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Xpert® C. difficile BT

Zarizeni pro lékafskou diagnostiku In Vitro
1. Patentovany nazev
Xpert® C. difficile BT
2. Obecny ¢i obvykly nazev
® . ..
Test Xpert ~ C. difficile BT
3. Predpokladané pouziti

Test Xpert C. difficile BT provadény s pomoci pristroju GeneXpert® firmy Cepheid je
kvalitativni diagnosticky in vitro test pro rychlou identifikaci C. difficile tcdB (genu toxinu B),
cdt (genu binarniho toxinu) a delece nukleotidu v pozici 117 genu tcdC z odpovidajicich
(tekutych ¢&i mékkych) vzorka stolice od pacientd potencialné infikovanych baktérii
Clostridium difficile (CDI). Test Xpert C. difficile BT ma slouzit jako pomi(cka pfi diagnéze
CDI a zjiStovani zdravotnich poSkozeni potencialné souvisejicich s vaznéjSimi chorobami.
Test vyuziva automatizovanou real-time PCR (PCR, polymerase chain reaction) probihajici
v redlném Case pro detekci tcdB, cdt a deleci baze v genu tcdC, na pozici 117 asociovanou
s kmenem ribotypu 027. Binarni toxin je produkovan omezenym poc¢tem kmenu C. difficile,
onemocnéni nebo CastéjSi recidivy onemocnéni. Izolaty C. difficile, které jsou negativni pro
tcdB, ale obsahuji jen geny pro binarni toxin, mohou vyvolat pfiznaky podobné toxigennim
kmenim C. difficile, ale v sou€asnosti je klinicky vyznam téchto kmenl nejasny. Soubézna
kultivace kultury je nutna, jen pokud je nezbytna dalSi typizace organisma.

4. Shrnuti a vysvétleni

Clostridium difficile je gram-pozitivni, sporulujici anaerobni bakterie, jejiz spojitost
s onemocnénim byla poprvé prokazana v r. 1978.1

Projevy infekce bakterii Clostridium difficile (CDI) mohou byt rizné: od slabych prijmu az po
tézké pseudomembranodzni kolitidy ohroZujici Zivot.? Vyvinuta mikroflora tlustého stieva u
zdravého dospélého je obycejné rezistentni vigi kolonizaci baktérii C.difficile.® AvSak tato
rezistence se ztraci, jestlize je normalni mikrofléra tlustého stfeva pozménéna. NejbéznéjSim
rizikovym faktorem je uzivani antibiotik.* Primarnim faktorem virulence bakterie C. difficile je
cytotoxin B.> Geny kédujici toxin A (tcdA; enterotoxin) a toxin B (tcdB) se nachazeji v misté
patogenicity (PaLoc).®’ Nejvice patogenni kmeny jsou kmeny produkujici toxin A i toxin B
(A+B+), i kdyZ rtizné izolaty produkujici pouze toxin B (A-B+) byly také patogenni.® Nékteré
kmeny C. difficile produkuji také aktin-specifickou ADP-ribosyltransferazu nazyvanou CDT
nebo binarni toxin. Lokus binarniho toxinu obsahuje dva geny (cdtA a cdtB) a je umistén
mimo misto PalLoc.%*!

Diagnostika CDI se tradicné zakladala bud na detekci toxinu B pfimo ve stolici (test
neutralizace cytotoxicity buné&céné kultury (cell culture cytotoxicity neutralization [CCCN] test),
nebo na kultivaci organism0, v jejichz kultufe se na izolovanych vzorcich nasledné uréuje
produkce toxinu B. Jak test CCCN, tak kultivace toxigennich kultur jsou pracovné naroc¢né,
ale diky specifi¢nosti prvniho a citlivosti druhého se stale pokladaji za ,zlaty standard“ 1213



Pro detekci toxinu A a B bylo vyvinuto nékolik rychlych enzymatickych imunotestui. Tyto testy
v8ak ve srovnani s testem CCCN vykazuji snizenou citlivost a specificitu. Pro detekci genu
spojenych s produkci toxinu A a/nebo B byly proto vyvinuty metody PCR, které maji vysokou
citlivost a specificitu i ve srovnani s analyzou bunécéné cytotoxicity a imunotesty.#

Nejnovéjsi literatura dokazuje, ze vaznost nemoci a jeji vysledek souviseji nejen s vyskytem
toxinu A a B, ale rovnéz s produkci binarniho toxinu. Bauer et al.*® uvadi, Ze v Evropé se pfi
CDI vyskytuji binarné toxigenni geny v toxigennich izolatech ve 23 % pfipadd. Binarni toxin
produkovany geny cdt je Casto pozorovan u kmenl C. difficile spojenych se zvySenou
vaznosti CDI. Binarni toxin patfi do skupiny ADP-ribosylatovych toxinl a sestava z genu
cdtA, enzymatické ADP-ribosyltransferazy, ktera modifikuje aktin, a cdtB, ktery vaze
hostitelské bufky a pFemistuje produkt cdtA do cytosolu. Cetné klinické studie naznaduji
spojeni mezi pfitomnosti binarné toxickych gentd v C. difficile a zvySenim 30denni umrtnosti
CDI nezavisle na ribotypu PCR. Existuje rovnéz literatura ukazujici, ze lidé trpici vaznymi
formami CDI, fulminantni kolitidou nebo recidivami CDI jsou Castéji nakazeni ribotypy C.
difficile nesoucimi geny pro produkci binarniho toxinu (cdtA/ cdtB) nez pacienti bez téchto
komplikaci.6:

Podsoubor izolatd produkujicich binarni toxin ma mutace v genu tcdC (negative toxin
regulator), tj. deleci v nukleotidu 117 (tcdCA117) konzistentni s kmeny ribotypu 027. Infekce
zpusobena kmeny 027/NAP1/Bl mlze byt spojena s vy$§i mirou umrtnosti a patologii,
v&etné pobytu na jednotce intenzivni pé€e a prodlouZzeného pobytu v nemocnici. Rozmanité
analyzy dokazaly vyznamné spojeni mezi vaznosti nemoci a vyskytem ribotypi nesoucich
gen binarniho toxinu s deleci na nukleotidu 117 i bez ni. V pribéhu nékolika poslednich let
propuklo nékolik epidemii CDI pfipisovanych nékolika ,hypervirulentnim® kmenim, vcéetné
kmenU rezistentnim v0ci fluorochinolonu, které nalezely k PCR ribotypu 027 (jez jsou rovnéz
znamy jako, skupina PFGE typu NAP1 a skupina REA typu BI).2*® Kmeny 027 mohou
vykazovat zvySenou produkci toxinu, za niZ jsou zodpovédné delece v regulaénim genu
tcdC, a mohou produkovat vice spor, coz zvySuje jejich schopnost pfetrvavat v zivotnim
prostiedi.’®?° Pfedpokladany pozitivni vysledek testu vyskytu 027 maze pomoci v identifikaci
moznych zdroju nakazy.

Dodatecné studie uvadéji rovnéz pfipady pacientl s prijmem a s podezienim na infekci C.
difficile zpusobenou toxinotypem XI/PCR ribotypu 033 nebo mu podobnymi kmeny, které
byly pozitivni na binarni toxin, ale negativni na toxin A a B.??2 Klinicky vyznam téchto kmenu
pozitivnich na binarni toxin a negativnich na toxin B jesté neni plné objasnén.



5. Podstata testu

Systém GeneXpert automatizuje a integruje pfipravu vzorku, Cisténi a amplifikaci nukleové
kyseliny a detekci cilové sekvence v jednoduchych nebo komplexnich vzorcich za pouziti
RT-PCR analyzy. Systém obsahuje pfistroj, osobni pocitaC s instalovanym softwarem pro
testovani shromazdénych vzorki a hodnoceni vysledk(. Systém vyzaduje pouziti
jednorazovych GeneXpert kazet, které obsahuiji inidla pro PCR a v nichz probihaji procesy
extrakce, amplifikace a detekce DNA. Jelikoz jsou kazety samostatné a uzaviené, nehrozi
nebezpedi vzajemné kontaminace vzorkd. Uplny popis systémil je uveden v operaénim
manualu systému GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator Manual resp. GeneXpert
Infinity Systém Operator Manual).

