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PROIZVOD REFERENCA

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™

System 444224

Tablica Al. Referenca za proizvod koji e se koristiti sa sustavom BD MAX™ System.

EN To download IFUs in other languages, please visit certest.es/viasure/labeling. Once there, please follow the

instructions to access the language required. If you need additional information, please contact: viasure@certest.es.

BG 3a na nsternute nHCTpyKumuTe 30 ynotpeba (IFU) Ha opyru esuum, Mons, otuaete Ha certest.es/viasure/labeling.
Cnep ToBa cnepBalite MHCTPYKUUWUTE, 30 A4 MOJyYMTe JOCTbMN A0 Heobxogmmua Bu esnk. Ako umarte Hy>kaa oT

OOMb/THUTENHA VIHdJOpMGLI,I/Iﬂ, MOJ14, CBbPXKETE Ce Ci viasure@certest.es.

CS Chcete-li si stdhnout ndvody k pouziti (IFU) v jinych jazycich, prejdéte na strdnku certest.es/viasure/labeling. Jakmile
se tam dostanete, postupujte podle pokynl pro pfistup k poZadovanému jaozyku. Pokud potrebujete dalsi informace,

kontaktujte prosim: viasure@certest.es.

DA Hvis du vil downloade brugsanvisninger pd andre sprog, kan du ga til certest.es/viasure/labeling. Nér du er der, bedes
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 die 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 T'a MMy twv 08nyies xpriong (IFUs) oe dAeg yAwooes, petaBeite otn SiebBuvon certest.es/viasure/labeling. MoAs ptdoete
exel, axolovOnote TG 0dnyleg yia va amoktioete Tpocfacn otn yAwooa Tov xpetdleote. Eav ypeldleote mpoobeteg

TIAnpo@opleg, emkovwvnote Pe T Stevbuvon: viasure@certest.es.

ES Para descargar las Instrucciones de Uso (IFU) en otros idiomas, por favor, entre en certest.es/viasure/labeling. Una
vez esté dlli, siga las instrucciones para acceder al idioma que necesite. Si necesita informacién adicional, contacte:

viasure@certest.es.

FR Pour télécharger la notice d'utilisation (IFU) dans d'autres langues, consultez certest.es/viasure/labeling. Une fois sur
le site, suivez les instructions pour accéder & la langue de votre choix. 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.

HU A haszndlati utasitdsok (IFU-k) mds nyelveken torténd letdltéséhez kérjik, Idtogasson el a certest.es/viasure/labeling
weboldalra. Ha ott van, kdvesse az utasitdsokat a kivdnt nyelv eléréséhez. Ha tovdbbi informdcidra van sziiksége, kérjik,

forduljon a kdvetkezé cimre: viasure@certest.es.
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IT Per scaricare le istruzioni per I'uso (IFU) in altre lingue, vai su certest.es/viasure/labeling. Una volta che sei li, segui le
indicazioni per accedere alla lingua di cui hai bisogno. Se hai bisogno di ulteriori informazioni, contatta:

viasure@certest.es.

LT Norédami atsisiysti naudojimo instrukcijg kitomis kalbomis, apsilankykite adresu certest.es/viasure/labeling. Atidare
§j tinklalapj vykdykite rodomas instrukcijas, kol rasite reikiamg kalbg. Jei reikia daugiau informacijos, kreipkités adresu:

viasure@certest.es.

LV Lai lejupieladétu lietoSanas pamacibu citds valodads, 1Gdzu, apmeklégjiet vietni certest.es/viasure/labeling. Péc vietnes
lapas atvérdanas izpildiet noradijumus, lai pieklitu vajadzigajai valodai. Ja nepiecieSama papildu informacija, ladzu,

sazinieties ar: viasure@certest.es.

NB Hvis du vil laste ned en bruksanvisning (IFU) p@ et annet sprdk, kan du gé inn pd certest.es/viasure/labeling. Folg
instruksjonene pd nettsiden for & f& tilgang til det sprdket du ensker.. Hvis du trenger ytterligere informasjon, kan du

sende en e-post til: viasure@certest.es.

PT Para transferir instrugdes de utilizagdo (IFU) noutros idiomas europeus, aceda a certest.es/viasure/labeling. Uma vez
14, siga as instrucdes para acessar ao idioma que pretende. Se necessitar de informagdes adicionais, entre em contacto

connosco através do: viasure@certest.es.

RO Pentru a descdrca instructiunile IFU in alte limbi, vd rug&im sd accesati certest.es/viasure/labeling. Dupd ce ati accesat
site-ul, urmati instructiunile pentru a selectiona limba necesard. Pentru informatii suplimentare, contactati:

viasure@certest.es.

SV For att ladda ner bruksanvisningen pé andra sprdk, gé in pd certest.es/viasure/labeling och folj instruktionerna. Om

du behdver ytterligare information, kontakta: viasure@certest.es.

SK Ak si chcete stiahnut ndvody na pouzitie v inych jazykoch, prejdite na strdnku certest.es/viasure/labeling. Po otvorenf{
strdnky postupujte podla pokynov na pristup k poZadovanému jazyku. Ak potrebujete dalSie informdcie, obrdtte sa na:

viasure@certest.es.

FI Lataa suomenkielinen turvallisuusopas osoitteesta certest.es/viasure/labeling. Seuraa annettuja ohjeita. Mikdli tarvitset

lisatietoja, ota yhteyttd: viasure@certest.es.

Ako vaseg jezika nema na popisu, pogledajte certest.es/viasureflabeling . Ako vaseg jezika nema na web-mjestu,

obratite se na viasure@certest.es.

Napomena: Korisnik treba obavijestiti proizvodaca i nadleZno tijelo drzave clanice u kojoj ima sjediste kao korisnik i/ili

pacijent o svakom ozbiljnom incidentu povezanom s proizvodom.
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HRVATSKI

1. Namjena

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System je automatizirani
test gPCR osmisljen za kvalitativnu detekciju DNA iz bakterije Mycoplasma genitalium i specifi¢nih tockastih
mutacija (uzrokovanih zamjenama baza u 23S rRNA) povezanih s rezistencijom na makrolide u uzorcima
vaginalnih briseva i uzorcima urina muskaraca i zena kod pacijenata kod kojih zdravstveni djelatnik sumnja
na infekciju bakterijom M. genitalium. Predvideno je da se ovaj test koristi kao pomo¢ u dijagnosticiranju
infekcije bakterijom M. genitalium i detekciji potencijalne rezistencije na makrolide u kombinaciji s klini¢kim
znakovima i simptomima pacijenta i/ili s epidemioloskim faktorima rizika. Pozitivni rezultati ukazuju na
prisutnost ciljane nukleinske kiseline (NA), ali ne iskljuéuju prisutnost drugih NA patogena koje test ne
detektira. Negativni rezultati ne iskljucuju prisutnost ciljanih NA i ne smiju se koristiti kao jedini temelj za
odlucivanje o lijecenju ili pruzanju druge zdravstvene skrbi bolesniku. Test koristi sustav BD MAX™ System
za automatiziranu ekstrakciju DNA i naknadni gPCR, s prilozenim reagensima u kombinaciji s univerzalnim
reagensima i jednokratnim materijalom za sustav BD MAX™ System. DNA se ekstrahira iz uzoraka,
amplificira primjenom gPCR-a i detektira pomodu specifi¢nih pocetnica i fluorescentnih sondi s reporterskom

bojom za M. genitaliumi mutacije gena 235 rRNA povezane s rezistencijom na makrolide.

Proizvod je namijenjen koristenju od strane kvalificiranog i obucenog klini¢kog laboratorijskog osoblja koje je
posebno upudeno i educirano o tehnikama PCR-a u stvarnom vremenu i /n vitro dijagnostic¢kih postupaka
(ukljuéujuci edukaciju o instrumentu za PCR u stvarnom vremenu (termocikler) i sustavu za ekstrakciju

nukleinske kiseline).

2. SaZetak i objasnjenje

Spolno prenosive bolesti (SPB) velik su javnozdravstveni problem diljem svijeta, utjeCu na kvalitetu Zivota i

uzrokuju teski morbiditet i mortalitet.

Bakterija Mycoplasma genitalium (MG) Cest je uzrok negonokoknog uretritisa (NGU) i neklamidijskog
uretritisa u muskaraca te cervicitisa u zena, a prema izvjes¢ima povezana je s upalnom bolesti zdjelice,
neplodnoscu i prijevremenim porodajem (Baumann et al., 2018; Jensen et al., 2022; van der Schalk et al.,
2020). MG je organizam u obliku tikvice s blago zakrivljenom terminalnom organelom, koji moze izazvati
upalu urogenitalnog trakta prianjanjem na epitelne stanice domacdina, izazivanjem akutnih upalnih signala
putem visoko izrazenih senzora urodenog imuniteta (Gnanadurai & Fifer, 2020). Taj je mikroorganizam
spororastudi organizam za koji se zna da je najmanji prokariotski organizam sposoban za neovisnu
replikaciju, koji se tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a pojavio kao spolno prenosiv patogen zbog svoje

sposobnosti koloniziranja reproduktivnog trakta muskaraca i zena (Gnanadurai & Fifer, 2020; Jensen et al.,
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2022). Infekcija bakterijom MG tijekom trudnode povezana je s prijevremenim porodajem i moze igrati ulogu
u ranom gubitku trudnode i neonatalnim infekcijoma (Heavey, 2017). Moze koegzistirati s bakterijom
Chlamydia trachomatis i drugim spolno prenosivim infekcijama, Sto otezava odredivanje njezinih neovisnih

ucinaka (Heavey, 2017).

Makrolidi su klasa lijekova koji se koriste u lije¢enju i zbrinjavanju raznih bakterijskih infekcija, kao Sto su
pneumonija, sinusitis, faringitis, tonzilitis, nekomplicirane infekcije koze i upala srednjeg uha te infekcija
bakterijom Helicobacter pylori, ali se takoder Cesto koriste za lije¢enje spolno prenosivih bolesti kao Sto su
gonokokne i klamidijske infekcije (Patel & Hashmi, 2023). Mehanizam djelovanja sastoji se od vezanja na
bakterijsku 50S ribosomsku podjedinicu (blizu mjesta peptidil-transferaze (V regija)) ili na ostatke A2058 i
A2059 (Escherichia colinumeriranje) 23S rRNA, uzrokujudi prestanak sinteze bakterijskih proteina (van der

Schalk et al., 2020).

Rastudi problem rezistencije na makrolide ozbiljan je problem, s globalnim stopama rezistencije u rasponu od
30 % do 100 % (Gnanadurai & Fifer, 2020). Bakterije prvenstveno razvijaju rezistenciju na makrolide putem
dvaju mehanizama: polimorfizama jednog nukleotida (SNP) i metilacije rRNA. Medutim, buduci da MG nema
potrebne enzime za metilaciju, moze razviti rezistenciju samo putem modifikacije cilja putem SNP (van der
Schalk et al., 2020). Rezistencija Cesto proizlazi iz mutacije pojedinacne baze na polozaju A2058 ili A2059
(na temelju numeriranja Escherichia coli) u 23S rRNA, s minimalnim utjecajem na bakterijsku vitalnost,
omogucdujuci nastavak prijenosa (Gnanadurai & Fifer, 2020). Azitromicin je najéesée koristeni makrolid za
lijecenje infekcija bakterijom MG, iako se sada takoder preporucuju josamicin i pristinamicin (Gnanadurai &

Fifer, 2020; Jensen et al., 2022; van der Schalk et al., 2020).

Bakteriju MG je tesko uzgojiti u kulturi jer za rast zahtijeva tjedne do mjesece, Sto standardno testiranje
osjetljivosti Cini neprakti¢nim. lako je testiranje osjetljivosti na antibiotike koristenjem sojeva MG uzgojenih u
Vero stani¢nim kulturama dalo rezultate sli¢ne tradicionalnim metodama razrjedivanja u tekuc¢em hranjivom
mediju, taj pristup nije izvediv u primarnoj dijagnostici niti u vedini referentnih laboratorija (Gnanadurai &

Fifer, 2020).

Zbog odsutnosti stani¢ne stijenke, MG nije vidljiv Gramovim bojanjem genitalnih sekreta. Osim toga, seroloski
testovi temeljeni na antitijelima nepouzdani su zbog unakrsne reaktivnosti s drugim mikoplazmama,
ukljucujudi bakteriju Mycoplasma pneumoniae (Gnanadurai & Fifer, 2020). Medutim, testovi amplifikacije
nukleinske kiseline (NAAT), kao $to su landana reakcija polimeraze i amplifikacija posredovana
transkripcijom, omogucuju to¢no otkrivanje MG (Baumann et al., 2018; Heavey, 2017; Jensen et al., 2022).
NAAT se moze provoditi na nekoliko vrsta genitalnih uzoraka, ali ¢ini se da vaginalni brisevi za Zene i uzorci
prve jutarnje mokrace za muskarce omogucuju najbolje rezultate pri testiranju na MG (Heavey, 2017). Zbog
visoke stope rezistencije na antimikrobne lijekove preporucuje se provodenje istodobnog testiranja na

genotipsku rezistenciju kako bi se odredilo odgovarajuce lijeCenje (Gnanadurai & Fifer, 2020).
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3. Nacelo postupka

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System osmisljen je za
istodobnu kvalitativhu detekciju i diferencijaciju DNA iz bakterije Mycoplasma genitalium i specifi¢nih
genetskih markera povezanih s rezistencijom i osjetljivos¢u na makrolide u uzorcima vaginalnih briseva i
uzorcima urina muskaraca i Zzena. Nakon izolacije DNA, identifikacija M. genitalium i genetskih markera
rezistencije i osjetljivosti na makrolide provodi se amplifikacijom specificne regije gena adhezina MgPa
bakterije M. genitalium i gena 23S rRNA, Cije su specifitne tockaste mutacije povezane s rezistencijom i
osjetljivoséu na makrolide, koristenjem specifi¢nih pocetnica i fluorescentnih sondi. Predvidena populacija za
test obuhvada osobe sa znakovima ili sumnjom na spolno prenosivu bolest, spolne partnere osoba s
dijagnosticiranom infekcijom bakterijom M. genitalium i populacije visokog rizika kao $to su muskarci koji

imaju spolne odnose s muskarcima (MSM), osobe s HIV-om i pacijenti koji posjecuju klinike za spolno zdravlje.

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System temelji se na
aktivnosti 5’ egzonukleaze DNA polimeraze. Tijekom amplifikacije DNA taj enzim rascjepljuje sondu vezanu
za sekvencu komplementarne DNA, ¢ime se razdvaja supresorsku boju od reportera. Ta reakcija dovodi do
povecanja fluorescencijskog signala srazmjernog kolicini ciljnog predloska. Ta fluorescencija mjeri se na

sustavu BD MAX™ System.

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System sadrzi u svakoj
epruveti sve potrebne komponente za test PCR u stvarnom vremenu (specifi¢ne poletnice/sonde, dNTP-ove,
pufer i polimerazu) u stabiliziranom? formatu, kao i endogenu unutarnju kontrolu (EIC) (gen humane RNAse
A za pracenje integriteta uzorka, pracenje procesa ekstrakcije i/ili isklju¢ivanje inhibicije aktivnosti
polimeraze. Ljudski domacdinski geni ukljueni su u osnovno odrzavanje stanice te se stoga ocekuje da de biti

prisutni u svim ljudskim stanicama s jezgrom te odrzavati relativno stalne razine ekspresije.

Cilj ‘ Kanal Gen
Rezistencija na makrolide 475/520 (FAM) 23S rRNA
Osijetljivost na makrolide 530/565 (HEX) 235 rRNA
Mycoplasma genitalium 585/630 (ROX) Adhezin MgPa
Endogena unutarnja kontrola (EIC) 680/715 (Cy5h.5) RNAse P

Tablica 1. Cilj, kanal i geni.

