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1. Zweckbestimmung

Fur die in-vitro Diagnostik. Der RIDA®GENE MRSA Test, der auf dem Roche
LightCycler® 480 Il durchgefiihrt wird, ist eine multiplex real-time PCR zum direkten
qualitativen Nachweis von Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) und
Methicillin-sensibler Staphylococcus aureus (MSSA) DNA aus unbehandelten
humanen Nasen-/ Rachen- und Wundabstrichen und Kultur von asymptomatischen
Personen und Personen mit Anzeichen und Symptomen einer MRSA-verursachten
Infektion.

Der RIDA®GENE MRSA Test ist zur Unterstiitzung der Diagnose von
Staphylococcus-Infektionen (Methicillin-resistener Staphylococcus aureus (MRSA),
Methicillin-sensibler Staphylococcus aureus (MSSA)) bei asymptomatischen
Personen und Patienten mit Symptomen einer MRSA-verursachten Infektion in
Verbindung mit anderen klinischen Befunden und Laborbefunden vorgesehen.

Negative Ergebnisse schlieBen eine Staphylococcus-Infektion (Methicillin-resistenter
Staphylococcus aureus (MRSA), Methicillin-sensibler Staphylococcus aureus
(MSSA)) nicht aus und sollten nicht als alleinige Grundlage fir die Diagnose
herangezogen werden.

Das Produkt ist fur die professionelle Anwendung vorgesehen.

2. Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Staphylokokken sind als nattirliche Besiedler der Haut sowie der Schleimhaute des
Mundrachens beim Menschen und bei Tieren weit verbreitet. Sie werden in
Koagulase-positive (S. aureus) und Koagulase-negative Staphylokokken (z.B.

S. epidermidis) unterteilt. Staphylococcus aureus ist einer der bedeutendsten Erreger
von nosokomialen Infektionen in Krankenhausern und sonstigen Einrichtungen des
Gesundheitswesens. 2 Die Ubertragung des Erregers erfolgt (iber das medizinische
Personal oder durch andere Patienten. Schatzungsweise 30 % der gesunden
Bevdlkerung ist mit S. aureus kolonisiert (asymptomatische Trager). Methicillin-
resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) ist einer der hdufigsten Erreger von
nosokomialen Infektionen weltweit (hospital-acquired MRSA oder auch HA-MRSA
genannt). Neben den HA-MRSA-Infektionen gibt es auch community-acquired MRSA
(CA-MRSA)-Infektionen, die auBerhalb des Krankenhauses erworben werden. 34 In
den letzten Jahren treten auch mit der Tiermast, besonders bei Schweinehaltern,
assoziierte MRSA-Infektionen (livestock-associated MRSA oder auch LA-MRSA)
auf.>6 Die Methicillin (Oxacillin)-Resistenz von S. aureus wird durch das Penicillin-
bindende Protein PBP2a vermittelt, welches durch das chromosomale mecA-Gen
kodiert wird. Das mecA-Gen ist auf der variablen und instabilen SCCmec-
Genkassette (Staphylococcal cassette chromosome mec) lokalisiert. Bisher wurden
14 SCCmec-Kassettentypen beschrieben, von denen die Typen | bis V am
haufigsten vorkommen.37:8
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Der SCCmec Kassettentyp XI (SCCmec Xl), der ein weiteres mecA-Homolog (auch
als mecC oder mecLeaz2s1 bezeichnet) enthalt, wurde erstmals 2011 beschrieben. Das
mecC-Gen weist nur eine Nukleotidhomologie von 70 % mit mecA auf und ist mit
Ublichen mecA-spezifischen PCRs und PBP2a-Agglutinationstests nicht
nachweisbar. Es wurde in S. aureus Isolaten von Menschen und Rindern
beschrieben.®

MRSA-Infektionen sind im Gegensatz zu Infektionen mit MSSA (Methicillin-sensibler
Staphylococcus aureus), mit einer erhéhten Morbiditat, Mortalitat, verlangertem
Krankenhausaufenthalt und erhohten Behandlungskosten assoziiert. 011
Risikofaktoren fiir eine MRSA-Infektion in Einrichtungen des Gesundheitswesens
sind Kontakt zu Patienten mit MRSA-Infektion, bekannte MRSA-Anamnese, Lange
des Krankenhausaufenthaltes und eine lang anhaltende antibiotische Therapie.'?
Jede MRSA-Infektion verursacht bis zu 10.000 $ zuséatzliche Kosten.'® In der
Européischen Union erkranken jedes Jahr mehr als 150.000 Krankenhauspatienten
an einer MRSA-Infektion. Die daraus resultierenden Krankenhauskosten fir das
europaische Gesundheitssystem werden auf 380 Millionen Euro geschéatzt.'4

