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Niniejsza instrukcja uzytkowania ma zastosowanie do nastepujgcych referencji:

NUMER
PRODUKT REFERENCY]NY
Test VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™
System 444222

Tabela A 1. Numer referencyjny produktu, ktéry nalezy stosowad razem z systemem BD MAX™ System.

EN For download IFUS from other languages, please enter in certest.es/viasure/labeling. Once you be there, please
following the instructions for access to the language that you need. If you need additional information, please contact:

viasure@certest.es.

BG 3a pa wusternute IFUS Ha gpyru e3uum, Mons, otuaete Ha certest.es/viasure/labeling. Cnep TtoBa cneppaiite
WMHCTPYKUMWTE, 3a Ad MOJyYnTe AOCTbIN A0 HEOHXOAMMUS BU €3UK. AKO MMATE HY>XAA OT OOMbAHUTENHA MHOPMALMS,

MO, CBbpPXKETe ce C: viasure@certest.es.

CS Chcete-li si stdhnout IFUS v jinych jazycich, prejdéte na strdnku certest.es/viasure/labeling. Jakmile se tam dostanete,
postupujte podle pokynd pro pfistup k poZzadovanému jazyku. Pokud potfebujete dalsi informace, kontaktujte prosim:

viasure@certest.es.

DA Hyvis du vil downloade IFUS pd andre sprog, kan du gd til certest.es/viasure/labeling. Nar du er der, skal du felge
instruktionerne for at f& adgang til det sprog, du har brug for. Hvis du har brug for yderligere oplysninger, kan du kontakte:

viasure@certest.es.

DE Um den IFUS in anderen Sprachen herunterzuladen, gehen Sie bitte zu certest.es/viasure/labeling. Wenn Sie dort sind,
folgen Sie den Anweisungen, um auf die gewlinschte Sprache zuzugreifen. Wenn Sie weitere Informationen benétigen,

wenden Sie sich an: viasure@certest.es.

EL Ta va kateBdoete to IFUS oe GMeg yAwooes, petaBeite oty SievBuvon certest.es/viasure/labeling. MoAg @tdoete exel,
akoAovBnote TI§ 08Myieg Yo va artokTiioete Mpoofacn otn yYAwooo Tov xpetaleote. Eav xpeldleote mpdobeteg AN poopleg,

eTuKovwvrote Pe T StevBuvon: viasure@certest.es.

ES Para descargar las IFUS en otros idiomas, por favor, entre en certest.es/viasure/labeling. Una vez esté alli, siga las

instrucciones para acceder al idioma que necesite. Si necesita informacién adicional, contacte: viasure@certest.es.

ET IFUSI allalaadimiseks teistes keeltes kilastage certest.es/viasure/labeling. Kui olete seal, jéargige juhiseid, et saada

juurdepdds vajalikule keelele. Kui vajate lisateavet, votke palun Ghendust: viasure@certest.es.

FR Pour télécharger I'IFUS dans d'autres langues, veuillez vous rendre sur certest.es/viasure/labeling. Une fois sur place,

suivez les instructions pour accéder & la langue dont vous avez besoin. Si vous avez besoin d'informations

supplémentaires, contactez: viasure@certest.es.

HR Za preuzimanje IFUS-a s drugih jezika unesite certest.es/viasure/labeling. Kada ste tamo, slijedite upute za pristup

jeziku koji vam je potreban. Ako trebate dodatne informacije, obratite se na: viasure@certest.es.
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HU Az IFUS mds nyelveken torténé letoltéséhez kérjuk, Idtogasson el a certest.es/viasure/labeling weboldalra. Ha ott van,
kdvesse az utasitdsokat a kivdnt nyelv eléréséhez. Ha tovdbbi informdciéra van szliksége, kérjuk, forduljon a kovetkezé

cimre: viasure@certest.es.

IT Per scaricare I'IFUS in altre lingue, vai su certest.es/viasure/labeling. Una volta che sei li, segui le istruzioni per accedere

alla lingua di cui hai bisogno. Se hai bisogno di ulteriori informazioni, contatta: viasure@certest.es.

LT Norédami atsisiysti IFUS kitomis kalbomis, eikite | certest.es/viasure/labeling. Ten atlikite nurodymus, kad

pasiektumeéte reikiamg kalbag. Jei reikia papildomos informacijos, kreipkités adresu: viasure@certest.es.

LV Lai lejupieladétu IFUS citas valodas, lidzu, apmekl€jiet certest.es/viasure/labeling. Péc tam izpildiet noradijumus, lai

piekl|utu vajadzigajai valodai. Ja nepiecieSama papildu informacija, 1ddzu, sazinieties ar: viasure@certest.es.

NB For & laste ned IFUS fra andre sprdk, gd inn pd certest.es/viasure/labeling. N&r du er der, kan du felge instruksjonene

for & f& tilgang til det sprdket du trenger. Hvis du trenger ytterligere informasjon, kan du kontakte: viasure@certest.es.

PT Para baixar o IFUS em outros idiomas europeus, acesse certest.es/viasure/labeling. Uma vez 14, siga as instrugées
para acessar o idioma que vocé precisa. Se vocé precisar de informagdes adicionais, entre em contato:

viasure@certest.es.

RO Pentru a descdrca IFUS in alte limbi, v& rugdm s& accesati certest.es/viasure/labeling. Accesat site-ul, urmati

instructiunile pentru a selectiona limba necesard. Pentru informatii suplimentare, contactati: viasure@certest.es.

SV For att ladda ner IFUS frdn andra sprdk, vanligen gé in pd& certest.es/viasure/labeling. Nar du ar dar foljer du
instruktionerna for att f& tillgang till det sprék du behéver. Om du behover ytterligare information, vénligen kontakta:

viasure@certest.es.

SK Ak si chcete stiahnut IFUS v inych jazykoch, prejdite na strdnku certest.es/viasure/labeling. Ked sa tam dostanete,
postupujte podla pokynov a ziskajte pristup k poZadovanému jazyku. Ak potrebujete dalSie informdcie, obrdtte sa na:

viasure@certest.es.

FI Lataa suomeksi turvallinen kdyttéopas osoitteesta certest.es/viasure/labeling. Kun olet sielld, seuraa ohjeita. Jos

tarvitset lisatietoja, ota yhteyttd: viasure@certest.es.

Jezeli zgdana wersja jezykowa nie znajduje sie na liscie, nalezy odwiedzi¢ strone certest.es/viasure/labeling. Jezeli zgdana

wersja jezykowa nie znajduje sie na stronie internetowej, nalezy napisa¢ na adres: viasure@certest.es.

Uwaga: UZytkownik powinien powiadomic producenta oraz kompetentny organ Paristwa Cztonkowskiego, na terenie

ktdrego ma siedzibe uzytkownik i/lub pacjent, o wszelkich powaznych incydentach powigzanych z tym produktem.
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POLSKI

1. Przewidziane zastosowanie

Test VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System to zautomatyzowany test
gPCR przeznaczony do jednoczesnego jakosciowego wykrywania DNA wirusa opryszczki pospolitej (Herpes
simplex) typu 1 (HSV-1), wirusa opryszczki pospolitej typu 2 (HSV-2) i kretka bladego (7reponema pallidum,
kite) w wymazach ze zmian skérnych okolic anogenitalnych i jamy ustnej u pacjentéw, u ktérych ich lekarz
podejrzewa zakazenie wirusem HSV-1, wirusem HSV-2 i bakterig 7. pallidum. Test ten jest przeznaczony do
wspomagania rozpoznawania zakazenia wymienionymi powyzej mikroorganizmami w potgczeniu z
klinicznymi objawami przedmiotowymi i podmiotowymi i/lub epidemiologicznymi czynnikami ryzyka. Wyniki
dodatnie wskazujg na obecnos¢ kwasu nukleinowego (ang. nucleic acid, NA) obiektu docelowego, ale nie
wykluczajg obecnosci innych czynnikéw chorobotwdrczych, ktére nie sqg wykrywane przez ten test. Wyniki
ujemne nie wykluczajg obecnosci docelowych kwasdédw nukleinowych i nie nalezy ich uzywad jako jedynej
podstawy podejmowania decyzji dotyczgcych leczenia bgdz innych decyzji dotyczgcych postepowania z
pacjentem. Przy oznaczeniu wykorzystywany jest BD MAX™ System do zautomatyzowanej ekstrakcji DNA,
a nastepnie test qPCR z wykorzystaniem dostarczonych odczynnikéw w potgczeniu z uniwersalnymi
odczynnikami i materiatami jednorazowymi przeznaczonymi do stosowania z BD MAX™ System. DNA jest
ekstrahowane z préobek, amplifikowane za pomocg testu gPCR i wykrywane za pomocq primerdw i sond z

fluorescencyjnym barwnikiem reporterowym swoistych dla wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i 7. pallidum.

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez wykwalifikowany i przeszkolony personel laboratorium
klinicznego, ktéry zostat specjalnie poinstruowany i przeszkolony w zakresie metod PCR w czasie
rzeczywistym oraz procedur diagnostycznych in vitro (w tym przeszkolony pod kgtem korzystania z

przyrzgdu do PCR w czasie rzeczywistym (termocykler) i systemu do ekstrakcji kwasu nukleinowego).

2. Podsumowanie i objasnienia

Ludzkie wirusy opryszczki pospolitej (HSV) typu 1 i2 to jedne z najczesciej wystepujgcych na swiecie
wirusow ludzkich, ktére sq powszechnie kojarzone z takimi chorobami, jak opryszczka wargowa, opryszczka
narzgddéw piciowych, opryszczkowe zapalenie rogdéwki, zapalenie opon mézgowych i zapalenie mézgu (Zhu
i Viejo-Borbolla, 2021). Wirus HSV atakuje przede wszystkim skére i btony sluzowe, powodujgc uporczywe
zakazenia z okresami uspienia (utajenia) oraz nawrotu (wznowy) choroby (Cole, 2020; Minaya i wsp., 2017).
Przenoszenie zaréwno wirusa HSV-1, jak i HSV-2 odbywa sie poprzez kontakt oralny, przy czym zakazenia
wirusem HSV-2 wystepujq pdzniej, zazwyczaj poprzez kontakt seksualny, a objawy kliniczne tych wiruséw
sg wysoce zréznicowane: od niewystepujgcych (postaé bezobjawowa) po tagodne lub zagrazajgce zyciu
(Cole, 2020; Swiatowa Organizacja Zdrowia, 2023; Zhu i Viejo-Borbolla, 2021). U wiekszoéci oséb z

prawidtowo dziatajgcym uktadem odpornosciowym wirus HSV powoduje wystepowanie tagodnej i
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samoistnie ustepujgcej postaci tej choroby (Zhu i Viejo-Borbolla, 2021). Jednak zakazenie wirusem HSV jest
réwniez zwigzane z wysokqg zachorowalnosciq i $miertelnoscig u niektérych osdb, takich jak pacjenci z
obnizonq odpornosciq, u ktérych wystepuje nawracajqgce zakazenie wirusem HSV (Cole, 2020; Zhu i Viejo-
Borbolla, 2021). Zauwazono, ze zakazenie jednym typem wirusa HSV zazwyczaj powoduje wytworzenie sie
odpornosci, ktéra zapobiega ponownemu zakazeniu tym samym serotypem, ale nie innym (Zhu i Viejo-

Borbolla, 2021).

Kretek Treponema pallidum uznaje sie za czynnik wywotujqcy kite weneryczng, malinice, kite endemiczng i
pinte, ktére sq zakazeniami wieloetapowymi i mozna je odréznié jedynie na podstawie kryteridw klinicznych,
epidemiologicznych i geograficznych (Mercuri i wsp., 2022; Peeling i wsp., 2023; Radolf i wsp., 2016; Tudor
iwsp., 2022). Bakteria 7. p. pertenue jest zwiqgzana z wystepowaniem malinicy, T. carateum z
wystepowaniem pinty, a 7. p. endemicum — kity endemicznej, natomiast subsp.pallidum bakterii 7. pallidum
jest jedynym podgatunkiem zwigzanym z wystepowaniem kity wenerycznej (Mercuri i wsp., 2022; Tudor

i wsp., 2022).

Kita przebiega wieloetapowo, przy czym na kazdym jej etapie wystepujg rézne objawy przedmiotowe i
podmiotowe, takie jak owrzodzenia twarde w przypadku kity pierwotnej oraz wysypka lub owrzodzenia w
przypadku kity wtérnej (CDC, 2023; Mercuri i wsp., 2022; Peeling i wsp., 2023). Ze wzgledu na réznorodnosd
objawdéw klinicznych kita nazywana jest ,wielkim nasladowcq” (Peeling i wsp., 2023; Tudor i wsp., 2022).
Choroba ta wystepowata na przestrzeni lat w réznych populacjach wysokiego ryzyka, a cho¢ w 1998 roku
byta bliska wyeliminowania, od 2000 roku czestos¢ jej wystepowania zaczeta wzrastaé (Mercuri i wsp.,

2022).

Zawsze zaleca sie wykonywanie testéw pozwalajgcych odrézni¢ wirusa HSV-1 od HSV-2, poniewaz
wptywa to zaréwno na rokowanie, jak i na leczenie. Amerykariska rzgdowa agencja epidemiologiczna CDC
zaleca potwierdzanie rozpoznania klinicznego za pomocg testéw wirusologicznych i serologicznych
swoistych dla danego typu wirusa (Cole, 2020). Rzetelng laboratoryjng metodg diagnozowania ostrych
zakazen narzgdoéw ptciowych wywotywanych przez HSV jest wykrywanie DNA wirusa HSV-1 i HSV-2 za
pomocq metody reakcji taricuchowej polimerazy (PCR) (Cole, 2020). W przypadku bakterii 7. pallidum na
potrzeby diagnostyki laboratoryjnej stosuje sie wykrywanie bezposrednie i badania serologiczne, poniewaz
tego czynnika chorobotwdrczego nie mozna wyhodowad (Forrestel i wsp., 2020). Testy serologiczne nie sq
jednak w stanie odrézni¢ kity od innych zakazen kretkowych ze wzgledu na wysokie podobieristwo
genetyczne kretkdw chorobotwdrczych (Forrestel i wsp., 2020). Techniki amplifikacji kwasdw nukleinowych
takie jok PCR umozliwiajg wykrywanie DNA bakterii w prébkach klinicznych we wczesnych stadiach
choroby, co ze wzgledu na ich wysokg czutos¢ moze stanowié potencjalng strategie zwalczania epidemii kity

(Peeling i wsp., 2023).
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3. Zasada dziatania procedury

Test VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System jest przeznaczony do
jednoczesnego jakosciowego wykrywania DNA wirusa opryszczki pospolitej (Herpes simplex) typu 1 (HSV-
1), wirusa opryszczki pospolitej (Herpes simplex) typu 2 (HSV-2) i bakterii 7reponema pallidum (kite) w
wymazach ze zmian skdérnych okolic anogenitalnych i jamy ustnej. Po wyizolowaniu DNA identyfikacja
wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i bakterii 7. pallidum odbywa sie poprzez amplifikacje konserwatywnego
regionu genu ULI kodujgcego glikoproteine L w przypadku wirusa HSV-1, genu US4 kodujgcego
glikoproteine G w przypadku wirusa HSV-2 oraz genu 16S rRNA bakterii 7. pallidum z uzyciem swoistych

primerdéw i sond z fluorescencyjnymi oznaczeniami.

