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BD MAX™ Multi Drug Resistant Tuberculosis (MDR-TB) assay (analiza za tuberkulozu rezistentnu na viSe vrsta lijekova

(MDR-TB) BD MAX), koja se izvodi u sustavu BD MAX, automatizirani je kvalitativni in vitro dijagnosticki test za izravno otkrivanje
DNK-a kompleksa Mycobacterium tuberculosis (MTBC) u neobradenom sputumu ili u koncentriranim sedimentima sputuma koji su
pripremljeni od induciranog ili iskasljanog sputuma. U uzorcima u kojima se DNK MTBC-a otkrije, analiza BD MAX MDR-TB otkriva
i mutacije na genu rpoB koji je povezan s rezistencijom na rifampicin, kao i mutacije na genu katG te u promotorskoj regiji inhA, koji
Su povezani s rezistencijom na izoniazid.

Test koristi lan¢anu reakciju polimerazom (PCR) u stvarnom vremenu za umnozavanje odredenih cilieva DNK i fluorogeni¢nih
hibridizacijskih proba specifi¢nih za cilj za otkrivanje DNK MTBC-a, kao i DNK povezanog s mutacijama na genima rpoB i katG te
u promotorskoj regiji inhA, koji su povezani s tuberkulozom rezistentnom na vise vrsta lijekova.

Analiza BD MAX MDR-TB namijenjena je za upotrebu s uzorcima pacijenata za koje postoji klinicka sumnja na tuberkulozu (TB)
i koji nisu primili terapiju protiv tuberkuloze ili su je primali manje od tri dana tijekom proteklih $est mjeseci. Taj test je namijenjen
pomoci u dijagnostici plu¢ne tuberkuloze kada se koristi zajedno s klini¢kim i drugim laboratorijskim nalazima.

SAZETAK | OBJASNJENJE POSTUPKA

Tuberkuloza (TB) je infektivna bolest koju uzrokuju vrste kompleksa M. tuberculosis (MTBC) i ostaje vodecéi svjetski zdravstveni
problem koji prema procjenama uzrokuje 10,4 milijuna slu¢ajeva zaraze i 1,7 milijuna slu¢ajeva smrti godi$nje." TB otporan na
viSe vrsta lijekova (MDR-TB) stalna je prijetnja i jo$ sloZeniji oblik bolesti zbog toga $to je MTBC rezistentan i na rifampicin (RIF)

i na izoniazid (INH)." 2016. godine bilo je 600.000 novih slu¢ajeva s rezistencijom na rifampicin (RRTB), najucinkovitiji lijek prvog
izbora, od kojih je 490.000 imalo TB rezistentan na vise vrsta lijekova (MDR-TB)." 2016. godine Svjetska zdravstvena organizacija
(WHO) objavila je nove smjernice za testiranje na tuberkulozu koje zahtijevaju brze molekularne testove za otkrivanje MDR-TB-a.?
Brzo i to¢no otkrivanje MTBC-a i njegovih oblika koji su rezistentni na lijekove vazno je za to€no prepoznavanije i lijecenje zarazenih
pacijenata kako bi se smanjila stopa smrtnosti i zaustavilo Sirenje TB-a.?

Analiza BD MAX MDR-TB pruza integrirani rezultat za MTBC (ciljni genomi s viSe kopija 1IS6110 i IS1081, kao i ciljni genom

s jednom kopijom), rezistenciju na RIF (kodoni RRDR 507 — 533) i INH (promotorska regija inhA i kodon 315 gena katG) te
automatizira postupak testiranja i smanjuje potrebu za intervencijama rukovatelja od trenutka kada se uzorak postavi u sustav

BD MAX do trenutka kada rezultati postanu dostupni. Analiza BD MAX MDR-TB koja se provodi u sustavu BD MAX moze dati
rezultate za 24 uzorka za manje od 4 sata, u usporedbi s tradicionalnim metodama kulture i testovima rezistencije na lijekove koji
mogu trajati tjednima.

NACELA POSTUPKA

Neobradeni sputum ili koncentrirani sedimenti sputuma pripremljeni od induciranog ili iskasljanog sputuma prikupljaju se od
pacijenata te se prenose u laboratorij u nepropusnom spremniku za prikupljanje uzoraka. Razrjedivanje uzorka priprema se u
spremniku za prikupljanje uzoraka s otopinom BD MAX STR, na nacin da konacni omjer STR-a i uzorka bude 2 : 1. Spremnik za
prikupljanje uzoraka zatim se protrese 10 puta, inkubira na sobnoj temperaturi 5 minuta, pa se zatim ponovno snazno protrese
10 puta. Uzorak tretiran otopinom BD MAX STR zatim se inkubira na sobnoj temperaturi 25 minuta. Pomocu pipete za prijenos
BD MAX Transfer Pipet, 2,5 ml uzorka tretiranog otopinom STR prenosi se u oznacenu epruvetu uzorka BD MAX MDR-TB Sample
Tube. Epruveta uzorka BD MAX MDR-TB zatvara se opnastim ¢epom i prenosi u sustav BD MAX. Nakon $to se radni popis
generira, a uzorak stavi u instrument BD MAX, zajedno s unificiranom trakom reagensa BD MAX MDR-TB Unitized Reagent
Strip i uloSkom PCR Cartridge, obrada se pokrece te nije potrebna nikakva daljnja intervencija rukovatelja. Sustav BD MAX
automatizira pripremu uzorka, uklju€ujudi liziranje ciljnog organizma, izdvajanje i koncentriranje DNK, rehidrataciju reagensa te
umnozavanije i otkrivanje ciljne sekvence nukleinske kiseline pomoc¢u PCR-a u stvarnom vremenu. Sustav BD MAX automatski
obavlja tumacenje signala. Analiza uklju€uje i kontrolu obrade uzoraka koja se nalazi u epruveti za ekstrakciju i podvrgava se
koracima ekstrakcije, koncentriranja i umnozavanja. Kontrola obrade uzoraka prati prisutnost potencijalnih inhibitornih tvari,
kao i pogresaka u sustavu ili reagensima.

Sustav BD MAX upotrebljava kombinaciju reagensa i topline za izvodenje liziranja stanica i ekstrakciju DNK. Otpustene nukleinske
kiseline zadrzavaju se na magnetskim prianjaju¢im kuglicama. Kuglice na koje su vezane nukleinske kiseline ispiru se, a nukleinske
se kiseline eluiraju toplinom u puferu za eluciju. Eluirani DNK neutralizira se i prenosi u epruvete s glavnhom mjeSavinom kako bi

se rehidratizirali reagensi za PCR. Nakon rehidratizacije, sustav BD MAX u ulozak za PCR BD MAX ulijeva fiksnu koli¢inu otopine
spremne za PCR. Sustav pecati mikroventile uloSka za PCR BD MAX prije pokretanja PCR postupka da bi se mjeSavina za
umnozavanje zadrzala unutra i time sprijecilo isparavanje i kontaminacija amplikonima.
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Umnozeni ciljevi DNK otkrivaju se pomocu proba (TagMan®) za hidrolizu koje su oznacene fluorescentnom bojom (fluorofor) na
jednom kraju i priguSuju¢om skupinom na drugom kraju. Probe oznacene razli€itim fluoroforima upotrebljavaju se za otkrivanje DNK
kompleksa M. tuberculosis, rezistencije na rifampicin, rezistencije na izoniazid i amplikona za kontrolu obrade uzoraka u pet razli¢itih
opti¢kih kanala sustava BD MAX. Otkrivanje rezistencije na rifampicin upotrebljava topljenje otkrivaju¢i mutacije u podrucju 81 para
baza RRDR-a gena rpoB, a otkrivanje otpornosti na izoniazid odreduje se otkrivanjem mutacija u promotorskoj regiji inhA i genu
katG. Sustav BD MAX prati te signale u svakom ciklusu i tumaci podatke na kraju programa kako bi izvijestio o krajnjim rezultatima.

REAGENSI | MATERIJALI

KAT. BR. Sadrzaj Kolic¢ina
BD MAX™ MDR-TB Master Mix (E6) (glavna mjesavina) 24 testa
Sudena glavna mjeSavina za PCR koja sadrzi nukleotide, molekularne probe (0,006 % t/v) i primere (2 x 12 epruveta)
(0,01 % t/v) za cilj i enzim za PCR (3E-14 % t/v). P
BD MAX™ MDR-TB Master Mix (E5) (glavna mjesavina) 24 testa
Sudena glavna mjeSavina za PCR koja sadrzi nukleotide, molekularne probe (0,006 % t/v) i primere (2 x 12 epruveta)
(0,008 % t/v) za cilj i kontrolu obrade uzoraka i enzim za PCR (3E-14 % t/v). P
BD MAX™ MDR-TB Reagent Strips (trake reagensa)
Unificirane trake reagensa koje sadrze pufer za ispiranje s 0,1 % v/v reagensa Tween®20i 3,8 % v/v
reagensa Tween 80 (0,75 ml), pufer za eluciju (0,75 ml), pufer za neutralizaciju s 0,02 % v/v reagensa 24 testa
443878 | Tween 20 (0,75 ml) i otopinu za povezivanje s 5 % v/v reagensa Triton® X-100 (0,75 ml) te jednokratne
vrhove pipeta potrebne za obradu uzoraka i ekstrakciju DNK.
BD MAX™ MDR-TB Extraction Tubes (E7) (epruvete za ekstrakciju) 24 testa

Suhi reagens za ekstrakciju koji sadrzi magnetske prianjajuce kuglice za DNK (6,4 % t/v), proteazne
reagense (6,7 % t/v) i kontrolu obrade uzoraka.

(2 x 12 epruveta)

24
BD MAX™ MDR-TB Sample Tube (epruveta uzorka) 2x 12 ;Srfveta)
BD MAX™ Transfer Pipets (pipete za prijenos) 25
Opnasti ¢epovi 25

POTREBNA OPREMA | MATERIJALI KOJI SE NABAVLJAJU ZASEBNO:

BD MAX™ STR (Sample Treatment Reagent) (reagens za obradu uzoraka) (BD kat. br. 443806)
BD MAX™ PCR Cartridges (ulo$ci za PCR) (BD kat. br. 437519)

vanjske kontrole

laboratorijska kuta i rukavice za jednokratnu uporabu bez pudera

spremnici za biomedicinski otpad

Stoperica ili broja€ vremena.

Za prikupljanje neobradenog sputuma:

suhi i Cisti nepropusni spremnici za prikupljanje uzoraka sputuma.

PREPORUCENI MATERIJALI KOJI SE NABAVLJAJU ZASEBNO
nefelometar

sterilne epruvete

sterilne staklene kuglice veli¢ine 3 — 5 mm
hranjive podloge (bujon MGIT™ ili bujon 7H9)
dodatak Middlebrook OADC

plo¢e s agarom 7H10/7H11

fizioloska otopina s fosfatnim puferom
razmazivaci

mijeSalica

reagens BD BBL™ MycoPrep™




UPOZORENJA | MJERE OPREZA

Opasnost

OSO®

H312 Stetno u dodiru s kozom.

H314 Uzrokuje teSke opekline koze i ozljede oka.

H315 Nadrazuje kozu.

H317 Moze izazvati alergijsku reakciju na kozi.

H319 Uzrokuje jako nadrazivanje oka.

H334 Ako se udise moze izazvati simptome alergije ili astme ili poteSkocée s disanjem.

H335 Moze nadraziti diSni sustav.

H411 Otrovno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ucincima.

H412 Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ugincima.

P260 Ne udisati prasinu/dim/plin/maglu/pare/aerosol.

P261 Izbjegavati udisanje prasine/dima/plina/magle/pare/aerosola.

P264 Nakon uporabe temeljito oprati.

P272 Zagadena radna odje¢a ne smije se iznositi izvan radnog prostora.

P273 |1zbjegavati ispustanje u okolis.

P280 Nositi zastitne rukavice/zastitno odijelo/zastitu za oci/zastitu za lice.

P285 U slu¢aju nedovoljnog prozracivanja nositi sredstva za zastitu diSnog sustava.
P301+P330+P331 AKO SE PROGUTA: isprati usta. NE izazivati povracanje.

P312 U slucaju zdravstvenih tegoba nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANJA ili lije¢nika.
P303+P361+P353 U SLUCAJU DODIRA S KOZOM (ili kosom): odmah ukloniti/skinuti svu zagadenu odjecu. Isprati kozu vodom/
tuSiranjem.

P363 Oprati zagadenu odjecu prije ponovne uporabe.

P321 Potrebna je posebna lije¢ni¢ka obrada (vidi na ovoj naljepnici).

P304+P340 AKO SE UDISE: premjestiti unesre¢enog na svjezi zrak, umiriti ga i postaviti u poloZaj koji olak$ava disanje.
P310 Odmah nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANJA ili lije¢nika.

P305+P351+P338 U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: oprezno ispirati vodom nekoliko minuta. Ukloniti kontaktne le¢e ako ih nosite i
ako se one lako uklanjaju. Nastaviti ispiranje.

P302+P352 U SLUCAJU DODIRA S KOZOM: oprati velikom koli¢inom sapuna i vode.

P333+P313 U slucaju nadrazaja ili osipa na kozi: zatraziti savjet/pomo¢ lijecnika.

P337 + P313 Ako nadrazaj oka ne prestaje: zatraziti savjet/pomo¢ lije¢nika.

P391 Sakupiti proliveno/rasuto.

P405 Skladistiti pod kljucem.

P403 + P233 Skladistiti na dobro prozradenom mjestu. Cuvati u dobro zatvorenom spremniku.

P501 Odloziti sadrzaj/spremnik u skladu s lokalnim/regionalnim/nacionalnim medunarodnim propisima.

* Analiza BD MAX MDR-TB sluzi za in vitro dijagnostiku.

*  Za postizanje najboljih rezultata, analiza BD MAX MDR-TB treba se izvrsiti unutar laboratorijskih temperaturnih granica od
18 °C do 28 °C i granica relativne vlaznosti u laboratoriju od 20 do 80 %.

* Analiza BD MAX MDR-TB sluzi za testiranje neobradenog sputuma ili koncentriranih sedimenata sputuma pripremljenih od
induciranog ili iskasljanog sputuma.

* Ne upotrebljavajte reagense i/ili materijale kojima je istekao rok trajanja.

»  Komplet nemojte upotrebljavati ako je naljepnica za zatvaranje vanjske kutije slomljena prilikom dostave.
* Reagense nemojte upotrebljavati ako su zastitne vrecice otvorene ili oSte¢ene prilikom dostave.

* Ne koristite reagense ako u vrec¢icama reagensa nema upijaca vlage ili ako je slomljen.

*  Ne uklanjajte upijac vlage iz vreCica reagensa.

*  Brzo zatvorite zastitne vrecice s reagensima patentnim zatvarac¢em nakon svake upotrebe. Uklonite sav viSak zraka iz vrecica
prije zatvaranja.

«  ZaStitite reagense od topline i vlage. DuZa izloZzenost vlazi moze utjecati na ucinak proizvoda.
* Ne koristite reagense ako je folija potrgana ili oste¢ena.
»  Nemojte mijesati reagense iz razli¢itih vrecica i/ili kompleta i/ili serija.



«  Cepove nemojte zamjenijivati ni ponovno upotrebljavati nakon §to ih upotrijebite na epruvetama koje sadrze uzorke tretirane
otopinom STR jer moze do¢i do kontaminacije koja moze ugroziti rezultate testa.

*  Epruvete uzoraka BD MAX ne smiju se ponovno upotrebljavati.

»  Provjerite jesu li unificirane trake reagensa ispravno napunjene teku¢inom (provjerite nalaze li se tekuc¢ine na dnu spremnika
reagensa) (pogledajte sliku 1).

»  Provjerite sadrze li unificirane trake reagensa sve vréke pipeta (pogledajte sliku 1).

»  Pri koristenju kemijskih otopina postupajte oprezno jer se Citljivost crti¢nih kodova glavne mjeSavine i epruvete za ekstrakciju
moze smanjiti.

* Dobra laboratorijska tehnika klju¢na je za odgovarajucu izvedbu ovog testa. Zbog visoke analiticke osjetljivosti ovog testa
potrebno je biti krajnje pazljiv kako bi se o€uvala Cistoca svih materijala i reagensa.

* U slu€aju da se drugi PCR testovi obavljaju u istom prostoru unutar laboratorija, potreban je oprez kako se komplet BD MAX
MDR-TB, ostali reagensi potrebni za testiranje i sustav BD MAX ne bi kontaminirali. Uvijek izbjegavajte kontaminaciju reagensa
mikrobima i deoksiribonukleazom (DNaza). Obavezno promijenite rukavice prije rukovanja reagensima i uloScima.