Ein frlhzeitiges, schnelles und systematisches MRSA-Screening ermdglicht die
spezifische Behandlung infizierter Patienten und die Einleitung der entsprechenden
HygienemaBnahmen, um eine MRSA-Ubertragung und Ausbreitung zu verhindern.
Bei der Verwendung von konventionellen Kulturmethoden zum Nachweis von MRSA
werden 48 — 72 Stunden bendtigt. Real-time PCR Tests ermdglichen ein frihzeitiges
und schnelles MRSA-Screening am Tag der Einweisung in ein Krankenhaus als Teil
des Infektions-Praventionsprogramms (,search and destroy“-Strategie).'®

3. Testprinzip

RIDA®GENE MRSA ist eine multiplex real-time PCR zum direkten qualitativen
Nachweis und zur Differenzierung von Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus
(MRSA) und Methicillin-sensiblem Staphylococcus aureus (MSSA) aus humanen
Nasen- und Nasen/Rachenabstrichen, Kulturproben. Nach der DNA-Isolierung
werden (falls vorhanden) die spezifischen Genfragmente von MRSA (mecA- / mecC-
Gen, die SCCmec / orfX junction und das SA442-Gen) amplifiziert. Die amplifizierten
Zielsequenzen werden mit Hydrolyse-Sonden, die an einem Ende mit einem
Quencher und am anderen Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
(Fluorophor) markiert sind, nachgewiesen. In Gegenwart einer Zielsequenz
hybridisieren die Sonden mit den Amplikons. Wahrend der Extension trennt die
Tag-Polymerase den Reporter vom Quencher. Der Reporter emittiert ein
Fluoreszenzsignal, das durch die optische Einheit eines real-time PCR-Gerates
detektiert wird. Das Fluoreszenzsignal steigt mit der Menge der gebildeten Amplikons
an. Der RIDA®GENE MRSA Test enthélt eine [Internal Control DNA| (ICD), um die
Probenpréparation und/oder eine potentielle PCR-Inhibition kontrollieren zu kénnen.
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4. Packungsinhalt

Tab. 1: Packungsinhalt (Die Reagenzien einer Packung reichen fir 100
Bestimmungen)

1100 pl | gelb
2 Tag-Polymerase| 1x 11 ul | rot
D Internal Control DNA| 2x 1800 pl | braun
L Lysis Buffer 1| 2X 12 ml | farblos
N 1x 500 pl | weiB
P Positive Controll 1x 200 pl | blau

5. Reagenzien und ihre Lagerung

- Alle Reagenzien missen lichtgeschutzt bei -16 °C bis -28 °C gelagert werden und
kdnnen ungedffnet bis zum aufgedruckten Verfallsdatum verwendet werden. Nach
Erreichen des Verfallsdatums kann keine Qualitatsgarantie mehr Gbernommen
werden.

- Vor dem Gebrauch sollten die Reagenzien schonend aufgetaut werden (z.B. im
Kihlschrank bei 2 - 8 °C).

- Ein wiederholtes Einfrieren/Auftauen bis zu 15 Mal beeintrachtigt die
Testeigenschaft nicht (ggf. Aliquots nach dem ersten Auftauen herstellen und die
Reagenzien sofort wieder einfrieren).

- Alle Reagenzien wahrend der PCR-Vorbereitung geeignet kiihlen (2 - 8 °C).
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6. Zusatzlich benétigte Reagenzien — erforderliches Zubehor

Der RIDA®GENE MRSA multiplex real-time PCR Test ist geeignet fiir die
Verwendung mit folgenden real-time PCR-Geréten:

Tab. 2: Bendtigtes Zubehor

Real-time PCR-Gerate

Roche LightCycler® 480 Il
Agilent Technologies Mx3005P
Applied Biosystems ABI 7500
Bio-Rad CFX96™

Sollten Sie weitere real-time PCR-Gerate verwenden wollen, kontaktieren Sie bitte
die R-Biopharm AG zur Uberpriifung der Kompatibilitat unter pcr@r-biopharm.de.

- Sterile Abstrichtupfer (z.B. eSwab®, Copan Diagnostic Inc.)

