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Kullanim amaci

Check-Direct CPE Screen for BD MAX™, rektal siiriintiilerde Enterobakterilerden karbapenemaz genlerinin hizli tespiti
ve ayristiriimasina yonelik kalitatif in vitro diagnostik testtir. Check-Direct CPE Screen for BD MAX™, su anda
Enterobakterilerde karbapenemaz lretiminin ana nedeni olan KPC, NDM, VIM ve OXA-48 karbapenemaz genlerinin
varligini tespit eder. Testte, DNA ekstraksiyonu icin BD MAX™ sistemi ve liniversal reaktifler; takiben gercek zamanli
PCR igin tek kullanimlik malzemelerle birlikte temin edilen reaktifler kullanilir. Check-Direct CPE Screen for BD MAX™,
karbapenemaz ureten ve saglik hizmeti ortamlarinda hastalari kolonize eden Enterobakterilerin tespiti, nlenmesi ve
kontroliine yardimci olarak kullanilabilir. Check-Direct CPE Screen for BD MAX™, karbapenemaz iireten
Enterobakterileri iceren enfeksiyonlari teshis etmek veya bu enfeksiyonlarin tedavisine rehberlik etmek ya da tedaviyi
izlemek amaciyla tasarlanmamistir. Epidemiyolojik tipin belirlenmesi amaciyla organizmalarin elde edilmesi, duyarhhk
testi veya daha ileri dogrulayici tanimlama igin paralel kilttrler gereklidir.

Yontemin tanitimi ve prensibi

Enterobakteriler arasinda karbapenem direncinin diinya ¢capinda ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, kamu sagligi agisindan
ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Bu organizmalar yiuksek mortalite oranlari ile iliskilendirilmekte olup genis ¢capta
yayllma potansiyeline sahiptir. Enterobakterilerde karbapenem direncinin en yaygin nedeni, karbapenemaz
ekspresyonu, yani i.e. Karbapenemaz Ureten Enterobakteriler veya CPE'dir. CPE, karbapenemler veya diger B-laktam
antibiyotiklerin birgcoguna karsi yiksek ya da tam dirence sahiptir. Su anda, CPE'nin biylk ¢cogunlugu asagida belirtilen
plazmid sifreli karbapenemazlardan biriyle iliskilendiriimektedir: KPC (Klebsiella pneumoniae karbapenemaz), VIM
(Verona integron sifreli metallo-B-laktamaz), NDM (Yeni Delhi metallo-B-laktamaz) veya OXA-48 (Oxacillinase-48 ve
OXA-48 benzer varyantlari). Ayrica CPE, bircok ilaca karsi ve pan ilag direncine sahip izolatlarla sonuglanan diger B-
laktam olmayan direng belirleyicilerine sahiptir.

Check-Direct CPE Screen for BD MAX™:; KPC, OXA-48, NDM ve VIM karbapenemaz genlerinin tespiti icin multipleks ve
gercek zamanli PCR testidir. Test, hedef sekanslarin PCR ile spesifik taninmasi ve amplifikasyonu, floresan DNA problari
tarafindan PCR amplifikasyon Griinlerinin akiimilasyonunun es zamanli tespitine dayalidir. KPC, VIM, OXA-48 ve NDM
icin bircok gen varyanti mevcuttur ve Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ varyantlarin bircogunu giivenilir bir
bicimde tespit etmek amaciyla tasarlanmistir. Her direng geni icin tespit edilen veya tespit edilmesi tahmin edilen
varyantlar, simiilatif olarak Ek 2'de 6zgiillik paragrafinda verilmistir. Check-Direct CPE Screen for BD MAX™, bes farkli
floresan tipte prob icermekte olup 4 karbapenemaz geninin tespiti ve ayristiriimasi ile DNA ekstraksiyonu ve PCR
amplifikasyonunu izleyen hedef SPC'nin kontrolini saglar.

Kit icerigi (24 reaksiyon igin)

Bilesenler (Mat. No.) Agiklama

CPE Screen for BD MAX™ reaktif tipleri (9-0121) | 24 kapakl tiip (mavi kapak)
CPE pozitif kontrol (9-0061) 1 tup (mor kapak) 100 pl

CP Mastermix (9-0122) 1 tup (yesil kapak) 330 pl
Kullanim Kilavuzu (9-0124) Broslr - web sitesinden indirin

Gerekli fakat kit icinde saglanmamis malzemeler

Tedarik Malzemeleri Donanim

BD MAX™ ExK DNA-1 Ekstraksiyon Kiti (Ref:442818)

BD MAX™ PCR Cartridges (Ref: 437519)

Tek kullanimlik laboratuvar (pudrasiz) eldivenleri

10 ve 25 plL hacimler igin pipetler ve tek kullanimlik (filtreli) uglar

PCR sinifi su (6rn. Milli-Q veya aqua bidest)

Rektal numune toplanmasina uygun swablar ve nakil araci. Onerilen siiriintii
toplama cihazi: Copan ESwab, Cat.No. 480CE

. Gergek zamanli PCR aleti: BD MAX™ Sistemi, yazilim
striim{i 4.30B veya daha ylksek
. Vorteks mikser

Saklama ve stabilite

Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ kiti, ortam sicakliginda temin edilmekte olup alindiktan sonra karanlkta ve 2 ila
8 °C'de saklanmalidir. Reaktifler 2 ila 8 °C'de belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir. Son kullanma tarihi gegmis
bilesenleri kullanmayin.

Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ reaktif tiipleri, PCR Mastermix ve pozitif kontrol kapali poset icerisinde temin
edilir. Reaktifleri nemden korumak icin, poseti actiktan hemen sonra tekrar sikica kapatin. Reaktif tlipleri, posetin ilk
acihisindan ve tekrar kapatilmasindan sonra 2 ila 8 °C'de 14 giine kadar stabildir.
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Uyarilar ve Onlemler

e Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ in vitro Diagnostik Kullanim igindir.

e  Bu iiriin sadece BD MAX™ Sisteminde kullanilabilir.

e Dis kartonu miihirleyen etiket bozulmusgsa kiti kullanmayin.

e Koruyucu posetler geldiklerinde agik veya yirtiksa reaktifleri kullanmayin.

e  Reaktiflerin koruyucu posetini her kullanimdan sonra fermuar seklinde kapanan muahurle hemen kapatin.
Muhirlemeden 6nce varsa posetlerdeki fazla havayi gikarin.

e  Reaktif striplerini uygun sivi dolmasi agisindan kontrol edin (sivilarin tiiplerin alt kisminda olmasini saglayin).

e Tum pipet uglarinin var oldugundan emin olmak igin reaktif striplerini kontrol edin.

e  Reaktif posetlerinden kurutucuyu gikarmayin.

e Reaktifleri reaktif posetleri iginde kurutucu yoksa veya agilmigsa kullanmayin.

e  Reaktifleri folyo bozulmug veya hasarliysa kullanmayin.

e  Farkh posetler ve/veya kitler ve/veya lotlardan reaktifleri karistirmayin.

e Kontaminasyon olusacagindan ve test sonuglarini olumsuz etkileyebileceginden kapaklari birbirleriyle
degistirmeyin veya tekrar kullanmayin.

e Master Mix ve Ekstraksiyon Tiipl barkod okunabilirligi bozulabileceginden kimyasal sollisyonlari kullanirken
dikkatli davranin.

e Son kullanma tarihi gegmis reaktifler ve/veya materyalleri kullanmayin.

e Butestin diizgin yapilmasi icin uygun laboratuvar teknigi sarttir. Testin ylksek analitik hassasiyeti nedeniyle tim
malzemelerin ve reaktiflerin safligini korumak icin buyik dikkat gésterilmelidir.

e Amplikonlar tarafindan kontaminasyonu énlemek icin kullanim éncesinde BD MAX™ PCR Kartuslarini agmayin. BD
MAX™ PCR kartuslarinin miihiirleri kontaminasyonu énleyecek sekilde tasarlanmistir.

e  Check-Direct CPE Screen for BD MAX™in énerilen siire araliklarinin digina gikmasi gegersiz sonuglara neden
olabilir. Belirtilen streler iginde yapilmayan testler yeni bir 6rnek ile tekrarlanmaldir.

e Yerel, bolgesel ve/veya ulusal yonetmelikler veya sertifikasyon saglayan kurumlarin gereklilikleri veya kilavuz
ilkelere gore ek kontroller test edilebilir.

e  Kultlr veya diger PCR testlerinin ayni laboratuvarda gergeklestirilmesi durumunda, Check-Direct CPE Screen for
BD MAX™ bilegenleri, test i¢in gerekli tiim reaktifler ve BD MAX™ Sistemi'nin kontamine olmamasina dikkat
edilmelidir. Her zaman reaktiflerin mikrobiyal ve deoksiriboniikleaz (DNase) kontaminasyonunu 6nleyin. Reaktifler
ve kartuslar kullanilmadan 6nce eldivenler degistirilmelidir.

e Ornekleri her zaman bulasici olabilirlermis gibi ve CLSI Belgesi M2911'de ve Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories'te tanimlandigi sekilde glvenli laboratuvar prosediirlerine gére kullanin.

e  Tim reaktifleri kullanirken koruyucu giysiler ve tek kullanimlik eldivenler kullanin.

e Testi yaptiktan sonra ellerinizi iyice yikayin.

e Orneklerin veya kit reaktiflerinin kullanildigi yerlerde sigara icmeyin, bir sey icmeyin, cignemeyin veya yemeyin.

e  Kullanilmamis reaktifleri ve atigi yerel, eyalet, b6lgesel ve/veya federal yénetmeliklere gére atin.

e  Ekuyarilar, 6nlemler ve prosedurler icin BD MAX™ Sistemi Kullanici Kilavuzuna bagvurun.

