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OBVYKLE POUZITI

MM GRAM POS STAPH je kvalitativni in vitro diagnosticky test
ureny pro profesiondini uzivatele v klinickych laboratofich k
multiplexni identifikaci sekvenci nukleovych kyselin specifickych pro
gram-pozitivni Staphylococci a/nebo sekvenci nukleovych kyselin
spojenych s rezistenci na meticilin a vankomycin. Test se provddi ze
vzorku pozitivni hemokultury. Kazeta MM GRAM POS STAPH
obsahuje vSechna potrebnd dinidla k provedeni jednoho testu

prostfednictvim multiplexni analyzy RT PCR v kombinaci se
systémem MOLECULAR MOUSE SYSTEM.
MM  GRAM POS STAPH analyzuje ndsledujici  targety:

Staphylococcus spp, S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
lugdunensis, S. sciuri, S. hominis, S. simulans, S. saprophyticus, S.
xylosus, mecA, mecC, SCCmec-orfX, vanA and vanB. Negativni
vysledek mecA, mecC, SCCmec-orfX, vanA a vanB targetl
nevylucuje jiné mechanismy rezistence.

MM GRAM POS STAPH poskytuje vysledek podporujici diagndzu
infekce  krve  zplUsobenou  gram-pozitivnimi  Staphylococci
mikroorganismy a/nebo rezistenci na meticilin a vankomycin.

Test MM GRAM POS STAPH je urcen pro kombinované pouZiti s
dal$imi klinickymi a analytickymi vysledky v rdmci diagnostického
hodnoceni definovaného a upraveného kazdou konkrétni laboratofi.
MM GRAM POS STAPH nenahrazuje tradiéni metody zaloZené
kultivaci a testu citlivosti na antibiotika. Vysledek nevylucuje
kombinovanou pfitomnost jinych targetd nez téch, které jsou
uvedeny v seznamu identifikovatelnych targetl, pro jejichz
identifikaci jsou nezbytné dalsi nezdvislé testy.

PRINCIP METODY

Kazeta MM GRAM POS STAPH je urcena vyhradné pro pouZiti se
systémem MOLECULAR MOUSE SYSTEM (SI 1701.100/1), ktery
umoznuje amplifikaci a detekci specifické nukleové kyseliny pomoci
multiplexni polymerdzové retézové reakce v rediném case (PCR).
MOLECULAR MOUSE SYSTEM se sklddd z pfistroje fungujiciho jako
termocykler a softwaru jiz nainstalovaného v poditadi, ktery slouzi k
provddéni testd a sledovdni vysledkd. Pro analyzu je nutné pouzit
jednordzovou kazetu, kterd obsahuje PCR ¢inidla ve formé lyofilizdtu.
Specifikace pro provddéni testu (véetné seznamu targetl a kritérif
pro sprdvu udajd) jsou uvedeny v. MM GRAM POS STAPH cartridge
file. Systém generuje, analyzuje, uklddd a sleduje informace o
vysledcich a cely proces trvd pfiblizné 1 hodinu. Cilem testu je
identifikovat  specifické sekvence nukleovych kyselin  gram-
pozitivnich  Staphylococci  a/nebo  sekvence nukleovych kyselin
spojené s rezistenci na meticilin a vankomycin. Test se provddi
z pozitivni hemokultury obsahujici gram-pozitivni bakterie. Jedna
testovaci kazeta umoznuje analyzu jednoho vzorku.

Uplny popis systému naleznete v uZivatelské piiruéce MOLECULAR
MOUSE SYSTEM.

POPIS VYROBKU A SLOZENI

K detekci a identifikaci specifickych bakteridinich a plisfovych
nukleovych kyselin u osob, které vykazuji pfiznaky a/nebo symptomy
infekce krevniho recisté, Ize pouzit kazety MOLECULAR MOUSE
SEPSIS panel.

Vybér nejvhodnéjsi kazety se fidi vysledkem mikroskopie (barveni dle
Grama) vzorku pozitivni hemokultury. Pozitivni hemokulturu
obsahujici gram-pozitivni bakterie Ize testovat pomoci MM GRAM
POS STAPH.

Aby bylo vy3etfovdni kompletni, Ize kromé toho v pfipadé potieby
pro doplnéni vysetfeni pouzit dalsi kazetu (MM GRAM POS NO
STAPH, SI 1701.0104 nebo SI 1701.0104/L) k detekci pritomnosti
gram-pozitivnich bakterii jinych nez Staphylococci a urceni jejich
rezistence na vankomycin.

K dispozici jsou dvé rlizné konfigurace zafizeni:
S11701.0103:

- 20 jednordzovych MM GRAM POS STAPH kazet (Ref.
G1701.0103) pro analyzu 20 vzorkd. Kazdd kazeta
obsahuje véechna potrfebnd reakéni ¢inidla v lyofilizované
formé véetné primeru a oligonukleotidovych sond, signdinf
amplifikaéni ¢inidla a kontroly reakce (negativni kontrola a
pozitivni kontrola) potfebnych pro analyzu jednoho vzorku
v jednom béhu pro vygenerovdni vysledku testu.

Pozndmka: kazety neni mozno proddvat individudIné.

- MM GRAM POS STAPH cartridge file obsahujici specifikaci
testu — jiz instalovdn v MOLECULAR MOUSE softwaru dle
MOLECULAR MOUSE SYSTEM uzivatelské prirucky.

- 80 ks stitkd pro lepsi dohledatelnost vzorku pfi jeho
zpracovdni a testovdni.

S11701.0103/L:

- 20 x jednordzovych MM GRAM POS STAPH kazet (Ref.
G1701.0103) pro analyzu 20 vzorkd. Kazdd kazeta
obsahuje véechna potrfebnd reakéni ¢inidla v lyofilizované
formé véetné primeru a oligonukleotidovych sond, signdinf
amplifikaéni ¢inidla a kontroly reakce (negativni kontrola a
pozitivni kontrola) potfebnych pro analyzu jednoho vzorku
v jednom béhu pro vygenerovdni vysledku testu.

Pozndmka: kazety neni mozno proddvat individudiné.

- 20 x Loading solution pro jednotlivé pouziti (Ref.
G1701.L03). Vzhledem k rdznym vlastnostem klinickych
pozitivnich hemokultur je k dispozici roztok “Loading
solution” uréeny pro zpracovdni vzorkd, ktery se
doporucuje pouzit v poslednim kroku zpracovdni vzorku
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kvuli optimalizaci reakce.

- MM GRAM POS STAPH cartridge file obsahujici specifikaci
testu — jiz instalovdn v MOLECULAR MOUSE softwaru dle
MOLECULAR MOUSE SYSTEM uzivatelské prirucky.

- 60 ks Stitkd pro lepsi dohledatelnost vzorku pfi jeho
zpracovdni.

POTREBNY, ALE NEDODAVANY MATERIAL A PRISTROJE
Kompatibilita

MM GRAM POS STAPH kazeta je kompatibilni se vzorky pozitivnich
hemokultur odebranych z kultivaénich nddobek BD BACTEC Plus
Aerobic/F, BD BACTEC Anaerobic/F, BD BACTEC Peds Plus/F,
bioMerieux BACT/ALERT FA Plus, bioMerieux BACT/ALERT FN Plus,
bioMerieux BACT/ALERT PF Plus.

MM GRAM POS STAPH kazety jsou kompatibilni se MOLECULAR
MOUSE SYSTEM a nainstalovanym softwarem verze 1.7.0 nebo
vyssi.

Pristroje

MOLECULAR MOUSE SYSTEM (Ref. SI 1701.100/l) obsahujici
MOLECULAR MOUSE pfistroj a v pocitad¢i nainstalovany
software

MOLECULAR MOUSE pfistroj (Ref. SI 1701.900/1)

e  Vortex

e Mikrocentrifuga

Spotfebni materidl

e Mikro-pipety a Spicky (10 pl, 200 pl a 1000 pl) pro molekuldrni
biologii (DNA, nuclease free)

1.5 ml mikrozkumavky pro centrifugaci v molekuldrni biologii
Voda molekuldrné biologické kvality

Jednordzové rukavice

e Osobni ochranné prostredky (OOP)

SKLADOVANI A ZIVOTNOST VYROBKU

Vyrobek MM GRAM POS STAPH (SI 1701.0103, SI1701.0103/L)
uchovdvejte pfi 2-8°C. MM GRAM POS STAPH (SI 1701.0103,
S11701.0103/L) se transportuje pfi 2-25°C.