- RIDA®GENE Color Compensation Kit | (PG0001) bei Verwendung des
LightCycler® 480 Il

- Real-time PCR-Verbrauchsmaterialien (Platten, Reaktionsgeféafie, Folien)

- Zentrifuge mit Rotor fur Reaktionsgefé3e oder Platten

- Vortexer

- Heizschuttler

- Pipetten (0,5 — 20 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 pl)

- Pipettenspitzen mit Filtern

- Puderfreie Einmalhandschuhe

- PCR-Wasser (Nuklease-frei)

RIDA®GENE MRSA 2023-03-21



7. VorsichtsmaBnahmen

- Dieser Test ist nur von geschultem Laborpersonal durchzufiihren. Die Richtlinien
zur Arbeit in medizinischen Laboratorien sind zu beachten.

- Die Gebrauchsanweisung zur Durchflihrung des Tests ist strikt einzuhalten.

- Proben oder Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren. Kontakt mit verletzter
Haut oder Schleimhduten vermeiden.

- Wahrend des Umgangs mit Reagenzien und Proben, persénliche Schutzausriistung
(geeignetes Handschuhmaterial, Kittel, Schutzbrille) tragen und nach Abschluss des
Tests die Hande waschen.

- In Bereichen, in denen mit Proben gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder
trinken.

- Eine rdumliche Trennung von Extraktion, PCR-Ansatz und PCR ist zu beachten, um
Querkontaminationen zu vermeiden.

- Klinische Proben mussen als potentiell infektiés angesehen werden und missen
wie sdmtliche Reagenzien und Materialien, die mit potentiell infektidsen Proben
zusammenkommen entsprechend entsorgt werden.

- Testkit nach Erreichen des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

- Alle Reagenzien und Materialien missen nach Gebrauch sachgerecht und
eigenverantwortlich entsorgt werden. Bitte beachten Sie bei der Entsorgung die
jeweils national geltenden Vorschriften.

Weitere Details siehe Safety Data Sheets (SDS) unter www.r-biopharm.com.

8. Sammlung und Lagerung der Proben

8.1 DNA-Praparation aus Abstrichen

FUr die DNA-Isolierung aus Abstrichen wird folgende Isolierungsmethode empfohlen:
In ein Praparationsréhrchen 200 pl [Lysis Buffer 1] geben. Den Abstrichtupfer in den
vorgelegten Lysis Buffer 1 eintauchen und den Stab abbrechen oder abschneiden.
Bei Verwendung von Abstrichtupfern mit Medium kénnen 100 pl des Swab-Mediums
zu den 200pl Lysispuffer gegeben und weiter behandelt werden. Das
Praparationsréhrchen dicht verschlieBen und 60 Sekunden stark vortexen. Danach
im Heizblock fir 10 Minuten bei 95 °C unter Schitteln erhitzen. Anschlie3end bei
13.000 x g 1 min zentrifugieren und den Uberstand als Probe einsetzen.

Hinweis: Bei starker Tribung den Zentrifugationsschritt ggf. wiederholen.

Der RIDA®GENE MRSA Test enthalt eine Internal Control DNA), die eine mégliche
PCR-Inhibition anzeigt, die Integritat der Reagenzien Uberprift und eine erfolgreiche
Nukleinsdureextraktion bestatigt. Die Internal Control DNA| kann entweder nur als
Inhibitionskontrolle oder als Extraktionskontrolle flr die Probenpraparation und als
Inhibitionskontrolle verwendet werden.

Wird die |Internal Control DNA| nur als Inhibitionskontrolle verwendet, muss 1 ul der
Internal Control DNA| je Reaktion dem Master-Mix hinzugefiigt werden (s. Tab. 4).
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Wird die |Internal Control DNA| als Extraktionskontrolle fiir die Probenpréparation und
als Inhibitionskontrolle verwendet, miissen 20 pl der [Internal Control DNA| je Probe
wahrend der Extraktion eingesetzt werden. Die |Internal Control DNA| soll dem
Proben-Lysispuffer Mix und nicht direkt dem Probenmaterial zugeflgt werden. Wir
empfehlen je 1 pl pro Reaktion der [Internal Control DNA| zum PCR-Mix der
Negativkontrolle und der Positivkontrolle zu pipettieren.

