¥ BDMAX" Check-Points CPO %=,

[REF] 278102

Do diagnostyki in vitro P0226(01)
Stosowac z urzgdzeniem BD MAX 2017-10

YV 4 cem
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uzyskac¢ instrukcje uzytkowania, skontaktuj sie z lokalnym przedstawicielstwem BD. / Contacte o representante local da
BD para instrugdes. / Pentru instructiuni, contactati reprezentantul local BD. / Jns nony4yeHus ykasaHun obpaTtuTtechb K
MecTHOMY npepacTaBuTento komnaHum BD. / InStrukcie ziskate u miestneho zastupcu spolo¢nosti BD. / Obratite se svom
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yerel BD temsilcinizle temasa gegin. / 3a iHCTpyKUisiMu 3BepPHiTbCA A0 MicLLleBOro npeacTaBHUKa komnadii BD.

PRZEZNACZENIE

Test BD MAX Check-Points CPO wykonywany za pomocg urzadzenia BD MAX jest jako$ciowym, zautomatyzowanym testem
diagnostycznym in vitro opartym na technice PCR w czasie rzeczywistym przeznaczonym do wykrywania genéw kodujacych
karbapenemazy blakpc, blanom, blavim/blaive | blaoxa-4s zZwigzane z brakiem wrazliwosci bakterii Gram-ujemnych na karbapenem. Test
nie réznicuje genéw blay i blave.

Test BD MAX Check-Points CPO ma stuzy¢ jako pomoc w opanowywaniu zakazen wywotywanych przez bakterie o obnizonej
wrazliwosci na karbapenemy, ktore atakujg pacjentéw w zaktadach opieki zdrowotnej. Test BD MAX Check-Points CPO nie jest
przeznaczony do wspierania doboru sposobu leczenia lub monitorowania leczenia zakazen wywotywanych przez bakterie
0 obnizonej wrazliwosci na karbapenemy. Ujemny wynik testu BD MAX Check-Points CPO nie wyklucza innych mechanizméw
opornosci.

Badaniu poddaje sie wymazy z odbytnicy pacjentdow zagrozonych kolonizacjg jelita przez bakterie o obnizonej wrazliwosci na
karbapenemy. Wynikéw testu nie nalezy rozpatrywa¢ w oderwaniu od obrazu klinicznego, wynikéw badan laboratoryjnych oraz
danych epidemiologicznych. Wyniki testu nie powinny stanowi¢ wytgcznej podstawy decyzji dotyczacych leczenia pacjentow.
Rownolegle nalezy prowadzi¢ hodowle w celu uzyskania mikroorganizméw do badan epidemiologicznych, wrazliwosci na czynniki
antybakteryjne oraz potwierdzenia identyfikacji bakterii.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE PROCEDURY

Pojawienie sie i globalne rozprzestrzenianie sie bakterii Gram-ujemnych o obnizonej wrazliwosci na karbapenemy stanowi powazne
zagrozenie dla zdrowia publicznego. Obecnos$¢ tych mikroorganizméw wigze sie z wysokg $miertelnoscia, a maja one zdolnos¢ do
szybkiego rozprzestrzeniania sie. Najczestszg przyczyng opornosci bakterii Gram-ujemnych na karbapenem jest ekspresja
karbapenemaz. Wyréznia sie pie¢ gléwnych genéw kodujacych karbapenemazy najczesciej wystepujacych w prébkach klinicznych:
KPC (karbapenemaza Klebsiella pneumoniae), VIM (metalo-B-laktamaza kodowana przez integron typu Werona), NDM (metalo-3-
laktamaza typu New Delhi), OXA-48 (oksacylinaza-48 i warianty OXA-48-podobne) i IMP (imipenemaza).

Wykonanie testu BD MAX Check-Points CPO zajmuje okoto 2,5 godziny w odréznieniu od metod opartych na hodowli, gdzie
uzyskanie wyniku ujemnego mozliwe jest po 48 godzinach, za$ potwierdzony wynik dodatni uzyskuje sie po 96 godzinach. Test BD
MAX Check-Points CPO wykrywa obecnos$¢ genéw kodujacych karbapenemazy bakterii Gram-ujemnych i zawiera wewnetrzng
kontrole prawidtowego przygotowania probki. Test BD MAX Check-Points CPO umozliwia automatyzacje procesu badawczego
i ogranicza do minimum potrzebe interwencji osoby wykonujgcej badanie w czasie pomiedzy umieszczeniem prébki w systemie BD
MAX a uzyskaniem wynikow.

Wymaz z odbytnicy zostaje pobrany i dostarczony do laboratorium. Prébka preparatu zostaje zhomogenizowana, za$ jej czes¢
przeniesiona do probéwki z buforem do prébek stanowigcej element zestawu BD MAX Check-Points CPO. Probéwka z buforem do
probek zostaje umieszczona w urzadzeniu BD MAX, po czym rozpoczynaja sie kolejne procedury zautomatyzowane: Liza komorek
bakterii, ekstrakcja i zatezanie DNA, uwodnienie odczynnikéw, amplifikacja kwaséw nukleinowych oraz wykrycie docelowej
sekwencji kwasu nukleinowego technika reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym. Amplifikowane sekwencje
docelowe wykrywane sg za pomoca sond hydrolizujgcych znakowanych wygaszanymi fluoroforami. W sktad zestawu wchodzi takze
kontrola przygotowania probki umieszczona w probéwce do ekstrakcji. Zostaje ona poddana takim samym fazom ekstrakciji,
zatezenia oraz amplifikacji, aby wskaza¢ obecno$¢ inhibitoréw reakcji, btedy aparatury lub odczynnikéw. Od chwili, gdy prébka
kliniczna i pasek z odczynnikami zostajg zatadowane do urzadzenia BD MAX, nie zachodzi koniecznos¢ interwencji osoby
wykonujgcej test. Amplifikacja, detekcja i interpretacja sygnatu sg automatycznie wykonywane przez urzgdzenie BD MAX.

[m] 5 0m]

L]
P0226(01)



ZASADA METODY

Wymazy z odbytnicy pobiera si¢ od pacjentéw za pomoca wymazéwek ESwab. Po pobraniu sg one dostarczane do laboratorium w
podfozu transportowym Amiesa bedgcym elementem zestawu ESwab. ESwab zostaje zwirowany, za$ porcje o objetosci 50 pl
przenosi sie za pomocg pipety zaopatrzonej w wymienng koncéwke z filtrem do probéwki z buforem do prébek. Probdwke z buforem
do prébek zamyka sie korkiem z septg i zwirowuje. Po utworzeniu listy zadan i zatadowaniu prébki klinicznej wraz z paskiem
odczynnikéw zestawu BD MAX Check-Points CPO oraz kasetg BD MAX PCR do urzadzenia BD Max, urzadzenie zostaje
uruchomione i od tej chwili nie zachodzi juz konieczno$¢ zadnych dziatan ze strony operatora. W urzgdzeniu BD MAX przygotowanie
probki, w tym liza badanego mikroorganizmu, ekstrakcja i zatezanie DNA, uwodnienie odczynnikéw, amplifikacja kwasow
nukleinowych oraz wykrycie docelowej sekwencji kwasu nukleinowego technika PCR w czasie rzeczywistym, zachodzi
automatycznie. Interpretacja sygnatu jest dokonywana automatycznie przez urzadzenie BD MAX. W skiad zestawu wchodzi takze
kontrola przygotowania prébki umieszczona w probéwce do ekstrakcji. Zostaje ona poddana fazom ekstrakcji, zatezenia oraz
amplifikacji. Kontrola przygotowania prébki pozwala wskaza¢ obecnosé potencjalnych inhibitoréw reakcji, a takze btedy aparatury
lub odczynnikéw.

Kwasy nukleinowe, uwalniane na etapie lizy enzymatycznej przebiegajgcej w podwyzszonej temperaturze, sg, na zasadzie
powinowactwa, wigzane na kulkach magnetycznych. Kulki ze zwigzanymi kwasami nukleinowymi sg przemywane, a kwasy
nukleinowe podlegajg elucji. Eluowany DNA zostaje zobojetniony i przeniesiony do probéwki z mieszaning reakcyjng (Master Mix),
gdzie uwadnia odczynniki PCR. Po uwodnieniu, urzadzenie BD MAX przenosi ustalong objetos¢ roztworu gotowego do reakcji PCR
do kasety BD MAX PCR. Aby zapobiec parowaniu i zanieczyszczeniu mieszaniny amplifikacyjnej, mikrozawory kasety BD MAX PCR
sg uszczelniane przez urzgdzenie, zanim rozpocznie sie reakcja PCR. Amplifikowane sekwencje docelowe DNA sg wykrywane za
pomoca sond hydrolizujgcych (TagMan®) znakowanych na jednym koncu fluorescencyjnym barwnikiem reporterowym (fluoroforem),
a na drugim koncu resztg wygaszajgca fluorescencje. Do wykrywania amplikonéw genéw kodujacych karbapenemazy KPC, VIM,
OXA-48, NDM, IMP oraz kontroli opracowania probki w pieciu réznych kanatach optycznych urzadzenia BD Max stosuje sie sondy
znakowane réznymi fluoroforami.