» Da bi se izbjegla kontaminacija okoli$§a amplikonima, ne otvarajte uloske za PCR BD MAX nakon koriStenja. Sigurnosni pecati
na ulo$cima za PCR BD MAX osmisljeni su za sprje¢avanje kontaminacije.

» >Laboratorij mora obavljati rutinsko pracenje okoli§a kako bi se smanjila opasnost od krizne kontaminacije.

*  Provodenje analize BD MAX MDR-TB izvan preporu€enih vremenskih i temperaturnih okvira za transport i pohranu uzoraka

moze dati pogresne rezultate. Analize koje se ne provedu u odredenim vremenskim i temperaturnim okvirima potrebno je
ponoviti.

*  Mogu se testirati dodatne kontrole u skladu sa smjernicama ili zahtjevima lokalnih, drzavnih, pokrajinskih i/ili saveznih propisa
ili akreditirajuc¢ih ustanova.

»  Uvijek rukujte uzorcima kao da su infektivni i u skladu sa sigurnosnim postupcima u laboratoriju, kao $to su oni opisani
u dokumentu CLSI Document M29* i dokumentu Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories.®

*  Zavrijeme rukovanja reagensima nosite zastitnu odjecu i rukavice za jednokratnu upotrebu.

* Nakon obavljanja testa temeljito operite ruke.

*  Ne pipetirajte ustima.

*  Nemoijte pusiti, piti, Zvakati ili jesti u podrucjima u kojima se rukuje uzorcima ili reagensima kompleta.

* Neiskoristene reagense i otpad odlozite u skladu s lokalnim, drzavnim, pokrajinskim i/ili saveznim propisima.

«  Dodatna upozorenja, mjere opreza i postupke potraZite u Korisnickom priru¢niku sustava BD MAX.8

POHRANA | STABILNOST

Prikupljene uzorke neobradenog sputuma treba ¢uvati tijekom prijevoza na temperaturi izmedu 2 °C i 35 °C, do najviSe 3 dana.
Zastitite ih od izlaganja prevelikoj toplini.

Neobradeni sputum: uzorak se moze pohraniti dodatnih 168 sati (7 dana) na temperaturi izmedu 2 °C i 8 °C prije tretiranja
otopinom STR.

Sediment sputuma: uzorak se moze pohraniti do 168 sati (7 dana) na temperaturi izmedu 2 °C i 8 °C prije tretiranja otopinom STR.
Uzorci tretirani otopinom BD MAX STR mogu se pohraniti na temperaturi izmedu 2 °C i 28 °C najviSe 72 sata.

Pripremljene epruvete uzoraka BD MAX MDR-TB mogu se pohraniti na temperaturi od 2 °C do 28 °C najviSe 72 sata nakon obrade
otopinom STR.

Komponente testova BD MAX MDR-TB stabilne su na temperaturi 2 °C — 28 °C do navedenog roka trajanja. Ne koristite
komponente kojima je istekao rok trajanja.

Glavna mjesavina i epruvete za ekstrakciju kompleta BD MAX MDR-TB Master Mix isporucuju se u zapecacenim vre¢icama.

Radi zastite proizvoda od vlage, zatvorite vre¢icu odmah nakon otvaranja. Epruvete reagensa stabilne su do 14 dana pri
temperaturama 2 °C — 28 °C nakon prvog otvaranja i ponovnog zatvaranja vrecice.

UPUTE ZA UPOTREBU

Prikupljanje/transport uzoraka

Kako bi se dobio odgovarajuéi uzorak, mora se to¢no slijediti postupak prikupljanja uzoraka. Sve uzorke treba prikupljati

i transportirati prema preporukama centara za kontrolu i sprjec¢avanje bolesti (CDC),? uputama priru¢nika Clinical Microbiology
Procedures Handbook.® ili priru¢nika s postupcima vase ustanove. Pacijenti trebaju sjediti ili stajati prilikom prikupljanja
neobradenog sputuma. Pacijenti trebaju ispirati usta i ocistiti potencijalne Cestice zaostale hrane prije prikupljanja sputuma.

Neobradeni sputum ili koncentrirani sedimenti sputuma pripremljeni od induciranog ili iskasljanog sputuma prikupljaju se prema
sljede¢em postupku:
NAPOMENA: uzorke s tragovima hrane ili drugim krutim ¢esticama ne uzimajte u obradu.
1. Neobradeni sputum: prikupite najmanje 1 ml sputuma u nepropusni spremnik za prikupljanje uzoraka. Spremnik oznacite
i transportirajte u laboratorij (pogledajte odjeljak Pohrana i stabilnost).
2. Sediment sputuma: dekontaminirajte uzorak sputuma otopinom NALC/NaOH prema metodi Kenta i Kubice.”
Ponovno suspendirajte sediment u najvise 2 ml 67 mM pufera fosfata/vode. Spremnik oznacite i transportirajte u laboratorij
(pogledajte odjeljak Pohrana i stabilnost). Potreban je najmanje 1 ml za testiranje analizom BD MAX MDR-TB.



Priprema uzorka

NAPOMENA: analiza BD MAX MDR-TB moze se upotrebljavati samo s kompletom BD MAX STR. Korake za obradu sputuma
i sedimenata sputuma mozete pronaci na letku u paketu BD MAX STR.

NAPOMENA: jedna (1) epruveta BD MAX STR, jedna (1) epruveta za prijenos, jedna (1) epruveta uzorka, jedan (1) opnasti cep,
dvije (2) epruvete glavne mjeSavine (jedna [E6] i jedna [E5]), jedna (1) epruveta za ekstrakciju [E7] i jedna (1) unificirana traka
reagensa potrebne su za svaki uzorak i svaku vanjsku kontrolu koju treba testirati. Izvadite potrebnu koli€¢inu materijala iz zastitnih
vrecica ili kutija i pripremite ih. Da biste pohranili otvorene vrecice glavne mjeSavine ili epruveta za ekstrakciju, uklonite viSak zraka
iz vre€ica i zatvorite ih patentnim zatvaracem.

1. Na epruvetu uzorka BD MAX MDR-TB s crti¢nim kodom (proziran ¢ep) zalijepite oznaku s odgovarajuc¢im identifikacijskim
podacima uzorka. Ne zaklanjajte 2-D crticne kodove, ne piSete i ne postavljajte naljepnice preko njih.

Za svaki uzorak neobradenog sputuma ili sedimenta sputuma: (Koraci od 2. do 7. opisuju upotrebu otopine BD MAX STR [Nije
priloZzena.]. Dodatne informacije potrazite na letku paketa BD MAX STR.)

Pustite da se uzorak uravnotezi na sobnoj temperaturi.

Pazljivo otvorite poklopac nepropusnog spremnika za prikupljanje uzoraka sputuma pazeci da ne dode do prolijevanja.
Pazljivo otvorite epruvetu BD MAX STR i dodajte Zeljenu koli¢inu tako da konacni omjer STR-a i uzorka bude 2 : 1.

Zatvorite posudu za prikupljanje i snazno protresite (ne mijeSajte) otopinu 10 puta (pomicanje gore, a zatim dolje je 1 put).
Inkubirajte na sobnoj temperaturi 5 minuta pa ponovno snazno protresite 10 puta.

Uzorak tretiran otopinom BD MAX STR inkubirajte na sobnoj temperaturi 25 minuta.

Skinite Cep s epruvete uzorka BD MAX MDR-TB i zadrzite tvrdi €ep u slu€aju pohrane uzorka.

Pomocu isporucene pipete za prijenos prenesite 2,5 ml uzorka sputuma tretiranog otopinom STR u oznacenu epruvetu uzorka
BD MAX MDR-TB. Dobro provjerite da ID uzorka na epruveti uzorka BD MAX MDR-TB odgovara naljepnici na spremniku za
prikupljanje uzoraka.

10. Epruvetu uzorka BD MAX MDR-TB zatvorite plavim opnastim ¢epom.

11. Sve dodatne uzorke za ispitivanje pripremite ponavljanjem koraka od 1 do 10, prije rukovanja dodatnim uzorcima.

12. Za obavljanje testiranja BD MAX MDR-TB u sustavu BD MAX prijedite na poglavlje Rad sustava BD MAX.

Rad sustava BD MAX
NAPOMENA: detaljne upute potrazite u Korisni¢kom priruéniku sustava BD MAX? (pogledajte odjeljak Rad sustava).

NAPOMENA: testiranje kompleta BD MAX MDR-TB mora se provesti odmah nakon gore opisanog prijenosa uzorka
tretiranog otopinom STR u epruvetu uzorka (pogledajte odjeljak ,,Priprema uzorka”, 9. korak).

1. Ukljucite sustav BD MAX (ako ve¢ niste) i prijavite se tako da unesete <user name> (korisni¢ko ime) i <password> (lozinku).

2. Obavezno promijenite rukavice prije rukovanja reagensima i uloscima.

3. lzvadite potreban broj unificiranih traka reagensa iz kompleta BD MAX MDR-TB. Njezno tapkajte svakom unificiranom trakom
reagensa o tvrdu povrsinu da biste sve tekucine doveli na dno epruveta.

4. lzvadite potreban broj epruveta za ekstrakciju i epruveta s glavnom mjeSavinom iz zastitnih vrec¢ica kompleta BD MAX MDR-TB.

Uklonite sav viSak zraka iz vrecica i zatvorite ih patentnim zatvaracem.

6. Za testiranje svakog uzorka postavite jednu (1) unificiranu traku reagensa na stalak sustava BD MAX, pocevsi od
poloZaja 1 stalka A.

7. Utisnite jednu (1) epruvetu za ekstrakciju (E7) (bijela folija) u svaku od unificiranih traka reagensa u polozaj 1, kao $to je
prikazano na slici 1.

8. Utisnite jednu (1) epruvetu s glavhom mjeSavinom BD MAX MDR-TB (E6) (zelena folija) u svaku od unificiranih traka reagensa
u polozaju 2, kao $to je prikazano na slici 1.

9. Utisnite jednu (1) epruvetu s glavhom mjeSavinom BD MAX MDR-TB (E5) (plava folija) u svaku od unificiranih traka reagensa u
poloZaju 4, kao §to je prikazano na slici 1.

© N OA®ODN
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1.
12.

13.

14.
15.

16.

Epruvete za umetanje
Otopina za povezivanje /
spremnik za otpad
Vrsci pipeta

Mo#2 #3 #m | WO RO RO

Epruveta za Puferza
liziranje ispiranje

Glavna mjesavina (E5)

Epruveta za
ekstrakciju Pufer za
eluciju

Glavna mjesavina (E6)

Pufer za
neutralizaciju

Slika 1: utiskivanje epruveta za ekstrakciju BD MAX MDR-TB i epruveta s glavhom mjeSavinom BD MAX MDR-TB u unificirane
trake reagensa.

. Kliknite ikonu Run (Obrada), a zatim Inventory (Inventar). Unesite serijski broj kompleta za test BD MAX MDR-TB (radi pracenja
serije) skenirajuci crtiéni kdd skenerom ili ga unesite ru¢no (nalazi se na vanjskoj kutiji).

NAPOMENA: ponovite 10. korak svaki puta kada poénete koristiti novu seriju kompleta.

Otidite do kartice Worklist (Radni popis). Pomoc¢u padajuéeg izbornika odaberite <BD MAX MDR TB 70>.

U radni popis unesite ID epruvete uzorka BD MAX MDR-TB, ID pacijenta i pristupni broj (ako je primjenjivo) skeniranjem
crticnog koda skenerom ili ruénim unosenjem.

Na padaju¢em izborniku odaberite odgovarajuci broj serije kompleta (koji se nalazi na vanjskoj kutiji kompleta
BD MAX MDR-TB).

Ponovite korake od 11. do 13. za sve preostale epruvete uzoraka.

Postavite epruvete uzoraka na stalke sustava BD MAX u skladu s unificiranim trakama reagensa koje ste slozili u koracima
od 6.do 9.

NAPOMENA: epruvete za uzorke postavite na stalak za uzorke tako da naljepnice s 1D crti¢nim kodovima budu
okrenute prema van (to ¢e vam olaksati skeniranje epruveta za uzorke prilikom prijave uzoraka).

Stavite potreban broj uloZzaka za PCR BD MAX u sustav BD MAX (pogledaijte sliku 2):
» U svaki od ulozaka za PCR BD MAX moze stati do 12 uzorka.

»  Sustav BD MAX automatski ¢e odabrati polozaj i red na ulosku za PCR BD MAX za svaku obradu. Ulozak za
PCR BD MAX moze se koristiti viSe puta, sve dok se ne iskoriste svi utori.

» Da biste maksimalno iskoristili uloSke za PCR BD MAX, koriste¢i 2000 Sample Mode (nacin rada za 2000 uzoraka),
odaberite Run Wizard (Carobnjak za obradu) za dodjelu utora na kartici Worklist (Radni popis).

«  Vise informacija potraZite u Korisnickom priruéniku za sustav BD MAX.8

= 2

Slika 2: umetanje ulozaka za PCR BD MAX



17. Umetnite stalke u sustav BD MAX (pogledajte sliku 3).
< o

Strana A Strana B
Slika 3: umetanje stalaka u sustav BD MAX

18. Zatvorite poklopac sustava BD MAX i kliknite <Start> (Pokreni) da biste pokrenuli obradu.

19. Na kraju postupka odmah provjerite rezultate ili spremite epruvete za uzorke na temperaturi izmedu 2 °C i 28 °C
do 72 sata nakon obrade otopinom STR dok se rezultati ne provjere.
NAPOMENA: prije pohranjivanja uzorka opnasti ¢ep zamijenite tvrdim éepom.

NAPOMENA: pripremljene epruvete za uzorke BD MAX MDR-TB mogu se pohraniti pri temperaturi 2 °C — 28 °C
maksimalno 72 sata. Kada dobijete rezultat koji je neodreden (IND), nerijeSen (UNR) ili nepotpun (INC) ili ako dode
do pogreske vanjskih kontrola, potrebno je izvrsiti ponovno testiranje iz pripremljenih epruveta uzoraka u ovom
vremenskom okviru (pogledajte odjeljak Ponavljanje postupka testiranja)

NAPOMENA: ako vanjska kontrola ne uspije, ponovite ispitivanje svih uzoraka upotrebom svjeze pripremljenih
vanjskih kontrola (pogledajte odjeljak Kontrola kvalitete).

KONTROLA KVALITETE

Postupci kontrole kvalitete nadziru izvedbu analize. Laboratoriji su duzni odrediti broj, vrstu i u€estalost testiranja kontrolnih
materijala u skladu sa smjernicama ili zahtjevima lokalnih, pokrajinskih, drzavnih, saveznih i/ili nacionalnih propisa ili akreditirajuc¢ih
ustanova u svrhu nadzora ucinkovitosti cijelog analitickog postupka. Za opéenite smjernice u vezi s kontrolom kvalitete korisnik
moze pogledati dokumente CLSI MM3° i EP12.10

1. BD ne isporucuje vanjske kontrolne materijale. Vanjske pozitivne i negativne kontrole ne koriste se u softveru sustava BD MAX
u svrhu interpretacije rezultata testnih uzoraka. Vanjske kontrole tretiraju se kao da su uzorci pacijenata. Za pripremu vanjskih
kontrola potrebna je otopina BD MAX STR. (Za interpretaciju rezultata analize vanjskih kontrola pogledajte tablicu u odjeljku
Interpretacija rezultata.)

2. Barem jednom dnevno potrebno je provesti jednu vanjsku pozitivhu kontrolu i jednu vanjsku negativnu kontrolu dok se ne
postigne zadovoljavaju¢a potvrda procesa u sustavu BD MAX u svakom od laboratorijskih okruzenja. Smanjivanje ucestalosti
kontrolnog testiranja treba se provesti u skladu s primjenjivim propisima.

3. Vanjska pozitivna kontrola namijenjena je nadzoru velikih pogreSaka reagensa. Vanjska negativna kontrola upotrebljava se za
otkrivanje kontaminacije (ili prijenosa) reagensa ili okoli$a ciljnim nukleinskim kiselinama.

4. Kontrolne sojeve potrebno je testirati u skladu sa smjernicama ili zahtjevima lokalnih, drzavnih i/ili saveznih propisa ili
akreditiraju¢ih ustanova u svrhu nadzora ucinkovitosti cijelog analitickog postupka.

