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These instructions for use apply fo the following reference / Ponizsze instrukcje obstugi odnoszg sie do
nastepujagcego produktu:

PRODUCT / PRODUKT REFERENCE / KOD
VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit 444202/
Y VS-VAN124

Table A 1. Reference for product to be used with the BD MAX™ System. / Kod produktu do stosowania w systemie BD MAX™ System.
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Intended use

VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit is designed for the specific detection and
differentiation of vanA and vanB genes that can be associated with vancomycin-resistant enterococci (VRE)
directly from perianal and/or rectal swalbs and colonies. This test is intended to be used as an aid in the
identification of vancomycin-resistant organisms in combination with patient's clinical signs and symptoms and
epidemiological risk factors. The assay uses the BD MAX™ System for automated extraction of DNA and
subsequent real-time PCR employing the reagents provided combined with universal reagents and disposables
for the BD MAX™ System. DNA from perianal and/or rectal swabs and colonies is detected using fluorescent

reporter dye probes specific for vanA and vanB genes.
Summary and Explanation

Enterococci are common commensal organisms found in the gastrointestinal fract and female genitals. Recently
they are recognized as opportunistic pathogens causing nosocomial infections such as urinary tract infections,

skin infections, respiratory infections, endocarditis and sepsis in compromised host.

Vancomycin is a glycopepftide antibiotic that inhibits cell wall synthesis and used to treat severe Gram-positive
bacterial infections. Vancomycin-resistant enterococci (VRE) were first reported in England and France in 1986

and now spread through hospitals worldwide.

The resistance to vancomycin is a complex process and needs the presence of different gene clusters. Mainly,
they can be divided info two types depending on the pentapeptide precursors produced by vancomycin
resistance genes: the precursor ending in D-Alanine-D-Serine (VanC-, VanE-, VanG-, VanL- and VanN-type) or
ending in D-Alanine-D-Lactate (VanA-, VanB-, VanD- and VanM-type). These pentapeptide precursors showed

low-affinities for the glycopeptides and conferred vancomycin-resistances on enterococci.

The first type of vancomycin resistance in enterococci is infrinsic resistance (i.e. associated with vanC gene).
Isolates of Enterococcus gallinarum and E. casseliflavus/E. flavescens demonstrate an inherent, low-level
resistance to vancomycin. The second type is acquired resistance (i.e. vanA or vanB genes) and enterococci can
become resistant by acquisition of mobile genefic elements (fransposons and plasmids) from another
Enterococcus species or organism. Most commonly, this resistance is seen in E. faecium and E. faecalis, but also
has been recognized in E. raffinosus, E. avium, E. durans, and several other enterococcal species. vanA and vanB

genes are responsible for high or moderate levels of vancomycin resistance.

Transmission of vancomycin-resistant enterococci (VRE) can occur through direct contact with body fluids from
colonized or infected patients (blood, wound drainage, urine, stool, septum and other) or through indirect
contact via the hands of health-care workers, or via contaminated patient care equipment or environmental

surfaces.

At first, the screening method applied was culture-based, which is time-consuming and takes generally from one
to five days to complete. Real-time PCR assays have been shown to be a tool for the detection of clinically

relevant genes associated with vancomycin-resistance.



3.

4.

5.

IU-444202enpl0621 rev00

Principle of the procedure

VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit is designed for the identification and differentiation
of DNA from vancomycin-resistant enterococci and other organisms carrying the vancomycin resistance genes
vanA and vanB. After DNA isolation, the identification of vancomycin resistance is performed by the amplification

of a conserved region of the vanA and vanB genes, using specific primers and a fluorescent-labeled probe.

VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit is based on the 5’exonuclease activity of DNA
polymerase. During DNA amplification, this enzyme cleaves the probe bound fo the complementary DNA
sequence, separating the quencher dye from the reporter. This reaction generates an increase in the fluorescent
signal which is proportional to the quantity of the target femplate. This fluorescence is measured on the BD MAX™

System.

VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit contains in each tube all the components necessary
for areal-time PCR assay (specific primers/probes, dNTPS, buffer, polymerase) in a stabilized format, as well as an

internal control to monitor the extraction process and/or inhibition of the polymerase activity.

Target Channel Gene
Vancomycin resistance genes 475/520 vanA
Vancomycin resistance genes 585/630 vanB

Internal control (IC) 530/565 -

Table 1. Target, channel and genes.

Reagents provided

VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detfection Kit includes the following materials and reagents
detailed in Table 2:

Reagent/Material Description Barcode Amount

A mix of enzymes, primers probes,

Vancomycin resistance 2 pouches of 12

. buffer, dNTPs, stabilizers and internal 1B foil
reaction tube . . fransparent tubes
conftrol in stabilized format
. Solution t fitute the stabilized . 1 h of 24
Rehydration Buffer fube | °C'V1'O" Te reconstituie e siabilize 11 foil pouch ©
product fransparent tubes

Table 2. Reagents and materials provided in VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit with Cat. N°.VS-VAN124 (444202).

Reagents and equipment to be supplied by the user

The following list includes the materials and equipment that are required for use but not included in the VIASURE

Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit.

e Real-time PCR instrument: BD MAX™ System.

e BD MAX™ ExK™ TNA-2 (Ref: 442825 or 442826).
¢ BD MAX™ PCR Cartridges (Ref: 437519).

e Vortex.

e Micropipettes (accurate between 2 and 1000 pL).
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e Nuclease-free water.
e  Filter tips.

e Powder-free disposable gloves.
6. Transport and storage conditions

e The kits can be shipped and stored at 2-40°C until the expiration date which is stated on the label.

e Affter opening the aluminum pouches which contain the reaction fubes can be used up to 28 days.
7. Precautions for users

e The product is infended for use by professional users only, such as laboratory or health professionals and
fechnicians, trained in molecular biological techniques.

e Forin vitro diagnostic use.

e Do not use expired reagents and/or materials.

e Do not use the kit if the label that seals the outer box is broken.

o Do not use reagents if the protective box is open or broken upon arrival.

o Do not use reagents if the protective pouches are open or broken upon arrival.

o Do not use reagents if desiccant is not present or broken inside reagent pouches.

e Do not remove desiccant from reagent pouches.

o Close protective pouches of reagents prompftly with the zip seal after each use. Remove any excess air in
the pouches prior to sealing.

e Do not use reagents if the foil has been broken or damaged.

¢ Do not mix reagents from different pouches and/or kits and/or lofs.

e Profect reagents from humidity. Prolonged exposure to humidity may affect product performance.

o Keep components away from light.

e In cases where other PCR tests are conducted in the same general area of the laboratory, care must be
taken to ensure that the VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit, BD MAX™ ExK™ TNA-2
extraction kit, any additional reagents required for testing, and the BD MAX™ System are not contaminated.
Always avoid microbial and ribonuclease (RNase)/deoxyribonuclease (DNase) contamination of reagents.
The use of sterile RNase/DNase-free disposable aerosol resistant or positive displacement pipette tips is
recommended. Use a new tip for each specimen. Gloves must be changed before manipulating reagents
and cartridges.

e To avoid contamination of the environment by amplicons, do not break apart the BD MAX™ PCR Cartridge
after use. The seals of the BD MAX™ PCR Cartridge are designed to prevent contamination.

e Design a unidirectional workflow. It should begin in the Extraction Area and then move to the Amplification
and Detection Area. Do not return samples, equipment and reagents to the area in which the previous step
was performed.

e Follow Good Laboratory Practices. Wear protective clothing, use disposable gloves, goggles and mask. Do
not eat, drink, smoke or apply cosmetic products in the working area. Wash your hands after finishing the
test.

e Samples must be treated as potentially infectious and/or biohazardous, as well as all the reagents and

materials that have been exposed to the samples and they must be handled according to the national
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safety regulations. Take necessary precautions during the collection, fransport, storage, handling, and
disposal of samples.

e Samples and reagents must be handled in a biological safety cabinet. Use personal proftective equipment
(PPE) consistent with current guidelines for the handling of potentially infectious samples. Dispose of waste in
compliance with local and state regulations.

e Regular decontaminatfion of commonly used equipment is recommended, especially micropipettes and
work surfaces.

e In accordance with Regulation (EC) No 1907/2006 (REACH), VIASURE Real Time PCR Detection Kits do not
require Material Safety Data Sheets on account of their classification as non-hazardous to health and the
environment because they do not contain substances and/or mixtures which meet the hazard classification
criteria available in Regulation (EC) No 1272/2008 (CLP) or which are in concentrations higher than the value
established in the mentioned regulation for their declaration.

e  Consult the BD MAX™ System User's Manual for additional warnings, precautions and procedures.

8. Test procedure

8.1. Sample collection, transport and storage

The VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit has been tested on perianal and/or rectal
swabs immediately placed in ESwab™ transport medium (liquid Amies based collection and fransport system)
(Copan, Italy). The VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit has also been tested on colony

suspension. Other types of samples must be validated by the user.

Collection, storage and transport of specimens should be maintained per the conditions validated by the user.
Overall, perianal and/or rectal swabs should be collected and labelled appropriately in clean ESwab™ transport
medium and processed as soon as possible to guarantee the quality of the test. The specimens should be
fransported at 2 to 8°C for up to 24 hours, following the local and national regulations for the transport of
pathogen material. For long term transport (more than 24 hours), we recommend shipping at <-20°C or lower. It is
recommended to use fresh specimens for the test. The samples can be stored at 25°C for up to 24 hours, 2 to 8°C
for up to 144 hours (6 days), frozen at -20°C for up to 192 hours (8 days) or ideally at -70°C for conservation.
Repeated freeze-thaw cycles should be avoided in order to prevent degradation of the sample and nucleic

acids.

The faecal specimens must be collected, fransported and stored according to appropriate laboratory guidelines.
For details, refer fo the CDC guideline (Specimen collection guidelines. Website

https://www.cdc.gov/urdo/downloads/SpecCollectionGuidelines.pdf) and the IDSA guideline (Miller, J. M.,

Binnicker, M. J., Campbell, S., ... & Pritt, B. S. (2018). A guide to utilization of the microbiology laboratory for
diagnosis of infectious diseases: 2018 update by the Infectious Diseases Society of America and the American

Society for Microbiology. Clinical Infectious Diseases, 67(6), e1-€94).


https://www.cdc.gov/urdo/downloads/SpecCollectionGuidelines.pdf
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8.2.