! Imajte na umu da se pojmovi ,stabiliziran” i ,liofiliziran” koriste jednako i kao sinonimi u cijelom dokumentu.
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4. Reagensi koji se isporucuju

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System ukljucuje sljedece

materijale i reagense detaljno opisane u Tablici 2:

- Raspon
Reagens/materijal -
koncentracije
Lioprotektori i stabilizatori +6 g/100 mL*
Mycoplasma genitalium Nukleotidni trifosfat (ANTPs) +1 mM* ) 5 vredice sq 12
with Macrolide 1F folija L
Resistance reaction tube Podetnice i sonde 0,2 -1 nMol/pL* prozirnih epruveta
Enzimi 10 - 100 U/rxn*
MjeSavina fizioloSke otopine +13 mM 1 vredi 24
Rehydration Buffer tube 11 folija vreuco >
Pufer (TRIS, pH) +67 mM prozirme epruvete

Tablica 2. Reagensi i materijali koji se nalaze u VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System
s kat. br. 444224,
* Za komponentu u stabiliziranom formatu, raspon koncentracije znaci nakon rehidracije.

5. Reagensi i oprema koju mora pribaviti korisnik

Sljededi popis uklju¢uje materijale koji su potrebni za koristenje, ali nisu uklju¢eni u VIASURE Mycoplasma

genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

e Instrument za PCR u stvarnom vremenu: BD MAX™ System (Ref: 441916).
e BD MAX™ ExK™ TNA-3 (Ref:442827 ili 442828).

e BD MAX™ PCR Cartridges (Ref: 437519).

e Vortex.

e Mikropipete (precizne u rasponu od 2 do 1000 pL).

¢ Voda koja ne sadrzi nukleazu.

e Nastavci za filtar.

e Nenaprasene jednokratne rukavice.

Neobavezno:

¢ Vanjski kontrolni materijali mogu se koristiti kao dio postupka kontrole kvalitete rada testa. Komercijalno
dostupni kontrolni materijal i/ili uzorci prethodno okarakterizirani kao pozitivni ili negativni mogu se
koristiti kao vanjska pozitivna kontrola (EPC) ili vanjska negativna kontrola (ENC). Odabir i validiranje
EPC-a i ENC-a mora se obaviti u skladu s primjenjivim lokalnim, drzavnim i/ili saveznim propisima i
standardnim postupcima kontrole kvalitete laboratorija. Osim toga, prilikom koristenja komercijalno

dostupnog kontrolnog materijala, korisnik mora slijediti odgovarajuée upute za uporabu.
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6. Uvjeti transporta, skladistenja i koristenja

e Kompleti se mogu transportirati i Cuvati na temperaturi od 2 do 30°C do isteka roka valjanosti navedenog
na naljepnici kompleta.

e Izbjegavaijte vibracije tijekom transporta kako ne bi doslo do curenja tekudine.

e Nakon otvaranja aluminijskih vrecica koje sadrze reakcijske epruvete, proizvod se moze iskoristiti u roku

od 28 dana na temperaturi 2-30°C. Drzite bocicu podalje od svjetlosti.

Sljededa tablica prikazuje sazetak uvjeta za transport, skladistenje i koristenje kompleta u cjelini i svake

pojedine komponente:

Uvjeti tijekom
koristenja

Komponenta Uvijeti transporta Uvjeti skladistenja

Cijeli VIASURE Mycoplasma

* Pogledajte uvjete
genitalium with Macrolide Prije koristenja: 2-30°C tijekom roka N g /_V j
. L T tijekom koristenja za
Resistance Assay for BD MAX™ trajanja navedenog na naljepnici kompleta.
svaku komponentu.
System
v y ol th Prije koristenja: 2-30°C tijekom roka
m nitalium wi — 30 °C tij L Lo
yc'op as 'age an . 2-30 °C tijekom roka trajanja navedenog na naljepnici kompleta.
Macrolide Resistance reaction tube | trajanja navedenog na . . - Sobna temperatura.
. T Nakon otvaranja vredice sa silika-gelom: 2-
(1F folija) naljepnici kompleta.

30°C do 28 dana.

Prije koristenja: 2-30°C tijekom roka

. trajanja navedenog na naljepnici kompleta.
Rehydration Buffer tube . . I Sobna temperatura.
Nakon otvaranja vredice sa silika-gelom: 2-

30°C do 28 dana.

Tablica 3. SaZetak uvjeta za transport, skladistenje i koristenje VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for
BD MAX™ System i svake komponente.

7. Mjere opreza za korisnike

e Proizvod je namijenjen koristenju od strane kvalificiranog i educiranog klini¢kog laboratorijskog osoblja
koje je posebno educirano i osposobljeno za tehnike PCR-a u stvarnom vremenu i postupaka
dijagnostike /n vitro.

e Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

e Upute za uporabu proizvoda VIASURE i korisnic¢ki priru¢nik za BD MAX™ System moraju se pazljivo
procitati prije koristenja testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD
MAX™ System. Nemojte obavljati test dok ne shvatite informacije o postupcima, sigurnosnim mjerama
opreza i ograni¢enjima opisanima u njima.

o Nemojte koristiti reagense i/ili materijale kojima je istekao rok valjanosti.

¢ Nemojte koristiti komplet ako je potrgana naljepnica kojom je zatvorena vanjska kutija.

e Nemojte koristiti reagense ako je zastitna kutija otvorena ili oStecena po prispijecu.

¢ Nemojte koristiti reagense ako su zastitne vredice otvorene ili oStecene po prispijecu.

e Nemojte koristiti reagense ako desikant u vredicama s reagensima nije prisutan ili je ostecen.
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Nemoijte vaditi desikant iz vredica s reagensima.

Nemoijte koristiti reagense ako je folija potrgana ili ostedena.

Nemojte mijeSati reagense iz razlicitih vredica, kompleta i/ili serija.

Nakon svake upotrebe odmah zatvorite zastitne vredice s reagensima pomocdu patentnog zatvarada radi
zastite glavne smjese od sunceve svjetlosti. Prije zatvaranja istisnite viSak zraka iz vredica.

Zastitite reagense protiv vlage. Duze izlaganje vlazi moze utjecati na ucinkovitost proizvoda.

Kako ne bi doslo do ostec¢enja naljepnice, nemoijte koristiti proizvod u blizini otapala.

Izgled reakcije smjese u stabiliziranom formatu koji se obi¢no nalazi na dnu epruvete razlikuje se od
uobicajenog (bez stozastog oblika, inhomogeni, maniji/vedi i/ili bojom razli¢it od bjeli¢astog) ne mijenja
funkcionalnost testa.

Pazite da su reakcijska epruveta i epruveta s rehidracijskim puferom sigurno postavljene na svoje mjesto
prilikom postavljanja stalka BD MAX™ System.

U sludajevima gdje se drugi testovi PCR-om obavljaju u istom opéem prostoru laboratorija potreban je
oprez kako ne bi doslo do kontaminacije testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide
Resistance Assay for BD MAX™ System, kompleta za ekstrakciju BD MAX™ ExK™ TNA-3, ili bilo kojih
dodatnih reagensa potrebnih za testiranje i za BD MAX™ sustav. Svakako izbjegavajte kontaminaciju
reagensa s mikrobima i ribonukleazama (RNase)/deoksiribonukleazama (DNase). Preporucuje se
uporaba jednokratnih, sterilnih vrhova volumetrijskih pipeta ili otpornih na aerosol, bez Rnase/Dnase.
Koristite novi vrh sa svakim uzorkom. Rukavice se moraju promijeniti prije rukovanja reagensima i
patronama (BD MAX™ PCR Cartridge).

Radi sprijec¢avanja kontaminacije okruzenja amplikonima, nemojte odvajati PCR patronu BD MAX™
Cartridge nakon uporabe. Brtve na PCR patroni BD MAX™ Cartridge dizajnirane su za sprje¢avanje
kontaminacije.

Koristite jednosmjeran radni proces. Treba zapoceti u podrucju za ekstrakciju, a zatim predi u podrucje
za amplifikaciju i detekciju. Nemojte vradati uzorke, opremu i reagense u podrucje u kojem je obavljen
prethodni korak.

Pridrzavajte se dobre laboratorijske prakse. Nosite zastitnu odjedu, jednokratne rukavice, zastitne
naocale i masku. Nemoijte jesti, piti, pusiti niti nanositi kozmetic¢ke proizvode u radnom prostoru. Operite
ruke nakon sto zavrsite test. Izbjegavajte kontaminaciju i dodir s koZzom, odima i odje¢om.

Uzorci se moraju smatrati potencijalno zaraznima i/ili bioloski opasnima, a isto vrijedi za reagense i
materijale koji su bili izloZeni uzorcima i mora se njima rukovati u skladu s nacionalnim sigurnosnim
propisima. Poduzmite neophodne mjere opreza prilikom prikupljanja, transporta, pohrane, rukovanja i
odlaganja uzoraka u otpad.

Uzorcima i reagensima potrebno je rukovati u bioloskom zastitnom kabinetu. Koristite osobnu zastitnu
opremu (0OZ0) u skladu s vazedim smjernicama za rukovanje potencijalno zaraznim uzorcima. Zbrinite

otpad u skladu s lokalnim i drzavnim propisima.
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e Preporucuje se redovita dekontaminacija opreme koja se Cesto koristi, narocito mikropipeta i radnih
povrsina.

e U skladu s Uredbom (EZ) br. 1907/2006. (REACH), kompleti VIASURE Assays za BD MAX™ System ne
zahtijevaju sigurnosne listove materijala (Material Safety Data Sheets) zbog njihove klasifikacije kao
neopasni za zdravlje i okolis jer ne sadrze tvari i/ili smjese koje udovoljavaju kriterijima za razvrstavanje
opasnosti dostupne u Uredbi (EZ) br. 1272/2008. (CLP) ili koje su u koncentracijoma visim od vrijednosti
utvrdene u spomenutoj uredbi za njihovo prijavljivanje. Tvrtki Certest Biotec S.L. moze se podnijeti
zahtjev za izdavanje izjave kojom se potvrduje da nije potreban sigurnosni list (Safety Data Sheet).

e Pazite da je definicija programa testa za PCR na sustavu BD MAX™ System napravljena prema
uputama u odjeljku ,Protokol za PCR” (parametri ekstrakcije uzorka, prilagodeni crti¢ni kodovi, postavke
za PCR itd.).

e Posavjetujte se s Korisni¢kim priru¢nikom za sustav BD MAX™ System u vezi s dodatnim upozorenjima,
mjerama opreza i postupcima.

e Potvrda o andlizi nije prilozena uz ureddj, no moze se preuzeti s web-mjesta Certest Biotec S.L.

(www.certest.es) u slucaju potrebe.

8. Testni postupak

8.1. Prikupljanje, transport i pohrana uzoraka

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System testiran je na
uzorcima vaginalnih briseva koje je prikupio zdravstveni djelatnik koriStenjem Copan eSwab® (Liquid Amies
Elution Swab tvrtke Copan) i samostalno prikupljenim uzorcima prvog jutarnjeg mokraénog mlaza muskaraca

i zena u sterilnoj posudi za prikupljanje bez konzervansa. Drukdije vrste uzoraka mora validirati korisnik.

Prikupljanje, pohrana i transport uzoraka treba obavljati u uvjetima koje je validirao korisnik. Opéenito,
klinicke uzorke treba prikupiti i oznaditi na odgovarajudi nacin u Ciste spremnike s transportnim medijem ili
bez njega (ovisno o vrsti uzorka). Nakon prikupljanja, uzorke treba staviti u vrecicu s oznakom bioopasnosti
te ih treba transportirati i obraditi Sto je prije moguce da bi se zajamdila kvaliteta testa. Uzorci prikupljeni za
molekularno testiranje moraju se ¢uvati u kontroliranim uvjetima kako se nukleinske kiseline ne bi razgradile
tijekom skladistenja. Treba izbjegavati ponavljanje ciklusa smrzavanja i odmrzavanja kako bi se sprijecilo

propadanje uzorka i nukleinskih kiselina.

Klini¢ki uzorci moraju se prikupljati, transportirati i pohraniti u skladu s odgovarajuc¢im laboratorijskim

smjernicama i/ili priru¢nicima o pravilima laboratorija.

Interna studija stabilnosti uzoraka provedena je s VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide

Resistance Assay for BD MAX™ System koristedi negativnu matricu vaginalnog brisa prikupljenu u Copan
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eSwab®, matrice urina Zena i muskaraca s dodatkom referentnog soja osjetljivog na makrolide (Amplirun®
Total Macrolide Resistant MGE Control) u koncentraciji 3xLoD. Stabilnost je analizirana pomodu dva razlidita
testa: primarna stabilnost (25°C: 4 sata i 2 dana; 4°C: 1§ 2 dana; -20°C: 12 mjeseci) i ugnijezdena stabilnost.
Za test ugnijezdene stabilnosti, uzorci inkubirani na 25°C tijekom 4 sata i uzorci inkubirani na 4°C tijekom 1
dana analizirani su 3 dana nakon dodavanja u epruvetu za uzorak s puferom (sample buffer tube, SBT);
uzorci inkubirani na 25°C tijekom 2 dana i uzorci inkubirani na 4°C tijekom 2 dana analizirani su 7 dana nakon
dodavanja u SBT. Osim toga, uzorci su analizirani nakon prolaska kroz pet ciklusa zamrzavanja (na -80°C) i
odmrzavanja (na 25°C). Rezultati su pokazali dobru ulinkovitost pohranjenih uzoraka u svim testiranim

uvjetima, ispunjavajudi prvotno navedene kriterije prihvatljivosti.

8.2. Priprema uzoraka i ekstrakcija DNA

Pripremu uzorka obavite u skladu s preporukama iz uputa za uporabu kompleta za ekstrakciju koji koristite,

BD MAX™ ExK™ TNA-3.

1. Pipetom prenesite 400 pL vaginalnog brisa ili 750 pL uzorka urina u BD MAX™ ExK™ TNA-3 Sample
Buffer Tube epruvetu za uzorak s puferom te je zatvorite ¢epom s membranom. Izmijesajte uzorak

vrtlozenjem pri visokoj brzini tijekom 1 minute. Predite na rad s BD MAX™ System Operation.

Napomena: Pobrinite se da se vrtloZzenje obavi nekoliko minuta prije pokretanja postupka. Ako se ista
epruveta BD MAX™ ExK™ TNA-3 Sample Buffer Tube koristi za ponavljanje testa, preporucuje se ru¢no
protresti epruvetu nekoliko minuta prije pocetka testa kako bi se osiguralo pravilno homogeniziranje

uzorka.

Imajte na umu da korisnik treba razviti i validirati postupke pripreme ekstrakcije specifi¢ne za primjenu te da

neki drugi uzorci mogu zahtijevati prethodnu obradu.

8.3. Protokol za PCR

Napomena: Detaljne upute potrazite u Korisni¢ckom priru¢niku za sustav BD MAX™ System.

8.3.1. Kreiranje programa za test PCR-a za VIASURE Mycoplasma genitalium with
Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System

Napomena: Ako ste ved kreirali test za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay
for BD MAX™ System, mozete preskociti korak 8.3.1 i prijeci izravno na 8.3.2.

1) Na zaslonu ,,Run* (Pokreni) na sustavu BD MAX™ System odaberite karticu , Test Editor* (Uredivac

testa).

2) Kliknite na gumb ,Create” (Kreiraj).
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Na kartici ,Basic Information” (Osnovne informacije):

3) U polju ,Test Name* (Naziv testa) dajte ime svom testu, npr. VIASURE MGM.
Napomena: Naziv testa mora biti jedinstven i smije imati najvise dvadeset znakova.
4) S padajudeg izbornika ,Extraction Type* (Vrsta ekstrakcije) odaberite ,ExK TNA-3*,

5) S padajudeg izbornika ,Master Mix Format” (Oblik glavne smjese) odaberite , Type 5: Concentrated
Lyophilized MM with Rehydration Buffer* (Tip 5: Koncentrirani liofilizirani MM s puferom za

rehidraciju).

