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Introduction

Clostridioides difficile (C. difficile) is a gram-positive, spore-forming
anaerobic bacillus consisting of toxigenic and non-toxigenic strains.

C. difficile is one of the most common pathogens of nosocomial diarrhea,
especially in patients with antibiotic-associated diarrhea. In recent years, the
number and severity of cases has increased in Europe and worldwide.’

The symptoms of C. difficile infection (CDI) ranges from mild diarrhea to
severe life-threatening pseudomembranous colitis, although colonization

of C. difficile does not necessarily lead to a symptomatic infection. The
disruption of the balance of gut microorganisms e.g. due to antibiotically
treatment may cause toxigenic C. difficile to establish, dominate colonization
and might be the start of CDI.?

Factors involved in the pathogenesis of C. difficile, are the genes tcdA and
tcdB that code for toxin A (enterotoxin) and toxin B (cytotoxin) which are
located in a 19.6 kb chromosomal region called the pathogenicity locus
(PaLoc). Most pathogenic strains are toxin A and B positive (A+B+), but some
pathogenic variant isolates may be toxin A negative and B positive (A-B+).
They are the cause of C. difficile-associated diseases.?

Some strains of toxigenic C. difficile also produce a toxin called C. difficile
transferase (CDT), or binary toxin.*

Package Contents
15 Vivalytic C. difficile test cartridges for the qualitative detection of
Clostridioides difficile specific tcdA/tcdB toxin gene sequences.

Intended Use

The Vivalytic C. difficile test is an automated qualitative in vitro diagnostic
test based on real-time polymerase chain reaction (PCR) for the detection of
nucleic acids from toxigenic C. difficile (toxin genes tcdA/tcdB) from liquid
or soft human stool swabs to aid in the diagnosis of acute gastrointestinal
infections of symptomatic individuals.

Results should not be used as the sole basis for diagnosis, treatment,

or other patient management decisions. Positive results do not exclude
co-infection with other pathogens. The agent(s) detected may not be the
definite cause of disease. Negative results do not exclude a C. difficile
infection or another gastrointestinal infection. Results must be clinically
correlated with patient history, clinical observations, and epidemiological
information. Other diagnostic information is necessary to determine patient
infection status. Intended for use with a Vivalytic one analyser by healthcare
professionals only in laboratory settings such as hospital laboratories and
reference laboratories.

Safety Information

These Instructions for Use contain test-specific information only. For
additional warnings and instructions refer to the Instructions for Use
provided with your Vivalytic one analyser (chapter device safety information).
Only use Vivalytic cartridges and accessories approved for the Vivalytic

one analyser. Take care to avoid any contamination when handling patient
samples and cartridges. When sample was spilled on the cartridge, do not
use the cartridge, and dispose it.

For in vitro diagnostic use by trained healthcare professional.
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A WARNING

Always follow good laboratory practice to ensure the proper
performance of this test.

Make sure to wear appropriate personal protective equipment (PPE).
Do not use a cartridge if the sealed pouch or the cartridge itself is
visibly damaged.

Do not touch or scratch the detection area of the cartridge.

Do not reuse a cartridge.

Do not use expired cartridges. The expiration date can be found on the
packaging and the cartridge label.

Do not wait longer than 15 minutes after opening the cartridge pouch
to begin the test. This maintains hygiene and avoids performance loss
due to humidity. Prolonged exposure to humidity has a negative impact
on test performance.

Do not shake a cartridge that contains a sample.

Do not turn the cartridge upside down.

Place the cartridge on a clean and flat surface only.

Do not use sample types, media and volumes that are not approved
for the test.

Always follow good laboratory practice to ensure the proper
performance of this test.

Biological specimens, transfer devices, and used cartridges should
be considered capable of transmitting infectious agents requiring
standard precautions. Handle potentially infectious patient samples
and cartridges according to national laboratory standards and
dispose samples and cartridges according to regional and laboratory
standards.

Be compliant with the national safety regulations and practices.

Note: Further information can be found in the safety data sheet (SDS) of the
product. Please contact the customer support of your local distributor.

Addltlonal Equipment & Consumables Required but not Provided
Bosch Vivalytic one analyser (reference number F 09G 300 115)
Pipettor (100-1000 pl)

Sterile filter pipette tips 100 -1000 pl

Swab collection kits

- Regular Flocked Swab FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
Transport medium

- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)

Suitable protective clothing

Test Principle
Vivalytic C. difficile is a qualitative real-time PCR based test.

Storage und Usage Conditions

Product is stable until the expiry date if stored at +15 °C to +25 °C. Storage
and usage conditions can be taken either from the cartridge, pouch, or box
label. Cartridge has to be used at +15 °C to +25 °C, relative humidity <65 %,
within 15 min upon pouch opening. This maintains hygiene and avoids
performance loss due to humidity. Prolonged exposure to humidity has a
negative impact on test performance.

Reagents

All reagents necessary for the sample processing are integrated into the
cartridge. The processing includes cell lysis, nucleic acid extraction, DNA
amplification and detection.

Reagents are PCR bead, binding buffer, washing buffer, and elution buffer.
The PCR bead contains the DNA polymerase, primers, and probes. Binding
buffer facilitates binding of nucleic acids during the purification process.
Washing buffer is a formulation of different salts and solvents to remove
impurities e. g. proteins during the extraction process. Elution Buffer is

a low-salt buffer and contains the purified nucleic acids at the end of the
extraction process.



Vivalytic C. difficile

Sample Types / Medium

The test is intended for use with stool swab samples in eNAT® medium
(Regular Flocked Swab FLOQSwabs® 552C, eNAT® transport medium Ref.
606C, COPAN ltalias.p.a.).

Collect and store samples as indicated in the manufacturer’s instructions.

In case the sample is not processed immediately after sample collection,
nucleic acids will be preserved in eNAT® transport medium for up to 4 weeks
at room temperature and at 4°C and up to 6 months at -20° C to -80° C (see
Instructions for Use eNAT® transport medium?®).

Sample Preparation

Use a Regular Flocked Swab FLOQSwabs® (COPAN ltalia s.p.a.) to collect

a small amount of stool by inserting the tip of the flocked swab into the
stool sample and rotate it. Bloody, slimy, or watery area of stools should

be selected and collected. After collection, examine the swab to make sure
there is fecal material visible on the tip. In case it is not, again insert the
flocked swab into the stool sample and rotate taking care that all the area
of the swab tip is in contact with the sample. After collection transfer the
swab into the 2 ml Copan eNAT® tube with eNAT® transport medium. Hold
the swab shaft between thumb and finger, mash and mix the stool specimen
against the side of the tube to evenly disperse and suspend the specimen

in the preservation medium. Hold the swab shaft close to the rim of the
tube, bend it at a 180 degrees angle to break it off at the marked breakpoint.
Discard the broken upper part of the swab shaft and tighten the cap. Shake
the sample tube containing the swab sample and eNAT® medium (COPAN
Italia s.p.a.) thoroughly for homogenization and use a pipettor in order to fill
300 pl of homogenized patient sample in the sample input of the cartridge.
Do not use viscous samples that are difficult to pipette.

Test Result

After automatic processing of the sample with the Vivalytic one analyser the
test result is shown on the screen of the Vivalytic one analyser. The time to
result is about 50 min. For high titer specimens results are available after
less than 35 min and the test run can be terminated earlier (see Chapter Test
Termination).

The sample is classified either as C. difficile positive, C. difficile negative or
invalid. In case of a positive detection of C. difficile, the test is considered
valid even if the Human Control is negative.

Detection of the human cell based whole process control (Human Control)
in negative samples shows a successful extraction procedure and excludes
an inhibition of the PCR reaction. Interpretation of results is shown in the
table below.

C. difficile Human o
(tcdA / tcdB) Control Ll el
. - valid Sample is considered positive for C. difficile
(tcdA/tcdB toxin gene detected).
_ . valid Sample is considered negative for C. difficile
(tcdA/tcdB toxin gene not detected)
- - invalid Not evaluable.!

" Retesting is recommended.

PCR - Curve and C, Value

Real-time PCR curves (software-modified) are shown and classified as
positive or negative by the software. In case of positive curves, the respective
C,value is displayed. Inconclusive results are marked by the software (4).
Retesting is advised.



Vivalytic C. difficile

Invalid or Failed Tests

Atest is rated as invalid if neither target DNA nor Human Control is detected.
Possible reasons for an invalid run might be poor sample quality due to

a partial or complete absence of human cellular material in the sample.
Results are displayed for an invalid test but are not allowed to be used for
diagnostic interpretation. Pay attention to use the correct sample type,
sample collection and storage of the sample and cartridges prior to the test
run. If required, repeat the analysis with a new sample.

In case of a failed test, first check for correct operating conditions of the
Vivalytic one analyser (refer to Vivalytic one analyser’s Instructions for Use).
Restart the Vivalytic one analyser. If the problem persists, contact the
customer support of your local distributor.

Test Termination
As soon as a valid, positive C. difficile result is shown on the screen, the user
has the option to finish the test.

Test Report
In the printed test report, pathogen, results, control and information on user,
patient and Vivalytic one analyser are listed with a signature field.

Quality Control

If required by your local or laboratory standards, quality control testing must
be performed.

In case a reference testing method for quality control is needed the following
reference materials can be used:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Please follow the manufacturer’s instructions.

In case of unexpected results, repeat the analysis with another sample. If
the result of a negative quality control sample e. g. pure eNAT® medium
remains positive, the Vivalytic one analyser or its environment might be
contaminated. Stop using the Vivalytic one analyser and clean the device as
described in the Instructions for Use of the Vivalytic one analyser.

In case of repeated false results for quality control samples please contact
the customer support of your local distributor.

Notice to Users in EU

Any serious incident that has occurred in relation to the device, should be
reported to the manufacturer and the competent authority of the Member
State in which the user and/or patient is established.

Limitations

The results of the Vivalytic C. difficile test must be interpreted by a trained

healthcare professional only. The results of the Vivalytic C. difficile test must

not be used as the sole parameter for diagnosis.

« Anegative result does not exclude pathogens being present in the sample
at a level below assay sensitivity or other pathogens being present not
covered by this assay.

« Thereis arisk of false negative or false positive results due to improperly
collected, transported, or handled samples.

« Inborderline cases atypical PCR characteristics (e. g. flat curve with low
or high C,-value) can occur. In case of atypical characteristics results are
not allowed to be used for diagnostic interpretation. Inconclusive results
are marked by the software. Retesting is advised.

« Vivalytic C. difficile is a qualitative real-time PCR test and does not provide
a quantitative result.

« A positive result does not necessarily mean that viable pathogens are
present.

« The test detects C. difficile carrying tcdA/tcdB genes, but does not
differentiate between toxin producing and non-toxin producing strains

« A negative result does not preclude C. difficile infection. It is
recommended that negative tested samples are interpreted in the context
with additional laboratory data

« An excess amount of stool may have inhibitory effects on the assay
performance.
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Analytical Performance Evaluation

Analytical Sensitivity (Limit of Detection)

The limit of detection of the Vivalytic C. difficile test was determined as the
lowest concentration of analyte that can be consistently detected (295% of
samples tested under routine laboratory conditions using a defined type of
sample).

Inclusivity

To evaluate inclusivity, an in silico analysis (BLAST alignment) of the
genomic sequence of various relevant C. difficile strains against the
sequence of the PCR primers and hydrolysis probe used in the Vivalytic C.
difficile test for amplification and detection of the respective pathogens was
performed. . Inclusivity could be shown for strains listed in Table 2.

Exclusivity / Analytical Specificity

To exclude cross-reactivity (exclusivity), an in silico analysis (BLAST
alignment) of the target region of C. difficile against the genomic sequence
of various other pathogens representing common gastrointestinal pathogens
or closely related species was conducted. There was no evidence of an
interference (Table 3).

Reproducibilty

The reproducibility of the Vivalytic C. difficile test was established using a
panel with 3 different concentrations of C. difficile. At 3 test sites, each mix
was tested on the same set of Vivalytic instruments by the same operator
with 3 LOTs in 4 replicates on 3 days, respectively, yielding in a total of

324 observations per target pathogen. The obtained positivity rates for the
different combinations were correlated to the expected positivity rate
(Table 4a).

Repeatability

The repeatability of the Vivalytic C. difficile test was established using a
panel with 1 concentration (3x c95) of C. difficile. At 1 test site, the mix
was tested on the same set of Vivalytic instruments by the same operator
with 3 LOTs in 20 replicates on 1 day, respectively, yielding in a total of
60 observations per target pathogen. The obtained positivity rates for the
different combinations were correlated to the expected positivity rate
(Table 4b).

Interferences

Interferences were evaluated for endogenous and exogenous substances,
that are potentially present in the patient sample. Refer to Table 5 for
substances that have the potential to interfere with the test.

Clinical Performance Evaluation

Sensitivity and specificity results derived from native liquid and soft human
stool samples. Samples were collected in a clinical setting and compared
with results of reference methods.

Samples for testing with Vivalytic C. difficile cartridges were freshly used or
frozen for storage and prepared as describe above in eNAT® (COPAN Italia
S.p.A).

In case of reference testing samples were prepared according to
recommendations of used reference methods. In total, 124 samples were
analysed. Sensitivity or Positive Percent Agreement (PPA) was calculated
as 100 % x TP/ (TP+FN). Specificity or Negative Percent Agreement was
calculated as 100 % x TN / (TN+FP). The results of the clinical performance
evaluation are shown in Table 6.

Technical Support

In case of questions please contact your local distributor or send a message
to the customer service of Vivalytic

(email: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Manufacturer Serial number
Date of manufacture Temperature limit
Expiry date Do not use if package is damaged
Lot number For single use only

Reference number Consult Instructions for Use
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SRR AR

Contains <n> tests in vitro diagnostic medical device

n
m

CE mark

/M Pipette the indicated sample volume in the sample input of the
6 390l cartridge as marked by the black triangle.
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Einleitung

Clostridioides difficile (C. difficile) ist ein gram-positives, sporenbildendes,
anaerobes Bakterium, das toxigene und nicht-toxigene Stamme umfasst.

C. difficile ist einer der haufigsten Erreger nosokomialer Durchfallerkrankun-
gen, insbesondere bei Patienten mit antibiotikaassoziierter Diarrho. In den
letzten Jahren haben Anzahl und Schwere der Falle in Europa und weltweit
zugenommen.'

Die Symptome einer Infektion mit C. difficile reichen von leichtem Durchfall
bis hin zu einer schweren, lebensbedrohlichen pseudomembrandsen Kolitis,
wobei eine Kolonisierung mit C. difficile nicht zwangslaufig zu einer sympto-
matischen Infektion fiihrt. Die Storung des Gleichgewichts der Darmmikroor-
ganismen, z. B. durch eine Antibiotikabehandlung, kann dazu fiihren, dass
sich toxigene C. difficile-Stamme ansiedeln, die Besiedlung dominieren und
eine Infektion auslosen.?

Krankheitsrelevant sind bei C. difficile die Gene tcdA und tcdB, die fur

Toxin A (Enterotoxin) und Toxin B (Cytotoxin) codieren und sich in einer

19,6 Kilobasenpaare (kb) umfassenden chromosomalen Region befinden,
die als Pathogenitatslocus (PalLoc) bezeichnet wird. Die meisten pathogenen
Stamme sind Toxin-A- und -B-positiv (A+B+), einige pathogene Isolate kon-
nen jedoch Toxin-A-negativ und -B-positiv (A-B+) sein. Sie sind die Ausloser
von C. difficile-assoziierten Erkrankungen.®

Einige toxigene C. difficile-Stamme produzieren zusatzlich das binare Toxin
C. difficile-Transferase (CDT).*

Inhalt
15 Vivalytic C. difficile Testkartuschen fiir den qualitativen Nachweis von
Clostridioides difficile-spezifischen tcdA/tcdB-Toxin-Gensequenzen.

Zweckbestimmung

Der Vivalytic C. difficile Test ist ein automatisierter qualitativer in-vitro-Diag-
nostiktest basierend auf der Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum
Nachweis der Nukleinsauren in toxigenen C. difficile-Stammen (Toxingene
tcdA/tcdB) in Abstrichproben aus fliissigem oder ungeformtem humanem
Stuhl zur Unterstltzung der Diagnose von akuten gastrointestinalen Infektio-
nen bei symptomatischen Personen.

Die Ergebnisse dirfen nicht als alleinige Grundlage fiir die Diagnose,
Behandlung oder andere Entscheidungen zum Patientenmanagement
verwendet werden. Positive Ergebnisse schlieBen eine Co-Infektion mit
anderen Erregern nicht aus. Nachgewiesene Erreger sind nicht zwangslaufig
die eindeutige Ursache der Erkrankung. Negative Ergebnisse schlieen eine
Infektion mit C. difficile oder eine andere gastrointestinale Infektion nicht
aus. Die Ergebnisse missen klinisch mit der Patientenanamnese, klinischen
Beobachtungen und epidemiologischen Informationen korreliert werden.
Weitere diagnostische Informationen sind notwendig, um den Infektionssta-
tus des Patienten zu bestimmen. Vorgesehen fir die Verwendung mit einem
Vivalytic one Analyser und ausschlieBlich durch medizinisches Fachpersonal
in Laboreinrichtungen, wie Krankenhaus- und Referenzlaboren.

Sicherheitsinformationen

Diese Gebrauchsanweisung enthalt ausschlieBlich testspezifische Informa-
tionen. Fir generelle Warnungen und Hinweise zum Vivalytic one System ist
die Bedienungsanleitung des Analysers zurate zu ziehen (Kapitel ,Geratesi-
cherheit®). Nur Vivalytic Kartuschen und fir den Vivalytic one Analyser zuge-
lassene Zubehorteile fir die Nutzung verwenden. Bei der Handhabung von
Patientenproben und Kartuschen ist darauf zu achten, Kontaminationen zu
vermeiden. Wenn auf einer Kartusche Probe ausgelaufen ist, die Kartusche
nicht verwenden und die Kartusche entsorgen.

Flr die Anwendung als in-vitro-Diagnostikum durch geschulte medizinische
Fachkrafte.
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A WARNUNG

Beachten Sie die Grundsatze der guten Laborpraxis.

Geeignete personliche Schutzausrustung tragen.

Bei sichtbarer Beschadigung der Kartusche oder der versiegelten
Umverpackung bitte die Kartusche nicht benutzen.

Den Detektionsbereich der Kartusche nicht beriihren oder verkratzen.
Die Kartusche nicht wiederverwenden.

Keine abgelaufenen Kartuschen benutzen. Das Ablaufdatum befindet
sich auf der Verpackung.

Den Test nach dem Offnen des Kartuschenbeutels innerhalb von

15 Minuten starten. Dies beugt Verunreinigungen vor und verhindert
einen Performanceverlust aufgrund von Feuchteeinwirkung.

Langere Verarbeitungszeiten im gedffneten Zustand kdnnen die
Testperformance beeintrachtigen.

Die mit einer Probe beflillte Kartusche nicht schitteln.

Drehen Sie die Kartusche nicht kopfiber.

Die Kartusche nur auf saubere und ebene Oberflachen legen.

Nur zugelassene Probentypen, -medien und Probenvolumina nutzen.
Beachten Sie die Grundsatze der guten Laborpraxis.

Biologische Proben, Transportmedien und verwendete Kartuschen
sollten als potentiell infektiés behandelt und entsprechende
SchutzmaBnahmen angewendet werden. Potenziell infektidses
Probenmaterial und Kartuschen sind gemaB entsprechender
Laborpraxis zu handhaben. Proben und Kartuschen sind gemaf
regionaler und laborspezifischer Standards zu entsorgen.

Halten Sie sich an nationale Sicherheitsvorschriften und -praktiken.

Hinweis: Weitere Informationen sind dem Sicherheitsdatenblatt (SDB)
des Produkts zu entnehmen. Kontaktieren Sie diesbezliglich Ihren lokalen
Kundensupport.

Zusatzlich benétigte Ausriistung und Verbrauchsmaterialien (nicht mit-
gellefert)

Bosch Vivalytic one Analyser (Referenznummer F 09G 300 115)

Pipettor (100-1000 pl)

Sterile Filterpipettenspitzen 100-1000 pl

Probenabstrichsysteme

- FLOQSwabs® 552C, beflockte Tupfer, regular (COPAN ltalia S.p.A.)

Transportmedium

- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)

Geeignete Schutzkleidung

Testprinzip
Vivalytic C. difficile ist ein qualitativer Test auf Real-Time-PCR-Basis.

Lager- und Gebrauchstemperatur

Bei einer Lagerung zwischen +15 °C und +25 °C ist das Produkt bis zum
Verfallsdatum stabil. Lager- und Gebrauchstemperatur konnen dem Kar-
tuschen-, Umverpackungs- oder Verpackungsetikett entnommen werden.
Kartuschen mussen bei +15 °C bis +25 °C, bei einer maximalen relativen
Luftfeuchtigkeit von < 65 % und innerhalb von 15 Minuten nach dem Offnen
der Umverpackung verwendet werden. Dies beugt Verunreinigungen vor
und verhindert einen Performanceverlust aufgrund von Feuchteeinwirkung.
Langere Verarbeitungszeiten im gedffneten Zustand konnen die Testperfor-
mance beeintrachtigen.

Reagenzien

Alle Reagenzien, die flr die Probenprozessierung bendtigt werden, sind in
der Kartusche integriert. Das Prozessieren umfasst die Zelllyse, die Nuklein-
saureextraktion, Amplifikation der DNA und Detektion.

Die Kartusche enthalt die Reagenzien PCR-Bead, Bindepuffer, Waschpuffer
und Elutionspuffer. Das PCR-Bead enthalt die DNA-Polymerase sowie Primer
und Sonden. Der Bindepuffer erleichtert die Bindung von Nukleinsauren
wahrend des Aufreinigungsprozesses. Der Waschpuffer ist eine Formulie-
rung aus verschiedenen Salzen und Lésungsmitteln, um Verunreinigungen
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wie z. B. Proteine wahrend des Extraktionsprozesses zu entfernen. Der Eluti-
onspufferist ein salzarmer Puffer und enthalt die aufgereinigten Nukleinsau-
ren am Ende des Extraktionsprozesses.

Probentypen/-medium

Der Test ist zur Verwendung mit Stuhlabstrichproben in eNAT® Medium (re-
gulare beflockte Tupfer FLOQSwabs® 552C, eNAT® Transportmedium 606C,
COPAN ltalia S.p.A.) vorgesehen.

Die Proben sind gemaB Herstelleranleitung zu entnehmen und zu lagern.
Falls die Probe nicht sofort nach der Probengewinnung analysiert wird, sind
die Nukleinsauren in eNAT® Transportmedium bei Raumtemperatur und

bei 4 °C bis zu 4 Wochen bzw. bei -20 °C bis -80 °C bis zu 6 Monate haltbar
(siehe Gebrauchsanweisung des eNAT® Transportmediums®).

Probenvorbereitung

Nehmen Sie mit einem regulédren beflockten Tupfer (FLOQSwabs®, COPAN
Italia S.p.A.) eine kleine Menge Stuhl auf, indem Sie die Spitze des beflock-
ten Tupfers in die Stuhlprobe eintauchen und drehen. Es sollten gezielt
blutige, schleimige oder wéssrige Bereiche der Stuhlprobe ausgewahlt und
aufgenommen werden. Vergewissern Sie sich nach der Probengewinnung,
dass an der Tupferspitze Stuhlprobenmaterial sichtbar ist. Ist dies nicht der
Fall, tauchen Sie den beflockten Tupfer erneut in die Stuhlprobe ein und dre-
hen Sie ihn. Achten Sie darauf, dass alle Bereiche der Tupferspitze mit der
Probe in Kontakt kommen. Geben Sie den Tupfer nach der Probengewinnung
in das Copan eNAT® 2-ml-Rohrchen mit eNAT® Transportmedium. Halten
Sie den Stiel des Tupfers zwischen Daumen und Zeigefinger und dricken
Sie den Tupfer in drehenden Bewegungen gegen die Rohrchenwand, sodass
die Stuhlprobe gleichméBig im Konservierungsmedium verteilt und gelost
wird. Halten Sie den Stiel des Tupfers nahe am Réhrchenrand fest, biegen
Sie ihn um 180 Grad und brechen Sie ihn an der markierten Bruchstelle ab.
Entsorgen Sie den abgebrochenen oberen Teil des Tupfers und verschlieBen
Sie das Rohrchen mit dem Deckel. Das Probenrohrchen mit der Abstrich-
probe und dem eNAT® Medium (COPAN ltalia s.p.a.) zur Homogenisierung
grindlich schitteln und mit einem Pipettor 300 ul homogenisierte Probe in
die Probeneingabe der Kartusche pipettieren.

Nutzen Sie keine viskosen Proben, die schwierig zu pipettieren sind.

Testergebnis

Nach der automatischen Verarbeitung der Probe mit dem Vivalytic one Ana-
lyser wird das Testergebnis auf dem Bildschirm des Vivalytic one Analysers
angezeigt. Das Ergebnis wird nach ca. 50 Minuten angezeigt. Fiir Proben mit
hohem Titer liegen die Ergebnisse nach weniger als 35 Minuten vor und der
Testlauf kann vorzeitig beendet werden (siehe Abschnitt ,Beendigung des
Tests").

Die Probe wird entweder als C. difficile-positiv, C. difficile-negativ oder inva-
lide klassifiziert. Bei einem positiven Nachweis von C. difficile wird der Test
als valide gewertet, selbst wenn die Human Control negativ ist.

Die Detektion der humanzellbasierten Gesamtprozesskontrolle (Human
Control) in negativen Proben zeigt eine erfolgreiche Extraktion an und
schlieBt eine Inhibierung der PCR-Reaktion aus. Die Interpretation der
Ergebnisse ist in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

C. difficile Human
(tcdA / tedB) Control

Validitat Ergebnis

Die Probe gilt als positiv fiir C. difficile

* *I- valide (Nachweis des tcdA/tcdB-Toxingens).

Die Probe gilt als negativ fiir C. difficile

- * valide (kein Nachweis des tcdA/tcdB-Toxingens).

- - invalide Nicht auswertbar.*

" Ein erneutes Testen wird empfohlen.
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PCR - Kurve und C,-Wert

Die Real-Time-PCR-Kurven (softwaremodifiziert) werden von der Software
als positiv oder negativ bewertet. Im Falle einer positiven Kurve werden die
entsprechenden C,-Werte angezeigt. Nicht eindeutige Ergebnisse werden
von der Software markiert (A). Eine erneute Testung wird empfohlen.

Invalide oder fehlgeschlagene Tests

Ein Test wird als invalide eingestuft, wenn weder Ziel-DNA noch Human Con-
trol detektiert werden. Mogliche Ursache fiir einen invaliden Testlauf ist eine
schlechte Probenqualitat aufgrund von zu wenig oder keinem humanen Zell-
material in der Probe. Ergebnisse werden auch flr invalide Laufe angezeigt,
dirfen jedoch nicht fiir eine diagnostische Interpretation verwendet werden.
Achten Sie auf die Verwendung des korrekten Probentyps, die richtige Pro-
benentnahme und Lagerung von Proben und Kartuschen. Wiederholen Sie
bei Bedarf den Test mit einer neuen Probe.

Bei einem fehlgeschlagenen Test ist zunachst zu priifen, ob die Betriebsbe-
dingungen des Vivalytic one Analysers korrekt sind (siehe Bedienungsan-
leitung des Vivalytic one Analysers). Starten Sie den Vivalytic one Analyser
neu. Besteht das Problem weiterhin, kontaktieren Sie bitte Ihren lokalen
Kundensupport.

Beendigung des Tests
Sobald ein valides, positives C. difficile-Ergebnis auf dem Bildschirm ange-
zeigt wird, hat der Anwender die Moglichkeit, den Test zu beenden.

Testbericht

Im gedruckten Testbericht sind Erreger, Ergebnisse, Kontrolle und Infor-
mationen Uber Anwender, Patient und Vivalytic one Analyser sowie ein
Unterschriftenfeld aufgefihrt.

Qualitatskontrolle

Sofern Qualitatskontrollen von lokalen oder laborspezifischen Standards
gefordert werden, missen regelméaBige Qualitatstests durchgefihrt werden.
Falls eine Referenzmethode flr Tests zur Qualitatskontrolle bendtigt wird,
kénnen die folgenden Referenzmaterialien verwendet werden:
CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain.

Die Anweisungen des Herstellers sind zu befolgen.

Im Fall unerwarteter Ergebnisse wiederholen Sie die Qualitatskontrolle mit
einer weiteren Probe. Ist das Ergebnis einer negativen Qualitatskontrolle,

z. B. reines eNAT® Medium, wiederholt positiv, konnten der Vivalytic one Ana-
lyser oder die Umgebung kontaminiert sein. In diesem Fall ist der Gebrauch
des Vivalytic one Analysers einzustellen und das Gerat ist gemalB den Anwei-
sungen in der Bedienungsanleitung des Vivalytic one Analysers zu reinigen.
Im Fall wiederholter falscher Ergebnisse flr die Qualitatskontrollen kontak-
tieren Sie lhren lokalen Kundensupport.

Hinweis an Anwender in der EU

Alle im Zusammenhang mit dem Produkt aufgetretenen schwerwiegenden
Vorfalle mussen dem Hersteller und der zustandigen Behorde des Mit-
gliedstaats, in dem der Anwender und/oder der Patient niedergelassen ist,
gemeldet werden.

Einschrankungen
Die Ergebnisse des Vivalytic C. difficile Tests dirfen ausschlieB3lich durch
geschulte Mitarbeiter mit entsprechendem medizinischem Hintergrund
interpretiert werden. Das Ergebnis des Vivalytic C. difficile Tests darf nicht
als alleiniger Parameter zur Diagnose genutzt werden.
Ein negatives Ergebnis schlieBt nicht die Anwesenheit des Pathogens
unterhalb der Nachweisgrenze oder das Vorkommen eines anderen Patho-
gens aus, das nicht durch diesen Test abgedeckt ist.
UnsachgemalB entnommene, transportierte oder gelagerte Proben bergen
das Risiko falsch-negativer oder falsch-positiver Ergebnisse.
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In Grenzfallen konnen atypische PCR-Merkmale (z. B. flache Kurve mit
niedrigem oder hohem C,-Wert) auftreten. Bei atypischen Merkmalen dir-
fen die Ergebnisse nicht fir eine diagnostische Interpretation verwendet
werden. Nicht eindeutige Ergebnisse werden von der Software markiert.
Eine erneute Testung wird empfohlen.

Beim Vivalytic C. difficile handelt es sich um einen qualitativen Real-Time-
PCR-Test, der kein quantitatives Ergebnis bereitstellt.

Ein positives Testergebnis zeigt nicht notwendigerweise die Anwesenheit
infektioser Erreger an.

Der Test weist C. difficile-Stamme mit den Genen tcdA/tcdB nach, diffe-
renziert jedoch nicht zwischen toxigenen und nicht-toxigenen Stammen.
Ein negatives Ergebnis schlieBt eine Infektion mit C. difficile nicht aus. Es
wird empfohlen, negativ getestete Proben im Zusammenhang mit weite-
ren Labordaten zu interpretieren.

Eine zu groBe Stuhlmenge kann die Leistung des Tests beeintrachtigen.

Analytische Validierung

Analytische Sensitivitat (Nachweisgrenze)

Die Nachweisgrenze des Vivalytic C. difficile Tests wurde als niedrigste Ana-
lytkonzentration definiert, die konsistent nachgewiesen werden kann (> 95 %
der unter Routinelaborbedingungen und bei Verwendung eines definierten
Probentyps getesteten Proben).

Inklusivitat

Um die Inklusivitat zu untersuchen, wurde eine in-silico-Analyse (BLAST-Ab-
gleich) der Genomsequenz verschiedener relevanter C. difficile-Stamme
zum Abgleich mit der Sequenz der PCR-Primer und Hydrolyse-Sonde aus
dem Vivalytic C. difficile Test zur Amplifikation und Detektion der jeweiligen
Erreger durchgefiihrt. Fir die in Tabelle 2 aufgeflihrten Stamme konnte die
Inklusivitat belegt werden.

Exklusivitat / analytische Spezifitat

Um eine Kreuzreaktivitat (Exklusivitat) auszuschlieBen, wurde eine in-sili-
co-Analyse (BLAST-Abgleich) der Zielregion von C. difficile zum Abgleich mit
der Genomsequenz verschiedener anderer Erreger durchgefiihrt, die haufige
gastrointestinale Erreger bzw. eng verwandte Arten darstellen. Es gab keine
Hinweise auf eine Interferenz (Tabelle 3).

Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit des Vivalytic C. difficile Tests wurde anhand eines
Panels mit 3 unterschiedlichen Konzentrationen von C. difficile ermittelt. An
3 Standorten wurde jede Mischung auf denselben Vivalytic Instrumenten
von demselben Anwender mit 3 Chargen in 4 Wiederholungen an 3 Tagen
getestet, was insgesamt 324 Beobachtungen pro Zielerreger ergab. Die
ermittelten Positivitatsraten fir die einzelnen Kombinationen korrelierten
mit der erwarteten Positivitatsrate (Tabelle 4a).

Wiederholbarkeit

Die Wiederholbarkeit des Vivalytic C. difficile Tests wurde anhand eines
Panels mit 1 Konzentration (3 x c95) von C. difficile ermittelt. An 1 Standort
wurde die Mischung auf denselben Vivalytic Instrumenten von demselben
Anwender mit 3 Chargen in 20 Wiederholungen an 1 Tag getestet, was
insgesamt 60 Beobachtungen pro Zielerreger ergab. Die ermittelten Positi-
vitatsraten fur die einzelnen Kombinationen korrelierten mit der erwarteten
Positivitatsrate (Tabelle 4b).

Interferenzen

Es wurden die Interferenzen endogener und exogener Substanzen un-
tersucht, die potenziell in Patientenproben vorkommen kénnen. Weitere
Informationen zu Substanzen, die den Test potenziell stéren konnten, sind
Tabelle 5 zu entnehmen.
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Klinische Validierung

Die Sensitivitats- und Spezifitatsergebnisse wurden aus nativen fliissigen
und ungeformten humanen Stuhlproben abgeleitet. Die Proben wurden in
einer klinischen Umgebung gesammelt und mit den Ergebnissen von Refe-
renzmethoden verglichen.

Die Proben fiir den Test mit Vivalytic C. difficile Kartuschen wurden frisch
verwendet oder zur Lagerung eingefroren und wie oben beschrieben in
eNAT® (COPAN ltalia S.p.A.) aufbereitet.

Fir die Referenztests wurden die Proben entsprechend den Empfehlungen
der verwendeten Referenzmethoden vorbereitet. Insgesamt wurden 124 Pro-
ben analysiert. Sensitivitat oder positive prozentuale Ubereinstimmung in
Prozent (PPA) wurden wie folgt berechnet: 100 % x TP / (TP+FN). Spezifitat
oder negative prozentuale Ubereinstimmung (NPA) wurden wie folgt berech-
net: 100 % x TN / (TN+FP). Die Ergebnisse der klinischen Validierung sind in
Tabelle 6 zusammengefasst.

Technischer Support

Bei Fragen wenden Sie sich bitte an Ihren Handler vor Ort oder senden Sie
eine Nachricht an den Kundendienst von Vivalytic

(E-Mail: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Symbole
Hersteller Seriennummer
Herstellungsdatum Temperaturbegrenzung
Verfallsdatum Bei beschadigter Verpackung nicht

verwenden

Chargenbezeichnung Nicht zur Wiederverwendung

EINERUCRES

Referenznummer Bedienungsanleitung beachten

HH®®~ [

Enthalt <n> Tests In-vitro-Diagnostikum

a)
m

CE-Kennzeichnung

/A \ngegebenes Probenvolumen in die Probeneingabe der Kartusche
6 300l yinettieren wie durch das schwarze Dreieck angegeben.
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Inleiding

Clostridioides difficile (C. difficile) is een grampositieve, sporenvormende
anaerobe bacil die bestaat uit toxigene en niet-toxigene stammen.

C. difficile is een van de meest voorkomende verwekkers van nosocomiale
diarree, vooral bij patiénten met antibiotica-geassocieerde diarree. In de
afgelopen jaren is het aantal en de ernst van de gevallen in Europa en we-
reldwijd toegenomen.’

De symptomen van een C. difficile-infectie (CDI) variéren van milde diarree
tot ernstige levensbedreigende pseudomembraneuze colitis, hoewel
kolonisatie van C. difficile niet noodzakelijkerwijs tot een symptomatische
infectie leidt. De verstoring van het evenwicht van micro-organismen in de
darmen, bijvoorbeeld door behandeling met antibiotica, kan ervoor zorgen
dat de toxigene C. difficile zich vestigt, de kolonisatie domineert en het begin
vormen van CDI.2

Factoren die betrokken zijn bij de pathogenese van C. difficile, zijn de

genen tcdA en tcdB, die coderen voor toxine A (enterotoxine) en toxine B
(cytotoxine) en die zich bevinden in een chromosomaal gebied van 19,6 kb
dat de pathogeniciteitslocus (PalLoc) wordt genoemd. De meeste pathogene
stammen zijn toxine A en B positief (A+B+), maar sommige pathogene varian-
tisolaten kunnen toxine A negatief en B positief (A-B+) zijn. Ze zijn de oorzaak
van C. difficile-geassocieerde ziekten.?

Sommige stammen van toxigene C. difficile produceren ook een toxine met
de naam C. difficile-transferase (CDT) of binair toxine.*

Inhoud van de verpakking
15 Vivalytic C. difficile-testcassettes voor de kwalitatieve detectie van Clostri-
dioides difficile-specifieke tcdA/tcdB toxinegensequenties.

Beoogd gebruik

De Vivalytic C. difficile-test is een geautomatiseerde kwalitatieve in-vitro
diagnostische test op basis van een real-time polymerasekettingreactie
(PCR) voor de detectie van nucleinezuren van toxigene C. difficile (toxine-
genen tcdA/tcdB) uit vloeibare of zachte menselijke ontlastingsmonsters

als hulpmiddel bij de diagnose van acute gastro-intestinale infecties van
symptomatische personen.

Resultaten mogen niet worden gebruikt als de enige basis voor diagnose,
behandeling of andere beslissingen over het beheer van de patiént. Positieve
resultaten sluiten co-infectie met andere pathogenen niet uit. Het gedetec-
teerde agens/de gedetecteerde agentia is/zijn mogelijk niet de definitieve
oorzaak van de ziekte. Negatieve resultaten sluiten een C. difficile-infectie

of een andere gastro-intestinale infectie niet uit. Resultaten moeten klinisch
worden gecorreleerd met de voorgeschiedenis van de patiént, klinische ob-
servaties en epidemiologische informatie. Andere diagnostische informatie
is nodig om de infectiestatus van de patiént te bepalen. Beoogd voor gebruik
met een Vivalytic one-analysator door professionelen in de gezondheidszorg
in laboratoriumomgevingen, zoals ziekenhuislaboratoria en referentielabo-
ratoria.

Veiligheidsinformatie

Deze gebruiksaanwijzing bevat alleen testspecifieke informatie. Raadpleeg
voor aanvullende waarschuwingen en instructies de gebruiksaanwijzing die
bij uw Vivalytic one-analysator is meegeleverd (hoofdstuk Apparaatgerela-
teerde veiligheidsinformatie). Gebruik alleen Vivalytic-cassettes en acces-
soires die zijn goedgekeurd voor de Vivalytic one-analysator. Zorg ervoor

dat u geen besmetting veroorzaakt bij het hanteren van patiéntmonsters en
cassettes. Als er monster op de cassette is gemorst, gebruik de cassette dan
niet en gooi deze weg.

Voor in-vitro diagnostisch gebruik door opgeleide gezondheidswerkers.
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A WAARSCHUWING

Volg altijd goede laboratoriumpraktijken om de juiste uitvoering van
deze test te garanderen.

Zorg ervoor dat u geschikte persoonlijke beschermingsmiddelen
(PBM) draagt.

Gebruik geen cassette als het verzegelde zakje of de cassette zelf
zichtbaar beschadigd is.

Raak het detectiegebied van de cassette niet aan en maak er geen
krassen op.

Gebruik een cassette niet opnieuw.

Gebruik geen cassettes waarvan de houdbaarheidsdatum is
overschreden. De houdbaarheidsdatum vindt u op de verpakking en
het label van de cassette.

Wacht niet langer dan 15 minuten na het openen van het zakje met de
cassette om de test te beginnen. Zo wordt hygiéne gehandhaafd en
prestatieverlies door vochtigheid voorkomen. Langdurige blootstelling
aan vochtigheid heeft een negatieve invloed op de testprestaties.
Een cassette met een monster niet schudden.

Draai de cassette niet ondersteboven.

Plaats de cassette uitsluitend op een schoon en vlak oppervlak.
Gebruik geen monstertypes, media en volumes die niet zijn
goedgekeurd voor de test.

Volg altijd goede laboratoriumpraktijken om de juiste uitvoering van
deze test te garanderen.

Biologische monsters, overdrachtshulpmiddelen en gebruikte
cassettes moeten worden beschouwd als bronnen van mogelijk
infectieuze agentia, waarvoor standaard voorzorgsmaatregelen zijn
vereist. Behandel mogelijk infectieuze patiéntmonsters en cassettes
volgens de nationale laboratoriumnormen en voer de monsters en
cassettes af volgens de regionale en laboratoriumnormen.

Volg de nationale veiligheidsvoorschriften en -procedures.

Opmerking: Meer informatie is te vinden op het veiligheidsinformatieblad
(VIB) van het product. Neem contact op met de klantenondersteuning van
uw plaatselijke distributeur.

Aanvullende vereiste, maar niet meegeleverd verbruiksartikelen
« Bosch Vivalytic one-analysator (referentienummer F 09G 300 115)
Pipet (100-1000 pl)
Steriele filterpipetpunten 100 -1000 pl
Verzamelkits voor uitstrijkjes
- FLOQSwabs® normaal gevlokt wattenstaafje 552C (COPAN ltalia S.p.A.)
Transportmedium
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
Geschikte beschermende kleding

Testprincipe
Vivalytic C. difficile is een kwalitatieve real-time PCR-test.

Opslag- en gebruiksvoorwaarden

Het product is stabiel tot de vervaldatum indien het wordt bewaard bij

+15 °C tot +25 °C. De opslag- en gebruiksvoorwaarden staan vermeld op

het etiket van de cassette, het zakje of de doos. De cassette moet worden
gebruikt bij +15 °C tot +25 °C, relatieve vochtigheid < 65 %, binnen 15 min
na opening van het zakje. Zo wordt hygiéne gehandhaafd en prestatieverlies
door vochtigheid voorkomen. Langdurige blootstelling aan vochtigheid heeft
een negatieve invloed op de testprestaties.

Reagentia

Alle voor de monsterverwerking benodigde reagentia zijn in de cassette
geintegreerd. De verwerking omvat cellyse, nucleinezuurextractie, DNA-am-
plificatie en -detectie.

Reagentia zijn PCR-bead, bindingsbuffer, wasbuffer en elutiebuffer. De
PCR-bead bevat de DNA-polymerase, primers en probes. Bindingsbuffer
vergemakkelijkt de binding van nucleinezuren tijdens het zuiveringsproces.
Wasbuffer is een formulering van verschillende zouten en oplosmiddelen

15
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om onzuiverheden, zoals eiwitten, tijdens het extractieproces te verwijderen.
Elutiebuffer is een zoutarme buffer en bevat de gezuiverde nucleinezuren
aan het einde van het extractieproces.

Monstertypes/medium

De test is bedoeld voor gebruik met ontlastingmonsters in eNAT® medium
(FLOQSwabs® normaal gevlokt wattenstaafje 552C, eNAT® transportmedi-
um Ref. 606C, COPAN ltalia s.p.a.).

Verzamel en bewaar monsters zoals aangegeven in de instructies van de
fabrikant.

Als het monster niet onmiddellijk na de monsterafname wordt verwerkt,
worden de nucleinezuren in eNAT®-transportmedium maximaal 4 weken
bij kamertemperatuur en 4 °C en maximaal 6 maanden bij -20 °C tot -80 °C
bewaard (zie gebruiksaanwijzing van eNAT®-transportmedium?).

Monstervoorbereiding

Gebruik een FLOQSwabs® normaal gevlokt wattenstaafje (COPAN ltalia
s.p.a.) om een kleine hoeveelheid ontlasting te verzamelen door de punt van
het gevlokte wattenstaafje in het ontlastingmonster te steken en te draaien.
Bloederige, slijmerige of waterige delen van de ontlasting moeten worden
geselecteerd en verzameld. Na het afnemen onderzoekt u het wattenstaafje
om te controleren of er fecaal materiaal zichtbaar is op de punt. Als dit niet
het geval is, steek dan het wattenstaafje opnieuw in het ontlastingmonster
en draai het rond, waarbij u ervoor zorgt dat de hele punt van het watten-
staafje in contact komt met het monster. Na afname brengt u het watten-
staafje over in de 2 ml Copan eNAT® -buis met eNAT®-transportmedium.
Houd de steel van het wattenstaafje tussen duim en vinger en klop en meng
het ontlastingmonster tegen de zijkant van de buis om het monster gelijk-
matig te verspreiden en in suspensie te brengen in het preservatiemedium.
Houd de steel van het wattenstaafje dicht bij de rand van de buis en buig het
in een hoek van 180 graden om het af te breken op het gemarkeerde breek-
punt. Gooi het afgebroken bovenste deel van de steel van het wattenstaafje
weg en draai de dop vast. Schud de monsterbuis met het wattenstaaf-
jesmonster en eNAT® -medium (COPAN ltalia s.p.a.) goed om te homogeni-
seren en gebruik een pipet om 300 ul gehomogeniseerd patiéntmonsterin
de monsteringang van de cassette te brengen.

Gebruik geen viskeuze monsters die moeilijk te pipetteren zijn.

Testresultaat

Na automatische verwerking van het monster met de Vivalytic one-analysator
wordt het testresultaat op het scherm van de Vivalytic one-analysator getoond.
De tijd tot het resultaat is ongeveer 50 min. Voor specimens met een hoge titer
zijn de resultaten na minder dan 35 min beschikbaar en kan de testrun eerder
beéindigd worden (zie hoofdstuk Beéindiging van de test).

Het monster wordt geclassificeerd als C. difficile positief, C. difficile negatief
of ongeldig. Bij een positieve detectie van C. difficile wordt de test als geldig
beschouwd, zelfs als de Human Control negatief is.

Detectie van de op de menselijke cel gebaseerde volledige procescontrole
(Human Control) in negatieve monsters toont een succesvolle extractiepro-
cedure aan en sluit een remming van de PCR-reactie uit. Interpretatie van
resultaten wordt in de onderstaande tabel vermeld.

C. difficile Human
(tcdA / tedB) Control

Geldigheid  Resultaat

Monster wordt als positief voor C. difficile beschouwd

. +/- geldie | (tcn/tcdB-toxinegen gedetecteerd).

Monster wordt als negatief voor C. difficile beschouwd

- * geldig (tcdA/tcdB-toxinegen niet gedetecteerd)

- - ongeldig Niet toetsbaar.!

" Opnieuw testen wordt aanbevolen.
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PCR - Curve en C,-waarde

Realtime PCR-curven (softwarematig aangepast) worden door de software
weergegeven en als positief of negatief geclassificeerd. In geval van posi-
tieve curven wordt de betreffende C,-waarde weergegeven. Twijfelachtige
resultaten worden door de software gemarkeerd (A). Opnieuw testen wordt
aanbevolen.

Ongeldige of mislukte testen

Een test wordt als ongeldig beoordeeld als er noch doel-DNA noch Human
Control wordt gedetecteerd. Een mogelijke reden voor een ongeldige test
kan een slechte monsterkwaliteit zijn door een gedeeltelijke of volledige
afwezigheid van menselijk celmateriaal in het monster. De resultaten worden
weergegeven voor een ongeldige test, maar mogen niet worden gebruikt voor
diagnostische interpretatie. Let op het gebruik van het juiste monstertype, de
monsterafname en de opslag van het monster en de cassettes voorafgaand
aan de testrun. Herhaal indien nodig de analyse met een nieuw monster.
Controleer in het geval van een mislukte test eerst de juiste bedrijffsomstan-
digheden van de Vivalytic one-analysator (raadpleeg de gebruiksaanwijzing
van de Vivalytic one-analysator). Start de Vivalytic one-analysator opnieuw
op. Als het probleem aanhoudt, neem dan contact op met de klantenonder-
steuning van uw plaatselijke distributeur.

Beéindiging van de test
Zodra een geldig, positief C. difficile-resultaat wordt getoond op het scherm,
heeft de gebruiker de optie om de test te voltooien.

Testrapport

In het afgedrukte testrapport worden pathogenen, resultaten, controle en
informatie over gebruiker, patiént en Vivalytic one-analysator vermeld met
een handtekeningveld.

Kwaliteitscontrole

Indien vereist volgens uw lokale of laboratoriumnormen moeten kwaliteits-
controletests worden uitgevoerd.

Indien een referentietestmethode voor kwaliteitscontrole nodig is, kunnen
de volgende referenties worden gebruikt:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Volg de instructies van de fabrikant.

In geval van onverwachte resultaten voert u de analyse opnieuw uit met een
ander monster. Als het resultaat van een negatief kwaliteitscontrolemonster,
zoals zuiver eNAT®-medium, positief blijft, kan de Vivalytic one-analysator of
de omgeving verontreinigd zijn. Stop het gebruik van de Vivalytic one-analysa-
tor en reinig het apparaat zoals beschreven in de gebruiksaanwijzing van de
Vivalytic one-analysator.

Neem bij herhaalde foutieve resultaten van kwaliteitscontrolemonsters
tevens contact op met de klantenondersteuning van uw lokale distributeur.

Kennisgeving aan gebruikers in de EU

Elk ernstig incident dat zich heeft voorgedaan met betrekking tot het hulp-
middel, dient te worden gemeld aan de fabrikant en de bevoegde autoriteit
van de lidstaat waarin de gebruiker en/of patiént is gevestigd.

Beperkingen

De resultaten van de Vivalytic C. difficile-test mogen alleen worden gein-

terpreteerd door een getrainde professional in de gezondheidszorg. De

resultaten van de Vivalytic C. difficile-test mogen niet als enige parameter
voor de diagnose worden gebruikt.

« Een negatief resultaat sluit niet uit dat er pathogenen in het monster aan-
wezig zijn in concentraties die lager liggen dan de gevoeligheidsgrens van
de test of dat er pathogenen aanwezig zijn die niet met deze test worden
bepaald.

« Erbestaat een risico op fout-negatieve of fout-positieve resultaten als
gevolg van onjuist verzamelde, overgebrachte of gehanteerde monsters.
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+ In grensgevallen kunnen atypische PCR-kenmerken (bijv. vlakke curve met
lage of hoge C,-waarde) voorkomen. Bij atypische kenmerken mogen de
resultaten niet worden gebruikt voor diagnostische interpretatie. Twijfe-
lachtige resultaten worden door de software gemarkeerd. Opnieuw testen
wordt aanbevolen.

+ Vivalytic C. difficile is een kwalitatieve real-time PCR-test en geeft geen
kwantitatief resultaat.

+ Een positief resultaat betekent niet noodzakelijkerwijs dat er levensvat-
bare ziektekiemen aanwezig zijn.

+ De test detecteert C. difficile met tcdA/tcdB-genen, maar maakt geen
onderscheid tussen toxineproducerende en niet-toxineproducerende
stammen

+ Een negatief resultaat sluit een C. difficile-infectie niet uit. Het wordt
aanbevolen om negatieve geteste monsters te interpreteren in combinatie
met aanvullende laboratoriumgegevens

+ Een overmatige hoeveelheid ontlasting kan remmende effecten hebben
op de testprestaties.

Evaluatie van de analytische prestaties

Analytische gevoeligheid (detectielimiet)

De detectielimiet van de Vivalytic C. difficile-test werd bepaald als de
laagste concentratie van de analyt die consistent kan worden gedetecteerd
(> 95% van de monsters getest onder routinematige laboratoriumomstandig-
heden met een gedefinieerd type monster).

Inclusiviteit

Om de inclusiviteit te evalueren werd een in silico-analyse (BLAST-uitlijning)
uitgevoerd van de genomische sequentie van verschillende relevante C. diffi-
cile-stammen tegen de sequentie van de PCR-primers en hydrolyse probe die
gebruikt worden in de Vivalytic C. difficile-test voor amplificatie en detectie
van de respectievelijke pathogenen. Inclusiviteit kon worden aangetoond
voor stammen in tabel 2.

Exclusiviteit/analytische specificiteit

Om kruisreactiviteit (exclusiviteit) uit te sluiten, werd er een in silico-analyse
(BLAST-uitlijning) uitgevoerd van het doelgebied van C. difficile tegen de ge-
noomsequentie van verschillende andere pathogenen die veel voorkomende
gastro-intestinale pathogenen of nauw verwante soorten vertegenwoordigen.
Eris geen interferentie vastgesteld (tabel 3).

Reproduceerbaarheid

De reproduceerbaarheid van de Vivalytic C. difficile-test werd vastgesteld
met behulp van een panel met 3 verschillende concentraties C. difficile. Op
3 testlocaties werd elke mix getest op dezelfde set Vivalytic-instrumenten
door dezelfde operator met 3 LOTs in 4 herhalingen op 3 dagen, wat in totaal
324 waarnemingen per doelpathogeen opleverde. De verkregen percentages
positieven voor de verschillende combinaties werden gecorreleerd met de
verwachte percentages. (tabel 4a).

Herhaalbaarheid

De herhaalbaarheid van de Vivalytic C. difficile-test werd vastgesteld met
behulp van een panel met 1 concentratie (3 x c95) C. difficile. Op 1 testloca-
tie werd de mix getest op dezelfde set Vivalytic-instrumenten door dezelfde
operator met 3 LOTs in 20 herhalingen op 1 dag, wat in totaal 60 waarne-
mingen per doelpathogeen opleverde. De verkregen percentages positieven
voor de verschillende combinaties werden gecorreleerd met de verwachte
percentages (tabel 4b).

Interferenties

Interferenties zijn geévalueerd voor endogene en exogene stoffen, die moge-
lijk aanwezig zijn in het patiéntmonster. Raadpleeg tabel 5 voor stoffen die
de test kunnen verstoren.
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Evaluatie van de klinische prestaties

Gevoeligheids- en specificiteitsresultaten op basis van monsters van vloeiba-
re en zachte menselijke ontlasting. De monsters werden in een klinische om-
geving verzameld en vergeleken met de resultaten van referentiemethoden.
Monsters voor testen met Vivalytic C. difficile-cassettes werden vers gebruikt
of ingevroren voor opslag en bereid zoals hierboven beschreven in eNAT®
(COPAN ItaliaS.p.A.).

In het geval van referentietesten werden monsters bereid volgens de aanbe-
velingen van de gebruikte referentiemethoden. In totaal werden er 124 mon-
sters geanalyseerd. De gevoeligheid of positieve procentuele overeenkomst
(PPA) werd berekend als 100% x TP / (TP + FN). Specificiteit of negatieve
procentuele overeenkomst werd berekend als 100% x TN / (TN + FP). De
resultaten van de evaluatie van de klinische prestaties zijn weergegeven in
tabel 6.

Technische ondersteuning

Neem bij vragen contact op met uw plaatselijke distributeur of stuur een
bericht naar de klantenservice van Vivalytic

(e-mail: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Introduction

Le Clostridioides difficile (C. difficile) est un bacille anaérobie sporulé Gram
positif constitué de souches toxinogénes et non-toxinogenes.

C. difficile est 'un des pathogenes les plus répandus des diarrhées nosoco-
miales, notamment chez les patients atteints de diarrhées associées aux
antibiotiques. Au cours des derniéres années, le nombre et la gravité des cas
aaugmenté en Europe et dans le monde entier’.

Les symptomes de Uinfection a C. difficile (ICD) vont d’une légére diarrhée
a une colite pseudomembraneuse grave potentiellement mortelle, méme

si la colonisation a C. difficile n’entraine pas nécessairement une infection
symptomatique. La perturbation de U'équilibre des micro-organismes intes-
tinaux, en raison d’un traitement antibiotique par exemple, peut entrainer le
développement de bactéries C. difficile toxinogenes, qui dominent alors la
colonisation et peuvent provoquer une ICD?.

Les facteurs impliqués dans la pathogenése de C. difficile sont les génes
tcdA et tcdB codant pour la toxine A (entérotoxine) et la toxine B (cytotoxine)
qui sont localisés dans une région chromosomique de 19,6 kb appelée le
locus de pathogénicité (PaLoc). La plupart des souches pathogénes sont
des toxines A et B positives (A+B+), mais certains isolats de variants patho-
genes peuvent étre des toxines A négative et B positive (A-B+). Elles sont
responsables des maladies associées a C. difficile®.

Certaines souches de C. difficile toxinogenes produisent également une
toxine appelée C. difficile transférase (CDT) ou toxine binaire*.

Contenu de ’emballage

15 cartouches de test Vivalytic C. difficile pour la détection qualitative des
séquences génétiques de toxines tcdA/tcdB spécifiques a Clostridioides dif-
ficile.

Usage prévu

Le test Vivalytic C. difficile est un test de diagnostic in vitro basé sur la
réaction en chaine par polymérase (PCR) pour la détection des acides
nucléiques de C. difficile toxigenes (genes de toxines tcdA/tcdB) dans le
liquide ou les écouvillons de selles humaines molles pour faciliter le dia-
gnostic d’infections gastro-intestinales aigués.

Les résultats ne doivent pas étre utilisés comme seul fondement pour
établir un diagnostic, un traitement ou toute autre décision de gestion des
patients. Les résultats positifs n’excluent pas une co-infection due a d’autres
agents pathogenes. Les agents détectés peuvent ne pas étre la cause exacte
de lamaladie. Les résultats négatifs n’excluent pas une infection a C. difficile
ou une autre infection gastro-intestinale. Les résultats doivent étre corrélés
cliniqguement a U'historique du patient, aux observations cliniques et aux
informations épidémiologiques. Des informations de diagnostic complé-
mentaires sont nécessaires pour déterminer le statut infectieux du patient.
Destiné a une utilisation avec un analyseur Vivalytic one par les profession-
nels de santé uniquement dans des contextes de laboratoires, notamment
les laboratoires hospitaliers et spécialisés.

Informations de sécurité

Le présent manuel de Uutilisateur contient uniquement des informations
spécifiques au test. Pour obtenir des avertissements et instructions supplé-
mentaires, reportez-vous au manuel de l'utilisateur fourni avec votre analy-
seur Vivalytic one (chapitre relatif aux informations de sécurité de U'appareil).
Utilisez uniguement les cartouches et accessoires Vivalytic homologués
pour Uanalyseur Vivalytic one. Prenez soin d’éviter les contaminations lors de
la manipulation des échantillons de patients et des cartouches. En cas de
déversement d’échantillon sur la cartouche, ne Uutilisez pas et jetez-la.