Dziatanie testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System opiera sie na
aktywnosci egzonukleazy 5 w polimerazie DNA. Podczas amplifikacji DNA ten enzym odrywa sonde
powiqgzang z komplementarng sekwencjg DNA, oddzielajgc wygaszacz od barwnika reporterowego.
Reakcja ta generuje wzrost sygnatu fluorescencyjnego, ktéry jest proporcjonalny do ilosci docelowego

wzorca. Ta fluorescencja jest mierzona za pomocg BD MAX™ System.

Test VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System zawiera w kazdej
probdéwce wszystkie elementy niezbedne do wykonania oznaczenia PCR w czasie rzeczywistym (swoiste
primery/sondy, dNTPs, bufor, polimeraza) w postaci stabilizowanej! oraz wewnetrzng kontrole endogenng
(EIC) (gen ludzkiej RNAse P), aby méc sprawdzic¢ integralnosé prébki, monitorowad proces ekstrakcji i/lub
odrzuci¢ hamowanie aktywnosci polimerazy. Ludzkie geny porzqgdkowe biorg udziat w podstawowych
komdrkowych czynnosciach porzgdkowych i w zwigzku z tym oczekuje sie, ze bedg wystepowadé we

wszystkich ludzkich komérkach jgdrzastych oraz zachowywad wzglednie state poziomy ekspres;ji.

Wykrywany element ‘ Kanat ‘ Gen
HSV-1 475/520 Gen UL1 kodujgcy glikoproteine L
HSV-2 530/565 Gen US4 kodujgcy glikoproteine G
T. pallidum 630/665 Gen 165 rRNA
Endogenna kontrola wewnetrzna (EIC) 585/630 Rybonukleaza RNAse P

Tabela 1. Element wykrywany, kanat i geny.

! Nalezy zauwazy¢, ze okreélenia ,stabilizowany” i ,liofilizowany” sq uzywane zamiennie w catym dokumencie (jako synonimy).
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4. Dostarczane odczynniki

Test VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System zawiera nastepujgce

materiaty i odczynniki wyszczegdlnione w Tabeli 2:

Odczynnik/materiat Opis Zakres stezenia Kod llosé
Lioprotektory i stabilizatory +6 g/100 ml*
HSV-1, HSV_Z_ & Trifosforan nukleotydu (dNTP) +1 mM* ) 2 woreczki po
Treponema pallidum - - r e Folia 1E | 12 przezroczystych
reaction tube Primery i sondy 0.2-1 nmol/uL probdwek
Enzymy 10-100 U/reakcje*
Rehydration Buffer tube Mlesz?'n{n::t r(:')ztwc?ru soll +13 mM 1 woreczek z
(probdéwka z buforem do 1Zj0logiczne) Folia 11 | 24 przezroczystymi
rehydratacji) Bufor (TRIS, pH) +67 mM probédwkami

Tabela 2. Odczynniki i materiaty wchodzgce w sktad testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System,
nr ref. Nr 444222,
* W przypadku sktadnika w postaci stabilizowanej, zakres stezenia dotyczy stanu po uwodnieniu.

5. Odczynnikii sprzet, ktére powinien zapewnic uzytkownik

Ponizej wymieniono materiaty, ktérych uzycie jest wymagane, ale ktére nie wchodzg w sktad testu VIASURE

HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.

Przyrzgd do PCR w czasie rzeczywistym: BD MAX™ System (nr ref: 441916).
BD MAX™ ExK™ TNA-3 (nr ref.:442827 lub 442828).

Wkiqdy do PCR — BD MAX™ PCR Cartridges (nr ref.: 437519).

Worteks.

Mikropipety (doktadnos¢ w zakresie 2-1000 pl)

Woda wolna od nukleaz.

koncéwki z filtrem.

Bezpudrowe rekawice jednorazowe.

Opcjonalnie:

Materiaty kontroli zewnetrznej mozna stosowad w ramach procedury kontroli jakosci testu. Dostepny
w handlu materiat kontrolny i/lub prébki wczesgniej scharakteryzowane jako dodatnie lub ujemne mozna

stosowadé jako zewnetrzng kontrole dodatnig (EPC) lub zewnetrzng kontrole ujemng (ENC),

odpowiednio. Wybdr izatwierdzenie EPC i ENC musi by¢é zgodne z obowigzujgcymi przepisami

lokalnymi, stanowymi i/lub federalnymi oraz standardowymi procedurami kontroli jakosci

w laboratorium. Dodatkowo, przy wykorzystaniu dostepnego w handlu materiatu kontrolnego,

uzytkownik musi postepowad zgodnie z odpowiedniq instrukcjg uzytkowania.
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6. Warunki transportu, przechowywania i uzytkowania

e Zestawy mozna przesytaé i przechowywadé w temperaturze 2-30°C do uptywu terminu waznosci
podanego na etykiecie zestawu.

e Unikad drgan podczas transportu, aby zapobiec wyciekowi cieczy.

e Po otwarciu aluminiowych woreczkéw zawierajgcych probdéwki reakcyjne, produkt mozna stosowad

w ciggu maksymalnie 28 dni w temperaturze 2-30°C. Chroni¢ fiolke przed swiattem.

Ponizsza tabela podsumowuje warunki transportu, przechowywania i uzytkowania catego zestawu i

kazdego sktadnika:

Sktadnik Woarunki transportu Woarunki przechowywania Woarunki uzytkowania
Caty test VIASURE HSV-1, HSV-2 Przed uzyciem: 2-30°C przez okres * Patrz warunki
& Treponema pallidum Assay for trwatosci podany na etykiecie uzytkowania kazdego
BD MAX™ System zestawu. sktadnika.

Przed uzyciem: 2-30°C przez okres
trwatosci podany na etykiecie
zestawu.

Po otwarciu woreczka z Zelem
krzemionkowym: 2-30°C, przez
maksymalnie 28 dni.

Przed uzyciem: 2-30°C przez okres
trwatosci podany na etykiecie
zestawu.

Po otwarciu woreczka z Zelem
krzemionkowym: 2-30°C, przez
maksymalnie 28 dni.

HSV-1, HSV-2 & Treponema

pallidum reaction tube (folia 1E) Temperatura pokojowa.

2-30°C przez okres
trwatosci podany na
etykiecie zestawu.

Rehydration Buffer tube
(probdwka z buforem do
rehydratacji)

Temperatura pokojowa.

Tabela 3. Podsumowanie dotyczqce warunkéw transportu, przechowywania i uzytkowania testu VIASURE HSV-1, HSV-2 &
Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System i kazdego jego sktadnika.

7. Srodki ostroznoéci dla uzytkownikéw

e Produkt jest przeznaczony do stosowania przez wykwalifikowany i przeszkolony personel laboratorium
klinicznego, ktéry zostat specjalnie poinstruowany i przeszkolony w zakresie metod Real-time PCR oraz
procedur diagnostycznych in vitro.

e Do celéw diagnostyki in vitro.

e Przed rozpoczeciem uzywania testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD
MAX™ System nalezy doktadnie przeczytad instrukcje uzytkowania produktu VIASURE oraz podrecznik
uzytkownika systemu BD MAX™ System. Nie nalezy wykonywad testu, dopdki nie zostang zrozumiane
informacje o procedurach, srodkach ostroznosci i ograniczeniach opisanych w tych dokumentach.

e Nie nalezy uzywac przeterminowanych odczynnikéw i/lub materiatow.

¢ Nie uzywad zestawu, jezeli etykieta zamykajgca pudetko zewnetrzne zostata zerwana.

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

¢ Nie uzywad odczynnikédw w razie otwarcia lub rozdarcia woreczkéw ochronnych w chwili dostarczenia.

e Nie stosowad odczynnikéw, jezeli $rodek osuszajgcy nie jest obecny lub jest pekniety wewngtrz

woreczkdéw odczynnika.
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Nie nalezy wyjmowac srodka osuszajgcego z woreczkdéw z odczynnikami.

Nie wolno uzywacd odczynnikdw, jezeli folia zostata rozerwana lub uszkodzona.

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

Po kazdym uzyciu nalezy szybko zamkng¢ na zamek woreczki ochronne odczynnikéw (aby chronic
mieszanine wzorcowq przed swiattem stonecznym). Przed zamknieciem woreczkédw nalezy usungd z
nich nadmiar powietrza.

Chroni¢ odczynniki przed wilgociq. Przedtuzajgca sie ekspozycja na wilgoé moze wptywaé na
skutecznosé produktu.

Aby unikng¢ uszkodzenia etykiety, nie nalezy uzywad produktu w poblizu rozpuszczalnikdw.

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

Podczas ustawiania stojaka systemu BD MAX™ nalezy upewnic sie, ze probdwka reakcyjna i probdwka
z buforem do rehydratacji zostaty pewnie zatrzasniete w przewidzianym miejscu.

W razie przeprowadzania innych testéw PCR w tej samej czesci laboratorium nalezy zachowad
ostroznos¢, aby unikng¢ skazenia testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD
MAX™ System, zestawu do ekstrakcji BD MAX™ ExK™ TNA-3 kit lub jakichkolwiek dodatkowych
odczynnikéw potrzebnych do przeprowadzania testéw oraz systemu BD MAX™ System. Przez caty
czas nalezy unikaé skazenia odczynnikéw drobnoustrojami oraz rybonukleazg (RNaza) /
dezoksyrybonukleazg (DNaza). Zaleca sie stosowanie jatowych, wolnych od RNazy/DNazy,
jednorazowych koricéwek do pipet, przeciwaerozolowych, lub koricéwek do pipet wyporowych. Do
kazdej prébki nalezy stosowaé nowq koncéwke. Przed obchodzeniem sie z odczynnikami i kartridzem
trzeba zmieniad rekawiczki (BD MAX™ PCR Cartridge).

Aby unikng¢ skazenia $rodowiska amplikonami, nie nalezy roztamywad wktadu BD MAX™ PCR
Cartridge po uzyciu. Zamkniecia wktadu BD MAX™ PCR Cartridge majg na celu zapobieganie skazeniu.
Nalezy zaplanowad jednokierunkowy przeptyw pracy. Przeprowadzanie testu nalezy zaczynad w
miejscu wykonywania ekstrakcji, a nastepnie przechodzi¢ do miejsca wykonywania amplifikacji i
detekcji. Nie nalezy przenosi¢ z powrotem prdébek, sprzetu , i odczynnikéw do miejsca, w ktérym
wykonywano wczesniejszy etap testu.

Nalezy postepowad zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej. Nalezy stosowad odziez
ochronng, jednorazowe rekawiczki, okulary i maseczke. W obszarze roboczym nie wolno jes¢, pié, palic
tytoniu ani naktadaé srodkéw kosmetycznych. Po zakoriczeniu przeprowadzania testu nalezy umyd
rece.

Prébki traktowad jako potencjalnie zakazne i/lub stanowiqce 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 bezpieczeristwa. Podczas pobierania, przechowywania,

transportu, obstugi i utylizacji probek nalezy zachowywadé konieczne $rodki ostroznosci.
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e Prdbki i odczynniki nalezy obstugiwad w obrebie komory laminarnej. Nalezy stosowaé srodki ochrony
indywidualnej (SOI) zgodne z aktualnie obowigzujgcymi wytycznymi dotyczgcymi obstugi potencjalnie
zakaznych prébek. Odpady nalezy usuwad zgodnie z odpowiednimi przepisami miejscowymi i
krajowymi.

e Zaleca sie regularne odkazanie czesto uzywanego sprzetu, szczegdlnie mikropipet i powierzchni
roboczych.

e Zgodnie z Rozporzqdzeniem KE Nr 1907/2006 (REACH), testy VIASURE Assays for BD MAX™ System
nie wymagajg karty charakterystyki substancji niebezpiecznej, poniewaz na podstawie deklaracji
zostaty zakwalifikowane jako produkty bezpieczne dla zdrowia i srodowiska, joko niezawierajgce
substancji ani mieszanin spetniajgcych kryteria klasyfikacji substancji niebezpiecznych dostepnych w
dyrektywie KE Nr 1272/2008 (CLP) lub wystepujgcych w stezeniach przekraczajgcych wartosci ustalone
w  wymienionych przepisach. Os$wiadczenie stwierdzajgce brak wymogu dotyczqgcego karty
charakterystyki substancji niebezpiecznej mozna uzyskad od firmy Certest Biotec S.L.

e Nalezy upewnic sie, ze definicja programu testu PCR w systemie BD MAX™ System zostata wykonana
zgodnie zinstrukcjami zawartymi w sekcji ,Protokét PCR” (parametry ekstrakcji prébek,
niestandardowe kody kreskowe, ustawienia PCR itp.).

e Dodatkowe ostrzezenia, srodki ostroznosci i procedury opisano w instrukgji obstugi systemu BD MAX™
System.

e Certyfikat analizy nie jest dotgczony do wyrobu, jednak w razie potrzeby mozna go pobra¢ z witryny

internetowej firmy Certest Biotec S.L. (www.certest.es).

8. Procedura testowa

8.1. Pobieranie, transport i przechowywanie prébek

Test VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System zostat przebadany na
wymazach ze zmian skérnych z okolic odbytu i narzgddw ptciowych oraz jamy ustnej pobranych za pomocg
wymazéwki Copan ESwab® (wymazdéwka Copan’s Liquid Amies Elution Swab) (dalej nazywanych
naturalnymi prébkami zmian skdérnych). Inne rodzaje prébek muszq zostaé zweryfikowane przez

uzytkownika.