6) U polju ,Sample Extraction Parameters” (Parametri ekstrakcije uzorka) odaberite ,User Defined”

(Korisnicki definirani) i prilagodite vrijednosti sljedeéih parametara (Tablica 4).

Sample Extraction Parameters Value (units)
(Parametri ekstrakcije uzorka) (Vrijednost (jedinice))
Lysis Heat Time (Vrijeme toplinske lize) 15 (min)
Lysis Temperature (Temperatura lize) 55 (°C)
Sample Tip Height (Visina vrha za uzorak) 1600 (steps)

500 (pL) (protokol za uzorke urina)

Sample Volume (Volumen uzorka
o (v ) 425 (L) (protokol za uzorke vaginalnih briseva)

Wash Volume (Volumen ispiranja) 500 (pL)
Neutralization Volume (Volumen neutralizacije) n.a.
DNase Heat Time (Vrijeme zagrijavanja za Dnazu) n.a.

Tablica 4. Parametri ekstrakcije uzorka izvedene s BD MAX™ ExK™ TNA-3. n.a. = nije primjenjivo.

7) U polju ,Ct Calculation* (Ct izracun) odaberite ,Call Ct at Threshold Crossing” (Izra¢unaj Ct pri

prelasku granice) (odabrano prema zadanim postavkama).

8) Na radnom softveru verzije 5.00 ili viSe te sa snap-in epruvetama s crti¢nim kodom, u polju ,,Custom

Barcodes” (Prilagodeni crti¢ni kodovi) odaberite sljededu konfiguraciju:

a. ,Snap-In 2 Barcode* (Snap-In 2 crti¢ni kod): 1F (za Mycoplasma genitalium with Macrolide

Resistance reaction tube).

b. ,Snap-In 3 Barcode® (Snap-In 3 crti¢ni kod): 11 (u vezi epruvete Rehydration Buffer tube).

Na kartici ,PCR Settings” (Postavke za PCR):

9) U polje ,PCR settings" (Postavke za PCR) unesite sljedece parametre opisane u Tablici 5: ,Alias”
(Drugi naziv) (do sedam alfanumerickih znakova), ,PCR Gain* (Dobit PCR-a), ,Threshold (Prag), ,Ct
Min“ i ,Ct Max" (Ct Maks).
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Channel

(Kanal)

Alias

PCR Gain Threshold Ct Min Ct Max

(Drugi naziv) (Dobit PCR-q) (Granica) (Ct Min) (Ct Maks)

475/520 (FAM) Res 40 200 0 40
530/565 (HEX) Sen 40 200 0 40
585/630 (ROX) Mg 40 200 0 40
630/665 (Cyb5) - = = = =
680/715 (Cyb.5) EIC 60 200 0 35/40*

Tablica 5. Postavke za PC|

R.

Napomena: Preporutuje se postavljanje gore navedenih minimalnih grani¢nih vrijednosti za svaki kanal kao poéetnu tocku, ali

zavréne postavke mora odrediti krajnji korisnik tijekom tumadenja rezultata kako bi se osiguralo da granice spadaju u

eksponencijalnu fazu krivulja fluorescencije i iznad bilo kojeg pozadinskog signala. Grani¢na vrijednost razli¢itih instrumenata

moZe se razlikovati zbog razli¢itih intenziteta signala.

*Zbog varijabilnosti broja ljudskih stanica u uzorcima urina, grani¢na vrijednost za endogenu unutarnju kontrolu (EIC) postavljena

je na 35 za uzorke vaginalnih briseva i 40 za uzorke urina Zena i mugkaraca kako bi se osiguralo pravilno prikupljanje uzoraka.

10) U polje ,Color compensation* (Kompenzacija boje) unesite sljedece parametre (Tablica 6).

False Receiving Channel (Kanal s laZznim rezultatima)

Ukl 175520  530/565 | 585/630  630/665 680/715
(Kanal)
475/520

Excitation | 530/565 3,0 . 0,0 0,0 0,0

C 585/630 0,0 0,0 . . 0,0
(Kanal za
pobudivanje) | g30/665 0,0 0,0 0,0 0,0 -

680/715 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tablica 6. Parametri ,,

Color compensation* (Kompenzacija boje).

Na kartici ,Melt Settings*” (Postavke taljenja) nije potrebna nikakva radnja, ne primjenjuje se na ovaj proizvod.

Na kartici ,Test Steps* (Koraci testa):

11) Unesite naziv koraka (do dvadeset znakova) i postavite sljedece parametre za definiranje svakog

koraka protokola za PCR: ,Profile Type* (Vrsta profila), ,Cycles” (Ciklusi), ,Time* (Vrijeme) i

»Temperature” (Temperatura) te odaberite polje ,Detect” (Detekcija) za definiranje koraka detekcije

(Tablica 7). Kliknite na gumb ,,Add* (Dodaj) za dodavanje novog koraka i ponavljajte postupak dok

ne definirate sve potrebne korake.

Napomena: Polje , Type“ (Vrsta) mora biti prazno.
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Step name Profile Type | Cycles Time (s) Temperature Detect

(Naziv koraka) (Vrsta profila) | (Ciklusi) (Vrijeme (s)) (Temperatura) (Detekcija)

Initial denaturation

N . IN-denaturation Hold 1 120 95°C -
(Pocetna denaturacija)

Denaturation and
Annealing/Extension
(Data collection)
(Denaturacija i
sparivanje/produljenje 58 60°C v
(prikupljanje podatakay))

10 95°C -

Annealing/Extension | 2-Temperature 45

Tablica 7. Protokol za PCR.

Na kartici ,Result Logic" (Logika rezultata):

12) U polju , Target” (Cilj) imenujte svoj cilj: tj. Res (do sedam alfanumerickih znakova). Ponavljajte korake

12 - 15 za svaki cilj (tj. Sen ili Mg) slijededi tablice specifi¢ne za cilj koji se definira.

13) Kliknite na potvrdni okvir ,Analyze* (Analiziraj) za ukljudivanje Zeljenih valnih duljina (kanali za PCR)

u analizu ciljnog rezultata (Tablice 8 — 10).

Wavelength Alias Type Analyze
(Valna duljina) (Drugi naziv) (Vrsta) (Analiza)
475/520 Res PCR v
680/715 EIC PCR v

Tablica 8. Odabir kanala za PCR u kartici ,Result logic* (Logika rezultata) za cilj Res (rezistencija na makrolide).

Wavelength Alias Type Analyze
(Valna duljina) (Drugi naziv) (Vrsta) (Analiza)
530/565 Sen PCR v
680/715 EIC PCR v

Tablica 9. Odabir kanala za PCR u kartici ,Result logic* (Logika rezultata) za cilj Sen (osjetljivost na makrolide).

Wavelength Alias Type Analyze
(Valna duljina) (Drugi naziv) (Vrsta) (Analiza)
585/630 Mg PCR v
680/715 EIC PCR v

Tablica 10. Odabir kanala za PCR u kartici ,Result logic* (Logika rezultata) za cilj Mg (Mycoplasma genitalium).
14) Kliknite na gumb ,Edit Logic” (Uredi logiku).

15) U prozoru ,Edit Logic* (Uredi logiku) navedene su sve kombinacije vrsta rezultata. Za svaki redak u
padajuéem izborniku ,Result” (Rezultat) odaberite rezultat koji se prikazuje kada su ispunjeni uvjeti

u tom retku, slijededi Tablice 11 — 13 za uzorke vaginalnih briseva i Tablice 14 — 16 za uzorke urina.
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Protokol za uzorke vaginalnih briseva

Result Res EIC
(Rezultat) (475/520) (680/715)
POS Valid (Valjano) Valid (Valjano)
UNR Valid (Valjano) Invalid (Nevaljano)
NEG Invalid (Nevaljano) Valid (Valjano)
UNR Invalid (Nevaljano) | Invalid (Nevaljano)

Tablica 11. Popis kombinacija vrsta rezultata i logike rezultata za cilj Res (rezistencija na makrolide) u protokolu za uzorke
vaginalnih briseva. Dostupni rezultati su POS (Pozitivno), NEG (Negativno) i UNR (NerijeSeno).

Result Sen EIC
(Rezultat) (530/565) (680/715)
POS Valid (Valjano) Valid (Valjano)
UNR Valid (Valjano) Invalid (Nevaljano)
NEG Invalid (Nevaljano) | Valid (Valjano)
UNR Invalid (Nevaljano) | Invalid (Nevaljano)

Tablica 12. Popis kombinacija vrsta rezultata i logike rezultata za cilj Sen (osjetljivost na makrolide) u protokolu za uzorke
vaginalnih briseva. Dostupni rezultati su POS (Pozitivno), NEG (Negativno) i UNR (Nerije$eno).

Result Mg EIC
(Rezultat) (585/630) (680/715)
POS Valid (Valjano) Valid (Valjano)
UNR Valid (Valjano) Invalid (Nevaljano)
NEG Invalid (Nevaljano) |  Valid (Valjano)
UNR Invalid (Nevaljano) | Invalid (Nevaljano)

Tablica 13. Popis kombinacija vrsta rezultata i logike rezultata za cilj Mg (Mycoplasma genitalium) u protokolu za uzorke
vaginalnih briseva. Dostupni rezultati su POS (Pozitivno), NEG (Negativno) i UNR (Nerije$eno).

Protokol za uzorke urina

Result Res EIC
(Rezultat) (475/520) (680/715)
POS Valid (Valjano) Valid (Valjano)
POS Valid (Valjano) Invalid (Nevaljano)
NEG Invalid (Nevaljano) |  Valid (Valjano)
UNR Invalid (Nevaljano) | Invalid (Nevaljano)

Tablica 14. Popis kombinacija vrsta rezultata i logike rezultata za cilj Res (rezistencija na makrolide) u protokolu za uzorke
urina. Dostupni rezultati su POS (Pozitivno), NEG (Negativno) i UNR (NerijeSeno).

Result Sen EIC

(Rezultat) (530/565) (680/715)
POS Valid (Valjano) Valid (Valjano)
POS Valid (Valjano) Invalid (Nevaljano)
NEG Invalid (Nevaljano) |  Valid (Valjano)
UNR Invalid (Nevaljano) | Invalid (Nevaljano)

Tablica 15. Popis kombinacija vrsta rezultata i logike rezultata za cilj Sen (osjetljivost na makrolide) u protokolu za uzorke
urina. Dostupni rezultati su POS (Pozitivno), NEG (Negativno) i UNR (NerijeSeno).
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Result Mg EIC
(Rezultat) (585/630) (680/715)
POS Valid (Valjano) Valid (Valjano)
POS Valid (Valjano) Invalid (Nevaljano)
NEG Invalid (Nevaljano) Valid (Valjano)
UNR Invalid (Nevaljano) | Invalid (Nevaljano)

Tablica 16. Popis kombinacija vrsta rezultata i logike rezultata za cilj Mg (Mycoplasma genitalium) u protokolu za uzorke
urina. Dostupni rezultati su POS (Pozitivno), NEG (Negativno) i UNR (NerijeSeno).

Napomena: Prema prethodno definiranom Ct Max (Tablica 5):

i. Rezultat za kanale Res (475/520), Sen (530/565) ili Mg (585/630) smatra se ,Valid®

(Valjani) kada je dobivena Ct vrijednost <40; a ,Invalid* (Nevaljanim) kada je dobivena Ct

vrijednost >40.

ii. Rezultat za kanal EIC (680/715) smatra se ,Valid* (Valjani) kada je dobivena Ct vrijednost

<35 za uzorke vaginalnih briseva i <40 za uzorke urina; a ,Invalid® (Nevaljanim) kada je

dobivena Ct vrijednost >35 odnosno >40.

*lako je grani¢na vrijednost za cilj EIC u uzorcima urina 40, moguce je da se ne uodi krivulja

amplifikacije za EIC u slu¢aju pozitivnog signala za oba cilja — Res ili Sen i cilj Mg. U tom je

slucaju logika rezultata POS (pozitivno). Pogledajte Odjeljak 9. Tumacdenje rezultata.

16) Kliknite na gumb ,Save” (Spremi) da biste spremili test.

8.3.2. Postavljanje BD MAX™ stalka

1)

Za svaki uzorak koji treba testirati izvadite pojedinacne trake s reagensima u bloku iz kompleta BD

MAX™ ExK™ TNA-3 kit. Lagano udarite svaku traku o ¢évrstu povrsinu kako biste osigurali da se sve

tekudine nalaze na dnu epruveta i stavite ih na stalke za uzorke sustava BD MAX™ System.

Izvadite potrebni broj BD MAX™ ExK™ TNA Extraction Tubes epruveta za ekstrakciju (B4) (bijela folija)

iz njihove zastitne vredice. Postavite epruvetu/e za ekstrakciju (bijela folija) u njihove odgovarajuée

polozaje u TNA traku (polozaj 1, bijela oznaka u boji na stalku. Pogledajte Sliku 1). Istisnite visak zraka

i zatvorite vredicu patentnom zatvaracem.

Odredite i razdvojite odgovarajuéi broj reakcijskin epruveta Mycoplasma genitalium with Macrolide

Resistance reaction tube (1F folija) i postavite ih u njihove odgovarajuée polozaje na traci (polozaj 2,

oznacen zelenom bojom na stalku. Pogledajte Sliku 1).

a. lstisnite visSak zraka i zatvorite aluminijske vredice patentnim zatvaracem.

b. U cilju obavljanja pravilnog postupka rehidracije pazite da se liofilizirani proizvod nalazi na

dnu epruvete te da ne prianja za gornji dio epruvete ili za zatvarac od folije. Lagano pritisnite

svaku epruvetu na tvrdoj povrsSini kako biste se uvjerili da je sav proizvod na dnu epruvete.
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4) lIzvadite odgovarajudi broj epruveta Rehydration Buffer tube (folija 11) i postavite ih u njihove
odgovarajudée polozaje na traci (polozdj 3, nije obojen na stalku. Pogledajte Sliku 1).
a. lIstisnite viSak zraka i zatvorite vredicu patentnim zatvaracdem.
b. U cilju osiguravanja pravilnog prijenosa pazite da se tekuéina nalazi na dnu epruvete te da ne
prianja za gornji dio epruvete ili za zatvara¢ od folije. Lagano pritisnite svaku epruvetu na

tvrdoj povrsini kako biste se uvjerili da je sav proizvod na dnu epruvete.

Slika 1. Traka BD MAX™ TNA Reagent (TNA) iz kompleta BD MAX™ ExK™ TNA-3.

Spremnik za otpad
Epruvete za fiksiranje

Br. Br.2 Br.3 Br.4 Vrhovi pipeta

l [ [ ]
olle||le|le
Epruveta za Reakcijska
s v . epruveta 2
lizu/ispustanie (neobavezno) el|le]||O||O
Pufer za
ispiranje ~
Ekstrakcija ollellollo
epruveta Pufer za NI A AN AN
ij eluiranje
Zs:ﬂizj;ki ! Br.1 Br.2 Br.3Br.4

Rehidracijski pufer  Neutralizacijski pufer

8.3.3. Postavljanje BD MAX™ instrumenta

1) Odaberite karticu ,Worklist* (Radni popis) na zaslonu ,,Run* (Pokreni) na sustavu BD MAX™ System
s verzijom softvera v4.50A ili novijom.
2) S padajuceg izbornika ,Test" odaberite Zeljeni test: npr. VIASURE MGM (ako test nije ved kreiran,
pogledajte odjeljak 8.3.1).
3) U paddajuéem izborniku ,Kit Lot Number” (Broj serije kompleta) odaberite odgovarajudi broj serije za
komplet (nalazi se na vanjskoj kutiji kompleta za ekstrakciju koji se koristi) (neobavezno).
Napomena: Brojevi serija moraju biti definirani u prikazu ,Inventory” (Zalihe) prije nego Sto se
ovdje mogu odabrati.
4) Unesite identifikacijski broj epruvete Sample Buffer Tube u polje ,Sample tube* (Epruveta s uzorkom)
skeniranjem crti¢nog koda pomodu skenera ili ru¢nim unosenjem broja.
5) Ispunite polje ,Patient ID* (ID bolesnika) i/ili ,Accession® (Pristup) i pritisnite tipku Tab (Tabulator) ili
Enter. Nastavite s postupkom dok ne unesete sve crticne kodove epruveta Sample Buffer Tube.
Pazite da se ID uzorka/bolesnika i epruvete Sample Buffer Tube podudaraju.

