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Intended Use

The Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test is a qualitative, in vitro immunochro-
matographic assay for the rapid detection of penicillin-binding protein 2a (PBP2a)
in isolates identified as Staphylococcus aureus as an aid in identifying methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA).

Summary and Explanation of Test

Early detection of methicillin-resistant Staphylococcal infections is known to
reduce health care costs, critical in efforts to decrease patient morbidity and
mortality, reduce empiric use of vancomycin and permits cost-effective decisions
for optimal patient management.’

Conventional methods of antimicrobial susceptibility testing can take over

24 hours, and mecA gene identification is expensive and time-consuming

to perform. However, penicillin-binding protein 2a (PBP2a) detection has the
advantage over mecA in identifying strains that not only harbor the mecA gene
but also produce the protein that confers resistance to methicillin.

The Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test provides a simple and rapid method to
detect the PBP2a protein found in isolates of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus.

Principles of Procedure

The Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test is a rapid immunochromatographic
membrane assay that uses highly sensitive recombinant monoclonal antibody
fragments (rFabs) to detect the PBP2a protein directly from bacterial isolates.

The rFab and a control protein are immobilized onto a nitrocellulose membrane as
two distinct lines and combined with a sample pad, a pink/purple conjugate pad,
and an absorption pad to form a test strip.

Isolates are sampled directly from the culture plate and eluted into an assay tube
containing Reagent 1. Reagent 2 is then added and the test strip is placed in the
assay tube. Results are read visually at 5 minutes.

Reagents and Materials
Materials Provided in the Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Kit

e Test Strips: A test strip covered with a plastic overlay with directional arrows to
indicate testing position.

* Reagent 1: A clear, blue alkaline solution.

e Reagent 2: A clear, slightly acidic solution containing sodium azide buffer and
surfactants.

e Assay Tubes
¢ Test Racks

Materials Required, But Not Provided:

Clock, timer or stopwatch, bacteriological loops, vortex mixer and external
positive and negative control strains.
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External Positive and Negative Controls

The recommended controls are listed below. Alternatively, laboratories may use
resistant and sensitive S. aureus strains routinely used, providing control results
are as expected.

Positive control: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300
Negative control: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923

Precautions
1. Forin vitro diagnostic use only.

2. If refrigerated, allow all kit components to equilibrate to room temperature
(15-30°C) before use.

Leave test strip sealed in its foil pouch until just before use.
Avoid skin and eye contact with reagents and test strip.

Do not use kit past its expiration date.

Do not interchange or mix components from different kit lots.

N oM

As with all bacterial samples, controls and test strips may contain
pathogenic organisms; handle with appropriate precautions and dispose
of materials safely in biohazard waste receptacles.

8. The Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test should be performed only on
isolates of Staphylococcus aureus.

9. Reagent 1 contains sodium hydroxide
DANGER: Causes severe skin burns and eye damage.
10. Safety Data Sheets for this product are available upon request.

11. Follow your national, regional, and local ordinances accordingly for waste
disposal regulations.

12. Reagent 2 contains sodium azide.

Storage and Stability
Store kit components at room temperature or under refrigeration (2-30°C).

The Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Kit and reagents are stable until the
expiration dates marked on their outer packaging.

Quality Control
Daily Quality Control:

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test has built-in positive and negative
procedural controls. For quality control, Alere suggests that you record these
controls for each test run.

Procedural Controls:

A. The appearance of a pink/purple line at the “control line” position can be
considered an internal positive procedural control. If capillary flow has
occurred, this line will always appear.

B. In comparison to the color of the control line, the background color on the test
strip should be white within 5 minutes.

External Positive and Negative Controls:
Good laboratory practice suggests the use of positive and negative controls to
ensure that:

e test reagents are working, and

¢ the test is correctly performed.
For each new lot, external positive and negative controls should be tested. These
will monitor the entire assay. The results of these control samples should be

recorded. Please refer to the Sample Preparation Procedure section for further
instructions.
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The recommended controls are listed below. Alternatively, laboratories may use
resistant and sensitive S. aureus strains routinely used, providing control results
are as expected.
Recommended Control Strains:

Positive control: Staphylococcus aureus ATCC # 43300

Negative control: Staphylococcus aureus ATCC # 25923
Other controls may be tested in order to conform with,

¢ Jlocal, state, and/or federal regulations,

e accrediting groups, and/or,

e your laboratory’s standard Quality Control procedures.
If the correct control results are not obtained, do not report results. Contact
Technical Support (please refer to the Ordering and Contact Information section).
Specimen Collection and Handling

Specimens are bacterial isolates of Staphylococcus aureus. The use of fresh
(<24 hours) cultures is recommended. The performance of the Alere™ PBP2a SA

Culture Colony Test has not been established for use with refrigerated specimens.

Culture Media

S. aureus colonies may be tested from any of the following culture media:
e Tryptone Soy Agar (Tryptic Soy Agar) with 5% sheep blood (TSA blood)
e Columbia Agar with 5% sheep blood
* Mueller Hinton Agar

Control Procedures

1. Subculture the control strain onto a culture plate. Incubate the plate
overnight at 33-35°C for 18-24 hrs.

2. Follow Assay Procedure below.
Assay Procedure

If refrigerated, allow reagents and test strips to equilibrate to room temperature
(15-30°C) before testing.

The test can be performed from well-isolated colonies on the primary plate if there
is sufficient growth, or from a subculture of the isolate.

1. Holding the dropper bottle vertically, add two drops of Reagent 1 to an
assay tube.

2. Take one heaped 1 pl bacteriological loop (a heavy inoculum) of sample
from well-isolated colonies on the culture plate, place into the tube and
thoroughly mix.

3. Holding the dropper bottle vertically, add two drops of Reagent 2 to the
tube.

4. Vortex briefly. The blue solution must turn a clear color (if the color does
not change, add one more drop of Reagent 2 and mix until the sample
turns clear).

5. Insert the test strip into the assay tube with arrows pointed downward.

6. At five (5) minutes, withdraw the test strip from the tube and read the assay
result.
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Result Interpretation
For help in reading the test strip, refer to the Result Interpretation Graphic.
For a Negative Sample, a PINK/PURPLE Control Line appears in the top half of
the test strip. No other line appears.
For a Positive Sample, the PINK/PURPLE Control Line appears AND a second Positive Negative Invalid
PINK/PURPLE Sample Line appears below it in the bottom half of the test strip.
Any Sample Line, even when very faint, is positive.
A test is Invalid if the PINK/PURPLE Control Line does not appear, whether a
Sample Line is present or not. Repeat invalid tests with a new test strip. Call
Alere™ Technical Support if the problem persists. s Control mms{ Control sl Control
m— Sample Sample — e Sample
[ [l [ HH
Actual
Size
Reporting of Results
Result Suggested Report
Positive Positive for PBP2a
Negative Negative for PBP2a
Invalid Indeterminate; do not report. Re-test sample and contact

Alere™ Technical Service Support if problem persists.
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Clinical Performance

The clinical performance of the Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test was estab-
lished in a multi-center clinical study conducted in 2013 at three (3) geographi-
cally diverse laboratories.

A total of 454 S. aureus samples were evaluated in the Alere™ PBP2a SA Culture
Colony Test, compared to results of 30 pg cefoxitin disk diffusion and interpreted
according to CLSI standards. Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test performance
versus cefoxitin disk diffusion, including 95% confidence intervals and stratified
by plate type, is provided in Table 1.

All positive and negative daily controls generated the expected results.

Table 1: Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Performance vs. Cefoxitin
(30 pg) Disk Diffusion in S. aureus Isolates: Results by Plate Type

Sensitivity 95% C.l. Specificity 95% C.l.
Primary Plate’ | 100.0% (129/129) (97.1,100.0) 98.5% (134/136) (94.8,99.6)
Tryptic Soy
Agar with 5% | 99.1% (213/215) (96.7,99.8) 99.29% (237/239) (97.0,99.8)
sheep blood
Columbia Agar
With 5% | 98.6% (212/215) (96.0,99.5) 99.29% (237/239) (97.0,99.8)
sheep blood
Mueller Hinton
with 30 U9 | g9 40/ (0137015 (96.7,99.8) 99.6% (238/239) (97.7,99.9)
cefoxitin
induction

1: Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test was performed from primary plates at 2 out of 3 clinical sites.
Primary plates were either Tryptic Soy Agar or Columbia Agar, with the exception of two samples of
unknown plate type.

Analytical Performance
Analytical Reactivity and Specificity

162 strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and 112 strains
of methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) were tested with Alere™
PBP2a SA Culture Colony Test with expected results. These bacterial strains
were obtained from the Network on Antimicrobial Resistance in Staphylococcus
aureus (NARSA), American Type Culture Collection (ATCC) and a collection of
strains from the Department of Infectious Disease Epidemiology of the Imperial
College in London, England. Please note that isolates tested were not cultured
using Columbia agar plates. All positive and negative daily controls generated the
expected results.

Reproducibility Study

A study of Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test was conducted at 3 separate
sites using panels of blind coded specimens containing negative and positive
samples in duplicate for each panel. Participants each tested one panel on

5 different days. There was 100.0% (600/600) agreement with expected test
results. There were no significant differences within run (replicates tested by one
operator), between run (5 different days), between sites (3 sites), or between
operators (6 operators). Please note that isolates tested were not cultured using
Columbia agar plates. All positive and negative daily controls generated the
expected results.
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Ordering and Contact Information

893-000
US: 1 877 441 7440
OUS: +1 321 441 7200

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test

Technical Support

Advice Line
Further information can be obtained from your distributor, or by contacting
Alere™ Technical Support on:

us

1-877-866-9341
Africa, Russia, CIS
+972 8 9429 683

TS.SCR@alere.com

ARCISproductsupport@alere.com
Asia Pacific
+617 3363 7711
Canada

+1 800 818 8335

Europe & Middle East
+44 161 483 9032

APproductsupport@alere.com
CANproductsupport@alere.com

EMEproductsupport@alere.com

Latin America

+57 2 6618797 LAproductsupport@alere.com

893-000
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Urcené pouziti

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test je kvalitativni, imunochromatograficky test in vitro
pro rychlou detekci proteinu 2a (PBP2a) vazaného na penicilin v izolatech identifikova-
nych jako Staphylococcus aureus, jako pomticka pfi identifikaci bakterii Staphylococcus
aureus rezistentnich na meticilin (MRSA).

Shrnuti a vysvétleni testu

Je znamo, ze diky vcasné detekci stafylokokalnich infekci rezistentnich na meticilin

se snizuji ndklady na zdravotni péci, coz mé zasadni vliv na pokles morbidity

a mortality pacientd, snizeni empirického pouzivani vankomycinu a dosazeni Gspornych
rozhodnuti pfi optimalni 1é¢bé pacientd.!

Konvenéni metody testovani antimikrobialni citlivosti mohou zabrat vice nez 24 hodin
a provadéni identifikace genu mecA je nakladné a casové narocné. Detekce proteinu
2a (PBP2a) vazaného na penicilin mé oproti mecA vyhodu v identifikaci kmenu, které
nejenze maji gen mecA, ale také produkuji protein, ktery udéluje rezistenci na meticilin.

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test pfedstavuje jednoduchou a rychlou metodu pro
detekci proteinu PBP2a vyskytujiciho se v izolatech bakterii Staphylococcus aureus
rezistentnich na meticilin.

Zasady postupu

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test predstavuje rychly imunochromatograficky test
membrany, ve kterém se vyuzivaji vysoce senzitivni rekombinantni monoklonalni
fragmenty protilatek (rFabs) k detekci proteinu PBP2a pfimo z bakterialnich izolatu.
Fragmenty rFab a kontrolni protein jsou imobilizovany na nitrocelul6zové membrané
jako dvé samostatné ¢ary a kombinovany s padem vzorku, riizovym/purpurovym padem
konjugatu a absorp¢nim padem tvofi testovaci prouzek.

1zolaty jsou navzorkovany piimo z kultiva¢ni desticky a eluovany do zkumavky pro dany
test obsahujici ¢inidlo 1. Poté se pfida ¢inidlo 2 a testovaci prouzek se umisti do testové
zkumavky. Vysledky se odectou vizudlné po 5 minutach.

Cinidla a materialy
Materialy obsazené v sadé pro Alere” PBP2a SA Culture Colony Test

* Testovaci prouzky: Testovaci prouzek pokryty plastovou vrstvou se smérovymi
Sipkami oznacujicimi testovaci polohu.

e Cinidlo 1: Ciry, modry zasadity roztok.
o Cinidlo 2: Ciry, mirné kysely roztok obsahujici pufr azid sodny a surfaktanty.
¢ Testovaci zkumavky

* Testovaci stojanky

Potfebny material, ktery neni soucasti soupravy:

Hodinky, ¢asovac nebo stopky, bakteriologicka ocka, michac a externi pozitivni
a negativni kontrolni kmeny.
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Externi pozitivni a negativni kontroly

Doporucené kontroly jsou uvedeny nize. Laboratofe mohou také pouzit bézné
pouzivané rezistentni a citlivé kmeny S. aureus za predpokladu, Ze kontrolni vysledky
odpovidaji o¢cekavanym hodnotam.

Pozitivni kontrola: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300
Negativni kontrola: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923

Upozornéni

1. Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

2. Pokud jsou vzorky chlazené, nechte slozky sady pred pouzitim ohfat na pokojovou
teplotu (15-30 °C).

Nechte testovaci prouzek uzavieny v sacku a vytahnéte ho az tésné pred pouzitim.
Chrante se pred kontaktem ¢inidla a testovaciho prouzku s o¢ima a kuzi.

Sadu nepouzivejte po uplynuti data exspirace.

Nevyménujte ani nemichejte slozky ze sad rtiznych 3arzi.

Stejné jako to plati u viech bakterialnich vzorkd, kontroly a testovaci prouzky
mohou obsahovat patogenni organismy; zachazejte s nimi s nalezitou opatrnosti a
material likvidujte bezpecné v nddobach na biologicky odpad.

N o

8. Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test by se mél provadét pouze na izolatech
Staphylococcus aureus.

Pozor, zpUsobuje vazné poleptani kiize a poskozeni oci.

9. Cinidlo 1 obsahuje hydroxid sodny. i

10. Na vyzadani je k dispozici bezpecnostni list k tomuto vyrobku.
11. Dodrzujte narodni, regionalni a mistni predpisy pro likvidaci odpadu.
12. Cinidlo 2 obsahuje azid sodny.

Skladovani a stabilita
Slozky sady skladujte pfi pokojové teploté nebo chlazené (2-30 °C).

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test a ¢inidla jsou stabilni az do data exspirace
uvedeného na vnéjsim obalu.

Kontrola kvality
Kazdodenni kontrola kvality:

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test obsahuje pozitivni a negativni kontroly postupu.
Pii kontrole kvality spole¢nost Alere doporucuje zaznamenat tyto kontroly pro kazdé
spusténi testu.

Kontroly postupu:

A. Pokud je na kontrolnim fadku rizovéa/fialové barva, pozici Ize povazovat za interni
pozitivni kontrolu postupu. Pokud doslo ke kapildarnimu pohybu, tento fadek se
objevi vzdy.

B. Ve srovnani s barvou kontrolniho fadku by méla barva pozadi testovaciho prouzku
zbélat do 5 minut.

Externi pozitivni a negativni kontroly:
Osvédcené laboratorni postupy ukazuji, ze je dobré pouzivat pozitivni a negativni
kontroly pro zjisténi toho, zda:
¢ funguiji testovaci ¢inidla a
e zda se test provadi spravné.
Pro kazdou novou sarzi by se mél provést test pozitivni a negativni kontroly. Tim se bude

sledovat cely pribéh testu. Vysledky téchto kontrolnich vzorki by se mély zaznamenat.
Dalsi pokyny najdete v ¢asti Postup pfipravy vzorku.
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Doporucené kontroly jsou uvedeny nize. Laboratofe mohou také pouzit bézné
pouzivané rezistentni a citlivé kmeny S. aureus za predpokladu, ze kontrolni vysledky
odpovidaji o¢ekdvanym hodnotam.
Doporucené kontrolni kmeny:

Pozitivni kontrola: Staphylococcus aureus ATCC # 43300

Negativni kontrola: Staphylococcus aureus ATCC # 25923
Mohou byt provedeny testy dalsich kontrol, aby se dostalo

® mistnim, statnim a/nebo federalnim predpistm,

e akredita¢nim skupinam a/nebo

e standardtim pro postup kontroly kvality vasi laboratore.
Pokud se neziskaji spravné vysledky kontroly kvality, o vysledcich nepodavejte zpravu.
Spojte se s technickou podporou (podivejte se do ¢asti Objednéavky a kontaktni udaje).
Odebirani vzorkid a manipulace s nimi
Vzorky jsou bakteridlni izolaty bakterie Staphylococcus aureus. Doporucuje se pouzivat

erstvé kultury (< 24 hodin). VytéZnost testu Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test nebyla

stanovena pro pouziti chlazenych vzorkd.

Média s kulturou

Kolonie S. aureus mohou byt testovany kterymkoli z nasledujicich médi:
* Tryptone Soy Agar (trypticky sdjovy agar) s 5 % ovci krve (krev TSA)
e Agar Columbia s 5 % ov¢i krve

¢ Mueller-HintonGv agar

Kontrolni postupy

1. Preneste kontrolni kmen na kultiva¢ni desticku. Inkubujte desti¢ku pfes noc pfi
teploté 33-35 °C po dobu 18-24 hod.

2. Postupuijte podle nize uvedenych krokd.

Postup testu

Pokud jsou ¢inidla a testovaci prouzky zchlazené, nechte je pred zahajenim testu
doséhnout pokojové teploty (15-30 °C).

Test Ize provadét na koloniich izolovanych v misce, a to na primarni desticce, pokud
dostatecné rostou, nebo lze test provadét na subkultufe izolatu.

1.
2.

Drzte kapatko vertikalné a do testovaci zkumavky pridejte dvé kapky cinidla 1.
Vezméte jedno 1ul bakterialni ocko (tézka ockovaci latka) vzorku z kolonii
izolovanych v misce na kultiva¢ni destic¢ce, dejte vzorek do zkumavky a dikladné
promichejte.

Drzte kapétko vertikalné a do zkumavky pridejte dvé kapky cinidla 2.

Kratce zatocte. Modry roztok se musi zménit na Ciry (pokud se barva nezméni,
pfidejte jesté jednu kapku ¢inidla 2 a promichejte, dokud se vzorek nestane cirym).
Do testovaci zkumavky vloZte testovaci prouzek, pficemz Sipky budou sméfovat
dold.

Po péti (5) minutach odstrante testovaci prouzek ze zkumavky a odectéte
vysledek testu.
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Interpretace vysledku

Informace k odecitani vysledku na testovacim prouzku najdete v ¢asti Grafika
interpretace vysledku.

U negativniho vzorku se v horni poloviné testovaciho prouzku objevi kontrolni
RUZOVA/FIALOVA ¢ara. Zadné dalsi ¢ary se neobjevi.

U pozitivniho vzorku se objevi kontrolni RUZOVA/FIALOVA ¢éra A také druha vzorkova
RUZOVA/FIALOVA ¢ara pod prvni ¢arou, a to ve spodni poloviné testovaciho prouzku.
Kdyz se objevi jakakoli vzorkova ¢ara, byt velmi slabd, je vysledek pozitivni.

Test je neplatny, pokud se neobjevi RUZOVA/FIALOVA kontrolni ¢ara, bez ohledu na
to, zda se objevi vzorkova ¢ara, nebo ne. Neplatny test zopakujte s novym testovacim
prouzkem. Pokud problém pietrvava, spojte se s technickou podporou Alere™.

Pozitivni Negativni Neplatny
e Kontrola m KOntrola  KOntrola
) \/zOrek Vzorek o ) \/ZOrek
[ [ LI HH
Skute¢na
velikost
Reportovani vysledkii

Vysledek Navrhovana zprava

Pozitivni Pozitivni pro PBP2a

Negativni Negativni pro PBP2a

Neplatny Neurcity; zpravu nepodavejte. Pokud problém pretrvava,

provedte test vzorku znovu a spojte se s technickou podporou
spole¢nosti Alere™.
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Klinicka vytéznost
Klinicka vytéznost testu Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test byla stanovena v klinické

studii provadéné ve vice centrech v roce 2013 ve tiech (3) geograficky odlisnych
laboratofich.

Bylo testovano celkem 454 vzorkd S. aureus v testu Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test
ve srovnani s vysledky diskové difuze 30 pg cefoxitinu a vysledky byly interpretovany
podle norem CLSI. VytéZnost testu Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test ve srovnani

s diskovou difuzi cefoxitinu je ukazana v tabulce 1, véetné 95% intervalu spolehlivosti
arozvrstveni podle typu desticky.

Viechny pozitivni a negativni denni kontroly vytvorily ocekévané vysledky.

Tabulka 1: Vytéznost testu Alere” PBP2a SA Culture Colony Test vs. diskova
difuze cefoxitinu (30 pg) u izolati S. aureus: Vysledky podle typu desticky

Typ desticky Senzitivita 95% C.l. Specificita 95% C.l.
Primérni desti¢ka' | 100,0 % (129/129) (97,1, 100,0) 98,5 % (134/136) (94,8, 99,6)
Trypticky séjovy
agars5%ovéi | 99,1 % (213/215) (96,7, 99,8) 99,2 % (237/239) (97,0,99,8)
krve
Agar Columbias | g4 600 (515/515) (96,0,99,5) 99,2 % (237/239) 97,0,99.8)
5% ovéikrve ’ e ! B
Mueller Hinton
se30 g
¢39H9 | 991 9% (213/215) (96,7,99,8) 99,6 % (238/239) (97,7,99,9)
cefoxitinové
indukce

1: Alere” PBP2a SA Culture Colony Test byl proveden z primarnich desti¢ek na 2 klinickych pracovistich ze 3.
Primarni desticky byly s tryptickym sojovym agarem nebo s agarem Columbia, s vyjimkou dvou vzorki
s neznamym typem desticky.

Analyticka vytéznost
Analyticka reaktivita a specificita

162 kmen bakterie Staphylococcus aureus rezistentni na meticilin (MRSA) a 112 kment
bakterie Staphylococcus aureus citlivé na meticilin (MSSA) bylo otestovdno pomoci
testu Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test s o¢ekavanymi vysledky. Tyto bakterialni
kmeny byly ziskany ze sité Network on Antimicrobial Resistance in Staphylococcus
aureus (NARSA), American Type Culture Collection (ATCC) a sbirky kment z oddéleni
Department of Infectious Disease Epidemiology of the Imperial College v Londyné.
Pamatujte, Ze testované izolaty nebyly kultivovany s pouzitim desticek s agarem
Columbia. Vsechny pozitivni a negativni denni kontroly vytvofily o¢ekavané vysledky.

Studie reprodukovatelnosti

Studie testu Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test byla provedena na 3 oddélenych
pracovistich pomoci panelli se slepé kédovanymi vzorky obsahujicimi negativni

a pozitivni vzorky v duplikatu pro kazdy panel. U¢astnici vzdy testovali jeden panel

v 5 rznych dnech. Bylo dosazeno 100,0% (600/600) shody s o¢ekavanymi vysledky
testu. Nebyly zaznamenany zadné vyznamné odchylky v rdmci cyklu (replikaty testovany
jednim pracovnikem), mezi cykly (5 réiznych dnt), mezi pracovisti (3 pracovisté) ani mezi
pracovniky (6 pracovnik(). Pamatujte, ze testované izolaty nebyly kultivovany

s pouzitim desti¢ek s agarem Columbia. V3echny pozitivni a negativni denni kontroly
vytvorily o¢ekavané vysledky.
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Poznamka

Dalsi informace mUzete ziskat od vaseho distributora nebo kontaktovanim technické
podpory spolecnosti Alere™na:

USA

1877 866 9341 TS.SCR@alere.com

Afrika, Rusko, CIS

+972 8 9429 683 ARCISproductsupport@alere.com

Asie, Tichomo¥i

+61733637711 APproductsupport@alere.com
Kanada

+1 800818 8335 CANproductsupport@alere.com
Evropa a Stfedni vychod
+44 161 483 9032 EMEproductsupport@alere.com
Latinska Amerika

+57 26618797 LAproductsupport@alere.com

893-000
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@W PBP2a SA Culture Colony Test

Tilsigtet brug

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test er en kvalitativ, in vitro
immunokromatografisk analyse til hurtig pavisning af penicillinbindende protein
2a (PBP2a) i isolater, der er identificeret som Staphylococcus aureus, som en
hjeelp ved identifikation af methicillinresistent Staphylococcus aureus (MRSA).

Oversigt og forklaring af testen

Tidlig pavisning af methicillinresistent stafylokokinfektioner reducerer offentlige
sundhedsudagifter, og den tidlige pavisning er altafgerende i bestreebelserne
for at reducere patientmorbiditet og -dedelighed, reducere empirisk brug af
vancomycin og give mulighed for at treeffe omkostningseffektive beslutninger
med henblik pa optimal patienthandtering.’

Traditionelle metoder til testning af antimikrobiel falsomhed kan tage over

24 timer, og det er dyrt og tidskraevende at udfere mecA-genidentifikation.
Pavisning af penicillinbindende protein 2a (PBP2a) har dog en fordel i forhold til
mecA, idet der identificeres stammer, som ikke kun har mecA-genet, men som
ogsé producerer det protein, der medferer methicillinresistens.

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test er en enkel og hurtig metode til pavisning
af PBP2a-proteinet, der findes i isolater af methicillinresistent Staphylococcus
aureus.

Procedureprincipper

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test er en hurtig immunokromatografisk
membrananalyse, der anvender yderst sensitive rekombinante monoklonale
antistoffragmenter (rFabs) til pavisning af PBP2a-proteinet direkte fra bakterielle
isolater. rFab og et kontrolprotein er immobiliseret pa en nitrocellulosemembran
som to tydelige streger og udger sammen med en provepude, en lyserad/lilla
konjugatpude og en absorptionspude den faerdige teststrimmel.

Isolater tages direkte fra dyrkningspladen og elueres i et analyserer med
reagens 1. Derefter tilfojes reagens 2, og teststrimlen anbringes i analyseroret.
Resultaterne kan aflaeses visuelt efter 5 minutter.

Reagenser og materialer
Saettet Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test indeholder falgende materialer

e Teststrimler: En teststrimmel med en plastyderside og retningspile, der
angiver, hvordan strimlen skal vende under testen.

¢ Reagens 1: En klar, bl& basisk oplesning.

* Reagens 2: En klar, lettere sur oplesning, der indeholder natriumazidbuffer og
overfladeaktive stoffer.

e Analyseror
e Testracks

Nodvendige materialer, der ikke medfolger:

Ur, timer eller stopur, podenéle, vortex-mixer og eksterne positive og negative
kontrolstammer.
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Eksterne positive og negative kontroller
De anbefalede kontroller er angivet nedenfor. Alternativt kan laboratorierne
anvende de resistente og sensitive S. aureus-stammer, der anvendes rutinemeaes-
sigt, s&fremt kontrolresultaterne er som forventet.

Positiv kontrol: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300

Negativ kontrol: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923

Forholdsregler
1. Kun til in vitro-diagnostisk brug.

2. Huvis seettet opbevares pa kel, skal alle komponenterne have stuetemperatur
(15-30° C), inden de anvendes.

Undg4, at reagenser og teststrimmel kommer i kontakt med hud og gjne.

Saettet ma ikke anvendes efter udlebsdatoen.

Komponenter med forskellige lotnumre mé ikke ombyttes eller blandes.

Som med alle bakterielle praver kan kontroller og teststrimler indeholde

patogene organismer. Tag derfor de nedvendige forholdsregler ved

handtering af preverne, og bortskaf materialer sikkert i beholdere til biologisk

farligt affald.

8. Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test mé& kun udferes pé isolater af
Staphylococcus aureus.

9. Reagens 1 indeholder natriumhydroxid. FARE! Medferer

alvorlige forbreendinger p& huden samt beskadigelse af ojnene.

R

10. Sikkerhedsdatablade til dette produkt udleveres efter anmodning.
11. Felg de nationale, regionale og lokale regler for bortskaffelse af affald.
12. Reagens 2 indeholder natriumazid.