Pobieranie, transport i przechowywanie prébek powinno odbywac sie w warunkach zatwierdzonych przez
uzytkownika. Zasadniczo prébki kliniczne nalezy pobiera¢ i oznacza¢ w odpowiedni sposéb w czystych
pojemnikach z podtozem transportowym lub bez (w zaleznosci od rodzaju prébki). Po pobraniu prébki nalezy
umiesci¢ w woreczku na materiaty niebezpieczne, a nastepnie jak najszybciej przetransportowad i poddad
przetwarzaniu w celu zagwarantowania jakosci wykonywanego testu. Transport prébek powinien odbywad

sie w temperaturze pokojowej lub w temperaturze 2 +2°C przez maksymalnie 48 godzin, zgodnie z lokalnymi
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i krajowymi przepisami dotyczgcymi transportu materiatdw chorobotwérczych. W przypadku transportu
dtugoterminowego zalecamy przesytanie w temperaturze -20°C lub nizszej?. Prébki przesytane do testéw
molekularnych nalezy przechowywad w kontrolowanych warunkach, aby kwasy nukleinowe nie ulegty
degradacji podczas przechowywania. Zaleca sie stosowanie swiezych prébek w tescie, jednak w razie braku
takiej mozliwosci lub w przypadku badania retrospektywnego prébki nalezy przechowywad najlepiej w

temperaturze -70 albo -80°C lub ewentualnie w temperaturze -20°C3.

Prébki kliniczne nalezy pobierad, transportowad i przechowywad zgodnie z odpowiednimi wytycznymi
laboratoryjnymi i/lub podrecznikami laboratoryjnymi. Mozna na przyktad skorzysta¢ z wytycznych IDSA
(Miller, J. M., Binnicker, M. ., Campbell, S., ... i 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 laboratoriéw
mikrobiologicznych w rozpoznawaniu choréb zakaznych: aktualizacja z 2018 roku wydana przez
Stowarzyszenie Chordb Zakaznych Ameryki oraz Amerykanskie Stowarzyszenie na rzecz Mikrobiologii).
Clinical Infectious Diseases, 67 (6), e1-e94), lub Sdnchez-Romero, M. |., Garcia-Lechuz Moya, J. M., Gonzdlez
Ldpez, J. J. i Orta Mira, N. Collection, transport and general processing of clinical specimens in Microbiology

laboratory. Enfermedades Infecc. y Microbiol. Clin. (wyd. ang.) 37, 127-134 (2019).

Prosimy pamietad: Warunki pobierania, transportu i przechowywania prébek wskazane powyzej
wyznaczono jako sugerowane na podstawie zalecen dotyczqcych préobek pobranych z uktadu moczowo-
ptciowego, przeznaczonych do wykrywania kwaséw nukleinowych, zgodnie ze wzmiankowanymi wczesniej
wytycznymi. Zaleca sie jednak stosowanie sie do wytycznych laboratorium i/lub zapiséw odpowiednich

podrecznikdéw laboratoryjnych odnosnie do transportu i konserwacji prébek.

Wewnetrzne badanie stabilnosci préobek w przypadku testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum
Assay for BD MAX™ System przeprowadzono z wykorzystaniem ujemnej naturalnej macierzy zmian
skérnych z dodatkiem ludzkiego herpeswirusa typu 1, szczep KOS (ATCC® VR-1493, nr ref. FR-310 (IRR)),
wirusa opryszczki pospolitej (Herpes simplex) typu 2, szczep MS (nr ref. 0810006CF, Zeptometrix) i bakterii
Treponema pallidum, szczep SS14 (Washington University) w stezeniu 3 x LoD. Stabilno$¢ analizowano za
pomocq trzech réznych testéw: testu stabilnosci prébki pierwotnej oraz stabilnosci w probdéwce SBT w
temperaturze 2 +2°C i 25 +2°C, testu stabilnosci prébki pierwotnej w temperaturze -20 +2°C oraz testu z

cyklami zamrazania (-80°C) i rozmrazania (25°C). Wyniki wykazaty dobrg przydatnosé do dalszego

2 Wytyczne IDSA (Miller, J. M., Binnicker, M. ]., Campbell, S., ... i 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 laboratoriéw mikrobiologicznych w rozpoznawaniu choréb zakaznych: aktualizacja z 2018 roku
wydana przez Stowarzyszenie Chordb Zakaznych Ameryki oraz Amerykariskie Stowarzyszenie na rzecz Mikrobiologii). Clinical
Infectious Diseases, 67 (6), e1-e94))

3 Sdnchez-Romero, M. |, Garcia-Lechuz Moya, J. M., Gonzdlez Lépez, J. J. i Orta Mira, N. Collection, transport and general processing of
clinical specimens in Microbiology laboratory. Enfermedades Infecc. y Microbiol. Clin. (wyd. ang.) 37, 127-134 (2019).
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wykorzystania prébek przechowywanych we wszystkich testowanych warunkach. Podsumowujgc, w
odniesieniu do stabilnosci prébek pierwotnych naturalne prébki zmian skérnych sq stabilne po 48 godzinach
w temperaturze 2 £2°C i 25 £2°C. W odniesieniu do stabilnosci w probdéwce SBT prébki sq stabilne po
7 dniach w probéwce SBT w temperaturze 2 +2°C i 25 +2°C (po przechowywaniu przez maksymalnie
48 godzin w temperaturze 2 £2°C i 25 +2°C przed dodaniem do probdwki SBT). Prébki sg ponadto stabilne
po 6 miesigcach przechowywania w temperaturze -20 +2°C i przez co najmniej 5 cykli zamrazania i

rozmrazania.
8.2. Przygotowanie prébki i ekstrakcja DNA

Dokona¢ przygotowania prébki zgodnie z zalecaniami podanymi w instrukcji uzytkowania zastosowanego

zestawu do ekstrakcji, BD MAX™ ExK™ TNA-3.

1. Pobrad pipetg 500 pl prébki do probdéwki BD MAX™ ExK™ TNA-3 Sample Buffer Tube i zamkngé
probéwke nasadkq z podktadkg. Zapewnié catkowite wymieszanie poprzez wytrzgsanie prébki na

wytrzgsarce typu vortex z duzq predkosciq przez 1 minute. Przejs¢ do BD MAX™ System Operation.

Uwaga: Upewnid sie, ze wytrzgsanie prébki na wytrzgsarce typu vortex zostato wykonane na kilka
minut przed rozpoczeciem cyklu. Jesli do ponownego badania uzywana jest ta sama probéwka BD
MAX™ ExK™ TNA-3 Sample Buffer Tube, zaleca sie reczne wstrzgsanie probéwkg przez kilka minut

przed rozpoczeciem testu, aby zapewni¢ odpowiednig homogenizacje probuki.

Nalezy pamietad, ze procedury przygotowania ekstrakcji wiasciwe dla danej aplikacji powinny zostad

opracowane i zwalidowane przez uzytkownika, a niektére inne prébki mogq wymagad obrébki wstepne;j.
8.3. Protokét PCR

Uwaga: Prosze zapoznad sie ze szczegdtowymi informacjomi znajdujgcymi sie w podreczniku dla

uzytkownika BD MAX™ System.

8.3.1. Tworzenie programu testu PCR dla testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema
pallidum Assay for BD MAX™ System

Uwaga: Jesli uzytkownik utworzyt juz test dla testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay
for BD MAX™ System, mozna poming¢ punkt 8.3.1 i przejs¢ bezposrednio do punktu 8.3.2.
1) Na ekranie ,Run” (Cykl) BD MAX™ System wybra¢ karte ,Test Editor” (Edytor testow).

2) Klikng¢ przycisk ,Create” (Utworz).

Na karcie ,Basic Information” (Podstawowe informacje):

3) Wopisad nazwe testu, np. VIASURE HHT, w polu ,Test Name” (Nazwa testu).
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Uwaga: Nazwa testu musi by¢ unikalna i zawiera¢ maksymalnie dwadziescia znakdw.
4) W rozwijanym menu ,Extraction Type” (Typ ekstrakcji) wybrad ,ExK TNA-3".

5) W rozwijanym menu ,Master Mix Format” (Format mieszaniny wzorcowej) wybrac¢ ,Type 5:
Concentrated Lyophilized MM with Rehydration Buffer” (Typ 5: Stezona liofilizowana mieszanina

wzorcowa z buforem rehydratacyjnym).

6) W polu ,Sample Extraction Parameters” (Parametry ekstrakcji prébki) nalezy wybracd ,,User Defined”

(Zdefiniowane przez uzytkownika) i dostosowad wartosci parametréw (tabela 4).

Sample Extraction Parameters Value (units)
(Parametry ekstrakcji prébki) [Wartos¢ (jednostki)]
Lysis Heat Time (Czas lizy termicznej) 15 (min)
Lysis Temperature (Temperatura lizy) 55 (°C)

Sample Tip Height (Wysoko$¢ zanurzenia koricéwki pipety w prébce) [ 1600 (przesuniecia)

Sample Volume (Objeto$¢ prébki) 475 (ul)

Wash Volume (Objetos¢ roztworu ptuczgcego) 500 (ul)
Neutralization Volume (Objetos¢ bufora neutralizujgcego) NIE DOTYCZY
DNase Heat Time (Czas podgrzewania Dnazy) NIE DOTYCZY

Tabela 4. Parametry ekstrakgji prébki przeprowadzanej z uzyciem BD MAX™ ExK™ TNA-3.
7) W polu ,Ct Calculation” (Obliczenie Ct) wybrac¢ ,,Call Ct at Threshold Crossing” (Wywotanie Ct przy

przekroczeniu progu) — opcje domysinie zaznaczong.

8) W przypadku korzystania z oprogramowania w wersji 5.00 lub nowszej oraz uzywania
oznaczonych kodem kreskowym probdéwek zamknietych folig w polu ,Custom Barcodes”

(Niestandardowe kody kreskowe) nalezy wybrad nastepujgcqg konfiguracje:

d. Snap-In 2 Barcode (Kod kreskowy probdéwki 2): 1E (dotyczy HSV-1, HSV-2 & Treponema

pallidum reaction tube).

b. Snap-In 3 Barcode (Kod kreskowy probdwki 3): 11 (dotyczy probdwki z buforem do
rehydratacji Rehydration Buffer tube).

W karcie ,PCR Settings” (Ustawienia PCR):

9) W polu ,PCR Settings” (Ustawienia PCR) wpisac nastepujgce parametry opisane w Tabeli 5: ,Alias”
(do siedmiu znakdéw alfanumerycznych), ,PCR Gain” (Wzmocnienie PCR), ,Threshold” (Prég), ,Ct
Min" i ,Ct Max”.
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Alias PCR Gain Threshold Ct Min Ct Max

(Alias) (Wzmocnienie PCR) (Prég) (Ct Min.) (Ct Maks.)
475/520 (FAM) HSV1 40 200 0 40
530/565 (HEX) HSV2 60 200 0 40
585/630 (ROX) EIC 40 200 0 40
630/665 (Cyb) TRE 60 200 0 40
680/715 (Cy5.5) - 0 0 0 0

Tabela 5. Ustawienia PCR.

Uwaga: Zaleca sig ustawianie jako punktu startowego dla kazdego kanatu minimalnych wartosci progowych podanych powyzej,
ale ostateczne ustawienia musi ustali¢ uzytkownik koricowy w trakcie interpretacji wynikéw w celu upewnienia sie, ze wartosci
progowe przypadajg w obrebie fazy eksponencjalnej krzywych fluorescencji i powyzej wszelkich sygnatéw tta. Wartos$¢ progowa
dla réznych przyrzgdéw moze sie rézni¢ ze wzgledu na rézne intensywnosci sygnatu.

10) W polu ,,Color compensation” (Kompensacja koloru) wpisac ponizsze parametry (Tabela 6).

False Receiving Channel (Fatszywy kanat odbiorczy)

Channel

475/520 530/565 585/630 630/665 680/715
(Kanat)

475/520

Excitation 530/565
Channel | o630 0

(Kanat
pobudzenia) 630/665 0
680/715 0 0 0 0 -

Tabela 6. Parametry ,,Color compensation” (Kompensacja koloru).

W karcie ,Melt Settings” (Ustawienia topnienia) nie trzeba wykonywad zadnych czynnosci, poniewaz nie ma

ona zastosowania w przypadku tego produktu.

Na karcie ,Test Steps” (Etapy testu):

11) Wpisad nazwe etapu (do dwudziestu znakdw) i ustawié nastepujgce parametry, aby zdefiniowad
kazdy etap protokotu PCR: ,Profile Type” (Typ profilu), ,Cycles” (Cykle), ,Time” (Czas) i
.Temperature” (Temperatura), a nastepnie w polu ,Detect” (Wykrywanie) zdefiniowad etap
wykrywania (Tabela 7). Klikngé przycisk ,,Add” (Dodaj), aby dodad nowy etap i powtarzaé czynnosé,

az do zdefiniowania wszystkich potrzebnych etapdw.

Uwaga: Pole , Type” (Rodzaj) musi by¢ puste.

Step name Profile Type Cycles  Time (s) Temperature Detect
(Nazwa etapu) (Rodzaqj profilu) | (Cykle) [Czas (s)] (Temperatura) (Wykrywanie)
Wstepna denaturacja IN-denaturation Hold 1 120 98°C -
Denaturacja i 10 95°C -
hybrydyzacja/wydtuzanie | Annealing/Extension | 2-Temperature | 45
(gromadzenie danych) 41 63°C v

Tabela 7. Protokét PCR.

Na karcie ,Result Loqgic” (Logika wyniku):

12) W polu ,Target” (Wykrywany element) wpisa¢ nazwe wykrywanego elementu, np. HSV-1 (do

siedmiu znakdéw alfanumerycznych).

Powtdrzy¢ czynnosci

12-15 w przypadku kazdego
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wykrywanego elementu (tj. HSV-2 lub TRE), postepujac zgodnie z tabelami wiasciwymi dla

zdefiniowanego wykrywanego elementu.

13) Klikng¢ pole wyboru ,Analyze” (Analizuj), aby uwzgledni¢ pozqdane dtugosci fali (kanaty PCR) w

analizie wyniku dotyczqgcego wykrywanego elementu (Tabele 8-10).

Wavelength (Dtugosé fali) Alias (Alias) ‘ Type (Typ) Analyze (Analizuj)
475/520 HSV1 PCR v

585/630 EIC PCR v

Tabela 8. Wybér kanatéw PCR na karcie ,Result logic” (Wynik logiczny) w odniesieniu do wykrywanego elementu w postaci
wirusa HSV-1 (wirus opryszczki pospolitej (Herpes simplex) typu 1).

Wavelength (Dtugosé fali) Alias (Alias) ‘ Type (Typ) Analyze (Analizuj)
530/565 HSV2 PCR v
585/630 EIC PCR v

Tabela 9. Wybér kanatéw PCR na karcie ,Result logic” (Wynik logiczny) w odniesieniu do wykrywanego elementu w postaci
wirusa HSV-2 (wirus opryszczki pospolitej (Herpes simplex) typu 2).