Pour un usage de diagnostic in vitro par des professionnels de santé formés.
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A AVERTISSEMENT

- Veillez toujours a respecter les bonnes pratiques de laboratoire afin de
garantir les performances du test.

+ Veillez a porter un équipement de protection individuelle (EPI) adapté.

+ Nutilisez pas une cartouche si l'emballage scellé ou la cartouche elle-
méme est visiblement endommagée.

+ Netouchez pas et ne rayez pas la zone de détection de la cartouche.

+ Ne réutilisez pas une cartouche.

+ Nutilisez pas les cartouches qui ont expiré. La date d’expiration figure
sur lemballage et 'étiquette de la cartouche.

« Nattendez pas plus de 15 minutes aprés Uouverture de 'emballage
de la cartouche pour commencer le test. Ces conditions permettent
de maintenir un niveau d’hygiéne correct et d’éviter une baisse de
performances due a Uhumidité. Une exposition prolongée a 'humidité
a un impact négatif sur les performances du test.

+ N’agitez pas une cartouche contenant un échantillon.

+ Ne mettez pas la cartouche a l'envers.

« Placez la cartouche sur une surface plane et propre uniquement.

« Nutilisez pas des types, milieux et volumes d’échantillon qui ne sont

pas approuvés pour l'application de test.

Veillez toujours a respecter les bonnes pratiques de laboratoire afin de

garantir les performances du test.

+ Les échantillons biologiques, les appareils de transfert et les
cartouches usagées doivent étre considérés comme potentiellement
porteurs d’agents infectieux et les précautions standard sont requises.
Manipulez les échantillons de patients potentiellement infectieux et
les cartouches conformément aux normes de laboratoire nationales et
éliminez les échantillons et les cartouches conformément aux normes
régionales et de laboratoire.

+ Respectez les réglementations et pratiques nationales en matiére de
sécurité.

Remarque : Vous trouverez plus d’informations dans la fiche de données
de sécurité (FDS) du produit. Veuillez contacter le service client de votre
distributeur local.

Equipement et consommables complémentaires et nécessaires mais
non fournis
+ Analyseur Bosch Vivalytic one (numéro de référence F 09G 300 115)
« Pipette (100-1 000 pL)
+ Embouts de pipettes de filtres stériles 100-1000 L
+ Kits de prélévement sur écouvillon
- Ecouvillon floqué ordinaire FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
« Milieu de transport
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
+ Vétements de protection adaptés

Principe du test
Le test Vivalytic C. difficile est un test qualitatif basé sur la PCR en temps
réel.

Conditions de stockage et d’utilisation

Le produit est stable jusqu’a la date de péremption s’il est stocké a une
température comprise entre +15 °C et +25 °C. Les conditions de stockage

et d’utilisation figurent sur Uétiquette de la cartouche, de l'emballage ou de
la boite. La cartouche doit étre utilisée a une température comprise entre
+15°C et +25 °C, a une humidité relative < 65 %, dans les 15 min. aprés
ouverture de 'emballage. Ces conditions permettent de maintenir un niveau
d’hygiéne correct et d’éviter une baisse de performances due a Uhumidité.
Une exposition prolongée a 'humidité a un impact négatif sur les perfor-
mances du test.
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Réactifs

Tous les réactifs nécessaires au traitement des échantillons sont intégrés
dans la cartouche. Le processus comprend la lyse cellulaire, U'extraction
d’acide nucléique, Uamplification et la détection d’ADN.

Les réactifs sont la bille PCR, le tampon de liaison, le tampon de lavage et
le tampon d’élution. La bille PCR contient 'ADN polymérase, les amorces
et les sondes. Le tampon de liaison permet de faciliter la liaison des acides
nucléiques au cours du processus de purification. Le tampon de lavage est
une formulation de différents sels et solvants permettant d’éliminer les
impuretés, notamment les protéines au cours du processus d’extraction. Le
tampon d’élution est un tampon a faible teneur en sel contenant les acides
nucléiques purifiés au terme du processus d’extraction.

Types/milieu d’échantillon

Le test est destiné a étre utilisé avec des échantillons sur écouvillons de
selles dans le milieu eNAT® (écouvillon floqué ordinaire FLOQSwabs® 552C,
milieu de transport eNAT® réf. 606C, COPAN ltalia s.p.a.).

Prélevez et stockez les échantillons comme indiqué dans les instructions du
fabricant.

Si jamais U'échantillon n’est pas traité immédiatement aprés le préléevement
d’échantillon, les acides nucléiques seront conservés dans le milieu de
transport eNAT® jusqu’a 4 semaines a température ambiante et a 4 °C et
jusqu’a 6 mois entre -20 °C et -80 °C (voir le manuel de Uutilisateur du milieu
de transport eNAT®S).

Préparation des échantillons

Utilisez un écouvillon floqué ordinaire FLOQSwabs® (COPAN ltalia s.p.a.)
pour prélever une petite quantité de selles en insérant 'embout de 'écou-
villon floqué dans l'échantillon de selles et en le faisant tourner. Les zones
sanguinolentes, visqueuses ou liquides des selles doivent étre sélection-
nées et prélevées. Aprés le prélevement, examinez ’écouvillon pour vous as-
surer que de la matiere fécale est visible sur 'embout. Si ce n’est pas le cas,
insérez a nouveau l'écouvillon floqué dans 'échantillon de selles et faites-le
tourner en vous assurant que toute la zone de 'embout de ['écouvillon est
en contact avec ['échantillon. Aprés avoir prélevé l'écouvillon, transférez
["écouvillon sur le tube Copan eNAT® de 2 ml avec le milieu de transport
eNAT®. Maintenez la tige de 'écouvillon entre le pouce et l'index, écrasez

et mélangez l'échantillon de selles contre le coté du tube pour répartir
uniformément et suspendre l'échantillon dans le milieu de conservation.
Maintenez la tige de ['écouvillon prés du bord du tube, pliez-la a un angle
de 180 degrés pour la rompre au niveau du point de rupture marqué. Jetez
la partie supérieure rompue de la tige de l'écouvillon et serrez le capuchon.
Agitez le tube échantillon contenant 'échantillon prélevé sur écouvillon et
le milieu eNAT® (COPAN ltalia s.p.a.) vigoureusement pour homogénéiser
le mélange, puis utilisez une pipette pour ajouter 300 ul d’échantillon de
patient homogénéisé dans l'entrée échantillon de la cartouche.

N’utilisez pas d’échantillons visqueux difficiles a pipeter.

Résultat du test

Apres le traitement automatique des échantillons a laide de analyseur
Vivalytic one, les résultats de test sont affichés a l'écran de 'analyseur Viva-
lytic one. Le délai d’obtention du résultat est d’environ 50 minutes. Pour les
échantillons a titre élevé, les résultats sont disponibles en moins de 35 min.
et le test peut étre cloturé plus tot (voir le chapitre Fin du test).

échantillon est classé comme étant positif a C. difficile, négatif a C. difficile
ou invalide. En cas de détection positive de C. difficile, le test est considéré
valide méme si le Human Control est négatif.

La détection de la cellule humaine basée sur le contréle du processus com-
plet (Human Control) dans les échantillons négatifs indique une procédure
d’extraction réussie et exclut une inhibition de la réaction PCR. Linterpréta-
tion des résultats est fournie dans le tableau ci-dessous.
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C. difficile Human Validité Résultat

(tcdA/ tcdB) Control

L'échantillon est considéré comme étant positif a

* +- valide C. difficile (génes de toxines tcdA/tcdB détectés).

L’échantillon est considéré comme étant négatif a

- * valide C. difficile (génes de toxines tcdA/tcdB non détectés).

- - invalide Non évaluable!.

Il est recommandé de recommencer le test.

PCR - courbe et valeur C,

Les courbes de PCR en temps réel (modifiées par logiciel) sont affichées et
classées comme étant positives ou négatives par le logiciel. En cas de courbes
positives, la valeur C, respective s'affiche. Les résultats non concluants sont
marqués par le logiciel (A). Il est recommandé de recommencer le test.

Echecs ou tests invalides

Un test est considéré comme invalide si aucun ADN cible et aucun Human
Control n’est détecté. Une raison possible de Uinvalidité d’un test peut

étre la mauvaise qualité de 'échantillon ou due a une absence partielle ou
compléte de matériel cellulaire humain dans Uéchantillon. Les résultats
s'affichent pour un test invalide mais ne peuvent pas servir a interpréter

le diagnostic. Veillez a utiliser le type d’échantillon approprié, a prélever
correctement U'échantillon et a conserver U'échantillon et les cartouches de
maniére adaptée avant de réaliser le test. Répétez 'analyse avec un nouvel
échantillon si nécessaire.

Dans le cas d’un test ayant échoué, vérifiez en premier lieu que les condi-
tions de fonctionnement de 'analyseur Vivalytic one sont respectées (repor-
tez-vous au manuel de U'utilisateur de Uanalyseur Vivalytic one). Redémarrez
'analyseur Vivalytic one. Si le probléme persiste, contactez le service client
de votre distributeur local.

Fin du test
Deés qu’un résultat positif a C. difficile valide est affiché a Uécran, Uutilisateur
a la possibilité de finir le test.

Rapport de test

Dans le rapport de test imprimé, les agents pathogénes, résultats, controles
et informations sur Uutilisateur, le patient et l'analyseur Vivalytic one sont
énumérés avec un champ de signature.

Contréle de la qualité

Des tests de controle de qualité doivent étre effectués si les normes locales
ou de laboratoire U'exigent.

Lorsqu’une méthode de test de référence est requise pour le controle de
qualité, les matériaux de référence suivants peuvent étre utilisés :
CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Veuillez suivre les instructions du fabricant.

En cas de résultats inattendus, répétez l'analyse avec un autre échantillon.
Si le résultat d’un échantillon de controle de qualité négatif, par ex. du
milieu eNAT® pur, reste positif, il se peut que l'analyseur Vivalytic one ou son
environnement soient contaminés. Cessez d’utiliser 'analyseur Vivalytic one
et nettoyez 'appareil comme décrit dans le manuel de Uutilisateur de l'ana-
lyseur Vivalytic one.

En cas de faux résultats répétés pour des échantillons de contréle de quali-
té, veuillez contacter le service client de votre distributeur local.

Avis aux utilisateurs de UUE

Tout incident grave survenu au niveau du dispositif doit étre signalé au fabri-
cant et a autorité compétente de 'Etat membre dans lequel Uutilisateur et/
ou le patient est établi.
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Limites

Les résultats du test Vivalytic C. difficile doivent étre interprétés exclusivement

par un professionnel de santé formé. Les résultats du test Vivalytic C. difficile

ne doivent pas étre utilisés comme seul parameétre pour un diagnostic.

+ Un résultat négatif n’exclut pas la présence d’agents pathogénes dans
'échantillon a un niveau inférieur a la sensibilité du test ou la présence
d’autres agents pathogénes non couverts par ce test.

+ Ilexiste un risque de résultats faux négatifs ou faux positifs résultant
d’échantillons prélevés, transportés ou manipulés de maniére inappro-
priée.

+ Dans les cas limites, des caractéristiques de PCR atypiques peuvent
survenir (par ex. courbe plane avec valeur C, faible ou élevée). En cas de
caractéristiques atypiques, les résultats ne peuvent pas étre utilisés pour
interprétation du diagnostic. Les résultats non concluants sont marqués
par le logiciel. Il est recommandé de recommencer le test.

+ Vivalytic C. difficile est un test PCR qualitatif en temps réel qui ne fournit
pas de résultats quantitatifs.

+ Un résultat positif n'implique pas forcément la présence de pathogenes
viables.

+ Le test détecte les souches de C. difficile portant les génes tcdA/tcdB,
mais ne fait pas la distinction entre les souches produisant des toxines et
les souches ne produisant pas de toxines.

+ Un résultat négatif n’exclut pas une colonisation a C. difficile. Il est recom-
mandé d’interpréter les échantillons présentant des résultats négatifs
dans leur contexte avec les données de laboratoire additionnelles.

+ Une quantité excessive de selles peut avoir des effets inhibiteurs sur les
performances de test.

Evaluation des performances analytiques

Sensibilité analytique (limite de détection)

La limite de détection du test Vivalytic C. difficile a été déterminée comme
étant la concentration la plus faible d’analyte pouvant étre régulierement
détectée (> 95 % d’échantillons testés dans des conditions de laboratoire de
routine a laide d’un type d’échantillon défini).

Inclusivité

Pour évaluer Uinclusivité, Uanalyse in silico (alignement BLAST) de la
séquence génomique de différentes souches C. difficile pertinentes par
rapport a la séquence des amorces PCR et la sonde d’hydrolyse utilisées
dans le test Vivalytic C. difficile pour Uamplification et la détection des
pathogénes correspondants a été réalisée. Linclusivité peut étre démontrée
pour les souches listées dans le Tableau 2.

Exclusivité / Spécificité analytique

Pour exclure la réactivité croisée (exclusivité), une analyse in silico (aligne-
ment BLAST) de la région cible de C. difficile par rapport a la séquence
génomique de divers autres pathogénes représentant des pathogénes
gastro-intestinaux communs ou des espéces étroitement apparentées a été
réalisée. Il n'y a eu aucune preuve d’interférence (Tableau 3).

Reproductibilité

La reproductibilité du test Vivalytic C. difficile a été établie a 'aide d’un
panel présentant 3 concentrations différentes de C. difficile. Sur trois sites
d’essai, chague mélange a été testé sur le méme ensemble d’instruments Vi-
valytic par le méme opérateur, avec 3 LOTS en 4 réplicats sur 3 jours, respec-
tivement, ce qui a donné un total de 324 observations par agent pathogene
cible. Les taux de positivité obtenus pour les différentes combinaisons ont
été corrélés au taux de positivité attendus (Tableau 4a).

Répétabilité

La répétabilité du test Vivalytic C. difficile a été établie a 'aide d’un panel
présentant 1 concentration (3 x c95) de C. difficile. Sur 1 site d’essai, chaque
mélange a été testé sur le méme ensemble d’instruments Vivalytic par le
méme opérateur, avec 3 LOTS en 20 réplicats sur 1 jour, respectivement, ce
quiadonné un total de 60 observations par agent pathogéne cible. Les taux
de positivité obtenus pour les différentes combinaisons ont été corrélés au
taux de positivité attendus (Tableau 4b).
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Interférences

Les interférences des substances endogénes et exogénes potentiellement pré-
sentes dans ['échantillon de patient ont été évaluées. Consultez le Tableau 5
pour connaitre les substances pouvant potentiellement interférer avec le test.

Evaluation des performances cliniques

Les résultats liés a la sensibilité et a la spécificité proviennent d’échantillons
de selles humaines molles et liquides endémiques. Les échantillons ont été
prélevés dans un cadre clinique et comparés aux résultats de méthodes de
référence.

Les échantillons utilisés pour les tests avec les cartouches Vivalytic C. diffi-
cile venaient d’étre préparés ou avaient été congelés pour le stockage et pré-
parés comme décrit ci-dessus dans le milieu eNAT® (COPAN Italia S.p.A.).
Pour les tests de référence, les échantillons ont été préparés conformé-
ment aux recommandations des méthodes de référence utilisées. Au total,
124 échantillons ont été analysés. La sensibilité ou le pourcentage de
concordance positif (PPA) a été calculé comme étant 100 % x TP/ (TP + FN).
La spécificité ou le pourcentage de concordance négatif a été calculé comme
étant 100 % x TN/ (TN + FP). Les résultats de U'évaluation des performances
cliniques sont présents dans le Tableau 6.

Assistance technique

En cas de questions, veuillez contacter votre distributeur local ou envoyer un
message au service client de Vivalytic

(adresse e-mail : support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Introduzione

Clostridioides difficile (C. difficile) & un bacillo anaerobio gram-positivo e
sporigeno, costituito da ceppi tossigeni e non tossigeni.

C. difficile & uno dei patogeni pit comuni della diarrea nosocomiale, soprat-
tutto nei pazienti con diarrea associata ad antibiotici. Negli ultimi anni, il
numero e la gravita dei casi sono aumentati in Europa e nel mondo.’

| sintomi dell’infezione da C. difficile (CDI) vanno da una lieve diarrea a una
grave colite pseudomembranosa potenzialmente letale, anche se la coloniz-
zazione di C. difficile non porta necessariamente a un’infezione sintomatica.
['alterazione dell’equilibrio dei microrganismi intestinali, ad esempio a cau-
sa di un trattamento antibiotico, puo provocare l'insediamento di C. difficile
tossigeno, che domina la colonizzazione e potrebbe dare inizio alla CDI.?

| fattori coinvolti nella patogenesi di C. difficile, sono i geni tcdA e tcdB che
codificano la tossina A (enterotossina) e la tossina B (citotossina), localizzati
in una regione cromosomica di 19,6 kb denominata locus di patogenicita
(PaLoc). La maggior parte dei ceppi patogeni & positiva alle tossine Ae B
(A+B+), ma alcuni isolati patogeni varianti possono essere negativi alla tos-
sina A e positivi alla B (A-B+). Questi sono la causa delle malattie associate
a C. difficile.®

Alcuni ceppi di C. difficile tossigeni producono anche una tossina chiamata
C. difficile transferasi (CDT), ossia tossina binaria.*

Contenuto della confezione

15 cartucce per test Vivalytic C. difficile per il rilevamento qualitativo delle
sequenze geniche specifiche della tossina tcdA/tcdB di Clostridioides
difficile.

Destinazione d’uso

IL test Vivalytic C. difficile & un test diagnostico qualitativo in vitro automa-
tizzato basato sulla reazione a catena della polimerasi (PCR) in tempo reale
per il rilevamento degli acidi nucleici dei geni tossigeni C. difficile (geni della
tossina tcdA/tcdB) da tamponi di feci umane liquide o molli per aiutare nella
diagnosi di infezioni gastrointestinali acute di individui sintomatici.

| risultati non dovrebbero essere utilizzati come unica base per la diagnosi,
la terapia e le altre decisioni che riguardano la gestione del paziente. | risul-
tati positivi non escludono la possibilita di co-infezione con altri patogeni.
'agente (o agenti) rilevato potrebbe non essere ['unica causa della patolo-
gia. | risultati negativi non escludono un’infezione da C. difficile o un’altra in-
fezione gastrointestinale. | risultati potrebbero essere clinicamente correlati
alle osservazioni cliniche sull’anamnesi del paziente e alle altre informazioni
epidemiologiche. Sono necessarie altre informazioni diagnostiche per de-
terminare lo stato infettivo del paziente. Il test pud essere utilizzato solo con
un analizzatore Vivalytic one da parte di operatori sanitari in contesti medici,
come laboratori degli ospedali o di riferimento.

Informazioni di sicurezza

Le presenti istruzioni d’'uso contengono solamente le informazioni specifiche
per il test. Per le avvertenze e le istruzioni addizionali fare riferimento alle
istruzioni d’uso fornite con l'analizzatore Vivalytic one (capitolo informa-
zioni di sicurezza sul dispositivo). Utilizzare solo le cartucce e gli accessori
Vivalytic omologati per l'analizzatore Vivalytic one. Accertarsi di evitare
qualsiasi contaminazione quando si maneggiano i campioni dei pazienti e le
cartucce. Se & stato versato del campione sulla cartuccia, non utilizzare la
cartuccia e smaltirla.

Per l'uso diagnostico in vitro da parte di operatori sanitari qualificati.
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A AVVERTIMENTO

« Pergarantire il corretto svolgimento del test, rispettare le buone
pratiche di laboratorio.

+ Assicurarsi di indossare i dispositivi di protezione individuali (DPI)
adeguati.

« Non utilizzare la cartaccia se il sacchetto sigillato o la cartucce stessa
sono chiaramente danneggiati.

+ Non toccare o graffiare 'area di rilevamento della cartuccia.

+ Non riutilizzare alcuna cartuccia.

+ Non utilizzare le cartucce scadute. La data di scadenza & riportata
sulla confezione e sull’etichetta della cartuccia.

+ Non aspettare piu di 15 minuti dopo ['apertura del sacchetto della
cartuccia prima di iniziare il test. In presenza di queste condizioni
viene mantenuto ligiene e si evitano i problemi di rendimento dovuti
all'umidita. Lesposizione prolungata all’'umidita puo avere un impatto
negativo sulle prestazioni del test.

« Non agitare la cartuccia quando contiene il campione.

« Non capovolgere la cartuccia.

- Posizionare la cartuccia solo su una superficie piana e pulita.

« Non utilizzare tipi di campioni, liquidi o volumi che non sono stati
approvati per il test.

« Pergarantire il corretto svolgimento del test, rispettare le buone

pratiche di laboratorio.

Le provette biologiche, i dispositivi di trasferimento e le cartucce

usate devono essere considerate come in grado di trasferire gli agenti

infettivi e quindi devono essere maneggiati con cura. Maneggiare i

campioni e le cartucce potenzialmente infettive dei pazienti in base

alle norme nazionali di laboratorio e procedere al loro smaltimento
secondo le norme regionali e di laboratorio.

« Rispettare le norme e le pratiche di sicurezza nazionali.

Nota: per ulteriori informazioni, consultare la scheda di sicurezza (SDS) del
prodotto. Contattare l'assistenza clienti o il distributore locale di riferimento.

Apparecchiatura e consumabili aggiuntivi richiesti ma non forniti
« Analizzatore Bosch Vivalytic one (numero di riferimento F 09G 300 115)
« Pipettatore (100-1000 pl)
« Puntali sterili per pipette 100-1000 pl
« Kit tampone di raccolta
- Tampone floccato standard FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
+ Liquido di trasporto
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
« Indumenti protettivi adeguati

Principio del test
Vivalytic C. difficile & un test qualitativo basato sulla PCR in tempo reale.

Conservazione e condizioni d’uso

Il prodotto rimane stabile fino alla data di scadenza se viene conservato a
+15° C a+25 °C. Le informazioni sulla conservazione e le condizioni d’uso
sono riportate sulla cartuccia, il sacchetto o Uetichetta della scatola. La
cartuccia deve essere utilizzataa +15 °C a +25 °C, con umidita relativa pari a
<65 % ed entro 15 minuti dall’apertura del sacchetto. In presenza di queste
condizioni viene mantenuto l'igiene e si evitano i problemi di rendimento
dovuti allumidita. Lesposizione prolungata all’'umidita puo avere un impatto
negativo sulle prestazioni del test.

Reagenti

Tutti i reagenti necessari per il trattamento del campione sono integrati nella
cartuccia. Il trattamento comprende la lisi cellulare, U'estrazione dell'acido
nucleico e 'amplificazione e il rilevamento del DNA.

| reagenti sono sfera PCR, tampone legante e tamponi di lavaggio e
soluzione. La sfera PCR contiene la DNA polimerasi, i primer e le sonde. Il
tampone legante semplifica il legame degli acidi nucleici durante il processo
di purificazione. Il tampone di lavaggio comprende una formulazione di sali
e solventi diversi per rimuovere le impurita, ad es. le proteine durante il
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processo di estrazione. Il tampone di soluzione ha un basso tenore di sale e
contiene gli acidi nucleici depurati alla fine del processo di estrazione.

Tipi di campione/Liquido di trasporto

ILtest & destinato all’'uso con campioni di tamponi di feci in terreno eNAT®
(tamponi floccati standard FLOQSwabs® 552C, terreno di trasporto eNAT®
Ref. 606C, COPAN ltalias.p.a.).

Raccogliere e conservare i campioni come indicato nelle istruzioni del
produttore.

Se il campione non viene processato immediatamente dopo il prelievo, gli
acidi nucleici si conservano nel terreno di trasporto eNAT® fino a 4 settimane
atemperatura ambiente e a4 °C e fino a 6 mesi a una temperatura compresa
tra-20 °C e -80 °C (vedere le Istruzioni d’uso del terreno di trasporto
eNAT®?),

Preparazione del campione

Utilizzare un tampone floccato standard FLOQSwabs® (COPAN ltalia s.p.a.)
per raccogliere una piccola quantita di feci inserendo la punta del tampone
floccato nel campione di feci e ruotandolo. E necessario selezionare e racco-
gliere le aree sanguinolente, viscide o acquose delle feci. Dopo la raccolta,
esaminare il tampone per assicurarsi che il materiale fecale sia visibile

sulla punta. In caso contrario, inserire nuovamente il tampone floccato nel
campione di feci e ruotare facendo attenzione che tutta l'area della punta
del tampone venga a contatto con il campione. Dopo il prelievo, trasferire

il tampone nella provetta Copan eNAT® da 2 ml con il terreno di trasporto
eNAT®. Tenendo ['asta del tampone tra pollice e l'indice, schiacciare e
mescolare il campione di feci contro il lato della provetta per disperdere

e sospendere uniformemente il campione nel terreno di conservazione.
Tenere 'asta del tampone vicino al bordo della provetta, piegarla formando
un angolo di 180 gradi per romperla nel punto di rottura segnato. Gettare

la parte superiore rotta del tampone e chiudere il tappo. Agitare la provetta
contenente il campione del tampone e il liquido eNAT® (COPAN ltalia s.p.a.)
con attenzione per 'omogeneizzazione e utilizzare un pipettatore per versare
300 ul del campione omogeneizzato del paziente nell’apposito ingresso
della cartuccia.

Non utilizzare campioni viscosi perché sono difficili da inserire nella provetta.

Risultato del test

Dopo l'elaborazione automatica del campione effettuata con l'analizzatore
Vivalytic one, il risultato del test viene visualizzato sullo schermo dell’analiz-
zatore Vivalytic one. Il tempo al risultato & di circa 50 minuti. Per i campioni
ad alto titolo, i risultati sono disponibili entro 35 minuti, dopo i quali & possi-
bile concludere il ciclo di test (vedere il capitolo Fine del test).

ILcampione viene classificato come C. difficile positivo, C. difficile negativo
o non valido. In caso di risultato positivo per C. difficile, il test & considerato
valido anche se Human Control & negativo.

ILrilevamento della cella umana sulla base del processo di controllo (Hu-
man Control) nei campioni negativi evidenzia che la procedura di estrazione
¢ stata corretta ed esclude linibizione della reazione PCR. Linterpretazione
deirisultati & illustrata nella tabella riportata di seguito.

C. difficile Human Validita Risultato

(tcdA / tedB) Control

Il campione & considerato positivo per C. difficile

+ - valido (gene della tossina tcdA/tcdB rilevato).

Il campione é considerato negativo per C. difficile

- * valido (gene della tossina tcdA/tcdB non rilevato).

- - nonvalido | Non valutabile.

1 E consigliabile ripetere il test.
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PCR - Curva e valore C,

Le curve PCR in tempo reale (modificate dal software) vengono visualizzate
e classificate come positive o negative dal software. In caso di curve positive,
viene visualizzato il rispettivo valore C,. | risultati inconcludenti vengono
contrassegnati come tali dal software (A). Si raccomanda di ripetere il test.

Test non valido o non riuscito

Un test & classificato come non valido se non rileva alcun DNA target o
Human Control. Le cause potrebbero essere una qualita scadente del
campione dovute all'assenza parziale o completa del materiale cellulare
umano. Nonostante vengano visualizzati i risultati, che non potranno essere
utilizzati per Uinterpretazione diagnostica. Fare attenzione a utilizzare il tipo
di campione, raccolta, conservazione e cartucce corrette prima di eseguire il
test. Se necessario ripetere 'analisi con un nuovo campione.

In caso di test non riuscito, controllare prima le corrette condizioni di funzio-
namento dell’analizzatore Vivalytic one (vedere le istruzioni d’uso dell’a-
nalizzatore Vivalytic one). Riavviare 'analizzatore Bosch Vivalytic one. Se il
problema dovesse persistere, contattare 'assistenza clienti o il distributore
locale diriferimento.

Fine del test
Quando sullo schermo viene visualizzato un risultato valido e positivo per
C. difficile, 'utente ha la possibilita di terminare il test.

Report del test

ILreport stampato del test riporta il patogeno, i risultati, il controllo e le
informazioni su utente, paziente e analizzatore Vivalytic one con un campo
per la firma.

Controllo qualita

Se richiesto dalle norme locali o di laboratorio, sara essere necessario
eseguire un test per il controllo qualita.

Se si rende necessario un metodo di analisi di riferimento per il controllo
qualita, € possibile utilizzare i seguenti materiali di riferimento:
CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Seguire le istruzioni del produttore.

In caso di risultati inattesi, ripetere le analisi con un altro campione. Seil ri-
sultato di un controllo qualita campione & negativo e, ad es. il terreno eNAT®
rimane positivo, probabilmente ['analizzatore Vivalytic one o 'ambiente cir-
costante sono contaminati. Interrompere 'uso dell’analizzatore Vivalytic one
e pulire il dispositivo come descritto nelle istruzioni d’uso dell’analizzatore
Vivalytic one.

In caso di ripetuti risultati errati del controllo qualita campioni, contattare
'assistenza clienti o il distributore locale di riferimento.

Note per gli utenti nell’'UE

Tutti gli incidenti gravi che si verificano in relazione al dispositivo, devono es-

sere comunicati al produttore e all’autorita di vigilanza dello Stato membro

dove si trova l'utente e/o il paziente.

Limiti

| risultati del test con Vivalytic C. difficile devono essere interpretati solo da

un operatore sanitario qualificato. | risultati del test con Vivalytic C. difficile

non devono essere utilizzati come unico parametro per la diagnosi.

- Un risultato negativo non esclude la presenza di patogeni nel campione a
un livello inferiore alla soglia di sensibilita o di altri patogeni non coperti
dal saggio.

- Seicampionivengono raccolti, trasportati o maneggiati in modo errato,
cio puo dare origine a risultati falsi positivi o falsi negativi.

« Inalcuni casi limite si possono verificare delle caratteristiche PCR atipi-
che (ad es. curva piatta con valore C, basso o alto). In caso di risultati con
caratteristiche atipiche, questi non potranno essere utilizzati per Uinter-
pretazione diagnostica. | risultati inconcludenti vengono contrassegnati
come tali dal software. Si raccomanda di ripetere il test.

29



Vivalytic C. difficile

+ Vivalytic C. difficile &€ un test PCR qualitativo in tempo reale e non fornisce
un risultato quantitativo.

+ Un risultato positivo non significa automaticamente che sono presenti
patogeni virali.

+ Iltestrileva C. difficile portatore dei geni tcdA/tcdB, ma non distingue tra
ceppi produttori di tossine e ceppi non produttori di tossine.

« Un risultato negativo non preclude la presenza di infezione da C. difficile.
Siraccomanda di interpretare i campioni negativi analizzati nel contesto di
ulteriori dati di laboratorio.

+ Una quantita eccessiva di feci puo avere effetti inibitori sulle prestazioni
del saggio.

Valutazione delle prestazioni analitiche

Sensibilita analitica (limite di sensibilita)

ILlimite di sensibilita del test Vivalytic C. difficile & stato determinato come
la pit bassa concentrazione di analita che pud essere rilevata in modo
coerente (295% dei campioni testati in condizioni di laboratorio di routine
utilizzando un tipo di campione definito).

Inclusivita

Per valutare Uinclusivita, & stata eseguita un’analisi in silico (allineamento
BLAST) della sequenza genomica di vari ceppi C. difficile rilevanti rispetto
alla sequenza dei primer PCR e della sonda di idrolisi utilizzati nel test Vi-
valytic C. difficile per Uamplificazione e il rilevamento dei rispettivi patogeni.
E stato possibile dimostrare Uinclusivita per i ceppi elencati nella tabella 2.

Esclusivita / Specificita analitica

Per escludere la reattivita incrociata (esclusivita), & stata condotta un’analisi
in silico (allineamento BLAST) della regione target di C. difficile rispetto alla
sequenza genomica di vari altri patogeni comuni dell’apparato gastroin-
testinale o di specie strettamente correlate. Non sono state riscontrate
interferenze (tabella 3).

Riproducibilita

La riproducibilita del test Vivalytic C. difficile & stata stabilita utilizzando un
pannello con 3 diverse concentrazioni di C. difficile. Presso tre siti di test,
ogni miscela ¢ stata testata sullo stesso set di strumenti Vivalytic dallo stes-
so operatore con 3 LOTTI rispettivamente in 4 repliche in 3 giorni, generando
un totale di 324 osservazioni per patogeno target. | tassi di positivita ottenuti
per le diverse combinazioni sono stati correlati al tasso di positivita previsto
(tabella 4a).

Ripetibilita

La ripetibilita del test Vivalytic C. difficile & stata stabilita utilizzando un pan-
nello con 1 concentrazione (3 x ¢95) di C. difficile. In 1 sito di test, la miscela
¢ stata testata sullo stesso set di strumenti Vivalytic dallo stesso operatore
con 3 LOTTIin 20 repliche in 1 giorno, per un totale di 60 osservazioni per
patogeno target. | tassi di positivita ottenuti per le diverse combinazioni
sono stati correlati al tasso di positivita previsto (tabella 4b).

Interferenze

Sono state valutate le interferenze per le sostanze endogene ed esogene che
sono potenzialmente presenti nel campione del paziente. Vedere la tabella 5
per informazioni sulle sostanze che possono potenzialmente interferire con
il test.

Valutazione delle prestazioni cliniche

Risultati di sensibilita e specificita derivati da campioni di feci umane native
liquide e molli. I campioni sono stati raccolti in ambiente clinico e confronta-
ti con i risultati dei metodi di riferimento.

| campioni da analizzare con le cartucce Vivalytic C. difficile sono stati utiliz-
zati freschi o congelati per la conservazione e preparati come descritto sopra
in eNAT® (COPAN ltalia S.p.A.).
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Nel caso di test di riferimento, i campioni sono stati preparati secondo le
raccomandazioni dei metodi di riferimento utilizzati. Complessivamente
sono stati analizzati 124 campioni. La sensibilita o PPA (concordanza posi-
tiva espressa in percentuale) e stata calcolata come 100% x TP/(TP + FN).
La specificita o NPA (concordanza negativa espressa in percentuale) ¢ stata
calcolata come 100% x TN/(TN + FP). | risultati della valutazione delle pre-
stazioni cliniche sono riportati nella tabella 6.

Assistenza tecnica
In caso di domande, contattare il distributore locale o inviare un messaggio
al servizio clienti di Vivalytic (e-mail: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Simboli
M Produttore [sN] Numero di serie
@ Data di produzione ,H/ Limite di temperatura
g Data di scadenza @ Non usare se la confezione e
danneggiata
Numero di lotto ® Esclusivamente monouso
Numero di riferimento [:B] Consultare le istruzioni d’uso

Dispositivo medico-diagnostico
in vitro

<
[S]

Contiene <n> test

a)
m

Marchio CE

/A Pipettare il volume di campione indicato nell’ingresso della cartuc-
6 300l (g, come indicato dal triangolo nero.
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Innledning

Clostridioides difficile (C. difficile) er en grampositiv, sporedannende
anaerob stavbakterie som bestar av toksigene og ikke-toksigene stammer.
C. difficile er et av de vanligste patogenene ved nosokomial diaré, spesielt
hos pasienter med antibiotikaassosiert diaré. De siste arene har antallet og
alvorlighetsgraden av tilfellene gkt i Europa og resten av verden.’
Symptomene pa en C. difficile-infeksjon (CDI) varierer fra mild diaré

til alvorlig livstruende pseudomembrangs kolitt, selv om kolonisering

av C. difficile ikke ngdvendigvis ferer til en symptomatisk infeksjon.
Forstyrrelser i balansen mellom tarmens mikroorganismer, f.eks. pa grunn
av antibiotikabehandling, kan fare til at toksigen C. difficile etablerer seg,
dominerer koloniseringen og kan veere starten pa CDI.2

Faktorer involvert i patogenesen for C. difficile, er genene tcdA og tcdB som
koder for toksin A (enterotoksin) og toksin B (cytotoksin), som er lokalisert i
et 19,6 kb kromosomalt omrade kalt patogenitetslokuset (PalLoc). De fleste
patogene stammene er toksin A- og B-positive (A+B+), men noen patogene
varianter kan vaere toksin A-negative og B-positive (A-B+). De er arsakene til
C. difficile-assosierte sykdommer.?

Noen stammer av toksigen C. difficile produserer ogsa et toksin som
kallesC. difficile-transferase (CDT), eller binzert toksin.*

Pakkens innhold
15 Vivalytic C. difficile-testkassetter til kvalitativ pavisning av Clostridioides
difficile-spesifikke tcdA/tcdB-toksin-gensekvenser.

Tiltenkt bruk

Vivalytic C. difficile-testen er en automatisert kvalitativ in vitro-diagnostisk
test basert pa polymerasekjedereaksjon (PCR) i sanntid for pavisning av
nukleinsyrer fra toksigen C. difficile (toksingener tcdA/tcdB) fra praver

med flytende eller myk avfering fra mennesker. Testen skal bidra til
diagnostisering av akutte gastrointestinale infeksjoner hos symptomatiske
personer.

Resultatene skal ikke brukes som eneste grunnlag for diagnose, behandling
eller andre beslutninger om pasientbehandling. Positive resultater utelukker
ikke samtidig infeksjon med andre patogener. Det/de paviste agenset/-ene
er kanskje ikke den definitte sykdomsarsaken. Negative resultater utelukker
ikke en C. difficile-infeksjon eller annen gastrointestinal infeksjon. Resultater
ma samsvare klinisk med pasienthistorikken, kliniske observasjoner og
epidemiologisk informasjon. Andre diagnostiske opplysninger er nadvendig
for & fastsette pasientens infeksjonsstatus. Testen er beregnet for bruk

med en Vivalytic one-analysator av helsepersonell, og den skal kun brukes i
laboratoriemiljger som sykehuslaboratorier og referanselaboratorier.

Sikkerhetsinformasjon

Denne bruksanvisningen inneholder kun testspesifikk informasjon. Du finner
ytterligere advarsler og anvisninger i bruksanvisningen som fulgte med
Vivalytic one-analysatoren (kapitlet med informasjon om enhetssikkerhet).
Bruk kun kassetter og tilbehar fra Vivalytic som er godkjent for bruk med
Vivalytic one-analysatoren. Veer forsiktig for & unnga kontaminering nar du
handterer pasientpraver og kassetter. Hvis det sgles preavemateriale pa
kassetten, skal den ikke brukes. Kast kassetten.

Tilin vitro-diagnostisk bruk av oppleert helsepersonell.
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A ADVARSEL

Folg alltid god laboratoriepraksis for & sikre riktig utferelse av denne
testen.

Bruk alltid personlig verneutstyr.

Ikke bruk kassetten dersom posens forsegling eller selve kassetten har
synlige skader.

Ikke ta pa eller skrap opp pavisningsomradet pa kassetten.

Ikke bruk kassetten flere ganger.

Ikke bruk kassetter som er utgatt pa dato. Utlgpsdatoen er angitt pa
forpakningen og kassettetiketten.

Ikke la det ga mer enn 15 minutter fra du apner kassetten til du
starter testen. Dette opprettholder hygiene og unngar tap av ytelse pa
grunn av fuktighet. Langvarig eksponering for fuktighet har en negativ
innvirkning pa testytelsen.

Ikke rist kassetter som inneholder prever.

Ikke snu kassetten opp ned.

Sett kassetten pa et rent og flatt underlag.

Ikke bruk pravetyper, medier og volumer som ikke er godkjente for
testen.

Folg alltid god laboratoriepraksis for & sikre riktig utferelse av denne
testen.

Biologiske prover, overfgringsenheter og brukte kassetter ber anses
aveere i stand til & overfere smittestoffer som krever standard
forholdsregler. Handter potensielt infeksigse pasientpraver og
kassetter i henhold til nasjonale laboratoriestandarder, og kasser
prevene i henhold til regionale og laboratorietekniske standarder.
Folg nasjonale sikkerhetsregler og retningslinjer.

Obs! Du finner mer informasjon i produktets sikkerhetsdatablad. Kontakt
kundestetten til din lokale distributer.

Tllleggsutstyr og forbruksvarer som kreves, men som ikke fglger med
Bosch Vivalytic one-analysator (referansenummer F 09G 300 115)
Pipette (100-1000 pl)

Sterile filterpipettespisser 100-1000 ul

Pravetakingssett

- Standard flokket vattpinne FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
Transportmedium

- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)

Egnet verneutstyr

Testprinsipp
Vivalytic C. difficile er en kvalitativ sanntids-PCR-basert test.

Betingelser for lagring og bruk

Produktet er stabilt til utlepsdatoen hvis det lagres fra +15 til +25 °C.
Betingelser for lagring og bruk finner du pa etiketten pa kassetten, posen
eller esken. Kassetten ma brukes ved +15 til +25 °C, relativ fuktighet < 65 %,
innen 15 minutter etter at posen apnes. Dette opprettholder hygiene

og unngar tap av ytelse pa grunn av fuktighet. Langvarig eksponering for
fuktighet har en negativ innvirkning pa testytelsen.

Reagenser

Alle reagenser som er ngdvendige for prgvebehandlingen, er integrert i
kassetten. Behandlingen inkluderer cellelysering, ekstraksjon av nukleinsyre,
DNA-amplifisering og -pavisning.

Reagenser er PCR-kule, bindingsbuffer, vaskebuffer og elusjonsbuffer. PCR-
kulen inneholder DNA-polymerasen, -primerne og -probene. Bindingsbuffer
letter bindingen av nukleinsyrer under renseprosessen. Vaskebuffer

er en formulering av forskjellige salter og lesningsmidler for & fjerne
urenheter, f.eks. proteiner, under ekstraksjonsprosessen. Elusjonsbuffer

er en lavsaltbuffer og inneholder de rensede nukleinsyrene pa slutten av
ekstraksjonsprosessen.
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Provetyper/medium

Testen er beregnet for bruk med vattpinnepraver for avfering i eNAT®-
medium (Standard flokket vattpinne FLOQSwabs® 552C, eNAT®
transportmedium ref. 606C, COPAN ltalia s.p.a.).

Prever skal tas og oppbevares slik det er angitt i produsentens instruksjoner.
Dersom praven ikke behandles umiddelbart etter prevetaking, vil
nukleinsyrene bli bevart i eNAT®-transportmediet i opptil 4 uker ved
romtemperatur og ved 4 °C og opptil 6 maneder ved -20 °C til -80 °C (se
bruksanvisningen for eNAT® transportmedium®).

Proveklargjering

Bruk en Standard flokket vattpinne FLOQSwabs® (COPAN ltalia s.p.a.) for
dta preve av en liten mengde avfaring ved a stikke tuppen av den flokkede
vattpinnen inn i avfgringspreven og rotere rundt. Se gjerne etter blodig,
slimete eller vannaktig avfering, og ta prave av dette materialet. Nar praven
er tatt, ma du sjekke at avfering er synlig pa tuppen av vattpinnen. Hvis

den ikke er det, stikker du den flokkede vattpinnen inn i avferingspreven
igien. Roter pinnen slik at hele tuppen av vattpinnen kommer i kontakt

med prevematerialet. Etter pravetaking overferes vattpinnen til 2 ml Copan
eNAT®-rgret med eNAT®-transportmediet. Hold skaftet pa vattpinnen mellom
tommelen og fingeren. Mos og bland avfgringspreven mot siden av raret for
a spre og suspendere praven jevnt i konserveringsmiddelet. Fer skaftet pa
vattpinnen neer kanten av reret, og bay det i en 180 graders vinkel. Knekk
pinnen ved det markerte knekkpunktet. Kast den knekte gvre delen av
vattpinneskaftet, og sett pa korken. Rist pravergret med vattpinnepragven og
eNAT®-medium (COPAN Italia s.p.a.) grundig for homogenisering, og overfer
300 ul homogenisert pasientpreve i preveinntaket pa kassetten ved hjelp av
en pipette.

Ikke bruk tyktflytende prever som er vanskelige a pipettere.

Testresultat

Etter automatisk behandling av praven med Vivalytic one-analysatoren
vises testresultatet pa skjermen til Vivalytic one-analysatoren. Det tar cirka
50 minutter for resultatet er klart. Nar det gjelder prever med hoye titre, er
resultater tilgjengelig etter mindre enn 35 minutter, og testkjgringen kan
avsluttes tidligere (se kapitlet om testavslutning).

Praven klassifiseres enten som C. difficile-positiv, C. difficile-negativ eller
ugyldig. Ved positiv pavisning av C. difficile vurderes testen som gyldig selv
om Human Control er negativ.

Pavisning av human cellebasert full prosesskontroll (Human Control)

i negative humane praver viser en vellykket ekstraksjonsprosedyre og
utelukker hemming av PCR-reaksjonen. Tolkning av resultatene star oppfart
i tabellen nedenfor.

C. difficile Human Gyldighet  Resultat

(tcdA/tcdB) Control

Preven anses som positiv for C. difficile

* +I- gyldig (tcdA/tcdB-toksingen pavist).

Praven anses som negativ for C. difficile

- * gyldig (tcdA/tcdB-toksingen ikke pavist).

- - ugyldig Kan ikke evalueres.*

' Gjentatt testing anbefales.

PCR - kurve og C,-verdi

Sanntids-PCR-kurver (programvaremodifiserte) vises og klassifiseres som
positive eller negative av programvaren. Ved positive kurver vises den
respektive C,-verdien. Ikke-entydige resultater er merket av programvaren
(A). Det anbefales & teste pa nytt.
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Ugyldige eller mislykkede tester

En test vurderes som ugyldig hvis verken mal-DNA eller Human Control
pavises. Mulige arsaker til en ugyldig kjgring kan vaere darlig prevekvalitet
pa grunn av delvis eller fullstendig fraveer av humant cellemateriale i
proven. Resultatene vises for en ugyldig test, men disse kan ikke brukes til
diagnostisk tolkning. Veer neye med a bruke riktig prevetype, pravetaking og
oppbevaring av preven og kassettene for testkjgringen. Gjenta om ngdvendig
analysen med en ny prave.

Ved en mislykket test ma du ferst kontrollere om driftsbetingelsene

for Vivalytic one-analysatoren er riktige (se Vivalytic one-analysatorens
bruksanvisning). Start Vivalytic one-analysatoren pa nytt. Kontakt
kundestatten til din lokale distributer hvis problemet vedvarer.

Testavslutning
Séafort det vises et gyldig, positivt C. difficile-resultat pa skjermen, kan
brukeren fullfere testen.

Testrapport
| den trykte testrapporten star patogener, resultater, kontroll og informasjon
om bruker, pasient og Vivalytic one-analysator oppfert med et signaturfelt.

Kvalitetskontroll

Hvis det kreves av lokale standarder eller laboratoriestandarder, ma
kvalitetskontrolltester gjennomfares.

Hvis en referansetestmetode for kvalitetskontroll er ngdvendig, kan falgende
referansematerialer brukes:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Folg produsentens instruksjoner.

Gjenta analysen med en annen prgve hvis det oppnas uventede resultater.
Hvis resultatet av en negativ kvalitetskontrollprave, f.eks. med rent eNAT®-
medium, forblir positivt, kan Vivalytic one-analysatoren eller dens omgivelser
vaere kontaminert. Ta Vivalytic one-analysatoren ut av bruk, og rengjer
enheten som beskrevet i bruksanvisningen til Vivalytic one-analysatoren.
Hvis det forekommer gjentatte falske resultater av kvalitetskontrollpraver,
skal ogsa kundestgtten til den lokale distributgren kontaktes.

Merknad til brukere i EU

Enhver alvorlig hendelse som har skjedd i forbindelse med enheten, skal
rapporteres til produsenten og vedkommende myndighet i medlemslandet
der brukeren og/eller pasienten er etablert.

Begrensninger

Resultatene av Vivalytic C. difficile-testen skal kun tolkes av helsepersonell

som har fatt oppleering i dette. Resultatene av Vivalytic C. difficile-testen skal

ikke brukes som eneste grunnlag for diagnose.

« Etnegativt resultat utelukker ikke forekomst av patogener i prgven pa et
niva under analysens sensitivitet eller forekomst av andre patogener som
ikke dekkes av denne analysen.

« Deterenrisiko for falskt negative eller falskt positive resultater pa grunn
av feil innsamlede, transporterte eller handterte praver.

I grensetilfeller kan det oppsta atypiske PCR-egenskaper (f.eks. flat kurve
med lav eller hay C,-verdi). Resultater med atypiske egenskaper skal
ikke brukes til diagnostisk tolkning. Ikke-entydige resultater er merket av
programvaren. Det anbefales & teste pa nytt.

« Vivalytic C. difficile er en kvalitativ PCR-test i sanntid og gir ikke et
kvantitativt resultat.

- Et positivt resultat betyr ikke ngdvendigvis at levedyktige patogener er til
stede.

« Testen paviser C. difficile med tcdA/tcdB-gener, men skiller ikke mellom
toksinproduserende og ikke-toksinproduserende stammer

+ Etnegativt resultat utelukker ikke en C. difficile-infeksjon. Det anbefales at
negative praver tolkes i sammenheng med andre laboratoriedata

« For mye avfgring kan ha en hemmende effekt pa analysen.
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Analytisk ytelsesevaluering

Analytisk fealsomhet (deteksjonsgrense)

Deteksjonsgrensen for Vivalytic C. difficile-testen ble bestemt som den
laveste konsentrasjonen av analytten som kan pavises konsekvent (= 95 %
av prgvene som ble testet under rutinemessige laboratorieforhold med en
definert type prove).

Inklusivitet

Inklusivitet kan evalueres ved & utfere en in silico-analyse (BLAST-
sammenstilling) av den genomiske sekvensen til ulike relevante C. difficile-
stammer mot sekvensen til PCR-primerne og hydrolyseproben som ble brukt
i Vivalytic C. difficile-testen, for amplifikasjon og pavisning av de respektive
patogenene. Inklusivitet kan vises for stammer som er oppfert i tabell 2.

Eksklusivitet / analytisk spesifisitet

For & utelukke kryssreaktivitet (eksklusivitet) ble det utfert en in silico-
analyse (BLAST-sammenstilling) av méalregionen for C. difficile opp mot
genomsekvensen til forskjellige andre patogener som utgjer vanlige
gastrointestinale patogener eller nzert beslektede arter. Det var ingen tegn
pd interferens (tabell 3).

Reproduserbarhet

Reproduserbarheten av Vivalytic C. difficile-testen ble etablert ved hjelp

av et panel med 3 ulike konsentrasjoner av C. difficile. Pa tre teststeder ble
hver blanding testet pa samme sett av Vivalytic-instrumenter avsamme
operater med hhv. 3 partier i 4 replikater pa 3 dager, noe som ga totalt

324 observasjoner per malpatogen. De oppnadde positivitetsratene for de
forskjellige kombinasjonene var korrelert til den forventede positivitetsraten
(tabell 4a).

Repeterbarhet

Repeterbarheten av Vivalytic C. difficile-testen ble etablert ved hjelp av

et panel med 1 konsentrasjon (3 x ¢95) av C. difficile. P4 1 teststed ble
blandingen testet pa samme sett av Vivalytic-instrumenter avsamme
operater med hhv. 3 partier i 20 replikater pa 1 dag, noe som ga totalt

60 observasjoner per malpatogen. De oppnadde positivitetsratene for de
forskjellige kombinasjonene var korrelert til den forventede positivitetsraten
(tabell 4b).

Interferenser

Interferenser ble evaluert for endogene og eksogene stoffer som potensielt
er til stede i pasientpraven. Se tabell 5 for stoffer som har potensial til &
forstyrre testen.

Klinisk ytelsesevaluering

Sensitivitets- og spesifisitetsresultater fra praver av naturlig veeske og myk
avfgring fra mennesker. Praver ble innhentet klinisk og sammenlignet med
resultater fra referansemetoder.

Praver for testing med Vivalytic C. difficile-kassetter ble brukt ferske eller
fryst for lagring, og de ble klargjort iht. beskrivelsen over i eNAT® (COPAN
Italia S.p.A.).

Ved referansetesting ble pravene klargjort i henhold til anbefalingene for
referansemetodene som ble brukt. Det ble analysert totalt 124 prever.
Sensitivitet eller positivt prosentsamsvar (PPA) ble beregnet som

100 % x TP / (TP + FN). Spesifisitet eller negativt prosentsamsvar ble
beregnet som 100 % x TN / (TN + FP). Resultatene av den kliniske
ytelsesevalueringen er vist i tabell 6.

Teknisk stotte

Hvis du har sparsmal, kan du kontakte den lokale distributaren eller sende
en melding til Vivalytics kundeservice

(e-post: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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© 39t markert med svart trekant.
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Inledning

Clostridioides difficile (C. difficile) ar en grampositiv, sporbildande anaerob
bakterie bestaende av toxinbildande och e] toxinbildande stammar.

C. difficile &r en av de vanligaste patogenerna vid nosokomial diarré,

i synnerhet hos patienter med antibiotika-associerad diarré. Pa senare ar har
bade antalet fall och allvarlighetsgraden okat, saval i Europa som resten av
varlden.’

Symptomen vid C. difficile-infektion (CDI) varierar fran mild diarré till
allvarlig livshotande pseudomembrands kolit, aven om kolonisering av

C. difficile inte nodvandigtvis leder till en symptomatisk infektion. Om
bakteriefloran i tarmen rubbas, t.ex. pa grund av en antibiotikabehandling,
kan detta leda till att toxinbildande C. difficile etableras, dominerar
koloniseringen och eventuellt blir upptakten till CDI.?

Involverade faktorer i patogenesen for C. difficile ar generna tcdA och tcdB
som kodar for toxin A (enterotoxin) och toxin B (cytotoxin) som finns i en
19,6 kb kromosomregion som kallas patogenicitetslokus (PalLoc). De flesta
patogena stammar ar toxin A- och B-positiva (A+B+), men vissa patogena
varianter av isolat kan vara toxin A-negativa och B-positiva (A-B+). De ar
orsaken till C. difficile-associerade sjukdomar.?

Vissa stammar av toxinbildande C. difficile producerar aven ett toxin som
kallas C. difficile-transferas (CDT) eller binart toxin.*

Férpackningens innehall
15 Vivalytic C. difficile-testpatroner for kvalitativ detektion av de
Clostridioides difficile-specifika toxingensekvenserna tcdA/tcdB.

Avsedd anvandning

Testet Vivalytic C. difficile ar ett automatiskt kvalitativt in vitro-diagnostiskt
test baserat pa realtids-PCR (polymeraskedjereaktion) for detektion av
nukleinsyror fran toxinbildande C. difficile (toxingenerna tcdA/tcdB) fran
flytande eller mjuka humana avféringsprover (pinnprov) som ett hjalpmedel
for diagnos av akut gastrointestinal infektion hos symptomatiska personer.
Resultaten ska inte anvandas som enda grund for val av diagnos, behandling
eller andra beslut som ror patienten. Positiva resultat utesluter inte
coinfektion med andra patogener. Agens(er) som detekteras ar eventuellt
inte den avgorande orsaken till sjukdomen. Negativa resultat utesluter inte
en C. difficile-infektion eller annan gastrointestinal infektion. Resultaten
maste Gverensstamma kliniskt med patienthistorik, kliniska observationer
och epidemiologisk information. Annan diagnostisk information ar nodvandig
for att kunna bestamma patientens infektionsstatus. Endast avsett for
anvandning av sjukvardspersonal med ett Vivalytic one-analysinstrument

i laboratoriemiljo, till exempel i sjukhuslaboratorier och referenslaboratorier.

Sakerhetsanvisningar

Den hér bruksanvisningen innehaller endast testspecifik information.

Fler varningar och instruktioner finns i bruksanvisningen som medféljer
analysinstrumentet Vivalytic one (kapitlet Sakerhetsinformation for
enheten). Anvand endast Vivalytic-patroner och -tillbehor som ar godkanda
for analysinstrumentet Vivalytic one. Se till att du undviker kontaminering vid
hantering av patientprover och patroner. Om du spiller prov pa patronen ska
du inte anvanda den utan kassera den.

For in vitro-diagnostisk anvandning av utbildad sjukvardspersonal.
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A VARNING

Folj alltid god laboratoriesed for att sakerstélla optimal prestanda for
testet.

Bér personlig skyddsutrustning (PPE).

Anvand inte en patron om den forslutna pasen eller sjdlva patronen ar
synligt skadad.

Vidrér inte patronens detektionsomrade och se till att det inte repas.
Ateranvand inte patroner.

Anvand inte patroner som har passerat utgangsdatum.
Utgangsdatumet anges pa forpackningen och pa etiketten pa patronen.
Vanta inte med att starta testet ldngre an 15 minuter efter att pasen
till patronen har 0ppnats. Detta gor att god hygien sakerstalls och

att prestandaforlust undviks till foljd av Luftfuktighet. Langvarig
exponering for luftfuktighet har en negativ inverkan pa testprestandan.
Skaka inte patroner som innehaller prover.

Vand inte patronen upp och ned.

Placera endast patronen pa en ren och plan yta.

Anvand inte provtyper, media och volymer som inte ar godkanda for
testet.

Folj alltid god laboratoriesed for att sakerstélla optimal prestanda for
testet.

Biologiska prover, hjalpmedel for 6verféring och anvanda patroner ska
betraktas som smittfarligt material som ska hanteras enligt gallande
sakerhetsforeskrifter. Hantera potentiellt smittfarliga patientprover
och patroner enligt nationella laboratoriestandarder och kassera
prover enligt lokala foreskrifter och laboratoriestandarder.

Folj nationella sakerhetsforeskrifter och riktlinjer.

Obs! Mer information finns i sakerhetsdatabladet (SDS) for produkten.
Kontakta kundsupport.

Ytterligare utrustning och férbrukningsartiklar som krdavs men som inte
tillhandahalls
« Analysinstrumentet Bosch Vivalytic one (referensnummer F 09G 300 115)
Pipett (100-1 000 ul)
Sterila filterpipettspetsar 100-1 000 ul
Pinnprovtagningskit
- Flockad standard-provpinne FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
Transportmedium
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
Lampliga skyddsklader

Testprincip
Vivalytic C. difficile ar ett kvalitativt realtids-PCR-baserat test.

Villkor fér forvaring och anvandning

Produkten ar hallbar till och med utgangsdatumet om den forvaras i +15 °C
till+25 °C. Villkoren for forvaring och anvandning anges pa patronen, pasen
och etiketten pa férpackningen. Patronen maste anvandas vid +15 °C till
+25 °C vid en relativ luftfuktighet pa < 65 %, inom 15 minuter efter att pasen
har 6ppnats. Detta gor att god hygien sakerstalls och att prestandaférlust
undviks till foljd av luftfuktighet. Langvarig exponering for luftfuktighet har
en negativ inverkan pa testprestandan.

Reagens

Alla reagens som kravs for provbearbetningen ar inkluderade i patronen.
Bearbetningen inkluderar cellysering, extraktion av nukleinsyra, DNA-
amplifiering och detektion.

