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Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

1 Vlastnicky nazev

Xpert® MRSA/SA SSTI

2 Bézny nebo obvykly nazev

Xpert MRSA/SA SSTI

r

3 Uréené pouziti

Test infekce kiize a mékkych tkani Cepheid Xpert® MRSA/SA (test Xpert MRSA/SA SSTI) provadény v systému
GeneXpert® Dx je kvalitativni in vitro diagnosticky test uréeny k detekci Staphylococcus aureus (SA) a methicilin-
rezistentniho Staphylococcus aureus (MRSA) ze stér infikované kiize a mékké tkane. Test vyuziva automatickou
polymerazovou fetézovou reakci v realném case (PCR) k detekci DNA MRSA/SA. Test Xpert MRSA/SA SSTI je indikovan
k pouziti spolecn¢ s dal§imi laboratornimi testy, jako je mikrobiologicka kultivace, a klinickymi udaji, které ma Iékat k
dispozici, jako pomiticka pii detekci MRSA/SA z infikované ktize a mekkeé tkané. Test Xpert MRSA/SA SSTI neni urcen ke
sledovani 1é¢by infekci MRSA/SA. Soubézné provadéné kultivace SA a MRSA jsou nutné k odhaleni mikroorganismi pro
testovani susceptibility nebo epidemiologické typovani.

4 Souhrn a vysvétleni

Staphylococcus aureus (SA) je dobie zdokumentovany lidsky oportunisticky patogen a hlavni nozokomialni patogen, ktery
zpusobuje celou fadu onemocnéni. Mezi tato onemocnéni patii infekce kiize a mekkych tkani, véetné viedi a bolakl a
infekce pooperacnich ran na riznych mistech. Jako nozokomialni patogen je S. aureus hlavni pti¢inou morbidity a mortality.
Infekce zplisobené S. aureus jsou Casto akutni a pyogenické a pokud nejsou 1é¢eny, mohou se rozsifit do okolni tkané nebo
pneumonie, osteomyelitida, akutni endokarditida, syndrom toxického Soku, otrava z jidla, myokarditida, perikarditida,
cerebritida, meningitida, chorioamnionitida, syndrom opatené kiize a abscesy svald, urogenitalniho traktu, centralniho
nervového systému a riiznych bfidnich organi.!

Na zacatku 50. let minulého stoleti pofizovani a §ifeni beta-laktamazu produkujicich plazmidt zmatilo u¢innost penicilinu
pro lécbu infekei S. aureus. V 1. 1959 byl uveden na trh methicilin, synteticky penicilin. V r. 1960 vsak byly identifikovany
methicilin-rezistentni kmeny S. aureus. Bylo zji§téno, Ze to bylo v disledku skute¢nosti, ze S. aureus ziskal gen mecA.
Dnes je MRSA v USA pfi¢inou pfiblizné 25 % nozokomialnich infekci a pfibyvaji zpravy o komunitné ziskaném MRSA,
zpusobujicim zavaznou morbiditu a mortalitu. U bakterémii zptisobenych MRSA a methicilin-senzitivnim S. aureus (SA)
byly hlaSeny mortality 33 % (MRSA) a 16 % (SA). Také se zvySuji obavy ohledn¢ nakladli na 1é¢bu infekci MRSA. Ve
snaze o omezeni §ifeni téchto infekci jsou ve zdravotnickych zafizenich vyvijeny a implementovany kontrolni strategie a
zasady. Kontrola MRSA je hlavnim zaméfenim vétSiny nemocni¢nich programi pro kontrolu infekce. V soucasné dobé

je standardni metodou detekce MRSA a SA kultivace, ktera je velice pracna a ke generovani definitivniho vysledku mize
vyzadovat nékolik dni.2:3:4,5.6.7
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Poznamka

Poznamka

5 Princip postupu

Systémy GeneXpert automatizuji a integruji purifikaci vzorkd, amplifikaci nukleovych kyselin a detekci cilové sekvence
v jednoduchych nebo komplexnich vzorcich pomoci PCR rozborti v realném case. Systémy sestavaji z piistroje, osobniho
pocitace a pfedem nacteného softwaru pro zpracovani testll a zobrazeni vysledkl. Systémy vyzaduji pouziti jednorazovych
kazet, které obsahuji reagencie PCR a ve kterych probiha proces PCR. Protoze kazety jsou uzaviené a sobé&stacné,
minimalizuje se tak zkfizena kontaminace mezi vzorky. Plny popis systému naleznete v ptislusné Prirucce obsluhy pro
GeneXpert Dx (GeneXpert Dx Operator Manual) nebo Prirucce obsluhy pro GeneXpert Infinity (GeneXpert Infinity
Operator Manual).

Test Xpert MRSA/SA SSTI obsahuje reagencie pro detekci MRSA a SA a déle kontrolu zpracovani vzorki (SPC) ke
kontrole adekvatniho zpracovani cilové baktérie a sledovani ptitomnosti inhibitoru(tt) PCR reakce. SPC také zajistuje
vhodnost podminek PCR reakce (teploty a ¢asu) pro reakci amplifikace a funkénost reagencii PCR. Kontrolni systém sondy
(PCC) ovétuje rehydrataci reagencie, plnéni PCR zkumavky v kazeté, neporusenost sondy a stabilitu barviva.

Primery a sondy testu Xpert MRSA/SA SSTI detekuji vlastnické sekvence bilkoviny A stafylokoku (Sp4), gen rezistentni
vici methicilinu (mecA) a chromozom stafylokokové kazety (SCCmec) vlozené do SA chromozomalniho attB mista.

6 Reagencie a pristroje

6.1 Dodavané materialy

Souprava Xpert MRSA/SA SSTI obsahuje dostate¢né mnozstvi reagencii pro zpracovani 10 vzorki nebo vzorkl pro
kontrolu kvality. Obsah soupravy:

Kazety Xpert MRSA/SA SSTI s integrovanymi reakénimi

zkumavkami 10

e Perlitka 1, perlicka 2 a perlitka 3 (susené mrazem) 1 v kazdé kazeté

e Reagencie 1 3,0 ml v kazdé kazeté
e Reagencie 2 (hydroxid sodny) 3,0 ml v kazde kazeté
Xpert MRSA/SA SSTI sacek s eluéni reagencii 10 x 2,0 ml na sacek
e Eluéni reagencie (guanidinium thiokyanat)

CD 1 v kazdé soupravé

e Soubor definice analyzy (ADF)
e Pokyny k importu ADF do GX softwaru

e Navod k pouziti (pfibalova informace)

Bezpecnostni listy (SDS) jsou k dispozici na adrese www.cepheid.com nebo www.cepheidinternational.com na karté
PODPORA (SUPPORT).

Hovézi sérovy albumin (BSA) v perlickach v tomto produktu byl vyroben vyhradné z hovézi plazmy pochazejici

ze Spojenych stati americkych. Zvifata nebyla krmena bilkovinami pochéazejicimi z pfezvykavcu ¢i jinych zvifat; zvifata
prosla testy ante-mortem i post-mortem. V priibéhu zpracovani nedochazelo k zadnému smésovani materiald s jinymi
zvifecimi materialy.

6.2 Skladovani a manipulace

Kazety a reagencie testu Xpert MRSA/SA SSTI skladujte pii teplotach 2 °C-28 °C.
Nepouzivejte reagencie nebo kazety s pro$lym datem exspirace.

Kazetu neotevirejte, pokud nejste pfipraveni k provedeni testu.

Nepouzivejte reagencie, které jsou zakalené nebo jinak zabarvené.

Xpert® MRSA/SA SSTI
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7 Pozadované materialy, které nejsou soucasti dodavky

Ptistrojovy systém GeneXpert (katalogové ¢islo se lisi podle konfigurace): Ptistroj GeneXpert, pocita¢ s vlastnickou
verzi softwaru GeneXpert 4.3 nebo vyssi, ruéni skener ¢arového kodu a piirucka uzivatele.

Tiskarna: Pokud pozadujete tiskarnu, kontaktujte technickou podporu spole¢nosti Cepheid a sjednejte si ndkup
doporucené tiskarny.

Zatizeni pro odbér vzorkd Cepheid Sample Collection Device (900-0370) nebo ekvivalentni Copan

Michacka Vortex

Jednorazové pienosové pipety

Sterilni gaza

8 Dostupné materialy, které nejsou soucasti dodavky

KWIK-STIK™ spolecnosti Microbiologics, katalogové ¢. 0158MRSA a katalogové ¢. 0360SA jako externi pozitivni
kontroly a ¢. 0371MSSE (methicilin-senzitivni Staphylococcus epidermidis) jako externi negativni kontrola.

