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TURKCE

KULLANIM AMACI

BD GeneOhm™ MRSA testi saglik kurumlarinda MRSA enfeksiyonlarinin énlenmesi ve kontroliine yardimci olmak igin metisiline direngli Staphylococcus
aureus (MRSA) ile nazal kolonizasyonun dogrudan saptanmasi igin kalitatif bir in vitro diagnostik testtir. Test kolonizasyon riski altindaki hastalarda bir nazal
sirintl 6rnegi kullanilarak SmartCycler® aleti ile yapiir vee MRSA DNA amplifikasyonu igin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve amplifiye DNA’nin
saptanmasi icin florojenik, hedefe spesifik hibridizasyon problari kullanir. BD GeneOhm™ MRSA testinin MRSA enfeksiyonlarina tani koymasi veya MRSA
enfeksiyonlari konusunda tedaviye rehberlik yapmasi veya tedaviyi izlemesi amaglanmamistir. Es zamanlh kultlrler sadece epidemiyolojik tipin belirlenmesi
amaciyla organizmalarin elde edilmesi veya daha ileri duyarllik testleri icin gereklidir.

TESTIN OZETi VE ACIKLAMASI

Bir nazal 6rnek alinip laboratuvara 6nerilen ekiivyon ve Sivi Stuart Besiyeri kullanilarak génderilir (gereken ama saglanmayan Materyaller kismina bakin). Test
yapmak igin siiriintii érnek tamponuna yerlestirilir. Ornek konsantre edilir ve lizise ugratilir. Lizat sivisi mevcutsa genetik hedefi amplifiye etmek icin kullanilan
MRSA'ya spesifik primerleri iceren PCR ayiraclarina eklenir. Test ayrica test ayiraclarinin dogrulugunu kontrol etmek agisindan PCR inhibitér &rnekleri
saptamak icin bir dahili kontrol (IC) icerir. Amplifiye hedefler sénmis floroforlar (molekiiler isaretler) ile etiketlenmis hibridizasyon problari ile saptanir.
Sinyallerin amplifikasyonu, saptanmasi ve yorumlanmasi otomatik olarak Cepheid SmartCycler® yazilimi ile yapilir. isleme alinan érneklerin sayisina bagh
olarak tiim islem 60-75 dakika sirer. Epidemiyolojik tiir belileme veya daha ileri antibiyotik duyarlilik testi icin MRSA elde edilmesi amaciyla, 6rnek hazirlama
sirasinda veya hazirlamadan sonraki 24 saat icinde kultlir ortamina inokulasyon yapilabilir.

S. aureus nozokomiyal enfeksiyonlarin temel bir nedenidir. Bulasma genelde S. aureus tasiyan bir kisinin kontamine elleri yoluyla olur. S. aureus klinik belirtileri
pustullerden sepsis ve 6lime kadar gidebilen enfeksiyonlara neden olabilse de' siklikla saglikh bireylerin burnunda veya cildinde bulunur (asemptomatik
tasiyicilar). S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisi daha dnceden etkili olan antimikrobiyel ajanlara direncli suslarin ortaya ¢ikmasiyla énemli bir konu haline
gelmistir. Metisiline direncli S. aureus suslari siklikla saglik bakimi ortamlarinda bulunur ve bazi Kuzey Amerika hastanelerinde hastaneden elde edilen S.
aureus izolatlarinin %50'sinden fazlasini temsil eder.? Saglik bakimi ortaminda MRSA ile enfeksiyonun risk faktdrleri arasinda hastanede uzun siire kalma,
MRSA ile enfekte hastalara yakin olma, ¢ok sayida ve uzun sureli genis spektrumlu antibiyotik tedavisi kullanma ve nazal MRSA tasima vardir. Hastalarin
nazal MRSA tasima acisindan erken ddnemde taranarak izolasyon gerektiren hastalarin tanimlanmasi MRSA igin etkin bir enfeksiyon kontrolii programinin bir
parcasi olabilir. MRSA'ylI saptamak igin halen kullanilan tekniklerin timiinde bir kultiir basamagi ve saf kolonilerin izolasyonu vardir ve bunu oksasilin duyarlihk
testi, mecA geni saptanmasi veya mecA geni tarafindan kodlanan penisilin baglayici protein (PBP 2a) saptanmasi yer alir. Bu durum MRSA tasiyicilik
durumunun belirlenmesi siiresini minimum 16 saate ¢ikarir; ortalama sure 48 saatin tzerindedir. S. aureus enfeksiyonlarinin ézellikle tasiyicilarin sik gérildugu
saglik bakimi ortamlarinda hizla yayilabilmesi nedeniyle nazal MRSA tasimanin sonuglarinin hastaneye yatma giliniinde saglanabilmesi enfeksiyon kontroll
programlari igin kesin bir avantaj saglamaktadir.

ISLEMIN PRENSIBI

Lizis sonrasinda hedef [Stafilokoksis Kaset Kromozomu mec (SCCmec) insersiyon bélgesi yakinindaki dizi] amplifikasyonu olur. MRSA’da bulunmayan 277-bp
dizisi dahil 335-bp DNA fragmani olan IC’'nin amplifikasyonu da PCR inhibitér maddeler mevcut degilse gergeklesir.

Amplifiye DNA hedefleri bir ugta bir sondiirliici ve oOteki ugta bir floresan raportér boya (florofor) ile etiketlenmis, sag tokasi sekli olusturan tek iplikli
oligonikleotidler olan molekiler isaretler tarafindan saptanir. Hedef yoklugunda floresans séner. Hedef varliginda sag tokas! yapisi isaret/hedef hibridizasyonu
durumunda acllip floresans yayar. MRSA amplikonlarinin saptanmasi icin molekiler isaret 5’ ucunda FAM floroforunu ve oligoniikleotidin karsi ucunda floresan
olmayan soénduriici kisim DABCYL igerir. IC amplikonlarini saptamak igin molekdler isarette 5 ucunda TET floroforu ve 3’ ucunda séndirici DABCYL
bulunur. Her isaret-hedef hibridi belirli molekuler isarette kullanilan floroforun dalga boyu 6zelligine gore floresans yayar. Herhangi bir dongiide veya dongi
sonrasinda floresans miktari o anda bulunan belirli amplikonlarin miktarina baghdir. SmartCycler® her isarette yayilan floresansi ayni anda izler, tum verileri
yorumlar ve cycling programi sonunda son bir sonug verir (bakiniz Sonuglarin yorumlanmast).

AYIRAGCLAR
BD GeneOhm™ MRSA Testi 48 Test 200 Test
Ornek tamponu (Sample Buffer) 60 X1 mL 240 X1 mL

Tris-EDTA tamponu

Lizis tiipii (Lysis tube) 50 tiip 200 tip

Cam boncuklar

Ana kanigim (her birinde 8 reaksiyon) (Master Mix) 8 tiip 34 tiip

< %0,0005 DNA polimeraz kompleksi
< %0,001 Dahili Kontrol -  MRSA-primer baglayici diziler ve prob hibridizasyonu
icin 6zglin bir dizi iceren enfeksiy6z olmayan DNA
< %0,002 primerler
< %0,002 molekiiler problar
< %0,05 dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Sigir serum albimini
Karbonhidrat
MgCl,
< %0,001 enfeksiydz olmayan Staphylococcus epidermidis genomik DNA’si (ATCC 14990)

Kontrol DNA (Control DNA) 8 tip 34 tiip

Tris-EDTA tamponu
Karbonhidrat
< %0,001 enfeksiydz olmayan genomik MRSA DNA'’s1 (ATCC 43300)
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Seyreltici (Diluent) 8 X 700 pL 34 X 700 pL
Tris-HCI tamponu
MgCl,
(NH,).S0,4
KCI

ONLEMLER

Bu test sadece in vitro diagnostik kullanim igindir.