5. Preporucuje se provodenje razlicitih vanjskih kontrola da bi se korisniku omogucio odabir one koja je najprikladnija za program
kvalitete u njihovom laboratoriju.

a. Vanjske negativne kontrole moraju sadrzavati 2,5 ml otopine STR (2 dijela STR-a: 1 dio deionizirane vode).

b. Vanjska pozitivha kontrola: suspenzija bilo kojeg potvrdenog kompleksa organizma M. tuberculosis ste€enog komercijalnim
putem, dobivenog postupcima izolacije kulture ili putem prethodno okarakteriziranog uzorka za koji se zna da je pozitivan.

Ako se upotrebljavaju kontrolni organizmi

a. Uzgojite organizam u bujonu 7H9 ili bujonu MGIT, dopunjenom OADC-om na 37 °C. Uzgojite ga na zamuéenost od otprilike
> 0,5 McFarlanda (obi¢no je potrebno 7 do 10 dana, no moguce je i viSe, ovisno o soju).

Tekucu kulturu uklonite centrifugiranjem 10 minuta na 3.000 g.
Organizam ponovno otopite u fizioloSkoj otopini fosfatnog pufera (PBS).

d. Premijestite suspenziju u sterilnu epruvetu koja sadrzi do deset (10) kuglica veli¢ine 3 — 5 mm. MijeSajte kulturu otprilike 30
sekundi.

e. Ostavite suspenziju da se slegne otprilike 5 minuta kako bi vece Cestice mogle do¢i na dno epruvete.

f.  Premjestite suspenziju u novu sterilnu epruvetu izbjegavajuci grudice na dnu epruvete te se pobrinite da zamuc¢enost
ostane = 0,5 McFarlanda.

1) Dimenzije epruveta trebaju biti specificne za nefelometar.



g. Provedite serijska razrjedivanja i nasadite organizam u posudu s agarom (agar 7H10 ili 7H11) za kvantifikaciju. Inkubirajte
posude na temperaturi od 37 °C 2 do 4 tjedna.

h. Prilikom kvantifikacije organizma, razrijedite organizam na koncentraciju od 1 x 10° CFU/ml u PBS-u.

1) Suspenzija se moze pripremiti u konacnu otopinu, podijeliti u alikvote od 300 pl, zamrznuti i upotrebljavati za rutinsko
testiranje.

i. Dodajte 2,25 ml otopine STR (2 dijela STR-a: 1 dio deionizirane vode) u epruvetu uzorka.
j.  Dodajte 250 pl konagnog razrjedenja u epruvetu uzorka BD MAX MDR-TB te zatvorite epruvetu plavim opnastim ¢epom.
k. Obradite vanjsku kontrolu kao da je uzorak pacijenta, u skladu s postupkom navedenim u odjeljku Rad sustava BD MAX.

6. Sve vanjske kontrole trebaju dati oCekivane rezultate (pozitivne za vanjske pozitivne kontrole i negativne za vanjske negativne
kontrole) i ne smije biti neuspjesnih vanjskih kontrola (nerijeSeni ili neodredeni rezultati). U donjoj tablici pogledajte prihvatljive
rezultate za vanjsku pozitivnu kontrolu:

M. tuberculosis organizam ili Rezultat analize
okarakterizirani uzorak
osjetljivo na RIF i osjetljivo na INH otkriven MTB, rezistentnost na RIF NIJE otkrivena, rezistentnost na INH NIJE
otkrivena
osjetljivo na RIF / rezistentno na INH otkriven MTB, rezistentnost na RIF NIJE otkrivena, rezistentnost na INH otkrivena
rezistentno na RIF / osjetljivo na INH otkriven MTB, rezistentnost na RIF otkrivena, rezistentnost na INH NIJE otkrivena
rezistentno na RIF / rezistentno na INH otkriven MTB, rezistentnost na RIF otkrivena, rezistentnost na INH otkrivena

a. Vanjska negativna kontrola koja daje pozitivan rezultat testa ukazuje na neodgovarajuce rukovanje uzorkom i/ili
kontaminaciju. Razmotrite tehniku rukovanja uzorkom radi izbjegavanja mijesanja i/ili kontaminacije. Vanjska pozitivna
kontrola koja daje negativan rezultat ukazuje na neodgovaraju¢e rukovanje uzorkom / probleme prilikom pripreme.
Pogledajte tehniku rukovanja uzorkom / pripreme uzorka.

b. Vanjska kontrola koja daje nerijeSeni, neodredeni ili nepotpuni rezultat testa ukazuje na pogresku reagensa ili sustava
BD MAX. Provijerite pojavljuju li se poruke o pogreSkama na zaslonu sustava BD MAX. Kako interpretirati kodove
upozorenja i pogreSaka potrazite u odjeljku RjeSavanje problema u Korisnic¢kom priru¢niku sustava BD MAX.2 Ako se
problem ne ukloni, upotrijebite reagense iz neotvorene vrecice ili novi komplet BD MAX MDR-TB.

c. Svaka epruveta za ekstrakciju BD MAX MDR-TB sadrzi kontrolu obrade uzoraka, odnosno plazmid sa sintetickom
ciljnom DNK sekvencom. Kontrola obrade uzoraka izdvaja se, ispire i uve¢ava zajedno sa svim ciljnim DNK molekulama
u obradenom uzorku. Kontrola obrade uzoraka nadgleda ucinkovitost hvatanja, pranja i ispiranja DNK tijekom obrade
uzoraka, kao i u€inkovitost uvecavanja i otkrivanja ciljnog DNK tijekom PCR analize. Ako rezultat kontrole obrade uzorka
ne ispunjava kriterije prihvatljivosti, rezultat uzorka bit ¢e prijavljen kao nerijeSen. Medutim, svi ¢e se pozitivni MTBC
rezultati (,MTB otkriven”) zabiljeziti. Ponovite postupak za svaki uzorak prijavljen kao nerijeSen kako je opisano u poglavlju
»Ponavljanje postupka testiranja”.

INTERPRETACIJA REZULTATA

Rezultati su dostupni na kartici <Results> (Rezultati) u prozoru <Results> (Rezultati) na zaslonu sustava BD MAX. Softver sustava
BD MAX automatski tumaci rezultate testa. Rezultati se prijavljuju za svaki od analita i za kontrolu obrade uzoraka. Rezultat testa
moze se navesti kao MTB Detected (MTB otkriven), MTB Low POS (MTB nisko pozitivan), MTB NOT Detected (MTB NIJE otkriven),
RIF Resistance Detected (otkrivena rezistencija na RIF), RIF Resistance NOT Detected (rezistencija na RIF NIJE otkrivena),

RIF Resistance UNREPORTABLE (rezistencija na RIF NEPRIJAVLJIVA), INH Resistance Detected (otkrivena rezistencija na

INH) (mutacija gena katG nije otkrivena, mutacija gena katG otkrivena, mutacija gena inhApr NIJE otkrivena, mutacija gena

inhApr otkrivena takoder prijavijeno), INH Resistance NOT Detected (rezistencija na INH NIJE otkrivena), INH Resistance
UNREPORTABLE (rezistencija na INH NEPRIJAVLJIVA) ili je UNR (unresolved) UNR (nerijeSeno) na temelju amplifikacijskog
statusa cilja i kontrole obrade uzoraka. Rezultati IND (neodredeni) ili INC (nepotpuni) posljedica su pogreske u sustavu BD MAX.
Tumacenje rezultata analize BD MAX MDR-TB opisano je u tablici 1 u nastavku.

Tablica 1: tumacenje rezultata analize BD MAX MDR-TB

PRIJAVLJENI REZULTATI ANALIZE INTERPRETACIJA REZULTATA

MTB otkriven Otkriven je DNK Mycobacterium tuberculosis kompleksa

Otkriven je DNK Mycobacterium tuberculosis kompleksa, a vrijednosti rezistencije
MTB nisko POS ne mogu se izmjeriti; 2 2 RRDR?, katG ili inhA promotorske probe nisu dale signal,
ukazuje na malu koli¢inu bakterija

Nije otkriven DNK Mycobacterium tuberculosis kompleksa, a kontrola obrade

MTB NIJE otkriven ] -
uzorka je otkrivena

Otkrivena rezistencija na RIF Otkrivene su mutacije RRDR?

Rezistentnost na RIF NIJE otkrivena Nisu otkrivene mutacije RRDR?

Otkriven je DNK Mycobacterium tuberculosis kompleksa, ali vrijednosti rezistencije
rezistencija na RIF NEPRIJAVLJIVA na RIF ne mogu se izmjeriti; jedna proba rpoB nije dala signal, a signali ostalih
proba rpoB daju signale divljeg tipa




Mutacije gena katG Otkriven je DNK rezistentnosti na INH, a mutacije na cilju za analizu gena katG
nisu otkrivene nisu otkrivene
Otkrivene mutacije DNK rezistentnosti na INH je otkriven i otkrivene su mutacije u cilju za analizu
Otkrivena rezistencija | 9ena katG gena katG
na INH® Mutacija gena inhApr® | DNK rezistentnosti na INH je otkriven, a mutacije u cilju za analizu promotora inhA
NIJE otkrivena nisu otkrivene
Otkrivena mutacija DNK rezistentnosti na INH je otkriven i otkrivene su mutacije u cilju za analizu
gena inhApr® promotora inhA
Rezistentnost na INH NIJE otkrivena Mutacije u cilievima za analizu promotora katG i inhA nisu otkrivene

DNK kompleksa Mycobacterium tuberculosis je otkriven, no vrijednosti rezistencije
Rezistencija na INH NEPRIJAVLJIVA na INH ne mogu se izmjeriti. Jedna od promotorskih proba katG ili inhA nije dala
signal, dok druge daju signale divljeg tipa.

Nije otkriven DNK Mycobacterium tuberculosis kompleksa niti kontrola
MTB nerijeSen (MTB UNR) obrade uzorka
(ukazuje na inhibicijski uzorak ili pogresku reagensa)

Neodreden rezultat zbog pogreske u sustavu BD MAX

Neodreden (IND) (s kodom upozorenja ili pogreske®)

Nepotpuna obrada

Nepotpun (INC) (s kodom upozorenja ili pogreske?)

2RRDR = regija odredivanja rezistencije na rifampicin (regija 81 bp gena rpoB kodoni 507 — 533)

binhApr = inhA promotorska regija

¢ Ako rezistencija na katG ili inhApr (Mut NIJE otkrivena ili Mut otkrivena) nije prijavljena u rezultatu otkrivanja rezistencije na INH, taj se cilj ne moze
prijaviti. Sonda za analizu za taj cilj nije uspjela dati signal.

dKako interpretirati kodove upozorenja i pogresaka potrazite u odjeljku Rje$avanje problema u Korisnickom priru¢niku sustava BD MAX.8

PONAVLJANJE POSTUPKA TESTIRANJA

NAPOMENA: epruveta uzorka BD MAX MDR-TB sadrzi dovoljnu koli¢inu za jedno ponavljanje testiranja. Za pripremljene
epruvete uzoraka BD MAX MDR-TB pohranjene na temperaturi od 2 °C — 28 °C potrebno je izvrsiti testiranje u roku od

72 sata nakon prve obrade uzorka otopinom BD MAX STR. Preostali uzorak sputuma obradenog STR-om takoder se moze
upotrijebiti za ponovno testiranje u roku od 72 sata ako je pohranjen na temperaturi 2 °C — 28 °C.

NAPOMENA: novi uzorci mogu se testirati u istom ciklusu s ponovljenim uzorcima.

MTB nisko pozitivan rezultat

Rezultati MTB Low POS (MTB nisko pozitivan) dobivaju se u slu¢aju da su uzorci MTB pozitivni te da postoji gubitak signala
za 2 2 ciljne sonde rezistencije, $to ukazuje na nakupljanje bakterija izmedu granica otkrivanja MTB-a i analiza za odredivanje
rezistencije.

Test se moze ponoviti prema prethodno opisanom postupku, no postoji mogucnost da se rezultati rezistencije nece prijaviti jer
koli¢ina bakterija u uzorku moZze biti ispod granica otkrivanja za analize za RIF i/ili INH.

Uzorci se mogu ponoviti iz odgovarajucih epruveta uzoraka u prethodno definiranim vremenskim rasponima. Ponovno krenite od
odjeljka ,Rad sustava BD MAX”. Preostali uzorak sputuma takoder se moze upotrijebiti za ponovno testiranje uz pripremu nove
epruvete uzorka unutar prethodno definiranih vremenskih raspona. Ponovno krenite od odjeljka Priprema uzoraka.

Neprijavljiv rezultat rezistencije na RIF ili INH

Neprijavljivi rezultati rezistencije mogu se dobiti u slu¢aju gubitka signala za jednu od ciljnih sondi rezistencije. Test se treba ponoviti
prema prethodno opisanom postupku.

Uzorci se mogu ponoviti iz odgovarajucih epruveta uzoraka u prethodno definiranim vremenskim rasponima. Ponovno krenite od
odjeljka ,Rad sustava BD MAX”. Preostali uzorak sputuma takoder se moze upotrijebiti za ponovno testiranje uz pripremu nove
epruvete uzorka unutar prethodno definiranih vremenskih raspona. Ponovno krenite od odjeljka Priprema uzoraka.

MTB nerijeSen rezultat

NerijeSeni rezultati za MTB mogu se dobiti u slu€aju da inhibicija vezana uz uzorak ili pogresSka reagensa sprijeCe to€¢no
umnozavanie cilja i/ili kontrole obrade uzoraka. Ako se kontrola obrade uzoraka ne pojac¢a, uzorak ¢e se prijaviti kao MTB UNR
(nerijesen). Test se treba ponoviti prema prethodno opisanom postupku.

Uzorci se mogu ponoviti iz odgovarajucih epruveta uzoraka u prethodno definiranim vremenskim rasponima. Ponovno krenite od
odjeljka ,Rad sustava BD MAX”. Preostali uzorak obraden otopinom STR takoder se moZe upotrijebiti za ponovno testiranje uz
pripremu nove epruvete uzorka unutar prethodno definiranih vremenskih raspona. Ponovno krenite od odjeljka Priprema uzoraka.

Neodredeni rezultat

Neodredeni rezultat moze se dobiti u slu¢aju kvara sustava. Uzorci se mogu ponoviti iz odgovarajucih epruveta uzoraka u
prethodno definiranim vremenskim rasponima. Krenite iznova prateéi odjeljak ,Rad sustava BD MAX”. Preostali uzorak obraden
otopinom STR, pripremljen u novoj epruveti uzorka, takoder se moze upotrijebiti za ponovno testiranje unutar prethodno definiranog
vremenskog raspona. Ponovno krenite od odjeljka Priprema uzoraka. Za tumacenje kodova upozorenja ili pogresaka konzultirajte
Korisnicki priruénik sustava BD MAX?® (odjeljak RjeSavanje problema).



Nepotpuni rezultat

Do nepotpunih rezultata moze do¢i u slu¢aju da se ne dovrsi priprema uzorka ili PCR. Uzorci se mogu ponoviti iz odgovarajucih
epruveta uzoraka u prethodno definiranim vremenskim rasponima. Krenite iznova pratec¢i odjeljak ,Rad sustava BD MAX”. Preostali
uzorak obraden otopinom STR, pripremljen u novoj epruveti uzorka, takoder se moze upotrijebiti za ponovno testiranje u prethodno
definiranom vremenskom rasponu. Ponovno krenite od odjeljka Priprema uzoraka. Za tumacenje kodova upozorenja ili pogreSaka
konzultirajte Korisni¢ki priru¢nik sustava BD MAX?® (Rje$avanje problema).

Pogreska vanjske kontrole

Vanjske kontrole trebale bi prilikom testiranja dati o¢ekivani rezultat. Ako se uzorci moraju ponoviti zbog netoénog rezultata vanjske
kontrole, treba ih ponoviti iz istih epruveta uzoraka zajedno sa svjeze pripremljenim vanjskim kontrolama u prethodno definiranim
vremenskim rasponima. Krenite iznova pratec¢i odjeljak ,Rad sustava BD MAX”.

OGRANICENJA POSTUPKA

»  Ovaj proizvod treba koristiti obu¢eno laboratorijsko osoblje samo sa sustavom BD MAX.

*  Ovaj proizvod namijenjen je za uporabu samo s neobradenim sputumom ili koncentriranim sedimentima sputuma pripremljenim
od induciranog ili iska$ljanog sputuma i tretiranim otopinom BD MAX STR.