Xpert C. difficile BT analyza obsahuje reagencie k detekci kmenu C. difficile produkujicich
toxin a také kontrolu zpracovani vzork (Sample Processing Control — SPC). SPC kontroluje
spravné zpracovani cilové bakterie a sleduje pfitomnost inhibitor PCR reakce. Kontrolni
systém sondy (Probe Check Control — PCC) ovéfuje rehydrataci reagencii, napli PCR
zkumavky v kazeté, neporusenost sondy a stabilitu barviva.

Primery a sondy pouzité v analyze Xpert C. difficle BT detekuji sekvence v genech
kédujicich toxin B (tcdB), binarni toxin (cdt) a tcdCA117.

6. Cinidla a p¥istroje
Dodany material

Sada Xpert C. difficile BT obsahuje dostatek ¢inidel k analyze 10 vzork( nebo kontrol kvality.

Sada obsahuje nasledujici inidla:

Kazeta s integrovanymi reakénimi zkumavkami pro Xpert C.difficile BT analyzu 10
Castice 1, ¢astice 2, ¢astice 3 (mrazené-susené) od kazdé 1 na kazetu
Reagencie 1 3,0 ml na kazetu
Reagencie 2 (hydroxid sodny) 3,0 ml na kazetu
Xpert C. difficile BT reagencie v baleni 10
Sample Reagent (guanidinium thiokyanat) 10 x 2,0 ml v baleni
CD 1 v sadé

e soubor s definici testu
e instrukce pro import ADF do softwaru GX

e pfibalovy letdk

Poznamka:

Listy s bezpe€nostnimi udaji (SDS) jsou dostupné na www.cepheid.com nebo
www.cepheidinternational.com pod zahlavim SUPPORT.



http://www.cepheid.com/
http://www.cepheidinternational.com/

Poznamka:

Bovinni sérovy albumin (BSA) pouzity v tomto vyrobku byl ziskan vylu¢né z bovinni plazmy
ze zdrojl na uzemi US. Zpracovani BSA bylo také provadéno na Uuzemi US. Zvifata nebyla
krmena Zadnym proteinem pfezvykavcl ani jinych zvifat; zvifata byla testovana pred
porazkou i po ni. BEhem zpracovani nedoslo k zadnému miseni materialu s jinymi zvifecimi
materialy.

Skladovani a manipulace

Kazety a reagencie Xpert C. difficile BT skladujte pfi 2-28 °C.
Nepouzivejte €inidla nebo kazety s proslou dobou trvanlivosti.
Neotevirejte kazetu, pokud nejste pfipraveni k provedeni testu.
Nepouzivejte Zzadna Cinidla, ktera jsou zakalena ¢i zménila barvu.
NepouZzivejte kazetu, ktera netésni.

Potirebny material, ktery neni souéasti testu

o Systém GeneXpert Dx nebo Systém GeneXpert Infinity (katalogové ¢&islo se lisi
v zavislosti na konfiguraci): GeneXpert pfistroj, pocita s autorizovanym GeneXpert
Software Version 4.3 nebo vy$Si, snimac ¢arového kédu a operacni manual.

Tiskarna: je-li pozadovan tisk, kontaktujte naSeho zastupce, ktery vam zprostfedkuje
nakup a instalaci doporucené tiskarny.

Vortex

Jednorazové sterilni pipety

Zafrizeni pro sbér a pfenos vzorku, napfiklad tampon, ktery naleznete v Cepheid Sample
Collection Device (katalogové Ccislo firmy Cepheid 900-0370), jednordzovy odbérovy
tampon (kat. & SDPS-120) nebo v Copan Dual Swab a Transport Systems (139C LQ
STUART)

7. Upozornéni a bezpecnostni opatreni

¢ Se v8emi biologickymi vzorky i s pouZitymi kazetami zachazejte jako s potencialnimi nosici
infek&nich Castic. JelikoZ je Casto nemozné zjistit, ktery material je infekCni, se vSemi
biologickymi vzorky by mélo byt manipulovano za pouziti vSeobecnych bezpecénostnich
opatfeni. Navod pro manipulaci se vzorky je k dispozici v americkych Centrech pro
kontrolu a prevenci chorob (U.S. Centers for Disease Control and Prevention) a
v Institutu klinickych a laboratornich standardu (Clinical and Laboratory Standards
Institute)8:19,

e Dodrzujte bezpec€nostni predpisy stanovené vasi instituci pro praci s chemikaliemi a
biologickymi vzorky.

o Méjte Cisté laboratorni plasté a rukavice. Mezi zpracovanim jednotlivych vzorkua si rukavice
vymeénujte.

¢ Nenahrazujte Cinidla Xpert C. difficile BT jinymi Cinidly.

¢ Viko kazety Xpert C. difficile BT otvirejte pouze v pfipadé pfidavani vzorku a Cinidel nebo
pfi pfenosu vzorku z plvodni kazety do nové kazety kvuli opakovani testu.

o Nepouzivejte kazetu, ktera po vybaleni upadla.

e S kazetou netfeste. Otfesy nebo pady kazety po otevfeni vika mohou byt pfi¢inou
neplatnych vysledku.

¢ Nepouzivejte kazetu, ktera obsahuje poskozenou reakéni zkumavku.

¢ Nedavejte identifikacni Stitek vzorku na viko kazety a na ¢arovy kod.

o Kazda kazeta Xpert C. difficile BT k jednorazovému pouziti je uréena k provedeni jednoho
testu. Upotfebenou kazetu znovu nepouzivejte.



e O spravné likvidaci pouzitych kazet a Cinidel se informujte u personalu odpovédného za

nakladani s odpadem ve vasi instituci. Tento material mize vykazovat charakteristiky
nebezpecného odpadu, na jehoz likvidaci jsou kladeny specifické pozadavky. Instituce by
mély kontrolovat dodrzovani mistnich a celostatnich predpisi o nakladani
s nebezpeénym odpadem. PouZitou kazetu Xpert C. difficile BT likvidujte v souladu
s bezpecnostnimi pfedpisy pro likvidaci nebezpeéného odpadu platnymi ve vasi instituci.

o V pfipadé kontaminace pracovisté nebo prostifedi vzorkem nebo kontrolnimi latkami

8. Chemicka nebezpeci

ddkladné vycistéte kontaminovanou plochu roztokem chlorového bélidla pro domacnosti
ziedénym v poméru 1:10 a pak opakujte Cisténi pracovni plochy 70 % etanolem. Pfed
dal§im pokracovanim vytiete pracovni povrchy dosucha.

% 125,26

8.1 Reagencie 2

Obsahuje hydroxid sodny

Vystrazny signal: Varovani

Charakterizace nebezpecnosti podle CLP/GHS (Globalné harmonizovaného systému
klasifikace, oznacovani a baleni chemickych latek): H302: Nebezpecéné pfi poziti, H315:
Pusobi podrazdéni pokozky, H319: PUsobi vazné podrazdéni ocni sliznice.

8.2 Vzorkova reagencie

Obsahuje guanidinium thiokyanat

Vystrazny signal: Varovani

Charakterizace nebezpec€nosti podle CLP/GHS: H302: Nebezpelné pii poziti, H412:

Nebezpecny pro vodni organizmy s dlouhodobymi uc&inky, EUHO031: Pfi kontaktu

s kyselinami uvolriuje toxicky plyn.

Doporucena bezpe&nostni opatfeni:

e P264: Po manipulaci si dukladné umyjte ruce.

e P280: Méjte ochranné rukavice/ochranu oc€i/ ochranu tvare.

e P273: Zabrante uniku do zivotniho prostfedi.

e P303+P352: JESTLIZE SE DOSTANE NA KUZI: Umyjte velkym mnozZstvim mydla a
vody.

e P305+P351+P338: JESTLIZE SE DOSTANE DO OCIi: Opatrn& nékolik minut
proplachujte vodou. Mate-li kontaktni Cocky, odstrarite je, puUjde-li to snadno.
Pokracujte v proplachovani.

o P312: Necitite-li se dobfe, volejte tisfiovou linku nebo Iékare.