. Dis karton glivenlik mihri bozulmussa kiti kullanmayin.

. Koruyucu posetler geldiklerinde acik veya yirtiksa ayiraglari kullanmayin.

. Ana karigimlar ve kontrol DNA’nin koruyucu posetlerini her kullanimdan sonra fermuar seklinde kapanan mihirle gabucak kapatin.
. Ana karigim ve kontrol DNA posetleri icinde kurutucu yoksa ayiraglari kullanmayin.

. Ana karigim ve kontrol DNA posetlerinden kurutucuyu gikarmayin.

. Ayiraglar lotlar arasinda degistirilemez.

. Farkli tiiplerden ayiraclari, ayni lottan olsalar bile, asla bir araya koymayin.

. Ayiraglari son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

. Ayiraglarin kapaklarini birbirleriyle degistirmeyin ¢iinkii kontaminasyon olusabilir ve test sonuglarini tehlikeye atabilir.

. Tuplerden alikotlari ¢ikarirken ayiraglarin mikrobiyel ve deoksiribonikleaz (DNAse) kontaminasyonundan kaginin. Steril, DNAse igermeyen tek
kullanimlik filtre bloklu veya pozitif displasman pipet6r uglarinin kullaniimasi énerilir.

. Ortamin MRSA amplikonlariyla kontaminasyonunu énlemek igin reaksiyon tuplerini amplifikasyon sonrasinda agmayin.

. Her 6rnek veya ayirag igin yeni bir ug kullanin.

. Testin siresinin 6nerilen siire araliginin disina gikmasi gegersiz sonuglara neden olabilir. Belirtilen sureler iginde yapilmayan testler tekrarlanmalidir.
. Ek kontroller kilavuz ilkelere veya yerel, bolgesel ve ulusal yonetmelikler veya sertifikasyon sadlayan kurumlara gére test edilebilir.

. Laboratuvar tarafindan agik tiiplii PCR testlerinin de yapildigi durumlarda érnek hazirlama ve amplifikasyon/saptama aktiviteleri icin ayrilmis ¢alisma
alanlari kullanilmahdir. Malzeme ve ekipman her alan icin ayri olmali ve bir alandan 6tekine géturtlmemelidir. Daima eldiven kullaniimali ve bir alandan
otekine giderken degistiriimelidir. Liyofilize ayiraglar kullaniimadan énce eldivenler degistirilmelidir.

. Toplama cihazini dondurmayin. Oda sicakliginda saklayin. Agilmadiginda toplama cihazi belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.

. Ornekleri daima bulasici olabilirlermis gibi Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories® ve CLSI Belgesi M29* icinde tanimlandigi gibi
glvenli laboratuvar islemlerine gére kullanin.

. Kit ayiraclarini kullanirken koruyucu giysiler ve tek kullanimlik eldivenler kullanin. Testi yaptiktan sonra ellerinizi iyice yikayin.
. Agdzinizla pipetlemeyin.
. Orneklerin veya kit ayiraglarinin kullanildigi yerlerde sigara igmeyin ve bir sey yemeyin ve igmeyin.

. Kullanilmamig ayiraglari ve atiklari Glke, bdlgesel ve yerel diizenlemelere gore atin.

SAGLANAN MATERYALLER

. Ornek tamponu (Sample Buffer)

. Lizis tlpl (Lysis tube)

. Ana karisim (Master Mix)

. Kontrol DNA (Control DNA)

. Seyreltici (Diluent)

. SmartCycler® reaksiyon tlpleri, 25 pL

. Ornek tanimlama etiketleri

SAKLAMA, MUAMELE VE STABILITE

Toplanan érnekler
Ornekler tasima sirasinda 2 ile 30°C arasinda tutulmalidir. Donmaya veya asiri sicaga maruz kalmaya karsi koruyun.

Enterferans yapabilecek maddelerle (6rn. kan, asiri nazal sekresyon, vs.) ilgili deliller bulunan 6rnekler 24-36 saat iginde test edilmelidir. Aksi halde 6rnekler
test yapilmasindan 6nce 2-8°C’de 5 glin saklanabilir. Testin 36 saat icinde yapilabilecegi 6rnekler oda sicakliginda (15-30°C) saklanabilir.

Ayiraclar

Not: Saklama kosullari her posette yazili spesifikasyonlara uymalidir. Koruyucu torbalari digindaki tlpler belirtien zaman siniri iginde kullaniimadiklarinda
atilmahdir.
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Kit Bileseni Master Mix ve Control DNA Lysis tube (sar kapak) Sample Buffer ve Diluent (sirasiyla
§ (beyaz ve kirmizi strip etiketler) 4 P mavi kapak, ve siyah strip etiket)
Miihiirlenmis Sicakhk 2-25°C 2-25°C 2-25°C
poset L o . .
Stabilite Son kullanma tarihi Son kullanma tarihi Son kullanma tarihi
Sicakhk 2-8°C' 2-25°C 2-25°C?
Acilmig poset
Stabilite 1ay’ Son kullanma tarihi 2 ay®

! Posetteki orijinal mihir bozulduktan sonra poseti her kullanim sonrasinda fermuar seklinde kapanan bir miihirle dikkatle kapatin ve uygun sicaklikta saklayin.

2 Bu ayiraglar oda sicakliginda saklanabilse de ayni lottan birlikte gelen ayiraglarla birlikte 2-8°C’de saklanmalidir.

3 Torbanin her kullanimdan sonra fermuar seklinde kapanan muhrle uygun sekilde kapatiimasi sartiyla.

. T . Master Mix ve Control DNA
Koruyucu poseti digindaki kit bileseni (beyaz ve kirmiz: strip etiketler)
Rekonstitiisyon yapilmamis tiipler Stcaklik 15-25°C
Stabilite 2 saat
Orijinal kap Sicakhk 2-8°C
Rekonstitﬁsyoq yapilmig Stabilite 3 saat
tipler e Sicaklik 2-8°C
SmartCycler® tiipii
Stabilite 1 saat

" Gecikme sonlandiginda kullaniimamis tiipleri atin.