Kazdd kazeta je vakuové balena v modifikované atmosfére. Kazeta
nesmi byt zmrazend. Datum spotreby je vytisténo na vsech Stitcich
produktu.

Pracovni podminky vyrobku jsou pokojovd teplota (15-25 °C, vlhkost
vzduchu nizéi nez 60 %).

Pred pouZitim vyjméte kazetu z chladni¢ky a ponechte ji 30 minut pfi
pokojové teploté v jejim plvodnim jednordzovém  obalu.
Obal otevrete tésné pred pouzitim; kazetu pouZijte do 30 minut od
otevreni obalu.

Kazetu uchovdvejte na misté chrdnéném pred pfimym svétlem a
teplem.

Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti.

ODBER VZORKU, MANIPULACE A SKLADOVANI

Vyrobek MM GRAM POS STAPH musi byt pouzity pro testovdni
gram-pozitivnich bakterii z pozitivnich hemokultur. Materidl pro
odbér a transport vzorku neni soudédsti doddvky tohoto vyrobku.
Pozitivni hemokultury musi byt skladovdny pfi pokojové teploté (15
°C-25 °C) a zpracovdny do 1 dne od chvile zjisténi pozitivity.
Zpracovany vzorek musi byt uchovdvdn pfi teploté -20 °C nebo nizsi
po dobu maximdiné 7 dnd.

V pripadé potreby skladovdni pelet, nez pristoupite k resuspenzi (viz
kapitola Priprava vzorku), uchovdvejte je max. 7 dnli -20°C.

Objem vzorku: 200 pl pozitivni hemokultury obsahujici gram-
pozitivni bakterie, zpracované podle pokynl v kapitole "Pfiprava
vzorku".

Celkem 30 pl zpracovaného vzorku musi byt rozdéleno do Sesti
jomek kazety MM GRAM POS STAPH (5 pl do kazdé jamky), coz
umoznuje analyzu 1 vzorku v jednom cyklu s jednou kazetou.

Doba analyzy: pfiblizné 1 hodina.

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

e Ndvod k pouziti a uzivatelskou priru¢ku MOLECULAR MOUSE
SYSTEM (Sl 1701.100/1) je tfeba si pred pouzitim precist v plném
rozsahu, abyste se sezndmili s pracovnimi postupy, piikazy a
bezpecnostnimi opatfenimi pro sprdvné a bezpecné pouzivdni.

e V pfipadé chybéjicich nebo poskozenych ¢dsti zafizeni se pred
pouzitim obratte na vyrobce.

e Uzivatel pracujici s MM GRAM POS STAPH musi dudsledné
dodrzovat pokyny uvedené v ndvodu k pouziti, Vyrobce
neodpovidd za nesprdvné pouziti vyrobku: v pfipadé nesprdvného
pouziti neni zajisténa funkénost, vykon a bezpelnost vyrobku.
Pokud je vyrobek pouzivdn zplsobem, ktery vyrobce neurdil, maze
dojit k naruseni ochrany poskytované vyrobkem.

e Ndvod k pouziti musi byt zachovdn, Uplny a Citelny ve vSech svych
Cdstech a mél by byt uZivateli pfi pouzivdni zafizeni kdykoli
pfistupny. Pred pouzitim zkontrolujte, zda jsou splnény vsechny
bezpecénostni pozadavky uvedené v ndvodu k pouziti.

o Neodstrafujte z kazety 2ddny Stitek. Stitky musi byt vzdy ¢itelné.
Dbejte na to, aby bylo oznaéeni kompletni a neposkozené.

o Neotevirejte uzavreny obal ani posuvné skli¢ko kazety dfive, nez
jste pfipraveni provést test. Kazetu pouZijte do 30 minut od
otevreni origindiniho obalu.

e Dbejte na to, aby byl origindini obal dplny a neposkozeny.

o Ujistéte se, Ze pouZiti vyrobku je v interiéru.

e Kazeta musi byt chrdnéna pred svétlem a skladovdna ve tmé.
Fluorescen¢ni barviva obsazend v lyofilizovaném koldcéi jsou
citlivd na svétlo. Dlouhodobé vystaveni svétlu muaze ovlivnit
fluorescenéni signdl, a tim i vysledek testu.

e Nepouzivejte kazetu po uplynuti doby pouzitelnosti, kterd je
uvedena na jeho origindInim obalu.

o Nedotykejte se vnitfnich prvk ani dna kazety. Jakékoli poskozeni
dna a vnitfni ¢&sti mize nendvratné ovlivnit funkénost kazet.

e S kazetou netfepejte.

e Nepouzivejte kazety, které jste upustili.

o NEPOKOUSEJTE se otevirat kryt pfistroje ruéné, jinak maze dojit k
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mechanickému poskozeni. Kryt je motorizovany, proto se musi
otevirat/zavirat pouze prostfednictvim softwarového rozhrani,
pokud je pfipojeno k softwaru, nebo prostrednictvim dotykového
tladitka pfistroje, pokud neni pripojeno k softwaru.

Otevirdni krytu pfistroje je deaktivovdno, pokud probihd analyza.
Nepokousejte se v pribéhu analyzy otevirat kryt pfistroje ru¢né.
Pouzivdni kazet je kompatibilni pouze s pfistrojem a softwarem
MOLECULAR MOUSE, ktery obsahuje uzivatelské rozhrani
navrzené tak, aby minimalizovalo chyby pfi pouzivdni a v pripadé
chyb zabrdnilo vyddni vysledku testu. Software zobrazuje
varovdni v pfipadé nekompatibilnich/neplatnych, proslych,
poskozenych a jiz pouzitych kazet.

S vyrobkem je treba zachdzet opatrné, vyvarovat se poziti,
vdechnuti, kontaktu s o¢ima, kiizi a odévem.

Dbejte na to, aby se na kazetu nevylily Zadné kapaliny nebo ldtky.
Dbejte na to, abyste kazetu pouzivali pouze s vyhrazenym
pfislusenstvim/zarizenim.

Pred zahdjenim testu se ujistéte, ze je do softwaru MOLECULAR
MOUSE nahrdn konkrétni cartridge file.

Umistéte zafizeni do sprdvné polohy a vyhnéte se zdrojim
tepla/pfimého slunce, zdrojim vibraci a elektromagnetickym
zdrojlm, aby byla zajisténa spravnd funkce.

Zajistéte, aby byl na stole dostatecny volny prostor pro pfistroj,
aby byla zajisténa jeho sprdvna funkce.

Dbejte na sprdvné a opatrné vlozeni kazety do pfistroje a
nenechdvejte nic, co by mohlo brdnit uzavreni vika pfistroje.
Dodrzujte doporucené podminky prostredi pro pouziti kazety. Po
otevreni uzavieného obalu se mlze lyofilizovand kazeta znovu
hydratovat pfi vihkosti > 60 %. Pfi vkladdni kazety do pfistroje
musi mit kazeta pokojovou teplotu. Vlozeni kazety pfi jiné nez
pokojové teploté mize ovlivnit kalibraci kazety a vysledky testu.
Pro ptipravu vzork( a pro cyklovdni pouzivejte oddélené Cisté
prostory. Pouzivejte pouze ¢inidla, kterd neobsahuji Idtky rusici
PCR, nukleové kyseliny a nukledzy.

Pri manipulaci s kazetou a vzorkem pracujte v ¢istém prostoru
bez kontaminantl, interferujicich Idtek, nukleovych kyselin a
nukledz.

Pouzivejte $picky a zkumavky bez nukledz a nukleovych kyselin.
Pro pfipravu a vkldddni vzorku(d) pouzivejte kalibrované
mikropipety a $picky pro mikropipety s filtry.

Ujistéte se, Zze byly provedeny vsechny kontroly nezbytné pro
sprdvnou funkci zafizeni.

Neprovddéjte analyzu v pfipadé, ze je vzorek hemokultury v
rozbité, poskozené nebo netésné lahvi¢ce/zkumavce.

Biohazard. V zdvislosti na pouzitych vzorcich na kazeté povaZzujte
vyrobek za potencidlné infikovany a pouzijte veskerd
bezpecnostni opatfeni a varovdni, abyste zabrdnili kontaktu. Pri
préci s biologickym nebezpedim pouzivejte vhodné metody
dekontaminace a likvidace odpadu.