Sample preparation and DNA exitraction

Perform the sample preparation according to the recommendations in the instructions for use of extraction kit

used, BD MAX™ ExK™ TNA-2. Note that some other samples may require pre-processing. Application-specific

extraction preparation procedures should be developed and validated by the user.

1. Copan ESwab™: Pipette 200 uL of the ESwab™ sample into a BD MAX™ TNA-2 Sample Buffer Tube and close

the tube with a septum cap. Ensure complefe mixing by vortexing the sample at high speed for 1 minute.
Proceed to BD MAX™ System Operation.

2. Colonies: Pick up two colonies from the cultured medium and suspend them into 500 uL nuclease free water.

Ensure complete mixing by vortexing. Add 10 pL of the suspension info a BD MAX™ TNA-2 Sample Buffer Tube

and close the tube with a septum cap. Ensure complete mixing by vortexing the sample at high speed for 1

minute. Proceed to BD MAX™ System Operation.

8.3.

PCR protocol

Note: Please, refer to the BD MAX™ System User’s Manual for detailed instructions.

8.3.1. Creating PCR test program for VIASURE Vancomycin resistance Real

Time PCR Detection Kit

Note: If you have already created the test for the VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection test

Kit, you can skip step 8.3.1 and go directly to 8.3.2.

1)

2)

5)

6)

8)

On the “Run” screen of the BD MAX™ System, select the “Test Editor” tab.
Click the “Create” button.

In the Basic Information tab, within the “Test Name" window, name your fest: i.e. VIASURE Vancomycin

resistance.
In the “Extraction Type” drop down menu, select “"ExK TNA-2".
In the “"Master Mix Format” drop down menu, choose “Type 5".

a. Note: Product may be used in combination with an additional VIASURE for BD MAX™ test, then
select “"Dual Master Mix Concentrated Lyophilized MM with Rehydration Buffer (Type 5)".

In the “Sample exfraction parameters” select “User defined” and adjust sample volume to 500 pL.

In the "Ct Calculation” select “Call Ct at Threshold Crossing”.

If running software version 5.00 or higher, in the “"Custom Barcodes” select the following configuration:
a. Snap-In 2 Barcode: 1B (concerning Vancomycin resistance reaction tube).
b. Snap-In 3 Barcode: 11 (concerning Rehydration Buffer tube)

c. Snap-In 4 Barcode: another VIASURE reaction tube (different foil) if you choose the format “Dual

Master Mix Concentrated Lyophilized MM with Rehydration Buffer (Type 5)” (Section 8.3.1).
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9) In “PCR settings” tab enter the following parameters: “Channel Settings”, "Gains” and “Threshold” (Table

3).

a. Note: Product may be used in combination with an additional VIASURE for BD MAX™ test, “"PCR
Settings” and "Test Steps” should be completed for Snap-In 2 (green) and Snap-In 4 (blue)
positions.

Channel Alias Gain Threshold Ct Min Ct Max
475/520 (FAM) vanA 50 200 0 40
530/565 (HEX) IC 80 200 0 40
585/630 (ROX) vanB 50 300 0 40
630/665 (Cy5) - 0 0 0 0

680/715 (Cy5.5) - 0 0 0 0

Table 3. PCR settings.

Note: It is recommended to set the minimum threshold values listed above for each channel as a starting point, but the final settings must be
determined by the end-user during the result interpretation in order to ensure that thresholds fall within the exponential phase of the

fluorescence curves and above any background signal. The threshold value for different instruments may vary due to different signal

intensities.

10) In "PCR settings” tab enter the following parameters “Spectral Cross Talk” (Table 4), as well.

False Receiving Channel
Channel 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
Eé;:::‘;‘ 585/630 0.0 0.0 - 0.0 0.0
630/665 0.0 0.0 0.0 - 0.0
680/715 0.0 0.0 0.0 0.0 -

Table 4. Spectral cross-talk parameters.

11) In “Test Steps” tab, enter the PCR protocol (Table 5).

Step Name Profile Type | Cycles | Time |Temperature [ Detect
(s)
Initial denaturation Hold 1 120 98°C -
Denaturation and 10 95°C -
Annealing/Extension 2_ 45
0,
(Data collection) Temperature 58 60°C g

Table 5. PCR protocol.

12) Click the “Save Test” button.

8.3.2. BD MAX™ Rack set up

1) For each sample to be tested, remove one Unitized Reagent Strips from the BD MAX™ ExK TNA-2 kit.
Genftly tap each strip onto a hard surface to ensure that all the liquids are at the bottom of the tubes
and load on the BD MAX™ System sample racks.

2) Remove the required number of BD MAX™ ExK™ TNA Exiraction Tubes (B4) (white foil) from their

protective pouch. Snap the Exiraction Tube(s) (white foil) into its corresponding positions in the TNA strip

10
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(Snap position 1, white color coding on the rack. See Figure 1). Remove excess air, and close pouch with
the zip seal.

3) Determine and separate the appropriate number of Vancomycin resistance reaction tubes (1B foil) and
snap into their corresponding positions in the strip (Snap position 2, green color coding on the rack. See
Figure 1).

a. Remove excess air, and close aluminum pouches with the zip seal.

b. In order to carry out a correct rehydration, please make sure that the lyophilized product is in
the bottom of the tube and is not adhered to the top area of the tube or to the foil seal. Gently
tap each tube on a hard surface to make sure all the product is at the bottom of the tube.

i. Note: If you choose the format “Dual Master Mix Concentrated Lyophilized MM with
Rehydration Buffer (Type 5)" (Section 8.3.1), determine and separate the appropriate
number of additional VIASURE reaction tubes (different foil)l and snap into their
corresponding positions in the strip (Snap position 4, blue color coding on the rack. See
Figure 1). Remove excess air, and close aluminum pouches with the zip seal.

4) Remove the required number of Rehydration Buffer tubes (11 foil) and snap intfo their corresponding
positions in the strip (Snap position 3, non-color coding on the rack. See Figure 1). Remove excess air and
close the pouch with the zip seal.

a. Inorderto ensure a correct fransfer, please make sure that the liquid is in the bottom of the tube
and is not adhered to the top area of the tube or to the foil seal. Gently tap each tube on a

hard surface to make sure all the buffer is at the bottom of the tube.

Figure 1. BD MAX™ TNA Reagent Strip (TNA) from the BD MAX™ ExK TNA-2 kit.

Waste
Snap-in tubes Reservoir
Pipette Tips
#1 #2 #3 #4
[ I IO T I ]
olloe|e]|e
. Reaction
Lysis/Release Tube 2
Tube (optional) ejfe|fo|lo
Wash
: Buffer ~—
Extraction ollellollo
Tube )
Elution NN N
Reaction Buffer
Tube 1 #1 #2 #3 #4

Rehydration  Neutralization
Buffer buffer

8.3.3. BD MAX™ |nstrument set up

1) Select the "Work List” tab on the “Run” screen of the BD MAX™ System software v4.50A or higher.

2) In the “Test” drop down menu, select VIASURE Vancomycin resistance (if not already created see
Section 8.3.1).

3) Select the appropriate kit lot number (found on the outer box of extraction kit used) from the pull-down

menu (optional).

11
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9.

4)

Enter the Sample Buffer Tube identification number into the Sample tube window of the Worklist, either
by scanning the barcode with the scanner or by manual entry.

Fill the Specimen/Patient ID and/or Accession window of the Worklist and click the “Save” button.
Continue until all Sample Buffer Tubes are entered. Ensure that the specimen/patient ID and the Sample
Buffer Tubes are accurately matched.

Place the prepared Sample Buffer Tube into the BD MAX™ Rack(s).

Load the rack(s) into the BD MAX™ System (Rack A is positioned on the left side of the BD MAX™ System
and Rack B on the right side).

Place the required number of BD MAX™ PCR Cartridge(s) into the BD MAX™ System.

Close the BD MAX™ System door.

10) Click “Start Run” to begin the procedure.

8.3.4. BD MAX™ report

N =

H W
= = = <=

In main menu, click the “Results” button.
Either double click on your run in the list or press the “view button”.
Click on "Print”, select: “Run Details, Test Details and Ploft..."”

Click on "Print or Export button” on the “Run Reports” screen

Result interpretation

For a detailed description on how to analyze data, refer to the BD MAX™ System User’'s manual.

The analysis of the data is done by the BD MAX™ software according to the manufacturer’s instructions. The BD

MAX™ software reports Ct values and amplification curves for each detector channel of each sample tested in

the following way:

- Ct value of 0 indicates that there was no Ct value calculated by the software with the specified Threshold (see

Table 3). Amplification curve of the sample showing a 0" Ct value must be checked manually.

- Ct value of -1 indicates that no amplification process has occurred.

- Any other Ct value should be interpreted in correlation with the amplification curve and according to the

sample interpretation guidelines outlined in Table 6.

Check Internal Control signal to verify the correct functioning of the amplification mix. In addition, check that

there is no report of BD MAX™ System failure.

-Results should be read and analyzed using the following table:

12
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vanA gene vanB gene Internal control Interpretation
(475/520) (585/630) (530/565)
+ + +/- vanA and vanB genes DNA Detected!
+ ) /0 vanA gene DNA Detected, vanB gene DNA Not
Detected!
vanB gene DNA Detected, vanA gene DNA Not
- + +/_1
Detected?

- - +2 vanA and vanB genes DNA Not Detected?2
Unresolved (UNR) Result obtained in the presence

- - 2 of inhibitors in the PCR reaction or when a general
problem (not reported by an error code) with the
sample processing and/or amplification steps
occurs.2

IND IND IND Indeterminate assay result (IND). Due to BD MAX™M
System failure. Assay result displayed in case of an
insirument failure linked to an error code.
INC INC INC Incomplete assay result (INC). Due to BD MAX™

System failure. Assay result displayed in case of
failure to complete run.

Table 6. Sample interpretation.

+: Amplification occurred

-: No amplification occurred

1 A sample is considered positive if the Ct value obtained is less than 40. The Internal Control (IC) may or may not show

an amplification signal. Sometimes, the IC detection is not necessary because a high copy number of the target can

cause preferential amplification of target-specific nucleic acids.