GEREKEN AMA SAGLANMAYAN MATERYALLER

e BBL™ CultureSwab™ Liquid Stuart (Becton Dickinson katalog no. 220099), Copan Transystem™ Liquid Stuart (Copan ltalia International katalog no.
141C.USE), Copan Venturi Transystem™ Liquid Stuart (Copan Diagnostics Inc. katalog no. 141C.US), HealthLink TransPorter™ single Liquid
Stuart (HealthLink katalog no. 4432)

e BBL™ CHROMagar™ Staph aureus katalog no. 214982, Mannitol Salt Agari (MSA) katalog no. 221773 veya 221271 veya esdeger ortam (istege bagl)

e Vortex Genie 2 (Scientific Industries Inc.) 1,5 mL mikrotip tutucu veya esdegeri ile; gok sayida 6rnegin isleme konmasi igin gok sayida tutma bolgesi olan
adaptor kullanilabilir

e  Mikropipetorler (hassas aralik 1-10 pL , 10—100 pL ve 100—1000 pL arasinda)
e  Steril, DNAse-igermeyen filtre bloklu veya pozitif displasman mikropipetor uglari

e Steril ince uglu transfer pipetleri (6rn. VWR katalog no. 14670-329, 14670-332) veya arttiriimis uzunluk steril DNAse icermeyen filtre bloklu uglar
1250 pL (6rn. MATRIX katalog no. 8255)

e Makas

e Gazlibez

e Tek kullanimlik eldivenler, pudrasiz

e Mikrosantrifiij, yiksek (14.000 x g degerine ulagsmalidir) ve dlsuk hizda santrifiigasyon igin

e  Kuruisitma blogu 1,5 mL tupler igin veya su banyosu

e Buz veya sogutma blogu 1,5 mL tipler icin

e Kapak ¢ikarma araci (6rn. MATRIX katalog no. 4469) (istege bagh)

e Kronometre veya siire dlger

e SmartCycler® baslangi¢ sistemi, Dx Yazilimi ile (isleme koyma blogu, kullanici kilavuzu, aksesuar kiti ve masadusti bilgisayari) (Cepheid, Sunnyvale, CA,

AB.D.)

KULLANIM TALIMATI

Ornek toplama
Yeterli bir 6rnek almak igin 6rnek toplama islemi yakindan izlenmelidir.

Sivi Stuart Besiyeri ile onerilen ekiivyon kullanilarak (gereken ama saglanmayan Materyaller kismina bakin) nazal érnekler asagidaki isleme gére alinir:
Ekuvyonu iki damla (yaklasik 50 pL) steril serum fizyolojik (salin) ile nemlendirin veya kuru olarak kullanin.

Ekivyonu dikkatle hastanin burun deligine yerlestirin (ekiivyon ucu burun kanadinin kenarindan 2,5 cm (1 in¢) mesafeye kadar yerlestirilmelidir).
Ekuvyonu 5 kez gevirin.

Ayni eklivyonu ikinci burun deligine yerlestirin ve 2 ve 3 kisimlarina oldugu sekilde 6rnek almay: tekrarlayin.

Ekiivyonu kabina yerlestirin.

Kabi etiketleyin.

Ekivyonu laboratuvara hastanenin standart calisma islemlerine gére génderin.

©® N o g~ w N2

Saklama ve muamele igin bakiniz Saklama, muamele ve stabilite — Toplanan érnekler.
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Ornek hazirlama

Not:

10.

1.

Her 6rnegin isleme gore hazirlanmasi igin bir Lysis tube (lizis tlpl, sar kapakh) ve en az bir Sample Buffer tipl (6rnek tamponu, mavi kapakl)
gerekir. Ayrica test edilecek her 20 6rneklik grup igin ek bir Sample Bufffer tipu (mavi kapakli) gereklidir. Gerekli sayida tlpl koruyucu posetten gikarin,
fazla havayi giderin ve posetleri hemen fermuar seklinde kapanan miihiirle kapatin.

BD GeneOhm™ MRSA testini yapmadan 6nce klinik érneklerden (slrlntl) kiltir almanin ayrintilari icin bakiniz Klinik érneklerden kultir alma — Tek
koloni ekim yontemi.

Toplama cihazini (ekiivyon) bir 6rnek tamponu tiipiine (mavi kapak) yerlestirin.

Ornek tamponu tiipliniin tanimini kapak ve/veya tiip etiketi lizerine yazin.

Ekiivyon sapini kirin ve tiipii sikica kapatin.

Ekuvyonu tiip kenarina yakin olarak ucundan tutun (kontaminasyon riskini en aza indirmek igin gazlh bez kullanin). Ekiivyonu en dipten birkag milimetre
kaldirin ve kirmak igin tupin kenarina dogru biikerek kirin. Alternatif yontem: kék kismini kesmek icin temiz makas kullanin. Kapagin sikica
kapandigindan emin olun.

Yiiksek hizda bir dakika vorteksleyin.

Cok sayida 6rnegi isleme koymak icin ¢cok sayida tutma bdlgesi olan adaptér kullanilabilir.

Tum hiicre siispansiyonunu bir lizis tiipiine (sari kapak) aktarin.

Steril, ince uglu bir transfer pipeti veya arttiriimis uzunluklu uca sahip bir P-1000 mikropipetér kullanin.

Kalan eklivyondan klinik érnek kulturleri alinmasi ayrintilari icin bakiniz Klinik érneklerden kultir alma - Zenginlestirme icin broth.
Oda sicaklhiginda 5 dakika yiksek hizda (14.000 x g ve 21.000 x g arasinda) santrifiij edin.

Siipernatani alip atin.

Steril, ince uclu bir transfer pipeti kullanin; pellete dokunmamaya dikkat edin. Her 6rnek igin yeni bir transfer pipeti kullanin.

Lizis tipiine 50 pL 6rnek tamponu ekleyin; sikica kapatin.

Her 6rnek igin yeni bir pipetdr ucu kullanin. Bir érnek tamponu tlplyle 20 adete kadar 6rnek hazirlanabilir. 20 adetten fazla érnek icin gerektigi kadar
o6rnek tampon tiipt hazirlayin (kullanilmamig tamponu BD GeneOhm™ MRSA test isleminin daha sonraki basamaklari igin saklayin).

Yiiksek hizda 5 dakika vorteksleyin.

Cok sayida 6rnegi isleme koymak igin ¢cok sayida tutma bdlgesi olan adaptér kullanilabilir.
Lizis tipiinii kisa siire santrifiije edin (hizli gevirme).

Dusulk hizda 2-5 saniye; icerigi tlpln alt kismina getirmek igin.

iki (2) dakika boyunca 95 % 2°C’de isitin.

1,5 mL tlpler igin bir kuru i1sitma blogu veya su banyosu kullanin.

Lizis tipiini buz lGizerinde veya bir sogutma blogunda tutun.

Lizatlar 2-8°C’de 4 saate kadar stabildir. Lizatlar bu sure icinde kullaniimamislarsa daha sonra kullaniimak Gzere -20 + 5°C’de saklayin.

BD GeneOhm™ MRSA test islemi

Not:

Bir rekonstitiisyon yapilmig Master Mix tiipu (Ana karigim, beyaz etiket) 8 reaksiyon yapmaya yeterli ayira¢ saglar. Test edilecek 6rnek basina bir
SmartCycler® tlipu ve pozitif ve negatif kontrol igin iki ek SmartCycler® tupi ayirin. Her BD GeneOhm™ MRSA test calismasina bir (1) pozitif ve bir
(1) negatif kontrol dahil edilmelidir. Her test calismasi igin bir Control DNA ( kontrol DNA, kirmizi strip etiketi) gereklidir 3 adede kadar Ana karisim
tlplnin rekonstitlsyonu igin bir Diluent tipu (seyreltme, siyah strip etiketi) gereklidir. Gerekli sayida tlipl koruyucu posetten cikarin, fazla havayi
giderin ve posetleri hemen fermuar seklinde kapanan miihiirle kapatin.