Kazeta muize obsahovat potencidiné infekéni materidl; se
systémem je proto tfeba zachdzet jako s potencidlné infekénim. Je
proto nezbytné pfijmout veskerd bezpecnostni opatfeni a
varovdni, aby se zabrdnilo kontaktu (povinné pouzivdni rukavic a
bryli pfi manipulaci) v souladu s mistnimi pravnimi predpisy.
Nesprdvnd manipulace s infikovanymi ¢dstmi maze zpusobit
podrdzdéni kdze.

Biologické vzorky, jako jsou tkdné, télni tekutiny, infekéni agens,
krev lidi nebo jinych zvifat, maji potencidl prendset infekéni
choroby. Veskerd prdce by méla byt provddéna v fddné
vybavenych zafizenich za pouZiti vhodného bezpecénostniho

vybaveni (napfiklad veskerych fyzickych ochrannych prostredkd,
véetné rukavic, pldstd, bot, ndvlekld na obuv, ochrannych bryli,
obli¢ejovych stitd a masek). Mezi zpracovdnim kazdého vzorku si
vymeénte rukavice.
Pred praci s potencidlné biologicky nebezpeénymi materidly by
mély byt osoby proskoleny podle platnych regulacnich predpisd a
pozadavkl spole¢nosti/instituce.
Dodrzujte vSechny platné mistni, stdtni/provinéni a/nebo ndrodni
predpisy.
Obecné zachdzeni s chemickymi Idtkami. Pro minimalizaci rizik
zajistéte, aby si pracovnici laboratore precetli a dodrzovali obecné
bezpecnostni pokyny pro pouzivdni, skladovdni a nakldddni s
chemickymi ldtkami, které poskytuje vyrobce chemikdlii, a aby si
prostudovali pfislusné bezpecénostni listy (SDS), kde jsou uvedena
konkrétni bezpecénostni opatreni a pokyny:
NeZz zacnete skladovat, manipulovat nebo pracovat s
jakymikoliv chemickymi Idtkami nebo nebezpecnymi materidly,
prectéte si bezpecnostni listy dodané vyrobcem chemikdlii a
porozuméjte jim. Chcete-li ziskat bezpecnostni listy, obratte se
na vyrobce chemickych ldtek.
Minimalizujte kontakt s chemickymi Idtkami. Pfi manipulaci s
chemickymi Idtkami pouzivejte vhodné osobni ochranné
prostredky (napriklad ochranné bryle, rukavice nebo ochranny
odév).
Minimalizujte vdechovdni chemickych Idtek. Nenechdvejte
nddoby s chemikdliemi oteviené. Pouzivejte pouze pfi
odpovidajicim vétrdni (napfiklad digestor).
Pravidelné kontrolujte, zda nedoSlo k Uniku nebo rozliti
chemikdlii. Dojde-li k uniku nebo rozliti, postupujte podle
postupl  vyrobce pfi Cisténi, jok je doporuceno v
bezpecnostnich listech.
S chemickym odpadem manipulujte v digestori.
Zajistéte, aby byl odpad skladovdn, pfendsen, prepravovdn a
likvidovdn v souladu se vSemi mistnimi, statnimi/provinénimi
a/nebo ndrodnimi predpisy.
DULEZITE! Na nebezpeéné materidly se mohou vztahovat
specidlni pozadavky na zachdzeni s nimi a jejich likvidaci.
Pred pouzitim uchovdvejte véechny ¢dsti vyrobku (v pfipadé Sl
1701.0103/L obé &dsti, kazetu i zkumavku s roztokem Loading
solution) po dobu 30 minut pfi pokojové teploté v jednordzovém
origindlnim obalu. V pfipadé SI 1701.0103/L musi byt vSechny
¢dsti vyrobku (G1701.0103 a G1701.L03) ze stejné Sarze Sl
1701.0103/L.
Kazeta se smi pouzivat pouze s kompatibilnim softwarem a
pfistrojem. V opacném pripadé spole¢nost Alifax neodpovidd za
bezpecnost, spolehlivost a vykony vyrobku.
Kazety jsou jednordzové a nelze je znovu pouzit. Nepouzivejte jiz
pouZitou kazetu nebo kazetu s unikem kapaliny.
ProfesiondIni pouziti. Toto zafizeni neni urfeno pro pouziti
osobami se snizenymi fyzickymi, mentdinimi a smyslovymi
schopnostmi nebo s nedostatkem zkusenosti a znalosti, pokud jim
osoba odpovédnd za jejich bezpecénost neposkytla dohled nebo
predbézné pokyny k pouzivdni analyzdtoru.
Pro zaruceni sprdvné pripravy vzorku je nezbytné pouzivat vodu
molekuldrné biologické kvality. Pouziti jinych cinidel neZz téch,
kterd jsou uvedena v ndvodu k pouZiti, ohrozuje pripravu vzorku a
zhorsuje vysledky testu.
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POSTUP (¢dst Nastaveni/Sprdva kazety).

Priprava vzorku

Pozndmka: Ujistéte se, ze je mikrocentrifuga nastavena v g (g-force
nebo rcf- Relative Centrifugal Force); prevod g/rpm viz pfiloha Il.

1. Vezméte 200 pl vzorku pozitivni hemokultury a preneste jej do 1,5
ml zkumavky. Zkumavku centrifugujte pfi 500 x g po dobu 1 min.

2. Preneste horni fdzi (supernatant) do nové 1,5 ml zkumavky a
centrifugujte pri 5000 x g po dobu 1 min.

3. Nyni supernatant zlikvidujte.
Pozndmka: Pokud potrebujete peletu skladovat, prosim pred
resuspendovdnim uchovdvejte maximdiné 7 dnd pri -20°C.

4. Peletu resuspendujte v 1000 pl vody molekuldrné biologické
kvality a 10 sekund vortexujte, abyste suspenzi homogenizovali.
Kapky na vicku znéj odstranite rotaci zkumavky pfi maximdini
rychlosti po dobu 5 sekund.

5a. S11701.0103 konfigurace:

Vezméte 500 pl resuspenze a preneste tento objem do nové
zkumavky. Pridejte 500 pl vody molekuldrné biologické kvality a 10
sekund vortexujte. Kapky na vicku z néj odstranite rotaci zkumavky
pii maximalni rychlosti po dobu 5 sekund.

5b. S1 1701.0103/L konfigurace:

Vezméte 500 pl resuspenze a preneste tento objem do zkumavky s
Loading Solution (Ref. G1701.L03), kterd obsahuje 500 pl roztoku a
10 sekund vortexujte. Kapky na vi¢ku znéj odstranite rotaci
zkumavky pfi maximaini rychlosti po dobu 5 sekund.

6. Takto zpracovany vzorek je pfipraveny pro inokulaci prislusné
kazety.

7. Do kazdé jamky kazety MM GRAM POS STAPH musite
napipetovat 5 pl zpracovaného vzorku (celkem 30 pl), umoznite
analyzu 1 vzorku v 1 béhu s 1 kazetou.

MOLECULAR MOUSE Analyza

V této Cdsti jsou uvedeny zdkladni kroky spusténi testu. Podrobné
pokyny naleznete v uzivatelské pfiruéce MOLECULAR MOUSE
SYSTEM.

Pozndmka: Pred pouzitim uchovdvejte vsechny souldsti vyrobku (v
pripadé Sl 1701.0103/L obé souddsti, kazetu i zkumavku s Loading
Solution) po dobu 30 minut pfi pokojové teploté v origindinim
jednordzovém obalu.

1. Zapnéte pocitaé a spustte software MOLECULAR MOUSE
poklepdnim na ikonu zdstupce na pracovni plose.

2. Prihlaste se do softwaru MOLECULAR MOUSE Software pomoci
uzivatelského jména a hesla.

3. Zapnéte pristroj MOLECULAR MOUSE.

V rozhrani softwaru - v poli pfistroje - se zobrazi informace tykajici
se stavu pfistroje ("Pristroj pfipojen; Prosim vlozte kazetu" - bild
barva).

Pozndmka: zkontrolujte, zda byl cartridge file nahrdn do softwaru

Pozndmka: zkontrolujte, zda je v pfistroji aktivni provddéni testd
(oddil Nastaveni/Sprdva pfistroje).

4. Vyjméte jednu kazetu MM GRAM POS STAPH z origindIniho obalu.
Pozndmka: Kazetu pouzijte do 30 minut po vyjmuti z origindiniho
jednordzového obalu.