2 A sample is considered negative if the sample shows no amplification signal in the detection system but the internal

control is positive (Ct less than 40). An inhibition of the PCR reaction can be excluded by the amplification of internal

control. In case of unresolved results (UNR), absence of internal control signal in negative sample it is recommended to

repeat the assay following the indications below.

REPEAT TEST PROCEDURE

In case of a continued ambiguous result, it is recommended fo review the instructions for use, the extraction

process used by the user; to verify the correct performance of each gPCR steps and review the parameters; and

to check the sigmoid shape of the curve and the intensity of fluorescence.

NOTE: Sufficient volume is available for one repeat test from the Sample Buffer Tube. For prepared BD MAX™

Sample Buffer Tubes stored at 2-8 °C or 25°C, retesting must be performed within 24 hours.

NOTE: New samples may be fested in the same run with repeat samples.

The results of the test should be evaluated by a health care professional in the context of medical history, clinical

symptoms and other diagnostic tests.

10. Limitations of the test

e The results of the test should be evaluated by a health care professional in the context of medical history,

clinical symptoms and other diagnostic tests.
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e Although this assay can be used with other types of samples it has been validated with perianal and/or
rectal swabs collected using ESwab™ tfransport medium, and colony suspension.

e For good test performance, the lyophilized product should be at the boftom of the tube and not adhered to
the top area of the tube or the foil seal. Gently tap each tube on a hard surface to make sure all the
product is at the bottom of the tube.

e An appearance of the reaction mixture in stabilized format, normally found af the bottom of the tube,
different from the usual one (without conical shape, inhomogeneous, smaller/larger in size and/or color
different from whitish) does not alter the functionality of the fest.

s The quality of the test depends on the quality of the sample; proper extracted nucleic acid from perianal
and/or rectal swabs and colonies must be extracted.

e This fest is a qualitative test and does not provide quantitative values or indicate the number of organisms
present.

e Exiremely low levels of target below the Iimit of detection might be detected, but results may not be
reproducible.

e There is a possibility of false positive results due to cross-contamination by vancomycin resistance suspicious
samples containing high concentrations of target DNA or contamination due to PCR products from previous
reactions.

e False Negative results may arise from several factors and their combinations, including:

o Improper specimens’ collection, tfransport, storage, and/or handling methods.

o Improper processing procedures (including DNA exfraction).

o Degradation of the DNA during sample shipping/storage and/or processing.

o Mutations or polymorphisms in primer or probe binding regions may affect detection of new or
unknown vanA gene and/or vanB gene variants.

o A vancomycin resistance organism load in the specimen below the limit of detection for the assay.

o The presence of gPCR inhibitors or other types of interfering substances.

o Failure to follow instructions for use and the assay procedure.

e A negative IC signal does not preclude the presence of vanA gene and/or vanB gene DNA in a clinical
specimen.

e A positive test result does not necessarily indicate the presence of viable vancomycin resistance organism
and does not imply that these organisms are infectious or are the causative agents for clinical symptomes.
However, a positive result is indicative of the presence of targets vancomycin resistance sequences.

e Negative results do not preclude vancomycin resistance organism infection and should not be used as the
sole basis for freatment or other patient management decisions.

e In the case of obtaining Unresolved, Indeterminate or Incomplete results using VIASURE Vancomycin
resistance Real Time PCR Detection Kit retesting will be required. Unresolved results may be due to the
presence of inhibitors in the sample or an incorrect rehydration of lyophilized reaction mix tube. If there is an

instrument failure, Indeterminate or Incomplete results will be obtained.

11. Quality control

VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit contains an internal control (IC) in each reaction

tube which confirms the correct performance of the technique.
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12. Performance characteristics

12.1. Clinical sensitivity and specificity

The clinical performance of VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit was tested using clinicall

specimens (rectal swabs) from patients with suspected VRE infection. The results were as follows:

Site Sample type Workflow Target
Clinical M|f:rob|qlogy, Centre VanA gene
for Infectious Diseases and
Mi iol L f
1 icrobiology Laboratory Rectal swab BD MAX™™ EXKTM TNA-2 + BD MAX™ System VanB gene

services, NSW Health
Pathology, Westmead
Hospital (Sydney, Australia)

VanA + VanB genes

Table 7. Site, sample type, workflow and target.

True positive and negative values, false positive and negative values, sensitivity and specificity values for VIASURE

Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit were calculated in relation to each comparator assay as

shown in the following table:

Site | Comparator assay Target TP [ TN | FP | FN Sensitivity Specificity
VanA 65 [ 151 0 | O | 100% (93%-100%) | 100% (96%-100%)
In-house PCR VRE
1 (Westmead - VanB 36 [179] 1 0 100{%(5‘{%% i 99% (96%-100%))
WMD) °
] (e] o~
VanA+vVanB| 17 |199| 0 | O OO{?(’)é;j‘? 100%(97% -100%)

Table 8. True positive and negative values, false positive and negative values, sensitivity and specificity for VIASURE
Vancomyecin resistance Real Time PCR Detection Kit.

Results show high agreement to detect vanA and vanB genes using VIASURE Vancomycin resistance Real Time
PCR Detection Kit.

In addition to this, the sample processing confrol failure rate was calculated. The initial number of unresolved
reactions (UNR) was 3 (Initial UNR rate: 1.39%). The number of UNR after repetition was 0 (Final UNR rate: 0.00%).

In order to evaluate the compatibility of VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit adapted

for BD MAX™ with other different matrix samples, an evaluation to verify the detection of vancomycin-resistant

enterococci colonies suspensions was carried out.

Different colonies suspensions were prepared by adding two colonies of a determinate culture in 500 ul nuclease-

free water. The strains used for this evaluation were CECT 5253 Enterococcus faecium vanA, CECT 8120

Enterococcus faecalis vanB, NCTC 12201 Enterococcus faecalis vanA, and NCTC 13632 Enterococcus faecalis
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vanA. A volume of 10 ul of each colonie suspensions was added directly to the sample buffer tube. The flowchart
used to carry out this evaluation was: BD MAXTM EXKTM TNA-2 + BD MAX™ System.

The obtained results showed that colonies suspensions of CECT 5253, NCTC 12220, and NCTC 13632 were positive

for vanA gene and colonies suspension of CECT 8120 was positive for vanB gene.

These results show that VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit can properly detect vanA

and vanB genes in colonies suspensions.
12.2. Analytical sensitivity

VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit has a detection limit of = 4 colony-forming unit per
reaction (CFU/rxn) for vanA and = 10 colony-forming unit per reaction (CFU/rxn) for vanB (Figures 2 and 3) with a

positive rate of 2 95% on perianal and rectal swabs.

Figure 2. Dilution series of vanA gene (3.62*104-3.62 CFU/rxn) template run on the BD MAX™ System (475/520 (FAM) channel).
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Figure 3. Dilution series of vanB gene (5.65*104-9.98 CFU /rxn) template run on the BD MAX™ System (585/630 (ROX) channel).
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12.3. Analytical specificity

The specificity of the vancomycin resistance assay was confirmed by testing a panel consisting of different

anfimicrobial resistant organisms and different microorganisms representing the most common enteric
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pathogens or flora present in the intestine. No cross-reactivity was detected between any of the following

microorganisms tested, except the targeted pathogens of each assay:

Cross-reactivity testing

Adenovirus serotypes
1/2/3/4/5/8/15/31/40/41

Enterococcus durans

TEM-1 (non-ESBL), SHV-1 (non-
ESBL), CTX-M-2 (ESBL), and KPC-2
producing Klebsiella pneumonia

isolate

Aeromonas caviae

VanC- type Enterococcus
casseliflavus

Listeria monocytogenes

Aeromonas hydrophila subsp.

VanC2- type Enterococcus

Norovirus Gl and Gll

hydrophila casseliflavus
Arcobacter butzleri - Enterococcus faecalis - Proteus vulgaris
Astrovirus Genotype I-VIII - VanA-type Enterococcus faecalis -/+ Pseudomonas aeruginosa

Bacteroides fragilis - VanB-type Enterococcus faecalis -/+ Rotavirus A

Blastocystis hominis - Enterococcus faecium - Salmonella bongori
Campylobacter coli - VanA- type Enterococcus faecium +/- Salmonella enteritidis
Campylobacter fetus - VanB- type Enterococcus faecium -/ + Salmonella gallinarum

Campylobacter hyointestinalis - VanB and VanC- types Enferococcus | /+ Salmonella paratyphi A

gallinarum

Campylobacter jejuni subsp.
jejuni

VanC - type Enferococcus gallinarum

Salmonella paratyphi B

Campylobacter lari

VanC - type Enterococcus gallinarum

Salmonella pullorum

Campylobacter upsaliensis

Enterococcus hirae

Salmonella typhi

Candida albicans

Enterohemorragic Escherichia coli

Salmonella typhimurium

VIM-1 producing Cifrobacter
braakii isolate

Enteroinvasive Escherichia coli

Sapovirus

Citrobacter freundii

Enteropathogenic Escherichia coli

Serratia liquefaciens

KPC-3 and VIM-4 producing
Citrobacter freundii-complex
isolate

Enterotoxigenic Escherichia coli

OXA-48 producing Serratia
marcescens isolate

Clostridium difficile

OXA-244 producing Escherichia coli
isolate

Shigella dysenteriae

Clostridium difficile 027

TEM-1 (non-ESBL) and IMP-1 producing
Escherichia coli isolate

Shigella flexneri

Clostridium perfringens

Giardia intestinalis

Staphylococcus aureus subsp.
aureus

Cryptosporidium
parvum/hominis

Helicobacter cinaedi

Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (mecC)

Dientamoeba fragilis

Helicobacter heilmannii

Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA)
strain N315

Entamoeba dispar

Helicobacter hepaticus

Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA)
ST398

Entamoeba histolytica

Helicobacter pylori

Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA)
strain (oxaR, PVL-positive, spa type
1310)

SHV-12 (ESBL), CTX-M-9
(ESBL)and OXA-48 producing
Enterobacter cloacae isolate

Helicobacter pylori Clarithromycin
resistant (23S rDNA A2146G)

Vibrio parahaemolyticus

TEM-1 (non ESBL), SHV-12
(ESBL), CTX-M-15 (ESBL) and
NDM-1 producing
Enterobacter cloacae isolate

Helicobacter pylori Clarithromycin
resistant (23S rDNA A2147G)

Yersinia enterocolitica O:3

NDM-7 producing
Enterobacter cloacae-
complex isolate

Klebsiella oxytoca

Yersinia enterocolitica O:9

VanA-type Enterococcus
avium

+/-

SHV-1 (non-ESBL), KPC-3, and OXA-48
producing Klebsiella pneumonia
isolate

Table 9. Reference pathogenic microorganisms used in this study.
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12.4. Analytical reactivity

The reactivity of VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit for vanA gene was evaluated
against DNA extracted from vanA-type Enterococcus avium, vanA-type Enterococcus faecalis (NCTC 13632,
NCTC 12201) and vanA- type Enterococcus faecium (LMG16165, IOWA 1, VZA1, ATCC 700221, NCTC 12202)

strains, showing positives results.