6) Stavite pripremljenu epruvetu za uzorak s puferom na BD MAX™ stalak/stalke.
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7) Stavite stalak/stalke u sustav BD MAX™ System (stalak A se nalazi na lijevoj strani sustava BD
MAX™ System, dok se stalak B nalazi na desnoj strani).

8) Stavite potrebni broj patrona BD MAX™ PCR Cartridge(s) u sustav BD MAX™ System.

9) Zatvorite vrata sustava BD MAX™ System.

10) Kliknite ,Start* (Pokreni) da zapocnete postupak.

8.3.4. Izvjesce o rezultatima BD MAX™

1) Na traci izbornika kliknite na gumb ,Results* (Rezultati).
2) Kliknite dvaput na svoj postupak na popisu ili pritisnite gumb ,view* (prikaz).

3) Gumbi ,Print* (Ispisi) i ,Export* (Izvezi) na dnu zaslona bit ¢e omogudeni.

Da biste ispisali rezultate:
1. Kliknite na gumb ,Print* (Ispisi).
2. U prozoru pretpregleda ,Print* (Ispisi) izvje$¢a o postupku odaberite: ,Run Details* (Podaci
o postupku), ,Test Details* (Podaci o testu) i ,Plots* (Grafikon).
3. Kliknite na ,Print* (Ispisi) za ispis izvjesca ili kliknite na ,Export” (Izvezi) za izvoz izvjeséa u

PDF-u na USB.

Da biste izvezli rezultate:
1. Kliknite na gumb ,Export* (Izvezi) za prijenos izvjes¢a (PDF i CSV datoteke) na USB.
2. Kada je izvoz dovrsen, ikona uspjeha/neuspjeha pojavljuje se u prozoru ,Results Export”

(Rezultat izvoza).

9. Tumacenije rezultata

Detaljne upute za analiziranje podataka potrazite u Korisni¢ckom priru¢niku za sustav BD MAX™ System.

Analizu podataka obavlja BD MAX™ softver prema uputama proizvodaca. BD MAX™ softver kreira izvjesde
o Ct vrijednostima i amplifikacijskim krivuljaoma za svaki kanal detekcije svakog uzorka testiranog na sljededi

nadin:

- Ct vrijednost 0 znadi da softver nije izraéunao Ct vrijednost s navedenom granicom (pogledajte Tablicu 5).

Amplifikacijska krivulja uzorka koja pokazuje ,0* za Ct vrijednost mora se provijeriti ruc¢no.

- Ct vrijednost od -1 oznacava da nije doslo do procesa amplifikacije, da softver nije izracunao Ct vrijednost

ili da je izracunata Ct vrijednost ispod navedenog praga ili iznad utvrdene Ct Max vrijednosti (granicne).

- Svaku drugu Ct vrijednost treba tumaciti u vezi s amplifikacijskom krivuljom i u skladu s definiranom logikom

rezultata, prema smjernicama za tumacenje uzoraka navedenim u Tablicama 17 i 18.
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Provjerite signal endogene unutarnje kontrole (EIC) da potvrdite funkcionira li amplifikacijska smjesa
ispravno. Pored toga, provjerite da nema izvjesc¢a o kvaru sustava BD MAX™ System. Prema definiranoj logici
rezultata mogude je da se ne uodi krivulja amplifikacije za EIC u uzorcima urina u sluc¢aju pozitivnog signala

za oba cilja — Mg i Res ili cilj Sen. Pazljivo procitajte tumacenje za pojedinacne uzorke urina (Tablica 18).

Rezultate treba oditati i analizirati pomocdu sljededih tablica:

Tumadenje rezultata za uzorke vaginalnih briseva

Rezistencija na Osjetljivost na
makrolide (naziv.  makrolide (naziv
cilja: Res) cilja: Sen)

M. genitalium
(naziv cilja: Mg)

Interpretacija za pojedina¢ne uzorke bolesnika

Detektirana osjetljivost na makrolide i M. genitalium

NEG POS POS
DNA, nije detektirana rezistencija na makrolide DNA

Detektirana rezistencija na makrolide i M. genitalium

POS NEG POS
DNA, nije detektirana osjetljivost na makrolide DNA

Detektirana rezistencija na makrolide, osjetljivost na
POS POS POS makrolide i M. genitalium DNA.
NEJASAN REZULTAT!

Detektirana rezistencija na makrolide i osjetljivost
POS POS NEG na makrolide DNA, nije detektirana M. genitalium
DNA. NEJASAN REZULTAT?

Detektirana rezistencija na makrolide DNA, nije
POS NEG NEG detektirana osjetljivost na makrolide i M. genitalium
DNA. NEJASAN REZULTAT?

Detektirana osjetljivost na makrolide DNA, nije
NEG POS NEG detektirana rezistencija na makrolide i M. genitalium
DNA. NEJASAN REZULTAT?

Detektirana M. genitalium DNA, nije detektirana
NEG NEG POS rezistencija na makrolide i osjetljivost na makrolide
DNA. NEJASAN REZULTAT*?

Nije detektirana rezistencija na makrolide,

NEG NEG NEG
osjetljivost na makrolide i M. genitalium DNA

Nerije$eni (UNR) rezultat dobiven u prisutnosti
inhibitora reakcije PCR-a, uzorcima ispod granice
UNR UNR UNR detekcije testa ili kada dode do nekog opdeg
problema (koji nije pokriven Sifrom o pogresci) pri
obradi uzorka i/ili amplifikaciji.3

Rezultat testa nije mogudée utvrditi (IND). Zbog kvara
sustava BD MAX™ System. Rezultat testa prikazan
u sluaju kvara instrumenta povezanog sa $ifrom o
pogresci.4

IND IND IND

Nepotpun rezultat testa (INC). Zbog kvara sustava
INC INC INC BD MAX™ System. Rezultat testa prikazan u slué¢aju
neuspjesnog obavljanja postupka. 4

Tablica 17. Tumadenje uzoraka za uzorke vaginalnih briseva.
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1 Potrebno je ponovno testiranje. Preporucuje se ponoviti test iz iste epruvete za uzorak s puferom (SBT) ili iz primarnog uzorka
pripremom nove SBT. U slu¢aju ponovnog dobivanja nejasnih rezultata potrebno je prikupiti novi uzorak (u koncentriranijem obliku,

ako je moguce) i ponovno ga testirati.

NAPOMENA: Uzorci vaginalnih briseva mogu se ¢uvati bez prenosenja u SBT do 2 dana ako se ¢uvaju na temperaturi od 25°C ili
na temperaturi od 4°C. U sluéaju ponavljanja testa iz iste SBT, preporucuje se ru¢no protresti SBT kako bi se osiguralo pravilno
homogeniziranje uzorka. Uzorci vaginalnih briseva mogu se ¢uvati u SBT-u najvise 7 dana na 25°C ili 4°C (ako su prethodno

pohranjeni na 25°C ili 4°C najvise 2 dana).

2 Komplet detektira sljedeée mutacije povezane s rezistencijom na makrolide: gen 235 rRNA (A2058T, A2058C, A2058G, A2059C,
A2059G). U slucaju prisutnosti druge mutacije, komplet nije validiran za njezinu detekciju, stoga ¢e se amplifikacija uociti u kanalu
ROX (detekcija bakterije M. genitalium), a ne u kanalima FAM i HEX (detekcija rezistencije na makrolide odnosno osjetljivosti na

makrolide).

3 Endogena unutarnja kontrola (EIC) mora pokazati amplifikacijski signal s Ct vrijednoséu < 35 da bi se uzela u obzir. Ako postoji
odsutnost signala za EIC ili Ct vrijednost > 35, rezultat se smatra NerijeSenim (UNR) te je potrebno ponovno testiranje. Provjerite

izvjescée o rezultatima i Ct vrijednosti odabranih ciljeva te poduzmite odgovarajude radnje s obzirom na sljedede:

I.  Kada rezultati ciljanih gena nisu valjani (Ct > 40), potrebno je ponoviti test iz iste SBT ili iz primarnog uzorka uz pripremu
nove SBT. Ako se ponovno dobije rezultat UNR, potrebno je razmotriti dvije mogucnosti. S jedne strane, koncentracija
uzorka moze biti ispod LoD, stoga se preporucuje prikupiti koncentriraniji uzorak. S druge strane, potrebno je razmotriti
mogucdnost prisutnosti inhibitora u reakciji PCR-a te se preporuduje razrijediti te uzorke 1/10. Slijedite smjernice

laboratorija i/ili priru¢nike s politikama laboratorija za mikrobiologiju.

IIl.  Kada su rezultati ciljanih gena rezistentnih na makrolide, osjetljivih na makrolide i/ili bakterije M. genitalium valjani (Ct <
40), mogude je da nema amplifikacije ili da je amplifikacija iz EIC s Ct vrijednoséu > 35 prilikom testiranja visoko
koncentriranih uzoraka zbog preferencijalne amplifikacije specifi¢nih nukleinskih kiselina ciljo. Ako se smatra potrebnim,
razrijedite te uzorke u omjeru 1/10, ponovno pripremite epruvetu Sample Buffer Tube (SBT) i ponovite testiranje. Slijedite

smjernice laboratorija i/ili priruénike s politikama laboratorija za mikrobiologiju.

4 Rezultati Neodredeno (IND) ili Nepotpuno (INC) mogu se dobiti zbog kvara sustava te je potrebno ponovno testiranje. Pogledajte

korisnic¢ki priru¢nik sustava BD MAX™ System za tumacenje kodova upozorenja i pogresaka.

Tumadenije rezultata za uzorke urina

Rezistencija na Osjetljivost na
makrolide (naziv  makrolide (naziv

M. genitalium
(naziv cilja: Mg)

Interpretacija za pojedina¢ne uzorke bolesnika

cilja: Res) cilja: Sen)

Detektirana osjetljivost na makrolide i M. genitalium

NEG POS POS
DNA, nije detektirana rezistencija na makrolide DNA

Detektirana rezistencija na makrolide i M. genitalium

POS NEG POS
DNA, nije detektirana osjetljivost na makrolide DNA

Detektirana rezistencija na makrolide, osjetljivost na
POS POS POS makrolide i M. genitalium DNA.
NEJASAN REZULTAT?

Detektirana rezistencija na makrolide i osjetljivost
POS POS NEG na makrolide DNA, nije detektirana M. genitalium
DNA. NEJASAN REZULTAT!
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Rezistencija na Osjetljivost na
makrolide (naziva  makrolide (naziv
cilja: Res) cilja: Sen)

M. genitalium
(naziv cilja: Mg)

Interpretacija za pojedina¢ne uzorke bolesnika

Detektirana rezistencija na makrolide DNA, nije
POS NEG NEG detektirana osjetljivost na makrolide i M. genitalium
DNA. NEJASAN REZULTAT?

Detektirana osjetljivost na makrolide DNA, nije
NEG POS NEG detektirana rezistencija na makrolide i M. genitalium
DNA. NEJASAN REZULTAT?

Detektirana M. genitalium DNA, nije detektirana
NEG NEG POS rezistencija na makrolide i osjetljivost na makrolide
DNA. NEJASAN REZULTAT!?

Nije detektirana rezistencija na makrolide,

NEG NEG NEG
osjetljivost na makrolide i M. genitalium DNA

Detektirana osjetljivost na makrolide i M. genitalium

UNR POS POS DNA, nije detektirana rezistencija na makrolide

DNA3

POS UNR POS Detektl!'_unq re2|§tencuq _na .r.nukrollde iM. g_en/ta//um
DNA, nije detektirana osjetljivost na makrolide DNA3
NerijeSeni (UNR) rezultat dobiven u prisutnosti

UNR UNR UNR inhibitora reakcije Ii’CI_:_{-q ili _kodo _dode do nekog;
opéeg problema (koji nije pokriven Sifrom o pogresci)
pri obradi uzorka /ili amplifikaciji. 4

POS POS UNR Nerije$eno (UNR) — ponoviti testiranje *

POS UNR UNR NerijeSeno (UNR) — ponoviti testiranje *

UNR POS UNR NerijeSeno (UNR) — ponoviti testiranje *

UNR UNR POS Nerije$eno (UNR) — ponoviti testiranje *
Rezultat testa nije mogude utvrditi (IND). Zbog kvara

™ i
IND IND IND sustava BD MAX™ System. Rezultat testa prikazan

u sluéaju kvara instrumenta povezanog sa Sifrom o
pogresci. 5

Nepotpun rezultat testa (INC). Zbog kvara sustava
INC INC INC BD MAX™ System. Rezultat testa prikazan u sluéaju
neuspje$nog obavljanja postupka.

Tablica 18. Tumadenje uzoraka za uzorke urina.

1 Potrebno je ponovno testiranje. Preporucuje se ponoviti test iz iste epruvete za uzorak s puferom (SBT) ili iz primarnog uzorka
pripremom nove SBT. U slu¢aju ponovnog dobivanja nejasnih rezultata potrebno je prikupiti novi uzorak (u koncentriranijem obliku,

ako je mogude) i ponovno ga testirati.

NAPOMENA: Uzorci urina mogu se ¢uvati bez prenosenja u SBT do 4 sata ako se ¢uvaju na temperaturi od 25°C ili 1 dan ako se
¢uvaju na temperaturi od 4°C. U sluéaju ponavljanja testa iz iste SBT, preporuduje se ru¢no protresti SBT kako bi se osiguralo
pravilno homogeniziranje uzorka. Uzorci urina mogu se ¢uvati u SBT-u najvise 3 dana na 25°C (ako su prethodno pohranjeni na

25°C najvise 4 sata) ili najvise 3 dana na 4°C (ako su prethodno pohranjeni na 4°C najvise 1 dan).
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2 Komplet detektira sljedeée mutacije povezane s rezistencijom na makrolide: gen 235 rRNA (A2058T, A2058C, A2058G, A2059C,
A2059G). U sludaju prisutnosti druge mutacije, komplet nije validiran za njezinu detekciju, stoga ¢e se amplifikacija uociti u kanalu
ROX (detekcija bakterije M. genitalium), a ne u kanalima FAM i HEX (detekcija rezistencije na makrolide odnosno osjetljivosti na

makrolide).

3 lako je grani¢na vrijednost za cilj endogene unutarnje kontrole (EIC) u uzorcima urina postavljena na 40, zbog niskog broja
ljudskih stanica u urinu dopusteno je da se ne uoci krivulja amplifikacije u EIC u sluéaju pozitivnog signala za ciljeve rezistencije na
makrolide (FAM kanal) ili osjetljivosti na makrolide (HEX kanal) i cilj bakterije Mycoplasma genitalium (ROX kanal). U tom sluéaju

ne postoji rizik od prijavljivanja lazno pozitivnog rezultata jer se amplifikacija treba uoditi istovremeno u dva razli¢ita kanala.