5. Stisknutim tladitka "oteviit/zavfit kryt" v poli pfistroje oteviete
kryt a vlozte kazetu do pfistroje.
Spusti se kontrola kazety (fialovd barva). Béhem kontroly se viko

pfistroje automaticky zavre. Pockejte, dokud nebude kazeta
kalibrovdna a zkontrolovdna (stav se na "Kazeta
zkontrolovdna; Pro pokracovdni stisknéte start" - zelend barva).
Kalibrace trvd nékolik minut.

zméni

6. Pokracujte stisknutim tladitka "Start" a po prihldseni prejdéte na
obrazovku "Nastaveni testu" (Zlutd barva).
V kazdé 1 kazeté Ize analyzovat maximdlné 1 vzorek. Ve vychozim

. v
nastaveni je pro test vybrdn - vzorek.
Pozndmka: aby bylo mozné pokracovat, musi byt viozeno alespori ID
(¢islo) vzorku a typ vzorku.

7.Vlozte informace o vzorku pomoci ¢tecky ¢drovych kédd/kldvesnice
nebo ze systému LIS.

8. Z rozbalovaci nabidky vyberte "Typ vzorku".

9. Pro pokracovdni stisknéte tlacitko "Nakapejte vzorky".

Zobrazi se "vyskakovaci okno s upozornénim": “Pokud bude
nakapdni vzorku trvat déle nez 10 minut nemGze byt garantovdna
sprdvnd funkénost kazety".

Pozndmka: na vyskakovacim okné s varovdnim mize uzivatel zvolit,
aby se toto varovdni v budoucnu nezobrazovalo.

10. Pro pokracovdni stisknéte tlacditko "OK".
Kryt pfistroje se automaticky otevre.

11. Vyjméte kazetu z pfistroje a poloZte ji na vyhrazeny pracovni
stll/skrinku.

12. Vlozte kazetu do drzdku kazety a oteviete posuvné skli¢ko.
13. Vyjméte kazetu z drzdku kazety.

14.Do kazdé jamky napipetujte 5 pl zpracovaného vzorku k
resuspenzi lyofilizovanych ¢inidel. Poté posuvné skli¢ko zavrete.
Pozndmka: Do jedné kazety Ize vlozit maximdiné jeden zpracovany
vzorek.

Celkem se do kazety nakapete 30 pl vzorku (5 pl do kazdé jamky).
Pozndmka: Po nakapdni kazdé jednotlivé jamky vyménte $picku.

15. Znovu opatrné vlozte kazetu do pfistroje.

16. Stisknéte tladitko "Zavrete kryt a spustte".
Zobrazi se "vyskakovaci okno s upozornénim': "Jste si jisti Ze
vSechny vzorky byly nakapdny do jamek?".

17. Ujistéte se, Ze jsou nakapdny vSechny vzorky, a pokracujte
stisknutim tlacitka "Ano, jsem si jist".

Zobrazi se vyskakovaci okno "Prihldseni".

Pozndmka: Pokud byla prekro¢ena doporuéend doba pro nakapdni
vzorkd, zobrazi se po potvrzeni varovdni uZivatele o nakapdni véech
vzorkd vyskakovaci okno, ale analyzu Ize presto dokondit.
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18. Pro pokradovdni se prihlaste.

Kryt pristroje se automaticky zavre. Zavie se obrazovka "Nastaveni
testu" a otevre se obrazovka "Dom" nejprve se zobrazenym stavem
"Inicializace" (svétle modrd barva) a poté se zobrazenim "V béhu"
(modrd barva).

Test se spusti.

Priblizné za hodinu je test dokoncen a stav se zméni na "Dokonceno;

prosim vyjméte kazetu" (bilé svétlo).

Vysledky zobrazite stisknutim tlacitka "Zobrazit vysledky". Vysledky
targetll jsou zndzornény v tabulce spolu s amplifikaéni kfivkou jako
Pritomny/Chybi/Mald spolehlivost/Invalidni.

Vyberte targety k verifikaci a stisknéte tlacditko "Verifikace" a poté
(pokud je aktivovdno) vyberte targety k validaci a stisknéte tlacitko
"Validace", abyste mohli prejit na strdnku s hldsenim a vygenerovat
zprdvu.

19. Stisknutim tladitka otevrit/zavrit kryt oteviete kryt pfistroje a
vyjméte kazetu.

Pozndmka: Na konci kazdého béhu pockejte 5 minut - dokud se
nezastavi ventildtor pfistroje - pred otevienim vika a vyjmutim
pouzité kazety, aby vnitini ¢dst pristroje dosdhla pokojové teploty.
Pouzitd kazeta by méla byt zlikvidovdna v pfislusnych nddobdch na
vzorky podle standardnich postupl vasi instituce.

Pristroj MOLECULAR MOUSE je pfipraven k novému testu.

Pozndmka: Jedna kazeta umozriuje analyzovat 1 vzorek v jednom
béhu a ziskat vysledek testu. Az 6 pristroji Ize spravovat paralelné
nezdvislym zplsobem, s jednou instanci softwaru, coZ umoZriuje
analyzu 6 kazet soucasné, tedy 6 vzork( najednou.

KVALITATIVNi KONTROLY

Kazdd testovaci kazeta obsahuje dvé procesni kontroly:

1. Pozitivni kontrola detekuje pfitomnost jakékoli inhibice analyzy
PCR v redlném Case (souvisejici se vzorkem), zajistuje, ze podminky
PCR reakce (teploty a ¢as) jsou vhodné pro amplifikaéni reakci a ze

PCR ¢inidla jsou funkéni.

Pozitivni kontrola je platnd,
pfijatelnosti.

pokud splfiuje schvdlend kritéria

2. Negativni kontrola verifikuje nepfitomnost nespecifické amplifikace
béhem analyzy.

Vsechny kontrolni testy jsou pred vyddnim vysledk( testu provéreny.
Pokud negativni kontrola a/nebo pozitivni kontrola neprojdou,
povazuji se vysledky vzorku za neplatné a test se opakuje.

V pfipadé potfeby Ize hemokultiva¢ni médium naockovat
certifikovanym referenénim bakteridinim kmenem pro jeden z targetd
(nedoddvd se s MM GRAM POS STAPH) a pouzit jej jako externi
pozitivni kontrolni vzorek. V pfipadé, ze neni k dispozici takovyto
hemokultivaéni vzorek, je mozné pouzit kolonie jiz identifikované

bakterie nebo certifikovany referenéni kmen vykultivovany na
vhodném pevném kultiva¢nim médiu.

Priprava kontrolniho vzorku z kolonie: naberte Cistou kolonii 1 pl
sterilni bakteriologickou klickou, rozpustte ji v 1000 pl vody
molekuldrné biologické kvality a 10 sekund vortexujte, aby byl roztok
homogenni. Kapky na vicku z néj odstranite rotaci zkumavky pfi
maximdlIni rychlosti po dobu 5 sekund. Takto zpracovany vzorek je
pfipraven k vlozeni do urcené kazety (5 pl do kazdé jamky).

Pozor: jako externi kontrolni vzorek pouzijte ¢isty certifikovany nebo
spravné identifikovany kmen, a vyhnéte se jakékoli kontaminadi,
kterd by mohla znehodnotit nebo zkreslit ziskané vysledky.

Pozor: Vysledky testu ziskané pomoci externich pozitivnich
kontrolnich  vzorkl nelze pouzit k diagnostickym ucellm.
Diagnosticky test je uréen vyhradné k pouziti s pozitivni

hemokulturou (viz uréené pouziti pfistroje a diagnostickych testd).

Certifikované referen¢ni kmeny, které Ize pouzit jako externi pozitivni
kontrolni vzorky, jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:

MM GRAM POS STAPH REFERENCNI CERTIFIKOVANY KMEN*

SPECIFICKY TARGET

S. hominis Staphylococcus hominis ATCC 27844

S. epidermidis Staphylococcus epidermidis ATCC 14990
vanA Enterococcus faecium ATCC 700221

vanB Enterococcus faecalis ATCC 51299

S. haemolyticus Staphylococcus haemolyticus ATCC 29970
S. sciuri Staphylococcus sciuri ATCC 29061

S. simulans Staphylococcus simulans ATCC 27851

S. aureus Staphylococcus aureus ATCC 700699
mecA Staphylococcus aureus ATCC 700699
mecC Staphylococcus aureus NCTC 13552

S. lugdunensis Staphylococcus lugdunensis ATCC 49576
S. saprophyticus Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305
S. xylosus Staphylococcus xylosus ATCC 29971
SCCmec-0rfX Staphylococcus aureus NCTC 13552

* Informace o bezpeéném zachdzeni se vzorkem naleznete v pokynech vyrobce

VYSLEDKY

Software MOLECULAR MOUSE zpracovdvd surovd data ziskand z
pfistroje za Ucelem identifikace pritomnosti/nepiitomnosti targetd
nukleovych kyselin, poskytuje vysledky a vygeneruje zprdvu po
verifikaci uzivatelem a, pokud je aktivovdno, validaci dat uzivatelem.

