent 15-30 °C

Pozadavky na manipulaci s reagenciemi pro systém cobas® 5800

Reagencie vlozené do systému cobas® 5800 jsou ulozeny pfi prislusnych teplotach a systém monitoruje jejich dobu
pouzitelnosti. Systém umozni pouzivani reagencii pouze tehdy, pokud jsou splnény podminky, které uvadi Tab. 6.

Systém automaticky znemoznuje pouziti exspirovanych reagencii. Tab. 6 vysvétluje uzivateliim podminky manipulace

s reagenciemi, platné v systému cobas® 5800.

Tab.6 Podminky doby exspirace reagencii v systému cobas® 5800

Reagencie sD::::;:;spirace :(t;l;i:::yoteviené ::ﬁ;ﬁ g:: ’bi;’(:otato ft:yl:tlg;u
souprava pouzita

cobas® MAI Doba zatim neuplynula | 90 dnt od prvniho pouziti | Maximélné 40 béh Maximalné 36 dni®
cobas® MAI Positive Control Kit Doba zatim neuplynula | Nevztahuje se? Nevztahuje se Maximalné 36 dni®
cobas® Buffer Negative Control Kit | Doba zatim neuplynula | Nevztahuje se? Nevztahuje se Maximalné 36 dni®
cobas® omni Lysis Reagent Doba zatim neuplynula | 30 dnl od vloZeni® Nevztahuje se Nevztahuje se
cobas® omni MGP Reagent Doba zatim neuplynula | 30 dnl od vloZeni® Nevztahuje se Nevztahuje se
cobas® omni Specimen Diluent Doba zatim neuplynula | 30 dnt od vlozeni® Nevztahuje se Nevztahuje se
cobas® omni Wash Reagent Doba zatim neuplynula | 30 dnt od vlozeni® Nevztahuje se Nevztahuje se

* Reagencie na jedno pouziti.

b Cas se méti od doby, kdy byla reagencie poprvé vlozena do systému cobas® 5800.
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cobas® MAI

Pozadavky na manipulaci s reagenciemi pro systémy cobas® 6800/8800

Reagencie vlozené do systému cobas® 6800/8800 jsou ulozeny pti prislusnych teplotach a systém monitoruje jejich dobu

pouzitelnosti. Systémy cobas® 6800/8800 umozni pouzivani reagencii pouze pokud jsou splnény vSechny podminky, které

uvadi Tab. 7. Systém automaticky znemoznuje pouziti exspirovanych reagencii. Tab. 7 vysvétluje uzivatelim podminky

manipulace s reagenciemi, platné v systémech cobas® 6800/8800.

Tab.7 Podminky dodrzovani doby pouzitelnosti reagencii v systémech cobas® 6800/8800

Reagencie Datum exspirace Stabilita oteviené Pocéet béhu, pro Stabilita na palubé
soupravy soupravy ktery miize byt tato | (celkova doba na
souprava pouzita palubé mimo
chlazené ulozisté)
cobas® MAI Doba zatim neuplynula | 90 dnd od prvniho pouziti Maximalné 40 béhd Maximalné 40 hodin

cobas® MAI Positive Control Kit

Doba zatim neuplynula

Nevztahuje se?

Nevztahuje se

Maximalné 10 hodin

cobas® Buffer Negative Control Kit

Doba zatim neuplynula

Nevztahuje se?

Nevztahuje se

Maximalné 10 hodin

cobas® omni Lysis Reagent

Doba zatim neuplynula

30 dnt od vlozeni®

Nevztahuje se

Nevztahuje se

cobas® omni MGP Reagent

Doba zatim neuplynula

30 dnt od vlozeni®

Nevztahuje se

Nevztahuje se

cobas® omni Specimen Diluent

Doba zatim neuplynula

30 dntl od vlozeni®

Nevztahuje se

Nevztahuje se

cobas® omni Wash Reagent

Doba zatim neuplynula

30 dntl od vlozeni®

Nevztahuje se

Nevztahuje se

* Reagencie na jedno pouziti.

® Cas se méti od doby, kdy byla reagencie poprvé vloZena do systémii cobas® 6800/8800.

Dals$i materialy potiebné pro systém cobas® 5800

Tab.8 Materidly a spotfebni material pro pouziti v systémech cobas® 5800

Material P/N

cobas® omni Processing Plate 24 08413975001
cobas® omni Amplification Plate 24 08499853001
cobas® omni Liquid Waste Plate 24 08413983001
Spicky CORE TIPS s filtrem, 1 ml 04639642001
Spicky CORE TIPS s filtrem, 300 pl 07345607001
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
Pytel na pevny odpad 07435967001
nebo nebo

Pytel na pevny odpad s vlozkou 08030073001
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cobas® MAI

Dals$i materialy potiebné pro systémy cobas® 6800/8800

Tab.9 Materidly a spotfebni material pro pouziti v systémech cobas® 6800/8800

Material 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

Pytel na pevny odpad a nddoba na pevny odpad
nebo

Pytel na pevny odpad s vlozkou a pokrocild verze odpadni zasuvky

07435967001 a 07094361001
nebo
08030073001 a 08387281001

Tab. 10 Dalsi materidly potfebné pro preanalyticky pracovni postup

Materialy

cobas® Microbial Inactivation Solution (P/N 08185476001)

Zkumavkovy sonikator TS 5 (Rinco Ultrasonics AG - P/N 46690)

Sroubovaci vicko P/N 65.163)*

5ml polypropylenové zkumavky velikosti 75 x 13 mm, s kulatym dnem, se Sroubovacim vickem (Sarstedt - zkumavka P/N 60.504.010,

MPA RACK 13 MM LIGHT GREEN 7001-7050 (Roche - P/N 03118878001 nebo ekvivalentni)**

Centrifuga (s moznosti omezeni RCF na max. 3000 x g, kompatibilni se zkumavkami velikosti 75 x 13 mm se $roubovacim vickem)

Vortex

Termostabilni $titky s ¢arovymi kédy (OPAL Associates AG, P/N 20300824 TR PE-Folie Pharma nebo ekvivalentni)***

*

ovéfeno uzivatelem.

Pouziti jinych zkumavek nez téch, které jsou doporuceny vyse, musi byt pfed zahrnutim do pracovniho postupu testu cobas® MAI v laboratoti

** Stojanky MPA velikosti 13 mm jsou nutné k pouziti sonikatoru zkumavek TS 5. Kontaktujte mistniho zastupce spole¢nosti Roche ohledné
podrobnych seznamt pro objedndvky stojanku na vzorky v jinych barvach nebo v jiném rozmezi sériovych ¢isel. Upozoriiujeme, Ze stojanky RD5

nejsou se sonikatorem zkumavek TS 5 kompatibilni.

*** Dalsi podrobnosti o specifikacich ¢drovych koéda naleznete v Asistentu uZivatele a/nebo uzivatelskych priruckach k systémim

cobas® 5800/6800/8800. Pouziti jinych $titkii s ¢drovymi kédy nez téch, které jsou doporuceny vyse, musi byt pred zahrnutim do pracovniho

postupu testu cobas® MAI v laboratofi ovéreno uzivatelem. Dalsi podrobnosti o kompatibilnich §titcich s ¢arovymi kddy a doporuceni k ovéreni
kompatibility ziskate od mistniho zastupce spole¢nosti Roche. Pouziti nekompatibilnich $titkd s ¢arovymi kody muze vést k poskozeni zkumavky

béhem sonikace a ndsledné kontaminaci zafizeni.
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cobas® MAI

Pozadované zarizeni a software

V zafizeni cobas® 5800 musi byt nainstalovan software systému cobas® 5800 a analyticky balicek cobas® MAI pro systém
cobas® 5800. Se systémem bude dodan software Data Manager a pocita¢ pro systém cobas® 5800.

V zarizenich cobas® 6800/8800 musi byt nainstalovan software systémt cobas® 6800/8800 a analyticky balicek cobas® MAI
pro systémy cobas® 6800/8800. Se systémem je poskytnut server Instrument Gateway (IG).

Tab. 11 Zafizeni

Vybaveni P/N

Systém cobas® 5800 08707464001
Systém cobas® 6800 (pohybliva platforma) 06379672001
Systém cobas® 6800 (pevna platforma) 05524245001
Systém cobas® 8800 05412722001
Modul zabezpecéujici vzorky 06301037001

Dalsi informace naleznete v Asistentu uzivatele nebo v uZivatelské prirucce k systému cobas® 5800 nebo systémiim cobas® 6800/8800.
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cobas® MAI

Bezpecnostni opatreni a pozadavky na manipulaci

Varovani a bezpecénostni opatieni

Jak je tomu pti kazdém testovacim postupu, je pro spravnou vykonnost tohoto testu zdsadnim pozadavkem dodrzovat

principy spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké senzitivité testu je tfeba dbat opatrnosti, aby mezi reagenciemi

a amplifika¢nimi smésmi nedoslo ke kontaminaci.

Pouze pro tcely diagnostiky in vitro.

Vsechny pacientské vzorky musi byt povazovany za potencialné infekéni. Se vSemi biologickymi vzorky je proto
nutno zachazet, jako by byly infekéni, za pouziti spravnych laboratornich postupii a odpovidajiciho posouzeni
rizik podle pokynt v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (Biologicka bezpecnost
v mikrobiologickych a biomedicinskych laboratorich), v dokumentu CLSI ¢islo M29-A4 a v prirucce
Tuberculosis Laboratory Biosafety Manual (Pfirucka pro biologickou bezpe¢nost v laboratotich zkoumajicich
tuberkuldzu) organizace WHO.'*™'® Tento postup smi provadét pouze personal zkuseny v zachdzeni s infek¢nimi
materialy a pouzitim testu cobas® MAI a systému cobas® 5800/6800/8800.

Vsichni pracovnici musi pouzivat ochranné osobni pomucky véetné laboratornich plastd, jednorazovych rukavic
a ochrany o¢i a dychacich cest v souladu s bezpe¢nostnimi postupy a praxi dané instituce a dodrzovat
bezpecnostni postupy dané instituce pro praci s chemickymi latkami a biologickymi vzorky.

Kazda laboratof musi stanovit nezbytné kroky pro zachazeni se vzorky pfed a po inaktivaci pomoci roztoku MIS
na zakladé odpovidajiciho posouzeni rizik a musi dodrzovat doporucené predpisy o biologické bezpec¢nosti,
mistni predpisy, pokyny instituci a nafizeni.'®

Uspésnost mykobakterialni inaktivace zavisi na dodrzovani postupt uvedenych v tomto dokumentu a na aplném
promichani vzorku s roztokem MIS. Zkapalnéni vzorku a inaktivace mykobakterii pomoci roztoku MIS musi byt
provadény v souladu s mistnimi predpisy, pokyny instituci a natizenimi a na zékladé odpovidajiciho posouzeni
rizik.

Pokud dojde k rozliti vzorkd upravenych roztokem MIS (ktery obsahuje guanidinthiokyanat), latka se nesmi
dostat do styku s dezinfek¢nimi prostfedky s obsahem chlornanu sodného, jako je bélidlo. Tato smés vytvari
vysoce toxicky plyn.

Dojde-li k rozliti vzorké upravenych roztokem MIS, NEJDRIVE vy¢istéte misto roztokem vhodného laboratorniho
detergentu s vodou a potom 70% etanolem.

Roztok MIS je citlivy na svétlo a dodava se v lahvich zajistujicich ochranu pred svétlem. Roztok MIS uchovavejte
ve svislé poloze.