Wavelength (Dtugodé fali) Alias (Alias) ‘ Type (Typ) Analyze (Analizuj)
585/630 EIC PCR v

630/665 TRE PCR v

Tabela 10. Wybér kanatéw PCR na karcie ,Result logic” (Wynik logiczny) w odniesieniu do wykrywanego elementu w postaci
bakterii TRE (7reponema pallidum).

14) Klikngé przycisk ,Edit Logic” (Edytuj logike).

15) W oknie ,Edit Logic” (Edytuj logike) wyswietlane sq wszystkie kombinacje typow wynikéw. Wybrad
zgodnie z tabelami 11-13 w przypadku kazdego wiersza z menu rozwijanego ,Result” (Wynik)

wynik, ktéry jest wywotywany po spetnieniu warunkéw z danego wiersza.

Result HSV-1 ‘ EIC

(Wynik) (475/520) (585/630)
POS Valid (Wazna) Valid (Wazna)
UNR Valid (Wazna) Invalid (Niewazna)
NEG Invalid (Niewazna) Valid (Wazna)
UNR Invalid (Niewazna) | Invalid (Niewazna)

Tabela 11. Lista kombinacji typédw wynikéw i logiki wynikéw w przypadku wykrywanego elementu w postaci wirusa HSV-1
(wirus opryszczki pospolitej (Herpes simplex) typu 1). Dostepne wyniki to POS (dodatni), NEG (ujemny) iUNR
(nierozstrzygajqcy).

(wirus opryszczki pospolitej
(nierozstrzygajqcy).

Result HSV-2 ‘ EIC
(Wynik) (530/565) (585/630)
POS Wazna Wazna
UNR Wazna Niewazna
NEG Niewazna Wazna
UNR Niewazna Niewazna

(Herpes simplex) typu 2).

Tabela 12. Lista kombinacji typédw wynikéw i logiki wynikéw w przypadku wykrywanego elementu w postaci wirusa HSV-2

Dostepne wyniki to POS (dodatni), NEG (ujemny) iUNR
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Result TRE ‘ EIC
(Wynik) (630/665) (585/630)
POS Wazna Wazna
UNR Wazna Niewazna
NEG Niewazna Wazna
UNR Niewazna Niewazna

Tabela 13. Lista kombinacji typéw wynikéw i logiki wyniku w przypadku wykrywanego elementu w postaci bakterii TRE
(Treponema pallidum). Dostepne wyniki to POS (dodatni), NEG (ujemny) i UNR (nierozstrzygajqcy).

Uwaga: Zgodnie z wczesniej zdefiniowang wartoscig Ct Maks. (tabela 5) typ wyniku w
przypadku kanatéw HSV-1 (475/520), HSV-2 (530/565), EIC (585/630) i TRE (630/665) jest
uznawany za ,Valid” (wazny), gdy uzyskana wartos¢ Ct wynosi <40, oraz ,Invalid”

(niewazny), gdy uzyskana wartos$¢ Ct wynosi >40.
16) Aby zapisad test, nalezy klikng¢ przycisk ,Save” (Zapisz).

8.3.2. Ustawienie statywu BD MAX™

1) Dla kazdej prébki, ktéra ma by¢ poddana testowi, wyjaé jeden Unitized Reagent Strip (indywidualny
pasek odczynnikowy) z zestawu BD MAX™ ExK™ TNA-3 kit. Delikatnie stukngé kazdym paskiem o
twardg powierzchnie, aby upewnié sie, ze wszystkie ptyny znajdujq sie na dnie probdéwek i zatadowad
na statyw na prébki systemu BD MAX™ System.

2) Wyjqgé potrzebng liczbe probdwek do ekstrakcji BD MAX™ ExK™ TNA Extraction Tubes (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. Zob. Rys. 1). Usungé nadmiar powietrza i zamkngé
woreczek na zamek.

3) Okredli¢ i oddzieli¢ odpowiedniq liczbe HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum reaction tubes (folia 1E) i
wcisngd je w odpowiednie miejsca na pasku (pozycja 2, zielony kolor kodu na statywie. Zob. Rys. 1).

d. Usung¢ nadmiar powietrza i zamkngé woreczki aluminiowe na zamek.

b. Aby prawidtowo przeprowadzi¢ rehydratacje, nalezy upewnié sie, ze liofilizowany produkt
znajduje sie na spodzie probdwki i nie przylega do gdrnej powierzchni probdéwki ani do
foliowego zamkniecia. Delikatnie stukng¢ kazdq probdwkg o twardqg powierzchnie, aby
upewnié sie, ze produkt znajduje sie na spodzie probdwki.

4) Woyjac¢ potrzebng liczbe probéwek Rehydration Buffer tubes (folia 11) i wcisng¢ je w odpowiednie
miejsca na pasku (Pozycja 3, bez oznaczenia kolorem na statywie. Zob. Rys. 1).

d. Usungd¢ nadmiar powietrza i zamkngé woreczek na zamek.

b. Aby zapewnié¢ prawidtowy transfer, nalezy upewnic sie, ze ptyn znajduje sie na spodzie
probdwki i nie przylega do gdérnej powierzchni probéwki ani do foliowego zamkniecia.
Delikatnie stukng¢ kazdg probdéwkg o twardg powierzchnie, aby upewnic sie, ze bufor

znajduje sie na spodzie probdwki.
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Rysunek 1. Pasek odczynnikowy BD MAX™ TNA Reagent Strip (TNA) z zestawu BD MAX™ ExK™ TNA-3 kit.
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8.3.3. Konfiguracja instrumentu BD MAX™

1) Wybrad karte ,Worklist” (Lista robocza) na ekranie ,Run” (Cykl) oprogramowania BD MAX™ System
w wersji 4.50A lub wyzszej.

2) W rozwijanym menu ,Test” wybrac zgdany test, tj. VIASURE HHT (jesli jeszcze nie utworzono, patrz
punkt 8.3.1).

3) W rozwijonym menu ,Kit Lot Number” (Numer partii zestawu) wybra¢ odpowiedni numer partii
zestawu (znajdujgcy sie na zewnetrznym pudetku uzywanego zestawu do ekstrakcji) (opcjonalnie).

Uwaga: Numery partii nalezy zdefiniowadé w wyswietlanym menu ,Inventory” (Inwentarz),
zanim bedzie mozliwe ich wybrania w tym miejscu.

4) W polu ,Sample tube” (Probéwka z prébkg) uzupetni¢ numer identyfikacyjny Sample Buffer Tube
(probdéwki z buforem prébki), skanujgc kod paskowy skanerem lub wpisujgc go recznie.

5) Wypetié pole ,Patient ID” (Identyfikator pacjenta) i/lub ,Accession” (Numer dostepu) i klikngé
klawisza Tab (Tabulator) lub Enter. Kontynuowadé, az zostang wprowadzone kody paskowe
wszystkich probéwek Sample Buffer Tubes (probdwek z buforem prdébki). Upewnié sie, ze
~specimen/patient ID” (identyfikator prébki lub pacjenta) oraz ,Sample Buffer Tubes” (probdwki
z buforem prdbki) zostaty doktadnie dopasowane.

6) Umiesci¢ przygotowang Sample Buffer Tube (probdwke z buforem prébki) w statywie (statywach)
BD MAX™ Rack(s).

7) Zatadowad statyw (statywy) do BD MAX™ System (statyw A po lewej stronie systemu BD MAX™
System, a statyw B — po prawej).

8) Wiozyc potrzebnq liczbe kartridzy BD MAX™ PCR Cartridge(s) do systemu BD MAX™ System.

9) Zamkngd drzwiczki systemu BD MAX™ System.
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10) Klikng¢ ,Start” (Rozpocznij cykl), aby rozpoczgd procedure.
8.3.4. Raport wynikéw z BD MAX™ System

1) Na pasku menu klikngé przycisk ,Results” (Wyniki).
2) Klikng¢ dwukrotnie wybrany cykl na liscie lub nacisngé przycisk ,View” (Wyswietl).

3) Przyciski ,Print” (Drukuj) i ,Export” (Eksportuj) u dotu ekranu zostang odblokowane.

Aby wydrukowad wyniki:
1. Nalezy klikng¢ przycisk ,Print” (Drukuj).
2. W oknie podglgdu ,Print” (Drukuj) raportu z cyklu wybraé: ,Run Details”, ,Test Details”
i ,Plots” (Szczegdty Cyklu, Szczegdty Testu i Wykresy).
3. Klikng¢ ,Print” (Drukuj), aby wydrukowad raport lub ,Export” (Eksportuj), aby

wyeksportowad raport w formacie PDF do pliku na no$niku USB.

Aby wyeksportowad wyniki:
1. Nalezy klikng¢ przycisk ,Export” (Eksportuj), aby przeniesé raport (plik PDF i CSV) na nosnik
USB.
2. Po zakonczeniu eksportu, w oknie ,Results Export” (Eksport wynikéw) pojawi sie ikona

informujgca o powodzeniu lub niepowodzeniu eksportu.

9. Interpretacja wynikéw

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

MAX™ System.

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

kazdej badanej probki w nastepujgcy sposdb:

- wartos¢ Ct wynoszqgca 0 wskazuje, ze nie zostata przez oprogramowanie obliczona wartosé Ct przy
okreslonym progu (patrz Tabela 5). Krzywag amplifikacji dla prébki wykazujgcej wartosé Ct ,0" nalezy

sprawdzi¢ recznie.

- Wartosc Ct wynoszgca -1 wskazuje, ze nie nastgpit proces amplifikacji, ze oprogramowanie nie obliczyto
zadnej wartosci Ct lub ze obliczona wartos¢ Ct jest nizsza od okreslonego progu lub wyzsza od ustalonej

wartosci Ct Maks. (wartosé odciecia).

- Kazdg inng wartos¢ Ct nalezy zinterpretowaé w powigzaniu z krzywqg amplifikacji i zgodnie ze
zdefiniowang logikg wynikdéw, postepujgc wedtug wytycznych interpretacji prébki streszczonych w

Tabeli 14.
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Nalezy sprawdzi¢ sygnat endogennej kontroli wewnetrznej (EIC), aby zweryfikowad, czy mieszanina do
amplifikacji dziata prawidtowo. Dodatkowo nalezy sprawdzi¢, czy nie ma raportu o awarii systemu BD

MAX™ System.

Wyniki nalezy odczytywad i analizowad za pomocq ponizszej tabeli:

HSV-1 (nazwa HSV-2 (hazwa 7. pallidum (nazwa

wykrywanego wykrywanego wykrywanego Interpretacja indywidualnych prébek pacjenta
elementu: HSV1) | elementu: HSV2) elementu: TRE)

Wykryto DNA wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i bakterii

POS POS POS Treponema pallidum.
Wykryto DNA wirusa HSV-1 i wirusa HSV-2.
POS POS NEG Nie wykryto DNA bakterii 7reponema pallidum.
Wykryto DNA wirusa HSV-1 i bakterii 7reponema
POS NEG POS pallidum. Nie wykryto DNA wirusa HSV-2.
Wykryto DNA wirusa HSV-2 i bakterii 7Treponema
NEG POS POS pallidum. Nie wykryto DNA wirusa HSV-1.
Wykryto DNA wirusa HSV-1.
POS NEG NEG Nie wykryto DNA wirusa HSV-2 ani bakterii
Treponema pallidum.
Wykryto DNA wirusa HSV-2.
NEG POS NEG Nie wykryto DNA wirusa HSV-1 ani bakterii
Treponema pallidum.
Wykryto DNA bakterii Treponema pallidum.
NEG NEG POS Nie wykryto DNA wirusa HSV-1 ani wirusa HSV-2.
NEG NEG NEG Nie wykryto DNA wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 ani

bakterii Treponema pallidum.

Wynik nierozstrzygajgcy (UNR, ang. Unresolved)
uzyskany w obecnosci inhibitoréw w reakcji PCR lub
UNR UNR UNR W razie wystgpienia ogodlnego problemu
(niezgtaszanego wedtug kodu bfedu) w trakcie
przetwarzania prébki i/lub etapu amplifikacji?.

Wynik testu nieokre$lony (IND, ang. Indeterminate).
Z powodu awarii systemu BD MAX™ System. Wynik

IND IND IND L 4 .
testu wyswietlany w przypadku awarii urzgdzenia
powigzanej z kodem btedu2
Niepetny wynik testu (INC, ang. Incomplete). Z powodu

INC INC INC awarii systemu BD MAX™ System. Wynik testu

wys$wietlany w przypadku nieprzeprowadzenia
petnego cyklu oznaczen?

Tabela 14. Interpretacja prébki.

1 Endogenna kontrola wewnetrzna (EIC) musi wykazywad sygnat amplifikacji z wartoscig Ct <40, aby mozna byto jg uwzglednid.
W przypadku braku sygnatu kontroli EIC lub wartosci Ct >40 wynik jest uznawany za nierozstrzygajgcy (UNR) i wymagane jest
powtdrzenie testu. Zaleca sie powtdrzenie testu z uzyciem tej samej probdéwki Sample Buffer Tube (SBT), tej samej prébki po
umieszczeniu jej w nowej probdwce SBT lub nowej prébki (o wyzszym stezeniu, o ile to mozliwe). Wynik nierozstrzygajgcy (UNR) mozna
takze uzyskacd ze wzgledu na obecno$é substancji hamujgcych reakcje PCR. W takich przypadkach zaleca sie rozciericzenie prébek w

stosunku 1/10.

UWAGA: naturalne prébki zmian skérnych mozna przechowywaé bez przenoszenia do probdwki SBT przez maksymalnie 48 godzin,
jesli sg przechowywane w temperaturze 2 +2°C — 25 +2°C (w wymazdwce ESwab® firmy Copan). W przypadku powtdrzenia testu z
uzyciem materiatu z tej samej probowki SBT zaleca sie reczne wstrzgsniecie probdwkg SBT, aby zapewnic¢ odpowiednig homogenizacje
prébki. Nalezy pamietad, ze naturalne prébki zmian skérnych mozna przechowywadé w probdwce SBT przez maksymalnie 7 dni w

temperaturze 2 +2°C - 25 +2°C.
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2 Wyniki nieokreslone (IND) lub niepetne (INC) mozna uzyskad ze wzgledu na awarie systemu i konieczne jest wéwczas powtdrzenie

testu. Interpretacje kodéw ostrzezen i btedéw mozna znalez¢ w podreczniku uzytkownika systemu BD MAX™ System.

Uwaga: Przy stosowaniu kontroli zewnetrznych nalezy spodziewad sie nastepujgcych wynikéw: ujemnych
dla ENC i dodatnich dla EPC (znane dodatnie prébki sq oczekiwane jako dodatnie tylko dla mikroorganizméw
obecnych w prébce). ENC, ktéra daje dodatni wynik testu, wskazuje na zdarzenie skazenia lub
nieprawidtowe postepowanie z prébkq. EPC, ktéra daje ujemny wynik testu, wskazuje na problem
z postepowaniem/przygotowaniem prébki. Nalezy przeanalizowad technike obstugi/przygotowania prébki.