Specifikace pro provedeni testu (véetné seznamu targetd a kritérii
pro sprdvu Udajd) jsou uvedeny v MM GRAM POS STAPH cartridge
file. Software je schopen analyzovat fluorescenci vyzarovanou
specifickymi sondami a podle zvyseni hodnoty fluorescence je target
indikovdn jako pfitomny/nepfitomny/mald spolehlivost/invalidni, jak
je uvedeno v tabulce niZe, a je vizualizovdn v amplifika¢nim grafu
jako logaritmickd/linedrni amplifikaéni kfivka.
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, Pozitivni Negativni .,

Target -vysledek Kontrola Kontrola Popis vysledku

Pritomny Proslo Proslo Target pfitomny
Mald spolehlivost Proslo Proslo Neprikazny*
(2ddné dalsi targety

pritomny)
Mald spolehlivost Proslo Proslo Neprikazny**

(alesponi 1 target
pritomny)
Chybi Proslo Proslo Target nepfitomny
Invalidni Neproglo Proglo INVALIDN[***
Invalidni Prolo Neproglo INVALIDN[****

*Zopakujte test od zpracovaného vzorku. Pokud vysledek zlstane stejny,
provedte znovu zpracovdni vzorku z pozitivni hemokultury (pokud je vzorek
pozitivni) a vioZte nové zpracovany vzorek do uréené kazety.

V pfipadé malé spolehlivosti je pro vysledek uZite¢né vyhodnoceni kfivky
interpretace. Amplifika¢ni kfivky maji sigmoiddini (S) tvar.

**Zohlednéte klinické hodnoceni. V pfipadé potreby zopakujte analyzu od
zpracovaného vzorku.

V pripadé malé spolehlivosti je pro vysledek uZite¢né vyhodnoceni kfivky
interpretace. Amplifika¢ni kfivky maji sigmoiddini (S) tvar.

***Pritomnost inhibitorG. Zredte 500 ul zpracovaného vzorku 500 pl vody
molekuldrné biologické kvality a opakujte test takto zfedéného vzorku. Pokud
vysledek zUstane stejny, zopakujte zpracovdni vzorku z pozitivni hemokultury
(pokud je to mozZné) a nové zpracovany vzorek vlozte do uréené kazety.

****Absence inhibitorl. Ujistéte se, Ze jste vzorek nacetli a zpracovali podle
ndvodu k pouZiti (IFU). V pfipadé pochybnosti se doporucuje zopakovat
zpracovdni vzorku z pozitivni hemokultury (pokud je to mozZné) a nové
zpracovany vzorek vloZit do uréené kazety.

Seznam targetu:

Specifické  targety:  Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus ~ haemolyticus, Staphylococcus
lugdunensis, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus saprophyticus,

Staphylococcus xylosus.
Generické targety: Staphylococcus spp.

Targety genu rezistence: mecA, mecC, vanA, vanB.

Targety souvisejici s rezistenci: SCCmec-orfX.

SCCmec-orfX se zaméfuje na stafylokokovy kazetovy chromozom
mec (SCCmec) obsahujici gen mecA/C a gen orfX; tento dalsi cil je
specificky pro detekci meticilin rezistentniho Staphylococcus aureus
(MRSA) a umoznuje rozlisit MRSA vs. MSSA v polymikrobidinich
vzorcich obsahujicich jak S.aureus, tak koaguldzové negativni
stafylokoky (CoNS).

Mozné kombinace vysledkd v MM GRAM POS STAPH kazeté jsou
uvedeny nize, rozdéleni mikroorganismt rozeznatelnych (on panel) a
nerozeznatelnych (off panel). Vice podrobnosti je uvedeno v Priloze I.

Target

Vysledek

Specificky target
Genericky target
Gen rezistence

Mikroorganismus

Detekce sekvence nukleové
kyseliny specifické pro kmen
Staphylococcus.
On panel + - - 1j.

Staphylococcus METICILLIN RESISTANT S.EPIDERMIDIS:
Staphylococcus spp  Pfitomny
S. epidermidis Pritomny
MecA Pritomny

Sekvence nukleovych kyselin
specifické pro kmen MM GRAM
POS STAPH nebyly zjistény.
Gen rezistence Ize detekovat i u
mikroorganismu off panel.

Off panel
jiné nez - -
Staphylococcus

+/-

MM GRAM POS STAPH poskytuje vysledek jako podpora diagnostiky
infekce krevniho recisté zplsobené gram-pozitivnimi Staphylococci
a/nebo prikaz rezistence na meticilin a vankomycin.

Test MM GRAM POS STAPH je uren ke kombinovanému pouziti
s dal$imi klinickymi a analytickymi vysledky v rdmci diagnostického
hodnoceni definovaného a upraveného kazdou konkrétni laboratofi.
MM GRAM POS STAPH nenahrazuje tradiéni metody klasické
kultivace a testovdni citlivosti.

Vysledek nevyluéuje kombinovanou pfitomnost jinych targetd nez
téch, které jsou uvedeny na seznamu identifikovatelnych targetd. Pro
jejich identifikaci je nutné provést dalsi nezdvislé testy. PouZiti
kontrol v kazdé analyze testd umoZnuje ovéfit spravné fungovdni
amplifikaéni smési a nepfitomnost interferenci.

LIMITATICE PROCEDURY

Vzorky musi byt odebirdny, prepravovdny a skladovdny pouzitim
sprdvnych postupl a za vhodnych podminek. Nesprdvny odbér,
transport, nebo skladovdni vzorkd mudze omezit schopnost testu
detekovat cilové sekvence.

MM GRAM POS STAPH kazety jsou kompatibilni se vzorky
pozitivnich hemokultur odebranych z kultiva¢nich nddobek BD
BACTEC Plus Aerobic/F, BD BACTEC Anaerobic/F, BD BACTEC Peds
Plus/F, bioMerieux BACT/ALERT FA Plus, bioMerieux BACT/ALERT
FN Plus, bioMerieux BACT/ALERT PF Plus.

Amplifikace nukleovych kyselin z klinickych vzorkd musi byt
provddéna podle specifickych metod uvedenych v tomto postupu.

Fale$né negativni vysledky mohou vzniknout v disledku:

o Nesprdvného odbéru a zpracovdni vzorku

o Degradace DNA béhem prepravy/skladovdni

o PouZiti nedoporuéeného roztoku pro zpracovdni vzorkd
o Pritomnosti inhibitord PCR

o Mutaci v bakteridInim genomu

o Varianty genu, které nejsou kazetou detekovatelné

o NedodrzZeni ndvodu k pouziti (IFU)
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Falesné pozitivni vysledky mohou vzniknout v disledku:
o Krizové
pripravé
o Kfizové kontaminace mezi vzorky pacientd
0 Zdmény vzorkd
o Kontaminace DNA pfi manipulaci s vyrobkem

kontaminace pfi manipulaci se vzorkem nebo jeho

Vliv vakein, antivirovych terapeutik, antibiotik, chemoterapeutik nebo
imunosupresiv nebyl zjistén.

Uéinnost prostfedku nebyla stanovena pro screening krve nebo
krevnich produktd.

Negativni vysledky nevylucuji infekci zplsobenou bakteriemi
Staphylococcus a/nebo  pfitomnost sekvenci nukleovych kyselin
spojenych s rezistenci na meticilin nebo vankomycin a nemély by byt
jedinym zdkladem pro rozhodnuti o [é¢bé pacienta.

Pozitivni vysledek indikuje detekci nukleové kyseliny jednoho
z targetovych gend, které jsou oblasti zajmu.

Pfitomnost targetu genu rezistence MM GRAM POS STAPH nemusf
nutné znamenat projeveni fenotypu rezistence v kultivac¢nich testech
citlivosti na antibiotika.

Nukleovd kyselina mudze pretrvdvat i poté, co bakterie jiz neni
Zivotaschopnd.

Laboratore jsou povinny hldsit véechny pozitivni vysledky pfislusnym
orgdndm verejného zdravi.