Pro zajisténi stanovené vykonnosti testu pouzivejte pouze spotfebni material, ktery je soucasti dodavky, nebo
specifikovany pozadovany material.

Peclivé dodrzujte uvedené postupy a predpisy, aby se zajistilo spravné provedeni testi. Jakakoliv odchylka od
postupi a predpistt miize negativné ovlivnit stanovenou vykonnost testu.

Pokud nebude béhem manipulace a zpracovani vzork patficné kontrolovana kontaminace pfenosem, mohou
vzniknout fale$né pozitivni vysledky.

Bezpecnostni listy (SDS) zasle na vyzadani Vas mistni zastupce spole¢nosti Roche.

Pokud béhem pouziti tohoto testu dojde k jakymkoli zdvaznym incidentim, informujte o tom mistni pfislusny
urad a vyrobce.

09348476001-02CS

Doc Rev. 2.0 14



cobas® MAI

Manipulace s reagenciemi

Aby nedoslo u vzorki, reagencii nebo kontrol ke kontaminaci pfenosem, zachdzejte se véemi reagenciemi,
kontrolami a vzorky podle zasad spravné laboratorni praxe.

Pfed pouzitim vizualné zkontrolujte kazdou reagen¢ni kazetu, fedidlo, lyza¢ni reagencie a promyvaci reagencie,
zda nejevi zadné znamky prosakovani. Pokud znamky prosakovani vykazuje, nepouzivejte tento material

k testovani.

Lyza¢ni reagencie cobas® omni Lysis Reagent a roztok MIS obsahuji potencialné nebezpe¢nou latku
guanidinthiokyanat. Vyhnéte se kontaktu reagencii s pokozkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud dojde ke
kontaktu, okamzité postiZzenou oblast omyjte velkym mnozstvim vody, jinak mtize dojit k popalenindm.
Lyza¢ni reagencie cobas® omni Lysis Reagent ani roztok MIS obsahujici guanidinthiokyanat se nesmi dostat

do styku s roztokem chlornanu sodného (bélidlom). Tato smés vytvari vysoce toxicky plyn.

Pouzité kontrolni soupravy obsahuji propichnuté vialky se zbytky reagencii; je tfeba dbat zvlastni opatrnosti

a vyhnout se rozliti a kontaktu.

Souprava cobas® MAI, souprava pozitivni kontroly cobas® MAI Positive Control Kit, souprava negativni kontroly
cobas® Buffer Negative Control Kit, reagencie cobas® omni MGP Reagent a fedidlo cobas® omni Specimen
Diluent obsahuji konzervant azid sodny. Vyhnéte se kontaktu reagencii s pokozkou, o¢ima nebo sliznicemi.
Pokud dojde ke kontaktu, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnozstvim vody, jinak mize dojit

k popalenindm. Pokud se reagencie rozlije, zfedte ji pred vytfenim dosucha vodou.

Vsechen materidl, ktery se dostal do kontaktu se vzorky a reagenciemi, zlikvidujte dle celostatnich, respektive
mistnich predpisu.

Spravna laboratorni praxe

Nepipetujte usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekufte.

Se vSemi biologickymi vzorky véetné vzorki upravenych roztokem MIS zachazejte jako s infekénimi v souladu
s mistnimi pfedpisy, pokyny instituci a nafizenimi a na zékladé odpovidajiciho posouzeni rizik."*

Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi pouzivejte laboratorni rukavice, laboratorni plasté a ochranu o¢i

a dychacich cest v souladu s pokyny dané instituce. Zabrante kontaminaci rukavic pfi manipulaci se vzorky

a kontrolami. Mezi manipulaci se vzorky a manipulaci se soupravou cobas® MAI, soupravou pozitivni kontroly
cobas® MAI Positive Control Kit, soupravou negativni kontroly cobas® Buffer Negative Control Kit, reagenciemi
cobas® omni a spotfebnimi materialy je nutna vymeéna rukavic, aby nedoslo ke kontaminaci.

Po manipulaci se vzorky a reagenciemi a po svléknuti rukavic si dikladné dezinfikujte a umyjte ruce.

Vsechny pracovni plochy dikladné ocistéte a vydezinfikujte cerstvé pripravenym 0,6% roztokem chlornanu
sodného nebo draselného v destilované nebo deionizované vodé. Dale povrch otfete 70 % etanolem.

Pokud dojde k rozliti kapaliny na systémy cobas® 5800/6800/8800, fadné povrch zafizeni vycistéte

a dekontaminujte podle pokynt v Asistentu uzivatele nebo uzivatelské piirucce k systému cobas® 5800 nebo
systémtm cobas® 6800/8800.
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Odbér, preprava a uchovavani vzorkii

Pozn.: zachazejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infekénim materialem.

Vzorky

S testem cobas® MAI lze pouzivat Cerstvé sputum i sedimenty sputa a BAL po tpravé NALC-NaOH.

Pieprava a uchovavani vzorkii

Vzorky Cerstvého sputa lze uchovavat a/nebo prepravovat po dobu az 3 dnti pti teploté 2 az 35 °C a nasledné az 7 dnt pfi
teploté 2 az 8 °C pred zkapalnénim vzorku a inaktivaci roztokem MIS. Pro dlouhodobé uchovavani vzorka cerstvého sputa
neupravenych roztokem MIS se doporucuje teplota < -20 °C.

Vzorky sedimentt sputa a BAL po osetfeni NALC-NaOH lze uchovavat az po dobu 7 dnii pii teploté 2 az 8 °C pred
inaktivaci vzorku roztokem MIS. V ptipadé dlouhodobého uchovavani sedimentii sputa a BAL neupravenych roztokem
MIS lze vzorky uchovavat ve zmrazeném stavu pii teplotach < -20 °C po dobu az 9 mésicti véetné dvou cykli zmrazeni/
rozmrazeni.

Pokud maji byt vzorky prepravovany, musi byt zabaleny a oznaceny v souladu s platnymi statnimi a/nebo mezinarodnimi
predpisy o prepravé infekénich vzork a etiologickych agens.

Uchovavani inaktivovanych vzorki

Vzorky cerstvého sputa a sedimentti sputa a BAL po osetfeni NALC-NaOH, které byly upraveny pomoci roztoku MIS
(inaktivovany), lze uchovavat az 12 hodin pfi teploté 15 az 35 °C a nasledné az 7 dni pfi teploté 2 az 8 °C a 30 dnti pri
teploté < -20 °C véetné dvou cykli zmrazeni/rozmrazeni pfed zpracovanim v systémech cobas® 5800/6800/8800.

Pozn.: vzorky upravené roztokem MIS nemusi zmrznout kviili vysokému obsahu isopropanolu.

Pozn.: sonikaci vzork Ize provést kdykoli po poc¢atecni inkubaci s pouzitim roztoku MIS minimalné po dobu
60 minut. Dal$i podrobnosti naleznete v ¢asti ,,Sonikace vzorka®.

”

Pokyny k pouziti

Procesni poznamky

e Nepouzivejte reagencie testu cobas® MAI, soupravy pozitivni kontroly cobas® MAI Positive Control Kit,
soupravy negativni kontroly cobas® Buffer Negative Control Kit, MIS ani reagencie cobas® omni po uplynuti
jejich doby pouzitelnosti.

e Nepouzivejte spotiebni material opakované. Slouzi pouze k jednorazovému pouziti.

e Ujistéte se, Ze termostabilni $titky s ¢arovymi kddy vzorka na vzorkovych zkumavkach jsou otoceny tak, aby byly
viditelné pres otvory v horni ¢asti po stranach stojankd na vzorky MPA. Prislusné specifikace ¢arovych koda
a doplnujici informace o vkladani vzorkovych zkumavek najdete v Obr. 1 a v Asistentu uzivatele a/nebo
uzivatelskych priruckach k systémtim cobas® 5800/6800/8800.

e Ujistéte se, Ze vzorkové zkumavky jsou po sonikaci a pfed vlozenim do systémii cobas® 5800/6800/8800 otevieny.
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e Pokyny k radné udrzbé zatizeni najdete v Asistentu uzivatele nebo uzivatelské prirucce systému

cobas® 5800/6800/8800.

Pred provedenim testu MAI v systémech cobas® 5800/6800/8800 musi byt vzorky zpracovany podle pokynu

v nasledujicich ¢astech: ,,Zpracovani vzorku cerstvého sputa“ nebo ,,Zpracovani sedimentt sputa a BAL“ a ,,Sonikace
vzorkt®. Zkracené reprezentativni pracovni postupy shrnuje Tab. 12 pro vzorky Cerstvého sputa a Tab. 13 pro vzorky

sedimentu. Dal$i podrobnosti naleznete v nasledujicich ¢astech.

Pozn.: zachazeni se vzorky pred a po inaktivaci pomoci roztoku cobas® MIS musi byt provadéno v souladu

s mistnimi pfedpisy, pokyny instituci a nafizenimi a na zékladé odpovidajictho posouzeni rizik.'

Pozn.: sonikace vzorki upravenych roztokem MIS musi byt provddéna v souladu s mistnimi predpisy, pokyny

instituci a nafizenimi a na zdkladé odpovidajiciho posouzeni rizik.'s

Tab. 12 Prehled pracovniho postupu - vzorek typu ¢erstvé sputum

2:1 ‘ ﬂ | Pridejte 2 dily roztoku MIS na 1 dil ¢erstvého sputa.

) B¢

30-60 sekund

Silné protrepejte nebo vortexujte po dobu 30-60 sekund.

G

> 60 minut

Inkubujte vzorek po dobu alespon 60 min pfi teploté
15-30 °C (pokojové teploté).

30-60 sekund

o~
o
N

Silné protrepejte nebo vortexujte po dobu 30-60 sekund.

N
- 1,2 ml pro 1 test
P Pfeneste 1,2 az 3,6 ml vzorku upraveného roztokem MIS
5 2,4 ml pro 2 testy . « F
\ / do sekundarni zkumavky se sroubovacim vickem.
3,6 ml pro 3 testy
M)
6 b )) 5 minut Vzorek upraveny roztokem MIS sonikujte.
—
T
) Centrifugujte vzorek nejdéle 1 minutu pfi maximalni
7 Max. 1 minutu
\_J RCF 3000 x g.
- — Vlozte otevieny vzorek do systému cobas® 5800 nebo
- o 4 ), v Noegr
| ] ﬁ-‘}' i:J systémi cobas® 6800/8800 a spustte béh s pouzitim

vzorku typu Cerstvé sputum.
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Tab. 13 Prehled pracovniho postupu - vzorek typu sediment

CE) 0,2 ml pro 1 test
mipro - tes Vortexujte a pfeneste 0,2 az 0,6 ml vzorku sedimentu do
1 0,4 ml pro 2 testy o, . Ly
\ / sekundarni zkumavky se $roubovacim vickem.
0,6 ml pro 3 testy
Pridejte 5 dilti roztoku MIS na 1 dil vzorku sedimentu.
5 - 5 P 1 ﬂ o 1 ml MIS pro 1 test (0,2 ml vzorku sedimentu)
\m‘ y o 2 ml MIS pro 2 testy (0,4 ml vzorku sedimentu)
o 3 ml MIS pro 3 testy (0,6 ml vzorku sedimentu)
T
3 (§,) 30-60 sekund Silné protrepejte nebo vortexujte po dobu 30-60 sekund.
N
A0
4 g ; > 60 minut Inkubujte vzorek po dobu alespon 60 minut pti teploté
; > u
L) 15-30 °C (pokojové teploté).
T
5 (§,) 30-60 sekund Silné protrepejte nebo vortexujte po dobu 30-60 sekund.
N
N
6 ‘))) 5 minut Vzorek upraveny roztokem MIS sonikujte.
R
T
) Centrifugujte vzorek nejdéle 1 minutu pfi maximalni
7 Max. 1 minutu
RCF 3000 x g.