4 EIC mora pokazati amplifikacijski signal s Ct vrijednoscu < 40 da bi se uzeo u obzir. Ako postoji odsutnost signala za EIC ili Ct
vrijednost > 40, rezultat se smatra NerijeSenim (UNR) te je potrebno ponovno testiranje. Preporucuje se ponoviti test iz iste SBT ili
iz primarnog uzorka pripremom nove SBT, ili prikupiti uzorak s ve¢om koncentracijom. Takoder se moze dogoditi da je rezultat
NerijeSeno (UNR) zbog prisutnosti inhibitora u PCR reakciji. U tim sluéajevima preporucuje se razrijediti te uzorke u omjeru 1/10.

Slijedite smjernice laboratorija i/ili priru¢nike s politikama laboratorija za mikrobiologiju.

5 Rezultati Neodredeno (IND) ili Nepotpuno (INC) mogu se dobiti zbog kvara sustava te je potrebno ponovno testiranje. Pogledajte
korisnic¢ki priru¢nik sustava BD MAX™ System za tumacenje kodova upozorenja i pogresaka.
Napomena: Kada koristite vanjske kontrole, one bi trebale dati sljedece ocekivane rezultate: negativne za
ENC i pozitivne za EPC (oc¢ekuje se da ¢e poznati pozitivni uzorci biti pozitivni samo za mikroorganizme

prisutne u uzorku). Kada dode do pogreske vanjske kontrole, potrebno je ponovno testiranje.

U sludaju stalnog dvosmislenog rezultata preporucuje se pregledati upute za uporabu te proces ekstrakcije
koji koristi korisnik; za potvrdu ispravne udinkovitosti svakog PCR koraka te pregled parametara; te za

provjeru sigmoidnog oblika krivulje i intenzitet fluorescencije.

Rezultate testa treba procijeniti zdravstveni djelatnik uzimajudi u obzir anamnezu, klini¢ke simptome i druge

dijagnosticke testove.

10.0granic¢enja testa

¢ Rezultate testa treba procijeniti zdravstveni djelatnik uzimajuéi u obzir anamnezu, klinicke simptome i
druge dijagnosticke testove.

o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System validiran je
samo s uzorcima vaginalnih briseva i uzorcima urina muskaraca i Zena.

e Za dobru udinkovitost testa liofilizirani proizvod mora biti na dnu epruvete te ne smije prianjati na
gornjem dijeli epruvete ili cepa od folije. Lagano pritisnite svaku epruvetu na tvrdoj povrsini kako biste se
uvjerili da je sav proizvod na dnu epruvete.

e Mogucde je da se u praznim kanalima sustava BD MAX™ System moze pojaviti unakrsni razgovor ako ne
postoji cilj koji treba detektirati, stoga je prilikom tumacenja rezultata potrebno odabrati samo kanale u

kojima su isti amplificirani. Za sva pitanja obratite se na viasuresupport@certest.es.

e Kuvaliteta testa ovisi o kvaliteti uzorka; nukleinska kiselina mora biti pravilno ekstrahirana iz klinickih

uzoraka.
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Ovaqj je test kvalitativni test i ne daje kvantitativne vrijednosti vrijednosti te ne ukazuje na broj prisutnih
organizama. Nije moguce povezati Ct vrijednosti dobivene PCR-om s koncentracijom uzorka jer one
ovise o koristenom termocikleru i samom ciklusu.
Izuzetno niske razine ciljnog elementa ispod razine detekcije mogu biti detektirane, no moguce je da se
rezultati ne¢e modi ponoviti.
Imajte na umu planirani raspon mjerenja testa jer uzorci s koncentracijama iznad ili ispod tog raspona
mogu dati pogresne rezultate.
Postoji mogudnost pojave laznih pozitivnih rezultata zbog unakrsne kontaminacije uzoraka bakterije M.
genitalium rezistentne na makrolide i/ili osjetljive na makrolide koji sadrze visoke koncentracije ciljne
DNA ili u slu¢aju kontaminacije izazvane proizvodima PCR-a iz ranijih reakcija.
Lazno negativni rezultati mogu nastati uslijed nekoliko ¢imbenika te njihovih kombinacija ukljuéujudi:
o nepravilno prikupljanje uzoraka, transport, pohrana i/ili metode rukovanija.
o Nepravilne postupke obrade (uklju¢ujudi ekstrakciju DNA).
o Degradacija DNA tijekom otpreme/pohrane i/ili obrade uzorka.
o Mutacije ili polimorfizmi u regijama vezanja pocetnica ili sondi mogu utjecati na detekciju novih
ili nepoznatih sojeva bakterije M. genitalium ili genetskih markera rezistencije na makrolide i
osjetljivosti na makrolide.
o Bakterijsko opterecdenje u uzorku koje je ispod granice detekcije za test.
o Prisutnost qPCR inhibitora ili drugih tipova interferirajudih tvari. Nije procijenjen utjecaj cjepiva,
nekih antivirusnih terapija, antibiotika, kemoterapijskih sredstva, imunosupresiva ili antimikotika

koristenih za prevenciju infekcija ili tijekom lijecenja infekcije.

o Ucdinak interferirajudih tvari procijenjen je samo za one navedene u odjeljku 12.5.1 (studija o
interferirajuéim tvarima) ove upute za uporabu. U ovom odjeljku mozete provjeriti najc¢esce
endogene i egzogene tvari koje izazivaju potpuno ili djelomi¢no ometanje reakcije gPCR. Druge
tvari koje nisu navedene u ovom dijelu mogu dovesti do pogresnih rezultata.

o Neuspjeh u pridrzavanju uputa za uporabu te prilikom postupka testiranja.

Komplet detektira sljedec¢e mutacije povezane s rezistencijom na makrolide: gen 23S rRNA (A2058T,
A2058C, A2058G, A2059C, A2059G). Proizvod ne moze detektirati soj bakterije M. genitalium
rezistentan na makrolide koji sadrzi mutaciju A2059T, koja je manje prevladavajuéa. Samo u tom slucaju
mogude je uoditi amplifikaciju u kanalu ROX (detekcija bakterije M. genitalium), a ne u kanalima FAM i
HEX (detekcija rezistencije na makrolide odnosno osjetljivosti na makrolide).

Pozitivan rezultat testa ne ukazuje nuzno na prisutnost zivih mikroorganizama te ne ukazuje da su ti
mikroorganizmi infektivni ili uzro¢ni agensi za klinicke simptome. Medutim, pozitivan rezultat ukazuje na
prisutnost ciljnih sekvenci bakterije M. genitalium rezistentne na makrolide i bakterije M. genitalium

osjetljive na makrolide.
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e Negativni rezultati ne iskljucuju prisutnost DNA bakterije M. genitalium rezistentne na makrolide i/ili
osjetljive na makrolide u klini¢ckom uzorku i ne smiju se koristiti kao jedini temelj za odlucivanje o lijeéenju
ili pruzanju druge zdravstvene skrbi bolesniku. Nisu odredene optimalne vrste uzoraka i izra¢un vremena
vrinih razina mikroba tijekom infekcija ¢iji su uzrok bakterija M. genitalium. Za detekciju patogena moze
biti potrebno prikupljanje vise uzoraka (vrste i viemenske tocke) od istog bolesnika.

e Ako su dijagnosticki testovi za druge spolno prenosive bolesti (SPB) i/ili antimikrobnu rezistenciju
negativni, a klini¢ka opazanja, anamneza bolesnika i epidemioloske informacije sugeriraju da je moguda
infekcija bakterijom M. genitalium, potrebno je razmotriti moguénost lazno negativhog rezultata i
ponovnog testiranja bolesnika.

¢ Vrijednosti fluorescencije mogu varirati zbog visestrukih ¢imbenika kao Sto su: oprema za PCR (¢ak i ako
je isti model), sustav ekstrakcije, vrsta uzorka, prethodna obrada uzorka itd. izmedu ostalog.

e Pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti vrlo su ovisne o prevalenciji u svim testovima za /n vitro
dijagnostiku. Ucinkovitost testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for
BD MAX™ System moze varirati ovisno o prevalenciji i populaciji koja se testira.

e U slucaju nerijesSenih, neutvrdivih ili nepotpunih rezultata primjenom VIASURE Mycoplasma genitalium
with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System potrebno je ponovno testiranje. NerijeSeni
rezultati mogu biti posljedica prisutnosti inhibitora u uzorku ili nepravilne rehidracije epruvete s
liofiliziranom reakcijskom smjesom. Ako postoji kvar na instrumentu, dobivaju se neutvrdivi ili nepotpuni

rezultati.

11. Kontrola kvalitete

Test VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System sadrzi
endogenu unutarnju kontrolu (EIC) u svakoj reakcijskoj epruveti pomodu koje se potvrduje pravilno provodenje
tehnike. Osim toga, koristenje vanjskih kontrola (EPC i ENC) omoguduje potvrdu ucinkovitosti testa. Sustav
BD MAX™ System ne koristi vanjske kontrole u svrhu tumacenja rezultata, veé ih smatra uzorkom. Vanjska
pozitivha kontrola (EPC) namijenjena je pracenju mogude neispravnosti reagensa testa, dok je vanjska
negativna kontrola (ENC) namijenjena detekciji kontaminacije okoline ili reagensa ciljnim nukleinskim

kiselinama.
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12.Znaclajke analitiCke ucinkovitosti

12.1. Anadliti¢ka linearnost

Linearnost testa odredena je i potvrdena testiranjem serije desetostrukih razrjedenja matrice vaginalnog
brisa, uzoraka urina muskaraca i zena koji sadrze poznatu koncentraciju specifi¢ne i sintetske DNA bakterije
M. genitalium osjetljive na makrolide ili rezistentne na makrolide (u rasponu od 2E+07 do 2E+00 kopija/uL).
Izra¢unata je aritmeti¢ka sredina, standardna devijacija i koeficijent varijacije Ct vrijednosti, kao i u¢inkovitost
i regresijski koeficijent PCR reakcije, a primjeri amplifikacijskog grafikona dobivenog testom u jednoj od
procijenjenih matrica navedeni su u nastavku.

Slika 2. Serije razriedenja sintetske DNA bakterije M. genitalium osjetljive na makrolide (gen 23S rRNA (wild type) + gen adhezina MgPA)
(2E+07 do 2E+00 kopijo/uL): analiza predloska provedena na BD MAX™ System (530/565 (HEX) kanal).
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Slika 3. Serije razrjedenja sintetske DNA bakterije M. genitalium rezistentne na makrolide (gen 23S rRNA (mutacija A2058C) + gen
adhezina MgPA) (2E+07 do 2E+00 kopija/uL): analiza predlogka provedena na BD MAX™ System (475/520 (FAM) kanal).
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Slika 4. Serije razrjedenja sintetske DNA bakterije M. genitalium rezistentne na makrolide (gen 23S rRNA (mutacija A2058G) + gen
adhezina MgPA) (2E+07 do 2E+00 kopija/uL): analiza predloska provedena na BD MAX™ System (475/520 (FAM) kanal).
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Slika 5. Serije razrjedenja sintetske DNA bakterije M. genitalium rezistentne na makrolide (gen 23S rRNA (mutacija A2058T) + gen
adhezina MgPA) (2E+07 do 2E+00 kopija/uL): analiza predlodka provedena na BD MAX™ System (475/520 (FAM) kanal).
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Slika 6. Serije razrjedenja sintetske DNA bakterije M. genitalium rezistentne na makrolide (gen 23S rRNA (mutacija A2059C) + gen
adhezina MgPA) (2E+07 do 2E+00 kopija/uL): analiza predlodka provedena na BD MAX™ System (475/520 (FAM) kanal).
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Slika 7. Serije razrjedenja sintetske DNA bakterije M. genitalium rezistentne na makrolide (gen 23S rRNA (mutacija A2059G) + gen
adhezina MgFPA) (2E+07 do 2E+00 kopija/uL): analiza predlogka provedena na BD MAX™ System (475/520 (FAM) kanal).
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12.2. Andaliticka osjetljivost. Granica osjetljivosti testa (LOD)

Analiticka osjetljivost ili granica osjetljivosti testa (LoD) VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide
Resistance Assay for BD MAX™ System analizirana je s tri serije koristenjem matrice vaginalnog brisa,
uzoraka urina muskaraca i zena. Referentni sojevi ili sintetska DNA (u slu¢aju nedostupnosti soja) koristeni

su kako je navedeno u sljededoj tablici:
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Soj/Sintetska DNA

Vanjska referenca

Osjetljivost na A
23S rRNA (divlji ti
makrolide + gen en a;’hezin(a IAvljl PI,Z) * Mycoplasma genitalium soj M30 49895™
Mycoplasma genitalium 9 g
gen 235 /RNA (mutacija A2058C) + Sintetski DNA (MGRXPC) n.a.
gen adhezina MgPA
gen 235 rRNA (mutacija A2058G) + AMPLIRUN® TOTAL MACROLIDE MBTC029
gen adhezina MgPA RESISTANT MGE CONTROL
Rezistencija na "
makrolide + gen 235::’2,5’:;;?2; ﬁiossﬂ * Sintetski DNA (MGRXPC) .
Mycoplasma genitalium 9 g
gen 23S rRNA (mu.tqcua A2059C) + Sintetski DNA (MGRXPC) .
gen adhezina MgPA
gen 235 rRNA (mutacija A2059G) + AMPLIRUN® TOTAL MACROLIDE MBTC029
gen adhezina MgPA RESISTANT MGE CONTROL

Tablica 19. Referentni sojevi i sintetska DNA koriSteni za test granice osjetljivosti testa.

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System pokazao je granicu

osjetljivosti testa navedenu u sljedecoj tablici, s pozitivnom stopom od = 95 %.

Granica osjetljivosti testa (LOD) (kopija/uL)

. M. genitalium | M. genitalium | M. genitalium | M. genitalium | M. genitalium
M. genitalium . . . : :
. e rezistentan rezistentan rezistentan rezistentan rezistentan na
Matrica osjetljiv na . . . . .
makrolide na makrolide na makrolide na makrolide na makrolide makrolide
(A2059G) (A2058G) (A2058C) (A2058T) (A2059C)
Zenski
urin 3,33E-02 3,00E+00 9,99E-01 6,00E+00 6,00E+00 2,00E+00
Muski urin 1,00E-01 9,00E-01 3,00E-01 2,00E+00 2,00E+00 2,00E+00
vaginaina | ) (e 01 2,70E+00 3,336-01 2,00E+00 6,00E+00 2,00E+00
matrica

Tablica 20. Granica osjetljivosti testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

Stoga, rezultati dobiveni testiranjem pokazali su da je osjetljivost proizvoda VIASURE dosljedna i pouzdana

u svim proizvodnim serijama.

12.3. Mjerni raspon

Mjerni raspon testa odreden je testiranjem serije desetostrukih razrjedenja koja sadrze poznatu koncentraciju
specifi¢ne i sintetske DNA koja pripada bakteriji M. genitalium osjetljivoj na makrolide i bakteriji M. genitalium
rezistentnoj na makrolide. Rezultati su omogudili potvrdu pravilne detekcije ciljo u mjernom rasponu

navedenom u sljedecoj tablici:
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Mjerni raspon (kopije/ul)

Cilj Zenska urinarna matrica Muska urinarna matrica Vaginalna matrica
_ M. genitalium 2E+07 2E+01 2E+07 2E+00 2E+07 2E+00
osjetljiva na makrolide

M. genitalium (A2059G) 2E+07 2E+00 2E+07 2E+00 2E+07 2E+00
rezistentna na makrolide
M. genitalium (A2058G) 2E+07 2E+01 2E+07 2E+01 2E+07 2E+00
rezistentna na makrolide
M. genitalium (A2058C) 2E+07 2E+01 2E+07 2E+00 2E+07 2E+00
rezistentna na makrolide
M. genitalium (A2058T) 2E+07 2E+00 2E+07 2E+01 2E+07 2E+01
rezistentna na makrolide
M. genitalium (A2059C) 2E+07 2E+01 2E+07 2E+01 2E+07 2E+00
rezistentna na makrolide

Tablica 21. Mjerni raspon testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

Zakljuéno, mjerni raspon testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD
MAX™ System uspjesno je utvrden u skladu s pocetno navedenim kriterijima prihvaéanja valjanosti,
pokazujudi pouzdane, to¢ne i reproducibilne rezultate u Sirokom spektru bakterijskih optereéenja, potvrdujudi

njegovu korisnost u razlic¢itim klini¢kim dijagnosti¢kim scenarijima.