Teste baslamadan once liitfen tiim protokolii okuyun

Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ Kullanim Kilavuzu
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Kullanim Talimati

Ornek hazirlama prosediirleri

Rektal swablar igin test hazirligi

Not: Ornek toplama ve saklama prosediirii, yeterli diizeyde &rnek toplama cihazlari kullanilarak dikkatli bir sekilde
izlenmelidir (bkz. bolim Gerekli fakat saglanmamis malzemeler). Rektal strintiler 6rnek toplama prosediriine bagli
olarak farkh miktarlarda fekal malzeme igerecektir. Testin rutin kullanimindan énce Check-Direct CPE Screen for BD
MAX™ ile érnek toplama ve isleme yénteminizi dogrulamak icin Check-Points dnerileri:

1. Rektal 6rnegi yerel yonetmeliklere ve swab Ureticisinin tavsiyelerine gore toplayin.

2. Swablari sivi transport besiyeri igeren tlplere aktarin.

3. Analiz edilecek rektal suriintii 6rneklerini PCR odasina aktarin veya swab Ureticisinin Onerisi ve/veya yerel
yonetmelikler uyarinca bir sonraki kullanima kadar saklayin.

4. Her tlpl rektal 6rnekle kisa sireligine karistirin ve transport besiyerinin 25 pL'sini bir DNA Sample Buffer Tube
SB-1'e aktarin.

5. Sample Buffer Tube’li mavi bir septum kapak ile kapatin ve orta hizda 10 saniye boyunca tlipi vorteksleyin.

Kontrol reaksiyonlarinin hazirlanmasi

Calismay! dogrulamak icin her Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ PCR calismasi icin pozitif ve negatif kontrol
reaksiyonu gerceklestirin. Pozitif kontrol kit icerisinde temin edilir.
e Pozitif kontrol:
Pozitif kontrollin 10 pL'sini bir Sample Buffer Tube'e pipetleyin. 10 saniye vorteksleyin.
e Negatif kontrol:
PCR i¢in uygun suyun 10 plL'sini bir Sample Buffer Tube'e pipetleyin. 10 saniye vorteksleyin.

BD MAX™'| calistirma
1. Multipleks ger¢ek zamanh PCR kurulumu

Tablo 1, BD MAX™ sisteminin her bir dedektér kanalinda tespit edilen hedeflerle birlikte multipleks gercek zamanli
PCR ayarini temsil etmektedir.

Tablo 1: Multipleks qgPCR ayari

Dedektor 475/520 530/565 585/630 630/665 680/715
Channel (Kanal) 1 2 3 4 5
Hedef KPC ViM OXA-48 NDM SPC*

*SPC: Ornek isleme Kontrolii

Test islemi ilk defa gergeklestirildiginde PCR test programini Ek 1'de agiklandigi Gizere "C-D CPE Screen" olarak
olusturun.

2. BD MAX™ tepsi kurulumu

2.1. BD MAX™ sistemi tepsilerini, test edilecek 6rnek sayisi icin gereken sayida DNA Unitelendirilmis Reaktif Stripi ile
yukleyin. Tim sivilarin haznenin alt kisminda oldugundan emin olmak igin her stripe hafif¢e vurun.

2.2. Unitelendirilmis Reaktif Striplerini Hazirlayin:

2.2.a. Unitelendirilmis Reaktif Striplerini BD MAX™ tepsisinde yerlerine koyun. Stripleri "yerlerine oturtmayin".

2.2.b. DNA ekstraksiyon BD Exk-1 Reaktif tiplini (beyaz kapak) DNA Stripindeki 1 pozisyon 1'e oturtun, bkz. Sekil 1.

2.2.c. CPE Screen reaktif tiiplnid (mavi kapak) DNA Stripteki yerine 3 oturtun, bkz. Sekil 1.

2.2.d. CPE Screen reaktif tiipliniin mavi kapagini 3, érn. tek kullanimlik pipet ucu ile yerinde delin. Ardindan hava
baloncuklari olusturmamaya dikkat ederek 12,5 pL CP Mastermix karisimini tipin alt kismina bosaltin.

2.2.e. Strip hazirhigi tamamlandiginda Unitelendirilmis Reaktif Striplerini raf konumlarina oturtun.
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Sekil 1: DNA Unitelendirilmis Reaktif Stripi ayari.

3. BD MAX™ cihazinda test kurulumu

3.1 BD MAX™ Sistemi software v4.30B (yazilim v4.30B) veya iizerindeki Run (Calistir) sekmesini agin ve Worklist'i (is
Listesi) doldurun.

3.2 “C-D CPE Screen” Testini segin. Test menusiinde bulunmamasi halinde “C-D CPE Screen” testini olusturmak igin

Ek 1'e bakin.

3.3 Barkod tarayiciyi kullanarak Sample Buffer Tube barkodunu girin (barkodu manuel olarak da girebilirsiniz). Raf
A'nin 1. pozisyonuyla bagslayin. Her Sample Buffer Tube'u BD MAX™ raflarindaki (septum kapagiyla) ilgili pozisyonlarina
yerlestirin.

3.4 Ornek veya hasta kimlik bilgilerini is listesinin Accession (Erisim) bdliimiine girin. Her érnek veya hasta bilgisinin
tepsideki spesifik Sample Buffer Tube'a karsilik geldigini kontrol edin.