P501: Pfi nakladani sobsahy a nadobami  dodrZzujte mistni a

regionalni/celostatni/mezinarodni pfedpisy.

P362: Sundejte kontaminované odévy a pfed opétovnym pouzitim je vyperte.

P321: K specifickému oSetfeni viz doplfikovou informaci o prvni pomoci.

P332+P313: Dojde-li k podrazdéni pokozky, vyhledejte radu/pomoc Iékare.

P337+P313: Pretrvava-li podrazdéni oci, vyhledejte radu/pomoc Iékare.

9. Odbér a preprava vzorku

1. Odeberte vzorek stolice do sterilni nadobky. Dodrzujte pfedpisy vasi instituce pro sbér

vzork(l na testy C. difficile.

2. Oznacte vzorek identifikacnim Cislem pacienta a zaslete do laboratofe k testovani.



3. Vzorky skladujte pfi 2-8 °C. Vzorek je stabilni po dobu 5 dnl pfi 2 — 8 °C. Alternativné
mohou byt vzorky skladovany pfi pokojové teploté (20-30 °C) po dobu 24 h.

10. Pracovni postup

10.1 Priprava kazety

Dulezité: Test zahajte do 30 minut po pridani vzorku do kazety.
PFidani vzorku do kazety (Xpert C. difficile BT):

1. Vyjméte kazetu a Cinidla z obalu.
2. Kratce omocdte tampon ve vzorku stolice. Tampon nemusi byt Uplné nasakly.
3. Ponofte tampon do zkumavky Sample Reagent obsahuijici ¢inidlo na vzorky.

Poznamka: Pouzijte sterilni gazu pro snizeni rizika kontaminace.

4. Drzte tampon za ty€inku blizko okraje zkumavky, povytahnéte tampon nékolik milimetrd
nad dno zkumavky a zatlac¢te ty&inku proti okraji zkumavky, aby se zlomila. Pfesvédcte
se, Ze je ty€inka dostateCné kratka, aby bylo mozné zkumavku pevné uzavfit vickem.
Uzavrete vicko a vortexujte 10 sekund pfi vysoké rychlosti.

Otevrete viko kazety. Pouzijte Cistou pipetu a preneste cely obsah zkumavky Sample
Reagent do otvoru ,S* v kazeté Xpert C. difficile BT.

7. Uzavrete viko kazety.

o 0

Komora pro vzorek

(velky otvor)

Obrazek €. 1: Kazeta Xpert C. difficile BT (pohled shora)

10.2 Zahdjeni testu

Dulezité: Pfed zahajenim testu se ujistéte, Ze popis analyzy Xpert C. difficile BT byl vlozen
do pocitace.

Tato Cast popisuje zakladni kroky testu. Pro podrobny navod viz operaéni manual systému
GeneXpert Dx nebo GeneXpert Infinity.

1. Zapnéte pfristrojovy systém GeneXpert:

- Pouzivate-li pfistroj GeneXpert Dx, nejprve zapnéte pfistroj a pak zapnéte pocitac.
Software GeneXpert se automaticky nacte nebo mize vyzadovat dvojklik na ikonu
Windows® na obrazovce.



nebo

- Pokud pouzivate pfistroj GeneXpert Infinity, zapnéte pfistroj. Software se nacte
automaticky nebo muze vyzadovat dvojklik na ikonu na obrazovce.

2. Prihlaste se do software pfistrojového systému GeneXpert za pouziti vaSeho
uzivatelského jména a hesla.

3. Vokné systému GeneXpert kliknéte na Create Test (GeneXpert Dx) nebo Orders a
Order Test (Infinity). Otevie se okno Create Test.

4. Naskenujte identifikacni C€islo pacienta (skenovani neni nezbytné). Pokud zadate
identifikani Cislo pacienta pres klavesnici, pfesvédCte se, ze jste vyplnili spravné. Toto
Cislo je pfifazeno k vysledkim testu a zobrazi se v okné View Results (zobrazeni
vysledkl). Naskenujte identifikani Cislo vzorku. Pokud zadate identifikacni Cislo vzorku
pfes klavesnici, pfesvédéte se, Ze jste vyplnili spravné. Toto Ccislo je pfifazeno
k vysledkim testu a zobrazi se v okné View Results (zobrazeni vysledku).

5. Naskenujte ¢arovy kod na kazeté Xpert C. difficile BT. Pomoci informaci z ¢arového kodu
software automaticky vyplni nasledujici pole: Select Assay (vybrat analyzu), Reagent Lot
ID (Cislo Sarze cinidel), Cartridge SN (vyrobni €. kazety) a Expiration Date (expiracni
doba).

Poznamka: Pokud se ¢arovy kod neoskenuje, opakujte test s novou kazetou. Potupuijte
pritom podle pokynl z ¢asti 15, Postup opakovani testu.

6. Kliknéte na Start Test (GeneXpert Dx) nebo Submit (Infinity). Uvedte své heslo do
dialogového okna, které se objevi.

7. U systému GeneXpert Infinity umistéte kazetu na dopravnikovy pas. Kazeta se nacte
automaticky, test se spusti a pouZita kazeta bude vyhozena do odpadni nadoby.

nebo

Pro pfistroj GeneXpert DX:

a. Otevrete dvifka pfistrojového modulu s blikajicim zelenym svétlem a viozZte kazetu.

b. Zavrete dvitka. Testovani je zahajeno a zelené svétlo prestane blikat. Po ukon&eni
testu svétlo zhasne.

c. Vyckejte, az systém uvolni zamek dvifek; poté vyjméte kazetu.

d. Pouzité kazety by mély byt likvidovany v pfisluSnych odpadnich nadobach podle
obvyklych postupt vasi instituce.

10.3 Zobrazeni a tisk vysledku

V této Céasti jsou popsany zakladni kroky pfi prohlizeni a tisku vysledkd. K podrobnym
instrukcim tykajicim se zobrazeni a tisku vysledkl viz opera¢ni manual systému Gene Xpert
Dx nebo GeneXpert Infinity.



11 Kontrola kvality

Kazdy test zahrnuje kontrolu zpracovani vzorkl (SPC) a kontrolu sondy (PCC).

Kontrola zpracovani vzork( (SPC) — zajiStuje, Ze vzorek byl spravné zpracovan. SPC
obsahuje spory bakterie Bacillus globigii ve formé& suché desticky spor, ktera je pfitomna
v kazdé kazeté a zajiStuje odpovidajici zpracovani bakterii ve vzorku. SPC provéfuje, ze
probéhla lyza bakterii C. difficile (jsou-li ve vzorku pfitomné) a spory a ovéfuje tak, Ze
zpracovani vzorku je odpovidajici. Navic tato kontrola zjistuje inhibici testu real-time PCR, ,
zajiStuje vhodné podminky (teplotu a ¢as) reakce PCR, aby umoznovaly amplifikaci reakce, i
funkénost reagencii PCR. SPC by méla byt pozitivni v negativnich vzorcich a mize byt
negativni &i pozitivni v pozitivnich vzorcich. SPC je vyhovujici, pokud spini potvrzené
podminky platnosti.

Kontrola sondy (PCC) — pfed zahajenim PCR reakce systém GeneXpert méfi intenzitu
fluorescence sondy pro kontrolu rehydratace lyofilizované kapky, naplnéni reakénich
zkumavek, neporuSenost sondy a stability barviva. Kontrola sondy je vyhovujici, pokud spini
stanovené podminky platnosti.



12. Hodnoceni vysledki

Vysledky jsou pfistrojovymi systémemy GeneXpert interpretovany za pouziti ulozeného
algoritmu vypocCtu z naméfenych hodnot fluorescence a zobrazi se v okné View Results.
Mozné vysledky jsou zobrazeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Vysledky a interpretace testu Xpert C. difficile BT

Vysledek

Interpretace

Toxigenic C. diff
POS,

Binary Toxin NEG,
027 NEG

Viz obr. 2

Byly detekovany cilové sekvence DNA C. difficile produkujici toxin.