9 Varovani a bezpeénostni upozornéni

Se vsemi biologickymi vzorky, véetné pouzitych kazet a reagencii, zachazejte jako se schopnymi pienosu infekénich
agens. Protoze ¢asto neni mozné védet, které vzorky mohou byt infekéni, se vSemi biologickymi vzorky je tfeba zachéazet
se standardnimi bezpe¢nostnimi opatfenimi. Pokyny pro manipulaci se vzorky jsou k dispozici od center pro kontrolu a
prevenci onemocnéni® USA (U.S. Centers for Disease Control and Prevention) a od Institutu pro klinické a laboratorni
standardy (Clinical and Laboratory Standards Institute).®

Ve smiSené kultute obsahujici MRSA/SA a dal$i mikroorganismy (napf. gramnegativni bakterie, kvasinky) mohou byt
vysledky falesné negativni nebo rtizné v zavislosti na koncentraci pfitomného MRSA/SA, obzvlasté, pokud koncentrace
MRSA/SA je blizko LoD testu.

Pfi praci s chemikaliemi a manipulaci s biologickymi vzorky dodrzujte bezpecnostni postupy vaseho zdravotnického
zafizeni.

Test Xpert MRSA/SA SSTI muze detekovat DNA MRSA a/nebo SA z nezivotaschopnych mikroorganismi.
Pravdépodobnost, ze k tomu dojde, se zvySuje u pacientti uzivajicich antibiotika.

Test Xpert MRSA/SA SSTI neposkytuje vysledky pro antimikrobialni susceptibilitu. Pro kultivaci a provedeni testu
susceptibility je vyzadovan dalsi cas.

Nenahrazujte reagencie testu Xpert MRSA/SA SSTI jinymi reagenciemi.

Neotevirejte viko kazety testu Xpert MRSA/SA SSTI kromé pfidavani vzorku a reagencie nebo provedeni testu.
Nepouzivejte kazetu, ktera po pfidani vzorku a reagencie upadla nebo byla protiepana.

Nepouzivejte kazetu s poskozenou reakéni zkumavkou.

Kazda jednorazova kazeta testu Xpert MRSA/SA SSTI se pouziva ke zpracovani jednoho testu. Pouzité kazety
nepouzivejte opakovang.

Biologické vzorky, pfenosové prostiedky a pouzité kazety je nutné povazovat za schopné ptenosu infekénich

agens a vyzadujici standardni bezpecnostni opatieni. Pti spravné likvidaci pouzitych kazet a nepouzitych reagencii
dodrzujte postupy vaseho zdravotnického zafizeni pro ekologickou likvidaci odpadu. Tyto materialy mohou vykazovat
charakteristiky chemického nebezpe¢ného odpadu vyzadujiciho dodrzovani specifickych narodnich nebo regionalnich
postupti pro likvidaci. Pokud narodni nebo regionalni predpisy neobsahuji jasné pokyny ke spravné likvidaci, biologické
vzorky a pouzité kazety je tfeba likvidovat podle pokynti Svétové zdravotnické organizace (World Health Organization,
WHO) k manipulaci se zdravotnickym odpadem.

Viko kazety neotevirejte, pokud nejste pfipraveni k provedeni testu.

10 Chemicka nebezpecil7.18

Piktogram pro nebezpeci UN GHS:@
Signalni slovo: VAROVANI
Véty o nebezpecnosti podle Globalné harmonizovaného systému klasifikace OSN
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Dulezité

e Zdravi Skodlivy pfi poziti
e Drazdi kizi.
e Zpulsobuje vazné podrazdéni o¢i.
e Pokyny pro bezpecné zachazeni podle Globalné harmonizovaného systému klasifikace OSN

e Prevence

Po manipulaci dikladné omyjte.
Pii pouzivani tohoto vyrobku nejezte, nepijte ani nekufte.
Zabraiite uvolnéni do zivotniho prostiedi.

Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/oblicejovy stit.
o Reakce

PRI STYKU S KUZ{: Omyijte velkym mnozstvim vody a mydla.

Kontaminovany odév svléknéte a pfed opétovnym pouzitim ho vyperte.

Konkrétni pokyny pro oSeteni najdete v doplitkovych informacich o prvni pomoci.

Pfi podrazdéni kiize: Vyhledejte 1ékai'skou pomoc/osetieni.

PRI ZASAZENI{ OCI: N&kolik minut opatrng oplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ocky, jsou-li nasazeny,
a pokud je l1ze vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

Pretrvava-li podradzdéni o¢i: Vyhledejte 1ékatskou pomoc/osSetieni.

PRI POZITI: Necitite-li se dobie, okamzit& volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo
1ékare.

e Vyplachnéte usta.
e Skladovani a likvidace

e Obsah a/nebo nadobu zlikvidujte v souladu s mistnimi, regionalnimi, narodnimi a/nebo mezinarodnimi pfedpisy.

11 Odbér, pireprava a skladovani vzorku

Stéry infekénich vzorkt kiize a meékkych tkani 1ze odebirat pomoci odbérového zatizeni pro vzorky Cepheid podle
standardnich postupti zdravotnického zatizeni uzivatele. Stéry vzorkt se vlozi do plastové prepravni zkumavky (doporucuje
se kapalné Stuartsovo medium, odbérové zatizeni pro vzorky Cepheid nebo Copan), skladuji se pii pokojové teploté a
poslou se do testovaci oblasti GeneXpert ke zpracovani nejpozdéji nasledujici den. Zbyvajici netestované vzorky stéri pro
mikrobidlni kultivaci se vlozi do vhodnych ptepravnich systémi a kultivuji se do 4 dnl. Pokud nebudou odeslany dalsi den,
musi se vzorky piepravovat na ledu. Alternativné se stéry pro testovani mohou skladovat pii teploté 2 °C-8 °C az 5 dnti.

12 Mirkobialni kultura

U kultiva¢nich metod SSTI postupujte podle soucasnych laboratornich standardnich provoznich postupi. Pro kultivaci se
zbyvajici netestované vzorky stérti vliozi do vhodnych ptepravnich systému a kultivuji se do 4 dna.

13 Postup

13.1 Priprava kazety

Test zahajte do 15 minut od pfidani reagencii do kazety.

Pridejte vzorek a elu¢ni reagencii do kazety nasledujicim zptisobem:

1. Vyjméte kazetu a elucni reagencii z baleni.

2. Vyjméte stér z prepravni nadoby.

Poznamka Se stérem manipulujte pomoci sterilni gazy, aby se na minimum omezilo riziko kontaminace.
3. Stér vlozte do zkumavky obsahujici elu¢ni reagencii a pfelomte dfik.
4. Zaviete vicko zkumavky s elu¢ni reagencii a promichejte vysokou rychlosti na tfepacce 10 sekund.
6 Xpert® MRSA/SA SSTI
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5. Oteviete viko kazety. Pomoci sterilni pienosové pipety pieneste cely obsah elu¢ni reagencie do vzorkové komurky
kazety testu Xpert MRSA/SA SSTI.

6. Zaviete viko kazety.

Ukazkova komora
(velky otvor)

Obrazek 1. Kazeta Xpert MRSA/SA SSTI (pohled seshora)

13.2 Spusténi testu

Pred spusténim testu se ujistéte, ze do softwaru byl importovan soubor definice analyzy pro test Xpert MRSA/

Dulezité SA SSTI.

Tato ¢ast uvadi vychozi kroky k provozu pfistrojového systému GeneXpert. Podrobné pokyny viz Prirucka obsluhy systému
GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator Manual) nebo Prirucka obsluhy systému GeneXpert Infinity (GeneXpert
Infinity System Operator Manual).

1. Zapnéte pristrojovy systém GeneXpert :

Poznamka Postup se muze liit, pokud spravce systému zménil vychozi pracovni postup systému.

e Pokud pouzivate piistroj GeneXpert Dx, nejprve zapnéte piistroj a poté pocitac. Software GeneXpert se spusti
automaticky, nebo mize vyzadovat dvojité kliknuti na ikonu zastupce softwaru GeneXpert Dx na pracovni plose
systému Windows®.

nebo
e Pokud pouzivate piistroj GeneXpert Infinity, zapnéte pristroj. Software GeneXpert se spusti automaticky, nebo miize
vyZadovat dvojité kliknuti na ikonu zastupce softwaru Xpertise na pracovni plose systému Windows®.
2. Pomoci svého uzivatelského jména a hesla se pfihlaste do softwaru systému pfistroje GeneXpert .

3. V okné systému GeneXpert kliknéte na Vytvorit test (Create Test). (GeneXpert Dx) nebo Objednavky (Orders) a
Objednat test (Order Test) (Infinity). Otevie se okno Vytvorit test (Create Test).