Lad teststrimlen blive i den forseglede foliepose, indtil lige for den skal bruges.

Opbevaring og stabilitet
Opbevar saettets komponenter ved stuetemperatur eller pa kel (2-30° C).

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test og reagenserne er holdbare indtil
udlgbsdatoen, der er angivet pa den ydre emballage.

Kvalitetskontrol
Daglig kvalitetskontrol:

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test har indbyggede positive og negative
procedurekontroller. Som kvalitetskontrol anbefaler Alere, at du registrerer disse
kontroller for hver testkorsel.

Procedurekontroller:

A. Hvis der fremkommer en lyserad/lilla streg i kontrolomradet, kan det tolkes
som en positiv intern procedurekontrol. Hvis der forekommer et kapillzerflow,
vil denne streg altid fremkomme.

B. Sammenlignet med kontrolstregens farve skal teststrimlens baggrundsfarve
veere hvid inden for 5 minutter.

Eksterne positive og negative kontroller:
Ifelge god laboratoriepraksis skal der anvendes positive og negative kontroller for
at sikre, at
* testreagenserne virker
¢ testen udferes korrekt.
Eksterne positive og negative kontroller skal testes for hvert nye lot. Disse

monitorerer hele analysen. Resultaterne af disse kontrolprever skal registreres.
Se yderligere instruktioner i afsnittet om proceduren for preveforberedelse.
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De anbefalede kontroller er angivet nedenfor. Alternativt kan laboratorierne
anvende de resistente og sensitive S. aureus-stammer, der anvendes
rutinemaessigt, safremt kontrolresultaterne er som forventet.

Anbefalede kontrolstammer:
Positiv kontrol: Staphylococcus aureus ATCC # 43300
Negativ kontrol: Staphylococcus aureus ATCC # 25923
Andre kontroller kan testes for at overholde
¢ |okale, nationale og/eller internationale bestemmelser
o akkrediterende organisationer og/eller
* laboratoriets standardkvalitetskontrolprocedurer.
Hvis der ikke opnas korrekte kontrolresultater, ma resultaterne ikke
rapporteres. Kontakt teknisk support (se yderligere i afsnittet om bestillings- og
kontaktoplysninger).
Provetagning og -handtering
Prover er bakterielle isolater af Staphylococcus aureus. Det anbefales at anvende
friske dyrkninger (< 24 timer). Ydeevnen af Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test
er ikke blevet undersogt med brug af afkelede prover.
Dyrkningsmedium
S. aureus-kolonier kan testes fra ethvert af falgende dyrkningsmedier:
e TSA-agar (tryptisk soja-agar) med 5 % fareblod (TSA-blod)
¢ Columbia-agar med 5 % fareblod
* Mueller Hinton-agar

Kontrolprocedurer

1. Subkultiver kontrolstammen pé& en dyrkningsplade. Inkuber pladen natten
over ved 33-35° C i 18-24 timer.

2. Folg nedenstaende analyseprocedure.

Analyseprocedure

Hvis de har veeret pa kol, skal reagenser og teststrimler have stuetemperatur
(15-30° C) inden testning.

Testen kan udferes fra velisolerede kolonier pa primeerpladen, hvis der er
tilstraekkelig veekst, eller fra en subkultur p& isolatet.

1. Hold drébeflasken vertikalt, og tilsaet to dréber reagens 1 til et analyseror.

2. Brugen 1 pl podendl til at tage en prove (et koncentreret inokulum) fra
velisolerede kolonier pa dyrkningspladen, anbring den i reret, og bland
grundigt.

3. Hold drébeflasken vertikalt, og tilseet to draber reagens 2 til roret.

4. Bland kortvarigt p& vortex-mixer. Den bla oplesning skal skifte farve til en
klar veeske (hvis farven ikke skifter, tilfejes endnu en drabe reagens 2, og der
blandes, til preven bliver klar).

5. Seet teststrimlen i analyseroret, og serg for, at retningspilene vender nedad.

6. Efter fem (5) minutter tages teststrimlen ud af reret, og analyseresultatet
afleeses.
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Fortolkning af resultater

Hvis du har brug for hjeelp til at aflaese teststrimlen, henvises til grafikken over
fortolkning af resultater.

Med en negativ prove fremkommer en LYSERGD/LILLA kontrolstreg i overste
halvdel af teststrimlen. Der fremkommer ikke andre streger.

Med en positiv prove fremkommer den LYSER@DE/LILLA kontrolstreg, OG en
LYSERQ@D/LILLA prevestreg fremkommer under den pa teststrimlens nederste
halvdel. Enhver provestreg, selv meget svag, er positiv.

En test er ugyldig, hvis den LYSER@DE/LILLA kontrolstreg ikke fremkommer,
uanset om der fremkommer en provestreg eller ej. En ugyldig test skal gentages
med en ny teststrimmel. Kontakt Alere™ teknisk support, hvis problemet fortsaet-
ter.

Positiv Negativ Ugyldig
| KoNtrol | KoONtrol
| Prove Prove —
111 [11] [

Rapportering af resultater

Resultat
Positiv
Negativ
Ugyldig

Anbefalet rapportering
Positiv for PBP2a
Negativ for PBP2a
Inkonklusiv; mé ikke rapporteres. Test proven igen, og

Kontrol

Prove

Faktisk
storrelse

kontakt Alere™ teknisk servicesupport, hvis problemet
fortsaetter.
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Klinisk ydeevne

Den Kliniske ydeevne af Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test blev underseagt
i et klinisk multicenterforseg, der blev udfert i 2013 pé tre (3) laboratorier med
forskellig geografisk beliggenhed.

| alt 454 S. aureus-prover blev undersegt i Alere™ PBP2a SA Culture Colony

Test, sammenlignet med resultater af 30 pg cefoxitin disk diffusion og fortolket i
henhold til CLSI-standarder. Resultatet med Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test
sammenlignet med cefoxitin disk diffusion, inklusive 95 % konfidensintervaller og
stratificeret efter pladetype, er opstillet i tabel 1.

Alle positive og negative daglige kontroller genererede de forventede resultater.

Tabel 1: Resultat af Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test sammenlignet med
cefoxitin (30 pg) disk diffusion i S. aureus-isolater: Resultater efter pladetype

Pladetype Sensitivitet 95 % K.l Specificitet 95 % K.l
Primaerplade’ | 100,0 % (129/129) (97,1;100,0) 98,5 % (134/136) (94,8; 99,6)
TSA-agar med 5 % . .
Tareblod | 991 % (213/215) (96,7; 99,8) 99,2 % (237/239) (97,0;99,8)
Columbia-agar med . .
5 % fareblod | 986 % (212/215) (96,0; 99,5) 99,2 % (237/239) (97,0;99,8)
Mueller Hinton
med30pg | 99,1 % (213/215) (96,7; 99,8) 99,6 % (238/239) (97,7;99,9)
cefoxitininduktion

1: Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test blev udfert fra primeerplader pa 2 ud af 3 laboratorier.
Primzerpladerne var enten tryptisk soja-agar eller Columbia-agar med undtagelse af to plader af en
ukendt pladetype.

Analytisk ydeevne

Analytisk reaktion og specificitet

162 stammer af methicillinresistent Staphylococcus aureus (MRSA) og 112
stammer af methicillinsensitive Staphylococcus aureus (MSSA) blev testet med
Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test med de forventede resultater. Disse
bakteriestammer blev skaffet fra NARSA (Network on Antimicrobial Resistance in
Staphylococcus aureus), ATCC (American Type Culture Collection) og en samling
af stammer fra Department of Infectious Disease Epidemiology of the Imperial
College i London, England. Bemeaerk, at de testede isolater ikke blev dyrket pa
Columbia-agarplader. Alle positive og negative daglige kontroller genererede de
forventede resultater.

Undersagelse af reproducerbarhed

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test blev testet p& 3 separate testcentre

med paneler bestdende af blindkodede prover, der indeholdt negative og

positive prover og blev testet med dobbeltbestemmelse for hvert panel.
Deltagerne testede ét panel pa 5 forskellige dage. Der var 100,0 % (600/600)
overensstemmelse med de forventede testresultater. Der var ingen signifikante
variationer inden for analysen (replikater blev testet af én bruger), mellem analyser
(5 forskellige dage), mellem centre (3 centre) eller mellem brugere (6 brugere).
Bemeerk, at de testede isolater ikke blev dyrket pd Columbia-agarplader. Alle
positive og negative daglige kontroller genererede de forventede resultater.
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893-000
USA: 1 877 441 7440

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test

Uden for USA: +1 321 441 7200

Teknisk support

Hotline

Du kan fa yderligere oplysninger hos din forhandler eller ved at kontakte
Alere™teknisk support pa:

USA

1-877-866-9341 TS.SCR@alere.com

Afrika, Rusland og SNG-landene

+972 8 9429 683 ARCISproductsupport@alere.com

Asien og Stillehavsomradet

+617 3363 7711 APproductsupport@alere.com

Canada

+1 800 818 8335
Europa og Mellemosten

+44 161 483 9032 EMEproductsupport@alere.com

CANproductsupport@alere.com

Latinamerika
+57 2 6618797 LAproductsupport@alere.com

893-000
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18  Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test



@W PBP2a SA Culture Colony Test

Anwendungsbereich

Der Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test ist ein qualitativer in-Vitro
immunchromatographischer Assay flr den schnellen Nachweis des Penicillin-
bindenden Proteins 2a (PBP2a) in Staphylococcus aureus-Isolaten zur
Identifizierung von Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus (MRSA).

Zusammenfassung und Erlduterung des Tests

Die Friherkennung von Methicillin-resistenten Staphylococcus-Infektionen

soll Gesundheitskosten reduzieren, ist entscheidend fur die Bemihungen zur
Senkung der Patientenmorbiditat und -mortalitét, reduziert die empirische
Anwendung von Vancomycin und erméglicht kostenwirksame Entscheidungen fir
ein optimales Patientenmanagement.’

Konventionelle Testmethoden auf Antibiotikaempfindlichkeit kénnen langer als
24 Stunden dauern und der mecA-Gen-Nachweis ist in der Durchfiihrung

zeit- und kostenaufwendig. Der Nachweis von Penicillin-bindendem Protein
2a (PBP2a) hat gegentiber der mecA-Methode jedoch den Vorteil, nicht nur
Stamme, die das mecA-Gen in sich tragen, zu identifizieren, sondern auch das
Protein zu erzeugen, das fiir die Methicillin-Resistenz verantwortlich ist.

Der Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test bietet eine einfache und schnelle
Methode zum Nachweis des PBP2-Proteins in Isolaten von Methicillin-resisten-
tem Staphylococcus aureus.

Verfahrensgrundlagen

Der Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test ist ein immunchromatographischer
Membran-Schnelltest, bei dem hochsensitive rekombinante monoklonale
Antikérperfragmente (rFabs) zum Nachweis von PBP2a-Protein direkt in
Bakterien-Einzelkulturen eingesetzt werden. Die rFab und ein Kontroll-Protein
werden auf einer Nitrozellulosemembran als zwei ausgeprégte Linien immobilisiert
und mit einem Proben-Pad, einem rosa/violettfarbenen Konjugat-Pad und einem
Absorptions-Pad kombiniert, um einen Teststreifen zu bilden.

Isolate werden direkt von der Kulturplatte entnommen und in ein Testrohrchen mit
Reagenz 1 eluiert. AnschlieBend wird Reagenz 2 hinzugefuigt und der Teststreifen
wird in das Testréhrchen eingefiihrt. Innerhalb von 5 Minuten kénnen die
Ergebnisse visuell abgelesen werden.

Reagenzien und Materialien

Im Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Kit enthaltene Materialien

¢ Teststreifen: Ein mit Plastikfolie abgedeckter Teststreifen mit Richtungspfeilen
fur die Testposition.

e Reagenz 1: Eine klare, blaue Alkalildsung.

¢ Reagenz 2: Eine klare, schwach saure Lésung, die Natriumazid-Puffer und
Tenside enthélt.

e Testrohrchen
e Testgestell

Erforderliche, nicht im Lieferumfang enthaltene
Materialien:

Eine Uhr, ein Timer oder eine Stoppuhr, Impfésen, Vortexmischer und externe
Positiv- und Negativkontrollstdmme.
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Externe Positiv- und Negativkontrollen

Nachfolgend sind die empfohlenen Kontrollen aufgefiihrt. Alternativ kénnen

Labore auch resistente und sensitive routinemaBig verwendete S. aureus-Stamme

einsetzen, die sicherstellen, dass die Kontrollergebnisse wie erwartet sind.
Positivkontrolle: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300

Negativkontrolle: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923

VorsichtsmaBnahmen

1. Nur fiir die professionelle in-Vitro-Diagnostik.

2. Wenn die Komponenten des Kits gekihlt sind, bitte alle Komponenten vor

der Verwendung auf Raumtemperatur (15-30 °C) bringen.

Die Teststreifen bis unmittelbar vor der Verwendung im Folienbeutel belassen.

Haut- und Augenkontakt mit den Reagenzien und dem Teststreifen vermeiden.

Das Kit nach dem Verfallsdatum nicht mehr verwenden.

Komponenten unterschiedlicher Kit-Chargen nicht gegenseitig austauschen

oder zusammen verwenden.

7. Da alle Bakterienproben, Kontrollen und Teststreifen pathogene Organismen
enthalten konnen, sind diese mit entsprechender Vorsicht zu handhaben
und das Material ist sicher in Behaltern fir Abfélle mit biologischen
Gefahrenstoffen zu entsorgen.

8. Der Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test sollte nur mit Isolaten von
Staphylococcus aureus durchgefiihrt werden.

9. Reagenz 1 enthalt Natriumhydroxid. GEFAHR: verursacht
schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden. @

S o

10. Sicherheitsdatenblatter fur dieses Produkt sind auf Anfrage erhéltlich.

11. Die nationalen, regionalen und lokalen Verordnungen beztiglich der
Abfallentsorgung sind zu befolgen.
12. Reagenz 2 enthélt Natriumazid.

Lagerung und Stabilitat
Die Komponenten des Kits bei Raumtemperatur oder gekdihlt (2-30 °C) lagern.

Das Alere™ PBP2a SA Culture Colony Testkit und die Reagenzien sind bis zu dem
auf der AuBenverpackung angegebenen Verfallsdatum stabil.

Qualitatskontrolle
Tagliche Qualitdtskontrolle:

Der Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test verfiigt (iber positive und negative

Verfahrenskontrollen. Alere empfiehlt, diese Qualitdtskontrollen bei jedem Testlauf

zu protokollieren.

Verfahrenskontrollen:

A. Erscheint ein rosa/violetter Streifen an der Position des ,,Kontrollstreifens,
kann dies als interne positive Verfahrenskontrolle angesehen werden. Bei
Auftreten von Kapillarstromung wird dieser Streifen immer angezeigt.

B. Im Vergleich zur Farbe des Kontrollstreifens sollte die Hintergrundfarbe des
Teststreifens innerhalb von 5 Minuten weiB sein.

Externe Positiv- und Negativkontrollen:
Entsprechend guter Laborpraxis ist die Verwendung von Positiv- und Negativkon-
trollen zu empfehlen. Damit wird gepruft, ob

e die Testreagenzien in Ordnung sind und

e der Test korrekt durchgefihrt wurde.
Fur jede neue Charge sind externe Positiv- und Negativkontrollen zu testen. Diese
Uberwachen den gesamten Assay. Das Ergebnis dieser Kontrollproben sollte

protokolliert werden. Weitere Anweisungen finden Sie im Abschnitt Verfahren zur
Probenvorbereitung.

Nachfolgend sind die empfohlenen Kontrollen aufgefihrt. Alternativ kénnen
Labore auch resistente und sensitive routinemaBig verwendete S. aureus-Stamme
einsetzen, die sicherstellen, dass die Kontrollergebnisse wie erwartet sind.
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Empfohlene Kontrollstimme:

Positivkontrolle: Staphylococcus aureus ATCC # 43300

Negativkontrolle: Staphylococcus aureus ATCC # 25923
Andere Kontrollen kdnnen getestet werden, wenn dies folgende Aspekte bzw.
Stellen erforderlich machen:

¢ Lokale, bundesstaatliche und staatliche Vorschriften und Gesetze,

e Zulassungsgruppen und/oder

¢ standardméaBige Qualitatskontrollverfahren in Ihrem Labor.
Wenn keine korrekten Kontrollergebnisse erzielt werden, Ergebnisse nicht berich-
ten. Den technischen Kundendienst kontaktieren (siehe unter Abschnitt Bestell-
und Kontaktinformationen).
Probenentnahme und -handhabung

Proben sind Bakterien-Einzelkulturen von Staphylococcus aureus. Es wird die
Verwendung von frischen (< 24 Stunden) Kulturen empfohlen. Die Durchfiihrung
des Alere™ PBP2a SA Culture Colony Tests ist nicht unter Verwendung von
gekuihlten Proben vorgesehen.

Kulturmedien
S. aureus-Kolonien kénnen von jedem der nachfolgenden Kulturmedien getestet
werden:
¢ Trypton-Soja-Agar (Tryptischer Soja-Agar) mit 5 % Schafsblut (TSA-Blut)
e Columbia-Agar mit 5 % Schafsblut
e Miuller-Hinton-Agar

Kontrollverfahren

1. Den Kontrollstreifen auf einer Kulturplatte subkultivieren. Die Platte Gber
Nacht bei 33-35 °C fiir 18-24 Stunden inkubieren.

2. Das nachfolgende Testverfahren befolgen.
Testverfahren

Alle gekiihlten Reagenzien und Teststreifen vor Beginn des Tests auf
Raumtemperatur (15-30 °C) bringen.

Der Test kann bei ausreichendem Wachstum von gut isolierten Kolonien auf der
Primarplatte oder von einer Subkultur des Isolats erfolgen.

1. Das Tropfflaschchen vertikal halten und zwei Tropfen Reagenz 1 in das
Testréhrchen geben.

2. Aus einer Probe gut vereinzelter Kolonien 1 pl mit einer Impfése (groBes
Inokulum) von der Kulturpatte entnehmen. Impfése in das Réhrchen
einfihren und griindlich mischen.

3. Das Tropfflaschchen vertikal halten und zwei Tropfen Reagenz 2 in das
Testréhrchen geben.

4. Kurz vortexen. Die blaue Losung muss eine klare Farbe annehmen (falls die
Farbe sich nicht veréndert, einen weiteren Tropfen Reagenz 2 hinzugeben
und vermischen, bis die Probe klar wird).

5. Den Teststreifen in das Testréhrchen mit den Pfeilen nach unten einfihren.

6.  Nach funf (5) Minuten den Teststreifen aus dem Roéhrchen herausnehmen und
das Assayergebnis ablesen.
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Auswertung der Ergebnisse
Weitere Hilfe bezliglich des Ablesens des Teststreifens finden Sie in der Grafik zur
Ergebnisauswertung.
Bei einer negativen Probe erscheint ein ROSA/VIOLETTER Kontrollstreifen in der
oberen Hélfte des Teststreifens. Es erscheint kein weiterer Streifen.
Positiv Negativ Ungiiltig
Bei einer positiven Probe erscheint der ROSA/VIOLETTE Kontrollstreifen UND
ein zweiter ROSA/VIOLETTER Probenstreifen erscheint in der unteren Hélfte des
Teststreifens. Jeder noch so schwache Probenstreifen ist positiv.
Ein Test ist ungiiltig, wenn der ROSA/VIOLETTE Kontrollstreifen nicht erscheint,
unabhéngig davon, ob Probenlinien vorhanden sind oder nicht. Ungiiltige Tests l KONtrOlle s KONtrolle —
mit einem neuen Teststreifen wiederholen. Sollte das Problem weiter bestehen,
wenden Sie sich an den technischen Kundendienst von Alere™. — Probe Probe — —
11 [l [0 (] HH
Ergebnisbericht
Ergebnis Empfohlener Bericht
Positiv Positiv fir PBP2a
Negativ Negativ fur PBP2a
Ungiltig Unbestimmt, nicht berichten. Die Probe erneut testen.

Kontrolle

Probe

Tats&chliche
GroBe

Sollte das Problem weiter bestehen, kontaktieren Sie den
technischen Kundendienst von Alere™.
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Klinische Leistung

Die klinische Leistung des Alere™ PBP2a SA Culture Colony Tests wurde in einer
multizentrischen Studie ermittelt, die im Jahr 2013 in drei (3) geographisch unter-
schiedlichen Labors durchgefiihrt wurde.

Es wurden insgesamt 454 S. aureus-Proben im Alere™ PBP2a SA Culture

Colony Test analysiert, mit den Ergebnissen des Diffusionstests (30 pg Cefoxitin)
verglichen und gemaB CLSI-Normen ausgewertet. Der Vergleich der Leistung des
Alere™ PBP2a SA Culture Colony Tests gegeniiber dem Cefoxitin-Diffusionstest
wird einschlieBlich Konfidenzintervallen von 95 % und nach Plattentyp geschich-
tet in Tabelle 1 dargestellt.

Alle positiven und negativen taglichen Kontrollen fiihrten zu den erwarteten
Ergebnissen.

Tabelle 1: Alere™ PBP2a SA Culture Colony Testleistung vs. Diffusionstest
(Cefoxitin 30 pg) in S. aureus-Isolaten: Ergebnisse nach Plattentyp

Plattentyp Sensiti 95 % Ki Spezifitd 95 % KI
Primérplatte’ | 100,0 % (129/129) (97,1, 100,0) 98,5 % (134/136) (94,8,99,6)
Tryptischer
Soja-Agar mit | 99,1 % (213/215) (96,7, 99,8) 99,2 % (237/239) (97,0,99,8)
5 % Schafsblut
Columbia-Agar
mit5% | 98,6 % (212/215) (96,0, 99,5) 99,2% (237/239) (97,0, 99,8)
Schafsblut
Miiller-Hinton mit
30 pg Cefoxitin- | 99,1 % (213/215) (96,7,99,8) 99,6 % (238/239) (97,7,99.9)
Induktion

1: Der Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test wurde an 2 von 3 klinischen Zentren von der Primérplatte
durchgefiihrt. Primarplatten waren entweder Tryptischer-Soja-Agar oder Columbia-Agar, mit
Ausnahme von zwei Proben eines unbekannten Plattentyps.

Analytische Leistung
Analytische Reaktivitat und Spezifitat

162 Stamme von Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus (MRSA) und
112 Stamme von Methicillin-sensitivem Staphylococcus aureus (MSSA) wurden
mit dem Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test mit den erwarteten Ergebnis-

sen getestet. Diese Bakterienstdmme wurden in Staphylococcus aureus vom
Netzwerk fiir die Resistenz gegen antimikrobielle Mittel (NARSA, Network on
Antimicrobial Resistance) und von der American Type Culture Collection (ATCC)
erhalten, und eine Sammlung von Stammen wurde vom Institut fir Infektions-
krankheiten und Epidemiologie des Imperial College in London, England, erhalten.
Bitte beachten Sie, dass die untersuchten Isolate nicht unter Verwendung von
Columbia-Agar-Platten geziichtet wurden. Alle positiven und negativen taglichen
Kontrollen fiihrten zu den erwarteten Ergebnissen.

Reproduzierbarkeitsstudie

An drei separaten Priifzentren wurde eine Studie des Alere™ PBP2a SA Culture
Colony Test mit Panels blind kodierter Proben mit negativen und positiven Proben
in doppelter Ausfertigung fir jedes Panel durchgefiihrt. Die Teilnehmer testeten
jeder ein Panel an 5 verschiedenen Tagen. Es wurde eine Ubereinstimmung von
100,0 % (600/600) mit den erwarteten Testergebnissen erzielt. Es bestanden
keine nennenswerten Unterschiede innerhalb eines Testlaufs (Einzelmessungen
von einem Bediener getestet), zwischen den Testlaufen (5 verschiedene

Tage), zwischen den Standorten (3 Standorte) oder zwischen den Bedienern

(6 Bediener). Bitte beachten Sie, dass die untersuchten Isolate nicht unter
Verwendung von Columbia-Agar-Platten geziichtet wurden. Alle positiven und
negativen taglichen Kontrollen fiihrten zu den erwarteten Ergebnissen.
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@w PBP2a SA Culture Colony Test

Xprion yta Tnv onoia mpoopilerat

H Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test (og KaMIEpYELEG ATOIKIWV SA) €ival pia TTOLOTIKN,
in vitro Sokiacia avoooxpwHATOYPAPIaG yia Taxeia avixveuon tng mpwteivng PBP2a
(mpwteivn S€éopguong meVIKINNIVNG 2a) o€ amopovwpéva oTeNéxn Staphylococcus aureus
(xpuoilovta otaguldkokkou) TTou BonBdet oTnV TauTtomoinon Tou avBeKTIKoL oTn
ueBKIANNivn Staphylococcus aureus (MRSA).

Tovoyn kai eme€ynon tn¢ Sokipaociag

Eival yvwoTo 6Tt n mpwipn avixveuon Twv avBekTIKWV oTn MEBIKIANivN
OTAPUAOKOKKIKWV NOIHWEEWV HEIWVEL TO KOOTOC TIEPIBOAAYNG, ONUAVTIKO OTNV
TPooTABEla HEiWONG TNG vOONPATNTAG Kat BvNTdTNTAG TwV aoBEVWV, ENATTWVEL TNV
XPron Bavkopukivng Kat emTpémet T AjPn OIKOVOpIKE AmoSOTIKWY AmOQACEWY yIa TN
BéAtiotn Saxeipion Twv acBevwv.!

Ot oupPatikég pébodol e€€taonc Tng MIKpoPLlakng evaiodnaiag evdéxetal va Slapkoiv
TIAVW Ao 24 WPEC, EVW N TAUTOTOINGN TOu YoviSiou mecA givatl akpiPr kat xpovoBoépog
Sadikaoia. AvtiBeta, n avixveuon tng mpwTeivng d€opeuong meVIKINIvNG 2a (PBP2a)
TINEOVEKTEL évavTL TNG SOKIPACIag mecA oTnv TAUTOMoINCN OTENEXWVY, OXt LOVO TToU
PEPOUV TO YoViSio mecA al\d Tapdyouv Kat TNV MPWTEivn ou TpoadiSel tnv avtiotaon
oTN HEBIKIANIVN.

H Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test mapéxel pia amir) kat taxeia pébodo avixveuong
™G mpwteivng PBP2a mou amavtatat otov avBekTikd otn ueBIKINNivn Staphylococcus
aureus (MRSA).

Apxn Tng dradikaciag

H Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test €ivat pia taxeia Sokipacia
AVOCOXPWHATOYPAPIKAG HEMBPAVNG TTOU XPNOIUOTIOLEl avaouvSUaoHéva TURHATa
HOVOKAWVIKOU avTiowpatog uynAng evaioBnoiag (rFabs) yia tnv avixveuon tng
mpwrteivng PBP2a ameuBeiag amd pepovwpéva Baktnplakd otehéxn. Ma tn dnuioupyia
NG SOKIPAOTIKNAG Tawviag, To rFab kat pia mpwTeivn eENéyxou akivnTomolouvTal oe
VITPOKUTTOPIKN HEUBPAVN w SUO0 SIakpITEG Ypappég kat ouvdudlovTal pe éva emiBepa
Seiypatog, éva culevypévo pol/pof emibepa Kal £va amoppo@nTIKO eMiBepa.

Ta amopovwpéva otedéxn AapBavovtarl ameuBeiag amod o TpuPAio KaANEpYELag
Kat eKAUovTal 0€ SOKIPAOTIKO OwAva Tou TTEPLEXEL AVTISPacTrpLo 1. £Tn cuvéxela
mpooTiBetal To AvTiSpaoTripto 2 Kat n SOKIPAOTIKA Tawvia TomoBeteital péoa oTo
SOKIPAOTIKO owArva. Ta amoteAéopata gival 0opatd avayvwolga o€ 5 AemTd.

AvtidpacTtipla Kat VAIKA
YAid mou mapéxovtat oTo Kit tng Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test

® AOKIPAOTIKEG TAWVIEG: AOKIHOOTIKN TOWVIA PE EMKAAUYN o6 TAACTIKO UNIKO Kalt
katevBuvtrpla BEAN Tou unodeikvuouy Tn Béon e¢étaong.

*  Avtudpactipio 1: Alauy£g, Kuavo, aAKOAIKO StdAupa.