C. difficile produkujici toxin — cilova sekvence C. difficile (gen toxinu B) ma Ct

v platném rozmezi a koncové vyhodnoceni nad minimalnim nastavenim.

e  Gen binarniho toxinu a delece tcdC na 117 nejsou detekovany.

e SPC - NA (not applicable — nehodnoti se); SPC se pomiji, protoze amplifikace cilové
sekvence C. difficile m(iZze konkurovat této kontrole.

e  Probe Check (kontrola sondy) — PASS; vSechny vysledky kontroly sondy jsou platné.

Toxigenic C. diff
POS,

Binary Toxin POS,
027 NEG

Viz obr. 3

Byly detekovany cilové sekvence DNA C. difficile produkujici toxin.

e Cilové sekvence C. difficile (gen toxinu B plus gen binarniho toxinu) maji Ct
v platném rozmezi a koncova vyhodnoceni nad minimalnim nastavenim; delece
tcdC na 117 neni detekovana.

e SPC - NA (not applicable — nehodnoti se); SPC se pomiji, protoze amplifikace cilové
sekvence C. difficile m(iZe konkurovat této kontrole.

e  Probe Check (kontrola sondy) — PASS; vSechny vysledky kontroly sondy jsou platné.

Toxigenic C. diff
POS,

Binary Toxin POS,
027 PRESUMPTIVE
POS

Viz obr. 4

Byly detekovany cilové sekvence DNA bakterie C. difficile a predpokladany typ 027
produkujici toxin.

e Vsechny cilové sekvence C. difficile a predpokladany typ 027 produkujici toxin
(toxin B, binarni toxin a delece tcdC na 117), maji hodnotu Ct v platném rozmezi a
koncova vyhodnoceni nad minimalnim nastavenim.

e SPC — NA (not applicable — nehodnoti se); SPC se pomiji, protoze amplifikace cilové
sekvence C. difficile mize konkurovat této kontrole.

e  Probe Check (kontrola sondy) — PASS; vSechny vysledky kontroly sondy jsou platné.

Toxigenic C. diff
NEG,

Binary Toxin POS,
027 NEG

Viz obr. 5

Nebyly detekovany genové sekvence DNA C. difficile produkujici toxin B; ale je
detekovdna jina sekvence (gen bindrniho toxinu), kterd ma Ct v platném rozmezi a
koncové vyhodnoceni nad minimdlnim nastavenim. Klinicky vyznam izolat pozitivnich
jen na binarni toxin jesté neni urcen.

e SPC — NA (not applicable — nehodnoti se); SPC se pomiji, protoze amplifikace cilové
sekvence C. difficile mize konkurovat této kontrole.
e  Probe Check (kontrola sondy) — PASS; vSsechny vysledky kontroly sondy jsou platné.

Toxigenic C. diff
NEG,

Binary Toxin NEG,
027 NEG

Cilové sekvence DNA C. difficile (gen toxinu B, gen binarniho toxinu) nejsou detekovany.

e Cilové sekvence C. difficile produkujici toxin (toxin B a binarni toxin) nejsou
detekovany; jiné cilové sekvence DNA pro toxigenni C. difficile (delece tcdC na 117)
nejsou detekovany.

e SPC — PASS; SPC ma Ct v platném rozmezi a koncové vyhodnoceni nad minimalnim




Viz obr. 6

nastavenim.
e Probe Check (kontrola sondy) — PASS; vSsechny vysledky kontroly sondy jsou platné.

INVALID Pfitomnost nebo nepfitomnost cilové DNA C. difficile nemUze byt stanovena, opakujte
test podle ndvodu v casti 15, Postup opakovani testu. SPC nespliuje poZadované
Viz obr. 7 podminky platnosti, vzorek nebyl nalezité zpracovan nebo doslo i inhibici reakce PCR.
e INVALID — Pfitomnost nebo nepfitomnost cilové DNA C. difficile nemUlzie byt
stanovena.
e SPC — FAIL; cilovy vysledek SPC je negativni a Ct SPC neni v platném rozmezi a
koncové vyhodnoceni je pod minimdlnim nastavenim.
e  Probe Check (kontrola sondy) — PASS; vSsechny vysledky kontroly sondy jsou platné.
ERROR Pfitomnost nebo nepfitomnost cilové DNA C. difficile nemUzZe byt stanovena, opakujte
test podle navodu v ¢asti 15, Postup opakovani testu. Probe Check (kontrola sondy)
selhala pravdépodobné v dlsledku nespravného naplnéni reakéni zkumavky, nebo byl
zjistén problém ve zkousce integrity nebo byly prekroceny limity maximalniho tlaku.
e  Toxin B—ZADNY VYSLEDEK
e Binarni toxin — ZADNY VYSLEDEK
e  tcdCA117 — ZADNY VYSLEDEK
e SPC-—ZADNY VYSLEDEK
e  Probe Check (kontrola sondy) — FAIL* (neaplikovatelnd)
*)estlize kontrola sondy probéhne, je chyba zplsobena selhanim néjaké soucasti
systému.
NO RESULT e Toxin B—ZADNY VYSLEDEK

e  Binarni toxin — ZADNY VYSLEDEK

e  tcdCA117 — ZADNY VYSLEDEK

e  SPC—ZADNY VYSLEDEK

e  Probe Check (kontrola sondy) — NA (neaplikovatelnd)




Poznamka: llustrace v této ¢asti (Obr. 2, Obr. 3, Obr. 4, Obr. 5, Obr. 6, Obr. 7) zobrazuji
monitory pfistroje GeneXpert Dx fizené softwarem GeneXpert Dx.

Obrazek 2: Priklad vysledk(: toxigenni C. diff pozitivni, binarni toxin negativni a 027
negativni.

Obrazek 3: Priklad vysledk(: toxigenni C. diff pozitivni, binarni toxin pozitivni a 027
negativni.



Obrazek 4: Priklad vysledku: toxigenni C. diff pozitivni, binarni toxin pozitivni a 027
presumptivné pozitivni.

Obrazek 5: Priklad vysledkl: toxigenni C. diff negativni, binarni toxin pozitivni a 027
negativni.



Obrazek 6: Priklad vysledku: toxigenni C. diff negativni, binarni toxin negativni a 027
negativni.

Obrazek 7: Pfiklad neplatného vysledku.



13 Diivody pro opakovani testu

Pokud se vyskytne néktery z nize uvedenych vysledku testu, opakujte test podle navodu
v Casti 14. Postup opakovani testu (viz nize).

Neplatny (INVALID) vysledek naznacuje, zZe kontrola SPC je neplatna. Vzorek nebyl
fadné zpracovan nebo reakce PCR byla inhibovana.

Chybny vysledek (ERROR) naznaluje, Ze kontrola sondy je neplatna a test selhal
pravdépodobné nasledkem nespravného naplnéni reakéni zkumavky, zjisténému
problému s integritou sondy, nebo byl pfekro€en maximalni povoleny limit tlaku ¢i zjiSténa
chyba nastaveni ventilu.

Zadny vysledek (NO RESULT) naznaduje, e shromazdéna data nebyla dostateéna.
Napfiklad obsluha zastavila pravé probihajici test.

14 Postup opakovani testu

Opakovani testu provadéjte do 3 hodin po ziskani neurcitého vysledku, pouZzijte novou
kazetu (kazetu nepouZivejte znovu) a nova cCinidla.

1. Ze soupravy vyjméte novou kazetu.

2. Cely zbyvajici obsah z komory vzorkl pfeneste do nové zkumavky Sample Reagent
pomoci jednorazové prenosove pipety.

3. Promichejte na vortexu a preneste cely obsah Sample Reagent do otvoru S komory
vzorku na nové kazeté Xpert C. difficile BT.

4. Uzavrete vicko a zaCnéte novy test.

Pokud opakujete test po 3 hodinach od ziskani neurcitého vysledku, pouzijte novy tampon
pro odebrani materialu z pavodniho vzorku pacienta.

15 Omezeni

Izolaty pfedstavujici toxinotyp XIV (bez ribotypu 027) budou ve zkousce Xpert C. difficile
BT vyhodnoceny jako Toxigenic C. diff POS; Binary Toxin POS; 027 Presumptive
POS.