4. Naskenujte ID pacienta (Patient ID) (volitelné). Pokud ID pacienta (Patient ID) zadavate, dbejte, aby bylo zadano
spravné. ID pacienta (Patient ID) je spojeno s vysledky testu a je zobrazeno v okné Zobrazeni vysledkt (View Results).

5. Oskenujte nebo zadejte ID vzorku (Sample ID). Pokud ID vzorku (Sample ID) zadavate, dbejte, aby bylo zadano
spravng. ID vzorku (Sample ID) je spojeno s vysledky testu a je zobrazeno v okné Zobrazeni vysledkt (View Results).

6. Naskenujte ¢arovy kod na kazeté Xpert MRSA/SA SSTI. Pomoci informaci z ¢arového kodu software automaticky
vyplni nasledujici pole: Vybér rozboru (Select Assay), ID Sarze reagencie (Reagent Lot ID), Sériové ¢islo kazety
(Cartridge SN) a Datum exspirace (Expiration Date).

Poznamka Pokud se ¢arovy kdéd na kazeté Xpert MRSA/SA SSTI nenaskenuje, opakuijte test s novou kazetou.

7. Kliknéte na Spustit test (Start Test). (GeneXpert Dx) nebo Odeslat (Submit) (Infinity). Do zobrazeného
dialogového okna zadejte své heslo.

8. U systému GeneXpert Infinity vloZte kazetu na dopravnikovy pas. Kazeta se zalozi automaticky, prob&hne test a pouzita
kazeta vypadne do odpadové nadoby.

nebo

Xpert® MRSA/SA SSTI 7
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U piistroje GeneXpert Dx:

Otevftete dvirka modulu pfistroje s blikajicim zelenym svétlem a zalozte kazetu.
. Zaviete dvitka. Spusti se test a zelené svétlo piestane blikat. Po dokonceni testu svétlo zhasne.
Pred otevienim dvitek modulu a vyjmutim kazety pockejte, az systém uvolni zamek dvifek.

a0 T

. Pouzité kazety zlikvidujte do vhodnych odpadovych nadob na vzorky.

14 Zobrazeni a tisk vysledku

Podrobnéjsi pokyny k zobrazeni a tisku vysledki viz Pfirucka obsluhy systému GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System
Operator Manual) nebo Prirucka obsluhy systému GeneXpert Infinity (GeneXpert Infinity System Operator Manual).

1. Kliknutim na ikonu Zobrazeni vysledku (View Results) zobrazite vysledky.

2. Po dokondeni testu kliknéte na tlacitko Zprava (Report) v okné Zobrazeni vysledkt (View Results) pro zobrazeni a/
nebo generovani PDF souboru zpravy.

15 Kontrola kvality

15.1 Vestavéné kontroly kvality

Kazdy test obsahuje kontrolu zpracovani vzorku (SPC nebo BG3 na obrazovce zobrazeni vysledkl pro uzivatele na tirovni
spravce) a systém kontroly sondy (PCC).

e Kontrola zpracovani vzorku (SPC) — zajist'uje spravné zpracovani vzorku. SPC obsahuje spory Bacillus globigii ve
formé suché crusty spor, ktera je obsazena v kazdé kazeté pro ovéfeni adekvatniho zpracovani vzorku testem Xpert
MRSA/SA SSTI. SPC ovétuje, zda doslo k 1yze Staphylococcus aureus, zda jsou pritomny mikroorganismy a zda je
zpracovani vzorku adekvatni. Tato kontrola dale detekuje se vzorkem spojenou inhibici analyzy PCR v redlném case,
zajistuje vhodné podminky PCR reakce (teplota a ¢as) pro amplifikacni reakci a zjist'uje, zda PCR reagencie jsou
funkéni. SPC musi byt pozitivni v negativnim vzorku a miize byt negativni nebo pozitivni v pozitivnim vzorku. SPC
vyhovuje, pokud splituje validovana kritéria pfijatelnosti.

e Systém kontroly sondy (PCC) — Pied zahajenim PCR reakce méfi systém GeneXpert fluorescenéni signal ze sond
a monitoruje tak rehydrataci perlicek, plnéni reakéni zkumavky, neporusenost sond a stabilitu barviva. Kontrola sondy je
uspésna, kdyz splni predepsana kritéria pro pfijeti.

15.2 Externi kontroly

KWIK-STIK (Microbiologics, katalogové ¢. 0158MRSA [SCCmec typ I1] a katalogové ¢. 0360SA jako pozitivni kontroly
a ¢. 0371MSSE jako negativni kontrola) se mohou pouzivat pro $koleni, testovani schopnosti a jako externi kontrola kvality
systému GeneXpert. Kmeny MRSA reprezentujici jiné typy SCCmec, pokud jsou dostupné, mohou byt pouzity jako dalsi
externi pozitivni kontroly ke sledovani primerti a sond rozboru, které nejsou piimo kontrolovany v ramci rozboru. Externi
kontroly se mohou pouzit v souladu s akreditujicimi institucemi a vladnimi piedpisy, podle toho, co je aplikovatelné.
Postupujte podle postupti pro externi kontroly Microbiologics, které jsou uvedeny nize:

1. Otevrete vak v misté zafezu a vyjméte KWIK-STIK.

2. Propichnéte dno ampulky v Salku, aby se uvolnila hydrata¢ni kapalina.

3. Pfidrzujte ampulku ve svislé poloze a poklepem podpoite proudéni tekutiny ampulkou do spodni ¢asti jednotky
obsahujici peletu.

Pro snazsi rozpusténi lyofylizované bunééné pelety rozdrt’'te peletu a opatrné propichnéte spodni komurku.

Roztrhnéte KWIK-STIK, aby se uvolnil stér a vlozte stér do zkumavky obsahujici elu¢ni reagencii (Sroubovaci uzaveér).
Stér KWIK-STIK je nyni pfipraveny na test Xpert MRSA/SA SSTI.

Pokud externi kontrola kvality nefunguje podle o¢ekavani, opakujte test externi kontroly a/nebo kontaktujte spole¢nost
Cepheid a pozadejte o pomoc.

A A

Priklady vysledku testi Xpert MRSA/SA SSTI uvadi Obrazek 2 az Obrazek 5.
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16 Interpretace vysledki

Vysledky jsou interpolovany systémem GeneXpert z namétenych fluorescencnich signalti a vlozenych vypocetnich
algoritmu a jsou zobrazeny v okné Zobrazeni vysledku (View Results) . Mozné vysledky:

Xpert® MRSA/SA SSTI 9
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Tabulka 1. Vysledky a interpretace MRSA/SA SSTI

Vysledek Interpretace
MRSA POZITIVNi/SA Test Xpert MRSA/SA SSTI miize detekovat DNA MRSA a/nebo SA z
POZITIVNI (MRSA nezivotaschopnych mikroorganismu.
POSITIVE/SA POSITIVE)

Cilové DNA sekvence MRSA jsou detekovany/cilova DNA sekvence SA je
Obrazek 2 detekovana.

e MRSA POZITIVNI (MRSA POSITIVE) — v&echny cile MRSA (SpA,
mecA a SCCmec) maji prah cyklu (Ct) v platném rozsahu a koncovy
parametr nad minimalnim nastavenim.

e SPC - Neuplatiuje se (NA); SPC se ignoruje, protoZze amplifikace
MRSA m0ze konkurovat této kontrole.

e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); v8echny vysledky kontroly sondy
byly Uspésné.

MRSA NEGA'[IVNi/ Test Xpert MRSA/SA SSTI miize detekovat DNA MRSA a/nebo SA z
SA POZITIVNI (MRSA nezivotaschopnych mikroorganismua.
NEGATIVE/SA POSITIVE)

e Cilové DNA sekvence MRSA nejsou detekovany/cilova DNA sekvence

Obrazek 3 SA je detekovana.

e SAPOZITIVNI (SA POSITIVE) — cil SA (Spa) méa Ct v platném rozsahu
a koncovy parametr nad minimalnim nastavenim. Cilovda DNA SCCmec
neni detekovana, cilova DNA mecA muze nebo nemusi byt detekovana,
nebo cilova DNA SCCmec je detekovana a cilova dna mecA neni
detekovana (,prazdna kazeta“).

e SPC - Neuplatiuje se (NA); SPC se ignoruje, protoze amplifikace SA
muUze konkurovat této kontrole.

e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); v8echny vysledky kontroly sondy
byly Uspésné.

Pozitivni vysledek testu nemusi nezbytné indikovat pfitomnost

zivotaschopnych mikroorganismu. Je vSak presumptivni pro pfitomnost

MRSA nebo SA.