*  AvtidpacTpio 2: AlauyEg, EAa@Pwe 6§Ivo SIAAUA TTOU TIEPIEXEL TAOIEVEPYA Kal
PUBUIOTIKO pE USPALWTIKO VATPLO.

® AOKIHAOTIKOi GWARVEG

* Itatw Sokipaciag

YAika mou amattouvrat aAAa ev mapéyovrat:

PoAGL, XpovoSIOKOTITNG 1) XPOVOUETPO, BAKTNPIOAOYIKO{ KPIKOL, HIKPOPUYOKEVTPOG Vortex
Kal OTENEXN EEWTEPIKWY, BETIKWV Kal ApVNTIKWV HAPTUPWV.
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E§wTepikoi OTiKoi Kal apvnTIKOi PHAPTUPEG

Ol OUVIOTWHEVOL HAPTUPEG avaypAPovTal TAPAKATW. EVAAAKTIKE, Ta epyaoTripla
UITOPOUV va XPNOIHOTTOoUV VaioONTaA 1) avOEKTIKA OTENEXN S. aureus w¢ ouvRBWC, apKei
T OTTOTEAEOHATA HOPTUPWV VA EIVAL TA OVOUEVOHUEVA.

OeTiIkOG paptupag: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300
ApvNnTIKOG pdptupag: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923

Mpo@ula&eig

1. Mévo yia in vitro StayvwoTtikn xprion.

2. Ed4v pulhdooovtal 0To YUYEio, aPrjoTE TA CUCTATIKA TOU KIT VA [OOPPOTI|OOLV GE
Beppokpacia dwpatiou (15-30 °C) mpwv TN Xprion.

3. OUNAOOETE TIG SOKIPAOTIKEG TAVIEG HECA OTNV AAOUUIVEVIA BrKN TOUG PEXPL TN
OTIypr} TTou Ba TIG XPNOIHOTIONOETE.

4.  Amo@Uyete va £pBouv Ta avTidpacTtripia Kat n SOKIHACTIKN TAvia OE EMAPN HE TO
Séppa kat Ta pdmia.

5. Mn XPNnOIUOTIOLEITE TO KIT HETA TNV NHEPOMNVIa AENG.

Mnv avapelyvoeTe ] avtalAooeTe e€apTpaTa amd S1aQopeTikéG MaPTIOES KIT.

o

7. 'Onwg pe kaBe Baktnplakd Seiypa, ot HAPTUPEG Kal ol SOKIMAOTIKEG TAIViEG EvOEXETaL
va mepiéxouv maboydvoug opyaviopous. Na AapBAveTe TIC KATAANNAES TTPOPUAGEELS
KQTA TO XELPIOUO KAl VA AmmopPITTeTe Ta UMKA He ao@alr Tpdmo oe Soxeia Brohoyikd
eMKivouVWY amoBAfTwv.

8. H Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Ba mpémel va mpaypatomoleital povo og
anopovwpéva oTeNéxn Staphylococcus aureus.

9. Toavudpaotrpto Reagent 1 mepiéxet udpoeidio Tou vartpiou.

KINAYNOZX: Mpokalei coBapd Seppatikd eykavpata kat o@OaApkéG BAABEC.

10. Ta Aehtia Sedopévwv ac@aleiag yla auto To mpoidv eival Stabéotpa katomy
QAITAPATOG.

11.  AkohouBroTe avaAOYw TIG EBVIKEG, TTEPIPEPEIAKEG KAl TOTTIKEG SIATAEEIC YIa TOUG
KAVOVIGHOUG amoppiPng amoBAfTwy.
12. To AvtidpaoTtriplo 2 mepiéxel uSPalwTIkO VATPLO.

®UAaén kat otabepoTnTal
DUNACOETE Ta CUOTATIKA TOU KIT 0€ Beppokpacia Swpatiou iy oo Yuyeio (2-30 °C, 36-86 °F).

To kit ng Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test kai ta avti§paotripia gival otafepd €wg
NV nuepounvia AENG mou avaypagetal oTnv EWTEPIK TOUG CUCKEUADIa.

Mototikdg éNeyxog
KaBnpepivog molotikog €Aeyxoc:

H Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test €xel eVOwHATWHEVOUG BETIKOUG KAl ApVNTIKOUG
eNéyxouc. Ooov aopd aTov TOIOTIKO €AeyX0, N Alere CUVIOTA va KATAYPAPETE AUTOUG
TOUG ENéYXOUG KABE oA TIOU EKTEAEITE Hial SOKIAGiaL.

Maptupeg yia €éAeyxo tng Siadikaciag:

A. H eppavion pol-pof ypapung otn 8€on “Mdaptupag” amoTteel EOWTEPIKO
S1081KAoTIKO éAeyxo. EAv n Sokipacia KUAAEL opald, TOTE n ypappn autr 6a
eppaviCetat mava.

B. Xe avtiBeon pe o xpwpa otn B€on Tou MapTUPA, TO XPWHA OTO TOW HEPOG TNG
SOKIPAOTIKNAG Tawiag Oa mpémel va givat Aeukd péoa o€ 5 AemTa.

E§wtepikoi OeTiKOi Kl apvNTIKOi HAPTUPEG
H KaAr} EpyactneIakr) TPAKTIKY UTTOSEIKVUEL TN XPrion BETIKWVY Kal apvNTIKWY HapTUpWY
yia va Slao@alioTe( ott:
* ta avtipaotripla tng Sokipaciag Aettoupyolv Kat
® n SoKipacia eKTENE(TAl CWOTA.
O1 g§wTepIkoi Kal apvnTIKo{ pApTupEG Ba pEmel va eNéyxovTal og kAaBe véa mapTida.
Ot paptupeg Ba mapakolouBolv oAdkAnen ™ Sadikacia g e€€taong kat ta

anoteNéopata Ba mpémel va kataypdgovtal. Ma mepatépw TANPOPOPIES, TAPAKANOUHE
va avatpé€ete otnv evotnta Aladikacia mpoetolpaciag Seiypatoc.
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Ol OUVIOTWHEVOL HAPTUPEG avaypApovTal TapakATw. EVAAAKTIKG, Ta epyaoTripla
UITOPOUV va XPNOLHOTToLoUV VaioONTa 1) avOEKTIKA OTENEXN S. aureus w¢ ouviBWC, apKel
TA AMOTENECHATA HOPTUPWV VA E{VAL TA AVAUEVOHEVA.

ZuVIoTWHEVA GTEAEXN HAPTUPWV:

OeTikdG pdptupac: Staphylococcus aureus ATCC # 43300

ApVNTIKOG paptupag: Staphylococcus aureus ATCC # 25923
AN\OL HAPTUPEG HITOPOUV evEeXOpévwG va eeTalovTal, CUHPWVA HE

®  TOUG TOTTIKOUG, EBVIKOUG 1)/Kal EVPWTAIKOUG KAVOVIGHOUG,

® TOUG PopEi¢ moTomoinong ry/kat

® T1¢ kaBlepwpéveg Sladikaoieg Mototikov ENéyxou Tou epyactnpiou cag.
Edv Sev Aafete Ta 0pBd amoteAéopata amd Tov ENeyXo, UNV Ta Kataypapete. Emkovw-
VAOTE pe Ty Texvikr Ymootpi&n (mapakalolpe va avatpééete otnv evotnta MAnpogo-
pieg mapayyeAWV Kal OTOIXE(a EMKOIVWVIAC).
TuAloyn Kat XEIPIGUOG Setypdtwv

Ta Seiypata givan amopovwpéva oTehéxn Tou Baktnpiou Staphylococcus aureus.
JuvIoTATaL N XPON PPECKWY KAAIEPYEIWV (< 24 wpwv). H ekTéNeon Tng Alere™ PBP2a SA
Culture Colony Test Sev éxel TekunplwbEei pe xprion Setypdtwy amd To Yuyeio.

Méoa kaAMiépyetlag
O amoikieg S. aureus umopoLv va e&etalovtal amoé omolodNmoTe amd Ta MAPAKATW PECA
KaAiépyelag:
® Ayap TPUMTOVNG odylag (TPUTITIKG dyap odylag) pe 5% aipa mpoBdtou (aipa TSA)
e Ayap Columbia pe 5% aipa mpofdatou
e Ayap Mueller Hinton

Awadikaoisg eENéyxou

1. To otéhexog ehéyxou umokaliepyeital og TpufAio KaAiépyelag. Enwdaote To
TpUPAio amofpadig otoug 33-35 °C yia 18-24 wpeg.
2. AkohouBrjote tn Aladikaocia e€étaong mou akohouBei.

Awadikaoia e§étaong

Edv puhdooovtal oo Yuyeio, apnoTe Ta avTiSpaoTrpla Kat TI SOKIUAOTIKEG TAVIEG
va lcoppomroouy o€ Beppokpaaia dwpatiov (15-30 °C) mpwv Tnv e€étaon.

H Sokipaaoia pmopei va eKteAeoTel amd KAAd AMTOUOVWHEVEG ATTOIKIEG OTO APXIKO
TPUPAIo, av UTTAPXEL EMAPKAG AVATTTUEN 1) ATTO HIAl UTTOKAANIEQYELD TOU OTTOHOVWHEVOU
OTENEXOUC.

1. Kpatwvtag kAOeta Tn 0TAYOVOUETPIKN QLAAN, TpooBéoTe SVo oTaydveg amod To
AvtiSpaoTripto 1 o€ éva SOKIMAOTIKO CwARva.

2. TepiCovtag éva Baktnploloyikd Kpiko 1 ml (evo@BaApOHOG peyaAng
OUYKEVTPWONG), CUNEETE Seiypa amd KaAd amOHOVWHEVEG amolkieg 0To TPuPAio
KaAMEPYELAC, TOTTOBETAOTE TO OTO CWANRVA KAl AVAUEIETE TTOAD KOAG.

3.  Kpatwvtag KAOeTa Tn 0TayoVOETPIKT GLAAN, TPooBéaTe SU0 O0TayOvEG amd To
AvTISpaoTiplo 2 o€ €va SOKIMAOTIKO CwArva.

4. Quyokevtpiote oUvTopa o€ vortex. To kuavd Stdhupa mpémel va yivel Sidgavo (v
TO XpWHa Sev aNAgel, TPOCOETETE pia akOHa oTayova amd 1o AvTiSpacTriplo 2 Kat
avapei§te £wg dtou To SidAupa yivel Sidpavo).

5. BAMte Tn SoKipaoTiknA Tawvia péca 0To SOKILAOTIKO CWARVA pE Ta BEAN oTpappéva
TTPOG TA KATW.

6.  Metd amo mévte (5) Aermtd, amocvpate T SOKIHACTIKA Tawvia and To CwArva Kat
SlaPaote To amotéAeopa Tng SoKipaciag.
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Epunveia amoteAeopdatwv
Eav xpeldleote BoriBeia oTnV eppnveia TG SOKIPACTIKNAG Tawviag, avatpééte otnv Eikdva
yla Tnv Eppnveia Twv amoTeAeoudTwy.
MNa ApvnTiké Seiypa, eppaviCetal pia POZ/MOB ypapur otn 8éon Mdptupa oto emavw
OO HEPOG TNG SOKIPACTIKAG Taviag. Agv eg@aviletal GANN ypapun.
OeTIKO ApvnTiko Akupo
Ma @eTik6 Seiypa, eppavitetal pia POZ/MOB ypapur otn 6éon Mdaptupa KAI
Hia Seutepn POZ/MOB ypappr 0T0 KATW Moo PEPOG TNG SOKIMAOTIKAG TaViag.
Omoladnmote ypappr Agiypatog, akdun Kat av givat axvry, eivat BeTikn.
To anotéAeopa tng Sokipaoiag eivatAkupo gdv Sev epgaviletat POZ/MOB ypappr otn
0éon Mdaptupa, aveédptnta and to av epeaviletal ypapun Seiypatog. EmavaldBete " \|GipTUPOG — \\GpTUPOG — |\GpTUPQG
TIG GKUPEG ECETATEIG e VEA SOKIMAOTIKN Tawia. Eav to mpdBAnpa mapapével, ) ) )
EMKOIVWVAOTE Ue TV TeEXVIKK YOoTApIEN Alere™. e Aciypial Agiypa — — Aciypa
[l [l [0 HH
Mpaypotikd
péyebog
Ava@opd amoTeAEGHATWV

AmnotéAecpa  lMpotevopevn avagopd

O€TIkO O¢eTIkd yia PBP2a

ApvnTikO ApvnTIKO yia PBP2a

Akupo AMpooSIopIoTo, PNV avagépeTe. Emavegetdote To Seiypa Kat av o

TIPOPANUa EMEiVEL, EMKOIVWVAOTE PE TNV TexVIKN YTnpeoia tng

Alere™.
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KAwvikn anédoon

H kAwikr) amodoon ntg Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test éxel tekpunpiw6ei o€ pia
TIOAUKEVTPIKN KAIVIKF HEAETN TTou S1e€rixOn To 2013 o€ Tpia (3) yewypapika Siaomapta
gpyaoTtrpla.

JuvoAikd, aglohoynOnkav 454 Seiypata S. aureus pe tn Alere™ PBP2a SA Culture Colony
Test, oe oUykpion pe Ta anotedéopata amd Sioko Sidxuong 30 pg cefoxitin kat epunvev-
MKav cOpewva pe Ta mpdtuna CLSI H anddoon g Alere™ PBP2a SA Culture Colony
Test évavti tou Siokou Sidxuong cefoxitin, kaBwg emiong to Staotnua epmotoovvng 95%
Kal n oTpwpatomoinon ava Tumo TpuPAiou kaANiEpyetag Sivovtat otov Mivaka 1.

‘OMot ot Kabnpepvoi BETIKOI Kal apvNTIKOi ENEYXOL TIAPHYAYAV TA QVAHEVOUEVA AMTOTE-
Aéoparta.

Mivakag 1: H amé8oon tng Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test évavti Tou Aiokou
Siaxvong cefoxitin (30 pg) oe Amopovwpéva Zteléxn S. aureus : AmoteNéopara ava
TUmo tpufAiov

95% C.I.
(94,8,99,6)

95% C.I.
(97,1,100,0)

Eidikétnta
98,5% (134/136)

TonmogtpuBhiov  EvaioOnoia

Apxk6 TpuPAio’ [ 100,0% (129/129)

Tpumtiko ayap
ooylag pe

5% aipa
npoBdrou

99,1% (213/215) (96,7,99,8) 99,2% (237/239) (97,0,99,8)

‘Ayap Columbia
He 5% aipa
npoBdrouv

98,6% (212/215) (96,0,99,5) 99,2% (237/239) (97,0,99,8)

Mueller Hinton
ME Emaywyn

30 ug

cefoxitin

99,1% (213/215) (96,7,99,8) 99,6% (238/239) (97,7,99,9)

1:H Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test mpaypatomotrifnke amé ta apxikd tpuBAia ota 2 amd ta 3 KAVIKA
kévtpa. Ta apxikd tpuPia ftav ite pe Tpumtikd dyap odyiag 1y pe Ayap Columbia, pe e€aipeon SVo Setyud-
TWV ayVWOoTOoU TUTTOU TPuPAiou.

Anédoon tng avaluong
AvTiSpacTIKOTNTA KAl EISIKOTNTA TG avaAuong

162 otehéxn avOekTikoL otn PEBIKINNivN Staphylococcus aureus (MRSA) kat 112 oteléxn
guaioOnTou otn HeBIKIANivn Staphylococcus aureus (MSSA) e€etdotnkav pe tn Alere™
PBP2a SA Culture Colony Test pe avapevopeva amotehéopata. Autd Ta Baktnploka
oTteéxn eEAeBnoav amd to Aiktuo AvtipikpoBlakrig Avtiotaong otov Staphylococcus
aureus (NARSA), T ZuNoyr Kalepyelv Apepikavikou Tumou (ATCC) kat pia cuNoyn
oteheywv amd 1o Turjua Eménuiohoyiag Aopwdwv Néowv tou Imperial College oto
Novédivo. Eivat onpavTikéd va onpeiwdei 0Tt Ta amopovwpéva oTehéxn Sev KaANEpyr-
Onkav xpnotpomowwvtag TpuBhia pe ayap Columbia. ONot ot kaBnuepvoi BeTikoi kat
apVNTIKO{ EAEyXOL TAPHYAYQAV TA AVAUEVOUEVA ATTOTENECHATA.

MeAétn avamapaywyipotntag

Mia perétn g Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test S1e€rx0n o€ 3 Eexwplotd kévpa,
XPNOIHOTIOIVTAG OET TUPAA KwSIKOTIOINUEVWY SEypdTwy, Tou TepteAdpBavay BeTika
Kat apvnTikd Seiypata, €1¢ Stmouv yia kabe oeT. Kabévag amd Toug CUPUETEXOVTEG
e&€tale éva oeT 0 5 S1AQOPETIKEG NUEPEG. Ta AVAPEVOUEVA ATTOTENECHATA TWV
e€etdoewv fTav 100,0% (600/600) cUPPWVA HETAEL TOUC. Agv UTTRPEAV ONUAVTIKEG
Slapopég otnv e€étaon (avtiypapa mou e€€TA0TNKAV Ao £va XEIPIOTH), METAEY TwV
nuepwv e£€taong (5 S1aQOPETIKEG NUEPEC), avdpesa oTa KévTpa (3 kKévtpa) iy eTagy
TWV XEIPIOTWV (6 XEIPIOTEC). Eivat onpavTiké va onpelwBei 6Tt Ta amopovwHéva OTENEXN
Sev kaMepynOnkav xpnotpomowwvtag tpufhia pe dyap Columbia. ‘OMot ot KaBnuepivoi
BeTIKOI Kal apvNnTIKO{ EAEyXOL TAPHYAYQV TA AVAUEVOUEVA ATTOTENECHATA.
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@W PBP2a SA Culture Colony Test

Aplicaciones

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test es un inmunoensayo cromatografico
cualitativo in vitro para la deteccion répida de la proteina de unién a la penicilina
2a (PBP2A) en colonias identificadas como Staphylococcus aureus, como ayuda
para identificar Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MVRSA).

Resumen y explicacién de la prueba

Se sabe que la deteccion precoz de las infecciones por estafilococos resistentes
a la meticilina reduce los costes de la atencién sanitaria, resulta esencial para
reducir la morbididad y la mortalidad de los pacientes, reduce el uso empirico de
vancomicina y permite tomar decisiones rentables para una gestion éptima de
los pacientes.’

Los métodos convencionales de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
pueden tardar mas de 24 horas, y la identificaciéon del gen mecA resulta cara 'y
requiere mucho tiempo. Sin embargo, la deteccién de la proteina de unién a la
penicilina 2a (PBP2a) tiene la ventaja sobre mecA de identificar cepas que no
solo albergan el gen mecA, sino que también producen la proteina que confiere
resistencia a la meticilina.

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test es un método sencillo y rapido para
detectar la proteina PBP2A en colonias de Staphylococcus aureus resistentes a
la meticilina.

Principios del procedimiento

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test es un inmunoensayo cromatografico de
membrana rapido que utiliza fragmentos de anticuerpos monoclonales recombi-
nantes (rFabs) altamente sensibles para detectar la proteina PBP2a directamente
a partir de colonias bacterianas. Los rFab y una proteina de control se inmovilizan
en una membrana de nitrocelulosa en forma de dos lineas definidas y se
combinan con una almohadilla de muestra, una almohadilla de conjugado rosa/
violeta y una almohadilla de absorcién para formar una tira reactiva.

Las muestras de las colonias se obtienen directamente de la placa de cultivo y se
eluyen en un tubo de ensayo que contiene el reactivo 1. A continuacion, se afiade
el reactivo 2 y se introduce la tira reactiva en el tubo de ensayo. Los resultados
se leen visualmente al cabo de 5 minutos.

Reactivos y materiales
Materiales suministrados en el kit Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test
* Tiras reactivas: una tira reactiva cubierta con una lamina de plastico con

flechas de direccién que indican la posicién de prueba
correcta.

e Reactivo 1: una solucién alcalina azul transparente. @

¢ Reactivo 2: una solucion transparente y ligeramente acida que contiene un
tampoén de azida de sodio y tensioactivos.

e Tubos de ensayo
e Gradillas de prueba
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Materiales necesarios no suministrados:

Reloj, temporizador o cronémetro, asas bacteriolégicas, mezclador vorticial y
cepas de control externo positivo y negativo.

Controles externos positivo y negativo

Los controles recomendados se indican a continuacién. Alternativamente, los
laboratorios pueden utilizar cepas de S. aureus resistentes y sensibles de uso
rutinario, siempre que los resultados del control sean los previstos.

Control positivo: Staphylococcus aureus, ATCC n.° 43300
Control negativo: Staphylococcus aureus, ATCC n.° 25923

Precauciones

1. Solo para uso diagnéstico in vitro.

2. Siestan refrigerados, deje que todos los componentes del kit se equilibren a
temperatura ambiente (15-30 °C) antes de utilizarlos.

3. Deje las tiras reactivas en la bolsa de papel de aluminio hasta que vaya a
utilizarlas.

4. Evite que los reactivos y la tira de prueba entren en contacto con la piel y los
ojos.

5. No utilice el kit después de su fecha de caducidad.

6. No intercambie ni mezcle componentes procedentes de diferentes lotes del
kit.

7. Como con todas las muestras bacterianas, los controles y las tiras reactivas
pueden contener organismos patégenos; manipulelos con las precauciones
adecuadas y deseche los materiales de forma segura en recipientes para
residuos biolégicos peligrosos.

8. La prueba Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test debe ser realizada
exclusivamente con colonias de Staphylococcus aureus.

9. Elreactivo 1 contiene hidroxido de sodio. Peligro, provoca
quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

10. Las fichas de datos de seguridad de este producto estan disponibles a
peticion.

11. Cumpla las ordenanzas nacionales, regionales y locales en lo que se refiere a
la eliminacién de desechos.

12. El reactivo 2 contiene azida de sodio.

Conservacion y estabilidad
Conserve los componentes del kit a temperatura ambiente o refrigerados
(de 2-30 °C).

El kit Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test y los reactivos permanecen estables
hasta la fecha de caducidad que aparece en el embalaje exterior.

Control de calidad
Control de calidad diario:

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test dispone de controles positivos y negativos
para el procedimiento. Alere recomienda que registre estos controles para cada
secuencia que realice a fin de realizar los controles de calidad.

Controles de procedimiento:

A. Una linea de color rosa o violeta en la posicién de la "linea de control" se
puede considerar un control interno del procedimiento positivo. Si se produce
flujo capilar, esta linea aparecera siempre.

B. En comparacion con el color de la linea de control, el color de fondo en la tira
reactiva debe ser de color blanco en un plazo de 5 minutos.
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Controles positivos y negativos externos:
Las préacticas correctas de laboratorio recomiendan el uso de los controles positi-
vos y negativos para garantizar que:

* |os reactivos de la prueba funcionan y

* la prueba se realiza correctamente.
En cada nuevo lote se deben probar los controles positivos y negativos externos,
con los que se supervisara el ensayo completo. Los resultados de estas muestras

de control deben registrarse. Consulte la seccion Procedimiento de preparacion
de la muestra para obtener mas instrucciones.

Los controles recomendados se indican a continuacién. Alternativamente, los
laboratorios pueden utilizar cepas de S. aureus resistentes y sensibles de uso
rutinario, siempre que los resultados del control sean los previstos.
Cepas de control recomendadas:

Control positivo: Staphylococcus aureus ATCC n.° 43300

Control negativo: Staphylococcus aureus ATCC n.° 25923
Pueden realizarse otros controles para cumplir con

¢ las normativas locales, regionales o nacionales,

* las instrucciones de organismos de acreditacion o

¢ |os procedimientos de control de calidad estandar de su laboratorio.
Si no se obtienen los resultados correctos del control, no notifique los resultados.

Pdngase en contacto con el servicio de asistencia técnica (consulte la seccion
Informacion de contacto y pedidos).

Recogida y manipulacién de los especimenes

Las muestras son colonias bacterianas de Staphylococcus aureus. Se recomienda
el uso de cultivos recientes (<24 horas). No se ha determinado el rendimiento de
Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test con muestras refrigeradas.

Medios de cultivo
Las colonias de S. aureus se pueden analizar en cualquiera de los siguientes
medios de cultivo:

e Tryptone Soy Agar (Agar Tripticasa soya) con un 5 % de sangre de oveja
(sangre TSA)

e Agar Columbia con un 5 % de sangre de oveja
e Agar Mueller Hinton

Procedimientos del control

1. Subcultive la cepa de control en una placa de cultivo. Incube la placa de un
dia para otro a 33-35 °C durante 18-24 horas.

2. Siga el procedimiento del ensayo descrito a continuacion.

Procedimiento del ensayo

Si estan refrigerados, deje que los reactivos y las tiras reactivas se equilibren a
temperatura ambiente (15-30 °C) antes del analisis.

La prueba se puede realizar a partir de colonias bien aisladas en la placa princi-
pal, si la proliferacién es suficiente, o a partir de un subcultivo de la colonia.
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1. Sostenga en posicion vertical el frasco cuentagotas y aflada dos gotas del
reactivo 1 a un tubo de ensayo.

2. Tome un asa bacteriolégica de 1 pl llena (un indculo pesado) de la muestra
de colonias bien aisladas en la placa de cultivo, coléquela en el tubo y
mezcle bien.

3. Sostenga en posicion vertical el frasco cuentagotas y afiada dos gotas del
reactivo 2 al tubo.

4. Agite vorticialmente durante unos instantes. La solucién azul debe volverse
transparente (si el color no cambia, afiada otra gota de reactivo 2 y mezcle
hasta que la muestra se vuelva transparente).

5. Introduzca la tira reactiva en el tubo de ensayo con las flechas apuntando
hacia abajo.

6. Alos cinco (5) minutos, retire la tira reactiva del tubo y lea el resultado del
ensayo.

Interpretacion del resultado

Para obtener ayuda para la lectura de la tira reactiva, consulte el grafico de
Interpretacion del resultado.

Si es una muestra negativa, aparece una linea de control ROSA/VIOLETA en la
mitad superior de la tira reactiva. No aparecen mas lineas.

Si es una muestra positiva, aparece una linea de control ROSA/VIOLETA y,
ADEMAS, aparece una segunda linea de muestra ROSA/VIOLETA debajo de la
anterior, en la mitad inferior de la tira reactiva. Todas las lineas de muestra, aun
cuando sean poco visibles, son positivas.

Una prueba es no valida si no aparece la linea de control ROSA/VIOLETA, tanto
si hay una linea de muestra o no. Repita las pruebas no validas con una nueva
tira reactiva. Si el problema persiste, llame al servicio de asistencia técnica de
Alere™.

Positivo Negativo No valido
mumm Control  Control
p \uestra Muestra |
[11] [11] [

Informe de resultados

Resultado
Positivo
Negativo
No vélido
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Sugerencia de notificacién

Positivo para PBP2a

Negativo para PBP2a

Control

Muestra

Tamafio
real

Indeterminado; no comunicar. Vuelva a analizar la muestra
y, si el problema persiste, llame al servicio de asistencia
técnica de Alere™.



Rendimiento clinico

El rendimiento clinico de Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test fue establecido
en un estudio clinico multicéntrico realizado en tres (3) laboratorios de diferentes
paises en 2013.

Se evaluaron un total de 454 muestras de S. aureus con Alere™ PBP2a SA
Culture Colony Test, comparandolas con los resultados de la difusion en disco
de cefoxitina de 30 pg y se interpretaron de acuerdo con las normas del CLSI.

El rendimiento de Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test frente a la difusién en
disco de cefoxitina, incluyendo los intervalos de confianza del 95 % estratificado
por tipo de placa, se indica en la Tabla 1.

Todos los controles diarios positivos y negativos generaron los resultados
previstos.