3.5 Tepsiyi BD MAX™ Sistemine yiikleyin. (Tepsi A, cihazin sol tarafina ve Tepsi B sag tarafina yerlestirilir).

3.6 BD MAX™ PCR kartusu/kartuslarini yikleyin.

3.7 Cihazin kapagini kapatin ve Start Run (Calismayi Baslat) 6gesini segin.

Sonuglarin Yorumlanmasi

Baslamadan 6nce énemli noktalar: Verilerin analiz yéntemine iliskin ayrintili aciklamalar icin BD MAX™ Sistemi
Kullanici kilavuzuna bakin.

Test edilen her 6rnek icin amplifikasyon grafigini yazilimla elde edilen Cr degerlerine karsi daima gorsel olarak
inceleyin.

1. Bildirilen sonuglar

BD MAX™ yazilimi agagidaki ydntemle test edilen her 6rnegin her bir dedektér kanali igin Cr degerleri ve amplifikasyon

egrilerini rapor eder:

e Cr0degeri, belirlenen Esik Degeri (bkz. Ek 1) ile hesaplanan Cr degeri bulunmadigini ifade eder. "0" Cr degeri
gosteren ornegin amplifikasyon egrisi manuel olarak kontrol edilmelidir.

e Cr-1degeri, gecerli amplifikasyon islemi gerceklesmedigini belirtir. Ornek icin grafik sonuglarda Cr -1 degerine
sahip amplifikasyon egrisi bulunmadigini kontrol edin.

e Diger Cr degerleri amplifikasyon egrisiyle korelasyon iginde ve Tablo 2 ve 3'te belirtilen yorumlama talimatlarina
gore yorumlanmalidir.

2. Yorumlama
2.1 Galisma dogrulamasi

Sonuglari yorumlamadan énce gercek zamanli PCR ¢alismasinin gecerli oldugunu dogrulayin. BD MAX™ Sistem hatasi
raporu bulunmadigindan emin olun. Varsa pozitif ve negatif kontrol amplifikasyon egrilerini kontrol edin. Tablo 2'de
BD MAX™ Sisteminde gecerli Check-Direct CPE Screen icin kriterler gdsterilmektedir. Kontrollerin Cr degerleri
beklenen sekilde degilse SSS ve Sorun Giderme béliimlerine bakin “3”.

Tablo 2: Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ testi ile gegerli calisma igin kriterler.
Cr 475/520 Cr 530/565 Cr 585/630 Cr 630/665 Cr 680/715

Ornek Tipi*

Pozitif kontroller 3243 2913 28 3 3143 28 +3

Negatif 6rnek -1 -1 -1 -1 28 +3
5
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2.2 Sonuglarin yorumlanmasi
Galisma dogrulanmigsa sonuglari 6rneklerden alinan Cr degerleri ile Tablo 3'te 6zetlenen talimatlara uygun bicimde
pozitif, negatif veya ¢6zimlenmemis olarak yorumlayin. Litfen her 6rnegin amplifikasyon egrisinin Cr degerleri ve
yazilim tarafindan sunulan sonug yorumlamasina uygun oldugunu her zaman kontrol edin. C6zimlenmemis ¢alismalar
yeniden test edilmelidir.

Tablo 3: Rektal siiriintiiler icin veri yorumlama talimatlari.

KPC, VIM, OXA, NDM SPC Yorumlama
Cr degerleri Cr degerleri
EVET EVET Pozitif 6rnek
-1 28+3 Negatif 6rnek
-1 <25veya>32 Unresolved (C6ziimlenmemis)
-1 veya EVET -1 Unresolved (Coziimlenmemis)

ONEMLI NOTLAR:

e “EVET”, Cr degerinin gozlemlendigi ve sonuglar tablosunda verildigi anlamina gelir.

e  Pozitif bir test sonucu test edilen érnekte canli organizmalarin mutlaka bulundugu anlamina gelmez.

e Rektal swablarin Cr degerleri, fekal malzemedeki farkliliklar ve transport besiyerindeki rektal swablarin "bakteriyel
yukd" nedeniyle biyik oranda farkhlik gosterebilir.

e BD MAX™, sistem arizasi nedeniyle Belirlenmemis veya Tamamlanmamis sonuglar (IND veya INC) verirse liitfen
yerel BD temsilcinizle iletisime gegin.

Sik Sorulan Sorular (SSS) ve Sorun Giderme

Ek bilgiler icin BD MAX™ Sistemi Kullanim Kilavuzunun "sorun giderme" béliimiine bakin

1. Gergek zamanli sonuglar Cr degeri gostermiyor veya yorumlama 6rnegin ¢6ziimlenmemis oldugunu ifade ediyor

Olasi nedenler ve sorun giderme:

e  PCR reaksiyonu eksojen veya endojen maddeler tarafindan inhibe edilmistir. Liitfen 6rnek testini tekrarlayin.
Halen inhibe edilmis olmasi halinde daha az miktarda 6rnek ile sonuglar iyilestirilebilir.
SPC'nin tespit edilmemesi nedeniyle DNA ekstraksiyonu basarisiz olmustur.
CPE Screen reaktifi veya CP Mastermix karisiminin kullanim tarihi gegmis olabilir.

e S islemede bir hata meydana gelmistir: sivi isleme sorununun nerede olustugunu belirlemek igin
Unitelendirilmis reaktif striplerini ve PCR kartusunu kontrol edin (6rnegin: kartusta hava kabarcigi) ve 6rnegi
yeniden test edin. Sorun devam ederse, yerel BD temsilcinizle baglanti kurun.