=i

Vlozte otevieny vzorek do systému cobas® 5800 nebo
systému cobas® 6800/8800 a spustte be¢h s pouzitim
vzorku typu sediment.
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Zpracovani vzorku ¢erstvého sputa

e Zkontrolujte, zda je nadobka s ¢erstvym sputem fadné oznacena a zda obsahuje minimalné 0,4 ml sputa.
Pokud je vzorek ulozen ve zmrazeném stavu, rozmrazte jej a nechte zahtat na teplotu okoli.

e Pred pouzitim lahvicky s roztokem MIS dvakrat az ctyrikrat obratte.

e Otevrete nadobku se sputem a pridejte priblizné dva dily roztoku MIS na jeden dil vzorku sputa (napf. 2 ml
roztoku MIS na 1 ml vzorku sputa) vizudlnim odhadem objemu a pomoci jednorazové pipety. Nadobku se
sputem pevneé uzavrete.

e Lahvicky s roztokem MIS po pouziti ihned uzavfete.

e Silné protfepejte nebo vortexujte po dobu 30-60 sekund.

Pozn.: zajistéte, aby byl cely vzorek sputa promichan s roztokem MIS.

e Inkubujte vzorek po dobu alespon 60 min pfi teploté 15-30 °C (pokojové teploté).

«

Pozn.: limitni podminky pro uchovavani vzorki jsou popsany v ¢asti ,,Uchovavani inaktivovanych vzorka®.

e Silné protfepejte nebo vortexujte po dobu 30-60 sekund, pripadné dokud nebude vzorek zcela homogenizovan.

e Pfeneste minimalné 1,2 ml, avsak ne vice nez 3,6 ml vzorku upraveného roztokem MIS do polypropylenové
zkumavky o objemu 5 ml a velikosti 75 x 13 mm, s kulatym dnem, opatiené §roubovacim vickem (Sarstedt —
zkumavka P/N 60.504.010, vicko P/N 65.163), kterd je oznacena termostabilnim $titkem s ¢arovym kodem.
Zkumavku pevné uzaviete.

Pozn.: pred pfenosem vzorku zkontrolujte, zda se informace ¢arového kédu na nadobce se sputem a na
sekundarni zkumavce o objemu 5 ml shoduji.

Pozn.: viz Tab. 14.

e Pred provedenim testu cobas® MAI sonikujte inaktivovany vzorek podle pokynt v ¢asti ,,Sonikace vzorka®.

Zpracovani sedimentt sputa a BAL

e Zkontrolujte, zda je nadobka se sedimentem sputa a BAL po osetfeni NALC-NaOH fadné oznacena a zda
obsahuje minimalné 0,2 ml vzorku. Pokud je vzorek uloZen ve zmrazeném stavu, rozmrazte jej a nechte zahrat
na teplotu okoli.

e Vortexujte vzorek sedimentu minimalné po dobu 10 sekund.

e Preneste minimalné 0,2 ml, av$ak ne vice nez 0,6 ml vzorku sedimentu do polypropylenové zkumavky o objemu
5 ml a velikosti 75 x 13 mm, s kulatym dnem, opatfené $roubovacim vickem (Sarstedt — zkumavka
P/N 60.504.010, vicko P/N 65.163), ktera je oznacena $titkem s carovym kddem.

Pozn.: pred prenosem vzorku zkontrolujte, zda se informace ¢arového koédu na nadobce se vzorkem a na
sekundarni zkumavce o objemu 5 ml shoduji.

e Pied pouzitim lahvi¢ky s roztokem MIS dvakrat az ¢tyfikrat obratte.
e Pridejte pét dili roztoku MIS na jeden dil vzorku (napf. 1 ml roztoku MIS na 0,2 ml vzorku). Zkumavku pevné
uzavrete.

Pozn.: viz Tab. 14.
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e Lahvicky s roztokem MIS po pouziti ihned uzaviete.

e Silné protfepejte 10-20krat nebo vortexujte po dobu 30-60 sekund.

Pozn.: zajistéte, aby byl cely vzorek promichdn s roztokem MIS.

e Inkubujte vzorek po dobu alespon 60 min pfi teploté 15-30 °C (pokojové teploté).

Pozn.: limitni podminky pro uchovavani vzorki jsou popsany v ¢asti ,,Uchovavani inaktivovanych vzorka®.

e Silné protfepejte nebo vortexujte po dobu 30-60 sekund.

Pfed provedenim testu cobas® MAI sonikujte inaktivovany vzorek podle pokynil v ¢asti ,,Sonikace vzorka®.

Tab. 14 Pozadavky na objem vzorkt upravenych roztokem cobas® Microbial Inactivation Solution pro provedeni testu cobas® MAI

Pocet testi provadénych ze
sekundarni zkumavky

Minimalni pozadovany objem vzorku
upraveného roztokem MIS

Maximalni pfipustny objem vzorku
upraveného roztokem MIS

1 zadani testu 1,2ml 3,6 ml
2 objednavky test(* 2,4 ml 3,6 ml
3 objednavky test(* 3,6 ml 3,6 ml

* Moznost zpracovani v kombinovanych davkach s jinymi testy cobas® 5800/6800/8800 s pouzitim stejného typu vzorku nebo pro opakované testovani.

Sonikace vzorku

e Sonikace vzorki pro provedeni testu cobas® MAI musi byt provedena sonikatorem zkumavek TS 5 od
spole¢nosti Rinco Ultrasonics AG (P/N 46690). Pouziti jinych sonikatorti miize vést k fale$né pozitivnim, falesné
negativnim a/nebo neplatnym vysledkiim. Provoz sonikatoru je podrobné popsan v uzivatelské priru¢ce dodané

vyrobcem.

e Umistéte pét zkumavek oznac¢enych ¢arovym kédem a uzavienych sroubovacim vickem, které obsahuji 1,2 ml az

3,6 ml vzorku upraveného roztokem MIS do stojanku MPA.

Pozn.: ujistéte se, Ze termostabilni $titky s ¢arovymi kody vzorki na vzorkovych zkumavkach jsou otoceny

tak, aby byly viditelné pres otvory v horni ¢asti po stranach stojanki na vzorky MPA (viz Obr. 1).

Pozn.: ujistéte se, Ze kazda zkumavka ma jeden Stitek s ¢arovym kodem.

Pozn.: ujistéte se, Ze je obsazeno viech pét pozic pro zkumavky ve stojanku MPA. Pokud je k dispozici méné
nez pét zkumavek obsahujicich vzorek upraveny roztokem MIS, musi byt zbyvajici mista obsazena ,,slepymi®
zkumavkami stejného typu a se Stitkem s carovym kdédem naplnénymi vodou nebo roztokem MIS.
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Obr. 1  Spravné umisténi vzorkovych zkumavek ve stojanku MPA pied sonikaci

e Spustte sonikator zkumavek.

e  Zvolte preddefinovany sonika¢ni profil ,,Respiratory Samples® (Vzorky z dychacich cest).

e Otevrete prostfedek pro sonikaci zkumavek a vlozte stojanek MPA podle pokynt vyrobce.

e Zavrete sonikator zkumavek.

e Spustte sonika¢ni béh.

e Potvrdte, ze sonikacni béh probéhl uspésné, a vyjméte stojanek MPA.
Pozn.: ocekava se, ze se zkumavky se vzorky béhem sonikac¢niho cyklu zahteji. Pfi vyjimani stojanku MPA se
vzorkovymi zkumavkami dbejte zvys$ené opatrnosti.
Pozn.: v pripadé neuspésné sonikace si prectéte pokyny vyrobce, odstrante pri¢inu a sonikaci opakujte poté,
co nechate vzorky alespon 15 minut vychladnout.

e Vzorky upravené roztokem MIS lze po sonikaci zpracovat s testem cobas® MAI nebo ulozit podle pokynt v ¢asti

»Uchovavani inaktivovanych vzorka®.

Provedeni testu cobas® MAI v systému cobas® 5800

Test cobas® MAI Ize provadét s minimalnim objemem vzorku 1,2 ml, z ¢ehoz je zpracovano 850 pl. Postup testu je
podrobné popsan v Asistentu uzivatele nebo uzivatelské prirucce systému cobas® 5800. Obr. 2 nize uvadi souhrn postupu.

e Pred otevienim zkumavek a vlozenim vzorki do systému cobas® 5800 doporucujeme peletovat zbytky bunék
a matrice centrifugaci vzorku po dobu maximalné 1 minuty pfi maximalni RCF 3000 x g.
e Jeden béh muize obsahovat kombinaci vzorki (¢erstvé sputum, sediment).

Pozn.: vortexujte vzorky pod dobu minimalné 10 sekund, pokud byly uloZeny déle nez 1 hodinu po sonikaci a pred
centrifugaci.

Pozn.: vynechani kroku odstfedovani miize mit za nasledek zvy$enou miru vzniku srazenin ve vzorku v systému
cobas® 5800.
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Obr.2 Postup testu cobas® MAI v systému cobas® 5800

Prihlaste se do systému

Vlozeni vzork(l do systému

Oteviete zkumavky
Umistéte zkumavku pfimo do stojanku
VloZte stojanky na vzorky do systému
Systém se automaticky pfipravi
Objednejte testy
*  Pro objednavku vzork(l ¢erstvého sputa upravenych roztokem MIS zvolte moznost ,Raw sputum®
(Cerstvé sputum)
*  Pro objednavku vzork(l sedimentu sputa/BAL upravenych roztokem MIS zvolte moznost ,Sediment”

Dopliite reagencie a spotfebni material podle pokynu systému:

VloZte reagencni kazetu (kazety) specifickou pro test
Vlozte ministojany s kontrolami
Vlozte $picky pro zpracovani vzorku
VlozZte eluéni $picky

Vlozte desti¢ky pro zpracovani vzorku
Vlozte desti¢ky na kapalny odpad
Vlozte desti¢ky pro amplifikaci

Vlozte kazetu MGP

Doplnte fedidlo

Doplrite lyza¢ni reagencii

Doplnte promyvaci reagencie

V uzivatelském rozhrani spustte béh vybérem tlacitka Start zpracovani; véechny nasledné béhy se spusti automaticky,
pokud nebudou manuélné odlozeny

Zkontrolujte a exportujte vysledky

Vyjméte a uzaviete vickem vzorkové zkumavky, které splfiuji pozadavky minimélniho objemu, budou-li tfeba pro
budouci pouziti

Vycistéte zafizeni:

Vyjméte prazdné ministojany s kontrolami

Vyjméte prazdné reagencni kazety specifické pro test
Vyprazdnéte zdsuvku pro amplifikaéni desti¢ky
Vyprazdnéte kapalny odpad

Vypréazdnéte pevny odpad
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Provedeni testu cobas® MAI v systémech cobas® 6800/8800

Test cobas® MAI lze provadét s minimalnim pozadovanym objemem vzorku 1,2 ml, z ¢ehoz je zpracovano 850 ul. Provoz
zafizeni je podrobné popsan v Asistentu uzivatele a Uzivatelské prirucce k systémim cobas® 6800/8800. Obr. 3 nize uvadi
souhrn postupu.
e Pied otevienim zkumavek a vlozenim vzorki do systémi cobas® 6800/8800 doporucujeme peletovat zbytky bunék
a matrice centrifugaci vzorku po dobu maximalné 1 minuty pfi maximdlni RCF 3000 x g.
e Jeden béh mutize obsahovat kombinaci vzorki (¢erstvé sputum, sediment).
Pozn.: vortexujte vzorky pod dobu minimalné 10 sekund, pokud byly uloZeny déle nez 1 hodinu po sonikaci a pred
centrifugaci.
Pozn.: vynechani kroku odstfedovani miize mit za nasledek zvy$enou miru vzniku srazenin ve vzorku v systémech
cobas® 6800/8800.