Vysledek Toxigenic C. diff NEG; Binary Toxin POS; 027 Presumptive NEG muze
skryvat toxin B genu nebo tcdCA117 pod LoD zkousSky.

Izolaty predstavujici toxinotypy 1V, V, X (bez ribotypu 027) mohou byt ve zkouSce Xpert
C. difficile BT pfilezitostn& vyhodnoceny jako Toxigenic C. diff POS; Binary Toxin POS;
027 Presumptive POS.

Platnost testu Xpert C. difficle BT muze byt potvrzena pouze pfi dodrzeni postupu
uvedenych v tomto pfibalovém letaku. Zmény téchto postupl mohou pozménit vysledky
testu.

Vysledky testu Xpert C. difficile BT by mély byt hodnoceny ve spojitosti s dalSimi
laboratornimi a klinickymi udaji, které jsou lékafi k dispozici.

Chybny vysledek testu muze vzniknout nasledkem nespravného odbéru vzorkd, pfi
nedodrzeni doporu€enych postupl pro sbér, manipulaci a skladovani vzorkd, v dusledku
technické chyby, zamény a smiSeni vzorkl, nebo pokud je mnoZstvi mikroorganismu ve
vzorku pfilis nizké, a proto timto testem nedetekovatelné. Aby nedochazelo k chybnym
vysledkim, je nutné peclivé dodrZzovat pokyny uvedené v tomto letaku.



V disledku zfedéni pfi opakovani testu je mozné, ze vzorky pozitivni na C. difficile, které
jsou velmi blizko nebo na hranici detekce (LoD) zkousky C. difficile BT, budou vykazovat
faleSné negativni vysledky.

Byla pozorovana inhibice zkousky C. difficile BT v pfitomnosti nasledujicich substanci:

oxid zine¢naty v kosmetickych pfipravcich a krému Vagisil®.

PFicinou infekce SDI mohou byt jiné kmeny nez 027.

FaleSné negativni vysledky se mohou objevit v disledku genomovych mutaci, vlozeni,
deleci nebo preusporadani nebo kdyz je zkousSka provedena velmi brzy v pribéhu
onemocnéni.

Pozitivni vyslekdy ziskané u pacientd s oslabenou imunitou mohou byt odrazem
asymptomatického vyskytu C. difficile.

Detekce nukleové kyseliny C. difficile ve stolici potvrzuje vyskyt téchto organismu v téle
pacientd s prdjmovym onemocnénim, ale nemusi dokazovat, ze C. difficile je pfiCinou
tohoto onemocnéni.

Charakteristiky provadénych testu se netykaji pacientd mladsich dvou let.

16 Oc¢ekavané hodnoty

Do klinické studie provedené testem Xpert C. difficle BT bylo zahrnuto 2 293 vzorki
nezatvrdlé stolice ze sedmi stfedisek ze Spojenych statl a Kanady. Podty a procenta
pfipadd kultur pozitivnich na toxigenni C. difficile jsou v Tabulce 2 a v Tabulce 3 uvedeny

podle véku, resp. pohlavi.

Tabulka 2: Pozorovany vyskyt toxigenni C. difficile podle vékovych skupin?

Vékova skupina | N Vyskyt C. difficile Vyskyt binarniho | Vyskyt 027
(véetné 027) toxinu
2-5 16 37,5 % (6/16) 12,5 % (2/16) 12,5 % (2/16)
6-21 105 12,4 % (13/105) 2,9 % (3/105) 0,9 % (1/105)
22-59 898 16,4 % (147/898) 4,8 % (43/898) 3,3 % (30/898)
=60 1274 20,7 % (264/1274) | 9,2 % (117/1274) | 7,2 % (92/1274)
Celkem 2293 18,8 % (430/2293) | 7,2 % (165/2293) | 5,5 % (125/2293)

a Na zakladé vysledku Xpert C. difficile BT

Tabulka 3: Pozorovany vyskyt toxigenni C. difficile podle pohlavi®

Pohlavi | N Vyskyt C. difficile | Vyskyt binarniho | Vyskyt 027
(véetné 027) toxinu

Muzi 1072 | 18,8 % (195/1072) | 6,3 % (68/1072) 5,0 % (54/1072)

Zeny 1221 | 19,2 % (235/1221) | 7,9 % (97/1221) 5,8 % (71/1221)

Celkem | 2293 | 18,8 % (430/2293) | 7,2 % (165/2293) | 5,5 % (125/2293)

8 Na zakladé vysledk( Xpert C. difficile BT



17 Charakteristiky vysledki ziskanych testem Xpert C. difficile BT

17.1 Klinické hodnoceni vysledki

Charakteristiky testu Xpert C. difficile BT byly zjiStovany ve vyzkumné studii provadéné v
sedmi americkych a kanadskych institucich. Studie se zakladala na srovnani testu Xpert C.
difficile BT s testem neutralizace cytotoxicity bunééné kultury (CCCN) na izolatech referen¢ni
kultury a testem kmenové typizace na toxigennich kmenech s naslednou ribotypizaci
pozitivnich vzork( za pouziti PCR.

Zkoumanymi subjekty byli jednotlivci, u nichz rutinni péCe vyzadovala testovani na
pfitomnost C. difficile. Pro testovani zkouskou Xpert C. difficile BT byla odebrana ¢ast vzorku
nezatvrdlé stolice kazdého pacienta. Zbyvajici mnozstvi vzorku bylo odeslano do ustfedni
laboratofe k testovani referenéni kultury a cytotoxinu B. Kazdy vzorek stolice byl naockovan
do predredukovaného cykloserin-cefoxitin-fruktézového agaru — v misce D (direkt plate) pro
pfimé testovani (CCFA-D) a do cykloserin-cefoxitinového mannitolu s taurocholatnim
lysozomnim cysteinem (CCMB-TAL). Po 24 hodinach byla kultura z CCMB-TAL pfenesena
do druhé misky (obohacené — enriched). Tato metoda kultivace pfimych a obohacenych
kultur bude dale oznacovana jako ,referenéni kultura®.

Jestlize byla z misky D izolovana C. difficile a jestlize byl izolat ve zkousce CCCN pozitivni,
vzorek byl klasifikovan jako ,toxigenni C. difficile pozitivni® a CCFA-E se uz dale
neanalyzovala. Jestlize z misky D C. difficile izolovana nebyla nebo byl izolat ve zkousce
CCCN negativni, dale se neanalyzovala CCFA-E.

Jestlize byla CCFA-E na C. difficile pozitivni, jestlize byl izolat ve zkouSsce CCCN pozitivni,
vzorek byl klasifikovan jako ,toxigenni C. difficile pozitivni“. Vzorek byl hodnocen jako
negativni, pokud CCFA-E byla negativni na C. difficile nebo byl izolat zjistén jako negativni
ve zkouSce CCCN.

PFi nasledujicim testovani referenénich kultury byly toxigenni C. difficile pozitivni izolaty
zaslany do druhého souboru referenCnich laboratofi pro identifikaci kmene ribotypizaci
metodou PCR.

Vysledky zkousky Xpert C. difficile BT byly vypocitany vzhledem k vysledkim pfimé kultury
s typizaci kmenU a referencni kultury s typizaci kmenu.

17.2 Celkové vysledky

ZkouSkou Xpert C. difficile BT metodami pfimé kultury a referenéni kultury bylo testovano
celkem 2 293 vzorku.

Vysledky testu Xpert C. difficile BT vs. pfima kultivace

V porovnani pfimé kultivace s PCR-ribotypizaci vykazoval test Xpert C. difficile BT citlivost a
specificitu pro toxigenni C. difficile 98,78 %, resp. 90,86 %. Test Xpert C. difficile BT rovnéz
vykazoval 100% shodu u pozitivniho nalezu 027 a 97,70% shodu u negativniho nalezu 027
(Tabulka 4).