The reactivity of VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit for vanB gene was evaluated
against DNA extracted from vanB-type Enterococcus faecalis (ATCC 51299, CECT 8120), vanB- type Enterococcus

faecium (IOWA 2) and vanB and vanC Enferococcus gallinarum (ENT20120142) strains, showing positives results.
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POLSKI

Przeznaczenie

Zestaw do oznaczania PCR w czasie rzeczywistym VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit
jest przeznaczony do swoistego wykrywania i réznicowania gendw vanA i vanB, ktére mogqg byé¢ zwigzane z
enterokokami opornymi na wankomycyne (VRE) bezposrednio z wymazdw okotoodbytowych i (lub)
odbytniczych i kolonii. Ten test jest przeznaczony do wspomagania identyfikacji organizmdw opornych na
wankomycyne w potqgczeniu z klinicznymi objawami podmiotowymi i przedmiotowymi oraz epidemiologicznymi
czynnikami ryzyka. Przy oznaczeniu wykorzystywany jest system BD MAX™ System do zautomatyzowanej ekstrakcji
DNA, a nastepnie-PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem dostarczonych odczynnikdw w potgczeniu z
uniwersalnymi odczynnikami i materiatami jednorazowymi przeznaczonymi do stosowania z systemem BD
MAX™System. DNA z z wymazdw i kolonii okotoodbytowych i (lub) odbytniczych jest wykrywane przy uzyciu sond

z fluorescencyjnym barwnikiem reporterowym swoistych dla gendw vanA i vanB.
Streszczenie i objasnienia

Enterokoki to powszechnie wystepujgce bakterie komensalne, wykrywane w przewodzie pokarmowym i
narzgdach ptciowych kobiet. W ostatnim czasie uznagje sie je za patogeny oportunistyczne, wywotujgce
zakazenia szpitalne, takie jak zakazenie uktadu moczowego, zakazenia skdry, zakazenia uktadu oddechowego,

zapalenie wsierdzia oraz posocznice u 0séb z uposledzeniem odpornosci.

Wankomycyna to antybiotyk glikopeptydowy, ktéry hamuje synteze Sciany komadrkowej. Jest wykorzystywany do
leczenia ciezkich zakazen bakteriami gram-dodatnimi. O wykryciu enterokokdédw opornych na wankomycyne

(VRE) po raz pierwszy donoszono w Anglii i Francji w 1986 roku. Obecnie rozprzestrzenity sie do wszystkich szpitali

na $wiecie.

Oporno$¢ na wankomycyne stanowi ztozony proces i wymaga obecnosci réznych grup gendw. Ogdlnie mozna
je podzieli¢ na dwa typy w zaleznosci od prekursoréw pentapeptydowych wytwarzanych przez geny opornosci
na wankomycyne: prekursor zakohczony D-alaning-D-seryng (typ VanC-, VanE-, VanG-, Vanl- i VanN) lub
zakohczony D-alaning-D-mleczanem (typ VanA-, VanB-, VanD- i VanM). Te prekursory pentapeptydowe

wykazywaty niskie powinowactwo do glikopeptyddw i powodowaty u enterokokdw oporno$é na wankomycyne.

Pierwszym typem opornosci na wankomycyne u enterokokdw jest oporno$é wewngtrzpochodna (tzn. Zwigzana z
genem vanC). Izolaty Enterococcus gallinarum i E. casseliflavus/E. flavescens wykazujq statg oporno$¢ na
wankomycyne niskiego stopnia. Drugim typem jest opornos¢ nabyta (tzn. geny vanA lub vanB). Enterokoki mogaq
sta¢ sie oporne, przyjmujgc mobilne elementy genetyczne (transpozony i plazmidy) od innych gatunkdéw lub
bakterii Enterococcus. Najczesciej te opornos¢ obserwuje sie u E. faecium i E. faecalis, ale stwierdzono jg tez u E.
raffinosus, E. avium, E. durans i kilku innych gatunkdéw enterokokdw. Geny vanA i vanB odpowiadajg za wysokie

lub umiarkowane poziomy opornosci na wankomycyne.

Przeniesienie enterokokédw opornych na wankomycyne (VRE) moze odby¢ sie przez bezposredni kontakt z
ptynami ustrojowymi pacjentdw skolonizowanych lub zakazonych (krew, drenaz z rany, mocz, kat, plwocina i
inne) lub przez kontakt posredni przez rece pracownikdw stuzby zdrowia lub skazonych sprzet medycznych lub

powierzchnie srodowiskowe.
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Na poczgtku zastosowano metody oparte na kulturach, co byto czasochtonne i frwato na ogdt 1-5dni.
Wykazano, ze testy oparte na PCR w czasie rzeczywistym mogg stanowi¢ narzedzie do wykrywania klinicznie

znaczgcych gendw zwigzanych z opornoécig na wankomycyne.

3. Zasada oznaczania

VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit jest przeznaczony do identyfikacii i réznicowania
DNA z enterokokdw opornych na wankomycyne i innych organizmdw zawierajgcego geny opornosci na
wankomycyne vanA i vanB. Po izolacji DNA identyfikacji opornosci na wankomycyne dokonuje sie przez
amplifikacje konserwatywnego regionu gendw vanA i vanB przy uzyciu swoistych starteréw i sond oznaczonych

barwnikiem fluorescencyjnych.

Zasada dziatania zestawu VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit opiera sie na aktywnosci

egzonukleazy 5' polimerazy DNA. Podczas amplifikacji DNA ten enzym odrywa sonde powigzang z
komplementarng sekwencjg DNA, oddzielajgc wygaszacz od barwnika reporterowego. Reakcja ta generuje
wzrost sygnatu fluorescencyjnego, ktoéry jest proporcjonalny do ilosci docelowej matrycy. Ta fluorescencja jest

mierzona za pomocgq systemu BD MAX™ System.

Zestaw VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit zawiera w kazdej probdéwce wszystkie
elementy konieczne do oznaczenia PCR w czasie rzeczywistym (swoiste startery/sondy, dNTPS, bufor, polimeraza)
w postaci stabilizowanej oraz kontrole wewnetrzng do monitorowania procesu ekstrakcji i/lub hamowania

aktywnosci polimerazy.

Element wykrywany Kanat Gen
Geny opornosci na 475/520 vanA
wankomycyne
Geny opornosci na 585/630 vanB
wankomycyne
Kontrola wewnetrzna (IC) 530/565 -

Tabela 10. Element wykrywany, kanat i geny

4. Dostarczane odczynniki

Zestaw VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit zawiera nastepujace materiaty i odczynniki

wymienione szczegétowo w Tabeli 2:

. . . Kod 2z
Odczynnik/materiat Opis kreskowy llos¢
Mieszanina enzymow, starterdw, sond, .
. . . .. . 2 woreczki po
Vancomycin resistance buforow, dNTP, stabilizatoréw oraz .
. . . 1B folia 12 przezroczystych
reaction tube kontrola wewnetrznej w formacie ,
.. probdowek
stabilizowanym
1 woreczek z
Roztwér do rekonstytucii
Rehydration Buffer tube © - or do rekonstyfuc] Folia 11 24 przezroczystymi
ustabilizowanego produkiu . .
proboéwkami

Tabela 11. Odczynniki i materiaty dostarczane z zestawem VIiASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit o numerze nrvs-
VAN124 (444202).
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5. Odczynnikii sprzet zapewniane przez uzytkownika

Ponizej wymieniono materiaty i sprzet, ktérych uzycie jest konieczne, ale ktére nie nalezg do zestawu VIASURE

Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit.

e  Przyrzgd do PCR w czasie rzeczywistym: System BD MAX™ System.
e BD MAX™ ExK™ TNA-2 (Ref: 442825 or 442826).

e BD MAX™ PCR Cartridges (nrref.: 437519

e Wiréwka

e Mikropipety (doktadno$¢ w zakresie 2-1000 pl)

e Woda niezawierajgca nukleazy.

e Koncodwkiz filtrem

e Bezpudrowe rekawice jednorazowe.
6. Warunki transportu i przechowywania

e Zestawy mozna przesytac i przechowywaé w temperaturze 2-40°C do uptywu terminu waznosci podanego
na etykiecie.
e Po otwarciu aluminiowych woreczkdw zawierdjgcych prébdwki reakcyjne, mozna je zuzy¢é w ciqgu

maksymalnie 28 dni.
7. Srodki ostroznosci dla uzytkownikéw

e Ten produkt jest przeznaczony do stosowania wytgcznie przez profesjonalnych uzytkownikdw, takich jak
fachowi pracownicy laboratorium lub fachowy personel medyczny i technicy, przeszkoleni w zakresie
technik biologii molekularne;.

o Do stosowania w diagnostyce in vitro.

e Nie nalezy uzywac przeterminowanych odczynnikéw i (lub) materiatdw.

e Nie uzywac zestawu, jezeli etykieta zamykajgca pudetko zewnetrzne zostata zerwana.

e Nie uzywac odczynnikéw w razie otwarcia sie lub rozdarcia sie pudetka ochronnego w chwili dostarczenia.

e Nie uzywaé¢ odczynnikdw w razie otwarcia sie lub rozdarcia sie woreczkdw ochronnych w chwili
dostarczenia.

e Nie stosowac odczynnikdw, jezeli srodek osuszajgcy nie jest obecny lub jest pekniety wewngtrz woreczkdw
odczynnika.

e Nie nalezy wyjmowac¢ srodka osuszajgcego z woreczkdw z odczynnikami.

e Po kazdym uzyciu szybko zamkngé na zamek woreczki ochronne odczynnikdw. Przed zamknieciem
woreczkdw nalezy usuna¢ z nich nadmiar powietrza.