MRSA NEGATIVNI/SA Cilova sekvence DNA Staphylococcus aureus neni detekovana. SPC

NEGATIVNI (MRSA splfiuje kritéria pfijatelnosti.

NEGATIVE/SA NEGATIVE) e NEGATIVNI (NEGATIVE) — Cilova DNA Staphylococcus aureus

Obrazek 4 (SpA) neni detekovana. Cilova DNA mecA m(ze nebo nemusi byt
detekovana, nebo cilova DNA SCCmec muze nebo nemusi byt
detekovana.

e SPC — USPESNA (PASS); SPC ma hodnotu Ct v platném rozsahu
a koncovy parametr nad nastavenou minimalni hodnotou.
e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); véechny vysledky kontroly sondy
byly Uspésné.
Fale$né negativni na MRSA (vysledek ,MRSA NEGATIVNI; SA
POZITIVNI“ [MRSA NEGATIVE; SA POSITIVE] namisto ,MRSA
POZITIVNI; SA POZITIVNI* [MRSA POSITIVE; SA POSITIVE]) by mohl
vzniknout, pokud jsou ve vzorku pfitomny MRSA i SA v poméru MRSA:SA
1:1x108 nebo vy$§im.

V klinickych studiich mélo 5 z 246 pozitivnich kultur smiSené infekce MRSA
a SA. Xpert MRSA/SA SSTI identifikoval 3 z 5 smiSenych infekci jako
MRSA pozitivni a 2 z 5 jako SA pozitivni/MRSA negativni.

10 Xpert® MRSA/SA SSTI
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Vysledek

Interpretace

NEPLATNY (INVALID)
Obrazek 5

PFitomnost nebo nepfitomnost cilovych sekvenci DNA MRSA/SA nelze
stanovit, test opakujte podle pokyn(l v nasledujici ¢asti. SPC nesplfiuje
akceptacni kritéria, vzorek nebyl spravné zpracovan nebo PCR byla
inhibovana.

e NEPLATNY (INVALID) — PFitomnost nebo nepfitomnost DNA
Staphylococcus aureus nelze stanovit.

e SPC-NEUSPESNA (FAIL) — vysledek cile SPC je negativni a SPC
Ct neni v platném rozsahu a koncovy parametr je pod minimalnim
nastavenim.

e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); véechny vysledky kontroly sondy
byly uspésné.

CHYBA (ERROR)

PFitomnost nebo nepfFitomnost cilovych sekvenci DNA MRSA/SA nelze
stanovit, test opakujte podle pokyn(l v nasledujici ¢asti. Systém kontroly
sondy selhal, coz je pravdépodobné zplisobeno nespravné napinénou
reakéni zkumavkou, problémem s neporudenosti sondy nebo tim, Zze byly
prekroceny limity maximalniho tlaku.

MRSA — ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)
SA — ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)
SPC — ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)

Kontrola sondy — NEUSPESNA (FAIL)*; jeden nebo vice vysledkd
kontroly sondy bylo neuspé&snych.

*Pokud byla kontrola sondy Uspésna, chyba je zplsobena selhanim
komponenty systému.

ZADNY VYSLEDEK (NO
RESULT)

PFitomnost nebo nepfitomnost cilovych sekvenci DNA MRSA/SA

nelze stanovit, test opakujte podle pokyn( v nasledujici ¢asti. Nebylo
shromazdéno dostate¢né mnozstvi dat k vyprodukovani vysledku testu. To
muze nastat naptiklad tehdy, kdyZ obsluha zastavila probihajici test.

MRSA — ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)
SA — ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)

SPC — ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)
Kontrola sondy — Neuplatriuje se (NA)

Xpert® MRSA/SA SSTI
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Obrazek 2. Priklad vysledku MRSA pozitivni/SA pozitivni
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Obrazek 3. Priklad vysledku MRSA negativni/SA pozitivni
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MRSA NEGATIVE
SA NEGATIVE

Obrazek 4. Priklad vysledku MRSA negativni/SA negativni

Obrazek 5. Priklad neplatného vysledku

Xpert® MRSA/SA SSTI 13
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17 DlUvody k opakovani stanoveni

17.1 Davody k opakovani testu

Test opakujte s novou kazetou (kazetu nepouzivejte opakované) a s novymi reagenciemi. Opakovany test proved'te do 3
hodin od neur¢itého vysledku.

Vysledek NEPLATNY (INVALID) znamen4, Ze selhala kontrola SPC. Vzorek nebyl spravné zpracovan nebo PCR byla
inhibovana.

Vysledek CHYBA (ERROR) znamena, Ze se nezdafila kontrola sondy a test byl pierusen mozna z divodu nespravné
naplnéné reakéni zkumavky nebo byl detekovan problém s neporusenosti sond nebo kvili prekroc¢eni maximalnich
tlakovych limitd.

Vysledek ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT) znamen4, Ze nebylo shromazdéno dostatedné mnozstvi udaji.
Naptiklad obsluha zastavila probihajici test.

Pokud externi kontrola kvality nefunguje podle ocekavani, opakujte test externi kontroly a/nebo kontaktujte spole¢nost
Cepheid a pozadejte o pomoc.

17.2 Postup prii opakovani testu

Test opakujte s novou kazetou (kazetu nepouzivejte opakované) a s novou zkumavkou elucni reagencie.

Provedeni opakovaného testu, pokud test opakujete do 3 hodin po obdrzeni neurcitého vysledku*:

1. Pfeneste zbyvajici obsah ze vzorkové komiirky do nové eluéni reagencie pomoci jednorazové pienosové pipety.

2. Promichejte na tfepacce a pfidejte cely obsah elucni reagencie do vzorkové komurky nové kazety testu MRSA/SA SSTI.
3. Zaviete vicko a spust’te novy test.

*Pokud opakovany test nelze provést do 3 hodin, pouZijte novy vzorek.

18 Omezeni

Funkénost testu Xpert MRSA/SA SSTI byla ovétena pouze pomoci postupti uvedenych v této ptibalové informaci.
Upravy téchto postuptt mohou ovlivnit funké&nost testu. Vysledky testu Xpert MRSA/SA SSTI by mély byt
interpretovany spolecné s dal§imi laboratornimi a klinickymi tdaji, které ma 1ékat k dispozici.

Test Xpert MRSA/SA SSTI miize detekovat DNA MRSA a/nebo SA z nezivotaschopnych mikroorganismul.
Pravdépodobnost, ze k tomu dojde, se zvySuje u pacientii uzivajicich antibiotika. V pivotni klinické studii byl pomér
falesné pozitivnich vysledki (ve vztahu ke kultufe) pfi detekci SA u pacientti uzivajicich antibiotika v obdobi 3 tydnt
pred testem Xpert MRSA/SA 13,8 %. Pomér falesné pozitivnich vysledki (ve vztahu ke kultufe) pfi detekci MRSA u
pacient uzivajicich antibiotika v obdobi 3 tydnti pfed testem Xpert MRSA/SA byl 9,5 %.

Pozitivni vysledek testu nemusi nezbytné indikovat pfitomnost Zivotaschopnych mikroorganismi. Je v§ak presumptivni
pro piitomnost MRSA nebo SA.

Testovani pomoci testu Xpert MRSA/SA SSTI se mé pouzivat jako pfidavnd metoda k dal$im dostupnym metoddm.

Pti nespravném odbéru vzorku, nedodrzeni doporucenych odbérovych postupti, nespravné manipulaci a skladovani
vzorkd, technické chyb¢, zaméné vzorkl nebo pii ptilis nizkém poctu mikroorganismi ve vzorku na to, aby jej mohl test
detekovat, mize dojit k chybnym vysledktim testu. Aby se zabranilo chybnym vysledktim, je nutné peclivé dodrzovat
pokyny v této ptibalové informaci.

Protoze detekce MRSA a SA zavisi na poctu mikroorganismu pfitomnych ve vzorku, spolehlivé vysledky zavisi na
spravném odbéru, spravné manipulaci a spravném skladovani vzorkt.

Mutace nebo polymorfismy v regionech vazani primerti nebo sond mohou ovlivnit detekci novych nebo neznamych
variant MRSA, coz muze vést k fale$né€ negativnim vysledkiim.

U vzorkt obsahujicich MRSA i SA test Xpert MRSA/SA SSTI mozna nedetekuje methicilin-rezistentni SA
mikroorganismy. (V pivotnim klinickém hodnoceni test Xpert MRSA/SA SSTI nedetekoval 2 z 5 pozitivnich vzorkl
kultur MRSA v situacich s dokumentovanymi smiSenymi infekcemi MRSA/SA.)