ANALYTICKA VYKONNOST
Analytickd sensitivita

Pro kazdy cil bakteridIni/rezistence byl determinovdn limit detekce
(LoD), aby se demonstrovalo, ze gen mikroorganismu/rezistence byl
detekovdn v minimdiné 95 % replikdtd.

Limit detekce pro vSechny targety obsazené v MM GRAM POS
STAPH kazeté je uveden v ndsledujici tabulce.

MM GRAM POS STAPH Testo.vun)'l Cislo kmenu LoD koncentrace

Target organismus (CFU/ml)
Staphylococcus hominis Staphylococcus hominis ATCC 27844 6,45E+05
Staphylococcus epidermidis ATCC 49134 8,45E+05
Staphylococcus aureus ATCC 43300 8,65E+05

Staphylococcus spp.
Staphylococcus aureus NCTC 13552 5,35E+05
Staphylococcus lugdunensis ATCC 49576 1,79E+06
Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis ATCC 49134 8,45E+05
vanB Enterococcus faecalis ATCC 51299 1,28E+06
vanA Enterococcus faecium ATCC 700221 5,10E+05
Staphylococcus haemolyticus i;iﬂg;;?jscus ATCC 29970 2,95E+05
Staphylococcus sciuri Staphylococcus sciuri ATCC 29061 7,50E+05
Staphylococcus simulans Staphylococcus simulans ATCC 27851 7,75E+05
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus ATCC 43300 8,65E+05
mecA Staphylococcus aureus ATCC 43300 8,65E+05
mecC Staphylococcus aureus NCTC 13552 5,35E+05
Staphylococcus lugdunensis Staphylococcus lugdunensis ATCC 49576 1,79E+06
Staphylococcus saprophyticus ?;ZF: :g :;i?ccucss ATCC 15305 1,38E+06
Staphylococcus xylosus Staphylococcus xylosus ATCC 29971 1,45E+04
SCCmec-orfX Staphylococcus aureus NCTC 13552 5,35E+05

Pozndmka: primérnd koncentrace bakterif, kterd se maze vyskytovat
v pozitivni hemokultufe je pfiblizné 108 CFU/ml. 78

Analytickd specificita

Cilem studie specifi¢nosti je vyhodnotit schopnost MM GRAM POS
STAPH kazety identifikovat pouze pozadované targety (inkluzivita),

vy

vyhodnotit potencidini kfizovou rea

ktivitu mikroorganismU on-panel

a off-panel testy (exkluzivita) a otestovat potencidini inhibi¢ni Géinky

interferujicich
(interference).

I&tek/mikrobidlnich

¢inidel/kultivaénich

médii

Provedené experimenty ukazuji, ze MM GRAM POS STAPH kazeta je

specifickd pro kmeny Staphylococcus a nevykazuje ki

reaktivitu.

In silico analyza specifi¢nosti

vy

zarovndni sekvenci

rizovou

provedend

s generickymi targety Staphylococcus spp. testu MM GRAM POS
STAPH je reportovdna v tabulce nize.

Detekce predpovézend pomoci iplného zarovndni sekvenci

Staphylococcus aureus

Staphylococcus hominis

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus warneri

Staphylococcus capitis

Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus caprae

Staphylococcus lugdunensis

Staphylococcus argenteus

Staphylococcus pasteuri

Staphylococcus schweitzeri

Staphylococcus simiae

Staphylococcus saccharolyticus

Pfedpoklddand detekce s < 3 sekvenénimi neshodami v cilové sekvenci*

Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus cohnii

Staphylococcus chromogenes

Staphylococcus agnetis

Staphylococcus equorum

Staphylococcus xylosus

Staphylococcus arlettae

Staphylococcus schleiferi

Staphylococcus hyicus

Staphylococcus nepalensis

Staphylococcus muscae

Staphylococcus lutrae

Staphylococcus succinus

Staphylococcus gallinarum

Staphylococcus lloydii

Staphylococcus auricularis

Predpoklddand detekce s > 3

neshodami v cilové sekvenci*

Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcus delphini

Staphylococcus kloosii

Staphylococcus felis

Staphylococcus pettenkoferi

Staphylococcus debuckii

Staphylococcus simulans

Staphylococcus condimenti

Staphylococcus piscifermentans

Staphylococcus carnosus

Staphylococcus sciuri

On-panel Staphylococcus species je vyznadéen tuc¢né.
*Vice jak 3 neshody snizuji U¢innost PCR a mohou vést k nulové detekci

sekvenovaného targetu.

Interferujici ldtky:

Potencidini interference 13 rlznych Idtek byla posouzena testovdnim
simulované pozitivni hemokultury s pfimési MRSA (Staphylococcus
aureus ATCC 43300). Vsechny interferenty byly pfiddny do vzorku v
koncentraci rovné nebo vyssi, nez je nejvyssi olekdvand hladina v

hemokulture.

Testované ldtky (endogenni Idtky, antikoagulanty a dezinfekéni

prostiedky), jejich testovaci koncentrace a ziskané vysledky jsou

uvedeny v ndsledujici tabulce.
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Potenciondiné interferujici Idtky

Endogenni Koncentrace Vysledky

latky

Hemoglobin 1000 mg/5d!

Triglyceridy 100 mg/dl

Konjugovany 40 mg/dl

bilirubin

Nekonjugovany | 40 mg/dl

bilirubin

Gamma 20mg/ml

globulin

human 6 x 10° cp/mL

genomic DNA NEBYLA

Antikoagulanty | Koncentrace POZOROVANA
o , ZADNA

Citrat sodny INTERFERENCE

K2EDTA 4x pomér specificky

K3EDTA pro vacutainer

Lithium Heparin | (antikoagulans:krev)

Sodium

Heparin

Dezinfekce Koncentrace

Bélici 5% v/iv

prostredek

Etanol 7% viv

cp/ml = kopie/ml; v/v = objem /objem

Z4dnd z potencidlng interferujicich Idtek neovlivnila vysledky testu
MM GRAM POS STAPH (nebyla pozorovdna zddnd interference).

Mikrobidlini interference:

MikrobidIni interference byla hodnocena testovdnim simulované
hemokultury s nizkou koncentraci MRSA (Staphylococcus aureus
ATCC 43300 nebo ATCC 700699 nebo NCTC 13552) a 6 klinicky
vyznamnych koinfekénich organismU pfidanych do vzorku ve vysoké
koncentraci. Mikroorganismy byly vybrdny z téch, které byly
identifikovdny jako bézné polymikrobidini koinfekce, aby se
vyhodnotilo, zda by pfitomnost vysokych koncentraci organismd
mohla interferovat s detekci deklarovanych cilll pfi nizsi koncentraci

Potencidlné konkurujici mikroorganismy, rozdélené mezi on-panel a
off-panel, a ziskané vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce.

Potenciondiné interferujici organismy
On-panel Vysledky
Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228

Staphylococcus hominis NCTC
11320

Off-panel

Enterococcus faecium ATCC
700221 VRE

Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC
33495

Candida albicans ATCC 10231

NEBYLA
POZOROVANA
ZADNA
INTERFERENCE

Zddny z potencidlné interferujicich mikroorganismt nekonkuroval ani
neinterferoval s vysledky testu MM GRAM POS STAPH (nebyla
pozorovdna zddnd interference).

Typy hemokultivaénich lahviéek:

Kompatibilita MM GRAM POS STAPH s rdznymi lahvickami a médii
pro kultivaci krve byla hodnocena testovdnim 6 rliznych lahvicek pro
kultivaci krve ze 2 rlznych systému pro kultivaci krve (BACT/ALERT
a BACTEC); lahvicky pro kultivaci krve byly osazeny 7 nejcastéji se
vyskytujicimi grampozitivnimi bakteriemi (1 bakterie na kazdy typ
lahvicky) a inkubovdny pro dosazeni pozitivity.

Testované typy lahvi a ziskané vysledky jsou uvedeny v ndsledujici
tabulce.

Interference s hemokultivaénimi lahvi¢ckami

Typ hemokultivaéni lahviéky Vysledky

BD BACTEC Plus Aerobic/F NEBYLA
BD BACTEC Plus Anaerobic/F POZOROVANA
BD BACTEC Peds Plus /F ZADNA
bioMerieux BACT/ALERT® FA Plus INTERFERENCE
bioMerieux BACT/ALERT® FN Plus

bioMerieux BACT/ALERT® PF Plus

Zddnd z testovanych hemokultivaénich lahvi¢ek neinterferovala s
vysledky testu MM GRAM POS STAPH (nebyla pozorovdna zddnd
interference).