Tabla 1: Rendimiento de Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test frente a
difusién en disco de cefoxitina (30 pg) en colonias de S. aureus: Resultados
por tipo de placa

Tipo de placa 1.C. 95 %
Placa principal' | 100,0 % (129/129) (97,1, 100,0) 98,5 % (134/136) (94,8, 99,6)
Agar Tripticasa

soyacon5 %de | 99,1 % (213/215) (96,7, 99,8) 99,2 % (237/239) (97,0,99,8)
sangre de oveja
Agar Columbia con

un5 % de sangre | 98,6 % (212/215) (96,0, 99,5) 99,2 % (237/239) (97,0, 99,8)
de oveja
Mueller Hinton
con induccién

de cefoxitina de 99,1 % (213/215) (96,7, 99,8) 99,6 % (238/239) (97,7, 99,9)
30 ug

1: La prueba Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test se realizé a partir de placas principales en 2 de
cada 3 centros clinicos. Las placas principales fueron de Agar Tripticasa soya o Agar Columbia, con
la excepcion de dos muestras de placas de caracteristicas desconocidas.

Rendimiento analitico
Reactividad y especificidad analiticas

Se analizaron 162 cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(MRSA) y 112 cepas de Staphylococcus aureus sensibles a la meticilina (SASM)
con Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test con los resultados previstos. Estas
cepas bacterianas se obtuvieron de Network on Antimicrobial Resistance in
Staphylococcus aureus (NARSA), American Type Culture Collection (ATCC) y

una coleccién de cepas del Departamento de Epidemiologia de Enfermedades
Infecciosas del Imperial College de Londres, Inglaterra. Tenga en cuenta que las
colonias aisladas no fueron cultivadas utilizando placas de agar Columbia. Todos
los controles diarios positivos y negativos generaron los resultados previstos.

Estudio de reproducibilidad

Se llevd a cabo un estudio de Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test en 3 centros
independientes usando paneles de muestras ciegas en clave que contenian
muestras negativas y positivas por duplicado para cada panel. Los participantes
analizaron cada uno un panel en 5 dias diferentes. Hubo un 100,0 % (600/600)
de acuerdo con los resultados previstos de la prueba. No existieron diferencias
significativas en una misma secuencia (réplicas analizadas por un operador),
entre secuencias (5 dias diferentes), entre centros (3 centros) o entre operadores
(6 operadores). Tenga en cuenta que las colonias no fueron cultivadas utilizando
placas de agar Columbia. Todos los controles diarios positivos y negativos gene-
raron los resultados previstos.
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Utilizar antes de

Informacion de contacto y pedidos

893-000

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test
EE. UU: 1 877 441 7440

Fuera de EE. UU.: +1 321 441 7200

Asistencia técnica
Mas informacion

Puede obtener mas informacion a través de su distribuidor o poniéndose en
contacto con el servicio técnico de Alere™:

EE. UU.
1-877-866-9341
Africa, Rusia, CEI
+972 8 9429 683

TS.SCR@alere.com

ARCISproductsupport@alere.com
Asia y Océano Pacifico
+617 3363 7711
Canada

+1 800 818 8335
Europa y Oriente Medio

+44 161 483 9032 EMEproductsupport@alere.com

APproductsupport@alere.com

CANproductsupport@alere.com

América Latina
+57 2 6618797

LAproductsupport@alere.com

893-000
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Kayttétarkoitus

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test on kvalitatiivinen, immunokromatografinen
in vitro -testi penisilliinia sitovan 2a (PBP2a) -proteiinin nopeaan havaitsemiseen
Staphylococcus aureus -bakteereiksi tunnistetuissa isolaateissa apuna metisilliini-
resistentin Staphylococcus aureuksen (MRSA) tunnistamisessa.

Yhteenveto ja testin selvitys

Metisilliiniresistenttien stafylokokki-infektioiden varhaisen havaitsemisen tiedetdan
vahentavan terveydenhoitokustannuksia, olevan ratkaiseva tekija pyrkimyksissa
vahentaa potilaiden morbiditeettia ja mortaliteettia, véhentavan vankomysiinin
empiiristd kayttd& ja mahdollistavan kustannustehokkaiden p&étosten tekemisen
potilaiden optimaalista hoitoa varten.’

Mikrobild&keherkkyyden testaaminen konventionaalisilla menetelmilld saattaa
kestad yli 24 tuntia ja mecA-geenin tunnistaminen on kallista ja aikaa vievaa.
Penisilliinia sitovan 2a (PBP2a) -proteiinin havaitsemisella on kuitenkin etunsa
verrattuna mecA-geenimenetelmaén, koska silla voidaan tunnistaa kantoja, jotka
paitsi sisaltavat mecA-geenid, myods tuottavat metasilliiniresistenssin antavaa
proteiinia.

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test on yksinkertainen ja nopea tapa havaita
metisilliiniresistentin Staphylococcus aureuksen isolaateissa esiintyvé PBP2a-pro-
teiini.

Menetelman periaate

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test on nopea, immunokromatografinen
membraanikoe, jossa kdytetdan aarimmaisen herkkia, rekombinantteja monoklo-
naalisia vasta-ainefragmentteja (rFabs), joilla PBP2a-proteiini havaitaan suoraan
bakteeri-isolaateista. rFab-fragmentit ja kontrolliproteiini immobilisoidaan
nitroselluloosamembraanille kahtena erillisena rivina ja testiliuska muodostetaan
yhdessé naytetyynyn, vaaleanpunaisen/purppuranpunaisen konjugaattityynyn,
seké absorptiotyynyn kanssa.

Isolaatit otetaan suoraan viljelymaljalta ja eluoidaan reagenssia 1 siséltavassa
koeputkessa. Sitten lisataan reagenssi 2 ja testiliuska asetetaan koeputkeen.
Tulokset voi lukea 5 minuutin kuluttua.

Reagenssit ja materiaalit

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test -testipakkauksen sisaltamat materi-

aalit

e Testiliuskat: Muovikerroksella pinnoitettu testiliuska, jossa on testaussuuntaa
osoittavat suuntanuolet.

e Reagenssi 1: Kirkas, sininen eméksinen liuos.

e Reagenssi 2: Kirkas, hiukan hapan liuos, joka sisaltda natriumatsidipuskurin ja
pinta-aktiivisia aineita.

* Koeputket
¢ Testaustelineet
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Tarvittavat pakkaukseen kuulumattomat materiaalit:

Kello, ajastin tai sekuntikello, bakteriologiset silimukat, Vortex-sekoitin ja ulkoiset
positiiviset ja negatiiviset kontrollikannat.

Ulkoiset positiiviset ja negatiiviset kontrollit
Suositeltavat kontrollit on lueteltu alla. Laboratoriot voivat vaihtoehtoisesti kéyttaa
tavallisesti kaytettyja resistentteja ja sensitiivisia S. aureus -kantoja, edellyttéen,
etté kontrollitulokset vastaavat odotuksia.

Positiivinen kontrolli: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300

Negatiivinen kontrolli: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923

Varotoimet

1. Vain in vitro -diagnostiseen kayttoon.

2. Mikali tuote jaahdytetaan, anna kaikkien pakkauksen komponenttien
palautua huoneenldampdon (15-30 °C) ennen kayttoa.

Sailyté koeliuskaa suljetussa foliopussissaan aina kaytthetkeen asti.
Valta reagenssien ja testiliuskan kosketusta ihoon tai silmiin.

Ala kayta pakkausta sen viimeisen kayttopaivan jalkeen.

Ala yhdistele tai sekoita eri pakkauserien komponentteja.

Kuten kaikkien bakteerindytteiden tapauksessa, kontrollit ja testiliuskat
saattavat siséltaa patogeenisia organismeja. Késittele niitd asianmukaisia
varotoimia noudattaen ja havita materiaalit turvallisesti biovaarallisille jatteille
tarkoitetuissa astioissa.

8. Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test -testin saa suorittaa ainoastaan
Staphylococcus aureus -isolaateilla.
9. Reagenssi 1 siséltda natriumhydroksidia.
Vaara, aiheuttaa vakavia ihon palovammoja ja silmavaurioita.
10. Taman tuotteen kayttéturvallisuustiedote on saatavana pyynnosta.

11. Noudata oman maasi kansallisia, alueellisia ja paikallisia maarayksia jatteiden
héavittamisesta.

N o ok ®

12. Reagenssi 2 sisdltédé natriumatsidia.

Sailytys ja sailyvyys
Sailyté pakkauksen komponentteja huoneenlammaossa tai jaghdytettyina
(2-30 °C).

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test -testipakkaus ja reagenssit sailyvét ulko-
pakkaukseen merkittyyn vimeiseen kayttopéaivaan asti.

Laadunvalvonta
Paivittdinen laadunvalvonta:

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test -testissa on sisdanrakennetut positiiviset
ja negatiiviset menettelykontrollit. Laadunvalvonnan vuoksi Alere suosittelee, etta
tallennat ndma kontrollit jokaisella testin kayttokerralla.

Menettelykontrollit:

A. Vaaleanpunaisen/purppuranpunaisen viivan ilmestymista "kontrolliviivalle"
pidetaan sisdisena positiivisena menettelykontrollina. Tdma viiva ilmestyy aina
silloin, kun on tapahtunut kapillaarivirtaama.

B. Verrattuna kontrolliviivan vériin, testiliuskan taustavérin tulisi olla valkoinen
5 minuutin kuluessa.

Ulkoiset positiiviset ja negatiiviset kontrollit:
Hyvien laboratoriokayténtdjen mukaisesti positiivisia ja negatiivisia kontrolleja
kaytetdan varmistamaan, etta:

¢ testireagenssit toimivat ja

o testi suoritetaan oikein.
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Ulkoiset positiiviset ja negatiiviset kontrollit tulisi testata jokaiselle uudelle erélle.
Niilla seurataan koko koetta. Naiden kontrollindytteiden tulokset tulisi tallentaa.
Katso liséohjeita osiosta Naytteen valmistelumenettely.

Suositeltavat kontrollit on lueteltu alla. Laboratoriot voivat vaihtoehtoisesti kayttaa
tavallisesti kdytettyja resistentteja ja sensitiivisia S. aureus -kantoja, edellyttéen,
ettd kontrollitulokset vastaavat odotuksia.

Suositeltavat kontrollikannat:
Positiivinen kontrolli: Staphylococcus aureus ATCC # 43300

Negatiivinen kontrolli: Staphylococcus aureus ATCC # 25923
Muita kontrolleja voidaan kayttaa vaatimustenmukaisuuden tayttamiseksi
seuraaville:

e paikalliset, kansalliset ja/tai liittovaltion saanndkset

o akkreditointirynmat, ja/tai

e oman laboratoriosi standardit laatuvalvonnan menettelyt.

Jos oikeita kontrollituloksia ei saada, ala raportoi tuloksia. Ota yhteytta tekniseen
tukeen (katso lisétietoja tilauksia ja yhteystietoja koskevasta osiosta).

Naytteen ottaminen ja kasittely

Néytteet ovat Staphylococcus aureuksen bakteeri-isolaatteja. Tuoreiden
(<24 tuntia) viljelmien kayttaminen on suositeltavaa. Alere™ PBP2a SA Culture
Colony Test -testin suorittamista ei ole maaritetty kaytettavaksi jaahdytetyilla
naytteilla.

Kasvatusalustat

S. aureus -pesékkeita voidaan testata kaikista seuraavista kasvatusalustoista:
¢ tryptoni-soija-agar (tryptinen soija-agar), jossa on 5 % lampaanverta (TSA-verta)
e Columbia-agar, jossa on 5 % lampaanverta
e Mueller-Hinton agar

Kontrollimenetelmat

1. Jatkoviljele kontrollikanta vilielymaljalle. Inkuboi maljaa yli yén 33-35 °C:ssa
18-24 tunnin ajan.
2. Noudata alla ilmoitettua koemenettelya.

Koemenettely
Mikali tuote on jaahdytetty, anna kaikkien reagenssien ja testiliuskojen palautua
huoneenlampodn (15-30 °C) ennen testausta.

Testi voidaan suorittaa hyvin eristetyista pesakkeista ensisijaisella maljalla, jos
kasvua on riittévasti, tai isolaatin jatkoviljelmasta.

1. Pitele tippapulloa pystysuorassa asennossa ja lisaa kaksi tippaa reagenssia
1 koeputkeen.

2. Otayksi taysi 1 pl bakteriologinen silmukallinen (raskas inokulaatti) naytetta
hyvin eristetyista pesakkeista viljelymaljalla, sijoita se putkeen ja sekoita
perusteellisesti.

3. Pitele tippapulloa pystysuorassa asennossa ja lisda kaksi tippaa reagenssia
2 koeputkeen.

4.  Sekoita Vortex-laitteessa nopeasti. Sinisen liuoksen tulee muuttua vériltaan
kirkkaaksi (jos vari ei muutu, liséa vield yksi tippa reagenssia 2 ja sekoita,
kunnes liuos kirkastuu).

5. Sijoita testiliuska koeputkeen siten, ettd nuolet osoittavat alaspain.

6.  Viiden (5) minuutin kuluttua poista testiliuska putkesta ja lue koetulos.
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Testiliuskan lukemisen helpottamiseksi katso tulosten tulkintakaaviota.

Tuloksen tulkitseminen

Jos nayte on negatiivinen, VAALEANPUNAINEN/PURPPURANPUNAINEN kont-
rolliviiva ilmestyy testiliuskan ylemp&an puoliskoon. Mitd&n muita viivoja ei nay.

Jos néyte on positiivinen, VAALEANPUNAINEN/PURPPURANPUNAINEN kont-
rolliviiva ilmestyy nakyviin JA toinen VAALEANPUNAINEN/PURPPURANPUNAI-
NEN néyteviiva ilmestyy sen alapuolelle, testiliuskan alempaan puoliskoon. Kaikki
nayteviivat ovat positiivisia, vaikka ne olisivatkin heikkoja.

Testi on epékelpo, jos VAALEANPUNAINEN/PURPPURANPUNAINEN kontrolli-
viiva ei ilmesty nékyviin, olipa nédyteviiva nékyvissa tai ei. Toista epékelvot testit
uudella testiliuskalla. Soita Alere™:n tekniseen tukeen, jos ongelma jatkuu.

Positiivinen Negatiivinen Epéakelpo
p KoNtrolli p Kontrolli
e Nayte Nayte -
[ [l [0 (]

Tulosten raportointi
Tulos
Positiivinen
Negatiivinen

Epékelpo
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Positiivinen PBP2a:lle

Negatiivinen PBP2a:lle

Kontrolli

Néayte

Todellinen
koko

Méaaérittamaton, ala raportoi. Testaa ndyte uudelleen ja ota
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Kliininen suorituskyky

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test -testin kliininen suorituskyky maaritettin
kliinisessa monikeskustutkimuksessa, joka toteutettiin vuonna 2013 kolmessa (3)
maantieteellisesti eridvassa laboratoriossa.

Yhteensa 454 S. aureus -naytetta arvioitiin Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test
-testilla, verrattiin 30 pg:n kefoksitiinin diffuusioon maljalla ja tulkittiin CLSI-stan-
dardien mukaisesti. Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test -testin suorituskyky
verrattuna kefoksitiinin diffuusioon maljalla, mukaan lukien 95 % luottamusvalit ja
ositettuna maljan tyypin mukaan, on ilmoitettu taulukossa 1.

Kaikki péaivittaiset positiiviset ja negatiiviset kontrollit antoivat odotetut tulokset.

Taulukko 1: Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test -testin suorituskyky
verrattuna kefoksitiinin (30 pg) diffuusioon maljalla S. aureus -isolaateissa:
Tulokset maljatyypeittédin

Maljatyyppi 95 % C.l. Spesifisyys 95 % C.I.

Ensisijainen malja’ | 100,0 % (129/129) | (97,1,100,0) 98,5 % (134/136) (94,8, 99,6)
Tryptinen soija-agar,

jossa5% | 991 % (213/215) (96,7, 99,8) 99,2 % (237/239) (97,0, 99,8)
lampaanverta
Columbia-agar,

jossa5% | 98,6 % (212/215) (96,0, 99,5) 99,2 % (237/239) (97,0, 99,8)
lampaanverta
Mueller-Hinton,
jossa 30 pg

Kofoksitiing, | 991 % @13/215) (96,7,99,8) 99,6 % (238/239) (97,7,99,9)
induktio

1: Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test suoritettiin ensisijaisista kasvatusmaljoista kahdessa kolmesta
kliinisesta tutkimuspaikasta. Ensisijaiset kasvatusmaljat olivat joko tryptinen soija-agar tai Colum-
bia-agar, lukuun ottamatta kahta naytetts, joiden maljatyyppi oli tuntematon.

Analyyttinen suorituskyky
Analyyttinen reaktiivisuus ja spesifisyys

162 metisilliiniresistenttia Staphylococcus aureus (MRSA) -kantaa ja 112 meti-
silliiniherkkaa Staphylococcus aureus (MSSA) -kantaa testattiin Alere™ PBP2a
SA Culture Colony Test -testilld odotetuin tuloksin. Namé bakteerikannat saatiin
Network on Antimicrobial Resistance in Staphylococcus aureus -verkosta
(NARSA), American Type Culture Collection -kokoelmasta (ATCC) ja Lontoon
Imperial Collegen tartuntatautien epidemiologian osaston kantakokoelmasta
Englannista. Huomioi, etté testattuja isolaatteja ei viljelty Columbia-agarmaljoilla.
Kaikki péivittaiset positiiviset ja negatiiviset kontrollit antoivat odotetut tulokset.

Uusittavuustutkimus

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test -testin tutkimus suoritettiin kolmessa
erillisessa tutkimuspaikassa kayttden sokkokoodattuja ndytepaneeleja, jotka
sisdlsivat negatiivisia ja positiivisia néytteita kaksinkertaisen mééran joka panee-
lille. Jokainen osallistuja testasi yhden paneelin 5 eri péivana. Tulokset vastasivat
100,0 %:sti (600/600) odotettuja testaustuloksia. Mitédén merkittévia eroja ei
havaittu testikertojen puitteissa (yhden testaajan testaamat rinnakkaiskokeet), eri
testikertojen vélilla (5 eri paivand), eri tutkimuspaikkojen valilld (3 tutkimuspaikkaa)
tai eri testaajien valilla (6 testaajaa). Huomioi, etté testattuja isolaatteja ei viljelty
Columbia-agarmaljoilla. Kaikki péivittéiset positiiviset ja negatiiviset kontrollit
antoivat odotetut tulokset.
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@W PBP2a SA Culture Colony Test

Utilisation prévue

Le test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test est un dosage
immunochromatographique qualitatif in vitro pour la détection rapide de la
protéine 2a de liaison a la pénicilline (PBP2a) dans les isolats identifiés comme
Staphylococcus aureus afin de faciliter I'identification du Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline (SARM).

Résumé et explication du test

Il est avéré que la détection précoce des infections a staphylocoques résistants a
la méthicilline abaisse les colts des soins de santé, joue un réle essentiel dans le
cadre des efforts visant a diminuer la morbidité et la mortalité des patients, réduit
I'utilisation empirique de la vancomycine et permet la prise de décisions rentables
pour une prise en charge optimale des patients.'

Les méthodes traditionnelles de test de sensibilité aux agents antimicrobiens
peuvent durer plus de 24 heures et I'identification du gene mecA est onéreuse
et chronophage. La détection de la protéine de liaison 2a a la pénicilline (PBP2a)
présente toutefois comme avantage sur le mecA d’identifier les souches qui non
seulement abritent le géne mecA, mais produisent également la protéine qui
confére une résistance a la méthicilline.

Le test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test offre une méthode simple et rapide
de détection de la protéine PBP2a présente dans les isolats du Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline.

Principes de la procédure

Le test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test est un test immunochromatogra-
phique rapide sur membrane qui utilise des fragments d’anticorps monoclonaux
recombinants hautement sensibles (rFab) pour détecter la protéine PBP2a
directement a partir des isolats bactériens. Le rFab et une protéine de controle
sont immobilisés sur une membrane de nitrocellulose sur deux lignes distinctes
et associés a un tampon d’échantillon, a un tampon de conjugué rose/violet et a
un tampon d’absorption pour former une bandelette réactive.

Les isolats sont prélevés directement a partir de la plaque de culture et élués
dans un tube de dosage contenant le réactif 1. Le réactif 2 est ensuite ajouté et
la bandelette réactive est placée dans le tube de dosage. Les résultats sont lus
visuellement apres 5 minutes.

Réactifs et matériels
Matériels fournis dans le kit Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test
¢ Bandelettes réactives : Une bandelette réactive recouverte d’un revétement

en plastique avec des fléches directionnelles pour
indiquer la position de test.

e Réactif 1 : Une solution alcaline bleue transparente.

Réactif 2 : Une solution transparente légérement acide contenant un tampon
d’azide de sodium et des tensioactifs.

Tubes de dosage
* Portoirs de test

Matériels requis, mais non fournis :

Horloge, minuteur ou chronomeétre, anses bactériologiques, agitateur vortex et
souches de contrbles positifs et négatifs externes.
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Controles positifs et négatifs externes
Les controles recommandés sont énumérés ci-dessous. Les laboratoires peuvent
également utiliser les souches de S. aureus résistant et sensible couramment
utilisées, sous réserve que les résultats des controles soient conformes aux
prévisions.

Controéle positif : Staphylococcus aureus, ATCC 43300

Controle négatif : Staphylococcus aureus, ATCC 25923

Précautions

1. Pour usage diagnostique in vitro uniquement.

2. S'ils sortent du réfrigérateur, laisser tous les composants du kit se stabiliser a
la température ambiante (15-30 °C) avant I'utilisation.

3. Laisser la bandelette réactive dans sa pochette en aluminium hermétique

jusqu’a utilisation.

Eviter tout contact cutané et oculaire avec les réactifs et la bandelette réactive.

Ne pas utiliser le kit au-dela de sa date d’expiration.

Ne pas échanger ou mélanger de composants issus de différents lots de kits.

Comme avec tous les échantillons bactériens, les controles et les

bandelettes réactives peuvent contenir des organismes pathogenes ; les

manipuler en observant les précautions appropriées et éliminer le matériel

en toute sécurité dans des conteneurs pour déchets présentant un risque

biologique.

8. Le test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test doit étre effectué uniquement
sur des isolats de Staphylococcus aureus.

9. Le réactif 1 contient de I'hydroxyde de sodium. ‘
Danger : Provoque des brlures de la peau et des Iésions oculaires graves.

10. Les fiches de données de sécurité de ce produit sont disponibles sur demande.

11. Respecter les réglementations locales, régionales et nationales relatives a
I’élimination des déchets.

12. Le réactif 2 contient de I'azide de sodium.

N o o s

Stockage et stabilité
Stocker les composants du kit & température ambiante ou au réfrigérateur
(2-30 °C).

Le test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test et les réactifs sont stables jusqu’aux
dates d’expiration figurant sur leur emballage externe.

Contréle de la qualité
Contrdle de la qualité quotidien :

Le test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test comporte des contrdles de procédure
positifs et négatifs intégrés. Pour le contrdle de la qualité, Alere vous suggere
d’enregistrer ces controles pour chaque cycle de test.

Contrdles de procédure :

A. Lapparition d’une ligne rose/violette a la position de la « ligne de contrdle »
peut étre considérée comme un contrdle de procédure positif interne. S’il y a
bien eu un écoulement capillaire, cette ligne apparait systématiquement.

B. Par comparaison avec la couleur de la ligne de contréle, le fond de la
bandelette réactive doit devenir blanc dans les 5 minutes.

Contréles positifs et négatifs externes :
Les bonnes pratiques de laboratoire recommandent I'utilisation de contréles
positifs et négatifs afin de s’assurer des points suivants :

¢ les réactifs de test fonctionnent et

* le test est réalisé correctement.
Pour chaque nouveau lot, des contrdles positifs et négatifs externes doivent étre
testés. lls permettent de controler 'ensemble du dosage. Les résultats de ces

échantillons de contréle doivent étre notés. Se référer a la section Procédure de
préparation des échantillons pour de plus amples instructions.
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Les controles recommandés sont énumérés ci-dessous. Les laboratoires peuvent
également utiliser les souches de S. aureus résistant et sensible couramment
utilisées, sous réserve que les résultats des contrdles soient conformes aux
prévisions.

Souches de contrdole recommandées :

Controdle positif : Staphylococcus aureus ATCC 43300

Controle négatif : Staphylococcus aureus ATCC 25923
D’autres contrbles peuvent étre testés afin de se conformer aux

e réglementations locales, régionales et/ou nationales,

e exigences des organismes de certification et/ou

e procédures de contrdle de la qualité standard de votre laboratoire.
Si les résultats des contréles sont incorrects, ne pas établir de compte-rendu des
résultats. Contacter I'assistance technique (se référer a la section Commande et
contact).
Prélevement et manipulation des échantillons

Les échantillons sont des isolats bactériens de Staphylococcus aureus.
L'utilisation de cultures fraiches (<24 heures) est recommandée. Les
performances du test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test n’ont pas été établies
pour une utilisation avec des échantillons réfrigérés.

Milieux de culture
Les colonies de S. aureus peuvent étre testées a partir de I’'un des milieux de
culture suivants :

e Gélose tryptone soja (gélose de soja trypsique) avec 5 % de sang de
mouton (sang TSA)

* Gélose Columbia avec 5 % de sang de mouton
* Gélose Mueller Hinton

45

Procédures de contréle

1. Effectuer une subculture de la souche de contréle sur une plaque de culture.
Incuber la plaque pendant la nuit a 33-35 °C pendant 18-24 heures.

2. Suivre la procédure de dosage ci-dessous.

Procédure de dosage

S’ils sortent du réfrigérateur, laisser les réactifs et les bandelettes réactives se
stabiliser a la température ambiante (15-30 °C) avant le test.

Le test peut étre réalisé a partir de colonies bien isolées sur la plaque principale si
la croissance est suffisante ou bien a partir d’'une subculture de I'isolat.

1. Tout en tenant le flacon compte-gouttes a la verticale, ajouter deux gouttes
de réactif 1 a un tube de dosage.

2. Prélever une anse bactériologique de 1 pl pleine (un inoculum épais)
d’échantillon a partir de colonies bien isolées sur la plaque de culture,
I'introduire dans le tube et bien mélanger.

3. Tout en tenant le flacon compte-gouttes a la verticale, ajouter deux gouttes
de réactif 2 au tube.

Agiter brievement au vortex. La solution bleue doit devenir transparente
(si la couleur ne change pas, ajouter une goutte supplémentaire de réactif 2
et mélanger jusqu’a ce que I’échantillon devienne transparent).

4. Insérer la bandelette réactive dans le tube de dosage en dirigeant les fléches
vers le bas.

5. Aprés cing (5) minutes, retirer la bandelette réactive du tube et lire le résultat
du dosage.
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Interprétation des résultats

Pour une aide a la lecture de la bandelette réactive, se référer au graphique de la
section Interprétation des résultats.

Pour un échantillon négatif, une ligne de contréle ROSE/VIOLETTE apparait
dans la partie supérieure de la bandelette réactive. Aucune autre ligne n’apparait.

Pour un échantillon positif, la ligne de contréle ROSE/VIOLETTE apparait ET une
deuxiéme ligne d’échantillon ROSE/VIOLETTE apparait sous cette ligne dans la
partie inférieure de la bandelette réactive. Une ligne d’échantillon, méme trés pale,
est positive.

Un test est non valide si la ligne de controle ROSE/VIOLETTE n’apparait pas,
qu’une ligne d’échantillon soit présente ou non. Répéter les tests non valides avec
une bandelette réactive neuve. Appeler le service technique Alere™ si le probleme
persiste.

Positif Négatif Non valide
mmm Controle mm Controle
s Echantillon Echantillon
[ [ [ 1

Compte-rendu des résultats

Résultat

Positif

Négatif
Non valide

Positif pour PBP2a

Négatif pour PBP2a
Indéterminé ; ne pas établir de compte-rendu. Retester

Suggestion de compte-rendu

Contrdle

Echantillon

Taille
réelle

I’échantillon et contacter le service technique Alere™ si le
probléme persiste.
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Performances cliniques

Les performances cliniques du test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test ont été
établies lors d’une étude cliniqgue multicentrique menée en 2013 dans trois (3)
laboratoires géographiquement dispersés.

Au total, 454 échantillons de S. aureus ont été évalués avec le test Alere™ PBP2a
SA Culture Colony Test, comparés aux résultats de la diffusion sur disque de

30 pg de céfoxitine et interprétés selon les normes du CLSI. Les performances du
test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test vs la diffusion sur disque de céfotixine,
incluant les intervalles de confiance a 95 % et la stratification par type de plaque,
sont présentées dans le tableau 1.