Detekcja genéw VIM i IMP zachodzi w tym samym kanale optycznym urzadzenia BD MAX, za$ wszystkie pozostate geny wykrywane
sg w oddzielnych kanatach optycznych. W sondach w stanie natywnym fluorescencja fluoroforu jest wygaszana ze wzgledu na
niewielkg odlegtos¢ od wygaszacza. Niemniej, w obecnosci docelowego DNA, sondy wiazg sie z sekwencjami komplementarnymi,
a nastepnie ulegajg hydrolizie na skutek aktywnosci 5’-3’ egzonukleazowej polimerazy DNA w miare syntetyzowania przez nig nowej
nici na matrycy DNA. W efekcie fluorofory zostajg oddzielone od czasteczek wygaszacza i zachodzi emisja fluorescencji. Urzadzenie
BD MAX monitoruje takie sygnaty po kazdym cyklu reakcji i na koniec interpretuje dane, podajac ostateczne wyniki.

Zawartos¢ llosé

Mieszanina reakcyjna (Master Mix) BD MAX Check-Points CPO (F6)
Liofilizowana mieszanina reakcyjna (Master Mix) do reakcji PCR
zawierajgca startery swoiste wzgledem kontroli przygotowania prébki
oraz genéw kodujgcych karbapenemazy a takze sondy TagMan.

24 oznaczenia (2 x 12 probéwek)

Paski z odczynnikami BD MAX Check-Points CPO

Zintegrowany pasek z odczynnikami zawiera wszystkie odczynniki
ptynne oraz jednorazowe koricéwki do pipet konieczne do ekstrakcji
DNA.

24 oznaczenia

Probowki do ekstrakcji BD MAX Check-Points CPO (A8)

Liofilizowany osad zawierajgcy kulki magnetyczne do wigzania DNA na
zasadzie powinowactwa, proteaze, niezbedne odczynniki oraz kontrole
przygotowania prébki.

24 oznaczenia (2 x 12 probdéwek)

Probowki z buforem do probek BD MAX Check-Points CPO 24 oznaczenia

Korki z septa 25

WYMAGANE WYPOSAZENIE | MATERIALY, NIEDOLACZONE DO ZESTAWU

- Urzadzenie BD MAX (BD, nr kat. 441916)

- Kasety do PCR BD MAX (BD, nr kat. 437519)

- Woytrzgsarka

- Pipety i jednorazowe koncowki (z filtrem) o pojemnosci 50 pl

- Fartuch laboratoryjny i bezpudrowe rekawice jednorazowe

- Urzadzenia do pobierania prébek: Copan ESwab, (Copan, nr kat. 480CE) lub BD ESwab (BD, nr kat. 220245)

Sugerowane podtoza do hodowli izolatéw kontrolnych (por. rozdziat dotyczacy kontroli jakosci): Agar tryptonowo-sojowy z dodatkiem
5% krwi owczej (np. BBL™ Trypticase™ Soy Agar with 5% Sheep Blood [TSA 1], BD, nr kat. 221292).



OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Test BD MAX Check-Points CPO jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.

Produkt moze by¢ stosowany wytgcznie z urzgdzeniem BD Max.

Nie nalezy stosowac zestawu, jezeli etykieta stanowigca zabezpieczenie zewnetrznego pudetka jest uszkodzona.

Nie nalezy stosowac odczynnikdw, jezeli opakowania ochronne sa otwarte lub ulegty uszkodzeniu w trakcie transportu.

Po kazdym uzyciu nalezy niezwtocznie zamykaé¢ opakowania ochronne odczynnikéw na zamek strunowy. Przed zamknigciem
nalezy pozby¢ sie nadmiaru powietrza z opakowan.

Nalezy sprawdzi¢ poziom ptynu w paskach z odczynnikami (nalezy sprawdzi¢, czy ptyn znajduje sie na dnie probéwek) (por.
Rycina 1).

Nalezy sprawdzi¢, czy nie brakuje koncéwek do pipet (por. Rycina 1).
Nie nalezy usuwac¢ saszetek zawierajgcych $rodek osuszajgcy z opakowan odczynnikéw.

Nie nalezy stosowa¢ odczynnikéw, jezeli brakuje saszetek zawierajgcych srodek osuszajgcy lub ulegly one uszkodzeniu
w opakowaniach odczynnikéw.

Nie nalezy stosowa¢ odczynnikéw, jezeli folia zabezpieczajgca zostata przerwana lub uszkodzona.
Nie nalezy miesza¢ odczynnikéw z réznych opakowan ani zestawow, ani serii.

Nie nalezy zamienia¢ lub ponownie stosowaé korkéw, gdyz moze to doprowadzi¢ do zanieczyszczenia i zagrozi¢ wynikom
badania.

Z roztworami odczynnikéw chemicznych nalezy postepowacé ostroznie, gdyz mogg one wptyngé na czytelnos¢ koddw
kreskowych na probéwkach zawierajgcych mieszanine reakcyjng (Master Mix) lub probdwkach do ekstrakcji.

Nie nalezy stosowac¢ odczynnikéw i/lub materiatéw po uptywie ich daty przydatnosci do uzycia.

Dla prawidtowego wykonania oznaczenie konieczne jest przestrzeganie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej. Z uwagi na wysoka
czuto$¢ analityczng oznaczenia, nalezy przedsiewzigé wszelkie $rodki ostroznosci, aby nie zanieczysci¢ materiatéw lub
odczynnikow.

Aby zapobiec zanieczyszczeniu amplikonami, nie nalezy demontowac kaset BD MAX PCR po uzyciu. Powodem zastosowania
uszczelek w kasetach BD MAX PCR jest zapobieganie zanieczyszczeniu.

Przekroczenie wyznaczonych ram czasowych podczas wykonywania testu BD MAX Check-Points CPO moze prowadzi¢ do
uzyskania nieprawidtowych wynikéw. Oznaczenia wykonane w czasie przekraczajgcym wyznaczone ramy powinny zostac
przeprowadzone ponownie na $wiezych prébkach.

Zgodnie z wytycznymi lub wymogami wiadz lokalnych, stanowych i/lub krajowych lub organizacji akredytujgcych mozna
stosowac dodatkowe kontrole.

W wypadkach, gdy w laboratorium prowadzone sg hodowle lub inne reakcje PCR, nalezy przedsiewzigé wszelkie $rodki
ostroznosci aby zapewni¢, ze test BD MAX Check-Points CPO, dodatkowe odczynniki wymagane do jego przeprowadzenia
oraz urzadzenie BD MAX nie zostaly zanieczyszczone. Zawsze nalezy unika¢ zanieczyszczenia odczynnikow
mikroorganizmami lub deoksyrybonukleazami (DNazami). Przed wykonywaniem czynnosci wymagajgcych uzycia odczynnikow
i kaset nalezy zmieni¢ rekawice.

Probki nalezy zawsze traktowaé jako materiat zakazny zgodnie z procedurami bezpieczenstwa laboratoryjnego takimi jak
opisane w dokumencie M29 CLSI* oraz dokumencie Bezpieczenstwo biologiczne w laboratoriach mikrobiologicznych
i biomedycznych.?

Podczas pracy z odczynnikami nalezy stosowac¢ odziez ochronng i rekawice jednorazowe.

Po wykonaniu oznaczenia nalezy doktadnie umy¢ rece.

W pomieszczeniach, gdzie pracuje sie z probkami lub odczynnikami wchodzacymi w skiad zestawu nie nalezy pali¢, pi¢, zué¢
lub jes¢.

Niezuzytych odczynnikéw oraz odpadéw nalezy sie pozby¢ zgodnie z przepisami miejscowymi, stanowymi i/lub krajowymi.

W celu uzyskania dodatkowych informacji dotyczgcych ostrzezen, srodkéw ostroznosci oraz procedur, prosimy zapoznac sie
z Podrecznikiem uzytkownika urzadzenia BD MAX®.