»  Pogresni rezultati mogu se javiti zbog nepravilnog prikupljanja uzorka, rukovanja ili pohranjivanja, zbog tehnickih pogresaka,
pomijeSanih uzoraka ili zbog toga $to je broj organizama u uzorku maniji od analiticke osjetljivosti testa.

*  Ako je rezultat analize BD MAX MDR-TB IND (neodreden), INC (nepotpun) ili UNR (nerijeSen), treba ponoviti analizu.

» Interferencija s analizom BD MAX MDR-TB primijecena je u prisutnosti sluzi pri razinama iznad 1,5 % t/v (tablica 24 u odjeljku
Karakteristike svojstava).

*  Pozitivan rezultat testa BD MAX MDR-TB ne ukazuje nuzno na prisutnost odrzivih organizama. Medutim, upuc¢uje na prisutnost
cilinog DNK.

»  Mutacije ili polimorfizmi u veznim podrucjima primera ili probe mogu utjecati na otkrivanje novih ili nepoznatih ciljnih varijanti,
$to dovodi do neto¢nog rezultata analize BD MAX MDR-TB.

» Kaoikod svih testova baziranih na PCR-u, moguce je detektirati iznimno niske razine ciljane tvari ispod granice opazanje
analize, ali rezultate mozda nece biti moguce ponoviti.

» Lazno negativni rezultati mogu se pojaviti zbog gubitka nukleinske kiseline uslijed neprikladnog prikupljanja, transporta
ili pohrane uzoraka ili zbog neodgovarajuceg liziranja bakterija. Kontrola obrade uzoraka dodana je testu da bi pomogla
u identifikaciji uzoraka koji sadrze inhibitore umnozavanja PCR-a i posluzila kao kontrola integriteta reagensa i sustava analize
u cijelosti. Kontrola obrade uzoraka ne pokazuje je li do gubitka nukleinske kiseline do$lo zbog neprikladnog prikupljanja,
transporta ili pohrane uzoraka ili zato $to bakterijske stanice nisu ispravno lizirane.

*  Na rezultate analize BD MAX MDR-TB moze i ne mora utjecati istovremena medicinska terapija, zbog koje moze do¢i do
smanjenja prisutnih ciljnih organizama.

» Ovo je kvalitativni test i ne daje kvantitativne vrijednosti, niti pokazuje u kojoj su koli€ini organizmi prisutni.

» Ucinak analize BD MAX MDR-TB nije procijenjen za uzorke pedijatrijskih pacijenata.

OCEKIVANE VRIJEDNOSTI

Stopa pozitivnosti uzoraka koji su pozitivni na Mycobacterium tuberculosis (MTB), otpornost na rifampicin (RIF) i otpornost na
izoniazid (INH) (poznat i kao izonikotinil hidrazid) ovisi o populaciji pacijenata. Faktori ukljucuju zemlju podrijetla. Tijekom klinickog
ispitivanja analize BD MAX MDR-TB (ozujak 2016. — kolovoz 2017.) prikupljen je 761 uzorak iz zemalja koje su poznate po visokoj
ucestalosti slucajeva TB-a i MDR TB-a koji su zatim zamrznuti. Svaki je uzorak sputuma bio podijeljen na dva (2) dijela. Jedan se
dio trebao razgraditi metodom razgradnje NALC/NaOH? (obraden), a drugi je dio bio neobradeni uzorak (bez razgradnje). Analiza
BD MAX MDR-TB izvrS§ena je na oba dijela. Stopa pozitivhosti za MTB izraunata je na 635 uzoraka neobradenog sputuma i

674 uzorka obradenog sputuma koji su bili sukladni s uzorkom i razinama analize BD MAX MDR-TB s rezultatom koji se mogao
prijaviti (tablica 2). Stopa pozitivnosti za RIF izracunata je na 316 uzoraka neobradenog sputuma i 334 uzorka obradenog sputuma
koji su bili sukladni s uzorkom i razinama analize BD MAX MDR-TB s rezultatom koji se mogao prijaviti za RIF. Stopa pozitivnosti za
INH izracunata je na 327 uzoraka neobradenog sputuma i 338 uzoraka obradenog sputuma koji su sukladni s uzorkom i razinama
analize BD MAX MDR-TB s rezultatom koji se mogao prijaviti za INH. Ti uzorci dobiveni su iz Sest zemalja.
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Tablica 2:

pozitivnost BD MAX MDR-TB na zamrznutim uzorcima po zemlji podrijetla sputuma

Stopa pozitivnosti MAX

Zemlja prikupljanja
uzorka

Vrsta uzorka

MTB

RIF

INH

Mali

Neobradeni sputum

43,0 % (92/214)

4,2 % (3/72)

8,3 % (6/72)

Obradeni sputum

41,0 % (87/212)

5,6 % (4/71)

9,6 % (7/73)

Meksiko

Neobradeni sputum

100 % (5/5)

0,0 % (0/5)

0,0 % (0/5)

Obradeni sputum

75,0 % (6/8)

0,0 % (0/6)

0,0 % (0/6)

Republika Moldavija

Neobradeni sputum

94,3 % (82/87

28,2 % (20/71)

43,9 % (36/82)

Obradeni sputum

33,3 % (25/75)

43,0 % (34/79)

Rusija

Neobradeni sputum

)
96,6 % (84/87)
87,5 % (14/16)

50,0 % (5/10)

36,4 % (4/11)

Obradeni sputum

81,3 % (13/16)

33,3 % (3/9)

40,0 % (4/10)

Juzna Afrika

Neobradeni sputum

69,2 % (72/104)

0,0 % (0/65)

1,6 % (1/64)

Obradeni sputum

67,3 % (70/104)

1,5 % (1/68)

1,6 % (1/64)

Uganda

Neobradeni sputum

51,9 % (107/206)

1,1 % (1/91)

3,3 % (3/91)

Obradeni sputum

53,7 % (131/244)

0,0 % (0/103)

2,9 % (3/104)

Nepoznato

Neobradeni sputum

66,7 % (2/3)

0,0 % (0/2)

0,0 % (0/2)

Obradeni sputum

66,7 % (2/3)

0,0 % (0/2)

0,0 % (0/2)

Ukupno

Neobradeni sputum

58,9 % (374/635)

9,2 % (29/316)

15,3 % (50/327)

Obradeni sputum

58,3 % (393/674)

9,9 % (33/334)

14,5 % (49/338)

U drugom klinickom ispitivanju analizom BD MAX MDR-TB (svibanj 2017. — ozujak 2018.) prikupljeno je ukupno 1.063 uzorka
sukladnog sputuma u zemljama koje su poznate po visokoj u€estalosti slu¢ajeva TB-a i MDR-TB-a. Svaki je svjezi uzorak sputuma
bio podijeljen na dva (2) dijela. Jedan se dio trebao razgraditi metodom razgradnje NALC/NaOH? (obraden), a drugi je dio bio
neobradeni uzorak (bez razgradnje). Analiza BD MAX MDR-TB izvr§ena je na oba dijela. Stopa pozitivnosti za MTB izraunata je

na 953 uzorka neobradenog sputuma i 965 uzoraka obradenog sputuma koji su bili sukladni s uzorkom i razinama BD MAX
MDR-TB s rezultatom za prijavu (tablica 3). Stopa pozitivnosti za RIF izraGunata je na 255 uzoraka neobradenog sputuma i

236 uzoraka obradenog sputuma koji su bili sukladni s uzorkom i razinama analize BD MAX MDR-TB s rezultatom za prijavu za RIF.
Stopa pozitivnosti za INH izracunata je na 256 uzoraka neobradenog sputuma i 233 uzorka obradenog sputuma koji su sukladni s
uzorkom i razinama analize BD MAX MDR-TB s rezultatom za prijavu za INH. Ti uzorci dobiveni su iz Cetiri zemlje.

Tablica 3: pozitivnost analize BD MAX MDR-TB na svjezim uzorcima po zemlji podrijetla sputuma

Stopa pozitivnosti MAX

Zemlja prikupljanja
uzorka

Vrsta uzorka

MTBC

RIF

INH

Indija

Neobradeni sputum

42,3 % (52/123)

4,4 % (2/45)

9,3 % (4/43)

Obradeni sputum

43,5 % (54/124)

2,5 % (1/40)

10,0 % (4/40)

Peru

Neobradeni sputum

49,6 % (125/252)

13,1 % (16/122)

15,4 % (19/123)

Obradeni sputum

49,0 % (124/253)

14,5 % (17/117)

14,2 % (16/113)

Juzna Afrika

Neobradeni sputum

10,4 % (33/318)

0,0 % (0/22

0,0 % (0723

Obradeni sputum

12,1 % (39/322)

Uganda

Neobradeni sputum

28,8 % (75/260)

)
4,5 % (1/22)
3,0 % (2/66)

)

)
5,0 % (1/20)
4,5 % (3/67)

Obradeni sputum

26,7 % (71/266)

3,5 % (2/57

5,0 % (3/60)

Ukupno

Neobradeni sputum

29,9 % (285/953)

7,8 % (20/255)

10,2 % (26/256)

Obradeni sputum

29,8 % (288/965)

8,9 % (21/236)

10,3 % (24/233)

Hipotetska pozitivna prediktivna vrijednost (PPV) i negativna prediktivna vrijednost (NPV) izraCunate su i predstavljene
u tablicama 4 — 6 za MTB, otpornost na RIF i otpornost na INH tim redom. Ti izraCuni temelje se na hipotetskoj u€estalosti

i sveukupnoj osjetljivosti i specificnosti koje su dobivene u usporedbi s referentnim metodama istrazivanja.
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Tablica 4: Hipotetske pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti za M. tuberculosis prema vrsti sputuma,
na svjezim uzorcima

MTBC PPV NPV
Vrst:n:;orka Prevalencija | Ukupna osjetljivost |Ukupna specificnost| Procjena 95 % IP Procjena 95 % IP
1% 40,9% [(26,6 %, 60,7 %)| 99,9% [(99,9 %, 100 %)
2,5% 63,7% |(47,9%,79,7%)| 99,8% (99,7 %, 99,9 %)
5% 783% (65,3 %, 88,9%)| 99,6 % [(99,4 %, 99,7 %)
10 % 88,4 % |(79,9%, 944 %) 992% (98,8 %, 99,5 %)
Neobradeni 15 % 92,6 % (275/297) | 98,6 % (584/592) 924 % (86,3 %, 96,4 %)| 98,7 % (98,1 %, 99,2 %)
sputum 20 % (89,0 %, 95,1 %) (97,4 %, 99,3 %) 945% (90,0 %, 97,5%)| 982% [(97,3 %, 98,8 %)
25 % 958 % [(92,3%,98,1%)| 97,6% (96,4 %, 98,4 %)
30 % 96,7 % (93,9 %, 98,5%)| 96,9% (95,5 %, 98,0 %)
40 % 97,9% (96,0 %, 99,0%)| 952% (93,1 %, 96,9 %)
50 % 98,6 % (97,3 %, 99,4 %)| 93,0% (90,0 %, 95,4 %)
1% 20,6 % [(14,8 %, 28,9 %) 99,9% [(99,8 %, 99,9 %)
2,5% 39,7% (30,6 %, 50,8 %)| 99,7 % (99,6 %, 99,8 %)
5% 574% |(47,5%,67,9%)| 994 % [(99,2 %, 99,6 %)
10 % 740% (65,6 %, 81,7 %)| 98.8% (98,3 %, 99,1 %)
Obradeni 15 % 89,2 % (263/295) | 96,5% (583/604) | 81.9% [(752%, 87,7%) 981% |(97.4 %, 98,6 %)
sputum 20 % (85,1 %, 92,2 %) (94,7 %, 97,7 %) 86,5% |(81,1%,91,0%)| 97,3% [(96,3 %, 98,1 %)
25 % 89,5% |(85,1%,93,1%)| 964 % (951 %, 97,4 %)
30 % 91,7% (88,0 %, 94,5%)| 954 % (93,8 %, 96,7 %)
40 % 945% [(92,0 %, 96,4 %)| 93,0% |(90,7 %, 95,0 %)
50 % 96,2% [(94,5 %, 97,6 %)| 89,9% [(86,7 %, 92,7 %)

Tablica 5: Hipotetska pozitivna i negativna prediktivna vrijednost za otpornost bakterije M. tuberculosis na rifampicin (RIF)
prema vrsti sputuma, na svjezim uzorcima

RIF PPV NPV
Vrst:n:;orka Prevalencija |Ukupna osjetljivost spgcl:(il:‘i':':rrl:)st Procjena 95 % IP Procjena 95 % IP

1% 394 % |(18,9%,73,9%)| 99,9% |(99,7 %, 100 %)

25% 62,3% |(37.2%,87,8%)| 99,8% |(99,3 %, 100 %)

5% 772% |(54,8%,93,6%)| 99,7% |(98,5%, 100 %)

10 % 87,7% |(71,9%,96,9%)| 99,3% |(96,9 %, 100 %)

Neobradeni 15 % 94,1 % (16/17) 98,5 % (202/205) 91,9% ((80,3 %, 98,0 %) 99,0% |[(95,2 %, 100 %)

sputum 20 % (73,0 %, 99,0 %) (95,8 %, 99,5 %) 941% |(85,2%,98,6%)| 985% |(93,3 %, 100 %)

25 % 955% |(88,5%,98,9 %) 98,0% (91,3 %, 99,9 %)

30 % 96,5% [(90,8 %, 992%)| 97,5% (89,0 %, 99,9 %)

40 % 97,7% (93,9 %,99,5%)| 96,2% (83,9 %, 99,9 %)

50 % 98,5% |(95,8 %, 99,6 %)| 94,4% (77,7 %, 99,8 %)

1% 271 % |(14.2%,51,3%)| 99,9% |(99,7 %, 100 %)

2,5% 485% [(29,5%,72,8%) 99,8% (99,2 %, 100 %)

5% 659 % (46,2 %, 84,6 %)| 99,7 % |(98,4 %, 100 %)

10 % 80,3% |(64,5%,92,1%)| 99,3% |(96,7 %, 100 %)

Obradeni 15 % 93,8 % (15/16) 97,4 % (191/196) 86,6 % |(74.2%,94,8%)| 989 % (94,9 %, 100 %)

sputum 20 % (71,7 %, 98,9 %) (94,2 %, 98,9 %) 90,2% |(80,3 %, 96,3 %)| 984 % (92,9 %, 100 %)

25 % 925% |(84,5%,972%)| 97,.9% (90,8 %, 99,9 %)

30 % 940% |(87,5%,97,8%)| 97,3% (88,5 %, 99,9 %)

40 % 96,1 % [(91,6 %, 98,6 %)| 959 % (83,1 %, 99,9 %)

50 % 97,4% |(942%,99,1%)| 940% |(76,6 %, 99,8 %)
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Tablica 6: Hipotetska pozitivna i negativna prediktivna vrijednost za rezistentnost bakterije M. tuberculosis na izoniazid
(INH) prema vrsti sputuma, na svjezim uzorcima

INH PPV NPV
Vrst:nx(orka Prevalencija | Ukupna osjetljivost spLej(':(il;i%r:\?)st Procjena 95 % IP Procjena 95 % IP
1% 100 % |(33,9%, 100 %)| 99,8% [(99,6 %, 99,9 %)
25% 100% | (56,5 %, 100 %)| 99,5% [(99,0 %, 99,8 %)
5 % 100% | (72,7 %, 100 %)| 99,0 % [(98,0 %, 99,7 %)
10 % 100% | (84,9 %, 100 %)| 98,0% [(95,9 %, 99,3 %)
Neobradeni 15 % 81,5 % (22/27) (63,3 | 100 % (205/205) 100 % |(89,9 %, 100 %)| 96,8 % ((93,7 %, 98,9 %)
sputum 20 % %, 91,8 %) (98,2 %, 100 %) 100 % [(92,7 %, 100 %)| 95,6 % |(91,3 %, 98,4 %)
25 % 100% | (94,4 %, 100 %)| 94,2% [(88,7 %, 97,9 %)
30 % 100 % |(95.6 %, 100 %)| 92,6 % [(86,0 %, 97.4 %)
40 % 100% |(97.1%, 100 %)| 89,0% ((79.8 %, 96,0 %)
50 % 100 % |(98,1%, 100 %)| 84,4% ((72,4 %, 94,1 %)
1% 100% |(32,5%, 100 %)| 99.8% |[(99,6 %, 100 %)
2,5% 100 % | (55,0 %, 100 %)| 99,6 % [(99,1 %, 99,9 %)
5% 100% |(71,5%, 100 %)| 99,2% [(98,1 %, 99,8 %)
10 % 100% |(84,1%,100%)| 98,3% [(96,1 %, 99,5 %)
Obradeni 15 % 84,0 % (21/25) (65,3 | 100 % (188/188) 100 % |(89,4 %, 100 %)| 97.3% |(94,0 %, 99,2 %)
sputum 20 % %, 93,6 %) (98,0 %, 100 %) 100% [(92,3 %, 100 %)| 96,2% |(91,7 %, 98,9 %)
25 % 100% | (94,1%,100%)| 94,9% [(89,3 %, 98,5 %)
30 % 100 % | (95,3 %, 100 %)| 93.6% [(86,6 %, 98,1 %)
40 % 100 % | (96,9 %, 100 %)| 90,4 % (80,6 %, 97,1 %)
50 % 100% | (97,9 %, 100 %)| 86.2% |(73,5 %, 95,7 %)