8.2 DNA-Praparation aus Kulturproben

Fir die DNA-Isolierung aus Kulturproben wird folgende Isolierungsmethode
empfohlen: In ein Préparationsréhrchen 200 pl [Lysis Buffer 1| geben. Mit einer
Impfése mehrere Kolonien sammeln und in den vorgelegten Lysis Buffer 1
suspendieren. Den Stab der Impfése abbrechen oder abschneiden. Das
Praparationsréhrchen dicht verschlieBen und 60 Sekunden stark vortexen. Danach
im Heizblock fir 10 Minuten bei 95 °C unter Schitteln erhitzen. AnschlieBend bei
13.000 x g 1 min zentrifugieren und den Uberstand als Probe einsetzen.

Hinweis: Bei starker Tribung den Zentrifugationsschritt ggf. wiederholen.

Der RIDA®GENE MRSA Test enthélt eine \Internal Control DNA|, die eine mdgliche
PCR-Inhibition anzeigt, die Integritat der Reagenzien tberpriift und eine erfolgreiche
Nukleinsdureextraktion bestatigt. Die [Internal Control DNA| kann entweder nur als
Inhibitionskontrolle oder als Extraktionskontrolle fir die Probenpraparation und als
Inhibitionskontrolle verwendet werden.

Wird die |Internal Control DNA| nur als Inhibitionskontrolle verwendet, muss 1 ul der
Internal Control DNA| je Reaktion dem Master-Mix hinzugefligt werden (s. Tab. 4).

Wird die |Internal Control DNA| als Extraktionskontrolle fiir die Probenpréparation und
als Inhibitionskontrolle verwendet, miissen 20 pl der [Internal Control DNA| je Probe
wahrend der Extraktion eingesetzt werden. Die [Internal Control DNA| soll dem
Proben-Lysispuffer Mix und nicht direkt dem Probenmaterial zugeflgt werden. Wir
empfehlen je 1 pl pro Reaktion der [Internal Control DNA| zum PCR-Mix der
Negativkontrolle und der Positivkontrolle zu pipettieren.
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9. Testdurchfiihrung

9.1 Herstellung des Master-Mix

Die Gesamtzahl der fir die PCR benétigten Reaktionen (Proben und
Kontrollreaktionen) ist zu berechnen. Bei jedem Testlauf muss eine Positivkontrolle
und eine Negativkontrolle mitgeflhrt werden.

Es wird empfohlen den Master-Mix mit 10 % zusétzlichem Volumen anzusetzen, um
einen Pipettierverlust auszugleichen (s. Tab. 3, Tab. 4). Vor der Benutzung den
IReaction Mix, die [Tag-Polymerase|, die |Positive Control, das PCR Water und die
Internal Control DNA| auftauen, durchmischen und kurz zentrifugieren. Reagenzien
wahrend der Arbeitsschritte stets geeignet kiihlen (2 - 8 °C).

Tab. 3: Beispiel fur die Berechnung und Herstellung des Master-Mix fir 10
Reaktionen (ICD als Extraktions- und Inhibitionskontrolle)

Kit Code | Komponenten des Menge pro Reaktion | 10 Reaktionen
Master-Mix (zusatzlich 10 %)
1

19,9 l 218,9 ul

2 Tag-Polymerase| 0,1 pl 1,1 pl
Gesamt 20 pl 220 pl

Master-Mix mischen und anschlieBend kurz zentrifugieren.

Tab. 4: Beispiel fir die Berechnung und Herstellung des Master-Mix far 10
Reaktionen (ICD nur als Inhibitionskontrolle

)
Kit Code Komponenten des Menge pro Reaktion | 10 Reaktionen
Master-Mix (zusatzlich 10 %)
1

19,9 ul 218,9 ul

Tag-Polymerase| 0,1 pl 1,1l
D Internal Control DNA| | 1,0 pl 11,0 pl

Gesamt 21,0 ul 231,0

Master-Mix mischen und anschlieBend kurz zentrifugieren.
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9.2 Herstellung des PCR-Mix

Je 20 pl des Master-Mix in die jeweiligen ReaktionsgefaBe (GefaBe/Platten)
pipettieren.

Negativkontrolle: 5 ul PCR Water zum vorgelegten Master-Mix pipettieren.

Hinweis: Wir empfehlen bei Verwendung der [Internal Control DNA als
Extraktionskontrolle fir die Probenpraparation und als
Inhibitionskontrolle 1 pl der Internal Control DNA zum PCR-Mix der
Negativkontrolle zu pipettieren.