Tous les controles positifs et négatifs quotidiens ont donné les résultats attendus.
Tableau 1 : Performances du test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test vs.

la diffusion sur disque de céfoxitine (30 pg) pour des isolats de S. aureus :
Résultats par type de plaque

ICa95 % ICa95 %

Type de plaque

Plaque principale’ | 100,0 % (129/129) (97,1,100,0 98,5 % (134/136) (94,8,99,6)

Gélose de soja
trypsique avec
5 % de sang de
mouton

99,1 % (213/215) (96,7,99,8) 99,2 % (237/239) (97,0,99,8)

Gélose Columbia
avec 5 % de
sang de mouton

98,6 % (212/215) (96,0, 99,5) 99,2 % (237/239) (97,0,99,8)

Mueller Hinton
avec induction
par 30 pg de
céfoxitine

99,1 % (213/215) (96,7,99,8) 99,6 % (238/239) 97,7,99,9)

1: Le test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test a été réalisé a partir de plaques principales sur 2
sites cliniques sur 3. Les plaques principales étaient des plaques de gélose de soja trypsique ou de
gélose Columbia, & I'exception de deux échantillons dont le type de plaque était inconnu.

a7

Performances analytiques
Réactivité et spécificité analytiques

162 souches de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) et

112 souches de Staphylococcus aureus sensible a la méthicilline (SASM) ont

été testées avec le test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test et ont produit les
résultats attendus. Ces souches bactériennes ont été obtenues aupres du réseau
NARSA (Network on Antimicrobial Resistance in Staphylococcus aureus), de
I’ATCC (American Type Culture Collection) et d’un ensemble de souches prove-
nant du Département d’épidémiologie des maladies infectieuses de I'lmperial
College a Londres en Angleterre. Noter que les isolats testés n’ont pas été mis
en culture a I'aide de plaques de gélose Columbia. Tous les contréles positifs et
négatifs quotidiens ont donné les résultats attendus.

Etude de reproductibilité

Une étude du test Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test a été menée sur 3 sites
indépendants avec des panels d’échantillons codés en aveugle contenant des
échantillons négatifs et positifs en double pour chaque panel. Les participants ont
chacun testé un panel sur 5 jours différents. La concordance avec les résultats de
test attendus était de 100,0 % (600/600). Aucune différence significative n’a été
observée au cours du méme cycle (répliques testées par un opérateur), entre les
cycles (5 jours différents), entre les sites (3 sites) ni entre les opérateurs (6 opéra-
teurs). Noter que les isolats testés n’ont pas été mis en culture a I'aide de plaques
de gélose Columbia. Tous les contrdles positifs et négatifs quotidiens ont donné
les résultats attendus.
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Alkalmazasi teriilet

Az Alere™ PBP2a SA Kultdra Koléniateszt kvalitativ, in vitro immunkromatografias assay
a 2a penicillinkoté fehérje (PBP2a) gyors kimutatasara azonositott Staphylococcus aureus
izolatumokban, a meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) azonositasanak
segédeszkozeként.

Osszefoglalas és magyarazat

Ismeretes, hogy a meticillin-rezisztens Staphylococcus-fert6zések korai észlelése
mérsékli az egészségligyi koltségeket, dontd szerepe van a megbetegedések és hala-
lozésok szamanak csokkentésében, visszafogja a vankomicin empirikus hasznélatat és
koltséghatékony dontéshozatalt tesz lehetévé a betegek optimalis kezelése érdekében.!

A hagyomanyos antimikrobialis érzékenységi tesztek tobb mint 24 6rat is igénybe
vehetnek, a mecA gén beazonositasa pedig koltséges és idSigényes folyamat. Ugyan-
akkor a 2a penicillinkoté fehérje (PBP2a) detektalasa elénydsebb a mecA kimutatasanal,
mivel nem csak azokat a torzseket azonositja, amelyek a mecA gént hordozzak, hanem
azokat is, amelyek termelik a meticillin-rezisztenciaért felelés fehérjéket.

Az Alere™ PBP2a SA Kultdra Koléniateszt egyszer(i és gyors médszert biztosit a
meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus izolatumokban talalhaté PBP2a fehérje
kimutatasara.

Az eljaras elve

Az Alere™ PBP2a SA Kultura Koloniateszt olyan gyors immunkromatogréfids membran
assay, amely kiilondsen érzékeny rekombindns monoklondlis antitest-fragmentumok
(rFab) segitségével kdzvetlentil a baktériumizoldtumokbodl mutatja ki a PBP2a fehérjét.
Az rFab és a kontroll fehérje két kilon vonalként van rogzitve egy nitrocelluléz
membrénra, majd az rddolgozva a tesztalapra, egy rézsaszin/lila konjugatum-alapra
és egy adszorpcios alapra, amelyek egytittesen alkotjak a tesztcsikot.

Az izoldtumokat kézvetlentil a tenyészlemezrél kell mintavételezni, majd egy assay
csébe eludlni, amely mar tartalmazza az 1-es reagenst. Ezutan kell hozzaadni a 2-es
reagenst, majd a tesztcsikot belehelyezni az assay-csébe. Az eredményeket vizualisan
lehet leolvasni 5 perc mulva.

Reagensek és anyagok

Az Alere” PBP2a SA Kultura Koléniateszt készlet a kévetkezé anyagokat tartal-

mazza:

* Tesztcsikok: Mdanyag boritasu tesztcsik, amelyen nyilak jelzik a tesztcsik helyes
iranyat tesztvégzés kozben.

* 1-esreagens:Tiszta, kék, lugos oldat.

® 2-esreagens: Natrium-azid puffert és felliletaktiv anyagokat tartalmazo, tiszta,
enyhén savas oldat.

* Assay-csovek

* Tesztallvanyok

49  Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test



Sziikséges, de nem mellékelt anyagok:

Ora, idézit6 vagy stopper, oltdkacsok, vortex-keverd, tovabba kiilsé pozitiv és negativ
kontroll torzsek.

Kiils6 pozitiv és negativ kontrollok
Az ajénlott kontrollok felsoroldsat lasd aldbb. A laboratériumok més rezisztens és
érzékeny S. aureus torzseket is hasznalhatnak rutinszer(en, feltéve hogy azok a vart
kontrolleredményeket adjak.

Pozitiv kontroll: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300

Negativ kontroll: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923

Biztonsagi rendelkezések
1. Kizérélag in vitro diagnosztikai felhasznalasra.

2. Ha httve térolta, hagyja, hogy a készlet minden eleme elérje a szobahémérsékletet
(15-30 °C), miel6tt hasznalni kezdené.

Hagyja a tesztcsikot a lezért foliaban egészen a kdzvetlen felhasznalasig.
Kerdlje a reagensek és a tesztcsik borrel vagy szemmel valé érintkezését.
Ne hasznéljon lejart szavatossagi idejui készletet.

Ne cserélje fel és ne keverje 6ssze kiilonb6z6 készletek elemeit.

N o ok

Mint minden baktériumminta, a kontroll és a tesztcsikok is tartalmazhatnak

kérokozo organizmusokat; kezelje ezeket a megfelel6 dvatossaggal, és a

hulladékokat bioldgiai hulladékgyujtében, biztonsagosan helyezze el.

8. Az Alere” PBP2a SA Kultura Koldniatesztet kizardlag Staphylococcus aureus
izoldtumokon szabad elvégezni.

9. Az 1-esreagens natrium-hidroxidot tartalmaz.

VESZELY! Sulyos égési sériilést és szemkarosodast okoz.

10. A termék biztonsagi adatlapjait kérésre rendelkezésre bocsatjuk.

11. Kovesse az orszagos, altalanos és helyi rendelkezéseket a termék
hulladékkezelésével kapcsolatban.

12. A 2-esreagens natrium-azidot tartalmaz.

Tarolas és stabilitas
A készlet tartalmat szobahémérsékleten vagy htve kell tarolni (2-30 °C).

Az Alere™ PBP2a SA Kultira Koloniateszt készlet és a reagensek a kiilsé csomagolasukon
megjelolt lejarati idépontig stabilak.

Mindségbiztositas
Napi mindségbiztositas:
Az Alere™ PBP2a SA Kultira Koléniatesztben beépitett pozitiv és negativ eljaraskontroll

van. Az Alere az javasolja, hogy a minéségbiztositas érdekében rogzitse ezeket a kontrol-
lokat minden elvégzett teszt esetében.

Eljaraskontroll:

A. Ha egy rézsaszin/lila vonal jelenik meg a,kontrollvonal” pozicidban, az a belsé pozitiv
eljaraskontrollnak tekinthetd. Ha a kapillarisaramlas megindult, ez a vonal mindig
megjelenik.

B. Akontrollvonal szinéhez képest a tesztcsik hattérszinének fehérnek kell lennie 5
percen belul.

Kiils6 pozitiv és negativ kontrollok:
A helyes laboratériumi gyakorlat alapjan a pozitiv és negativ kontrollok azt biztositjak,
hogy:
® atesztreagensek mikodnek és
e atesztet helyesen végezték el.
Minden egyes Uj tételhez le kell tesztelni a kiilsé pozitiv és negativ kontrollokat. Ezek

fogjak nyomon kévetni az egész assay-t. Ezeknek a kontrollmintaknak az eredményeit
rogziteni kell. Tovabbi informaciokért olvassa el a,Minta-el6készitési eljaras” cim( részt.
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Az ajénlott kontrollok felsoroldsat lasd aldbb. A laboratériumok més rezisztens és
érzékeny S. aureus torzseket is hasznalhatnak rutinszertien, feltéve hogy azok a vart
kontrolleredményeket adjak.
Javasolt kontrolltorzsek:

Pozitiv kontroll: Staphylococcus aureus ATCC # 43300

Negativ kontroll: Staphylococcus aureus ATCC # 25923
Mas kontrollokat is lehet tesztelni, amennyiben meg kell felelni:

® a helyi, allami és/vagy szovetségi szabalyozasnak,

e akkreditacios csoportoknak és/vagy

® asajat laboratériumaban alkalmazott standard mindségellendérzési eljarasoknak.

Ha a kontroll eredmények nem helyesek, ne jelentse a teszt eredményét. Forduljon a
Mdszaki szolgalathoz (Iasd a,Megrendelési informaciok és elérhetéségek” részt)

Mintagyiijtés és -kezelés
A mintak a Staphylococcus aureus baktérium izolatumai. Friss tenyészetek (<24 6ra)
hasznalata javasolt. Az Alere” PBP2a SA Kultura Koléniateszt miikodése még nem
bizonyitott hiitott mintak esetén.
Taptalaj
A'S. aureus koldniak tesztelése a kovetkezo taptalajok barmelyikérdl elvégezhet6:

® Tryptone Soy Agar (Tripton szdja agar) 5% birkavérrel (TSA vér)

e Columbia Agar 5% birkavérrel

e Miuiller Hinton Agar

Kontroll eljarasok

1. Oltsa tovabb a kontroll torzset egy tenyészlemezre. Inkubalja a lemezt éjszakara
33-35°C-on, 18-24 6ran keresztdil.

2. Kovesse az assay menetét az aldbbiak szerint.

Az assay menete

Ha a reagensek és a tesztcsikok htve voltak, akkor hagyja, hogy a hémérsékletiik
kiegyenlitédjon szobahémérsékletre (15-30 °C) a tesztelés el6tt.

A tesztet el lehet végezni a primer lemez jol elkiiloniil6 kolonidibol, ha elégséges a
novekedés, vagy az izoldtum tovabboltasabol.

1. Acseppentd liveget fliggblegesen tartva cseppentsen két cseppet az 1-es
reagensbél egy assay csébe.

2. Egy 1 pl-es oltokaccsal vegyen egy halomnyi mintét (nagy inokulumot) a taplemez
jol elkiilontilt kolonidibdl, majd tegye bele a csébe és alaposan keverje el.

3.  Acseppenté liveget fliggdlegesen tartva cseppentsen két cseppet a 2-es
reagensbél a csébe.

4. Roviden keverje el a vortexszel. A kék oldatnak vildgos szinre kell valtoznia (ha a
szin nem valtozik meg, adjon még egy cseppet a 2-es reagensbdl és keverje addig,
amig a minta ki nem vildgosodik).

5. Helyezze be a tesztcsikot a csébe Ugy, hogy a nyilak lefelé mutassanak.

6. Ot (5) perc elteltével huzza ki a tesztcsikot a cs6bél és olvassa le az eredményt.
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Az eredmények értelmezése

Ha segitségre van szlksége a tesztcsik leolvasasahoz, kovesse az Eredmények értelme-
zése abrat.

Az eredmény Negativ minta, ha csak a ROZSASZIN/LILA kontrollvonal jelenik meg a
tesztcsik fels6 felében. Mas vonal nem lathaté.

Az eredmény Pozitiv minta, ha a ROZSASZIN/LILA kontrollvonal megjelenik, ES egy
masodik ROZSASZIN/LILA mintavonal is felt(inik alatta, a tesztcsik alsé felében. Barmi-
lyen mintavonal jelenik meg, még ha nagyon halvany is, akkor is pozitiv a minta.

A teszt Ervénytelen, ha a ROZSASZIN/LILA kontrollvonal nem jelenik meg, fiiggetlendil
attdl, hogy van-e lathaté mintavonal vagy sem. Ismételje meg az érvénytelen tesztet Uj
tesztcsikkal. Hivja fel az Alere™ Miszaki szolgalatat, ha a probléma tovéabbra is fennall.

Pozitiv Negativ Ervénytelen
pumm KoONtroll pumm KoNtroll
p Minta Minta -
[l [l T

Eredmények jelentése

Eredmény  Javasolt jelentés

Pozitiv PBP2a-ra pozitiv

Negativ PBP2a-ra negativ

Ervénytelen
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Hatarozatlan eredmény, ne jelentse. Végezze el a tesztet Ujra,
és forduljon az Alere™ Miiszaki szolgalatdhoz, ha a probléma

tovabbra is fennall.



Klinikai jellemz6k

Az Alere™ PBP2a SA Kultudra Koléniateszt klinikai vizsgalata 2013-ban zajlott egy multi-
centrikus klinikai vizsgalatban harom (3) foldrajzilag eltéré helyszint laboratériumban.

Osszesen 454 S. aureus minta értékelése zajlott az Alere™ PBP2a SA Kultura Kol6niatesz-
ten, egy 30 pg cefoxitines korongdiffuziés vizsgalattal valé 6sszehasonlitasban, és a
CLSI szabvényoknak megfeleléen értelmezve. Az 1. tablazat mutatja be az Alere™ PBP2a
SA Kultdra Koldniateszt eredményeit a cefoxitin korongdiffiziéval szemben, 95% os
konfidenciaintervallummal és taptalajtipus szerint lebontva.

Minden pozitiv és negativ napi kontroll a vart eredményt hozta.
1. tablazat: Alere” PBP2a SA Kultura Koléniateszt eredményei a cefoxitin (30 pg)

korongdiffuzios teszttel szemben S. aureus izolatumokban: Taptalaj-tipusonkénti
eredmények

95%-os konf.

95%-os konf.

Erzékenység Specificitas ey

Primer lemez' | 100,0% (129/129) (97,1,100,0) 98,5% (134/136) (94,8,99,6)
Tripton széja

agar5% | 99,1% (213/215) (96,7, 99,8) 99,2% (237/239) (97,0,99,8)
birkavérrel
Columbia

Agar5% | 98,6% (212/215) (96,0, 99,5) 99,2% (237/239) (97,0,99,8)
birkavérrel
Miiller Hinton

30 ug 99,1% (213/215) (96,7, 99,8) 99,6% (238/239) (97,7, 99,9)
cefoxitin
indukciéval

1: Az Alere™ PBP2a SA Kultura Koléniateszt a 3 klinikai helyszin koziil 2 helyszinen hasznalt primer
lemezeket. A primer lemezek vagy Tripton széja agar vagy Columbia Agar voltak, két minta kivételé-
vel, amelyek ismeretlen lemezen voltak.

Analitikai jellemzok
Analitikai reaktivitas és specificitas

162 meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus torzs (MRSA) és 112 meticillin-érzékeny
Staphylococcus aureus tdrzs (MSSA) vizsgalata folyt az Alere™ PBP2a SA Kultura Kol6-
niateszttel, és a vart eredmények szilettek. Ezek a baktériumtorzsek a Staphylococcus
aureus rezisztenciat feliigyel6 halézatbol (NARSA), az Amerikai Tipusu Sejtkultura-gy(ij-
teménybdl (ATCC) és egy torzs kollekcid pedig a londoni Imperial College Fert6z6 Beteg-
ségek Epidemiologiai Osztalyardl szarmaztak. Felhivjuk a figyelmét, hogy az izoldtumok
tenyésztése nem Columbia agar lemezeken tortént. Minden pozitiv és negativ napi
kontroll a vart eredményt hozta.

Reprodukalhatdésagi vizsgalat

Az Alere” PBP2a SA Kultura Koldniateszt 3 kiilonb6z6 helyszinen zajlott vak kodolasu,
negativ és pozitiv mintékat tartalmazoé lemezmintakkal, két példanyban minden
lemezre. A résztvevék mindegyike egy-egy lemezt vizsgélt 5 kiilonb6z6 napon keresztil.
A vart eredményekkel valé egyezés 100,0% (600/600) volt. Nem volt szignifikéns eltérés
a futtatasokon beliil (egy kezeld altal tesztelt replikdk), a futtatasok kozott (5 kiilonb6z6
nap), a helyszinek kozott (3 helyszin) és a kezel6 személyek kozott sem (6 kezeld). Felhiv-
juk a figyelmét, hogy az izolatumok tenyésztése nem Columbia agar lemezeken tortént.
Minden pozitiv és negativ napi kontroll a vart eredményt hozta.
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Szimbélumok Miiszaki szolgalat
Tanéacsadas
Tovébbi informaciokért forduljon a helyi forgalmazéhoz vagy az Alere” M(iszaki

szolgalathoz az alabbi elérhetéségen:

Tekintse meg a Meghatalmazott képviseld az In vitro orvosi USA

hasznélati dtmutatot Eurépai Unidban diagnosztikai eszkoz 1-877-866-9341 TS.SCR@alere.com
Afrika, Oroszorszag, FAK
+972 8 9429 683 ARCISproductsupport@alere.com
o Azsiai és csendes-6ceani térség
Katalégusszam CE-jelolés Gyarto

+617 3363 7711 APproductsupport@alere.com

Kanada
+1 800 818 8335 CANproductsupport@alere.com

-
<

Eurépa és Kozel-Kelet

Veszélyjelzés. Lasd a Biztonsagi | A készlet tartalma 25 teszt +44 161 483 9032

B} o e > EMEproductsupport@alere.com
rendelkezések cim részt. elvégzésére elegendd

Hoémérsékleti korlatok
Latin-Amerika

® g +57 26618797 LAproductsupport@alere.com

Ne hasznalja fel ujra Tételszam Lejarat 893-000

Megrendelési informaciok és elérhetoségek Szakirodalom

893-000 Alere” PBP2a SA Culture Colony Test 1. Lodise TP, McKinnon PS. Clinical and economic impact of methicillin resistance
USA: 1 877 441 7440 in patients with Staphylococcus aureus bacteremia. Diagn Microbiol Infect Dis.

USA-n kiviil: +1 321 441 7200 2005 Jun; 52(2):113-22.
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Uso previsto

L'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test & un’analisi immunocromatografica
qualitativa in vitro, destinata al rilevamento rapido della proteina 2a legante

la penicillina (PBP2a), in isolati identificati come Staphylococcus aureus, come
ausilio nell'identificazione dello Staphylococcus aureus resistente alla meticillina
(MRSA).

Riassunto e spiegazione del test

I rilevamento tempestivo delle infezioni causate da stafilococco resistente alla
meticillina consente di ridurre i costi delle cure sanitarie, cruciali nell'intento di
ridurre la morbilita e la mortalita dei pazienti, di moderare I'uso empirico della
vancomicina e di prendere decisioni convenienti per la gestione ottimale dei
pazienti.!

Per i metodi tradizionali di analisi della suscettibilita antibatterica possono essere
necessarie piu di 24 ore, mentre |'identificazione del gene mecA & costosa e
richiede un'esecuzione dispendiosa in termini di tempo. Tuttavia, il rilevamento
della proteina 2a legante la penicillina (PBP2a) & vantaggioso rispetto alla tecnica
mecA, poiché non solo identifica i ceppi ospiti del gene mecA, ma anche quelli
che producono la proteina che conferisce resistenza alla meticillina.

L'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test costituisce un metodo semplice e rapido
per il rilevamento della proteina PBP2a presente negli isolati di Staphylococcus
aureus resistente alla meticillina.
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Principi della procedura

L'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test & un’analisi immunocromatografica
rapida per membrane, che usa i frammenti anticorpali monoclonali ricombinanti
altamente sensibili (rFab) per rilevare la proteina PBP2a direttamente dagli isolati
batterici. La proteina rFab e quella di controllo sono immobilizzate al di sopra di
una membrana di nitrocellulosa, sotto forma di due linee distinte e combinate
con un tampone campione, un tampone coniugato rosa/viola e un tampone
assorbente per formare una striscia di analisi.

Gli isolati sono campionati direttamente dalla piastra di coltura e versati in una
provetta contenente il reagente 1. Si aggiunge quindi il reagente 2, mentre si
inserisce la striscia di analisi all'interno della provetta per analisi. | risultati sono
letti visivamente dopo 5 minuti.

Reagenti e materiali
Materiali forniti nel kit dell'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test

e Strisce per analisi: striscia ricoperta da uno strato di plastica con frecce di
direzione per indicare la posizione di test.

e Reagente 1: soluzione alcalina trasparente, blu.

e Reagente 2: soluzione trasparente lievemente acida, che contiene il tampone
sodio azide e tensioattivi.

¢ Provette per analisi

e Rack per analisi

IT



Materiali necessari ma non forniti:

Orologio, timer o cronometro, anse da inoculo, agitatore Vortex e ceppi di
controllo positivi e negativi esterni.

Controlli esterni positivi e negativi

| controlli raccomandati sono riportati di seguito. In alternativa, i laboratori
possono utilizzare i ceppi di S. aureus resistenti e sensibili utilizzati di solito,
purché i risultati del controllo siano conformi ai valori previsti.

Controllo positivo: Staphylococcus aureus, ATCC n. 43300
Controllo negativo: Staphylococcus aureus, ATCC n. 25923

Precauzioni

1. Esclusivamente per uso diagnostico in vitro.

2. In caso di conservazione in frigorifero, lasciare che i componenti del kit
raggiungano la temperatura ambiente (15-30 °C) prima dell'uso.

3. Lasciare le strisce per analisi nel relativo involucro fino a immediatamente
prima dell'uso.

4. Evitare il contatto dei reagenti e della striscia per analisi con pelle e occhi.

5. Non utilizzare il kit oltre la data di scadenza.

6. Non scambiare o mescolare i componenti appartenenti a kit con lotti diversi.

7. Come con tutti i campioni batterici, i controlli e le strisce di analisi possono
contenere organismi patogeni; manipolare adottando le opportune
precauzioni e smaltire i materiali in maniera sicura, in contenitori destinati ai
rifiuti a rischio biologico.

8. L'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test va eseguito esclusivamente su isolati
di Staphylococcus aureus.

9. llreagente 1 contiene idrossido di sodio.

Pericolo, provoca gravi ustioni cutanee e lesioni oculari. ‘

10.
11.

12.

Le schede di sicurezza per questo prodotto sono disponibili su richiesta.
Seguire le ordinanze nazionali, regionali e locali in vigore per le normative
relative allo smaltimento dei rifiuti.
Il reagente 2 contiene sodio azide.

Conservazione e stabilita
Conservare i componenti del kit a temperatura ambiente o in frigorifero (2-30 °C).

Il kit Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test e i reagenti sono stabili fino alla data di
scadenza riportata sulla confezione esterna.

Controllo di qualita

Controllo di qualita giornaliero:

L'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test & dotato di controlli procedurali positivi
e negativi. Ai fini del controllo di qualita, Alere consiglia la registrazione di detti
controlli per ciascuna analisi.

Controlli procedurali:

A

La comparsa di una linea rosa/viola dove si trova la “linea di controllo” puo
essere considerata come un controllo procedurale positivo interno e compare
sempre in caso di flusso capillare.

. Rispetto al colore della linea di controllo, il fondo della striscia per analisi
dovrebbe diventare bianco entro 5 minuti.

56 Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test



Controlli positivi e negativi esterni:
Costituisce buona prassi di laboratorio utilizzare controlli positivi e negativi per
accertare:

¢ il debito funzionamento dei reagenti e

* |a corretta esecuzione del test.
Per ciascun nuovo lotto, & necessario procedere all'analisi dei controlli esterni
positivi e negativi preposti al monitoraggio dell’intera analisi. Registrare i risultati

di tali campioni di controllo. Per ulteriori istruzioni, fare riferimento alla sezione
Procedura di preparazione dei campioni.

| controlli raccomandati sono riportati di seguito. In alternativa, i laboratori
possono utilizzare i ceppi di S. aureus resistenti e sensibili utilizzati di solito,
purché i risultati del controllo siano conformi ai valori previsti.

Ceppi di controllo consigliati:
Controllo positivo: Staphylococcus aureus ATCC n. 43300
Controllo negativo: Staphylococcus aureus ATCC n. 25923

E possibile sottoporre a test altri controlli per garantire la conformita alle
¢ normative locali, regionali e/o nazionali,

® aj gruppi di accreditamento e/o

¢ alle procedure standard per il controllo di qualita vigenti presso il laboratorio
in cui si opera.

Non registrare i risultati di controllo non corretti. Rivolgersi all'assistenza tecnica
(fare riferimento alla sezione Recapiti e informazioni per ordinare).
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Raccolta e manipolazione dei campioni

| campioni sono isolati batterici di Staphylococcus aureus. Si consiglia di utilizzare
colture fresche (<24 ore). Le prestazioni dell'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test
non sono state stabilite per I'uso su campioni refrigerati.

Terreni di coltura

E possibile analizzare le colonie di S. aureus da uno dei seguenti terreni di coltura:

¢ Tryptone Soy Agar (Agar soia triptico) con il 5% di sangue di montone
(sangue TSA)

e Agar Columbia con il 5% di sangue di montone
e Agar Mueller Hinton

Procedure di controllo

1. Preparare una coltura secondaria del ceppo di controllo su una piastra di
coltura. Incubare la piastra per una notte a 33-35 °C per 18-24 ore.

2. Seguire la procedura dell'analisi riportata di seguito.
Procedura dell'analisi

In caso di conservazione in frigorifero, lasciare che i reagenti e le strisce per
analisi raggiungano la temperatura ambiente (15-30 °C) prima dell'esecuzione
del test.

E possibile eseguire il test da colonie ben isolate sulla piastra principale se vi &
crescita sufficiente, oppure da una coltura secondaria dell'isolato.

IT



1. Reggendo il flacone contagocce in verticale, aggiungere due gocce di
reagente 1 in una provetta.

2. Prelevare 1 pl di campione mediante un'ansa da inoculo colma (un inoculo
denso) da colonie ben isolate sulla piastra di coltura, versarlo nella provetta
e mescolare accuratamente.

3. Reggendo il flacone contagocce in verticale, aggiungere due gocce di
reagente 2 nella provetta.

4. Agitare brevemente su Vortex. La soluzione blu deve diventare trasparente Positivo Negatlvo Non valido
(se il colore non cambia, aggiungere un'altra goccia di reagente 2 e
miscelare finché il campione non diventi trasparente).
5. Inserire la striscia per analisi nella provetta con le frecce rivolte verso il | | — | [ |
basso.
6. Dopo cinque (5) minuti, estrarre la striscia per analisi dalla provetta e leggere sl Controllo sl Controllo s Controllo
il risultato dell'analisi.
 Campione Campione | m Campione
Interpretazione dei risultati
Il grafico per I'interpretazione dei risultati rappresenta un ausilio nella lettura della ] ] 1

striscia per analisi. [111 [111 P HH

La linea di controllo ROSA/VIOLA compare sulla meta superiore della striscia per
analisi in presenza di un campione negativo. Non compaiono altre linee.