Obr.3 Postup testu cobas® MAI v systémech cobas® 6800/8800

Ptihlaste se do systému
Stisknéte Start pro pfipravu systému
Objednejte testy
¢ Pro objednavku vzorku ¢erstvého sputa upravenych roztokem MIS zvolte moznost ,Raw sputum*
(Cerstvé sputum)
e Pro objednévku vzork( sedimentu sputa/BAL upravenych roztokem MIS zvolte moznost ,Sediment*

Dopliite reagencie a spotfebni material podle pokynud systému:
o Vlozte reagenéni kazetu specifickou pro test
¢ VloZte kontrolni kazety
* VloZte pipetovaci Spi¢ky
o Vlozte desti¢ky pro zpracovani vzorku
e Vlozte reagencii MGP
o VloZte desticky pro amplifikaci
¢ Dopliite fedidlo
¢ Dopliite lyza¢ni reagencii
e Dopliite promyvaci reagencie

Vkladani vzorkd do systému
e Pro kazdy vzorek
o Otevrete zkumavku
o Umistéte zkumavku do stojdnku
o Vlozte vzorkovy stojédnek a stojanek pro ucpané Spicky do modulu zabezpecujiciho vzorky v systému
o Potvrdte, Ze vzorky byly ptijaty do pfenosového modulu

Spustte béh

Zkontrolujte a exportujte vysledky

Vyjméte a uzaviete vickem vzorkové zkumavky, které splfiuji pozadavky minimélniho objemu, budou-li
tfeba pro budouci pouziti
Vycistéte zafizeni

¢ \/yjméte prazdné kontrolni kazety

o Vlyprazdnéte zasuvku pro amplifikacni desti¢ky

¢ \lyprdzdnéte kapalny odpad

e \/yprazdnéte pevny odpad
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Vysledky

Test cobas® MAI automaticky detekuje a rozlisuje DNA M. avium a M. intracellulare u vzorka a kontrol, zobrazuje
platnost testu a jednotlivé cilové vysledky.

Kontrola kvality a platnost vysledki v systému cobas® 5800

e Nejméné kazdych 72 hodin a s kazdou novou $arzi soupravy musi byt zpracovana jedna negativni kontrola
[(-) Ctrl] a jedna pozitivni kontrola [MAI (+) C]. Pozitivni nebo negativni kontroly lze planovat ¢astéji na
zakladé laboratornich postupt nebo mistnich predpist.

e Ovérte platnost vysledku v softwaru cobas® 5800 a/nebo ve zpravé tak, Ze zkontrolujete znacky (Flags) a souvisejici
vysledky.

Systém cobas® 5800 vyhlasuje neplatnost vysledkii automaticky na zédkladé selhani negativnich nebo pozitivnich kontrol.

POZN.: systém cobas® 5800 se dodava se standardnim nastavenim soupravy kontrol (pozitivni a negativni) pro kazdy
béhu, ale kontroly Ize nakonfigurovat s mensi ¢etnosti az do intervalu 72 hodin na zakladé laboratornich postupt a/nebo
mistnich predpist. Dalsi informace vam poskytne servisni technik spole¢nosti Roche a/nebo zakaznicka technicka
podpora spole¢nosti Roche.

Vysledky kontrol v systému cobas® 5800
Vysledky kontrol jsou uvedeny v softwaru cobas® 5800 v aplikaci ,,Controls“ (Kontroly).

e Pokud jsou vSechny cile kontroly nahlaseny jako platné, jsou ve sloupci ,,Control result” (Vysledek kontroly)
oznaceny ,,Valid“ (Platné). Kontroly jsou oznaceny ,,Invalid“ (Neplatné) ve sloupci ,,Control result®, pokud
jsou véechny cile nebo jeden cil kontroly nahlaseny jako neplatné.

e Kontroly oznacené ,, Invalid“ zobrazuji ve sloupci ,Flags“ (Znacky) znacku. Dalsi informace o tom, pro¢ je
kontrola nahlasena jako neplatna, v¢etné informaci o znacce, se zobrazi v detailnim zobrazeni.

e Pokud je jedna z kontrol neplatna, opakujte testovani vSech kontrol a vech souvisejicich vzorkii.

Kontrola kvality a platnost vysledki v systémech cobas® 6800/8800

e Skazdou davkou pro pozadovany typ vysledku je zpracovana jedna negativni kontrola [(-) Ctrl] a jedna pozitivni
kontrola [MAI (+) C].

e Oveéite platnost davky v softwaru systémii cobas® 6800/8800 a/nebo ve zpravé tak, Ze zkontrolujete znacky (Flags)
a souvisejici vysledky.

e  Vsechny znacky jsou popsany v Asistentu uzivatele a Uzivatelské prirucce systému cobas® 6800/8800.

e Davka je platnd, pokud se u obou kontrol neobjevi zadné znacky. Pokud je davka neplatna, opakujte testovani
celé davky.

Validace vysledkt davek je provadéna automaticky softwarem systému cobas® 6800/8800 na zakladé vysledku negativnich
a pozitivnich kontrol; validace vysledki jednotlivych vzorki je provadéna softwarem systému cobas® 6800/8800 na
zékladé vysledku vnitfnich kontrol.
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Vyhodnoceni vysledkii
Vysledky a jejich odpovidajici interpretace pro detekci MAI obsahuje Tab. 15.

Tab. 15 Vysledky testu cobas® MAI a jejich interpretace

VSechny pozadované vysledky byly platné.

MIN Positive MAV Positive Cilovy signal byl detekovan pro DNA M. intracellulare a M. avium.
VSechny pozadované vysledky byly platné.

MIN Positive MAV Negative Cilovy signal byl detekovan pro DNA M. intracellulare. Zadny cilovy signél nebyl detekovan pro
DNA M. avium.
Ne vSechny pozadované vysledky byly platné.

. . Cilovy signél byl detekovén pro DNA M. intracellulare. Vlysledek M. intracellulare je platny.

MIN Positive Invalid Vysle)éjelf/w. alzlium je neplatfly. Pro ziskani platnych vyslzdkfj M. avium je nutné rJ)vapodnl’yvzorek
testovat znovu. Pokud je vysledek nadale neplatny, je nutné ziskat novy vzorek.
V8echny pozadované vysledky byly platné.

MIN Negative MAV Positive Z4dny cilovy signal nebyl detekovan pro DNA M. intracellulare. Cilovy signal byl detekovan pro

DNA M. avium.

V8echny pozadované vysledky byly platné.

MIN Negative MAV Negative Z4dny cilovy signal nebyl detekovan pro DNA M. intracellulare. Zadny cilovy signdl nebyl
detekovan pro DNA M. avium.

Ne vSechny pozadované vysledky byly platné.

Zadny cilovy signdl nebyl detekovan pro DNA M. intracellulare. Vlysledek M. intracellulare je
MIN Negative Invalid platny.

Vysledek M. avium je neplatny. Pro ziskani platnych vysledk( M. avium je nutné ptvodni vzorek
testovat znovu. Pokud je vysledek naddle neplatny, je nutné ziskat novy vzorek.

Ne vSechny pozadované vysledky byly platné.

Vysledek M. intracellulare je neplatny. Pro ziskani platnych vysledk(l M. intracellulare je nutné

Invalid D e puvodni vzorek testovat znovu. Pokud je vysledek nadale neplatny, je nutné ziskat novy vzorek.
Cilovy signél byl detekovdn pro DNA M. avium. Vlysledek M. avium je platny.
Ne vSechny pozadované vysledky byly platné.

Invalid MAV Negative Vysledek M. intracellulare je neplatny. Pro ziskani platnych vysledk(l M. intracellulare je nutné

puvodni vzorek testovat znovu. Pokud je vysledek nadale neplatny, je nutné ziskat novy vzorek.
Zadny cilovy signél nebyl detekovan pro DNA M. avium. Vysledek M. avium je platny.

Oba vysledky, M. intracellulare i M. avium, jsou neplatné. Pro ziskani platnych vysledka

Invalid Invalid M. intracellulare a M. avium je nutné plvodni vzorek testovat znovu. Pokud jsou vysledky nadéle
neplatné, je nutné ziskat novy vzorek.

Vyhodnoceni vysledki v systému cobas® 5800
Vysledky vzork jsou uvedeny v softwaru cobas® 5800 v aplikaci ,,Results“ (Vysledky).

U béhu s platnymi kontrolami zkontrolujte u vSech individualnich vzorka pfitomnost znacek v softwaru cobas® 5800
a/nebo ve zpravé. Interpretace vysledku je nasledujici:

e Vzorky souvisejici s platnou davkou kontrol jsou ve sloupci ,,Control result” (Vysledek kontroly) zobrazeny jako
»Valid“ (Platné), pokud jsou vSechny cilové vysledky kontrol hlaseny jako platné. Vzorky souvisejici s chybnou
davkou kontrol jsou ve sloupci ,,Control result zobrazeny jako ,,Invalid“ (Neplatné), pokud jsou véechny cilové
vysledky kontrol hlaseny jako neplatné.

e Jsou-li souvisejici kontroly vysledku vzorku neplatné, prida se do vysledku vzorku konkrétni znacka takto:

o QO5D: chyba ovérfeni vysledku z ditvodu neplatné pozitivni kontroly.

o QO06D: chyba ovéreni vysledku z divodu neplatné negativni kontroly.
09348476001-02CS
Doc Rev. 2.0 25




cobas® M

Al

e Hodnoty ve sloupci ,Results“ (Vysledky) pro jednotlivé cilové vysledky vzorku by mély byt interpretovany tak,

jak je uvedeno Tab. 15 vyse.

e Pokud ma jeden ¢i vice cilovych vysledki vzorku oznaceni ,, Invalid (Neplatny), software cobas® 5800 zobrazi

znacku ve sloupci ,,Flags“ (Znacky). Dalsi informace o tom, pro¢ je vysledek vzorku nahldsen jako neplatny,

véetné informaci o znadce, se zobrazi v detailnim zobrazeni.

Obr. 4

Sample ID
MIA_S pos-02
MAI_S pos-01
MAI_S_neg-02
MAI_S_neg-01
MAI_S_inv-01

MAI_RS_pos-02
MAI_RS_pos-01

Test
MAI
MAI
MAI
MAI

MAI

MAI
MAI

Control result Flag
Valid
Valid
Valid
Valid

Valid [-!