Proben: 5 pl Eluat zum vorgelegten Master-Mix pipettieren.
Positivkontrolle: 5 pl [Positive Control zum vorgelegten Master-Mix
pipettieren.

Hinweis: Wir empfehlen bei Verwendung der [Internal Control DNA als
Extraktionskontrolle fir die Probenpraparation und als
Inhibitionskontrolle 1 pl der Internal Control DNA| zum PCR-Mix der
Positivkontrolle zu pipettieren.

Reaktionsgefal3e bzw. Platte verschlieBen, mit wenigen Umdrehungen pro Minute
kurz zentrifugieren und in das real-time PCR-Gerat Gberfihren. Die PCR
entsprechend der Gerateeinstellung starten (s. Tab. 5, Tab. 6)

9.3 Gerateeinstellungen

9.3.1 DNA real-time PCR Profil
Tab. 5: DNA real-time PCR Profil fir LightCycler® 480 Il

Initiale Denaturierung 1 min, 95 °C

Zyklen 45 Zyklen

PCR Denaturierung 10 sec, 95 °C
Annealing/Extension 15 sec, 60 °C

Temperature Transition Rate /

Maxi
Ramp Rate aximum

Hinweis: Das Annealing und die Extension finden im selben Schritt statt.
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Tab. 6: DNA real-time PCR Profil fir Mx3005P, ABI 7500, und CFX96™

Initiale Denaturierung

Zyklen

PCR Denaturierung
Annealing/Extension

Temperature Transition Rate /

Ramp Rate

1 min, 95 °C

45 Zyklen

15 sec, 95 °C
30 sec, 60 °C

Maximum

Hinweis: Das Annealing und die Extension finden im selben Schritt statt.

9.4 Detektionskanaleinstellung

Tab. 7: Auswahl der geeigneten Detektionskanale

Detektions- | Bemerkung
kanal

Real-time
PCR-Gerat

Roche
LightCycler®
480 Il

Agilent
Technologies
Mx3005P

ABI 7500

Bio-Rad
CFX96™

10

ScCmec /orfX 465/510
junction RIDA®GENE Color
ICD 533/580 Compensation Kit |
SA442 (S.aureus) | 533/610 (PG0001) wird
bendétigt
mecA / mecC 618/660
SCCrnec / orfX EAM
junction .
Stellen Sie den
ICD HEX Referenzfarbstoff auf
SA442 (S.aureus) ROX none
mecA / mecC Cy5
SCCmec / orfX EAM
junction Stellen Sie den
ICD VIC passiven
f ff ROX
SA442 (S.aureus) | ROX Referenzfarbstoff RO
auf none
mecA / mecC Cy5
SCCmec / orfX EAM
junction
ICD VIC )
SA442 (S.aureus) ROX
mecA / mecC Cy5
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10. Qualitatskontrolle

Die Auswertung der Proben erfolgt Gber die Analyse-Software des jeweiligen real-
time PCR-Geréates nach den Angaben des Herstellers. Negativkontrolle und
Positivkontrolle missen die korrekten Ergebnisse zeigen (s. Tab. 8, Abb. 1, Abb. 2,
Abb. 3).

Die [Positive Control| liegt in einer Konzentration von 103 Kopien/pl vor. Sie wird in
einer Gesamtmenge von 5 x 102 Kopien in jedem PCR-Lauf eingesetzt.

Tab. 8: Ein valider PCR-Lauf muss die folgenden Bedingungen erfillen:

Probe Ergebnis ICD Ct Zielgen Ct

Positivkontrolle Positiv NA *1 Siehe Certificate of
Analysis

Negativkontrolle Negativ Ct>20 Nicht nachweisbar

*1 Ein Ct-Wert fiir die ICD ist nicht erforderlich um ein positives Ergebnis der Positivkontrolle zu
erhalten.

Die Positivkontrolle und die Negativkontrolle sind valide, wenn sie den in der Tabelle
angegeben Bedingungen entsprechen. Der Ct-Bereich fir die Positivkontrolle ist auf
dem Produkt beigelegten Quality Assurance Certificate angegeben. Sollte eine der
beiden Kontrollen nicht die Bedingungen fir einen validen Lauf erfillen, missen alle
Reaktionen inklusive der Kontrollen neu angesetzt werden.