KARAKTERISTIKE SVOJSTAVA

Klini¢ka svojstva

Karakteristike klinickih svojstava analize BD MAX MDR-TB utvrdene su u istrazivackoj studiji na vise lokacija. Studija je
upotrebljavala prospektivno prikupljene i zamrznute uzorke dobivene od 761 pacijenta iz Sest zemalja koje su poznate po visokoj
incidenciji slu¢ajeva TB-a i MDR-TB-a. Sudionici studije obuhvaceni su ako se smatralo da imaju tuberkulozu (TB), ako su imali
najmanje 18 godina te ako nisu primali terapiju protiv tuberkuloze ili ako su je primali manje od tri (3) dana tijekom proteklih $est

(6) mjeseci. Zamrznuti uzorci poslani su u BD gdje su nasumice podijeljeni i poslani na dvije (2) lokacije, na kojima je svaki uzorak
sputuma podijeljen na dva (2) dijela: jedan se dio razgradio metodom razgradnje NALC/NaOH? (obradeni), a drugi je dio bio
neobradeni uzorak (bez razgradnje). Ukupno su tri (3) lokacije provele referentnu metodu (RM) na obradenom sputumu. Referentna
metoda ukljucivala je fluorescentnu mikroskopiju (samo u svrhu stratifikacije), teku¢u kulturu nakon koje slijedi testiranje osjetljivosti
na lijekove (DST) te testiranje metodom umnoZavanja nukleinskih kiselina (NAAT) Cepheid® Xpert MTB/RIF. Za MTB i RIF,
kultura/DST ili test NAAT trebali su biti pozitivni da bi RM bio pozitivan. Obje metode trebale su biti negativne za dobivanje
negativnog RM-a. Za INH je samo postupak kultura/DST bio RM. Dvije (2) druge lokacije provele su analizu BD MAX MDR-TB

na obradenim i neobradenim dijelovima uzoraka. Ukupno je 761 pacijent dao uzorak sputuma. Uzorci su isklju€eni iz studije zbog
neispravnog rukovanja uzorkom i nepravilne obrade, neprimjerene koli¢ine primljenog uzorka, izostanka odgovarajucih rezultata
BD MAX te koli¢ine sputuma manje od 1,5 ml. Ukupno 643 uzorka neobradenog sputuma i 678 uzoraka obradenog sputuma
prikupljenih od 686 pacijenata bilo je sukladno na razini analize BD MAX MDR-TB. Od tog broja, 596 uzoraka neobradenog
sputuma i 635 uzoraka obradenog sputuma prikupljenih od 645 pacijenata imalo je sukladnu referentnu metodu te su bili uklju¢eni u
izraCune karakteristika svojstava. U karakteristike svojstava uklju¢eno je bilo ukupno 384 muskarca, 256 Zena i 5 osoba ¢iji spol nije
zabiljeZzen. Uzorci koji su dali nesukladan ili nedostajuci rezultat za RM ili nedostajuci rezultat za BD MAX uklonjeni su iz izraCuna
klinickih podataka. Svi su pocetni neprijavljivi rezultati za BD MAX ponovljeni.

Tablica 7 prikazuje sazetak osjetljivosti i specifi€nosti prema vrsti uzorka i stanju razmaza za MTB. Tablice 8 i 9 prikazuju sazetke
osjetljivosti i specifi€nosti prema vrsti uzorka za otpornost na RIF i INH.
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Tablica 7: osjetljivost i specificnost za MTB na zamrznutim uzorcima u usporedbi s kompozitnim RM-om

(kultura plus test NAAT)

Neobradeni sputum

Obradeni sputum

(91,1 %, 97,1 %)

- 98,3 % 99,2 %
Osijetljivost
Posit (229/233) (245/247)
ozitivan razmaz (95,7 %, 99,3 %) (97,1 %, 99,8 %)
0, 0,
Osjetljivost 88,5% 90,3 %
N ] (131/148) (139/154)
egativan razmaz (82,4 %, 92,7 %) (84,6 %, 94,0 %)
94,5 % 95,8 %
Ukupna osjetljivost (360/381) (384/401)
(91,7 %, 96,4 %) (93,3 %, 97,3 %)
94,9 % 97,0 %
Ukupna specificnost (204/215) (227/234)

(94,0 %, 98,5 %)

Od 360 stvarno pozitivnih rezultata na MTB dobivenih na neobradenom sputumu, na njih 106 referentnu metodu za RIF nije bilo
moguce procijeniti. Od 254 uzorka stvarno pozitivnih na MTB s RM-om za RIF pogodnim za procjenu, 15 uzoraka imalo je pocetni
rezultat MTB nisko pozitivan, a njih 13 imalo je neprijavljivu rezistenciju na RIF. Nakon valjanog ponavljanja, 7 je uzoraka i dalje

imalo rezultat MTB nisko pozitivan, a 4 su uzorka imala neprijavljivu rezistenciju na RIF.

Od 384 stvarno pozitivnih rezultata na MTB dobivenih na obradenom sputumu, na njih 118 referentnu metodu za RIF nije bilo
moguce procijeniti. Od 266 uzoraka stvarno pozitivnih na MTB s RM-om za RIF pogodnim za procjenu, 24 uzorka imala su pocetni
rezultat MTB nisko pozitivan, a njih 11 imalo je neprijavljivu rezistenciju na RIF. Nakon valjanog ponavljanja, 11 je uzoraka i dalje

imalo rezultat MTB nisko pozitivan, a 2 su uzorka imala neprijavljivu rezistenciju na RIF.

Tablica 8: ukupne karakteristike za RIF na zamrznutim uzorcima u usporedbi s kompozitnim RM-om

(kultura/DST plus NAAT).

Neobradeni sputum

Obradeni sputum

(98,2 %, 100 %)

100 % 100 %
Ukupna osjetljivost (26/26) (30/30)
(87,1 %, 100 %) (88,6 %, 100 %)
100 % 99,1 %
Ukupna specifi¢nost (206/206) (214/216)

(96,7 %, 99,7 %)

Od 360 stvarno pozitivnih rezultata na MTB dobivenih na neobradenom sputumu, na njih 107 referentnu metodu za INH nije bilo
moguce procijeniti. Od 253 uzorka sa stvarno pozitivnim rezultatom za MTB i s RM-om za INH pogodnim za procjenu, 14 uzoraka
imalo je pocetni rezultat MTB nisko pozitivan, a 2 su uzorka imala neprijavljivu rezistenciju na INH. Nakon valjanog ponavljanja, 7 je
uzoraka i dalje imalo rezultat MTB nisko pozitivan, a 0 je uzoraka imalo neprijavljivu rezistenciju na INH.

Od 384 stvarno pozitivnih rezultata na MTB dobivenih na obradenom sputumu, na njih 115 referentnu metodu za INH nije bilo
moguce procijeniti. Od 269 uzoraka sa stvarno pozitivnim rezultatom za MTB i s RM-om za INH pogodnim za procjenu, 29 uzoraka
imalo je pocCetni rezultat MTB nisko pozitivan, a 3 su uzorka imala neprijavljivu rezistenciju na INH. Nakon valjanog ponavljanja,

15 je uzoraka i dalje imalo rezultat MTB nisko pozitivan, a 2 su uzorka imala neprijavljivu rezistenciju na INH.

Tablica 9: ukupne karakteristike za INH na zamrznutim uzorcima u usporedbi s RM-om (kultura/DST)

Neobradeni sputum

Obradeni sputum

(98,1 %, 100 %)

100 % 100 %
Ukupna osjetljivost (43/43) (41/41)
(91,8 %, 100 %) (91,4 %, 100 %)
100 % 100 %
Ukupna specifi¢nost (199/199) (209/209)

(98,2 %, 100 %)

Ukupno 643 uzorka neobradenog sputuma i 678 uzoraka obradenog sputuma temeljilo se na sukladnim uzorcima sputuma i
rezultatima analize BD MAX MDR-TB. Pocetni su neprijavljivi rezultati analize BD MAX MDR-TB ponovljeni. Tablica 10 sazima stope
nerijeSenih, neodredenih i nepotpunih MTB rezultata prema vrsti uzorka.
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Tablica 10: stope za MTB UNR, IND, INC i kombinirane neprijavljive stope prema vrsti sputuma, na zamrznutim uzorcima

s Ukupan broj neprijavljivih
MTB nerijeSen (UNR) Neodreden (IND) Nepotpun (INC) uzoraka (UNR+IND+INC)
AT Valjano AT Valjano A= T=f1 Valjano A== Valjano
Vrsta uzorka L L ponavljanje T L] ponavljanje Pl It ponavljanje [l L] ponavljanje
0, 0, 0, 0,
(95 % IP) (95 % IP) (95 % IP) (95 % IP) (95 % IP) (95 % IP) (95 % IP) (95 % IP)
2,5% 0,2 % 3,1 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 5,6 % 0,2 %
NZ%?E?:”' (16/643) (1/636) (20/643) (0/636) (0/643) (0/636) (36/643) (1/636)
(1,5 %, 4,0 %) (0,0 %, 0,9 %) | (2,0 %, 4,8 %) | (0,0 %, 0,6 %) (0,0 %, 0,6 %)|(0,0 %, 0,6 %) |(4,1 %, 7,7 %)|(0,0 %, 0,9 %)
0,7 % 0,0 % 1,2 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 1,9 % 0,0 %
Ost;)ﬁﬂ?;" (5/678) (0/674) (8/678) (0/674) (0/678) (0/674) (13/678) (0/674)
(0,3 %, 1,7 %) | (0,0 %, 0,6 %)| (0,6 %, 2,3 %)|(0,0 %, 0,6 %) (0,0 %, 0,6 %)|(0,0 %, 0,6 %) |(1,1 %, 3,3 %)|(0,0 %, 0,6 %)

Karakteristike klinickih svojstava testa BD MAX MDR-TB odredene su drugom istrazivackom studijom na viSe lokacija. U studiji

su upotrijebljeni prospektivno prikupljeni svjezi uzorci iz Cetiri zemlje za koje se zna da imaju visoku incidenciju slu¢ajeva TB-a

i MDR-TB-a. Sudionici studije sudjelovali su u skupini za otkrivanje slu¢aja ako se smatralo da imaju tuberkulozu (TB), ako su imali
najmanje 18 godina te ako nisu primili terapiju protiv tuberkuloze ili ako su je primali manje od tri (3) dana tijekom proteklih Sest

(6) mjeseci. Sudionici studije sudjelovali su u skupini TB-a otpornog na lijekove ako se smatralo da imaju tuberkulozu (TB), ako su
imali najmanje 18 godina te ako su zadovoljavali najmanje jedan od sljedecih kriterija: i) poznata plu¢na tuberkuloza sa sumnjom

na neuspjesno lijecenje, ii) povijest TB-a otpornog na lijekove i terapija protiv TB-a tijekom tri mjeseca ili viSe, iii) mikrobiolo$ki
potvrdena pluéna tuberkuloza sa zabiljezenom rezistencijom na RIF i primanjem terapije protiv TB-a 31 dan ili manje.

Karakteristike svojstava za MTB odredene su samo na temelju populacije skupine za otkrivanje slu¢aja. Za odredivanje
karakteristika svojstava rezistencije na RIF i INH kombinirale su se obje populacije. Svaki svjezi uzorak sputuma podijeljen je na
dva (2) dijela: jedan se dio razgradio metodom razgradnje NALC/NaOH? (obradeni), a drugi je dio bio neobradeni uzorak (bez
razgradnje). Svaka od Cetiri (4) lokacije provela je analizu BD MAX MDR-TB na uzorcima obradenog i neobradenog sputuma

i referentnu metodu (RM) na obradenom sputumu. Referentna metoda ukljucivala je tekuéu kulturu nakon koje slijedi testiranje
osjetljivosti na lijekove (DST) te testiranje metodom umnoZzavanja nukleinskih kiselina (NAAT) Cepheid Xpert MTB/RIF. BD je proveo
dvosmjerno sekvencioniranje regije gena rpoB radi potvrdivanja rezultata otkrivanja rezistencije na RIF dobivenih testom NAAT.

Za MTB, kultura ili test NAAT trebali su biti pozitivni da bi RM bio pozitivan. Obje metode trebale su biti negativne za dobivanje
negativnog RM-a. Za otpornost na RIF, DST ili test NAAT nakon kojeg je slijedilo dvosmjerno sekvencioniranje trebali su biti pozitivni
da bi RM bio pozitivan. Obje metode trebale su biti negativne za dobivanje negativnog RM-a. Za INH je samo postupak kultura/DST
bio RM. Neobradeni i obradeni uzorci obojeni su metodom Ziehl-Neelsen i bojom auramin O.

U studiji je sudjelovala 1.091 osoba u skupini za otkrivanje slu€aja, a 11 osoba u skupini za TB otporan na lijekove. Od ukupnog
broja, prema kriterijima protokola, njih 1.076 bilo je sukladno u skupini za otkrivanje slu€aja, a njih 10 u skupini TB-a otpornog na
lijekove. U skupini za otkrivanje slu¢aja 1.053 pacijenta dalo je sukladan uzorak sputuma, a u skupini TB-a otpornog na lijekove njih
10. Uzorci su iskljuceni iz studije zbog neispravnog rukovanja uzorkom i njegove obrade, nedovoljne koli¢ine primljenog uzorka,
izostanka odgovarajucih rezultata BD MAX te zbog toga $to je uzorak bio prestar za testiranje. Ukupno 1.033 uzorka neobradenog
sputuma i 1.034 uzorka obradenog sputuma bili su sukladni na razini analize BD MAX MDR-TB. Od tog broja, 889 uzoraka
neobradenog sputuma i 899 uzoraka obradenog sputuma prikupljenih od 911 pacijenata bilo je uklju¢eno u izracune karakteristika
svojstava. U karakteristike svojstava ukljuceno je bilo Cetiristo osamdeset i devet (489) muskaraca i Cetiristo dvadeset i dvije (422)
Zene. Uzorci koji su dali nesukladan ili nedostajuéi rezultat za RM ili nedostajuci rezultat za BD MAX uklonjeni su iz izraCuna
klinickih podataka. Svi su pocetni neprijavljivi rezultati za BD MAX ponovljeni.

Tablica 11 sazima ucestalost dobivenu za svaki cilj prema zemlji.

Tablica 11: u€estalost MTB-a i rezistencije na RIF i INH u svjezim uzorcima prema zemlji

Ucestalost RM-a

Zemlja n
. o Otporno samo na RIF | Otporno samo na INH | Otporno na RIF i
prlt:gl!{(aa nja AT iz . (osjetljivo na INH)? (osjetljivo na RIF)? otporno na INH?
Indija 43,6 % (58/133) | 4,9 % (2/41) 14,0 % (7/50) 0,0 % (0/41) 9,8 % (4/41) 4,9 % (2/41)
Peru 56,6 % (151/267)| 11,5 % (15/130) | 15,6 % (22/141) 3,1 % (4/129) 7,8 % (10/129) 7,8 % (10/129)

Juzna Afrika | 10,6 % (34/320) 3,8 % (1/26)
33,7 % (88/261) | 2,9 % (2/68) | 3.9 % (3/77) 2,9 % (2/68) 4,4 % (3/68) 0,0 % (0/68)
33,7 % (331/981)| 7,5 % (20/265) | 11,1 % (33/297) 2,3 % (6/264) 6,4 % (17/264) 4,9 % (13/264)

a Nazivnik su svi uzorci koji imaju prijavljiv POS/NEG rezultat kako za kompozitni RM za RIF (kultura/DST plus test NAAT i dvosmjerno
sekvencioniranje), tako i za RM za INH (kultura/DST).