Reagensen ar PCR-kulor, bindningsbuffert, tvattbuffert och
elueringsbuffert. PCR-kulorna innehaller DNA-polymeras, primrar och
prober. Bindningsbufferten méjliggor bindning av nukleinsyror under
reningsprocessen. Tvattbufferten ar en blandning av olika salter och
l6sningsmedel for borttagning av fororeningar (t.ex. proteiner) under
extraktionsprocessen. Elueringsbufferten ar en buffert med lag salthalt som
innehaller den renade nukleinsyran i slutet av extraktionsprocessen.
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Provtyper/medium

Testet ar avsett for anvandning med avforingsprover (pinnprov) i eNAT®-
medium (flockad standard-provpinne FLOQSwabs® 552C, eNAT®-
transportmedium ref. 606C, COPAN ltalia S.p.A.).

Samla in och forvara proverna enligt tillverkarens anvisningar.

Om provet inte bearbetas omedelbart efter provinsamling kan nukleinsyror
forvaras i eNAT®-transportmedium i upp till 4 veckor i rumstemperatur och
i4°C samt upp till 6 manaderi-20 °C till -80 °C (se bruksanvisningen till
eNAT®-transportmedium?®).

Provberedning

Anvand en flockad standard-provpinne FLOQSwabs® (COPAN Italia S.p.A.)
for att samla in en liten mangd avforingsprov genom att satta in spetsen pa
den flockade pinnen i avforingsprovet och rotera den. Blodiga, slemmiga
eller vattniga omraden i avforingen ska valjas ut och samlas in. Efter
provinsamlingen ska pinnen granskas for att sakerstalla att faecesmaterial
ar synligt pa spetsen. Om sa inte ar fallet ska den flockade pinnen ater
sattas in i avféringsprovet och roteras. Var noga med att hela omradet pa
pinnspetsen ar i kontakt med provet. Efter provinsamlingen ska pinnen
overforas till ett 2 ml-Copan eNAT® -rér med eNAT®-transportmedium. Hall
pinnskaftet mellan tummen och pekfingret, mosa och blanda avféringsprovet
mot sidan av roret sa att provet loses upp och suspenderas jamnt i det
konserverande mediet. Hall pinnskaftet nara rérets kant och boj det i 180
graders vinkel for att bryta av det vid brytmarkeringen. Kassera den avbrutna
ovre delen av pinnskaftet och satt pa locket. Skaka provroret som innehaller
pinnprovet och eNAT® -medium (COPAN Italia S.p.A.) ordentligt sa att
provet homogeniseras, och anvand sedan en pipett for att fylla 300 ul av det
homogeniserade patientprovet i provinmatningen pa patronen.

Anvand inte viskdsa prover som ar svara att pipettera.

Testresultat

Efter automatisk bearbetning av provet med analysinstrumentet Vivalytic one
visas testresultatet pa skarmen pa analysinstrumentet Vivalytic one.

Tiden till resultat ar cirka 50 minuter. For prover med hog titer ar resultat
tillgangliga efter mindre an 35 minuter och testkdrningen kan avslutas
tidigare (se kapitlet Avsluta testet).

Provet klassificeras antingen som C. difficile-positivt, C. difficile-negativt eller
ogiltigt. Vid en positiv detektion for C. difficile betraktas testet som giltigt
aven om Human Control ar negativ.

Detektion av den humana cellbaserade helprocesskontrollen (Human
Control) i negativa prover visar att extraktionsproceduren lyckades och
utesluter hamning av PCR-reaktionen. Tolkningen av resultat visas i tabellen
nedan.

C. difficile Human Giltighet  Resultat

(tcdA / tcdB) Control

. - ltigt Provet betraktas som positivt for C. difficile
8 (tcdA/tcdB-toxingen detekterad).

_ . iltigt Provet betraktas som negativt for C. difficile
8 (tcdA/tcdB-toxingen inte detekterad).

- - ogiltigt Kan ej utvarderas.!

" Omtestning rekommenderas.

PCR - kurva och C-vérde

Realtids-PCR-kurvor (programvarumodifierade) visas och klassificeras
som positiva eller negativa av programvaran. For positiva kurvor visas det
motsvarande C,-vardet. Osékra resultat markeras av programvaran (4).
Omtestning rekommenderas.
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Ogiltiga eller misslyckade tester

Ett test betraktas som ogiltigt om vare sig mal-DNA eller Human Control
detekteras. Mojliga anledningar till en ogiltig testning kan vara att provet
ar av bristande kvalitet pa grund av att det helt eller delvis saknas humant
cellmaterial i provet. Resultat visas for ett ogiltigt test, men de far inte
anvandas for diagnostisk tolkning. Se till att anvanda rétt provtyp, utféra
provinsamlingen korrekt samt férvara proverna och patronerna pa ratt satt
innan testet utfors. Upprepa analysen med ett nytt prov om sa krévs.

Om ett test misslyckas kontrollerar du forst att driftférhallandena

for analysinstrumentet Vivalytic one ar korrekta (se bruksanvisningen

till analysinstrumentet Vivalytic one). Starta om analysinstrumentet
Vivalytic one. Kontakta kundsupport om problemet kvarstar.

Avsluta testet
Safort ett giltigt, positivt C. difficile-resultat visas pa skarmen kan
anvandaren valja att avsluta testet.

Testrapport

| utskriften av testrapporten finns det ett signaturfalt vid posterna for
patogen, resultat, kontroll samt informationen om anvandare, patient och
analysinstrumentet Vivalytic one.

Kvalitetskontroll

Om det kravs enligt lokala foreskrifter eller laboratoriestandarder maste
aven en kvalitetskontroll genomféras.

Om det behovs en referenstestmetod for kvalitetskontroll kan féljande
referensmaterial anvandas:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Folj tillverkarens anvisningar.

Om resultaten ar ovantade upprepar du analysen med ett annat prov. Om
resultatet av ett negativt kvalitetskontrollprov (t.ex. pure eNAT®-medium)

ar positivt kan analysinstrumentet Vivalytic one eller dess omgivning vara
kontaminerat. Sluta anvdanda analysinstrumentet Vivalytic one och rengor
instrumentet enligt beskrivningen i bruksanvisningen till analysinstrumentet
Vivalytic one.

Kontakta kundsupport vid upprepade falska resultat for
kvalitetskontrollprover.

Information foér anvandare i EU

Alla allvarliga incidenter som intraffar i samband med anvandning av
instrumentet ska rapporteras till tillverkaren och den ansvariga myndigheten
i medlemslandet dar anvandaren och/eller patienten ar bosatt.

Begréansningar

Resultaten fran testet Vivalytic C. difficile far endast utvarderas av utbildad

sjukvardspersonal. Resultaten fran testet Vivalytic C. difficile far inte

anvandas som enda parameter for diagnos.

« Ett negativt resultat utesluter inte att det finns patogener i provet pa en
niva under analysens sensitivitet eller att det finns andra patogener som
inte omfattas av denna analys.

« Det finns risk for falskt negativa eller falskt positiva resultat till foljd av
prover som samlats in, transporterats eller hanterats pa fel satt.

« Vid gransfall kan icke typiska PCR-egenskaper uppsta (t.ex. en plan kurva
med l&gt eller hogt C,-varde). Vid icke typiska egenskaper far resultat fran
analysen inte anvandas for diagnostisk tolkning. Osakra resultat markeras
av programvaran. Omtestning rekommenderas.

« Vivalytic C. difficile ar ett kvalitativt realtids-PCR-test och ger inget
kvantitativt resultat.

« Ett positivt resultat innebar inte med sakerhet att livsdugliga patogener
forekommer.

« Testet detekterar C. difficile som béar tcdA/tcdB-gener, men sarskiljer inte
mellan toxinbildande och icke toxinbildande stammar.

« Ett negativt resultat utesluter inte C. difficile-infektion. Vi rekommenderar
att prover som testats negativt tolkas med hansyn till ytterligare
laboratoriedata.
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+ En for stor mangd avforingsprov kan ha hammande effekt pa analysens
prestanda.

Utvardering av analytisk prestanda

Analytisk sensitivitet (detektionsgréns)

Detektionsgransen for testet Vivalytic C. difficile faststalldes som den lagsta
koncentrationen analyt som konsekvent kan detekteras (= 95 % av proverna
som testats under normala laboratoriefoérhallanden med en definierad typ
av prov).

Inklusivitet

For att utvardera inklusiviteten utfordes en in silico-analys (BLAST-
anpassning) dar den genomiska sekvensen for olika relevanta C. difficile-
stammar jamfordes med sekvensen for PCR-primers och hydrolysprober
som anvands i testet Vivalytic C. difficile for amplifiering och detektion av
respektive patogener. Inklusivitet kunde uppvisas for stammar som listas
i tabell 2.

Exklusivitet/analytisk specificitet

For att utesluta korsreaktivitet (exklusivitet) utférdes en in silico-analys
(BLAST-anpassning) dar malregionen for C. difficile jamférdes med den
genomiska sekvensen for andra patogener som representerar vanliga
gastrointestinala patogener eller ndra beslaktade arter. Inga bevis pa
interferens kunde pavisas (tabell 3).

Reproducerbarhet

Reproducerbarheten for testet Vivalytic C. difficile faststalldes genom att
anvanda en panel med 3 olika koncentrationer av C. difficile. Varje blandning
testades pa 3 testplatser med samma uppséattning Vivalytic-instrument

av samma operatér med 3 loter i 4 replikat under 3 dagar, vilket gav totalt
324 observationer per malpatogen. Erhallna positivitetsgrader for de

olika kombinationerna korrelerade med den férvantade positivitetsgraden
(tabell 4a).

Repeterbarhet

Repeterbarheten for testet Vivalytic C. difficile faststalldes genom att
anvanda en panel med 1 koncentration (3 x c95) av C. difficile. Blandningen
testades pa 1 testplats med samma uppsattning Vivalytic-instrument av
samma operatér med 3 loter i 20 replikat under 1 dag, vilket gav totalt

60 observationer per malpatogen. Erhallna positivitetsgrader for de olika
kombinationerna korrelerade med den forvantade positivitetsgraden
(tabell 4b).

Interferenser

Interferenser utvarderades med avseende pa endogena och exogena
substanser som kan finnas i patientprovet. | tabell 5 anges substanser som
har potential att interferera med testet.

Utvardering av klinisk prestanda

Resultat for sensitivitet och specificitet erhélls fran flytande och mjuka
humana avféringsprover. Proverna samlades in i en klinisk miljo och
jamfordes med resultat fran referensmetoder.

Prover som testades med Vivalytic C. difficile-testpatroner anvandes
nyberedda eller frusna for forvaring och beredda enligt beskrivning ovan

i eNAT® (COPAN Italia S.p.A.).

Vid referenstestning bereddes proverna enligt rekommendationerna

for respektive anvand referensmetod. Totalt 124 prover analyserades.
Sensitiviteten eller den procentuella éverensstammelsen for positiva
resultat (PPA) berdknades som 100 % x TP / (TP + FN). Specificiteten eller
den procentuella éverensstammelsen for negativa resultat beraknades som
100 % x TN/ (TN + FP). Resultaten fran utvarderingen av klinisk prestanda
visas i tabell 6.

Teknisk support
Vid fragor ar du valkommen att kontakta kundsupport eller skicka ett
meddelande till Vivalytic (e-post: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Symboler

Tillverkare Serienummer

Tillverkningsdatum Temperaturgrans

Utgangsdatum Anvand inte om forpackningen ar

skadad
Lotnummer Endast for engangsbruk
Referensnummer Se bruksanvisningen

Medicinteknisk produkt for in vitro-
diagnostik

dE B vk
SRR AR

Innehaller <n> tester

n
m

CE-markning

/M Pipettera angiven provvolym i provinmatningen pa patronen som den
6 390l qyarta triangeln visar.
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Johdanto

Clostridioides difficile (C. difficile) on grampositiivinen, itiditd muodostava
anaerobinen basilli, jolla on seké toksigeenisia etta ei-toksigeenisia kantoja.
C. difficile on yksi yleisimmista sairaalasyntyisen ripulin patogeeneista,
erityisesti potilailla, joilla on antibioottihoidon aiheuttama ripuli. Viime
vuosina tapausten maara on lisaantynyt ja niiden vakavuus on kasvanut niin
Euroopassa kuin maailmanlaajuisesti.’

C. difficile -infektion (CDI) oireet vaihtelevat lievasta ripulista vakavaan
hengenvaaralliseen pseudomembranoottiseen koliittiin, vaikka pelkka

C. difficile -infektion kolonisaatio ei valttamatta johda oireiseen infektioon.
Suoliston mikrobitasapainon hairiintyminen esimerkiksi antibioottihoidon
vuoksi voi mahdollistaa toksigeenisen C. difficile -kannan asettumisen
suolistoon ja padasemisen vallalle kolonisaatiossa, mika voi olla CDI:n
kaynnistava tekija.?

C. difficile -bakteerin patogeneesiin vaikuttavat tekijat ovat geenit tcdA ja
tcdB, jotka koodaavat toksiinia A (enterotoksiini) ja toksiinia B (sytotoksiini).
Ne sijaitsevat kromosomialueella 19,6 kb, jota kutsutaan patogeenisuuden
lokukseksi (PalLoc). Useimmat patogeeniset kannat ovat positiivisia seka
toksiinille A etta toksiinille B (A+B+), mutta joidenkin patogeenisten
varianttien isolaatit voivat olla toksiini A -negatiivisia mutta toksiini B
-positiivisia (A-B+). Ne ovat C. difficile -bakteereihin liittyvien sairauksien
aiheuttajia.®

Jotkin toksigeenisista C. difficile -kannoista tuottavat myds toksiinia, jota
kutsutaan nimella C. difficile -transferaasi (CDT) tai bin&aritoksiiniksi.*

Pakkauksen sisaltd
15 Vivalytic C. difficile -testikasettia Clostridioides difficile -spesifisten tcdA-/
tcdB-toksiinigeenisekvenssien kvalitatiiviseen tunnistamiseen.

Kayttotarkoitus

Vivalytic C. difficile -testi on automatisoitu kvalitatiivinen, in vitro
-diagnostinen testi, joka perustuu reaaliaikaiseen polymeraasiketjureaktioon
(PCR). Testilla tunnistetaan toksigeenisen C. difficilen (toksiinigeenit tcdA/
tcdB) nukleiinihapot ihmisen nestemadisista tai pehmeisté ulostenaytteista
oireilevien yksildiden akuuttien maha-suolikanavan infektioiden
diagnosointia varten.

Tuloksia ei pida kayttaa ainoana perustana diagnoosin, hoidon tai muiden
potilaanhallintapaatosten tekemiselle. Positiiviset tulokset eivat sulje pois
muiden patogeenien rinnakkaisinfektiota. Havaitut aineet eivat valttamatta
ole sairauden lopullinen syy. Negatiiviset tulokset eivat sulje pois C. difficile
-infektiota tai muuta maha-suolikanavan infektiota. Tulosten taytyy korreloida
kliinisesti potilashistorian, kliinisten havaintojen ja epidemiologisten
tietojen kanssa. Muita diagnostisia tietoja tarvitaan potilaan infektion tilan
maarittamiseksi. Tarkoitettu vain terveydenhuollon ammattilaisten kayttoon
Vivalytic one -analysointilaitteen kanssa laboratorioymparistoissa, kuten
sairaalalaboratorioissa tai vertailulaboratorioissa.

Turvallisuutta koskevia tietoja

Nama kayttoohjeet sisaltavat vain testikohtaista tietoa. Lisatietoja
varoituksista ja ohjeista on Vivalytic one -analysointilaitteen mukana
toimitetuissa kayttdohjeissa (katso laitteen turvallisuusohjeita kasitteleva
luku). Kayta vain Vivalytic-kasetteja ja -lisavarusteita, jotka on hyvaksytty
kayttoon Vivalytic one -analysointilaitteen kanssa. Kasittele potilasnaytteita
ja kasetteja varovasti, jotta ne eivat kontaminoidu. Jos naytetta roiskuu
kasettiin, kasettia ei saa kdyttaa, vaan se on havitettava.

Tarkoitettu koulutettujen terveydenhuollon ammattilaisten kayttoon in vitro
-diagnostiikassa.
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A VAROITUS

+ Noudata aina hyvaa laboratoriokaytantoa, jotta testi suoritetaan
asianmukaisesti.

-+ Kayta asianmukaisia henkildnsuojaimia.

- Ald kayta kasettia, jos sinetdity pussi tai itse kasetti on vaurioitunut.

- Al& kosketa tai naarmuta kasetin tunnistusaluetta.

- Ala kayta kasettia uudelleen.

- Ald kayta vanhentuneita kasetteja. Viimeinen kayttopaiva on

pakkauksessa ja kasetin etiketissa.

Aloita testi viimeistaan 15 minuutin sisalla kasetin pussin avaamisesta.

Nain yllapidetaan hygieniaa ja valtetaan kosteudesta johtuva

suorituskyvyn heikkeneminen. Pitkdaikainen altistuminen kosteudelle

vaikuttaa negatiivisesti testin suorituskykyyn.

Alé ravista kasettia, joka sisaltaa naytetta.

- Ala kaanna kasettia ylosalaisin.

+ Aseta kasetti vain puhtaalle ja tasaiselle pinnalle.

- Ala kayta naytetyyppeja, valiaineita ja tilavuuksia, joita ei ole hyvéksytty
testia varten.

+ Noudata aina hyvaa laboratoriokaytantoa, jotta testi suoritetaan
asianmukaisesti.

- Biologisten naytteiden, siirtolaitteiden ja kdytettyjen kasettien
tulee katsoa pystyvan valittamaan tartunnanaiheuttajia, jotka
vaativat vakiovarotoimia. Kasittele mahdollisesti tartuntavaarallisia
potilasnaytteita ja -kasetteja kansallisten laboratoriostandardien
mukaisesti ja havitd ndytteet ja kasetit alueellisten ja
laboratoriostandardien mukaisesti.

+ Noudata kansallisia turvallisuusmaarayksia ja -kaytantoja.

Huomautus: Lisatietoja on tuotteen kayttoturvallisuustiedotteessa. Ota
yhteytta paikallisen jalleenmyyjdn asiakastukeen.

Tarvittavat lisdlaitteet ja kulutustarvikkeet, jotka eivat kuulu
toimitukseen
« Bosch Vivalytic one -analysointilaite (tuotenumero F 09G 300 115)
+ Pipetit (100-1000 pl)
« Steriilit pipetin suodatinkarjet 100-1000 pl
« Naytetikkupakkaukset
- Normaalikarkiset FLOQSwabs®-nukkatikut 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
+ Valiaine
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
« Asianmukainen suojavaatetus

Testiperiaate
Vivalytic C. difficile on kvalitatiivinen reaaliaikainen PCR-pohjainen testi.

Varastointi- ja kdyttéolosuhteet

Tuote on vakaa viimeiseen kayttopaivaan asti, jos se on sailytetty +15-25 °C:n
lampotilassa. Sailytys- ja kdyttéolosuhteet loytyvat kasetista, pussista tai
pakkauksen etiketista. Kasettia on kdytettava +15-25 °C:n lampadtilassa
suhteellisen kosteuden ollessa < 65 % ja 15 minuutin kuluessa pussin
avaamisesta. Nain ylldpidetaan hygieniaa ja valtetaan kosteudesta johtuva
suorituskyvyn heikkeneminen. Pitkaaikainen altistuminen kosteudelle
vaikuttaa negatiivisesti testin suorituskykyyn.

Reagenssit

Kaikki naytteen kasittelyyn tarvittavat reagenssit on integroitu kasettiin.
Kasittely sisaltaa solulyysin, nukleiinihapon uuttamisen, DNA-monistuksen
jatunnistamisen.

Reagensseja ovat PCR-helmi, sidospuskuri, pesupuskuri ja eluutiopuskuri.
PCR-helmi sisaltad DNA-polymeraasin, primeerit ja koettimet. Sidospuskuri
helpottaa nukleiinihappojen sitomista puhdistusprosessin aikana.
Pesupuskuri koostuu erilaisista suoloista ja liuottimista epapuhtauksien,
kuten proteiinien, poistamiseksi uuttoprosessin aikana. Eluutiopuskuri

on vahasuolainen puskuri, joka sisaltaa puhdistettuja nukleiinihappoja
uuttoprosessin lopussa.
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Naytetyypit/véliaine

Testi on tarkoitettu kaytettavaksi eNAT®-valiaineessa sailytettavien ulos-
tendytteiden kanssa (normaalikarkinen FLOQSwabs®-nukkatikku 552C,
eNAT®-kuljetusalusta, tuotenro 606C, COPAN ltalia s.p.a.).

Kerad ja sailyta naytteita valmistajan ohjeissa esitetylla tavalla.

Jos naytetta ei kasitella valittomasti naytteenoton jalkeen, nukleiinihapot
sailyvat eNAT®-kuljetusvaliaineessa enintaan 4 viikkoa huoneenlammossa ja
enintdan 6 kuukautta 4 °C:ssaja-20 °C - -80 °C:ssa (katso eNAT®-kuljetusva-
liaineen kayttoohjeet®).

Naytteen valmistelu

Keraa pieni maara ulostetta normaalikarkiselld FLOQSwabs®-nukkatikulla
(COPAN ltalia s.p.a.) viemalla nukkatikun karki ulostenaytteeseen ja
kiertamalla tikkua paikallaan. Naytteen keraamista varten kannattaa valita
verista, limaista tai vetista ulosteen osaa. Katso keraamisen jalkeen, etta
naytetikun karjessa varmasti nakyy ulostemateriaalia. Jos ei ndy, tydonna
nukkatikku uudelleen ulostenadytteeseen ja kierra sita niin, etta naytetikun
koko karjen alue on varmasti kosketuksissa naytteeseen. Siirra kerdamisen
jalkeen naytetikku 2 ml:n Copan eNAT® -putkeen, jossa on eNAT®-
kuljetusvaliainetta. Pitele naytetikkua varresta peukalolla ja etusormella
ja painele ja hiero ulostenayte tikusta putken seinamaa vasten niin, etta
nayte jakautuu tasaisesti ja suspendoituu sailytysaineeseen. Vie naytetikun
varsi lahelle putken reunaa ja katkaise varsi merkitysta katkaisukohdasta
vaantamalla vartta reunaa vasten 180 asteen kulmaan. Havita naytetikun
varren irrotettu ylaosa ja kierra korkki kiinni. Ravistele tikkunaytteen ja
eNAT®-valiaineen (COPAN ltalia s.p.a.) sisaltdvaa nayteputkea, jotta

se homogenoituu kunnolla, ja pipetoi sitten 300 ul homogenoitunutta
potilasnaytetta kasetin naytteensyottéaukkoon.

Ala kéyta viskoosisia naytteitd, joita on vaikea pipetoida.

Testitulos

Kun nayte on kasitelty automaattisesti Vivalytic one -analysointilaitteella,
testitulos nakyy Vivalytic one -analysointindytteen ndytossa. Testituloksen
valmistumisaika on noin 50 minuuttia. Korkean pitoisuuden naytteiden
tulokset ovat kaytettavissa alle 35 minuutissa, ja testin suorittaminen
voidaan paattaa etuajassa (katso luku Testin paattaminen).

Nayte luokitellaan joko C. difficile -positiiviseksi, C. difficile -negatiiviseksi tai
virheelliseksi. Jos nayte tunnistetaan C. difficile -positiiviseksi, testi katso-
taan onnistuneeksi, vaikka Human Control -ihmiskontrolli olisi negatiivinen.

Ihmissoluun perustuvan koko prosessin kontrollin (Human Control -ihmis-
kontrollin) havaitseminen negatiivisissa naytteissa osoittaa uuttomenettelyn
onnistuneen ja sulkee pois PCR-reaktion inhibition. Tulosten tulkinta esite-
taan alla olevassa taulukossa.

G, ity IUGEL: Onnistuminen  Tulos

(tcdA/tcdB) Control

Naytettd pidetaan C. difficile -positiivisena

. +/- omnistul | (4. 4A-tedB-toksiinigeeni havaittu).

Naytettd pidetdan C. difficile -negatiivisena

- * onnistui (tcdA-/tcdB-toksiinigeenia ei havaittu).

- - virheellinen | Eiarvioitavissa.*

" Testin uusiminen on suositeltavaa.

PCR - kéyrd ja C,-arvo

Ohjelmisto nayttaa (ohjelmiston muokkaamat) reaaliaikaiset PCR-kayrét ja
luokittelee ne positiivisiksi tai negatiivisiksi. Positiivisten kdyrien kohdalla

naytetaan vastaava C,-arvo. Ohjelma merkitsee ratkaisemattomat tulokset
(A). Uudelleentestaus on suositeltavaa.
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Virheelliset tai epdonnistuneet testit

Testi luokitellaan virheelliseksi, jos kohde-DNA:ta tai Human Control
-ihmiskontrollia ei kumpaakaan havaita. Virheellinen tulos voi johtua
naytteen huonosta laadusta, koska naytteessa on osittain tai ei lainkaan
ihmissoluainesta. Virheellisen testin tulokset naytetdaan, mutta niitad ei
saa kayttaa diagnostisessa tulkinnassa. Kiinnita huomiota oikeanlaiseen
ndytetyyppiin, ndytteenottoon seka naytteiden ja kasettien sdilytykseen
ennen testin suorittamista. Toista analyysi tarvittaessa uudella naytteella.
Jos testi epaonnistuu, tarkista ensin Vivalytic one -analysointilaitteen
oikeat kayttoolosuhteet (katso lisatietoja Vivalytic one -analysointilaitteen
kayttoohjeista). Kaynnista Vivalytic one -analysointilaite uudelleen. Jos
ongelma jatkuu, ota yhteytta paikallisen jalleenmyyjan asiakastukeen.

Testin paattaminen
Kun kelvollinen C. difficile -positiivinen tulos nakyy naytdssa, kayttdja voi
paattaa testin.

Testiraportti

Tulostetussa testiraportissa ilmoitetaan patogeeni, tulokset, kontrolli seka
kayttajan, potilaan ja Vivalytic one -analysointilaitteen tiedot. Raportissa on
myos allekirjoituskentta.

Laadunohjaus

Jos paikalliset tai laboratoriostandardit sita edellyttavat, on suoritettava
laadunvalvontatestaus.

Jos tarvitaan vertailutestimenetelmaa laadunohjausta varten, on
mahdollista kayttda seuraavia viitemateriaaleja:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Noudata valmistajan ohjeita.

Jos tulokset ovat odottamattomia, toista analyysi toisella naytteella. Jos
negatiivisen laadunohjausnaytteen, esim. puhtaan eNAT®-valiaineen, tulos
pysyy positiivisena, Vivalytic one -analysointilaite tai sen ymparisto voi olla
kontaminoitunut. Lopeta Vivalytic one -analysointilaitteen kaytto ja puhdista
laite Vivalytic one -analysointilaitteen kayttdoppaassa kuvatulla tavalla.

Jos laadunvarmistusnaytteet ovat toistuvasti vaaria, ota yhteytta paikallisen
jalleenmyyjan asiakastukeen.

IlLmoitus kayttdjille EU:ssa

Kaikki laitteeseen liittyvat vakavat vaaratilanteet on ilmoitettava valmistajalle
ja sen jasenvaltion toimivaltaiselle viranomaiselle, jossa kayttdja ja/tai
potilas asuu.

Rajoitukset

Vivalytic C. difficile -testin tuloksia saa tulkita vain koulutettu

terveydenhuollon ammattilainen. Vivalytic C. difficile -testin tuloksia ei saa

kayttaa diagnoosin ainoana perusteena.

« Negatiivinen tulos ei sulje pois sita, etta naytteessa on taudinaiheuttajaa
maaritysherkkyyden alapuolella tai muita taudinaiheuttajia, jotka eivat
kuulu tahan maaritykseen.

- Vaarien negatiivisten tai vaarien positiivisten tulosten riski johtuu vaarin
keratyista, kuljetetuista tai kasitellyista naytteista.

+ Rajatapauksissa voi esiintya epatyypillisid PCR-ominaisuuksia (esim.
litted kayra, jonka C,-arvo on alhainen tai korkea). Epatyypillisten
ominaisuuksien kohdalla tuloksia ei saa kayttaa diagnostisessa
tulkinnassa. Ohjelma merkitsee ratkaisemattomat tulokset.
Uudelleentestaus on suositeltavaa.

« Vivalytic C. difficile on kvalitatiivinen reaaliaikainen PCR-testi, joka ei anna
kvantitatiivisia tuloksia.

- Positiivinen tulos ei valttamatta tarkoita elinkykyisten patogeenien
esiintymista.

« Testitunnistaa C. difficile -bakteerit, joilla on tcdA-/tcdB-geeni, mutta
testi ei erottele, ovatko kyseessa toksiinia tuottavat vai toksiinia
tuottamattomat kannat.

47



Vivalytic C. difficile

+ Negatiivinen tulos ei sulje pois C. difficile-infektiota. On suositeltavaa
tulkita negatiivisia testituloksia kontekstissa muiden laboratoriotietojen
kanssa.

+ Liian suuri ulostemaara voi vaikuttaa inhiboivasti maarityksen
suorituskykyyn.

Analyyttisen suorituskyvyn arviointi

Analyyttinen herkkyys (tunnistusraja)

Vivalytic C. difficile -testin tunnistusraja maaritettiin pienimmaksi
johdonmukaisesti havaituksi analyytin pitoisuudeksi (295 % naytteista,
testattu maaritetylla naytetyypilla rutiinilaboratorio-olosuhteissa).

Inklusiivisuus

Inklusiivisuuden arvioimiseksi tehtiin in silico -analyysi (BLAST-kohdistus)
erilaisten merkityksellisten C. difficile -kantojen genomisekvenssista niiden
PCR-primeerien ja hydrolyysikoettimien sekvenssille, joita kaytetaan Vivalytic
C. difficile -testissa kyseisten patogeenien monistukseen ja tunnistamiseen.
Inklusiivisuus voitiin osoittaa taulukossa 2 esitettyjen kantojen osalta.

Eksklusiivisuus / analyyttinen tarkkuus

Ristireaktiivisuuden (eksklusiivisuuden) poissulkemiseksi suoritettiin
C. difficile -kohdealueen in silico -analyysi (BLAST-kohdistus) maha-
suolikanavan yleisten patogeenien tai niihin laheisesti liittyvien lajien
genomisekvenssin perusteella. Hairidista ei ollut ndyttéa (taulukko 3).

Uusittavuus

Vivalytic C. difficile -testin uusittavuus maaritettiin kayttamalla paneelia,
jossa oli kolmea eri C. difficile -pitoisuutta. Kaikissa kolmessa testipaikassa
jokainen seos testattiin samoilla Vivalytic-valineilld saman testaajan
toimesta. Testi toistettiin kolmella erélla nelja kertaa kolmena eri paivana,
eli yhteensa toteutettiin 324 havaintokertaa kohdepatogeenia kohden.

Eri yhdistelmien todennettuja positiivisuusarvoja verrattiin odotettuun
positiivisuusarvoon (taulukko 4a).

Toistettavuus

Vivalytic C. difficile -testin toistettavuus maaritettiin kayttamalla paneelia,
jossaoliyhta C. difficile -pitoisuutta (3xc95). Seos testattiin yhdessa
testipaikassa samoilla Vivalytic-valineilld saman testaajan toimesta.

Testi toistettiin kolmella eralla yhtena paivana 20 kertaa, eli yhteensa
toteutettiin 60 havaintokertaa kohdepatogeenia kohden. Eri yhdistelmien
todennettuja positiivisuusarvoja verrattiin odotettuihin positiivisuusarvoihin
(taulukko 4b).

Hairiot

Hairioitd arvioitiin endogeenisissa ja eksogeenisissa aineissa, joita
mahdollisesti esiintyy potilasndytteessa. Katso taulukosta 5 lisatietoja
aineista, jotka voivat hairita testia.

Kliinisen suorituskyvyn arviointi

Herkkyys- ja tarkkuustulokset on johdettu ihmisen nestemaisen ja pehmean
ulosteen natiivinaytteista. Naytteet otettiin kliinisessa ymparistossa, ja niita
verrattiin viitemenetelmien tuloksiin.

Vivalytic C. difficile -kaseteilla testattavat ndytteet kdytettiin joko tuoreeltaan
tai pakastettiin sailytysta varten ja valmisteltiin sitten edella kuvatulla tavalla
eNAT® -kuljetusvaliaineessa (COPAN ltalia S.p.A.).

Vertailutestindytteet puolestaan valmisteltiin kaytettyjen
vertailumenetelmien omien suositusten mukaisesti. Yhteensa analysoitiin
124 naytetta. Herkkyys (positiivinen prosentuaalinen yhtapitavyys,

PPA) laskettiin kaavalla 100 % x TP / (TP + FN). Tarkkuus (negatiivinen
prosentuaalinen yhtapitavyys) laskettiin kaavalla 100 % x TN / (TN + FP).
Kliinisen suorituskyvyn arvioinnin tulokset esitetaan taulukossa 6.

Tekninen tuki

Jos sinulla on kysyttavaa, ota yhteytta paikalliseen jalleenmyyjaan tai laheta
viesti Vivalyticin asiakaspalveluun

(sahkoposti: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Symbolit

Valmistaja Sarjanumero

Valmistuspaiva Lampotilaraja

Ei saa kayttaa, jos pakkaus on

Viimeinen kayttopaiva vaurioitunut.

Eranumero Kertakayttoinen tuote

Tuotenumero Katso lisatietoja kayttboppaasta.

In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu
laakinnallinen laite

dE B vk
SRR AR

Sisaltaa <n> testia

n
m

CE-merkinta

/M Pipetoi kasetin naytteensyottdaukkoon mustan kolmion alla
6 39l jimoitettu naytemaara.
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Introduktion

Clostridioides difficile (C. difficile) er en gram-positiv, sporedannende ana-
erob bakterie bestaende af toksigene og non-toksigene stammer.

C. difficile er et af de mest almindelige pathogener i nosokomiel diarré, isaer
hos patienter med antibiotika-associeret diarré. | lgbet af de seneste ar er
antallet og alvorsgraden af tilfaelde steget i Europa og resten af verden.!
Symptomerne pa C. difficile-infektion (CDI) varierer fra mild diarré til alvorlig
livstruende pseudomembrangs colitis, selvom kolonisering af C. difficile ikke
nadvendigvis farer til en symptomatisk infektion. Forstyrrelse af balancen i
tarmenes mikroorganismer, f.eks. som falge af antibiotisk behandling, kan
medfare, dannelse af toksigen C. difficile, som dominerer koloniseringen og
kan starte CDI.?

Faktorer, der er involveret i patogenesen af C. difficile, er generne tcdA og
tcdB, som koder for toksin A (enterotoksin) og toksin B (cytotoksin), som
findes i et kromosomalt omrade pa 19,6 kb kaldet Pal.oc (Pathogenicity
Locus (Sygdomsfremkaldende locus)). De fleste patogene stammer er toksin
A- og B-positive (A+B+), men nogle isolater af patogene varianter kan veere
toksin A-negative og B-positive (A-B+). De er arsagen til C. difficile-associere-
de sygdomme.®

Nogle stammer af toxigen C. difficile producerer ogsa et toksin kaldet C. diffi-
cile transferase (CDT) eller binaert toksin.*

Pakkens indhold
15 Vivalytic C. difficile-testkassetter til kvalitativ detektion af Clostridioides
difficile-specifikke tcdA/tcdB-toksin-gensekvenser.

Beregnet anvendelse

Vivalytic C. difficile-testen er en automatisk kvalitativ in vitro-diagnostisk test
baseret pa realtids-PCR (Polymerase Chain Reaction) til detektion af nukle-
insyrer fra toksingen C. difficile (toksin-generne tcdA/tcdB) fra flydende eller
blegde podepraver af human faeces som en hjeelp til diagnosticering af akutte
infektioner i mave-tarmkanalen hos symptomatiske personer.

Resultaterne ma ikke bruges som det eneste grundlag for diagnosticering,
behandling eller andre beslutninger omkring patienthandteringen. Positive
resultater udelukker ikke coinfektion med andre patogener. De(t) detektere-
de stof(fer) er muligvis ikke den bestemte arsag til sygdommen. Negative re-
sultater udelukker ikke en C. difficile-infektion eller en anden infektion i ma-
ve-tarmkanalen. Resultaterne skal korreleres klinisk med patientens historik,
kliniske observationer og epidemiologiske oplysninger. Andre diagnostiske
oplysninger er nadvendige for at bestemme patientens infektionsstatus. Den
er udelukkende beregnet til brug sammen med et Vivalytic one-analyseappa-
rat af uddannet sundhedspersonale pa laboratorier som f.eks. pa hospital-
slaboratorier og referencelaboratorier.

Sikkerhedsoplysninger

Denne brugsanvisning indeholder kun testspecifikke oplysninger. Se brugs-
anvisningen, der falger med Vivalytic one-analyseapparatet (kapitlet med
oplysninger om enhedens sikkerhed), for at fa oplysninger med yderligere
advarsler og anvisninger. Brug kun Vivalytic-kassetter og -tilbehar, der er
godkendt til Vivalytic one-analyseapparatet. Veer omhyggelig med at undga
kontaminering ved handtering af patientpragver og kassetter. Nar der har
veeret spildt prevemateriale pa kassetten, ma kassetten ikke anvendes og
skal bortskaffes.

Til diagnostisk brug in vitro af uddannet sundhedspersonale.
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A ADVARSEL

Overhold altid god laboratoriepraksis for at sikre, at denne test
udferes og fungerer korrekt.
Serg for at bruge passende personlige veernemidler (PPE).
Brug ikke en kassette, hvis den forseglede pose eller selve kassetten er
synligt beskadiget.
Bergr eller rids ikke detektionsomradet pa kassetten.
Genbrug ikke en kassette.
Udlgbne kassetter pa ikke bruges. Udlgbsdatoen kan findes pa
emballagen og etiketten pa kassetten.
Vent hgjst 15 minutter med at pabegynde testen efter abning af
kassetteposen. Dette sikrer, at hygiejnen opretholdes, og at der
undgas funktionstab pga. luftfugtighed. Leengere tids udsaettelse for
luftfugtighed har en negativ indflydelse pa testens funktion.
Ryst ikke en kassette, der indeholder en prove.

+ Vend ikke kassetten pa hovedet.
Kassetten ma kun placeres pa en ren og flad overflade.
Brug ikke pravetyper, -medier og -maengder, der ikke er godkendt for
testen.
Overhold altid god laboratoriepraksis for at sikre, at denne test
udferes og fungerer korrekt.
Biologisk prevemateriale, overferselsenheder og brugte kassetter
skal anses for at indeholde potentielt smittefarlige stoffer, der
kraever standardmaessige forholdsregler. Handter potentielt
smittefarlige patientprever og kassetter i overensstemmelse
med nationale laboratoriestandarder, og bortskaf prever og
kassetter i overensstemmelse med regionale standarder og
laboratoriestandarder.
Overhold de nationale sikkerhedsforskrifter og den anbefalede
praksis.

Bemaerk: Fa yderligere oplysninger i produktets sikkerhedsdataark (SDS -
safety data sheet). Kontakt den lokale forhandlers kundesupport.

Yderligere udstyr og forbrugsvarer, der er pakraevet, men som ikke
medfalger
« Bosch Vivalytic one-analyseapparat (referencenummer F 09G 300 115)
Pipette (100-1000 ul)
Sterile filterpipettespidser 100-1000 pl
Podepravetagningssaet
- Den almindelige podepind med flgjlsstruktur FLOQSwabs® 552C
(COPAN ltalia s.p.a.)
Transportmedium
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
Passende beskyttelsestgj

Testprincip
Vivalytic C. difficile er en kvalitativ realtids-PCR-baseret test.

Opbevarings- og brugsbetingelser

Produktet er stabilt indtil udlgbsdatoen, hvis det opbevares ved +15 °C til
+25 °C. Opbevarings- og brugsbetingelser findes pa etiketten pa kassetten,
posen eller asken. Kassetten skal bruges ved +15 °C til +25 °C, en relativ
luftfugtighed pa < 65 % oginden for 15 min efter abning af posen. Dette
sikrer, at hygiejnen opretholdes, og at der undgas funktionstab pga. luftfug-
tighed. Laengere tids udsaettelse for luftfugtighed har en negativ indflydelse
pa testens funktion.

Reagenser

Alle de reagenser, der er nadvendige til prevebehandlingen, er integreret

i kassetten. Behandlingen omfatter cellelysis, nukleinsyreekstraktion,
DNA-forstaerkning og -detektion.

Reagenserne er PCR-bead, bindingsbuffer, vaskebuffer og elueringsbuffer.
PCR-bead'en indeholder DNA-polymerase, primere og prober. Bindingsbuf-
fer giver mulighed for binding af nukleinsyre under oprensningsprocessen.
Vaskebuffer er en formulering med forskellige salte og oplgsningsmidler
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til fiernelse af urenheder, f.eks. proteiner, under ekstraktionsprocessen.
Elueringsbuffer er en buffer med lavt saltindhold og indeholder oprenset
nukleinsyre ved afslutningen af ekstraktionsprocessen.

Provetyper/medie

Testen er beregnet til brug sammen med faecespoderpaver i eNAT®-me-
dium (den almindelige podepind med flgjlsstruktur FLOQSwabs® 552C,
eNAT®-transportmedium Ref. 606C, COPAN Italias.p.a.).

Indsaml og opbevar prgver som angivet i producentens anvisninger.

Hvis praven ikke behandles umiddelbart efter pravetagning, bliver nukleinsy-
rer konserveret i eNAT®-transportmedium i op til 4 uger ved stuetemperatur
ogved 4 °C og op til 6 maneder ved -20 °C til -80 °C (se brugsanvisningen til
eNAT®-transportmedium?®).

Proveklargering

Brug den almindelige podepind med flgjlsstruktur FLOQSwabs® (COPAN
Italia s.p.a.) til at udtage en lille maengde feeces ved at seette spidsen af po-
depinden med flgjlsstrukturspids i feecespreven og dreje den rundt. Der skal
veelges og udtages et blodigt, slimet eller vandigt omrade af feeces. Efter
prevetagning skal podepinden undersgges for at sikre, at der er tilstraekkeligt
med faecesmateriale pa spidsen. Hvis ikke, skal podepinden med flgjls-
strukturspids saettes i faecespreven og drejes rundt, sa hele omradet med
podepindens spids kommer i kontakt med preven. Efter pravetagning skal
podepinden overfares til 2 ml Copan eNAT®-rgret med eNAT®-transportme-
dium. Hold podepindens skaft mellem tommel- og pegefinger, mos og bland
feecespreven mod siden af reret for at fordele og oplase praven i konserve-
ringsmediet. Hold podepindens skaft teet pa rgrets kant, bgj den i en vinkel
pa 180 grader for at knaekke den ved det markerede punkt. Bortskaf den
afbraekkede gvre del af podepindens skaft, og luk laget taet i. Ryst provergret
med podepinden og eNAT®-mediet (COPAN ltalia s.p.a.) grundigt til homoge-
nisering, og brug en pipette til at fylde 300 ul homogeniseret patientprove i
kassettens preveinput.

Brug ikke viskose praver, der er sveere at pipettere.

Testresultat

Efter den automatiske behandling af preven med Vivalytic one-analyseap-
paratet vises testresultatet pa skeermen pa Vivalytic one-analyseapparatet.
Resultatet foreligger efter ca. 50 min. For pregver med hgj titer er resultater-
ne tilgeengelige efter mindre end 35 min., og testkarslen kan afsluttes (se
kapitlet Afslutning af test).

Preven klassificeres som enten C. difficile-positiv, C. difficile-negativ eller
ugyldig. | tilfeelde af en positiv detektion af C. difficile anses testen for at
veere gyldig, ogsa selvom Human Control er negativ.

Detektion af human cellebaseret kontrol af hele processen (Human Control)
i negative praver viser en vellykket ekstraktionsprocedure og udelukker en
hamning af PCR-reaktionen. Fortolkningen af resultater er angivet i tabellen
herunder.

C. difficile Human
(tcdA/tcdB) Control

Gyldighed  Resultat

Praven anses for at vaere positiv for C. difficile

* *I- gyldig (tcdA/tcdB-toksin-gen detekteret).
_ . idi Preven anses for at vaere negativ for C. difficile
syidls (tcdA/tcdB-toksin-gen ikke detekteret).

- - ugyldig Kan ikke vurderes.!

" Gentestning anbefales.
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PCR - kurve og C,-veerdi

Der vises realtids-PCR-kurver (softwaremodificerede), som klassificeres
som positive eller negative af softwaren. | tilfeelde af positive kurver vises
den pageeldende C,-vaerdi. Uafklarede resultater meerkes af softwaren (4).
Det anbefales at foretage en gentest.

Ugyldige eller mislykkede tests

En test klassificeres som ugyldig, hvis der hverken detekteres target-DNA
eller Human Control. Mulige arsager til en ugyldig kersel kan veere darlig
prevekvalitet pa grund af et delvist eller fuldstaendigt fraveer af humant celle-
materiale i praven. Resultater vises for en ugyldig test men ma ikke anvendes
til fortolkningen af diagnosen. Sgrg for at bruge den rigtige provetype, den
rigtige preveindsamling og opbevaring af praven og kassetter inden testkars-
len. Gentag om ngdvendigt analysen med en ny prave.

Kontrollér i tilfeelde af en mislykket test farst for korrekte driftsbetingelser
for Vivalytic one-analyseapparatet (se brugsanvisningen til Vivalytic one-ana-
lyseapparatet). Genstart Vivalytic one-analyseapparatet. Hvis problemet
fortsaetter, skal du kontakte den lokale forhandlers kundesupport.

Afslutning af test
Sa snart der vises et gyldigt positivt C. difficile-resultat pa skeermen, kan
brugeren afslutte testen.

Testrapport
| den udskrevne testrapport vises patogen, resultater, kontrol og oplysninger
om bruger, patient og Vivalytic one-analyseapparatet med et signaturfelt.

Kvalitetskontrol

Hvis det kraeves af de lokale standarder eller laboratoriestandarderne, skal
der gennemfares kvalitetskontroltest.

Hvis der er behov for en referencetestmetode til kvalitetskontrol, kan falgen-
de referencematerialer anvendes:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spanien).

Felg producentens anvisninger.

| tilfeelde af uventede resultater skal analysen gentages med en anden prave.
Hvis resultatet af en negativ kvalitetskontrolprave, f.eks. ren eNAT®-medie,
forbliver positivt, kan Vivalytic one-analyseapparatet eller dets omgivelser
vaere kontaminerede. Stop med at bruge Vivalytic one-analyseapparatet, og
renger enheden, sddan som det er beskrevet i brugsanvisningen til Vivaly-
tic one-analyseapparatet.

| tilfeelde af gentagne negative resultater for kvalitetskontrolpragver skal du
kontakte den lokale forhandlers kundesupport.

Bemaerkning til brugere i EU

Enhver alvorlig haendelse, der er forekommet i forbindelse med enheden,
skal rapporteres til producenten og til den kompetente myndighed i det med-
lemsland, hvor brugeren og/eller patienten er hjemhgrende.

Begraensninger
Resultaterne af Vivalytic C. difficile-testen skal udelukkende fortolkes af
uddannet sundhedspersonale. Resultaterne af Vivalytic C. difficile-testen
bar ikke bruges som den eneste parameter til diagnose.
Et negativt resultat udelukker ikke, at der findes patogener i preven pa
et niveau under analysefglsomheden, eller at der er andre patogener til
stede, der ikke er deekket af denne analyse.
Der er en risiko for falske negative eller falske positive veerdier, som skyl-
des prover, der er indsamlet, transporteret eller handteret ukorrekt.
| greensetilfeelde kan der forekomme atypiske PCR-egenskaber (f.eks. en
flad kurve med en lang eller hgj C-veerdi). | tilfeelde af atypiske egenska-
ber er det ikke tilladt at bruge resultaterne til fortolkningen af diagnosen.
Uafklarede resultater maerkes af softwaren. Det anbefales at foretage en
gentest.
Vivalytic C. difficile er en kvalitativ realtids-PCR-test og giver ikke et
kvantitativt resultat.
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Et positivt resultat betyder ikke n@dvendigvis, at der er levedygtige pato-
gener til stede.

Testen detekterer C. difficile-baerende tcdA/tcdB-gener men skelner ikke
mellem toksinproducerende og ikke-toksinproducerende stammer

Et negativt resultat udelukker ikke tilstedeveerelsen af en C. difficile-infek-
tion. Det anbefales, at de praver, der testes negative, fortolkes i sammen-
haeng med yderligere laboratoriedata

En overskydende mangde faeces kan have haammende indvirkninger pa
analysens performance.

Evaluering af analytisk funktion

Analytisk felsomhed (detektionsgraense)

Detektionsgraensen for Vivalytic C. difficile-testen blev bestemt som den
laveste analytkoncentration, der kan detekteres konsekvent (= 95 % af de
prever, der blev testet under gaeldende laboratoriebetingelser ved brug af en
defineret pravetype).

Inklusivitet

For at evaluere inklusiviteten blev der udfert en in silico-analyse (BLAST-sam-
menligning) af den genomiske sekvens af forskellige relevante C. difficile-stam-
mer mod sekvensen af de PCR-primere og den hydrolyseprobe, der blev brugt
i Vivalytic C. difficile-testen til amplifikation og detektion af de pageeldende
patogener. Inklusiviteten kunne vises for de stammer, der er angivet i tabel 2.

Eksklusivitet/analytisk specificitet

For at udelukke kryds-reaktivitet (eksklusivitet) blev der udfert en in sili-
co-analyse (BLAST-sammenligning) af target-regionen for C. difficile mod
den genomiske sekvens af forskellige andre patogener, der repraesenterer
almindelige patogener i mave-tarmkanalen eller naert beslaegtede arter. Der
blev ikke konstateret interferens (tabel 3).

Reproducerbarhed

Reproducerbarheden af Vivalytic C. difficile-testen blev fastlagt ved brug af
et panel med 3 forskellige koncentrationer af C. difficile. Pa tre teststeder
blev hver blanding testet pa det samme seet Vivalytic-instrumenter af den
samme bruger i henholdsvis 3 lot i 4 bestemmelser over 3 dage, hvilket gav i
alt 324 observationer pr. target-patogen. De indhentede positivitetsrater for
de forskellige kombinationer blev korreleret med den forventede positivitets-
rate (tabel 4a).

Repeterbarhed

Repeterbarheden af Vivalytic C. difficile-testen blev fastlagt ved brug af

et panel med 1 koncentration (3 x c95) af C. difficile. Pa 1 teststed blev
blandingen testet pa det samme sat Vivalytic-instrumenter af den samme
bruger i henholdsvis 3 lot i 20 bestemmelser pa 1 dag, hvilket gav i alt 60
observationer pr. target-patogen. De indhentede positivitetsrater for de
forskellige kombinationer blev korreleret med den forventede positivitetsrate
(tabel 4b).

Interferenser

Interferenser blev evalueret for endogene og eksogene stoffer, som eventuelt
findes i patientprgven. Se tabel 5 vedrgrende stoffer, der kan forstyrre
testen.

Evaluering af klinisk funktion

Resultater af falsomhed og specificitet udledt af flydende og blede ubehand-
lede prever af human faeces. Praverne blev udtaget i kliniske omgivelser og
sammenlignet med resultater af referencemetoder.

Praver til testning med Vivalytic C. difficile-kassetter var friske eller frosne

til opbevaring og klargjort som beskrevet oven for i eNAT® (COPAN ltalia
S.p.A).

| tilfeelde af referencetestning blev prever klargjort i henhold til anbefalinger-
ne for anvendte referencemetoder. | alt blev 124 prever analyseret. Falsom-
hed eller PPA (Positive Percent Agreement) blev beregnet som 100 % x TP/
(TP+FN). Specificitet eller NPA (Negative Percent Agreement) blev beregnet
som 100 % x TN/(TN+FP). Resultaterne af evaluering af klinisk funktion vises
i tabel 6.
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Teknisk support

Hvis du har spgrgsmal, kan du kontakte den lokale forhandler eller sende
en meddelelse til Vivalytics kundeservice

(e-mail: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Symboler

Producent Serienummer

Produktionsdato Temperaturgraense

Udlobsdato Ma ikke bruges, hvis emballage er

ENERURES 3

beskadiget
Lotnummer Kun til engangsbrug
Referencenummer Se i brugsanvisningen

Medicinsk enhed til in vitro-
diagnosticering

B8 H®®~[

Indeholder <n> test

a)
m

CE-maerke

/A Pipettér den angivne prgvemaengde markeret af den sorte trekant i
300ut assettens praveinput.
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Sissejuhatus

Clostridioides difficile (C. difficile) on grampositiivne, spoore moodustav
anaeroobne bakter, mis koosneb toksigeensetest ja mittetoksigeensetest
tivedest.

C. difficile on ks levinumaid haigustekitajaid nosokomiaalse kohulahtisuse
puhul, eelkdige antibiootikumidega seotud kdhulahtisusega patsientidel.
Viimastel aastatel on juhtumite arv ja raskusaste Euroopas ja kogu maailmas
suurenenud.’

C. difficile nakkuse (CDI) simptomid ulatuvad kergest kdhulahtisusest

kuni raske eluohtliku pseudomembranoosse koliidini, kuid C. difficile
kolooniate teke ei pohjusta tingimata siimptomaatilist nakkust. Soolestiku
mikroorganismide tasakaalu hairimine, nt antibiootikumravi téttu, voib
pdhjustada toksigeense C. difficile teket, domineerida kolonisatsiooni ja voib
kaivitada CDI.?

C. difficile patogeneesiga seotud tegurid on geenid tcdA ja tcdB, mis
kodeerivad toksiini A (enterotoksiini) ja toksiini B (tsttotoksiini), mis asuvad
19,6 kromosoomi suuruses piirkonnas, mida nimetatakse patogeensuse
lokaaliks (PalLoc). Enamik patogeenseid tiivesid on A- ja B-positiivsed
(A+B+), kuid moned patogeensed variandid voivad olla A-negatiivsed ja
B-positiivsed (A-B+). Need on C. difficile’iga seotud haiguste pohjuseks.?
Mdned toksigeense C. difficile tived toodavad ka toksiini nimega C. difficile
transferaas (CDT) voi binaartoksiin.*

Pakendi sisu
15 Vivalytic C. difficile testkassetti Clostridioides difficile spetsiifiliste tcdA/
tcdB toksiinigeenide sekventside kvalitatiivseks avastamiseks.

Sihtotstarve

Vivalytic C. difficile test on automatiseeritud kvalitatiivne in vitro
diagnostiline test, mis pohineb reaalajas polimeraasi ahelreaktsioonil
(PCR) toksigeense C. difficile (toksigeensete tcdA/tcdB) nukleiinhapete
avastamiseks inimese vedelatest voi pehmetest valjaheitest, et aidata
diagnoosida siimptomaatiliste isikute dgedat seedetrakti infektsiooni.
Tulemusi ei tohi kasutada diagnoosi, ravi voi teiste patsienti puudutavate
otsuste ainsa lahtealusena. Positiivsed tulemused ei valista teiste
patogeenide infektsiooni. Tuvastatud aine(d) ei pruugi olla haiguse ainuke
tekitaja(d). Negatiivsed tulemused ei vélista C. difficile infektsiooni voi muud
seedetrakti infektsiooni. Tulemused tuleb viia kliiniliselt korrelatsiooni
patsiendi anamneesi, kliiniliste leidude ja epidemioloogilise teabega.
Patsiendi nakkusliku seisu hindamiseks on vajalik muu diagnostiline
teave. Ette nahtud kasutamiseks koos Vivalytic one analisaatoriga ainult
tervishoiutootajatele laborites, naiteks haiglalaborites ja vordluslaborites.

Ohutusteave

Need kasutusjuhised sisaldavad vaid teavet testi kohta. Muud hoiatused ja
juhised leiab Vivalytic one analiisaatoriga kaasapandud kasutusjuhendist
(jaotis ,Seadme ohutusteave®). Kasutage vaid anallisaatoriga

Vivalytic one kasutamiseks heakskiidetud Vivalyticu kassette ja tarvikuid.
Patsiendiproovide ja kassettide kasitsemisel peab olema saastumise
valtimiseks ettevaatlik. Kui proov loksus kassetile, ei tohi kassetti kasutada ja
selle peab kasutuselt kérvaldama.

Ette nahtud koolitatud tervishoiutdotajatele in vitro diagnostiliseks
kasutamiseks.
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A HOIATUS

Jargige alati haid laboripraktikaid, et test toimiks nduetekohaselt.
Kasutage kindlasti isikukaitsevahendeid.

Arge kasutage kassetti, kui selle hermeetiliselt suletud kott on
nahtavalt kahjustunud.

Arge puudutage ega kriimustage kasseti analttsiala.

Arge korduskasutage kassetti.

Arge kasutage aegunud kassette. Aegumiskuupéeva leiate pakendilt ja
kasseti sildilt.

Arge viivitage parast kasseti koti avamist testimisega kauem kui 15
minutit. Nii on tagatud kasseti puhtus ja selle toimivus ei halvene
niiskuse tottu. Liiga pikk kokkupuude niiskusega mojutab testi
toimivust negatiivselt.

Arge loksutage proovi sisaldavat kassetti.

Arge keerake kassetti tagurpidi.

Asetage kassett alati vaid puhtale ja tasasele pinnale.

Arge kasutage proovi tiilipe, s66tmeid ega mahte, mis ei ole testiga
kasutamiseks ette nahtud.

Jargige alati haid laboripraktikaid, et test toimiks nduetekohaselt.
Bioloogilisi proove, tilekandevahendeid ja kasutatud kassette
tuleb kasitleda nakkusohtlike vahenditena jargides standardseid
ettevaatusabindusid. Kasitsege potentsiaalselt nakkusohtlikke
patsiendiproove ja kassette vastavalt riiklikult laboritele kehtestatud
standarditele. Vabanege proovidest ja kassettidest vastavalt
piirkondlikele ja labori standarditele.

Jargige riiklikke ohutust kasitlevaid regulatsioone ja praktikaid.

Markus. Lisateave on esitatud toote ohutuskaardil (SDS). Votke Ghendust
kohaliku edasimiija klienditoega.

Llsamaterjalld ja kulumaterjalid (néutud, kuid ei ole kaasas)
Analisaator Bosch Vivalytic one (viitenumber F 09G 300 115)
Pipett (100-1000 pl)

Steriilsed pipetiotsad 100-1000 ul
Proovi kogumiskomplektid
- Tavaline flokeeritud tampoon FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
Transpordisoéde
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
Sobiv kaitseriietus
Testi to6pohimote
Vivalytic C. difficile on kvalitatiivne reaalajas PCR-il pohinev anallls.