2. Goziimlenmemis sonuglar igin sorun giderme.
Cozimlenmemis sonuglar icin: Yeni Sample Buffer Tube hazirlayarak testi orijinal rnekle tekrarlayin. Alternatif
olarak yeni toplanan 6rnegi test edin veya daha az miktarda 6rnek kullanin.

3. Gergek zamanl sonuglar pozitif kontrol igin Cr degeri géstermiyor veya yorumlama o6rnegin ¢6ziimlenmemis
oldugunu bildiriyor.
Olasi nedenler ve sorun giderme:
e  Pozitif kontrol eklenmemistir.
e  CPE Screen reaktifi veya CP Mastermix karisiminin kullanim tarihi gegmis olabilir.
e Pozitif kontroliin PCR reaksiyon bolmesinde hava kabarciklari olusmus olabilir.

4. Gergek zamanli sonuglar tiim érneklerde ve SPC sinyali dahil olmak iizere dedektor kanallarinda oldukga disiik
floresan sinyali gosteriyor.
Olasi nedenler ve sorun giderme:
e Floresan problar ve primerler iceren CPE Screen reaktif tupleri azaltilabilir. Lutfen son kullanma tarihini
kontrol edin ve CPE Screen tlplerinin diizglin bicimde saklandigindan emin olun.
e  BD MAX™ Sistemi bu sonuglardan sorumlu olabilir. Liitfen BD MAX™ Kullanim kilavuzuna bakin veya BD yerel
temsilcinizle iletisime gegin.
5. BD MAX™ Sistemi bir hata veya ariza bildiriyor.
BD MAX™ cihazi kullanim kilavuzuna bakin veya BD yerel temsilcinizle iletisime gegin.

6. Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ ile test edilen kopya 6rnekler 6zdes sonuglar iiretmiyor.
Ozdes 6rneklerin Cr degerleri ayri reaksiyonlar arasinda farklilik gésterebilir. Biiyiik varyasyonlar > 2 Cr degerleri,
kopya 6rnekler arasinda pipetleme hatalari veya diger farkhliklar oldugunu belirtir.
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Kisitlamalar

Check-Direct CPE Screen for BD MAX™, klinik agidan en yaygin karbapenemazlari temsil eden KPC, NDM, OXA-48 ve
VIM karbapenemaz genlerinin varligini tespit etmek igin cesitli DNA isaretleri kullanir. Test, yalnizca Pseudomonas
aeruginosa iginde bulunan nadir bir varyant olan VIM-7 disinda halihazirda bilinen tim KPC, NDM, OXA-48 ve VIM
varyantlarini tespit eder. Diger nadir karbapenemaz geni ailelerinin de tespit edilmedigi unutulmamalidir. Test, 6rnek
olarak yalnizca transport besiyerindeki rektal swablar igin kullanilmak Gzere tasarlanmistir.

Ornek DNA'sinin kalitesi, Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ ile giivenilir sonuglar elde etmek icin 6nemli bir
faktordiir. DNA, bu kilavuzda agiklanan cihazlar ve prosedirler kullanilarak rektal swablardan ekstrakte edilmelidir.
Test; Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter ve Pseudomonas gibi gram negatif bakterilerden
saflastiriilmis DNA ile kapsaml bir bigcimde gergeklestirilmis olup mikemmel sonuglar elde edilmistir. Ancak diger
Gram-negatif bakterilerin veya yukaridaki turlerin belirli tiplerinin yetersiz sonuglar verebilecegi ihtimali gbz 6niinde
bulundurulmalidir. Check-Direct CPE Screen for BD MAX™, tiim gram-negatif tirrlerde, alt tiirlerde, tiplerde veya tim
klinik 6rneklerde karbapenemaz genlerini dogru bir bicimde tespit etme kapasitesine sahip olduguna dair herhangi bir
beyan ya da garanti vermemektedir. Sonuglarin belirli durumlarda ek metodolojilerle onaylanmasi gerekebilir (6rn.
dizenleyici 6rnekler icin). Bakteriyel genomlarin yiksek degiskenligi nedeniyle belirli alt turler tespit edilemeyebilir.
Test, Check-Points Health B.V'nin mevcut bilgisini yansitmaktadir.

Pozitif bir test sonucu, test edilen érnekte canl organizmalarin mutlaka bulundugu anlamina gelmez. Karbapenemaz
DNA'si canliligini yitirmis organizmalardan tespit edilmis olabilir.