W przypadku niepowodzenia kontroli zewnetrznej nalezy powtérzyc test.

W przypadku dalszego uzyskiwania niejednoznacznego wyniku, zalecane jest ponowne zapoznanie sie
z instrukcjg uzytkowania iprzeanalizowanie stosowanego przez uzytkownika procesu izolacji w celu
zweryfikowania prawidtowosci wykonywania kazdego etapu PCR oraz sprawdzenia parametréw. Nalezy

réwniez sprawdzié, czy uzyskano esowaty ksztatt krzywej oraz natezenie fluorescenciji.

Wyniki testu powinien ocenia¢ cztonek fachowego personelu medycznego w kontekscie wywiadu

medycznego, klinicznych objawdw przedmiotowych, oraz innych testéw diagnostycznych.

10. Ograniczenia testu

e Woyniki testu powinien oceniaé cztonek fachowego personelu medycznego w kontekscie wywiadu
medycznego, klinicznych objawdw przedmiotowych , oraz innych testéw diagnostycznych.

e Chociaz ten test mozna stosowad przy innych rodzajach prébek, zweryfikowano go wytgcznie w
odniesieniu do wymazdéw ze zmian skérnych z okolic odbytu i narzqddéw ptciowych oraz jamy ustne;j.

e Aby zapewnié¢ dobrg wydajnosé testu, liofilizowany produkt powinien znajdowad sie na spodzie
probdwki, a nie przylegaé do gdrnej powierzchni probdwki ani do foliowego zamkniecia. Delikatnie
stukng¢ kazdq probdwkq o twardg powierzchnie, aby upewnic sie, ze produkt znajduje sie na spodzie
probdéwki.

e Jesli nie ma elementu do wykrycia, w pustych kanatach BD MAX™ System moze wystqgpic¢ zjawisko
sygnatu krzyzowego (cross-talk), dlatego podczas interpretacji wynikéw nalezy wybierad tylko te
kanaty, w ktérych odbywa sie amplifikacja. W przypadku wszelkich pytan nalezy kontaktowac sie z
viasuresupport@certest.es.

e Jakos$d testu zalezy od jakosci prébki; konieczna jest prawidtowa ekstrakcja z prébek klinicznych.

e Jest to test jakosciowy i nie zapewnia on wartosci ilosciowych ani nie wskazuje liczby obecnych
drobnoustrojéw. Nie jest mozliwe skorelowanie wartosci Ct uzyskanych metodg PCR ze stezeniem
probki, poniewaz zalezg one od uzytego termocyklera i samego cyklu.

e Mozliwe jest wykrycie niezwykle niskich pozioméw sekwencji docelowych ponizej granicy wykrywania,

ale wyniki mogq nie by¢ powtarzalne.

22



IU0-444222pl0725.00T0O0

Nalezy zwrdéci¢ uwage na zamierzony zakres pomiarowy testu, poniewaz prébki o stezeniach powyzej
lub ponizej tego zakresu mogg dawad btedne wyniki.

Istnieje mozliwosé uzyskania fatszywie dodatnich wynikéw z powodu skazenia krzyzowego przez
wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i/lub bakterii T. pallidum prébki zawierajgce wysokie stezenia docelowego
DNA lub skazenia spowodowanego produktami PCR z poprzednich reakgji.

Stosowane w tescie VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System
kombinacje swoistych primeréw i sond do wykrywania genu ULI kodujgcego glikoproteine L w
przypadku wirusa HSV-1, genu US4 kodujgcego glikoproteine G w przypadku wirusa HSV-2 i genu 16S
rRNA bakterii 7. pallidum nie wykazujq istotnych ztozonych homologii z ludzkim genomem, ludzkqg
mikroflorg ani innymi mikroorganizmami, co mogtoby prowadzi¢ do przewidywalnych wynikéw
fatszywie dodatnich.

Wyniki fatszywie ujemne mogq by¢ skutkiem kilku czynnikéw i ich kombinacji, w tym:

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

o nieprawidtowych procedur przetwarzania (w tym ekstrakcji DNA),

o uleganiu degradacji DNA podczas transportu/przechowywania i/lub przetwarzania prébki.

o mutacji lub polimorfizmdéw w regionach wigzania primera lub sondy, ktére mogg wptywad na
wykrywanie nowych lub nieznanych szczepdw wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i/lub bakterii 7.
pallidum,

o miana drobnoustrojéw w prébce ponizej granicy wykrywania testu,

o obecnosci inhibitorow reakcji gPCR albo innych typdw substancji interferujgcych. Nie oceniano
wptywu szczepionek, niektérych lekow przeciwwirusowych, antybiotykdw,
chemioterapeutykdéw czy immunosupresantéw, ani lekdw przeciwgrzybiczych stosowanych
w celu zapobiegania zakazeniu lub stosowanych w trakcie leczenia zakazenia.

o Wptyw substancji zakidcajgcych zostat oceniony wytgcznie w przypadku tych wskazanych w
punkcie 12.5.1 (,Badanie substancji zaktécajgcych”) niniejszej instrukcji uzytkowania. Prosimy
0 zapoznanie sie z tym rozdziatem w celu sprawdzenia najczestszych substancji endogennych
i egzogennych, ktdére indukujg catkowite lub czesciowe zaktdcenie reakcji gPCR. Inne substancje
nie wymienione w tej czesci mogq prowadzi¢ do btednych wynikdéw.

o nieprzestrzegania instrukcji uzytkowania i procedury przeprowadzania testu.

Wynik dodatni testu nie musi koniecznie oznaczaé obecnosci zywych mikroorganizmow i nie sugeruje,
ze te mikroorganizmy sq zakaZne czy tez sq przyczyng objawdw klinicznych. Jednakze wynik dodatni
wskazuje na obecnosé sekwencji docelowych wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i/lub bakterii T. pallidum.

Wyniki ujemne nie wykluczajg obecnosci w prébce klinicznej DNA wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i/lub
bakterii T. pallidum i nie nalezy ich uzywa¢ jako jedynej podstawy podejmowania decyzji dotyczgcych
leczenia lub innego postepowania z pacjentem. Nie okreslono optymalnych rodzajéw prébek ani czasu

wystepowania maksymalnych stezen drobnoustrojdw w trakcie zakazern wywotywanych przez wirus
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HSV-1, wirus HSV-2 i/lub bakterie T. pallidum. Do wykrycia czynnika patogennego moze by¢ konieczne
pobranie wielu prébek (rézne rodzaje i punkty czasowe) od tego samego pacjenta.

e Jesli badania diagnostyczne pod kgtem innych chordb przenoszonych drogq ptciowq sq ujemne, a
obserwacje kliniczne, wywiad pacjenta i informacje epidemiologiczne sugerujg mozliwos¢ zakazenia
wirusem HSV-1, wirusem HSV-2 i/lub bakterig T. pallidum , wéwczas nalezy wzig¢ pod uwage
mozliwosé wyniku fatszywie ujemnego i rozwazy¢ ponowne wykonanie badania u pacjenta.

e Wartosci fluorescencji mogq sie rézni¢ z powodu wielu czynnikdw, takich jak: sprzet do PCR (nawet ten
sam model), system ekstrakcji, rodzaj prébki, poprzednie przetwarzanie prébki itp.

e Wartosci predykcyjne dodatnie i ujemne sq wysoce zalezne od czestosci wystepowania we wszystkich
testach diagnostycznych in vitro. Skutecznos¢ dziatania testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema
pallidum Assay for BD MAX™ System moze sie rézni¢ w zaleznosci od czestosci wystepowania zakazen
i populacji, u ktérej wykonuje sie test.

e W przypadku uzyskania wynikdéw nierozstrzygajgcych, nieokreslonych lub niepetnych przy uzyciu testu
VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System wymagane bedzie
powtdrzenie testu. Wyniki nierozstrzygajgce mogqg byc¢ skutkiem obecnosci inhibitoréw w prébce lub
niewtasciwej rehydratacji w probdwce z liofilizowang mieszaning reakcyjng. W razie awarii urzqdzenia

uzyskuje sie wyniki nieokreslone lub niepetne.

11.Kontrola jakosci

Test VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System zawiera endogenng
kontrole wewnetrzng (EIC) w kazdej probdwce reakcyjnej, co potwierdza prawidtowe wykonanie stosowanej
techniki. Ponadto zastosowanie kontroli zewnetrznych (EPC i ENC) umozliwia potwierdzenie skutecznosci
dziatania testu. Kontrole zewnetrzne nie sq wykorzystywane przez system BD MAX™ System do interpretacji
wynikow, lecz sq traktowane jako prébka. Zewnetrzna kontrola dodatnia (EPC) stuzy do monitorowania
ewentualnej awarii odczynnikéw testowych, natomiast zewnetrzna kontrola ujemna (ENC) stuzy do

wykrywania skazenia srodowiska lub odczynnikéw przez docelowe kwasy nukleinowe.
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12. Charakterystyki skutecznosci analitycznej

12.1. Liniowos¢ analityczna

Liniowos¢ testu zostata okreslona i potwierdzona poprzez testowanie serii dziesieciokrotnych rozcierczen
sztucznej macierzy zmian skérnych* (Artificial Matrix for Cutaneous Lesion, Biochemazone BZ394)
zawierdjqcej znane stezenie (w zakresie od 2E+07 do 2E+01 kopii/ul) swoistego i syntetycznego DNA wirusa
HSV-1, wirusa HSV-2 i bakterii 7. pallidum. Ponizej przedstawiono przyktad wykresu amplifikacji uzyskanego
Z uzyciem testu.

Rysunek 2. Rozciericzenia seryjne w przypadku cyklu wzorca wirusa HSV-1 (od 2E+07 do 2E+01 kopii/ul) w systemie BD MAX™ System
(kanat 475/520 (FAM)).

1500 ——
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Rysunek 3. Rozciericzenia seryjne w przypadku cyklu wzorca wirusa HSV-2 (od 2E+07 do 2E+01 kopii/ul) w systemie BD MAX™ System
(kanat 530/565 (HEX)).

2000 . -
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4 Ze wzgledu na ograniczong dostepnoé¢ wymazéw ze zmian skérnych z okolic odbytu i narzgdéw ptciowych oraz jamy ustnej
przeprowadzono badanie réwnowaznosci naturalnej macierzy w poréwnaniu z macierzg sztuczng, aby potwierdzi¢ mozliwosc
stosowania sztucznej macierzy w testach walidacyjnych. W zwigzku z tym zaréwno naturalne, jok i sztuczne macierze zostaty
przetestowane i potwierdzone jako réwnowazne.
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Rysunek 4. Rozciericzenia seryjne w przypadku cyklu wzorca bakterii 7. pallidum (od 2E+07 do 2E+01 kopii/pl) w systemie BD MAX™
System (kanat 630/665 (Cyb5)).

12.2. Czutos¢ analityczna

Czutos¢ analityczna jest czesto nazywana granicg wykrywalnosci (LoD). W praktyce parametry LoD i granicy

wartosci tta (LoB) sq okreslane w ramach oceny czutosci analitycznej.
12.2.1. Granica wartosci tta (LoB)

Aby okresli¢ ,granice wartosci tta” (LoB), przeprowadzono test kontrolny bez wzorca, przy uzyciu trzech partii
testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System, i 24 replikatéw trzech
rodzajéw prébek: ujemnych naturalnych prébek zmian skérnych, sztucznej macierzy zmian skérnych i wody

bez zawartosci RNAzy/DNAzy.

Zweryfikowano brak obecnosci sygnatu w kanatach FAM, HEX i Cy5, a takze obecnos¢ sygnatu w przypadku
endogennej kontroli wewnetrznej (EIC) w kanale ROX w odniesieniu do ujemnej macierzy (naturalnej lub
symulowanej macierzy zmian skdérnych). Podsumowujgc, uzyskane wyniki potwierdzity, ze produkt nie

generuje nieswoistych amplifikacji w przypadku réznych testowanych macierzy.
12.2.2. Granica wykrywalnosci (LoD)

Granica wykrywalnosci (LoD) testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™
System zostata przeanalizowana z wykorzystaniem trzech partii naturalnych prébek zmian skérnych. Uzyto
nastepujgcych szczepdw referencyjnych: ludzki herpeswirus typu 1, szczep KOS (ATCC® VR-1493, nr ref.
FR-310 (IRR)), wirus opryszczki pospolitej (Herpes simplex) typu 2, szczep MS (nr ref. 0810006CF,
Zeptometrix) i bakteria 7reponema pallidum, szczep SS14 (University of Washington). Podsumowujqc, test
VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System wykazat w przypadku
naturalnych prébek zmian skérnych LoD na poziomie 2,52E+02 TCID50/ml w przypadku wirusa HSV-1,
6,30E+00 TCID50/ml w przypadku wirusa HSV-2 i 6,60E+03 komdrek/ml w przypadku bakterii T. pallidum, z

odsetkiem wynikéw dodatnich =95%.
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12.3. Zakres pomiarowy

Zakres pomiarowy testu okreslono, testujgc serie dziesieciokrotnych rozciericzeri zawierajgcych znane
stezenie swoistego DNA wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i bakterii 7. pallidum. Wyniki pozwolity potwierdzi¢
prawidtowq detekcje sekwencji docelowych w zakresie od 2E+07 do 2E+00 kopii/ul w przypadku
wykrywania wirusa HSV-1 i bakterii T. pallidum oraz w zakresie od 2E+07 do 2E-01 kopii/ul w przypadku

wykrywania wirusa HSV-2.

Podsumowujqc, zakres pomiarowy testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD
MAX™ System zostat pomyslnie okreslony, zapewniajgc uzyskiwanie rzetelnych, doktadnych i
powtarzalnych wynikéw w szerokich zakresach wiremii/bakteriemii, co potwierdza jego przydatnosé w

réznych scenariuszach diagnostyki kliniczne;j.

12.4. Doktadnos¢

12.4.1. Prawdziwos¢

Prawdziwosé wynikéw uzyskiwanych przy uzyciu testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum
Assay for BD MAX™ System oceniano w testach wymienionych ponizej materiatéw referencyjnych po ich

dodaniu do macierzy zmian skdrnych.

1. Fragmenty syntetycznego DNA

e Syntetyczny fragment DNA genu UL1 kodujgcego glikoproteine L w przypadku wirusa HSV-1:
HSV1.XPC, kanat FAM.

e Syntetyczny fragment DNA genu US4 kodujgcego glikoproteine G w przypadku wirusa HSV-2:
HSV2.XPC, kanat HEX.

e Syntetyczny fragment DNA w przypadku genu 16S rRNA bakterii 7. pallidum: TREXPC, kanat
Cyb.
Wszystkie fragmenty syntetycznego DNA zostaty wykryte prawidtowo w odpowiednim kanale.