Sailitamis- ja kasutustingimused

Toode on stabiilne kuni aegumiskuupaevani, kui seda sailitada temperatuuril
+15 °C kuni +25 °C. Sailitamis- ja kasutustingimused leiab kas kassetilt,
kotilt voi karbilt. Kassetti tuleb kasutada temperatuuril +15 °C kuni +25 °C,
suhtelise 6huniiskuse juures < 65% 15 minuti jooksul parast koti avamist. Nii
on tagatud kasseti puhtus ja selle toimivus ei halvene niiskuse tottu. Liiga
pikk kokkupuude niiskusega mojutab testi toimivust negatiivselt.

Reaktiivid

Koik proovi tootlemiseks vajalikud reaktiivid on kasseti sees. Tootlus hdlmab
rakkude ohkumist, nukleiinhappe ekstraheerimist, DNA amplifikatsiooni ja
tuvastamist.

Reagendid on PCR-helmes, sidumispuhver, pesupuhver ja elueerimispuhver.
PCR-helmes sisaldab DNA-polimeraasi, praimereid ja sonde.
Sidumispuhver lihtsustab nukleiinhapete seondumist puhastusprotsessi
ajal. Pesupuhver koosneb erinevatest sooladest ja lahustest, et eemaldada
ekstraheerimisprotsessi ajal lisandid, naiteks valgud. Elueerimispuhver on
madala soolsusega puhver, mis sisaldab ekstraheerimisprotsessi l6puks
puhastatud nukleiinhappeid.
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Proovi tiilibid / s6ode

Test on ette nahtud kasutamiseks valjaheite tampooniproovidega eNAT®
keskkonnas (tavaline flokeeritud tampoon FLOQSwabs® 552C, eNAT®
transpordikeskkond viitenumbriga 606C, COPAN ltalia s.p.a.).

Koguge ja sdilitage proove nii, nagu on ndidatud tootja juhistes.

Kui proovi ei toodelda kohe parast proovi kogumist, sailivad nukleiinhapped
eNAT® transpordikeskkonnas kuni 4 nadalat toatemperatuuril ja 4 °C

juures ning kuni 6 kuud temperatuuril =20 °C kuni =80 °C (vt eNAT®
transpordikeskkonna kasutusjuhend?®).

Proovi ettevalmistamine

Kasutage tavalist flokeeritud tampooni FLOQSwabs® (COPAN ltalias.p.a.),
et koguda vaike kogus valjaheidet, sisestades flokeeritud tampooni otsa
valjaheiteproovija poorates seda. Verine, limane voi vesine valjaheide tuleb
valja valida ja kokku koguda. Parast kogumist uurige tampooni veendumaks,
et tampooni otsas on nahtav valjaheitematerjal. Kui ei ole naha, sisestage
tampoon uuesti valjaheiteproovi ja podrake seda, hoolitsedes selle

eest, et tampooni ots oleks kogu ulatuses prooviga kokkupuutes. Parast
kogumist pange tampooniproov 2 ml Copan eNAT® -tuubi koos eNAT®-
transpordikeskkonnaga. Hoidke tampoonivart poidla ja sorme vahel, hdoruge
ja segage valjaheiteproov vastu tuubi kiilge, et proov sailituskeskkonnas
Uhtlaselt hajutada ja suspendeerida. Hoidke tampoonivart toru serva
lahedal, painutage seda 180-kraadise nurga all, et murda see margitud
murdekohas katki. Visake ara tampoonivolli katkine Glemine osa ja pingutage
korki. Raputage pohjalikult tampooniproovi ja so6det eNAT® (COPAN ltalia
s.p.a.) sisaldavat proovikatsutit homogeniseerimiseks ning kandke 300 ul
homogeniseeritud patsiendiproovi kasseti proovistvendisse.

Arge kasutage viskoosseid proove, mida on keeruline pipeteerida.

Testi tulemus

Parast proovi automaatset tootlemist Vivalytic one anallisaatoris, kuvatakse
testitulemus Vivalytic one analisaatori ekraanil. Tulemuseni kulub umbes
50 minutit. Korge tiitriga proovide puhul on tulemused kattesaadavad vahem
kui 35 min parast ja testimise voib Opetada varem (vt peatlkki "Testimise
[6petamine").

Proov liigitatakse kas C. difficile positiivseks, C. difficile negatiivseks voi
kehtetuks. Juhul kui ks voi mitu C. difficile tuvastatakse positiivselt,
loetakse test kehtivaks isegi siis, kui Human Control on negatiivne.

Inimese rakul péhineva kogu protsessi kontrolli (Human

Control) tuvastamine negatiivsetes inimproovides naitab edukat
ekstraheerimisprotseduuri ning PCR-i reaktsiooni toimimist. Tulemuste
télgendus on esitatud allolevas tabelis.

C. difficile Human
(tcdA / tcdB) Control

Kehtivus Tulemus

Proov loetakse C. difficile suhtes positiivseks

* - kehtiv (tuvastatud tcdA/tcdB toksiinigeen).

Proov loetakse C. difficile suhtes negatiivseks

- * kehtiv (ei ole tuvastatud tcdA/tcdB toksiinigeeni).

- - kehtetu Eiole hinnatav.!

" Soovitatav on uuesti testida.

PCR - kover ja C,-véartus

Tarkvaraga muudetud PCR-i kdveraid ndidatakse reaalajas. Tarkvara maarab
need kas positiivseks voi negatiivseks. Positiivsete kdverate korral kuvatakse
vastav C-vdartus. Tarkvara margistab ebaselged tulemused (A). Soovitav on
testi korrata.
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Kehtetu voi nurjunud test

Test loetakse kehtetuks, kui siht-DNA-d ega inimese kontrollmaterjali
(Human Control) ei tuvastata. Kehtetu analtisi pohjuseks voib olla kehv
proovi kvaliteet, kuna proov ei sisalda Gldse inimese rakumaterjali voi
sisaldab seda liiga vahe. Tulemused kuvatakse kehtetu testi kohta, kuid
neid ei voi kasutada diagnoosimisel. Veenduge enne testi tegemist, et
proovitlitp oleks dige ja proovi kogutakse ning proovi ja kassetti sdilitatakse
nouetekohaselt. Vajadusel korrake analliusi uue prooviga.

Nurjunud testi korral kontrollige kdigepealt, kas analtsaatori Vivalytic one
tootingimused on Giged (vt anallsaatori Vivalytic one kasutusjuhendit).
Taaskaivitage anallsaator Vivalytic one. Probleemi pisimisel votke Ghendust
kohaliku edasimiija klienditoega.

Anallitsi lopetamine
Kohe, kui ekraanil kuvatakse C. difficile positiivne tulemus, saab kasutaja
valida anallsi lopetamise.

Testi aruanne

Testi trikitud aruandes loetletakse patogeenid, tulemused,
kontrollmaterjalid ning teave kasutaja, patsiendi ja anallisaatori Vivalytic one
kohta koos signatuuri valjaga.

Kvaliteedikontroll

Kui kohalikud voi labori standardid seda néuavad, tuleb teha
kvaliteedikontroll.

Juhul kui kvaliteedikontrolli jaoks laheb vaja testimise vordlusmeetodit, voib
kasutada jargmiseid vordlusmaterjale:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAALNE),
Vircell S.L. Spain).

Jargige tootja juhiseid.

Ootamatute tulemuste korral korrake anallilisi méne teise prooviga. Kui
negatiivse kvaliteedikontrolli materjali (nt puhas s66de eNAT®) tulemus on
endiselt positiivne, voib anallisaator Vivalytic one voi selle keskkond olla
saastunud. Lopetage anallisaatori Vivalytic one kasutamine ja puhastage
seadet vastavalt anallisaatori Vivalytic one juhendis kirjeldatule.
Kvaliteedikontrolli materjali korduva vale tulemuse korral votke Ghendust
kohaliku edasimiija klienditeenindusega.

Teave kasutajatele ELis
Koikidest seadmega seotud tosistest vahejuhtumitest tuleb teavitada tootjat
ja selle liikmesriigi, kus kasutaja ja/voi patsient asub, padevat asutust.

Piirangud

Testi Vivalytic C. difficile tulemusi voib télgendada vaid koolitatud

tervishoiutootaja. Testi Vivalytic C. difficile tulemusi ei tohi kasutada

diagnoosi ainsa alusena.

» Negatiivne tulemus ei valista patogeenide esinemist proovis analtisi
tundlikkustasemest madalamal tasemel voi patogeenide olemasolu, mida
anallus ei tuvasta.

+ Valesti kogutud, transporditud voi kasitsetud proovide tottu on
valenegatiivsete voi valepositiivsete tulemuste risk.

« Piirpealsetel juhtudel vbivad esineda atlitipilised PCR-i naitajad (nt
madala voi kérge C,-vadrtusega lauge kdver). Atiilpiliste naitajate korral
ei tohi tulemusi diagnostikaks kasutada. Tarkvara margistab ebaselged
tulemused. Soovitav on testi korrata.

« Vivalytic C. difficile on kvalitatiivne reaalajas PCR-anallils, mis ei taga
kvantitatiivset tulemust.

« Positiivne tulemus ei tahenda tingimata, et proovis on elujoulisi
patogeene.

« Test tuvastab tcdA/tcdB geene kandva C. difficile, kuid ei tee vahet toksiini
tootvatel ja toksiini mitte tootvatel tivedel.

+ Negatiivne tulemus ei valista C. difficile nakkust. Soovitatav on télgendada
negatiivseid testitud proove koos taiendavate laboriandmetega.

« Valjaheite liiga suur kogus voib avaldada inhibeerivat moju anallisi
tulemuslikkusele.
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Analidtiliste toimivusnaitajate hindamine

Analidtiline tundlikkus (tuvastamise piirang)

Vivalytic C. difficile testi avastamispiir maarati kui analiidi vahim
kontsentratsioon, mida on voimalik jarjekindlalt tuvastada (> 95%
proovidest, mida on testitud rutiinsetes laboritingimustes, kasutades kindlat
thlpi proovi).

Uhilduvus

Kaasamise hindamiseks viidi labi erinevate asjakohaste C. difficile tivede
genoomijarjestuse in silico analtitis (BLAST joondamine) vorreldes
PCR-praimerite ja hlidrolilsisondi jarjestusega, mida kasutatakse
Vivalytic C. difficile testis vastavate haigustekitajate amplifitseerimiseks ja
avastamiseks. Kaasamist saab tdendada tabelis 2 loetletud tivedel.

Mittelihilduvus / analiitiline spetsiifilisus

Ristreaktiivsuse valistamiseks (eksklusiivsuse tagamiseks) viidi labi

C. difficile sihtpiirkondade in silico analiis (BLAST-joondamine)
mitmesuguste teiste sagedaste hingamisteede patogeenide voi nendega
sarnaste liikide genoomsete jarjestuste suhtes. Hairivat moju ei tuvastatud
(tabel 3).

Reprodutseeritavus

Vivalytic C. difficile testi reprodutseeritavus maarati kindlaks, kasutades 3
erineva kontsentratsiooniga C. difficile paneeli. Kolmes katsekohas testiti iga
segu sama operaatori poolt sama Vivalytici seadmestikuga kolme PARTIINA
janeljas korduses vastavalt kolmel paeval, mis andis kokku 324 vaatlust
sihtpatogeeni kohta. Erinevate kombinatsioonide saadud positiivsusmaarad
viidi korrelatsiooni eeldatava positiivsusmaaraga (tabel 4a).

Korratavus

Vivalytic C. difficile testi korratavus méaarati kindlaks, kasutades C. difficile
kontsentratsiooni (3 x c95) sisaldavat paneeli. Uhes katsekohas testiti iga
segu sama operaatori poolt sama Vivalytici seadmestikuga kolme PARTIINA
ja kaheklimnes korduses vastavalt Uhel paeval, mis andis kokku 60 vaatlust
sihtpatogeeni kohta. Erinevate kombinatsioonide saadud positiivsusmaarad
viidi korrelatsiooni eeldatava positiivsusmaaraga (tabel 4b).

Hairivad mojud

Hairivaid moéjusid hinnati patsiendiproovis esineda voivate endogeensete ja
eksogeensete ainete korral. Tutvuge tabeliga 5, et ndha aineid, mis voivad
testi méjutada.

Kliiniliste toimivusnaitajate hindamine

Tundlikkuse ja spetsiifilisuse tulemused, mis on saadud kohaliku vedela ja
pehme inimvaljaheite proovide pohjal. Proovid koguti kliinilises keskkonnas
janeid vorreldi standardmeetodi proovidega.

Proovid Vivalytic C. difficile kassettidega testimiseks kasutati varskelt voi
kiilmutati sailitamiseks ja valmistati eNAT®-is (COPAN lItalia S.p.A.) vastavalt
Ulal kirjeldatule.

Vordluskatsete puhul valmistati proovid ette vastavalt kasutatud
vordlusmeetodite soovitustele. Kokku analuUsiti 124 proovi. Tundlikkus voi
positiivse protsendi kokkulepe (PPA) arvutati valja valemiga 100% x TP/
(TP + FN). Spetsiifilisus voi negatiivse protsendi kokkulepe arvutati valja
valemiga 100% x TN / (TN + FP). Kliiniliste toimivusnéitajate hindamise
tulemused on esitatud tabelis 6.

Tehniline tugi

Kusimuste korral votke palun Ghendust oma kohaliku edasimujaga voi
saatke sonum Vivalytici klienditeenindusele

(e-post: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Siimbolid

Tootja Seerianumber

Tootmiskuupaev Temperatuuri piirvaartus

Toodet ei tohi kasutada, kui selle

Aegumiskuupaev pakend on kahjustatud

Partii number Ainult Uhekordseks kasutamiseks

Viitenumber Tutvuge kasutusjuhendiga

dE B vk
SRR AR

Sisaldab <n> testi In vitro diagnostikameditsiiniseade

n
m

CE-margis

/M Pipeteerige ndidatud proovikogus kasseti proovisisendisse, mis on
6 390l tahistatud musta kolmnurgaga.
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levads

Clostridioides difficile (C. difficile) ir grampozitiva, sporas veidojosa anaeroba
baktérija, kas sastav no toksigéniem un netoksigéniem celmiem.

C. difficile ir viens no visbiezak sastopamajiem nozokomialas caurejas
izraisitajiem, jo ipasi pacientiem ar antibiotiku izraisitu caureju. Pédéjos
gados Eiropa un visa pasaulé ir palielingjies saslim$anas gadijumu skaits un
smaguma pakape.’

C. difficile infekcijas (CDI) simptomi ir no vieglas caurejas lidz smagam
dzivibai bistamam pseidomembranozam kolitam, lai gan C. difficile
kolonizacija ne vienmér izraisa simptomatisku infekciju. Zarnu
mikroorganismu lidzsvara izjauksana, pieméram, arstéSanas ar antibiotikam
dél, var izraisit toksigénas C. difficile izveido$anos un domingjosu
kolonizaciju un var bt CDI sakums.?

C. difficile patogenézeé iesaistitie faktori ir tcdA un tcdB géni, kas kodé A
toksinu (enterotoksinu) un B toksinu (citotoksinu), kuri atrodas 19,6 kb
hromosomu apgabala, ko dévé par patogéniskuma lokusu (PalLoc). Vairums
patogéno celmu ir A un B toksinu pozitivi (A+B+), bet dazi patogéno variantu
izolati var bt A toksinu negativi un B pozitivi (A-B+). Tie ir ar C. difficile
saistito slimibu célonis.?

Dazi toksigénas C. difficile celmi produce ari toksinu, ko déve par C. difficile
transferazi (CDT) jeb binaro toksinu.*

lepakojuma saturs
15 Vivalytic C. difficile testa kasetes Clostridioides difficile specifisko tcdA/
tcdB toksina génu sekvencu kvalitativai noteikSanai.

Paredzétais lietojums

Vivalytic C. difficile tests ir automatizéts kvalitativs in vitro diagnostikas tests,
kas balstits uz reala laika polimerazes kédes reakciju (PKR), lai noteiktu
toksigénas C. difficile (toksinu géni tcdA/tcdB) nukleinskabes skidru vai
mikstu cilvéka izkarnijumu uztriepés un palidzétu diagnosticét akitas kunga
un zarnu trakta infekcijas simptomatiskiem pacientiem.

Rezultatus nedrikst izmantot ka vienigo pamatojumu diagnostikas,
arstésanas vai citu lémumu pienemsanai par pacienta apripi. Pozitivi
rezultati neizslédz iespéjamu vienlaicigu inficésanos ar vél citiem
patogéniem. Noteiktais(-ie) izraisitajs(-i) var nebt konkrétas slimibas
célonis. Negativi rezultati neizslédz C. difficile infekciju vai citu kunga un
zarnu trakta infekciju. Rezultati ir jainterpreté konteksta ar pacienta vésturi,
kliniskajiem novérojumiem un epidemiologisko stavokli. Lai noteiktu
pacienta infekcijas stavokli, ir nepiecieSami ari citi diagnostikas dati.
Paredzéts lietoSanai ar Vivalytic one analizatoru tikai veselibas apripes
specialistiem laboratorijas, pieméram, slimnicu laboratorijas un references
laboratorijas.

Drosibas informacija

Sajos lieto$anas noradijumos ir sniegta tikai ta informacija, kas attiecas
uz testu. Lai iegltu plasaku informaciju par bridinajumiem, ka art
papildu noradijumus, skatiet lietoSanas noradijumus, kas nodrosinati
kopa ar Vivalytic one analizatoru (nodala “lerices dro$ibas informacija”).
Izmantojiet tikai Vivalytic one analizatoram apstiprinatas Vivalytic kasetes
un piederumus. Rikojoties ar pacientu paraugiem un kasetém, ievérojiet
piesardzibu, lai izvairitos no jebkada piesarnojuma. Ja paraugs ir izlijis uz
kasetes, nelietojiet attiecigo kaseti un izmetiet to.

LietoSanai in vitro diagnostika, ko veic apmacits veselibas apripes
specialists.
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A BRIDINAJUMS

+ Vienmeér ievérojiet labu laboratorijas praksi, lai nodrosinatu pareizu $i
testa darbibu.

+ Vienmeér valkajiet atbilstosus individualos aizsarglidzeklus.

+ Neizmantojiet kaseti, ja tas hermétiski noslégtajam maisinam vai pasai
kasetei ir redzami bojajumi.

+ Nepieskarieties kasetes noteikSanas zonai un neskrapéjiet to.

+ Neizmantojiet kaseti atkartoti.

+ Neizmantojiet kasetes, kuram ir beidzies derigums. Deriguma termins
ir noradits uz iepakojuma un kasetes etiketes.

+ Péc kasetes maisina atvérsanas negaidiet ilgak par 15 minGtém,
pirms sakat testu. Tas nodrosina higiénas prasibu ievérosanu un lauj
izvairities no veiktspéjas zaudésanas mitruma dél. Ilgstosa mitruma
iedarbiba negativi ietekmé testa veiktspéju.

+ Nekratiet kaseti, kura ir paraugs.

+ Neapversiet kaseti otradi.

+ Kaseti drikst novietot tikai uz tiras un lidzenas virsmas.

+ Neizmantojiet paraugu veidus, barotnes un apjomus, kas nav
apstiprinati Sim testam.

+ Vienmeér ievérojiet labu laboratorijas praksi, lai nodrosinatu pareizu $i

testa darbibu.

Biologiski paraugi, parnesanas ierices un izmantotas kasetes ir

jauzskata par iespéjamiem infekciju izraisitaju parneséjiem, darba ar

kuriem ir jaievéro standarta piesardzibas pasakumi. Darba ar iespé&jami

infekcioziem pacientu paraugiem un kasetém ir jaievéro valsts noteiktie

laboratoriju standarti, un no paraugiem un kasetém ir jaatbrivojas

atbilstosi regionalajiem un laboratorijas standartiem.

+ levérojiet savas valsts drosibas noteikumus un praksi.

Piezime. Papildinformacija ir atrodama produkta drosibas datu lapa (SDS).
Ladzu, sazinieties ar vietéja izplatitaja klientu atbalsta dienestu.

Papildus ierices un izejmateriali, kas ir nepiecieSami, bet nav no-
drosinati
« Bosch Vivalytic one analizators (atsauces numurs: F 09G 300 115)
+ Pipete-dozators (100-1000 ul)
« Sterili filtra pipetes uzgali, 700-1000 pl
+ Uztriepes nem$anas komplekti
- Parasts Flocked Swab tipa uztriepes kocin§ FLOQSwabs® 552C (COPAN
ltalias.p.a.)
« TransportéSanas barotne
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
+ Piemeérots aizsargapgérbs

Testa princips
Vivalytic C. difficile ir kvalitativs reala laika PKR tests.

Glabasanas un lietoSanas apstakli

Produkts ir stabils lidz deriguma termina beigam, ja tiek uzglabats no +15 °C
lidz +25 °C temperatlra. Glabasanas un lietosanas nosacijumi ir noraditi

uz kasetes, maisina vai karbas etiketes. Kasete péc maisina atvérsanas ir
jaizlieto 15 minGsu laika no +15 °C lidz +25 °C temperatdra un relativaja
mitruma <65%. Tas nodrosina higiénas prasibu ievérosanu un lauj izvairities
no veiktspéjas zaudésanas mitruma dél. Ilgstosa mitruma iedarbiba negativi
ietekme testa veiktspéju.

Reagenti

Visi parauga apstradei nepiecieSamie reagenti ir ieklauti kaseté. Apstrade
ietver $nu lizésanu, nukleinskabju ekstrakciju, DNS amplifikaciju un
noteiksanu.

Tiek izmantoti $adi reagenti: PKR pérlite, saistiSsanas buferskidums,
mazgasanas buferskidums un eluacijas buferskidums. PKR pérlité

ir DNS polimeraze, praimeri un zondes. SaistiSanas buferskidums
nodrosina nukleinskabju saistiSanu attiriSanas procesa laika. Mazgasanas

procesa laika izmanto, lai atbrivotos no tadiem sarniem ka olbaltumvielas.
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Eluacijas buferskidumam ir buferviela ar zemu sals saturu, kas ekstrakcijas
procesa beigas satur attiritas nukleinskabes.

Parauga veids/barotne

Tests ir paredzéts izmantos$anai ar izkarnijumu uztriepes paraugiem eNAT®
barotné (parastais Flocked Swab tipa uztriepes kocin$ FLOQSwabs® 552C,
eNAT® transportésanas barotne nr. 606C, COPAN ltalias.p.a.).

Paraugi ir janem un jauzglaba atbilstosi razotaja noradijumiem.

Ja paraugs netiek apstradats uzreiz péc ta nemsanas, nukleinskabes
saglabajas eNAT® transportésanas barotné lidz 4 nedélam istabas
temperatdra un 4 °C temperattra, un lidz 6 ménesiem no -20 °C lidz

-80 °C temperatidra (skatiet eNAT® transportésanas barotnes lietosanas
noradijumus®).

Paraugu sagatavosana

Izmantojot parasto Flocked Swab tipa uztriepes kocinu FLOQSwabs®
(COPAN ltalia s.p.a.), savaciet nelielu daudzumu izkarnijumu, ievietojot
flokéta uztriepes kocina galu izkarnijumu parauga un pagriezot to. Jaizvélas
un janem asinainu, glotainu vai idenainu izkarnijumu paraugi. Péc parauga
nems$anas parbaudiet uztriepes kocinu, lai parliecinatos, ka uz ta gala ir
redzams fekaliju materials. Ja ta nav, no jauna ievietojiet flokéto uztriepes
kocinu izkarnijumu parauga un pagrieziet, pieversot uzmanibu, lai viss kocina
gals saskartos ar paraugu. Péc parauga nemsanas parvietojiet uztriepes
kocinu uz 2 ml Copan eNAT® mégeni ar eNAT® transportésanas barotni.
Turiet uztriepes kocina katu starp ikski un pirkstu, spiediet un samaisiet
izkarnjjumu paraugu pret mégenes saniem, lai paraugs tiktu vienmerigi
izkliedéts un suspendéts konservanta. Turiet uztriepes kocina katu tuvu
mégenes saniem un salieciet to 180 gradu lenki, lai atdalitu to atzimétaja
nolausanas vieta. Izmetiet nolauzto uztriepes kocina kata aug$dalu un
aizveriet vacinu. Rupigi sakratiet mégeni ar uztriepes paraugu un eNAT®
barotni (COPAN ltalia s.p.a.), lai nodroSinatu homogenizaciju, un ar pipeti-
dozatoru iepildiet 300 ul homogenizéta pacienta parauga kasetes parauga
atvere.

Neizmantojiet viskozus paraugus, kuru pipetésana ir apgratinata.

Testa rezultats

Péc automatiskas parauga apstrades ar analizatoru Vivalytic one testa
rezultats tiek paradits analizatora Vivalytic one ekrana. Rezultata
sasniegSanas laiks ir aptuveni 50 min. Augsta titra paraugiem rezultati ir
pieejami péc mazak neka 35 min., un testa veikSanu var beigt atrak (skatiet
nodalu “Testa partrauksana”).

Paraugs tiek klasificéts ka C. difficile pozitivs, C. difficile negativs vai
nederigs. C. difficile pozitivas noteikSanas gadijuma tests tiek uzskatits
par derigu pat tad, ja cilvéka izcelsmes kontrolmateriala (Human Control)
rezultats ir negativs.

No cilvéka sinam raditas visa procesa kontroles (cilvéka izcelsmes
kontrolmaterials (Human Control)) noteikSana negativos paraugos norada uz
veiksmigu ekstrakcijas procediras pabeigSanu un apstiprina, ka nav notikusi
PKR reakcijas inhibicija. Rezultatu interpretacija ir paradita nakamaja tabula.

C. difficile Human
(tcdA / tedB) Control

Derigums  Rezultats

Paraugu uzskata par pozitivu attieciba uz C. difficile

* *I- derigs (konstatéts tcdA/tcdB toksina géns).

Paraugu uzskata par negativu attieciba uz C. difficile

- * derigs (tcdA/tcdB toksina géns nav konstatéts)

- - nederigs Nav novértéjams.!

"lr ieteicams atkartot testu.

64



Vivalytic C. difficile

PKR — likne un C, vértiba

Programmatura uzrada reala laika PKR liknes (programmaturas pielagotas),
kas tiek klasificétas ka pozitivas vai negativas. Pozitivam likném tiek paradita
atbilstosa C, vértiba. NeparliecinoSus rezultatus programmatira atzimé

ar A, Sados gadijumos ir ieteicams atkartot testu.

Nederigi vai neizdevusies testi

Tests tiek novertéts ka nederigs, ja netiek konstatéta ne méerka DNS, ne
cilvéka izcelsmes kontrolmaterials (Human Control). Nederigas testa
izpildes iespé&jamie celoni var but slikta parauga kvalitate, par ko liecina
daléja vai pilniga cilvéka $nu materiala neesamiba parauga. Nederigam
testam tiek paraditi rezultati, tacu tos nedrikst interpretét diagnostikas
mérkiem. Pirms testa izpildes pievérsiet uzmanibu paraugu veida atbilstibai,
paraugu panemsanas pareizibai, ka ari paraugu un kasesu glabasanas
noteikumu ievérosanai. Ja nepieciesams, atkartojiet analizi ar jaunu paraugu.
Ja tests neizdodas, vispirms parbaudiet, vai Vivalytic one analizators
darbojas pareizi (sk. Vivalytic one analizatora lietoSanas noradijumus).
Restartéjiet Vivalytic one analizatoru. Ja probléma netiek novérsta,
sazinieties ar vietéja izplatitaja klientu atbalsta dienestu.

Testa partrauksana
Tiklidz ekrana tiek paradits derigs pozitivs C. difficile rezultats, lietotajs var
partraukt testu.

Testa atskaite

Testa atskaites izdruka tiek nodrosinats patogénu, rezultatu un
kontrolmaterialu saraksts, ka arf informacija par lietotaju, pacientu un
Vivalytic one analizatoru un paraksta lauks.

Kvalitates kontrole

Ja to prasa vietéjie vai laboratorijas standarti, ir javeic kvalitates kontroles
testésana.

Ja kvalitates kontrolei ir nepiecieSama references metode, var izmantot
$adus references materialus:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spanija).

LGdzu, ievérojiet razotaja noradijumus.

Ja sanemat negaiditus rezultatus, atkartojiet analizi ar citu paraugu. Ja
negativa kvalitates kontroles parauga, pieméram, tiras eNAT® barotnes,
rezultats turpina bt pozitivs, iespéjams, ka Vivalytic one analizators vai
vide, kura tas atrodas, ir piesarnoti. Partrauciet Vivalytic one analizatora
izmantos$anu un tiriet ierici, ka aprakstits Vivalytic one analizatora lietoSanas
noradijumos.

Ja kvalitates kontroles paraugu rezultati atkal ir klidaini, ludzu, sazinieties ar
vietéja izplatitaja klientu atbalsta dienestu

Pazinojums lietotajiem Eiropas Savieniba

Par jebkadiem nopietniem negadijumiem, kas ir radusies saistiba ar $o ierici,
ir jazino razotajam un tas dalibvalsts kompetentajai iestadei, kura atrodas
lietotajs un/vai pacients.

lerobezojumi

Vivalytic C. difficile testa rezultatus drikst interpretét tikai atbilstosi apmaciti

veselibas apripes profesionali. Vivalytic C. difficile testa rezultatus nedrikst

izmantot ka vienigo parametru diagnozes noteiksanai.

« Negativs rezultats neizslédz patogénu klatbatni parauga, ja to limenis ir
zem testa jutibas robezas, vai citu patogénu klatbatni, kurus nevar noteikt
ar $o testu.

+ Vienmér pastav kladaini negativu vai klidaini pozitivu rezultatu risks
nepareizas paraugu nemsanas, transportésanas vai apstrades dél.

+ Robezgadijumos var iegit netipiskus PKR raksturlielumus (piem., taisni
nevis likni ar zemu vai augstu C, vértibu). Ja tiek ieglti netipiski
raksturlielumu rezultati, tos nav atlauts izmantot diagnostikas mérkiem.
Programmatiira atzimé neparliecino$us rezultatus. Sados gadijumos ir
ieteicams atkartot testu.
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+ Vivalytic C. difficile ir kvalitativs reala laika PKR tests, un tas nenodrosina
kvantitativu rezultatu.

+ Pozitivs rezultats ne vienmér norada uz dzivotspéjigu patogénu klatbatni.

+ Tests konstaté C. difficile ar tcdA/tcdB géniem, bet nenoskir toksinu
producéjosos celmus no toksinu neproducéjosajiem celmiem.

+ Negativs rezultats neizslédz C. difficile infekciju. leteicams testétos
paraugus ar negativu rezultatu interpretét papildu laboratorijas datu
konteksta.

+ Parmerigs izkarnijumu daudzums var inhibéjosi ietekmét testa veiktspéju.

Analitiskas veiktspéjas novértéjums

Analitiska jutiba (noteik$anas robeza)

Vivalytic C. difficile testa noteikSanas robeza tika definéta ka zemaka
analizéjamas vielas koncentracija, ko var konsekventi noteikt (=95% paraugu,
kas testéti parastos laboratorijas apstaklos, izmantojot noteikta veida
paraugu).

leklausana

Lai novértétu ieklausanu, tika veikta dazadu attiecigo C. difficile celmu
genoma sekvences in silico analize (BLAST atbilstiba) ar PKR praimeru un
hidrolizes zondes sekvenci, ko izmanto Vivalytic C. difficile testa attiecigo
patogénu amplifikacijai un noteiksanai. leklausanu varéja pieradit 2. tabula
uzskaititajiem celmiem.

Neieklausana/analitiska specifika

Lai izslégtu krusteniskas reagétspéjas iespéjamibu (neieklausanu), tika
veikta C. difficile mérka apgabalu in silico analize (BLAST atbilstiba) kopa ar
dazadu citu patogénu genoma sekvenci, kas parstav plasi izplatitus kunga
un zarnu trakta patogénus vai tiem tuvas sugas. Traucéjosa ietekme netika
konstatéta (3. tabula).

Reproducéjamiba

Vivalytic C. difficile testa reproducéjamiba tika noteikta, izmantojot paneli
ar 3 dazadam C. difficile koncentracijam. Tris testa vietas katru maisijumu ar
vienu un to pasu Vivalytic instrumentu komplektu testéja viens un tas pats
operators, izmantojot 3 partijas ar attiecigi 4 atkartojumiem 3 dienas, kopa
veicot 324 novérojumus attieciba uz katru mérka patogénu. legltie pozitivo
rezultatu raditaji dazadam kombinacijam tika salidzinati ar sagaidamo
pozitivo rezultatu raditaju (4.a tabula).

Atkartojamiba

Vivalytic C. difficile testa atkartojamiba tika noteikta, izmantojot paneli ar

1 C. difficile koncentraciju (3 x c95). Viena testa vieta maisijumu ar vienu un
to pasu Vivalytic instrumentu komplektu testéja viens un tas pats operators,
izmantojot 3 partijas ar attiecigi 20 atkartojumiem 1 diena, kopa veicot

60 novérojumus attieciba uz katru mérka patogénu. legltie pozitivo rezultatu
raditaji dazadam kombinacijam tika salidzinati ar sagaidamo pozitivo
rezultatu raditaju (4.b tabula).

Traucéjosa ietekme

Traucéjosa ietekme tika izvértéta ar endogénam un eksogénam vielam,

kas var bat sastopamas pacientu paraugos. Vielas, kam var bt potencials
traucét testa veiksanu, skatiet 5. tabula.

Kliniskas veiktspéjas novértéjums

Jutibas un specifiskuma rezultati, kas ieglti no dabigiem Skidru un mikstu
cilvéka izkarnijumu paraugiem. Paraugi tika nemti kliniska vidé, un to
rezultati tika salidzinati ar references metodes rezultatiem.

Paraugi testésanai ar Vivalytic C. difficile kasetém tika izmantoti svaigi vai
sasaldéti uzglabasanai un sagatavoti, ka ieprieks aprakstits eNAT® (COPAN
ItaliaS.p.A.).
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References testéSanas gadijuma paraugus sagatavoja atbilstosi ieteikumiem,
kas attiecinami uz izmantojamajam references metodém. Kopuma tika
analizéti 124 paraugi. Jutiba jeb pozitivo rezultatu procentuala sakritiba
(angliski—Positive Percent Agreement, PPA) tika aprékinata péc $adas
formulas: 100% x TP / (TP + FN). Specifiskums jeb negativo rezultatu
procentuala sakritiba (angliski—Negative Percent Agreement, NPA) tika
aprékinata péc $adas formulas: 100% x TN / (TN + FP). Kliniskas veiktspéjas
novertéjuma rezultati ir paraditi 6. tabula.

Tehniskais atbalsts

Jautajumu gadijuma, lidzu, sazinieties ar vietéjo izplatitaju vai nosutiet
zinojumu Vivalytic klientu apkalpos$anas dienestam

(e-pasts: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Wprowadzenie

Clostridioides difficile (C. difficile) jest gram-dodatnig, tworzaca przetrwalni-
ki bakterig beztlenowa obejmujaca szczepy toksynotwdrcze i nietoksynotwor-
cze.

C. difficile jest jednym z najczestszych patogendw powodujacych biegunke
szpitalna, szczegdlnie u pacjentdw przyjmujacych antybiotyki. W ostatnich
latach liczba i ciezko$¢ przypadkéw zachorowan wzrosta zaréwno w Europie,
jak i na catym Swiecie'.

Objawy zakazenia bakterig C. difficile (CDI, C difficile infection) sa zrézni-
cowane —od tagodnej biegunki do ciezkiego, zagrazajacego zyciu rzekomo-
btoniastego zapalenia jelit —chociaz kolonizacja przez bakterie C. difficile
niekoniecznie prowadzi do objawowej infekcji. Zaburzenie réwnowagi
mikroorganizmow jelitowych, np. wskutek antybiotykoterapii, moze powodo-
wac rozwoj szczepow toksynotwaorczych C. difficile, zdominowanie przez nie
kolonizacji i zapoczatkowanie CDI?.

Czynnikami zwigzanymi z patogeneza C. difficile sa geny tcdA i tcdB kodujace
toksyne A (enterotoksyna) i toksyne B (cytotoksyna), ktére znajduja sie

w regionie chromosomalnym o wielkosci 19,6 kb zwanym locus patogenno-
$ci (PalLoc). Wiekszosc¢ szczepdw patogennych jest dodatnich pod wzgledem
toksyn A i B (A+B+), ale niektdre izolaty wariantow patogennych moga byc
ujemne pod wzgledem toksyny A i dodatnie pod wzgledem toksyny B (A-B+).
Sa one przyczyng chordb zwigzanych z bakterig C. difficile®.

Niektore szczepy toksynotworcze C. difficile wytwarzaja rowniez toksyne
zwanag transferaza C. difficile (CDT, C. difficile transferase) lub toksyna
binarna”.

Zawartosc¢ zestawu
15 kaset testu Vivalytic C. difficile do jakoSciowego wykrywania sekwencji
gendw toksyn tcdA/tcdB swoistych dla bakterii Clostridioides difficile.

Przeznaczenie

Test Vivalytic C. difficile jest to automatyczny jakosciowy test diagnostyczny
in vitro bazujacy na reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, polymerase chain
reaction) w czasie rzeczywistym i przeznaczony do wykrywania kwasow
nukleinowych toksynotworczych bakterii C. difficile (geny toksyn tcdA/

tcdB) w wymazach ptynnego lub miekkiego ludzkiego stolca, stanowigc
pomoc w rozpoznawaniu ostrych zakazen zotadkowo-jelitowych u pacjentow
objawowych.

Wynikéw nie nalezy wykorzystywac jako jedynej podstawy do rozpoznania,
podejmowania leczenia lub innych decyzji zwigzanych z opieka nad pacjen-
tem. Wyniki dodatnie nie wykluczaja nadkazenia innymi patogenami. Wykryte
czynniki chorobotwdrcze moga nie stanowic zasadniczej przyczyny choroby.
Wyniki ujemne nie wykluczajg zakazenia bakterig C. difficile ani innego zaka-
zenia zotadkowo-jelitowego. Wyniki muszg korelowac klinicznie z wywiadem
medycznym, obserwacjami klinicznymi oraz informacjami epidemiologicz-
nymi. Do okreslenia statusu infekcji pacjenta niezbedne sg inne informacje
diagnostyczne. Produkt jest przeznaczony do stosowania z analizatorem
Vivalytic one wytacznie przez fachowy personel medyczny w srodowiskach
laboratoryjnych, takich jak laboratoria szpitalne lub referencyjne.

Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Niniejsza instrukcja uzytkowania zawiera wytacznie informacje dotyczace
testu. Dodatkowe ostrzezenia i instrukcje opisano w instrukcji stosowania
dotaczonej do analizatora Vivalytic one (rozdziat dotyczacy bezpieczenstwa
urzadzenia). Nalezy stosowac wytacznie kasety Vivalytic i akcesoria zatwier-
dzone do stosowania z analizatorem Vivalytic one. Podczas pracy z probkami
pacjentow i kaset nalezy zachowac szczegolng ostroznosc, aby uniknad
zanieczyszczenia. Jesli probka rozleje sie na kasete, takiej kasety nie wolno
uzywac i nalezy ja zutylizowac.

W przypadku diagnostyki in vitro produkt jest przeznaczony do uzytku wy-
tacznie przez przeszkolonych pracownikéw ochrony zdrowia.
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A OSTRZEZENIE

Nalezy zawsze przestrzegac zasad dobrej praktyki laboratoryjnej, aby
zagwarantowac prawidtowe dziatanie tego testu. )

Zawsze nalezy stosowac $rodki ochrony indywidualnej (SOI).

Nie wolno uzywac kasety, jezeli wida¢ uszkodzenia zamknietej torebki
lub samej kasety.

Nie wolno dotykac ani zadrapac obszaru wykrywania kasety.

Nie wolno ponownie wykorzystywac kaset.

Nie wolno uzywac przeterminowanych kaset. Termin waznosci znajduje
sie na opakowaniu oraz na etykiecie kasety.

Po otwarciu torebki kasety nie wolno czekac na rozpoczecie testu
dtuzej niz 15 minut. Pozwala to zachowac higiene oraz uniknac

utraty wydajnosci z powodu wilgoci. Wydtuzone narazenie na wilgo¢
negatywnie wptywa na wydajnosc¢ testu.

Nie wolno potrzasac kaseta, ktora zawiera probke.

Nie wolno odwracac kasety do gory dnem.

Kasete nalezy umieszczaé wytacznie na czystej i ptaskiej powierzchni.
Nie wolno uzywac typow probek, podtozy oraz objetosci, ktore nie
zostaty zatwierdzone do stosowania z danym testem.

Nalezy zawsze przestrzegac zasad dobrej praktyki laboratoryjnej, aby
zagwarantowac prawidtowe dziatanie tego testu.

Prébki biologiczne, wyroby do przenoszenia i zuzyte kasety nalezy
uznawac za mogace przenosi¢ czynniki zakazne i wymagajace
zachowania standardowych srodkéw ostroznosci. Potencjalnie zakazne
probki pacjenta oraz kasety nalezy obstugiwac zgodnie z krajowymi
normami laboratoryjnymi oraz utylizowac zgodnie z normami
regionalnymi i zasadami laboratorium.

Nalezy przestrzegac krajowych przepiséw i regulacji dotyczacych
bezpieczenstwa.

Wskazowka: Szczegdtowe informacje znajduja sie w karcie charakterystyki
substancji (SDS, Safety Data Sheet) dotyczacej tego produktu. Nalezy skon-
taktowac sie z dziatem wsparcia klienta lokalnego dystrybutora.

Dodatkowy sprzet i materiaty eksploatacyjne (wymagane, lecz niedost-
arczane)
« Analizator Bosch Vivalytic one (numer referencyjny F 09G 300 115)
Pipetor (100-1000 ul)
Sterylne koncowki pipet z filtrem 100-1000 pl
Zestawy do pobierania wymazu
- Standardowe wymazéwki flokowane FLOQSwabs® 552C (COPAN lta-
lias.p.a.)
Podtoze transportowe
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
Odpowiednia odziez ochronna

Zasada testu
Test Vivalytic C. difficile jest jako$ciowym testem na bazie reakcji PCR w cza-
sie rzeczywistym.

Warunki przechowywania i uzycia

Produkt zachowuje stabilnos¢ do uptywu daty waznosci, jezeli jest przecho-
wywany w temperaturze od +15°C do +25°C. Warunki przechowywania i sto-
sowania podano na etykiecie kasety, torebki lub opakowania. Kasety nalezy
stosowac w temperaturze od +15°C do +25°C, przy wilgotnosci wzglednej
<65%, w ciagu 15 minut od otwarcia torebki. Pozwala to zachowac higiene
oraz uniknac¢ utraty wydajnosci z powodu wilgoci. Wydtuzone narazenie na
wilgo¢ negatywnie wptywa na wydajnosé testu.

Odczynniki

Wszystkie odczynniki niezbedne do przetworzenia probki znajduja sie w
kasecie. Proces przetwarzania obejmuje lize komorek, izolacje kwasu nukle-
inowego, amplifikacje i wykrywanie DNA.

Odczynniki stanowia: kulki do reakcji PCR, bufor wigzacy, bufor ptuczacy

i bufor do elucji. Kulki do reakcji PCR zawierajg polimeraze DNA, startery

i sondy. Bufor wigzacy utatwia wigzanie kwasow nukleinowych podczas pro-
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cesu oczyszczania. Bufor ptuczacy to potaczenie réznych soli i rozpuszczalni-
kow, ktore maja usunac nieczystosci, np. biatka, podczas procesu ekstrakcji.
Bufor do elucji to bufor o niskiej zawartosci soli, ktéry na koncu procesu
ekstrakcyjnego zawiera oczyszczone kwasy nukleinowe.

Rodzaje prébek / podtoze

Test jest przeznaczony do stosowania z prébkami wymazéw stolca w podto-
zu eNAT® (standardowe wymazdéwki flokowane FLOQSwabs® 552C, podtoze
transportowe eNAT® nr kat. 606C, COPAN Italias.p.a.).

Probki nalezy pobierac i przechowywac w sposéb opisany w instrukcjach
producenta.

W przypadku, gdy prébka nie zostanie przetworzona natychmiast po jej
pobraniu, kwasy nukleinowe zostang zachowane w podtozu transportowym
eNAT® przez czas do 4 tygodni w temperaturze pokojowej i temperaturze
4°C oraz przez czas do 6 miesiecy w temperaturze od -20°C do -80°C (patrz
instrukcja uzytkowania podtoza transportowego eNAT®?).

Przygotowanie probek

Za pomoca standardowej wymazowki flokowanej FLOQSwabs® (COPAN Italia
s.p.a.) pobrac¢ niewielka ilo$¢ stolca, wktadajac do probki stolca koncowke flo-
kowanej wymazowki i nig obracajac. Wybrac i pobrac nalezy krwawa, $luzowata
lub wodnistg czesc stolca. Po pobraniu sprawdzi¢ wymazéwke, aby upewnic
sie, ze na koncowce widoczny jest materiat katowy. Jesli go nie widaé, wtozyc
ponownie do probki stolca flokowang wymazowke i obracac nig w taki sposdb,
aby jej koncowka miata stycznosc z prébka. Po pobraniu umiesci¢ wymazdwke
w probdwce Copan eNAT® o pojemnosci 2 ml zawierajacej podtoze transpor-
towe eNAT®. Przytrzymujac trzonek wymazowki miedzy kciukiem a palcem,
rozgniesc probke stolca o scianke probdwki i ja wymieszac, aby réwnomier-

nie rozprowadzi¢ i zawiesi¢ probke w podtozu konserwujacym. Przytrzymad
trzonek wymazowki blisko krawedzi probowki i zgiac go pod katem 180 stopni,
aby utamac w zaznaczonym punkcie przerwania. Wyrzucic ztamana gorna
czes¢ trzonka wymazowki i zamknac probowke zatyczka. Potrzasac energicznie
probowka zawierajaca probke wymazu i podtoze eNAT® (COPAN Italia S.P.A)

w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny, a nastepnie za pomoca pipetora prze-
nie$¢ 300 pl zhomogenizowanej probki pacjenta do wejsécia na probki kasety.
Nie uzywac lepkich probek, ktére trudno jest pipetowac.

Wynik testu

Po automatycznym przetworzeniu probki za pomoca analizatora Vivalytic one
wynik testu wyswietlany jest na ekranie analizatora Vivalytic one. Wynik jest
widoczny po okoto 50 minutach. W przypadku probek o wysokim mianie
wyniki dostepne sa po mniej niz 35 minutach, a przebieg testu moze zostac
wczesniej zakonczony (patrz czes$c ,Zakonczenie testu”).

Probka zostanie sklasyfikowana jako dodatnia pod wzgledem C. difficile,
ujemna pod wzgledem C. difficile lub niewazna. W przypadku dodatniego
wykrycia bakterii C. difficile wynik testu jest uznawany za wazny, nawet jesli
kontrola ludzka (Human Control) jest ujemna.

Wykrycie kontroli petnego procesu na bazie komaérek ludzkich (Human
Control) w ujemnych prébkach wskazuje na pomyslne przeprowadzenie pro-
cedury ekstrakcji i wyklucza hamowanie reakcji PCR. Interpretacje wynikow
przedstawiono w tabeli ponizej.

C. difficile Human
(tcdA / tedB) Control

Waznos¢  Wynik

Prébka jest uznawana za dodatnia pod wzgledem

* - wazny bakterii C. difficile (wykryto gen toksyny tcdA/tcdB).

Prébka jest uznawana za ujemna pod wzgledem

- * wazny bakterii C. difficile (wykryto gen toksyny tcdA/tcdB).

- - niewazny | Nie podlega ocenie.!

' Zalecane jest ponowne wykonanie testu.
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PCR — krzywa i wartosc C,

Wyswietlane sa krzywe reakcji PCR w czasie rzeczywistym (zmodyfikowane
przez oprogramowanie), ktore sa klasyfikowane przez oprogramowanie jako
dodatnie lub ujemne. W przypadku krzywych dodatnich wyswietlana jest
odpowiednia warto$¢ C,. Oprogramowanie zaznacza wyniki niejednoznaczne
(A\). Zaleca sie powtorzenie badania.

Testy niewazne lub zakonczone niepowodzeniem

Test uznaje sie za niewazny, jezeli nie wykryto docelowego DNA ani kontroli
ludzkiej (Human Control). Mozliwe przyczyny uzyskania niewaznego wyniku
moga obejmowad niska jakosc probki z powodu czesciowego lub catkowitego
braku w prébce ludzkiego materiatu komorkowego. W przypadku niewaznego
testu wyniki sg wyswietlane, ale nie mozna ich wykorzystywac do interpre-
tacji diagnostycznej. Przed rozpoczeciem serii oznaczen nalezy dopilnowad
uzycia prawidtowego typu probki, prawidtowej procedury pobierania i
przechowywania probki i kaset. W razie potrzeby nalezy powtérzyc analize
przy uzyciu nowej probki.

W przypadku niepowodzenia testu nalezy najpierw sprawdzié, czy warunki
robocze sg odpowiednie dla analizatora Vivalytic one (patrz instrukcja uzyt-
kowania analizatora Vivalytic one). Nalezy uruchomic¢ ponownie analizator
Vivalytic one. Jesli problem sie utrzymuje, skontaktowac sie z dziatem
wsparcia klienta lokalnego dystrybutora.

Zakonczenie testu
W momencie wyswietlenia na ekranie waznego wyniku dodatniego w kierun-
ku bakterii C. difficile uzytkownik ma mozliwo$¢ zakonczenia testu.

Raport o tescie

Drukowany raport o tescie zawiera informacje dotyczace patogenu, wynikow,
kontroli, uzytkownika, pacjenta i analizatora Vivalytic one, a takze pole na
podpis.

Kontrola jakos$ci

Jezeli wymagaja tego normy lokalne lub danego laboratorium, konieczne jest
testowanie kontroli jako$ci.

Jesli konieczne jest zastosowanie referencyjnej metody badawczej na potrze-
by kontroli jakosci, mozna skorzystac z ponizszych materiatow referencyj-
nych:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RTO27 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami producenta.

W przypadku nieoczekiwanych wynikéw nalezy powtérzy¢ analize przy
uzyciu innej probki. Jezeli wynik probki ujemnej kontroli jakosci, np. czystego
podtoza eNAT®, pozostanie dodatni, mogto dojs¢ do skazenia analizatora
Vivalytic one lub jego $rodowiska roboczego. Nalezy przestaé uzywac anali-
zatora Vivalytic one i wyczysci¢ urzadzenie zgodnie z opisem zamieszczonym
w instrukgji uzytkowania analizatora Vivalytic one.

W przypadku wielokrotnych fatszywych wynikdw probek kontroli jakosci
nalezy réwniez skontaktowac sie z dziatem wsparcia klienta u lokalnego
dystrybutora.

Uwaga dla uzytkownikéw w UE

Kazdy powazny incydent, ktéry miat miejsce w zwigzku z wyrobem, nalezy
zgtaszac producentowi i wtasciwemu organowi w kraju cztonkowskim
zamieszkanym przez uzytkownika i/lub pacjenta.

Ograniczenia

Wyniki testu Vivalytic C. difficile moga by¢ interpretowane wytacznie przez

przeszkolonego pracownika ochrony zdrowia. Wynikéw testu Vivalytic C. dif-

ficile nie mozna traktowac jako wytacznej podstawy rozpoznania.

+ Wynik ujemny nie wyklucza obecnosci patogenéw w probce w stezeniu
ponizej czutosci oznaczenia lub innego patogenu, ktérego to oznaczenie
nie wykrywa.

« Istnieje ryzyko uzyskania wynikow fatszywie ujemnych lub fatszywie
dodatnich z powodu niewtasciwie pobranych, transportowanych lub
przygotowanych probek.
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+ W przypadkach granicznych moze doj$¢ do uzyskania atypowych charak-
terystyk reakcji PCR (np. ptaska krzywa z niska lub wysoka wartoscia C,,).
W przypadku atypowej charakterystyki nie mozna uzywac uzyskanych wy-
nikdéw do interpretacji diagnostycznej. Oprogramowanie zaznacza wyniki
niejednoznaczne. Zaleca sie powtdrzenie badania.

+ Test Vivalytic C. difficile jest to jakosciowy test bazujacy na reakcji PCR
w czasie rzeczywistym, ktory nie zapewnia wyniku ilosciowego.

+ Wynik dodatni nie musi oznacza¢ obecnosci zywych patogenow.

« Test wykrywa bakterie C. difficile bedace nosicielami gendw tcdA/tcdB,
ale nie rozréznia szczepdw wytwarzajacych toksyny i tych, ktdre ich nie
wywarzaja.

+ Wynik ujemny nie wyklucza zakazenia bakterig C. difficile. Zaleca sig, aby
prébki z wynikiem ujemnym byty interpretowane z uwzglednieniem dodat-
kowych danych laboratoryjnych.

+ Zbyt duzailos¢ stolca moze wptywaé hamujaco na dziatanie testu.

Ocena wydajnosci analitycznej

Czutos¢ analityczna (granica wykrywalnosci)

Granice wykrywalnosci testu Vivalytic C. difficile okreslono jako najnizsze
stezenie analitu, ktére moze by¢ wykrywane w spojny sposob (= 95% probek
badanych w standardowych warunkach laboratoryjnych w przypadku stoso-
wania zdefiniowanego typu prébki).

Inkluzywnosé

Aby ocenic¢ inkluzywno$¢, przeprowadzono analize in silico (zgodnos$¢

w narzedziu BLAST) sekwencji genomowej réznych stosownych szczepow

C. difficile w odniesieniu do sekwencji starteréw PCR i sondy hydrolitycznej,
ktore sg uzywane w tescie Vivalytic C. difficile do amplifikacji i wykrywania
odpowiednich patogenow. Inkluzywnos$¢ mozna wykazac dla szczepow, ktore
przedstawia Tabela 2.

Ekskluzywnos$c¢ / swoistos$¢ analityczna

Aby wykluczy¢ reaktywnos¢ krzyzowa (ekskluzywnosé), przeprowadzono
analize in silico (zgodnos¢ w narzedziu BLAST) regionu docelowego bakterii
C. difficile w odniesieniu do sekwencji genomowej réznych innych patogenow
reprezentujacych powszechnie wystepujace patogeny zotadkowo-jelitowe
lub blisko spokrewnione gatunki. Nie potwierdzono obecnosci interferencji
(Tabela 3).

Odtwarzalnos¢

Odtwarzalnosc¢ testu Vivalytic C. difficile okreslono przy uzyciu panelu

z 3 réznymi stezeniami bakterii C. difficile. W 3 o$rodkach badawczych kazda
mieszanina zostata przetestowana na tym samym zestawie aparatow Vivalytic
przez tego samego operatora przy uzyciu 3 serii, w 4 powtorzeniach, w ciagu
3 dni, co zapewnito tacznie 324 obserwacje na docelowy patogen. Odsetek
uzyskanych wynikow dodatnich w zakresie réznych kombinacji skorelowano
z odsetkiem oczekiwanych wynikéw dodatnich (Tabela 4a).

Powtarzalnos¢

Powtarzalno$c testu Vivalytic C. difficile okreslono przy uzyciu panelu

z 1 stezeniem (3 x c95) bakterii C. difficile. W 1 osrodku badawczym kazda
mieszanina zostata przetestowana na tym samym zestawie aparatow Vivaly-
tic przez tego samego operatora przy uzyciu 3 serii, w 20 powtdrzeniach,

w ciagu 1 dnia, co zapewnito tacznie 60 obserwacji na docelowy patogen.
Odsetek uzyskanych wynikéw dodatnich w zakresie réznych kombinacji sko-
relowano z odsetkiem oczekiwanych wynikow dodatnich (Tabela 4b).

Interferencje

Interferencje oceniono pod katem substancji endogennych i egzogennych,
ktére potencjalnie moga wystepowac w probce pacjenta. Tabela 5 przedsta-
wia substancje, ktére potencjalnie mogtyby interferowac z testem.

Ocena wydajnosci klinicznej

Wyniki dotyczace czutosci i swoistosci uzyskano przy uzyciu natywnych,
ptynnych i miekkich probek ludzkich stolcow. Prébki pobrano w srodowi-
sku klinicznym oraz poréwnano z wynikami uzyskanymi za pomoca metod
referencyjnych.
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Probki do badania przy uzyciu kaset Vivalytic C. difficile uzyto bezposrednio
po pobraniu lub zamrozono w celu przechowywania i przygotowania zgodnie
z opisem powyzej, stosujac podtoze eNAT® (COPAN ltalias.p.a.).

W przypadku badan metodami referencyjnymi probki przygotowano zgodnie
z zaleceniami dotyczacymi stosowanych metod referencyjnych. tacznie prze-
analizowano 124 probek. Czutosc lub odsetek zgodnosci wynikéw dodatnich
(PPA) obliczono za pomocg wzoru 100% x TP / (TP + FN). Swoistos$¢ lub
odsetek zgodnosci wynikow ujemnych obliczono wedtug wzoru 100% x TN /
(TN + FP). Wyniki oceny skutecznosci klinicznej przedstawiono w Tabeli 6.

Wsparcie techniczne

W przypadku pytan nalezy skontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem lub
wysta¢ wiadomosc do centrum obstugi klienta Vivalytic

(adres e-mail: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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M Producent
@ Data produkgji
%

Termin waznosci

Numer seryjny

Limit temperatury

Nie uzywac, jesli opakowanie jest
uszkodzone

Do uzytku jednorazowego

Numer partii
[REF]

Nalezy zapoznac sie z instrukcja
uzytkowania

Wyrob medyczny do diagnostyki
in-vitro

[REF]  Numer referencyjny

0EH®®~MH

Zawiera <n> testow

C€ Oznaczenie CE

‘A Odmierzyc pipeta wskazang objetosc probki i przeniesé do wejscia na
6 39%L hrébki kasety zgodnie ze wskazaniem przy czarnym tréjkacie.
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Uvod

Clostridioides difficile (C. difficile) je grampozitivni, sporulujici anaerobni
bakterie skladajici se z toxigennich a netoxigennich kmen.

C. difficile je jednim z nejcastéjsich patogend nozokomidlnich prdjmda, ze-
jména u pacientd s prdjmem spojenym s antibiotiky. V poslednich letech se
pocet a zavaznost pripadl v Evropé i ve svété zvysily.'

Priznaky infekce C. difficile (CDI) se pohybuji od mirného prijmu az po téz-
kou zivot ohrozujici pseudomembrandzni kolitidu, ackoli kolonizace C. diffici-
le nemusi nutné vést k symptomatické infekci. Naruseni rovnovahy strevnich
mikroorganismd, napf. v disledku antibiotické lécby, mdze zplsobit, Ze se
toxigenni C. difficile usadi, dominuje kolonizaci a mlize byt pocatkem CDI.?
Faktory ovliviujicimi patogenezi C. difficile jsou geny tcdA a tcdB kddujici
toxin A (enterotoxin) a toxin B (cytotoxin), které se nachazeji v chromozo-
malni oblasti o velikosti 19,6 kb zvané lokus patogenity (Paloc). VétSina
patogennich kmen( je toxin A a B pozitivni (A+B+), ale nékteré izolaty pato-
gennich variant mohou byt toxin A negativni a B pozitivni (A-B+). Tyto kmeny
jsou pri¢inou onemocnéni vyvolaného C. difficile.