3,8 % (1/26) 3,4 % (1/29) 0,0 % (0/26) 0,0 % (0/26)

Uganda

Ukupno
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Tablice 12 i 13 sazimaju karakteristike MTB-a stratificiranog metodama bojenja bojom auramin O i Ziehl-Neelsen, kada je ta metoda
provedena na neobradenom i obradenom sputumu.

Tablica 12: Osjetljivost na MTB u svjezim uzorcima stratificiranim metodama bojenja bojom auramin O i Ziehl-Neelsen,
provedeno na neobradenom sputumu

Metoda bojenja bojom auramin O? Metoda Ziehl-Neelsen®

Metode bojenja Analiza BD MAX MDR-TB izvr$ena je na Analiza BD MAX MDR-TB izvrSena je na

negativna

(73,6 %, 87,5 %)

(64,5 %, 80,3 %)

(78,5 %, 90,0 %)

izvrSene na . R . .
neobradenom Neobradeni sputum Obradeni sputum Neobradeni sputum Obradeni sputum

sputumu Postotak Postotak Postotak Postotak
(95 % IP) (95 % IP) (95 % IP) (95 % IP)

Osietliivost 100 % 100 % 100 % 100 %
sie g‘(’)‘;fti\jsgmaza (178/178) (176/176) (149/149) (147/147)

(97,9 %, 100 %) (97,9 %, 100 %) (97,5 %, 100 %) (97,5 %, 100 %)

Osietliivost 81,5 % 73,1 % 85,1 % 78,4 %

sjetyivost razmaza (97/119) (87/119) (126/148) (116/148)

(71,1 %, 84,2 %)

2Rezultati razmaza nisu bili dostupni za 3 uzorka s negativnom referentnom metodom.
Rezultati razmaza nisu bili dostupni za 2 uzorka s negativnom referentnom metodom.

Tablica 13: Osjetljivost na MTB u svjezim uzorcima stratificiranim metodama bojenja bojom auramin O i Ziehl-Neelsen,
provedeno na obradenom sputumu

Metoda bojenja bojom auramin O? Metoda Ziehl-Neelsen®
Metode bojenja Analiza BD MAX MDR-TB izvr§ena je na Analiza BD MAX MDR-TB izvr§ena je na
I1zvrsene na
obradenom Neobradeni sputum Obradeni sputum Neobradeni sputum Obradeni sputum
sputumu
g Postotak Postotak Postotak Postotak
(95 % IP) (95 % IP) (95 % IP) (95 % IP)
Osietliivost 99,1 % 99,5 % 99,5 % 99,5 %
sie Jr;‘c’)‘;isﬁvrr?;maza (214/216) (213/214) (193/194) (191/192)
(96,7 %, 99,7 %) (97,4 %, 99,9 %) (97,1 %, 99,9 %) (97,1 %, 99,9 %)
Osietliivost 75,3 % 61,7 % 79,6 % 69,9 %
sje rJ] g’gasti;izmaza (61/81) (50/81) (82/103) (72/103)
(64,9 %, 83,4 %) (50,8 %, 71,6 %) (70,8 %, 86,3 %) (60,5 %, 77,9 %)

aRezultati razmaza nisu bili dostupni za 2 uzorka s negativhom referentnom metodom.
bRezultati razmaza nisu bili dostupni za 3 uzorka s negativnom referentnom metodom.

Tablica 14 sazima osjetljivost i specifi¢nost prema vrsti uzorka i mjestima prikupljanja uzoraka za MTB. Tablice 15 i 16 prikazuju
sazetke osjetljivosti i specifinosti prema vrsti uzorka za otpornost na RIF i INH.

Tablica 14: Osjetljivost i specificnost za MTB na svjezim uzorcima u usporedbi s kompozithim RM-om
(kultura plus test NAAT)

Neobradeni sputum Obradeni sputum
Osjetljivost Specificnost Osjetljivost Specificnost
Postotak Postotak Postotak Postotak
Lokacija (95 % IP) (95 % IP) (95 % IP) (95 % IP)
91,2 % 99,3 % 84,8 % 95,9 %
Juzna Afrika (31/34) (265/267) (28/33) (260/271)
(77,0 %, 97,0 %) (97,3 %, 99,8 %) (69,1 %, 93,3 %) (92,9 %, 97,7 %)
92,2 % 98,7 % 87,0 % 98,7 %
Uganda (71/77) (148/150) (67/177) (153/155)
(84,0 %, 96,4 %) (95,3 %, 99,6 %) (77,7 %, 92,8 %) (95,4 %, 99,6 %)
98,0 % 95,6 % 92,0 % 91,3 %
Indija (49/50) (65/68) (46/50) (63/69)
(89,5 %, 99,6 %) (87,8 %, 98,5 %) (81,2 %, 96,8 %) (82,3 %, 96,0 %)
91,2 % 99,1 % 90,4 % 98,2 %
Peru (124/136) (106/107) (122/135) (107/109)
(85,2 %, 94,9 %) (94,9 %, 99,8 %) (84,2 %, 94,3 %) (93,6 %, 99,5 %)
92,6 % 98,6 % 89,2 % 96,5 %
Ukupno (275/297) (584/592) (263/295) (583/604)
(89,0 %, 95,1 %) (97,4 %, 99,3 %) (85,1 %, 92,2 %) (94,7 %, 97,7 %)
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Od 275 plus 3 stvarno pozitivna rezultata na MTB na uzorcima neobradenog sputuma iz skupine za otkrivanje slucaja i rezistentne
skupine, 44 uzorka imala su kompozitnu referentnu metodu koju nije mogucée procijeniti. Od 234 uzorka stvarno pozitivna na MTB i
s RM-om za RIF pogodnim za procjenu, 16 je uzoraka imalo pocetni rezultat MTB nisko pozitivan, a 3 su uzorka imala neprijavljivu
otpornost na RIF. Nakon valjanog ponavljanja, 9 je uzoraka i dalje imalo rezultat MTB nisko pozitivan, a 2 su uzorka imala
neprijavljivu rezistenciju na RIF.
Od 263 plus 3 stvarno pozitivna rezultata na MTB na uzorcima obradenog sputuma iz skupine za otkrivanje slu¢aja i rezistentne
skupine, za 36 uzoraka kompozitnu referentnu metodu nije bilo moguce procijeniti. Od 230 uzoraka stvarno pozitivnih na MTB i s
RM-om za RIF pogodnim za procjenu, 28 je uzoraka imalo poCetni rezultat MTB nisko pozitivan, a 4 su uzorka imala neprijavljivu
otpornost na RIF. Nakon valjanog ponavljanja, 13 je uzoraka i dalje imalo rezultat MTB nisko pozitivan, a 1 je uzorak imao
neprijavljivu rezistenciju na RIF.

Tablica 15: Ukupne karakteristike za RIF na svjezim uzorcima u usporedbi s kompozitnim RM-om, kultura/DST plus test
NAAT i dvosmjerno sekvencioniranje

Neobradeni sputum

Obradeni sputum

(95,8 %, 99,5 %)

94,1 % 93,8 %
Ukupna osjetljivost (16/17)2 (15/16)°
(73 %, 99 %) (71,7 %, 98,9 %)
98,5 % 97,4 %
Ukupna specificnost (202/205) (191/196)

(94,2 %, 98,9 %)

20d 17 uzoraka rezistentnih na RIF, 7 je bilo osjetljivo na DST RIF ili ih nije bilo moguée procijeniti, no kod metode Xpert MTB/RIF otkrivena je
rezistencija na RIF, a dvosmjerno sekvencioniranje potvrdilo je rezistenciju. Otkrivene rezistencije bile su L511P, D516Y, D516F, H526N i L533P.

50d 16 uzoraka rezistentnih na RIF, 6 je uzoraka bilo osjetljivo na DST RIF, no kod metode Xpert MTB/RIF otkrivena je rezistencija na RIF, a
dvosmijerno sekvencioniranje potvrdilo je rezistenciju. Otkrivene rezistencije bile su L511P, D516Y, D516F i L533P.

Od 275 plus 3 stvarno pozitivna rezultata na MTBC na uzorcima neobradenog sputuma iz skupine za otkrivanje sluc¢aja i rezistentne
skupine, 26 uzoraka imalo je referentnu metodu za INH koju nije moguce procijeniti. Od 252 uzorka stvarno pozitivna na MTBC i s
RM-om za INH pogodnim za procjenu, 22 uzorka imala su pocetni rezultat MTBC nisko pozitivan, a 8 je uzoraka imalo neprijavljivu
rezistenciju na INH. Nakon valjanog ponavljanja, 17 je uzoraka i dalje imalo rezultat MTBC nisko pozitivan, a 2 su uzorka imala
neprijavljivu rezistenciju na INH.
Od 263 plus 3 stvarno pozitivna rezultata na MTB na uzorcima obradenog sputuma iz skupine za otkrivanje slu¢aja i rezistentne
skupine, 23 uzorka imala su referentnu metodu za INH koju nije moguce procijeniti. Od 243 uzorka stvarno pozitivna na MTB i s
RM-om za INH pogodnim za procjenu, 35 uzoraka imalo je pocetni rezultat MTB nisko pozitivan, a 12 je uzoraka imalo neprijavljivu
rezistenciju na INH. Nakon valjanog ponavljanja, 19 je uzoraka i dalje imalo rezultat MTB nisko pozitivan, a 10 je uzoraka imalo
neprijavljivu rezistenciju na INH.

Tablica 16: Ukupne karakteristike za INH na svjezim uzorcima u usporedbi s RM-om (kultura/DST)

Neobradeni sputum

Obradeni sputum

(98,2 %, 100 %)

81,5 % 84 %
Ukupna osjetljivost (22/27) (21/25)
(63,3 %, 91,8 %) (65,3 %, 93,6 %)
100 % 100 %
Ukupna specificnost (205/205) (188/188)

(98 %, 100 %)

Ukupno 1.033 uzorka neobradenog sputuma i 1.034 uzorka obradenog sputuma temeljilo se na sukladnim uzorcima sputuma i
rezultatima analize BD MAX MDR-TB. Pocetni su neprijavljivi rezultati analize BD MAX MDR-TB ponovljeni. Tablica 17 sazima stope
nerijeSenih, neodredenih i nepotpunih MTB rezultata prema vrsti uzorka.

Tablica 17: Stope za MTB UNR, IND, INC i ukupna stopa neprijavljivih rezultata prema vrsti sputuma na svjezim uzorcima

MTB nerijesen (UNR) Neodreden (IND) Nepotpun (INC) lﬁ'i‘é'?:.'lf{ﬁk'&‘i’.’ﬁﬁ'f.'ﬂé‘{'
Inicijalni Valiano | i ciialni Valjano |\ ciialni Valiano |\ ciiaini VAR
Vrsta uzorka | g5 0/ i) p‘(’;;;‘la:)’e (95 % IP) p?;;:;‘f‘:)‘e (95 % IP) p?;;;:,la:;e (95 % IP) p:);sa;zjla;)je
_ 38% 1,0 % 2.8% 0.6 % 0.6 % 0.6 % 7.2% 22%
Nes‘;‘;rtifﬁ”' (391033) | (10/1020) | (29/1033) | (6/1020) (6/1033) (6/1020) | (74/1033) | (22/1020)
(2,8 %, 5.1 %)| (0,5 %, 1.8 %) (2,0 %, 4,0 %) | (0,3 %, 1,3 %) (0,3 %, 1,3 %) | (0,3 %, 1,3 %)| (5,7 %, 8,9 %) | (1.4 %, 3.2 %)
. 2.7% 03% 13% 0.1% 0.7% 0,4 % 46 % 0,8 %
Ost;ftgi:“ (2811034) | (3/1022) | (131034) | (1/1022) (7/1034) 411022) | (48/1034) | (811022)
(1,9 %, 3,9 %)| (0,1 %, 0,9 %) | (0,7 %, 2,1 %) (0,0 %, 0,6 %)| (0,3 %, 1,4 %) | (0,2 %, 1,0 %) (3,5 %, 6,1 %)| (0,4 %, 1,5 %)
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Analiticka ukljucivost

U ovo ispitivanje uklju¢ene su razliite vrste ciljnih sojeva za analizu BD MAX TB-MDR. Kriteriji za odabir sojeva ukljucivali su izolate
osjetljive i rezistentne na rifampicin i izoniazid iz razli¢itih geografskih lokacija. U ovu studiju uklju¢ena je kombinacija kvantificiranih
organizama, stani¢nih lizata izdvojenih termalnim liziranjem (pribavljenih iz javne zbirke Belgian Coordinated Collections of
Microorganisms (Belgijska koordinirana zbirka mikroorganizama) / Institute of Tropical Medicine (Institut za tropsku medicinu)
(BCCM/ITM)) i genomske DNK. Na Cetrdeset Cetiri (44) dobro okarakterizirana soja M. tuberculosis testirana je rezistencija na
RIF/INH analizom BD MAX MDR-TB (tablica 18 i 19). Sojevi testirani na inkluziju vrste kompleksa M. tuberculosis su: M. africanum,
M. bovis, M. caprae, M. cannetti, M. microti, M. pinnipedii (tablica 20).

Tablica 18: Testiranje rezistencije analizom BD MAX MDR-TB sa stani€énim lizatima izdvojenim termalnim liziranjem

Rezistencija na . . L
) Rezistencija na izoniazid®

rifampicin?
. " R/S Kodon R/S inhApr .
ID soja Podrijetlo (rezJosjet.) RRDR (rezJosjet.) kodon katG nukleotid Rezultat analize BD MAX MDR-TB
Ser512GI Otkrivena rezistencija na RIF i INH
041679 Nepal R 82:53 mg’ R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije genainhApr NISU otkrivene
« Met515lle . ) .
971524 Banglades R Asp516Tyr S WT WT Otkrivena rezistencija na RIF
= Ser509Arg ) . .
980166 Banglade$ R His526Arg S WT WT Otkrivena rezistencija na RIF

Otkrivena rezistencija na INH
970472 Banglade$ S WT R Ser315lle WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
041204 Juzna Koreja R Asp516Val R WT C-15T Mutacije gena katG NISU otkrivene
Otkrivene mutacije gena inhApr

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
041207 Juzna Koreja R Ser531Leu R WT G-9A Mutacije gena katG NISU otkrivene
Otkrivene mutacije gena inhApr

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
041226 Juzna Koreja R Leu511 Pro R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
inhApr NIJE otkriven

Otkrivena rezistencija na INH
041203 Juzna Koreja S WT R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
inhApr NIJE otkriven

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
042763 Filipini R Ser531Leu R WT C-15T Mutacije gena katG NISU otkrivene
Otkrivene mutacije gena inhApr

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
000440 Kazahstan R Ser531Trp R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
inhApr NIJE otkriven

Otkrivena rezistencija na INH
020115 Gruzija S WT R WT C-15T Mutacije gena katG NISU otkrivene
Otkrivene mutacije gena inhApr

Otkrivena rezistencija na INH
042928 Spanjolska S WT R Ser315Asn WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

Otkrivena rezistencija na INH
041668 Njemacka S WT R Ser315Thr C-15T Otkrivene mutacije gena katG
Otkrivene mutacije gena inhApr

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
992092 Francuska R Ser531Leu R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
041655 Bolivija R Ser531Leu R Ser315Asn WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

Otkrivena rezistencija na INH
041290 Brazil S WT R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene
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Rezistencija n " - n e
ezistencija na Rezistencija na izoniazid®

rifampicin?
. . R/S Kodon R/S inhApr .
ID soja Podrijetlo (rez.Josjet.) RRDR (rez.Josjet.) kodon katG nukleotid Rezultat analize BD MAX MDR-TB

Otkrivena rezistencija na RIF i INH®
041281 Brazil R Asp516Val S Ser315Ser WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
041289 Brazil R His526Arg R Ser315Thr C-15T Otkrivene mutacije gena katG
Otkrivene mutacije gena InhApr

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
042611 Peru R His526Arg R Ser315Asn WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
040850 Juzna Afrika R Leu533Pro R Ser315Thr T-8G Otkrivene mutacije gena katG
Otkrivene mutacije gena inhApr

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
041086 Ruanda R Ser531Leu R Ser315Thr C-15T Otkrivene mutacije gena katG
Otkrivene mutacije gena inhApr

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
991451 Kongo R Asp516Tyr R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

Otkrivena rezistencija na INH
021555 Burundi S WT R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