2. American Type Culture Collection (ATCC®)

Referencja

Mikroorganizm Nazwa produktu Odmiana

zewnetrzna
VR-1493 \sg;:ilti)tzﬁilzpcuzii Human herpesvirus 1 Szczep KOS Wykryty
VR-260 \sg;:iﬁtzgﬁiicuzii Human Herpesvirus 1 Szczep HF Wykryty
VR-539 \é\i)i;:solci)ti?fcilzpcuzii Human Herpesvirus 1 Szczep Maclntyre Wykryty
VR-733 \é\gggsolci)ti?fcﬁ)cuzii Human Herpesvirus 1 Szczep F Wykryty
VR-3393 m;:iﬁtzﬁiicuzg Human Herpesvirus 2 Szczep G Wykryty
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VR-1779 \F/)\Q;:soﬁtzgﬁiicuzgl Human Herpesvirus 2 Szczep ATCC-2011-2 Wykryty
) . Quantitative Synthetic .
BAA-2642SD Treponema palfidum Treponema pallicum DNA NIE DOTYCZY Nie wykryto

Tabela 15. Materiat referencyjny z American Type Culture Collection (ATCC®).

Wszystkie szczepy z ATCC zostaty prawidtowo wykryte w odpowiednim kanale, a EIC wykazata amplifikacje
o wartosci Ct <40; nie dotyczyto to wytqcznie syntetycznego DNA bakterii 7reponema pallidum do badan
ilosciowych (kod ATCC BAA-2642SD). To syntetyczne DNA obejmuje fragmenty genu po/A, genu 23S, genu
165, flaA, genu biatka 47kDai bmp, jednak brak wykrycia przez test VIASURE Assay przy bardzo wysokim
stezeniu (do 4,70E+04 kopii/ul) sugeruje, ze w syntetycznym DNA z ATCC obszar wykrywanego elementu

nie jest uwzgledniony w genie 16S. W zwiqgzku z tym nie mozna go uzywac jako materiatu referencyjnego.

3. National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC)

SRS Mikroorganizm Nazwa produktu Odmiana
zewnetrzna
Wirus opryszczki 1st WHO IS for Herpes Simplex NIE
16/368 pospolitej typu 1 Virus type-1 (HSV-1) DOTYCZY Wykryty
Wirus opryszczki 1st WHO IS for Herpes Simplex NIE
17/122 pospolitej typu 2 Virus type-2 (HSV-2) DOTYCZY Wykryty

Tabela 16. Materiat referencyjny National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC).

Wszystkie szczepy z NIBSC zostaty prawidtowo wykryte w odpowiednim kanale, a EIC wykazata

amplifikacje o wartosci Ct <40.

4. Materiat kontrolny

Referencja

T Pochodzenie Mikroorganizm Nazwa produktu Odmiana Wynik

0810006CF | ZeptoMetrix m;iﬁ’tigyfyﬁ? Herpes Si”(’ﬁ'se\)/(_\z/;rus YPe2 | o zepMs | Wykryty
MBC109 Vircell S.L. Treponema pallidum gxg_ll_lljRJJ '\'/\Il CSJARE:POON'\_IFI;%AL NIE DOTYCZY | Woykryty
somczy | e | Treponemopatiaam | Hees Teponeme | S oy
D O'I’\'I\I(ECZY \l;l\;](il\;iriiigt;{oo: Treponema pallidum Heat- kill;(j//;;%?onema Szczep SS14 Wykryty

Tabela 17. Materiat kontrolny dla wirusa HSV-2 i bakterii 7. pallidum z Vircell S.L, ZeptoMetrix i University of Washington.

Wszystkie szczepy i uzyty materiat referencyjny zostaty prawidtowo wykryte w odpowiednim kanale, a EIC

wykazata amplifikacje o wartosci Ct <40.
12.4.2. Precyzja

Aby okresli¢ precyzje testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System,
przeprowadzono Testy wewngtrzseryjne  (powtarzalnosc), miedzyseryjne, miedzypartiowe i
miedzyprzyrzgdowe (odtwarzalnosé) z wykorzystaniem sztucznej macierzy zmian skérnych z dodatkiem

referencyjnych szczepdw ludzkiego herpeswirusa typu 1, szczep KOS (ATCC® VR-1493, nr ref. FR-310
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(IRR)), wirusa opryszczki pospolitej (Herpes simplex) typu 2, szczep MS (nr ref. 0810006CF (Zeptometrix)) i
bakterii Treponema pallidum, szczep SS14 (University of Washington).

Testy wewngtrzseryjne

Testy wewnatrzseryjne przeprowadzono poprzez analize szesciu replikatéw wszystkich probek w tej same;j

serii z uzyciem testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.

Podsumowanie wynikéw przedstawiono w ponizszej tabeli.

Wykrywany Kanat Rodzaj prébki | Ct () P CV%
element
3 x LoD 33,32 0,49 1,48
HSV-1 4(7FE,)A/\i)Az)O 5 x LoD 32,93 0.12 037
Kontrola ujemna | NEG | NIEDOTYCZY | NIEDOTYCZY
3x LoD 31,08 0,40 128
HSV-2 5(3H°§(6)5 5 x LoD 32,00 0,24 0,74
Kontrola ujemna | NEG | NIEDOTYCZY | NIEDOTYCZY
3 x LoD 30,42 0,15 0,48
585/630
EIC ROX) 5 x LoD 29,90 0,48 1,60
Kontrola ujemna | NEG | NIEDOTYCZY | NIEDOTYCZY
3 x LoD 34,17 0,55 161
Treponema 630/665
o v 5 x LoD 31,95 0,43 135
Kontrola ujemna | NEG | NIEDOTYCZY | NIEDOTYCZY

Tabela 18. Wyniki testéw wewnqtrzseryjnych w przypadku testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™
System. (Ct) = cykl progowy, (X) = érednia arytmetyczna wartoéé Ct, (6) = odchylenie standardowe, (CV%) = wspétczynnik zmiennodci,
NEG = ujemny, N/A = nie dotyczy.

Testy miedzyseryjne

Testy miedzyseryjne przeprowadzono poprzez wykonanie analizy czterech replikatéw réznych préobek w
trzech réznych dniach przez trzech réznych operatoréw z uzyciem testu VIASURE HSV-1, HSV-2 &

Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. Podsumowanie wynikéw przedstawiono w ponizszej

tabeli.
DSy Kanat Rodzaj prébki | Ct (%) ¢ CV%
element
3 x LoD 33,21 0,47 1,41
HSV-1 4(7F5A/\;r\)/12)0 5 x LoD 31,85 0,78 2,43
Kontrola ujemna | NEG NIE DOTYCZY | NIEDOTYCZY
3 x LoD 33,83 0,56 1,66
530/565
g 5x LoD 32,68 0,48 1,48
HSV-2 (HEX) X
Kontrola ujemna NEG NIE DOTYCZY | NIEDOTYCZY
3 x LoD 29,82 0,43 1,43
585/630
EIC (ROX) 5 x LoD 29,94 0,40 1,33
Kontrola ujemna | 29,78 0,46 1,54
630/665 3 x LoD 32,61 1,07 3,29
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Treponema (Cy5) 5x LoD 3186 1,24 3,88

pallidum Kontrola ujemna | NEG | NIEDOTYCZY | NIEDOTYCZY

Tabela 19. Wyniki testéw miedzyseryjnych w przypadku testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™
System. (Ct) = cykl progowy, (x) = érednia arytmetyczna warto$é Ct, (6) = odchylenie standardowe, (CV%) = wspétczynnik zmiennosci,
NEG = ujemny, N/A = nie dotyczy.

Testy miedzypartiowe

Wartosci z testéw miedzypartiowych okreslono na podstawie szesciu replikatéw réznych prébek z uzyciem
trzech partii testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.

Podsumowanie wynikéw przedstawiono w ponizszej tabeli.

DS Kanat Rodzaj prébki Ct (x) o CV%
element
3 x LoD 33,26 0,46 1,38
HSV-1 4(7F5A/i/|2)0 5 x LoD 33,29 0,33 1,00
Kontrola ujemna NEG NIE DOTYCZY | NIEDOTYCZY
3 x LoD 30,98 0,86 2,78
530/565
- 5 x LoD 32,70 0,58 1,79
HSV-2 (HEX) X
Kontrola ujemna NEG NIE DOTYCZY | NIEDOTYCZY
3 x LoD 30,04 0,57 1,89
585/630
EIC (ROX) 5 x LoD 30,26 0,56 1,86
Kontrola ujemna 29,97 0,69 2,31
3 x LoD 33,63 0,76 2,26
Treponema 630/665
pallicum (Cy5) 5 x LoD 32,24 0,55 1,69
Kontrola ujemna NEG NIE DOTYCZY | NIEDOTYCZY

Tabela 20. Wyniki miedzypartiowe w przypadku testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.
(Ct) = cykl progowy, (X) = $rednia arytmetyczna warto$¢ Ct, (o) = odchylenie standardowe, (CV%) = wspétczynnik zmiennosci, NEG =
ujemny, N/A = nie dotyczy.

Testy miedzyprzyrzgdowe

Wartosci z testdw miedzyprzyrzgdowych okreslono na podstawie czterech replikatéw tych samych prébek
uzytych do testéw wewngtrzseryjnych, miedzyseryjnych i miedzypartiowych przy uzyciu testu VIASURE
HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System i trzech réznych systeméw BD MAX™

System. Podsumowanie wynikéw przedstawiono w ponizszej tabeli.

Wét_%:;ny Kanat Rodzaj prébki | Ct (%) ¢ CV%

3 x LoD 33,71 0,52 1,54

HSV-1 4(7F5A/i/12)0 5x LoD 32,68 0,59 1,79
Kontrola ujemna | NEG NIE DOTYCZY | NIEDOTYCZY

3 x LoD 33,56 0,80 2,39

HSV-2 5(3|3/E 5)’35 5 x LoD 32,65 0,42 1,28
Kontrola ujemna | NEG NIE DOTYCZY | NIEDOTYCZY

EIC 585/630 3 x LoD 29,51 0,77 2,59
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(ROX) 5x LoD 29,23 0,39 133
Kontrola ujemna | 29,98 0,52 1,75
3 x LoD 32,28 0,62 1,93

Treponema 630/665
pallicum (Cy5) 5 x LoD 31,19 0,40 1,29

Kontrola ujemna | NEG NIE DOTYCZY | NIEDOTYCZY

Tabela 21. Wyniki miedzyprzyrzqgdowe w przypadku testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.
(Ct) = cykl progowy, (X) = $rednia arytmetyczna wartoé¢ Ct, (o) = odchylenie standardowe, (CV%) = wspétczynnik zmiennosci, NEG =
ujemny, N/A = nie dotyczy.

Podsumowujqgc, badanie precyzji potwierdzito rzetelnosc i spdjnosé dziatania testu VIASURE HSV-1, HSV-2
& Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.

12.4.3. Doktadnosé

Eksperyment dotyczqcy doktadnosci przeprowadzono poprzez analize paneli z programéw zewnetrznej
oceny jakosci (EQA). Analizom poddawano prébki zawierajgce wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 lub bakterie 7.
pallidum oprécz innych mikroorganizméw niebedgcych wykrywanym elementem. Wszystkie wyniki testéw
przedstawione w tabeli ponizej poréwnano z raportami koricowymi dostarczonymi przez podmioty

odpowiedzialne za programy EQA.

Wykrywany element ORA TP TN | FP | FN PPA NPA
HSV-1 1(0,51-1) 4 30 0 0 1(0,40-1) 1(0,88-1)
HSV-2 1 (0,90-1) 12 22 0 0 1(0,74-1) 1(0,85-1)

Treponema pallidum 0’93 é%)s 5 7 26 0 1 0,88 (0,47-0,99) 1(0,87-1)

Tabela 22. Wyniki dotyczqce doktadnosci testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. (ORA) =
zgodno$¢ ogdina, (TP) = wynik prawdziwie dodatni, (TN) = wynik prawdziwie ujemny, (FP) = wynik fatszywie dodatni, (FN) = wynik
fatszywie ujemny, (PPA) = odsetek zgodnosci wynikéw dodatnich, (NPA) = odsetek zgodnosci wynikéw ujemnych.

Podsumowujqgc, test VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System zapewnia
wysokq doktadnosé w wykrywaniu DNA wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i bakterii 7. pallidum z doskonatymi
parametrami NPA i PPA w przypadku wszystkich badanych szczepdéw.

12.5. Swoistos¢ i reaktywnos¢ analityczna

Ocene swoistosci i reaktywnosci analitycznej testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay
for BD MAX™ System przeprowadzono /n silico oraz eksperymentalnie przy uzyciu réznych materiatéw
wyjsciowych, takich jak certyfikowane szczepy referencyjne, certyfikowane referencyjne RNA/DNA oraz

materiat z programéw EQA.
12.5.1. Swoistos¢ analityczna

Swoistos¢ analityczna to zdolnosd testu do detekcji zamierzonego wykrywanego elementu. Nalezy braé pod

uwage cztery sktadniki specyficznosci analitycznej: reaktywnosé krzyzowq, wspétzakazenie, zaktécanie
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przez czynniki mikrobiologiczne i zaktécanie przez substancje. Gdy w prdébce pacjenta obecne sq
mikroorganizmy spokrewnione genetycznie, moze wystqgpic¢ reaktywnosé krzyzowa, a jesli obecnos¢ tych
mikroorganizmdéw zmieni wykrywanie mikroorganizmdéw bedqcych przedmiotem wykrywania, dochodzi do
zaktécania wynikéw testu przez czynniki mikrobiologiczne. Podobnie badanie w warunkach wspétzakazenia
ma na celu ocene, czy bedgce wykrywanym elementem mikroorganizmy obecne w réznych stezeniach w tej
samej préobce mogtyby zmieni¢ wykrywanie miedzy nimi. Wreszcie jesli wystepowanie okreslonych
substancji potencjalnie obecnych w macierzy probki wptywa na dziatanie testu gPCR, moze dochodzi¢ do

zaktécania oznaczen przez substancje.

Analiza reaktywnosci krzyzowe] in silico

Reaktywnosé krzyzowq oceniano przy uzyciu sekwengcji referencyjnych czynnikédw chorobotwdérczych z bazy

danych NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) oraz narzedziami do wyszukiwania
podobienstwa takimi jak wewnetrzne oprogramowanie do analizy bioinformatycznej BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

W przedstawionych wynikach uwzgledniono wytqcznie sekwencje o procentowym stopniu homologicznosci
powyzej 80%. Uznano, ze mato prawdopodobne jest wykrycie podobnych sekwencji o procentowym stopniu

podobienstwa mniejszym niz 80% homologicznosci.