12.4. Toc¢nost

12.4.1. Istinitost

Istinitost testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System

procijenjena je testiranjem referentnog materijala navedenog u nastavku.

1. Sintetski fragmenti cDNA

o Sintetski fragment cDNA za gene 235 rRNA (divlji tip) i adhezina MgPA bakterije M. genitalium
osjetljive na makrolide: MGRXPC, kanali HEX i ROX.

o Sintetski fragment cDNA za gene 235 rRNA (mutacija A2058C) i adhezina MgPA bakterije M.
genitalium rezistentne na makrolide: MGRXPC, kanali FAM i ROX.

o Sintetski fragment cDNA za gene 235 rRNA (mutacija A2058G) i adhezina MgPA bakterije M.
genitalium rezistentne na makrolide: MGRXPC, kanali FAM i ROX.

o Sintetski fragment cDNA za gene 23S rRNA (mutacija A2058T) i adhezina MgPA bakterije M.
genitalium rezistentne na makrolide: MGRXPC, kanali FAM i ROX.

o Sintetski fragment cDNA za gene 235 rRNA (mutacija A2059C) i adhezina MgPA bakterije M.
genitalium rezistentne na makrolide: MGRXPC, kanali FAM i ROX.

o Sintetski fragment cDNA za gene 23S rRNA (mutacija A2059G) i adhezina MgPA bakterije M.
genitalium rezistentne na makrolide: MGRXPC, kanali FAM i ROX.
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2. Ameritka zbirka tipova kultura (ATCC®)

Vanjska referenca Mikroorganizam Naziv proizvoda Varijanta
49895 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Soj M30
33530 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Soj G37
49898 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Soj TW48-5G
49123 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Soj TW10-5G
49899 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Soj UMTB-10G
49896 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Soj TW10-6G
49897 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Soj R32G [R32]

Tablica 22. Referentni materijal iz Ameritke zbirke tipova kultura (ATCC).

3. Kontrole

Vanjska

Mikroorganizam Naziv proizvoda Varijanta
referenca
AMPLIRUN® TOTAL - s0j osjetljivog tipa
Mycoplasma N
MBTCO029 enitalium MACROLIDE RESISTANT MGE - mutacija A2059G u genu 23 rRNA
g CONTROL - mutacija A2058G u genu 23 rRNA

Tablica 23. Kontrolni materijal tvrtke Vircell S.L.

4. Programi vanjske procjene kvalitete (EQA)

Vanjsk
anjska Podrijetlo Mikroorganizam Naziv proizvoda Varijanta
referenca

M) / M) /
MG235-03 QCMD yeoplasima Mycoprasima Soj G37
genitalium genitalium G37 (WT)
MG235-06 QCMD Mycofola.sma Myc?p/asma 23S r.DNA Tutqcijo A20.596,
genitalium genitaliumM6303 rezistencija na makrolide
MG23S-07 QCMD Mycofola.sma Myc?p/asma 23S r.DNA Tutqcijo A20.596,
genitalium genitalium M6593 rezistencija na makrolide
M) / M) /
MG101S-04 QCMD yeoplasma veopiasma rezistencija na makrolide
genitalium genitaliumM6303
M) / M) /
MG1015-06 QCMD yeoplasma yeopiasima rezistencija na makrolide
genitalium genitaliumM6593

Tablica 24. Referentni materijal iz programa vanjske procjene kvalitete (EQA).

12.4.2. Preciznost

Kako bi se odredila preciznost testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for
BD MAX™ System, provedene su analize unutar testa (ponovljivost), medu testovima, medu serijama i medu
opremom (reproducibilnost) koristenjem matrice vaginalnog brisa, matrice urina zena i muskaraca s
dodatkom poznate koncentracije referentnih sojeva: Mycoplasma genitalium soj M30 (Ref: 49895™) za
bakteriju M. genitalium osjetljivu na makrolide i AMPLIRUN® TOTAL MACROLIDE RESISTANT MGE
CONTROL (Ref: MBTCO029) za bakteriju M. genitalium rezistentnu na makrolide.
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Intra-test

Intra-test proveden je analizom Sest replikata svih uzoraka u istom ciklusu koristenjem VIASURE Mycoplasma

genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System. Sazetak rezultata prikazan je u donjoj

tablici.
0 ge osje a ma de

Matrica Cilj Uzorak Kanal Ct (x) o CV %
3xLoD 530/565 (HEX) 32,02 0,27 0,85

Osjetljivost na 5xLoD 530/565 (HEX) 30,98 0,32 1,03

makrolide

Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 585/630 (ROX) 31,57 0,34 1,09

Muski urin M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,72 0,26 0,86
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 34,38 0,80 2,32

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 34,05 0,53 1,55

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 35,23 1,20 3,41

o 3xLoD 530/565 (HEX) 34,02 0,83 2,44

Osjetlivost na 5xLoD 530/565 (HEX) 33,50 0,67 2,01

Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.

. ) 3xLoD 585/630 (ROX) 33,65 0,28 0,84
Zﬁ’r‘if]k' M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 33,05 0,54 1,64
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 32,75 0,50 1,53

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 33,22 0,37 1,12

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 32,97 0,23 0,71

o 3xLoD 530/565 (HEX) 32,48 0,29 0,88

Osjetlivost na ExLoD 530/565 (HEX) 30,90 071 2.30

Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.

] 3xLoD 585/630 (ROX) 31,32 0,44 1,41
V;%;?ﬂg“ M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,10 066 219
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,12 0,47 1,50

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,20 0,61 1,97

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 31,23 0,25 0,80

Tablica 25. Rezultati unutar testa za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System sa sojem
bakterije M. genitalium osjetljivom na makrolide. (Ct) = ciklus praga. (x) = aritmeti¢ka srednja Ct vrijednost, (6) = standardna devijacija,
(CV %) = koeficijent varijacije, Neg = negativno, n.a. = nije primjenjivo.

Soj M. genitalium rezistentan na makrolide

Matrica Cilj Uzorak Kanal Ct (%) o CV %
3xLoD 475/520 (FAM) 36,17 0,62 1,70

Rezistencija 5xLoD 475/520 (FAM) 3505 0,63 181

na makrolide
o Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.
Muski urin

3xLoD 585/630 (ROX) 35,00 0,99 2,84

M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 34,08 0,50 1,48

Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

32



IUo-444224hr0226.00T00

Soj M. genitalium rezistentan na makrolide

Matrica Cilj Uzorak Kanal Ct (%) o CV %
3xLoD 680/715 (CY5.5) 32,58 1,24 3,80

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 32,12 0,39 1,22

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 33,28 0,66 1,99

) . 3xLoD 475/520 (FAM) 33,72 0,51 1,52

nieszgcﬁ'fe 5xLoD 475/520 (FAM) 33,30 0,37 1,12

Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.

. . 3xLoD 585/630 (ROX) 32,67 0,48 1,48
Zﬁ’r‘;k' M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 31,62 0,27 0,86
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,45 0,29 0,92

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,73 0,56 1,83

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 34,45 0,44 1,27

) . 3xLoD 475/520 (FAM) 34,33 1,34 3,90

nzezi‘fgcﬁ'fe 5xLoD 475/520 (FAM) 33,75 0,27 079

Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.

) 3xLoD 585/630 (ROX) 32,55 1,15 3,52
V;%';?!g“ M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 32,02 0,34 1,07
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 32,13 0,73 2,28

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,20 0,72 2,29

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 34,15 0,50 1,46

Tablica 26. Rezultati unutar testa za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System sa sojem
bakterije M. genitalium rezistentnom na makrolide. (Ct) = ciklus praga. (X) = aritmeti¢ka srednja Ct vrijednost, () = standardna devijacija,
(CV %) = koeficijent varijacije, Neg = negativno, n.a. = nije primjenjivo.

Intertestno

Intertestno je testirano testiranjem Cetiri replikata razli¢itih uzoraka u tri razlic¢ita dana od strane tri razlicita
operatera, koristenjem VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™

System. Sazetak rezultata prikazan je u donjoj tablici.

Soj M. genitalium osjetljiv na makrolide

Matrica Cilj Uzorak Kanal Ct (%) ) CV %
3xLoD 530/565 (HEX) 34,48 0,85 2,46
Osjetljivost na 5xLoD 530/565 (HEX) 33,66 0,75 222
makrolide
Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 34,05 0,60 1,75
Muski urin M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 33,38 0,56 1,68
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 34,06 1,65 4,85
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 34,04 1,85 5,44
Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 34,10 1,74 5,09
. 3xLoD 530/565 (HEX) 34,36 1,80 5,24
Zenski | Osjetljivost na 5xLoD 530/565 (HEX) 34,01 1,84 5,42
urin makrolide
Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.
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3xLoD 585/630 (ROX) 34,56 1,84 5,33

M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 33,78 1,33 3,94
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 33,81 1,75 5,18

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 33,29 0,98 2,94

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 34,04 1,39 4,10

3xLoD 530/565 (HEX) 33,06 0,90 2,73

OS’;’;“;‘LCI’S‘:“ 5xLoD 530/565 (HEX) 31,90 0,68 2,13
Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.

) 3xLoD 585/630 (ROX) 32,04 0,89 2,77
V;%;?c'z“ M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,98 0,69 2,24
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,21 0,51 1,62

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,03 0,55 1,76

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 30,84 0,77 2,49

Tablica 27. Rezultati medu testovima za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System sa
sojem bakterije M. genitalium osjetljivom na makrolide. (Ct) = ciklus praga. (x) = aritmeti¢ka srednja Ct vrijednost, (6) = standardna
devijacija, (CV %) = koeficijent varijacije, Neg = negativno, n.a. = nije primjenjivo.

Soj M. genitalium rezistentan na makrolide

Matrica Cilj Uzorak Kanal Ct (%) c CV %
3xLoD 475/520 (FAM) 35,98 1,00 2,78

nzeﬂi‘fgcﬁig’e 5xLoD 475/520 (FAM) 35,31 0,90 2,56

Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.

3xLoD 585/630 (ROX) 34,61 1,08 3,12

Muski urin | M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 33,52 0,59 1,76
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 33,10 0,76 2,30

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 32,54 0,74 2,27

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 34,65 1,30 3,74

3xLoD 475/520 (FAM) 33,08 1,28 3,87

nzeﬂfl(err:;:f;’e 5xLoD 475/520 (FAM) 31,98 0,79 248

Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.

. 3xLoD 585/630 (ROX) 3192 1,01 3,15
Zﬁrr‘if]ki M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,91 0,70 227
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,15 0,43 1,40

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,14 0,54 1,78

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 33,54 1,09 3,25

3xLoD 475/520 (FAM) 34,72 1,34 3,87

nzeﬂff:fﬁig’e 5xLoD 475/520 (FAM) 34,22 127 371

Vaginalna Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.
matrica 3xLoD 585/630 (ROX) 32,52 1,16 3,57
M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 32,36 1,33 4,11

Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
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3xLoD 680/715 (CY5.5) 30,61 0,44 1,42
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,59 0,64 2,08
Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 30,98 0,55 1,78

Tablica 28. Rezultati medu testovima za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System sa
sojem bakterije M. genitalium rezistentnom na makrolide. (Ct) = ciklus praga. (x) = aritmeti¢ka srednja Ct vrijednost, (6) = standardna
devijacija, (CV %) = koeficijent varijacije, Neg = negativno, n.a. = nije primjenjivo.

Inter-serija

Vrijednosti inter-serija odredene su sa Sest replikata razli¢itih uzoraka koristenjem tri serije VIASURE
Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System. Sazetak rezultata prikazan

je u donjoj tablici.

Soj M. genitalium osjetljiv na makrolide

Matrica Cilj Uzorak Kanal Ct () c CV%
o 3xLoD 530/565 (HEX) 32,77 0,89 2,71
Osjetliivost na 5xLoD 530/565 (HEX) 31,46 0,57 1,81
makrolide
Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 31,70 0,47 1,48
Mugki urin M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,52 0,50 1,64
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 34,74 0,67 1,92
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 34,96 1,48 4,22
Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 35,44 1,01 2,85
o 3xLoD 530/565 (HEX) 34,72 0,81 2,34
Osjetliivost na BxLoD 530/565 (HEX) 3339 0.77 2.39
makrolide
Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.
. . 3xLoD 585/630 (ROX) 34,24 1,19 3,46
Zﬁrr‘if]k' M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 32,96 0,77 2,32
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 35,46 1,79 5,08
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 34,58 1,15 3,32
Negativna kontrola 680/715 (CYB.5) 33,53 0,58 1,74
. 3xLoD 530/565 (HEX) 31,62 0,98 3,11
Osjetljivost na 5xLoD 530/565 (HEX) 30,88 0,83 2,67
makrolide
Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 31,02 0,94 3,03
Vaginalna o
matrica M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,37 0,73 2,40
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,29 0,46 1,47
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,26 0,38 1,23
Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 31,06 0,39 1,27

Tablica 29. Rezultati medu serijama za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System sa
sojem bakterije M. genitalium osjetljivom na makrolide. (Ct) = ciklus praga. (x) = aritmeti¢ka srednja Ct vrijednost, (6) = standardna
devijacija, (CV %) = koeficijent varijacije, Neg = negativno, n.a. = nije primjenjivo.
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Soj M. genitalium rezistentan na makrolide

Matrica Cilj Uzorak Kanal Ct (%) o CV %
3xLoD 475/520 (FAM) 36,46 1 2,73
nieﬂffrr:;:{?e 5xLoD 475/520 (FAM) 35,47 076 214
Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 34,68 0,76 2,20
Muski urin M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 33,85 0,63 1,86
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 33,57 1,25 3,73
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 32,55 0,61 1,88
Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 32,49 0,73 2,24
) . 3xLoD 475/520 (FAM) 3281 0,96 2,93
nzeszgcﬁ'fe 5xLoD 475/520 (FAM) 32,38 0,84 2,59
Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.
. 3xLoD 585/630 (ROX) 31,27 1,15 3,68
Zﬁrr‘iiki M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,57 0,92 3,02
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 30,25 0,91 3,02
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,13 0,58 1,92
Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 33,51 1,02 3,06
3xLoD 475/520 (FAM) 34,34 1,39 4,05
an]ezmii‘kerr;CI:fj“e 5xLoD 475/520 (FAM) 33,96 0,62 1,82
Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.
_ 3xLoD 585/630 (ROX) 32,66 1,26 3,85
V;%',:‘rf'c'gq M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 32,23 051 1,60
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,43 0,75 2,40
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,76 0,58 1,87
Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 32,24 1,44 4,46

Tablica 30. Rezultati medu serijoma za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System sa
sojem bakterije M. genitalium rezistentnom na makrolide. (Ct) = ciklus praga. (X) = aritmeti¢ka srednja Ct vrijednost, (o) = standardna

devijacija, (CV %) = koeficijent varijacije, Neg = negativno, n.a. = nije primjenjivo.

Inter-oprema

Vrijednosti inter-oprema odredene su sa Sest replikata istih uzoraka koristenih za intratestne, intertestne i

inter-serijske vrijednosti, koristenjem testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance

Assay for BD MAX™ System. Navedeni testovi provedeni su na tri laboratorijska mjesta s tri razlicita sustava

BD MAX™ System. Sazetak rezultata prikazan je u donjoj tablici.