Valid
Valid

Piiklad vysledku testu cobas® MAI v systému cobas® 5800

Status
Released
Released
Released
Released

Released

Released

Released

Result
MIN Positive (Ct 38.51) MAV Positive (Ct 39.27)
MIN Positive (Ct 37.15) MALV Positive (Ct 37.42)

MIN Negative MAV Negative
MIN Negative MAV Negative
MIN Invalid MAYV Invalid

MIN Positive (Ct 38.72) MAV Positive (Ct 38.61)
MIN Positive (Ct 37.39) MAV Positive (Ct 37.49)

Vyhodnoceni vysledku v systémech cobas® 6800/8800

Creation date/time
6/30/2022 1:33:50 PM
6/30/2022 1:33:51 PM
6/30/2022 1:33:52 PM
6/30/2022 1:33:51 PM

6/30/2022 1:33:53 PM

6/30/2022 1:33:51 PM
6/30/2022 1:33:51 PM

U kazdé platné davky zkontrolujte u vSech individudlnich vzorkd pfitomnost znacek v software systémi cobas® 6800/8800

nebo ve zpraveé. Interpretace vysledki je nasledujici:

e DPlatna davka muze zahrnovat jak platné, tak i neplatné vysledky vzorki.

e sloupce ,Valid“ a ,,Overall Result“ nejsou relevantni (Not Applicable, NA) pro vysledky testu cobas® MAI

u vzorki a jsou oznaceny ,NA“. Hodnoty uvedené v téchto sloupcich nejsou relevantni a nemaji vliv na

platnost vysledkti uvedenych ve sloupcich s individudlnimi cilovymi vysledky.

e Cilové vysledky uvedené u jednotlivych vzorkd jsou platné, pokud nejsou oznacené ,,Invalid“ ve sloupci

s individudlnim cilovym vysledkem.

e Vysledky tohoto testu je nutné interpretovat ve spojeni s informacemi ziskanymi na zakladé klinického

hodnoceni a anamnézy pacienta.

Obr.5 Piiklad vysledkd testu cobas® MAI v systémech cobas® 6800/8800

MAI 850 pl MAI_R 0001 NA
MAI 850 pl MAI_R_0002 NA
MAI 850 pl MAI_R 0003 NA | Po2T
MAI 850 pl MAI_S_0001 NA
MAI 850 pl MAI_S_0002 NA
MAI 850 pl MAI_S_0003 NA  CO2H1
MAI 850 pl C161420284090428828404 Yes
MAI 850 pl C161420284093009580264 Yes
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Raw sputum NA MIN Negative
Raw sputum NA MIN Positive
Raw sputum NA Invalid
Sediment NA MIN Negative
Sediment NA MIN Positive
Sediment NA Invalid
(-) Ctrl Valid Valid
MAI (+) C Valid Valid

MAV Positive
MAV Negative
Invalid
MAV Positive
MAV Negative
Invalid
Valid
Valid
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Procesni omezeni

Test cobas® MAI by mél byt vzdy provadén spole¢né s kultivaci mykobakterii, aby se minimalizovalo riziko falesné
negativnich vysledkd a soucasné bylo mozné provést vysetreni citlivosti na léky u izolatu MAC, které je
napomocné pri péci o pacienta.

Vykonnost testu cobas® MAI byla validovana pro vzorky cerstvého sputa a vzorky sedimentu sputa a BAL, které
byly zkapalnény, dekontaminovany a koncentrovany pomoci NALC-NaOH. Pouziti jinych typt vzorkt muze vést
k fale$né pozitivnim, falesné negativnim a/nebo neplatnym vysledkam.

Digesci a dekontaminaci provadéjte s pouzitim postuptt NALC-NaOH doporucenych organizaci CDC." Jiny
zpusob pripravy vzorki pred analyzou muze vést k fale$né pozitivnim, falesné negativnim a/nebo neplatnym
vysledkdm.

Test cobas® MAI je validovan pro pouziti se vzorky ¢erstvého sputa a sedimentu sputa a BAL po oSetfeni NALC-
NaOH, které byly chemicky inaktivovany pomoci roztoku MIS. Jiné postupy inaktivace nebyly posuzovany

a mohou vést k falesné pozitivnim, falené negativnim a/nebo neplatnym vysledkiim.

Uspésnost mykobakterialni inaktivace zavisi na dodrzovani postupt uvedenych v tomto dokumentu a na dplném
promichani vzorku s roztokem MIS. Zkapalnéni vzorku a inaktivace mykobakterii pomoci roztoku MIS musi byt
provadény v souladu s mistnimi predpisy, pokyny instituci a natizenimi a na zékladé odpovidajiciho posouzeni
rizik.

Prekroceni objemovych omezeni a/nebo odchyleni se od proceduralnich krokt uvedenych v ¢astech ,,Zpracovani
vzorkd Cerstvého sputa®, ,,Zpracovani sedimentt sputa a BAL® a ,,Sonikace vzorka“ muze vést k falesné
pozitivnim, fale$né negativnim nebo neplatnym vysledkam.

Testy metodou amplifikace nukleovych kyselin nedokazou stanovit zivotaschopnost organismt.

Testem nelze urdit, zda bude terapie ispé$na nebo netuspésna.

Tento produkt smi pouzivat pouze personal vyskoleny v technikdch PCR a v pouzivani systému

cobas® 5800/6800/8800.

Test cobas® MAI byl hodnocen pouze pti pouziti v kombinaci se soupravou pozitivni kontroly cobas® MAI
Positive Control Kit, soupravou negativni kontroly cobas® Buffer Negative Control Kit, reagencii cobas® omni
MGP Reagent, lyzacnou reagencii cobas® omni Lysis Reagent, fedidlem cobas® omni Specimen Diluent

a promyvaci reagencii cobas® omni Wash Reagent se systémy cobas® 5800/6800/8800, roztokem MIS

a sonikatorem zkumavek TS 5 od spole¢nosti Rinco Ultrasonics AG.

Spolehlivost vysledkt zavisi na dodrzovani fadnych postupti pti odbéru a uchovavani vzorku i pfi manipulaci

$ nimi.

Test cobas® MAI neni indikovan k pouziti se vzorky z dychacich cest za icelem monitorovani odpovédi na lécbu
nebo ovéreni vyléceni.

Test cobas® MAI rozli$uje druhy M. intracellulare a M. avium. Dalsi druhy komplexu M. avium jsou testem
cobas® MAI detekovany, av$ak nejsou rozliseny. Jsou detekovany bud v ramci cile M. intracellulare, nebo v ramci
cile M. avium. Podrobnosti jsou uvedeny ve studii inkluzivity v ¢asti ,, Vyhodnoceni vykonnosti.

Detekce komplexu M. avium je zavisla na poc¢tu organismt nachazejicich se ve vzorku. Tento pocet mtize byt
ovlivnén metodou odbéru vzorku a faktory na strané pacienta (napt. vékem, zavaznosti onemocnéni a HIV
pozitivitou/negativitou).

V ptipadé pacientt infikovanych viry MAC i HIV existuje vy$si pravdépodobnost, ze vzorky budou vyhodnoceny
jako negativni pfi mikroskopickém vysetfeni natéru, tj. DNA MAC bude pfitomna na urovnich, které jsou pod
mezi detekce testu.

09348476001-02CS
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e Poskytovatelé zdravotni péce musi vysledky interpretovat v kontextu anamnézy a klinického obrazu pacienta
a také vysledku dalsich laboratornich a radiografickych vysetfeni.

e V disledku inhibice polymerazy mohou byt vysledky falesné negativni nebo neplatné. V testu cobas® MAI je
zahrnuta interni kontrola, ktera napomaha identifikovat vzorky obsahujici substance, které mohou interferovat
s izolaci nukleové kyseliny a PCR amplifikaci.

e Pridani enzymu AmpErase do Master Mixu testu cobas® MAI umoznuje selektivni amplifikaci cilové DNA. Aby
se vSak predeslo kontaminaci ¢inidel, je tfeba uplatiovat zasady spravné laboratorni praxe a diisledné dodrzovat
postupy uvedené v tomto navodu k pouziti.

o Tkdyz se to déje vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech genomové DNA komplexu M. avium
pokryté primery a/nebo sondami testu cobas® MAI mohou vést k selhani detekce pritomnosti bakterie.

e Vzhledem k rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pred pfechodem k jiné technologii
provedli ve své laboratofi korela¢ni metodické studie a posoudili rozdily mezi technologiemi. V disledku vyse
zminénych rozdild mezi technologiemi nelze mezi vysledky ocekavat stoprocentni shodu.

e Pouziti jinych zkumavek nez téch, které jsou doporuceny v Tab. 10, musi byt pfed zahrnutim do pracovniho
postupu testu cobas® MAI v laboratofi ovéfeno uzivatelem. Pouziti jinych typti zkumavek miize vést k poskozeni
zkumavek a kontaminaci povrchu sonikatoru. Rovnéz hrozi falesné negativni vysledky v diisledku nedostate¢ného
prenosu energie pri sonikaci.

e Pouziti jinych ¢arovych kodii nez téch, které jsou doporuceny v Tab. 10, musi byt pted zahrnutim do pracovniho
postupu testu cobas® MAI v laboratofi ovéfeno uzivatelem. Pti pouziti jinych ¢arovych kéda hrozi poskozeni
¢arového kodu.
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Vyhodnoceni vykonnosti

Hlavni funkéni charakteristiky provadéné na systémech cobas® 6800/8800

Inaktivace vzorku

Snizeni rizika mykobakterialni infekce tipravou vzorkd pomoci roztoku MIS bylo hodnoceno s pouzitim vysoce
pozitivnich kultur dvou kment komplexu MTB (MTB CDC268 a MTB H37) na tfech rtiznych pracovistich a za pouziti
tff rznych $arzi reagencie MIS. Pro kazdou z téchto podminek bylo pét alikvott kultury o hladinach koncentrace do

5 x 107 CFU/ml upraveno roztokem MIS v poméru 1 : 2 po dobu 60 minut pfi pokojové teploté. Vzorky byly poté
odstfedovany po dobu 15 minut pfi 3000 x g, dvakrat promyty sterilnim roztokem PBS a nakonec resuspendovany

v 0,5 ml sterilniho roztoku PBS. Na dvou pracovistich byl cely inaktivovany vzorek naoc¢kovan a testovan na rtist pomoci
systému BACTEC™ MGIT™ 320 Mycobacterial Detection System (Becton Dickinson). Na tfetim pracovisti byla testovana
zivotaschopnost MTB na pevném médiu Léwenstein-Jensen (LJ). Zadny z inaktivovanych vzorki nevykazoval rist
bakterii komplexu M. tuberculosis na konci 56denniho inkuba¢niho obdobi.

Mez detekce (Limit of Detection, LoD)

Mez detekce testu cobas® MAI byla stanovena analyzou série fedéni jednoho kmene M. intracellulare (ATCC® 13209™)
a jednoho kmene M. avium (ATCC® 19075™) ve dvou poolovanych negativnich klinickych matricich - ¢erstvého sputa
a sedimentti sputa/BAL. Panely hladin koncentrace plus prazdny vzorek byly testovany celkem v 72 replikatech pro
kazdou koncentraci s pouzitim tfi $arzi reagencii testu cobas® MAI pfi vétsim poctu béhti, v riznych dnech a s rtiznou
obsluhou a zafizenimi.

Hodnota LoD pro M. intracellulare se pohybovala od 46,3 CFU/ml (sediment sputa/BAL) do 46,6 CFU/ml (cerstvé
sputum).

Hodnota LoD pro M. avium se pohybovala od 43,5 CFU/ml (sediment sputa/BAL) do 44,9 CFU/ml (erstvé sputum).