Treponema pallidum

Wszystkie analizowane sekwencje wykazywaty homologicznosé ponizej 80% w przypadku zestawu

primerdéw i sond 7. pallidum.

Analiza reaktywnosci krzyzowej in silico wykazata 100-procentowqg homologicznos¢ z bakterig 7Treponema
paraluiscuniculi (identyfikator taksonomiczny: 53435 i 545766). Jednak zgodnie z wyszukiwaniem w bazie
danych NCBI sekwencje te okazaty sie by¢ synonimami heterotypowymi (inaczej: taksonomicznymi) i réwniez

odpowiadajg 7reponema pallidum.

W zwigzku z tym Zzadna z analizowanych sekwencji, w tym te wykazujgce homologiczno$é powyzej 80%,

nie mogtaby wptywac na prawidtowe wykrywanie bakterii 7reponema pallidum.

Ludzki herpeswirus alfa typu 1

Wszystkie analizowane sekwencje wykazywaly homologicznosé ponizej 80% w przypadku zestawu

primeréw i sond HSV-1.

Analiza reaktywnosci krzyzowej in silico wykazata 98,33% homologicznosci z szympansim herpeswirusem
alfa typu 1, szczep 105640 (identyfikator taksonomiczny: 332937). Nosicielem tego szczepu herpeswirusa

alfa jest szympans (Pan troglodytes). Herpeswirusy sq wysoce swoiste dla nosiciela i wraz z nim podlegajg
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synchronicznej ewolucji. Wirus ten nie zostat zidentyfikowany u ludzi i obecnie nie uwaza sie go za wirusa

zoonotycznego, wiec nie wptywa na wykrywanie wirusa HSV-1.

W zwiqgzku z tym zadna z analizowanych sekwenc]ji, w tym te wykazujgce homologiczno$é powyzej 80%,

nie mogtaby wplywad na prawidtowe wykrywanie wirusa HSV-1.

Ludzki herpeswirus alfa typu 2

Wszystkie analizowane sekwencje wykazywaty homologicznosé ponizej 80% w przypadku zestawu

primerdw i sond HSV-2.

Podsumowujqgc, struktury wykrywanych elementdw w postaci wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i bakterii 7.
pallidumw tescie VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System nie powinny
powodowad uzyskiwania wynikéow fatszywie dodatnich w przypadku wykrywania bakterii 7reponema
pallidum, ludzkiego herpeswirusa alfa typu 1 i ludzkiego herpeswirusa alfa typu 2 w obecnosci innych

organizmaéw.

Swoistos¢ analityczna badania eksperymentalne

Reaktywnos$¢ krzyzowa badania eksperymentalne

Reaktywnosé krzyzowq testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System
potwierdzono, testujgc panel réznych mikroorganizmdéw zwigzanych z objawami zakazer przenoszonych
drogg ptciowq lub mikroorganizméw istotnych pod wzgledem srodowiskowym i filogenetycznym. W miare
mozliwosci i dostepnosci danych dotyczgcych stezenia zaktécajgce mikroorganizmy oceniano w istotnych
klinicznie stezeniach (zwykle od 1E+05 do 1E+06 CFU/ml (jednostki tworzgce kolonie)/ml w przypadku
bakterii/grzybdéw i od 1E+04 do 1E+05 PFU/mI (jednostki tworzgce tysinke)/ml w przypadku wiruséw). Nie
wykryto reaktywnosci krzyzowej w odniesieniu do zadnego z ponizszych przebadanych mikroorganizmdéw,

z wyjgtkiem mikroorganizmdéw stanowigcych wykrywany element.

Badanie reaktywnosci krzyzowej

Acinetobacter baumannii 5377 Haemophilus influenzae, szczep L- Listeria monocytogenes,
[NCDC KC 755] ) 378 ) serotyp 4b )
Aspergillus fumigatus Fresenius Wirus zapalenia waqtroby typu A . .
1863 CECT 2071 - HM175/18f - Wirus matpiej ospy -
A bi . Herpes Simplex Virus type-1 1st Mycoplasma genitalium, szczep
topobium vaginae - WHO IS for HSV-1 * M30 -
. .. Herpes Simplex Virus type-2 1st Mycoplasma hominis, szczep LBD-
Bacteroides fragilis - WHO IS for HSV-2 + 4 -
. . Wirus opryszczki pospolitej typu 2, Neisseria gonorhoeae, szczep
Candida albicans - szczep MS + NCTC 8375 [B 5025] -
. Ludzki herpeswirus typu 1, Neisseria meningitidis, szczep
Candlida glabrata - szczep HF + M2091 -
Candlida kruseilssatchenkia Ludzki herpeswirus tvou 1
orientalis Kudryavtsev 1960 CECT | - P ypu & +| Proteous mirabilis NCDC 2059-70 | -

1433 szczep F
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Badanie reaktywnosci krzyzowej

. L Ludzki herpeswirus typu 1, szczep Pseudomonas aeruginosa, szczep
Candid I - -
analaa parapsiosts KOS (ATCC-VR-1493) * RH 815
Candida tropicalis (Castellani) Ludzki herpeswirus typu 1, szczep Serratia marcescens
Berkhout 1923 CECT 1005 ) Maclntyre * subsp.marcescens B
. . Ludzki herpeswirus typu 2, szczep Staphylococccus aureus,
Chlamydia trachomatis, serotyp E | - ATCC-2011-2 * subsp.Aureus, szczep Seattle 1945 | ~
) .. Ludzki herpeswirus typu 2, Stenotrophomonas maltophilia,
Citrobacter freundii - szczep G + szczep 810-2 -
Enterobacter cloacae, ) Ludzki wirus brodawczaka 16 ) Treponema pa//'/o’um DNA Control, N
subsp.cloacae Vircell
Enterococcus faecalls, szczep - Ludzki wirus brodawczaka 18 - Trep onema p allidum, szczep +
typu CECT 8120 Nichols
Enterococcus faecium, fenotyp Klebsiella oxytoca, szczep MIT 10- ,
vanA, szczep CECT 5253 - 5743 - | Treponema pallidum, szczep SS14 | +
Epstein-Barr Virus 1st WHO IS Klebsiella pneumoniae, szczep Trichomonas vaginalis, QCMD
for Epstein-Barr Virus EBV ) UHKPC57 ) TV18S-01 )
Ureaplasma urealyticum, szczep T
Szczep typu Escherichia coli - Listeria innocua - 1 960 (CX8) [960, CIP 103755, NCTC | -
10177]

Gardnerella vaginalis 534 INCTC | _ Listeria ivanovii, subsp.londoniensis Wirus ospy wietrznej i potpasca,
10287] szczep Ellen

Listeria monocytogenes,

Haemophilus ducreyi, klasa | - serotyp 1/2 -

Tabela 23. Referencyjne patogenne mikroorganizmy uwzglednione w tescie reaktywnoéci krzyzowej. Wynik + lub — odnosi sie do wyniku
dodatniego lub ujemnego uzyskanego w réznych kanatach, w zaleznosci od wykrytego celu. W przypadku, gdy badany mikroorganizm
jest jednym z celdw wykrywanych przez wyréb, w odpowiadajgcym mu kanale uzyskuje sie wynik dodatni, a w pozostatych kanatach
uzyskuje sie wynik ujemny.

Podsumowujgc, wyniki testow reaktywnosci krzyzowej wskazujg na wysokq swoistos¢ testu VIASURE HSV-
1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System, co minimalizuje ryzyko uzyskiwania wynikéw
fatszywie dodatnich. Poniewaz nie zaobserwowano nieswoistych amplifikacji z innymi powigzanymi

mikroorganizmami, sugeruje to, ze wyrdb jest w stanie doktadnie rozréznia¢ wykrywane elementy.

Badanie wspétzakazenia

Przeprowadzono badanie w warunkach wspétzakazenia z wykorzystaniem ludzkiego herpeswirusa typu 1,
szczep KOS (ATCC® VR-1493, nr ref. FR-310 (IRR)), wirusa opryszczki pospolitej (Herpes Simplex) typu 2,
szczep MS (nr ref. 0810006CF (Zeptometrix)) i bakterii 7reponema pallidum, szczep SS14 (University of
Woashington) w réznych stezeniach w celu potwierdzenia, ze obecnos¢ ktéregokolwiek z nich, niezaleznie od
stezenia, nie zmienia wykrywalnosci miedzy nimi. Przeanalizowano trzy prébki ujemnej naturalnej macierzy
zmian skérnych z dodatkiem materiatu referencyjnego o niskim stezeniu (3 x LoD) w przypadku jednego z
wykrywanych elementéw i o bardzo wysokim stezeniu (zwykle od 1E+04 do 1E+05 jednostek/ml, jesli

mozliwe) w przypadku pozostatych wykrywanych elementdw.

Wyniki potwierdzajg, ze detekcja mikroorganizmoéw docelowych nie ulegta zmianie w warunkach
wspotzakazenia w przypadku analizy za pomocqg testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum
Assay for BD MAX™ System przy réznych stezeniach.
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Badanie zaktécajgcych czynnikéw mikrobiologicznych

Przeprowadzono badanie zaktécania mikrobiologicznego, aby przeanalizowad potencjalne czynniki
mikrobiologiczne moggce zaktécad dziatanie testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for
BD MAX™ System. Przetestowano panel réznego rodzaju mikroorganizmdéw istotnych klinicznie,
$rodowiskowo i filogenetycznie w obecnosci wykrywanych elementéw w postaci wirusa HSV-1, wirusa
HSV-2 i bakterii 7. pallidum z wykorzystaniem naturalnej macierzy zmian skérnych z dodatkiem ludzkiego
herpeswirusa typu 1, szczep KOS (ATCC® VR-1493, nr ref. FR-310 (IRR)), wirusa opryszczki pospolitej
(Herpes simplex) typu 2, szczep MS (nr ref. 0810006CF (Zeptometrix)) i bakterii 7reponema pallidum, szczep
SS14 (University of Washington). W miare mozliwosci oraz dostepnosci danych dotyczqcych stezenia
wirusy, bakterie i/lub grzyby oceniano w klinicznie istotnych stezeniach (zwykle od 1E+05 do 1E+06 CFU/mI
(jednostki tworzqgce kolonie)/ml w przypadku bakterii/grzybéw i od 1E+04 do 1E+05 PFU/ml (jednostki

tworzgce tysinke)/ml w przypadku wiruséw).

Jako kontrole testu uwzgledniono pozytywnqg kontrole macierzy (ang. Positive Matrix Control, PMC) i
negatywnq kontrole macierzy (ang. Negative Matrix Control, NMC). PMC odpowiada ujemnej macierzy bez
zadnego zaktdcajgcego czynnika mikrobiologicznego, ale z dodatkiem swoistych szczepdw stanowigcych
wykrywany element, natomiast NMC odpowiada ujemnej macierzy bez zadnego zakiécajgcego czynnika

mikrobiologicznego.

Nazwa mikroorganizmu Przz::;:%\;;one Wynik
PMC NIE DOTYCZY N.I.
NMC NIE DOTYCZY N.I.
Aspergillus fumigatus Niedostepne NI
Atopobium vaginae 4,52E+03 jtk/pl NI
Candida albicans 4,18E+03 jtk/pl N.I.
Candida glabrata 2,46E+03 jtk/ul N.I.
Candlida parapsilosis Niedostepne N.I.
Candida tropicalis 3,04E+04 kopie/ul N.I.
Chlamydlia trachomatis, serotyp E 3,20E+06 jtw/ml N.I.
Enterobacter cloacae 1,28E+03 jtk/pl N.I.
1st WHO IS for Epstein-Barr Virus EBV 5,00E+04 j.m./ul N.I.
Gardnerella vaginalis 594 [NCTC 10287] 4,40E+05 jtk/ml NI
Haemophilus ducreyi, klasa | 1,40E+02 kopie/ul N.I.
Haemophilus influenzae 1,20E+03 jtk/ul N.I.
Wirus wirusowego zapalenia wqtroby typu A 2,80E+03 TCID50/ul N.I.
Klebsiella oxytoca Niedostepne N.I.
Klebsiella pneumoniae Niedostepne N.I.
Listeria innocua Niedostepne N.I.
Listeria ivanovii, subsp.londoniensis Niedostepne NI
Listeria monocytogenes (CECT 4031) 2,90E+03 jtk/pl NI
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Listeria monocytogenes (CECT 935) 2,70E+03 jtk/ul N.I.
Mycoplasma hominis 4,40E+03 jtk/pl N.I.
Mycoplasma genitalium 3,80E+03 jtk/ul N.I.
Neisseria gonorhoeae 6,20E+03 jtk/ul N.I.
Neisseria meningitidis 5,70E+04 jtk/pl N.I.
Pseudomonas aeruginosa 4,90E+04 jtk/pl N.I.
Staphylococcus aureus 4,60E+04 jtk/pl N.I.
Stenotrophomonas maltophilia 9,20E+03 jtk/pl N.I.
Ureaplasma urealyticum 2,00E+04 jtk/pl N.I.
Acinetobacter baumannii 5377 [NCDC KC 8,10E+05 jtk/ml NI
755]
Bacteroides fragilis 3,40E+02 kopie/ul N.I.
Szczep typu Enterococcus faecalis 5,00E+05 jtk/ml NI
Enterococcus faecium, fenotyp vanA 3,50E+05 jtk/ml NI
Ludzki wirus brodawczaka 16 1,00E+03 j.m./pl N.I.
Ludzki wirus brodawczaka 18 1,00E+03 j.m./pl N.I.
Serratia marcescens 2,30E+05 jtk/ml N.I.
Wirus ospy wietrznej i pétpasca 7,26E+04 jtk/ml NI
Szczep typu Citrobacter freundlii 6,20E+02 jtk/ul NLI.
Szczep typu Escherichia coli 5,20E+02 jtk/pl N.I.
Proteus mirabilis 2,55E+01 jtk/pl N.I.
Wirus matpiej ospy 1,50E+03 kopii/ml NI

Tabela 24. Badanie zakiécajgcych czynnikéw mikrobiologicznych. N.I. = brak zaktécania, (PMC) = Positive Matrix Control, (NMC) =
Negative Matrix Control, (TCID50): dawka zakazna dla 50% hodowli tkankowej, (j.m.): jednostki miedzynarodowe, (jtk): jednostki
tworzqce kolonie, (kopie): kopie/kopii, (j.z.): jednostka zakaZna.

Podsumowujqgc, nie zaobserwowano zadnych zaktécerr w wykrywaniu docelowego kwasu nukleinowego

przez ktérykolwiek z badanych mikroorganizmdw.