2R = rezistentan na rifampicin, S = osjetljiv na rifampicin, WT = divlji tip, bez zamjene nukleotida ili kodona
bR = rezistentan na izoniazid, S = osjetljiv na izoniazid, WT = divlji tip, bez zamjene nukleotida ili kodona
¢ Fenotipskom metodom utvrdena osjetljivost na INH, no sekvenciranjem DNK i analizom BD MAX MDR-TB utvrdena rezistencija na INH

Tablica 19: Testiranje rezistencije analizom BD MAXTM MDR-TB s izolatima repozitorija soja vrste Mycobacterium tvrtke BD

Rezistencija na rifampicin Rezistencija na izoniazid

inhApr

ID soja | R/S (rez./osjet.) | Kodon RRDR |R/S (rez./osjet.)| Kodon katG nukleotid

Rezultat analize BD MAX MDR-TB

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
TBO006 R GIn513Lys R WT C-15T Mutacije gena katG NISU otkrivene
Otkrivene mutacije gena inhApr

Otkrivena rezistencija na RIF i INH

TB007 R GIn513Lys R WT C-15T Mutacije gena katG NISU otkrivene
Otkrivene mutacije gena inhApr

TB009 R GIn513Lys S WT WT Otkrivena rezistencija na RIF
Otkrivena rezistencija na RIF® i INH

TBO10 R Ser531Leu R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG

Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

Otkrivena rezistencija na RIF i INH

TBO122 R His526Tyr R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

TB022 R His526Tyr S WT WT Otkrivena rezistencija na RIF
Otkrivena rezistencija na RIF i INH

TB023 R Asp516Tyr R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG

Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

Otkrivena rezistencija na RIF i INH
TB028 R His526Tyr R Ser315Thr C-15T Otkrivene mutacije gena katG
Otkrivene mutacije gena inhApr

Otkrivena rezistencija na RIF i INH

TB037 R Asp516Val R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene
TB041 R His526Asp S WT WT Otkrivena rezistencija na RIF
brisanje kodona . . "
TB047 R 519 (AAC) S WT WT Otkrivena rezistencija na RIF
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Rezistencija na rifampicin Rezistencija na izoniazid

IDsoja |RIS (rezfosjet)| Kodon RRDR |RIS (rez.losjet.)| Kodon katG niﬁg:;: 4 | Rezultatanalize BD MAX MDR-TB

TBO49 R Asp516Val s WT wWT Otkrivena rezistencija na RIF,
neprijavljiva rezistencija na INH
Otkrivena rezistencija na RIF i INH

TB053 R Ser531Leu R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene
Otkrivena rezistencija na RIF i INH

TB058 R Asp516Val R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene
Otkrivena rezistencija na RIF i INH

TB059 R His526Asp R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

TB062 R His526Arg S WT WT Otkrivena rezistencija na RIF
Otkrivena rezistencija na RIF i INH

TB063 R GIn513Glu R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

Leu511Pro . . "

TB094 R Ser512Thr S WT WT Otkrivena rezistencija na RIF
Otkrivena rezistencija na RIF

TB112 R His526Leu R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene
Otkrivena rezistencija na INH

TB121 S WT R Ser315Asn C-15T Otkrivene mutacije gena katG
Otkrivene mutacije gena inhApr
Otkrivena rezistencija na INH

TB123 S WT R Ser315Thr WT Otkrivene mutacije gena katG
Mutacije gena inhApr NISU otkrivene

2Genomska DNK

b Fenotipskom metodom utvrdena osjetljivost na INH, no sekvenciranjem DNK i analizom BD MAX MDR-TB utvrdena je neprijavijiva rezistencija na IN
©20 % ponovljenih testova imali su neprijavljiv rezultat za RIF za izolat TBO10 pri testiranoj koncentraciji. Mutacija Ser531Leu uspje$no je otkrivena
u izolatu TB053, pa stoga TB010 nije testiran pri vi§im koncentracijama.

Tablica 20: Ukljucivost vrste M. tuberculosis

Organizam MTB kompleksa ID soja
Mycobacterium africanum ATCC® 25420
Mycobacterium bovis ATCC TMC 407

Mycobacterium canettiia BCCM/ITM C02321

Mycobacterium caprae® ATCC BAA-824D-2

Mycobacterium microti ATCC 35782

BCCM/ITM 2015-00021

Mycobacterium pinnipedii®

a Stanicni lizat izdvojen termalnim liziranjem

> Genomska DNK

Analiticka osjetljivost

Analiticka osjetljivost (granica otkrivanja ili LoD) za analizu BD MAX MDR-TB utvrdena je na sljedeci nacin: Izolati organizma BCG
(Bacillus Calmette-Guérin) vrste M. tuberculosis i M. bovis pripremljeni su i kvantificirani prije ukljuéenja u ovu studiju. Organizmi su
preneseni u epruvetu s uzorkom koja je ve¢ sadrzavala sputum obraden otopinom STR ili talog sputuma koji je unaprijed odreden
kao negativan za sve ciljeve utvrdene pomocu analize BD MAX MDR-TB. Procijenjena je opceprihva¢ena granica detekcije (LoD)
za svaki ispitani organizam s minimalno 36 replika po vrsti uzorka (sputum ili talog sputuma), pomocu 3 razlicite proizvodne serije
analize BD MAX MDR-TB. Granica opazanja (LoD) za odredene organizme potvrdena je ispitivanjem najmanje 20 dodatnih replika
pri odredenoj koncentraciji za granicu opazanja (LoD). Analiticka osjetljivost (LoD) definirana kao najniza koncentracija pri kojoj se
ocekuje da ¢e 95 % ili viSe svih replika dati pozitivan rezultat testa (pogledajte tablicu 21).
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Tablica 21: Granica detekcije analize BD MAX MDR-TB

Mikroorganizam (soj) Utvrdena granica detekcije Sputum (CFU/mI) Talog sputuma (CFU/ml)
(LoD)
. MTBC 0,5
M. bovis (BCG) - —
Rezistencija 3,75 20
. MTBC 0,25
M. tuberculosis (H37Rv) - —
Rezistencija 6,0

Analiticka specificnost (krizna reaktivnost i ekskluzivnost)

Analiza BD MAX MDR-TB izvedena je na uzorcima koji su sadrzavali filogenetski povezane vrste i druge organizme (bakterije,
viruse i kvasac) za koje postoji velika vjerojatnost da se pronadu u uzorcima sputuma. Bakterijske stanice i gljivice testirane su u
epruveti s puferom za uzorak pri 21 x 108 stanica/ml ili CFU/ml, a Chlamydia pri >1 x 108 EB/ml, u ljudskom sputumu tretiranom
otopinom STR. Vrste virusa, bakterija ili kvasaca koje nije lako prikupiti podvrgnute su analizi in silico sa svakim ciljnim sojem
analize MDR-TB. Ukupno je ispitano 114 organizama koji su navedeni u tablici 22. Organizmi podvrgnuti analizi in silico navedeni su
u tablici 23. Svi ispitani bakterijski sojevi i kvasci dali su negativne rezultate analize BD MAX MDR-TB.

Tablica 22: rezultati specificnosti analize BD MAX MDR-TB (bakterije, gljivice i virusi)

Organizam
Actinomyces israelii Escherichia coli Mycobacterium scrofulaceum
Acinetobacter baumannii Escherichia coli koji proizvodi CTX-M-15 Mycobacterium simiae
ESBL
Acinetobacter calcoaceticus Fuseobacterium nucleatum Mycobacterium smegmatis
Actinomyces odontolyticus Haemophilus influenzae Mycobacterium szulgai
Bacteroides fragilis Haemophilus parainfluenzae Mycobacterium terrae
Bacillus cereus Haemophilus parahaemolyticus Mycobacterium thermoresistibile
Bacillus subtilis Kingella kingae Mycobacterium triviale
Bordetella parapertussi Klebsiella pneumoniae Mycobacterium xenopi
Burkholderia cepacia Klebsiella oxytoca Mycobacterium ulcerans
Campylobacter jejuni Lactobacillus acidophilus Neisseria gonorrheae
Candida albicans Legionella pneumophilia Neisseria mucosa
Candida glabrata Legionella micdadei Neisseria meningitidis
Candida krusei Leuconostoc mesenteroides Neisseria lactamica
Candida parapsilosis Listeria monocytogenes Neisseria sicca
Candida tropicalis Morganella morganii Pasteurella multocida
Chlamydia trachomatis serovar H Mycobacterium asiaticum Pediococcus pentosaceus
Citrobacter freundii Mycobacterium avium Peptostreptococcus anaerobius
Clostridium perfringens Mycobacterium celatum Proteus mirabilis
Corynebacterium pseudodiphtheriticum Mycobacterium chelonae Proteus vulgaris
Corynebacterium jeikeium Mycobacterium fortuitum Pseudomonas aeruginosa
Corynebacterium diptheriae Mycobacterium gastri Porphyromonas asaccharolytica
Corynebacterium xerosis Mycobacterium gordonae Prevotella melaninogenica
Cryptococcus neoformans Mycobacterium intracellulare Propionibacterium acnes
Eikenella corrodens Mycobacterium kansasii Providencia stuartii
Enterobacter aerogenes Mycobacterium phlei Rhodococcus equi
Enterobacter cloacae Mycobacterium genavense Salmonella enterica
Enterococcus avium Mycobacterium malmoense Serratia marcescens
Enterococcus faecalis Mycobacterium marinum Shigella flexneri
Enterococcus faecium Mycobacterium mucogenicum Shigella sonnei
Staphylococcus aureus Streptococcus equinus Streptococcus uberis
Staphylococcus capitis Streptococcus gallolyticus Streptococcus vestibularis
Staphylococcus epidermidis Streptococcus gordonii Veillonella parvula
Staphylococcus haemolyticus Streptococcus mitis Weissella paramesenteroides
Staphylococcus hominis Streptococcus mutans Yersinia enterocolitica
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Organizam

Staphylococcus lugdunensis

Streptococcus oralis

Stenotrophomonas maltophilia

Streptococcus parasanguinis

Streptococcus agalactiae

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus criceti

Streptococcus pyogenes

Streptococcus constellatus

Streptococcus salivarius

Streptococcus equi

Streptococcus sanguinis

Tablica 23: Analiza in-silico BD MAX MDR-TB

Organizam

Adenovirus

Moraxella catarrhalis

Virus humane imunodeficijencije

Mycoplasma pneumoniae

Ljudski virus influence (tip A)

Mycobacterium abscessus

Ljudski virus influence (tip B)

Mycobacterium flavescens

Humani metapneumovirus

Mycobacterium kumamotonense

Ljudski virus parainfluence tipa 1

Mycobacterium leprae

Ljudski virus parainfluence tipa 2

Mycobacterium obuense?®

Ljudski virus parainfluence tipa 3

M. shimoidei?®

Ljudski virus parainfluence tipa 4

Nocardia farcinica

Virus mumpsa

Nocardia brasiliensis

Respiratorni sincicijski virus

Nocardia otitidiscaviarum

Rinovirus

Penicillium spp.

Virus rubeole

Rhizopus spp.

Virus rubeole

Scedosporium spp.

Varicella Zoster virus

Stenotrophomonas maltophilia

Aspergillus fumigatus

Streptomyces anulatus

Blastomyces dermatitidis

Tsukamurella spp.

Histoplasma capsulatum

aPrimeri potrebni za amplifikaciju ciljine DNK u vrstama M. obuense i M. shimoidei takoder imaju nekoliko neslaganja baznih parova, smanjujuéi tako

ucinkovitost amplifikacije tih ciljeva.

Tvari koje interferiraju

Trideset Cetiri (34) bioloSke i kemijske tvari koje mogu povremeno biti prisutne u ljudskom sputumu procijenjene su zbog moguce
interferencije s analizom BD MAX MDR-TB. Tvari su testirane pri razinama opisanim u tablici 24 u nastavku, u prisutnosti i
odsutnosti organizma BCG vrste M. bovis pri 2x MTBC LoD. Od 34 testirane tvari, samo je jedna tvar, 5-postotni mucin, pokazala
inhibiciju analize. Kada je mucin razrijeden na koncentraciju od 1,5 %, inhibicija viSe nije primijecena. Na rezultatima ostalih
testiranih tvari nije zamije¢ena nikakva druga prijavljiva interferencija (pogledajte tablicu 24).

Tablica 24: Endogene i egzogene tvari testirane analizom BD MAX MDR-TB

Tvar Rezultat Tvar Rezultat
Lidokain (12 pg/ml) NI Fenilefrin (50 % v/v) NI
Mupirocin (5 % w/v) NI Oksimetazolin (20 % v/v) NI
Streptomicin (25 pg/ml) NI Natrijev klorid u spreju za nos (100 %) NI
Zanamivir (10 mg/ml) NI NaCl (5 % wi/v) NI
Ljudska krv (40 % v/v) NI Benzokain (5 % w/v) NI
Zelugana kiselina (100 %) NI Gvaifenezin (5 mg/ml) NI
Ljudska DNK (1,0E+6 stanica/ml) NI Cetilpiridinijev klorid (0,5 %) NI
Ljudski leukociti (100-postotni leukocitno-trombocitni NI Nikotin (4 pg/ml) NI

medusloj)

Mucin (5 %) 12 Tobramicin (24 pg/ml) NI
Listerin (20 % v/v) NI Amoksicilin (75,2 pg/ml) NI
Epinefrin (1 mg/ml) NI Levofloksacin (5 mg/ml) NI
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Tvar Rezultat Tvar Rezultat
Ulje ¢ajevca (1 % viv) NI Pentamidin (300 ng/ml) NI
Kanadska zutika (100 %) NI Izoniazid (50 pg/ml) NI
Albuterol sulfat (100 pg/ml) NI Rifampicin (120 pg/ml) NI
Budezonid (12,8 pg/ml) NI Pirazinamid (500 pg/ml) NI
Flutikazon (5 pg/ml) NI Etambutol (60 pg/ml) NI
Zicam (1 vatirani $tapi¢ / 1,67 ml uzorka sputuma) NI Streptomicin (25 pg/ml) NI

NI: nema prijavljive interferencije s analizom BD MAX MDR-TB.

I: prijavljiva interferencija s analizom BD MAX MDR-TB.
21,5 % w/v je maksimalna koncentracija gdje interferencija nije zamije¢ena.
Kombinirana infektivno-kompetitivna interferencija
Ispitivanje kombinirane infektivhe/kompetitivne interferencije osmisljeno je da ocijeni sposobnost analize BD MAX MDR-TB da
otkrije nisko pozitivne rezultate u prisutnosti organizama netuberkulozne mikobakterije (NTM) koji mogu biti prisutni u judskom
sputumu. Cetiri (4) organizma testirana su u visokoj koncentraciji (1 x 108 stanica/ml sputuma) pomije$anoj s organizmom BCG
vrste M. bovis pri 2x MTBC LoD. Testirani organizmi su M. avium, M. intracellular, M. kansasii i M. malmoense. MTBC uspje$no
je otkriven analizom BD MAX MDR-TB kada je kombiniran sa simuliranim pripravcima kombiniranih infekcija u visokoj ciljanoj
koncentraciji.

Preciznost

Preciznost unutar laboratorija procijenjena je za analizu BD MAX MDR-TB na jednoj (1) lokaciji. Testiranje je provedeno tijekom
12 dana s 2 testa svakoga dana (2 rukovatelja po jedan test), za ukupno 24 testa. Svaki je panel sadrzavao divlji tip soja M.
tuberculosis (osjetljiv na RIF i INH) i bio je pripremljen u neobradenoj matrici sputuma. Sljedec¢e su koncentracije koristene kao
vr$ne razine za ciljni organizam sadrzan u svakom od uzoraka panela:

* umjereno pozitivna rezistencija (UP): 22 i <3x LoD

* umjereno pozitivan MTB (UP): 22 i <3x LoD

» nisko pozitivna rezistencija (NP): 2 1 i < 2x LoD

* nisko pozitivan MTB (NP): =2 1 i < 2x LoD

» stvarno negativno (SN): negativni uzorak (nema cilja).

Rezultati ispitivanja preciznosti za uzorke s rezultatima TN (stvarno negativno), Resistance MP (umjereno pozitivna rezistencija),
MTB MP (umjereno pozitivan MTB) i Resistance MP (umjereno pozitivna rezistencija) pokazali su 100-postotno slaganje (tablica 25).
Rezultati ispitivanja preciznosti za uzorke s rezultatom NP rezistencija pokazali su slaganje od 98,6 %. Svi po€etno neprijavljivi
rezultati, osim jednoga, ponovljeni su u skladu s uputama na letku u pakiranju. Uzorci koji su pocetno davali rezultat <MTB Low
POS> (nisko pozitivan MTB) nakon ponavljanja dali su o¢ekivani rezultat.