Inkluzivita
Inkluzivita testu cobas® MAI pro jedenact ¢lentt komplexu M. avium byla potvrzena testovanim celkem 25 kment.
Nasledujici druhy byly detekovany a vygenerovaly pozitivni vysledky pro M. intracellulare:

e M. intracellulare (ATCC® 25130™, ATCC® 35763™, B99-03.25.0163, B99-04.23.0178, B00-08.20.1090,
B99-05.19.0190, B98-10.30.0156)

e M. arosiense (E. Tortoli)

o M. chimaera (HO1421839)

e M. colombiense (DSM 45105)

e M. indicus pranii (DSM 45239)

o M. marseillense (CCUG 56325 T)

e M. timonense (11324/16)

e M. vulneris (DMS 45247)

e M. yongonense (B04-09.20.0164)
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Nasledujici druhy byly detekovany a vygenerovaly pozitivni vysledky pro M. avium:

e M. avium (N-315 a N-337, izolat kultur od japonskych pacientit)

e M. avium subsp. avium (B95-X25 sérotyp 3, B95-25522 sérotyp 8, B95-18302 sérotyp 15, ATCC® 35718™)
e M. avium subsp. hominissuis (ITM 960255)

e M. avium subsp. paratuberculosis (B98-11.02.0221)

e M. avium subsp. silvaticum (DSM 44157)

e M. bouchedurhonense (CCUG 56331)

Vsechny kmeny byly detekovany pti koncentraci 256 CFU/ml pro M. intracellulare a 241 CFU/ml pro M. avium
s pouzitim vzorku typu sediment.

Presnost

Vlastni presnost na misté byla zkoumana pomoci panelu slozeného z kultur M. intracellulare (ATCC® 13209™) a M. avium
(ATCC® 19075™) naredénych ve dvou poolovanych negativnich klinickych matricich - ¢erstvého sputa a sedimentt
sputa/BAL. Zdroje variability byly zkoumany na panelu se tfemi hladinami koncentrace s pouzitim tfi Sarzi reagencii testu
cobas® MAI na dvou zafizenich v pribéhu 12 dnti v celkem 24 bézich. Popis paneli pro stanoveni presnosti a pozorované
miry pozitivity naleznete v Tab. 16 a Tab. 17. V$echny negativni polozky panelu byly vyhodnoceny jako negativni v celé
studii. Analyza smérodatné odchylky a procenta variacniho koeficientu hodnot Ct z testti provedenych u pozitivnich ¢lent
panelu (viz Tab. 18 a Tab. 19) vykazala celkovou hodnotu CV (%) v rozsahu od 1,5 do 2,7 % pro M. intracellulare a od 1,5

do 2,5 % pro M. avium.

Tab. 16 Souhrn pfesnosti (intralaboratorni) - M. intracellulare

Cilova koncentrace Pocet testovanych Pocet pozitivnich Mira pozitivity 95% interval spolehfivost
na MIN na MIN Dolni mez Horni mez
M. intracellulare - Gerstvé sputum
Negativni 48 0 0,0 % 0,0 % 7,4 %
77,4 CFU/ml 48 48 100,0 % 92,6 % 100,0 %
232 CFU/ml 48 48 100,0 % 92,6 % 100,0 %
M. intracellulare - sediment
Negativni 48 0 0,0 % 0,0 % 7,4 %
74,3 CFU/ml 48 48 100,0 % 92,6 % 100,0 %
223 CFU/ml 48 48 100,0 % 92,6 % 100,0 %
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Tab. 17 Souhrn pfesnosti (intralaboratorni) - M. avium

Cilova koncentrace Pocet testovanych Pocet pozitivnich Mira pozitivity 95% interval spolehfivost
na MAV na MAV Dolni mez Horni mez
M. avium - Cerstvé sputum
Negativni 48 0 0,0 % 0,0 % 7.4 %
88,0 CFU/ml 48 48 100,0 % 92,6 % 100,0 %
264 CFU/ml 48 48 100,0 % 92,6 % 100,0 %
M. avium - sediment
Negativni 48 0 0,0 % 0,0 % 7.4 %
71,1 CFU/ml 48 48 100,0 % 92,6 % 100,0 %
213 CFU/ml 48 48 100,0 % 92,6 % 100,0 %

Tab. 18 Celkovy primér, smérodatné odchylky a varia¢ni koeficienty (%) pro prahovou hodnotu cyklu, panely pozitivni na M. intracellulare

s Mezi Mezi Mezi Mezi
Cilova Mira | Pramema | ¥ ’aml‘)’;fudmm jednotlivymi | jednotlivymi | jednotlivymi | jednotlivymi | Celkem
koncentrace | pozitivity Ct béhy dny zafizenimi sarzemi
SD CVo% SD [ CV% | SD | CV% | SD | CVo%o | SD | CV% | SD | CV%

M. intracellulare - Gerstvé sputum

77,4 CFU/mI 100,0 % 37,6 0,83 2,2 0,00 0,0 0,48 1,3 0,20 0,5 0,00 0,0 0,98 2,6

232 CFU/ml 100,0 % 36,5 0,74 2,0 0,47 13 0,33 0,9 0,00 0,0 0,29 0,8 0,98 2,7
M. intracellulare - sediment

74,3 CFU/ml 100,0 % 38,1 0,56 15 0,34 0,9 0,00 0,0 0,17 0,4 0,13 1,8 0,69 1,8

223 CFU/ml 100,0 % 36,9 0,37 1,0 0,25 0,7 0,00 0,0 0,33 0,9 0,00 0,0 0,56 1,5

Tab. 19 Celkovy primér, smérodatné odchylky a varia¢ni koeficienty (%) pro prahovou hodnotu cyklu, panely pozitivni na M. avium
P Mezi Mezi Mezi Mezi
Cilova Mira Priimérna v raml():‘léjl:audnoho jednotlivymi | jednotlivymi | jednotlivymi | jednotlivymi Celkem
koncentrace | pozitivity Ct béhy dny zafizenimi sarzemi
SD CVo% SD [ CV% | SD | CV% | SD | CVo% | SD | CV% | SD | CV%

M. avium - Cerstvé sputum

88,0 CFU/ml 100,0 % 379 0,87 2,3 0,00 0,0 0,25 0,7 0,24 0,6 0,00 0,0 0,94 25

264 CFU/mlI 100,0 % 36,4 0,48 1,3 0,40 1,1 0,35 1,0 0,16 0,4 0,00 0,0 0,73 2,0
M. avium - sediment

71,1 CFU/ml 100,0 % 38,8 0,51 1,3 0,25 0,7 0,10 0,3 0,00 0,0 0,11 0,3 0,59 1,5

213 CFU/ml 100,0 % 375 0,50 1,3 0,34 0,9 0,40 1,0 0,00 0,0 0,12 0,3 0,74 2,0

Analyticka specificita/zkrizena reaktivita

Panel 173 bakterii, plisni a virQ, véetné téch, které se bézné nachazeji v dychacich cestach, byl testovan k vyhodnoceni
analytické specificity testu cobas® MAI. Organismy, které uvadi Tab. 20, byly testovany v koncentracich priblizné

1 x 10° jednotek/ml u bakterii a pfiblizné 1 x 10° jednotek/ml u vird. Testovani bylo provedeno u kazdého potencialné
interferujiciho organismu v nepfitomnosti i v pfitomnosti cile M. intracellulare / M. avium (pti koncentraci 200 CFU/ml).
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Z4dny z organismi neinterferoval s vykonnosti testu vytvafenim falesné pozitivnich vysledki. Detekce cile

M. intracellulare | M. avium nebyla ovlivnéna testovanymi organismy s vyjimkou M. kansasii a M. szulgai pti hladinach
koncentrace > 1E+05 CFU/ml a M. gastri pti hladinach koncentrace > 1E+04 CFU/ml.

Potencialni zkfizena reaktivita Histoplasma capsulatum, Mycobacterium africanum, Mycobacterium leprae,

Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedii a Mycobacterium suricattae byla hodnocena in silico. Vysledky analyz

in silico predpovidaji nizkou pravdépodobnost amplifikace a detekce téchto organismi pii pouziti testu cobas® MAL

Tab. 20 Mikroorganismy testované na analytickou specificitu/kFizovou reaktivitu

Mikroorganismus

Koncentrace

Mikroorganismus

Koncentrace

Acinetobacter baumannii

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium gordonae

1,0E+06 CFU/ml

Acinetobacter calcoaceticus

1,0E+06 CFU/mlI

Mycobacterium haemophilum

1,0E+06 CFU/ml

Actinomyces israelii

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium holsaticum

1,0E+06 CFU/mI

Actinomyces odontolyticus

1,0E+06 CFU/mlI

Mycobacterium intermedium

1,0E+06 CFU/ml

Adenovirus

1,0E+05 U/ml

Mycobacterium kansasii

1,0E+05 CFU/ml*

Aeromonas hydrophila

1,0E+06 CFU/mlI

Mycobacterium kumamontonense

1,0E+06 CFU/ml

Aspergillus fumigatus

1,0E+06 CFU/mlI

Mycobacterium lentiflavum

1,0E+06 CFU/mI

Bacillus cereus

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium malmoense

1,0E+06 CFU/ml

Bacillus subtilis subsp. subtilis

1,0E+06 CFU/mlI

Mycobacterium mantenii

1,0E+06 CFU/ml

Bactericides fragilis

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium marinum

1,0E+06 CFU/mI

Blastomyces dermatitidis

1,0E4+06 geq/ml

Mycobacterium mucogenicum

1,0E+06 CFU/mI

Bordetella parapertussis

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium neoaurum

1,0E+06 CFU/ml

Bordetella pertussis

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium nonchromogeicum

1,0E+06 CFU/ml

Burkholderia cepacia

1,0E+06 CFU/mlI

Mycobacterium orygis

1,0E+06 CFU/mI

Campylobacter jejuni subsp. jejuni

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium peregrinum

1,0E+06 CFU/ml

Candida albicans

1,0E+06 CFU/mlI

Mycobacterium scrofulaceum

1,0E+06 CFU/ml

Candida glabrata

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium simiae

1,0E+06 CFU/ml

Candida krusei

1,0E+06 CFU/mlI

Mycobacterium smegmatis

1,0E+06 CFU/ml

Candida parapsilosis

1,0E+06 CFU/mlI

Mycobacterium szulgai

1,0E+05 CFU/ml*

Candida tropicalis

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium terrae

1,0E+06 CFU/mI

Chlamydia trachomatis

1,0E+06 IFU/mI

Mycobacterium thermoresistibile

1,0E+06 CFU/mI

Chlamydophila pneumoniae

1,0E+06 IFU/mI

Mycobacterium triviale

1,0E+06 CFU/ml

Chromobacterium violaceum

1,0E+06 CFU/mlI

Mycobacterium tuberculosis

1,0E+06 CFU/ml

Citrobacter freundii

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium vaccae

1,0E+06 CFU/ml

Clostridium perfringens

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium xenopi

1,0E+06 CFU/mI

Corynebacterium diphtheriae

1,0E+06 CFU/mlI

Mycoplasma pneumoniae

1,0E+06 ccu/ml

Corynebacterium jeikeium

1,0E+06 CFU/mI

Neisseria gonorrhoeae

1,0E+06 CFU/mI

Corynebacterium pseudodiphtheriticum

1,0E+06 CFU/mlI

Neisseria lactamica

1,0E+06 CFU/ml

Corynebacterium ulcerans

1,0E+06 geg/ml

Neisseria meningitidis

1,0E+06 CFU/ml

Corynebacterium xerosis

1,0E+06 CFU/mlI

Neisseria mucosa

1,0E+06 CFU/ml

Cryptococcus neoformans

1,0E+06 CFU/mlI

Neisseria sicca

1,0E+06 CFU/ml

Cytomegalovirus

1,0E+05 IFU/mI

Nocardia asteroides

1,0E+06 CFU/ml

Eikenella corrodens

1,0E+06 CFU/mlI

Nocardia brasiliensis

1,0E+06 geg/ml

Enterobacter aerogenes

1,0E+06 CFU/mI

Nocardia cyriacigeorgica

1,0E+06 CFU/ml

Enterobacter cloacae subsp. cloacae

1,0E+06 CFU/mlI

Nocardia farcinica

1,0E+06 CFU/ml

Enterococcus avium

1,0E+06 CFU/mI

Nocardia nova

1,0E+06 CFU/ml
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Mikroorganismus