Badanie substancji zaktécajgcych

Przeprowadzono badanie substancji zaktécajgcych, aby sprawdzi¢ potencjalny wptyw zaktécania dziatania
testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System przez substancje
endogenne i egzogenne. tgcznie 22 potencjalnie zaktécajgcych substancji dodano do ujemnej naturalnej
macierzy zmian skérnych wzbogaconej nastepujgcymi szczepami referencyjnymi: ludzki herpeswirus typu 1,
szczep KOS (ATCC® VR-1493, nr ref. FR-310 (IRR)), wirus opryszczki pospolitej (Herpes simplex) typu 2,
szczep MS (nr ref. 0810006CF, Zeptometrix) i bakteria Treponema pallidum, szczep SS14 (University of

Washington); analize wykonano z uzyciem szesciu replikatéw.

Jako kontrole testu uwzgledniono pozytywnqg kontrole macierzy (ang. Positive Matrix Control, PMC) i
negatywnq kontrole macierzy (ang. Negative Matrix Control, NMC). PMC odpowiada ujemnej macierzy bez

zadnej zaktdcajgcej substancji, ale z dodatkiem swoistych szczepdw stanowigcych docelowy element,
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natomiast NMC odpowiada ujemnej macierzy bez zadnej zakiécajgcej substancji i bez dodatku

mikroorganizmoéw / materiatu referencyjnego. Uzyskano nastepujgce wyniki:

Nazwa substancji Przetestowane stezenie Wynik

PMC NIE DOTYCZY N.I.
NMC NIE DOTYCZY N.I.
Acyklowir 6,60E-02 mg/ml N.I.
Albumina 1,00E+01 mg/ml N.I.
Krew petna 1,00E+00% (v/v) N.IL.
Leukocyty/monocyty 1,00E+06 komdrek/ml N.I.
Mucyna 2,50E+00 mg/ml N.I.
Clamiox (hydrokortyzon) 2,50E+00 mg/ml N.I.
Neosayomol (difenhydramina) 3,87E-02 mg/ml N.I.
Letibalm (balsam do ust) 2,50E+00 mg/ml N.I.
Kazeina 7,00E+00 mg/ml N.I.
Hemoal (benzokaina) 2,50E+00 mg/ml N.I.
Durex Frescor 5,00E+01 pl/ml N.I.

5,00E+01 pl/ml I

Olejek intymny Intim Oil firmy SOIVRE

1,25E+01 pl/ml N.I.
Liade 7,20E+00 mg/ml N.I.
Mocz kobiecy 1,00E+01% (v/v) N.I.
Mocz meski 1,00E+01% (v/v) N.I.
Kat 2,20E-01% (v/v) N.I.
Ptyn nasienny 5,00E+00% (v/v) N.I.
Halibut 2,50E+00 mg/ml N.I.
Krem Vagisil 7,50E-01 mg/ml N.I.
Skrobia kukurydziana 2,50E+00 mg/ml N.I.

2,64E+00% (v/Vv) I

6,60E-01% (v/v) I

Talquistina

3,30E-01% (v/v) I
1,70E-01% (v/v) N.I.
Tiokonazol 2,50E+00 mg/ml N.I.

Tabela 25. Substancje potencjalnie zaktécajgce. N.L.: brak zgtaszanych zaktécery/ |: wystepowanie zaktécen.

Z uzyciem testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System przebadano
réznego rodzaju potencjalnie zaktdcajgce substancje — zaréwno endogenne, jak i egzogenne. Dziatanie
zaktdcajgce zaobserwowano podczas testu olejku intymnego Intim Oil firmy SOIVRE w stezeniu 50 pl/ml i
kremu Talquistina w stezeniu 2,64% (v/v). Wykonywano rozcienczenia do momentu uzyskania stezenia, przy
ktérym nie zaobserwowano juz zaktécajgcego wptywu: 12,5 pl/ml w przypadku olejku intymnego Intim Oil
firmy SOIVRE i 0,17% (v/v) w przypadku kremu Talquistina. Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzié, ze przy

badanych stezeniach koricowych nie obserwuje sie zaktécen przez zadnqg z ocenianych substancji.
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12.5.2. Reaktywnos¢ analityczna

Reaktywnos¢ analityczng mozna zdefiniowad jako odsetek docelowych szczepdw drobnoustrojéw lub
probek DNA/RNA, ktére dajg prawidtowy wynik dodatni. Reaktywnos¢ analityczng badano in silico oraz

metodqg badan eksperymentalnych.

Analiza reaktywno$ci analitycznej in silico

Reaktywnosé analityczng testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System
oceniano przy uzyciu publicznie dostepnej bazy danych sekwencji nukleotydowych NCBI GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) oraz

wewnetrznego oprogramowania do analizy
bioinformatycznej, aby wykazaé, Zze badany wyrdb jest zdolny do prawidtowej detekcji gendw wykrywanych
elementéw. Analize in silico struktur primerédw i sondy przeprowadzono poprzez wyszukiwanie
podobienistwa wzgledem tgcznie 4941 analizowanych sekwencji (pobranych z bazy danych, z usunieciem
duplikatow) w przypadku bakterii 7. pallidum, 9779 w przypadku wirusa HSV-1 i 8689 w przypadku wirusa

HSV-2. Uzyskane wyniki przedstawiono w ponizszej tabeli:

Treponema pallidum

Dopasowane sekwencje: 607

G Bez Sekwencje z 2 VL
en o . | Zrozbieznoéciami ) ! Sekwencje bez 0 nieznanym
rozbieznosci ; potwierdzonym - -
- (mismatches) - wykrywania statusie
(mismatches) wykrywaniem .
wykrywania
165 rRNA 99,84% 0,16% 99,84% 0% 0,16%

Ludzki herpeswirus alfa typu 1

Dopasowane sekwencje: 513

Ludzki herpeswirus alfa typu 2

Dopasowane sekwencje: 549

Bez Sekwencje z SIS
Gen o . | Zrozbiezno$ciami - ! Sekwencje bez 0 nieznanym
rozbieznosci ; potwierdzonym - -
- (mismatches) - wykrywania statusie
(mismatches) wykrywaniem .
wykrywania
UL1 87,33% 12,67% 97,66% 0% 2,34%

Bez Sekwencje z S
Gen o . | Zrozbiezno$ciami - ! Sekwencje bez 0 nieznanym
rozbieznosci ; potwierdzonym - -
. (mismatches) . wykrywania statusie
(mismatches) wykrywaniem .
wykrywania
Us4 93,44% 6,56% 93,44% 0% 6,56%
Tabela 26. Ocena reaktywnosci analitycznej in silico ,Sekwencje podobne” = liczba sekwencji wyszukanych jako podobne bez

rozbieznosci lub z rozbieznosciami z catkowitej liczby sekwencji poddanych andlizie, ,sekwencje z potwierdzonym wykrywaniem” =
sekwencje bez rozbieznoéci lub przebadane metodq analiz mokrych z gwarantowanym wykrywaniem, ,sekwencje bez wykrywania” =
sekwencje poddane wczeéniejszej analizie in silico, w przypadku ktérych wykrywanie eksperymentalne nie moze by¢ zagwarantowane
z powodu wczesniejszych niepotwierdzajgcych tego dowodéw eksperymentalnych, ,,sekwencje o nieznanym statusie wykrywania” =
sekwencje poddane wczeéniejszej analizie in silico, w przypadku ktérych wykrywanie eksperymentalne nie moze by¢ zagwarantowane
z powodu braku dowoddw eksperymentalnych.
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Podsumowujgc, analiza inkluzyjnosci wykazata prawidtowe wykrywanie genéw 16S rRNA, UL1 i US4
odpowiednio w przypadku bakterii 7. pallidum, wirusa HSV-1 i wirusa HSV-2 za pomocqg testu VIASURE
HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.

Reaktywnos$é analityczna, badania eksperymentalne

Reaktywnos¢ analityczng testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System
w przypadku wirusa HSV-1 oceniano w odniesieniu do DNA ludzkiego herpeswirusa typu 1, szczep HF (kod
ATCC VR-260), ludzkiego herpeswirusa typu l, szczep Macintyre (kod ATCC VR-539), ludzkiego
herpeswirusa typu 1, szczep F (kod ATCC VR-733) i miedzynarodowego standardu Swiatowej Organizacji
Zdrowia 1st WHO IS for Herpes Simplex Virus type-1 (HSV-1) (NIBSC 16/368), uzyskujgc wyniki dodatnie.

Reaktywnosé analityczng testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System
w przypadku wirusa HSV-2 oceniano w odniesieniu do DNA ludzkiego herpeswirusa typu 2, szczep G (kod
ATCC VR-3393), ludzkiego herpeswirusa typu 2, szczep ATCC-2011-2 (kod ATCC VR-1779) i
miedzynarodowego standardu Swiatowej Organizacji Zdrowia 1st WHO IS for Herpes Simplex Virus type-2

(HSV-2) (NIBSC 17/122), uzyskujgc wyniki dodatnie.

Reaktywnosé analityczng testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System
w przypadku bakterii 7. pallidum oceniano w odniesieniu do DNA Treponema pallidum, szczep Nichols
(University of Washington) i DNA z kontroli 7reponema pallidum DNA Control (Vircell MBC109), uzyskujgc

wyniki dodatnie.
12.6. Spdjnosc¢ metrologiczna

Ten test nie jest przeznaczony do celéw pomiarowych.

13. Charakterystyki skutecznosci klinicznej

Skutecznos¢ kliniczng testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System
oceniano z uzyciem wymazow ze zmian skornych z okolic odbytu i narzqddéw ptciowych oraz jamy ustnej
pobieranych przez personel pielegniarski za pomocqg wymazdéwki Copan eSwab®. W celu pobrania prébek
jatowqg wymazdwke (FLOQSwab) umieszczano w dotgczone;j fiolce zawierajgcej 1 ml podtoza Copan’s Liquid

Amies Elution Swab. Uzyskano nastepujqce wyniki:
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Osrodek ‘ Rodzaj prébki Przeptyw pracy Wéim&ny
. Wymaz ze zmian HSV-1
Ce'rtest Blotec SL. . skérnych z okolic
(Saragossa, Hiszpania) we wspétpracy ze odbvty i narzadéw
1 szpitalem Hospital Universitario Miguel Servet {cioil ch orog'om BD MAX™ ExK™ TNA-3 kit HSV-2
(Saragossa, Hiszpania), z wykorzystaniem prébek P yustne' Jamy + BD MAX™ System
z banku materiatu biologicznego Biobanco del (Bodonjie T vollic
Sistema de Salud de Aragdn (BSSA) retrospektywne) - patiaum
Wymaz ze zmian HSV-1
skérnych z okolic HSV-2
Certest Biotec S.L. odbytu i narzqdéw ™ ™ i
2 | (Saragossa, Hiszpania) przy uzyciu prébek z firmy | ptciowych oraz jamy BD MAXT™ ExKT™ TNA-3 kit
- + BD MAX™ System
Cerba Xpert ustnej T. pallicum
(Badanie
retrospektywne)

Tabela 27. Osrodek, rodzaj prébki, przeptyw pracy i wykrywany element.

Obliczono w przypadku testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System
wartosci prawdziwie dodatnie i ujemne, wartosci fatszywie dodatnie i ujemne, wartosci predykcyjne wyniku
dodatniego (PPV), wartosci predykcyjne wyniku ujemnego (NPV) oraz wskazniki wiarygodnosci (LR). Wyniki
i analizy z réznych badan zostaty zestawione jako pojedyncza wartos¢ referencyjna ze wzgledu na to, iz oba
badania wykorzystywaty te samg metode referencyjng, ten sam rodzaj prébek oraz takie same kryteria

wiqgczenia/wytqczenia. Wyniki przedstawiono w ponizszej tabeli:

Wyki
Osrodek Test poréwnawczy :Ier:g;ny TP TN |FP | FN Czuto$¢ Swoistos¢ PPV NPV LR+ LR-
098 1 1 0,99 188,4 | 0,029
HSV-1 509 | 0| 1 ! 0,94- | (11,86- | (0,006-
©090-1) | (0.96-1) |(©093-1)| O 59) (2992) o p
Allplex™ Genital 098 1 1 0,99 190,2 0,03
1+2 Ulcer Assay HSV-2 49197 |0 | 1 ' (0,94- | (11,98-| (0,006—
(Seegene) (0.89-0.99) | (0.96-1) |(0.93-1) 0,99) | 3021) | 0,14)
098 1 1 0,99 | 206,36 | 0,036
7. pallidum 40106 0 | 1 - . _ (0,96- | (12,98-| (0,007-
(0,87-0,99) | (0,97-1) | (0,91-1) 0.99) 3280) | 0.173)

Tabela 28. Wartosci prawdziwie dodatnie (TP) i prawdziwie ujemne (TN), wartosci fatszywie dodatnie (FP) i fatszywie ujemne (FN),
czutosé, swoistosé, wartosci predykcyjne wyniku dodatniego (PPV), wartosci predykcyjne wyniku ujemnego (NPV) oraz wskaZniki
wiarygodnosci (LR) w przypadku testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.
Podsumowujgc, wyniki wykazujg wysokq zgodnos¢ w zakresie wykrywania wirusa HSV-1, wirusa HSV-2 i
bakterii 7. pallidum za pomocg testu VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™
System.
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Znaki towarowe

BD MAX™ jest zarejestrowanym znakiem handlowym firmy Becton, Dickinson and Company.
Zastrzezone prawa do modyfikacji. Wszelkie prawa zastrzezone. © Certest Biotec, S.L.

Wszelkie pozostate znaki towarowe, ktére mogg wystepowad w niniejszej ulotce dotgczanej do opakowania

stanowiq wtasnos¢ odpowiednich wiascicieli.

Certest Biotec, S.L.
u Pol. Industrial Rio Gdllego Il, Calle J, N° 1, 50840, San Mateo de Gdllego, Zaragoza (Hiszpania)
Tel. (+34) 976 520 354 | viasure@certest.es | www.certest.es

Informacje o sponsorze australijskim: Becton Dickinson Pty Ltd., 66 Waterloo Road.
Macquarie Park NSW 2113, Australia
Informacje o sponsorze nowozelandzkim: Becton Dickinson Limited, 14B George Bourke Drive.

Mt. Wellington Auckland 1060, Nowa Zelandia

42



IU0-444222pl0725.00T0O0

Kontrola zmian

Wersja nr Zmiany Data

Wersja oryginalna
00 Niniejsza wersja jest tumaczeniem oryginalnego dokumentu w | 27.7.2025r.
jezyku angielskim: IU0-444222en0725.00.

Tabela A 2. Tabela kontrolna zmian.

Wersja: 00
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