Tabulka 4: Test Xpert C.

difficile BT vs. pfima kultivace a PCR-ribotypizace

Direct Culture and PCR-Ribotyping
Toxin B+ Toxin B+ a

NEG Total

027 + 027 -
Toxin B+
s 74 4 A7 125
Xpert Lo 0 164 140 204
C. difficile 027-

BT’ NEG 0 3 1860 1863
Total 74 171 2047 2292

Toxigenic €. difficile

Toxigenic C. difficile | 027

Sensitivity: 98.78% (242/245)
Specificity: 90.86% (1860/2047)
Accuracy91.71% (2102/2292)

PPVE: 56.41% (242/429)
NPV9:99.84% (1860/1863)

Pos Agreement: 100% (74/74)
Neg Agreement: 97.70% (2167/2218)
Accuracy: 97.77% (2241/2292)
PPV: 59.20% (74/125)

NPV 100% (2218/2218)

a Jeden izolat nebo klasifikovatelny v disledku kontaminace:

zahrnut.

b Uvedené vysledky Xpert C. difficile BT zahrnuji prvni a druhy pokus. Pfi prvnim pokusu bylo

neurcitelnych pfiblizné 3,2% vzorka.
¢ pozitivni prediktivni hodnota.
d negativni prediktivni hodnota.

tento vzorek nebyl ve statistikach

Vysledky testu Xpert C. difficile BT vs. referenéni kultura

Vzhledem k referenéni kultufe s PCR-ribotypizaci vykazovala Xpert C. difficile BT citlivost a
specificitu pro toxigenni C. difficile 93,39%, resp. 94,02%. Xpert C. difficile BT rovnéz
vykazovala 98,89% shodu u pozitivniho nalezu 027 a 98,36% shodu u negativniho nalezu

027 (Tabulka 5).




Tabulka 5: Test Xpert C. difficile BT vs. referen¢ni kultura a PCR-ribotypizace

Reference Culture and PCR-Ribotyping
Toxin B+ Toxin B+ -
S et NEG Total
Toxin B+
P 89 5 31 125
Xpert i
pert | Toxin B+ 0 217 86 303
C. d.':frf:]cﬁe 027-
B
NEG 1 21 1841 1863
Total 90 243 1958 2291
Toxigenic C. difficile Toxigenic C. difficile | 027
Sensitivity: 93.39% (311/333) Pos Agreement: 98.89% (89/90)
Specificity: 94.02% (1841/1958) Neg Agreement: 98.36% (2165/2201)
Accuracy 93.93% (2152/2291) Accuracy: 98.38% (2254/2291)
PPVE: 72.66% (311/428) PPV: 71.20% (89/125)
NPV 98.82% (1841/1863) NPV: 99.95% (2165/2166)

a Jeden izolat nebo klasifikovatelny v dusledku kontaminace: tento vzorek nebyl ve statistikach
zahrnut.

b Uvedené vysledky Xpert C. difficile BT zahrnuji prvni a druhy pokus. Pfi prvnim pokusu bylo
neurcitelnych pfiblizné 3,2 % vzork(.

¢ pozitivni prediktivni hodnota.

d negativni prediktivni hodnota.

Shrnuti

Tabulka 6 uvadi celkovy poclet vzorkl pro kazdy zriznych vysledkd u 2 293 vzorkd
zahrnutych v analyze klinickych vysledka.

Tabulka 6: Celkové vysledky zkouska Xpert C. difficile BT

Test Result N
Toxigenic C. diff POS; Binary Toxin NEG; 027 NEG 272
Toxigenic C. diff POS; Binary Toxin POS; 027 NEG 36
Toxigenic C. diff POS; Binary Toxin POS; 027 PRESUMPTIVE POS 122
Toxigenic C. diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG 7a
Toxigenic C. diff NEG; Binary Toxin NEG; 027 NEG 1856
Total 2293

aV dodateénych testech vykazaly 4 ze 7 kmenu gen toxinu B.
Uzivani antibiotik

Mezi 2 293 pfipady zahrnutymi v hlavni databazi bylo uzivani antibiotik béhem 2 mésicu
pred sbérem vzork( hlaSeno u 1 630 pacientl, u 570 bylo potvrzeno, Ze zadna antibiotika
neuzivali; u 93 pfipadu byl status ohledné antibiotik neznamy. UZivani antibiotik nezpusobilo
statisticky vyznamny rozdil ve vysledcich.



18. Analyticka ucinnost

18.1 Analyticka specificita

Ve zkouSce Xpert C. difficile BT bylo sebrano, kvantifikovano a testovano padesat pét
kmena. Tyto kmeny pochazely z Americké sbirky typU kultur (American Type Culture
Collection, ATCC), Sbirky kultur Univerzity v Gétegorgu (Cultur Collection University
of Gotegorg, CCUG), Némecké sbirky mikroorganismi a bunéénych kultur (DSMZ),
Stfedisek pro kontrolu a prevenci chorob (Centers for Disease Control and Prevention,
CDC), Institutu vefejného zdravi, Maribor, Slovinsko, a Svédského Institutu infekénich chorob
(SMI).

Mezi testovanymi bakterialnimi druhy bylo deset (10) netoxigennich kmend C. difficile a
jedenact (11) jinych druht nez Clostridium difficile, patficich ke stejnému rodu. Testované
organismy byly identifikovany bud jako gram-pozitivni, nebo gram-negativni (18). Organismy
byly dale klasifikovany jako aerobni (24), anaerobni (29) nebo 2 mikroaerobni.

Kazdy kmen byl testovan ve tfech exemplafich v koncentracich od 1,1x108 po 2,2x1010
CFU/stér. Do studie byly zahrnuty pozitivni a negativni kontroly. V podminkach studie
vSechny izolaty vykazovaly negativni vysledky pro toxigenni C. diff, binarni toxin i 027 (viz
tabulka 7). Analyticka specificita byla 100 %.

K dikazu specificity zkouSky na binarni toxin byly testovany dals$i fady druhd rodu
Clostridium.



Tabulka 7: Specificita vysledk( studie pro vyskyt genu binarniho toxinu

Genus Species Number Tested Toxin A/B Binary Toxin
Clostridium | aldenense 2 neg neg
Clostridium | aminovalericum-iike neg neg
Clostridium | baratii 2 neg neg
Clostridium | bartietti 1 neg neg
Clostridium | bifermentans 2 neg neg
Clostridium | bolteae 2 neg neg
Clostridium | butyricum 2 neg neg
Clostridium | cadaverns 2 neg neg
Clostridium | celerecrescens 2 neg neg
Clostridium | citroniae 2 neg neg
Clostridium | clostridioforme 2 neg neg
Clostridium | cochlearium 1 neg neg
Clostridium | colicanis 2 neg neg
Clostridium | disporicum 1 neg neg
Clostridium | fallax 2 neg neg
Clostridium | glycolicum 2 neg neg
Clostridium | hastiforme 1 neg neg
Clostridium | hathewayi 2 neg neg
Clostridium | hylemonae 2 neg neg
Clostridium | innocuum 2 neg neg
Clostridium | lactatifermentans 2 neg neg
Clostridium | lavalense 1 neg neg
Clostridium | limosum 2 neg neg
Clostridium | mangenotii 1 neg neg
Clostridium | mayombei-ike 1 neg neg
Clostridium | novyi 2 neg neg
Clostridium | paraputrificum 2 neg neg
Clostridium | perfringens 2 neg neg

VSechny izolaty neobsahujici binarni toxin byly pfi zkoudce Xpert C. difficile BT negativni.

18.2 Analytickd citlivost

K uréeni 95% intervall spolehlivosti pro analytickou mez detekce (LoD) byly provedeny
studie C. difficile zfedéné do fekalni matrice lidského puvodu, které Ize zjistit pomoci testu
Xpert C. difficile BT. Matrice sestavala z lidskych fekalii (testem Xpert C. difficile BT ur&enych
jako C. difficile negativni) zfedénych v PBS s 15% glycerolem. LoD je definovana jako
nejnizsi poCet jednotek tvoficich kolonii (CFU) na jeden tampdn, ktery Ize reprodukovatelné
rozlisit od negativnich vzorku s 95% jistotou.