WARUNKI PRZECHOWYWANIA | TRWALOSC

Trwatos¢ probki
Zebrane prébki w trakcie transportu nalezy przechowywac¢ w temperaturze pomiedzy 2°C a 25°C. Nalezy je chronié przed narazeniem
na nadmierng temperature.

Przed wykonaniem oznaczenia prébki mozna przechowywa¢ do 48 godzin (2 dni) w temperaturze 2-25°C.
Odczynniki i sktadniki zestawu BD MAX Check-Points CPO sg stabilne w temperaturze 2-25°C do podanej daty przydatnosci do
uzycia. Nie nalezy stosowac przeterminowanych sktadnikow.

Przechowywanie elementéw zestawu
Proboéwki z mieszaning reakcyjng (Master Mix) BD MAX Check-Points CPO oraz probdwki do ekstrakcji BD MAX Check-Points CPO
sg dostarczane w szczelnie zamknietych opakowaniach. Aby chroni¢ je przed wilgocia, po otwarciu nalezy je niezwtocznie szczelnie
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zamykac. Probéwki z mieszaning reakcyjng (Master Mix) i probowki do ekstrakcji zachowujg trwato$¢ przez czas do 14 dni w
temperaturze 2-25°C od pierwszego otwarcia i nastepnie szczelnego zamkniecia opakowan.

INSTRUKCJA OBSLUGI

Pobranie/transport prébki

Aby uzyskac prawidtowg probke, nalezy Scisle przestrzegac procedury pobierania podanej przez producenta. Probéwke z pobrang
probka (zawierajacym wymaz z odbytnicy w ptynnym podtozu Amiesa) nalezy oznaczy¢ etykietg i dostarczy¢ do laboratorium zgodnie
ze standardowymi procedurami postepowania obowigzujgcymi w instytucji (por. rozdziat Warunki przechowywania i trwatos¢).

Przygotowanie prébki

Uwaga: Na kazdy badang probka i kazda kontrole zewnetrzna nalezy przygotowac jedng (1) probéwke z buforem do probek
oraz jeden (1) korek z septa.

1. Na oznaczong kodem kreskowym probéwke z buforem do probek BD MAX (przezroczysty korek) nalezy nanies¢ odpowiedni
identyfikator prébki. Nie nalezy zastaniac, pisa¢ lub nakleja¢ etykiet na kod kreskowy 2D.

2. Probke sktadajgca sie z wymazu z odbytnicy w podtozu ptynnym Amiesa nalezy zwirowac¢ przez 5 s z matg predkoscia.

3. Zdja¢ przezroczysty korek z probowki z buforem do prébek i odpipetowa¢ 50 pl ptynnego podioza transportowego Amiesa
do probowki z buforem do prébek.

4. Zamkna¢ zawierajgca probke probéwke z buforem do probek korkiem z septg i zwirowac przez 10 s z matg predkoscia.

5.  Umiesci¢ probéwke z buforem do probek w odpowiednim statywie.

6. Przygotowa¢ pozostate prébki, powtarzajgc dla wszystkich etapy od 1 do 5, upewniwszy sie, ze rekawice sg czyste, zanim
podejmie sie prace z kolejnymi prébkami.

7. Przejs¢ do instrukcji z rozdziatu Obstuga urzadzenia BD MAX, aby przeprowadzi¢ test BD MAX Check-Points CPO za pomoca
urzgdzenia BD MAX.

Obstuga urzadzenia BD Max

Uwaga: Aby uzyskaé szczegotowe instrukcje prosimy zapoznaé sie z Podrecznikiem uzytkownika urzadzenia BD MAX®
(rozdziat Obstuga).

UWAGA: Na kazda testowang prébke lub kontrole zewnetrzng potrzebne sg jedna (1) probéwka z mieszaning reakcyjng
(Master Mix), jedna (1) probowka do ekstrakcji i jeden (1) zintegrowany pasek z odczynnikami. Nalezy przygotowaé
potrzebna liczbe materiatéw, wyjmujac je z opakowan ochronnych lub pudetek. Aby méc dalej przechowywa¢ otwarte
opakowaniaz prob6wkami z mieszaning reakcyjng (Master Mix) lub probéwkami do ekstrakcji, nalezy usungé z nich nadmiar
powietrza i zamknaé zamkiem strunowym.

1. Wiaczy¢ urzadzenie BD MAX (o ile jeszcze nie zostato wigczone) i zalogowac sie, wprowadzajac <nazwe uzytkownika>
i <hasto>.

2. Przed wykonywaniem czynnosci wymagajgcych uzycia odczynnikéw i kaset nalezy zmieni¢ rekawice.

3. Wyja¢ potrzebng liczbe zintegrowanych paskéw z odczynnikami z zestawu BD MAX Check-Points CPO. Delikatnie postukac
kazdym z paskéw o twardg powierzchnie, aby spowodowac¢ sptyniecie ptynu na dno probéwek.

4. Wyja¢ potrzebng liczbe probéwek do ekstrakcji i probdwek z mieszaning reakcyjng (Master Mix) z opakowan ochronnych.
Usung¢ nadmiar powietrza i zamkng¢ opakowania zamkiem strunowym.

5.  Po jednym (1) zintegrowanym pasku z odczynnikami na badang prébke nalezy umiesci¢ w statywie urzadzenia BD Max,
zaczynajac od pozycji 1 w statywie A.

6. Wsuna¢ po jednej (1) probowce do ekstrakcji (biata folia) do kazdego zintegrowanego paska z odczynnikami w pozycji 1 tak,
jak pokazano na Rycinie 1.

7. Wsung¢ po jednej (1) probéwce z mieszaning reakcyjng (Master Mix, zielona folia) do kazdego zintegrowanego paska
z odczynnikami w pozycji 2 tak, jak pokazano na Rycinie 1.

Pojemnik  Koricowki do pipet
na odpady automatycznych

_____| mpom

Probéwki typu ,snap-in”

nrl nr2 nr3
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do ekstrakeji Bufor

elucyjny
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Rycina 1: Lokalizacja prob6wek do ekstrakcji i probéwek z mieszaning reakcyjng (Master Mix) zestawu BD MAX Check-Points
CPO w zintegrowanych paskach z odczynnikami.



8.  Klikng¢ ikone Run i wprowadzi¢ numer serii zestawu BD MAX Check-Points CPO (aby mdc sledzi¢ wyniki uzyskane za pomoca
danej serii), skanujac kod paskowy skanerem lub recznie.

UWAGA: Powtérzy¢ etap 8 przy kazdym uzyciu zestawu z nowej serii.
9.  Przejs¢ do listy zadan. Wybra¢ <BD MAX CPO 62> z menu rozwijalnego.

10. Woprowadzi¢ identyfikator probowki z buforem do probek, identyfikator pacjenta i numer dostepu (o ile dotyczy) do listy zadan,
skanujgc kod paskowy skanerem lub recznie.

11. Woybra¢ odpowiedni numer serii zestawu (znajdujacy sie na opakowaniu zewnetrznym) z menu rozwijalnego.
12. Powtdrzy¢ etapy od 9 do 11 dla wszystkich pozostatych probéwek z buforem do prébek.

13. Umiesci¢ probdwki z buforem do probek w statywach urzadzenia BD Max w spos6b odpowiadajgcy ustawieniu zintegrowanych
paskéw z odczynnikami w etapach 5 do 7.

14. Umiesci¢ potrzebng liczbe kaset BD MAX PCR w urzgdzeniu BD MAX™ (por. Rycina 2).
. Kazda kaseta miesci do 24 prébek.
. Urzadzenie BD Max automatycznie wybierze pozycje i rzad kasety BD MAX PCR dla kazdego cyklu pracy.
. Kasety do PCR sg uzywane w oparciu o liczbe cykli pracy | statywow.

. Kaset BD MAX PCR mozna uzywac¢ wielokrotnie do wyczerpania $ciezek. Aby przypisa¢ sciezki nalezy
uruchomi¢ Kreator cyklu pracy znajdujacy sie w zakfadce Lista zadan.

. W celu uzyskania bardziej szczegétowych informacji, prosimy zapozna¢ sie z Podrecznikiem uzytkownika
urzadzenia BD MAX3 (1 kaseta na statyw).