Celkové nebyla zjisténa zddnd interference s endogennimi ldtkami,
antikoagulanty nebo dezinfekénimi  prostfedky, stejné jako u
polymikrobidlnich vzorkd* a typl lahvi.

*V pripadé pfitomnosti polymikrobidiniho vzorku obsahujictho mechanismus
rezistence vu¢i meticilinu se navrhuje dodateéné redéni vzorku (500 pl
zpracovaného vzorku zfedéného 500 ul vody molekuldrné biologické kvality).

Presnost méreni

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost MM GRAM POS STAPH byla hodnocena
testovdnim 6 simulovanych pozitivnich hemokultur, do kterych bylo
pfiddno 5 nejcastéji klinicky se vyskytujicich grampozitivnich
Staphylococci a 1 mikroorganismus mimo panel (gramnegativni
bakterie jako negativni kontrola).

Byly hodnoceny rdzné potencidini zdroje variability. Podrobnéji byla
studie provedena na 2 rlznych pracovistich, v riznych dnech, se 2
Sarzemi kazet (2 rdzné Sarze/pracovisté), s rGznymi pristroji, riznymi
operdtory (2 rdzni operdtofi/pracovisté); kazdy vzorek byl testovdn v
5 opakovdnich na Sarzi/pracovisté (celkem 20 opakovdnifvzorek, 6
vzorkl = 120 celkovych analyz).

Shoda mezi vysledky ziskanymi z nezdvislych testd byla
analyzovdna jako procento shody mezi testy provedenymi za
riznych podminek; pro zjisténou procentni shodu byla vypocdtena
95% hranice spolehlivosti (Wilson metoda) (viz tabulka nize).
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Lot= Sarze, Op=0Operdtor, Cl=interval spolehlivosti
Ve vsech 120 provedenych analyzdch dosdhly vSechny testy 100%
shody.

KLINICKA VYKONNOST

Klinickd vykonnost MM GRAM POS STAPH kazety byla vyhodnocena
béhem klinické studie s 336 hemokulturami (134 prospektivnich, 94
retrospektivnich a 108 naockovanych) véetné 38 polymikrobidinich
hemokultur (37 se dvéma species a 1 se tfemi species). Vzhledem k
pfitomnosti  polymikrobidlnich hemokultur byl koneény pocet
testovanych species 375.

Vykonnostni charakteristiky byly vyhodnoceny porovndnim vysledku
testu s kazetou MM GRAM POS STAPH s matricové asistovanou
laserovou desorpcifionizaci (MALDI) a fenotypovym testovdnim
citlivosti jako referenéni metodou a v pfipadé nesouhlasnych
vysledkl s diagnostickou srovndvaci metodou Real-Time PCR.

Katalogové ¢&islo

Pocet testl

Teplotni limit

NepouzZivejte opakované

Lot Cislo $arze

Chrarite pred sluneénim svitem

Datum spotieby

Ndvod k pouziti

7 4 7
CS
— NAVOD K POUZITI
FA MM GRAM POS STAPH
Ed. Rev. 1.6 2024-05-23
| Pracovisté 1 | Pracoviété 2 a S. simulans 10/10 100 722 100 | 324/324 100 988 100
Mikroorganismus| Lot 1 | Lot 2 | Lot 1 | Lot 2 oL IR y y
e [95% ClI] S. aureus 49/50 980 895 99,6 | 284/284 100 987 100
Op1-2|Op1-2|Op3-4|0p3-4
Staphylococcus 5/5 5/5 5/5 5/5 20/200 mecA 77/77 100 952 100 | 253/256 988 966 996
aureus ATCC 100% mecC 99 100 701 100 | 324/324 100 988 100
43300 100% | 100% | 100% | 100% [83,9%-
100%] S. lugdunensis 22/23 958 790 99,2 | 309309 100 988 100
20/20
Staphylococcus | /> | 5/5 | 55 | 5/5 100% S. saprophyticus 6/6 100 61,0 100 | 328328 100 988 100
epidermidis
A,?I'CC 49134 100% | 100% | 100% | 100% |[83,9%- S. xylosus 6/6 100 61,0 100 | 328/328 100 988 100
100%]
SCCmec-orfX 2124 875 690 957 | 308308 100 988 100
55 | 5/5 | 5/5 | 5/5 | 20/20 . :
ﬁfﬂpﬁ)_/b;_cl’_gicus 100% Pravdivé pozitivni (TP); Pravdivé negativni (TN); Fale¢né pozitivni (FP); Fale$né negativni
2;214!]2!5 100% | 100% | 100% | 100% [83,9%- |120/120 (FN); Interval spolehlivosti (Cl).
100%]
20/20 | 100%
ﬁzoxxtf;f:us o5 | S5 SR 0% |96.9%-| LIKVIDACE ODPADU
83,9%- | 100%]
IATCC 29970 100% | 100% | 100% | 100% [100%0] Likvidace odpadu by méla byt v souladu s platnymi ndrodnimi
Jvnimi predpisy. S ohledem na typ vyrobku se navrhuje naklddat s
5/5 5/5 e 55 | 20/20 prévnimi pfe
,Staghylocqccus / / / / 100% nim jako s biologickym odpadem (kéd E.W.C. 18.01.03).
ugdunensis
IATCC 49576 100% | 100% | 100% | 100% |[83,9%- .
100%] INDEX SYMBOLU
Escherichia coli 5/5 5/5 5/5 5/5 | 20/20
IATCC 25922 o CE znacka
(off-panel, 100%
heqativni 100% | 100% | 100% | 100% |[83,9%- o L .
’ g ) 100%] I In vitro diagnosticky (IVD) prostfedek
ontrola

www.alifax.com

Sensitivita Specificita Obsah
Taiiae (TP/TP+FN) (TN/TN+FP)
N % 95% CI N % 95% CI
tt Touto stranou nahoru
S. hominis 20/20 100 839 100 313/314 99,7 982 99,9 -
Staphylococcus | y56/169 941 894 967 | 165165 100 977 100 & e o
SPP- Pozor, preététe si ndvod k pouziti
S. epidermidis 33/34 97,1 851 995 299/299 100 987 100
vanB 5/5 100 565 100 292/292 100 987 100 d Vyrobce
vanA 5/5 100 565 100 292/292 100 987 100
S.haemolyticus | 2021 952 773 991 | 312/313 997 982 999 Vyrobeno v ltdlii
S. sciuri 77 100 646 100 | 326/326 100 988 100 Fi‘:iﬂzi Ponechte touto stranou nahoru (horizontdIné)
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Kontakty na technickou podporu

Kontaktujte mistniho obchodniho zdstupce spolecnosti Alifax nebo
autorizovaného distributora.

Kontakt pro hldseni stiznosti

Jakdkoli zdvaznd uddlost, k niz dojde v souvislosti s prostfedkem,
musi byt hldSena vyrobci (vigilance@alifax.com) a pfisludnému
orgdnu ¢lenského stdtu, v némz se uzivatel a/nebo pacient nachdzi.
,Z&vaznou uddlosti® se rozumi jakdkoli uddlost, kterd pfimo nebo
nepiimo vedla, mohla vést nebo mize vést k nékteré z ndsledujicich
uddlosti:

(a) dmrti pacienta, uzivatele nebo jiné osoby,

(b) docasné nebo trvalé vazné zhorseni zdravotniho stavu pacienta,
uzivatele nebo jiné osoby,

(c) vdzné ohrozeni verejného zdravi.

BIBLIOGRAPHY

[1]  "Global report on the epidemiology and burden of sepsis:
current evidence, identifying gaps and future directions", World
Health Organization (WHO), 2020.

[2] "Global antimicrobial resistance and use surveillance system
(GLASS) report: 2022”, World Health Organization (WHO),
2022.

[3] "Antimicrobial resistance in the EU/EEA (EARS-Net) - Annual
epidemiological report for 2021”, ECDC 2022

[4]  “Antimicrobial resistance surveillance in Europe”, World Health
Organization (WHO), European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC), 2022.

[5] "Transferable Vancomycin Resistance in a Community -
Associated MRSA Lineage”, F. Rossi et al., New England
Journal of Medicine, 2014.

[6] “Approach to Positive Blood Cultures in the Hospitalized
Patient: A Review”, H. K. Chela et al. Missouri Medicine, 2019.

[7]  “Rapid identification of bacteria from positive blood culture
bottles by use of matrix-assisted laser desorption-ionization
time of flight mass spectrometry fingerprinting”, M. Christner et
al., J Clin Microbiol, 2010.