U kazdé zkouSené koncentrace C. difficile (CFU/stér) bylo zkouSeno a vyhodnoceno 20
replikatt byly vyhodnoceny pro 7 riznych kmenu C. difficile pfedstavujicich toxinotypy 0 (dva
kmeny), lll (dva kmeny), IV, V a VIl (jeden z kazdého kmene).

Odhady a intervaly spolehlivosti byly stanoveny pomoci logistické regrese (pocet pozitivnich
vysledki na pocet replikatl na kazdé urovni) v rozsahu testovanych CFU. Intervaly
spolehlivosti byly stanoveny pomoci odhadd maximalni pravdépodobnosti na parametrech
logistického modelu za pouziti velkého vzorku variaéné-kovarianéni matice.. Body odhadu
LoD a 95% horni a dolni intervaly spolehlivosti pro kazdy testovany toxinotyp C. difficile jsou
shrnuty v tabulce 8.

Tabulka 8: 95% intervaly spolehlivosti pro analytické LoD- C. difficile

Strain ID Toxinotype {C:;a?ga‘};b} Lower 95% ClI | Upper 95% CI

VPI 10463 (CCUG19126) 0 255 190 632
90556-M6S (ATCC9689) 0 460 419 587
LUMC-1 (027)3 I 23 19 31

LUMC-5 (027)2 I 75 45 176
LUMC-7 ' 45 34 104
LUMC-6 VIl 60 50 74
9101 Xl 41 34 49

2 PCR ribotypovani

Vysledky této studie ukazuji, Ze test Xpert C. difficile BT bude vykazovat pozitivni vysledek
C. difficile 95% ¢&asu u fekalniho vzorku obsahujiciho 460 CFU/vytérovy tampdn a
presumtivni pozitivni vysledek 027 95% ¢asu pro 75 CFU/vytérovy tampén.

Kromé stanoveni LoD bylo pomoci testu Xpert C. difficile BT testovano osmnact kmenu C.
difficile pfedstavujicich toxinotyp O plus 12 variant toxinotypl, v&etné ¢ty 027 izolatl
toxinotypu Ill. Kmeny C. difficile byly vybrany tak, aby Siroce reprezentovaly vétSinu
toxinotypu C. difficile, které se v praxi vyskytuji. Zasobni kultury byly pfipraveny
rozsuspendovanim bakterialniho narlstu z agarovych destiCek v pufru PBS obsahujicim
15% glycerolu. Koncentrace kazdého roztoku byla upravena na 1,4-5,9 jednotek McFarland.
VSechny kmeny byly sériové zfedény na pfiblizné 900 CFU / tampdn a testovany trojmo.

Za podminek této studie test Xpert C. difficile BT spravné identifikoval vS§ech 18 kmenl
testovanych jako toxické C. diff POS. V panelu bylo zafazeno 8 toxinotypu, které byly
pozitivni také pro produkci binarniho toxinu (CDT). VSechny byly s pouzitim testu Xpert C.
difficile BT CDT pozitivni. VSechny ¢Ctyfi 027 izolaty reprezentujici toxinotyp Il byly spravné
oznadeny jako toxické C. dif. POS; Binarni toxin POS; 027 PRESUMPNI POS.

Sedm izolatd C. difficile z PCR ribotypu 033 a tfi dalsi izolaty C. difficile pfibuznych PCR
ribotypu, které byly negativni pro tcdA a tcdB, ale produkovaly binarni toxin (CDT) 22, byly
testovany pomoci testu Xpert C. difficile BT. VSech 10 izolatl poskytlo pozitivni vysledky
pouze pro binarni toxin (tabulka 9), coz potvrzuje schopnost testu detekovat izolaty, které
jsou toxin A-, toxin B-, binarni toxin +).



Tabulka 9: Testované organismy, které produkuji pouze binarni toxin (Toxin A-, Toxin B-) v
testu Xpert C. difficile BT

Organism Strain ID Ri:z;t?pe Test Result

C. difficile CD12-066 033 Toxigenic C.diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG
C. difficile CD12-203 033 Toxigenic C.diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG
C. difficile CcD13-022 033 Toxigenic C.diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG
C. difficile 06-08-02 033 Toxigenic C.diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG
C. difficile 06-20-01 033 Toxigenic C.diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG
C. difficile NTO77 033 Toxigenic C.diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG
C. difficile Al-0016 238 Toxigenic C.diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG
C. difficile wWa-0012 239 Toxigenic C.diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG
C. difficile ES-0145 288 Toxigenic C.diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG
C. difficile R-0010 033 Toxigenic C.diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG




18.3 Interferencni latky

Na interferenci s testem Xpert C. difficile BT bylo testovano dvacet jedna (21) biologickych a
chemickych latek obas pouzivanych nebo nalézanych ve vzorcich stolice. Potencialné
rusivé latky zahrnuji krém Vagisil a pastu z oxidu zine¢natého (viz oddil Omezeni). U 19
latek uvedenych v tabulce 10 jsme nedetekovali Zadné ruSeni testu Xpert C. difficile BT.

Tabulka 10: Testované latky, které neinterferovaly s testem Xpert C. difficile BT

Substance Substance

Whole Blood K=Y Jellg.n’GeIrée'a-rE

Karolinska University Hospital McNeil-PPC

Mucin (porcine) WVaseline

Sigma Unilever

Kaopectate® Dulcolax®

Chattem Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals
Immodium® Preparation H Portable Wipes
McMeil-PPC Wyeth Consumer Healthcare

Pepto-Bismol®
Proctor & Gamble

Vaginal Contraceptive Film (VCF)
Apothecus Pharmaceutical

Preparation H® Vancomicin

Wyeth Consumer Healthcare Fluka

Fleet® Metronidazole

CB Fleet Company Actavis

Fecal fats Anusol® Plus

Karolinska University Hospital TM Wamer-Lambert Company
Monistat® E-Z HDTM High Density Barium Sulfate
McNeil-PPC for suspension

E-Z EM Canada

Hydrocortisone Cream
Longs Drugs




19 Reproducibilita

Panel 7 vzorkd s riznymi koncentracemi toxigenni C. difficile a C. difficile Ribotype 027 byl
testovan v 10 rdznych dnech dvéma rdznymi operatory na tfech mistech (7 vzorkd x 2
operatofi/den x 10 dni x 3 mista). Jedna SarZe testu Xpert C. difficile BT byla pouzita na

kazdém ze tfi testovacich mist. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 11 a tabulce 12.

Tabulka 11: Shrnuti vysledkd reproducibility (vSechny)

% Agreement® % Total
Agreement by
Specimen ID site 1 Site 2 site 3 Sample
Neaatve 100% 100% 100% 100%
g (20/20) (20/20) (20/20) (60/60)

— . 100% 100% 100% 100%
TD)(Igenlc C. difficiie H|gh Negatwe [ZDQU} (20!’20} [20‘1.20} [6[];60}

— N 100% 85% B5% 90%
TOX@EFHC C. difficiie Low Positive [20;20:) (1 ?QD) [1 ?QD} [54;60}

— - 100% 100% 100% 100%
Toﬂgen“: C. difficile Moderate Positive [20;20} (20!,20} [2[”.2[]} [EDI{BD}
Toxigenic C. difficile Ribotype 027 100% 100% 100% 100%
High Negative (20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
Toxigenic C. difficiie Ribotype 027 Low 100% 95% 95% 96.7%
Positive (20/20) (19/20) (19/20) (58/60)
Toxigenic C. difficile Ribotype 027 100% 100% 100% 100%
Moderate Positive (20/20) (20/20) (20/20) (60/60)

_ 100% 97 1% 97 1% 98 1%
o,
L sl L (140/140) (136/140) (136/140) (412/420)

& U negativnich a vysoce negativnich vzorku plati: % shody = (# negativni vysledky/ celkové mnozstvi
vzorkl); u nizkych a stfedné pozitivnich vzork(, % shody = (# pozitivni vysledky/celkové mnozstvi
vzorkl).