Sollten die vorgegebenen Werte nicht erflllt sein, ist vor einer Testwiederholung
Folgendes zu Uberprifen:

- Haltbarkeit der verwendeten Reagenzien
- Funktionsfahigkeit der eingesetzten Gerate
- Korrekte Testdurchfiihrung
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Abb. 1: Korrekter Verlauf der Positivkontrolle (rot) und Negativkontrolle (griin)
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11. Interpretation der Ergebnisse

Die Probenauswertung der Ergebnisse erfolgt nach Tabelle 9.

Tab. 9: Interpretation der Ergebnisse

SCCmec / SA442 mecA /

orfX junction (S.aureus) mecC (el AlErlE

ositiv/ MRSA* nachweisbar

positiv positiv positiv ge ativ (siehe Grenzen der

9 Methode Punkt 8)

MRSA nicht

itiv/ nachweisbar; MSSA**

positiv positiv negativ posi :Y nachweisbar (siehe
negatv | Grenzen der Methode

Punkt 7)

. - . positiv/ .

negativ positiv negativ negativ MSSA nachweisbar
MRSA nicht
, : - positiv/ nachweisbar (siehe
negativ negativ positiv negativ Grenzen der Methode
Punkt 9)
MRSA nicht
itiv/ nachweisbar; MSSA
negativ positiv positiv pOsI ;Y nachweisbar (siehe
negativ Grenzen der Methode
Punkt 8)
MRSA nicht
- , i, positiv/ nachweisbar (Siehe
positiv negativ positiv negativ Grenzen der Methode
Punkt 7)

. , . - Zielgene nicht
negativ negativ negativ positiv hachweisbar
negativ negativ negativ negativ Ungultig

Weder MRSA noch

. : . positiv/ MSSA nachweisbar
positiv negativ negativ negativ (siehe Grenzen der
Methode Punkt 7)

*

MRSA = Methicillin-resistenter S. aureus

*%

MSSA = Methicillin-sensibler S. aureus

Eine Probe wird positiv bewertet, wenn die Proben-DNA und die
Internal Control DNA| eine Amplifikation im Nachweissystem zeigen.
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Eine Probe wird ebenfalls positiv bewertet, wenn die Proben-DNA eine Ampilifikation

zeigt, fiir die [Internal Control DNA| jedoch keine Amplifikation im Nachweissystem zu
sehen ist. Der Nachweis der [Internal Control DNA|ist in diesem Fall nicht notwendig,

da hohe Konzentrationen des Amplikons zu einem schwachen oder fehlenden Signal
der Internal Control DNA| fiihren kénnen.

Eine Probe wird negativ bewertet, wenn die Proben-DNA keine Amplifikation zeigt,
fiir die Internal Control DNA| jedoch eine Amplifikation im Nachweissystem zu sehen
ist. Eine Inhibierung der PCR-Reaktion kann durch die Detektion der

Internal Control DNA ausgeschlossen werden.

Eine Probe ist ungiiltig, wenn die Proben-DNA und die [Internal Control DNA| keine
Amplifikation im Nachweissystem zeigen. In der Probe sind PCR-Inhibitoren
vorhanden bzw. es trat ein Fehler im Extraktionsverfahren auf. Die extrahierte Probe
sollte 1:10 mit PCR-Wasser verdiinnt und erneut amplifiziert werden oder es sollte
die Isolierung und Reinigung der Probe verbessert werden.

12. Grenzen der Methode

1. Dieser Test ist nur fir die hier beschriebenen Abstrich- und Kulturproben
geeignet.

2. UnsachgemaBe Probenentnahme, -transport, -lagerung und -handhabung oder
eine Erregerlast unterhalb der analytischen Sensitivitdt des Tests kdnnen zu
falsch negativen Ergebnissen flhren.

3. Fir die Anwendung PCR-basierter MRSA-Screeningverfahren gelten
landerspezifische Richtlinien flr deren Verwendung und Umsetzung der
Anwender verantwortlich ist. So sind z.B. nach KRINKO in Deutschland PCR-
basierte Screeningverfahren bis zum endgdltigen kulturellen Ergebnis als
vorlaufig einzustufen, kénnen jedoch als vorlaufige Grundlage flr abzuleitende
krankenhaushygienische Konsequenzen dienen.

4. In der Literatur sind 14 SCCmec-Typen beschrieben. Die RIDA®GENE MRSA
multiplex real-time PCR kann die SCCmec-Typen |, II, lll, IV, V, VI, VII, IX, X und
Xl detektieren. RIDA®GENE MRSA detektiert mdglicherweise keine anderen
SCCmec-Typen und zeigt fir diese negative Ergebnisse an.