Bir 6rnekte birden fazla bakteri tirinin bulunmasi testin yorumlanmasini engelleyebilir. Diger diagnostik testlerde
oldugu gibi bu testin sonuglari yalnizca sorumlu kisiye verilen ek laboratuvar verileri ve klinik verilerle birlikte
yorumlanabilir. Bu testin kullanimi DNA bazli molekiler tespit yontemleri konusunda iyi egitim almig ve uygun bigcimde
kalifiye personelle sinirlandiriimistir.

Kullanilan sembollerin agiklamasi

Sembol IELT ‘
m‘ CP Mastermix (CP Ana Karigim)
Control |[CPE CPE kontroli
In Vitro Diagnostik Kullanim igin
Katalog numarasi
Parti kodu
2 YYYY-AA tarihinden 6nce kullanin
E@ Kullanim talimatina bakiniz
d Uretici
/EV Sicaklik sinirlamasi
W igindekiler < n > testi iin yeterlidir

Teknik yardim

support@check-points.com
+31 317 453 908

Protokoliin gelistirilmesi ve hazirlanmasinda son derece dikkatli olunmasina karsin Check-Points burada yer alan hatalar, eksiklikler ve/veya
gelecekteki degisiklikler igin herhangi bir sorumluluk almamaktadir.

Literatiir Alintisi: Bu Uriind kullanarak yayin igin bir prosedir agiklamasi yaparken trini “Check-Direct CPE Screen” olarak belirtin.

Alici Bildirimi:

Bu Urlin PHRI Properties lisansi altinda satilmakta olup yalnizca insan viicut digi tibbi tani testleri, gida testi, veterinerlik testi veya arastirma amaciyla
PHRI Properties patent haklari tahtinda kullanilabilir. Bu Griindeki boya ve sondiriict bilesikleri Biosearch Technologies, Inc. lisansi altinda
satilmakta olup verilmis veya uygulamadaki ABD ve diinya ¢apindaki patentler ile korunmaktadir. Lisans atamasi insan in vitro diagnostik (viicut disi
tibbi tani) (IVD) uygulamalarini kapsar.

Ticari Markalar

BD, BD MAX™:; Becton Dickinson GmbH'nin ticari markalaridir.

Check-Points Health BV Tel: +31 317 453 908 o’e
Binnenhaven 5 Faks: +31 317 210 147 .%°
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Ek 1: Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ test programi v.4.30B veya daha

yiiksek siiriimii olusturma
Baslamadan 6nce dnemli noktalar: BD MAX™ Sistemi ve yazilim siiriimii 4.30B ya da daha yiiksek siirimiin ¢alistirma
yéntemine iliskin ayrintili talimatlar icin BD MAX™ Sistemi Kullanim Kilavuzuna bakin.

Yeni bir Test olusturmak icin Test Editor (Test Diizenleyici) sekmesinde Create (Olustur) 6gesini secin ve asagidaki
talimatlari uygulayin:

1. Basic Information (Temel Bilgiler) sekmesinde asagidaki parametreleri girin:
Test Name (Test Adi): C-D CPE Screen.

e  Extraction Type (Ekstraksiyon Tipi): Exk DNA-1 (Plasma/Serum) segin.

e  Master Mix Format (Ana Karisim Formati): Tip 3'l segin: Primer ve Problar iceren Sivi MM.

e Sample Extraction Parameters (Ornek Ekstraksiyon Parametreleri): User defined (Kullanici tanimli) 8gesini segin ve
Sample volume (6rnek hacmi) 600 pL olarak ayarlayin, bkz. Tablo A.

e Ct Hesaplama: Call Ct at inflection point (Ct'yi doniim noktasinda ¢agir) 6gesini segin.

Save parameters (Parametreleri kaydet)

2. PCR Settings (PCR Ayarlari) sekmesinde asagidaki parametreleri girin:

e Alias (Kisa ad), PCR Gain (PCR Kazanimi) ve Threshold (Esik Deger): her kanal dedektéri icin Tablo B'de agiklanan
dogru parametreleri girin.

e Color compensation (Renk dengelemesi): Tablo C'de agiklanan dogru parametreleri girin.

Save parameters (Parametreleri kaydet)

3. Test Steps (Test Adimlari) sekmesinde Tablo D'de agiklandigi Gzere PCR adimlarini girin.
Save parameters (Parametreleri kaydet)

Tablo A:. Sample Extraction Parameters (Ornek Ekstraksiyon Parametreleri).

Parameters (Parametreler) Value (Deger)
Lysis Heat Time (Lizis Isitma Siresi) 10

Lysis Temperature (Lizis Sicakligi) 37

Sample Tip Height (Ornek Ug Yiiksekligi) 1600

Sample Volume (Ornek Hacmi) 600

Wash Volume (Yikama Hacmi) 500
Neutralization Volume (N6tralizasyon Hacmi)

DNase Heat Time (DNase Isitma Siresi) -

Tablo B:. Alias (Kisa Adi), PCR Gain (PCR Kazanimi), Threshold (Esik) parametreleri.