Nékteré toxigenni kmeny C. difficile také produkuji toxin zvany C. difficile
transferaza (CDT), nebo binarni toxin.4

Obsah baleni
15 testovacich kazet Vivalytic C. difficile pro kvalitativni detekci sekvenci
genu toxinu tcdA/tcdB specifickych pro Clostridioides difficile.

Uéel pouziti

Test Vivalytic C. difficile je automaticky kvalitativni diagnosticky test in vitro
zalozeny na polymerazové fetézové reakci (PCR) v realném case pro detekci
nukleovych kyselin z toxigennich C. difficile (gen( toxinu tcdA/tcdB) ve vyté-
rech tekuté nebo mékké lidské stolice jako pomuicka pfi diagnostice akutnich
gastrointestinalnich infekci symptomatickych jedinc.

Vysledky by nemély byt pouzivany jako jediny zaklad pro diagndzu, lé¢bu
nebo jina rozhodnuti 0 managementu pacienta. Pozitivni vysledky nevylucuji
koinfekci jinymi patogeny. Detekované agens nemusi byt definitivni pricinou
choroby. Negativni vysledky nevylucuji infekci C. difficile nebo jinou gastro-
intestinalni infekci. Vysledky musi byt klinicky korelovany s anamnézou paci-
enta, klinickymi pozorovanimi a epidemiologickymi informacemi. Pro urceni
stavu infekce pacienta jsou nezbytné dalsi diagnostické informace. Uréeno
pro pouziti s analyzatorem Vivalytic one zdravotniky pouze v laboratornich
podminkach, jako jsou nemocniéni a referenéni laboratore.

Bezpecénostni informace

Tento navod k pouziti obsahuje pouze informace specifické pro test. Dalsi
varovani a pokyny naleznete v navodu k pouziti dodaném v analyzatoru Vivaly-
tic one (kapitola bezpecnostni informace o vyrobku). Pouzivejte pouze kazety
Vivalytic a prislusenstvi schvalené pro analyzator Vivalytic one. Pfi manipu-
laci se vzorky pacient( a kazetami dbejte na to, aby nedoslo ke kontaminaci.
Pokud dojde k rozliti vzorku na kazetu, kazetu nepouzivejte a zlikvidujte ji.

Urceno pro diagnostické pouziti in vitro vyskolenymi zdravotniky.
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A VAROVANI

Vzdy postupujte podle spravné laboratorni praxe a zajistéte radnou
vykonnost tohoto testu.

Zajistéte pouzivani vhodnych osobnich ochrannych prostredkd (OOP).
Nepouzivejte kazetu, pokud zjistite viditelné poskozeni utésnéného
sacku nebo samotné kazety.

Nedotykejte se detekcni oblasti kazety a neskrabejte na ni.
Nepouzivejte kazetu opakované.

Nepouzivejte kazety po datu exspirace. Datum exspirace je uvedeno na
obalu a na Stitku kazety.

Po otevreni sacku s kazetou necekejte déle nez 15 minut, nez zahdjite
test. Zajisti se tak hygiena a zamezi se ztraté Ucinnosti zplsobené
vlhkosti. Dlouhodobéjsi expozice vlhkosti ma negativni vliv na G¢innost
testu.

Netrepejte kazetou obsahujici vzorek.

Neotacejte kazetu dnem vzhUru.

Kazety umistujte pouze na Cisty a rovny povrch.

Nepouzivejte typy vzorkd, média a objemy neschvalené pro test.

Vzdy postupujte podle spravné laboratorni praxe a zajistéte radnou
vykonnost tohoto testu.

Biologické vzorky, pfenosové prostredky a pouzité kazety je treba
povazovat za potencialné schopné prenosu infekénich agens,
vyzadujici standardni bezpecnostni opatreni. Zachazejte s potencialné
infekénimi vzorky pacient( a kazetami podle narodnich laboratornich
standardd a vzorky likvidujte podle oblastnich a laboratornich
standardd.

Dodrzujte narodni predpisy a postupy.

Poznamka: Dalsi informace naleznete v bezpecnostnim listu (SDS) vyrobku.
Kontaktujte zakaznickou podporu mistniho distributora.

Dalsi vybaveni a pozadované spotfebni materialy, které nejsou soucasti
dodavky
+ Analyzator Bosch Vivalytic one (referencni ¢islo F 09G 300 115)
Pipetor (100-1000 ul)
Sterilni pipetovaci $picky s filtrem 100-1 000 pl
Soupravy k odbéru stérl
- Klasickeé vlockové tampony FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
Transportni médium
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
Vhodny ochranny odév

Princip testu
Vivalytic C. difficile je kvalitativni test na bazi PCR v realném Case.

Podminky skladovani a pouzivani

Vyrobek je stabilni do data exspirace, pokud je skladovan pfi teploté od
+15°C do +25 °C. Podminky skladovani a pouzivani jsou uvedeny na kazeté,
sacku a na Stitku krabicky. Kazetu je treba pouzivat pfi teploté od +15 °C do
+25 °C, pfi relativni vlhkosti < 65 %, do 15 minut od otevreni sacku. Zajisti se
tak hygiena a zamezi se ztraté Ucinnosti zptsobené vlhkosti. Dlouhodobéjsi
expozice vlhkosti ma negativni vliv na u¢innost testu.

Reagencie

VSechny reagencie pro zpracovani vzorku jsou zabudované v kazeté. Zpra-
covani zahrnuje lyzu bunky, extrakci nukleové kyseliny, amplifikaci DNA a
detekci.

Reagenciemijsou PCR mikrokuli¢ky, vazebny pufr, promyvaci pufr a elucni
pufr. Mikrokulicka PCR obsahuje DNA polymerazu, primery a sondy. Vazebny
pufr usnadnuje vazbu nukleovych kyselin v pribéhu procesu purifikace. Pro-
myvaci pufr je smés riiznych soli a rozpoustédel k odstranéni necistot, napf.
proteind, v priibéhu procesu extrakce. Eluéni pufr je pufr s nizkym obsahem
soli a na konci procesu extrakce obsahuje purifikované nukleové kyseliny.
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Typy vzorkl / médium

Test je uréen pro pouziti se vzorky vytéru stolice v médiu eNAT® (klasické
vlockové tampony FLOQSwabs® 552C, transportni médium eNAT® ref. 606C,
COPAN ltalias.p.a.).

Odebirejte a skladujte vzorky, jak je uvedeno v pokynech od vyrobce.

V pfipadé, Ze vzorek neni zpracovan inned po odbéru, budou nukleové kyseli-
ny uchovavany v transportnim meédiu eNAT® po dobu az 4 tydn( pfi pokojové
teploté a pfi teploté 4 °C, a az 6 mésicl pri teploté =20 az -80 °C (viz navod

k pouziti transportniho média eNAT®?).

Priprava vzorku

K odbéru malého mnozstvi stolice pouzijte odbérovy klasicky vlockovy
tampon FLOQSwabs® (COPAN Italia s.p.a.), ktery vlozite do vzorku a ota-
¢enim Spicky vatového tamponu vzorek stolice odeberete. Je tfeba vybrat

a odebrat oblasti stolice, ve kterych se vyskytuje krev, hlen nebo voda. Po
odbéru tampon prohlédnéte, abyste se ujistili, Zze je na Spicce vidét fekalnf
material. V pfipadé, Ze tomu tak neni, znovu vlozte vatovy tampon do vzorku
stolice a otacejte s nim tak, aby celd plocha $picky tamponu byla v kontaktu
se vzorkem. Po odbéru preneste tampon do 2ml zkumavky Copan eNAT®

s transportnim médiem eNAT®. Drzte nasadku tamponu mezi palcem a prs-
tem, rozmackejte a promichejte vzorek stolice proti sténé zkumavky, aby se
rovnomérné rozptylil a suspendoval v konzervacnim médiu. Drzte nasadku
tamponu blizko okraje zkumavky a ohnéte ji pod Uhlem 180 stupnd, abyste ji
odlomili v ozna¢eném bodu zlomu. Zlikvidujte zlomenou horni ¢ast nasadky
tamponu a utahnéte uzavér. Dikladné protrepejte zkumavku obsahujici vzo-
rek vytéru a médium eNAT® (COPAN ltalia s.p.a.), aby doslo k homogenizaci,
a pomoci pipetoru preneste 300 ul homogenizovaného vzorku pacienta do
vstupu pro vzorek na kazeté.

NepouZivejte viskdzni vzorky, které se obtizné pipetuiji.

Vysledek testu

Po automatickém zpracovani vzorku analyzatorem Vivalytic one se vysledek
testu zobrazi na obrazovce pristroje. Doba k dosazeni vysledku je cca 50 min.
U vzork( s vysokym titrem jsou vysledky k dispozici za méné nez 35 minut

a béh testu lze ukondit drive (viz kapitola Ukonceni testu).

Vzorek je klasifikovan budjako C. difficile pozitivni, C. difficile negativni, nebo
neplatny. V pfipadé pozitivni detekce C. difficile je test povazovan za platny,

i kdyz je kontrola Human Control negativni.

Detekce kontroly celého procesu na bazi lidskych bunék (Human Control)

u negativnich vzorkd prokazuje Uspésny postup extrakce a vylucuje inhibici
PCR reakce. Interpretace vysledkd je uvedena v nasledujici tabulce.

C. difficile Human Platnost  Vysledek

(tcdA/tcdB) Control

Vzorek je povazovan za pozitivni na C. difficile

* +I- platny (detekovan gen toxinu tcdA/tcdB).

Vzorek je povaZovan za negativni na C. difficile

- * platny (gen toxinu tcdA/tcdB neni detekovan).

- - neplatny Nelze vyhodnotit.!

" Doporucuje se provést test znovu.

PCR - kfivka a hodnota C,

Krivky PCR v realném case (softwarové modifikované) jsou zobrazeny a klasi-
fikovany softwarem jako pozitivni nebo negativni. V pripadé pozitivnich krivek
se zobrazi pfislusnd hodnota C,. Software oznadi nejednoznacné vysledky
(A). Doporucuje se test opakovat.
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Neplatné testy nebo selhani testl

Test je hodnocen jako neplatny, pokud neni detekovana cilova DNA ani
kontrola Human Control. Moznymi ddvody pro neplatny test mGze byt Spatna
kvalita vzorku z diivodu ¢astecné nebo Uplné absence lidského bunécné-
ho materialu ve vzorku. Vysledky se pro neplatny test zobrazuji, ale neni
dovoleno je pouzit pro diagnostickou interpretaci. Vénujte pozornost pouziti
spravného typu vzorku, odbéru vzorku a skladovani vzorku a kazet pred pro-
vedenim testu. V pripadé potreby analyzu opakujte s novym vzorkem.

V pripadé selhani testu nejprve zkontrolujte spravné provozni podminky
analyzatoru Vivalytic one (viz navod k pouziti analyzatoru Vivalytic one).
Restartujte analyzator Vivalytic one. Pokud problém pretrvava, kontaktujte
zakaznickou podporu vaseho mistniho distributora.

Ukonceni testu
KdyZ je na obrazovce zobrazen platny pozitivni vysledek na C. difficile, uZiva-
tel mize test ukoncit.

Zprava o testu
V tiSténé zpraveé o testu jsou uvedeny patogeny, vysledky, kontroly a informa-
ce o uzivateli, pacientovi a analyzatoru Vivalytic one s podpisovym polem.

Kontrola kvality

Pokud to vyzaduji vase mistni nebo laboratorni standardy, je nutné také
provést kontrolu kvality.

V pripadé potreby referencni testovaci metody pro kontrolu kvality lze pouzit
tyto referencni materialy:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Dodrzujte pokyny vyrobce.

V pripadé neocekavanych vysledkl analyzu opakujte s jinym vzorkem.
Jestlize vysledek negativniho vzorku pro kontrolu kvality, napr. ¢isté médium
eNAT®, zistane pozitivni, mize byt kontaminovany analyzator Vivalytic one
nebo prostredi. Prestante analyzator Vivalytic one pouzivat a vycistéte pristroj
podle navodu k pouziti analyzatoru Vivalytic one.

V pripadé opakovanych falesnych vysledkd kontroly kvality kontaktujte zakaz-
nickou podporu vaseho mistniho distributora.

Upozornéni uzivateldm v EU

Jakakoli zavazny incident, vznikly v souvislosti se zafizenim, je tfeba nahlasit
vyrobci a kompetentnimu organu clenského statu, kde sidli uzivatel a/nebo
pacient.

Omezeni

Vysledky testu Vivalytic C. difficile musfi interpretovat vyhradné vyskoleny

zdravotnik. Vysledky testu Vivalytic C. difficile nesmi byt pouzity jako jediny

parametr pro diagnozu.

« Negativni vysledek nevylucuje pritomnost patogen( ve vzorku v hlading,
ktera je nizsi nez citlivost testu, nebo jinych patogend, které nejsou timto
testem pokryty.

« Existuje riziko falesné negativnich nebo falesné pozitivnich vysledkd v dds-
ledku nespravné odebraného nebo prepravovaného vzorku ¢iv dlsledku
nespravné manipulace se vzorkem.

« V meznich pripadech mohou vzniknout atypické charakteristiky PCR
(napf. plochd kfivka s nizkou nebo vysokou hodnotou C,). V pfipadé
atypickych charakteristik neni dovoleno vysledky pouzit pro diagnostickou
interpretaci. Software oznaci nejednoznacné vysledky. Doporucuje se test
opakovat.

« Vivalytic C. difficile je kvantitativni test PCR v realném case a neposkytuje
kvantitativni vysledek.

« Pozitivni vysledek nemusi nutné znamenat, ze jsou pfitomny zivotaschop-
né patogeny.

« Test detekuje C. difficile nesouci geny tcdA/tcdB, ale nerozlisuje mezi
kmeny produkujicimi a neprodukujicimi toxiny.

+ Negativni vysledek nevylucuje infekci C. difficile. Negativni testované vzorky
se doporucuje interpretovat v kontextu s dalsimi laboratornimi udaji.

« Nadmérné mnozstvi stolice m(ize mit inhibi¢ni Gc¢inky na provedeni testu.
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Vyhodnoceni analytické vykonnosti

Analyticka senzitivita (limit detekce)

Limit detekce testu Vivalytic C. difficile byl stanoven jako nejnizsi koncentra-
ce analytu, kterou lze trvale detekovat (= 95 % vzorki testovanych v béznych
laboratornich podminkach s pouzitim definovaného typu vzorku).

Inkluzivita

Pro vyhodnoceni inkluzivity byla provedena in silico analyza (usporadani
BLAST) genomové sekvence rliznych relevantnich kmend C. difficile oproti
sekvenci PCR primerd a hydrolyzacni sondy pouzité v testu Vivalytic C. diffi-
cile pro amplifikaci a detekci prislusnych patogend. Inkluzivitu lze prokazat
u kmend uvedenych v tabulce 2.

Exkluzivita / analyticka specificita

Pro vylouceni zkrizené reaktivity (exkluzivita) byla provedena analyza in silico
(usporadani BLAST) cilové oblasti C. difficile oproti genomové sekvenci
rliznych dalsich patogend reprezentujicich bézné gastrointestinalni patogeny
a blizce pribuznych druh(i. Neexistuji Zadné dlikazy ruseni (tabulka 3).

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost testu Vivalytic C. difficile byla stanovena pomoci panelu
se 3 rliznymi koncentracemi C. difficile. Na 3 testovacich mistech byla kazda
smés testovana na stejné sadé pristrojl Vivalytic stejnym operatorem se 3
Sarzemi ve 4 replikatech ve 3 dnech av daném poradi, coz poskytlo celkem
324 pozorovani na cilovy patogen. Ziskané miry pozitivity pro rlizné kombina-
ce byly korelovany s ocekavanou mirou pozitivity (tabulka 4a).

Opakovatelnost

Opakovatelnost testu Vivalytic C. difficile byla stanovena pomoci panelu

s 1 koncentraci (3 x c95) C. difficile. Na jednom testovacim misté byla kazda
smés testovana na stejné sadé pristrojl Vivalytic stejnym operatorem se

3 Sarzemi ve 20 replikatech v 1 dni a v daném poradi, coz poskytlo celkem

60 pozorovani na cilovy patogen. Ziskané miry pozitivity pro rizné kombinace
byly korelovany s o¢ekavanou mirou pozitivity (tabulka 4b).

Ruseni

Ruseni byla vyhodnocena s ohledem na endogenni a exogenni latky, které
mohou byt pritomny ve vzorku pacienta. V tabulce 5 jsou uvedeny latky, které
mohou s testem interferovat.

Vyhodnoceni klinické vykonnosti

Vysledky citlivosti a specificity odvozené z nativnich vzork( tekuté a mékké
lidské stolice. Vzorky byly odebrany v klinickém prostredi a porovnany s vy-
sledky referencni metody.

Vzorky pro testovani kazet Vivalytic C. difficile byly pouzity Cerstvé nebo
zmrazené pro skladovani a pfipraveny tak, jak je popsano vyse v eNAT®
(COPAN ltalia S.p.A.).

V pripadé referencniho testovani byly vzorky pripraveny podle doporuceni
pouzitych referencénich metod. Celkem bylo analyzovano 124 vzork(. Sen-
zitivita ¢i shoda pozitivnich vzork( (PPA) byla vypocitana jako 100 % x TP /
(TP + FN). Specificita ¢i shoda procenta negativnich vzork( byla vypocitana
jako 100 % x TN / (TN + FP). Vysledky vyhodnoceni klinické vykonnostijsou
uvedeny v tabulce 6.

Technicka podpora
V pripadé dotazd kontaktujte svého mistniho distributora nebo poslete zpravu
zakaznickému servisu Vivalytic (e-mail: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Vyrobce Vyrobni ¢islo

Datum vyroby Omezeni teploty

Nepouzivejte, pokud je obal

Datum exspirace - ;
poskozeny

Cislo sarze Pouze k jednorazovému pouziti

Referencni Cislo Ctéte navod k pouziti

Diagnosticky zdravotnicky
prostredek in vitro

dE B vk
SRR AR

Obsahuje <n> testd

n
m

Znacka CE

/M. Napipetujte uvedeny objem vzorku do vstupu pro vzorek na kazeté, jak
6 390l je oznaceno ¢ernym trojuhelnikem.
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Uvod

Clostridioides difficile (C. difficile) je grampozitivna anaerébna baktéria tvo-
riacia spory, ktord sa sklada z toxigénnych a netoxigénnych kmenov.

C. difficile je jednym z najCastejsich patogénov nozokomialnych hnaciek,
najma u pacientov s hnackou spojenou s antibiotikami. V poslednych rokoch
sa pocet a zavaznost pripadov v Eurdpe a vo svete zvysili!

Priznaky infekcie C. difficile (CDI) sa pohybuju od miernej hnacky az po
zavaznu Zivot ohrozujucu pseudomembrandznu kolitidu, hoci kolonizacia
C. difficile nemusi nevyhnutne viest k symptomatickej infekcii. Narusenie
rovnovahy ¢revnych mikroorganizmov, napr. v désledku antibiotickej liecby,
moze sposobit usidlenie toxigénnej baktérie C. difficile, dominantnu koloni-
zaciu a moze byt zaciatkom CDI.2

Faktory, ktoré sa podielaju na patogenéze C. difficile, su gény tcdA a tcdB,
ktoré kdduju toxin A (enterotoxin) a toxin B (cytotoxin), ktoré sa nachadzaju
v 19,6 kb chromozomalnej oblasti nazyvanej lokus patogenity (Paloc).
Vacsina patogénnych kmenov je toxin A a B pozitivna (A+B+), ale niektoré
patogénne varianty izolatov mozu byt toxin A negativne a B pozitivne (A-B+).
Su pric¢inou ochoreni spojenych s C. difficile.®

Niektoré toxigénne kmene C. difficile produkuju aj toxin nazyvany C. difficile
transferaza (CDT) alebo binarny toxin.

Obsah balenia
Testovacie kazety 15 Vivalytic C. difficile na kvalitativnu detekciu $pecifickych
sekvencii génov toxinov tcdA/tcdB Clostridioides difficile.

U¢el pouzitia

Test Vivalytic C. difficile je automatizovany kvalitativny diagnosticky test in
vitro zalozeny na polymerazovej retazovej reakcii (PCR) v redlnom case na
detekciu nukleovych kyselin toxigénneho kmena C. difficile (gény toxinovtc-
dA/tcdB) z tekutych alebo makkych vyterov [udskej stolice na pomoc pri diag-
nostike akutnych gastrointestinalnych infekcii symptomatickych oséb.
Vysledky by nemali byt pouzité ako jediny zaklad pre diagnostiku, liecbu
alebo iné rozhodnutia o oSetreni pacienta. Pozitivne vysledky nevylucuju
subeznu infekciu inymi patogénmi. Zistené agensy nemusia byt definitivnou
pri¢inou ochorenia. Negativne vysledky nevylucuju infekciu C. difficile alebo
inu gastrointestinalnu infekciu. Vysledky musia klinicky korelovat s anamné-
zou pacienta, klinickymi pozorovaniami a epidemiologickymi informaciami.
Na stanovenie stavu infekcie pacienta st potrebné dalsie diagnostické infor-
macie. Ur¢ené na pouzitie s analyzatorom Vivalytic one iba zdravotnickymi
pracovnikmi v laboratornych podmienkach, ako st nemocni¢né laboratoria
areferencné laboratéria.

Bezpecénostné informacie

Tento ndvod na pouzitie obsahuje iba informacie $pecifické pre test. Dalsie
varovania a pokyny najdete v navode na pouzitie dodanom s vasim analyza-
torom Vivalytic one (kapitola Bezpecnost zariadenia). Pouzivajte len kazety
Vivalytic a prislusenstvo schvalené pre analyzator Vivalytic one. Dbajte na

to, aby ste zabranili akejkolvek kontaminacii pri manipuldcii so vzorkami od
pacientov a kazetami. Ked sa vzorka rozleje na kazetu, kazetu uz nepouzivajte
a zlikvidujte ju.

Urcené na diagnostické poufZitie in vitro vyskolenymi zdravotnickymi pracov-
nikmi.
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A POZOR

Na zaistenie spravneho vykonania tohto testu vzdy dodrzujte spravnu
laboratérnu prax.

Uistite sa, Ze pouzivate vhodné osobné ochranné prostriedky (OOP).
Nepouzivajte kazetu v pripade viditelného poskodenia zapecateného
vrecka alebo samotnej kazety.

Nedotykajte sa detekcnej oblasti kazety a zabrante jej poskriabaniu.
Kazetu nepouzivajte opakovane.

Exspirované kazety nepouzivajte. Datum exspiracie je uvedeny na obale
a Stitku kazety.

Test vykonajte do 15 minUt od otvorenia vrecka kazety. Tym sa dodrzi
Cistota a zabrani sa strate vykonnosti v désledku vlhkosti. Dlhodobé
vystavenie vlhkosti ma negativny vplyv na vykonnost testu.

Netraste kazetou, ktord obsahuje vzorku.

Kazetu neotacajte hore nohami.

Kazetu umiestnite iba na Cisty a rovny povrch.

Nepouzivajte typy vzoriek, média a objemy, ktoré nie st schvalené na
tento test.

Na zaistenie spravneho vykonania tohto testu vzdy dodrzujte spravnu
laboratérnu prax.

Biologické vzorky, prenosové zariadenia a pouzité kazety sa maju
povazovat za schopné prenosu infekénych agensov, takze sa vyzaduju
Standardné opatrenia. S potencialne infekcnymi vzorkami od pacientov
a kazetami zaobchadzajte v sulade s laboratornymi Standardmi
platnymi v danej krajine a vzorky a kazety zlikvidujte v stlade

s regionalnymi Standardmi a Standardmi $pecifickymi pre laboratéria.
Dodrziavajte bezpecnostné predpisy a postupy platné v danej krajine.

Poznamka: Dalsie informacie najdete v karte bezpec¢nostnych tdajov (KBU)
vyrobku. Obrétte sa na zakaznicku podporu svojho miestneho distributora.

Dalsie pozadované vybavenie a spotrebny material, ktoré nie su
sucastou dodavky
+ Analyzator Bosch Vivalytic one (referenc¢né Cislo F 09G 300 115)
Pipetor (100 - 1000 pl)
Sterilné filtrovacie pipetovacie Spicky 100 =1000 pl
Supravy na odber vzorky vyterom
- Bezné tampodnové tycinky FLOQSwabs® 552C (COPAN Italia s.p.a.)
Transportné médium
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
Vhodny ochranny odev

Princip testu
Test Vivalytic C. difficile je kvalitativny test zalozeny na reakcii PCR v redlnom
Case.

Podmienky pri skladovani a pouzivani

Vyrobok je stabilny do datumu exspiracie, ak sa skladuje pri teplote od +15
do +25 °C. Podmienky pre skladovanie a pouzivanie najdete na stitku na
kazete, vrecku alebo Skatuli. Kazeta sa musi pouzit pri teplote od +15 do
+25 °C, relativnej vlhkosti <65 %, do 15 minut od otvorenia vrecka. Tym sa
dodrzi Cistota a zabrani sa strate vykonnosti v désledku vlhkosti. Dlhodobé
vystavenie vlhkosti ma negativny vplyv na vykonnost testu.

Reagencie

VSetky reagencie potrebné na spracovanie vzorky su integrované do kazety.
Spracovanie zahria lyzu buniek, extrakciu nukleovej kyseliny, amplifikaciu
DNA a detekciu.

Reagencie su PCR gulocky, vazbovy pufer, premyvaci pufer a elucny pufer.
PCR guldcka obsahuje DNA polymerazu, primery a proby. Vazbovy pufer
ulahcuje vazbu nukleovych kyselin pocas purifikacného procesu. Premyva-
ci pufer je pripravok zlozeny z roznych soli a rozpustadiel na odstranenie
necistot, napr. proteinov, pocas extrakéného procesu. Elu¢ny pufer je pufer
s nizkym obsahom soli a obsahuje purifikované nukleové kyseliny na konci
extrakéného procesu.
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Typy vzorky/médium

Test je ureny na pouzitie so vzorkami vyterov stolice v médiu eNAT® medium
(bezné tampdnové tycinky FLOQSwabs® 552C, transportné médium eNAT®,
ref. 606C, COPAN ltalias.p.a.).

Vzorky odoberajte a skladujte podla pokynov vyrobcu.

V pripade, Ze sa vzorka nespracuje ihned po odbere, nukleové kyseliny sa
uchovavaju v transportnom médiu eNAT® az 4 tyZdne pri izbovej teplote a pri
4 °C aaz 6 mesiacov pri-20 °C az -80 °C (pozri navod na pouzitie transport-
ného média eNAT®).

Priprava vzorky

Na odber malého mnozstva stolice pouzite bezné tampdnové tycinky
FLOQSwabs® (COPAN ltalia s.p.a.) tak, ze do vzorky stolice vlozite Spicku
tamponovej tyCinky a otocite ju. Mali by sa vybrat krvavé, hlienovité alebo
vodnaté oblasti stolice a z nich urobit odber. Po odbere skontrolujte tam-
pdénovu tycinku, aby ste sa uistili, ze na Spicke je viditelny fekalny material.

V pripade, Ze nie je, opat vlozte tampdnovu tyCinku do vzorky stolice a otocte
ju, pricom dbajte na to, aby bola cela plocha spicky tampdnovej tycinky

v kontakte so vzorkou. Po odbere preneste tampdn do 2 ml skimavky Copan
eNAT® s transportnym médiom eNAT®. Drzte driek tampdnovej tyCinky medzi
palcom a prstom, roztlacte a premiesajte vzorku stolice o stenu skiimavky,
aby sa vzorka rovnomerne rozptylila a suspendovala v konzervacnom médiu.
Drzte driek tampdnovej tyCinky blizko okraja skiimavky, ohnite ju pod uhlom
180 stupnov a zlomte v oznacenom bode zlomu. Zlikvidujte odlomend hornd
Cast tamponu a utiahnite uzaver. Dokladne pretrepte skiimavku so vzorkou
na tamponovej tyCinke a médiom eNAT® (COPAN ltalia s.p.a.), aby sa obsah
homogenizoval, a pomocou pipetora naplite 300 ul homogenizovanej vzorky
pacienta do otvoru na vzorky na kazete.

NepouZivajte viskdzne vzorky, ktoré sa tazko pipetuju.

Vysledok testu

Po automatickom spracovani vzorky analyzatorom Vivalytic one sa vysledok
testu zobrazi na obrazovke analyzatora Vivalytic one. Casovy interval na
ziskanie vysledku je zhruba 50 min. Vysledky pre vzorky s vysokym titrom
sU k dispozicii za menej nez 35 min a testovanie sa méze ukoncit skor (pozri
kapitolu Ukoncenie testu).

Vzorka je klasifikovana bud ako pozitivna na C. difficile, negativna na C. diffi-
cile, alebo neplatna. V pripade pozitivnej detekcie C. difficile sa test povazuje
za platny, aj ked'je kontrola Human Control negativna.

Detekcia kontroly celého procesu zaloZzenej na ludskych bunkach (Human
Control) v negativnych ludskych vzorkach potvrdzuje Gspesny postup extrak-
cie a vylucuje inhibiciu reakcie PCR. Interpretacia vysledkov je uvedena v
tabulke nizsie.

C. difficile Human Vysledok

(tcdA/tcdB) Control

Vzorka sa povazuje za pozitivnu na C. difficile

* +I- plané (detegovany gén toxinu tcdA/tcdB).

Vzorka sa povazuje za negativnu na C. difficile

- * platné (nie je detegovany gén toxinu tcdA/tcdB).

- - neplatné Nie je mozné vyhodnotit.!

T Odporuca sa zopakovat test.

PCR - krivka a hodnota C,

Softvér zobrazuje krivky PCR v redlnom case (modifikované softvérom) a
klasifikuje ich ako pozitivne alebo negativne. V pripade pozitivnych kriviek sa
zobrazi prislusnd hodnota C,. Vysledky, ktoré nie je mozné interpretovat, su
oznacené softvérom (A). Odporic¢ame opatovné testovanie.
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Neplatné alebo nelspesné testy

Test sa povazuje za neplatny, ak nie je detegovana cielova DNA ani kontrola
Human Control. MoZnym dévodom neplatného cyklu moze byt zla kvalita
vzorky v dosledku Ciasto¢nej alebo Uplnej absencie ludského bunkového ma-
terialu vo vzorke. Vysledky pre neplatny test sa zobrazia, ale nie je dovolené
ich pouzit na diagnosticku interpretaciu. Pred testovanim venujte pozornost
pouzitiu spravneho typu vzorky, odberu vzorky a skladovaniu vzorky a kaziet.
Ak je to potrebné, analyzu zopakujte s novou vzorkou.

V pripade netspesného testu najskor skontrolujte spravne prevadzkoveé
podmienky analyzatora Vivalytic one (pozri navod na pouZitie analyzatora
Vivalytic one). Restartuje analyzator Vivalytic one. Ak problém pretrvava,
kontaktujte zakaznicku podporu svojho miestneho distribdtora.

Ukoncenie testu
Ked'sa na obrazovke zobrazi platny pozitivny vysledok na C. difficile, pouziva-
tel ma moznost test dokoncit.

Protokol o teste

V tlacenom protokole o teste sa uvadzaju patogén, vysledky, kontrola a infor-
macie o pouzivatelovi, pacientovi a analyzatore Vivalytic one spolu s miestom
na podpis.

Kontrola kvality

Ak to vyzaduju vase miestne alebo laboratéorne normy, je nutné vykonat
testovanie na kontrolu kvality.

V pripade, Ze je na kontrolu kvality potrebna referencna testovacia metoda, je
mozné pouzit tieto referenéné materialy:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Dodrzujte pokyny vyrobcu.

V pripade neocakavanych vysledkov zopakujte analyzu s dalSou vzorkou. Ak
je vysledok negativnej vzorky na kontrolu kvality, napr. ¢istého média eNAT®,
nadalej pozitivny, analyzator Vivalytic one alebo jeho prostredie mozu byt
kontaminované. Prestante pouZzivat analyzator Vivalytic one a vycistite zaria-
denie podla popisu v navode na pouZitie analyzatora Vivalytic one.

V pripade opakovanych falosnych vysledkov vzoriek na kontrolu kvality sa
obratte na zakaznicku podporu svojho miestneho distribdtora.

Oznamenie pre pouzivatelov v EU
Kazdy vazny incident, ktory sa vyskytol v stvislosti s pomockou, ma byt
nahlaseny vyrobcovi a prislusnému organu ¢lenského statu, v ktorom je
pouzivatel a/alebo pacient pdsobia.

Obmedzenia

Vysledky testu Vivalytic C. difficile smie interpretovat iba vySkoleny zdravot-

nicky pracovnik. Vysledky testu Vivalytic C. difficile sa nesmu pouzivat ako

jediny parameter pri diagnostike.

« Negativny vysledok nevylucuje, Ze vo vzorke su pritomné patogény na Uro-
vni nizSej, ako je citlivost testu, alebo iné patogény, ktoré nie st zahrnuté
v tomto teste.

« Vdobsledku nespravne odobratych, prepravovanych alebo manipulovanych
vzoriek existuje riziko faloSne negativnych alebo falosne pozitivnych
vysledkov.

« Vhrani¢nych pripadoch sa mézu vyskytnut atypické charakteristiky PCR
(napriklad plocha krivka s nizkou alebo vysokou hodnotou C,). V pripade
atypickych charakteristik nie je dovolené pouzit vysledky na diagnostickud
interpretaciu. Vysledky, ktoré nie je mozné interpretovat, st oznacené
softvérom. Odporucame opatovné testovanie.

« Test Vivalytic C. difficile je kvalitativny PCR test v realnom case a nepos-
kytuje kvantitativny vysledok.

« Pozitivny vysledok nemusi nutne znamenat, Ze st pritomné zivotaschopné
patogény.

« Test deteguje kmen C. difficile nesuci gény tcdA/tcdB, ale nerozliSuje med-
zi kmenmi produkujucimi toxin a kmenmi neprodukujucimi toxin.
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+ Negativny vysledok nevylucuje infekciu C. difficile. Odporuca sa, aby sa
negativne testované vzorky interpretovali v kontexte s dalsimi laboratérny-
mi tdajmi.

+ Nadmerné mnozstvo stolice moze mat inhibicny Gcinok na vykon testu.

Hodnotenie analytickej vykonnosti
Analyticka citlivost (limit detekcie)

koncentracia analytu, ktord mozno konzistentne detegovat (> 95 % vzoriek
testovanych za beznych laboratérnych podmienok s pouzitim definovaného
typu vzorky).

Inkluzivita

Na vyhodnotenie inkluzivity sa vykonala analyza in silico (zarovnanie BLAST)

gendmovej sekvencie roznych relevantnych kmenov C. difficile so sekvenciou
PCR primerov a hydrolyzacnej proby, ktoré sa pouzivaju v teste Vivalytic C. di-
fficile na amplifikaciu a detekciu prislusnych patogénov. Inkluzivita sa mohla

preukazat v pripade kmenov uvedenych v tabulke 2.

Exkluzivita/analyticka Specifickost

Na vyltcenie krizovej reaktivity (exkluzivity) sa vykonala analyza in silico
(zarovnanie BLAST) cielovej oblasti C. difficile s genomickou sekvenciou
roznych inych patogénov, ktoré predstavuju bezné gastrointestinalne
patogény alebo Uzko pribuzné druhy. Nenasli sa Ziadne dokazy interferencie
(tabulka 3).

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost testu Vivalytic C. difficile bola stanovena pomocou
panelu s 3 réznymi koncentraciami C. difficile. Na 3 testovacich pracoviskach
bola kazda zmes testovana na rovnakej stprave pristrojov Vivalytic tym istym
operatorom s 3 $arzami v 4 opakovaniach v 3 dnoch, ¢o prinieslo celkovo 324
pozorovani na cielovy patogén. Ziskané miery pozitivity pri réznych kombina-
ciach sa prepojili s o¢akavanou mierou pozitivity (tabulka 4a).

Opakovatelnost

Opakovatelnost testu Vivalytic C. difficile sa stanovila pomocou panelu s 1
koncentraciou (3 x c95) C. difficile. Na 1 testovacom pracovisku bola zmes
testovana na tej istej sUprave pristrojov Vivalytic tym istym operatorom s 3
Sarzamiv 20 opakovaniach v 1 den, resp. s celkovym poctom 60 pozorovani
na cielovy patogén. Ziskané miery pozitivity pri roznych kombinaciach sa
prepojili s o¢akavanou mierou pozitivity (tabulka 4b).

Interferencie

Interferencie sa hodnotili pre endogénne a exogénne latky, ktoré su poten-
cialne pritomné vo vzorke od pacienta. V tabulke 5 su uvedené latky, ktoré
maju potencial interferovat s testom.

Hodnotenie klinickej vykonnosti

Vysledky citlivosti a Specifickosti ziskané z nativnych tekutych a makkych
vzoriek (udskej stolice. Vzorky sa odobrali v klinickom prostredi a porovnali
sa s vysledkami referenénych metod.

Vzorky na testovanie s kazetami Vivalytic C. difficile boli cerstvo pouzité ale-
bo zmrazené na uskladnenie a pripravené tak, ako je opisané vyssie v eNAT®
(COPAN ItaliaS.p.A.).

V pripade referenéného testovania boli vzorky pripravené podla odporucani
pouzitych referencénych metdd. Celkom bolo analyzovanych 124 vzoriek. Citli-
vost alebo pozitivha percentualna zhoda (PPA) sa vypocitali ako 100 % x TP /
(TP + FN). Specifickost alebo negativna percentualna zhoda sa vypocitali ako
100 % x TN/ (TN + FP). Vysledky hodnotenia klinickej vykonnosti si uvedené
v tabulke 6.

Technicka podpora

V pripade otazok sa obratte na miestneho distributora alebo odoslite spravu
zakaznickemu servisu spolo¢nosti Vivalytic

(e-mail: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Symboly

Vyrobca Vyrobné ¢islo

Datum vyroby Teplotny limit

Datumu exspiracie Nepouzivajte, ak je obal poskodeny

Cislo sarze Len na jedno pouzitie

Referencné ¢islo Pozrite si navod na pouZitie

Diagnosticka zdravotnicka
pomabcka in vitro

dE B vk
SRR AR

Obsahuje <n> testov

n
m

Oznacenie CE

/M Napipetujte uvedeny objem vzorky do vstupného otvoru kazety, ktory
6 3008l i oznaceny Eiernym trojuholnikom.
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Bevezetés

A Clostridioides difficile (C. difficile) Gram-pozitiv, sporaképzé anaerob
bacilus, amelynek toxinogén és nem toxinogén térzsei is vannak.

A C. difficile a nosocomialis hasmenés egyik leggyakoribb korokozdja, kiilo-
nésen az antibiotikumokkal 6sszefliggésbe hozhatd hasmenésben szenvedd
betegeknél. Az utdbbi években Eurdpaban és vilagszerte emelkedett az
esetek szama és sulyossaga.’

A C. difficile altal okozott fertézés (C. difficile infection, CDI) tinetei az
enyhe hasmenéstél a sulyos, életveszélyes alhartyas vastagbélgyulladasig
terjednek, bar a C. difficile megtelepedése nem feltétlenil vezet tiineteket
okozo fertézéshez. Ha felborul a bél mikroorganizmusainak egyensulya pl.
antibiotikumos kezelés hatasara, akkor megtelepedhet a toxinogén C. diffici-
le, dominanssa valhat a mikrobiomban, és ezzel elkezdédhet a CDI.?

A C. difficile patogenezisében szerepet jatszanak a tcdA és a tcdB gének,
amelyek az A toxint (enterotoxin) és a B toxint (citotoxin) kodoljak, és
amelyek egy 19,6 kb-os kromoszémarégioban, az Ugynevezett patogenitasi
szigeten (PalLoc) talalhatok. A legtobb patogén torzs pozitivaz A és a B
toxinokra (A+B+), de néhany patogén varians izolatum lehet A negativ és B
pozitiv (A-B+). Ezek okozzak a C. difficile-vel 6sszefliggésbe hozhatd megbe-
tegedéseket.®

Egyes toxinogén C. difficile torzsek egy C. difficile transzferaz (CDT) nev(
toxint is termelnek, amelyet binaris toxinnak is neveznek.*

A csomag tartalma
15 Vivalytic C. difficile tesztpatron Clostridioides difficile-specifikus tcdA/
tcdB toxingén-szekvenciak kvalitativ kimutatasara.

Rendeltetésszer(i hasznalat

A Vivalytic C. difficile teszt egy automatizalt kvalitativ in vitro diagnosztikai
teszt, amely valds idejl polimeraz lancreakcion (PCR) alapul a toxinogén

C. difficile (tcdA/tcdB toxingének) nukleinsavainak kimutatasara folyékony
vagy lagy emberi székletbdl szarmazo tamponmintakbol, hogy segitse a ti-
neteket mutatd egyének akut gyomor-bélrendszeri fertézéseinek diagnoézisat.
Az eredményeket nem szabad a diagndzis, kezelés vagy a beteggel kapcso-
latos egyéb dontések alapjaul hasznalni. A pozitiveredmény nem zarja ki

a mas kérokozo altal okozott tarsfertézést. Nem biztos, hogy a kimutatott
korokozd (k) betegség okozdja vagy okozdi. A negativ eredmények nem zarjak
kia C. difficile altali fertézés vagy egyéb gyomor-bélrendszeri fertézés lehe-
téségét. Az eredményeket klinikailag dssze kell vetni a beteg kortorténetével,
az egészséglgyi megfigyelésekkel és ajarvanyugyi informaciokkal. A beteg
fertézési allapotanak megallapitasahoz egyéb diagnosztikai informacidkra is
szlikség van. Kizarélag egészségiigyi szakemberek altali hasznalatra szantak,
Vivalytic one analizatorral, laboratériumi kdrnyezetben, példaul korhazi
laboratdériumokban és referencialaboratériumokban.

Biztonsagi informaciok

Ez a hasznalati Gtmutatd csak a teszthez kapcsolddd informaciokat tartal-
maz. A Vivalytic one analizatorhoz mellékelt hasznalati Utmutatéban tovabbi
figyelmeztetéseket és utasitasokat talal (az eszkoz biztonsagi informacidit
taglalo fejezetben). Csak Vivalytic one analizatorhoz jovahagyott Vivalytic
patronok és tartozékok hasznalhatok. A betegmintak és a patronok kezelése
soran legyen ovatos, hogy elkerilje a szennyezédést. Ha a patronra minta
omlik, ne hasznalja azt, hanem dobja ki.

Képzett egészségligyi szakemberek altal torténd in vitro diagnosztikai hasz-
nalatra.

& VIGYAZAT
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Ateszt megfeleld elvégzése érdekében mindig kdvesse a jo
laboratériumi gyakorlatot.
Viseljen megfeleld egyéni védoéfelszerelést (PPE).
Ne hasznalja a patront, ha a patron zart tasakjan vagy magan
a patronon sérilést lat.
Ne érjen hozza a patron érzékeléterlletéhez, és ne karcolja meg.
Ne hasznalja Ujra a patront.
Ne hasznaljon lejart patront. A lejarati datum a patron csomagolasan
és cimkéjén talalhato.
Ne varon a patron tasakjanak felnyitasa utan 15 percnél tovabb
avizsgalat megkezdésével. Ez biztositja a higiéniat, és megelézi
ateljesitmény para miatti csokkenését. Negativan befolyasolja a teszt
teljesitményét, ha huzamosabb ideig para éri.
Ne razza a mintat tartalmazé patront.
Ne forditsa a patront fejjel lefelé.
A patront csak tiszta és sik feluletre helyezze.
Ne hasznaljon a teszthez nem jovahagyott mintatipusokat, kozeget és
térfogatokat.
Ateszt megfeleld elvégzése érdekében mindig kdvesse a jo
laboratériumi gyakorlatot.
A bioldgiai mintakrol, szallitoedényekrél és hasznalt patronokrol fel
kell tételezni, hogy képesek fertézé anyagok atvitelére, és a szokasos
el6vigyazatossaggal kell kezelni 6ket. A potencialisan fertézé
betegmintakat és a patronokat a laboratériumokra vonatkozd orszagos
szabalyok szerint kezelje. A mintak és patronok hulladékkezelését
a helyi és a laboratoriumra vonatkozd szabalyok szerint végezze.
Tartsa be az orszagos biztonsagi szabalyokat és eljarasokat.

Megjegyzés: A termék biztonsagi adatlapjan (SDS) tovabbi informaciokat
talal. Lépjen kapcsolatba az ligyfélszolgalattal vagy a helyi forgalmazdval.

Tovabbi sziikséges, de nem biztositott eszk6zok és fogydeszkozok
+ Bosch Vivalytic one analizator (referenciaszam: F 09G 300 115)

Pipettazé (100-1000 ul)

Steril szlirés pipettahegyek, 100-1000 ul

Vattapalcas mintavevékészletek

- FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.) szabalyos pelyhesitett tampon

Szallitokozeg

- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)

Megfeleld védbruhazat

A teszt alapelve
A Vivalytic C. difficile kvalitativ, valos idej(i PCR-alapu teszt.

Tarolasi és hasznalati feltételek

Atermék a lejarati datumig +15-25 °C-on tarolva stabil. A tarolasi és haszna-
lati feltételeket a patronon, tasakon vagy a doboz cimkéjén talalja. A patront
+15-25 °C-on, 65% alatti relativ paratartalom mellett kell hasznalni a tasak
felnyitasat kovetd 15 percen belul. Ez biztositja a higiéniat, és megel6zi
ateljesitmény para miatti csokkenését. Negativan befolyasolja a teszt teljesit-
meényét, ha huzamosabb ideig para éri.

Reagensek

A patron a mintafeldolgozashoz sziikséges minden reagenst tartalmaz. A
feldolgozas soran sejtlizis, nukleinsav-extrahalds, valamint DNS-amplifikalas
és kimutatas torténik.

A reagensek a PCR-gyongy, a kétépuffer, a mosopuffer és az elualépuffer.

A PCR-gyongy tartalmazza a DNS-polimerazt, a primereket és probakat.

A kotépuffer segiti elé a nukleinsavak kotését a tisztitasi folyamat soran. A
mosopuffer kilonbozd sokbol és oldoszerekbdl alld anyag, amelynek célja

a szennyezddések, pl. fehérjék eltavolitasa az extrahalasi folyamat soran. Az
eludlépuffer alacsony sétartalmu puffer, amely az extrahalasi folyamat végén
a tisztitott nukleinsavakat tartalmazza.
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Mintatipusok/kozeg

A tesztet széklet tamponmintakkal valo hasznalatra szanjak eNAT® kozegben
(FLOQSwabs® 552C szabalyos pelyhesitett tampon, eNAT® szallitokozeg Ref.
606C, COPAN ltalias.p.a.).

A mintakat a gyartéi utasitasokban megjeléltek szerint vegye le és tarolja.
Amennyiben a mintat nem dolgozzak fel azonnal a mintavételt kovetéen, a
nukleinsavak az eNAT® szallitokozegben szobahdmérsékleten és 4 °C-on 4
hétig, -20 °C és -80 °C kozott tarolva 6 honapig megbrzédnek (lasd az eNAT®
szallitokézeg hasznalati Gtmutatojat®).

Minta-el6készités

Hasznaljon FLOQSwabs® (COPAN ltalia s.p.a.) szabalyos pelyhesitett tam-
ponokat kis mennyiségl széklet gyljtésére Ugy, hogy a pelyhesitett tampon
hegyét a székletmintaba helyezi és megforgatja. A széklet véres, nyalkas
vagy vizes részét kell kivalasztani és begyUjteni. A gyUjtést kovetéen vizsgalja
meg, lathaté-e a tampon hegyén széklet. Amennyiben nem, ismét helyezze
a pelyhesitett tampont a székletmintaba, és forgassa meg, lgyelve arra,
hogy a tampon hegyének teljes teriilete érintkezzen a mintaval. A begy(jtést
kovetden helyezze at a tampont a 2 ml-es Copan eNAT® csébe, amely eNAT®
szallitokdzeget tartalmaz. Tartsa a tampon szarat a hiivelykujja és egy masik
ujja kozott, majd a csé oldaldhoz nyomva pépesitse és keverje 6ssze a szék-
letmintat, hogy egyenletesen eloszoljon és szuszpendalddjon a tartdsitoko-
zegben. Tartsa a tampon szarat a csé pereméhez kozel és hajlitsa meg 180
fokos szogben, hogy a megjelolt toréspontnal letorjon. Dobja ki a tampon
szaranak letort felso részét, és szoritsa meg a kupakot. Alaposan razogassa
meg a tamponmintat és az eNAT® kozeget (COPAN ltalia s.p.a.) tartalmazo
mintacsovet, hogy a tartalma homogenizalddjon, majd pipettazéval mérjen
300 pl homogenizalt betegmintat a patron mintabemenetébe.

Ne hasznaljon viszkdzus, nehezen pipettazhaté mintakat.

Teszteredmény

A minta Vivalytic one analizatorral torténé automatikus feldolgozasat kove-
téen a teszteredmény megjelenik a Vivalytic one analizator képernyéjén. Az
eredmény eléréséhez szilkséges id6 korilbelil 50 perc. Magas titert mintak
esetében az eredmény mar kevesebb mint 35 perc alatt megjelenik, és a tesz-
tfuttatas korabban is befejezhetd (lasd a Teszt befejezése cimU fejezetet).

A minta besorolasa C. difficile pozitiv, C. difficile negativ vagy érvénytelen
lehet. A C. difficile pozitiv teszteredmény akkor is érvényesnek minésil, ha a
Human Control negativ.

Negativ mintakban a human sejtalapt teljes folyamat kontroll (Human Cont-

rol) kimutatasa sikeres kivonast jelez, és kizarja a PCR reakcio gatlasat. Az
eredmények értelmezését az alabbi tablazat tartalmazza.

C. difficile Human
(tcdA / tcdB) Control

Ervényesség  Eredmény

Aminta C. difficile-re pozitivnak mindsil

* *I- EIVEMYES | (kimutattak a tcdA/tcdB toxingént).

Aminta C. difficile-re negativnak mindsil

- * ervenyes (nem mutatték ki a tcdA/tcdB toxingént).

- - érvénytelen | Nem kiértékelhetd.!

T Ajanlott ismételten tesztelni.

PCR - gorbe és C-érték

Avalds idés (szoftveresen médositott) PCR-gorbéket a szoftver pozitivként
vagy negativként abréazolja és sorolja be. Pozitiv gorbék esetén megjelenik a
C, megfeleld értéke. A kétes eredményeket a szoftver A jellel jeléli. Ajanlott
ismételten tesztelni.

88



Vivalytic C. difficile

Ervénytelen vagy sikertelen tesztek

Egy teszt akkor minésil érvénytelennek, ha sem a cél DNS-t, sem a Human
Controlt nem mutatja ki. Az érvénytelen futtatas oka lehet a minta gyenge
mindsége, ha részben vagy teljesen hianyzik beléle a human sejtanyag. Az
eredmények érvénytelen teszt esetén is megjelennek, de ezeket nem szabad
diagnosztikai értelmezés céljabol hasznalni. A teszt inditasa el6tt figyeljen
oda a megfelelé mintatipusra, mintavételre és mintatarolasra, valamint
patronokra. Szlikség szerint ismételje meg az elemzést Uj mintaval.
Sikertelen teszt esetén elészor ellendrizze a Vivalytic one analizator megfe-
lelé Uzemeltetési feltételeit (tovabbiinformacidkat a Vivalytic one analizator
hasznalati Utmutatojaban talal). Inditsa Gjra a Vivalytic one analizatort. Ha

a probléma nem szlinik meg, épjen kapcsolatba az Ugyfélszolgalattal vagy
a helyi forgalmazoéval.

Teszt befejezése
Amint érvényes, C. difficile-re pozitiv eredmény jelenik meg a képernyén, a
felhasznald befejezheti a tesztet.

Tesztjelentés

A kinyomtatott tesztjelentésben a korokozo, az eredmények, a kontroll,
valamint a felhasznalodra, a betegre és a Vivalytic one analizatorra vonatkozd
informaciok egy alairasi mezével egyltt szerepelnek.

Mindéség-ellendrzés

Ha a helyi laboratorium szabalyai eléirjak, mindség-ellendrzés céljabol is kell
tesztelni.

Ha minéség-ellendrzés céljabol referencia-tesztmddszerre van sziikség, a
kovetkezé referenciaanyagokat lehet hasznalni:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Sziveskedjék betartani a gyartoi utasitasokat.

Varatlan eredmények esetén ismételje meg az elemzést masik mintaval. Ha
a negativ minéség-ellenérzési minta, pl. tiszta eNAT® kozeg eredménye pozi-
tiv marad, lehet, hogy a Vivalytic one analizator vagy a kérnyezete szennyez6-
dott. Hagyja abba a Vivalytic one analizator hasznalatat, és tisztitsa meg az
eszkozt a Vivalytic one analizator hasznalati Gtmutatdjaban leirtak szerint.
Ha a mindség-ellendrzési mintak ismételten hamis eredményeket adnak,
épjen kapcsolatba a helyi forgalmazo Ggyfélszolgalataval.

Ertesités az EU-ban m(ikédd felhasznalok szamara

Ha az eszkozzel kapcsolatban barmely sulyos rendkiviili esemény tortént,
jelentse a gyarténak, valamint a felhasznalo és/vagy beteg szerinti tagallam
illetékes hatésaganak.

Korlatozasok

AVivalytic C. difficile teszt eredményeit kizarolag képzett egészségiigyi szak-

ember értelmezheti. A Vivalytic C. difficile teszt eredményeit nem szabad a

diagndzis egyetlen paramétereként hasznalni.

« A negativeredmény nem zarja ki a korokozoknak a teszt érzékenysége
alatti szinten [évd jelenlétét a mintaban és a teszt altal nem lefedett egyéb
kérokozokat.

« Helytelenil gyUjtott, szallitott vagy kezelt mintak esetén fennall a hamis
negativ vagy pozitiv eredmények kockazata.

« Bizonyos hataresetekben atipikus PCR-jellemzdk fordulhatnak el (pl.
lapos gorbe alacsony vagy magas C-értékkel). Atipikus jellemzék esetén
tilos az eredményeket diagnosztikai értelmezésre hasznalni. A kétes ered-
ményeket a szoftver megjeloli. Ajanlott ismételten tesztelni.

« AVivalytic C. difficile kvalitativ valos ideji PCR-teszt, amely nem ad
kvantitativ eredményt.

« A pozitiveredmény nem feltétlenil jelenti életképes korokozok jelenlétét.

« Ateszt kimutatja a tcdA/tcdB géneket hordozo C. difficile-t, de nem kilon-
bozteti meg a toxint termeld és a toxint nem termeld torzseket.

« A negativeredmény nem zarja ki a C. difficile altali fertézést. Javasoljuk,
hogy a negativ teszteredményl mintéakat tovabbi laboratériumi adatokkal
Osszefliggésben értelmezzék.

« Tulzott mennyiségl széklet ronthatja a teszt teljesitményét.
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Atipikus teljesitmény értékelése

Analitikai érzékenység (kimutatasi hatar)

A Vivalytic C. difficile teszt kimutatasi hatarat az analit azon legalacsonyabb
koncentraciojaként hataroztak meg, amely kovetkezetesen kimutathaté (a
rutin laboratériumi korilmeények kozott vizsgalt mintak 295%-aban, meghata-
rozott mintatipus felhasznalasaval).

Inkluzivitas

Az inkluzivitas értékelésére 6sszehasonlitottak a kiilonbozé relevans

C. difficile torzsek genomi szekvencidjat in silico elemzéssel (BLAST illesz-
tés) a Vivalytic C. difficile tesztben az adott kdrokozok amplifikalasara és
kimutatasara hasznalt PCR-primerek és hidrolizis proba szekvenciajaval. A
2. tablazatban felsorolt torzsek esetében kimutathato az inkluzivitas.

Exkluzivitas / analitikai specificitas

A keresztreaktivitas kizarasara (az exkluzivitas biztositasara) in silico
elemzéssel (BLAST illesztéssel) 6sszehasonlitottak a C. difficile célrégidjat
kilonb6z6 gyakori gyomor-bélrendszeri kdrokozok és szoros rokonsagban
Lévo fajok egyes képviseldinek genomi szekvencidival. Nem volt bizonyiték
interferenciara (3. tablazat).

Reprodukalhatésag

A Vivalytic C. difficile teszt reprodukalhatdsagat 3 kilonbozé C. difficile-kon-
centraciot tartalmazd panellel hataroztak meg. 3 vizsgalati helyszinen min-
den keveréket a Vivalytic készilékek ugyanazon készletével, ugyanaz a kezel
3 tétellel, 4 ismétlésben, 3 napon tesztelt, ami kdrokozdnként dsszesen 324
megfigyelést eredményezett. A kiilonféle kombinacioknal kapott pozitivitasi
aranyt Osszevetették a vart pozitivitasi arannyal (4.a tablazat).

Megismételhetéség

A Vivalytic C. difficile teszt megismételhetéségét 1 C. difficile-koncentraci-
6t (3 x c95) tartalmazo panellel hataroztak meg. 1 vizsgalati helyszinen a
keveréket a Vivalytic késziilékek ugyanazon készletével, ugyanaz a kezel6 3
tétellel, 20 ismétlésben, 1 napon tesztelt, ami korokozénként 6sszesen 60
megfigyelést eredményezett. A kiilonféle kombinacioknal kapott pozitivitasi
aranyt 0sszevetették a vart pozitivitasi arannyal (4.b tablazat).

Interferenciak

Az interferenciat a betegmintaban potencidlisan jelen lév6 endogén és
exogén anyagokra vizsgaltak. Az 5. tdblazat mutatja azokat az anyagokat,
amelyek potencialisan interferalhatnak a teszttel.

Klinikai teljesitmény értékelése

Az érzékenységet és a specificitast nativ folyékony és lagy emberi széklet-
mintakbol hataroztak meg. A mintékat klinikai kornyezetben gyUjtotték, és
referenciamodszerek eredmeényeivel hasonlitottak 6ssze.

A Vivalytic C. difficile patronokkal tesztelendd mintakat vagy frissen hasznal-
tak fel, vagy tarolasra lefagyasztottak, és a fent leirtak szerint készitették eld
eNAT® kézegben (COPAN lItalia S.p.A.).