15. Zatadowa¢ statyw(y) do urzadzenia BD MAX (Rycina 3).
16. Zamkna¢ pokrywe urzadzenia BD MAX i klikngé<Start>, aby rozpocza¢ procedure.
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Rycina 3: tadowanie statywéw do urzadzenia BD MAX

17. Po zakonczeniu procesu natychmiast sprawdzi¢ wyniki lub przechowaé probowki z buforem do prébek do chwili
sprawdzenia wynikow w temperaturze 2-25°C przez maksymalnie 48 godzin.

UWAGA: Jezeli podczas pracy urzadzenia korek z septg ulegt uszkodzeniu, nalezy zamieni¢ go na nowy zanim
rozpocznie sie przechowywanie prébek.

UWAGA: W wypadku uzyskania wynikéw nieokreslonych (IND), nieoznaczonych (UNR) lub niekompletnych (INC), lub jezeli
wystapi problem z kontrolg zewnetrzng, nalezy powtérzyé oznaczenie, wykorzystujagc juz przygotowang probowke
z buforem do prébek (por. ,,Procedura powtarzania oznaczenia”). W wypadku problemu z kontrolg zewnetrzna, nalezy
powtérzyé badanie wszystkich prébek, stosujac swiezo przygotowang kontrole zewnetrzng (por. ,,Kontrola jakosci”).

KONTROLA JAKOSCI

Procedury kontroli jakosci stuzg do monitorowania efektywnosci oznaczenia. Laboratoria muszg ustali¢ liczbe, rodzaj oraz
czestotliwos¢ badania materiatéw kontrolnych, zgodnie z wytycznymi lub wymogami wiadz lokalnych, stanowych i/lub krajowych lub
organizacji akredytujgcych, w celu monitorowania catego procesu analitycznego. Aby zapoznaé sie z ogdlnymi wytycznymi
dotyczacymi kontroli jakosci, uzytkownik moze przeczyta¢ normy MMO3 i C24 CLSI.**°
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Oprogramowanie urzadzenia BD Max nie wykorzystuje zewnetrznych kontroli dodatnich i ujemnych w celu interpretacji wynikow
badanej probki. Kontrole zewnetrzne sa traktowane tak, jak probki pochodzgce od pacjentow (w celu interpretaciji wynikow testu
dla kontroli zewnetrznych por. Tabela 1).

W kazdym laboratorium nalezy co najmniej raz dziennie analizowa¢ jedng (1) zewnetrzng kontrole dodatnig oraz jedng (1)
zewnetrzna kontrole ujemna, dopdki proces oznaczenia za pomocg urzadzenia BD Max nie zostanie odpowiednio zwalidowany.
Zmniejszenie czestotliwosci badan kontrolnych musi by¢ zgodne z odpowiednimi przepisami.

Zewnetrzna kontrola dodatnia stuzy do sprawdzenia znaczacych btedéw zwigzanych z jakoscig odczynnikéw. Zewnetrzna
kontrola ujemna stuzy do wykrywania zanieczyszczenia (lub krzyzowej kontaminacji) odczynnikéw i $rodowiska przez badane
kwasy nukleinowe.

Zaleca sie stosowanie réznych typéw kontroli zewnetrznych, aby umozliwi¢ uzytkownikom wybér najbardziej odpowiednich
sposrod nich do programu kontroli jakosci w laboratorium.

a. Zewnetrzna kontrola negatywna: Uprzednio scharakteryzowane probki, co do ktérych wiadomo, ze dajg wynik
negatywny lub komercyjnie dostepny materiat kontrolny, np. Gram-ujemny szczep kontrolny E. coli ATCC 25922,
ktory nie zawiera zadnych gendw kodujgcych karbapenemazy stanowigcych przedmiot testu BD MAX Check-
Points CPO. Zaleca sie przygotowanie zewnetrznej kontroli negatywnej przed przygotowaniem zewnetrznej
kontroli pozytywne;j.

b. Zewnetrzna kontrola pozytywna: zaleca sie komercyjnie dostepny materiat kontrolny, ktory zawiera jeden lub
wiecej gendw kodujgcych karbapenemazy stanowigcych przedmiot testu BD MAX Check-Points CPO, taki jak
Gram-ujemne szczepy kontrolne NCTC podane ponizej (por. Tabela 1).

Aby przygotowac¢ zawiesine kontroli zewnetrznej, zaleca sig zawieszenie izolatéw w fizjologicznym roztworze soli do
metnosci rownej 0,5 jednostki McFarlanda, a nastepnie przygotowanie szeregu rozcienczen w roztworze soli do
osiggniecia koncowych wartosci podanych w Tabeli 1. Ostateczne rozciefnczenie nalezy przeprowadzi¢ w matrycy, ktérg
stanowit negatywny wymaz z odbytnicy, aby préba jak najbardziej przypominata prawdziwg probke kliniczng. 50 pl prébki
kontroli zewnetrznej nalezy przenie$¢ do odpowiednich probéwek z buforem do prébek. Postepowac jak z prébka (por.
rozdziaty Przygotowanie prébki oraz Obstuga urzadzenia BD Max).

Wszystkie kontrole zewnetrzne powinny dawac¢ oczekiwane wyniki (pozytywny dla zewnetrznej kontroli pozytywnej i negatywny

dla zewnetrznej kontroli negatywnej). Nie powinny wystapi¢ btedy kontroli zewnetrznej (wyniki nieoznaczone lub nieokreslone).

Uzyskanie pozytywnego wyniku badania dla zewnetrznej kontroli negatywnej wskazuje na nieodpowiednie przygotowanie probki
i/lub zanieczyszczenie. Nalezy przeanalizowa¢ sposob przygotowywania probek, aby unikng¢ pomytek lub zanieczyszczenia.
Uzyskanie negatywnego wyniku badania dla zewnetrznej kontroli pozytywnej wskazuje na problem z przygotowaniem prébki.
Nalezy przeanalizowac technike przygotowywania prébek.

Uzyskanie wynikdw nieokreslonych (IND), nieoznaczonych (UNR) lub niekompletnych (INC) dla zewnetrznej kontroli negatywnej
wskazuje na btedy zwigzane z odczynnikami lub urzadzeniem BD Max. Nalezy sprawdzi¢, czy na wyswietlaczu urzadzenia BD
MAX nie pojawit sie komunikat o btedzie. W celu uzyskania informacji na temat interpretowania kodéw ostrzezen i btedow,
prosimy zapozna¢ sie z rozdziatem Zestawienie btedow urzgdzenia w Podreczniku uzytkownika urzgdzenia BD MAX3. Jezeli
problemu nie daje sie rozwigzac¢, nalezy uzy¢ odczynnikow z nieotwieranego opakowania lub zastosowa¢ nowy zestaw BD MAX
Check-Points CPO.

Tabela 1: Komercyjnie dostepne szczepy mogace stanowi¢ zewnetrzne kontrole pozytywne i negatywne

Ostateczne rozcienczenie zawiesiny
Gen docelowy Zewnetrzny szczep kontrolny 0,5 jednostki McFarlanda
Klebsiella pneumoniae 1/1000
KPC (NCTC-13438)
Pseudomonas aeruginosa 1/5000
VIM (NCTC-13437)
Escherichia coli 1/7000
IMP (NCTC 13476)
Klebsiella pneumoniae 1/10000
OXA-48 (NCTC-13442)
Klebsiella pneumoniae 1/400
NDM (NCTC-13443)
Kontrola Escherichia coli 1/10
negatywna (ATCC 25922)

8. Kazda probéwka do ekstrakcji BD MAX Check-Points CPO zawiera kontrole przygotowania probki, ktérg stanowi plazmid
zawierajgcy docelowg syntetyczng sekwencje DNA. Kontrola przygotowania prébki pozwala na sledzenie efektywnosci
etapow wigzania DNA, przemywania i elucji podczas przygotowywania prébki oraz amplifikacji DNA i detekcji na etapie
analizy PCR. Jezeli wynik uzyskany dla kontroli przygotowania probki nie spetni odpowiednich kryteriéw, wynik zostanie
podany jako nieoznaczony. Niezaleznie od tego podane zostang wszystkie wyniki pozytywne (POS), natomiast zadna
prébka nie zostanie okreslona jako negatywna (NEG). Wynik nieoznaczony wskazuje na inhibicje przez sktadniki probki lub
btad zwigzany z odczynnikami.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Wyniki sg dostepne w zaktadce <Wyniki> w oknie <Wyniki> na wyswietlaczu urzgdzenia BD MAX. Oprogramowanie urzadzenia
BD Max automatycznie interpretuje wyniki testu. Wyniki sa podawane dla kazdego analitu oraz kontroli przygotowania probki.
Zaleznie od stanu amplifikacji sekwencji docelowej oraz kontroli przygotowania prébki, wynik testu moze by¢é NEG (negatywny), POS
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(pozytywny) lub UNR (nieoznaczony). Wyniki IND (nieokreslony) lub INC (niekompletny) $wiadczg o btedzie zwigzanym
z urzgdzeniem BD Max.