Ve smiSené kultute je LoD MRSA variabilni, kdyZ jsou pfitomny extrémné vysoké koncentrace SA. Konkurence

SA byla pozorovana pii poméru MRSA:SA 1:1x10. V klinickych studiich mélo 5 z 246 pozitivnich kultur smiSené
infekce MRSA a SA. Xpert MRSA/SA SSTI identifikoval 3 z 5 smiSenych infekci jako MRSA pozitivni a 2 z 5 jako SA
pozitivni/MRS A negativni.

Inhibice testu MRSA/SA SSTI byla pozorovana u nasledujicich latek: Staph antiseptic (5 % hm./obj.), hydrokortison

(5 % hm./obj.) a anibakterialni gel na ruce (5 % hm./obj.).
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e Vzorky obsahujici merkurochrom se nesméji pouzivat z diivodu jeho fluorescen¢niho charakteru.

o Test Xpert MRSA/SA SSTI vygeneruje falesné pozitivni vysledek MRSA pfi testovani smisenych infek¢nich SSTI
vzorkt obsahujicich jak methicilin-rezistentni, koagulaza-negativni Staphylococcus (MRCNS), tak i prazdnou kazetu
methicilin-senzitiviho Staphylococcus aureus (SA).

e 7 duvodu fediciho faktoru spojeného s postupem opakovaného testovani je mozné, ze MRSA nebo SA pozitivni vzorky
velice blizko limitu detekce (LoD) testu Xpert MRSA/SA SSTI mohou po opakovaném testovani vykazat falesné
negativni vysledek.

19 Interferujici latky

Ve vyzkumné studii testu Xpert MRSA/SA SSTI bylo pozorovano, ze 428 z 848 vzorkl obsahovalo krev a 404 obsahovalo
jiné nespecifické latky, které mohly potencialné interferovat s rozborem (vezméte na védomi, ze nékteré vzorky obsahovaly
vice nez jeden typ potencialniho kontaminantu). Exaktni Fisherovy testy provedené na datech generovanych ze stért s
témito potencialné interferujicimi latkami a bez nich prokazaly, Ze jejich pfitomnost neovlivnila funkei testu.

V neklinické studii byly hodnoceny potencialné interferujici latky, které se mohou vyskytovat v infikovanych klinickych
vzorcich kiize a mekkych tkani, a to pfimo ve vztahu k funkci testu Xpert MRSA/SA SSTI. Potencialné interferujici latky
v infikovanych vzorcich kiize a mékkych tkani mohou mimo jiné zahrnovat: krev, hnis, plazmu, lokalni masti (antibiotické/
antiseptické/snizujici bolest), latky odstranujici detrit a tinktury. Tyto latky latky uvadi Tabulka 2 a Tabulka 3 s u¢innymi
slozkami a testovanymi koncentracemi. Inhibice testu MRSA/SA SSTI byla pozorovana u nasledujicich latek: Staph
antiseptic (5 % hm./obj.), hydrokortison (5% hm./obj.) a anibakterialni gel na ruce (5% hm./obj.).

Vzorky obsahujici merkurochrom se nesméji pouzivat z divodu jeho fluorescenéniho charakteru.

Tabulka 2. Testované potencialné interferujici SSTI latky

Latka Aktivni slozka % testovanych
TET pufr Kontrola Kontrola

Buffy Coat (surogat rany) Leukocyty (1,5e9/ml) 50 % (obj./obj.)

PIna krev (bez MRSA/SA) Neuplatriuje se 50 % (obj./obj.)
Plazma Neuplatriuje se 50 % (obj./obj.)
Neosporin Bacitracin 400 jednotak 1% a5 % (hm./obj.)

Polymyxin B 5 000 jednotek

Neomycin 3,5 mg

StaphA*Septic Benzethonium Chlorid 0,2 %, 1% a5 % (hm./obj.)
Lidokain HCI 2,5 %

Hydrokortizon Hydrokortizon 1 % 1% a5 % (hm./obj.)

Boil-Ease Benzokain 20 % 1% a5 % (hm./obj.)

Jodova tinktura Joéd 2 % 50 % (obj./obj.)

Tabulka 3. Testované potencialné interferujici SSTI latky

Latka Aktivni slozka % testovanych

TET pufr (kontrola) Kontrola Kontrola

Benzethonium Chlorid 0,2 %,

Mupirocin Lidokain HCI 2,5 % 5 % (hm./obj.)
PIna krev (bez MRSA/SA) Neuplatriuje se 50 % (obj./obj.)
Fyziologicky roztok Chlorid sodny 0,65 % 50 % (obj./obj.)
Antibakterialni gel na ruce Ethylalkohol 62 % 1% a5 % (hm./obj.)
Xpert® MRSA/SA SSTI 15

301-0190-CS, Rev. G srpen 2021



Xpert® MRSA/SA SSTI

Latka Aktivni slozka % testovanych

Isopropylalkohol 70 % Isopropylalkohol 70 % 50 % (obj./obj.)

20 Ocekavané hodnoty
V klinické studii Xpert MRSA/SA SSTI bylo zahrnuto 848 SSTI vzorkd ze ¢tyt velkych nemocnic z riznych mist
Spojenych statd. Pocet a procento pozitivnich ptipadi zjisténych referenéni metodou kultivace, vypoctené podle vékovych

skupin, uvadi Tabulka 4.

Tabulka 4. Pozorovana prevalence MRSA a SA podle kultury

MRSA podle kultury SA podle kultury
Vékova skupina | N celkem Pocet Pozorovana Poéet Pozorovana
pozitivnich prevalence pozitivnich prevalence
Vék pod 3 roky 34 1 32,4 % 21 61,8 %
Vék 3 az 18 100 25 25,0 % 55 55,0 %
Vék 19 az 65 614 188 30,6 % 300 48,9 %
Vék 66 a vice 100 22 22,0 % 35 35,0 %

21 Funkéni charakteristiky

21.1 Klinicky vykon

Funkéni charakteristiky textu Xpert MRSA/SA SSTI byly stanoveny v prospektivni vyzkumné studii provadéné na vice
pracovistich ve 4 institucich v USA porovnavanim testu Xpert MRSA/SA SSTI s referenéni kulturou. Subjekty zahrnovaly
osoby, jejichZ rutinni péée vyzadovala odebrani stéru z infikované kize a mékkych tkani na kultivaci.

Od kazdého subjektu byly odebrany dva stéry. Jeden stér byl testovan testem Xpert MRSA/SA SSTI v zafazovacim centru a
druhy stér byl testovan standardni metodou pracovisté a zbyvajici vzorek byl odeslan do centralni laboratote pro referenéni
testovani kultur.

V centralni laboratofi byl vzorek pfes noc obohacen v sojovém bujonu Trypticase s 6,5 % NaCl. S6jovy bujon Trypticase
byl poté natfen na desticky s cefoxitinem (u MRSA) a bez cefoxitinu (u SA). Pokud néktera nebo ob¢ desticky SA nebo
MRSA vykazovaly presumptivni kolonie S. aureus, byly kolonie subkultivovany na desti¢kach s krevnim agarem. Potvrzeni
presumptivné pozitivnich kolonii bylo provedeno pomoci katalazy, kagulazy (zkumavkovy test) a Gramova barveni. Genem
MecA-mediovana rezistence vii¢i oxacilinu byla hodnocena diskovou difuzni metodou s pouZitim cefoxitinového disku

30 pg a cut-off 21/22 mm. Pokud byly kultury desti¢ek SA i MRSA urceny jako negativni, archivovany so6jovy bujon
Trypticase s 6,5 % NaCl byl subkultivovan na krevni agaru s nasledujicim potvrzovacim testem na SA/MRSA, jak je
uvedeno vyse.

Funkénost testu Xpert MRSA/SA SSTI byla vypoétena ve vztahu k vysledkim referenc¢nich kultur.

21.2 Celkové vysledky
Celkem 848 vzorku bylo testovano na MRSA a SA testem Xpert MRSA/SA SSTI a kultivaci.

Mezi 848 piipady v kvalifikujicim se datovém setu bylo u 207 subjektti hlaSeno uzivani antibiotik v obdobi 3 tydnt pied
odbérem vzorku a u 441 pacientl bylo potvrzeno, Ze antibiotika neuzivali. Ve 200 ptipadl byl stav antibiotik neznamy.
Pti uzivani antibiotik bylo pozorovano statisticky vyznamné zvyseni miry pozitivity SA s ohledem na vysledky kultivace
(p=0,007); tento fenomén byl hlasen i v literatuie.10: 11, 12, 13, 14 Mira pozitivity MRSA u kultury se také snizila, i kdyz v
mensim rozsahu (p=0.022). Snizeni pozitivity nebylo pozorovano s testem Xpert MRSA/SA SSTI pti uzivani antibiotik a
v rozboru nebyla pozorovana ani inhibice v pfitomnosti lokalnich antibiotik (viz ¢ast 20 Interferujici latky). Snizena mira
pozitivity kultur MRSA a SA v ptitomnosti antibiotik zptisobila vyssi nez o¢ekavanou miru falesné pozitivnich vysledku s
testem Xpert MRSA/SA SSTI.
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Pét z 246 pozitivnich kultur MRSA mélo smiSené infekce MRSA a SA. Xpert MRSA/SA SSTI identifikoval 3 z 5
smisenych infekci jako MRSA pozitivni a 2 z 5 jako SA pozitivni/MRSA negativni.