e Nie wolno uzywac¢ odczynnikdw, jezeli folia zostata rozerwana lub uszkodzone.

e Nie wolno miesza¢ odczynnikdw z réznych woreczkdw i (lub) zestawdw i (lub) serii.

e Chroni¢ odczynniki przed wilgociqg. Przedtuzajgca sie ekspozycja na wilgo¢ moze wptywaé na dziatanie
produktu.

e Chroni¢ elementy przed $wiattem.

e W razie przeprowadzania innych testéw PCR w tej samej czesci laboratorium, nalezy zachowad ostroznose,

aby unikng¢ skazenia zestawu VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit, BD MAX™ ExK™
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TNA-2 extraction kit, jakichkolwiek dodatkowych odczynnikdw potrzebnych do przeprowadzania testéw oraz
systemu BD MAX™ System. Nalezy zawsze unika¢ skazenia odczynnikéw drobnoustrojami oraz rybonukleazg
(RNaza) / dezoksyrybonukleazg (DNaza). Zaleca sie stosowanie jatowych, wolnych od RNazy / DNazy,
jednorazowych koncdwek do pipet, opornych na aerozole lub koncdwek do pipet wyporowych. Do kazdej
prébki nalezy stosowac¢ nowqg koncoéwke. Przed obchodzeniem sie z odczynnikami i wktadami trzeba
zmienia¢ rekawiczki.

e Aby unikng¢ skazenia srodowiska amplikonami, nie nalezy roztamywac wktadu BD MAX™ PCR Cartridge po
uzyciu. Zamkniecia wktadu BD MAX™ PCR Cartridge majg na celu zapobieganie skazeniu.

e Nalezy zaplanowac¢ przebieg pracy w jednym kierunku. Przeprowadzanie testu nalezy zaczynac¢ w miejscu
wykonywania ekstrakcji, a nastepnie przechodzi¢ do miejsca wykonywania amplifikacji i detekcji. Nie nalezy
przenosi¢ z powrotem prébek, sprzetu i odczynnikdw do miejsca, w ktérym wykonywano wczesniejszy etap
festu.

e Nalezy postepowac zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej. Nalezy stosowaé odziez ochronng,
jednorazowe rekawiczki, okulary i maseczke. W obszarze roboczym nie wolno je$¢, pi¢, pali¢ tytoniu ani
naktadac srodkéw kosmetycznych. Po zakohczeniu przeprowadzania testu nalezy umyc rece.

e  Prébki traktowad joko potencijalnie zakazne i/lub stanowigce zagrozenie biologiczne, podobnie jak wszelkie
odczynniki i materiaty, ktére byty narazone na kontakt z prébkami. Nalezy obchodzi¢ sie z nimi zgodnie z
krajowymi przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa. Podczas pobierania, przechowywania, transportu,
obstugi i utylizacii probek nalezy zachowywad konieczne $rodki ostroznosci.

e Prébki i odczynniki trzeba obstugiwaé w obrebie komory laminarnej. Nalezy stosowac srodki ochrony
indywidualnej (SOI) zgodne z aktualnie obowigzujgcymi wytycznymi dotyczgcymi obstugi potencjalnie
zakaznych prébek. Odpady nalezy usuwac zgodnie z odpowiednimi przepisami miejscowymi i krajowymi.

e Zalecasie regularne odkazanie czesto uzywanego sprzetu, szczegdlnie mikropipet i powierzchniroboczych.

e /godnie z Dyrektywq KE Nr 1907/2006 (REACH), VIASURE Real Time PCR Detection Kits nie wymagajq Arkuszy
Danych dotyczagcych Bezpieczenstwa (Safety Data Sheets) Materiatu, poniewaz na podstawie deklaracji
zostaty zakwalifikowane jako produkty bezpieczne dla zdrowia i srodowiska, jako niezawierajgce substancii
ani mieszanin spetniajgcych kryteria klasyfikacji substancji niebezpiecznych dostepnych w dyrektywie KE Nr
1272/2008 (CLP) lub wystepujacych w stezeniach przekraczajgcych wartosci ustalone w wymienionych
przepisach.

e Dodatkowe ostrzezenia, $rodki ostroznosdci i procedury opisano w Podreczniku Uzytkownika systemu BD
MAX™ System.

8. Procedura testowa

8.1. Pobieranie, transport i przechowywanie préobek

Zestaw VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit tfestowano na wymazach okotoodbytowych
i (lub) odbytniczych, umieszczanych niezwtocznie na podtozu transporfowym ESwab™(ptynny system do
pobierania i fransportu na bazie Amies) (Copan, Italy). VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection

Kit testowano tez na zawiesinie kolonii. Inne rodzaje prébek muszqg zostac zwalidowane przez uzytkownika.

Pobieranie, przechowywanie i transport z préobek powinien odbywacé sie w warunkach zwalidowanych przez
uzytkownika. Ogdinie, w celu zapewnienia jakosci testu, wymazy nalezy pobierac i oznaczaé odpowiednio w

czystym podtozu transportowym ESwab™ i przetwarzaé niezwtocznie. Transport prébek musi powinien odbywad
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sie w temperaturze 2-8°C przez maksymalnie 24 godziny, zgodnie z lokalnymi i krajowymi przepisami dotyczgcymi
transportu materiatéw patogennych. W przypadku dtugotrwatego transportu (ponad 24 godziny) zalecamy
przesytanie w temperaturze wynoszgcej <-20°C lub nizej. Zaleca sie uzywanie $wiezych prébek do testu. Prébki
mozna przechowywacé w temperaturze 25°C przez maksymalnie 24 godziny, w temperaturze 2-8°C przez
maksymalnie 144 godziny (6 dni) lub zamrozone w temperaturze -20°C przez maksymalnie 192 godziny (8 dni) lub

idealnie -70°C w celu ich konserwacji. Nalezy unika¢ cykli zamrazania i rozmrazania, aby zapobiega¢ degradaciji

prébki i kwasdw nukleinowych.

Probki katu trzeba pobieraé, transportowaé i przechowywaé zgodnie z odpowiednimi  wytycznymi
laboratoryjnymi. Szczegdtowe informacije zawierajg wytyczne CDC (Specimen collection guidelines (Wytyczne
dotyczgce pobierania probek). Strona internetowa

https://www.cdc.gov/urdo/downloads/SpecCollectionGuidelines.pdf) oraz wytyczne IDSA (Miller, J. M., Binnicker,

M. J., Campkbell, S., ... & Pritt, B. S. (2018). A guide to utilization of the microbiology laboratory for diagnosis of
infectious diseases: 2018 update by the Infectious Diseases Society of America and the American Society for
Microbiology (Poradnik dotyczgcy wykorzystania laboratoriow mikrobiologicznych w rozpoznawaniu chordb
zakaznych: aktualizacja z 2018 roku wydana przez Stowarzyszenie Chordb Zakaznych Ameryki oraz Amerykanskie

Stowarzyszenie na rzecz Mikrobiologii). Clinical Infectious Diseases, 67(6), e1-e%94).
8.2. Przygotowanie prébkii ekstrakcja DNA

Przygotowaé prébke zgodnie z zalecaniami podanymi w instrukcji uzytkowania zastosowanego zestawu do
ekstrakciji, BD MAX™ ExK™ TNA-2. Nalezy pamietac, ze niektére inne prébki mogag wymagaé przetwarzania
wstepnego. Procedury przygotowania ekstrakcji wtasciwe dla danej aplikacji powinny zostaé opracowane i

zweryfikowane przez uzytkownika.

1. Copan ESwab™: Pobra¢ pipetg 200 ul probke ESwab™ do probdwki BD MAX™ ExK™ TNA-2 Sample Buffer
Tube i zamkng¢ probdéwke nasadkg z podktadkg. Zapewnié catkowite wymieszanie poprzez wirowanie
prébki przy wysokiej szybkosci przez 1 minute. Przejs¢ do obstugi systemu BD MAX™ System Operation.

2. Kolonie: Pobra¢ dwie kolonie z podtozna kolonii i zawiesi¢ je w 500 ul wody niezawierajgcej nukleazy.
Zapewni¢ catkowite wymieszanie przez wirowanie. Dodac¢ 10 pl zawiesiny do probdwki BD MAX™ ExK™
TNA-2 Sample Buffer Tube i zamkngé probdwke nasadkqg z podktadkq. Zapewnié catkowite wymieszanie
poprzez wirowanie prébki przy wysokiej szybkosci przez 1 minute. Przejs¢ do obstugi systemu BD MAX™

System Operation.
8.3. Protokot PCR

Uwaga: Prosze zapoznac sie ze szczegdtowymi informacjami znajdujgcymi sie w podreczniku dla uzytkownika BD
MAX™ System.

8.3.1. Tworzenie programu testu PCR dla zestawu VIASURE Vancomycin

resistance Real Time PCR Detection Kit

Uwaga: Jedli uzytkownik utworzyt juz test dla zestawu VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection

Kit, mozna poming¢ punkt 8.3.1 i przejs¢ bezposrednio do punktu 8.3.2.
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1) Na ekranie ,,Run” (Cykl) systemu BD MAX™ System wybra¢ karte ,,Test Editor” (Edytor testdw).
2) Klikng¢ przycisk ,,Create” (Utworz).
3) Wpisa¢ nazwe testu (1j. VIASURE Vancomycin resistance) w oknie ,Test Name” (Nazwa testu) na karcie
»Basic Information” (Podstawowe informacije).
4) W rozwijanym menu ,Extraction Type" (Typ ekstrakcji) wybrac¢ ,,ExK TNA-2".
5) W rozwijanym menu ,,Master Mix Format” (Format mieszaniny wzorcowej) wybracé ,,Type 5".
a. Uwaga: Produkt mozna stosowac razem z dodatkowym testem VIASURE dla systemu BD MAX™. W
takiej sytuacji nalezy wybrac ,,Dual Master Mix Concentrated Lyophilized MM with Rehydration Buffer
(Type 5)" (Podwdjna mieszanina wzorcowa skoncentrowana liofilizowana MMz buforem
rehydratacji (typ 5)).
6) W ,Sample extraction parameters” (Parametry ekstrakcji prébki) wybraé ,User defined” (Definiowane
przez uzytkownika) i dopasowad objetosé probki do 500 pl.
7) W ,Ct Calculation” (Obliczenie Ct) wybra¢ ,,Call Ct at Threshold Crossing™.
8) W przypadku korzystania z oprogramowania w wersji 5.00 lub nowszej, w polu ,Custom Barcodes”
(Niestandardowe kody kreskowe) nalezy wybra¢ nastepujgcg konfiguracie:
a. Snap-in 2 Barcode (Kod kreskowy probdéwki 3): 1B (dotyczy prébdwki reakcyjnej Vancomycin
resistance).
b. Snap-In 3 Barcode (Kod kreskowy probdwki 3): 11 (dotyczy probdwki z buforem do rehydrataciji
Rehydration Buffer tube)-
c. Snap-In 4 Barcode (Kod kreskowy probdwki 4): inna probdwka VIASURE reaction tube (inna
folia), jezeli wybrano format ,,Dual Master Mix Concentrated Lyophilized MM with Rehydration
Buffer (Type 5)" (Podwdjna stezona, liofilizowana mieszanina wzorcowa MM z buforem
rehydratacyjnym (typ 5)) (punkt 8.3.1).
9) W zaktadce ,PCR settings”(Ustawienia PCR) wpisaé nastepujgce parametry: ,,Channel Settings”
(Ustawienia kanatu), ,,Gains” (Naddatek) oraz ,,Threshold” (Warto$¢ progowa) (Tabela 3).
a. Uwaga: Produkt mozna stosowac razem z dodatkowym testem VIASURE dia BD MAX™. W takiej
sytuacji Ustawienia PCR i Etapy testu nalezy uzupetni¢ dla obu pozycji 2 (zielony) oraz 4
(niebieski).
Channel Alias Gain Threshold Ct Min Ct Max
(Kanat) (Alias) (Wzmochnienie) | (Wartos¢ progowa) (Ct Min) (Ct Max)
475/520 (FAM) vanA 50 200 0 40
530/565 (HEX) IC 80 200 0 40
585/630 (ROX) vanB 50 300 0 40
630/665 (Cy5) - 0 0 0 0
680/715 (CyS5.5) - 0 0 0 0

Tabela 12. PCR settings (Ustawienia PCR)

Uwaga: Zaleca sie ustawianie dla kazdego kanatu minimalnych wartosci progowych podanych powyziej jako punktu startowego, ale

ostateczne ustawienia musi ustali¢ uzytkownik kohcowy w frakcie interpretacji wynikow w celu upewnienia sie, ze wartosci progowe

przypadajg w obrebie fazy eksponencjalnej krzywych fluorescencji i powyzej wszelkich sygnatéw tta. Wartosci progowe dla réznych

instrumentéw mogq by¢ rézne ze wzgledu na rézne intensywnosci sygnatu.
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10) Na karcie ,,PCR settings” (Ustawienia reakcji PCR) nalezy wpisac tez nastepujgce parametry ,,Spectral

Cross Talk™ (Przestuch widmowy) (tabela 4).

False Receiving Channel (Fatszywy kanat odbiorczy)
Channel
(Kanat) 475/520 530/565 585/630 630/665 680/715
475/520 - 0.0 0.0 0.0 0.0
Excitation 530/565 0.0 - 0.0 0.0 0.0
Channel | 555,430 0,0 0.0 - 0.0 0.0
(Kanat
wzbudzenia) | 630/665 0,0 0,0 0,0 - 0,0
680/715 0,0 0,0 0,0 0,0 -

Tabela 13. Parametry ,Spectral cross-talk”

11) W zaktadce ,Test Steps” (Etapy testu) wpisac protokdt PCR (Tabela 5)

Step Name Profile Type (C(Z:);lclz(llees) Time (s) (I:mg::g:z:z) Detect
(Nazwa etapu) (Typ profilu) (Czas(y)) (Wykrywanie)
Initial deno’rurohon. Wstrzymanie ! 120 98°C -
(Wstepna denaturacja)
Denaturation and 10 95°C -
Annealing/Extension
(Data collection) 2- 45
(Denaturacja i Temperatura 58 60°C v
hybrydyzacja/wydtuzanie
(gromadzenie danych))

Tabela 14. Protokdt PCR

12) Klikng¢ przycisk ,Save test” (Zapisz test).

8.3.2. Ustawienie statywu BD MAX™

1) Dla kazdej prébki, ktéra ma byé poddana testowi nalezy wyjgé jeden Unitized Reagent Strips
(indywidualny pasek odczynnikowy) z zestawu BD MAX™ ExK TNA-2 kit. Delikatnie stukng¢ kazdym
paskiem o twardg powierzchnie, aby upewnic¢ sie, ze wszystkie ptyny znajdujg sie na dnie probdéwek i
zatadowadé na statyw na prébki systemu BD MAX™ System.

2)  Wyjg¢ potrzebnq liczbe probdwek do ekstrakcji BD MAX™ ExK™ TNA Extraction Tubes (B4) (biata folia) z
saszetki ochronnej. Wcisng¢ probdéwke (probdwki) do ekstrakcji w odpowiadajgce jej (im) miejsca w
pasku TNA (Pozycja 1, biaty kolor kodu na statywie. Patrz Rysunek 1.) Usung¢ nadmiar powietrza i
zamkng¢ woreczek na zamek.

3) Okredli¢ i oddzieli¢ odpowiednig liczbe probdwek reakcyjnych opornos¢ na wankomycyne (folia 1B) i
wcisng¢ je w odpowiednie miejsca na pasku (pozycja 2, zielony kolor kodu na statywie. Patrz Rysunek 1.)

a. Usunag¢ nadmiar powietrza i zamkng¢ woreczki aluminiowe na zamek.

b. Aby prawidtowo przeprowadzi¢ rehydratacje, nalezy upewnic sie, ze liofilizowany produkt
znajduje sie na spodzie probdwki i nie przylega do gdérnej powierzchni probdéwki ani do
foliowego zamkniecia. Delikatnie stuknqc¢ kazdg probdéwka o twardg powierzchnie, aby
upewnic sie, ze produkt znajduje sie na spodzie probdwki.

i. Uwaga: Jesli uzytkownik wybrat format ,Dual Master Mix Concentrated Lyophilized MM
with Rehydration Buffer (Type 5)" (Podwdjna mieszanina wzorcowa skoncentrowana

liofilizowana MM z buforem rehydrataciji (typ 5)) (Punkt 8.3.1), nalezy okredli¢ i oddzieli¢
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odpowiedniq liczbe dodatkowych probdwek reakcyjnych VIASURE (inna folia) i wcisngé
je w odpowiednie miejsca w pasku (pozycja 4, niebieski kolor kodu na statywie. Patrz
Rysunek 1.) Usungé nadmiar powietrza i zamkng¢ woreczki aluminiowe na zamek.

4)  Wyjg¢ potrzebng liczbe probdwek Rehydration Buffer tube (folia 11) i wcisngé je w odpowiednie miejsca
na pasku (Pozycja 3, brak koloru kodowego na statywie. Patrz Rysunek 1.) Usungé nadmiar powietrza i
zamkngé woreczek na zamek.

a. Aby zapewni¢ prawidtowy fransfer, nalezy upewnic sie, ze ptyn znajduje sie na spodzie probdwki
i nie przylega do goérnej powierzchni probdwki ani do foliowego zamkniecia. Delikatnie stukngé
kazdqg probdwkqg o twardg powierzchnie, aby upewnic sie, ze bufor znajduje sie na spodzie

probdéwki.

Rysunek 1. Pasek odczynnikowy BD MAX™ TNA Reagent Strip (TNA) z zestawu BD MAX™ ExK™ TNA-2 kit.

Pojemnik na
Wcisnigte probowki odpady
Kohcdwki pipety
Nr1 Nr2 Nr3 Nr4 ,
. I [0 [0 [T .
o|lo|e|e
. Probowka
.Probowko' dg rbakeyina
lizy / uwalniania (docionalnid) e||l@]||o]||o
Bufor do

) przemywarfia ~—
Probéwka do

ekstrakciji

Bufor do NN
Probowka elucii
reakcyjna 1 Nr 1 Nr2Nr 3 Nr 4
Rehydration Bufor
Buffer neutralizujgcy

8.3.3. Ustawienie przyrzgqdu BD MAX™

1) Wybra¢ karte ,Work list” (Lista robocza) na ekranie ,,Run” (Cykl) oprogramowania systemu BD MAX™
System w.4.50A lub wyzsze,j.

2) W rozwijanym menu ,Test" wybra¢ VIASURE Vancomycin resistance (jedli jeszcze nie utworzono, patrz
Punkt 8.3.1).

3) Wybra¢ odpowiedni numer serii zestawu (mozna go znalezé na zewnetrznym pudetku uzywanego
zestawu do ekstrakcji) z rozwijanego menu (opcjonalnie).

4)  Wpisa¢ numer identyfikacyjny Sample Buffer Tube (prébdwki z buforem prébki) do okna ,,Sample tube”
(Probéwka z prébkag) w ramach ,,Worklist” (Listy roboczej), skanujgc kod paskowy skanerem lub wpisujgc
recznie.

5) Wpisa¢ identyfikator prébki lub pacjenta i (lub) okno ,,Accession” w ramach ,Worklist” (Listy roboczej) i
klikng¢ przycisk ,Save” (Zapisz). Kontynuowac¢ az do wpisania wszystkich Sample Buffer Tubes (probek z
buforem probki). Upewnic sie, ze identyfikator prébki lub pacjenta oraz Sample Buffer Tubes (probdwki z
buforem prébki) zostaty doktadnie dopasowane.

6) Umiesci¢ przygotowanqg Sample Buffer Tube (prébdwke z buforem probki) w statywie (statywach) BD
MAX™ Rack(s).
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7) Zatadowac statyw (statywy) do systemu BD MAX™ System (statyw A po lewej stronie systemu BD MAX™
System, a statyw B — po prawej).

8) Wrtozy¢ potrzebnq liczbe wktaddw BD MAX™ PCR Cartridge(s) do systemu BD MAX™ System.

9) Zamkngc¢ drzwiczki systemu BD MAX™ System.

10) Klikng¢ ,,Start Run" (Rozpocznij cykl), aby rozpoczgé procedure.

8.3.4. Raport BD MAX™

1) W menu gtéwnym klikng¢ przycisk ,,Results” (Wyniki).