36



IUo-444224hr0226.00T00

Soj M. genitalium osjetljiv na makrolide

Matrica Cilj Uzorak Kanal Ct (%) o CV %
3xLoD 530/565 (HEX) 31,96 0,43 1,35

Osjetljivost na 5xLoD 530/565 (HEX) 31,00 0,40 1,30

makrolide

Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 585/630 (ROX) 31,78 0,56 1,75

Muski urin M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,88 0,9 0,94
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 34,48 0,87 2,53

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 34,51 0,87 2,51

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 32,46 0,62 1,92

o 3xLoD 530/565 (HEX) 34,31 0,97 2,81

Osjnf;"k'r‘gl’is;em 5xLoD 530/565 (HEX) 33,72 0,52 1,54

Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.

. 3xLoD 585/630 (ROX) 33,85 0,80 2,35
Zﬁrr‘iiki M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 33,38 0,63 1,88
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 33,16 0,56 1,69

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 33,06 0,44 1,32

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 33,08 0,62 1,87

3xLoD 530/565 (HEX) 32,55 0,81 2,48

Osjetljivost na 5xLoD 530/565 (HEX) 32,57 0,52 1,60

makrolide

Negativna kontrola 530/565 (HEX) Neg n.a. n.a.

] 3xLoD 585/630 (ROX) 31,42 0,88 2,81
V;%',:‘rf'c'gq M. genitalium BxLoD 585/630 (ROX) 31,54 044 1,40
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,12 0,33 1,07

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 33,58 0,56 1,68

Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 30,84 0,50 1,61

Tablica 31. Rezultati medu opremom za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System sa

sojem bakterije M. genitalium osjetljivom na makrolide. (Ct) = ciklus praga. (x) = aritmeti¢ka srednja Ct vrijednost, (6) = standardna
devijacija, (CV %) = koeficijent varijacije, Neg = negativno, n.a. = nije primjenjivo.

Soj M. genitalium rezistentan na makrolide

Matrica Cilj Uzorak Kanal Ct (%) c CV %
3xLoD 475/520 (FAM) 36,58 1,31 3,58
Rezistencija BxLoD 475/520 (FAM) 35,13 053 151
na makrolide
Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 34,81 0,86 2,46
Muski urin | M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 34,00 0,44 1,30
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 32,29 0,90 2,79
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,88 0,67 2,11
Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 32,89 0,77 2,34
. 3xLoD 475/520 (FAM) 33,67 0,43 1,28
Zenski Rezistencija 5xLoD 475/520 (FAM) 32,85 0,64 1,96
urin na makrolide
Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.
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Soj M. genitalium rezistentan na makrolide

Matrica Cilj Uzorak Kanal Ct (x) o CV %
3xLoD 585/630 (ROX) 32,46 0,44 1,35
M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 31,44 0,42 1,34
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,40 0,26 0,82
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,66 0,43 1,41
Negativna kontrola 680/715 (CY5.5) 34,59 0,65 1,87
3xLoD 475/520 (FAM) 34,47 0,89 2,59
nieﬂffrr:;:{?e 5xLoD 475/520 (FAM) 33,46 0,61 1,84
Negativna kontrola 475/520 (FAM) Neg n.a. n.a.
) 3xLoD 585/630 (ROX) 32,75 0,77 2,35
V;%';?c'zq M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 31,77 0,63 1,97
Negativna kontrola 585/630 (ROX) Neg n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,87 0,57 1,78
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,27 0,59 1,88
Negativna kontrola 680/715 (CYB.5) 33,72 0,54 161

Tablica 32. Rezultati medu opremom za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System sa

sojem bakterije M. genitalium rezistentnom na makrolide. (Ct) = ciklus praga. (X) = aritmeti¢ka srednja Ct vrijednost, (o) = standardna
devijacija, (CV %) = koeficijent varijacije, Neg = negativno, n.a. = nije primjenjivo.

Zakljuéno, studija preciznosti potvrdila je pouzdanu ucinkovitost i dosljednost u svim testiranim matricama, u

skladu s pocetno navedenim kriterijima prihvadanja valjanosti.

12.5. Analiticka specifi¢nost i reaktivnost

Analiticka specifi¢cnost i analiticka reaktivhost za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide
Resistance Assay for BD MAX™ System procijenjene su in silico i eksperimentalno, primjenom razlicitih
pocetnih materijala kao $to su certificirani referentni sojevi, certificirane referentne RNA/DNA te materijali iz

programa vanjskih osiguravanja kvalitete (EQA).

12.5.1. Anadliti¢ka specifi¢nost

Analiticka specifi¢nost sposobnost je testa da detektira predvidenu metu. Za analiticku specifi¢nost treba
razmotriti dvije komponente: Unakrsnu reaktivnost i interferenciju. Unakrsna reaktivnost moze se pojaviti
kada su prisutne genetski povezane sekvence u uzorku bolesnika, dok se interferencija moze pojaviti ako
prisutnost specifi¢nih tvari koje su potencijalno prisutne u matricama uzorka utje¢e na ucinkovitost testa

gPCR.
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Anadliza /n silico unakrsna reaktivnost

Unakrsna reaktivnost procijenjena je koristenjem referentnih sekvenci patogena iz NCBI Genbank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) i/ili alata za pretrazivanje i/ili alata za uskladivanje kao Sto je BLAST

http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) te internog bioinformati¢kog analiti¢kog softvera. Provedena je BLAST

analiza za svaku pocetnicu i sondu preko NCBI Genbank baze podataka o nukleotidima te interna

bioinformati¢ka analiza.

Uskladene sekvence s postotkom uskladenosti manjim od 80 % homologije smatrane su neosjetljivima za

detekciju. Rezultati su bili sljededi:

Mycoplasma genitalium (gen adhezina MgPA)

Sve analizirane sekvence bile su ispod 80 % homologije s Mycoplasma genitalium (gen adhezina MgPA)

setom pocetnica i sonde.

Stoga ciljni dizajni VIASURE Mycoplasma genitalium ne bi trebali uzrokovati laZzno pozitivne rezultate u

detekciji bakterije Mycoplasma genitalium kada su prisutni drugi organizmi.

Mycoplasma genitalium (gen 23S rRNA)

BLAST analiza filtrirana prema genu 23S rRNA bakterije M. genitalium (iskljucujudi bakteriju M. genitalium)
pokazuje visoku homolognost izmedu pocetnica i sondi i nekoliko sekvenci , Uncultured Mycoplasma sp.
(taksonomski ID: 167967)" i jedne sekvencije ,Synthetic Mycoplasma genitalium JCVI-1.0 (taksonomski ID:
488339)".

Sekvence ,Uncultured Mycoplasma sp. (taksonomski ID: 167967)"detektirane su s podetnicama i sondama
za bakteriju M. genitaliumrezistentnu na makrolide i osjetljivu na makrolide, stoga ne postoji rizik od unakrsne
reaktivnosti u proizvodu jer je za pozitivan rezultat potrebna detekcija u kanalu za mikroorganizam (M.

genitalium) i u kanalu za rezistenciju na makrolide ili osjetljivost na makrolide.

Synthetic Mycoplasma genitalium JCVI-1.0 (taksonomski ID: 488339)" detektira se s poetnicama i sondom
za osjetljivost na makrolide. To je sekvenca koja odgovara ciljnom mikroorganizmu i mora se detektirati. Ta
se sekvenca pojavljuje u unakrsnoj reaktivnosti jer ima drugacdiji taksonomski ID od onog koristenog u

iskljucenju.

Stoga nijedna od andliziranih sekvenci, uklju¢ujuéi one koje pokazuju homologiju ve¢u od 80 %, ne moze

utjecati na ispravnu detekciju bakterije Mycoplasma genitalium (gen 235 rRNA).
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Analiti¢ka specifi€nost eksperimentalno ispitivanje

Eksperimentalno ispitivanje unakrsne reaktivnosti

Unakrsna reaktivnost testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD
MAX™ System potvrdena je testiranjem panela razli¢itih mikroorganizama povezanih sa simptomima spolno
prenosivih infekcija ili ekoloski i filogenetski relevantnih mikroorganizama. Kada je to bilo mogude i kada su
bili dostupni podaci o koncentraciji, interferirajuéi mikroorganizmi ocijenjeni su na medicinski relevantnim
razinama (obi¢no 1E+05 — 1E+06 CFU (jedinica koja formira koloniju)/mL za bakterije i 1E+04 — 1E+05 PFU
(jedinica koja formira plak)/mL za viruse). Nije zabiljezena unakrsna reaktivnost izmedu bilo kojih od sljedecih

testiranih mikroorganizama, izuzev za ciljane mikroorganizme.

Testiranje unakrsne reaktivnosti

Mycoplasma genitalium soj

et al. soj TW10-5G

i i |- H hil f - -
Acinetobacter baumannii aemophilus ducreyi TWAB-EG /+
Aspergillus fumi Haemophilus influenzae Mycoplasma genitalium soj
spergillus fumigatus - p - UMTB-10G -+
. ) Mycoplasma genitalium Tull
Atopobium vaginae - Herpes simplex virus 2 - veop g y -J+

Bacteroides fragilis

Human Herpesvirus 1 soj HF

Mycoplasma hominis

Candida albicans

Human papillomavirus 16

Neisseria gonorrhoeae

Candida dubliniensis

Human papillomavirus 18

Neisseria meningitidis

Candida glabrata

Klebsiella oxytoca

Proteous mirabilis

Candida krusei

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Candida parapsilosis

Listeria innocua

Serratia marcescens

Candlida tropicalis - Listeria ivanovii subsp. ivanovii - Staphylococcus aureus -

Chlamydlia trachomatis

- Listeria monocytogenes -
Serovars Panel

Stenotrophomonas maltophilia | -

Enterobacter cloacae - Listeria monocytogenes - Streptococcus pneumoniae -

Fnterococcus faecalis - Mycoplasma genitalium soj G37 -/+ Treponema pallidum -

Enterococcus faecium - | Mycoplasma genitalium soj R32G [R32] | -/+ Trichomonas vaginalis -

Escherichia coli -

Mycoplasma genitalium soj TW10-6G | -/+ Ureaplasma urealyticum -

Gardnerella vaginalis -

Tablica 33. Referentni mikroorganizmi uklju¢eni u test unakrsne reaktivnosti. Rezultat + ili — odnosi se na pozitivni ili negativni rezultat
dobiven u razli¢itim kanalima ovisno o detektiranom cilju. Ako je testirani mikroorganizam jedan od ciljeva koje detektira uredaj, dobiva
se pozitivni rezultat u odgovaraju¢em kanalu, ali negativni rezultat u ostalim kanalima.

U zakljucku, rezultati testova unakrsne reaktivnosti zadovoljili su kriterije prihvac¢anja valjanosti i ukazuju na
visoku specifi¢nost testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™
System za detekciju ciljane bakterije M. genitalium rezistentne na makrolide i bakterije M. genitalium osjetljive
na makrolide, ¢ime se smanjuje rizik od lazno pozitivnih rezultata. Bududi da nisu uolene nespecifi¢ne
amplifikacije s drugim povezanim mikroorganizmima, to sugerira da je uredaj sposoban precizno razlikovati

ciljeve.
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Studija interferirajuéih mikrobioloskih agensa

Provedena je studija interferiraju¢ih mikrobioloskih agensa kako bi se analizirali potencijalni interferirajudi
mikrobioloski agensi koji ometaju VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD
MAX™ System. Testiran je panel razli¢itih mikroorganizama od klini¢kog, okolisnog i filogenetskog znacdaja u
prisutnosti referentnih sojeva: Mycoplasma genitalium soj M30 (Ref: 49895™) za bakteriju M. genitalium
osjetljivu na makrolide i AMPLIRUN® TOTAL MACROLIDE RESISTANT MGE CONTROL (Ref: MBTC029) za
bakteriju M. genitalium rezistentnu na makrolide. Kada je to bilo mogucde i kada su bili dostupni podaci o
koncentraciji, interferirajuéi mikroorganizmi ocijenjeni su na medicinski relevantnim razinama (obi¢no 1E+05
— 1E+06 CFU (jedinica koja formira koloniju)/mL za bakterije i 1E+04 — 1E+05 PFU (jedinica koja formira

plak)/mL za viruse). Svaka to¢kasta analiza provedena je jedanput po uzorku.

Pozitivha kontrola matrice (Positive Matrix Control, PMC) i negativna kontrola matrice (Negative Matrix
Control, NMC) uklju¢ene su kao kontrole testa. PMC odgovara matrici vaginalnog brisa, matrici urina Zzena i
muskaraca s dodatkom specifi¢nih sojeva bakterije M. genitalium osjetljivih na makrolide i rezistentnih na
makrolide bez ikakvih interferiraju¢ih mikroorganizama, dok NMC odgovara negativnim matricama bez

ikakvih interferirajuc¢ih mikroorganizama.

Naziv mikroorganizma Testironclu Rezultat
koncentracija

PMC - n.a.
NMC - n.a.
Acinetobacter baumannii 8,10E+05 CFU/mL N.I
Gardnerella vaginalis 4,40E+01 CFU/pL N.I
Haemophilus influenzae 5,20E+02 CFU/uL N.I
Virus Herpes simplex 1 1,60E+05 TCID50/mL N.I
Listeria monocytogenes 5,80E+06 CFU/mL N.I
Mycoplasma hominis 4,70E+06 CFU/mL N.I
Pseudomonas aeruginosa 4,09E+05 CFU/mL N.I
Staphylococcus aureus 4,60E+05 CFU/mL N.I
Streptococcus pneumoniae 1,80E+01 CFU/uL N.I
Treponema pallidum 3,40E+04 stanica/mL N.I
Klebsiella oxytoca 7,60E+03 kop/pL N.I
Escherichia coli n.a. N.I
Aspergillus fumigatus n.a. N.I
Atopobium vaginae 4,52E+03 CFU/pL N.I
Candlida albicans 4,18E+04 CFU/uL N.I
Candida glabrata 2,46E+03 CFU/uL N.I
Candida tropicalis 2,88E+03 CFU/uL N.I
Chlamydia trachomatis serovar E 6,40E+05 IFU/mL N.I
Enterobacter cloacae 1,28E+03 CFU/uL N.I
Enterococcus faecalis 5,00E+04 CFU/mL N.I
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Naziv mikroorganizma Testironcﬂ Rezultat
koncentracija

Enterococcus faecium 3,50E+04 CFU/mL N.I
Virus Herpes simplex 2 7,24E+03 TCID50/mL N.I
Humani papiloma virus 16 1,00E+02 1U/pL N.I
Humani papiloma virus 18 1,00E+02 1U/pL N.I
Klebsiella pneumoniae 3,65E+03 CFU/uL N.I
Listeria monocytogenes n.a. N.I
Neisseria gonorrhoeae 6,20E+03 CFU/pL N.I
Neisseria meningitidis 5,70E+04 CFU/uL N.I
Proteous mirabilis 2,55E+03 CFU/uL N.I
Serratia marcescens n.a. N.I
Stenotrophomonas maltophilia 9,20E+03 CFU/uL N.I
Ureaplasma urealyticum 2,00E+04 CFU/uL N.I

Tablica 34. Test na interferiraju¢e mikrobne agense. N.I. = Nema interferencije, n.a. = nije primjenjivo.

U zakljucku, nije uoena interferencija u detekciji RNA bakterije M. genitalium osjetljive i/ili rezistentne na

makrolide u matrici vaginalnog brisa, urinu Zena i muskaraca s bilo kojim od testiranih mikroorganizama.