Sadece SmartCycler® aletindeki mevcut I-CORE® modiillerini doldurmaya yetecek kadar SmartCycler® tiipu hazirlayin.
Gerekli sayida Ana karigim tiiptini/tiiplerini buza veya 1,5 mL tiipler i¢in sogutma bloguna koyun.
Her Ana karisim tiipline 225 uL seyreltici (siyah strip etiketi) ekleyin.

Mikropipetdér ucunu kapak septumu iginden Ana karisim tuplne yerlestirin. Ucu kapak icine fazla derin yerlestirmeyin. Seyrelticiyi koyun. Sonra
kullaniimamis seyrelticiyi atin.

Tipi/tiipleri 5-10 saniye vorteksleyin.
SmartCycler® sogutma bloguna gerekli sayida SmartCycler® tiip yerlestirin.

Her 6rnek basina bir SmartCycler® tiip ve kontroller igin iki adet daha SmartCycler® tiip ayirin. Tiipiin alt kenarlarindaki optik saptama pencerelerine
ve alt elmas sekilli alana dokunmaktan kaginin.

Asagidaki basamaklar MUTLAKA bir saatl icinde yapilmalidir:

5.

SmartCycler® tiiplerine 25 uL rekonstitiisyon yapilmis Ana karigim ekleyin.

Ayiracin pipetlenmesinden énce septum kapagini ¢ikarin. Siviyr SmartCycler® tliplerinin rezervuarina (Gst kisim) koyun. SmartCycler® tiplerini kapakta
tanimlayin. Ornek tanimlama etiketleri (kitle saglanir) kullanilabilir. Kullaniimamis ana karisim hemen 4-8°C’de, karanlikta maksimum 3 saat boyunca
saklanirsa gerektiginde ¢ézimlenmemis sonuglar igin tekrar test yapmak amaciyla kullanilabilir. Bu agsamadan sonra kullanilmamis ana karigimi atin.

Her lizise ugratilmig 6rnekten 2,8 pL miktarini dnceden doldurulmus farkl bir SmartCycler® tiipiine koyun; tiipleri kapatin.

Lizis tlipi icine pipetleme yaparken boncuklari aspire etmemeye dikkat edin. Ornek eklendikten sonra tim hacmin aktarildigindan emin olmak igin
rezervuar igcinde 2-3 kez yukari asagi pipetleme yapin. Her érnek igin yeni bir mikropipettdr ucu kullanin.

Bir kontrol DNA tiipiinii (kirmizi strip etiket) buza veya 1,5 mL tiipler icin sogutma bloguna koyun.
Kontrol DNA tiipiine 225 pL 6rnek tamponu (mavi kapakh) ekleyin.

Ornek Hazirlama protokoliinde basamak 7’de elde edilen 6rnek tamponu tiipiinii kullanin. Mikropipetér ucunu Kontrol DNA tiipiiniin kapak
septumu iginden yerlestirin. Ucu kapak igine fazla derin yerlestirmeyin. Ornek tamponunu verin.

Tiipii 5-10 saniye vorteksleyin.
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10. Rekonstitiisyon yapilmis kontrol DNA’sindan 2,8 pL miktarini en sondan bir énceki SmartCycler® tiipiine (Pozitif Kontrol) ekleyin; tiipii
kapatin.

DNA eklendikten sonra tim hacmin aktarildiindan emin olmak agisindan rezervuar icinde 2—-3 kez yukari asag! pipetleme yapin. Pozitif kontrol olarak
tanimlayin. Kullaniimamis kontrol DNA hemen 4-8°C’de, i1siktan uzak olarak maksimum 3 saat boyunca saklanirsa gerektiginde ¢6ziimlenmemis
sonuglar igin tekrar test yapmak amaciyla yeni bir pozitif kontrol hazirlamak igin kullanilabilir. Bu asamadan sonra kullaniimamig kontrol DNA’y1 atin.

11. Son SmartCycler® tiipiine (Negatif Kontrol) 2,8 pL 6rnek tamponu (mavi kapakh) ekleyin; tiipi kapatin.

Ornek Hazirlama protokoliinde basamak 7'de elde edilen érnek tamponu tiplni kullanin. Bu islem érneklerin kullanimi sirasinda olabilecek PCR
kontaminasyonu izleme agisindan kontrol gergeklestirecektir. Negatif kontrol olarak tanimlayin. Sonra kullanilmamis érnek tamponunu atin.

12. Tiim reaksiyon tiiplerini 5-10 saniye santrifiije edin.
SmartCycler® aleti ile saglanan 6zel olarak uyarlanmig mikrosantrifiji kullanin.
13. Tiipleri cihaza yiiklemeden énce SmartCycler® sogutma blogu lizerinde 2-8°C’de tutun.
Kalan lizatlar gerekirse daha sonra kullanim igin -20 + 5°C’de dondurulmahdir.
14. BD GeneOhm™ MRSA test protokolii ile bir galisma olusturun.
Gerekirse SmartCycler® Dx Yazilimi Kullanim Kilavuzuna bakin. Calismayi baslatmadan énce 6rnekler igin tanimlama parametrelerini girmeniz gerekir.
15. Her reaksiyon tiipiinii SmartCycler® I-CORE® modiiliine yerlestirin ve -CORE® kapagini kapatin.
Pozitif ve negatif kontrolleri uygun pozisyona yerlestirin (bakiniz “Kalite kontroli” kismi). Tim tipleri sikica yerlerine asagiya dogru itin

16. Galigmayi baslatin.

KALITE KONTROLU

Pozitif ve negatif kontroller

Kalite kontrol iglemleri test performansini izlemek Uzere tasarlanmistir. Pozitif kontrol 6nemli ayirag hatalarini izlemek Uzere tasarlanmistir. Negatif kontrol
MRSA DNA veya MRSA amplikonlariyla ayirag veya gevresel kontaminasyonu (veya tasimayi) saptamak Uzere tasarlanmistir. Test kontrolleri (¢alisma
kontrolleri) pozitif ve negatif kontrollerdir. Gegersiz bir kontrol galismayi gecersiz hale getirir. Son olarak her reaksiyon karigimina dahil edilen bir dahili
kontroliin her érnekte PCR engellemesini ve ayirag butinliguni izlemesi amaglanmistir.

SmartCycler® uzerinde calisilan her test igin bir pozitif kontrol ve bir negatif kontrol dahil edilmelidir. Yazilim otomatik olarak cihaz Uzerinde kontrollerin
pozisyonunu atar (bakiniz SmartCycler® Dx Yazilimi Kullanim Kilavuzu).