Tablica 25: rezultati ispitivanja preciznosti upotrebom jedne serije analize BD MAX MDR-TB

. Slaganje s o¢ekivanim rezultatima
Kategorija = - =
M. tuberculosis (95 % IP) Rezistencija (95 % IP)
100 % 100 %
UP 72/72 72[72
(94,9 - 100,0) (94,9 - 100,0)
100 % 98,6 %
NP 72/72 70/71
(94,9 -100,0) (92,4 —99,8)
100 % 100 %
SN? 72/72 72/72
(94,9 -100,0) (94,9 -100,0)

aZa kategoriju stvarno negativni (SN) prijavljeno podudaranje pokazuje postotak negativnih rezultata.

Ponovljivost

Ispitivanje ponovljivosti izmedu instrumenata provedeno je pomocu istih prethodno opisanih panela za ispitivanje preciznosti.
Uzorci u svakoj kategoriji trostruko su testirani tijekom pet (5) razli¢itih dana, pri éemu su dva (2) razli¢ita tehnologa vrsila testiranje
na tri (3) razli¢ita instrumenta koristec¢i (jednu) 1 seriju reagensa.

Za ponovljivost izmedu instrumenata ukupan postotak slaganja iznosio je 100 % za rezultate UP MTB, NP MTB, UP rezistencija

i SN. Za rezultat NP rezistencija ukupan postotak slaganja iznosio je 97,8 % (tablica 26). Kvantitativna ponovljivost po lokacijama

i kategorijama uzoraka predstavljena je u nastavku, u tablici 27.
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Tablica 26: rezultati ispitivanja ponovljivosti izmedu instrumenata upotrebom jedne serije analize BD MAX MDR-TB

Ukupno
Kategorija 1. instrument 2. instrument 3. instrument
Slaganje 95 % IP

SN 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (90/90) (95,9 - 100,0)

NP MTB 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (90/90) (95,9 - 100,0)
NP rezistencija 100 % (30/30) 96,6 % (28/29) 96,7 % (29/30) 97,8 % (87/89) (92,2-99,4)
UP MTB 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (90/90) (95,9 — 100,0)
UP rezistencija 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (90/90) (95,9 — 100,0)

Tablica 27: ukupni rezultati numericke vrijednosti praga ciklusa (CT) na kojoj se temelji ispitivanje ponovljivosti
izmedu instrumenata

io/|STednial y jednoj obradi el Gl Izmedu dana e Ukupno
Varijabla |Kategorija Slag; hisl vrijed- : / jednom danu instrumenata 5
nost SD % KV SD %KV SD %KV SD % KV SD % KV
Vrijednost UP 59/90 38,6 0,81 21 0,00 0,0 0,21 0,6 0,00 0,0 0,84 2,2
praga
ciklusa NP 52/90 38,5 0,88 2,3 0,38 1,0 0,00 0,0 0,18 0,5 0,98 2,5
(MTB1)
Vrijednost UP 90/90 35,8 0,70 1,9 0,00 0,0 0,00 0,0 0,12 0,3 0,71 2,0
praga
ciklusa NP 90/90 36,1 0,74 2,1 0,00 0,0 0,06 0,2 0,29 0,8 0,80 2,2
(MTB2)

NAPOMENA: prikazane vrijednosti dobivene su za cilj u uzorcima ¢iji je rezultat bio MTB Detected (otkriven MTB).

Za ispitivanje ponovljivosti izmedu serija, u svakoj kategoriji uzoraka testirane su tri replike iz tri serije reagensa na jednom
instrumentu, pri ¢emu je tijekom pet razli¢itih dana provedeno 2 testa po danu. Upotrijebljeni paneli isti su kao oni opisani u

prethodnom odjeljku

Preciznost. Rezultati dobiveni za 5 dana ispitivanja izmedu instrumenata obuhvacéeni su u podacima za jednu seriju reagensa u
ispitivanju ponovljivosti izmedu serija. Za ponovljivost izmedu serija ukupan postotak slaganja redom je iznosio 98,9 % za rezultate
UP MTB, NP MTB i UP rezistencija, 96,6 % za NP rezistencija i 100 % za SN (tablica 28).

Tablica 28: rezultati ispitivanja ponovljivosti izmedu serija upotrebom tri serije analize BD MAX MDR-TB

Ukupno
Kategorija Serija 1 Serija 2 Serija 3 : 2
Slaganje 95 % IP
100 % 100 % 100 %

SN o) o) o) 100 % (90/90) (95.9 %, 100 %)

NP MTB (13%(/’3‘1/)") (13%(/’3‘1/)") ?2‘3§/73°0/‘; 98,9 % (89/90) (94,0 %, 99,8 %)
NP rezistencija ?55209/3 (92%/7300/3 (92%/7300/3 96,6 % (86/89) (90,6 %, 98,8 %)
UP MTB (13%932/;’) (13%932/;’) 3%733‘3 98,9 % (89/90) (94,0 %, 99,8 %)
UP rezistencija (13%(/’3"(/)") ?2653/733") (13%(/’3"(/)") 98,9 % (89/90) (94,0 %, 99,8 %)

Prijenos i krizna kontaminacija
Provedeno je ispitivanje radi utvrdivanja prenosivosti unutar i izmedu testova tijekom obrade uzoraka visoke koncentracije bakterije
MTBC u analizi BD MAX MDR-TB. Pozitivni panel sastojao se od organizma MTBC dodanog u sputum tretiran otopinom STR pri
koncentraciji od 1 x 106 CFU/mI. Negativni ¢lanovi panela nisu sadrZavali nijedan organizam MTBC. Testirano je dvanaest (12)
replika visoko pozitivnog €lana panela i 12 replika negativnog ¢lana panela u svakom ciklusu testa uz izmjenu negativnih i pozitivnih
uzoraka. Ukupno 9 ciklusa testova od kojih svaki sadrzi 24 uzorka provedeno je na vise instrumenata. Od 108 negativnih uzoraka
koji su bili testirani u ovom ispitivanju, jedan je uzorak dao pozitivan rezultat.
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Povijest izmjena

Revizija ‘ Datum ‘ Sazetak izmjena
(08) 2019-06 Azuriran R/S za ID soja TB112 u tablici 19.

AzZurirana granica otkrivanja za sputum (CFU/mI) za M. tuberculosis
(H37Rv) MTBC u tablici 21.

(09) 2020-05 Tiskane upute za uporabu pretvorene su u elektronicki oblik i dodani
su im pristupni podaci za dohvacéanje dokumenta s web-mjesta
bd.com/e-labeling.

Namijena je pojasnjena.

Dodane su dodatne informacije u odjeljku Reagensi i materijali.
AZurirane su slike 1, 2 3.

Dodana su ogranicenja koja se odnose na pedijatrijske pacijente.
AzZuriran je i objasnjen odjeljak Karakteristike svojstava.
AZurirane su adrese australskih i novozelandskih pokrovitelja.

(10) 2020-11 Azurirane su informacije sustava GHS u odjeljku Upozorenja i mjere
opreza.

Tablice performansi izmijenjene su nakon pobolj$anja u otkrivanju
rezistencije na RIF primijenjenih u softveru. Zbog tih izmjena azurirani
su iznosi za otkrivanje RIF-a u tablicama 2, 3, 5, 8, 9, 15, 16, 19, 25, 26
i 28 i povezanom tekstu.
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&ia / AtiTmét / Schillen / Trekk av / Oderwac / Destacar / Se dezlipeste / OtknenTs / Odtrhnite / Oljustiti / Dra isar / Ayirma / Bigkneitu / i

Perforation / Mepcopaums / Perforace / Perforering / Aiarpnon / Perforacion / Perforatsioon / Perforacija / Perforalas / Perforazione / Tecik tecy / % 3|41 / Perforacija / Perforacija /
Perforatie / Perforacja / Perfuragéo / Perforare / Mepcopauusi / Perforacia / Perforasyon / Mepdopatis / % fL

beschadigter Packungnicht verwenden / Mn xpnoipotroieite €dv n ouokeuaaoia €xel utrooTei nuid. / No usar si el paquete esta dafado / Mitte kasutada, kui pakend on kahjustatud
/ Ne pas I'utiliser si 'emballage est endommagé / Ne koristiti ako je oste¢eno pakiranje / Ne haszndlja, ha a csomagolas sériilt / Non usare se la confezione & danneggiata / Erep
naket byabinFan 6onca, nanpanaq6a / 7] 2| 7} <=8 A $- A}-8 4] [ Jei pakuoté paZeista, nenaudoti / Nelietot, ja iepakojums bojats / Niet gebruiken indien de verpakking
beschadigd is / Ma ikke brukes hvis pakke er skadet / Nie uzywac, jesli opakowanie jest uszkodzone / Ndo usar se a embalagem estiver danificada / A nu se folosi dacé pachetul
este deteriorat / He ucnonbaosatb npu nospexaexnn ynakoeku / Nepouzivajte, ak je obal posSkodeny / Ne koristite ako je pakovanje o$te¢eno / Anvand ej om férpackningen ar
skadad / Ambalaj hasar gérmiisse kullanmayin / He BUKOpuCTOBYBaTH 3@ NOLIKOLKEHOT ynakoskw / INHL AL, 152018

@ Do not use if package damaged / He nanonaeaiite, ako onakoskata e nospeaeHa / Nepouzivejte, je-li obal poskozeny / Ma ikke anvendes hvis emballagen er beskadiget / Inhal

‘el Keep away from heat / Masete ot Tonnuua / Nevystavuijte pfiliSnému teplu / Ma ikke udszettes for varme / Vor' Warme schitzen / KpatrioTe To pakpid atmé 1 8gpudtnta / Mantener
/\\ alejado de fuentes de calor / Hoida eemal valgusest / Protéger de la chaleur / Drzati dalje od izvora topline / Ovja a melegtél / Tenere lontano dal calore / CankblH xepae cakta
1 A& F)&l|oF g / Laikyti atokiau nuo Silumos altiniy / Sargat no karstuma / Beschermen tegen warmte / Ma ikke utsettes for varme / Przechowywac z dala od zrodet ciepta /
Manter ao abrigo do calor / A se feri de caldura / He HarpesaTs / Uchovavajte mimo zdroja tepla / Drzite dalje od toplote / Far ej utséattas for varme / Isidan uzak tutun / Bepertv Big
aii Tenna / i B AR
P Cut / Cpexere / Odstfihnéte / Klip / Schneiden / Kéyre / Cortar / Léigata / Découper / Rezi / Vagja ki / Tagliare / Kecinia / 22} 7] / Kirpti / Nogriezt / Knippen / Kutt / Odcigé /
V Cortar / Decupati / Otpesats / Odstrihnite / Iseci / Klipp / Kesme / Poapisatu / 5§

Collection date / Jata Ha cbbupaHe / Datum odbéru / Opsamlingsdato / Entnahmedatum / Huepopnvia culoyrig / Fecha de recogida / Kogumiskuupéev / Date de prélévement /
Dani prikupljanja / Mintavétel datuma / Data di raccolta / XXunaraH TisGekyHi / 53] ‘2% / Paémimo data / Savaks$anas datums / Verzameldatum / Dato prevetaking / Data pobrania
/ Data de colheita / Data colectérii / lata c6opa / Datum odberu / Datum prikupljanja / Uppsamlingsdatum / Toplama tarihi / lata 3a6opy / K4 1]

0 pl/test / uL/itect / pL/Test / pL/egétaon / ul/prueba / plLiteszt / pL/€l 2~ E / mkn/tect / pLityrimas / pL/parbaude / plL/teste / mxn/axania / ML/l

Keep away from light / MaseTe ot cBetnuHa / Nevystavuijte svétlu / Ma ikke udsaettes for lys / Vor Licht schiitzen / KparfioTe 1o pakpid amé 1o ewg / Mantener alejado de la luz /
Hoida eemal valgusest / Conserver a l'abri de la lumiére / Drzati dalje od svjetla / Fény nem érheti / Tenere al riparo dalla luce / KapaHrbinarraH xepae ycra / 812 v o} 3} /
Laikyti atokiau nuo Silumos $altiniy / Sargat no gaismas / Niet blootstellen aan zonlicht / Ma ikke utsettes for lys / Przechowywac¢ z dala od zrédet $wiatta / Manter ao abrigo da luz /
Feriti de lumin& / XpaHuTs B TemHoTe / Uchovavajte mimo dosahu svetla / DrZite dalje od svetlosti / Far ej utsattas for ljus / Isiktan uzak tutun / BeperTu Big Aii caitna / 5t 26 4k

X
S

e

Hydrogen gas generated / O6pasysaH e Bogopopa ras / Moznost Uniku plynného vodiku / Frembringer hydrogengas / Wasserstoffgas erzeugt / Anpioupyia agpiou udpoydvou /
Produccion de gas de hidrégeno / Vesinikgaasi tekitatud / Produit de 'hydrogéne gazeux / Sadrzi hydrogen vodik / Hidrogén gazt fejleszt / Produzione di gas idrogeno / lMastektec
cyTeri nanpa Gonasl / <=4 7k~ A3 % / I8skiria vandenilio dujas / Rodas adenradis / Waterstofgas gegenereerd / Hydrogengass generert / Powoduje powstawanie wodoru /
Produgéo de gas de hidrogénio / Generare gaz de hidrogen / BeigeneHne Bogopoga / Vyrobené pouzitim vodika / Oslobada se vodonik / Genererad véatgas / Agiga ¢ikan hidrojen
gazi / Peakujs 3 BuaineHHsm BogHio / 237 A4

Patient ID number / N[] Homep Ha nauueHTa / ID pacienta / Patientens ID-nummer / Patienten-ID / ApiBu6g avayvwpiong aaBevols / Numero de ID del paciente / Patsiendi ID

/ No d'identification du patient / Identifikacijski broj pacijenta / Beteg azonosité szama / Numero ID paziente / NauneHTTiH ugeHtudukaumansik Hemipi / 21 ID W % / Paciento
identifikavimo numeris / Pacienta ID numurs / Identificatienummer van de patiént / Pasientens ID-nummer / Numer ID pacjenta / Nimero da ID do doente / Numar ID pacient /

WneHTudukauroHHbIi Homep nauvenTa / Identifikacné &islo pacienta / ID broj pacijenta / Patientnummer / Hasta kimlik numarasi / laestudbikatop nauienta / 35 il 5
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handhaben. / EU8pauaTo. XeipioTeiTe To pe TTpocoxn. / Fragil. Manipular con cuidado. / Orn, kasitsege ettevaatlikult. / Fragile. Manipuler avec précaution. / Lomljivo, rukujte
pazljivo. / Torékeny! Ovatosan kezelendd. / Fragile, maneggiare con cura. / Cuinfbil, abaiinan naigananbiiea. / =4 712 7] 41-& *1 2] / Trapu, elkités atsargiai. / Trausls;
rikoties uzmanigi / Breekbaar, voorzichtig behandelen. / @mtalig, handter forsiktig. / Krucha zawarto$¢, przenosic ostroznie. / Fragil, Manuseie com Cuidado. / Fragil, manipulati
cu atentie. / Xpynkoe! O6paluatbes ¢ ocTopoxHocTbto. / Krehké, vyzaduje sa opatrna manipulacia. / Lomljivo - rukujte pazljivo. / Brackligt. Hantera forsiktigt. / Kolay Kirihir, Dikkatli

Taslyin. / TeHaiTHa, 3BepTaTuncs 3 obepexHicTio / i, /N

! Fragile, Handle with Care / Yynnueo, Pa6oTeTe ¢ HeobxoaumoTo BHUMaHue. / Kiehké. Pii manipulaci postupujte opatrné. / Forsigtig, kan ga i stykker. / Zerbrechlich, vorsichtig

[1i] bd.com/e-labeling

& BD

Tehnicki servis i podrska: obratite se lokalnom predstavniku tvrtke BD ili posjetite bd.com.

Australian Sponsor: New Zealand Sponsor:
d Becton, Dickinson and Company | EC |REP] Benex Limited Becton Dickinson Pty Ltd. Becton Dickinson Limited
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire 66 Waterloo Road 14B George Bourke Drive
Sparks, Maryland 21152 USA Co. Dublin, Ireland Macquarie Park NSW 2113 Mt. Wellington Auckland 1060
Australia New Zealand

BD, the BD Logo, BBL, MAX, MGIT, and MycoPrep are trademarks of Becton, Dickinson and Company or its affiliates. All other
trademarks are the property of their respective owners. © 2020 BD. All rights reserved.
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