Tabela 2: Interpretacja wynikow oznaczenia BD MAX Check-Points CPO

Podany wynik oznaczenia Interpretacja wyniku

KPC POS Wykryto gen KPC

KPC NEG Nie wykryto genu KPC

VIM i/lub IMP POS Wykryto gen VIM i/lub IMP

VIM i/lub IMP NEG Nie wykryto genu VIM ani IMP

OXA POS Wykryto gen OXA-48

OXA NEG Nie wykryto genu OXA-48

NDM POS Wykryto gen NDM

NDM NEG Nie wykryto genu NDM

UNR Nieo;pac;pny - plqd wynikajqqy z pbgcnoéci inhibitoréw w prébce lub jakosci odczynnikéw; brak
amplifikacji kontroli przygotowania prébki

IND Nieokreslony ze wzgledu na btad urzadzenia BD Max (fgcznie z kodem ostrzezenia lub btedu*)

INC Niekompletny cykl pracy (tacznie z kodem ostrzezenia lub btedu*)

"W celu uzyskania informacji na temat interpretowania kodéw ostrzezen i bledéw, prosimy zapoznaé sie z rozdziatem Zestawienie btedéw urzgdzenia
w Podreczniku uzytkownika urzadzenia BD MAXS.

PROCEDURA POWTARZANIA OZNACZENIA

UWAGA: Objetosé probowki z buforem do prébek jest wystarczajaca na jednokrotne powtérzenie testu. W wypadku
probowek z buforem do prébek przechowywanych w temperaturze 2-25°C, oznaczenie nalezy powtorzyé w czasie 48 godzin
od pierwotnego wprowadzenia probki do probéwki z buforem do prébek.

UWAGA: W tym samym cyklu pracy mozna faczyé nowe prébki z oznaczeniami powtarzanymi.

Wynik nieoznaczony

Wyniki nieoznaczone mozna uzyska¢ w wypadku, gdy inhibicja przez sktadniki prébki lub btad wynikajgcy z jakosci odczynnikow
uniemozliwia odpowiednig amplifikacje sekwencji docelowej lub kontroli przygotowania prébki. Jezeli kontrola przygotowania probki
nie zostanie zamplifikowana, podany zostanie wynik UNR. Niezaleznie od tego podane zostang wszystkie wyniki pozytywne (POS).
W podanych powyzej ramach czasowych mozna powtdrzyé oznaczanie probek, wykorzystujac odpowiednie probéwki z buforem do
probek. Nalezy je zwirowac i ponownie rozpoczaé od rozdziatu Obstuga urzagdzenia BD Max. W podanych ramach czasowych, mozna
takze ponownie oznaczy¢ probki, wykorzystujac pozostatosci probki wymazu z odbytnicy i nowg proboéwke z buforem do préobek.
Nalezy ponownie rozpoczg¢ od rozdziatu Przygotowanie prébki.

Wynik nieokreslony

Wyniki nieokreslone mozna uzyska¢ w wypadku, gdy wystgpi btad urzadzenia. W podanych ramach czasowych, mozna ponownie
oznaczy¢ probki, wykorzystujgc pozostatosci prébki wymazu z odbytnicy i nowg probéwke z buforem do prébek. Nalezy ponownie
rozpoczaé od rozdziatu Przygotowanie prébki. W celu uzyskania informacji na temat interpretowania kodéw ostrzezen i btedow,
prosimy zapoznac sie z rozdziatem Zestawienie bteddéw urzadzenia w Podreczniku uzytkownika urzgdzenia BD MAX® (rozdziat
Rozwigzywanie problemow).

Wynik niekompletny

Wyniki niekompletne mozna uzyska¢ w wypadku, gdy nieukoriczone zostang proces przygotowania probki lub PCR. W podanych
ramach czasowych, mozna ponownie oznaczy¢ prébki, wykorzystujgc pozostatosci probki wymazu z odbytnicy i nowa probéwke
z buforem do prébek. Nalezy ponownie rozpoczaé od rozdziatu Przygotowanie prébki. W celu uzyskania informacji na temat
interpretowania kodow ostrzezen i bledéw, prosimy zapoznaé sie z rozdziatem Zestawienie btedow urzadzenia w Podreczniku
uzytkownika urzadzenia BD MAX® (rozdziat Rozwigzywanie probleméw).

Btad kontroli zewnetrznej

Badane kontrole zewnetrzne powinny dawaé¢ oczekiwane wyniki. Jezeli trzeba powtérnie przygotowaé probki z uwagi na niewtasciwy
wynik kontroli zewnetrznej, nalezy przygotowac je ponownie w podanych ramach czasowych wraz ze $wiezo przygotowanymi
kontrolami zewnetrznymi.



HODOWLA PROBEK
Zgodnie z procedurami obowigzujgcymi w laboratorium nalezy wyhodowac i zidentyfikowaé mikroorganizmy znajdujgce sie
w prébkach dajgcych wynik dodatni.

OGRANICZENIA PROCEDURY

- Produkt moze by¢ stosowany wytgcznie z urzgdzeniem BD Max.

- Btedne wyniki mogg by¢ rezultatem nieodpowiedniego pobrania prébki, jej przygotowania, przechowywania, btedéw
technicznych, pomylenia probek lub faktu, Zze liczba mikroorganizméw w prébce jest ponizej czutosci analitycznej testu.

- Jezeli wynik testu BD MAX Check-Points CPO to IND, INC lub UNR (dla jednej lub wigcej sekwencji docelowych), oznaczenie
nalezy powtorzyc¢.

- Dodatni wynik testu BD MAX Check-Points CPO niekoniecznie oznacza obecno$¢ zywych mikroorganizmoéw w prébce.

- Analiza in silico w potaczeniu z analizg inkluzywnosci pozwala przewidywac, ze wykrywane bedg nastepujgce warianty
karbapenemaz:

o KPC:2-24

o VIM: 1-6, 8-47

o0  OXA-48-podobne: 48, 162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370
o NDM: 1-16

o IMP: 1-4, 6-8, 10, 19-20, 24-26, 30, 34, 38, 40, 42-43, 52, 55

- VIM i IMP sg wykrywane w tym samym kanale, dlatego nie sg roznicowane.

- Podobnie jak w wypadku wszystkich testéw diagnostycznych in vitro opartych o reakcje PCR, daje sie wykrywac¢ sekwencje
docelowe obecne w niezmiernie niskiej liczbie kopii, ponizej progu czutosci analitycznej oznaczenia, ale wyniki mogg nie by¢
powtarzalne.

- Fatszywie ujemne wyniki moga wystgpi¢ na skutek utraty kwaséw nukleinowych przez niewtasciwe pobranie prébki, transport
lub przechowywanie, albo ze wzgledu na niedostateczng lize komorek bakteryjnych. W celu identyfikacji probek zawierajacych
inhibitory amplifikacji w reakcji PCR, do testu dodano kontrole przygotowania prébki. Kontrola przygotowania prébki nie pozwala
wskazac, czy utrata kwaséw nukleinowych wystgpita na skutek niewtasciwego pobrania prébki, transportu lub przechowywania,
czy ze wzgledu na niedostateczng lize komorek bakteryjnych.

- Nadmiernie lub ciezko zabrudzone probki mogg dawac wyniki nieoznaczone (UNR) ze wzgledu na inhibicje.

- Podobnie jak w wypadku wszystkich testéw diagnostycznych in vitro, dodatnie i ujemne wartosci predykcyjne silnie zalezg
od powszechnosci wystepowania. Efektywno$é testu BD MAX Check-Points CPO moze rézni¢ sie w zaleznosci
od powszechnos$ci wystgpowania i badanej populaciji.

- Bufor znajdujgcy sie probéwce z buforem do prébek nie jest przeznaczony do utrzymywania zywotnosci mikroorganizmow.
Jezeli zachodzi konieczno$¢ prowadzenia hodowli, nalezy ja zatozyé, korzystajac z oryginalnej prébki.

- Ten test jest testem jako$ciowym i nie dostarcza wynikéw ilo$ciowych, ani nie wskazuje liczby wykrytych mikroorganizméw.