Ornek isleme koyma kontrolleri

Kontrol suslari yerel, bélgesel ve ulusal ydnetmelikler veya sertifikasyon saglayan kurumlarin gereklilikleri veya kilavuz ilkelerine gore test edilebilir. Bir referans
MRSA susu (6rn. American Type Culture Collection, ATCC 43300) veya iyi karakterize bir MRSA klinik izolati bir érnek isleme alma kontroli olarak
kullanilabilirken metisiline duyarli Staphylococcus aureus kiltiri (6rn. ATCC 29213) veya baska herhangi bir Staphylococcus aureus disi organizma (6rn.
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990) harici bir negatif kontrol olarak kullanilabilir.

izole edilmig kolonileri %5 koyun kanl agar plaginda (6rn. BBL™ Triptikaz Soya Agari (TSA II) %5 Koyun Kanli, BD katalog no. 221239 veya 221261) iginde
salinde 0,5 McFarland (~1,5 X 10° CFU/mL) tiirbiditeye kadar 18—24 saat tekrar siispansiyon haline getirin. ~10° CFU/mL siispansiyon elde edecek sekilde
salin ile seyreltin. Onerilen ekiivyonu Sivi Stuart Besiyeriyle (gereken ama saglanmayan Materyaller kismina bakin) bakteriyel siispansiyona batirin, fazla siviy
bastirarak giderin, ekiivyonu kabina yerlestirin (nakil ortamiyla temas etmesi icin) ve oda sicakliginda 5 dakika birakin. Klinik 6érnegi isleme koyun ve kontroller
dahil olmak iizere test edin (bakiniz “Ornek hazirlama” ve “BD GeneOhm™ MRSA test islemi” kisimlari). Tiim érnekler ve kontroller gegerli sonuglar vermelidir
(gegersiz pozitif veya negatif kontrol yok ve hatali dahili kontrol yok).

Genel kalite kontrolu rehberligi igin CLSI MM3 C24° kismina bakabilirsiniz.
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KLINIK ORNEKLERDEN KULTUR ALINMASI

Antimikrobiyel duyarlilik testi veya epidemiyolojik tipleme yapmak igin klinik érnekler BD GeneOhm™ MRSA test isleminin iki farkli basamagindan da kltir
alinabilir. Bu islem BD GeneOhm™ MRSA ile analiz yapilmadan énce toplama cihazi (ekuivyon) ile tek koloni ekim yontemi kullanilarak veya bir zenginlestirme
basamag kullanarak asagidaki 6rnek hazirlik isleminden sonra ekiivyon ile yapilabilir.

Tek koloni ekimi

Bu kiiltiir ydntemi BD GeneOhm™ MRSA igin 6rnek hazirlama isleminden 6nce yapilabilir.

1. Toplama cihazini (ekiivyon) kabindan ¢ikarin.
2. Bir mannitol tuzlu agari (MSA) plakasini bu plakanin birinci ceyregine yayarak inokle edin.

3. Ekiivyonu kabina geri koyun veya BD GeneOhm™ MRSA 6rnek tampon tiipiinde (mavi kapakl) kirip “Ornek hazirlama” kismindaki talimata gére devam
edin.

4. Bir 6zeyle inokulumu MSA plaginin kalan geyreklerine yayin.
MSA plagini 35°C’de 24—48 saat inklibe edin.

Standart yontemlere gére S. aureus kolonilerini tanimlayin ve dogrulayin ve metisilin direng testi yapin.

Zenginlestirme icin broth

Bu kdiltur ydntemi hiicre slispansiyonunun lizis tiipiine aktarilmasindan sonra 6rnek tamponu tiiplinde kalan ekivyonlarla yapilabilir. Eklvyonlar kapali érnek
tamponu tlipinde 2-8°C’de kiiltir alinmasindan énce 24 saate kadar saklanabilir; az miktarda MRSA bulunan klinik 6rneklerle geri kazanim basarih
olmayabilir.
1. Ekivyonu igeren 6rnek tampon tuplerine 1,0 mL zenginlestirme broth ekleyin.

%6,5 NaCl eklenmis TSB (triptik soya broth) 6nerilir.
2.  35°C’de 24-48 saat inkiibe edin.
3. Uygun kati ortamda 24-48 saat 35°C’de pasajlayin.

%35 koyun kanli agar besiyeri énerilir.

4.  Standart yontemlere gore S. aureus kolonilerini tanimlayin ve dogrulayin ve metisilin direng testi yapin.

SONUCLARIN YORUMLANMASI

BD GeneOhm™ MRSA testi i¢in karar algoritmasi SmartCycler® yazilimina gémuliidir. Test sonuglarinin yorumlanmasi asagidaki kriterlere gore yapihr:

Bildirilen test sonucu Bildirilen IC sonucu Sonucun yorumlanmasi’
PASS . e e
NEG (NEG) (GECTI) MRSA DNA saptanmadi, MRSA nazal kolonizasyon olasilii dustk
POS (POS) NA MRSA DNA saptandi, MRSA nazal kolonizasyonu
(Uygulanamaz)
Unresolved FAIL Cozumlenmemis—inhibitér érnek veya ayirag basarisizhgi
(Céztimlenmenmis) (BASARISIZ) s ya ayirag bas 9
ND ND I-CORE® Modiili basarisizliyi nedeniyle saptanmadi
(Belirlenmedi) (Belirlenmedi) (Uyari veya Hata Kodlari ilez)

IC - Dahili Kontrol NA — gegersiz; ND — belirlenmedi
" BD GeneOhm™ MRSA sonuglari kurumsal programlar ve uygulamalarla birlikte izolasyon ve énlem duzeyi igin bir kilavuz olarak kullanilabilir.
2 Uyari ve hata kodlarinin yorumlanmasi i¢in SmartCycler® Dx Yazilimi Kullanim Kilavuzuna bakiniz.

Gegersiz bir pozitif veya negatif kontrol test calismasini gegersiz hale getirir. Bu gibi durumlarda o g¢alisma igin alinan test sonuglari gegersizdir ve
bildirilmemelidir. Gegersiz bir test galismasi veya cihaz hata kodlari veya uyarilari ekran {izerinde ve raporlarda isaretlenir. MRSA sonuglarini bildirmeden 6nce
daima test calismasinin gegerli oldugundan emin olun.

Sonuglarin yazdiriimasi igin SmartCycler® Dx Yazihmi Kullanim Kilavuzuna bakin.

Gecersiz test calismasi

Donmus lizat(lar) kullanilarak o test galismasinda yeni kontrol tipleriyle birlikte tim klinik 6rnekler igin yeni reaksiyon tiipleri hazirlayin.

Céziimlenmemis 6rnek
Testi ilgili 6rnegin donmus lizat ile tekrarlayin. Dondurma-¢6zme dénglistiniin PCR inhibitdr maddeleri azalttigi gosterilmistir.

I-CORE® modiilii basarisizligi nedeniyle 6rnek saptanmadi
Testi ilgili 6rnegin donmus lizati ile tekrarlayin. Uyari veya hata kodu mesajlarinin yorumlanmasi i¢in SmartCycler® Dx Yazilimi Kullanim Kilavuzuna bakiniz.
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ISLEMIN SINIRLAMALARI

. Bu testin yapilmasi SmartCycler® cihaziyla hastaneye yatmis hastalardan veya hastaneye yatma zamaninda hastalardan nazal érneklerle ve Copan
Venturi Transystem® ve Sivi Stuart Besiyeri kullanilarak toplanan érneklerle saptanmistir. Bu nedenle bu iriin sadece SmartCycler® ile kullanilabilir;
ayrica gereken ama saglanmayan materyal kisminda listesi verilenler disinda 6rnek toplama ve transfer Grlnleri kullanilmasi 6neriimez. Bagska klinik
kaynaklar degerlendiriimemistir ve bu testin performans 6zellikleri baska 6rnek tipleri ve hasta popUlasyonlarinda bilinmemektedir.