Koncentrace

Mikroorganismus

Koncentrace

Enterococcus faecalis

1,0E+06 CFU/mI

Nocardia otitidiscaviarum

1,0E+06 CFU/ml

Enterococcus faecium

1,0E+06 CFU/mI

Nocardia transvalensis

1,0E+06 CFU/ml

Enterovirus typu 68/2007

1,0E+05 U/ml

Pasteurella multocida subsp. tigris

1,0E+06 CFU/ml

Escherichia coli

1,0E+06 CFU/mI

Pediococcus acidilactici

1,0E+06 geg/ml

Escherichia coli vytvarejici CTX-M-15 ESBL

1,0E+06 CFU/mlI

Pediococcus pentosaceus

1,0E+06 CFU/mI

Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum

1,0E+06 CFU/mI

Penicillium chermesinum

1,0E+06 CFU/mI

Gordona rubropertinctus

1,0E4+06 geq/ml

Peptostreptococcus anaerobius

1,0E+06 CFU/ml

Haemophilus influenzae

1,0E+06 CFU/mlI

Peptostreptococcus magnus

1,0E+06 CFU/mI

Haemophilus parahaemolyticus

1,0E+06 CFU/mI

Porphyromonas asaccharolytica

1,0E+06 CFU/ml

Haemophilus parainfluenzae

1,0E+06 CFU/mlI

Prevotella melaninogenica

1,0E+06 CFU/ml

Virus Herpes simplex typu 1

1,0E+05 kopii/ml

Propionibacterium acnes

1,0E+06 CFU/ml

Virus Herpes simplex typu 2

1,0E4+05 kopii/ml

Proteus mirabilis

1,0E+06 CFU/ml

Virus lidského imunodeficitu

1,0E+05 kopii/ml

Proteus vulgaris

1,0E+06 CFU/mI

Virus lidské chfipky A 1,0E+05 U/ml Providencia stuartii 1,0E+06 CFU/ml
Virus lidské chripky B 1,0E4+05 U/ml Pseudomonas aeruginosa 1,0E+06 CFU/mlI
Lidsky metapneumovirus 1,0E+05 U/ml Rhizopus spp. 1,0E+06 CFU/ml
Lidsky virus parainfluenzy typ 1 1,0E4+05 U/ml Rhodococcus equi 1,0E+06 CFU/mlI
Lidsky virus parainfluenzy typ 2 1,0E+05 U/ml Virus zardének 1,0E+05 U/ml

Lidsky virus parainfluenzy typ 3 1,0E4+05 U/ml Virus rubeoly 1,0E+05 U/ml

Lidsky virus parainfluenzy typ 4 1,0E4+05 U/ml Virus pfiusnic 1,0E+05 U/ml

Lidsky respiraéni syncycidlni virus A 1,0E+05 U/ml Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Dublin | 1,0E+06 CFU/mlI
Lidsky respiracni syncycialni virus B 1,0E4+05 U/ml Scedosporium spp. 1,0E+06 CFU/mlI
Lidsky rhinovirus 16 1,0E+05 U/ml Serratia marcescens subsp. marcescens 1,0E+06 CFU/ml

Kingella kingae

1,0E+06 CFU/mlI

Shigella flexneri

1,0E+06 CFU/ml

Kingella oralis

1,0E+06 CFU/mI

Shigella sonnei

1,0E+06 CFU/ml

Klebsiella oxytoca

1,0E+06 CFU/mI

Staphylococcus aureus subsp. aureus

1,0E+06 CFU/ml

Klebsiella pneumoniae vytvarejici
karbapeneméazu KPC-3

1,0E+06 CFU/mlI

Staphylococcus capitis subsp. capitis

1,0E+06 CFU/ml

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae

1,0E+06 CFU/mI

Staphylococcus epidermidis

1,0E+06 CFU/ml

Lactobacillus acidophilus

1,0E+06 CFU/mlI

Staphylococcus haemolyticus

1,0E+06 CFU/ml

Lactobacillus casei

1,0E+06 CFU/mI

Staphylococcus hominis subsp. hominis

1,0E+06 CFU/ml

Legionella micdadei

1,0E+06 CFU/mlI

Staphylococcus lugdunensis

1,0E+06 CFU/ml

Legionella pneumophila subsp. pneumophila

1,0E+06 CFU/mlI

Stenotrophomonas maltophilia

1,0E+06 CFU/ml

Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides

1,0E+06 CFU/mI

Streptococcus agalactiae

1,0E+06 CFU/ml

Listeria monocytogenes

1,0E+06 CFU/mlI

Streptococcus constellatus subsp. constellatus

1,0E+06 CFU/ml

Moraxella catarrhalis

1,0E+06 CFU/mI

Streptococcus equi subsp. equi

1,0E+06 CFU/ml

Morganella morganii subsp. morganii

1,0E+06 CFU/mlI

Streptococcus mitis

1,0E+06 CFU/mI

Mpycobacterium abscessus

1,0E+06 CFU/mI

Strep tococcus mutans

1,0E+06 CFU/ml

Mpycobacterium asiaticum

1,0E+06 CFU/mI

Streptococcus parasanguinis

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium bovis BCG

1,0E+06 CFU/mlI

Streptococcus pneumoniae

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium bovis subsp. bovis

1,0E+06 CFU/mI

Streptococcus pyogenes

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium bovis subsp. caprae

1,0E+06 CFU/mlI

Streptococcus salivarius subsp. salivarius

1,0E+06 CFU/ml

Mpycobacterium canetti

1,0E+06 CFU/mI

Streptococcus sanguinis

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium caprae

1,0E+06 CFU/mlI

Streptococcus uberis

1,0E+06 CFU/ml

09348476001-02CS

Doc Rev. 2.0

33



cobas® MAI
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Koncentrace

Mikroorganismus

Koncentrace

Mpycobacterium celatum

1,0E+06 CFU/mI

Streptomyces anulatus

1,0E+06 CFU/ml

Mpycobacterium chelonae

1,0E+06 CFU/mI

Streptomyces griseus

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium chubuense

1,0E+06 CFU/mlI

Tsukamurella spp.

1,0E+06 geg/ml

Mpycobacterium confluentis

1,0E+06 CFU/mI

Varicella zoster virus

1,0E+05 kopii/ml

Mycobacterium flavescens

1,0E+06 CFU/mlI

Veillonella atypica

1,0E+06 CFU/mI

Mycobacterium fortuitum

1,0E+06 CFU/mI

Veillonella parvula

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium fuerth

1,0E+06 CFU/mlI

Weissella paramesenteroides

1,0E+06 CFU/ml

Mycobacterium gastri

1,0E+04 CFU/mI*

* Hladina, pfi niz nebyla pozorovana zadna interference s detekci M. intracellulare a M. avium, testovana také pri koncentraci 1,0E+06 CFU/ml,

kterd vykazovala interferenci s cili M. intracellulare i M. avium.

Interference

Byl hodnocen vliv exogennich latek potencialné sekretovanych do respira¢nich vzorku (Tab. 21). Kazda z potencialné

interferujicich latek byla testovana pti klinicky relevantnich hladinach nebo nad nimi v umeéle vytvorenych vzorcich
sputa za nepfitomnosti a pfitomnosti ciltt M. intracellulare a M. avium (spole¢né pridanych v koncentraci 200 CFU/ml).

Z4dn4 z latek neinterferovala s vykonnosti testu vytvarenim falesné negativnich nebo falesné pozitivnich vysledk.

Tab. 21 Seznam exogennich latek testovanych na interferenci

Latka Koncentrace Latka Koncentrace
Albuterolsulfat 0,5 pg/mi Kanamycin monosulfat 240 pg/ml
Amikacin 80,1 pg/ml Levofloxacin 5 mg/ml
Amoxicilin 86,4 ug/ml Lidokain HCI 1,2 % (hm./obj.)
Beklometason 3459 pg/ml Mentol 0,50 % (hm./obj.)
Benzokain 1,2 % (hm./obj.) Methylsalicylat 0,06 % (obj.)
Budesonid 3 mg/ml Mometason 100 pg/ml
Devétsil 225 mg/ml Moxifloxacin 15 pg/ml
Kapreomycin 80 pg/mi Mupirocin 5 % (hm./obj.)
Cetylpyridiniumchlorid 0,5 % (hm./obj.) NaCl 5 % (hm./obj.)
Chlorhexidinglukonat 1 % (obj.) Nikotin 1 pg/mi
Cykloserin 105 pg/ml Nystatin 1 % (obj.)
Klaritromycin 20 pg/mi Oxymetazolin 12 ng/ml
Dexamethason 601 ng/ml Pentamidin 1366 ng/ml
Efedrinhydrochlorid 1 mg/ml Fenylefrin 5 mg/ml
Epinefrin 100 pg/ml Prednisolon 3 pg/mi
Ethambutol 50 pg/ml Pyrazinamid 240 pg/ml
Ethionamid 15 pg/ml Rifampicin 25 pg/mi
Eukalyptol 0,002 % (obj.) Extrakt z koptivy (500 mg) 5 mg

Flunisolid 400 pg/ml Streptomycin 240 pg/ml
Flutikason-propionat 5 pg/ml Sira 0,01 % (hm./obj.)
Formoterolfumarét-dihydrét 66 pg/ml Olej z ¢ajovniku australského 0,50 % (obj.)
Koren vodilky kanadské (kapsle 570 mg) 5,7 mg Theofylin 20 pg/mi
Guaifenesin 5 mg/ml Tobramycin 24,1 pg/ml
Isoniazid 50 pg/ml Zanamivir 10 mg/ml
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Endogenni latky, které mohou byt pfitomny v respiracnich vzorcich, byly testovany na interferenci (Tab. 22). Kazda

z potencialné interferujicich latek byla testovana pfi klinicky relevantnich hladinach nebo nad nimi v uméle vytvorenych
vzorcich sputa za nepfitomnosti a pfitomnosti cilit M. intracellulare a M. avium (spole¢né pridanych v koncentraci

200 CFU/ml).

Z4dné z latek neinterferovala s vykonnosti testu vytvatenim fale$né pozitivnich vysledkd. Zadn4 z latek s vyjimkou 5%
mucinu neinterferovala s vykonnosti testu vytvarenim falesné negativnich vysledkt. U mucinu nebyla pozorovana zadna
interference pfi koncentracich 4 % a nizich.

Tab. 22 Seznam endogennich latek testovanych na interferenci

Latka Koncentrace Latka Koncentrace
Zaludeéni Stavy 10 % (obj.) Mucin 4 0p*
Hemoglobin 2 g/l Hnis 50

Lidska plna krev 5 % (obj.) Sliny 10 % (obj.)
hDNA 4 mg/I - -

* Hladina, pti niZ nebyla pozorovana zidna interference s detekci M. intracellulare a M. avium, testovana také pti koncentraci 5 %, kterd vykazovala
¢aste¢nou interferenci s cili M. intracellulare i M. avium.