CHARAKTERYSTYKA EFEKTYWNOSCI

Efektywnos¢ kliniczng testu BD MAX Check-Points CPO okreslono w wieloosrodkowym badaniu naukowym i badaniu
wykorzystujgcym aranzowane probki. W badaniu naukowym wziety udziat tgcznie trzy (3) zréznicowane geograficznie osrodki
kliniczne, gdzie wymazy z odbytnicy pobierane w ramach rutynowej opieki zdrowotnej badano testem BD MAX Check-Points CPO.
Probki pobierano od pacjentéw zagrozonych kolonizacjg jelita przez bakterie o obnizonej wrazliwosci na karbapenemy, w wypadku
ktérych badanie wymazow z odbytnicy w kierunku nosicielstwa CPO byto zalecane przez lekarza prowadzgcego. Metoda
odniesienia byto potgczenie hodowli bakterii prowadzonej w celu uzyskania izolatéw o obnizonej wrazliwosci na karbapenemy

z wymazow z odbytnicy i prowadzonej nastepnie detekcji genéw opornosci na antybiotyki za pomoca testu Check-MDR CT103XL.
W wypadku prébek aranzowanych, dobrze scharakteryzowane szczepy wprowadzano do matryc negatywnych wymazéw

z odbytnicy w ilosciach bliskich granicy wykrywalnosci i dalej badano w taki sam sposéb, jak probki prospektywne.

Ocenie klinicznej poddano tgcznie 233 prébek prospektywnych oraz 100 probek aranzowanych. W tabelach od 3 do 8
przedstawiono charakterystyke efektywnosci testu BD MAX Check-Points CPO przygotowang na podstawie obserwacji
prowadzonych w ramach badania klinicznego.

Odsetek wynikow nieraportowalnych

Sposrad wszystkich ocenianych probek, dla 2% (5/233) i 0%, odpowiednio, probek prospektywnych i aranzowanych, pierwotnie
zgtoszono wynik ,nhieoznaczony”. W wyniku prawidtowo powtérzonych oznaczen 2 z 5 prébek (3 nie powtarzano), 1% (3/233) i 0%,
odpowiednio, probek prospektywnych i aranzowanych, utrzymato status ,nieoznaczony”.

Sposrad wszystkich ocenianych probek, dla 0% i 1 (1/101)%, odpowiednio, probek prospektywnych i aranzowanych, pierwotnie
zgtoszono wynik ,hieokreslony”. W wyniku prawidtowo powtérzonych oznaczen, 0% i 0%, odpowiednio, prébek prospektywnych

i aranzowanych, utrzymato status ,nieokreslony”.

Sposrad wszystkich ocenianych probek, dla 0% i 0%, odpowiednio, probek prospektywnych i aranzowanych, pierwotnie zgtoszono
wynik ,niekompletny”.

Catkowite odsetki wynikéw nieraportowalnych wynosity 2% i 1% dla, odpowiednio, prébek prospektywnych i aranzowanych.

W wyniku prawidtowo powtdrzonych oznaczen, 1% i 0%, odpowiednio, probek prospektywnych i aranzowanych, pozostato
nieraportowalnych.

Wyniki efektywnosci w wypadku mikroorganizméw produkujacych KPC

Test BD MAX Check-Points CPO pozwolit na identyfikacje 2 probek dodatnich pod wzgledem KPC wsréd 230 probek
prospektywnych. W obu wypadkach fgcznie z genem KPC wykryto inne geny kodujgce karbapenemazy: Jedna z prébek dawata
wynik pozytywny takze dla OXA-48, za$ druga prébka takze dawata wyniki pozytywne dla OXA-48 oraz VIM/IMP. W wypadku
probki pozytywnej pod wzgledem gendw KPC, VIM/IMP i OXA-48, metoda odniesienia pozwolita na uzyskanie izolatu
posiadajgcego 3 geny dla karbapenemaz, zas w wypadku prébki pozytywnej pod wzgledem KPC i OXA-48, metoda odniesienia
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pozwolita na uzyskanie izolatu posiadajgcego gen OXA-48.

W badaniu aranzowanym wykorzystano 100 prébek, z czego w 18 znajdowat sie gen KPC. Wszystkie 18 probek KPC wykryto
zaréwno testem BD MAX Check-Points CPO, jak i metoda odniesienia.

Tabela 3. KPC — catkowita efektywnos¢

KPC ChromID + CT103XL tacznie
+ -
BD MAX Check- 19 1 20
Points CPO 0 310 310
tacznie 19 311 330

Czutos¢: 100% (19/19), 95% przedziat ufnosci: 85,4-100%
Swoistos¢: 99,7% (310/311), 95% przedziat ufnosci: 98,2-100%

Wyniki efektywnosci w wypadku mikroorganizméw produkujacych VIM

Za pomoca testu BD MAX Check-Points CPO zidentyfikowano 3 prébki dodatnie pod wzgledem VIM wsréd 230 probek
prospektywnych, z czego dwa wykryto réwniez za pomoca metody odniesienia. Tylko jeden izolat wykazywat obecno$¢ genu VIM,
zas$ drugi izolat wykazywat obecno$¢ 3 genéw kodujgcych karbapenemazy: KPC, VIM i OXA-48. Metoda odniesienia pozwolita na

identyfikacje jednego izolatu, ktérego nie wykryto testem BD MAX Check-Points CPO.

W badaniu aranzowanym wykorzystano 100 prébek, z czego w 20 znajdowat sie gen VIM. Wszystkie 20 probek VIM wykryto
zaréwno testem BD MAX Check-Points CPO, jak i metoda odniesienia.

Tabela 4. VIM - catkowita efektywnos¢

VIM ChromID + CT103XL tacznie
+ -
BD MAX Check- * 22 1 23
Points CPO _ 1 306 307
tacznie 23 307 330

Czutosé: 95,7% (22/23), 95% przedziat ufnosci: 78,1-99,9%
Swoistos¢: 99,7% (306/307), 95% przedziat ufnosci: 98,2-100%
Wyniki efektywnosci w wypadku mikroorganizmow produkujacych IMP
Ani testem BD MAX Check-Points CPO, ani metodg odniesienia nie wykryto prébek dodatnich pod wzgledem IMP wsréd

230 prébek prospektywnych. W badaniu aranzowanym wykorzystano 100 prébek, z czego w 15 znajdowat sie gen IMP. Wszystkie
15 probek IMP wykryto zaréwno testem BD MAX Check-Points CPO, jak i metodg odniesienia.

Tabela 5. IMP - catkowita efektywnos$¢

IMP ChromID + CT103XL tacznie
+ -
BD MAX Check- 15 0 15
Points CPO 0 315 315
tacznie 15 315 330

Czutosé: 100% (15/15), 95% przedziat ufnosci: 81,9-100%
Swoistos$¢: 100% (315/315), 95% przedziat ufnosci: 99,1-100%

Wyniki efektywnosci w wypadku mikroorganizméw produkujacych OXA-48

Test BD MAX Check-Points CPO pozwolit na identyfikacje 23 prébek dodatnich pod wzgledem OXA-48 wsrod 230 prébek
prospektywnych. W dwdéch wypadkach wraz z genem OXA-48 wykryto réwniez inne geny kodujgce karbapenemazy: jedna

z probek dawata wynik dodatni pod wzgledem KPC, za$ druga takze dawata wynik dodatni pod wzgledem KPC oraz VIM/IMP.
5 z 23 probek wykrytych testem BD MAX Check-Points CPO nie udato sie potwierdzi¢ metodg odniesienia, tzn. nie uzyskano
izolatéw, ktére mogtyby by¢ dalej badane testem Check-MDR CT103XL.
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W badaniu aranzowanym wykorzystano 100 probek, z czego w 16 znajdowat sie gen OXA-48. Wszystkie 16 probek OXA-48
wykryto zaréwno testem BD MAX Check-Points CPO, jak i metodg odniesienia.

Tabela 6. OXA-48 — catkowita efektywnos¢

OXA-48 ChromID + CT103XL tacznie
+ -
BD MAX Check- + 34 5 39
Points CPO _ 0 201 201
tacznie 34 296 330

Czutos¢: 100% (34/34), 95% przedziat ufnosci: 91,6-100%
Swoistos¢: 98,3% (291/296), 95% przedziat ufnosci: 96,1-99,5%
Wyniki efektywnosci w wypadku mikroorganizméw produkujagcych NDM
Ani testem BD MAX Check-Points CPO, ani metodg odniesienia nie wykryto prébek dodatnich pod wzgledem NDM wsréd

230 prébek prospektywnych. W badaniu aranzowanym wykorzystano 100 prébek, z czego w 16 znajdowat sie gen NDM.
Wszystkie 16 probek NDM wykryto zaréwno testem BD MAX Check-Points CPO, jak i metodg odniesienia.