. Negatif test sonuclarinin nedeni uygunsuz 6rnek toplama, muamele veya saklama, inhibitor varligi, teknik hata, érnek karisimi veya 6érnekteki organizma
sayisinin testin analitik duyarlihginin altinda olmasi olabilir. Bu prospektlste ve SmartCycler® Dx Yazilimi Kullanim Kilavuzunda talimata dikkatle
uyulmasi hatali sonuglarin énlenmesi icin gereklidir. Bu testin kullanimi islem ve SmartCycler® kullanimi konusunda egitim almis personelle sinirli
olmalidir.

. Ayira¢ hazirlamaya gerek olmamasina ve ana teknik islemin pipetleme olmasina ragmen bu testin dogru yapilmasi igin iyi laboratuvar teknigi sarttir.
Testin yiksek analitik hassasiyeti nedeniyle 6zellikle gok sayida alikotun tupten alindigi durumlarda reaktiflerin safligini korumak icin buyik dikkat
gOsterilmelidir.

. Tarama belirli bir zamanda kolonizasyon durumunu goésterir ve hastanin aldigi tedavi (6rneg@in dekolonizasyon rejimi), hastanin durumu (6rn. aktif olarak
MRSA sagmiyor) veya yiksek riskli ortamlara maruz kalma (6rn. MRSA taslyicisiyla temas, uzun sireli hastanede yatma) gibi durumlarla degisebilir.
Kolonizasyon durumunun izlenmesi hastane politikalarina gére yapilmalidir.

. BD GeneOhm™ MRSA testinin sonuclari artmis 6nlemler gerektiren hastalari tanimlamak icin nozokomiyal enfeksiyon kontrolii ¢abalarina yardimci
olarak yapilmaldir. Testin stafilokoksik enfeksiyon bulunan hastalari tanimlamasi amaglanmamistir. Sonuglar MRSA enfeksiyonlari igin tedaviye
kilavuzluk yapma veya bunu izleme igin kullaniimamahdir.

. BD GeneOhm™ MRSA pozitif bir sonu¢ DNA devam edebileceginden tedavi eradikasyonunun basarisizligini kesin olarak gostermez. Daha 6nceki bir
pozitif test sonucundan sonraki negatif bir sonug tedavi eradikasyonunun basarisini gosterebilir veya aralikli yayma nedeniyle olabilir.

. BD GeneOhm™ MRSA testi sonuglari gegersiz bir kontrol nedeniyle ¢éziimlenmemis veya gecersiz olabilir ve sonuglarin elde edilmesinde gecikmeye
neden olabilecek sekilde tekrar test yapiimasini gerektirebilir.

. Pozitif bir test sonucu canli organizmalarin mutlaka bulundugu anlamina gelmez. Ancak BD GeneOhm™ MRSA ayni anda SCCmec kaseti (mecA genini
tasir) ve orfX geni icinde yer alan S. aureus’a spesifik bir dizi saptadigindan MRSA bulundugunu disindirir. BD GeneOhm™ MRSA mecA genini ve bu
genin kodladidi penisilin baglayici proteini (PBP 2a) saptamaz.

. BD GeneOhm™ MRSA'nin hastanede yakalanilan veya toplumda yakalanilan enfeksiyonlarla iligkili cesiti MRSA tiplerini saptadigi gdsterilmistir;
degerlendirmeler hastane ortaminda daha virilan olabilecek suslari tanimlamak Uzere MRSA izolatlarinin fenotipik veya genotipik &zelliklerini
degerlendirmemistir.

. Primer veya prob baglayici bolgelerdeki mutasyonlar veya polimorfizmler yeni veya bilinmeyen MRSA varyantlarinin saptanmasini etkileyebilir ve
BD GeneOhm™ MRSA testi ile yalanci negatif bir sonug verebilir.

ENTERFERANS YAPAN MADDELER

Olas! enterferans yapan maddeler arasinda verilenlerle sinirli olmamak Uzere sunlar vardir: kan, fazla nazal sekresyon/mukus, dekonjestanlar ve zaman
zaman burun kurulugunu ve/veya tahrisini gidermek lzere kullanilan maddeler. Fazla nazal sekresyon ve kan bulunmasi PCR'yi inhibe edip ¢dzimlenmemis
sonuglar verebilir.

786 nazal 6rnekle yapilan bir arastirma galismasinda toplanan 6rneklerin %43’linde enterferans yapabilecek maddeler bildiriimistir. Toplam olarak 35 (%4,5)
¢6ziimlenmemis 6rnek olmustur. Bu 35 6rnegin 24’Gnde herhangi bir olasi enterferans yapici bildirilmemis, 10 érnekte nazal sekresyonlar bulunmus ve bir
ornekte birkag madde bulunmustur. Yirmi yedisi (27) bir dondurma-g6zme déngisi sonrasinda normale donmustiir. Cézimlenemeyen 8 érnek igin 4 6rnekte
enterferans yapmasi olasi bir madde g6ézlenmemis, i¢ 6rnekte nazal sekresyonlar bulunmus ve bir érnekte birka¢c madde birden bulunmustur.

BEKLENEN DEGERLER

Insanlar S. aureus igin dogal bir rezervuardir. Kolonizasyon gegici veya kalici olabilir ve yillarca siirebilir. Genel toplumda S. aureus igin burunda tasima
oranlari %25-30 olarak bildirilmistir ve bir poliklinik popilasyonunda veya hastaneye yatma sirasinda %10—40 oranlari biIdiriImi§tir.6 Metisiline direngli S.
aureus artik bazi Kuzey Amerika hastanelerinde hastanede yakalanilan S. aureus izolatlarinin %50’sinden fazlasini temsil etmektedir.

BD GeneOhm™ MRSA testi igin arastirma galismasinda kiiltiiriin saptadigi genel nazal S. aureus tasima orani (iki kiltiir tekniginden biriyle érneklerde izole
edilen S. aureus) %36,1 olmustur (aralik %33-40). S. aureus izolatlarinin ylzde elli biri (%51) oksasilin tarama agar yéntemiyle direngli bulmustur [oksasilin
(6 ng/mL) ve NaCl (4% wi/v) eklenmis Mueller-Hinton agar plagi] ve bu genel olarak %18,6 MRSA nazal tasima oranina karsilik gelmisti. BD GeneOhm™
MRSA testiyle genel MRSA nazal tagima orani %20,3 bulunmustur.