[8]  “Early identification of microorganisms in blood culture prior to
the detection of a positive signal in the BACTEC FX system
using matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight
mass spectrometry”, M.C. Wang et al., | Microbiol Immunol
Infect., 2015

Cdsti oznacené modrou barvou byly oproti pfedchozi verzi doplnény
nebo upraveny.
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Priloha |
MOZNE VYSLEDKY TESTU

Kazeta MM GRAM POS STAPH obsahuje ¢inidla pro detekci 15 targetll a 2 procesni kontroly. Ndsledujici schéma uvddi priklady dostupnych
asociaci mezi vystupem targetl testu MM GRAM POS STAPH (pfitomny/chybi) a prfitomnosti odpovidajici nukleové kyseliny mikroorganismu.

Target | gtaph. s. s. o s. s. s. s. s. mecA VanA o tmec
spp* hominis epiderm. S sciuri simulans S- aureus lugdun. saproph. xylosus haemol. and/or and/or orfX***
Mikroorganismus mecC** vanB**
Meticilin
Vankomycin Pritomny Chybi Chybi Chybi Chybi Pritomny Chybi Chybi Chybi Chybf Chybf Chybi Chybi
citlivy
Staphylococcus Meticilin
aureus rezistentni PFitomny Chybi Chybi Chybf Chybf Pfitomny Chybf Chybi Chybi Chybf Piitomny Chybi Pfitomny
vankomyeh | pitomny |  Chybi Chybf Chybi Chybi | Pfitomny | Chybf Chybf Chybf Chybi Chybi | Pfitomny | Chybi
Staphylococcus th‘:fvig” Piitomny | Pfitomny | Chybi Chybi Chybi Chybf Chybi Chybf Chybf Chybi Chybi Chybf Chybf
hominis Meticilin - o || o= 2 " 7 " 7 0 7 7 . v , . .
rezistentnf Pfitomny | Pritomny Chybf Chybi Chybi Chybf Chybf Chybf Chybf Chybf Pritomny Chybf Chybf
Meticilin
Vankomycin Pfitomny Chybi Pfitomny Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybf Chybf Chybf Chybf
Staphylococcus citlivy
epidermidis Meticilin
rezistentni PFitomny Chybi Pritomny Chybf Chybf Chybi Chybf Chybi Chybi Chybf Pritomny Chybi Chybi
Meticilin Jakykoli
Vank i p Chybi Chybi Prit % Chybf Chybi Chybfi Chybi Chybi Chybf Chybf Chybi Chybi
Staphylococcus ur;gir\:\yycm vysledek ybi ybi Fitomny ybi ybi ybi ybi ybi ybi ybi ybi ybi
r—
seurt Meticilin I1el szl Chybi Chybi | Pfitomny | Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi | Pitomny | Chybi Chybi
rezistentni sl ybi ybi Fitomny ybi ybi ybi ybi ybi ybi fitomny ybi ybi
Meticilin Jakykoli
Vank i p Chybi Chybi Chybf Prit Y Chybi Chybf Chybi Chybi Chybf Chybf Chybi Chybi
Staphylococcus andtcl)il\w;é/cm Veledek ybi ybi ybi ritomny ybi ybi ybi ybi ybi ybi ybi ybi
simulans**** o
Meticilin Jakykoli , , , v . , . , , . - e o 5
rezistentnf Vysledek Chybf Chybf Chybf Pritomny Chybf Chybf Chybf Chybf Chybf Pritomny Chybf Chybf
Meticilin
Vank i Prit y Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi PFit y Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi
Staphylococcus ur;ﬁir\:\yycm omny ybi ybi ybi ybi ybi omny ybi ybi ybi ybi ybi ybi
lugdunensis Meticilin
rezistentni Pritomny Chybi Chybi Chybf Chybf Chybi Pritomny Chybi Chybi Chybf Pritomny Chybi Chybi
Meticilin
Vanke i PFit y Chybi Chybi Chybf Chybf Chybi Chybf Prit % Chybi Chybf Chybf Chybi Chybf
Staphylocof:cus ar;gir:yycm ftomny ybi ybi ybi ybi ybi ybi itomny ybi ybi ybi ybi ybi
saprophyticus Meticilin 7 0 " 7 " " 7 . " v 7 " " p 7 7
rezistentni Pfitomny Chybf Chybf Chybf Chybf Chybf Chybf Pfitomny Chybf Chybf Pfitomny Chybf Chybf
Meticilin
Vanke i PFitomny Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Pritomny Chybi Chybi Chybi Chybi
Staphylococcus andgivjcm y ybf ybi ybi ybi ybi ybi ybf y ybf ybi ybi ybi
xylosus Meticilin
rezistentni PFitomny Chybi Chybi Chybf Chybf Chybf Chybf Chybi Pfitomny Chybf Piitomny Chybi Chybi
Meticilin
Vank i PFitomny Chybi Chybi Chybf Chybf Chybi Chybf Chybi Chybi Pfitomny Chybf Chybi Chybi
Staphylococcus ar;tc:ir:yycm { y ybi ybi ybi ybi ybi ybi ybi ybi f y ybi ybi ybi
haemolitycus Meticilin
rezistentni Pritomny Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Pfitomny | Pritomny Chybi Chybi
Meticilin
Daléi Vankomycin Pritomny Chybf Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybf Chybf Chybi Chybi
Staphylococcus citlivy
spp* re“fs‘t'g"n't"n . Pfitomny | Chybf Chybf Chybf Chybf Chybf Chybf Chybf Chybf Chybi | PHtomny | Chybi Chybf
Meticilin
Vankomycin Chybi Chybi Chybi Chybi Chybf Chybi Chybf Chybi Chybi Chybf Chybf Chybi Chybi
Off-panel Mce‘ttlizli\);n
Gram-pozitivni rezistentni Chybf Chybi Chybi Chybf Chybf Chybi Chybfi Chybi Chybi Chybf Pritomny Chybi Chybi
bakterie
Vankomycin " 7 o 7 7 7 7 7 7 . 7 o ; o
rezistentn( Chybi Chybi Chybi Chybi Chybf Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Chybi Pritomny Chybi

* Obecné cile (Staphylococcus spp.) nemusi detekovat véechny druhy/kmeny stafylokokl z divodu nedokonalého zarovndni cilovych sekvenci nukleovych kyselin;
viz predpovéd in silico pro tento cil v odstavci "Analytickd specifi¢nost" tohoto dokumentu.

** V' pfipadé mikroorganismi rezistentnich k meticilinu/vankomycinu muze vysledek chybét, pokud se jednd o jiné typy/mechanismy rezistence k
meticilinu/vankomycinu; v pfipadé mikroorganismt nesoucich prislusné geny rezistence jsou pfitomny cile mecA, mecC, vanA a vanB.

*** Do prosince 2021 bylo identifikovdno 14 typl stafylokokovych chromozomovych kazet mec (SCCmec); cil SCCmec-OrfX nemusi detekovat vSechny typy
SCCmec.

****Pro tento mikroorganismus nemusi genericky cil (Staphylococcus spp.) vést k pozitivnimu vysledku; vzorky S. sciuri a S. simulans vSak mohou byt detekovdny
specifickymi cili on-panel.
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Priloha Il

PREVOD G/RPM

V pripadé, Ze pfistroj nemd automatickou funkci prepindni mezi otd¢kami za minutu (otdcky za minutu) a g ("rcf" relativni odstredivd sila nebo
sila "g" predstavujici relativni odstredivou silu generovanou rotujicim rotorem), je mozné vypocitat hodnotu "otdéek za minutu" od hodnoty "g"

podle ndsledujici rovnice*:
ome — &
P 0.00001118 + r

r = polomér otdceni (cm). Predstavuje vzddlenost mezi stfedem otdceni a vnéjsim okrajem rotoru. Tato hodnota je specifickd pro kazdy rotor a
obvykle ji najdete v ndvodu k odstredivce nebo rotoru.

*Ref. DIN 58 970

NiZe jsou uvedeny priklady prevodu mezi otd¢kami za minutu a g/rcf pro rdzné poloméry otdcent:

Polomér rotoru (cm) otdcek za minutu odpovidajicich otdcek za minutu odpovidajicich
500 x g 5000 x g

4 3344 10574
4,5 3153 9969

5 2991 9458
5,5 2852 9017

6 2730 8634
6.5 2623 8295

7 2528 7993
7,5 2442 7722
8 2364 7477
85 2294 7254
9 2229 7049
9,5 2170 6861
10 2115 6688
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