2) Klikng¢ dwukrotnie na swoim cyklu na liscie lub wcisng¢ przycisk ,,View" (Wyswietl).

3) Klikng¢ ,,Print" (Drukuj), wybrac: ,,Run Details, Test Details and Plot..." (Szczegdty Cyklu, Szczegdty Testu i
wykres...)

4) Klikng¢ ,Print or Export button” (Przycisk drukowania lub eksportu) na ekranie ,Run Reports” (Raporty

cyklu)

Interpretacja wynikow

Szczegdtowe informacje na temat analizowania danych podano w Podreczniku Uzytkownika systemu BD MAX™

System.

Analiza danych jest przeprowadzana przez oprogramowanie BD MAX™ zgodnie z instrukcjomi producenta.
Oprogramowanie BD MAX™ zgtasza wartosci Ct i krzywe amplifikacji dla kazdego kanatu detektora dla kazdej

badanej probki w nastepujgcy sposdb:

- warto$¢ Ct wynoszgca 0 wskazuje, ze nie zostata przez oprogramowanie obliczona warto$é¢ Ct przy okreslonym
progu (patrz Tabela 3). Krzywag amplifikacji dla probki wykazujgcej wartos¢ Ct ,,0" musi zostaé sprawdzona

recznie.
- Warto$¢ Ct wynoszgca -1 wskazuje, ze nie nastqpit proces amplifikacii.

- Kazdg inng warto$¢ Ct nalezy zinterpretowaé w korelacji z krzywg amplifikacji i zgodnie z wytycznymi

interpretaciji prébki streszczonymi w Tabeli 6.

Nalezy sprawdzi¢ sygnat kontroli wewnetrznej, aby sprawdzi¢, czy mieszanina do amplifikacji dziata prawidtowo.

Dodatkowo nalezy sprawdzi¢, czy nie ma raportu o awarii systemu BD MAX™ System.

-Wyniki nalezy odczytywaé i analizowa¢ za pomocg ponizszej tabeli:
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Gen vanA Gen vanB wz\‘:r';t;:':l 5 Interpretacja
(475/520) (585/630) (530/565)
+ + +/-1 Wykryto DNA genéw vanA i vanB1
+ ) /0 Wykryto DNA genu vanA, nie wykryto DNA genu
vanB!1
) + 4/ Wykryto DNA genu vanB, nie wykryto DNA genu
vanA1
- - +2 Nie wykryto DNA genéw vanA i vanB2
Wynik nierozstrzygajgcy (UNR, ang. Unresolved)
- - 2 uzyskany w obecnosci inhibitorow w reakcji PCR
lub w razie wystgpienia bledu ogdlnego
(niezgtaszanego z kodem btedu) w irakcie
przetwarzania prébki i/lub amplifikacji. 2
Nieokreslony wynik oznaczenia (IND, ang.
IND IND IND Indeterminate). Spowodowany awariq systemu BD
MAX™ System. Wynik oznaczenia wyswietlany w
przypadku powigzanej z kodem btedu awarii
urzgdzenia.
Niepelny wynik oznaczenia (INC, ang.
INC INC INC Incomplete). Spowodowany awariq systemu BD
MAX™ System. Wynik oznaczenia wyswietlany w
przypadku nieprzeprowadzenia petnej serii
oznaczen.

Tabela 15. Interpretacja prébki.

+: Amplifikacja wystgpita

-: Amplifikacja nie wystqgpita

1 Uznaje sie, ze prébka data wynik dodatni, jesdli uzyskana warto$¢ Ct jest mniejsza niz 40. Kontrola wewnetrzna (IC)

moze wykazywac sygnat amplifikaciji lub go nie wykazywac. Czasami wykrywanie kontroli wewnetrznej (IC) nie jest

konieczne poniewaz wysoka liczba kopii sekwencji docelowej moze spowodowad preferencyjng amplifikacje kwaséw

nukleinowych swoistych dla sekwencji docelowe].

2 Uzndje sie, ze probka data wynik ujemny, jedli probka nie wykazuje sygnatu amplifikacji w systemie detekciji, ale

kontrola wewnetrzna jest dodatnia (warto$¢ Ct jest mniejsza niz 40). Hamowanie reakcji PCR mozna wykluczy¢ za

pomocqg amplifikacji kontroli wewnetrznej. W przypadku wynikdw nierozstrzygajacych (UNR), braku sygnatu kontroli

wewnetrznej w prébce, ktéra data wynik ujemny, zalecamy powtdrzenie préby wedtug podanych ponizej wskazan.

POWTORZENIE PROCEDURY TESTOWANIA

W przypadku ponownego uzyskania dwuznacznego wyniku zaleca sie ponownie zapoznac sie z instrukcjg uzycia i

przeanalizowaé proces izolacji stosowany przez uzytkownika w celu zweryfikowania prawidtowosci wykonywania

kazdego etapu reakcji gPCR oraz sprawdzenia parametréw. Nalezy réwniez sprawdzi¢, czy uzyskano esowaty

ksztatt krzywej oraz natezenie fluorescenciji.

UWAGA: W prébdwce z buforem prébki jest dostepna wystarczajgca objetos¢ do jednego powtbrzenia testu. W

przypadku przygotowanych prébdwek z buforem prébki BD MaX™ przechowywanych w temperaturze 2-8°C lub

25°C ponowny test nalezy przeprowadzi¢ w ciggu 24 godzin.

UWAGA: Nowe prébki mozna testowac w tym samym cyklu z probkami, ktérych test sie powtarza.

Wyniki testu powinien oceniac cztonek fachowego personelu medycznego w kontekicie wywiadu medycznego,

klinicznych objawdw przedmiotowych oraz innych testdéw diagnostycznych.
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10. Ograniczenia stosowania testu

e Wyniki testu powinien oceniaé¢ cztonek fachowego personelu medycznego w kontekicie wywiadu
medycznego, klinicznych objawdw przedmiotowych oraz innych testow diagnostycznych.

e Chociaz ten test mozna stosowac przy innych rodzajach prébek, zweryfikowano go w odniesieniu do
wymazdw okotoodbytowych i (lub) odbytniczych pobranych przy pomocy podtozna transportowego
ESwab™ i zawiesiny kolonii.

e Aby zapewni¢ dobrg wydajnos¢ testu, liofilizowany produkt powinien znajdowac sie na spodzie probdwki, a
nie przylega¢ do goérnej powierzchni probdwki ani do foliowego zamkniecia. Delikatnie stukng¢ kazdg
probéwkg o twardg powierzchnie, aby upewnic sie, ze produkt znajduje sie na spodzie probdwki.

e Na ogdt wystepujgcy na spodzie probdwki inny od standardowego wyglagd mieszaniny reakcyjnej w
formacie stabilnym (bez ksztattu stozkowego, niejednorodny, mniejszy/wiekszy i/lub w kolorze innym od
biatawego) nie ma wptywu na funkcjonalnos¢ testu.

s Jakos¢ testu zalezy od jakosci prébki; konieczne jest wyekstrahowanie wtasciwego kwasu nukleinowego z
wymazow i kolonii okotoodbytowych i (lub) odbytniczych.

e Jest to test jakoSciowy i nie zapewnia on wartosci iloSciowych ani nie wskazuje liczby obecnych
drobnoustrojéw.

e MoZliwe jest wykrycie niezwykle niskich poziomdw sekwencji docelowych ponizej granicy wykrywania, ale
wyniki mogg nie by¢ powtarzalne.

e Istnieje mozliwos¢ uzyskania fatszywie dodatnich wynikdw z powodu skazenia krzyzowego przez prébki

podejrzanie o oporno$¢ na wankomycyne zawierajgce wysokie stezenia docelowej sekwencji DNA lub
skazenia spowodowanego produktami PCR z poprzednich reakciji.

e Wyniki fatszywie ujemne mogg wynikac¢ z kilku czynnikdw oraz ich kombinacii, w tym z powodu:

o nieprawidtowego pobierania, transportu, przechowywania i/lub metod przechowywania prébek.

o nieprawidtowych procedur przetwarzania (w tym izolacji DNA).

o Degradacja DNA podczas fransportu/przechowywania i/lub przetwarzania probki.

o mutacji lub polimorfizmdéw w regionach wigzania startera lub sondy, ktére mogag wptywaé na
wykrywanie nowych lub nieznanych wariantéw gendw vanA i (lub) vanB.

o llodci organizmu opornego na wankomycyne w prébce ponizej granicy wykrywania testu.

o obecnosciinhibitorow reakcji gPCR albo innych typdw substanciji interferujgcych.

o nieprzestrzegania instrukcji uzycia i procedury przeprowadzania testu.

e Ujemny sygnat kontroli wewnetrznej (IC) nie wyklucza obecnosci DNA genu vanA i (lub) vanB w prébce
kliniczne;j.

e Wynik dodatni testu nie musi konieczne oznacza¢ obecnosci zywych organizmdw opornych na
wankomycyne i nie sugeruje, ze te wirusy sq zakazne czy tez sq przyczynq objawdw klinicznych. Jednakze
wynik dodatni wskazuje na obecno$¢ docelowych sekwencji opornosci na wankomycyne.

e Wyniki ujemne nie wykluczajg zakazenia bakteriami opornymi na wankomycyne i nie nalezy ich uzywac jako
jedynej podstawy podejmowania decyzji dotyczgcych leczenia lub innego postepowania z pacjentem.

o W przypadku uzyskania wynikdw nierozstrzygajagcych, nieokre$lonych lub niepetnych przy uzyciu zestawu
VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit konieczne bedzie powtdrzenie testu. Wyniki
nierozstrzygajgce mogg by¢ skutkiem obecnosci inhibitorow w probce lub niewtasciwe] rehydratacji w
probdwce z liofilizowang mieszaning reakcyjng. W razie awarii urzqadzenia uzyskuije sie wyniki nieokreslone lub

niepetne.
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11. Kontrola jakosci

Zestaw VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit zawiera kontrole wewnetrzng (IC) w kazdej

probéwce reakcyjnej, potwierdzajgcq prawidtowe zastosowanie techniki.