Dimensione

La linea di controllo ROSA/VIOLA compare INSIEME a una seconda linea L | effettiva
campione ROSA/VIOLA al di sotto di essa, sulla meta inferiore della striscia per Refertazione dei risultati
analisi in presenza di un campione posntwo_ : Qualsiasi linea campione, anche se Risultato Refertazione consigliata
scarsamente visibile, indica un risultato positivo.

Positivo Positivo per PBP2a
Il test non & valido se la linea di controllo ROSA/VIOLA non compare, . .
indipendentemente dalla presenza della linea campione. Ripetere i test non Negativo Negativo per PBP2a
validi usando una nuova striscia per analisi. Se il problema persiste, contattare Non valido  Indeterminato; non refertare. Ripetere il test sul campione e,
I'assistenza tecnica Alere™. se il problema persiste, contattare I'assistenza tecnica Alere™.
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Prestazioni cliniche

Le prestazioni cliniche dell'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test sono state
determinate mediante uno studio clinico multicentrico condotto nel 2013 presso
tre (3) laboratori distanti geograficamente.

Sono stati valutati in totale 454 campioni di S. aureus con I'Alere™ PBP2a SA
Culture Colony Test, rispetto ai risultati della disco-diffusione di cefoxitina da

30 pg e interpretati secondo gli standard CLSI. Le prestazioni dell'Alere™ PBP2a
SA Culture Colony Test rispetto alla disco-diffusione di cefoxitina, con gli intervalli
di confidenza del 95% e la stratificazione per tipo di piastra sono riportati in
Tabella 1.

Tutti i controlli positivi e negativi giornalieri hanno generato i risultati previsti.

Tabella 1: Prestazioni dell'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test rispetto alla
disco-diffusione di cefoxitina (30 pg) negli isolati di S. aureus: Risultati per
tipo di piastra

1.C. 95%

Sensibilita Specificita

Tipo di piastra

Piastra principale' | 100,0% (129/129) | (97,1,100,0) 98,5% (134/136) (94,8,99,6)

Agar soia triptico
con il 5% di
sangue di
montone

99,1% (213/215) (96,7,99,8) 99,2% (237/239) (97,0,99,8)

Agar Columbia con
il 5% di sangue di
montone

98,6% (212/215) (96,0, 99,5) 99,2% (237/239) (97,0, 99,8)

Mueller Hinton
con induzione
di cefoxitina da
30 g

99,1% (213/215) (96,7,99,8) 99,6% (238/239) 97,7,99,9)

1: L'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test & stato eseguito dalle piastre principali presso 2 dei 3 siti
clinici. Le piastre primarie erano costituite da Agar soia triptico o Agar Columbia, a eccezione di due
campioni su piastra non nota.
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Prestazioni analitiche
Reattivita e specificita analitiche

Sono stati analizzati 162 ceppi di Staphylococcus aureus resistente alla meticillina
(MRSA) e 112 ceppi di Staphylococcus aureus sensibili alla meticillina (MSSA)
con I'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test fornendo i risultati previsti. Tali ceppi
batterici sono stati ottenuti dal Network on Antimicrobial Resistance in Staphylo-
coccus aureus (NARSA), American Type Culture Collection (ATCC) e una raccolta
di ceppi dal Department of Infectious Disease Epidemiology dell'lmperial College
di Londra, Inghilterra. Notare che gli isolati analizzati non sono stati coltivati

su piastre di Agar Columbia. Tutti i controlli positivi e negativi giornalieri hanno
generato i risultati previsti.

Studio di riproducibilita

Uno studio dell'Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test € stato condotto presso

3 siti separati, utilizzando pannelli di campioni con codifica in cieco, contenenti
campioni positivi e negativi in duplicato per ciascun pannello. | partecipanti hanno
testato ciascuno un pannello in 5 giorni diversi. La corrispondenza dei risultati
del test rispetto a quelli previsti & stata del 100,0% (600/600). Non sono state
riscontrate differenze significative all'interno della stessa analisi (repliche testate
da un solo operatore), tra le analisi (5 giorni diversi), tra i siti (3 siti) o tra gli opera-
tori (6 operatori). Notare che gli isolati analizzati non sono stati coltivati su piastre
di agar Columbia. Tutti i controlli positivi e negativi giornalieri hanno generato i
risultati previsti.
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Simboli

Assistenza tecnica
e

=

Consultare le
istruzioni per I'uso

Rappresentante autorizzato
nella Comunita Europea

B

Dispositivo medico-
diagnostico in vitro

B

Numero di catalogo

q

Marchio CE

Produttore

—

Limiti di temperatura

Pittogramma di pericolo.
Vedere le precauzioni.

<

I kit contiene materiali
sufficienti per 25 test

Q)

Non riutilizzare

LOT

Codice di lotto

o

Utilizzare entro

Recapiti e informazioni per ordinare

893-000
USA: +1 877 441 7440

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test

Fuori dagli USA: +1 321 441 7200

1za telefonica
E possibile ricevere maggiori informazioni dal proprio distributore oppure
contattando I'assistenza tecnica Alere™ ai seguenti recapiti:
Stati Uniti
+1-877-866-9341
Africa, Russia, CIS
+972 8 9429 683

TS.SCR@alere.com

ARCISproductsupport@alere.com
Asia Pacifico
+617 3363 7711
Canada

+1 800 818 8335
Europa e Medio Oriente

+44 161 483 9032 EMEproductsupport@alere.com

APproductsupport@alere.com

CANproductsupport@alere.com

America Latina

+57 2 6618797 LAproductsupport@alere.com

893-000
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@W PBP2a SA Culture Colony Test

Beoogd gebruik

De Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test is een hoogwaardige in vitro
immunochromatografische assay voor snelle detectie van penicillinebindend
proteine 2a (PBP2a) in isolaten die zijn geidentificeerd als Staphylococcus aureus;
de assay dient als hulpmiddel voor de detectie van meticillineresistente Staphyilo-
coccus aureus (MRSA).

Samenvatting en toelichting van de test

Tijdige detectie van infecties van meticillineresistente Staphylococcus aureus leidt
tot lagere kosten voor de gezondheidszorg, is essentieel voor het terugdringen
van de morbiditeit en mortaliteit van patiénten, vermindert het empirisch gebruik
van vancomycine en maakt kosteneffectieve beslissingen mogelijk voor optimaal
patiéntbeheer.!

Conventionele methoden voor het testen van antimicrobiéle vatbaarheid kunnen
meer dan 24 uur in beslag nemen, en de identificatie van het mecA-gen is duur
en tijdrovend. De detectie van penicillinebindend proteine 2a (PBP2a) geniet

de voorkeur boven de detectie van mecA bij het identificeren van stammen die
niet alleen het mecA-gen herbergen, maar ook de proteine produceren die de
resistentie voor meticilline veroorzaakt.

De Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test biedt een snelle, eenvoudige methode
voor het detecteren van de PBP2a-proteine die voorkomt in isolaten van
meticillineresistente Staphylococcus aureus.

Principes van de procedure

De Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test is een snelle assay voor immunochro-
matografisch membraan. De assay maakt gebruik van uiterst gevoelig recombi-
nante monoklonale antistoffragmenten (rFabs) voor de rechtstreekse detectie van
de PBP2a-proteine in bacteriéle isolaten. De rFab en een controle-eiwit worden
op een nitrocellulosemembraan geimmobiliseerd als twee afzonderlijke lijnen

en gecombineerd met een monsterpad, een roze/paarse conjugeerpad en een
absorptiepad om een teststrook te vormen.

Isolaten worden rechtstreeks vanaf de petrischaal met de cultuur bemonsterd
en geélueerd in een monsterbuisje met Reagens 1. Vervolgens wordt Reagens 2
toegevoegd en wordt de teststrook geplaatst in het monsterbuisje. De resultaten
kunnen na 5 minuten visueel worden afgelezen.

Reagentia en materialen
Materialen die worden geleverd in de Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Kit

e Teststroken: Een teststrook in een plastic omhulsel met pijlen die de
testrichting aangeven.

e Reagens 1: Een heldere, blauwe alkalineoplossing.

¢ Reagens 2: Een heldere, licht zure oplossing met natriumazidebuffer en
surfactanten.

* Monsterbuisjes
e Testrekken
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Benodigde, niet meegeleverde materialen

Klok, timer of stopwatch, entogen, vortexmixer en externe positieve en negatieve
controlestammen.

Externe positieve en negatieve controles
Hieronder vindt u de aanbevolen controles. Laboratoria kunnen als alternatief ook
resistente en gevoelige S. aureus-stammen gebruiken die routinematig worden
gebruikt, wat controleresultaten biedt als verwacht.

Positieve controle: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300

Negatieve controle: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923

Voorzorgsmaatregelen

1. Uitsluitend voor in-vitro diagnostisch gebruik.

2. Indien gekoeld dient u alle onderdelen van de kit op kamertemperatuur
(15-30°C) te laten komen voordat u deze gebruikt.

3. Verbreek de verzegeling van het foliezakje met de teststroken pas vlak
voor gebruik.

4. Vermijd dat het reagens of de teststrook in contact komt met de huid of ogen.

5. Gebruik de kit niet na de vervaldatum.

6. Gebruik onderdelen van kits met verschillende partijinummers niet door elkaar
en verwissel deze niet.

7. Zoals bij alle bacteriéle monsters kunnen controles en teststroken pathogene
organismen bevatten; hanteer de nodige voorzorgsmaatregelen en voer de
materialen veilig af in containers voor gevaarlijk biologisch afval.

8. De Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test dient uitsluitend te worden
uitgevoerd op isolaten van Staphylococcus aureus.

9. Reagens 1 bevat natriumhydroxide.
Gevaar: veroorzaakt ernstige brandwonden op de huid en oogletsel.

10. Veiligheidsinformatiebladen voor dit product zijn verkrijgbaar op aanvraag.
11. Volg de landelijke en regionale verordeningen voor afvalverwerking.
12. Reagens 2 bevat natriumazide.

Opslag en stabiliteit
Bewaar de onderdelen van de kit bij kamertemperatuur of in de koeling (2-30°C).

De Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Kit en reagentia zijn stabiel tot de op de
buitenverpakking aangegeven vervaldatum.

Kwaliteitscontrole
Dagelijkse kwaliteitscontrole:
De Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test omvat positieve en negatieve proce-

durecontroles. Met het oog op de kwaliteitscontrole acht Alere het raadzaam om
deze controles te documenteren voor elke test die wordt uitgevoerd.

Procedurecontroles:

A. De roze/paarse lijn op de plaats van de 'controlelijn' kan worden beschouwd
als een interne procedurecontrole. Als er capillaire stroming is opgetreden,
verschijnt deze lijn altijd.

B. Ten opzichte van de kleur van de controlelijn moet de achtergrondkleur van de
teststrook binnen 5 minuten wit zijn.
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Externe positieve en negatieve controles:
Goede laboratoriumpraktijken bevelen het gebruik van positieve en negatieve
controles aan om het volgende te waarborgen:

¢ de testreagentia werken en

e de testis correct uitgevoerd.
Voor elke nieuwe partij dienen externe positieve en negatieve controles te worden
getest. Deze vormen een controle voor de gehele assay. De resultaten van deze

controlemonsters dienen te worden vastgelegd. Raadpleeg het gedeelte Voorbe-
reidingsprocedure voor monsters voor verdere instructies.

Hieronder vindt u de aanbevolen controles. Laboratoria kunnen als alternatief ook
resistente en gevoelige S. aureus-stammen gebruiken die routinematig worden
gebruikt, wat controleresultaten biedt als verwacht.
Aanbevolen controlestammen:

Positieve controle: Staphylococcus aureus ATCC # 43300

Negatieve controle: Staphylococcus aureus ATCC # 25923
Andere controles kunnen worden getest om te voldoen aan

* |okale, provinciale, landelijke of Europese voorschriften,

e accrediterende organisaties en/of

¢ standaardprocedures voor kwaliteitscontrole in uw laboratorium.
Als er geen correcte controleresultaten worden verkregen, dienen de resultaten

niet te worden gerapporteerd. Neem contact op met de technische ondersteuning
(raadpleeg het gedeelte Bestellen en contactgegevens).

Monsters verzamelen en hanteren

Monsters zijn bacteriéle isolaten van Staphylococcus aureus. Het wordt
aanbevolen verse culturen (<24 uur) te gebruiken. De prestaties van de Alere™
PBP2a SA Culture Colony Test zijn niet vastgesteld voor gebruik met gekoelde
monsters.

Cultuurmedia
S. aureus-kolonies kunnen worden getest aan de hand van een van de volgende
cultuurmedia:
¢ Tryptone Soy Agar (Tryptic Soy Agar) met 5% schapenbloed (TSA-bloed)
e Columbia Agar met 5% schapenbloed
e Mueller Hinton Agar

Controleprocedures

1. Maak op een petrischaal een subcultuur van de controlestam. Incubeer de
petrischaal 's nachts gedurende 18-24 uur op 33-35°C.

2. Volg de onderstaande assayprocedure.

Assayprocedure

Indien gekoeld dient u alle reagentia en teststroken op kamertemperatuur
(15-30°C) te laten komen voordat u gaat testen.

63 Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test



De test kan worden uitgevoerd met goed geisoleerde kolonies op de primaire
petrischaal indien er voldoende groei is of met een subcultuur van het isolaat.

1. Houd de druppelfles verticaal en voeg twee druppels Reagens 1 toe aan een
monsterbuisje.

2. Neem met een bacteriologisch entoog voor 1 pl één volle schep van
het monster (een zwaar inoculum) van goed geisoleerde kolonies op de
petrischaal. Plaats de inhoud in het buisje en meng het grondig.

3. Houd de druppelfles verticaal en voeg twee druppels Reagens 2 toe aan het
buisje.

4. Meng kort met een vortexmixer. De blauwe oplossing dient een heldere kleur
te krijgen. (Als de kleur niet verandert, voegt u nog één druppel Reagens 2 toe
en mengt u het tot het monster helder wordt.)

5. Steek de teststrook met de pijlen naar beneden in het reageerbuisje.

6. Haal de teststrook na vijf (5) minuten uit het buisje en lees het
assayresultaat af.

Interpretatie van resultaten

Voor hulp bij het aflezen van de teststrook raadpleegt u de Grafiek voor interpre-
tatie van resultaten.

Bij een negatief monster verschijnt er in de bovenste helft van de teststrook een
ROZE/PAARSE controlelijn. Er verschijnt geen andere lijn.

Bij een positief monster verschijnt er behalve de ROZE/PAARSE controlelijn
daaronder OOK een tweede ROZE/PAARSE monsterlijn in de onderste helft van
de strook. Elke monsterlijn, hoe zwak ook, geeft een positief resultaat weer.

Een test is ongeldig als er geen ROZE/PAARSE controlelijn verschijnt, ongeacht
of er een monsterlijn verschijnt of niet. Herhaal ongeldige tests met een nieuwe
teststrook. Bel de technische ondersteuning van Alere™ als het probleem zich
blijft voordoen.

Positief Negatief Ongeldig
e Controle m Controle
e |\ONSter Monster |
[11] [11] [

Resultaten melden

Resultaat
Positief
Negatief
Ongeldig
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Voorgestelde rapportage

Positief voor PBP2a
Negatief voor PBP2a

Onbepaald; niet rapporteren. Test het monster opnieuw
en neem contact op met de technische ondersteuning van

Alere™ als het probleem zich blijft voordoen.

Controle

Monster

Werkelijke
grootte



Klinische prestaties

De Klinische prestaties van de Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test zijn vast-
gesteld in een klinisch multicenteronderzoek dat is uitgevoerd in 2013 bij drie (3)
geografisch verspreide laboratoria.

In totaal werden 454 S. aureus-monsters geévalueerd in de Alere™ PBP2a SA
Culture Colony Test. De resultaten werden vergeleken met de resultaten van
schijfdiffusie met 30 pg cefoxitine en geinterpreteerd volgens de CLSI-normen.
In tabel 1 staat een vergelijking van de Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test
met schijfdiffusie met cefoxitine, inclusief 95% betrouwbaarheidsintervallen en
geordend op type petrischaal.

Alle positieve en negatieve dagelijkse controles hebben de verwachte resultaten
opgeleverd.

Tabel 1: Prestaties van de Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test t.o.v.
schijfdiffusie met cefoxitine (30 pg) in S. aureus-isolaten: Resultaten per type
petrischaal

95% betrouwba

95% betrouwbaal

Sensitiviteit heidsinterval heidsinterval

Type petrischaal Specificiteit

Primaire 100,0% 98,5%
” 97,1, 100,0 94,8,99,6
petrischaal’ (129/129) ¢ ) (134/136) ¢ )
Tryptic Soy 99,1% 99,2%
Agar met 5% 7 (96,7,99,8) e (97,0,99,8)
schapenbloed (213/215) (237/239)
Columbia Agar 98.6% 99.2%
met 5% ’ (96,0, 99,5) - (97,0,99,8)
schapenblood (212/215) (237/239)
Miiller-Hinton
met 30 pg 99,1% 99,6%
- 96,7, 99,8 97,7,99,9
cefoxitine- (213/215) ( ) (238/239) ( )
inductie

1: De Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test is op 2 van de 3 klinische locaties uitgevoerd vanaf
primaire petrischalen. De primaire petrischalen waren Tryptic Soy Agar of Columbia Agar, met
uitzondering van twee monsters van een onbekend type petrischaal.

Analytische prestaties
Analytische reactiviteit en sensitiviteit

162 stammen meticillineresistente Staphylococcus aureus (MRSA) en 112
stammen meticillinegevoelige Staphylococcus aureus (MSSA) zijn getest met
de Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test en hebben de verwachte resultaten
opgeleverd. Deze bacteriéle stammen zijn verkregen van het Network on
Antimicrobial Resistance in Staphylococcus aureus (NARSA), de American Type
Culture Collection (ATCC) en een verzameling stammen van het Department

of Infectious Disease Epidemiology van de Imperial College in Londen,
Engeland. De geteste isolaten zijn niet van een cultuur voorzien met Columbia
Agar-petrischalen. Alle positieve en negatieve dagelijkse controles hebben de
verwachte resultaten opgeleverd.

Reproduceerbaarheidsonderzoek

Er is een onderzoek met de Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test uitgevoerd op
3 afzonderlijke locaties. Hierbij werden panels met geblindeerde, gecodeerde
monsters gebruikt met dubbele negatieve en positieve monsters in elk

panel. De deelnemers testten elk panel op 5 verschillende dagen. Er was
100,0% (600/600) overeenkomst met de verwachte testresultaten. Er waren geen
significante verschillen binnen tests (kopieén getest door één gebruiker), tussen
tests (5 verschillende dagen), tussen centra (3 locaties) of tussen gebruikers

(6 gebruikers). De geteste isolaten zijn niet van een cultuur voorzien met Columbia
Agar-petrischalen. Alle positieve en negatieve dagelijkse controles hebben de
verwachte resultaten opgeleverd.
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@W PBP2a SA Culture Colony Test

Tiltenkt bruk

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test er en kvalitativ, in vitro immunkromatogra-
fisk analyse for rask deteksjon av penicillinbindende protein 2a (PBP2a) i isolater
definert som Staphylococcus aureus til hjelp i & identifisere meticillin-resistent
Staphylococcus aureus (MRSA).

Oppsummering og forklaring av testen

Det er kjent at tidlig oppdaging av meticillin-resistente stafylokokkinfeksjoner
reduserer kostnader til helsevesenet, noe som er viktig for & redusere pasient-
sykelighet og -dedelighet, redusere empirisk bruk av vancomycin og muliggjere
kostnadseffektive avgjorelser for optimal pasientadministrasjon.’

Konvensjonelle metoder for testing av antimikrobisk mottakelighet kan ta over
24 timer, og mecA-genidentifisering er dyrt og tidkrevende & utfere. Detektering
av penicillin-bindende protein 2a (PBP2a) har imidlertid den fordelen fremfor
mecA i & identifisere strenger, at det ikke bare huser mecA-genet, men ogsa
produserer proteinet som overforer resistens mot meticillin.

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test gir en enkel og rask metode for & detektere
PBP2a-proteinet som er funnet i isolater av meticillin-resistent Staphylococcus
aureus.

Prinsipper for prosedyren

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test er en rask immunkromatografisk membra-
nanalyse som bruker hoysensitive rekombinante monoklonale antistoffragmenter
(rFabs) for & detektere PBP2a-proteinet direkte fra bakterieisolater. rFab- og et
kontrollprotein immobiliseres pa et nitrocellulosemembran som to atskilte linjer og
kombineres med et provefelt, et rosa/lilla konjugatfelt, samt et absorpsjonsfelt slik
at det danner en teststrimmel.

Isolatene provetas direkte fra kulturplaten og vaskes ut til et analyserer som
inneholder Reagens 1. Reagens 2 tilsettes s&, og teststrimmelen plasseres i
analyseroret. Resultatene leses av visuelt etter 5 minutter.

Reagenser og materialer
Materialer som folger med i Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test

e Teststrimler: En teststrimmel dekket med et plasttrekk med retningspiler som
viser testposisjon.

e Reagens 1: En klar, bl alkalisk lesning.

e Reagens 2: En Klar, lett sur lasning som inneholder natriumazidbuffer og
surfaktanter.

Analyseror
o Teststativer

Materialer som er ngdvendige, men som ikke falger med:

Klokke, tidtaker eller stoppeklokke, bakteriologiske sloyfer, vorteksblander og
eksterne positive og negative kontrollstrenger.
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Eksterne positive og negative kontroller

De anbefalte kontrollene er listet opp nedenfor. Alternativt kan laboratorier bruke
resistente og sensitive S. aureus-strenger som brukes rutinemessig, forutsatt at
kontrollresultatene er som forventet.

Positiv kontroll: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300
Negativ kontroll: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923

Forholdsregler
Bare til bruk ved in vitro-diagnostikk.

La teststrimlene ligge forseglet i folieposen frem til rett for bruk.

Unnga at hud og syne kommer i kontakt med reagenser og teststimmelen.

Ikke bruk settet etter utlopsdatoen.

Ikke bland eller bytt ut komponenter fra sett som kommer fra forskjellige

serier.

7. Som med alle bakterieprover kan kontroller og teststrimler inneholde
patogene organismer. Handter med egnede forsiktighetsregler og kasser
materialet trygt i beholdere for biologisk farlig avfall.

8. Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test skal utferes bare pé isolater av
Staphylococcus aureus.

9. Reagens 1 inneholder natriumhydroksyd.

Fare, forarsaker alvorlige hudforbrenninger og oyeskader.

[

10. Sikkerhetsdatablad for dette produktet er tilgjengelig pa forespersel.

11. Folg dine nasjonale, regionale og lokale forordninger i samsvar med
renovasjonsforskrifter.

12. Reagens 2 inneholder natriumazid.

Hvis settet er avkjolt, skal det utjevnes til romtemperatur (15-30 °C) for bruk.

Oppbevaring og sterilitet

Oppbevar settets komponenter i romtemperatur under kjeling (2-30 °C).

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test og reagenser er stabile frem til utlepsdato-
en som stér pa den ytre emballasjen.

Kvalitetskontroll
Daglig kvalitetskontroll:
Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test har innebygde positive og negative prose-

dyrekontroller. Alere foreslar at du registrerer disse kontrollene for hver testkjering,
for kvalitetskontroll.

Prosedyrekontroller:

A. Utseendet til en rosa/lilla linje pa "kontrollinjens" plassering kan anses som en
intern positiv prosedyrekontroll. Hvis kapilleerflyt har oppstétt, vil denne linjen
alltid vises.

B. Til sammenligning med fargen pa kontrollinjen skal bakgrunnsfargen pa
teststrimmelen vaere hvit innen 5 minutter.

Eksterne positive og negative kontroller:
God laboratoriepraksis foreslar bruk av positive og negative kontroller for &
sikre at:
* testreagensene fungerer, og at
e testen utfores pa riktig mate.
Eksterne positive og negative kontroller skal testes for hver ny serie. Disse overva-

ker hele analysen. Resultatene av disse kontrollprevene skal registreres.
Se avsnittet Prosedyre for klargjering av prove for ytterligere instruksjoner.
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De anbefalte kontrollene er listet opp nedenfor. Alternativt kan laboratorier bruke
resistente og sensitive S. aureus-strenger som brukes rutinemessig, forutsatt at
kontrollresultatene er som forventet.

Anbefalte kontrollstrenger:
Positiv kontroll: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300
Negativ kontroll: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923
Andre kontroller kan testes for & samsvare med
* |okale, regionale og/eller statlige forskrifter,
e akkrediteringsgrupper og/eller

* laboratoriets standard kvalitetskontrollprosedyrer.

Hvis det ikke oppnas riktige kontrollresultater, skal resultatene ikke rapporteres.
Kontakt teknisk stotte (se avsnittet Bestillings- og kontaktinformasjon).

Provetaking og behandling
Provene er bakterieisolater av Staphylococcus aureus. Det anbefales & bruke
ferske kulturer (<24 timer). Utforelsen av Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test er
ikke fastsatt for bruk med avkjolte prover.
Kulturmedia
S. aureus-kolonier kan testes fra en hvilken som helst av falgende kulturmedia:

e Trypton-soya-agar (Tryptisk soya-agar) med 5 % saueblod (TSA-blod)

e Columbia-agar med 5 % saueblod

* Mueller Hinton-agar

Kontrollprosedyrer

1. Subkultiver kontrollstrengen pé en kulturplate. Inkuber platen over natten ved
33-35 °C i 18-24 timer.

2.  Foelg analyseprosedyren nedenfor.

Analyseprosedyre

Hvis reagenser og teststrimler er avkjolt, skal de utjevnes til romtemperatur
(15-30 °C) fer testing.

Testen kan utferes pa godt isolerte kolonier p& primeerplaten hvis det er tilstrekkelig
vekst, eller fra en underkultur av isolatet.

1. Hold drépetelleren loddrett og tilsett to draper med Reagens 1 i et proveror.

2. Taén fylt 1 pL bakteriologisk slayfe (et tungt inokulum) med prove fra godt
isolerte kolonier pa kulturplaten, og plasser den i reret og bland godt.

3. Hold drapetelleren loddrett og tilsett to draper med Reagens 2 i roret.

4.  Bland kort i vorteksblander. Den bla lgsningen ma bli klar (hvis fargen ikke
endres, tilsettes én drape til med Reagens 2, og det blandes til proven bli klar).
Sett inn teststrimmelen i analysereret med pilene pekende nedover.

6.  Etter fem (5) minutter trekkes teststrimmelen ut av reret og analyseresultatet
avleses.
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Tolkning av resultater

Se den grafiske fremstillingen av resultattolkning for hjelp til & lese av strimmelen.

For en negativ prove vises en ROSA/LILLA kontrollinje i den overste halvparten
av teststrimmelen. Det vises ingen annen linje.

For en positiv prave vises den ROSA/LILLA kontrollinjen, OG en andre ROSA/
LILLA prevelinje vises nedenfor den i den nederste halvparten av teststrimmelen.
Alle provelinjer, selv om de er svake, er positive.

En test er ugyldig hvis den ROSA/LILLA kontrollinjen ikke vises, uansett om en
provelinje vises eller ikke. Gjenta ugyldige tester med en ny teststrimmel. Kontakt
Alere™ teknisk stotte hvis problemet vedvarer.

Positiv Negativ Ugyldig
p Kontroll K Ontroll
" Prove Prove |
[11] [I1] [

Rapportering av resultater

Resultat
Positiv
Negativ
Ugyldig
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Foreslatt rapport

Positiv for PBP2a

Negativ for PBP2a

Ikke fastslatt, skal ikke rapporteres. Test en preve pa nytt og
kontakt Alere™ teknisk service-statte hvis problemet vedvarer.

Kontroll

Prove

Faktisk
starrelse



Klinisk ytelse

Den kliniske ytelsen til Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test ble fastslatt i en
flersenter klinisk studie utfert i 2013 ved tre (3) geografisk forskjellige laboratorier.

Totalt 454 S. aureus-prover ble evaluert i Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test,
sammenlignet med resultatene av 30 pg cefoksindiskdiffusjon og tolket i henhold
til CLSI-standardene. Ytelsen til Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test versus
cefoksindiskdiffusjon inkludert 95 % konfidensintervaller og stratifisert etter
platetype finnes i tabell 1.