Tabela 7. NDM - catkowita efektywnos¢

NDM ChromID + CT103XL tacznie
+ -
BD MAX Check- + 16 0 16
Points CPO ; 0 314 314
tacznie 16 314 330

Czutosé: 100% (16/16), 95% przedziat ufnosci: 82,9-100%
Swoistos$¢: 100% (314/314), 95% przedziat ufnosci: 99,1-100%

Inkluzywnosé¢ analityczna

W badaniu wykorzystano szereg mikroorganizmoéw i wariantow genéw kodujgcych karbapenemazy, ktore stanowig przedmiot testu
BD MAX Check-Points CPO. Kryteria doboru szczepoéw obejmowaty powszechno$¢ wystepowania oraz znaczenie kliniczne.
Badano dziewiec¢dziesiat cztery (94) szczepy, w tym szczepy z kolekcji publicznych i dobrze scharakteryzowane izolaty kliniczne.

Badaniem inkluzywno$ci objeto 16 réznych gatunkéw i 18 szczepow KPC reprezentujgcych 2 warianty, 17 szczepow VIM
reprezentujgcych 3 warianty, 18 szczepow IMP reprezentujgcych 7 wariantdw, 20 szczepdéw typu OXA-48 reprezentujgcych

7 wariantéw, 17 szczepéw NDM reprezentujgcych 4 warianty i 4 szczepy, ktére wykazywaty obecnosé dwéch gendw docelowych
kodujgcych karbapenemazy. Szczepy badano w trzech powtérzeniach na poziomie < 3x GW (granicy wykrywalnosci). Za pomocg
testu BD MAX Check-Points CPO poprawnie zidentyfikowano pierwotnie 92 sposréd 94 szczepéw badanych. Dwa szczepy —
Enterobacter cloacae wykazujgcy obecnos$¢ genu IMP-34 i Pseudomonas aeruginosa wykazujgcy obecnos¢ genu IMP-4, wykryto,
kiedy test przeprowadzono powtérnie na poziomie 10x GW.

Tabela 8: Wyniki analizy inkluzywnosci dla testu BD MAX Check-Points CPO wzgledem przewidywan in silico

Gen Wyniki analizy inkluzywnosci

docelo Liczba Warianty Warianty Przewidywania in silico

wy szczepOw wykryte niewykryte

KPC 18 KPC-2, 3 - KPC-2-24
VIM-1, 2, 4, 19,

VIM 19 26, 27, 31 - VIM-1-6, 8-47

IMP 20 IMP-1, 3, 4,7, 8, i IMP-1-4, 6, 8, 10, 19, 20, 24-26, 30, 34, 38, 40, 42,
26, 34, 52, 55
OXA-48, 162,

OXA-48 22 163, 181, 204, - OXA-48, 162, 181, 204, 232, 244, 245, 370
232, 244

NDM 19 NDM-1, 5, 6, 7 - NDM-1-16

Podsumowujgc, wszystkie warianty badane i przewidywane za pomocg analizy in silico zostaty wykryte testem BD MAX
Check-Points CPO. W dodatku, warianty IMP-7 i OXA-163, ktorych nie przewidywano za pomoca analizy in silico zostaty wykryte
testem BD MAX Check-Points CPO. Primer i sekwencja docelowa sondy dla IMP-43 jest identyczna jak dla IMP-7, stad
przewidywano, ze wariant ten zostanie wykryty za pomocg testu BD MAX Check-Points CPO.
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Czulos¢ analityczna (granica wykrywalnosci)

Czuto$¢ analityczng (granice wykrywalnosci lub GW) testu BD MAX Check-Points CPO okreslono za pomocg dwoch szczepow dla
kazdego z genéw kodujacych karbapenemazy, tzn. 10 szczepéw. Przygotowano zawiesiny bakterii kazdego ze szczepow

i okreslono liczbe komérek w hodowli zanim uzyto je do badania. Dla wszystkich szczepéw przygotowano tgcznie szes¢
rozcienczen o kroku 2 w matrycy, ktérg stanowit ujemny wymaz z odbytnicy w stezeniach, ktére powinny miesci¢ sie w GW dla
kazdego z genéw kodujgcych karbapenemazy. Do oszacowania GW wykorzystano 10 powtdrzen kazdego z badanych
rozcienczen ocenianych za pomoca 3 urzadzen BD MAX, stosujgc odczynniki i materiaty zuzywalne z 3 serii. Dla cel6w badania,
szacowang GW zdefiniowano jako najnizsze stezenie docelowych komérek, dla ktérego uzyskano pozytywny wynik testu dla 10/10
powtérzen. GW potwierdzano nastgpnie, badajgc 20 powtérzen dla kazdego szczepu dla szacowanej wartosci GW. Czutos¢
analityczna (GW), definiowana jako najnizsze stezenie, dla ktérego powyzej 95% wszystkich powtdrzen powinno daé pozytywny
wynik testu, wahata sie w granicach od 115 do 3819 CFU/SBT dla prébek wymazéw z odbytnicy.

Tabela 9: Granica wykrywalnosci poszczeg6lnych sekwencji docelowych za pomocg testu BD MAX Check-Points CPO

Gen docelowy | Szczep Gatunek CFU/SBT %
KPC CP254 | Klebsiella pneumoniae 1604 95%
CP365 | Klebsiella pneumoniae 2848 100%
VIM CP260 | Pseudomonas aeruginosa 127 100%
CP433 | Enterobacter cloacae 416 95%
IMP CP253 | Escherichia coli 255 100%
CP149 | Klebsiella pneumoniae 115 95%
OXA CP258 | Klebsiella pneumoniae 183 95%
CP411 | Escherichia coli 722 95%
NDM CP259 | Klebsiella pneumoniae 3819 100%
CP184 | Escherichia coli 3594 95%

Swoistos¢ analityczna (reaktywnos$¢ krzyzowa i ekskluzywnos¢)

Test BD MAX Check-Points CPO wykonano na probkach zawierajgcych filogenetycznie spokrewnione gatunki i inne
mikroorganizmy, ktére mozna znalez¢ w prébkach wymazéw z odbytnicy. Co wiecej, badano gatunki, ktére typowo zawierajg geny
kodujgce karbapenemazy bedace przedmiotem testu BD MAX Check-Points CPO, ale albo nie majgce zadnych genow
kodujgcych karbapenemazy, albo majgce inng karbapenemaze, albo inny gen opornosci na antybiotyki. Komorki bakterii
wysiewano do matrycy, ktérg stanowit negatywny wymaz z odbytnicy w stezeniu ~ 5 x 10° komérek/ml. Lgcznie badano

26 mikroorganizméw w 3 powtérzeniach. Zestawiono je w Tabeli 7 [sic: Tabeli 10]. Dla wszystkich mikroorganizméw uzyskano
negatywne wyniki testu.

Tabela 10. Mikroorganizmy badane w celu okreslenia swoistosci testu BD MAX Check-Points CPO

Identyfikator Numer
szcyzepu Gatunek referencyjny Gen B-laktamazy
CP-575 Campylobacter jejuni CCUG-41359 Brak
CP-521 Citrobacter freundii nd. CTX-M9 ESBL
CP-338 Citrobacter braakii nd. Karbapenemaza GES
CP-568 Corynebacterium diphtheriae CCUG-37874 Brak
CP-484 Enterobacter aerogenes nd. Brak
CP-034 Enterobacter cloacae nd. CTX-M9 ESBL
CP-573 Enterococcus casseliflavus CCUG-55879 Brak
CP-574 Enterococcus faecalis CCUG-9997 Brak
CP-048 Escherichia coli nd. CTX-M1 ESBL
CP-576 Helicobacter pylori CCUG-17874 Brak
CP-058 Klebsiella oxytoca nd. CTX-M9 ESBL
CP-012 Klebsiella pneumoniae nd. SHV-ESBL
CP-570 Listeria monocytogenes CCUG-33548 Brak
CP-357 Pseudomonas aeruginosa nd. PER ESBL
CP-132 Salmonella typhimurium nd. pAmpC
CP-519 Raoultella sp. nd. SHV i CTX-M9 ESBL
CP-571 Staphylococcus aureus CCUG-9128 Brak
CP-250 Serratia marcescens nd. Brak
CP-009 Stenotrophomonas maltophilia nd. SHV i CTX-M9 ESBL; pAmpC
CP-284 Acinetobacter baumannii nd. Karbapenemaza OXA-23
CP-503 Morganella morganii nd. Brak
CP-319 Providencia stuartii nd. VEB ESBL
CP-567 Providencia alcalifaciens CCUG-6325 Brak
CP-569 Streptococcus agalactiae CCUG-29780 Brak
CP-052 Proteus mirabilis nd. pAmpC
CP-440 Acinetobacter baumannii nd. Karbapenemaza OXA-58

nd.: Szczep z kolekcji wiasnej, bez nadanego numeru referencyjnego
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Substancje interferujace