PERFORMANS OZELLIKLERI

Klinik performans

BD GeneOhm™ MRSA testinin performans Ozellikleri cok merkezli bir prospektif arastirma c¢alismasinda belirlenmisti. MRSA kiiltir tabanli tarama
programlari bulunan, ikisi Kanada ikisi A.B.D.’den dort tip merkezi. Calismaya katilmak igin hastalarin yazili onay vermeleri ve hastane politikalarina gére
MRSA taramasi i¢in uygun olmalari ve MRSA ile ilgili antibiyotik tedavisi almamis olmamalari gerekmekteydi. Tarama kriterleri arasinda verilenlerle sinirli
olmamak Uzere sunlar vardir: hastaneye yatma sirasinda tim hastalarin sistematik olarak taranmasi, énceki MRSA enfeksiyonu veya tasiyicilik, baska
kurumdan transfer, uzun sireli hastanede yatma veya uzun sireli hastanede yatma 6ykisi ve bir MRSA tasiyicisiyla temas.

Referans y6ntemi mannitol tuz agarinda selektif Greme sonrasinda oksasilin tarama agar testi ile baslangi¢ analizinden olustu. MRSA icin negatif érnekler
%6,5 NaCl igeren triptikaz soya broth (TSB) iginde bir zenginlestirme basamagi ve sonrasinda oksasilin tarama agar testinden olusan ek bir analizden gegti.
MRSA kdiltiirG pozitif bir érnek iki kultir tekniginden biriyle MRSA igin pozitif bir 6rnek olarak tanimlandi. MRSA kuilturi negatif bir rnek her iki kiltir teknigiyle
MRSA i¢in negatif bir 6rnek olarak tanimlandi.

Mannitol tuz agarinda (MSA) selektif Ureme ile tarama ydntemi icin plakalar dogrudan nazal siriinti 6rnekleriyle inokile edildi ve sonrasinda 24-48 saat
boyunca 35°C’de inkiibasyon yapildi. Gerektiginde S. aureus oldugu disiniilen koloniler %5 koyun kanli agar plakalarinda alt kiiltir yapildi ve 35°C’de 24-48
saat inkiibe edildi. Aksi halde izole edilen koloniler dogrudan MSA plakalarindan test edildi. Stafilokoksik oldugu diistinulen koloniler lateks aglitinasyon testi
veya bir tlip koagiilaz testiyle dogrulandi. Dogrulanmis S. aureus kolonileri oksasilin (6 pg/mL) ve NaCl (%4 w/v) eklenmis bir Mueller-Hinton agar plakasinda
tam 24 saat boyunca 33-35°C’de (35°C’yi gegmeden) inkiibe edilerek test edildi. MRSA tarama ydntemiyle MRSA igin negatif bir sonug alinan vakalarda
%6,5 NaCl igeren triptik soya broth (TSB) iginde bir zenginlestirme basamagi ile MRSA taramasi da yapildi. Bu amagla TSB brothlara MSA’da dogrudan
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plakalama sonrasinda inokiilasyon yapildi 35°C’de gece boyunca inkiibe edildi, 35°C’de 24—48 saat boyunca %5 koyun kanli agar plaklarina pasaj yapildi ve
plaklar gerekirse test icin 2—8°C’de saklandi. Varsayilan kolonilerin dogrulanmasi ve metisilin direncinin belirlenmesi yukarida tanimlanan sekilde yapildi. Bir
arastirma merkezinde her 6rnek her iki tarama yontemi kullanilarak test edildi.

Toplam olarak 6nerilen ekiivyon ve Sivi Stuart Besiyeri (gereken ama saglanmayan Materyaller kismina bakin) ile toplanan 786 nazal 6rnek MRSA igin
yukarida tanimlanan referans kultir yontemi ve BD GeneOhm™ MRSA testi ile tarandi. Referans kdiltlir yontemi ile karsilastirildiginda BD GeneOhm™ MRSA
yontemi iki kiltir tekniginden biri ile MRSA igin pozitif 6rneklerin %92,5 ve her iki kiiltir teknigiyle negatif érneklerin %96,4’Gni tanimladi (Tablo 1 ve 2). Test
edilen popllasyon igin bu durum %98,2 negatif prediktif deger %85,4 pozitif prediktif degere karsilik gelmektedir.

Tablo 1. Referans yontemiyle karsilastirmali olarak BD GeneOhm™ MRSA testiyle elde edilen sonuclar.’
BD GeneOhm™ MRSA
Pozitif Negatif Total
e Pozitif 135 11 146
Kiltir teknikleri
Negatif 23 609 632
Toplam 158 620 778

! Baslangicta ¢dziimlenmemis sonuglar verilen sekiz (8) 6rnek BD GeneOhm™ MRSA testi ile tekrar test yapildiginda halen ¢6ziimlenmemis kaldi ve tabloya dahil edilmedi. Bunlarin 8'i
de kltiirde negatifti.

Kultir negatif ama BD GeneOhm™ MRSA olan 23 &érnegin on dérdi (14) daha ileri incelendiginde MRSA kiltir pozitif bulundu ve béylece toplam 160 kltiir

pozitif 6rnek iginde 149 kiiltir pozitif ve BD GeneOhm™ MRSA pozitif 6rnegi bulundu. Kiiltir pozitif ama BD GeneOhm™ MRSA negatif olan iki 6rnek igin

oksasilin agar plakalarinda metisilin direnci gosteren izolatlarin hicbirinin Martineau et al. tarafindan tanimlanan mecA-spesifik PCR testi ile test edildiginde

mecA genini tasidigi gtisterilemedi.7

Tablo 2. BD GeneOhm™ MRSA testinin arastirma merkezlerinde referans yontemiyle karsilastirildiginda performansi
Hassasiyet (%95 GA)' Ozgiilltk (95% GA)' Goztimionmenis omek o
Calisma yeri 1 %86,8 (n = 38) (%71,9-95,6) %99,6 (n = 261) (%97,9-100) 6 0/26
Calisma yeri 2 | %100 (n = 30) (%88,4-100) %98,0 (n = 102) (%93,1-99,8) 16 0/21
Calisma yeri 3 | %89,3 (n = 28) (%71,8-97,7) %90,8 (n = 119) (%84,1-95,3) 11 1/15
Calisma yeri 4 %94,0 (n = 50) (%83,5-98,7) %94,0 (n = 150) (%88,9-97,2) 2 2/27
Toplam %92,5 (n = 146) (%86,9-96,2) %96,4 (n = 632) (%94,6-97,27) 35 3/89

! Binomiyel %95 glven araliklari.
2 Engelleme veya reaktif basarisizligini distundirecek sekilde tim érnekler hatali dahili kontroller nedeniyle ¢éziimlenmemistir. 35 6rnegin yirmi yedisi (27) tekrar test edildiginde ¢dzimlendi.

Oliviera ve de Lencastre’ye® gére MRSA kiltiir pozitif 6rneklerde SCCmec tiplemesi tip I, Il ve IV 6rnekler gosterdi. Galismada SCCmec tip Il 6rnek izole
edilmedi. Ancak ayri bir calismada BD GeneOhm™ MRSA testi ile tim SCCmec tiplerinin referans suslari ve diger klinik izolatlari test edilip saptandi.