Alle positive og negative daglige kontrollere genererte de forventede resultatene.

Tabell 1: Ytelsen til Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test vs. cefoksitin
(30 pg) diskdiffusjon i S. aureus-isolater: Resultater etter platetype

Sensitivitet 95 % C.l. Spesifisitet 95 % C.l.

Primaerplate’ | 100,0 % (129/129) | (97,1,100,0) | 98,5% (134/136) | (94,8,996)
Tryptisk soya-agar

ot 5 9% oo | 991% (213215 | (067,908 | 992% (237/239) | (67.0,998)

Columbia-agar med | = gq oo/ 515515 96,0,995) | 992 % (237/239) | (97,0,99,8)

5 % saueblod g 0, 99 i 0 99

Mueller Hinton

med30pg | 991 % (213/215) | (96,7,99.8) | 99,6 % (238/239) | (97,7,99.9)
cefoksitininduksjon

1: Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test ble utfert fra primeerplater ved 2 av 3 kliniske steder. Primaer-
plater var enten tryptisk soya-agar eller Columbia-agar med unntak av to prover av ukjent platetype.

Analytisk ytelse

Analytisk reaktivitet og spesifisitet

162 strenger med meticillin-resistent Staphylococcus aureus (MRSA) og 112
strenger med meticillin-sensitiv Staphylococcus aureus (MSSA) ble testet med
Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test med forventede resultater. Disse bakterie-
strengene ble hentet fra Network on Antimicrobial Resistance in Staphylococcus
aureus (NARSA), American Type Culture Collection (ATCC) og en samling av
strenger fra Department of Infectious Disease Epidemiology ved Imperial College
i London, England. Merk at isolater som ble testet, ikke ble dyrket ved bruk av
Columbia-agarplater. Alle positive og negative daglige kontrollere genererte de
forventede resultatene.

Repeterbarhetsstudie

En studie av Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test ble utfert ved 3 separate
steder, ved bruk av paneler med blindkodede prever som inneholdt negative og
positive praver i duplikat for hvert panel. Hver av deltakerne testet ett panel pa
5 ulike dager. Det var 100,0 % (600/600) sammenfall med forventede testresul-
tater. Det var ingen signifikante forskjeller innen kjeringer (like prover testet av
én operatar), mellom serien (5 forskjellige dager), mellom steder (3 steder) eller
mellom operatorer (6 operatorer). Merk at isolater som ble testet, ikke ble dyrket
ved bruk av Columbia-agarplater. Alle positive og negative daglige kontrollere
genererte de forventede resultatene.
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Indicacoes

O Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test é um ensaio imunocromatografico in
vitro qualitativo para a detegao rapida da proteina de ligagéo a penicilina 2a
(PBP2a) em isolados identificados como Staphylococcus aureus como um

auxiliar na identificacdo de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA).

Resumo e explicacao do teste

Sabe-se que a detecado precoce de infecdes estafilocdcicas resistentes a metici-
lina reduz os custos com os cuidados de saude, que sao criticos para o esforgo
de reduzir a morbidade e mortalidade dos pacientes, de reduzir a utilizagéo
empirica de vancomicina e permite a tomada de decisdes rentaveis para o trata-
mento ideal dos pacientes.'

Os métodos convencionais de teste de suscetibilidade antimicrobiana podem
demorar mais de 24 horas e a identificagdo do gene mecA é dispendiosa e
morosa. Contudo, a detegdo da proteina de ligagao a penicilina 2a (PBP2a) tem
a vantagem em relacdo ao método mecA de identificar estirpes que ndo sé sdo
portadoras do gene mecA, mas que também produzem a proteina que confere a
resisténcia a meticilina.

O Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test proporciona um método simples e
rapido de detetar a proteina PBP2a encontrada em isolados de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina.

Principios do procedimento

O Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test € um ensaio de membrana
imunocromatografico rapido que utiliza fragmentos de anticorpos monoclonais
recombinantes altamente sensiveis (rFabs) para detetar a proteina PBP2a
diretamente a partir de isolados bacterianos. O rFab e a proteina de controlo
s&o imobilizados numa membrana de nitrocelulose sob a forma de duas linhas
distintas e combinadas com um bloco de amostra, um bloco de conjugado cor
de rosa/roxo e um bloco de absorgao para formar uma tira de teste.

E efetuada a amostragem dos isolados diretamente a partir da placa de cultura
e a eluicdo num tubo de ensaio que contém o Reagente 1. Em seguida, é
adicionado o Reagente 2 e a tira de teste é colocada no tubo de ensaio. Os
resultados s&o lidos visualmente depois de decorridos 5 minutos.

Reagentes e materiais
Materiais fornecidos no Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Kit

¢ Tiras de teste: uma tira de teste revestida com uma cobertura plastica com
setas direcionais para indicar a posicao de teste.

* Reagente 1: uma solucao alcalina azul, transparente.

e Reagente 2: uma solucao transparente ligeiramente acida que contém
tampéo de azida de sodio e surfactantes.
¢ Tubos de ensaio

e Suportes de teste
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Materiais necessarios, mas nao fornecidos:

Reloégio, crondmetro, ansas bacteriolégicas, misturador vortex e estirpes de
controlo externo positivo e negativo.

Controlos externos positivos e negativos

Os controlos recomendados encontram-se listados abaixo. Como alternativa, os

laboratérios podem utilizar estirpes resistentes e sensiveis a S. aureus rotineira-

mente utilizadas, fornecendo resultados de controlo conforme previsto.
Controlo positivo: Staphylococcus aureus, n.° ATCC 43300

Controlo negativo: Staphylococcus aureus, n.° ATCC 25923

Precaucoées

1. Apenas para utilizagdo em diagnésticos in vitro.

2. Se tiverem sido refrigerados, permita que todos os componentes do kit
atinjam a temperatura ambiente (15-30 °C) antes da respetiva utilizagao.

3. Deixe a tira de teste selada na respetiva bolsa de folha de aluminio até ao
momento da utilizagcdo.

Nao utilize o kit apds o prazo de validade.

Nao trogque nem misture componentes de kits de lotes diferentes.

Tal como sucede com todas as amostras bacterianas, os controlos e

tiras de teste podem conter microrganismos patogénicos; manuseie com

as precaugdes apropriadas e elimine os materiais de forma segura em

recipientes para residuos com risco biolégico.

8. O Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test devera ser efetuado apenas em
isolados de Staphylococcus aureus.

9. O Reagente 1 contém hidréxido de sédio.

Perigo: provoca queimaduras cutaneas e lesdes oculares graves. ‘

N o o s

Evite o contacto da pele e dos olhos com os reagentes e com a tira de teste.

10. Fichas de dados de segurancga disponiveis para este produto a pedido.

11. Seguir os regulamentos nacionais, regionais e locais em conformidade com
os regulamentos relativos a eliminagéo de residuos.

12. O Reagente 2 contém azida de sédio.

Conservacao e estabilidade
Conserve os componentes do kit & temperatura ambiente ou refrigerados
(2-30 °C).

O Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Kit e os reagentes mantém-se estaveis
até as datas de validade indicadas na sua embalagem exterior.

Controlo de qualidade

Controlo de qualidade diario:

O Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test possui controlos de procedimento posi-
tivos e negativos integrados. Para o controlo de qualidade, a Alere sugere que
registe estes controlos para cada execucao de teste.

Controlos de procedimento:

A. O aparecimento de uma linha cor de rosa/roxa na posigéo da “linha de
controlo” pode ser considerado como um controlo de procedimento positivo
interno. Se ocorrer um fluxo capilar, esta linha aparecera sempre.

B. Em comparagdo com a cor da linha de controlo, a cor de fundo na tira de teste
devera ser branca no espago de 5 minutos.
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Controlos externos positivos e negativos:
As boas praticas laboratoriais sugerem a utilizagdo de controlos positivos e
negativos para assegurar que:

e os reagentes de teste estdo a funcionar e

¢ o teste é realizado de forma correta.
Para cada novo lote, devem ser testados controlos externos positivos e nega-
tivos. Estes irdo monitorizar todo o ensaio. Os resultados destas amostras de

controlo deverdo ser registados. Consulte a secgé@o Procedimento de preparacdo
de amostras para obter instrugdes adicionais.

Os controlos recomendados encontram-se listados abaixo. Como alternativa, os
laboratérios podem utilizar estirpes resistentes e sensiveis a S. aureus rotineira-
mente utilizadas, fornecendo resultados de controlo conforme previsto.
Estirpes de controlo recomendadas:

Controlo positivo: Staphylococcus aureus, n.° ATCC 43300

Controlo negativo: Staphylococcus aureus, n.° ATCC 25923
Outros controlos podem ser testados de forma a respeitarem:

¢ as regulamentacdes locais, estatais e/ou federais,

® 0s grupos de acreditacdo e/ou

e 0s procedimentos padrao de Controlo de Qualidade do seu laboratério.

Se nao forem obtidos os resultados de controlo corretos, ndo comunique os
resultados. Contacte o Apoio Técnico (consulte a seccao de Informagdes de
encomenda e contacto).

Colheita e manuseamento das amostras

As amostras s&o isolados bacterianos de Staphylococcus aureus. E recomendada
a utilizagéo de culturas recém-preparadas (<24 horas). O desempenho do Alere™
PBP2a SA Culture Colony Test ainda néo foi estabelecido para utilizacdo com
amostras refrigeradas.

Meio de cultura
As coldnias de S. aureus podem ser testadas a partir de qualquer um dos
seguintes meios de cultura:

e Agar de soja triptona (Agar de soja triptica) com sangue de ovino a 5%
(sangue para TSA)

e Agar Columbia com sangue de ovino a 5%
e Agar Mueller Hinton

Procedimentos de controlo

1.  Efetue a subcultura da estirpe de controlo numa placa de cultura. Incube
a placa de um dia para o outro a uma temperatura de 33-35 °C durante
18-24 horas.

2. Siga o Procedimento do ensaio abaixo.
Procedimento do ensaio

Se tiverem sido refrigerados, permita que os reagentes e as tiras de teste atinjam
a temperatura ambiente (15-30 °C) antes de proceder ao teste.

O teste pode ser efetuado a partir de coldnias bem isoladas na placa primaria se
se verificar um crescimento suficiente ou a partir de uma subcultura do isolado.
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1. Segurando no conta-gotas na posicéo vertical, adicione duas gotas de
Reagente 1 ao tubo de ensaio.

2. Retire uma ansa bacteriolégica com 1 pl (um in6éculo pesado) de amostra de
trés coldnias bem isoladas na placa de cultura, coloque-a no tubo e misture
bem.

3. Segurando no conta-gotas na posi¢éo vertical, adicione duas gotas de
Reagente 2 ao tubo.

4. Misture no vértex por breves instantes. A solugao azul deve ficar
transparente (se a cor ndo mudar, adicione mais uma gota de Reagente 2 e
misture até a amostra ficar transparente).

5. Insira a tira de teste no tubo de ensaio com as setas a apontar para baixo.

6. Decorridos cinco (5) minutos, retire a tira de teste do tubo e leia o resultado
do ensaio.

Interpretacao de resultados

Para obter ajuda para efetuar a leitura da tira de teste, consulte o Gréafico de
interpretacao de resultados.

Para uma amostra negativa, a Linha de controlo COR DE ROSA/ROXA aparece
na metade superior da tira de teste. Nao aparece qualquer outra linha.

Para uma amostra positiva, aparece a Linha de controlo COR DE ROSA/ROXA
E aparece uma segunda Linha de amostra COR DE ROSA/ROXA por baixo da
linha de controlo, na metade inferior da tira de teste. Qualquer Linha de amostra,
mesmo quando muito esbatida, indica um resultado positivo.

Um teste é invalido se a Linha de controlo COR DE ROSA/ROXA nao aparecer,
quer haja ou ndo uma Linha de amostra. Repita os testes Invalidos com uma
nova tira de teste. Contacte o Apoio Técnico da Alere™ caso o problema persista.

Positivo Negativo Invalido
mmm Controlo m Controlo
e Amostra Amostra |
[11] [I1] [

Apresentacao dos resultados

Resultado Interpretacao sugerida

Positivo

Negativo

Invalido
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Controlo

Amostra

Tamanho
Real

Indeterminado; ndo comunique. Volte a testar a amostra e
contacte a Assisténcia Técnica da Alere™ caso o problema

persista.



Desempenho clinico

O desempenho clinico do Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test foi estabeleci-
do num estudo clinico multicéntrico realizado em 2013 em trés (3) laboratérios
geograficamente distintos.

Foi avaliado um total de 454 amostras de S. aureus no Alere™ PBP2a SA Culture
Colony Test, comparado com os resultados de difusé@o de disco de 30 ug de
cefoxitina e interpretados de acordo com as normas do CLSI. O desempenho
do Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test versus difusdo de disco de cefoxitina,
incluindo intervalos de confianca de 95% e estratificados por tipo de placa, é
fornecido na Tabela 1.

Todos os controlos didrios positivos e negativos geraram os resultados esperados.
Tabela 1: Desempenho do Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test vs. Difusao

de disco de cefoxitina (30 pg) em isolados de S. aureus: Resultados por tipo
de placa

I. C. de 95% 1. C. de 95%

Tipo de placa

Placa priméria’ | 100,0% (129/129) (97,1,100,0 98,5% (134/136) (94,8,99,6)

Agar de soja
triptica com
sangue de ovino
a5%

99,1% (213/215) (96,7,99,8) 99,2% (237/239) (97,0,99,8)

Agar Columbia
com sangue de
ovino a 5%

98,6% (212/215) (96,0, 99,5) 99,2% (237/239) (97,0,99,8)

Mueller Hinton
com inducéo de
30 pg cefoxitina

99,1% (213/215) (96,7,99,8) 99,6% (238/239) (97,7,99,9)

: O Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test foi efetuado a partir de placas primarias de 2 de 3 centros
clinicos. As placas primarias eram de Agar de soja triptica ou Agar Columbia, com a excecéao de
duas amostras provenientes de tipos de placa desconhecidos.

Desempenho analitico
Reatividade e especificidade analiticas

Foram testadas 162 estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) e 112 estirpes de Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (MSSA)
com o Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test com os resultados esperados.

Estas estirpes bacterianas foram obtidas a partir da Network on Antimicrobial
Resistance em Staphylococcus aureus (NARSA), da American Type Culture
Collection (ATCC) e de um conjunto de estirpes do Departamento de
Epidemiologia de Doencas Infeciosas do Imperial College em Londres, Inglaterra.
Note que a cultura dos isolados testados nao foi efetuada em placas de agar
Columbia. Todos os controlos diérios positivos e negativos geraram os resultados
esperados.

Estudo de reprodutibilidade

Foi efetuado um estudo do Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test em 3 locais
diferentes utilizando painéis de amostras cegas codificadas que continham
amostras negativas e positivas em duplicado para cada painel. Cada um

dos participantes testou um painel em 5 dias diferentes. Verificou-se uma
concordancia de 100,0% (600/600) com os resultados de teste esperados. Nao
se verificaram quaisquer diferencas assinalaveis intra-série (réplicas testadas
por um operador), entre séries (5 dias diferentes), entre locais (3 locais) ou entre
operadores (6 operadores). Note que a cultura dos isolados testados nao foi
efetuada em placas de agar Columbia. Todos os controlos diarios positivos e
negativos geraram os resultados esperados.
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Scopul utilizarii

Testul Alere™ PBP2a pentru colonii de cultura SA este un test imunocromatogra-

fic calitativ, in vitro pentru detectarea rapida a proteinei 2a care leaga penicilinele
(PBP2a - Penicillin-Binding Protein 2a) in probe izolate din culturi identificate ca fiind
Staphylococcus aureus, ca metoda ajutatoare pentru identificarea Staphylococcus aureus
rezistent la meticilina (SARM).

Rezumat si explicarea testului

Se stie ca detectarea precoce a infectiilor cu stafilococi rezistenti la meticilina reduce
costurile de ingrijire a sanatatii, are rol esential in cadrul eforturilor de a scadea
morbiditatea si mortalitatea pacientilor, reduce utilizarea empirica a vancomicinei si
permite luarea unor decizii cu raport favorabil cost-eficienta pentru un control optim al
pacientilor.!

Metodele conventionale de testare a sensibilitatii microbiene pot sa dureze mai mult de
24 de ore, iar identificarea genei mecA este costisitoare si efectuarea acesteia dureaza
mult timp. Detectarea proteinei 2a care leaga penicilinele (PBP2a) are insé avanta-

jul, fata de mecA, ca identifica tulpinile care nu numai ca contin gena mecA, insa de
asemenea produc proteina care confera rezistentd la meticilina.

Testul Alere™ PBP2a pentru colonii de cultura SA reprezintd o metoda simpl4 si rapida
de detectare a proteinei PBP2a continutad in probele izolate din culturi de Staphylococcus
aureus rezistent la meticilina.

Principiile procedurii

Testul Alere™ PBP2a pentru colonii de cultura SA este un test imunocromatografic

rapid de membrana care utilizeazé fragmente de anticorpi monoclonali recombinanti
(rFab) cu sensibilitate inalta, pentru a detecta proteina PBP2a direct din probele

izolate din culturi microbiene. Fragmentele de anticorpi rFab si o proteina martor sunt
imobilizatiate pe o membrana nitrocelulozica sub forma a doua linii distincte si sunt
combinateti cu o suprafatd absorbanta pentru proba, o suprafata absorbanta conjugata
de culoare roz/mov, precum si cu o suprafata absorbanta generala, pentru a forma o
bandeleta de testare.

Probele izolate din culturi sunt prelevate direct de pe placa de cultura si plasate pentru
elutie intr-o eprubeta de testare care contine Reactivul 1. Apoi se adauga Reactivul 2,
dupa care bandeleta de testare se introduce in eprubeta de testare. Rezultatele sunt
interpretate vizual dupa 5 minute.

Reactivi si materiale
Materiale furnizate in kitul testului Alere” PBP2a pentru colonii de cultura SA

¢ Bandelete de testare: O bandeleta de testare acoperita cu un strat superficial din
plastic cu sdgeti de orientare care arata pozitia de testare.

e Reactiv 1: Solutie alcalind limpede, de culoare albastra

e Reactiv 2: Solutie usor acida limpede, care contine azida de sodiu cu rol de
tamponare si surfactanti.

e Eprubete de testare
e Stative de testare
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Materiale necesare care nu sunt furnizate:

Ceas, cronometru, anse bacteriologice, mixer de tip vortex, precum si tulpini martor
externe, pozitive si negative.

Martori externi pozitivi si negativi

Martorii recomandati sunt enumerati mai jos. Ca alternativa, laboratoarele pot utiliza
tulpini rezistente si sensibile de S. aureus utilizate de rutina, cu conditia ca rezultatele
martor sa fie cele preconizate.

Martor pozitiv: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300
Martor negativ: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923

Masuri de precautie

1.
2.

Numai pentru utilizare in scop diagnostic in vitro.

Tn cazul in care componentele kitului au fost refrigerate, asteptati ca toate s&
ajunga la temperatura camerei (15-30°C) inainte de utilizare.

Lasati bandeleta de testare in ambalajul sau sigilat din folie pana in momentul
utilizarii.

Evitati contactul cu pielea si ochii al reactivilor si bandeletei de testare.

Nu utilizati kituri cu data de expirare depasita.

Nu schimbati intre ele si nu amestecati elemente componente ale unor kituri
provenite din loturi diferite.

La fel ca in cazul oricarei probe microbiene, martorii si bandeletele de testare pot
sa contina microorganisme patogene. Manevrati-le prin respectarea masurilor de
precautie adecvate si eliminati materialele in conditii de siguranta, in recipiente
pentru deseuri cu risc biologic.

Testul Alere” PBP2a pentru colonii de cultura SA trebuie efectuat numai pe probe
izolate din culturi de Staphylococcus aureus.

10.
11.

12.

Reactivul 1 contine hidroxid de sodiu.
PERICOL: provoaca arsuri severe la nivelul pielii si leziuni oculare.

Fisele tehnice de securitate pentru acest produs sunt disponibile la cerere.

Respectati reglementarile dumneavoastra nationale, regionale si locale referitoare
la eliminarea deseurilor.
Reactivul 2 contine azida de sodiu.

Pastrare si stabilitate
Pastrati componentele kitului la temperatura camerei sau la frigider (2-30°C).

Kitul testului Alere™ PBP2a pentru colonii de culturd SA si reactivii sunt stabili pana la
datele de expirare mentionate pe ambalajul exterior al acestora.

Verificarea calitatii

Verificarea zilnica a calitatii:

Testul Alere™ PBP2a pentru colonii de cultura SA include o linie martor care poate avea
rezultate pozitive sau negative. In scopul verificarii calititii, Alere v recomanda sa faceti
aceasta verificare cu ocazia fiecdrei testari.

Procedura de verificare:

A

Aparitia unei linii de culoare roz/mov la nivelul, liniei martor” poate fi considerata un
rezultat pozitiv al procedurii interne de verificare. In situatia in care are loc difuziunea
capilara, aceasta linie va aparea intotdeauna.

. In comparatie cu culoarea liniei martor, culoarea de fundal a bandeletei de testare
trebuie sa fie alba in decurs de 5 minute.
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Martori externi pozitivi si negativi:
Bunele practici de laborator recomanda utilizarea martorilor pozitivi si negativi pentru a
va asigura de urmatoarele:

e reactivii de testare functioneaza in mod adecvat si

e testul este efectuat in mod corect.
Martorii externi pozitivi si negativi trebuie testati in cazul fiecarui lot nou. Acestia vor
monitoriza testarea in totalitatea sa. Rezultatele acestor probe martor trebuie inregis-

trate. Pentru instructiuni suplimentare, va rugam sa consultati sectiunea Procedura de
pregatire a probelor.

Martorii recomandati sunt enumerati mai jos. Ca alternativa, laboratoarele pot folosi
tulpini rezistente si sensibile de S. aureus utilizate de ruting, cu conditia ca rezultatele
martor sa fie cele preconizate.

Tulpini martor recomandate:
Martor pozitiv: Staphylococcus aureus ATCC # 43300
Martor negativ: Staphylococcus aureus ATCC # 25923
Pot fi testati si alti martori in scopul conformitatii cu urmatoarele:
® reglementdri la nivel local, de stat si/sau federal,
e grupuri de acreditare si/sau

e procedurile standard de verificare a calitatii ale laboratorului dumneavoastra.

in cazul in care nu sunt obtinute rezultatele corecte de verificare, nu raportati rezultate-
le. Contactati asistenta tehnica (va rugam sa consultati sectiunea Informatii referitoare la
comenzi si contact).

Prelevarea si manevrarea esantioanelor

Esantioanele sunt probe microbiene izolate din culturi de Staphylococcus aureus. Se
recomanda utilizarea culturilor proaspete (<24 ore). Functionarea testului Alere” PBP2a
pentru colonii de culturd SA nu a fost stabilita in cazul utilizarii de esantioane refrigerate.

Medii de cultura

Coloniile de S. aureus pot fi testate din oricare dintre urmatoarele medii de cultura:
e Agar triptona soia (agar triptoza soia) cu sange de oaie 5% (sange ATS)
e Agar Columbia cu sange de oaie 5%

e Agar Mueller Hinton
Procedura de verificare

1. Efectuati o cultura secundara a tulpinii martor pe o placa de cultura. Incubati placa
pana a doua zi la 33-35°C timp de 18-24 de ore.

2. Urmati procedura de testare descrisa in continuare.
Procedura de testare

Tn cazul in care acestea au fost refrigerate, asteptati ca reactivii si bandeletele de testare
sa ajunga la temperatura camerei (15-30°C) inainte de a efectua testarea.

Testul poate fi efectuat fie pe colonii bine izolate de pe placa principalg, in cazul in care
acestea au crescut suficient, fie pe culturi secundare ale probelor izolate din culturi.

1. Tinand flaconul cu picurator in pozitie verticald, adaugati doua picaturi din
Reactivul 1 intr-o eprubeta de testare.

2. Cuajutorul unei anse bacteriologice de 1 l, luati o cantitate de proba cu varf
(un inocul serios) din coloniile bine izolate de pe placa de cultura, introduceti-o in
eprubeta si amestecati temeinic.
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3. Tinand flaconul cu picurétor in pozitie verticala, adaugati doua picaturi din
Reactivul 2 in eprubeta.

4. Amestecati pentru scurt timp in mixerul de tip vortex. Solutia albastra trebuie sa
se transforme intr-o culoare limpede (daca nu se modifica culoarea, adaugati inca
o picatura din Reactivul 2 si amestecati pana cand proba devine limpede).

5. Introduceti bandeleta de testare in eprubeta de testare, cu sagetile orientate in jos.

6.  Dupa cinci (5) minute, retrageti bandeleta de testare din eprubeta si interpretati
rezultatul testului.

Interpretarea rezultatelor

Pentru a va ajuta in interpretarea rezultatelor, consultati graficul de interpretare a
rezultatelor.

in cazul unei probe negative, apare o linie martor ROZ/MOV in jumétatea superioaré a
bandeletei de testare. Nu apare nicio alta linie.

in cazul unei probe pozitive, apare linia martor ROZ/MOV, precum Sl o a doua linie
ROZ/MOV, linia probei, sub prima linie, in jumatatea inferioara a bandeletei de testare.
Orice linie a probei, chiar daca este foarte palidd, este pozitiva.

Testul este nul daca nu apare linia martor ROZ/MOV, indiferent daca existd sau nu o
linie a probei. Testul nul trebuie repetat utilizand o bandelet4 de testare noua. Tn cazul
in care problema persista, contactati asistenta tehnica Alere™.

Pozitiv Negativ Nul
| \Martor p \artor
| Proba Proba —
[l [ [0

Raportarea rezultatelor

Rezultat
Pozitiv
Negativ
Nul
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Negativ pentru PBP2a
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reald

Neconcludent; nu il raportati. in cazul in care problema persista,
efectuati din nou testarea probei si contactati serviciul de
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Functionarea in conditii clinice

Functionarea in conditii clinice a testului Alere™ PBP2a pentru colonii de culturd SA a
fost stabilitd in cadrul unui studiu clinic multicentric desfasurat in 2013 in trei (3) labora-
toare cu localizari geografice diferite.

A fost evaluat un numér total de 454 de probe de S. aureus prin testul Alere™ PBP2a
pentru colonii de cultura SA. Acestea au fost comparate cu rezultatele difuzimetriei cu
discuri de cefoxitina de 30 g si au fost interpretate in conformitate cu standardele Insti-
tutului pentru standarde clinice si de laborator (CLSI, Clinical and Laboratory Standards
Institute). Functionarea testului Alere™ PBP2a pentru colonii de cultura SA in comparatie
cu difuzimetria cu discuri de cefoxiting, inclusiv intervalele de incredere de 95%, sunt
prezentate in Tabelul 1.

Toate verificarile zilnice cu martori pozitivi si negativi au generat rezultatele preconizate.
Tabelul 1: Functionarea testului Alere” PBP2a pentru colonii de cultura SA in

comparatie cu difuzimetria cu discuri de cefoxitina (30 pg) in cazul probelor
izolate din culturi de S. aureus: Rezultatele in functie de tipul de placa

Tip de placa

Placa principala’ 100,0% (129/129) (97,1-100,0) 98,5% (134/136) (94,8 - 99,6)

Agar triptoza soia cu

9
sange de oaie 5% 99,1% (218/215)

(96,7 - 99,8) 99,2% (237/239) (97,0-99,8)

Agar Columbia cu

o
sange de oaie 5% 98,6% (212/215)

(96,0 - 99,5) 99,2% (237/239) (97,0 -99,8)

Mueller Hinton
cuinductie cu
cefoxitina 30 pug

99,1% (213/215) (96,7 -99,8) 99,6% (238/239) 97,7-99,9)

1:1n cazul a doua din 3 centre clinice, testul Alere™ PBP2a pentru colonii de culturé SA a fost efectuat pe pléci
principale. Placile principale au fost fie agar triptoza soia, fie agar Columbia, cu exceptia a doua probe la care
nu se cunostea tipul de placa.