A referenciavizsgalatok esetében a mintakat az alkalmazott referenciamod-
szerek ajanlasainak megfeleléen készitették el. Osszesen 124 mintét elemez-
tek. Az érzékenységet vagy pozitiv megfelelési aranyt (PPA) a 100% x TP /
(TP + FN) képlettel szamitottak. A specificitast vagy negativ megfelelési
aranyta 100% x TN / (TN + FP) képlettel szamitottak. A klinikai teljesitmény
értékelésének eredményét a 6. tablazat tartalmazza.

Muszaki tamogatas
Kérdés esetén forduljon a helyi forgalmazdhoz, vagy kiildjon tUzenetet a Viva-
lytic Ugyfélszolgalatanak (email: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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In vitro diagnosztikai orvostechnikai
eszkoz
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CE-jelolés

/M Pipettazza a megadott mintamennyiséget a patron fekete haromszog-
6 3008l ool jelélt mintabemenetébe.
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Introducere

Clostridioides difficile (C. difficile) este un bacil anaerob gram-pozitiv forma-
tor de spori, care consta din tulpini toxigene si netoxigene.

C. difficile este unul dintre cei mai comuni patogeni ai diareii nozocomiale, in
special la pacientii cu diaree asociaté antibioticelor. In ultimii ani, numéarul si
gravitatea cazurilor au crescut in Europa si in intreaga lume.’

Simptomele infectiei cu C. difficile (CDI) variaza de la diaree usoara la colita
pseudomembranoasa severa cu potential letal, desi colonizarea cu C. diffi-
cile nu duce neaparat la o infectie simptomatica. Perturbarea echilibrului
microorganismelor din intestine, de exemplu, din cauza tratamentului cu
antibiotice, este posibil s duca la aparitia C. difficile toxigene, sa domine
colonizarea si ar putea sa reprezinte debutul CDI.?

Factorii implicati in patogeneza C. difficile sunt genele tcdA si tcdB care
codificd toxina A (enterotoxina) si toxina B (citotoxina) care sunt localizate
n regiunea cromozomiald 19,6 kb denumita locus de patogenitate (Pal.oc).
Cele mai patogene tulpini sunt pozitive la toxina A si B (A+B+), dar unele izo-
late de variante patogene pot sa fie negative la toxina A si pozitive la tulpina B
(A-B+). Acestea sunt cauza bolilor asociate C. difficile.?

Unele tulpini de C. difficile toxigena produc si o toxina denumita C. difficile
transferaza (CDT) sau toxina binara.*

Continutul ambalajului
15 cartuse de testare Vivalytic C. difficile pentru detectarea calitativa a sec-
ventelor de gene ale toxinei tcdA/tcdB specifice Clostridioides difficile.

Destinatia de utilizare

Testul Vivalytic C. difficile este un test de diagnosticare in vitro calitativ
automat bazat pe reactia in lant a polimerazei in timp real (PCR) pentru
detectarea acizilor nucleici ai C. difficile (genele toxinei tcdA/tcdB) din probe
de materii fecale umane lichide sau cu consistenta moale, pentru a ajuta la
diagnosticarea infectiilor gastrointestinale acute ale persoanelor simptoma-
tice.

Rezultatele nu trebuie utilizate ca baza unica pentru diagnostic, tratament
sau alte decizii de gestionare a pacientilor. Rezultatele pozitive nu exclud
infectia combinata cu alti agenti patogeni. Este posibil ca agentul detectat
sa nu fie cauza certd a bolii. Rezultatele negative nu exclud o infectie cu

C. difficile sau o altd infectie gastrointestinald. Rezultatele trebuie sa fie
corelate clinic cu istoricul pacientului, cu observatiile clinice si cu infor-
matiile epidemiologice. Alte informatii diagnostice sunt necesare pentru a
determina starea de infectare a pacientului. Destinat utilizarii cu un analizor
Vivalytic one de catre profesionisti in domeniul sdnatatii numai in medii de
laborator, precum laboratoare de spital si laboratoare de referinta.

Informatii privind siguranta

Aceste instructiuni de utilizare contin numai informatii specifice testului.
Pentru avertismente siinstructiuni suplimentare, consultati instructiunile
de utilizare furnizate impreuna cu analizorul dumneavoastra Vivalytic one
(capitolul cu informatii privind siguranta dispozitivului). Utilizati doar
cartuse si accesorii Vivalytic aprobate pentru analizorul Vivalytic one. Luati
mdsuri pentru a evita orice forma de contaminare la manevrarea probelor
de la pacienti si a cartuselor. Daca proba a fost varsata pe cartus, nu utilizati
cartusul si eliminati-l.

Pentru uz diagnostic in vitro de catre profesionisti instruiti din domeniul
sanatatii.
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A AVERTISMENT

Urmati intotdeauna bunele practici de laborator pentru a asigura
efectuarea corespunzatoare a acestui test.

Asigurati-va cd purtati echipament de protectie personala
corespunzator (PPE).

Nu utilizati un cartus daca punga sigilata sau cartusul in sine sunt
vizibil deteriorate.

Nu atingeti si nu zgariati zona de detectare a cartusului.

Nu reutilizati un cartus.

Nu utilizati cartuse expirate. Data de expirare este inscriptionata pe
ambalaj si eticheta cartusului.

Nu asteptati mai mult de 15 minute dupa deschiderea pungii cartusului
pentru a incepe testul. Acest lucru mentine igiena si evita pierderile de
performanta din cauza umiditatii. Expunerea prelungita la umiditate
are un impact negativ asupra performantei testului.

Nu agitati un cartus care contine o proba.

Nu intoarceti cartusul cu susul in jos.

Amplasati cartusul numai pe o suprafatd curata si plana.

Nu utilizati tipuri de probe, medii si volume care nu sunt aprobate
pentru test.

Urmati intotdeauna bunele practici de laborator pentru a asigura
efectuarea corespunzatoare a acestui test.

Specimenele biologice, dispozitivele de transfer si cartusele utilizate
trebuie considerate capabile sa transmita agenti infectiosi care
necesitd masuri de precautie standard. Manipulati probele potential
infectioase ale pacientilor si cartusele potential infectioase ale
pacientilor in conformitate cu standardele nationale pentru laborator
si eliminati la deseuri probele si cartusele in conformitate cu
standardele regionale si ale laboratorului.

Respectati reglementarile si practicile nationale privind siguranta.

Nota: Informatii suplimentare se gasesc in fisa cu date de siguranta (FDS) a
produsului. Contactati asistenta pentru clienti a distribuitorului dumnea-
voastra local.

Echipamente suplimentare si consumabile necesare, dar nefurnizate

Analizor Bosch Vivalytic one (numar de referintd F 09G 300 115)
Pipetor (100 - 1.000 pl)

Varfuri sterile de pipeta cu filtru 100 - 1000 pl

Truse de recoltare a tampoanelor

- Tampon flocat obisnuit FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
Mediu de transport

- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)

Imbracaminte adecvaté de protectie

Principiul testului
Vivalytic C. difficile este un test bazat pe PCR in timp real calitativ.

Conditii de depozitare si utilizare

Produsul este stabil pana la data de expirare daca este depozitat la +15 °C
pana la +25 °C. Conditiile de depozitare si utilizare pot fi aflate de pe cartus,
de pe punga sau de pe eticheta cutiei. Cartusul trebuie utilizat la +15 °C
pana la +25 °C, umiditate relativa <65%, in decurs de 15 minute de la deschi-
derea pungii. Acest lucru mentine igiena si evita pierderile de performanta
din cauza umiditatii. Expunerea prelungita la umiditate are un impact negativ
asupra performantei testului.

Reactivi

Toti reactivii necesari procesarii probei sunt integrati in cartus. Procesarea
include liza celulard, extractia acidului nucleic, amplificarea si detectarea
ADN.

Reactivii sunt bile PCR, solutie tampon de legare, solutie tampon de spalare
si solutie tampon de elutie. Bila PCR contine ADN polimeraza, primeri si
sonde. Solutia tampon de legare faciliteaza legarea acizilor nucleici in timpul
procesului de purificare. Solutia tampon de spélare este o formula de saruri
diferite si solventi diferiti conceputd pentru a elimina impuritatile, de exem-
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plu, proteinele, in timpul procesului de extractie. Solutia tampon de elutie
este o solutie tampon cu continut redus de sare si contine acizii nucleici
purificati la sfarsitul procesului de extractie.

Tipuri de proba/Mediu

Testul este destinat utilizarii cu probe de fecale in mediu eNAT® (tampon
flocat obisnuit FLOQSwabs® 552C, mediu de transport eNAT® ref. 606C,
COPAN ltalia s.p.a.).

Recoltati si depozitati probele asa cum este indicat in instructiunile produ-
catorului.

in cazulin care proba nu este procesata imediat dupa recoltare, acizii
nucleici vor fi conservati in mediu de transport eNAT® pentru pana la

4 saptamani la temperatura camerei si la 4 °C si pana la 6 luni la intre -20 °C
si-80 °C (consultati instructiunile de utilizare pentru mediul de transport
eNAT®?),

Pregatirea probei

Folositi un tampon flocat obisnuit FLOQSwabs® (COPAN ltalia s.p.a.) pentru
arecolta o cantitate mica de fecale prin introducerea varfului tamponului
flocat in proba de fecale si rotirea acestuia. Zonele cu sange, vascoase

sau apoase din fecale trebuie sa fie selectate si recoltate. Dupa recoltare,
examinati tamponul pentru a va asigura ca exista materii fecale vizibile in
varf. In cazul in care nu exista, introduceti din nou tamponul flocat in proba
de fecale sirotiti, avand grija ca toata zona varfului tamponului sa intre in
contact cu proba. Dupa recoltare, transferati tamponul intr-o eprubetd de

2 ml Copan eNAT® cu mediu de transport eNAT®. Tineti tija tamponului intre
degetul mare si un deget, amestecati si loviti proba de fecale de laterala
eprubetei pentru a o distribui in mod egal si suspendati specimenul in
mediul de conservare. Tineti tija tamponului aproape de marginea eprubetei,
inclinati-o la un unghi de 180 de grade pentru a o rupe la punctul de rupere
marcat. Aruncati partea superioara rupta a tijei tamponului si strangeti capa-
cul. Agitati bine eprubeta cu proba care contine proba pe tampon si mediul
eNAT® (COPAN ltalia s.p.a.) pentru omogenizare si utilizati un pipetor pentru
aumple 300 pl de probd omogenizata de la pacient in compartimentul
pentru proba al cartusului.

Nu utilizati probe vascoase care sunt dificil de pipetat.

Rezultatul testului

Dupa procesarea automata a probei cu analizorul Vivalytic one, rezultatul
testului este afisat pe ecranul analizorului Vivalytic one. Durata pana la obti-
nerea rezultatului este de aproximativ 50 de minute. Pentru probele cu titruri
ridicate, rezultatele sunt disponibile dupa mai putin de 35 de minute, iar
testul poate fi incheiat mai repede (consultati capitolul Terminarea testului).

Proba este clasificata drept C. difficile pozitiva, C. difficile negativa sau neva-
lida. In cazul detectarii pozitive a C. difficile, testul este considerat valid chiar
si atunci cand Human Control este negativ.

Detectarea controlului intregului proces bazat pe celule umane (Human
Control) in probe negative arata o procedura de extractie reusitd si exclude
o inhibare a reactiei PCR. Interpretarea rezultatelor este afisata in tabelul de
mai jos.

G aiitate [AED Validitate  Rezultat

(tcdA/tcdB) Control

. - valid Proba este considerata pozitiva pentru C. difficile
(a fost detectatd gena toxinei tcdA/tcdB).

_ . valid Proba este considerata negativa pentru C. difficile
(nu a fost detectata gena toxinei tcdA/tcdB)

- - nevalid Imposibil de evaluat.!

' Se recomanda repetarea testarii.
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PCR - Curba si valoarea C,

Curbele PCRin timp real (modificate de software) sunt afisate si clasificate
ca fiind pozitive sau negative de catre software. In cazul curbelor pozitive, se
afiseaza valoarea C, respectiva. Rezultatele neconcludente sunt marcate de
software (A). Se recomanda retestarea.

Teste nevalide sau esuate

Un test este evaluat ca nevalid daca nu este detectat nici ADN-ul tinta, nici
Human Control. Un motiv posibil pentru o secventa nevalida ar putea fi
calitatea slaba a probei din cauza absentei partiale sau totale a materialului
celular uman in proba. Rezultatele sunt afisate pentru un test nevalid, dar nu
se permite utilizarea acestora pentru interpretarea diagnosticului. Acordati
atentie utilizarii tipului corect de probd, colectarii probei si depozitarii probei
si a cartuselor inainte de a efectua testul. Daca este necesar, repetati analiza
cu o proba noua.

in cazul unui test esuat, verificati mai intai daca exista conditiile corecte de
utilizare a analizorului Vivalytic one (consultati instructiunile de utilizare ale
analizorului Vivalytic one). Reporniti analizorul Vivalytic one. Daca problema
persistd, contactati asistenta pentru clienti a distribuitorului dumneavoastra
local.

Terminarea testului
Imediat ce un rezultat valid pozitiv pentru C. difficile este afisat pe ecran,
utilizatorul are optiunea de a finaliza testul.

Raportul de test

in raportul de test tiparit sunt prezentati, cu un camp de semnatura, agentul
patogen, rezultatele, controlul si informatiile despre utilizator, pacient si
analizorul Vivalytic one.

Controlul calitatii

Trebuie efectuate teste de control al calitatii daca acest lucru este prevazut
de standardele locale sau de laborator.

in cazulin care este necesard o metoda de testare de referintd pentru contro-
Lul calitatii, pot fi utilizate urmatoarele materiale de referinta:
CLOSTRIDIUM DIFFICILE RTO27 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Urmati instructiunile producatorului.

in caz de rezultate neasteptate, repetati analiza cu altd proba. Daca rezulta-
tul unei probe cu rezultat negativ pentru controlul calitatii, de exemplu, me-
diul pur eNAT® ramane pozitiv, analizorul Vivalytic one sau mediul acestuia
ar putea fi contaminat. Incetati utilizarea analizorului Vivalytic one si curatati
dispozitivul conform descrierii din instructiunile de utilizare ale analizorului
Vivalytic one.

in cazul unor rezultate false repetate ale probelor pentru controlul calitatii,
contactati asistenta pentru clienti a distribuitorului dumneavoastra local.

Observatie pentru utilizatorii din UE

Orice incident grav care a avut loc in legaturd cu dispozitivul trebuie raportat

producatorului si autoritatii competente a statului membru de rezidenta al

utilizatorului si/sau pacientului.

Limitari

Rezultatele testului Vivalytic C. difficile trebuie interpretate numai de catre

un profesionist in domeniul sanatatii calificat. Rezultatele testului Vivalytic

C. difficile nu trebuie utilizate ca reprezentand singurul parametru pentru

diagnostic.

+ Un rezultat negativ nu exclude faptul ca agentii patogeni pot fi prezenti in
proba la un nivel mai mic decat sensibilitatea analizei sau poate fi prezent
un agent patogen care nu este acoperit de aceasta analiza.

+ Exista riscul obtinerii unor rezultate fals negative sau fals pozitive din
cauza probelor recoltate, transportate sau manipulate necorespunzator.

« In cazuri limit pot aparea caracteristici PCR atipice (de exemplu, curba
platd cu valoare C, mica sau mare). In cazul caracteristicilor atipice, rezu-
ltatele nu pot fi utilizate pentru interpretarea diagnosticului. Rezultatele
neconcludente sunt marcate de software. Se recomanda retestarea.
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« Vivalytic C. difficile este un test PCR calitativ in timp real si nu oferd un
rezultat cantitativ.

+ Un rezultat pozitiv nu inseamna neapdrat ca sunt prezenti patogeni viabili.

+ Testul detecteaza genele tcdA/tcdB purtdtoare de C. difficile, dar nu
diferentiaza intre tulpinile producatoare de toxine si cele neproducatoare
de toxine

+ Un rezultat negativ nu exclude infectia cu C. difficile. Se recomanda ca
probele testate negativ sa fie interpretate in contextul datelor de laborator
suplimentare

+ O cantitate de fecale in exces poate sa aiba efecte inhibitoare asupra
performantei testului.

Evaluarea performantelor analitice

Sensibilitate analitica (lLimita de detectie)

Limita de detectie a testului Vivalytic C. difficile a fost determinata la cea mai
scdzutd concentratie a analitului care poate sa fie detectata uniform (295%
din probele testate in conditii normale de laborator folosind un anumit tip
de proba).

Inclusivitate

Pentru a evalua inclusivitatea, a fost efectuata o analiza in silico (aliniere
BLAST) a secventei genomice a unor tulpini C. difficile diferite comparativ cu
secventa primerilor PCR si sonda de hidroliza folosite n testul Vivalytic C. di-
fficile pentru amplificarea si detectarea patogenilor respectivi. Inclusivitatea
a putut sa fie indicatd pentru tulpinile enumerate in Tabelul 2.

Exclusivitate/Specificitate analitica

Pentru a exclude reactivitatea incrucisata (exclusivitatea), a fost realizata
o analiza in silico (aliniere BLAST) a regiunii tinta a C. difficile comparativ
cu secventa genomica a mai multor tipuri de agenti patogeni reprezentand
agenti patogeni gastrointestinali comuni sau specii inrudite. Nu au existat
dovezi de interferenta (Tabelul 3).

Reproductibilitatea

Reproductibilitatea testului Vivalytic C. difficile a fost stabilita folosind un
panel cu 3 concentratii diferite de C. difficile. In 3 centre de testare, fiecare
amestec a fost testat pe acelasi set de instrumente Vivalytic de catre acelasi
operator cu 3 loturi, in 4 replicari si respectiv in 3 zile, ducand la un total de
324 de observatii per agentul patogen tintd. Ratele de pozitivare obtinute
pentru diferitele combinatii au fost corelate cu ratele estimate de pozitivare
(Tabelul 4a).

Repetabilitatea

Repetabilitatea testului Vivalytic C. difficile a fost stabilita folosind un panel
cu 1 concentratie (3 x c95) de C. difficile. Tntr-un centru de testare, ames-
tecul a fost testat pe acelasi set de instrumente Vivalytic de catre acelasi
operator cu 3 loturi, in 20 de replicari si respectiv in 1 zi, ducand la un total
de 60 de observatii per agentul patogen tinta. Ratele de pozitivare obtinute
pentru diferitele combinatii au fost corelate cu ratele estimate de pozitivare
(Tabelul 4b).

Interferente

Au fost evaluate interferentele pentru substantele endogene si exogene care
pot fi prezente in proba pacientului. Consultati Tabelul 5 pentru substantele
care au potentialul de a interfera cu testul.

Evaluarea performantelor clinice

Rezultatele de sensibilitate si specificitate derivate din probele de fecale
umane native, lichide si cu consistenta moale. Probele au fost colectate
ntr-un mediu clinic si comparate cu rezultatele metodelor de referinta.
Probele pentru testarea cu cartusele Vivalytic C. difficile au fost folosite
proaspete sau congelate pentru depozitare si preparate dupa cum a fost
descris mai sus in eNAT® (COPAN ltalia S.p.A.).
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in cazul testarii de referintd, probele au fost preparate conform recomanda-
rilor metodelor de referinta folosite. in total, au fost analizate 124 de probe.
Sensibilitatea sau concordanta procentuald pozitiva (CPP) a fost calculata
ca 100% x TP / (TP + FN). Specificitatea sau concordanta procentuala negati-
va a fost calculata ca 100% x TN/(TN + FP). Rezultatele evaluarii performan-
tei clinice sunt prezentate in Tabelul 6.

Asistenta tehnica

in cazul in care aveti intrebari, contactati distribuitorul local sau trimiteti
un mesaj serviciului pentru relatii cu clientii al Vivalytic (e-mail: support-
BHCS@bosch-vivalytic.com).
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/A Pipetati volumul indicat de proba in compartimentul pentru proba al
390t cartusului, marcat de triunghiul negru.
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Uvod

Clostridioides difficile (C. difficile) jest gram-pozitivan anaerobni bacil koji
stvara spore i koji se sastoji od toksigenih i netoksigenih sojeva.

C. difficile jedan je od naj¢escih uzrocnika nozokomijalnog proljeva, osobito
u bolesnika s proljevom uzrokovanim antibioticima. Posljednjih godina broj i
tezina sluCajeva porasli su u Europi i svijetu."

Simptomi infekcije bakterijom C. difficile (CDI) krecu se od blagog proljeva
do teskog pseudomembranoznog kolitisa opasnog po Zivot, no kolonizacija
bakterije C. difficile ne mora nuzno dovesti do simptomatske infekcije. Pore-
mecaj ravnoteze crijevnih mikroorganizama, npr. zbog lije¢enja antibioticima,
moze uzrokovati da toksigena bakterija C. difficile uspostavi dominantnu
kolonizaciju i moZe biti pocetak CDI-ja.?

Cimbenici uklju¢eni u patogenezu bakterije C. difficile jesu geni tcdA i tcdB
koji kodiraju toksin A (enterotoksin) i toksin B (citotoksin) koji se nalaze u
kromosomskoj regiji od 19,6 kb koja se naziva lokus patogenosti (PalLoc).
Vecina patogenih sojeva pozitivni su na toksin Ai B (A+B+), ali neki izolati
patogenih varijanti mogu biti negativni na toksin A i pozitivni na B (A-B+).
Uzrocnici su bolesti povezanih s bakterijom C. difficile.?

Neki sojevi toksigene bakterije C. difficile takoder proizvode toksin koji se
naziva transferaza bakterije C. difficile (CDT) ili binarni toksin.*

Sadrzaj pakiranja

Petnaest patrona testnih uzoraka Vivalytic C. difficile za kvalitativno otkri-
vanje specificnih sekvenci gena toksina tcdA/tcdB bakterije Clostridioides
difficile.

Namjena

Test Vivalytic C. difficile automatizirani je kvalitativni in vitro dijagnosticki test
koji se temelji na lanc¢anoj reakciji polimerazom (PCR) u stvarnom vremenu
za otkrivanje nukleinskih kiselina iz toksigene bakterije C. difficile (geni tok-
sina tcdA/tcdB) iz brisova tekuce ili meke ljudske stolice, a koji je namijenjen
kao pomo¢ u dijagnozi akutnih gastrointestinalnih infekcija u simptomatskih
pojedinaca.

Rezultati se ne smiju upotrebljavati kao jedini temelj za dijagnozu, lijecenje ili
druge odluke vezane za pacijenta. Pozitivni rezultati ne iskljucuju koinfekciju
s drugim patogenima. Otkriveni agensi mozda nisu konacan uzrok bolesti.
Negativni rezultati ne iskljucuju infekciju bakterijom C. difficile ili drugu
gastrointestinalnu infekciju. Rezultati moraju biti klinicki povezani s povijesti
bolesti pacijenata, klinickim opservacijama i epidemiolo$kim informacijama.
Potrebne su druge dijagnosticke informacije kako bi se odredio status infekci-
je pacijenta. Namijenjen je upotrebi s analizatorom Vivalytic one, iskljucivo

za zdravstvene djelatnike u laboratorijskim okruzenjima kao $to su bolnicki i
referentni laboratoriji.

Sigurnosne informacije

Ove upute za uporabu sadrze samo informacije specifi¢ne za test. Dodatna
upozorenja i upute potrazite u uputama za uporabu koje se isporucuju s
analizatorom Vivalytic one (poglavlje o informacijama o sigurnosti proizvo-
da). Upotrebljavajte samo patrone i dodatni pribor Vivalytic koji su odobreni
za analizator Vivalytic one. I1zbjegavajte kontaminaciju pri rukovanju uzorcima
pacijenta i patronama. Ako se uzorak prolije na patronu, nemojte upotreblja-
vati patronu i odlozZite je.

Za in vitro dijagnosticku upotrebu obucenih zdravstvenih djelatnika.
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A UPOZORENJE

+ Uvijek slijedite dobru laboratorijsku praksu da bi se osigurala ispravna
ucinkovitost testa.

« Obavezno nosite odgovarajucu osobnu zastitnu opremu (0ZO).

+ Nemojte upotrebljavati patronu ako su zatvorena vrecica ili sama
patrona vidljivo ostecene.

« Nemojte dirati ili grebati podrucje za detekciju na patroni.

« Nemojte ponovno upotrebljavati patronu.

« Nemojte upotrebljavati patrone kojima je prosao rok trajanja. Rok
trajanja naveden je na pakiranju i na naljepnici patrone.

+ Nemojte cekati duze od 15 minuta nakon otvaranja vrecice patrone da
zapocnete testiranje. Time se odrzava higijena i izbjegava se smanjenje
ucinkovitosti zbog vlaznosti. Dugotrajno izlaganje vlazi negativno
utjeCe na ucinkovitost testa.

+ Nemojte tresti patronu koja sadrzi uzorak.

+ Nemojte okretati patronu naopako.

+ Patronu postavite iskljucivo na Cistu i ravnu povrsinu.

+ Nemojte upotrebljavati uzorke, medije i volumene koji nisu odobreni za

ovaj test.

Uvijek slijedite dobru laboratorijsku praksu da bi se osigurala ispravna

ucinkovitost testa.

+ S bioloskim uzorcima, prijenosnim uredajima i upotrijebljenim
patronama treba postupati kao da mogu prenijeti zarazne tvari
i zahtijevaju standardne mjere opreza. S potencijalno zaraznim
uzorcima pacijenta i patronama postupajte u skladu s nacionalnim
laboratorijskim standardima i odlozite uzorke i patrone u skladu
s regionalnim i laboratorijskim standardima.

+ Pridrzavajte se nacionalnih sigurnosnih propisa i postupaka.

Napomena: Dodatne informacije nalaze se u sigurnosno-tehnickom listu
(SDS) proizvoda. Obratite se korisnickoj podrsci lokalnog distributera.

Potrebna dodatna oprema i potro$ni materijal koji nije isporucen

« Analizator Bosch Vivalytic one (referentni broj F 09G 300 115)

« Pipetor (100 - 1000 pl)

« Sterilni vrhovi pipeta s filtrom, 100 - 1000 pl

« Kompleti za prikupljanje briseva
- Standardni $tapi¢ sa sintetickim vrhom FLOQSwabs® 552C (COPAN
Italias.p.a.)

« Transportni medij
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)

+ Prikladna zastitna odjeca

Nacelo testa
Vivalytic C. difficile kvalitativni je PCR test u stvarnom vremenu.

Uvjeti ¢uvanja i uporabe

Proizvod je stabilan do datuma isteka roka trajanja na temperaturi od +15 °C
do +25 °C. Uvjeti pohrane i uporabe mogu se provjeriti na patroni, vrecici ili
naljepnici na kutiji. Patrona se mora koristiti na temperaturi od +15 °C do +25
°C, relativnoj vlaznosti < 65 %, unutar 15 minuta od otvaranja vrecice. Time
se odrzava higijena i izbjegava se smanjenje ucinkovitosti zbog vlaznosti.
Dugotrajno izlaganje vlazi negativno utjece na ucinkovitost testa.

Reagensi

Svi reagensi potrebni za obradu uzorka integrirani su u patronu. Obrada uk-
ljucuje lizu stanica, ekstrakciju nukleinske kiseline, amplifikaciju i otkrivanje
DNK.

Reagensi su PCR kuglica, vezni pufer, pufer za ispiranje i pufer za eluiranje.
PCR kuglica sadrzi DNK polimerazu, pocetnice i probe. Vezni pufer pomaze
u vezivanju nukleinskih kiselina tijekom procesa purifikacije. Pufer za ispira-
nje formula je razlicitih soli i otapala za uklanjanje necistoca, npr. proteina
tijekom procesa ekstrakcije. Pufer za eluiranje pufer je s malim udjelom soli
koji sadrzi procis¢ene nukleinske kiseline na kraju procesa ekstrakcije.
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Vrste/medij uzorka

Test je namijenjen upotrebi s uzorcima brisa stolice u mediju eNAT® (standar-
dni Stapic sa sinteti¢kim vrhom FLOQSwabs® 552C, transportni medij eNAT®
ref. 606C, COPAN ltalias.p.a.).

Prikupite i pohranite uzorke kao $to je naznaceno u uputama proizvodaca.

U slucaju da se uzorak ne obradi odmah nakon uzimanja uzorka, nukleinske
kiseline Cuvat ¢e se u transportnom mediju eNAT® do 4 tjedna na sobnoj
temperaturiina4 °Cido 6 mjeseci na-20 °C do -80 °C (pogledajte Upute za
uporabu transportnog medija eNAT®%).

Priprema uzoraka

Upotrijebite standardni Stapi¢ sa sinteti¢kim vrhom FLOQSwabs® (COPAN
Italia s.p.a.) za prikupljanje male koli¢ine stolice tako da umetnete vrh Sta-
pic¢a za bris u uzorak stolice i okrenete ga. Treba odabrati krvavo, sluzavo ili
vodenasto podrucje stolice i prikupiti uzorak. Nakon prikupljanja pregledajte
bris kako biste bili sigurni da je na vrhu vidljiv fekalni materijal. U slucaju da
nije, ponovno umetnite Stapic za bris u uzorak stolice i okrenite ga tako da
pazite da cijelo podrucje vrha Stapica bude u kontaktu s uzorkom. Nakon
prikupljanja prenesite Stapi¢ u epruvetu Copan eNAT® od 2 ml s transport-
nim medijem eNAT®. Drzite Stapic brisa izmedu palcai prsta, zgnjecite i
pomijesajte uzorak stolice uz rub epruvete kako biste ga ravnhomjerno ras-
prsili i suspendirali u mediju za konzerviranje. Drzite $tapic brisa blizu ruba
epruvete i savijte ga pod kutom od 180 stupnjeva kako biste ga prelomili na
oznacenoj tocki prijeloma. Bacite slomljeni gornji dio Stapica brisa i zategnite
Cep. Dobro protresite epruvetu s uzorkom koja sadrzi uzorak brisa i medij
eNAT® (COPAN ltalia s.p.a.) kako bi se homogenizirali i pipetorom napunite
300 ul homogeniziranog uzorka pacijenta u jazicu za uzorak patrone.

Ne upotrebljavajte viskozne uzorke koji se tesko pipetiraju.

Rezultati testa

Nakon automatske obrade uzorka analizatorom Vivalytic one rezultat testa
prikazuje se na zaslonu analizatora Vivalytic one. Vrijeme do rezultata iznosi
oko 50 minuta. Za uzorke visokog titra rezultati su dostupni nakon manje od
35 minuta i testiranje se moze ranije prekinuti (pogledajte poglavlje Zavrse-
tak testa).

Uzorak se klasificira kao pozitivan na C. difficile, negativan na C. difficile ili
nevazedi. U slucaju pozitivnog otkrivanja bakterije C. difficile test se smatra
valjanim cak i ako je kontrola Human Control negativna.

Otkrivanjem kontrole cijelog postupka temeljene na ljudskim stanicama
(kontrola Human Control) u negativnim uzorcima pokazuje se uspjesan po-
stupak ekstrakcije i iskljucuje se inhibicija PCR reakcije. Tumacenje rezultata
navedeno je u tablici u nastavku.

C. difficile Human Valjanost  Rezultat

(tcdA/tcdB) Control

Uzorak se smatra pozitivnim na C. difficile

* *I- vazed (otkriven gen toksina tcdA/tcdB).

Uzorak se smatra negativnim na C. difficile

- * vazed (nije otkriven gen toksina tcdA/tcdB).

- - nevazedi Nije moguce procijeniti.t

" Preporucuje se ponovno testiranje.

PCR - Krivulja i vrijednost C,

Prikazuju se krivulje PCR-a (modificirane softverom) u stvarnom vremenu

i softver ih klasificira kao pozitivne ili negativne. U slucaju pozitivnih krivulja,
prikazuje se odredena vrijednost C,. Softver oznacava nejasne rezultate (4).
Preporucuje se ponovno testiranje.
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Nevazedi ili neuspjesni testovi

Test se smatra nevazedim ako se ne otkrije ciljni DNK ni kontrola Human
Control. Mogudi razlozi za nevazeci test mogu biti losa kvaliteta uzorka
zbog djelomicnog ili potpunog odsustva ljudskog stani¢nog tkiva u uzorku.
Za nevazeli se test prikazuju rezultati, ali se oni ne smiju upotrebljavati za
dijagnosticko tumacenje. Pripazite da upotrebljavate ispravnu vrstu uzorka,
prikupljanje uzorka i pohranu uzorka i patrona prije testiranja. Ako je potreb-
no, ponovite analizu s novim uzorkom.

U slucaju neuspjesnog testa najprije provjerite ispravne radne uvjete anali-
zatora Vivalytic one (pogledajte upute za upotrebu analizatora Vivalytic one).
Ponovno pokrenite analizator Vivalytic one. Ako se problem nastavi, obratite
se korisnickoj podrsci lokalnog distributera.

ZavrSetak testa
Cim se na zaslonu prikaze valjan, pozitivan rezultat na C. difficile, korisnik
ima mogucnost zavrsiti test.

Izvjestaj o testu
U ispisanom izvjestaju o testu patogen, rezultati i informacije o korisniku,
pacijentu i analizatoru Vivalytic one navedeni su uz polje za potpis.

Kontrola kvalitete

Potrebno je provesti kontrolu kvalitete testiranja ako to zahtijevaju lokalni ili
laboratorijski standardi.

U slu¢aju da je potrebna referentna metoda testiranja kontrole kvalitete,
mogu se upotrijebiti sljedeci referentni materijali:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Slijedite upute proizvodaca.

U slu¢aju neocekivanih rezultata, ponovite analizu s drugim uzorkom. Ako
rezultat negativnog uzorka kontrole kvalitete, npr. isti medij eNAT® ostane
pozitivan, postoji moguc¢nost da su analizator Vivalytic one ili njegovo okruze-
nje kontaminirani. Prestanite upotrebljavati analizator Vivalytic one i oCistite
uredaj kako je opisano u Uputama za upotrebu analizatora Vivalytic one.

U slucaju ponovljenih laznih rezultata uzoraka kontrole kvalitete obratite se
korisnickoj podrsci lokalnog distributera.

Obavijest korisnicima u EU-u

Svaki ozbiljan Stetni dogadaj koji se dogodio u vezi s ovim proizvodom
potrebno je prijaviti proizvodacu i nadleznom tijelu drzave ¢lanice u kojoj se
korisnik i/ili pacijent nalaze.

Ogranicenja

Rezultate testa Vivalytic C. difficile smiju tumaciti samo obuceni zdravstveni

djelatnici. Rezultati testa Vivalytic C. difficile ne smiju se upotrebljavati kao

jedini parametar za dijagnozu.

« Negativan test ne iskljucuje prisutnost patogena u uzorku na razini ispod
razine osjetljivosti testa ili drugih patogena koji nisu pokriveni testom.

« Postoji rizik od lazno negativnih ili lazno pozitivnih rezultata zbog neispra-
vnog prikupljanja ili transporta uzoraka ili rukovanja njima.

« U granicnim slucajevima moze doci do netipi¢nih PCR karakteristika (npr.
ravna krivulja s visokom ili niskom vrijednosti C,). U slu¢aju netipi¢nih ka-
rakteristika rezultati se ne smiju upotrebljavati za dijagnosticko tumacen-
je. Softver oznacava nejasne rezultate. Preporucuje se ponovno testiranje.

« Vivalytic C. difficile kvalitativni je PCR test u stvarnom vremenu i ne pruza
kvantitativne rezultate.

« Pozitivan rezultat ne znaci nuzno da su prisutni odrzivi patogeni.

« Test otkriva C. difficile koji nosi gene tcdA/tcdB, ali ne razlikuje sojeve koji
proizvode toksine i sojeve koji ne proizvode toksine.

« Negativan rezultat ne iskljucuje infekciju bakterijom C. difficile. Pre-
porucuje se tumacenje negativnih testiranih uzoraka u kontekstu dodatnih
laboratorijskih podataka.

« Prekomjerna kolic¢ina stolice moze imati inhibitorne ucinke na ucinkovitost
testa.
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Procjena analitickih performansi

Analiti¢ka osjetljivost (granica otkrivanja)

Granica otkrivanja testa Vivalytic C. difficile odredena je kao najniza kon-
centracija analita koja se moze dosljedno otkriti (295 % uzoraka testiranih u
rutinskim laboratorijskim uvjetima s pomocu definirane vrste uzorka).

Ukljucivost

Za procjenu ukljucivosti provedena je in silico analiza (uskladivanje BLAST)
genomske sekvence razlicitih relevantnih sojeva bakterije C. difficile naspram
sekvence PCR pocetnica i probe za hidrolizu upotrijebljenih u testu Vivalytic
C. difficile za amplifikaciju i otkrivanje odgovarajucih patogena. Ukljucivost
se moze pokazati za sojeve navedene u tablici 2.

Ekskluzivnost / analiti¢ka specifi¢nost

Kako bi se iskljucila unakrsna reaktivnost (ekskluzivnost), provedena je in
silico analiza (uskladivanje BLAST) ciljnih regija bakterije C. difficile naspram
sekvence genoma raznih drugih patogena koji predstavljaju uobicajene
gastrointestinalne patogene ili blisko povezane vrste. Nije bilo dokaza inter-
ferencije (tablica 3).

Ponovljivost

Ponovljivost testa Vivalytic C. difficile utvrdena je upotrebom panela's 3
razlicite koncentracije bakterije C. difficile. Na tri ispitna mjesta svaku je
mjesavinu testirao isti rukovatelj na istom kompletu instrumenata Vivalytic
s 3 serije u 4 ponavljanja u 3 dana, ¢ime se dobilo ukupno 324 opservacija
po ciljinom patogenu. Dobivene stope pozitivnosti za razlicite kombinacije
povezane su s o¢ekivanom stopom pozitivnosti (tablica 4.a).

Obnovljivost

Obnovljivost testa Vivalytic C. difficile utvrdena je upotrebom panela s 1
koncentracijom (3 x c95) bakterije C. difficile. Na jednom mjestu mjesavinu
je testirao isti rukovatelj na istom kompletu instrumenata Vivalytic s 3 serije
u 20 ponavljanja u 1 danu, ¢ime se dobilo ukupno 60 opservacija po ciljnom
patogenu. Dobivene stope pozitivnosti za razlicite kombinacije povezane su s
ocekivanom stopom pozitivnosti (tablica 4.b).

Interferencije

Interferencije su procijenjene za endogene i egzogene tvari koje su potenci-
jalno prisutne u uzorku pacijenta. Pogledajte tablicu 5 za tvari koje potenci-
jalno mogu ometati test.

Procjena klinickih performansi

Rezultati osjetljivosti i specificnosti dobiveni iz nativih uzoraka tekuce i meka-
ne ljudske stolice. Uzorci su prikupljeni u klinickom okruzenju i usporedeni s
rezultatima dobivenima s pomocu referentnih metoda.

Uzorci za testiranje patronama Vivalytic C. difficile bili su svjeze upotrijeblje-
niili zamrznuti za skladistenje i pripremljeni kako je prethodno opisano za
eNAT® (COPAN Italia S.p.A.).

U slucaju referentnog ispitivanja uzorci su pripremljeni prema preporukama
upotrijebljenih referentnih metoda. Ukupno je analizirano 124 uzoraka.
Osjetljivost ili pozitivno postotno slaganje (PPA) izracunato je kao 100% x TP
/ (TP +FN). Specificnost ili negativno postotno slaganje izracunato je kao
100 % x TN/ (TN + FP). Rezultati procjene klinicke ucinkovitosti prikazani su
u tablici 6.

Tehnicka podrska
U slucaju pitanja obratite se lokalnom distributeru ili posaljite poruku sluzbi
za korisnike drustva Vivalytic (e-posta: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Simboli

Proizvodac Serijski broj

Datum proizvodnje Ogranicenje temperature

Nemojte upotrebljavati ako je

Rok trajanja pakiranje ostec¢eno

Broj serije Samo za jednokratnu uporabu

Kataloski broj Pogledajte upute za uporabu

In vitro dijagnosticki medicinski
uredaj

dE B vk
SRR AR

Sadrzi <n> testova

n
m

Oznaka CE

/M Pipetirajte naznaceni volumen uzorka u jaZicu za uzorak patrone kako
6 390l ie oznaceno crnim trokutom.
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Uvod

Clostridioides difficile (C. Difficile) je grampozitivni anaerobni bacil, ki tvori
spore, sestavljajo pa ga toksicni in netoksicni sevi.

C. difficile je eden izmed najbolj pogostih povzrociteljev bolnisni¢ne diareje,
zlasti pri bolnikih, pri katerih se pojavi z antibiotiki povezana diareja. V zad-
njih letih sta se Stevilo in resnost primerov v Evropi in po svetu povecala.’
Simptomi okuzbe s C. difficile (CDI) obsegajo vse od blage diareje do zelo
hudega in Zivljenjsko nevarnega psevdomembranoznega kolitisa, ceprav
kolonizacija C. difficile ne vodi nujno do simptomatske okuzbe. Porusenje
ravnovesja ¢revesnih mikroorganizmov, npr. zaradi zdravljenja z antibiotiki,
lahko povzroci, da toksi¢ni sev C. difficile vzpostavi prevladujoco kolonizaci-
jo, kar je lahko zacetek CDI.?

Dejavnika, ki sodelujeta pri patogenezi C. difficile, sta gena tcdA in tcdB,

ki kodirata toksin A (enterotoksin) in toksin B (citotoksin), ki se nahajata v
kromosomski regiji 19,6 kb, imenovani lokus patogenosti (PalLoc). Vecina
patogenih sevov je pozitivnih na toksina A in B (A+B+), toda nekateri izolati
patogene razlicice so lahko negativni na toksin A in pozitivni na toksin B (A-
B+). So vzrok bolezni, povezanih s C. difficile.?

Nekateri sevi toksi¢ne oblike C. difficile prav tako proizvajajo toksin, imeno-
van C. difficile transferaza (CDT), ali binarni toksin.*

Vsebina embalaze
15 testnih kartus$ Vivalytic C. difficile za kvalitativno zaznavanje specificnih
zaporedij toksi¢nih genov tcdA/tcdB Clostridioides difficile.

Predvidena uporaba

Test Vivalytic C. difficile je avtomatiziran kvalitativni in vitro diagnosti¢ni test
na podlagi verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu (PCR) za zaznavanje
nukleinskih kislin iz toksicnega C. difficile (toksicna gena cdA/tcdB) v vzorcih
tekocCega ali mehkega cloveskega blata za pomoc pri diagnosticiranju akutnih
gastrointestinalnih okuzb pri simptomatskih posameznikih.

Rezultati naj ne bodo uporabljeni kot edina podlaga za diagnozo, zdravljenje
ali druge odlocitve pri obravnavi bolnika. Pozitivni rezultati ne izkljucujejo
socasne okuzbe z drugimi patogeni. Odkriti povzrocitelj/-i morda ni/niso
dokoncni vzrok bolezni. Negativni rezultati ne izkljucujejo okuzbe s C. difficile
ali druge gastrointestinalne okuzbe. Rezultati morajo klinicno korelirati z
anamnezo bolnika, klini¢nimi opazanji in epidemioloskimi informacijami.
Druge diagnosticne informacije so potrebne, da se doloci status okuzbe
bolnika. Predvidena uporaba z analizatorjem Vivalytic one samo s strani zdra-
vstvenih delavcev v laboratorijskem okolju, kot so bolnisnicni in referencni
laboratoriji.

Varnostne informacije

Ta navodila za uporabo vsebujejo samo informacije, specificne za test.
Nadaljnje informacije in navodila najdete v navodilih za uporabo, ki so prilo-
zena vasemu analizatorju Vivalytic one (poglavje z informacijami o varnosti
pripomocka). Uporabljajte samo kartuse in dodatke Vivalytic, ki so odobreni
za analizator Vivalytic one. Pazite, da preprecite kontaminacijo pri rokovanju
z vzorci bolnikov in kartu$ami. Ce se vzorec razlije na kartu$o, slednje ne
uporabite, ampak jo zavrzite.

|zdelek lahko za in vitro diagnostiko uporabljajo le zdravstveni strokovnjaki.
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A OPOZORILO

Vselej sledite dobri laboratorijski praksi, da boste zagotovili pravilno
izvedbo tega testa.

Zagotovite, da nosite ustrezno osebno varovalno opremo (OVO).

Ne uporabljajte kartuse, Ce sta zapecatena vrecka ali sama kartusa
vidno poskodovani.

Ne dotikajte se in ne spraskajte odkrivalnega predela kartuse.
Kartu$e ne uporabite ponovno.

Kartus, ki jim je potekel rok uporabe, ne uporabite. Rok uporabe
najdete na embalazi in na etiketi kartuse.

Po odprtju vrecke kartuse test opravite v 15 minutah. Na ta nacin

se vzdrzuje higieno in preprecuje izgubo ucinkovitosti zaradi vlage.
Dalj Casa trajajocCa izpostavljenost izdelka vlagi vpliva negativno na
ucinkovitost testa.

Ne stresajte kartuse, ki vsebuje vzorec.

Kartuse ne obracajte na glavo.

Kartuso poloZite le na cisto in ravno podlago.

Ne uporabljajte tipov vzorcev, medijev in volumnov, ki niso odobreni
za test.

Vselej sledite dobri laboratorijski praksi, da boste zagotovili pravilno
izvedbo tega testa.

Bioloske vzorce, pripomocke za transfer in uporabljene kartuse je treba
obravnavati kot morebitne prenasalce povzrociteljev okuzb, zaradi
Cesar je treba izvajati standardne previdnostne ukrepe. Potencialno
kuzne vzorce bolnikov in kartuse obravnavajte skladno z nacionalnimi
laboratorijskimi standardi ter vzorce in kartuse odstranjujte skladno
z regionalnimi in laboratorijskimi standardi.

Upostevajte nacionalne varnostne predpise in prakse.

Opomba: Nadaljnje informacije so na voljo v varnostnem listu izdelka. Obrni-
te se na podporo za stranke pri svojem lokalnem distributerju.

Dodatna oprema in potro$ni material (potrebna, vendar ni dana na
voljo)
+ Analizator Bosch Vivalytic one (referenc¢na Stevilka F 09G 300 115)

Pipetor (100-1000 ul)

Sterilne konice za pipeto s filtrom, 100-1000 pl

Kompleti za odvzem brisa

- Obicajna palcka z najlonskimi vlakni FLOQSwabs® 552C (COPAN Italia

s.p.a.)

Prenosni medij

eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)

Ustrezna zascitna oblacila

Princip testa
Vivalytic C. difficile je kvalitativen test, ki temelji na PCR v realnem casu.

Pogoji shranjevanja in uporabe

Pri shranjevanju pri temperaturi od +15 °C do +25 °C je izdelek stabilen do
roka uporabnosti. Pogoji shranjevanja in uporabe so na voljo na oznaki na
kartusi, vrecki ali Skatli. Kartuso je treba pri temperaturi od +15 °C do +25 °C
in pri relativni zracni vlagi <65 % uporabiti v 15 minutah po odprtju vrecke.
Na ta nacin se vzdrzuje higieno in preprecuje izgubo ucinkovitosti zaradi
vlage. Dalj Casa trajajoca izpostavljenost izdelka vlagi vpliva negativno na
ucinkovitost testa.

Reagenti

Vsi reagenti, potrebni za obdelavo vzorcev, so integrirani v kartusi. Obdelava
obsega celi¢no lizo, ekstrakcijo nukleinske kisline, pomnoZevanje DNA in
detekcijo.

Reagenti so kroglica PCR, vezni pufer, pralni pufer in elucijski pufer. Kroglica
PCR vsebuje polimerazo DNK, primerje in sonde. Vezni pufer olajSuje vezavo
nukleinskih kislin med procesom ciscenja. Pralni pufer je formulacija iz
razli¢nih soli in topil za odstranjevanje onesnazenj, npr. proteinov med pro-
cesom ekstrakcije. Elucijski pufer je pufer z nizko vsebnostjo soli in vsebuje
preciscene nukleinske kisline na koncu procesa ekstrakcije.
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Vrste vzorcev/medij

Test je namenjen za uporabo z vzorci brisa blata v mediju eNAT® (prenosni
medij na obi¢ajni palcki z najlonskimi vlakni FLOQSwabs® 552C, eNAT®, ref.
606C, COPAN ltalias.p.a.).

Vzorce zbirajte in shranjujte v skladu s proizvajal¢evimi navodili za uporabo.
Ce vzorec ni obdelan takoj po odvzemu, bodo nukleinske kisline shranjene v
prenosnem mediju eNAT®, in sicer do Stiri tedne pri sobni temperaturi in pri
4 °C in do Sest meseceyv pri temperaturi od -20 °C do -80 °C (glejte navodila
za uporabo prenosnega medija eNAT®%).

Priprava vzorcev

Obicajno palcko z najlonskimi vlakni FLOQSwabs® (COPAN ltalia s.p.a.)
uporabite za odvzem majhnega vzorca blata, tako da konico palcke z vlakni
vstavite v vzorec blata in jo zavrtite. Izbrati in odvzeti je treba krvavo, sluzasto
ali vodeno blato. Po odvzemupaléko preglejte in se prepricajte, daje na
konici viden fekalni material. Ce ni, palcko z vlakni ponovno vstavite v vzorec
blata in jo zavrtite, pri tem pa pazite, da je celotno obmocje konice palcke v
stiku z vzorcem. Po odvzemu palcko prenesite v 2-ml epruveto Copan eNAT®
s prenosnim medijem eNAT®. Palcko drzite med palcem in kazalcem ter tla-
Cite in premesajte vzorec blata ob strani epruvete, da se vzorec enakomerno
razprsiin raztopi v sredstvu za shranjevanje. Palcko drzite v blizini odprtine
epruvete in jo ukrivite pod kotom 180 stopinj, da jo odlomite na oznacenem
mestu. Zgornji, odlomljeni del palcke zavrzite in privijte pokrovcek. Za
temeljito homogeniziranje pretresite epruveto z vzorcem brisa in medijem
eNAT® (COPAN ltalia S.P.A) ter s pomocjo pipetorja 300 ul homogeniziranega
bolnikovega vzorca napolnite v vhodno mesto za vzorce na kartusi.

Ne uporabljajte viskoznih vzorceyv, ki jih je tezko pipetirati.

Rezultati testa

Po samodejni obdelavi vzorca z analizatorjem Vivalytic one se rezultat testa
prikaze na zaslonu analizatorja Vivalytic one. Cas do pridobitve rezultata

je priblizno 50 minut. Rezultati vzorcev z visokim titrom so na voljo v manj
kot 35 minutah in testni postopek je mogoce zakljuciti prej (glejte razdelek
Dokoncanje testa).

Vzorec je razvrscen kot pozitiven za C. difficile, negativen za C. difficile ali
neveljaven. V primeru pozitivhega odkritja C. difficile velja, da je test veljaven,
tudi ¢e je Human Control negativna.

Odkrivanje ¢loveske celice na podlagi kontrole celotnega procesa (Human
Control) v negativnih vzorcih kaze uspesen postopek ekstrakcije in izkljucuje
zaviranje reakcije PCR. Interpretacija rezultatov je navedena v spodnji
preglednici.

C. difficile Human Veljavnost  Rezultat

(tcdA/tcdB) Control

Vzorec velja kot pozitiven za C. difficile

* +I- veljavno (toksiéni gen tcdA/tcdB zaznan).

Vzorec velja kot negativen za C. difficile

- * veljavno (toksicni gen tcdA/tcdB ni zaznan).

- - neveljavno | Nimogoce oceniti.!

" Priporoc¢eno je ponovno testiranje.

PCR - krivulja in vrednost C,

Prikazane so krivulje PCR (modificirane s programsko opremo) v realnem
Casu, programska oprema pa jih razvrsti kot pozitivne ali negativne. V prime-
ru pozitivnih krivulj je prikazana posamezna vrednost C,. Programska opre-
ma oznadi neprepricljive rezultate (A). Priporoceno je, da se test ponovi.
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Neveljavni ali spodleteli testi

Test je razvrscen kot neveljaven, ¢e nista odkriti niti ciljna DNA niti Human
Control. Mogoci razlogi za neveljaven potek so lahko slaba kakovost vzorca
zaradi delnega ali popolnega pomanjkanja cloveskega celicnega materiala
v vzorcu. Rezultati neveljavnih testov so prikazani, vendar se jih ne sme
uporabljati za diagnosti¢no vrednotenje. Pazite na uporabo pravilnega tipa
vzorca, odvzem vzorca ter shranjevanje vzorca in kartuse pred testom. Po
potrebi analizo ponovite z novim vzorcem.

Pri neuspe$nem testu je treba najprej preveriti prisotnost pravilnih pogojev
delovanja analizatorja Vivalytic one (glejte navodila za uporabo analizatorja
Vivalytic one). Analizator Vivalytic one ponovno zazenite. Ce tezava ni odprav-
ljena, se obrnite na podporo za stranke pri svojem lokalnem distributerju.

Dokoncanje testa
Kakor hitro je na zaslonu prikazan veljaven pozitivni rezultat za C. difficile,
ima uporabnik moznost, da test konca.

Porocilo o testu

V natisnjenem porocilu o testu so patogen, rezultati, kontrola in podatki
o uporabniku, bolniku in analizatorju Vivalytic one navedeni s poljem za
podpis.

Nadzor kakovosti

Ce to zahtevajo vasi lokalni ali laboratorijski standardi, je treba opraviti teste
za kontrolo kakovosti.

Ce je za nadzor kakovosti potrebna referenéna preskusna metoda, se lahko
uporabijo naslednji referenéni materiali:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Upostevajte proizvajalceva navodila.

Pri nepri¢akovanih rezultatih je treba analizo ponoviti z drugim vzorcem. Ce
ostane rezultat negativnega vzorca kontrole kakovosti, npr. ¢istega medija
eNAT®, pozitiven, je morda kontaminiran analizator Vivalytic one ali njegova
okolica. Prenehajte uporabljati analizator Vivalytic one in napravo ocistite v
skladu z opisom v navodilih za uporabo analizatorja Vivalytic one.

V primeru ponovnih napacnih rezultatov za vzorce kontrole kakovosti se
obrnite na podporo za stranke pri svojem lokalnem distributerju.

Napotek za uporabnike v EU

O vsakem resnem zapletu v zvezi s tem pripomockom je treba porocati proi-
zvajalcu in pristojnemu organu drzave ¢lanice, v kateri ima uporabnik sedez
in/ali bolnik prebivalisce.

Omejitve

Rezultate testa Vivalytic C. difficile smejo interpretirati le usposobljeni zdra-

vstveni delavci. Rezultatov testa Vivalytic C. difficile se ne sme uporabljati

kot edinega parametra za diagnozo.

« Negativen rezultat ne izkljucuje, da so v vzorcu patogeni, katerih koncen-
tracija je pod obCutljivostjo testa, ali pa, da gre za patogene, ki jih ta test
ne zajema.

« Obstaja tveganje za lazno negativne ali lazno pozitivne rezultate zaradi
nepravilno odvzetih, prenesenih ali obravnavanih vzorcev.

« V mejnih primerih se lahko pojavijo atipicne znacilnosti PCR (npr. ploska
krivulja z nizko ali visoko vrednostjo C,). Pri atipi¢nih znacilnosti se rezul-
tatov ne sme uporabiti za diagnosti¢no vrednotenje. Programska oprema
oznaci neprepricljive rezultate. Priporoceno je, da se test ponovi.

« Vivalytic C. difficile je kvalitativen test PCR v realnem Casu in ne zagotavlja
kvantitativnega rezultata.

+ Pozitiven rezultat ne pomeni nujno, da so navzoci zivi povzrocitelji bolezni.

« Test zazna patogen C. difficile, ki prenasa gena tcdA/tcdB, toda ne loci
med sevi, ki proizvajajo toksine, in sevi, ki ne proizvajajo toksinov.

« Negativen rezultat ne izkljucuje okuzbe s C. difficile. Priporocamo, da
negativne rezultate interpretirate v kontekstu z dodatnimi laboratorijskimi
podatki.

+ Prevelika koli¢ina blata ima lahko zaviralne uc¢inke na ucinkovitost testa.
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Ovrednotenje analitske ucinkovitosti

Analitska obcutljivost (meja zaznavanja)

Meja zaznavanja testa Vivalytic C. difficile je bila dolocena kot najnizja
koncentracija analita, ki ga je mogoce dosledno zaznati (= 95 % vzorcev, testi-
ranih v rutinskih laboratorijskih pogojih z uporabo dolocene vrste vzorca).

Vklju¢enost

Za oceno vkljucenosti je bila opravljena analiza in silico (poravnava BLAST)
genomskega zaporedja razlicnih relevantnih sevov C. difficile v primerjavi z
zaporedjem primerjev PCR in hidrolizne sonde, uporabljene v testu Vivalytic
C. difficile test za pomnoZevanje in odkrivanje zadevnih patogenov. Vkljuce-
nost je bilo mogoce pokazati za seve, navedene v tabeli 2.

Izklju¢enost/analitska specifi¢nost

Za izkljucitev navzkrizne reaktivnosti (ekskluzivnosti) je bila izvedena analiza
in silico (poravnava BLAST) ciljnega obmocja C. difficile z genomskim zapo-
redjem razlicnih drugih patogenov, ki predstavljajo obicajne gastrointestinal-
ne patogene ali tesno povezane vrste. Ni bilo znakov interference (tabela 3).

Reproduktivnost

Reproduktivnost testa Vivalytic C. difficile je bila vzpostavljena s pomocjo
panela s tremi razlicnimi koncentracijami C. difficile. Na treh testnih mestih
je vsako mesanico na istem kompletu instrumentov Vivalytic testiral isti
izvajalec s tremi serijami v Stirih ponovitvah v treh dneh, s ¢imer je pridobil
skupaj 324 opazovanj na ciljni patogen. Dobljene stopnje pozitivnosti za
razlicne kombinacije so bile povezane s pri¢akovano stopnjo pozitivnosti
(tabela 4a).

Ponovljivost

Ponovljivost testa Vivalytic C. difficile je bila vzpostavljena s pomocjo panela
z eno koncentracijo (3 x c95) za C. difficile. Na enem testnem mestu je vsako
mesanico na istem kompletu instrumentov Vivalytic testiral isti izvajalec s
tremi serijami v 20 ponovitvah v enem dnevu, s ¢imer je pridobil skupaj 60
opazovanj na ciljni patogen. Dobljene stopnje pozitivnosti za razlicne kombi-
nacije so bile povezane s pricakovano stopnjo pozitivnosti (tabela 4b).

Interference

Interference so bile vrednotene glede endogenih in eksogenih snovi, ki se
po moznosti nahajajo v vzorcih bolnikov. Glejte tabelo 5 za snovi, ki lahko
povzrocijo interferenco testa.

Ovrednotenje klini¢ne ucinkovitosti

Rezultati obcutljivosti in specifi¢nosti, pridobljeni iz nativnih tekocih in
mehkih vzorcev ¢loveskega blata. Vzorci so bili zbrani v klinicnem okolju in
primerjani s tistimi iz referen¢nih metod.