Tabulka 12: Shrnuti vysledkd hodnot Ct podle urovné vzorku a sondy

SPC

Level Ave StdDev cv

Toxigenic C. diff high neg 3217 0.59 1.83%
Toxigenic C. diff low pos 3214 0.53 1.66%
Toxigenic C. diff mod pos 31.98 0.47 1.47%
027 high neg 3211 0.65 2.03%
027 low pos 31.93 0.72 2.26%
027 mod pos 31.96 0.61 1.90%
Neg 32.26 0.72 2.22%

tcdB (Toxin B)

Level Ave StdDev cv

Toxigenic C. diff high neg 39.59 0.70 1.77%
Toxigenic C. diff low pos 35.88 0.81 2.24%
Toxigenic C. diff mod pos 3217 0.45 1.39%
027 high neg 39.11 0.98 2.50%
027 low pos 35.49 0.58 1.65%
027 mod pos 32.10 0.63 1.97%

Pfidavny panel ze 6 vzorkd, tfi negativni a tfi toxigenni C. difficile s vysoce negativnim
vysledkem byl testovan ve dvou riznych dnech dvéma riznymi operatory na kazdém ze tfi
mist (6 vzork(l x 2 operatofi/den x 5 dni x 3 mista). Vysoce negativni vzorky byly pfipraveny
v koncentraci pod LoD tak, aby daly oCekavany negativni vysledek 20 az 80% C€asu. Jedna
Sarze testu Xpert C. difficile BT byla pouzita na kazdém ze tfi testovacich mist. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce 13.

Tabulka 13: Shrnuti dodate¢nych vysledk( reproducibility

% Agreement? % Total
Agreement by
Specimen ID Site 1 Site 2 Site 3 Sample
Neqative 100% 100% 100% 100%
g (30/30) (30/30) (30/30) (90/90)
L e . 60% 60% 53.3% 57.8%
b
Toxigenic C. difficiie High Negative (18/30) (18/30) (16/30) (52/90)

a (# negativni vysledk /celkovy pocet negativnich vzorku)
b Pro vysoce negativni vzorek se oekava 20-80% shoda.



20 Odkazy

1. Larson HE, Price AB, Honour P, Borriello SP. Clostridium difficile and the aetiology of pseudomembranous
colitis, Lancet 1978; 1:1063-1066.

2. Bartlett JG. Clinical practice. Antibiotic-associated diarrhea. N Engl J Med 2002; 31:334-339

3. Borriello SP. The influence of the normal flora on Clostridium difficile colonization of the gut. Ann Med
1990; 22:61-67

4. Bignardi GE. Risk factors for Clostridium difficile infection. J Hosp Infect 1998; 40:1-15.

5. Kelly CP, Pothoulakis C, Lamont JT. Clostridium difficile colitis. N Engl J Med 1994; 330:257-262.

6. Braun V, Hundsberger T, Leukel P, et al. Definition of the single integration site of the pathogenicity locus of
Clostridium difficile. 1996; Gene 181:29-38.

7. Hammond GA, Johnson JL. The toxigenic element of Clostridium difficile strain VPI 10463. Microb Pathog.
1995;19:203- 213.

8. Sambol SP, Merrigan MM, Lyerly D, et al. Toxin gene analysis of a variant strain of Clostridium difficile that
causes human clinical disease. Infect. Immun 2000;68:5480-5487.

9. Goncalves C, Decre D, Barbut F, et al. Prevalence and characterization of a binary toxin (actin-specific ADP-
ribosyltransferase) from Clostridium difficile. J Clin Microbiol 2004;42:1933-1939

10. Stubbs S, Rupnik M, Gibert M, et al. Production of actin-specific ADP-ribosyltransferase (binary toxin) by
strains of Clostridium difficile. FEMS Microbiol Lett 2000;186:307-12.

11. Popoff MR, Rubin EJ, Gill DM, Boquet P. Action-specific ADP-ribotransferase produced by a Clostridium
difficile strain. Infect Immun 1998;56:2299-2306.

12. MacCannell DR, Louie TJ, Gregson DB, et al. Molecular analysis of Clostridium difficile PCR ribotype 027
isolates from Eastern and Western Canada, J Clin Microbiol. 2006 Jun;44(6):2147-2152.

13. Wilkins TD, Lyerly DM. Clostridium difficile testing: after 20 years, still challenging. Clin Microbiol. 2003
Feb;41:531-534.

14. Delmee M. Laboratory diagnosis of Clostridium difficile disease. Clin Microbiol Infect. 2001;7:411-416.

15. Bauer MP, Notermans DW, van Benthem BH, Brazier JS, et al. Clostridium difficile infection in Europe: a
hospital-based survey. Lancet. 2011;377:63-73.

16. Walker AS, Eyre DW, Wyllie DH, et al. Relationship between bacterial strain type, host biomarkers, and
mortality in Clostridium difficile infection. Clin Infect Dis. 2013; 56:1589-1600.

17. See I, Mu Y, Cohen J, Beldavs ZG, et al. NAP1 strain type predicts outcomes from Clostridium difficile
infection. Clin Infect Dis 2014;58:1394-1400.

18. Kuijper EJ, Coignard B, Tull P. ESCMID Study Group for Clostridium difficile; EU Member States;
European Centre for Disease Prevention and Control.Emergence of Clostridium difficile-associated disease in
North America and Europe. Clin Microbiol Infect. 2006; 12 Suppl 6:2-18.

19. Curry SR, Marsh JW, Muto CA, et al. tcdC genotypes associated with severe TcdC truncation in an epidemic
clone and other strains of Clostridium difficile, J Clin Microbiol. 2007 Jan;45:215-221. Erratum in: J Clin
Microbiol. 2007 Jun;45(6):2103.

20. Weiss K, Boisvert A, Chagnon M, et al. Multipronged Intervention Strategy to Control an Outbreak of
Clostridium difficile Infection (CDI) and Its Impact on the Rates of CDI from 2002 to 2007. Infect Control Hosp
Epidemiol. 2009;30(2):156-162.

21. Eckert C, Emirian A, Le Monnier A, et al. Prevalence and pathogenicity of binary toxin-positive Clostridium
difficile strains that do not produce toxins A and B. New Microbes New Infect. 2014:8;3:12-7.

22. Androga GO, McGovern AM, Elliott B, et al. Evaluation of the Cepheid Xpert C. difficile/Epi and meridian
bioscience illumigene C. difficile assays for detecting Clostridium difficile ribotype 033 strains. J Clin Microbiol.
2015;53:973-5

23. Centers for Disease Control and Prevention. Biosafety in microbiological and biomedical laboratories.
Richmond JY and

McKinney RW (eds) (1993). HHS Publication number (CDC) 93-8395.

24. Clinical and Laboratory Standards Institute. Protection of laboratory workers from occupationally acquired
infections; Approved Guideline. Document M29 (refer to latest edition).

25. REGULATION (EC) No 1272/2008 OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL of 16
December 2008 on the classification labeling and packaging of substances and mixtures amending and repealing,
List of Precautionary Statements, Directives 67/548/EEC and 1999/45/EC (amending Regulation (EC) No
1907/2007).

26. Occupational Safety and Health Standards, Hazard Communication, Toxic and Hazard Substances (March
26, 2012) (29 C.F.R., pt. 1910, subpt. Z).

27. Killgore G, Thompson A, Johnson S, et al. Comparison of seven techniques for typing international epidemic
strains of Clostridium difficile: restriction endonuclease analysis, pulsed-field gel electrophoresis, PCR-



ribotyping, multilocus sequence typing, multilocus variable-number tandem-repeat analysis, amplified fragment
length polymorphism, and surface layer protein A gene sequence typing. J Clin Microbiol 2008;46:431-437



21 Tabulka symboli

Symbol Vyznam

REF
IVD

Katalogové Cislo

Lékarské zafizeni pro diagnostiku In vitro

®

Nepouzivat opakované

LOT Sarze

Varovani

Nahlédnéte do pravodnich dokumentu

Vyrobce

Obsah postacuje na <n> testl

Pouzitelné do

Emﬁlgb

Kontrola

M
M

Znacka shody

EC IREP Autorizovany prodejce pro Evropu

Teplotni omezeni

Biologické riziko

@

‘ [EC|REP
Cepheid AB
Rontgenvagen 5

SE-171 54 Solna
Sweden
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