Funk¢nost testu Xpert MRSA/SA SSTI shrnujeTabulka 5 az Tabulka 7.

Tabulka 5. Funkénost MRSA/SA u subjektt bez antibiotik (v
obdobi 3 tydnu pred odbérem vzorku) vs. referenéni kultura

Kultura
MRSA+ SA+/MRSA- Neg/Zadny rast Celkem
MRSA+ 1372 2 6 145
SA+/MRSA- 3P 79 16 98
SA- 6 4 188 198
Celkem 146 85 210 441

a 1 ze 137 byla smiSena infekce MRSA a SA.
b 2 ze 3 byly smiSené infekce MRSA a SA.

Procentualni shoda pozitivnich (MRSA+) = 93,8; 95% interval spolehlivosti = 88,6-97,1
Procentualni shoda negativnich (MRSA+) = 97,3; 95% interval spolehlivosti = 94,7-98.8
Procentualni shoda pozitivnich (SA+/MRSA+) = 95,7; 95% interval spolehlivosti = 92,2-97,9
Procentualni shoda negativnich (SA+/MRSA+) = 89,5; 95% interval spolehlivosti = 84,6-93,3

Mezi subjekty bez antibiotik v obdobi 3 tydnti pied odbérem vzorku test Xpert MRSA/SA SSTI identifikoval 93,8 %
MRSA-pozitivnich vzorkl a 97,3 % MRSA-negativnich vzorki ve vztahu k referencni metodé kultivace a 95,7 % SA-

pozitivnich vzorkt a 89,5 % SA-negativnich vzorkii ve vztahu k referen¢ni metodé kultivace.

Mezi témito subjekty, které neuzivaly antibiotika, 96,8 % (427/441) bylo uspésnych na prvni pokus s testem Xpert MRSA/
SA SSTI. Zbyvajicich 14 poskytlo pfi prvnim pokusu neuréité vysledky (6 NEPLATNY (INVALID), 7 CHYBA (ERROR)
a1 ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)). Ze 14 neuritych vysledkii na prvni pokus viech14 poskytlo vysledek na druhy

pokus.
Tabulka 6. Funkénost MRSA/SA u subjektt s neznamym pouzivanim
antibiotik (v obdobi 3 tydnu pred odbérem vzorku) vs. referenéni kultura
Kultura
MRSA+ SA+/MRSA- . Neg/ Celkem
Zadny ruast
MRSA+ 478 0 4 51
SA+/MRSA- 2 45 8 55
Xpert

SA- 1 2 91 94

Celkem 50 47 103 200

a 2 ze 47 byly smiSené infekce MRSA a SA

Procentualni shoda pozitivnich (MRSA+) = 94,0 %; 95% interval spolehlivosti = 83,5-98,7
Procentualni shoda negativnich (MRSA+) = 97,3; 95% interval spolehlivosti = 93,3-99,3
Procentualni shoda pozitivnich (SA+/MRSA+) = 96,9; 95% interval spolehlivosti = 91,2-99,4
Procentualni shoda negativnich (SA+/MRSA+) = 88,3; 95% interval spolehlivosti = 80,5-93,8
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V piipadech, kdy stav uzivani antibiotik v obdobi 3 tydni pfed odbérem vzorku nebyl znamy, test Xpert MRSA/SA SSTI
identifikoval 94,0 % MRSA-pozitivnich vzorkti a 97,3 % MRSA-negativnich vzorki ve vztahu k referenéni metodé
kultivace a 96,9 % SA-pozitivnich vzorkt a 88,3 % SA-negativnich vzorki ve vztahu k referencni metodé kultivace.

Mezi témito subjekty s nezndmym uzivanim antibiotik 97,0 % (194/200) bylo uspésnych na prvni pokus s testem Xpert
MRSA/SA SSTI. Zbyvajicich 6 poskytlo pfi prvnim pokusu neuréité vysledky (2 NEPLATNY (INVALID), 3 CHYBA
(ERROR) a 1 ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)). Ze 6 neur¢itych vysledka na prvni pokus vSech poskytlo vysledek

na druhy pokus.

Tabulka 7. Funkénost MRSA/SA u subjektii s neznamym uzivanim

antibiotik (v obdobi 3 tydna pred odbérem vzorku) vs. referenéni kultura

Kultura
MRSA+ SA+/MRSA- . Neg/ Celkem
Zadny ruast
MRSA+ 44 2 10 56
SA+/MRSA- 3 31 19 53
Xpert

SA- 3 1 94 98
Celkem 50 34 123 207

Procentualni shoda pozitivnich (MRSA+) = 88,0; 95% interval spolehlivosti = 75,7-95,5
Procentualni shoda negativnich (MRSA+) = 92.,4; 95% interval spolehlivosti = 87,0-96,0
Procentualni shoda pozitivnich (SA+/MRSA+) = 95,2; 95% interval spolehlivosti = 88,3-98,7
Procentualni shoda negativnich (SA+/MRSA+) = 76,4; 95% interval spolehlivosti = 67,9-83,6

Mezi subjekty se znamym uzivanim antibiotik v obdobi 3 tydni pfed odbérem vzorku test Xpert MRSA/SA SSTI
identifikoval 88,0 % MRSA-pozitivnich vzorkl a 92,4 % MRSA-negativnich vzorki ve vztahu k referenéni metodé
kultivace a 95,2 % SA-pozitivnich vzorkl a 76,4 % SA-negativnich vzorki ve vztahu k referen¢ni metod¢ kultivace.

Mezi témito subjekty se znamym uzivanim antibiotik 96,1 % (199/207) téchto kvalifikujicich se vzorkl bylo uspésnych na
prvni pokus s testem Xpert MRSA/SA SSTI. Zbyvajicich 8 poskytlo pti prvnim pokusu neur¢ité vysledky (5 NEPLATNY
(INVALID) a 3 CHYBA (ERRORY)). Z 8neur¢itych vysledki na prvni pokus viech poskytlo vysledek na druhy pokus.

21.3 Varianty prazdné kazety

Aby byl izolat testem Xpert MRSA/SA SSTI identifikovan jako MRSA pozitivni, musi byt pozitivni také test na SpA4, stejné
jako test na mecA a SCCmec. 1zolat pozitivni na Spa a SCCmec, ale ne na mecA, je hlaseny jako SA, protoze je methicilin-
senzitivni. Tato situace mize nastat, kdyz je ta ¢ast prvku SCCmec, ktera je nositelem mecA, vytiznuta, ale konce tohoto
mobilniho prvku ziistanou na misté a vytvateji pozitivni signal SCCmec. Témto izolatim se n€kdy fika ,,varianty prazdné
kazety a nejsou v klinickém prostiedi neobvyklé. Vyznam téchto izolatu je v tom, Ze potencialné zmatou analyzu na
MRSA, ktera nedetekuje ptimo gen mecA. Test Xpert MRSA/SA SSTI je urcen pro spravnou identifikaci téchto variant jako
SA.