Functionarea in conditii analitice
Reactivitatea si specificitatea analitica

162 tulpini de Staphylococcus aureus rezistente la meticilind (SARM) si 112 tulpini de
Staphylococcus aureus sensibile la meticilina (SASM) au fost testate cu ajutorul testului
Alere™ PBP2a pentru colonii de culturd SA, obtinandu-se rezultatele care fusesera
preconizate. Aceste tulpini microbiene au fost obtinute din Reteaua privind rezistenta
microbiana a Staphylococcus aureus (NARSA, Network on Antimicrobial Resistance in
Staphylococcus aureus), Colectia de culturi de tip american (ATCC, American Type Culture
Collection) si dintr-o colectie de tulpini a Departamentului de epidemiologie a bolilor
infectioase (Department of Infectious Disease Epidemiology) din cadrul Imperial College
din Londra, Anglia. Va rugam sa retineti ca probele izolate din culturi care au fost testate
nu au provenit din culturi care au utilizat placi cu agar Columbia. Toate verificarile zilnice
cu martori pozitivi si negativi au generat rezultatele preconizate.

Studiu de reproductibilitate

A fost desfasurat un studiu al testului Alere” PBP2a pentru colonii de culturd SAin 3
centre diferite, prin utilizarea unor grupuri de esantioane mascate cu ajutorul unor
coduri, care contineau probe negative si pozitive in duplicat pentru fiecare grup. Fiecare
participant la studiu a testat cate un grup in 5 zile diferite. A existat o concordanta

de 100% (600/600) cu rezultatele preconizate ale testelor. Nu au existat diferente
semnificative in cadrul fiecarei testari (duplicatele testate de un operator), intre testari
diferite (in 5 zile diferite), intre centre (3 centre) sau intre operatori (6 operatori). Va
rugam sa retineti ca probele izolate din culturi care au fost testate nu au provenit din
culturi care au utilizat placi cu agar Columbia. Toate verificarile zilnice cu martori pozitivi
si negativi au generat rezultatele preconizate.
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in afara SUA: +1 321 441 7200 rezistentei la meticilind asupra pacientilor care prezinta bacteriemie cu S. aureus).

Diagn Microbiol Infect Dis (Microbiologie diagnostica si boli infectioase). 2005 Jun;
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Avsedd anvandning

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test &r en kvalitativ, in vitro immunokromato-
grafisk analys fér snabb upptéckt av penicillin-bindande protein 2a (PBP2a) i
isolat vilka identifierats som Staphylococcus aureus som hjélp for att identifiera
meticillinresistenta Staphylococcus aureus (MRSA).

Sammanfattning och férklaring av testet

Tidig upptackt av meticillinresistenta stafylokockinfektioner ar kant for att ge
minskade vardkostnader, avgorande for att minska patienters sjuklighet och
dédlighet, minskar empirisk anvandning av vancomycin och medger kostnadsef-
fektiva beslut for optimal patienthantering.’

Konventionella metoder for resistenstestning kan ta éver 24 timmar och iden-
tifiering av mecA-gener &r dyrbart och tidsédande att utféra. Detektering av
penicillinbindande protein 2a (PBP2a) har den férdelen jamfért med mecA att det
identifierar stammar som inte bara bar pd mecA-genen utan ocksa framstaller det
protein som ger resistens mot meticillinresistens.

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test &r en enkel och snabb metod for att
upptécka PBP2a-protein i isolat frin meticillinresistenta Staphylococcus aureus.

Procedurens principer

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test &r en snabb immunokromatografisk
membrananalys som anvander hdgkansliga rekombinanta monoklonala anti-
kroppsfragment (rFabs) for att detektera PBP2a-protein direkt i bakterieisolat.
rFab och ett kontrollprotein fixeras pa ett membran av nitrocellulosa som tva
atskilda linjer och kombineras med en provdyna, en rosa/lilafargad konjugatdyna
och en absorptionsdyna till en testremsa.

Isolat tas direkt fran odlingsplattan och elueras i ett provrér som innehaller
Reagens 1. Darefter tillsatts Reagens 2 varefter testremsan placeras i provroret.
Resultatet kan avlasas visuellt efter 5 minuter.

Reagenser och material

Material som ingér i Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Kit

e Testremsor: En testremsa tackt med ett ytskikt av plast med pilar som anger
testposition.

e Reagens 1: En genomskinlig bl alkalisk [6sning. @

¢ Reagens 2: En genomskinlig, svagt sur [6sning inneh&llande
natriumazidbuffert och ytaktiva &mnen.

* Provrér
e Teststall

Material som behdvs men inte ingar:

Klocka, timer eller tidtagarur, bakteriologiska 6glor, vortexblandare och externa
positiva och negativa kontrollstammar.
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Externa positiva och negativa kontroller

Rekommenderade kontroller anges nedan. Alternativt kan laboratorier anvénda
resistenta och icke-resistenta S. aureus-stammar, som anvénds rutinméssigt,
under forutsattning att kontrollresultaten ar de férvantade.

Positiv kontroll: Staphylococcus aureus, ATCC-nr 43300
Negativ kontroll: Staphylococcus aureus, ATCC-nr 25923

Forsiktighetsatgarder

1. Enbart avsedd fér in vitro-diagnostik.

2. Efter nedkylning, l1at samtliga komponenter i satsen uppna jamvikt till
rumstemperatur (15-30°C) fére anvéndning.

L&t testremsan forbli i sin forseglade foliepase tills alldeles fére anvandning.
Undvik att reagenser och testremsa kommer i kontakt med hud och dgon.
Anvand inte satsen efter dess utgdngsdatum.

Byt eller blanda inte komponenter fran olika partier.

Liksom fér alla bakterieprover, kan kontroller och testremsor innehalla

patogena organismer. Hantera med lampliga forsiktighetsétgarder och
kassera material pa sakert satt i kérl for bioriskavfall.

8. Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test ska endast utféras pa isolat av
Staphylococcus aureus.

9. Reagens 1 innehdller natriumhydroxid.
Fara! Orsakar allvarliga brannskador p& huden och allvarliga 6gonskador. @

10. Sakerhetsdatablad for denna produkt finns tillgangliga pa begaran.
11. Folj era nationella, regionala och lokala férordningar géllande avfallshantering.
12. Reagens 2 innehaller natriumazid.

R

Forvaring och stabilitet

Forvara satsens komponenter i rumstemperatur eller nedkylda (2-30°C).

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test-sats och reagenser &r stabila tills det
utgdngsdatum som anges pa ytterférpackningen.

Kvalitetskontroll
Daglig kvalitetskontroll:
Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test har inbyggda positiva och negativa

procedurkontroller. For kvalitetskontrollandamal foreslar Alere att du registrerar
dessa kontroller for varje testkérning.

Procedurkontroller:

A. En rosa/lilaférgad linje vid kontrollinjens position kan anses vara en positiv
intern procedurkontroll. Denna linje framtrader alltid i fall det har forekommit
kapillarflode.

B. Jamfért med kontrollinjens farg ska testremsans bakgrundsfarg vara vit inom
5 minuter.

Externa positiva och negativa kontroller:
God laboratoriepraxis foreskriver att positiva och negativa kontroller bor anvandas
for att sékerstalla att:
¢ testreagenserna fungerar och
e att testet utfors pa korrekt satt.
For varje nytt parti bor externa positiva och negativa kontroller testas. Dessa

kommer att kontrollera hela analysen. Resultaten for dessa kontrollprover bor
registreras. Se avsnittet Provforberedelseprocedur for ytterligare instruktioner.

Rekommenderade kontroller anges nedan. Alternativt kan laboratorier anvénda
resistenta och icke-resistenta S. aureus-stammar, som anvénds rutinméssigt,
under forutsattning att kontrollresultaten ar de férvantade.
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Rekommenderade kontrollstammar:
Positiv kontroll: Staphylococcus aureus ATCC-nr 43300
Negativ kontroll: Staphylococcus aureus ATCC-nr 25923
Andra kontroller maste eventuellt testas for att
¢ lokala och/eller nationella foreskrifter,
e ackrediteringsorgan och/eller
e ditt laboratoriums normala procedurer for kvalitetskontroll ska uppfyllas.

Om inga korrekta kontrollresultat kan erhéllas ska inga resultat rapporteras.

Kontakta teknisk support (se avsnittet for bestéllinings- och kontaktinformation).

Insamling och hantering av prover

Prover utgors av bakterieisolat av Staphylococcus aureus. Vi rekommenderar
anvandning av farska (<24 timmar) odlingar. Prestanda for Alere™ PBP2a SA
Culture Colony Test har inte faststéllts vid anvéndning av kylda prover.

Odlingsmedia
S. aureus -kolonier fran n&got av féljande odlingsmedia kan testas:
e Trypton sojaagar (Tryptisk sojaagar) med 5 % farblod (TSA-blod)

e Columbia-agar med 5 % farblod
e Mueller Hinton-agar

Kontrollprocedurer

1. Odla kontrollstammen pé& en odlingsplatta. Inkubera plattan éver natten vid
33-35 °C i 18-24 timmar.

2. Folj analysproceduren nedan.

Analysprocedur

Efter nedkylning, 14t samtliga komponenter i satsen uppna jamvikt till rumstempe-
ratur (15-30 °C) fére anvandning.

Testet kan utforas fran valisolerade kolonier pa primarplattan om dar &r tillracklig
vaxt eller fran en subkultur av isolatet.

1. Hall droppflaskan lodratt och tillsatt tva droppar reagens 1 till ett provror.

2. Taenragad 1 pl bakteriologisk 6gla (tungt inokulat) av provodling fran
vélisolerade kolonier pa en odlingsplatta, placera i provréret och blanda
grundligt.

3. Hall droppflaskan lodrétt och tillsétt tva droppar reagens 2 till provréret.

4. Blanda latt. Den bl 16sningen maste andras till farglés (om fargen inte
andras, tillsatt ytterligare en droppe reagens 2 och blanda tills provet blir
ofargat).

5. Forin testremsan i provréret med pilarna pekande nedat.

6. Efter fem (5) minuter ska testremsan tas ur réret och analysresultatet avldsas.
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Tolkning av resultat

For hjalp med avldsning av testremsan, se bild for tolkning av resultat.

For negativt provresultat ska en ROSA/LILAFARGAD kontrollinje framtrada pa

testremsans 6vre halva. Inga andra linjer syns.

For positivt provresultat ska bade den ROSA/LILAFARGADE kontrollinjen OCH
ytterligare en ROSA/LILAFARGAD provlinje under den framtrada pa testremsans

nedre halva. Alla provlinjer, &ven om de ar mycket svaga, ar positiva.

Testet ar ogiltigt om ingen ROSA/LILAFARGAD kontrollinje framtrader, oavsett
férekomst av provlinje. Upprepa ogiltiga tester med en ny testremsa. Ring Alere”

teknisk support om problemet kvarstér.

Positivt Negativt Ogiltigt
 Kontroll pmm Kontroll
— Prov Prov frm—
[111 [l [ fHI

Resultatrapportering

Resultat
Positivt
Negativt
Ogiltigt
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Foreslagen rapport

Positiv for PBP2a

Negativ fér PBP2a

Kontroll

Prov

Verklig
storlek

Obestamt, rapportera inte. Testa provet igen och kontakta

Alere™ teknisk support om problemet kvarstér.



Kliniska prestanda

Kliniska prestanda for Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test faststélldes med
en multi-center, klinisk studie, som utférdes 2013 vid tre (3) geografiskt skilda
laboratorier.

Totalt utvarderades 454 S. aureus-prover med Alere™ PBP2a SA Culture Colony
Test och jamférdes med resultaten fran 30 pg cefoxitin-diskdiffusion och tolkades
i enlighet med CLSI standard. Prestanda for Alere™ PBP2a SA Culture Colony
Test jamfort med cefoxitin-diskdiffusion, inklusive 95 % konfidensintervall och
stratifierad efter typ av platta visas i Tabell 1:

Alla positiva och negativa dagliga kontroller gav férvantade resultat.

Tabell 1: Prestanda for Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test jamfért med
Cefoxitin (30 pg) diskdiffusion av S. aureus-isolat: Resultat efter typ av platta

Typ av platta

Kaénslighet 95 % C.l.

Primérplatta’ 100,0 % (129/129) (97,1,100,0) 98,5 % (134/136) (94,8, 99,6)

Tryptisk
sojaagar med
5 % farblod

99,1 % (213/215) (96,7,99,8) 99,2 % (237/239) (97,0,99,8)

Columbia
Agar med 5
% farblod

98,6 % (212/215) (96,0,99,5) 99,2 % (237/239) (97,0,99,8)

Mueller Hinton
med 30 ug
cefoxitin-
induktion

99,1 % (213/215) (96,7,99,8) 99,6 % (238/239) (97,7,99,9)

1: Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test utférdes fran primérplattor vid 2 av 3 kliniker. Primérplattorna
var antingen tryptisk sojaagar eller Columbia-agar med undantag fér tva prover av okand plattyp.

Analytisk prestanda

Analytisk reaktivitet och specificitet

162 stammar meticillinresistenta Staphylococcus aureus (MRSA) och 112
stammar icke-meticillinresistenta Staphylococcus aureus (MSSA) testades

med Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test med férvantade resultat. Dessa
bakteriestammar erhélls fran Network on Antimicrobial Resistance in
Staphylococcus aureus (NARSA), American Type Culture Collection (ATCC) och ett
antal stammar fran Department of Infectious Disease Epidemiology vid Imperial
College i London. Observera att de testade isolaten inte odlats med Columbia
agar-plattor. Alla positiva och negativa dagliga kontroller gav férvantade resultat.

Studie om reproducerbarhet

En studie av Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test utférdes vid 3 separata
kliniker med anvandning av uppsattningar av blindkodade prover innehallande
dubbletter av negativa och positiva prover fér vardera uppséttning. Deltagarna
testade en uppsattning vardera under 5 olika dagar. Resultatet éverensstamde
till 100,0 % (600/600) med foérvantade testresultat. Inga signifikanta skillnader
férekom inom en testuppséttning (upprepade tester av samma testare), mellan
testuppséttningar (5 olika dagar), mellan kliniker (3 kliniker) eller mellan olika
testare (6 testare). Observera att de testade isolaten inte odlats med Columbia
agar-plattor. Alla positiva och negativa dagliga kontroller gav férvantade resultat.
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Symboler Teknisk support
Radgivningslinjen

Ytterligare information kan erhallas fran din distributér eller genom att
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@W PBP2a SA Culture Colony Test

Kullanim Amaci

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test, metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
saptamaya yardimci olmak icin Staphylococcus aureus olarak tanimlanan izolatlarda
penisilin baglayici protein 2a'nin (PBP2a) hizli tespiti icin kullanilan kalitatif bir in vitro
immunokromatografik testtir.

Test Ozeti ve Agiklamasi

Metisilin direncli Stafilokok enfeksiyonlarinin erken tespiti saglik harcamalarini azaltir,
hasta morbidite ve mortalitesini azaltmada 6nemlidir, vankomisinin ampirik kullanimini
azaltir ve optimum hasta yonetimi icin uygun maliyetli kararlar alinmasini saglar.

Geleneksel antimikrobiyal duyarlilik test ydntemleri 24 saatten uzun siirebilir ve mecA
geninin saptanmasi pahalidir ve uzun surer. Fakat penisilin baglayici protein 2a (PBP2a)
tespiti mecA'ya kiyasla hem mecA genini iceren hem de metisilin direnci saglayan
proteinleri Ureten suslari saptamada daha avantajlidir.

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test, metisilin direncli Staphylococcus aureus
izolatlarinda bulunan PBP2a proteinini tespit etmede basit ve hizli bir ydntem saglar.

Prosediir ilkeleri

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test, PBP2a proteinini dogrudan bakteriyel izolatlardan
tespit etmek icin ytiksek duyarlikli rekombinant monoklonal antikor parcaciklarindan
(rFab) istifade eden hizli bir immiinokromatografik membran testidir. rFab ve bir kontrol
proteini, nitorselliiloz membrani iki ayri hat halinde bloke eder ve test stribi olusturmak
icin bir numune pedi, bir pembe/mor konjuge ped ve bir absorpsiyon pediyle kombine
edilir.

izolatlar dogrudan kiiltiir plakasindan numune olarak alinir ve icerisinde Reaktif 1
bulunan bir test tiiptine ayristinilir. Daha sonra Reaktif 2 eklenir ve test stribi test tiipline
yerlestirilir. Sonuglar 5. dakikada gorsel olarak okunur.

Reaktifler ve Materyaller
Alere” PBP2a SA Culture Colony Test Kit icerisinde Temin Edilen Materyaller

* Test Stripleri: Test pozisyonunu gosteren yon oklari olan plastik bir kaplama ile kapli
bir test stribi.

© Reaktif 1: Berrak, mavi alkalin soltisyonu.

® Reaktif 2: Sodyum azid tamponu ve surfaktanlar iceren berrak, hafif asidik soltisyon.
e TestTiipleri
¢ TestRaflan

Gerekli Ancak Birlikte Verilmeyen Materyaller:

Saat, kronometre veya slre 6lger, bakteriyolojik halkalar, vorteks karistirici ve harici pozitif
ve negatif kontrol suslari.

Harici Pozitif ve Negatif Kontroller

Onerilen kontroller asagida listelenmistir. Kontrol sonuclarinin beklendigi gibi olmasi
sartiyla, laboratuvarlar alternatif olarak dtizenli araliklarla kullanilan direngli ve duyarl
S. aureus suslarini kullanabilir.

Pozitif Kontrol: Staphylococcus aureus, ATCC # 43300
Negatif kontrol: Staphylococcus aureus, ATCC # 25923
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Onlemler

1. Yalnizca in vitro tanisal kullanim icindir.

2. Sogutulmus ise kullanmadan 6nce tim kit bilesenlerinin oda sicakligina (15-30°C)
dengelenmesini bekleyin.

3. Kullanimdan hemen &ncesine kadar test stribi folyo posetinde kapali kalmaldir.

4. Reaktifler ve test stribinin cildinize ve goziinlize temas etmesinden kaginin.

5. Kiti son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

6. Farkli kit lotlarindan gelen bilesenleri birbiri ile degistirmeyin veya karistirmayin.

7. Tum bakteriyel numunelerde oldugu gibi, kontroller ve test stripleri patojenik
organizmalar icerebilir, uygun 6nlemlerle kullanin ve materyalleri gtivenli bir
sekilde biyolojik tehlikeli atik kaplarina atin.

8.  Alere” PBP2a SA Culture Colony Test yalnizca Staphylococcus aureus izolatlarina
uygulanmalidir.

9. Reaktif 1 Sodyum hidroksit icermektedir.
Tehlike, ciddi cilt yaniklarina ve gz hasarina neden olur.

10. Bu driine yonelik Giivenlik Bilgi Dosyalari istek tizerine temin edilir.

11. Atik diizenlemeleri i¢in ulusal, bolgesel ve yerel yonetmeliklerinize uyun.

12. Reaktif 2 sodyum azid icermektedir.

Saklama ve Stabilite
Kit bilesenlerini oda sicakliginda ya da sogutarak saklayin (2-30°C).

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test Kiti ve reaktifler ambalajin disinda yer alan son
kullanma tarihine dek stabildir.

Kalite Kontrol

Giinlik Kalite Kontrol:

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test icerisinde prosediire iliskin dahili pozitif ve negatif

kontroller bulunmaktadir. Alere, kalite kontrol icin yapilan her testte bu kontrolleri
kaydetmenizi 6nerir.

Prosediire iligkin Kontroller:

A. “Kontrol ¢izgisi” konumunda pembe/mor cizgi gériinmesi prosediire iliskin dahili
pozitif kontrol olarak degerlendirilebilir. Kapiler akis meydana gelirse bu cizgi her

zaman gorundr.

B. Kontrol cizgisinin rengine kiyasla test stribindeki arka plan rengi 5 dakika icerisinde

beyaz olmalidir.

Harici Pozitif ve Negatif Kontroller:

lyi laboratuvar uygulamalari asagidakileri saglamak icin pozitif ve negatif kontrollerin

kullanilmasini énerir:

o test reaktiflerinin calismasi ve

e testin dogru bicimde gerceklestiriimesi.

Her yeni lot icin harici pozitif ve negatif kontroller test edilmelidir. Bunlar tiim testi izleye-

cektir. Bu kontrol numunelerinin sonuglari kaydedilmelidir. Daha fazla talimat icin lutfen

Numune Hazirlama Prosediirl bélimiine bakin.
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Onerilen kontroller asagida listelenmistir. Kontrol sonuglarinin beklendigi gibi olmasi
sartiyla, laboratuvarlar alternatif olarak diizenli araliklarla kullanilan direngli ve hassas S.
aureus suslarini kullanabilir.

Onerilen Kontrol Suslan:
Pozitif Kontrol: Staphylococcus aureus ATCC # 43300
Negatif kontrol: Staphylococcus aureus ATCC # 25923
Diger kontroller asagidakilerle uyumluluk konusunda test edilebilir:
* yerel, eyalet ve/veya federal diizenlemeler,
e yetkili gruplar ve/veya
e laboratuvarinizin standart Kalite Kontrol prosediirleri.
Dogru kontrol sonuclari elde edilmezse sonuglari rapor etmeyin. Teknik Destek ile
irtibata Gegin (liitfen Siparis ve iletisim Bilgileri bélimiine bakin).
Numune Alma ve Kullanma

Numuneler bakteriyel Staphylococcus aureus izolatlaridir. Taze (<24 saat) kulturlerin
kullanimi 6nerilmektedir. Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test performansi, sogutulmus
numunelerle kullanim icin belirlenmemistir.

Kiiltiir Ortami

S. aureus kolonileri asagida belirlenen kulttr ortamlarindan herhangi birinden test
edilebilir:

® %5 koyun kaniyla (TSA kani) Tripton Soy Agar (Triptik Soy Agar)

® %5 koyun kaniyla Columbia Agar

® Mueller Hinton Agar

Kontrol Prosediirleri

1. Kontrol susunu, kiilttir plakasi Gizerine subkultur yapin. Plakayr geceden 33-35°C'de
18-24 saat inkiibe edin.

2. Asagidaki Test Prosediirlinii izleyin.
Test Prosediirii

Sogutulmus ise test etmeden 6nce tim reaktif ve test striplerinin oda sicakligina
(15-30°C) dengelenmesini bekleyin.

Test, yeterli biiylime varsa primer plaka tizerindeki iyi izole edilmis kolonilerden veya
izolatin subkulttrinden yapilabilir.

1. Damlalik sisesini dik bir sekilde tutarak bir test tliptine iki damla Reaktif 1 ekleyin.

2. Kultur plakasinin tizerindeki iyi izole edilmis kolonilerden 1 pl'lik bakteriyolojik
halka (agir bir inokulum) yigini numunesi alin ve tipe yerlestirip iyice karistirin.

3.  Damlalik sisesini dik bir sekilde tutarak bir test tiiptine iki damla Reaktif 2 ekleyin.

4.  Kisasire ile vorteksleyin. Mavi soliisyon berrak bir renk almalidir (eger renk
degisimi olmazsa, bir damla daha Reaktif 2 ekleyin ve numune berrak olana kadar
karistirin).

5. Test stribini test tlipline oklar asagiy1 gosterecek sekilde koyun.
6.  Besinci (5) dakikada, test stribini tlipten cikarin ve test sonucunu okuyun.
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Sonug Yorumlama

Test stribini okuma konusunda yardim almak icin bkz. Sonug Yorumlama Grafigi.

Negatif Numune igin, test stribinin Ust yarisinda PEMBE/MOR Kontrol Cizgisi goruntir.
Baska bir cizgi goriinmez.

Pozitif Numune icin, PEMBE/MOR Kontrol Cizgisi gériinir VE onun altinda test stribinin Pozitif Negatif Gegersiz
alt yarisinda ikinci bir PEMBE/MOR Numune Cizgisi goriiniir. Herhangi bir Numune
Cizgisi, belli belirsiz bile olsa, pozitiftir.
Numune Cizgisi olsa da olmasa da, PEMBE/MOR Kontrol Cizgisi gériinmezse test
Gegersiz demektir. Gegersiz testleri yeni bir test stribiyle tekrarlayin. Sorun devam
ederse Alere™ Teknik Destegi arayin. sl KOntrOl Il KOOI
e Numune Numune |
11 11 LI

Sonuglarin Raporlanmasi

Sonug
Pozitif
Negatif

Gegersiz
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Onerilen Rapor

PBP2a icin Pozitif

PBP2a icin Negatif

Kontrol

Numune

Gergek
Byukliik

Belirsiz, rapor etmeyin. Numuneyi yeniden test edin ve sorun
devam ederse Alere ™ Teknik Servis Destegi ile irtibata gegin.



Klinik Performans

Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test'in klinik performansi 2013 yilinda cografi olarak tig
(3) farkl laboratuvarda gergeklestirilen cok merkezli klinik bir calismada tespit edilmistir.

Toplam 454 S. aureus numunesi Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test ile degerlendiril-
mis, 30 pg sefoksitin disk difiizyonu sonuclaryla karsilastinimis ve CLSI standartlarina
gére yorumlanmigtir. Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test performansi ile sefoksitin disk
diflizyon karsilastirmasi, %95 gtiven araliklari ve plaka tiirine gore tabakalarla birlikte
Tablo 1'de verilmistir.

Tum pozitif ve negatif gtinliik kontroller beklenen sonuglari olusturmustur.

Tablo 1: S. aureus izolatlarinda Alere” PBP2a SA Culture Colony Test Performansi ile
Sefoksitin (30 pg) Disk Difiizyonu karsilagtirmasi: Plaka Tiiriine gore Sonuclar

Plaka Tiirii Hassasiyet %95 C.I. Ozgiilliik %95 C.l.

Primer Plaka’ %100.0 (129/129) (97,1,100,0) %98,5 (134/136) (94,8,99,6)

%>5 koyun kaniyla
Triptik Soy %99,1(213/215) (96,7,99,8) %99,2 (237/239) (97,0,99,8)

Agar

%>5 koyun kaniyla
Columbia Agar %98,6 (212/215) (96,0,99,5) %99,2 (237/239) (97,0,99,8)

30 pg sefoksitin
indiiksiyonuyla %99,1(213/215) (96,7,99,8) %99,6 (238/239) (97,7,99.9)

Mueller Hinton

1: Alere” PBP2a SA Culture Colony Test, 3 klinik tesisten 2'sinde primer plakalardan yapilmistir. Primer
plakalar ya Triptik Soy Agar ya da Columbia Agar olup iki adet numunede bilinmeyen plaka tiiri istisnasi
gerceklesmistir.

Analitik Performans
Analitik Reaktiflik ve Ozgiilliik

162 metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) susu ve 112 metisiline duyarli
Staphylococcus aureus (MSSA) susu Alere™ PBP2a SA Culture Colony Test ile test

edilmis ve beklenen sonuglar alinmistir. Bu bakteriyel suslar, Staphylococcus aureus
Antimikrobiyal Direng Agi (NARSA), American Type Culture Collection (ATCC) (Amerikan
Tipi Kilttir Koleksiyonu) ve Londra'daki Imperial College Bulasici Hastalik Epidemiyoloji
Bolimii'nden alinan sus koleksiyonundan elde edilmistir. Test edilen izolatlarin Columbia
agar plakalarr kullanilarak kiiltirlenmedigini unutmayin. Tum pozitif ve negatif gtinliik
kontroller beklenen sonuglari olugturmustur.

Tekrarlanabilirlik Calismasi

Alere” PBP2a SA Culture Colony Test calismasi, her bir panel icin birer kopyasi bulunan
negatif ve pozitif numunelerin oldugu kér kodlu numune panelleri kullanilarak 3 ayr
tesiste yapilmistir. Katilmcilarin her biri 5 farkli gtinde birer panel test etmistir. Beklenen
test sonuglariyla %100,0 (600/600) uyum gorilmustir. Calisma icerisinde (esler bir
operator tarafindan test edilmistir), calismalar arasinda (5 farkl giin), tesisler arasinda

(3 tesis), veya operatorler arasinda (6 operator) hicbir nemli farkhilik gériilmemistir. Test
edilen izolatlarin Columbia agar plakalari kullanilarak kiilttirlenmedigini unutmayin. Tim
pozitif ve negatif guinltik kontroller beklenen sonuglari olusturmustur.
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