Arastirma yerlerinde BD GeneOhm™ MRSA ile elde edilen performanslar ve kiltir referans yontemiyle karsilastirmali bireysel kiltar teknikleri (her iki kultir
teknigi) Tablo 3 ve 4’te gosterilmistir.
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Tablo 3. Kdltur referans yontemiyle MRSA igin pozitif 6rneklerde her kiltir tarama teknigiyle ve BD GeneOhm™ MRSA testiyle elde edilen sonugclar.
) , Hassasiyet (%95 GA)?
Calisma yeri MRSA prevalansi
BD GeneOhm™ MRSA OxaMSA® OxaTSB*

Calisma yeri 1 %12,7 (38/300) %86,8 (%71,9-95,6) %81,6 (%65,7-92,3) Belirlenmedi
Calisma yeri 2 %21,7 (30/138) %100 (%88,4—100) %93,3 (%77,9-99,2) Belirlenmedi
Calisma yeri 3 %18,9 (28/148) %89,3 (%71,8-97,7) %64,3 (%44,1-81,4) Belirlenmedi
Calisma yeri 4 %25,0 (50/200) %94,0 (%83,5-98,7) %80,0 (%66,3-90,0) %78,0 (%64,0-88,5)

Toplam %18,6 (146/786) %92,5 (%86,9-96,2) %80,1 (%72,7-86,3) Belirlenmedi

FNERTI CERN

Kultur referans yontemiyle elde edilen sonuglardan belirlenmistir (OxaMSA ve OxaTSB kombinasyonu).
Binomiyel %95 gliven araliklari.
MSA Uizerinde selektif ireme sonrasinda oksasilin tarama agar testi.

%6,5 NaCl ile TSB’de zenginlestirmeden sonra oksasilin tarama agar testi. Calisma yeri 4 tim 6rnekleri her iki kiiltir teknidiyle test ederken diger calisma yerleri

sadece OxaMSA kiltiir yontemiyle negatif drnekleri test etti.

Tablo 4. Kultur referans yontemiyle MRSA igin negatif drneklerde her iki kultlr tarama teknigiyle ve BD GeneOhm™ MRSA testiyle elde edilen sonuglar.
, . Ozgiillik (95% CI)?
Calisma yeri MSSA 5

BD GeneOhm™ MRSA OxaMSA OxaTSB*
Caligma yeri 1 73/262 %99,6 (%97,9-100) %100 (%98,6—100) Belirlenmedi
Calisma yeri 2 25/108 %98,0 (%93,2-99,8) %100 (%96,4—100) Belirlenmedi
Calisma yeri 3 24/120 %90,8 (%84,1-95,3) %100 (%96,9-100) Belirlenmedi

Calisma yeri 4 16/150 %94,0 (%88,9-97,2) %100 (%97,6—100) %100 (%97,6—100)
Toplam 138/640 %96,4 (%94,6-97,7) %100 (%99,4—100) Belirlenmedi

Toplam MRSA kiiltir negatif populasyonunda MSSA sayisi.
Binomiyel %95 glven araliklari.
MSA Uizerinde selektif ireme sonrasinda oksasilin tarama agar testi.

%6,5 NaCl ile TSB'de zenginlestirmeden sonra oksasilin tarama agar testi. Calisma yeri 4 tim 6rnekleri her iki kiltir teknigiyle test ederken diger calisma yerleri
sadece OxaMSA kiiltir ydntemiyle negatif 6rnekleri test etti.

Analitik 6zgiilliik

S. aureus ile filogenetik olarak iligkili turleri ve nazal kommensal flora Uyelerini temsil eden 37 ATCC susunun genomik DNA’s1, 27 metisilin direngli koagllaz
negatif stafilokok susu (15 referans susu ve 12 klinik izolat), ve 44 metisilin direngli koagilaz negatif stafilokok susu (iki referans susu ve 42 klinik izolat) test
edildi. Ozgiillik %100 bulundu.

Tablo 4'te goérildugu gibi kiltir teknikleri ile analiz edilen 138 6rnegin arastirma yerlerinde metisiline duyarli S. aureus igerdigi bulundu. Yedisi (7) BD
GeneOhm™ MRSA testi ile pozitif sonuglar verdi. Gelismis kiltir teknikleriyle daha ileri inceleme sonrasi 4'inde MRSA bulundugu gosterildi.

IR RN

Analitik hassasiyet

Analitik hassasiyet (saptama limiti veya LOD) BD GeneOhm™ MRSA testi i¢in 7 MRSA susu ile belirlendi. Kantifiye edilmis kiltir ve purifiye genomik DNA’s|
BD GeneOhm™ MRSA testi 6rnek tamponunda seyreltilip 5 replikatta test edildi. LOD, replikatlarin en az %92,5'unun pozitif sonug verdigi en disiik
konsantrasyon olarak tanimlanir.

BD GeneOhm™ MRSA testi LOD degeri reaksiyon basina 15 genom kopyasidir. CFU olarak LOD 5 CFU/reaksiyon seklindedir. Ornegin isleme konmasi
nedeniyle seyreltme faktorl dikkate alindiginda bu yaklasik olarak 325 CFU/siiriinti anlamina gelir.

Tekrarlanabilirlik

Cesitli MRSA konsantrasyonlari bulunan 10 similasyon 6rnegi ve BD GeneOhm™ MRSA testinin iki kontroli (pozitif ve negatif) ¢ ¢alisma yerinin her birinde
g farkli giinde Uglu olarak test edildi (10 6rnek ve iki kontrol X 3 X 3 giin X 3 ¢alisma yeri olarak test edildi). Bu islem g ayirag lotuyla tekrarlandi.
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Tablo 5. Tekrarlanabilirlik galismasinin kiimulatif verileri.

Ornek Kimligi Lot 1 Lot 2 Lot 3 Toplam anlagsma Toplam % anlagsma
Negatif 27/27 27/27 27/27 81/81 %100
Negatif 27/27 27/27 27/27 81/81 %100

Zayif pozitif' 19/27 18/27 16/27 53/81 %65

Kuvvetli pozitif 27/27 27127 27127 81/81 %100

Kuvvetli Pozitif 27/27 27/27 27/27 81/81 %100

Zayif pozitif' 14/27 13/27 18/27 45/81 %56
Pozitif 27127 2727 27127 81/81 %100
Pozitif | 27127 2727 27127 81/81 %100

Zayif pozitif 27/27 27127 27127 81/81 %100
Pozitif 27127 27127 27127 81/81 %100

Pozitif kontrol v 26/27 27/27 27/27 80/81 %99

Negatif kontrol 26/27 27127 27127 80/81 %99

Toplam anlasma 301/324 301/324 304/324 906/972 %93
Toplam % anlagsma %93 %93 %94 %93

TCFU degerinin testin saptama limitinin altinda oldugu 6rnekler.
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Bu kit New York eyaleti Public Health Research Institute (Kamu Saghgi Arastirmalari Enstitlisii) lisansi ile satiimaktadir ve sadece insan in vitro klinik
diagnostikleri icin PHRI patent haklarina gére kullanilabilir.

Bu UrGnln satin alinmasi satin alan kisiye insanda in vitro diagnostik bilgi saglamak amaciyla nikleik asit dizilerinin amplifikasyonu ve saptanmasi amaciyla
kullaniimasi hakki tanir. Bu satin almayla bu spesifik kullanim hakki diginda herhangi bir genel patent veya baska herhangi bir tiirde lisans verilmez.
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