Mezi kvalifikujicimi se vzorky obsazenymi v datové analyze prezentované v této zprave celkem 16 izolatti odpovidalo
profilu prazdné kazety, coz mélo za nasledek pozitivni vysledky testu SpA4 a SCCmec, ale zadnou detekci mecA (Ct = 0),
jak ukazuje Tabulka 8. Patnact (15) ze 16 bylo ovéieno jako skutecné MRSA-negativni izolaty ve vztahu ke kultuie a 14 ze
16 bylo ovéteno jako skutetné SA-pozitivni izolaty ve vztahu ke kultute. Jeden izolat byl podle kultury identifikovan jako
MRSA a2 izolaty byly podle kultury MRSA negativni i SA negativni.
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Tabulka 8. Funkénost MRSA/SA SSTI vs. referencni kultura — varianty prazdné kazety

sub?(;ktu V)’;(s;(:(:tek SpA (Ct) | mecA (Ct) SC(%rtr)wec Kultura MX::: b ku“::
1 SA 23,6 0 26,0 SA TN TP
2 SA 14,7 0 16,5 SA TN TP
3 SA 20,5 0 34,0 SA TN TP
4 SA 18,4 0 21,0 SA TN TP
5 SA 15,6 0 28,4 MRSA FN TP
6 SA 17,2 0 31,6 SA TN TP
7 SA 34,1 0 35,6 Neg. TN FP
8 SA 29,1 0 33,0 SA TN TP
9 SA 12,7 0 23,5 SA TN TP
10 SA 18,2 0 27,6 SA TN TP
11 SA 18,4 0 22,0 SA TN TP
12 SA 25,5 0 27,7 SA TN TP
13 SA 20,0 0 22,1 Neg. TN FP
14 SA 26,0 0 28,3 SA TN TP
15 SA 23,9 0 257 SA TN TP
16 SA 19,9 0 34,0 SA TN TP

22 Analyticky vykon

vrw

22.1 Studie analytické specificity - kfizové reaktivity

Sto pét (105) kmenti bylo odebrano, kvantifikovano a testovano testem Xpert MRSA/SA SSTI. 98 kultur ze sbirky
American Type Culture Collection (ATCC) a 7 kmenti ze zdroje Network on Antimicrobial Resistance in Staphylococcus
aureus (NARSA) piedstavuje druhy phylogenticky spfiznéné se Staphylococcus aureus nebo ty, se kterymi se miZzeme
setkat v nemocni¢nim prostiedi.

Byly mezi nimi methicilin-senzitivni, koagulaza-negativni stafylokoky (29) a methicilin-rezistentni, koaguldza-negativni
stafylokoky (9). Testované mikroorganismy byly identifikovany bud’ jako gram-pozitivni (74), gram-negativni (28) nebo
jako kvasinky (3). Mikroorganismy byly dale klasifikovany bud’ jako aerobni (95) nebo anaerobni (10).

Dva (2) nebo vice replikatd kazdého izolatu bylo testovano pti 1,7-3,2 jednotkach McFarland. Za podminek této studie byly
vSechny izolaty hlaSeny jako MRSA negativni a SA negativni; test Xpert MRSA/SA SSTI nedetekoval zadny z izolatd. Ve
studii byly zahrnuty pozitivni a negativni kontroly. Analyticka specificita byla 100 %.

22.2 Vyhodnoceni kmeni BORSA

Bylo testovano sedm (7) dobie charakterizovanych hrani¢né oxacilin-rezistentnich kmenu Staphylococcus aureus (BORSA),
véetné jedné zjevné ,,prazdné kazety* (viz vyse). Methicilin-resistentni Staphylococcus aureus je rezistentni na vSechna -
laktamova antibiotika prostiednictvim alternativniho penicilin-vazajiciho proteinu PBP2a kodovaného v mecA15. Kmeny
BORSA jsou mecA negativni, ale vykazuji minimaln€ inhibitujici koncentraci (MIC) oxacilinu > 2 a < 8 pg/ml. To je
obzvlasteé cenné k rozliseni MRSA od BORSA, aby se zabranilo zbyte¢nému a nevhodnému pouzivani vancomycinu a
preventivnim neodivodnénym izoladnim opatienim u pacientil infikovanych kmenem susceptibilnim na B-laktam!©.
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V podminkach této studie bylo v§ech 7 izolath BORSA (v€etné ziejmého izolatu ,,prazdné kazety*) hlaSeno jako MRSA
negativni/SA pozitivni pfi vysokych i nizkych bunéénych koncentracich pti pouziti testu Xpert MRSA/SA SSTI. Nebyly
hlaseny zadné mecA signaly. Tyto vysledky dokazuji, ze kmen BORSA bude spravné identifikovan jako MRSA negativni/
SA pozitivni a nebude hlasit faleSné€ pozitivni vysledek testu MRSA v testu Xpert MRSA/SA SSTI.

22.3 Analyticka citlivost
Studie limitu detekce

Byly provedeny studie pro stanoveni 95% intervald spolehlivosti (CI) pro analyticky limit detekce (LoD) bun¢k
Staphylococcus aureus (SA) a methicilin-rezistentnich bunék Staphylococcus aureus (MRSA) nafedénych v surogatni
matici rany lidského pivodu. Surogatni matice rany sestavala z leukocytarniho (WBC) koncentratu pfipraveného z plné
krve centrifugaci. Tato matice také obsahovala erytrocyty (RBC) a plazmu a zanedbatelné mnozstvi antikoagulantu
kterou 1ze reprodukovatelné odlisit od negativnich vzorkti s 95% spolehlivosti, nebo nejnizsi koncentrace, pii které bylo
19 z 20 replikatd pozitivnich.

V piipadé MRSA bylo hodnoceno 20 replikatti u kazdé testované koncentrace MRSA (CFU/stér) 6 individudlnich izolatd
ptestavujicich SCCmec typy L, 11, II1, IVa, V a VI. V hodnoceni pulzni gelovou elektroforézou (PFGE) byly zastoupeny
kmeny USA100 (nejobvyklejsi nemocni¢ni kmen) a USA400 (jeden z nejbéznéjsich komunitnich kment).

V ptipadé SA bylo hodnoceno 20 replikati u kazdé testované koncentrace SA (CFU/stér) 3 individualnich SA izolati. Byly
zastoupeny USA typy USA900 a USA1200.

Interval odhadu a interval spolehlivosti byly stanoveny pomoci logistické regrese s daty (pocet pozitivnich vysledkti na
pocet replikati na kazdé Grovni) v celém rozsahu testovanych CFU/stér. Intervaly spolehlivosti byly stanoveny pomoci
odhadi maximalni pravdépodobnosti na parametrech logistického modelu pomoci matice variance-kovariance velkého
vzorku. Odhady bodu LoD a 95% horni a dolni interval spolehlivosti (CI) pro kazdy SA a kazdy testovany typ MRSA
SCCmec shrnuje Tabulka 9 a Tabulka 10.

Tabulka 9. 95% intervaly spolehlivosti pro analyticky LoD - SA

SA - ID kmene PFGE LoD (CFU/stér) Dolni 95% CI Horni 95% CI
N7129 USA900 51 42 69
102-04 USA1200 87 76 109
29213 Neni znamo 123 97 188

Tabulka 10. 95% intervaly spolehlivosti (Cl) pro analyticky LoD - MRSA

DRSA- | TypSCCmec PFGE LoD (CFUJstér) | Dolni 95% CI | Horni 95% CI
64/4176 | USA500 221 195 271
N315 I USA100 122 106 152
1373 I Neni znamo 124 115 155
MW2 Va USA400 82 68 13
ST59-MRSA-V v USA1000 242 208 305
HDE288 vi USA800 183 161 223

Vysledky této studie naznacuji, ze test Xpert MRSA/SA SSTI vyprodukuje pozitivni vysledek SA v 95 % ptipadii s 95%
spolehlivosti u stéru z rany obsahujictho 150 CFU a pozitivni vysledek MRSA v 95 % ptipadt s 95% spolehlivosti u stéru z
rany obsahujiciho 300 CFU.

Testem Xpert MRSA/SSA SSTI bylo testovano sto dvacet jedna (121) dalSich kment Staphylococcus aureus. Kultury rostly
pies noc v médiu Brain Heart Infusion (BHI) a byly upraveny na 0,5 McFarland jednotek. VSechny kmeny byly testovany v
triplikatech pomoci 100 pl kultur dale fedénych 100 tisickrat na jednu miliontinu.
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Kmeny MRSA (78) a SA (43) byly vybrany tak, aby Siroce zastupovaly rozsah genetické diverzity druhti Staphylococcus
aureus na zékladé phylogenetické struktury. Volby reprezentuji primérni linie s dirazem na specifické klonalni komplexy, ve
kterych je MRSA pievazné pozorovan. Byly zahrnuty linie obsahujici MRSA a SA i linie obsahujici pouze SA.

Test Xpert MRSA/SA SSTI spravn¢ identifikoval 116 ze 121 kmend. 5 nesouhlasnych (diskordantnich) kmenti bylo
charakterizovano kataldzou, koaguldzou (zkumavkovy test) a Gramovym barvenim. Genem MecA-mediovana rezistence
vuci oxacilinu byla hodnocena diskovou difuzni metodou s pouzitim cefoxitinového disku 30 pg a cut-off priméru 21/22
mm.

Tti (3) ze 78 kmend MRSA byly testem Xpert MRSA/SA SSTI hlaseny jako MRSA negativni/SA pozitivni. Dalsi
charakterizace naznacuje, Ze tyto kmeny nejsou rezistentni a byly spravné hlaseny jako MRSA negativni; SA pozitivni.