Selhani celého systému

Vzorky testované ve studii selhdni celého systému byly uméle vytvorené vzorky sputa a sedimentu sputa, které byly
spole¢né obohaceny o cile M. intracellulare a M. avium na koncentraci priblizné 3 x LoD piislusné matrice. Z této studie
vyplynulo, Ze vSechny replikaty byly platné a pozitivni na M. intracellulare a M. avium, coz znamena vyslednou miru
selhdni celého systému ve vysi 0 % s hornim jednostrannym 95% intervalem spolehlivosti 3,0 %.

vrv

Kiizova kontaminace

Byly provedeny studie k vyhodnoceni pripadné kiizové kontaminace v systémech cobas® 6800/8800 pfi pouziti testu
cobas® MAI s pouzitim souvisejiciho testu cobas® MTB s identickymi typy vzorkd a pracovnimi postupy. Kiizova
kontaminace mize zpusobit falesné pozitivni vysledky. V této studii vykonnosti bylo zjisténo, ze mira ktizové
kontaminace mezi vzorky je 0,0 % (0/240) pti stfidavém testovani velmi vysoce pozitivnich a negativnich vzorki ve vice
bézich. Testovani bylo provedeno pomoci uméle vytvorenych vzorki sedimentu sputa, které byly obohaceny o cilovy
komplex MTB v mnozstvi 2 x 10° CFU/ml, cozZ je koncentrace vzorku, ktera generuje hodnoty Ct dtive nez 95 % vzorki

od infikovanych pacientii v uvazované populaci.

Vykonnost s klinickymi vzorky

Vykonnost testu cobas® MAI pti pouziti klinickych vzorkit byla hodnocena testovanim archivovanych vzorka (cerstvého
sputa, sedimenti sputa/BAL) od subjektti ve véku alespon 18 let s predpokladanou mykobakterialni infekci dychacich
cest odebranych v Némecku, Japonsku, Jizni Africe, Svycarsku a Texasu. Bylo provedeno soubézné srovnavaci testovani

s testem COBAS® TagMan® MAL. Senzitivita a specificita byly stanoveny srovnanim s vysledky mykobakterialni kultivace.
Populace pacientt pro tcely senzitivity se skladala z 51 vzorkd s negativnim AFB natérem (49 %), 13 s chudym AFB
natérem (13 %), 19 s AFB natérem 1+ (18 %), 15 s AFB natérem 2+ (14 %), 4 s AFB natérem 3+ (4 %) a 2 s nejedno-
zna¢nym AFB natérem (2 %) v piipadé¢ sedimentt sputa/BAL s celkem 81 sedimenty sputa a 23 sedimenty BAL.
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V pripadé cerstvého sputa bylo testovano 26 vzorkd s negativnim AFB natérem (47 %), 5 s chudym AFB natérem (9 %),

8 s AFB nétérem 1+ (15 %), 12 s AFB natérem 2+ (22 %) a 4 s AFB natérem 3+ (7 %).

Vysledky uvadi Tab. 23.

Tab. 23 Senzitivita a specificita testu cobas® MAI pfi pouziti klinickych vzork

[99,1-100,0 %]

Roche Roche
cobas® MAI COBAS® TaqMan® MAI
16/24
MIN K+ MIN 66,7 % N/A
[44,7-84,4 %]
27/31
Cerstvé sputum MAV K+ MAV 87,1 % N/A
[70,1-96,3 %)]
44/55
MIN a/n MAV K+ MIN/MAV 80,0 % N/A
L [67,0-89,6 %)]
Senzitivita
27/46 32/46
MIN K+ MIN 58,7 % 69,6 %
[43,2-73,0 %] [54,2-82,3 %)]
35/58 36/58
Sediment MAV K+ MAV 60,3 % 62,1 %
[46,6-72,9 %)] [48,4-74,5 %)]
62/104 68/104
MIN a/n MAV K+ MIN/MAV 59,6 % 65,4 %
[49,5-69,1 %)] [565,4-74,4 %)]
350/350
MIN K- MIN 100,0 % N/A
[99,0-100,0 %]
350/350
Cerstvé sputum MAV K- MAV 100,0 % N/A
[99,0-100,0 %]
350/350
MIN a MAV K- MIN/MAV 100,0 % N/A
I [99,0-100,0 %]
Specificita 412/612 408/412
MIN K- MIN 100,0 % 99,0 %
[99,1-100,0 %] [97,5-99,7 %]
412/412 411/412
Sediment MAV K- MAV 100,0 % 99,8 %
[99,1-100,0 %] [98,7-100,0 %]
412/412 407/412
MIN a MAV K- MIN/MAV 100,0 % 98,8 %

[97,2-99,6 %]
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[87,7-93,3 %]

Roche Roche
cobas® MAI COBAS® TagMan® MAI
16/16
MIN PCR+ MIN 100,0 % N/A
[79,4-100 %]
27/27
Cerstvé sputum MAV PCR+ MAV 100,0 % N/A
[87,2-100 %]
44/44
MIN a/n MAV PCR+ MIN/MAV 100,0 % N/A
PPV [92,0-100 %]
27/27 32/36
MIN PCR+ MIN 100,0 % 88,9 %
[87,2-100 %] [73,9-96,9 %]
35/35 36/37
Sediment MAV PCR+ MAV 100,0 % 97,3 %
[90,0-100 %] [85,8-99,9 %]
62/62 68/73
MIN a/n MAV PCR+ MIN/MAV 100,0 % 93,2 %
[94,2-100 %)] [84,7-97,7 %]
350/358
MIN PCR- MIN 97,7 % N/A
[95,6-99,0 %]
350/354
Cerstvé sputum MAV PCR- MAV 98,9 % N/A
[97,1-99,7 %]
350/361
MIN a/n MAV PCR- MIN/MAV 96,7 % N/A
NPV [94,6-98,5 0]
412/431 408/422
MIN PCR- MIN 95,6 % 96,7 %
[93,2-97,3 %] [94,5-98,2 0]
412/435 411/433
Sediment MAYV PCR- MAV 94,7 % 94,9 %
[92,2-96,6 %] [92,4-96,7 %]
412/454 407/443
MIN a/n MAV PCR- MIN/MAV 90,7 % 91,9 %

[88,9-94,2 %]

K = kultura, MIN = Mycobacterium intracellulare, MAV = Mycobacterium avium, a/n = a/nebo

Ekvivalence systému/porovnani systémii

Ekvivalence systémt cobas® 5800, cobas® 6800 a cobas® 8800 byla prokazana ve studiich ekvivalence. Vysledky uvedené

v Pokynech k pouziti odpovidaji stejnému vykonu vsech systémi.
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Doplnujici informace

Hlavni parametry testu
Typy vzorku o Cerstvé sputum
e Sedimenty sputa a BAL po osetieni NALC-NaOH

Zpracované mnozstvi vzorku e V piipadé ¢erstvého sputa je vyzadovéno 2 0,4 ml pacientského vzorku upraveného
roztokem MIS v poméru 1 : 2 (celkovy objem 2> 1,2 ml) ve vzorkové zkumavce;
zafizeni zpracuje 0,85 ml.

e V pfipadé sedimentu sputa/BAL je vyzadovano 2 0,2 ml pacientského vzorku
upraveného roztokem MIS v poméru 1 : 5 (celkovy objem > 1,2 ml) ve vzorkové
zkumavce; zatizeni zpracuje 0,85 ml.
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Symboly

V oznacovani diagnostickych produkta spolecnosti Roche PCR se pouzivaji nasledujici symboly.

Tab. 24 Symboly pouzité pii ozna¢ovéni diagnostickych produkti PCR spole¢nosti Roche

sw

| Assigned Range [copies/mL] |

| Assigned Range [1U/mL]

|EC|REP)

[IIRRRRRNRTN
BARCODE

LOT

2

REF

C€

Collect Date

[1i]

4

CONTENT

£

A
;
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Vék nebo datum narozeni

Pomocny software

Ptirazené rozmezi
(kopie/ml)

Ptirazené rozmezi
(IU/ml)

Zplnomocnény zéstupce

pro evropské spolec¢enstvi

Datovy list s ¢arovymi kédy

Cislo sarze

Biologicka rizika

Katalogové ¢islo

Oznaceni CE. Tento prostredek

odpovida piislusnym

pozadavkdm pro oznaceni CE
pro diagnosticky zdravotnicky

prostredek in vitro
Datum odbéru

Ctéte pokyny k pouziti

Obsah vystaci
pro <n> testd

Obsah soupravy

Kontrola

Datum vyroby

Prostfedek pro testovani
v misté péce o pacienta

Prostfedek pro
samotestovani

Prostfedek neni pro
testovani v misté péce
0 pacienta

Prostfedek neni uréen pro
samotestovani

Distributor
(Pozn.: pod symbolem mize byt uvedena
prislusna zemé/oblast.)

Nepouzivat opakované

Zena

Pouze pro vyhodnoceni
vykonnosti IVD

Globalni ¢islo obchodni
polozky

GTIN

Dovozce

&

Zdravotnicky prostredek
pro diagnostiku /n vitro

IVD

Dolni mez prifazeného
rozmezi

r—
F
=

Muz

Vyrobce

E.Q,

CONTROL

Negativni kontrola

Nesterilni

P>

™~

Jméno pacienta

Cislo pacienta

s= e =N
+

Zde odloupnout
<4

CONTROL | + | Pozitivni kontrola

[S copies / PCR |

QS IU na reakci PCR,

pouzijte mezinarodni
as IU/PCR jednotky (UI) QS na reakci

PCR pfi vypoctu vysledk.

SN | Sériové &islo

S |te Pracovisté

| Procedure | Standard | Standardnf postup

STERILE E Sterilizovano ethylenoxidem

Uchovévejte v temnu

Omezeni teploty

Definiéni soubor testu

Neklopit

=0~<@ I

| Procedure | UltraSensitive | Ultracitlivy postup

Jedine¢na identifikace

U DI prostredku
U I.R Horni mez prifazeného
rozmezi

Urine Fill Line | Hladina pro naplnéni mo&i

Pouze pro USA: podle

federdIniho zakona smi byt
Rx Only tento prostiedek prodavan

pouze Iékafem nebo

na jeho objedndvku.

2 Datum expirace

Kopie QS na reakci PCR, pouzijte kopie QS
na reakci PCR pfi vypoctu vysledk.
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Technicka podpora

Pro technickou podporu (asistenci) kontaktujte mistni zastoupeni:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Vyrobce

Tab. 25 Vyrobce

Vyrobeno ve Spojenych statech

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

www.roche.com

Vyrobeno v USA

Ochranné znamky a patenty

Viz https://diagnostics.roche.com/us/en/about-us/patents
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Revize dokumentu

Informace k revizi dokumentu

Doc Rev. 2.0 Aktualizace pokyn( k biologické bezpec¢nosti s ohledem na soulad s mistnimi predpisy, gramatické opravy
05/2024 a udaje/reference WHO.
Text ,ve véku alespon 18 let” byl pfesunut z ¢asti Procesni omezeni do ¢asti Vykonnost s klinickymi
vzorky.

Bylo aktualizovdno oznaceni znackou cobas®.
Bylo aktualizovdno prohlaseni o pfislusném dradu.
Z predni strany byl vypustén symbol ,Rx Only*.
Aktualizovana stranka s harmonizovanymi symboly.

Mate-li jakékoli dotazy, kontaktujte zastupce spole¢nosti Roche.

Shrnuti zpravy o bezpec¢nosti a vykonnosti najdete na této webové adrese: https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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