Detector (Dedektor) Alias (Kisa Adi) Gain (Kazanim) Threshold (Esik)
475/520 KPC 80 100
530/565 VIM 80 100
585/630 OXA-48 30 100
630/665 NDM 80 100
680/715 SPC 40 100

Tablo C: Spectral cross-talk (Spektral ¢apraz bulas) parametreleri.

False Receiving Channel (Yanhs Alan Kanal)
475/520 | 530/565 | 585/630 | 630/665 | 680/715

475/520 0.0 0.0 0.0 0.0

530/565 0.0 0.0 0.0 0.0
Excitation Channel

585/630 0.0 0.0 7.4 0.0
(Uyari Kanalh)

630/665 0.0 0.0 0.0 0.0

680/715 0.0 0.0 0.0 4.4
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Tablo D: Test PCR Steps (Test PCR Adimlari) parametreleri.

Profile Type Cycles Time (s Temp(°C Detect
Step Name (Adim) i i s p(*C)

(Profil Tipi) (Donguler) (Sure(ler)) (Sicakhk) (Saptama)

Denaturation
. Hold (Tutma) 1 600 98 HAYIR
(Denatiirasyon)

Amplification & Detection
(Amplifikasyon ve
Saptama)

2 - temperature 15 98 HAYIR

(sicaklik) 62 60 EVET

Ek 2: Performans Ozellikleri

Rektal Swablarda Saptama Siniri

Check-Direct CPE Screen for BD MAX™'nin analitik saptama siniri (LoD), iyi tanimlanmis hedef bakteri miktarlarina
sahip rektal swablar kullanilarak belirlenmistir. E-swab Amies tasima maddesi (Copan), tipik rektal slirlintli 6rnegine
benzer yaklasik 10 mg/mL insan diskisi ile "numunelendirilmistir". Hedef karbapenemaz genlerini igeren suslar
yetistirilmis ve hiicre stispansiyonlari 0,5 McFarland yogunluga sahip Milli-Q su iginde hazirlanmigtir. Bu hiicre
slispansiyonlari, iyi belirlenmis miktarda fekal malzeme ve hedef bakteriye sahip 6rnekler olusturmak amaciyla yapay
rektal swablari kirletmek igin kullaniimistir.

Bu Kullanim Kilavuzunun 4 ve 5. sayfalarinda acgiklandigi tizere protokol uyarinca analitik saptama sinirini (LoD)
degerlendirmek amaciyla yukarida agiklanan sekilde olusturulan biyik bir 6rnek grubu kullanilmistir. Sonuglar
asagidaki Tabloda gdsterilmistir. SBT, BD MAX™ Sample Buffer Tube anlamina gelir.

Hedef SBT basina CFU CFU/PCR Bagari Orani

KPC 116 13 100%
KPC 12 1 0%
VIM 104 13 100 %
VIM 8 1 67%
OXA-48 176 22 100%
OXA-48 23 3 67%
NDM 119 14 100%
NDM 12 1 43%

Simiilatif Ozgiilliik

Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ gercek zamanl diagnostik testinin 6zgiilligii, dogru primer ve problarin
seciminin yani sira siki reaksiyon kosullarinin secilmesi ile saglanmaktadir. Primer ve Prob sekanslari, asagidaki Tabloda
belirtilen gen varyantlarini 6zel olarak tanimlamak amaciyla tasarlanmistir. Simiilatif analize gére primer ve problarla
%100'lik sekans eslesmesi belirtilen her varyantin glivenli saptamasini garanti etmek amaciyla 6n goriilmistir. Bazi
varyantlarda primer ve problarla tekli uyusmazliklar mevcuttur; bunlar nedeniyle saptamanin tehlikeye girecegini
diisinmiyoruz. Bu, s6z konusu varyantlarin %100 homolog olduklari varyantlarla karsilastirmali olarak test edilmesiyle
onaylanmistir.

Primer ve Prob sekanslari, 1 Nisan, 2014 tarihinde uluslararasi gen bankasinda bulunan tim gen sekanslari kullanilarak
olasi homolojiler igin diger organizmalara ait genler icin (GenBank, NIH genetik sekans veri tabani) sekans karsilastirma
analizi kullanilarak test edilmistir. Secilen primer ve problar igin diger organizmalarda ¢apraz homoloji bulunmamistir.

Karbapenemaz geni Variants detected (Tespit edilen varyantlar)

KPC 1-17

NDM 1-10

VIM 1-6ve8-38

OXA-48 48, 162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 247, 370
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Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ gercek zamanl diagnostik testinin analitik 6zguilliigu, yiiksek miktarda hedef
olmayan organizmalar iceren érneklerle gapraz reaktivitenin test edilmesi suretiyle belirlenmistir. Check-Direct CPE
Screen for BD MAX™ testinin 6zgiilligiini 6lgmek icin 103 karbapenemaz negatif sus kullanilmistir. Bu suslara ait bir
genel bakis, asagidaki tabloda ana hatlariyla belirtilmistir. Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ ve dahili kontrol ile
negatif test edilen tim izolatlar tim 6rneklerde glivenilir bicimde saptanmistir. Test edilen referans suslar temelinde

6zgulliik %100'dur.