Vzorci za testiranje s kartusami Vivalytic C. difficile so bili uporabljeni svezi
ali zamrznjeni za shranjevanje in pripravljeni, kot je opisano zgoraj v eNAT®
(COPAN ItaliaS.p.A.).

Pri referenénem testiranju so bili vzorci pripravljeni v skladu s priporocili
uporabljenih referenénih metod. Skupno je bilo analiziranih 124 vzorcev.
Obcutljivost ali pozitivna odstotna skladnost (PPA) je bila izracunana kot
100 % x TP / (TP + FN). Specificnost ali negativna odstotna skladnost je bila
izracunana kot 100 % x TN/(TN + FP). Rezultati ovrednotenja klini¢ne ucinko-
vitosti so prikazani v tabela 6.

Tehni¢na podpora

V primeru vprasanj se obrnite na svojega lokalnega distributerja ali posljite
sporocilo sluzbi za pomoc uporabnikom Vivalytic

(e-posta: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Simboli

Proizvajalec Serijska Stevilka

Datum proizvodnje Temperaturna omejitev

Izdelka ne uporabljajte, e je

Rok uporabnasti embalaZza poskodovana.

Stevilka serije Samo za enkratno uporabo

Referenc¢na Stevilka Glejte navodila za uporabo.

In vitro diagnosti¢ni medicinski
pripomocek

dE B vk
SRR AR

Vsebuje <n> testov.

n
m

Oznaka CE

/M ndicirano koli¢ino vzorca pipetirajte v odprtino v kartusi, kot to
6 300 h7nacuje ¢rn trikotnik.
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BbBeneHue

Clostridioides difficile (C. difficile) e rpam-nonoxuteneH aHaepobeH bauun,
obpasyBall Cnopw, CbCTOALL Ce OT TOKCUIeHHW U HETOKCUIEHHU LWLaMOBE.

C. difficile e enWH OT HaM-YeCTUTE NATOrEHW Ha HO30KOMMaNHa AnMapus, 0co-
6€eHO Npu NauMeHTH C AMapua, CBbp3aaHa c aHTMbuoTHuK. Mpes nocneaHuTe
roauHu BPOAT M TEXeCTTa Ha CnyuauTe ce yBenuuuxa B EBpona u no ceeta.’
CumnTomuTe Ha uHdekuma c C. difficile (CDI) Bapupa OT neka aMapua o
TEXbK )KMBOTO3acTpallaBall NceBAoMeMbpaHO3eH KOMUT, BbMpeKu e
KkonoHuaauunaTa Ha C. difficile He BoaM HeENpPeMeHHO 40 CUMNTOMaTUYHA
MHeKUWA. HapylwasaHeTo Ha BanaHca Ha UpeBHUTE MUKPOOPTraHU3MH,
Hanp. nopaau aHTMBUOTUUHO NeveHre, MoXe Aa A0Bee A0 YCTaHOBABAaHe Ha
TokcureHeH C. difficile, KOWTO na AOMWHMPA KONOHU3aUMATa M TOBA MOXe Aia
6bae Hayanoto Ha CDI.2

dakTopHu, yuacTBallu B natoreHesara Ha C. difficile, ca renute tcdA u tcdB,
KOWTO KOAMPAT TOKCUH A (EHTEPOTOKCHH) M TOKCHH B (LIMTOTOKCUH), Hamu-
pally ce B XpOMO30MeH pernoH 19,6 kb, HapeueH nokyc Ha naToreHHocT
(PalLoc). MoBeueTo natoreHH! WamoBe ca NonoXUTENHU 3a TOKCMH A 1 B
(A+B+), HO HAKOMW M30M1aTH Ha NaTOreHHW BapuaHTK Morar aa bbaat oTpuua-
TEeNHW 32 TOKCUH A W MONOXKKUTENHM 3a TOKCKH B (A-B+). Te ca npuumHaTa 3a
3abonsaBaHunA, cBbp3anu ¢ C. difficile.®

HAakou wamose Ha TokcureHeH C. difficile cbLLo Taka NPOU3BEXAAT TOKCHH,
HapeyeH C. difficile TpaHcdepasa (CDT), olle HapruaH BUHapeH TOKCHH.*

Cbabp)KaHWe Ha onakoBKara

15 TecToBwm KaceTu Vivalytic C. difficile 3a kauecTBeHO OTKpMBaHE Ha cneuu-
duunu 3a Clostridioides difficile reHHW nocnenoBaTeNHOCTU Ha TOKCUHM tcdA/
tcdB.

MpepHasHaueHue

TecTbt Vivalytic C. difficile e aBTomMaT3MpaH KauecTBeH in vitro agMarHoCTUUeH
TecT, basupaH Ha nonuMepasHa BepukHa peakumns (PCR) B peanHo Bpeme
3a OTKPMBAHE Ha HYKNEeWHOBW KMCENWHU OT TokcurenHu C. difficile (reHu 3a
TOKCUHM tcdA/tcdB) OT TaMMNOHU C TEUHM UM MEKU UOBELLIKW U3MPAXKHEHUA B
MOMOLL NPW AMArHOCTULMPAHETO Ha OCTPU CTOMALLHO-UPEBHM MH(EKUMM HA
CUMMNTOMATHUUHK NTULA.

PesynTatute He TpAbBa [a ce W3Mon3BaT KaTo elMHCTBeHa OCHOBA 3a AnarHo-
CTUKa, NeYeHWe UNK APpYrv PELEHUA MO OTHOWEHWE Ha NauMeHTa. Monoxu-
TENHWUTE Pe3yNTaTh He U3KMIoUBAT KOMHMEKUMA C Apyrv natoreHn. OTKpHUTU-
AT(Te) areHT(1) MOXe Aa He e(ca) KaTeropuuHata NpuuMHa 3a 3abonsBaHeTo.
OTpuLuaTenHuTe pesynTtatu He uaknousar nHdekuma c C. difficile unv opyra
CTOMalWHO-UpeBHa MHeKUMA. PesyntatuTe TpsbBa Aa ca KMMHUUHO CBbp3a-
HW C aHaMHe3aTa Ha NauueHTa, KNMHUUHKWTE HAbNoaeHWA 1 enMaeMUONoruy-
HaTa MHopMauma. 3a onpeaensaHe Ha MHPEKLMO3HMA CTATYC Ha NalKeHTa e
HeobxodWMa Apyra AnarHoCcTUuHa MHdopMauma. MpenHasHaueH 3a ynotpeba
c aHanwmsatop Vivalytic one oT 3apaBH#M cneunanucTi camo B n1abopatopHu
YCNoBWA KaTo BoNHWYHK nabopatopuu U peepeHTHU nabopaTopmu.

MHdopmaums 3a 6esonacHocT

Tesn MHCTPYKLMK 3a ynoTpeba cbabpkaT caMo creuundmruHa 3a Tecta MHdop-
MaumA. 3a AOMbNHUTENHK NpedynpexnaeHns U MUHCTPYKLKMK BUXTE UHCTPYK-
UMKTe 3a ynoTpeba, npenoctaBeHu ¢ Bawwna aHanusatop Vivalytic one (rnasa
JMHmMopMauua 3a besonacHocT Ha Usaenueto”). MianonssawnTe caMo Kacetu

u akcecoapw Vivalytic, onobpeHnu 3a aHanusatopa Vivalytic one. bopaBete
BHUMaTENHO C NPObU OT NAaLMEHTH W KaceTH, 3a fia ce u3berHe 3ambpcABaHe.
pu pasnunBaHe Ha Npoba Bbpxy KaceTata He M3Mon3BakTe KaceTata, a fl
n3xBbpnete.

3a in vitro gnarHocTMuHa ynotpeba ot obyueHun 3apaBHM CneuranmcTy.
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A NPEOYNPEXOEHUE

+ BwHaru cneggate gobpara nabopatopHa npakT1Ka, 3a ja ocurypure
NPaBWUNHOTO U3Mb/IHEHWE HA TO3M TECT.

+ HoceTe nogxoaaiM N1MUHKU NpegnasHu cpeactaa (MrcC).

+ He 13nonssawTe fafieHa KaceTa, ako 3aneyaraHoTo NanKye MK camara
KaceTa ca BUAMMO NOBPedeHH.

+ He fokocBaiTe 1 He HaapacKBawTe 30HaTa 3a OTKPMBAHE Ha KaceTaTa.

+ He u“3nonsBaiTe KaceTa NOBTOPHO.

+ He “3non3BainTe KaceTu C U3TeKb CPOK Ha roAHOCT. CPOKBT Ha FOAHOCT
e otbenAsaH Ha ONaKkoBKaTa M Ha eTUKeTa Ha KaceTarta.

+ He uakaWTe noeye oT 15 MUHYTH Clliefl OTBAPAHE Ha MMKUETO Ha
KaceTata, 3a [la 3anoyHete Tecta. ToBa NoAabpKa XMrueHa v nsbarea
3aryba Ha NpoM3BOAMTENHOCT NOPaAn BNAKHOCT. MPOabMKUTENHOTO
M3naraHe Ha Bnara MMa oTpULATENHO Bb3AENCTBHE BbPXY
hyHKUMOHANHOCTTA Ha TecTa.

+ He pasknaliaiTe KaceTa, KOATO Cbabpxa npoba.

+ He obpblyaiiTe kaceTtaTa c ropHata YacT Hagony.

« [locTaBeTe KaceTata cCaMo Ha UMcTa U paBHa MOBBLPXHOCT.

+ He n3nonssaiTe BMOOBe Npobu, cpean u 06eMM, KOUTO He ca
onobpeHu 3a Tecta.

+ BuHaru cneggate gobpara nabopatopHa npakT1Ka, 3a a ocurypure
NPaBWUNHOTO U3Mb/IHEHWE HA TO3M TECT.

+ 3abuonornuHunTe NPobu, U3AENUATA 32 NPEXBBPIAHE U
M3MNON3BaHWTe KaceTu TpAbBa Aa ce cuuTa, ue Morat Aa npefasar
MHMEKLUMO3HM areHT, M3UCKBALLM CTaHAAPTHW NPEAnasHu MePKH.
MaHunynnpanTe NoTeHUMANTHO MHAEKLUMO3HM NALUMEHTCKK NPobu
M KaceTW B CbOTBETCTBUE C HaLUMOHaNHWTe NnabopaTtopHK CTaHaAapTH
M U3XBbPNANMTE NPOOU U KACETH B CbOTBETCTBUE C PETUOHANTHWUTE U
nabopatopHuTe CTaHaaAPTH.

+ CnasBaKlTe HalUMOHaNHWTE NpaBMa 1 NPaxKT1KK 3a 6e30NacHoCT.

3abenexka: JonbnHUTENHA MHPOPMALMA MOXKeTe 1a HaMepuTe B MHAOP-
MaLMOHHMA NKUCT 3a besonacHocT (SDS) Ha npoaykTa. Mons, cBbpeTe ce C
eKWNna 3a NofApbKKa Ha KNMEHTU Ha Baluuna mecteH AnucTpubyTop.

HeobxoanMmo gonbnHMTENHO obopyABaHe M KOHCYMATUBM, KOUTO He ca
npepocTaBeHU
« AHanwusatop Bosch Vivalytic one (pedepeHteH Homep F 09G 300 115)
« [unetop (100-1000 pl)
« CTepunHu BbpxoBe 3a nunetu ¢ puntbp 100-1000 pl
+ Komnnekt npobu ¢ TamnoHu
- ObukHOBeH tnokupaH TamnoH FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
+ TpaHcnopTHa cpena
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
+ MoaxonALlo 3awunTHo obnekno

MpuHUMN Ha TecTa
Vivalytic C. difficile e kauecTBeH TecT B peanHo Bpeme Ha ocHoBaTta Ha PCR.

YcnoBuA 3a cbxpaHeHue u ynotpeba

MpoayKTsT e cTabuneH 4o CpoKa Ha rofHOCT, aKo Ce CbxpaHABa Npu Temne-
patypa ot + 15 °C o + 25 °C. YcnoBusaTa 3a CbxpaHeHue n ynotpeba morar ga
6baaT B3eT OT eTUKeTa Ha KaceTaTa, NMKYETO UNu KyThATa. KaceTtata Tpabea
fa ce n3nonsea npu temnepatypa ot + 15 °C go + 25 °C, npu oTHOCHTENHA
BNAXXHOCT < 65%, B paMKuTe Ha 15 MUHYTK OT OTBapAHEe Ha NanK4yeTo. ToBa
noaabpKa xMrueHa 1 n3barea 3aryba Ha NPoOW3BOAMTENHOCT NOPaAW BNaX-
HOCT. MPOABMIKUTENHOTO M3NaraHe Ha Bara vMa oTpUUATENHO Bb3AencTBme
BbPXY PYHKUMOHANHOCTTA Ha TecTa.

Peaktusu

Bcuuku peaktveu, HeobxoamMmu 3a obpaboTkata Ha npobarta, ca BrpafieHu B
kacetata. ObpaboTkara BKNtoUBa KNeTbueH NU3MC, EKCTPAKLMA Ha HYKNEUHO-
Ba KMCeNuHa, amnnmdukaumsa u otTkpueaHe Ha [HK.

PeakTtneuTte ca PCR nepnu, cBbpaBall bydep, npomuseH bydep v enympall
bydep. PCR nepnute cbabpxaT [HK nonumepasa, npaiMepu 1 CoHAM.
CBbp3BalMAT bydep ynecHABa CBbP3BaAHETO HA HYKNEUHOBK KMCENMHK NO
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Bpeme Ha npoueca Ha npeuncTeaHe. MpoMUBHKUAT Bydep NpeacTasnABa Cbe-
TaB Ha PasfMuUHK COMKU 1 PA3TBOPUTENM 3@ OTCTPAHABAHE HA MPUMECH, Hanp.
NPOTENHM, MO BPpEMe Ha Npoueca Ha ekcTpakuma. EnyupalimaT bydep e ¢
HWUCKO CbbpXKaHKe Ha COM U CbabpXKa NPEeUNCTEHUTE HYKNEUHOBU KUCENUHM
B KpanA Ha npoLeca Ha eKCTpaKUm1A.

Tunoee npobu/cpena

TecCTbT e NpefHa3HaueH 3a ynotpeba c Npobu oT dheKanHu HaTPUBKHM B cpefa
eNAT® (obukHoBEH hokupaH TamnoH FLOQSwabs® 552C, TpaHcrnopTHa
cpena eNAT® pedp. 606C, COPAN ltalias.p.a.).

B3aumanTe U CbxpaHABanTe NpobuTe, KaKTo € MOCOUEHO B MHCTPYKLMUTE Ha
npou3BOAMTENS.

B cnyuar ue npobata He 6bae obpaboTeHa BefHara crnen B3EMaHeTo H,
HYKNEMHOBUTE KUCENWHM Le bbaaT 3anaseHn B TpaHcnopTHa cpeaa eNAT®
[0 4 ceAMUUM NPU CTarHa Temnepatypa W npu 4°C v Ao 6 mecella npu Temne-
patypa o1 -20°C 0o -80°C (BMKTe MHCTPYKLMM 3a ynoTpeba Ha TpaHcnopTHa
cpena eNAT® ).

MoprotoBka Ha npobarta

M3nonsBawTe obrkHoBeH dnokupaH TamnoH FLOQSwabs® (COPAN ltalia
s.p.a.), 3a1a cbbepeTe Manko KONMUYeCcTBO U3MNPaXKHEHKA, KaTo MOCTaBUTe
Bbpxa Ha (PIOKMpPaHKA TaMMOH B Npobata C U3NpaXKHEHUA U ro 3aBbPTUTE.
KbpBaBw, CNy3ecTu v BOAHUCTH YUACTbLM OT U3NpaXkHeHUATa TpAbBa Aa
6baat M3bpaHu 1 cbbpanun. Cnen B3emaHeTo NpernenanTe TaMnoHa, 3a aa
ce yBepwTe, Ue Ha Bbpxa My Ce BWxaa heKkaneH matepuan. AKo ToBa He e
TaKa, NocTaBeTe OTHOBO (pIOKMPaHUA TAMMOH B Npobara oT U3npaxkKHeH!s

1 ro 3aBbpTeTe, KaTo BHMMaBaTe UanaTa nnoLl Ha Bbpxa Ha TaMrnoHa a e B
KOHTaKT ¢ npobata. Cnen cbbupaHeTo NpexBbp/eTe TaMMNoHa B enpyBeTKa ot
2 ml Copan eNAT® ¢ TpaHcnopTHa cpeaa eNAT®. KaTo 3agbpykate Kneykata
Ha TaMMoHa Mexzy nanela v nokasaneua, pasmMaukanTe v pazdbpkanTe
npobata oT U3NpaxHeHWA KbM CTeHaTa Ha enpyBeTKata, 3a Aa AMcneprupare
paBHOMEPHO U [la cycrneHaupare npobata B KOHcepBUpallaTa cpefa. Jpbxre
Kneykara Ha TaMrnoHa 61130 4o pbba Ha enpyBeTKaTa U A OrbHETE MOA bbb/l OT
180 rpamyca, 3a ia A cuynuTe Ha MACTOTO Ha MapKMpaHaTa Touka 3a cuynaa-
He. V13xBbprieTe cuyneHarta ropHa yacT Ha KieukaTa Ha TamnoHa v 3aTerHete
Kanaykata. Pasknarete fobpe enpyseTkata 3a npoba, cbabpKalla npobata
oT TamnoHa u cpenata eNAT® (COPAN ltalia s.p.a.), 3a xoMoreH1M3upaHe 1
“3nonsBawTe nuneta, 3a aa npexsbpnute 300 pl xomoreHnsmpara npoba ot
nauuneHTa BbB BXofa 3a Npobara Ha kaceTata.

He n3nonsBavTe BUCKO3HM I'Ip06l/l, KOUTO Ca TPyAHM 3a NMUNETUPAHE.

PesynTtar ot TecTa

Cnepn aBToMaTuuHaTa obpaboTtka Ha npobata ¢ aHanunsatopa Vivalytic one
pe3ynTaTbT OT TeCcTa Ce M3Bexaa Ha ekpaHa Ha aHanusatopa Vivalytic one. Bpe-
METO 3a NofyyaBaHe Ha pe3ynTar e okono 50 MUHYTH. 3a Npobu ¢ BUCOK TUTbP
pes3ynTaTuTe ca HanuuHW Cned no-Manko oT 35 MUHYTU U TECTOBMAT LUK
Moxe fa bbae npekpaTeH no-paHo (BwxTe rnaea ,MpexkparABaHe Ha TecTa”).

Mpobara ce knacuduumnpa kato nonoxutenta 3a C. difficile, otpuuarenta 3a
C. difficile vnu HeBanuaHa. B cnyuai Ha nonoxuTtenHo otkpueaxe Ha C. difficile
TECTBT Ce CuKTa 3a BanuaeH gopu ako Human Control e oTpuuatenta.

OTKPUBAHETO Ha KOHTPOMA Ha LeNuaA npoLec Ha 6asaTa Ha UOBELLIKMW KNETKK
(Human Control) B oTpuuatenHu npobu nokasea ycneliHa npoueaypa Ha
eKCTpaKLUma v M3KMouBa MHxHbrpaHe Ha PCR peakuuaTa. MHTepnpeTnpaHe-
TO Ha pe3y/nTaTuTe e NoKasaHo B Tabnuuata no-gony.

C. difficile Human
(tcdA/tcdB) Control

BanugHoct  Pesyntar

Mpobara ce cuuta 3a nonoxurenta 3a C. difficile

* +I- Ba/MaeH (oTKpHT reH 3a TokcuH tcdA/tcdB).

Mpobara ce cuuta 3a otpuuatenta 3a C. difficile

- * Banmaen (He e oTKpWT rew 3a TokcuH tcdA/tcdB)

- - HeBanuaeH | He moxe Aa ce ouenu.!

T MpenopbuBa ce NOBTOPHO TeCTBaHE.
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PCR - kpuBa u cToHOCT Ha C,

PCR kpuBu1TE B peanHo Bpeme (coTyepHo Moandmumpani) ce nokassar v
KnacuuuMpar Kato NOMOXUTENHKU UK OTPULATENHM OT codpTyepa. B cnyuan
Ha NONOXWTENHW KPUBM Ce MoKa3Ba CboTBETHaTa CTOMHOCT Ha C,,. Heybean-
Te/HWUTE pesynTaTi ce Mapkupar ot codtyepa (A). Mpenopbusa ce NOBTOPHO
TecTBaHe.

HeBaHVIJJ,HM WUNKU HeycnewHu TecToBe

TecTbT ce oLeHABA KaTo HeBaNWAEH, ako He bbae oTkpuTa HUTO Uenesa [HK,
H1TO Human Control. Bb3aMOXXHWTE NPUUKMHM 3@ HEBANWAEH LUMKbA MOTraT Aa
6baaT NoLwo KauecTBo Ha npobata Nopaan YaCTUUHO WK Mb/THO OTCbCTBUE
Ha UOBeLLKK KNneTbyeH MaTepuan B npobata. PesyntaTute ce nokasgar 3a He-
BanuaeH TeCT, HO He Ce M3MON3BaT 3a AnarHoCTUUHa MHTepnpeTauna. TpAabsa
[la U3non3eaTe NpasBueH TN Npoba, B3nMaHe Ha Npoba K CbxpaHeHue Ha
npobarta W KaceTuTe Npeau TECTOBUA LWKbA. AKO € HeobxoaMMo, NoBTopeTe
aHanusa c Hoa npoba.

B cnyyai Ha HeycreLleH TeCT MbpBO NPOBepeTe NPaBUAHKUTE YCNOBKUA Ha
paboTa Ha aHanusatopa Vivalytic one (HanpaBeTe cnpaBKka ¢ MHCTpyKUuKTE
3a ynotpeba Ha aHanusatopa Vivalytic one). PectapTupaiTe aHanMsatopa
Vivalytic one. Ako npobnembT NPOAbMIKABA, CBBPXKETE Ce C eKMna 3a Nof-
LPbXKa Ha KNWEHTH Ha BalumnAa mecTeH AncTpubyTop.

MNpekpaTABaHe Ha TecT
BepaHara cnepf kato Ha ekpaHa ce MoKaXke NONOXUTENeH pesynTar 3a
C. difficile, noTpebuTenAT *Ma Bb3MOXHOCT 1a 3aBbPLLM TecTa.

[oknap ot TecTta

B oTneyaraHunA NpoTOKON OT TecTa ca M3bpoeHKn natoreHuTe, pesyntaTu-
Te, KOHTpoNa U MHpopMaLMATa 3a NOTPebuTen, NauMeHT U aHannsatop
Vivalytic one 3aeqHo c none 3a nognuc.

KoHTpon Ha KauecTBOTO

AKO TOBa Ce M3WCKBa OT BalliMte MeCTHU UK NabopaTopHK cTaHaapTH, TpAb-
Ba /1a Ce U3BbPLLUM TECTBAHE 33 KOHTPO/ HA KAUeCTBOTO.

B cnyuai ue e HeobxoanM pedepeHTeH MeTof 3a TECTBaHE 3@ KOHTPON Ha
KauecTBOTO, MOrar ia Ce M3Mnon3Bart cnefHuTe peepeHTHU MaTeprany:
CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

Mons, cneaBamTe MHCTPYKLMUUTE Ha NPOU3BOAMTENA.

B cnyyai Ha HeouakBaHW pesynTatu, NoBTOPEeTe aHanunaa c Apyra npoba. Ako
pes3ynTaTsT OT oTpMLaTenHa npoba 3a KOHTPOS Ha KayecTBOTO, Hanp. YncTa
cpena eNAT®, ocTaBa NonoXxuTeneH, aHanuaatopst Vivalytic one unu okonHa-
Ta My cpefla MOXe [la ca 3aMbpceHHu. MpekpaTteTe M3NON3BaHETO Ha aHanu3a-
Topa Vivalytic one n nouncTeTe U3OENUETO, KAKTO € ONUCaHO B MHCTPYKUMUTE
3a ynotpeba Ha aHanuzatopa Vivalytic one.

B cnyuan Ha MHOTOKPATHM FPELLIHK pe3ynTaTi OT Npobu 3a KOHTPOS Ha Ka-
YeCTBOTO, MOJIA, CBbPXKETE Ce C eKUNa 3a NOAAPBXKKA Ha KNTMEHTHU Ha Bawwua
MecTeH AncTpubyTop.

U3BecThe 3a notpedbutenute B EC

Bceku cepro3eH MHUMAEHT, HACTbNWA BbB Bpb3Ka C U3AenuneTo, Tpabea aa
6bae AoknaaBaH Ha NPOW3BOAMTENA U KOMMETEHTHUA OPraH Ha AbpKasaTa
UneHKa, B KOATO Ce HaMKUpaT NOTPEBUTENAT U/UNK NAUMEHTLT.

OrpaHuueHun

PesyntatuTe oT Tecta Vivalytic C. difficile TpabBa na ce uHTepnpetupar

camo oT 0byueH MeAMUMHCKM creunanuct. Pesyntatute ot Tecta Vivalytic

C. difficile He TpAabBa aa ce U3non3Bar KaTo eAMHCTBEH NapaMeTbp 3a nocTa-

BAHE Ha AMarHosa.

« OTpUUATENHUAT pe3ynTaT He U3KItoUBa HANMUMETO Ha NaToreHu B npobata
Ha HWBO Mof, UyBCTBUTENHOCTTA Ha aHan13a Unu Ha Apyrv NaToreHu, KoMTo
He ca B 0bxBaTa Ha TO3W aHanus.

+ ChbliecTByBa PUCK OT DanLLMBO OTPULATENHM MK PanKUBO NONOKUTENHU
pe3ynTatv nopaau HenpaBWIHO B3ETH, TPAHCMOPTUPAHK UK obpaboTeHn
npobu.

113



Vivalytic C. difficile

+ B rpaHuyHM cnyyan morat aa ce noAsAT atTununuHK PCR XapaKTepucTruku
(Hanp. nnocKa KpMBa C HUCKa MNK BUCOKa CTOMHOCT Ha C,). B cnyuait Ha
aTUMUUHKU XapaKTEPUCTUKKM pe3ynTaTuTe He MoraT la ce 3Mon3Bar 3a
[MarHoCTUYHa MHTepnpeTauua. HeybenutenHute pesyntati ce Mapkupart
oT cobTyepa. MNpenopbuBa ce NOBTOPHO TeCTBaHE.

+ Vivalytic C. difficile e kauectBeH PCR TecT B peanHo Bpeme u He
NPeAoCcTaBA KONWUECTBEH pesynTart.

+ [ONOXUTENHUAT pe3ynTaT He 03HaUaBa HeNPeMEHHO HaTMuMeTo Ha
YKM3HECNoCObHK nNaToreHu.

+ Tectbr oTkpuBa C. difficile, Hocel reHu tcdA/tcdB, HO He NpaBwu
pasnuKa Mexay LaMoBe, NPOU3BeXaALLM TOKCHHU, U LLaMOBE, KOUTO He
NPOU3BEXAAT TOKCUHMU.

«  OTpuuaTeneH pesyntar He M3kntouBa nHdekuma c C. difficile. Mpenopbusa
ce oTpuLaTenHuTe TeCTBaHM NPobu fa ce MHTEPNPETUPAT B KOHTEKCTA Ha
LOMBbHWUTENHW NabopaTOPHKU AaHHM

+ VI3NMLLHOTO KOMMUECTBO M3MPaXKHEHUA MOXe Aa MMa MHXMBUPaLL, echeKT
BbpXYy ePEKTUBHOCTTA Ha aHanu13a.

OueHKa Ha aHanUMTUYHOTO NpeAcTaBAHe

UyBCTBUTENHOCT Ha aHanu3a (rpaHuua Ha oTKpuBaHe)

MpaHuuaTa Ha oTKpuBaHe Ha TecTa Vivalytic C. difficile e onpeneneHa kato
HaW-HWCKaTa KOHLUEHTPALMWA Ha aHaM1T, KOATO MOxe Aa bbae oTkpuBaHa
nocnenosarenHo (= 95% ot NpobuTe, TECTBAHM MPU PYTUHHKM NabopaTopHU
YCNOBMA, M3MNON3BaNKK onpeaeneH Tun npoba).

MHKNy3MBHOCT

3a[a ce oleHW UHKNY3UBHOCTTA, € NpoBefeH in silico aHanus (BLAST
nofpaBHABaHE) HAa FEHOMHAaTa NOCNe0BaTENHOCT Ha Pa3MUHK CBbP3aH!
wamose C. difficile cnpamo nocnegoBatenHoctTa oT PCR npanimepuTe 1 CoH-
[ara 3a xuaponuaa, uanonseanu B Tecta Vivalytic C. difficile 3a amnnundmka-
LMA W OTKPMBAHE HA CbOTBETHUTE NaTOreHu. MHKNy3nBHOCTTa MOXe Aa bbae
nokasaHa 3a Wamose, U3bpoeHu B Tabnwuua 2.

EKCKNy3MBHOCT/cneundHUUHOCT Ha aHanusa

3a /a ce U3KMoUK KPbCToCaHa PeakTUBHOCT (eKCKMy3UMBHOCT), belle
nposeaeH in silico aHanu3 (BLAST nofpaBHABaHe) Ha LeNeBUa PErnoH Ha
C. difficile cnpAamMo reHoMHaTa NnocnefoBaTeNHOCT Ha PasNUUHKM Apyru narto-
reHu, NpeacTaBnABallLM YeCTo CPeLLaHK CTOMaLHO-UPEBHM NATOrEHK UK
TACHO CBbp3aHu BMOOBE. HAMa aHHM 3a HTepdepeHUmWs (Tabauua 3).

Bb3npoussogmumocTt

BbanpounsBoanmocTTa Ha TecTa Vivalytic C. difficile e yctaHoBeHa ¢ nomoulta
Ha naHen ¢ 3 pasnnMuHK KoHueHTpauuu C. difficile. B 3 TecToBM LeHTbpa
BCAKa cMec bellle TECTBAHA Ha elMH U Cbln Habop oT anapatw Vivalytic ot
eauH U cblim onepatop ¢ 3 LOT B 4 noBTOpeHUA 3a 3 AHM CbOTBETHO, KaTo ce
nonyuvxa obuio 324 HabnoaeHus 3a Lenesu natoreH. lMonyyeHuTe H1Ba Ha
MONOXWUTENHOCT 3@ Pas3NUuUHKUTE KOMBUHALKMK Ca KOPeNMpaHHW C OUaKBaHKA
NPOLEHT Ha nono)utenHocT (Tabnuua 4a).

NosTopAemocT

MosTopAaemMocTTa Ha Tecta Vivalytic C. difficile e ycTaHoBeHa ¢ nomolta Ha
naHen ¢ 1 KoHueHTpaumaA (3 x c95) Ha C. difficile. B 1 TecToB LieHTbp cMecTa
Belle TecTBaHa Ha efiMH v CblUM Habop oT anapatu Vivalytic oT eanH 1 CbLm
onepatop ¢ 3 LOT B 20 noBTOpEeHMA 3a 1 AeH CbOTBETHO, KaTo Ce NOonyumxa
0610 60 HabntofeHnA 3a Lienesu natoreH. NonyyeHnTe HUBA Ha NMONOXKUTEN-
HOCT 3a pasNnyHUTEe KOMOWHALMK Ca KOPeNnupaHu ¢ OUaKkBaHUA NPOLEHT Ha
nonoxutenHocT (Tabnuua 4b).

CmyuweHusa

CMyLeHUATA ca OLEHEHHW 3a EHIOTEHHW W EK30TEHHM BELLeCTBa, KOUTO
noTeHUMaNHoO NPUCHCTBAT B Npobata oT nauMeHTa. HanpaseTte cnpaBka ¢
Tabnwuua 5 3a BellecTBa, KOMTO MMaT NoTeHUMan Aa Npean3BUKaT CMyLLEHUA
B TeCTa.
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OueHKa Ha KNMMHUUYHOTO NpeacTaBsAHe

PesynTaTu 3a UyBCTBMTENTHOCT M CNEeLMMDHUUYHOCT, NMONyYeHK oT Npobu ot
HaTUBHM TEUHW M MEKW UOBELLIKK U3NpPaKHeHUA. [pobuTe bAxa cbbpaHu B
KNMUHWUHA Cpefla v CPABHEHM C pe3ynTaTuTe OT pedepeHTHUTE MeToau.
MpobuTe 3a TectBaHe ¢ kaceTw Vivalytic C. difficile 6axa npAcHO M3non3BaHu
UMK 3aMpaseHi 3a CbXxpaHeHue 1 NOATOTBEHM, KaKTO € OMKUCaHOo Mo-rope B
eNAT® (COPAN ltalia S.p.A.).

B cnyuait Ha pedhepeHTHO TecTBaHe NpobuTe ca NOAroTBEHM CbIMacHo Npeno-
PbKKTE Ha M3MNON3BaHUTE pedhepPEHTHU METOAU. AHaNW3MpaHu ca obuwo 124
npobu. UyBCTBUTENHOCTTA UMM NMPOLEHTBT Ha CbBMNAaZeHWE Ha NMOMOXKHUTENHU
pesynTatu (PPA) e usumncner kato 100% x TP/(TP + FN). CneundmuHocTTa
UMW NPOLEHTBT Ha CbBMNafileHWe Ha OTPULATENHW PE3YNTATHU € U3UKUCNEH KaTo
100% x TN/(TN+FP). PesyntatuTte oT oleHKaTa Ha KNMMHUYHOTO NpeacTaBaHe
ca nokasaHu B Tabnwuua 6.

TexHWuecka NnoaApbXKKA

B cnyyai Ha BbNpoCK, MONA, CBbPXKETE Ce C BalMA MeCTEH ANCTPHUBYTOP WK
n3nparete cbobuleHre [0 oTAena 3a 0bcnyKBaHe Ha KnueHTH Ha Vivalytic
(Mmenn: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Cumeonu
M MpouseognTen [SN] CepweH Homep
@ [aTta Ha Npon3BOACTBO ,H/ TemnepatypHa rpaHuua
[a He ce n3non3sBa, ako
CpOK Ha rogHocT
onakoBKara e nospeaeHa
MapT1aeH HoMep ® Camo 3a ejHoKpaTHa ynoTpeba
KoHcynTupanTe ce ¢ MHCTPYKUMnTE
[REF] PedbepeHTeH Home
chep P BH 3aynotpeba
Cbabprka <n> b6pos MeauumHCKo 13nenwue 3a in vitro

TEeCToBE ANArHOCTUKa

a)
m

CE mapkupoBka

/A Otnvnetmpaiite nocouenuna obem oT npobara BbB Bxoda 3a npoba Ha
6 300wl aceTaTa, KaKTo € OTBEeNA3aHO C UePHUA TOUBIBIHMK.

115



Vivalytic C. difficile

Eloaywyn

To Clostridioides difficile (C. difficile) ivat évac gram-BeTIKOg, avagpoioc
BAKIANOC TTOU OXNUATICEL OTIOPLA KAl AMOTEAETAL MO TOEIKOYOVA Kal un
TOEIKOYOVa OTEAEXN.

To C. difficile givat €va amnoé Ta mo cuxva maboyova TG VOCOKOUEITKNG
Suappotag, Slaitepa o€ acbeveic e didppota mou oxeTiCeTat ye avtiBoTika. Ta
TeAeuTala xpovia, o aplBPog Kat n BapuTnTa TWV MEPIOTATIKWY EXOUV AUENOEi
oTnv Eupwrn Kat maykoopiwg.!

Ta ougnmwpata Te Aolpwéng ano C. difficile (CDI) kupaivovTat amno Ama
Slappola we Baptd, aneAnTikn yia 1n wn weubopeuBpavmwdn KoAiTida,
mapdTLo anolkiopodg Tou C. difficile v MPOKAAE AMAPAITNTA CUUMTWHATIKN
Noipw&n. H iatapaxn Tne loopeoTiag Twv YIKPOOPYAVICUWY TOU EVTEQOU,

.X. Aoyw Bepaneiag pye aviRIoTikd, eviExeTal va 0dnynoeL o€ Kuplapxia Tou
To&koyovou C. difficile aTov amolkiopd Kat va anoTeAEcel TNV évapEn AoipwEng
CDI.?

Ot mapdyovTeg mou eunmAékovTat oTny maboyéveon Tou C. difficile eivat Ta
yovibla tcdA kat tcdB mou kwdikomolouvTat yia Tnv Tofivn A (evrepoTo&ivn) Kat
Tnv T0€ivn B (KUTTapOoTOEIVN) TTOU 3PIOKOVTAL OE pLd TIEPLOXN XPWHOOWHATWY
19,6 kb n omola ovopddeTat Tormog maboyovikotntag (Paloc). Ta mepioodTepa
nmaboyova oTehéxn eivat BeTIkA yia To&ivn A kat B (A+B+), al\d kdmola
anopovwBevTa aTeAéxn maboydvou mapahaync eVOEXETAL va gival apvnTiKd
yla To€ivn A Kal BeTikd yla Toivn B (A-B+). AuTtd amoTeAoUv Tnv atTia Twv
vOoWwV ou cuoxeTidovTal pe To C. difficile.®

Karmota otehéxn Togikoyovou C. difficile mapdayouv emiong yia To&ivn mou
ovopaletat tpavopepdon C. difficile (CDT) ry 6uadikn Toivn.*

TMepleXOUEVA CUOKEUATIag
15 kaoéTeg e€eTaong Vivalytic C. difficile yia Tnv moloTikn avixveuon Twv
el0IKwV yovidlakwv aAnhouxiwv Togivng tcdA/tcdB Tou Clostridioides difficile.

TMpooplopevn xpron

H e€etaon Vivalytic C. difficile eival yia autopaTonoinyévn Mootk

eéTaon yla dlayvwon in vitro fdoel ahuoldwTng avTidpaong moAupepdong
(PCR) o€ mpaypaTiko xpovo yia Ty avixveuon VOUKAEIKwvV oEwv amno
To&koyovo C. difficile (yovidia ToEivng tcdA/tcdB) ano enxplopata udapwv

1 HOAGKWV avOpWMvwy KOTPAvwy, yla Tn SteukoAuvon Tng Slayvwong oEetwv
YAOTPEVTEPIKWV ANOIHWEEWY OE OUUMTWHATIKA dTOUA.

Ta anoteAéopata ev Ba MEEMEL va XPNOIHOMOLOUVTAL WG TO HOVASIKO KPITHELO
yia mn Sidyvwon, Tn Bgpaneia n TN Anwn aAwv anogacswy Slaxeiptong

Twv aoBevwv. Ta OeTIKAG anoTeAéopaTa dev amokAgiouv cUANOIUWEN pe

aMa naboyova. O(ot) avixveuodpevoc(ot) mapdyovrac(eg) evbexeTal va

unv anoteAei Tnv andAuTn arria Tng vooou. Ta apvnTikd anoteAéopata Sev
anokAgiouv hoipwEn ano C. difficile iy AN yaoTpevTepikn Aoipwén. Ta
AMOTEAECPATA MPEMEL VA GUOXETIOVTAL KAVIKG HE TO IOTOPIKO TOU aoBevouc,
TIC KAIVIKEC TAPATNEAOELC KAL TA MENUIOAOYIKA OTOIKEIa. AANAEC SIaYVWOTIKEC
MANPOPOPIEC ival anmapaitnTeg yla Tov Kaboplopod TNC KAaTdoTaong

NoipwEng Tou aoBevouc. TTpoopileTal yia xprion pe avaiutn Vivalytic one

ano enayyeAuaTieg uyeiag uovo og epyacTnElakd meptBaAAovTa, onwe
VOOOKOUELOKA EQYAOTAQLA KAl EQYAOTAPIA avaPopdC.

TTAnpogopisg aopaAeiag

Otnapouoeg O8nyiec xpnonc meptAapAavouv MANPOPOPIES HOVO YId TIC
OUYKEKPIPEVEC EEETATELC. T1a EMMAEOV TTPOEIBOTOINCEIC KAl 0dnyiec,
avaTpeETe oTic OBNyieg XPNONG MOU TTAPEXOVTAL UE TOV avaAUTr 0ag
Vivalytic one (ke@dAalo ye MANPOPOPIES yla TNV A0PAAELD TNC GUOKEUNG).
XPNGIUOTOIEITE pHOVO KAGETEC Kat BondNTIKG e€apTthuaTa Vivalytic mou
£x0UV eyKpIBei yia Tov avaAuTn Vivalytic one. TIpoomabnoTe va anopuyeTe
EMPOAUVOELC KATA TOV XEIPIOUO BEIYUATWY A0BEVOV KAl KAOETWY. Y€
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nepinTwon mou xubei Seiypa endvw TNV KAGETA, N XENOIUOTOINOETE TNV
KAOETa Kal amoppiwTe Tnv.

[a in vitro §1ayvwoTIKn xpron anoé eknalbeupévo emayyehpartia uyeiag.

A TTIPOEIAOTIOIHZH

+ Na akohouBeiTe maAvTa TNV 0pBN £pYACTNEIAKN TPAKTIKN yid va
8l00(paAileTe T owoTh anddoon Tne mapoucac eEETaonc.

+ Mnv mapaAeineTe va opdTe KATAANAO ATOUIKO TPOOTATEUTIKO
eEomAopo (ATTE).

+ Mn XpNOIWOMOIAGETE TNV KAGETA €AV TO OPPAYIOUEVO GAKOUAGKL ) N iSla
n KaoeTa eppavidel opatn {nuLa.

+ Mnv ayyileTe Kat pnv EUVETE TNV MEPLOXA AVIXVEUONG TNG KAGETAG.

+ Mnv enavaxpnolpomole(Te TNV KACETA.

+ Mn xpnoluomoleiTe Anypévee KaogTeg. H nuepopnvia AWEng avaypdapeTat
0TN GUOKEUAGIA KAl OTNV ETIKETA TNG KAGETAG.

+ A@ouU avoifeTe To GAKOUAGKL TNG KAGETAC, EEKIVAOTE TNV €EETAGN TO
apyoTepo UoTepa amnd 15 AenTd. Me auTdv Tov Tpdmo Slatnpeitatn
UYLELVR KaL aTToPEeUyeTaL N peiwon Tne anodoonc Adyw uypaaciac. H
napaTteTapévn €KBeon oTnV Uypacia enmnpealetl ApvnTIKA Thv anmodoon
¢ e€éTaonc.

+ Mnv avakiveite TNV KaoETa 6TaV MEPIEXEL BElyla.

+ Mnv avarodoyupileTe TNV KACETA.

+ TomoBeTeiTe TNV KAOETA YOVO O€ KABaPN Kal emMinedn eM@Aveld.

+ Mn XpNOLWOMOLEITE TUTTOUC, HECA KAl OYKOUC SetypdTwy mou Sev Exouv
eyKpOel yla Tnv eE€Taon.

+ Na akohouBeiTe maAvTa TNV 0pBN £pYACGTNEIAKN TPAKTIKN yid va
8100(paAileTe T owoTh anddoon Tne mapouoac eEETaonc.

+ Ta BloAoyIKG BelypaTd, Ol GUGKEUEC HETAPOPAC KAL Ol XPNOLUOTOINHEVES
KaoETEC Ba MpEMel va BewpoUvTal SUVNTIKA IKAVEC VA HETABWOOUV
AOLOYOVOUC MAPAYOVTEG KAl ATTatTouV Anwn Twv KaBlepwuévwy
mpo@uAatewv. Ta SuvnTIKWC poAuopaTikd SelypaTa aoBevwy Kat
Ol KOOETEC TTPETEL VA XPNGIUOMOIOUVTAL CUHPWVA HE Ta BVIKA
£0YACTNEIAKA MEOTUTIA KAL VA amoppinTovTal cUP(pwva Ye Ta
TIEQIPEPEIOKA KAl EQYAOTNPIAKA MEOTUTIA.

+ Evepyeite GUPPWVA PE TOUC EBVIKOUG KAVOVIOUOUG KAL TIG TTOAKTIKES
aopAAelag.

Ynueiwon: MeptoooTepec MAnpogopieg SiatiBevral oo pUANO Sedopévwy
aopaAelag (SDS) Tou MpoiovToc. EMKOWwYAOTE e To TuRUa eEUnnEETNONG
MEAATWY TOU TOTIKOU oac Slavopea.

TMpo60OeTo¢ anmatroUpevog eE0MAIOPOG KAl AVaA®WGLUA TTOU amatrouvTat
aAAa bev mapexovrat
+ Avalutrc Bosch Vivalytic one (api®uoc avapopag F 09G 300 115)
+ Yuokeun mmeTac (100-1000 pl)
+  AMooTElpwPEVA aKPOPUOLa MIMETAC PiAtpou 100-1.000 pl
+ KT ouNoyNg emixpiopaToc pe oTEINED
- Kavovikog oTel\edg pe Tpixibla Swab FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia
s.p.a.)
+ MEoo UeETaPOPAg
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
+ KatdAnAn mpooTaTteuTikn evbuuacia

Apxn Tng e&€Taong
H e€&taon Vivalytic C. difficile eival yia motoTikn e€€Taon Rdoet PCR
TPAYUATIKOU XpOVOoU.

YuvOnkeg amoBnRkeuong Kat xpnong

To Mpoidv mapapével aTaBepod Ewe TNV NUEPoUNVia ARENG epdoov anobnkeuTel
oe Beppokpacia +15 °C éwg +25 °C. O GUVONAKEC amoBrKeUoNC KAl XpNong
avaypdeovTal oTNV KAGETA, GTO GAKOUAAKL 1} GTNV ETIKETA TOU KouTioU. H
KaoETa Mpernet va xpnotgornoinBei oe Beppokpaaia +15 °C €wg +25 °C, OXETIKN
uypaoia < 65%, evtog 15 AenTwv apou avolxBei To caKoUAdKL. Me auTov Tov
TPOMO B1ATNEEITAL N UYIEWVE KAl ATTOPEUYETAL N PElwon TNS anmodoonc Adyw
uypaoiag. H mapatetapévn €kBeon oTnv uypacia ennpealetl apvnTIKA TNV
anodoon TG eEETaONG.
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AvTidpaaoTnpla

'Oha Ta avTidpacTtipia rou eivat anapaitnTa yia Tnv enefepyacia Tou deiypaTog
elval evowpatwpéva otny KaoeTa. H enefepyacia mepA\apBAvel KUTTAPIKN
AUon, ekXUALON VOUKAEIKOU 0E€og, evioxuan kal avixveuon DNA.

Ta avTidpaoTnpla gival opalpidio PCR, pubuioTikd SiaAupa décueuonc,
pUBHIOTIKO SlaAupa MAUGNC Kal puBUIOTIKO BidAupa ékAouong. To opatpiblo
PCR mepigxet DNA moAupepdon, eKKIVNTEC KAl AVIXVEUTEC. To pUBUILOTIKO
S1aAupa béopeuonc SIEUKOAUVEL TN SEGUEUON TWV VOUKAEIKWY OEEWV KATA TN
Sladikacia kabapiopou. To pubpioTiko SlaAupa MAUCNC eivat €va okevaoua
S1apOpwV aAdTwY Kat SIaAUTWV yia TNV amopdKpuveon Twv akabapotwv, m.x.
mpwTeivwy, Kata Tn Sladikaacia ekxUAIoNG. To puBuIoTIKO BidAupa EkAouong
eivat €va puBUIOTIKO S1AAUUO XauNANG CUYKEVTPWONG AAATWY KAl TTEPLEXEL TA
KekaBapuéva VOUKAETKA oEga aTo TéEAoG Tn¢ Bladikaaciag exkUAoNG.

ToOmog deiypatog/Méco

H eEéTaon mpoopileTal yia xpnon pe SelypaTa emypiogaToc KOmpAvwy G HEGO
eNAT® (Kavovikog aTelheog pe Tpixidla FLOQSwabs® 552C, péoo petagpopds
eNAT® Ref. 606C, COPAN ltalias.p.a.).

YUMEYETE Kal pUAGOOETE Ta BelypaTa OMwg uoSEIKVUETAL OTIC 0ONyieg ToU
KATOOKEUAOTN.

Y& nepinTwon nou To Seiypa dev unoBAnOei oe enefepyacia apéowg YeTd ™
GUAAOYT TOU, Ta VOUKAEIKA 0E€a Ba ouvTnpoUVTaL HECQ OE HECO HETAPOPAG
eNAT® yia €wg 4 38oudbeg oe Beppokpacia dwuatiou Kat oTouc 4 °C, Kabwg
Kalyla €wc 6 prnveg otouc -20 °C £wg -80 °C (beite TiIc Odnyieg xpnong Tou
UEOOU PETAPOPAC eNAT®S),

TMpoeTolyacia Seiypartog

Xpnatgornotrnote Kavovikd otelleo pe Tpixidia FLOQSwabs® (COPAN ltalia
S.p.a.) yld va OUAAEEETE PIKPN TOCGOTNTA KOTIPAVWY E10AYOVTAC TO AKPO

TOU OTEIAEOU PE TPIXIO1a HEoa 0To Selyua KOTPAVWY KAl TEPIOTREPOVTAC

T0. Ol TEPIOXEC ALPATNEWY, YAoIwdwv N udapwv Kompdavwy Ba MpéEmet va
€MAEYOVTAL KAl va GUAAEYOVTAL. MeTA Tn cUAoyr, eEETAOTE ToV OTEINED

yla va BeBalwOeiTe 0T UNTAPXEL 0pATO UAIKO KOTTPAVWY TTAVW OTO AKQO. L€
SlaQOPETIKA MepiMTwaon, eloaydyeTe Eava Tov oTeINeO e TplxiSla oTo deiyua
KOTIPAVWY Kal TTEQIOTPEWTE TOV MPOCEXOVTAC WOTE VA €POEL OE ENAPN UE TO
Selypa 0An n meploxr Tou AkPou Tou oTEIAE0U. META Tn GUAAOYI, UETAPEPETE
ToV OTEIAEO PEaa 0To owAnvaplo Copan eNAT® 2 ml ue HECO PHETAPOPAG
eNAT®. KpaToTe To OTEAEXOG TOU OTEINEOU AVAPEDT OTOV AVTIXELPA KAl TO
B8AKTUAOG 0ag, MoATomotoTe Kat avapi€Te To Selyua KOmpaAvwy oTIC TAEUPEC
Tou owAnvapiou woTe va dlacmapei opoldpopPa Kal va evalwpnOei To eiypa
OTO PUECO OUVTAPNONG. KOATrOTE TO GTEAEXOC TOU OTEIAEOU KOVTA OTO XEIAOC
Tou owAnvapiou Kat AuyioTe To o€ ywvia 180 polpwv WOTE va TO OMACETE
OTO €MONUACUEVO onpeio Bpalong. AMopEIWTE TO OMTACUEVO EMAVW HEPOC
TOU OTEAEXOUG TOU OTEINEOU Kal 0PiETe TO MWuA. AVaKIVIOTE OXOAAGTIKA TO
owAnvdplo SelypaTog mou MEPLEXEL TO eMixplopa Kat To HEco eNAT® (COPAN
Italia s.p.a.) woTe va opoyevomolnOel Kal XpNOIUOTIOINOTE GUOKEUN THMETAG
woTe va mAnpwoeTe pe 300 pl opoyevonolnuévou deiypaTtog acbevouc Thv
unodoxn SelyuaTog TNC KAOETAC.

Mn xpnaotgoroleite maxUppeuoTta Setypata Ta oroia ival SUoKoAa aTnv
avappoPNon PE MIETa.

AnotéAeopa e&ETaong

MeTd Tnv autopatn enefepyacia Tou Selypatog pe Tov avaAuTn Vivalytic one,
To amoTéAeopa TNG e€€Taong epavidetal otnv 066vn Tou avaiuTr Vivalytic
one. O XpOVOC £wC TNV EPPAVION TOU amoTeEAECUATOC eival TTepinou 50 AenTa.
Ta anoteAéopaTa eyudTwv uwnAng TiTAonoinong eivatl SlaBéaipa ueta ano
AlyoTEPO amod 35 AemnTd Kal n eE€Ta0N UMOPEl va TEpUATIOTEl vwpiTEPa (BeiTE TO
Ke@aAalo Teppatiopdg e€Etaonc).

To Selypa kaTnyoplomoleitat eite wg BeTKo yia C. difficile iy apvnTko yia C.
difficile eite w¢ un €ykupo. Le nepinTwon BeTKAC avixveuonc Tou C. difficile,
n e€€Taon Bewpeitat €ykupn akdpa Katav o yaptupag Human Control eivat
apvnTIKOG.

H avixveuon oAokAnpng TNE mMoodTNTAC Tou HAPTUPa eAEyXoU dilepyaciag mou
BaoileTat og avOpwmiva kUTTapa (Human Control) o apvnTika Selypata
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unodetkvuel Tnv emTuxn Sladikacia ekXUAIONG Kal amoKAElEL TNV avacoToAn
¢ avtidpaonc PCR. H eppnveia Twv anmoTeAEOUATWY MAPoucIadeTal oTov
MapakdTw mivaka.

C. difficile Human
(tcdA / tcdB) Control

Eykupotnta  AnotéAeopia

To 6elypa Bewpeiral BeTko yia C. difficile

* - Eykupo (avixvevetat yovibio Togivng tcdA/tcdB).

To 6eiypa Bewpeitat apvnTiko yia C. difficile

N * E¥kupo (Bev avigveletal yovibio Tofivng tcdA/tcdB)

- - un éykupo | Aduvapia afloAdynong.!

T YuvioTatal emaveféTaon.

PCR - KaumUAn kat Tipn C,

Ot KapmuAec Tne PCR mpaypaTikoU xpovou (TPOTomoINUEVES ard To AOYIOHIKO)
ep@avidovTal Kat KaTNyopIoMoLoUVTal w¢ OETIKEC 1 APVNTIKEG Ao TO AOYIOUIKO.
Ye mepimmwon OeTikwv KapmuAwy, mpoBaretat n avriotoixn TipnA C,. Ta acapn
anoteAéopaTta nonpaivovrat ano 1o Aoylopiko (A). ZuviotdTat va yivetat
enavegeTaon.

Mn €ykupeg i avemtuxeic e€eTdoelg

Mia eE€Taon afloloyeital wg un £yKupn av 8V avixVEUTEL OUTE GTOXEUOHIEVO
DNA oUTe Human Control. OtmBavoi Adyot pn €ykupnc avaAuonc pmopel

va gival n Kakn mototnTa Tou Selypatog Aoyw PEPIKAC 1 TARPOUC amouaiac
avOpWTIVOU KUTTAPIKOU UAIKOU oTo Selypa. Ta amoTeAECUATA yia €va un
€YKUPO amoTeéAeopa mpofdAovTatl, aAAa Sev emTpEneTal va xpnatyonotnbolyv
yla 8layvwoTikn epunveia. TTpv mpayuaTonooeTe TNV €EETAGN, PPOVTIOTE va
XPNOIUOTMOINOETE TOV CWOTO TUTO elyuaToc, ToV 0woTo TPOMO GUANOYAC Kalt
anoBnKeuong Tou SelypaTog, KABWE KAt TIC CWOTEC KACETES. EmavaAdBeTe Tnv
avaAuon e véo Belypa, Qv XpELAOTEL

Y& MepinTwon amoTuxiag Tng eEETaong, MpwTa eAEYETE €AV 0L GUVONKES
AetToupyiag Tou avaAuTn Vivalytic one eival owoTég (avaTpeéETte oTic Odnyieg
xpnong Tou avaAuTn Vivalytic one). EmavekkivnoTe Tov avahuTn Vivalytic one.
Edv To mpoBANua EMUEVEL, EMIKOWVWVNAOTE e TO TUNPA EUMNEETNONG MEAATWV
Tou ToTKoU oag Slavopea.

TepuaTiopog e€raong
MOALC eppavioTel aTnv 00OvN €va eykupo, BeTIKO yla C. difficile amotéAeopa, o
XPNOTNG EXEL TNV €MAOYN va 0AokAnpwoel TV eEETAON.

Avagopd e€taong

TNV EKTUTIWHEVN avapopd eEgTaonc, Ta maboyova, Ta anoTeAéouaTa, o
LAPTUPAC KAl TANPOPOPIES YL TOV XPNOTN, TOV a0OEVH, KAl TOV avaAuTh
Vivalytic one maparti@evrat ye £va nedio umoypaeng.

'EAgyxog moldTnTag

Edv anarreital anoé Ta TOMKA 1) EpyacTnEIakd mpoTuTd, MEEMEL VA
npayuatonoinOel €Agyxog motoTnNTaAC.

Y€ MepinTwaon mou anaireital uebodog eEETaoNC avagopdc yia EAeyxo
MolOTNTAG, UTTOPEITE VA XPNGIOTIONOETE TA MAPAKATW UAIKG avapopdag:
CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Spain).

AkohouBeite Ti¢ 08nyiec Tou KATAOKEUAOTR.

Y€ MePINTwon anmPOCUEVWY AMOTEAECUATWY, MAVaAARETE TNV avdAuon e
AaMho Selypa. EAv To amoTEAEGHA EVOC ApVNTIKOU BElypaTog EAEYXOU TTOIOTNTAG,
T.X. TO KaBapd UAIKO peTapopdc eNAT® mapapével OETIKO, 0 AVOAUTAC
Vivalytic one fi To meptBAAoV yUpw amd auTov evOEXETAL VA EXEL EMUOAUVOEL.
AOKOWTE TN xprion Tou avaAuTn Vivalytic one kat kaBaploTe TN GUGKEUT, OTIWG
neplypdeeTal oTic Odnyieg xpnong Tou avaAuTn Vivalytic one.
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Y€ meplmmwon enavalapBavopevwy Weudwy anoTeAecudaTwy oe Selypata
€AEYXOU MOLOTNTAC, EMIKOWVWVIOTE e TO TUAUA EUMNEETNONG TEAATWY TOU
TOTIKOU 6ac lavouéa.

Eiwdomoinon yia Toug xprioteg otnv EE

OmnolodAmoTe coapd cupRav To omoio exel AABEL XwPd OE OXEON UE TN
GUOKeUT Ba MPEMEL VA OVAPEPETAL OTOV KATAOKEUAOTN KAt TNV appodia apxn
TOU KPATOUG HENOUC GTO omoio Slapével o XpnoTng 1/Kat o acBevig.

TMeploplopoi

Ta anoteAéopata Tng e€€Taonc Vivalytic C. difficile mpémet va epunvetovtat

povo amnd eknaldeupévo enayyehpatia uyeiac. Ta amoteAéopaTta Tng

eeTaonc Vivalytic C. difficile 6ev mpémnet va xpnotgomolouvTtatl wg n povadikn
mapdpeTPog yia Tn Sidyvwon.

+ 'Eva apvnTiko anotéAeopa Sev anokAeiel Tnv Unapén maboyovwy oto deiypa
oe eninedo xapnAoTepo amnd Tnv eualodnaoia Tou Mpoodloptopou f TNV
Unap&n aAMwv maboyovwy mou ev KAAUTITOVTAL ATIO TOV GUYKEKPIUEVO
nMpoabloptouo.