Studija interferirajudih tvari

Provedena je studija interferirajudih tvari kako bi se testirao potencijalno interferirajudi ucinak endogenih i
egzogenih tvari za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.
Ukupno 17, 25 i 28 potencijalno interferirajucih tvari dodano je negativnim uzorcima vaginalnog brisa
odnosno urina muskaraca i Zena, obogadenim referentnim sojevima: Mycoplasma genitalium soj M30 (Ref:
49895™) za bakteriju M. genitalium osjetljivu na makrolide i AMPLIRUN® TOTAL MACROLIDE RESISTANT
MGE CONTROL (Ref: MBTCO029) za bakteriju M. genitalium rezistentnu na makrolide i ocijenjeno sa Sest

replikata.

Pozitivha kontrola matrice (Positive Matrix Control, PMC) i negativha kontrola matrice (Negative Matrix
Control, NMC) uklju¢ene su kao kontrole testa. PMC odgovara matrici vaginalnog brisa prikupljenoj u Copan
eSwab®, matrici urina zena i muskaraca s dodatkom specifi¢nih sojeva bakterije M. genitalium osjetljivih na
makrolide i rezistentnih na makrolide bez interferirajude tvari, dok NMC odgovara negativnim matricama bez

interferirajuce tvari niti dodanih mikroorganizama/ referentnog materijala. Dobiveni su sljededi rezultati:

aginalna matrica

Naziv tvari Testirana koncentracija Rezultat
PMC - n.a.
NMC - n.a.
Aciklovir 6,60E-02 mg/mL N.I.
Metronidazol 1,23E-01 mg/mL N.I.
Klotrimazol 2,50E+00 mg/mL N.I.
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Mikonazol nitrat 2,50E+00 mg/mL N.I.

Kontracepcijski gel Conceptrol 2,50E+00 mg/mL NLL
(nonoksinol-9)

Tiokonazol 2,50E+00 mg/mL N.I.

Leukociti/monociti 2,00E+06 stanica/mL N.L.

Premeno Du_g (huclgror?ska kiselina i 2,50E+00 mg/mL NLL

mlije¢na kiselina)
Dezodorans u spreju za Zzene 5,00E+01 pL/mL N.I.
Tekudi lubrikant za rodnicu — na bazi 5,00E+01 pL/mL NLL
vode, Durex Frescor
Lubrikant za rodnicu — na bazi uljq,

SOIVRE Intim Ol 5,008+01 pl/mL NI

Vaginalna krema DermoVagisil 2,50E+00 mg/mL N.I.

Gel za hemormqe HEMOAL 2,50E+00 mg/mL NLL
Preparation H

Estradiol 7,50E-03 ng/mL N.I.

Progesteron 6,00E+00 ng/mL N.I.

Sjemena tekudina 5 % N.I.

Puna krv 1% N.I.

Tablica 35. Potencijalno interferiraju¢e tvari u vaginalnoj matrici. N.I: Nema prijavljene interferencije / I: Interferencija, n.a. = nije

primjenjivo.

Naziv tvari Testirana koncentracija Rezultat
PMC - n.a.
NMC - n.a.
Ibuprofen 2,19E-01 mg/mL N.I.
Naproksen 3,60E-01 mg/mL N.I.
Amoksicilin 5,40E-02 mg/mL N.I.
Azitromicin 1,10E-02 mg/mL N.I.
Ceftriakson 8,40E+01 mg/dL N.I.
Eritromicin 1,38E-01 mg/mL N.I.
Metronidazol 1,23E-01 mg/mL N.I.
Sulfametoksazol 1,12E+00 mg/mL N.I.
Tetraciklin hidroklorid 2,40E-02 pg/mL N.I.
Trimetoprim 4,20E-02 pg/mL N.I.
Albumin 1,00E+01mg/mL N.I.
Bilirubin 4,00E-01 mg/mL NL.I.
Glukoza (dekstroza) 1,00E+01 mg/mL N.I.
Leukociti/monociti 2,00E+06 stanica/mL N.L.
Nizak pH (HC) n.a. NLI.
Visok pH (NaOH) n.a. NLI.
Sjemena tekudina 5 % N.I.
Urea 1,20E+00 mg/mL N.I.
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Naziv tvari Testirana koncentracija Rezultat
Mokraéna kiselina 2,35E-01 mg/mL N.I.
1% I.*
Puna krv 0,25% N.L.
0,125 % N.I.
(brusnica V?:ctiz(i:tlj;n:\]::crocqrpon) 1,098-01 mg/mL NI
Talquistina 2,64E+00 mL Talg/mL dvte N.I.
4-acetamidofenol 1,56E-01 mg/mL N.I.
Fenazopiridin hidroklorid 1,60E-01 mg/mL N.L.
Salicilna kiselina 1,50E-01 mg/mL N.L.

Tablica 36. Potencijalno interferirajuce tvari u muskoj urinarnoj matrici. N.I: Nema prijavljene interferencije / I: Interferencija, n.a. = nije

primjenjivo.

* Inhibicija uoéena samo za cilj bakterije Mycoplasma genitalium rezistentne na makrolide.

Naziv tvari Testirana koncentracija Rezultat
PMC - n.a.
NMC - n.a.
Ibuprofen 2,19E-01 mg/mL N.I.
Naproksen 3,60E-01 mg/mL N.I.
Amoksicilin 5,40E-02 mg/mL NI
Azitromicin 1,10E-02 mg/mL N.I.
Ceftriakson 8,40E+01 mg/dL N.I.
Eritromicin 1,38E-01 mg/mL N.I.
Metronidazol 1,23E-01 mg/mL N.I.
Sulfametoksazol 1,12E+00 mg/mL N.I.
Tetraciklin hidroklorid 2,40E-02 pg/mL N.I.
Trimetoprim 4,20E-02 pg/mL N.I.
Albumin 1,00E+01 mg/mL N.I.
Bilirubin 4,00E-01 mg/mL N.I.
Glukoza (dekstroza) 1,00E+01 mg/mL N.I.
Leukociti/monociti 2,00E+06 stanica/mL N.I.
Niski pH (HCI) 4 n.a. L*
Niski pH (HCI) 5 n.a. I*
Niski pH (HCI) 6 n.a. NLI.
Visok pH (NaOH) n.a. NLI.
Sjemena tekudina 5 % N.I.
Urea 1,20E+00 mg/mL N.I.
Mokra¢na kiselina 2,35E-01 mg/mL N.I.
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enska arna matrica
Naziv tvari Testirana koncentracija Rezultat
Puna krv 1% N.L
Antocijanini (brusnica Vaccinium 1,09E-01 mg/mL NI
macrocarpon)
Talquistina 2,64E+00 mL Talg/mL dvte N.I.
1,56E-01 mg/mL I.*
4-acetamidofenol 3,90E-02 mg/mL N.L.
9,75E-03 mg/mL N.I.
Fenazopiridin hidroklorid 1,60E-01 mg/mL N.I.
Salicilna kiselina 1,50E-01 mg/mL N.I.
17-a etinilestradiol 7,50E-03 ng/mL N.I.
Noretindron 1,60E+01 ng/mL N.I.
Dezodorans u spreju za Zene 5,00E+01 pL/mL NI

Tablica 37. Potencijalno interferirajuce tvari u Zenskoj urinarnoj matrici. N.I: Nema prijavljene interferencije / I: Interferencija, n.a. = nije
primjenjivo.

* Inhibicija uo¢ena samo za cilj bakterije Mycoplasma genitalium osjetljive na makrolide.

U zakljuc¢ku, na VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System
testirane su razli¢ite potencijalno interferirajuce tvari, endogene i egzogene. Dobiveni rezultati navode na

zaklju¢ak da pri testiranim koncentracijama nije uo¢ena interferencija bilo koje od ocijenjenih tvari.

12.5.2. Anadliti¢ka reaktivnost

Analiticka reaktivnost moze se definirati kao postotak ciljnih sojeva mikroba ili uzoraka DNA/RNA koji daju

ispravan pozitivni rezultat. Analiti¢ka reaktivnost prou¢avana je in silicoi eksperimentalna ispitivanja.

Analiza /n silico analiti¢ke reaktivnosti

Analiticka reaktivnost VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™
System procijenjena je koriStenjem javno dostupne baze podataka o nukleotidnim sekvencama kao $to je

NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) i internog softvera za bicinformatic¢ku analizu kako

bi se pokazalo da se ciljni geni mogu ispravno detektirati ispitivanim proizvodom. /n silico analiza dizajna
pocetnica i sonde provedena je kroz uskladivanje s ukupno 2399 analiziranom sekvencom (sekvence

preuzete iz baze podataka s uklonjenim duplikatima). Dobiveni rezultati prikazani su u sljedecoj tablici:

Mycoplasma genitalium ‘

Uskladene sekvence: 486

Gen Sekvence s Sekvence s
Bez S Sekvence bez
nepodudaranja | nepodudaranjem Rl detekcije nepoznatom
detekcijom detekcijom
Adhezin 74,07 % 2593 % 74,07 % 0% 25,93 %*
MgPa
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Mycoplasma genitalium

Uskladene sekvence: 17

Gen Sekvence s Sekvence s
Bez S Sekvence bez
nepodudaranja | nepodudaranjem FeelEey detekcije nepoznatom
detekcijom detekcijom
23S rRNA 82,35% 17,65 % 100 % 0% 0%

Tablica 38. Test andliti¢ke reaktivnosti /n silico. ,Uskladene sekvence” = broj uskladenih sekvenci bez ili s nepodudaranjem iz ukupnog
broja analiziranih sekvenci, .Sekvence s potvrdenom detekcijom” = sekvence bez nepodudaranja ili eksperimentalno analizirane
sekvence dija je detekcija zajaméena, ,Sekvence bez detekcije” = sekvence prethodno in silico andlizirane ¢ijo se eksperimentalna
detekcija ne moZe zajamditi zbog prethodnih negativnih eksperimentalnih dokaza, ,Sekvence s nepoznatom detekcijom” = sekvence
prethodno /n silico analizirane &ija se eksperimentalna detekcija ne moZe zajomditi zbog nedostatka eksperimentalnih dokaza.

*Valja napomenuti da je 20,78 % ukupnog broja uskladenih sekvenci (101/486) pokazalo nebitna nepodudaranja za koja se smatra da

su otkrivena.

Ukratko, analiza inkluzivnosti pokazala je ispravnu detekciju gena MgPA adhezinai 23S rRNA bakterije M.
genitalium s VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

Eksperimentalno ispitivanje analiti¢ke reaktivnosti

Analiticka reaktivnost VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™
System za bakteriju Mycoplasma genitalium procijenjena je u odnosu na DNA sljededih sojeva, pokazujudi

pozitivne rezultate:

—  Mycoplasma genitalium soj G37 (ATCC kod: 33530)

—  Mycoplasma genitalium soj TW48-5G (ATCC kod: 49898)
- Mycoplasma genitalium soj TW10-5G (ATCC kod: 49123)
—  Mycoplasma genitalium soj UMTB-10G (ATCC kod: 49899)
- Mycoplasma genitalium soj TW10-6G (ATCC kod: 49896)
—  Mycoplasma genitalium soj R32G [R32] (ATCC kod: 49897)

12.6. MetroloSka sljedivost

Ovaj test nije osmisljen u svrhe mjerenja.

13. Znacajke klini¢ke ucinkovitosti

Klinicke performanse VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™

System testirane su na uzorcima vaginalnih briseva i urina. Dobiveni su sljededi rezultati:
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e o o O o oaoqra

Certest Biotec S.L. Mycoplasma genitalium

1 u suradnji s Hospital Vaginalni brisevi Komplet BD MAX™ ExK™ TNA-3 + osjetljiva na makrolide
Universitario Miguel Servet J sustav BD MAX™ System Mycoplasma genitalium
(Zaragoza, Spanjolska) rezistentna na makrolide
Certest Biotec S.L. Mycoplasma genitalium

5 (Zaragoza, Spanjolskay) Urin Komplet BD MAX™ ExK™ TNA-3 + osjetljiva na makrolide
koristedi uzorke iz Cerba sustav BD MAX™ System Mycoplasma genitalium
Xpert rezistentna na makrolide

Tablica 39. Mjesto, vrsta uzorka, radni proces i cilj.

Istinski pozitivne i negativne vrijednosti, lazne pozitivne i negativne vrijednosti, vrijednosti osjetljivosti i
specifi¢nosti, pozitivne prediktivne vrijednosti (PPV), negativne prediktivne vrijednosti (NPV) i omijeri
vjerojatnosti (LR) za VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™

System izracunate su u odnosu na svaki komparativni test kako je prikazano u sljededoj tablici:

Komparatorski

Centar
test

(of]]] Osjetljivost  Specifi¢tnost PPV NPV

MG 0.96 1.00 1,00 0,98 183,46 | 0,055
rezistentna 43 96 0 2 © 851— 099) | (0 96’— 1,00) (091- | (0,93- | (11,55-| (0,016 -
Allplex™ MG & | na makrolide ! ' ' ! 1,00) 1,00) 2914) 0,182)

1 AziR Assay
(Seegene) o 0,94 0,98 28,53 0,040
ramatroide| | 8 [ 3| 2 | 087 009 | (001 099 | 085~ | 092~ | ©37- | ©010-
' : ' ' 0,99) | 1,000 | 86.88) | 0,155)
MG 1.00 100 1,00 1,00 213,6 0,011
rezistentna 44 107 0 0 : ’ (092- | (0,97 - | (13,4- | (0,001 -
krolid (092-1) (097-1) 1 1 3394) | 0,176
Allplex™ MG & | M@ makrolide ) ) b | 0470
2 AziR Assay
(Seegene) 1,00 0,98 1836 | 0,044
MG osjetljiva 0,96 1,00 02 03 _ _ 013 -
na makrolide | 2% | 9° 0 2 (0.88-099) | (0,96-1) 0.93 03 ool L

1) 0,99) | 2916) | 0,148)

Tablica 40. Istinski pozitivne (TP) i negativne (TN) vrijednosti, laZzno pozitivne (FP) i lazno negativne (FN) vrijednosti, osjetljivost,
specifi¢nost, pozitivne prediktivne vrijednosti (PPV), negativne prediktivne vrijednosti (NPV) i omjeri vjerojatnosti (LR) za VIASURE
Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

U zakljucku, rezultati pokazuju visoku podudarnost u detekciji bakterije Mycoplasma genitalium osjetljive na
makrolide i bakterije Mycoplasma genitalium rezistentne na makrolide koristenjem VIASURE Mycoplasma

genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

14.Sazetak sigurnosti i uCinkovitosti

Sazetak sigurnosti i ucinkovitosti testa VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay
for BD MAX™ System moze se preuzeti s web-stranice: certest.es/viasure/labeling. Taj sazetak takoder se

nalazi na web-stranici EUDAMED (https://ec.europa.eu/tools/eudamed).
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BD MAX™ je registrirani zastitni znak kompanije Becton, Dickinson and Company.
Zadrzana prava na promjenu. Sva prava pridrzana. © Certest Biotec, S.L.

Svi drugi robni zigovi koji se mogu pojaviti u ovoj uputi o lijeku vliasnistvo su njihovih viasnika.
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Certest Biotec, S.L.
Pol. Industrial Rio Gdllego II, Calle J, N° 1, 50840, San Mateo de Gdllego, Zaragoza (Spanjolska)

Tel. (+34) 976 520 354 | viasure@certest.es | www.certest.es

Podaci o australskom naruditelju: Becton Dickinson Pty Ltd., 66 Waterloo Road.

Macquarie Park NSW 2113, Australija

Podaci o novozelandskom naruditelju: Becton Dickinson Limited, 14B George Bourke Drive.

Mt. Wellington Auckland 1060, Novi Zeland

Kontrola promjene

Verzija br. Promjene Datum
Izvorna verzija.
00 Ova verzija je prijevod izvornog dokumenta engleski: 18/02/2026
IU0-444224en0226.00

Tablica A2. Tablica kontrole promjene.

Revizija: 18. veljade 2026.
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