Tiirler Test edilen
suglar
Campylobacter jejuni 2
Citrobacter freundii 5
Enterobacter aerogenes 1
Enterobacter cloacae 23
Enterococcus casseliflavus 1
Enterococcus faecalis 2
Escherichia coli 42
Klebsiella oxytoca 1
Klebsiella pneumoniae 16
Pseudomonas aeruginosa 2
Salmonella typhimurium 1
Proteus mirabilis 3
Staphylococcus aureus 2
Serratia marcescens 1
Stenotrophomonas maltophilia 1

Analitik Dahil Olma

Daha 6nceden Check-Points microarray diagnostik testi Check-MDR CT103 (Check-Points Health) ile karbapenemaz
pozitif oldugu belirlenen, 14 farkli gram negatif tiirden olusan 93 bakteriyel sus ile retrospektif bir calisma yurattlmustir.
93 bakteriyel susun tamami hedeflenen karbapenemaz genleri igin dogru bicimde yazilmistir. Sonuglar asagidaki

tabloda gosterilmistir. Test edilen suslar igin dahil olma %100'dr.

Test edilen sug

Check-MDR CT103

Check-Direct CPE Screen

sayisi sonucu for BD MAX™ sonucu
19 KPC KPC
16 NDM NDM
33 VIM VIM
23 OXA-48 OXA-48
1 NDM + OXA-48 NDM + OXA-48
1 VIM + OXA-48 VIM + OXA-48

Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ Kullanim Kilavuzu
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Klinik performans

Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ Testinin klinik performansi, Avrupa klinik merkezlerini iceren ti¢ ayri prospektif
calismada degerlendirilmistir. Salgin olmamasi durumunda CPE'nin yayginhg (Karbapenemaz Ureten Enterobakteriler)
disliktlr ve CPE iceren taze 6rnek almak zordur. Bu nedenle, diigiik miktardaki pozitif 6rnegi telafi etmek igin
prospektif 6rnekler benzer 6rneklerle desteklenmistir (negatif rektal siriinti matriksine sokulan iyi karakterize edilmis
izolatlar). Rutin hasta bakiminin bir parcasi olarak toplanan rektal érnekler Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ ile
test edilmis olup referans kiltlir yontemi (ChromID ESBL veya ChromID Carba Smart selektif kiltir maddesi) ile
karsilastiriimistir. Prospektif kiiltir pozitif klinik 6rnekler, gene 6zel PCR testleri ile dogrulanmustir.

Toplam 1203 rektal striintl 6rnegi test edilmistir; bunlardan 30 6rnek (%2,5) belirleyici olmayan sonuglar vermistir ve
bu nedenle asagida belirtilen sonuglara dahil edilmemistir. Sonuglara dahil edilen 1173 6rnegin 41'i, iyi karakterize
edilmis KPC, VIM, OXA-48 veya NDM pozitif bakteriyel suslar iceren uyarlama 6rneklerdir. Check-Direct CPE Screen for
BD MAX™ icin hedefe gore genel performans ve performanslar asagida rapor edilmistir.

Referans ydnteme kiyasla, Check-Direct CPE Screen for BD MAX™ testi, uyarlama ve prospektif 6rnekler (izerinde
sirasiyla %98,5 ve %96,8 oraninda genel hassasiyet ve 6zglllik géstermistir (asagidaki tabloya bakin).

Referans yonteme karsi genel Check-Direct CPE Screen performanslari

CPE Toplam
| cee | | Kilir _[Toplam
+ -

BD MAX CPE + 67 35 102
Screen PCR - 1 1070 1071
Toplam 68 1105 1173
Hassasiyet: 98.5% (67/68)
Ozgiilluk: 96.8% (1070/1105)

KPC igin referans yonteme karsi Check-Direct CPE Screen performansi

KPC Toplam
| kec | | Kilir __|Toplam
+ -

BD MAX CPE + 28 8 36
Screen PCR - 1 1136 1137
Toplam 29 1144 1173
Hassasiyet: 96.6% (28/29)
Ozgulliik: 99.3% (1136/1144)

OXA-48 icin referans yonteme karsi Check-Direct CPE Screen performansi

“oxass | |k ropiam
o

BD MAX CPE + 13 8 21
Screen PCR - 0 1152 1152
Toplam 13 1160 1173
Hassasiyet: 100% (13/13)
Ozgilliik: 99.3% (1152/1160)
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VIM igin referans yonteme karsi Check-Direct CPE Screen performansi

VIM Toplam
| vm | | Kilir _[Toplam
+ -

BD MAX CPE + 15 19 34
Screen PCR . 0 1139 1139
Toplam 15 1158 1173
Hassasiyet: 100% (15/15)
Ozgijllijk: 98.4% (1139/1158)

NDM igin referans yonteme karsi Check-Direct CPE Screen performansi

“wom || katar | Toplam_
+ -

BD MAX CPE + 11 0 11
Screen PCR = 0 1162 1162
Toplam 11 1162 1173
Hassasiyet: 100% (11/11)
Ozgiillik: 100% (1162/1162)
12
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