+ Ymapxel Kivbuvog Weudwe apvnTIKWV N Weudwe OETIKWY amoTEAEOUATWY
nou opeilovtal oe akatdAANAN cuAhoyr, HETAPOPEE N XEIPIOUO TWV
SelyudTwy.

+ Y€ OPIAKEG MEPIMTWOELS, EVOEXETAL VA MOOKUWOUV ATUTIA XAPAKTNEIOTIKA
PCR (.. eminedn kapmuAn pe xapnAn n uwnAn T C,). Ze nepintwon
ATUTTWV XOPAKTNPIOTIKWY, Ta anoTeAéopaTa Sev emMTPENETAL VA
xpnotpornoinBouv yia 8layvwoTiKn eppnveia. Ta acaen anoTeAéouaTa
ermonuaivovTal ano To AoyIopIKO. YUVIOTATAL va YiveTal emavegeTaon.

+ To Vivalytic C. difficile eival pia motoTikr e€€taon Bdoel PCR mpayuatikou
XPOVOU Kal §ev MAPEXEL TOOOTIKO ATIOTEAEOUA.

+ 'Eva BeTIKO anoTéAeopa dev onuaivel anapaitnTa oTL UNTAEXOUV BLWolUd
naboyova.

+ He&étaon avixveuet o C. difficile mou @épel yovidia tcdA/tcdB, ahha
bev ekTeAel Slapopornoinon peTafl oTeAexwv mou napayouv Toivn Kat
oTeAexwv mou Sev mapayouv Toivn

+ To apvnTiké anoTéeopa Sev anokAeiel Tn Aoiuwén and C. difficile.
YUVIOTATaL Ta apvnTIKG e€eTaopéva Seiypata va epunvevovtat padi pe
emmAgéov epyaoTnplaka dedopéva

+ H unepoAIkr mMoooTNTA KOTPAVWY EVOEXETAL VA EXEL AVAOTAATIKEC
emdpdoelc oTnv andédoaon Tou MPoadloptopoU.

AZloAdynon TN avaAuTikAg anodoong

AvaAuTikni euaodnoia (‘Oplo avixveuong)

Q¢ 6pto avixveuong Tng e€étaong Vivalytic C. difficile mpoodlopiotnke n
XAUNAOTEEN CUYKEVTPWON AVAAUOUEVNC OUGIAG MTOU UTTOPEL VO AVIXVEUTEL
0Ta0epa (295% Twv SElyuATWY MOU €EETAOTNKAV UTIO £PYAOTNPLAKEG OUVONKES
pouTivag pe TN xpnon kaboptopévou TUMou deiypaToc).

SupnepiAnyn

Ma tnv agloAoynon Tng oupmepiAnwnc, mpayuatonolndnke avaiuon in

silico (eubuypappion BLAST) Tnc aAAnAouxiac Tou yoviSlwuaToc Siapopwv
ouvaewv atehexwv Tou C. difficile évavti Tng aAnAouxiag Twv ekkivnTwv PCR
KAl TOU avixveuTn ubpoAucnc mou xpnaotgomotouvTat otny e€gtaon Vivalytic
C. difficile yia Tnv evioxuon kat Tnv avixveuon Twv avTioTolxwv madoyovwy. .
YupnepiAnwn 6a urmopouoe va katadelxBei yia Ta oTeAEXN Mou mapaTiBevrat
oTov Mivaka 2.

AnokAglopO¢/AvaAuTikni €181KOTNTA

TTpoKEIPEVOU va amokAeloTel n SlacTaupoupevn avriépacTikOTNTA
(amokAewopoc), SievepynOnke avaiuon in-silico (eubBuypdpuion BLAST)

NG meploxn¢ otoxou Tou C. difficile évavTi Twv aAnAoUXIwY yovIBIOUATOG
S1apOPwWV AWV KOWVWV TABOYOVWY TOU YOOTPEVTEPIKOU 1} OTEVWY GUYYEVIKWY
eldwv. Aev unnptav otolxeia mapeuBoAng (Mivakag 3).
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Avamnapaywytuotnrta

H avanapaywypdtnTta tne e€€taonc Vivalytic C. difficile SiamoTtwOnke e

™ xenon yac opadag pe 3 S1aQopeTIKES ouykevTpwoelg Tou C. difficile. Y

3 meploxég e€€Taong, Kabe piyua e€eTA0TNKE Ue TO 1610 OET opyavwy Vivalytic
ano Tov iblo xeptoTn ue 3 mapTibeg o 4 emavaAnmTikd Selypata og 3 nUEPEC,
avTioToIKa, AMOPEPOVTAG GUVOAKA 324 MapATNEAGCEIG VA GTOXEUOHUEVO
naboydvo. Ta mocooTd BTIKOTNTAG MOU TTPOEKUWAV YIA TOUC SIAQOPETIKOUG
ouUVBUAOPOUC CUOXETIOTNKAV E TO AVAUEVOUEVO TOCOOTO BETIKOTNTAG
(Mivakag 4a).

EmavaAnyuortnTa

H emavaAnwpotnta a Tng e€taong Vivalytic C. difficile SiamotwOnke pe T
XPnon ulag opddac e 1 ouykévtpwon (3x ¢95) Tou C. difficile. Y& 1 neploxn
eEETaonc, To piyua eEETAOTNKE pE TO 1810 OET opyavwy Vivalytic amo Tov iSlo
XEPLOTA pE 3 mapTidec og 20 emavaAnmTikd Selypata o 1 nuépa, avtioTolxa,
aMoPEPOVTAC GUVOAIKA 60 TTapATNPENCELC avd oToxeuouevo nmaboydvo. Ta
MOCOG0TA BETIKOTNTAG MOU TTPOEKUWAV YIA TOUC SIAPOPETIKOUG GUVEUAGHOUG
GUOXETIOTNKAV € TO AVAUEVOUEVO TOGOCTO BETIKOTNTAG

(Mivakag 4B3).

TMapepBoAég

Ot napepBolég aglohoynOnkav yia evdoyeveic kat eEwyeveic ouoieg mou
evbexopEVWC uMdpxouv oTo Selypa Tou aoBevoug. Ma TG OUGIEC TTOU UMopel
BuVNTIKA va TPOKAAECOUV TTAPEUROAEC OTNV eEETAON, AVATPEETE GTOV
Mivaka 5.

AZloAdynon Tng KAvikng anédoong

AnoTeAéopaTa eualodnaiag Kat 181KOTNTAG TTOU TPOKUTITOUV amod eyyevn
Selypata udapwv Kat poAakwv avlpwmivwy Kompdvwy. Ta SelypaTta
OUMEXONKaV o€ KAIVIKO TTepIBAANoV Kal umoBARBNKav o cUyKkpLon Pe
anoteAéopata peBodwv avapopag.

Ta 6elypata yia Tnv e€€Taon pe kaoeTeg Vivalytic C. difficile
xpnotgornondnkav peéoka r katawuxdnkav yla anobnkeuon Kat
TTPOETOIPACTNKAVY ONWGE MEPLYPAPETAL TTAPANAVW peéoa oe eNAT® (COPAN
ItaliaS.p.A.).

Ye nepinTwon eEETA0EWY avapopac, Ta SeiyuaTa MPOETOACTNKAY
OUPPWVA UE TIC CUOTACEIS Twv HEBOBWY ava@opdc Mou Xpnotuomnotonkav.
YUVOAIKA, avaAuOnkav 124 deiyuata. H euaiobnoia ) mooooTiaia cupgwvia
BeTikou (PPA) urohoyioTnke we 100% x AO / (AO + WA). H e16ikotnTa f N
TMOCOOTIAIa OUPPWVIa apvNTIKOU uroAoyioTnke we 100% x AA / (AA+WO). Ta
anoteAéopata Tne a&loAdynong Tne KAVIKAG anddoong mapouctdlovtal oTov
Mivaka 6.

Texvikn unooTtnptén

Y€ MEPIMTWON EQWTNHATWY, EMKOWWVAGCTE PE TOV TOTIKO Slavopéa
1) anooTeiAeTe prvupa otnv eEunnpeTnon neAatwy Tng Vivalytic
(email: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).

BiBAoypapia

"Kuijper EJ, Coignard B, Tull P; ESCMID Study Group for Clostridium
difficile; EU Member States; European Centre for Disease Prevention and
Control. Emergence of Clostridium difficile-associated disease in North
America and Europe. Clin Microbiol Infect. 2006 Oct;12 Suppl 6: 2-18.

2Czepiel J, Drézdz M, Pituch H, Kuijper EJ, Perucki W, Mielimonka A,
Goldman S, Wultanska D, Garlicki A, Biesiada G. Clostridium difficile
infection: review. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2019 Jul; 38(7):
1211-1221. doi: 10.1007/s10096-019-03539-6. Epub 2019 Apr 3. PMID:
30945014; PMCID: PMC6570665.

SKordus SL, Thomas AK, Lacy DB. Clostridioides difficile toxins: mechanisms
of action and antitoxin therapeutics. Nat Rev Microbiol. 2022 May; 20(5):
285-298.

“Gerding DN, Johnson S, Rupnik M, Aktories K. Clostridium difficile binary
toxin CDT: mechanism, epidemiology, and potential clinical importance.
Gut Microbes. 2014 Jan-Feb; 5(1): 15-27.

5COPAN Instructions for Use of Copan eNAT® Collection and Preservation
System; Version EIFU0O02R01 Date 2021.06.

121



Vivalytic C. difficile
ZuuBoAa
“ KaTaokeuaotnc [sN] Yeiplakog aptOuog

M Huegpounvia KATAOKEUNG J’ 'Oplo Beppokpaaiag

@ Mn xenGtUOTOLE(TE TO MPOIOV, €AV N

g Huepopnvia Anéng OUOKEUAGIA Elval KATEGTPAUPEVN

Ap1Bpde mapTidac ® Ma pia pdvo xpnon
Ap1BHOC avVapopac [li] SupBouleubeite TIc OBNyieC XpPAONG

W TTepIEXel <n> eEETACELC In vitro 810yVWOTIKNA 1ATPLKI OUCKEUN

C€ sApavon CE

/A NavelueTe pe mmeTa Tov UNobSelkvudpevo 0yKo SelypaTtog otnv
6 39%L yrodoxr SelypaTog TG KAoETAC, OMwC EMONUaiveTal pe To Jaupo
Toilywvo.
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Introduccién

Clostridioides difficile (C. difficile) es un bacilo grampositivo anaerobio for-
mador de esporas compuesto por cepas toxigénicas y no toxigénicas.

C. difficile es uno de los patégenos mas comunes de la diarrea nosocomial,
especialmente en pacientes con diarrea asociada a antibidticos. En los dlti-
mos afos, el numero y la gravedad de casos ha aumentado tanto en Europa
como en el resto del mundo.’

Los sintomas de la infeccion por C. difficile (ICD) varian desde una diarrea
moderada a una colitis pseudomembranosa grave potencialmente mortal,
aunque la colonizacion de C. difficile no siempre conlleva una infeccion sin-
tomatica. La alteracion del equilibrio de los microorganismos del intestino,
por ejemplo por un tratamiento antibidtico, puede propiciar el estableci-
miento de C. difficile toxigénica, imponer la colonizacion y convertirse en el
iniciode unaICD.?

Los factores implicados en la patogénesis de C. difficile son los genes tcdAy
tcdB que codifican la toxina A (enterotoxina) y la toxina B (citotoxina) ubica-
das en una region cromosdémica 19,6 kb denominada locus de patogenicidad
(PaLoc). La mayoria de las cepas patogénicas son toxinas Ay B positivas
(A+B+), pero algunos aislados de variantes patogénicas pueden ser toxinas A
negativas y B positivas (A-B+). Estas son la causa de las enfermedades
asociadas a C. difficile.®

Algunas cepas de C. difficile toxigénica también producen una toxina deno-
minada C. difficile transferasa (CDT) o toxina binaria.

Contenido del paquete

15 cartuchos de la prueba Vivalytic C. difficile para la deteccion cualitativa
de secuencias genéticas de las toxinas tcdA/tcdB especificas de
Clostridioides difficile.

Uso previsto

La prueba Vivalytic C. difficile es una prueba cualitativa automatizada de
diagndstico in vitro basada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
en tiempo real para la deteccidn de acidos nucleicos de cepas toxigénicas
de C. difficile (genes de las toxinas tcdA/tcdB) a partir de hisopos de heces
humanas liquidas o blandas para ayudar en el diagndstico de infecciones
gastrointestinales agudas de sujetos sintomaticos.

Los resultados no deben utilizarse como la Unica base para el diagndstico, el
tratamiento u otras decisiones de tratamiento del paciente. Los resultados
positivos no excluyen una infeccidén conjunta con otros patégenos. Los
agentes detectados pueden no ser la causa definitiva de la enfermedad.

Los resultados negativos no excluyen una infeccion por C. difficile ni otras
infecciones gastrointestinales. Los resultados deben correlacionarse
clinicamente con el historial del paciente, las observaciones clinicas e infor-
macién epidemioldgica. Se requiere otra informacion de diagndstico para
determinar el estado de infeccién del paciente. Disefiado para su uso con un
analizador Vivalytic one por parte de profesionales sanitarios Gnicamente en
entornos de laboratorio como laboratorios de hospitales y laboratorios de
referencia.

Informacion de seguridad

Estas instrucciones de uso solo incluyen informacién especifica sobre la
prueba. Para conocer advertencias e instrucciones adicionales, consulte las
instrucciones de uso suministradas con el analizador Vivalytic one (capitulo
de informacion de seguridad del dispositivo). Utilice Unicamente cartuchos
y accesorios Vivalytic aprobados para el analizador Vivalytic one. Preste aten-
cién para evitar la contaminacion durante la manipulacion de las muestras
de pacientey los cartuchos. Si se derrama una muestra en el cartucho, no
utilice el cartucho, y deséchelo.

Para uso de diagndstico in vitro por parte de profesionales sanitarios cuali-
ficados.
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A ADVERTENCIA

+ Siga siempre las buenas practicas de laboratorio para garantizar el
rendimiento adecuado de la prueba.

+ Aseglrese de usar un equipo de proteccion individual (EPI) adecuado.

« No use un cartucho si detecta dafnos en la bolsa sellada o en el propio
cartucho.

+ No toque nirasque el area de deteccion del cartucho.

+ No reutilice un cartucho.

+ No utilice cartuchos caducados. La fecha de caducidad se indica en el
embalaje y la etiqueta del cartucho.

+ No espere mas de 15 minutos tras la abertura de la bolsa del cartucho
para empezar la prueba. De este modo se mantiene la higiene y se
evita la pérdida de rendimiento a causa de la humedad. La exposicion
prolongada a la humedad impacta negativamente en el rendimiento de
la prueba.

+ No agite cartuchos que contengan muestras.

+ No ponga el cartucho del revés.

« Cologue el cartucho Unicamente sobre una superficie limpiay plana.

+ No utilice tipos de muestra, medios o voliumenes que no estén
aprobados para la prueba.

+ Siga siempre las buenas practicas de laboratorio para garantizar el
rendimiento adecuado de la prueba.

+ Las muestras bioldgicas, los dispositivos de transferenciay los
cartuchos usados deben considerarse como potenciales transmisores
de agentes infecciosos que requieren precauciones estandar.
Manipule las muestras y cartuchos de pacientes potencialmente
infecciosos de acuerdo con las normas nacionales de laboratorio
y deseche las muestras y cartuchos conforme a las normas de
laboratorio y regionales.

« Cumpla las regulaciones y practicas de seguridad nacionales.

Nota: puede encontrar mas informacion en la ficha de datos de seguridad
(SDS) del producto. Péngase en contacto con el servicio de atencién al
cliente de su distribuidor local.

Equipo adicional y material consumible requerido pero no suministrado
« Analizador Bosch Vivalytic one (n.° de referencia F 09G 300 115)
« Pipeteador (100-1000 ul)
+ Puntas de pipeta con filtro estériles 100-1000 pl
« Kits de recogida con hisopo
- Hisopo flocado normal FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
« Medio de transporte
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
« Ropa protectora adecuada

Principio de la prueba
Vivalytic C. difficile es una prueba cualitativa basada en la PCR a tiempo
real.

Condiciones de uso y almacenamiento

El producto es estable hasta la fecha de caducidad si se conserva a una
temperatura de entre +15 °C y +25 °C. Las condiciones de uso y almacena-
miento pueden consultarse en la etiqueta del cartucho, de la bolsa o de la
caja. El cartucho debe utilizarse a una temperatura que oscile entre +15 °C y
+25 °C, con una humedad relativa <65 % y en un plazo de 15 minutos a partir
de la apertura de la bolsa. De este modo se mantiene la higiene y se evita la
pérdida de rendimiento a causa de la humedad. La exposicién prolongada

a la humedad impacta negativamente en el rendimiento de la prueba.

Reactivos

Todos los reactivos necesarios para el procesamiento de la muestra estan
integrados en el cartucho. El procesamiento incluye lisis celular, extraccion
de &cido nucleico, amplificacion del ADN y deteccion.

Los reactivos son microesferas de PCR, tampdn de union, tampdn de lavado
y tampodn de elucion. Las microesferas de PCR contienen ADN polimerasa,
cebadores y sondas. EL tampdn de unidn facilita la fijacion de los acidos
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nucleicos durante el proceso de purificacion. EL tampdn de lavado es una
formulacién de distintas sales y disolventes para eliminar las impurezas

(p. €j., las proteinas) durante el proceso de extraccion. El tampdn de elucion
es un tampoén de baja salinidad que contiene acidos nucleicos purificados al
final del proceso de extraccion.

Tipo de muestra/Medio

La prueba se ha disefiado para su uso con muestras de hisopos fecales en
medio eNAT® (hisopo flocado normal FLOQSwabs® 552C, medio de trans-
porte eNAT® Ref. 606C, COPAN ltalia s.p.a.).

Recojay conserve las muestras taly como se indica en las instrucciones del
fabricante.

En caso de que la muestra no se procese inmediatamente después de su
obtencidn, los acidos nucleicos se conservaran en el medio de transporte
eNAT® hasta 4 semanas a temperatura ambientey a 4 °C, y hasta 6 meses a
una temperatura comprendida entre -20 °C y -80 °C (consulte las Instruc-
ciones de uso del medio de transporte eNAT® °).

Preparacion de la muestra

Utilice un hisopo flocado normal FLOQSwabs® (COPAN ltalia s.p.a.) para la
obtencién de una pequefia cantidad de heces introduciendo la punta del hisopo
flocado en la muestra de heces y haciéndolo girar. Deberian seleccionarse
areas sanguinolentas, viscosas o acuosas para realizar la obtencion. Tras la ob-
tencidn, examine el hisopo para comprobar que en la punta haya material fecal
visible. Si no lo hay, vuelva a introducir el hisopo flocado en la muestra de heces
y hagalo girar procurando que la zona de la punta del hisopo esté en contacto
con la muestra. Tras la obtencidn, transfiera el hisopo al tubo Copan eNAT® de
2 ml con medio de transporte eNAT®. Sujete el eje del hisopo entre el pulgar

y elindice, y aplaste y mezcle la muestra de heces contra el lateral del tubo
para que la muestra se disperse y suspenda de manera uniforme en el medio

de conservacion. Sujete el eje del hisopo cerca del borde del tubo, doblelo en
un angulo de 180 grados y rémpalo por el punto de corte marcado. Deseche la
parte superior rota del eje del hisopo y apriete la tapa. Agite el tubo de muestra
que contiene el hisopo de muestray el medio eNAT® (COPAN ltalia s.p.a.) para
su completa homogenizacion y utilice un pipeteador para introducir 300 pl de
muestra homogenizada del paciente en la entrada de muestra del cartucho.

No utilice muestras viscosas dificiles de pipetear.

Resultado de la prueba

Después del procesamiento automatico de la muestra con el analizador
Vivalytic one, el resultado de la prueba se muestra en la pantalla del analiza-
dor Vivalytic one. El tiempo necesario para la obtencion del resultado es de
unos 50 minutos. Los resultados de las muestras con titulo elevado estan
disponibles en menos de 35 minutos, momento en que puede finalizarse la
prueba (consulte el capitulo Finalizacion de la prueba).

La muestra se clasifica como positiva para C. difficile, negativa para C. diffici-
le o no valida. En el caso de la deteccion positiva de C. difficile, la prueba se
considera valida incluso si el control Human Control es negativo.

La deteccion del control basado en células humanas (Human Control) para
la totalidad del proceso en muestras negativas indica un procedimiento de
extraccion correcto y descarta una inhibicion de la reaccion PCR. La inter-
pretacion de los resultados se indica en la tabla que figura a continuacion.

C. difficile Human Validez Resultado

(tcdA/tcdB)  Control

La muestra se considera positiva para C. difficile

* +- valida (deteccion del gen de la toxina tcdA/tcdB).

La muestra se considera negativa para C. difficile

N * vilida (ausencia de deteccion del gen de la toxina tcdA/tcdB).

- - novalida | Noevaluable.!

' Se recomienda la repeticién de la prueba.
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PCR - Curvay valor C,

El software muestray clasifica las curvas de PCR a tiempo real (modificadas
por el software) como positivas o negativas. En el caso de una curva positi-
va, se muestra el valor C, correspondiente. El software marca los resultados
no concluyentes (A). En estos casos, se recomienda repetir la prueba.

Pruebas no validas o erréneas

Una prueba se considera no valida cuando no se detecta ADN diana ni Hu-
man Control. Una de las posibles causas de una realizacion no valida de la
prueba puede ser la escasez de calidad de la muestra debido a la ausencia
total o parcial de material celular humano en la muestra. Los resultados

se muestran en caso de una prueba no valida, pero no se permite su uso
para la interpretacion del diagndstico. Preste atencion para utilizar el tipo
de muestra correcto y recoja y almacene adecuadamente las muestras y los
cartuchos antes de realizar la prueba. En caso necesario, repita el analisis
con una muestra nueva.

Si la prueba es errénea, compruebe primero que las condiciones de uso del
analizador Vivalytic one son correctas (consulte las Instrucciones de uso del
analizador Vivalytic one). Reinicie el analizador Vivalytic one. Si el problema
persiste, pongase en contacto con el servicio de atencién al cliente de su
distribuidor local.

Finalizacidn de la prueba
Cuando en pantalla se muestre un resultado valido positivo de C. difficile, el
usuario tiene la opcion de finalizar la prueba.

Informe de la prueba

Junto con un campo para firma, en el informe impreso de la prueba se mues-
tran el patogeno, los resultados, el control e informacion sobre el usuario, el
paciente y el analizador Vivalytic one.

Control de calidad

Si las normas locales o de laboratorio lo requieren, debe realizarse una
prueba de control de calidad.

Si se requiere un método de prueba de referencia para el control de calidad,
se pueden usar los materiales de referencia siguientes:

CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K TOTAL CONTROL (NEUTRAL), Vircell
S.L. Espania).

Siga las instrucciones del fabricante.

En caso de resultados inesperados, repita el analisis con otra muestra. Si el
resultado de una muestra de control de calidad negativo, p. €j., si el medio
eNAT® sigue siendo positivo, es posible que el analizador Vivalytic one o su
entorno estén contaminados. Deje de utilizar el analizador Vivalytic one 'y
limpie el dispositivo tal como se describe en las Instrucciones de uso del
analizador Vivalytic one.

Pdngase en contacto con el servicio de atencion al cliente de su distribui-
dor local si se repiten los resultados falsos de las muestras de control de
calidad.

Aviso para los usuarios de la UE

Cualquier incidente grave que se produzca relacionado con el dispositivo
debe ser notificado al fabricante y a la autoridad competente del Estado
miembro en que esté establecido el usuario y/o el paciente.

Limitaciones

Los resultados de la prueba Vivalytic C. difficile inicamente deben ser in-

terpretados por un profesional de la salud capacitado. Los resultados de la

prueba Vivalytic C. difficile no deben emplearse como pardmetro exclusivo
para el diagndstico.

+ Un resultado negativo no descarta que haya patdégenos presentes en la
muestra a un nivel inferior a la sensibilidad analitica o que estén presen-
tes otros patdgenos que no estén cubiertos por este ensayo.

« Silas muestras se recogen, transportan o manipulan de forma incorrecta,
existe riesgo de obtener resultados falsos negativos o falsos positivos.
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+ En casos limite, pueden aparecer caracteristicas de PCR atipicas (p. €j.,
curva plana con un valor C, bajo o alto). Si se presentan caracteristicas
atipicas, los resultados no pueden utilizarse para la interpretacion del
diagnostico. El software marca los resultados no concluyentes. En estos
casos, se recomienda repetir la prueba.

« Vivalytic C. difficile es una prueba cualitativa basada en la PCR a tiempo
real y no proporciona un resultado cuantitativo.

+ Un resultado positivo no indica necesariamente que existan patégenos
viables.

+ Laprueba detecta la bacteria C. difficile portadora de los genes tcdA/
tcdB, pero no diferencia entre las cepas generadoras de toxinas y las que
no generan

+ Un resultado negativo no excluye la infeccion por C. difficile. Se recomien-
dainterpretar las muestras con resultado negativo en contexto con datos
de laboratorio adicionales.

+ Una cantidad excesiva de heces puede tener efectos inhibidores en el
rendimiento del ensayo.

Evaluacion del rendimiento analitico

Sensibilidad analitica (limite de deteccion)

El limite de deteccion de la prueba Vivalytic C. difficile se determiné con
la concentracién mas baja de analito que puede detectarse de manera
constante (> 95 % de muestras analizadas en condiciones rutinarias de
laboratorio con un tipo definido de muestra).

Inclusividad

Para evaluar la inclusividad, se realizo un analisis in silico (alineacion
BLAST) de la secuencia gendmica de diferentes cepas relevantes de C. di-
fficile con relacion a la secuencia de los cebadores de PCRy la sonda de
hidrolisis utilizados en la prueba Vivalytic C. difficile para la amplificacion y
deteccion de los patégenos respectivos. Se determind la inclusividad para
las cepas incluidas en la tabla 2.

Exclusividad/Especificidad analitica

Para descartar la reactividad cruzada (exclusividad), se llevo a cabo un
analisis in silico (alineacion BLAST) de la region diana de C. difficile en la
secuencia genomica de otros patégenos distintos representativos de patoge-
nos gastrointestinales comunes o de especies estrechamente relacionadas.
No hubo evidencia de interferencias (tabla 3).

Reproducibilidad

La reproducibilidad de la prueba Vivalytic C. difficile se establecid con un
panel de 3 concentraciones distintas de C. difficile. Un mismo operador,

en 3 centros de prueba, se encargd de analizar cada mezcla en el mismo
conjunto de instrumentos Vivalytic utilizando 3 LOTES en 4 réplicas durante
3 dias, respectivamente, obteniendo asi un total de 324 observaciones

por patégeno diana. Las tasas de positividad obtenidas para las distintas
combinaciones mostraron correlacion con la tasa de positividad esperada
(tabla 4a).

Repetibilidad

La repetibilidad de la prueba Vivalytic C. difficile se establecio con un panel
de 1 concentracion (3 x c95) de C. difficile. Un mismo operador, en 1 centro
de prueba, se encargd de analizar la mezcla en el mismo conjunto de instru-
mentos Vivalytic utilizando 3 LOTES en 20 réplicas durante 1 dia, respectiva-
mente, obteniendo asi un total de 60 observaciones por patdégeno diana. Las
tasas de positividad obtenidas para las distintas combinaciones mostraron
correlacion con la tasa de positividad esperada (tabla 4b).

Interferencias

Se evaluaron las interferencias causadas por sustancias endégenas y exo-
genas que podrian estar presentes en la muestra del paciente. Consulte la
tabla 5 para conocer las sustancias que pueden interferir con la prueba.
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Evaluacion del rendimiento clinico

Los resultados de sensibilidad y especificidad se derivaron de muestras de
heces humanas liquidas y blandas. Las muestras se recogieron en un entor-
no clinico y se compararon con los resultados obtenidos de los métodos de
referencia.

LLas muestras para el analisis con los cartuchos Vivalytic C. difficile eran
muestras frescas para usar o congeladas para conservar y preparadas segun
se ha descrito anteriormente en medio eNAT® (COPAN Italia S.p.A.).

Para el analisis de referencia, las muestras se prepararon segun las reco-
mendaciones de los métodos de referencia utilizados. En total se analizaron
124 muestras. Las sensibilidad o concordancia de porcentaje de positivos
(CPP) se calculé como el 100 % x TP / (TP + FN). La especificidad o concor-
dancia de porcentaje de negativos se calculd como el 100 % x TN / (TN + FP).
Los resultados de la evaluacion del rendimiento clinico se muestran en la
tabla 6.

Asistencia técnica

Para solucionar preguntas, pongase en contacto con su distribuidor local
o envie un mensaje al servicio de atencion al cliente de Vivalytic (correo
electronico: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).
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Simbolos
Fabricante Numero de serie

Fecha de fabricacién Limite de temperatura

SRS

Fecha de caducidad No utilizar si el envase esta dafado

,_
o
=1

Numero de lote Exclusivamente para un solo uso

HH®®~ [

NUmero de referencia Consultar las Instrucciones de uso
Contiene <n> pruebas Ero_ducto médico para diagndstico
in vitro
C€ Marcado CE

/A Pipetee el volumen de muestra indicado en la entrada para muestra
6 3%l el cartucho, como Lo marca el tridngulo negro.
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Introducéo

Clostridioides difficile (C. difficile) ¢ um bacilo anaerdbio gram positivo, for-
mador de esporos, que consiste em estirpes toxigénicas e ndo toxigénicas.
C. difficile ¢ um dos agentes patogénicos de diarreia nosocomial mais
comuns, especialmente em pacientes com diarreia associada a antibidticos.
Nos ultimos anos, o nimero e a gravidade dos casos tém cindo a aumentar
na Europa e em todo o mundo.!

Os sintomas da infecéo C. difficile (CDI) vao desde uma ligeira diarreia até
colite pseudomembranosa grave com risco de vida, embora a colonizagao de
C. difficile ndo conduza necessariamente a uma infecdo sintomatica. A per-
turbacao do equilibrio da microbiota intestinal, p. ex. devido a tratamentos
com antibidticos, pode fazer com que o C. difficile toxigénico se estabeleca,
domine a colonizagédo e pode ser o inicio da CDI.?

Fatores envolvidos na patogénese de C. difficile sdo os genes tcdA e tcdB
que codificam a toxina A (enterotoxina) e a toxina B (citotoxina), que se
encontram numa regido cromossomica de 19,6 kb denominada locus de
patogenicidade (PalLoc). A maioria das estirpes patogénicas € positiva para
toxinas A e B (A+B+), mas algumas variantes patogénicas isoladas podem
ser negativas para toxina A e positivas B (A-B+). Elas s&o a causa de doencas
associadas a C. difficile.®

Algumas estirpes de C. difficile também produzem uma toxina chamada

C. difficile transferase (CDT), ou toxina binaria.

Conteldo da embalagem

15 cartuchos de teste Vivalytic C. difficile para a detecdo qualitativa de
sequéncias genéticas de toxinas tcdA/tcdB especificas de Clostridioides
difficile.

Utilizagcao prevista

O teste Vivalytic C. difficile & um teste de diagndstico in vitro qualitativo au-
tomatizado, com base na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real, para a detegdo de acidos nucleicos de C. difficile toxigénica (genes

de toxina tcdA/tcdB) de exsudados de fezes humanas liquidas ou moles
para ajudar no diagndstico de gastroenterite infeciosa aguda de individuos
sintomaticos.

Os resultados ndo devem ser utilizados como a Unica base para o diagnds-
tico, tratamento ou outras decisdes de gestao do paciente. Os resultados
positivos ndo excluem a coinfecgao com outros patégenos. O agente ou
agentes detetado(s) pode(m) ndo ser a causa definitiva da doenga. Resul-
tados negativos nao excluem uma infecao C. difficile ou outra infecédo gas-
trointestinal. Os resultados devem ser correlacionados clinicamente com o
historico do paciente, observacées clinicas e informagdes epidemioldgicas.
Sao necessarias outras informagdes de diagndstico para determinar o es-
tado de infegdo do paciente. Concebido para ser usado com um analisador
Vivalytic one por profissionais de saide somente em contextos laboratoriais,
como laboratérios hospitalares e de referéncia.

Informacdes de seguranca

Estas instrugdes de utilizagdo contém apenas informagées especificas do
teste. Para instrucdes e avisos adicionais, consulte as instrugdes de utiliza-
¢ao fornecidas com o seu analisador Vivalytic one (capitulo de informagdes
de seguranca do dispositivo). Utilize apenas acessorios e cartuchos Vivalytic
aprovados para o analisador Vivalytic one. Tenha cuidado para evitar qual-
quer contaminagdo quando manusear cartuchos e amostras de pacientes.
Quando for derramada amostra no cartucho, ndo utilize o cartucho e
elimine-o.

Para utilizacdo em diagnostico in vitro por profissionais de salide com a
devida formacéo.
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A ADVERTENCIA

+ Siga sempre as boas praticas laboratoriais para assegurar o bom
desempenho deste teste.

« Assegure-se de que usa equipamento de protecao pessoal adequado
(EPP).

+ Nao utilize um cartucho se a embalagem selada ou o préprio cartucho
estiver visivelmente danificada(o).

+ Nao toque nem risque a area de detecéo do cartucho.

« Nao reutilize um cartucho.

« Nao utilize cartuchos com prazos de validade expirados. O prazo de
validade encontra-se na embalagem e na etiqueta do cartucho.

+ Na&o aguarde mais do que 15 minutos apds a abertura da embalagem
do cartucho para iniciar o teste. A embalagem mantém a higiene
e evita a perda de desempenho provocada pela humidade. A exposicao
prolongada a humidade tem um impacto negativo no desempenho do
teste.

« Nao agite um cartucho que contenha uma amostra.

+ Nao vire o cartucho ao contrario.

+ Apenas coloque o cartucho numa superficie limpa e plana.

+ Nao utilize tipos de amostras, meios e volumes que ndo sejam
aprovados para a aplicagao do teste.

+ Siga sempre as boas praticas laboratoriais para assegurar o bom
desempenho deste teste.

+ Espécimes bioldgicos, dispositivos de transferéncia e cartuchos
utilizados devem ser considerados como capazes de transmitir
agentes infeciosos, exigindo as precaucdes normalizadas. Manuseie
as amostras e os cartuchos de pacientes potencialmente infetados
conforme as normas de laboratério nacionais e elimine-os de acordo
com as normas regionais e laboratoriais.

« Cumpra os procedimentos e as regulamentagdes de seguranga
nacionais.

Nota: informagdes adicionais encontram-se folha de dados de seguranca
(SDS-safety data sheet) do produto. Contacte o servigo de apoio ao cliente
do seu distribuidor local.

Equipamentos adicionais e consumiveis necessarios mas nao forneci-
dos
+ Analisador Vivalytic one da Bosch (nimero de referéncia F 09G 300 115)
« Pipetador (100 a 1000 pl)
« Pontas de pipeta de filtro esterilizadas 100 a 1000 ul
+ Kits de colheita de exsudados
- Zaragatoa tufada regular FLOQSwabs® 552C (COPAN ltalia s.p.a.)
« Meio de transporte
- eNAT® 606C (COPAN ltalia s.p.a.)
+ Roupa de protecdo adequada

Principio de teste
O Vivalytic C. difficile € um teste qualitativo baseado em PCR em tempo real.

Condicoes de armazenamento e utilizagdo

O produto permanece estavel até a data de validade se for armazenado a
uma temperatura entre +15 °C e +25 °C. As condicdes de armazenamento e
utilizacao podem ser consultadas no cartucho, na embalagem ou na etiqueta
da caixa. O cartucho tem de ser utilizado a uma temperatura entre +15 °C e
+25 °C, humidade relativa <65%, no prazo de 15 minutos apos a abertura da
embalagem. A embalagem mantém a higiene e evita a perda de desempenho
provocada pela humidade. A exposicao prolongada a humidade tem um
impacto negativo no desempenho do teste.

Reagentes

Todos os reagentes necessarios para o processamento das amostras estao
incluidos no cartucho. O processamento inclui lise celular, extragdo de
acidos nucleicos, amplificagdo e detegdo de ADN.

Os reagentes sao esferas de PCR, tampdes de ligagao, tampdes de lavagem
e tampdes de eluicdo. As esferas PCR contém polimerase de ADN, primers e
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sondas. O tampao de ligagéo facilita a ligagdo dos acidos nucleicos durante

o processo de purificagdo. O tampéo de lavagem é uma formulagao de
diferentes sais e solventes para remover impurezas, por ex., proteinas durante
o processo de extragdo. O tampao de eluicdo é um tampéao de baixo teor de
sal e contém os acidos nucleicos purificados no final do processo de extragéo.

Tipos/meio de amostra

O teste foi concebido para ser usado com amostras de exsudado de fezes
em meio eNAT® (zaragatoa tufada regular FLOQSwabs® 552C, meio de trans-
porte eNAT® Ref. 606C, COPAN ltalia s.p.a.).

Efetue a colheita de amostras e armazene-as conforme indicado nas instru-
¢oes do fabricante.

No caso de a amostra nao ser processada imediatamente apos a colheita da
amostra, os acidos nucleicos sdo preservados em meio de transporte eNAT®
durante até 4 semanas a temperatura ambiente e a 4 °C e até 6 meses a
temperaturas desde 0s -20 °C a-80 °C (consulte as Instrugdes de utilizacao
do meio de transporte eNAT®®).

Preparacao da amostra

Use uma zaragatoa tufada regular FLOQSwabs® (COPAN ltalia s.p.a.) para
colher uma pequena quantidade de fezes, inserindo a ponta da zaragatoa
tufada na amostra de fezes e rodando-a. Deve ser escolhida e colhida a area
ensanguentada, viscosa ou aguada das fezes. Depois da colheita, examine o
exsudado para garantir que existe material fecal visivel na ponta. Caso ndo
exista, volte a inserir a zaragatoa tufada na amostra de fezes e rode, tendo o
cuidado de toda a area da ponta da zaragatoa estar em contacto com a amos-
tra. Depois da colheita, transfira a zaragatoa para o tubo de 2 ml Copan eNAT®
com meio de transporte eNAT®. Segure na haste da zaragatoa entre o polegar e
o indicador, esmague e misture a amostra de fezes contra o lado do tubo para
dispersar e suspender a amostra de forma uniforme no meio de conservagéo.
Segure na haste da zaragatoa perto da borda do tubo, dobre-a num angulo de
180 graus para parti-la no ponto de quebra marcado. Deite fora a parte supe-
rior partida da haste da zaragatoa e aperte a tampa. Agite o tubo de amostra
que contém a amostra de exsudado e o0 meio eNAT® (COPAN ltalia s.p.a.) muito
bem para homogeneizagéo e use um pipetador para encher 300 pl de amostra
do paciente homogeneizada na entrada de amostra do cartucho.

N&o utilize amostras viscosas que sao dificeis de pipetar.

Resultado do teste

Depois do processamento automatico da amostra com o analisador Vivaly-
tic one, o resultado do teste € indicado no ecrd do analisador Vivalytic one.

O tempo até ao resultado é de cerca de 50 min. Para espécimes de titulagcao
alta, os resultados ficam disponiveis passados menos de 35 minutos e a exe-
cucgdo do teste pode ser concluida mais cedo (consulte o capitulo Terminar
o teste).

A amostra é classificada como sendo positiva para C. difficile, negativa para
C. difficile ou invalida. No caso de uma detecdo positiva de C. difficile, o teste
é considerado valido mesmo se o Human Control for negativo.

Em amostras negativas, a detecdo do controlo do processo inteiro baseado
em células humanas (Human Control), indica um procedimento de extragdo
bem-sucedido e exclui uma inibicao da reacdao PCR. A interpretacao dos
resultados € indicada na tabela a seguir.

C. difficile Human Validade  Resultado

(tcdA/tcdB) Control

Aamostra é considerada positiva para C. difficile

* *l- vilido (detetado o gene de toxina tcdA/tcdB).

A amostra é considerada negativa para C. difficile

- * vilido (detetado o gene de toxina tcdA/tcdB)

- - invalido N&o pode ser avaliado.!

"Recomenda-se a repeticao do teste.
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PCR - Curva e valor C,

As curvas de PCR (modificadas por software) em tempo real sdo apresenta-
das e classificadas pelo software como positivas ou negativas. No caso de
curvas positivas, € apresentado o respetivo valor C,. Resultados inconclusi-
vos sdo assinalados pelo software (A). E recomendado repetir o teste.

Testes invalidos ou falhados

Um teste é classificado como invalido, se ndo for detetado ADN alvo nem
nenhum Human Control. As causas possiveis para uma execucao invalida
podem ser fraca qualidade da amostra devido a uma auséncia parcial ou
total de material celular humano na amostra. No caso de um teste invalido,
os resultados sdo apresentados, mas nao podem ser utilizados para a inter-
pretacdo do diagndstico. Antes da execucdo do teste, assegure-se de que
utiliza o tipo de amostra, colheita e armazenamento de amostra e cartuchos
corretos. Repita a analise com um uma nova amostra, se necessario.

Em caso de um teste falhado, primeiro verifique se as condi¢oes de opera-
cdo do analisador Vivalytic one estdo corretas (consulte as Instruces de
utilizacdo do analisador Vivalytic one). Reinicie o analisador Vivalytic one. Se
o problema persistir, contacte o servico de apoio ao cliente do seu distribui-
dor local.

Terminar o teste
Assim que aparecer um resultado C. difficile positivo valido no ecra, o utiliza-
dor tem a opcao de terminar o teste.

Relatorio de testes

No relatdrio de teste impresso estdo indicados o agente patogénico, os
resultados, controlos e informagdes sobre o utilizador, o paciente e o anali-
sador Vivalytic one, com um campo de assinatura.

Controlo de qualidade

Se for exigido pelas normas locais ou laboratoriais, devem ser executados
testes de controlo de qualidade.

No caso de ser necessario um método de testes de referéncia para controlo
de qualidade, podem ser utilizados os seguintes materiais de referéncia:
CONTROLO TOTAL CLOSTRIDIUM DIFFICILE RT027 100K (NEUTRO), Vircell
S.L. Spain).

Siga as instrugdes do fabricante.

No caso de resultados inesperados, repita a analise com outra amostra. Se
o resultado de uma amostra de controlo de qualidade negativo, p. ex., meio
pure eNAT®, se mantiver positivo, significa que o analisador Vivalytic one ou
o respetivo espaco envolvente pode estar contaminado. Pare de utilizar o
analisador Vivalytic one e limpe o dispositivo conforme descrito nas Instru-
¢coes de utilizacao do analisador Vivalytic one.

No caso de resultados falsos repetidos para amostras de controlo da quali-
dade, contacte o servigo de apoio ao cliente do seu distribuidor local.

Aviso para os utilizadores na UE

Qualquer incidente grave que tenha ocorrido em relacao ao dispositivo deve
ser comunicado ao fabricante e a autoridade competente do Estado-Membro
em que o utilizador e/ou o paciente esta domiciliado.

Limitacoes

Os resultados do teste Vivalytic C. difficile apenas devem ser interpretados

por um profissional de saide com a devida formagao. Os resultados do teste

Vivalytic C. difficile ndo devem ser utilizados como o Unico parametro de

diagnostico.

+ Um resultado negativo ndo exclui a presenca de agentes patogénicos
na amostra num nivel inferior a sensibilidade do teste ou a presenca de
outros agentes patogénicos ndo cobertos por este teste.

« Existe um risco de resultados falsos negativos ou falsos positivos resul-
tantes de amostras que foram colhidas, transportadas ou manuseadas
incorretamente.
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+ Em casos de borderline, podem ocorrer caracteristicas PCR atipicas (por
ex., curva plana com valor C, baixo ou alto). Em caso de caracteristicas
atipicas, os resultados ndo podem ser utilizados para interpretacdo de
diagndstico. Resultados inconclusivos s&o assinalados pelo software. E
recomendado repetir o teste.

+ O Vivalytic C. difficile € um teste qualitativo PCR em tempo real e ndo
fornece um resultado quantitativo.

+ Um resultado positivo ndo significa necessariamente que estejam presen-
tes agentes patogénicos viaveis.

+ O teste deteta genes tcdA/tcdB com C. difficile, mas nao distingue entre
estirpes produtoras e nao produtoras de toxinas

+ Um resultado negativo nao impede a infegao C. difficile. Recomenda-se
que as amostras testadas negativas sao interpretadas no contexto com
dados laboratoriais adicionais

+ Uma quantidade excessiva de fezes pode ter efeitos inibidores no desem-
penho do teste.

Avaliagdo de desempenho analitico

Sensibilidade analitica (lLimite de detecao)

O limite de detecao do teste Vivalytic C. difficile foi determinado como a con-
centragao mais baixa de analito que pode ser detetada de forma consistente
(295% de amostras testadas em condicdes laboratoriais usando um tipo de
amostra definido).

Inclusividade

Para avaliar a inclusividade, foi realizada uma analise in silico (alinhamento
BLAST) da sequéncia genomica de varias estirpes C. difficile relevantes em
relagdo a sequéncia dos primers PCR e a amostra de hidrélise usada no
teste Vivalytic C. difficile para amplificacdo e detecdo dos respetivos agentes
patogénicos. Foi possivel demonstrar inclusividade nas estirpes listadas na
tabela 2.

Exclusividade/Especificidade analitica

Para excluir a reatividade cruzada (exclusividade), foi realizada uma analise
in silico (alinhamento BLAST) da regido alvo do C. difficile em relagédo a
sequéncia gendmica de varios outros agentes patogénicos que representam
agentes patogénicos gastrointestinais comuns ou espécies estreitamente
relacionadas. Nao houve qualquer evidéncia de interferéncia (tabela 3).

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do teste Vivalytic C. difficile foi estabelecida usando um
painel com 3 concentragdes diferentes de C. difficile. Em trés locais de teste,
cada mistura foi testada no mesmo conjunto de equipamentos Vivalytic pelo
mesmo operador com 3 lotes em 4 réplicas em 3 dias, respetivamente, pro-
duzindo um total de 324 observagdes por agente patogénico alvo. As taxas
de positividade obtidas para as diferentes combinagées foram correlaciona-
das com a taxa de positividade prevista (tabela 4a).

Repetibilidade

A repetibilidade do teste Vivalytic C. difficile foi estabelecida usando um
painel com 1 concentragao diferente de (3 x c95) de C. difficile. Em 1 local
de teste, a mistura foi testada no mesmo conjunto de equipamentos Vivalytic
pelo mesmo operador com 3 lotes em 20 réplicas em 1 dia, respetivamente,
produzindo um total de 60 observacdes por agente patogénico alvo. As taxas
de positividade obtidas para as diferentes combinagdes foram correlaciona-
das com a taxa de positividade prevista (tabela 4b).

Interferéncias

As interferéncias foram avaliadas para as substancias endogenas e exoge-
nas, que estao potencialmente presentes na amostra do paciente. Consulte
atabela 5 para as substancias que tém potencial para interferir com o teste.
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Avaliacdo de desempenho clinico

Os resultados da Sensibilidade e Especificidade derivaram de amostras de
fezes humanas liquidas e moles. As amostras foram colhidas num ambiente
clinico e comparadas com resultados de métodos de referéncia.

As amostras para os testes com cartuchos Vivalytic C. difficile foram usadas
frescas ou congeladas para serem armazenadas e preparadas conforme
descrito anteriormente em eNAT® (COPAN Italia S.p.A.).

No caso de testes de referéncia, as amostras foram preparadas de acordo
com as recomendacgdes de métodos de referéncia usados. No total, foram
analisadas 124 amostras. A sensibilidade ou concordancia na percenta-
gem de positivos (CPP) foi calculada como sendo 100% x TP / (TP + FN).

A especificidade ou concordancia na percentagem de negativos (CPN) foi
calculada como sendo 100% x TN / (TN + FP). Os resultados da avaliacdo do
desempenho clinico sdo indicados na tabela 6.

Apoio técnico

No caso de duvidas, entre em contacto com o distribuidor local ou envie
uma mensagem para o servico de assisténcia ao cliente da Vivalytic
(email: support-BHCS@bosch-vivalytic.com).

Referéncias
"Kuijper EJ, Coignard B, Tull P; ESCMID Study Group for Clostridium diffici-
le; EU Member States; European Centre for Disease Prevention and Control.
Emergence of Clostridium difficile-associated disease in North America and
Europe. Clin Microbiol Infect. 2006 Oct;12 Suppl 6: 2-18.

2Czepiel J, Drézdz M, Pituch H, Kuijper EJ, Perucki W, Mielimonka A, Gold-
man S, Wultanska D, Garlicki A, Biesiada G. Clostridium difficile infection:
review. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2019 Jul; 38(7): 1211-1221. doi:
10.1007/s10096-019-03539-6. Epub 2019 Apr 3. PMID: 30945014; PMCID:
PMC6570665.

3Kordus SL, Thomas AK, Lacy DB. Clostridioides difficile toxins: mechanisms
of action and antitoxin therapeutics. Nat Rev Microbiol. 2022 May; 20(5):
285-298.

“Gerding DN, Johnson S, Rupnik M, Aktories K. Clostridium difficile binary
toxin CDT: mechanism, epidemiology, and potential clinical importance.
Gut Microbes. 2014 Jan-Feb; 5(1): 15-27.

SCOPAN Instructions for Use of Copan eNAT® Collection and Preservation
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Simbolos
M Fabricante [sN] Numero de série
@ Data de fabrico ,H/ Limite de temperatura
g Prazo de validade @ Nao‘gtluzar se a embalagem estiver
danificada
NuUmero de lote ® Apenas para uma Unica utilizagdo
Nimero de referéncia mE Consultar as Instrugoes de

utilizacao
Dispositivo médico para
diagndstico in vitro

o

Contém <n> testes Vi

a)
m

Marca CE

/M Pipete o volume de amostra indicado na entrada de amostra do
6 3008l cartucho conforme marcado pelo tridngulo preto.
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Vivalytic C. difficile
WARNING

Hazard component in cartridge
(FO9G300919; binding buffer RB-BB-34a)
Guanidinium chloride; guanidine hydrochloride

Hazard statements

H302 Harmful if swallowed.
H315 Causes skin irritation.
H319 Causes serious eye irritation.

Precautionary statements

P264 Wash hands thoroughly after handling.
P280 Wear protective gloves and eye/face protection.
P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water and soap.

P305+P351+P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several
minutes. Remove contact lenses, if present and easy to
do. Continue rinsing.

P337+P313 If eye irritation persists: Get medical advice/attention.

P501 Dispose of contents/container in accordance with local/
regional/ national/ international regulation

Table 1 - Limit of Detection (LoD)
C. difficile (tcdA/tcdB)* 10000 copies /mL

*Determined by using Vircell material (surrogate strain R20291 Ribotype 027
(toxin A + B positive) for a spiking approach in eNAT® (COPAN) supplement-
ed with approximately 1000 Human Bronchial/Tracheal Epithelial Cells
(hPBTEC) and 6% (v/v) Stool Matrix Negative Control (artificial simulated
matrix).

Table 2 - Inclusivity

Clostridioides difficile toxin A gene
Clostridioides difficile toxin B gene
Strains validated for inclusivity via BLAST alignment

Table 3 — Exclusivity

Abiotrophia defectiva Enterococcus faecium

Acinetobacter baumannii Enterococcus gallinarum

Acinetobacter lwoffii Enterococcus hirae

Adenovirus Enterococcus raffinosus

Aeromonas caviae Enterovirus

Aeromonas hydrophila Escherichia blattae

Alcaligenes faecalis Escherichia coli
(Shiga toxin producing) (STEC)

Anaerococcus tetradius Escherichia coli (Enteroaggregative)
(EAEC)

Arcobacter butzleri Escherichia coli (Enteroinvasive)
(EIEC)

Arcobacter cryaerophilus Escherichia coli (Enteropathogenic)
(EPEC)

Ascaris lumbricoides Escherichia coli (Enterotoxigenic)
(ETEC)

Astrovirus Escherichia coli (non-pathogenic)

(K-12 MG1655)
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Table 3 - Exclusivity

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacteroides caccae
Bacteroides fragilis
Bacteroides merdae
Bacteroides stercoris
Bacteroides thetaiotaomicron
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longum
Blastocystis hominis
Campylobacter coli
Campylobacter concisus
Campylobacter curvus
Campylobacter fetus
Campylobacter gracilis
Campylobacter helveticus
Campylobacter hominis
Campylobacter hyointestinalis
Campylobacter jejuni
Campylobacter lari
Campylobacter mucosalis
Campylobacter rectus
Campylobacter showae
Campylobacter sputorum
Campylobacter upsaliensis
Candida albicans
Candida catenulata
Cedecea davisae
Chilomastix mesnili
Chlamydia trachomatis
Citrobacter amalonaticus
Citrobacter freundii
Citrobacter koseri
Citrobacter sedlakii
Clostridium beijerinckii
Clostridium bifermentans
Clostridium bolteae
Clostridium botulinum
Clostridium butyricum
Clostridium chauvoei
Clostridium difficile (non-toxigenic)
Clostridium fallax
Clostridium haemolyticum
Clostridium histolyticum
Clostridium innocuum

Escherichia coli (Enterohemorrhagic)
(EHEC)

Escherichia fergusonii
Escherichia hermannii
Escherichia vulneris
Eubacterium rectale
Flavonifractor plautii
Fusobacterium varium
Gardnerella vaginalis
Gemella morbillorum
Giardia lamblia

Giardia muris

Grimontia hollisae
Hafnia alvei

Helicobacter fennelliae
Helicobacter pylori
Helicobacter cinaedi
Helicobacter hepaticus
Hepatitis A virus

Herpes Simplex Virus 2
Hymenolepis nana
Klebsiella oxytoca
Klebsiella ozaenae
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus reuteri
Lactococcus lactis
Leminorella grimontii
Listeria grayi

Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Megamonas hypermegale
Morganella morganii
Norovirus GIV
Pentatrichomonas hominis
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptostreptococcus anaerobius
Plesiomonas shigelloides
Porphyromonas asaccharolytica
Prevotella melaninogenica
Proteus mirabilis

Proteus penneri

Proteus vulgaris
Providencia alcalifaciens
Providencia rettgeri
Providencia stuartii
Pseudomonas aeruginosa
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Table 3 — Exclusivity

Clostridium methylpentosum
Clostridium nexile
Clostridium novyi
Clostridium orbiscindens
Clostridium paraputrificum
Clostridium perfringens
Clostridium ramosum
Clostridium scindens
Clostridium septicum
Clostridium sordellii
Clostridium sphenoides
Clostridium spiroforme
Clostridium sporogenes

Clostridium symbiosum
Clostridium tertium
Clostridium tetani
Collinsella aerofaciens
Corynebacterium genitalium
Coxsackie virus
Cryptosporidium canis
Cryptosporidium cuniculus
Cryptosporidium felis
Cryptosporidium fetus
Cryptosporidium hominis
Cryptosporidium meleagridis
Cryptosporidium muris

Cytomegalovirus
Desulfovibrio piger

Dientamoeba fragilis
Diphyllobothrium latum
Dysgonomonas capnocytophagoides
Echovirus

Edwardsiella tarda
Eggerthella lenta
Encephalitozoon intestinalis
Endolimax nana
Entamoeba coli
Entamoeba hartmanni
Entamoeba histolytica
Entamoeba moshkovskii
Entamoeba polecki
Enterobacter aerogenes

Enterobacter cloacae

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Rotavirus B

Rotavirus C

Rotavirus D

Rotavirus F

Rotavirus G

Rotavirus H

Rotavirus |
Ruminococcus bromii
Saccharomyces boulardii
Salmonella enterica

Salmonella enterica spp. enterica
serovar Typhimurium

Salmonella enteritidis
Salmonella subterranea
Sapovirus

Serratia liquefaciens

Serratia marcescens

Shigella boydii

Shigella dysenteriae

Shigella flexneri

Shigella sonnei
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus subsp. aureus
Staphylococcus epidermidis
Stenotrophomonas maltophilia
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus dysgalactiae subsp.
dysgalactiae

Streptococcus intermedius
Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius
Streptococcus uberis
Taenia saginata
Trabulsiella guamensis
Veillonella parvula
Vibrio cholerae

Vibrio mimicus

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio vulnificus

Yersinia bercovieri
Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica subsp.
enterocolitica

Yersinia frederiksenii
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Table 3 — Exclusivity

Yersinia intermedia

Enterococcus casseliflavus

Yersinia mollaretii

Enterococcus cecorum

Yersinia pseudotuberculosis

Enterococcus dispar

Yersinia rohdei

Enterococcus faecalis
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Table 5 - Tested Substances for Interference

No interference detected

For swab samples For urine samples

Cholesterol; 0.5 % (v/v) LOPERAMID-ratiopharm acute 2 mg
film-coated tablet; 0.2 % (v/v)

Mucus; 3 mg/mL MAALOXAN 25 mVal Liquid;
0.1 mg/mL

Palmitic acid; 2mg/mL METRONIDAZOL Aristo 400 mg
tablet; 0.5 % (w/v)

Stearic Acid; 2mg/mL Naproxen-ratiopharm® tablet;
0.5 % (w/v)

Triglyceride; 0.8 % (w/v) Nonoxynol-9; 0.015 % (w/v)

Whole blood; 3.0 (v/v) Nystatin STADA®; 1 % (w/v)

Barium Sulfate; 1.3 % (w/v) Postericort ointment; 0.5 % (v/v)

GLYICILAX for adults; 1.0 % (w/v) Claversal 4 g/60 ml clysms;
0.5 % (v/v)

GRUNWALDER Sennalax film- Vancomycin; 1.4 mg/mL
coated tablet; 0.1 mg/mL

Hemorrhoid ointment Vaseline; 1% (w/v)
with witch hazel; 1 % (v/v)

Interference was experimentally verified 3xLoD for C. difficile using a spiking approach
in eNAT® (COPAN) plus 1000 hPBTEC and 6 % (v/v) Stool Matrix Negative Control
(artificial simulated matrix).

Table 6 - Clinical Sensitivity (PPA) [1] and Specificity (NPA) [2] for

samples in eNAT® (95 % confidence interval, clinical study)
[1] 96.67 % (88.29 - 99.59 %)*
[2] 95.24 % (86.71-99.01 %)**

Clinical study within total 122 valid results, generated at two study sites and gained
from 63 negative and 59 positive samples. Clinical performance data of Vivalytic

C. difficile in comparison to the reference tests RIDA®GENE Clostridium difficile
(R-Biopharm) on Roche LightCycler 48011 device Discrepant results were verified
using Allplex™ Gl-Bacteria(l) Assay (5 samples) and Cepheid Xpert® C. difficile BT (5
samples).

*2 samples were detected as false negative.

** 3 samples were detected as false positive.

Table 7 — Document History

Revision 01 Initial document

Revision 02 Update including new analytical and clinical
performance data
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