Dva (2) ze 43 kmenti SA byly testem Xpert MRSA/SA SSTI hlaseny jako MRSA pozitivni/SA pozitivni. Dalsi
charakterizace naznacuje, Ze tyto kmeny jsou rezistentni a byly spravné hlaSeny jako MRSA pozitivni/SA pozitivni.

Podle oc¢ekavani byl kazdy z 12 znamych izolatd USA300 spravné hlasen jako MRSA pozitivni a SA pozitivni.

23 Vyhodnoceni variant prazdné kazety

Dvacet dva (22) izolatd Staphylococcus aureus identifikovanych jako ,,varianty prazdné kazety* bylo testovano testem Xpert
MRSA/SA SSTI. Kultury byly kultivovany pies noc a upraveny na 0,5 McFarland jednotek. VSechny kmeny byly testovany
z kultur dale nafedénych 100krat (vysoké) a 100 tisickrat (nizké).

Test Xpert MRSA/SA SSTI spravné identifikoval vSech 22 izolatd jako MRSA negativni a SA pozitivni. V obou
testovanych bunéénych koncentracich byly hlaSeny Ct pouze pro cile SpA a SCCmec . Nebyly hlaseny zadné mecA Ct.

24 Studie kontaminace z prenosu

Byla provedena studie, jejimz uc¢elem bylo prokazat, ze jednorazové sobéstacné kazety GeneXpert zabranuji kontaminaci
v cyklu negativnich vzorkt pfenosem po vysoce pozitivnich vzorcich ve stejném modulu GeneXpert. Studie obsahovala
negativni vzorek zpracovany ve stejném modulu GeneXpert bezprostiedné po vysoce pozitivnim vzorku MRSA (zhruba
107 CFU/test). To bylo opakovano 20krat na dvou modulech GeneXpert, celkem tedy 42 cyklt. Nebyly objeveny zadné
dikazy kontaminace z ptenosu. VSech 21 pozitivnich vzorkl bylo spravné hlaseno jako MRSA pozitivni/SA pozitivni.
Vsech 21 negativnich vzorku bylo spravné hlaseno jako MRSA negativni/SA negativni.

25 Reprodukovatelnost

Panel 10 vzorkt s riznymi koncentracemi SA, MRSA a Staphylococcus epidermidis (negativni) byly testovany v duplikatu
po 10 riznych dni na kazdém ze tfi pracovist’ (10 vzorkd x 2krat denné x 10 dni x 3 pracoviste). Na kazdém ze 3 testovacich
pracovist’ byla pouzita jedna Sarze sady Xpert MRSA/SA. Testy Xpert MRSA/SA byly provedeny podle postupu pro test
Xpert MRSA/SA SSTI.

Tabulka 11. Souhrn vysledkt reprodukovatelnosti

ID vzorku Pracovisteé 1 Pracovisté 2 Pracovisté 3 Celkova shoda
Neg. (MSSE) 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (60/60)
SA - vysoce 100 % (20/20) 100 % (20/20) 90 % (18/20) 96,7 % (58/60)

negativni

SA - nizko pozitivni

100 % (20/20)

100 % (20/20)

95 % (19/20)

98,3 % (59/60)

MRSA1 - vysoce
negativni

100 % (20/20)

90 % (18/20)

100 % (20/20)

96,6 % (58/60)

MRSA1 -
nizko pozitivni

100 % (20/20)

100 % (20/20)

90 % (18/20)

96,6 % (58/60)

MRSAZ2 - vysoce
negativni

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (60/60)
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ID vzorku Pracovisté 1 Pracovisté 2 Pracovisté 3 Celkova shoda

MRSA2 -

0,
nizko pozitivni 100 % (20720)

95 % (19/20) 95 % (19/20) 96,6 % (58/60)

Celkova
shoda podle
pracovisté v %

100 % (140/140) | 97,9 % (137/140) | 95,7 % (134/140) | 97,9 % (411/420)

Tabulka 12. Shrnuti vysledkt hodnot Ct podle Grovné vzorku a sondy

Uroveii Pramér Smér. odch. CV (%)
SPC
MRi’:;a'ﬁ‘\’once 34,52 0,82 2,36
MRig\sa'ﬂ‘\’/ﬁoce 34,46 0,85 2,46
Neg. (MSSE) 34,44 0,90 2,62
SA - vysoce negativni 34,38 0,92 2,66
SpA
Uroven Pramér Smér. odch. CV (%)
MRSA1 - nizko pozitivni 32,96 0,8 2,44
MRSAZ2 - nizko pozitivni 31,05 0,69 2,21
SA - nizko pozitivni 33,91 0,8 2,35
mecA
Uroven Pramér Smér. odch. CV (%)
MRSA1 - nizko pozitivni 33,25 0,80 2,40
MRSAZ2 - nizko pozitivni 31,50 0,68 2,16
SCCmec
Uroveii Pramér Smér. odch. CV (%)
MRSAH1 - nizko pozitivni 34,19 0,90 2,63
MRSAZ2 - nizko pozitivni 33,13 0,68 2,05

Druha studie reprodukovatelnosti byly provedena pomoci panelu 4 vzorki (SA: 10X LoD, MRSA1: 10X LoD, MRSA2:
10X LoD a negativni kontroly: Staphylococcus epidermidis). Panely byly testovany v duplikatech po 10 riznych dnti na
kazdém ze tii pracovist’ (4 vzorky x 2x za den x 10 dni x 3 pracovisté). Na kazdém ze 3 testovacich pracovist’ byla pouzita
jedna Sarze testu Xpert MRSA/SA SSTI. Testy Xpert MRSA/SA SSTI byly provedeny podle postupu pro test Xpert MRSA/
SA SSTI. Spravné vysledky byly ziskany ve 239 ze 240 testu.

Tabulka 13. Souhrn vysledki reprodukovatelnosti

ID vzorku Pracovisté 1 Pracovisté 2 Pracovisté 3 Celkova shoda

Neg. (MSSE) 100 (20/20) 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (60/60)
SA - mirné

. . a 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (60/60)

pozitivni

MRSA1 -

. . a 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (60/60)

mirné pozitivni
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ID vzorku

Pracovisté 1

Pracovisté 2

Pracovisté 3

Celkova shoda

MRSA2 -
mirné& pozitivni’

100 % (20/20)

100 % (20/20)

95 % (19/20)

98,3 % (59/60)

Celkova
shoda podle
pracovisté v %

100 % (80/80)

100 % (80/80)

98,8 % (79/80)

99,6 % (239/240)

a 10X LoD
Tabulka 14. Shrnuti vysledkd hodnot Ct podle trovné vzorku a sondy
Uroveii Pramér Smér. odch. CV (%)
SPC
MRSA1 - mirné pozitivni 35,72 1,87 5,24
MRSA2 - mirné pozitivni 36,29 2,66 7,34
SA - mirné pozitivni 34,55 1,19 3,44
NEG 34,45 1,06 3,09
SpA
Uroveii Pramér Smér. odch. CV (%)
MRSA1 - mirné pozitivni 29,52 1,30 4,40
MRSA2 - mirné pozitivni 28,91 1,03 3,57
SA - mirné pozitivni 30,59 0,91 2,99
mecA
Uroveni Pramér Smér. odch. CV (%)
MRSA1 - mirné pozitivni 29,78 1,28 4,29
MRSA2 - mirné pozitivni 29,32 1,24 4,22
SCCmec
Uroven Pramér Smér. odch. CV (%)
MRSA1 - mirné pozitivni 31,49 1,26 3,99
MRSAZ2 - mirné pozitivni 31,05 1,12 3,59
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27 Hlavni sidla spole¢nosti Cepheid

Corporate Headquarters

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Telephone: + 1 408 541 4191
Fax: + 1408 541 4192
www.cepheid.com

European Headquarters

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Telephone: + 33 563 825 300
Fax: + 33 563 825 301
www.cepheidinternational.com

28 Technicka pomoc

Drive, nez kontaktujete technickou podporu spole¢nosti Cepheid, ptipravte si nasledujici informace:

e Nazev produktu
o Cislo sarze
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e Sériové Cislo piistroje

e Chybové zpravy (pokud je to relevantni)

e Verze softwaru a (pokud je to relevantni) Cislo servisniho $titku pocitace

Spojené staty

Telefon: + 1 888 838 3222 E-mail: techsupport@cepheid.com

Francie

Telefon: + 33 563 825 319

E-mail: support@cepheideurope.com

Kontaktni informace vSech kancelafti technické podpory spoleénosti Cepheid jsou uvedeny na nasem webu:
www.cepheid.com/en/support/contact-us
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Znacka

Vyznam

Biologicka rizika

Cepheid AB

Roéntgenvagen 5

SE-171 54 Solna

Svédsko
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