12. Charakterystyka wydajnosciowa

12.1. Czutosé i swoistos¢ kliniczna

Wydajmos$¢ kliniczna zestawu VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit badano przy uzyciu

prébek kliniczne (wymazy z odbytu) od pacjentdw z podejrzeniem zakazenia VRE. Uzyskano nastepujace wyniki:

Osrodek Rodzaj prébki Przebieg dziatan Element wykrywany
Mikrobiologia Kliniczna,
Centrum Chordb Zakaznych i Gen VanA
$wiadczen laboratorium Wymaz z Gen Vans
1 mikrobiologicznego, odbytnicy BD MAX™ EXK™ TNA-2 + BD MAX™ System
Patologia NSW Health, szpital
Westmetad (Sydney, Geny VanA + VanB
Australia)

Tabela 16. Osrodek, rodzaj prébki, przebieg pracy i cel

Wartosci prawdziwie dodatnie i ujemne, wartosci fatszywie dodatnie i uiemne, wartosci czutosci i swoistosci dia
zestawu VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit obliczono w odniesieniu do kazdej analizy

poréwnawczej w sposdb przedstawiony w ponizszych tabelach:

, Test Element L, Y
Osrodek , TP | TN | FP | FN Czutosc Swoistosc
poréwnawczy wykrywany

VanA 65 151 0| O | 100% (93%-100%) | 100% (26%-100%)

PCR pod kgtem
VRE
przeprowadzane
w oddziale
(Westmead -
WMD)

vanB |36 179] 1| 0 | 100% (87%-100%) | 99% (96%-100%))

VanA+VanB | 17 | 199 O | 0 | 100% (97%-100%) | 100%(97% -100%)

Tabela 17. Wartosci prawdziwie dodatnie (TP) i ujemne (TN), wyniki fatszywie dodatnie (FP), wyniki fatszywie (FN) ujemne
czutosci oraz swoisto§é ViIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit.

Te wyniki wykazujg wysokg zgodno$¢ w zakresie wykrywania gendw vanA i vanB przy uzyciu zestawu VIASURE

Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit.

Dodatkowo obliczono wskaznik niepowodzen kontroli przetwarzania prébki. Poczgtkowa liczba reakcji z wynikiem
nierozstrzygajgcych (UNR)wyniosta 3 (wstepny wskaznik UNR: 1.39%). Liczba UNR po powtdrzeniu wynosita 0
(Korhcowy wskaznik UNR): 0.00%).
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Aby oceni¢ zgodnos¢ zestawu VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit zaadaptowanego
do BD MAX™ z innymi prébkami macierzy, przeprowadzono ocene w celu zweryfikowania wykrywania zawiesin

kolonii enterokokdw opornych na wankomycyne.

Przygotowano zawiesiny réznych kolonii, dodajgc dwie kolonie okreslonej kultury w 500 ul wody niezawierajgce;j
nukleazy. Szczepami wykorzystywanymi do tej oceny byty szczepy CECT 5253 Enterococcus faecium vanA, CECT
8120 Enterococcus faecalis vanB, NCTC 12201 Enterococcus faecalis vanA oraz NCTC 13632 Enterococcus
faecalis vanA. Objetos¢ 10 ul kazdej zawiesiny kolonii dodano bezposrednio do probdwki z buforem prébki.

Schemat postepowania stosowany przy tej ocenie: BD MAX™ ExK™ TNA-2 + BD MAX™ System.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze zawiesiny kolonii CECT 5253, NCTC 12220 i NCTC 13632 daty wynik dodatni

oznaczenia genu vanA, a zawiesina kolonii CECT 8120 data wynik dodatni oznaczenia genu vanB.

Wyniki te wykazaty, ze zestaw VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit moze prawidtowo

wykrywac geny vanA i vanB w zawiesinach kolonii.
12.2. Czutos¢ analityczna

Zestaw VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit wykazywat granice wykrywania = 4
jednostki tworzgce kolonie na reakcje (CFU/rxn) dla genu vanA oraz = 10 jednostek tworzqgcych kolonie na
reakcje (CFU/rxn) dla genu vanB (Rysunek 2 i 3) ze wskaznikiem wynikdw dodatnich wynoszgcym = 95% w

odniesieniu do wymazdw okotoodbytowych i odbytniczych.

Rysunek 2. Rozciefczenia seryjne dla cyklu matrycy genu vanA (3,62*104-3,62 CFU/reakcje) na systemie BD MAX™ System (kanat
475/520 (FAM)).
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Rysunek 3. Rozcienczenia seryjne dla cyklu matrycy genu vanB (5,65*104-9,98 CFU/reakcje) na systemie BD MAX™ (kanat 585/630
(ROX)).
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12.3. Swoistos¢ analityczna

Swoistos¢ testu opornosci na wankomycyne potwierdzono, testujgc panel sktadajgcey sie z réznych organizmdw
opornych na antybiotyki i réznych mikroorganizmméw reprezentujgcych wiekszo$¢ powszechnie wystepujgcych
patogendw lub flory obecnej w jelicie. Nie wykryto reaktywnosci krzyzowej w odniesieniu do zadnego z

nastepujacych przebadanych mikroorganizmdw, z wyjgtkiem docelowych patogendw kazdego oznaczenia:

Badania reaktywnosci krzyzowej

Adenowirusy serotypow
1/2/3/4/5/8/15/31/40/41

Enterococcus durans

TEM-1 (non-ESBL), SHV-1 (non-
ESBL), CTX-M-2 (ESBL), oraz
wytwarzajgce KPC-2 izolaty
Klebsiella pneumonia

Aeromonas caviae

Enterococcus casseliflavus typu VanC

Listeria monocytogenes

Aeromonas hydrophila subsp.

Enterococcus casseliflavus typu

Norowirus Gl i Gl

hydrophila VanC2
Arcobacter butzleri Enterococcus faecalis - Proteus vulgaris
Astrowirus Genotyp I-VIII Enterococcus faecalis typu VanA -/ + Pseudomonas aeruginosa

Bacteroides fragilis Enterococcus faecalis typu VanB -/ + Rotawirus A

Blastocystis hominis Enterococcus faecium - Salmonella bongori
Campylobacter coli Enterococcus faecium typu VanA +/- Salmonella enteritidis
Campylobacter fetus Enterococcus faecium typu VanB -/ + Salmonella gallinarum

Campylobacter hyointestinalis Enterococcus gallinarum typu VanBi | /+ Salmonella paratyphi A

VanC

Campylobacter jejuni subsp.
jejuni

Enterococcus gallinarum typu VanC

Salmonella paratyphi B

Campylobacter lari

Enterococcus gallinarum typu VanCl1

Salmonella pullorum

Campylobacter upsaliensis

Enterococcus hirae

Salmonella typhi

Candida albicans

Escherichia coli powodujgcy
krwawienia z przewodu
pokarmowego

Salmonella typhimurium

Izolat wytwarzajgcy
Citrobacter braakii VIM-1

Enteroinwazyjny Escherichia coli

Sapowirus

Citrobacter freundii

Enteropatogenne Escherichia coli

Serratia liquefaciens

Izolat ztozony Citrobacter
freundii wytwarzajgcy KPC-3'i
VIM-4

Enterotoksygenny Escherichia coli

Izolat Serratia marcescens
wytwarzajgcy OXA-48

Clostridium difficile

Izolat Escherichia coli wytwarzajqcy
OXA-244

Shigella dysenteriae

Clostridium difficile 027

Izolat Escherichia coli wytwarzajqcy
TEM-1 (nie-ESBL) i IMP-1

Shigella flexneri
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Clostridium perfringens

Giardia intestinalis

Staphylococcus aureus subsp.
aureus

Cryptosporidium
parvum/hominis

Helicobacter cinaedi

Staphylococcus aureus oporny na
metycyline (mecC)

Dientamoeba fragilis

Helicobacter heilmannii

Staphylococcus aureus oporny na
metycyling(MRSA) szczep N315

Entamoeba dispar

Helicobacter hepaticus

Staphylococcus aureus oporny na
metycylineg(MRSA) ST398

Entamoeba histolytica

Helicobacter pylori

Staphylococcus aureus oporny
na metycyling(MRSA) szczep
(oxar, pozytywny wobec PVL, spa
typ 1310)

Izolat Enterobacter cloacae
wytwarzajgcy SHV-12 (ESBL),
CTX-M-9 (ESBL)i OXA-48

Helicobacter pylori oporny na

klarytromycyne (23S rDNA A2146G)

Vibrio parahaemolyticus

Izolat Enterobacter cloacae
wytwarzajgcy TEM-1 (nie ESBL),
SHV-12 (ESBL), CTX-M-15 (ESBL) i

NDM-1

Helicobacter pylori oporny na

klarytromycyne (23S rDNA A2146G)

Yersinia enterocolitica O:3

Izolat kompleksu Enterobacter
cloacae wytwarzajgcy NDM-7

Klebsiella oxytoca

Yersinia enterocolitica O:9

Enterococcus avium typu
VanA

+ /-

Izolat Klebsiella pneumoniae

wytwarzajgcy SHV-1 (nie-ESBL), KPC-3 i

OXA-48

Tabela 18. Referencyjne patogenne mikroorganizmy uzywane w tym badaniu.

12.4. Reaktywnosé analityczna

Reaktywnos¢ zestawu VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit wobec genu van A oceniano

wg DNA ewyekstrahowanego z Enterococcus avium typu vanA, Enterococcus faecalis (NCTC 13632, NCTC
12201)typu vanA oraz typu vanA Enterococcus faecium (LMG16165, IOWA 1, VZAT, ATCC 700221, NCTC 12202)

szzcepdw , wykazujg pozytytne rezultaty.

Reaktywnos¢ zestawu VIASURE Vancomycin resistance Real Time PCR Detection Kit wobec genu vanB

wyekstrahowanego z Enterococcus faecalis (ATCC 51299, CECT 8120) typu vanB, , Enferococcus faecium (IOWA

2) typu vanB oraz vanB i vanC szczepdw Enterococcus gallinarum (ENT20120142) , wykazujq pozytytne rezultaty.
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Change Control / Kontrola zmian

Version No. / Wersja nr Changes / Zmiany Date / Data
Unification of all instructions for use associated with the
00 different co"rolqgue refgrgnces ina smg!e format / 'Un|f|k'c1qo 21/06/2021
wszystkich instrukcji uzytkowania zwigzana z réznymi
numerami katalogowymi wyrobdw w pojedynczym formacie.

Table A 2. Control change table / Tabela kontroli zmian.

Revision: 215t June 2021.
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