Dwadziescia dziewie¢ (29) substancji biologicznych i chemicznych, ktére moga przypadkowo znalez¢ sie w prébkach wymazéw
z odbytnicy oceniano pod wzgledem mozliwej interferencji z wynikami testu BD MAX Check-Points CPO. Podano je w Tabeli 8
[sic: Tabeli 11]. Wszystkie substancje badano w stezeniu 0,25% w/o (2,5 mg/ml) w matrycy, ktérg stanowit negatywny wymaz z
odbytnicy. Badane prébki obejmowaty matryce, ktéra stanowit negatywny wymaz z odbytnicy, z wysianymi mikroorganizmami
bedacymi przedmiotem testu w stezeniu < 3x GW (prébki dodatnie) lub niezawierajgce bakterii (probki negatywne). Dla kazdej z
substancji badano 6 probek dodatnich i 6 probek negatywnych. Wykazano, ze zadna z badanych substanciji (por. Tabela 8 [sic:
Tabela 11]) nie interferuje z uzyskiwanymi wynikami.

Tabela 11. Substancje nieinterferujace z testem BD MAX Check-Points CPO

Oleje i kwasy tluszczowe | Sole metali Antybiotyki Srodki przeciwbélowe
Kwas stearynowy Ba2S04 Cefaleksyna Naproksen
Kwas palmitynowy CaCO3 Ciprofloksacyna Benzokaina
Olej mineralny AI(OH)3 Polimyksyna B Fenylefryna
Symetykon Mg(OH)2 Bacytracyna Salicylan bizmutawy
Cholesterol Neomycyna
Alkohole Antagonisci histaminy Srodki powierzchniowo Pozostate
czynne

Rezorcynol Famotydyna Nonoksynol-9 Hydrokortyzon
Etanol Omeprazol Chlorek benzalkonium Chlorowodorek loperamidu

Cymetydyna Nystatyna

Sennozydy

Powtarzalnos¢ miedzylaboratoryjna

Powtarzalno$¢ miedzylaboratoryjng testu BD MAX Check-Points CPO badano, analizujgc po jednym szczepie dla danej sekwenciji
docelowej podanym do matrycy, ktorg stanowit negatywny wymaz z odbytnicy, w 2 réznych stezeniach (1,5%x GW i 3x GW),
szczep niebedacy przedmiotem testu podany do matrycy, ktdrg stanowit negatywny wymaz z odbytnicy i matryca w postaci
negatywnego wymazu z odbytnicy w 3 réznych osrodkach, przez 2 operatoréw wykorzystujgcych 1 serie zestawu w czasie 5 dni.

Tabela 12. Wyniki powtarzalnosci miedzylaboratoryjnej dla testu BD MAX Check-Points CPO

KPC NDM OXA-48 VIM/IMP
+ - + - + - + -

1,5x GW 100% 98,3% 100% 97,5%

) (60/60) (59/60) (60/60) (117/120)
E)gri e/ ol (95,1-100%) 91,1-100%) (95,1-100%) (92,9-99,5%)
ufnosci)
3x GW 100% 100% 100% 99,2%

. (60/60) (60/60) (60/60) (119/120)
E)gri st (95,1-100%) (95,1-100%) (95,1-100%) (95,4-100%)
ufnosci)
Negatywne 100% 100% 100% 100%

) (90/90) (90/90) (90/90) (90/90)
E)gri st (96,7-100% (96,7-100%) (96,7-100% (96,7-100%
ufnosci)

Podsumowujgc, powtarzalno$¢ miedzylaboratoryjna wahata sie w zakresie 100-100%, 99,2-100% i 97,5-100%, odpowiednio, dla
probek negatywnych, 1,5x GW i 3x GW.

Powtarzalnos¢ miedzy seriami

Powtarzalno$¢ miedzy seriami testu BD MAX Check-Points CPO badano, analizujgc po jednym szczepie dla danej sekwencji
docelowej podanym do matrycy, ktérg stanowit negatywny wymaz z odbytnicy, w 2 réznych stezeniach (1,5%x GW i 3x GW), szczep
niebedacy przedmiotem testu podany do matrycy, ktérg stanowit negatywny wymaz z odbytnicy i matryca w postaci negatywnego
wymazu z odbytnicy w 1 o$rodku, przez 2 operatoréw wykorzystujgcych 3 serie zestawu w czasie 5 dni.
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Tabela 13. Wyniki powtarzalnosci miedzy seriami dla testu BD MAX Check-Points CPO

KPC NDM OXA-48 VIM/IMP
+ = + = + = + =

1,5x GW 100% 100% 100% 99,2%

. (60/60) (60/60) (60/60) (119/120)
S’ri il (95,1-100%) (95,1-100%) (95,1-100%) (95,4-100%)
ufnosci)
3x GW 100% 100% 100% 100%

. (60/60) (60/60) (60/60) (120/120)
S’ri il (95,1-100%) (95,1-100%) (95,1-100%) (97,5-100%)
ufnosci)
Negatywne 100% 100% 100% 100%

. (90/90) (90/90) (90/90) (90/90)
S’ri il (96,7-100% (96,7-100% (96,7-100% (96,7-100%
ufnosci)

Podsumowujac, powtarzalno$¢ miedzy seriami wahata sie w zakresie 100-100%, 100-100% i 99,2-100%, odpowiednio, dla prébek
negatywnych, 1,5x GW i 3x GW.

Powtarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjna

Powtarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjng testu BD MAX Check-Points CPO badano, analizujac po jednym szczepie dla danej sekwencji
docelowej podanym do matrycy, ktérg stanowit negatywny wymaz z odbytnicy, w 2 réznych stezeniach (1,5x GW i 3x GW), szczep
niebedacy przedmiotem testu podany do matrycy, ktérg stanowit negatywny wymaz z odbytnicy i matryca w postaci negatywnego
wymazu z odbytnicy w 1 o$rodku, przez 2 operatoréw wykorzystujgcych 1 serie zestawu w czasie 12 dni.

Tabela 14. Wyniki powtarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej dla testu BD MAX Check-Points CPO

KPC NDM OXA-48 VIM/IMP
+ - + - + - + -

1,5x GW 100% 100% 97,9% 99,0%

. (48/48) (48/48) (47148) (95/96)
f)grg e/ il (94,0-100%) (94,0-100%) (88,9-100%) (94,3-100%)
ufnosci)
3x GW 97,9% 100% 100% 100%

. (47148) (48/48) (48/48) (96/96)
E)grie/?izial (88,9-100%) (94,0-100%) (94,0-100%) (96,9-100%)
ufnosci)
Negatywne 100% 100% 100% 100%

. (72/72) (72/72) (72/72) (72172)
E)gri e/ ® st (95,9-100% (95,9-100% (95,9-100% (95,9-100%
ufnosci)

Podsumowujgc, powtarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjna wahata sie w zakresie 100-100%, 97,9-100% i 97,9-100%, odpowiednio, dla
probek negatywnych, 1,5x GW i 3x GW.
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Ten produkt sprzedawany jest w ramach licenciji i jego zakup nie wigze sie z nabyciem praw do stosowania w niektérych
procedurach przesiewowych wykorzystujgcych krew lub tkanki, ani do pewnych zastosowan przemystowych.

Zakup tego produktu uprawnia nabywce do stosowania go w celu amplifikacji i wykrywania sekwencji kwaséw nukleinowych do
celéw diagnostyki in vitro. Z zakupu nie wynika og6lne prawo do patentu ani licencji zadnego rodzaju poza tym szczeg6lnym
prawem do stosowania niniejszym przyznawanym.
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Kontakt z Dziatem Pomocy i Wsparcia Technicznego BD na stronie www.bd.com/ds.
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ATCC jest zarejestrowanym znakiem towarowym Amerykanskiej Kolekcji Kultur Typowych.
NCTC jest zarejestrowanym znakiem towarowym Agencji Zdrowia Publicznego Anglii.
TagMan jest zarejestrowanym znakiem towarowym Roche Molecular Systems, Inc.
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