5. Die Anwesenheit von PCR-Inhibitoren kann zu nicht auswertbaren Ergebnissen

fuhren.

6. Mutationen oder Polymorphismen in den Primer- oder Sondenbindungsregionen
kénnen den Nachweis neuer oder unbekannter Varianten beeintrachtigen und
mit RIDA®GENE MRSA zu falsch negativen Ergebnissen flihren.

7. Wie bei allen auf PCR basierenden in-vitro diagnostischen Tests kénnen auBerst
niedrige Konzentrationen der Zielsequenzen, die unter dem Detektionslimit (LoD)
liegen, nachgewiesen werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind nicht immer
reproduzierbar.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16

Ein positives Testergebnis zeigt nicht notwendigerweise die Anwesenheit
lebensféhiger Organismen an. Ein positives Ergebnis deutet darauf hin, dass die
entsprechenden Zielgene (mecA / mecC Gen, die SCCmec / orfX junction und
das SA442-Gen) vorhanden sind.

Bei LoD-Proben kann auch bei einer MRSA-positiven Probe nicht in allen
Kanalen ein Signal auftreten.

Aufgrund des Nachweises des Resistenzgens, kdnnte auch eine Mischinfektion
aus MSSA (Methicillin-sensibler S. aureus) & CoNS (Koagulase-negative
Staphylokokken) vorliegen.

Wird nur das Resistenzgen mecA / mecC nachgewiesen, ist MRSA nicht
nachweisbar. Aufgrund des nachgewiesenen Resistenzgens kann aber
geschlussfolgert werden, dass ggf. eine Infektion mit Koagulase-negativem
Staphylococcus vorliegt, da auch diese das Resistenzgen mecA / mecC besitzen
kénnen.

Ab einer getesteten Konzentration von 2,1 % zeigt ProntOral Mundspulung
(Polyhexanid) einen inhibitorischen Effekt.

Ab einer getesteten Konzentration von 2,1 % zeigt Prontoderm Nasengel
(Polyhexanid) einen inhibitorischen Effekt.

Ab einer getesteten Konzentration von 1,5 % zeigt Humanblut einen
inhibitorischen Effekt.

Ab einer getesteten Menge von 6 mg zeigt COS Agar einen inhibitorischen
Effekt.
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13. Leistungsmerkmale

13.1 Analytische Sensitivitat

Die RIDA®GENE MRSA multiplex real-time PCR hat eine Nachweisgrenze von = 10
DNA-Kopien/Reaktion fir die SCCmec / orfX junction, das mecA / mecC-Gen und
das SA442-Gen (S. aureus).

Die folgenden Abbildungen 4, 5, 6 und 7 zeigen Verdinnungsreihen von der
SCCmec / orfX junction, dem mecA / mecC-Gen und dem SA442-Gen (S. aureus)
(jeweils 10% - 10" DNA Kopien/ul) auf dem LightCycler® 480l.

Amplification Curves
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Abb. 4: Verdinnungsreihe der SCCmec/orfX junction (10° - 10" DNA Kopien/ul) auf
dem LightCycler® 480l
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Amplification Curves

E 422

5822

5,222

4522

4,022

3422

o
o
et
st

Fluorescence (533-610)

2222

1.622

1.022

0,421

-

1 2 3 4 5 B 7 B 8 W 11 12 13 14 165 16 17 18 13 20 21 22 23 24 % 2% 27 28 29 3 31 3 3 M 3 3B 37 3|/ 3/ 40 4 42 43 4 45
Cycles

Abb. 5: Verdiinnungsreihe des SA442 Gens spezifisch fir S. aureus (10° - 10 DNA
Kopien/ul) auf dem LightCycler® 480lI
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Abb. 6: Verdinnungsreihe des mecA/mecC Gens (10° - 10" DNA Kopien/ul) auf dem
LightCycler® 480l

Die Nachweisgrenze des Gesamtverfahrens ist abhangig von der Probenmatrix, der
DNA-Extraktion und dem DNA-Gehalt.
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13.2 Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitit des RIDA®GENE MRSA Tests wurde mit einem Panel aus
Nicht-Staphylokokken-Spezies, Methicillin-sensiblen Koagulase-negativen
Staphylokokken (MSCoNS) und Methicillin-resistenten Koagulase-negativen

Staphylokokken (MRCoNS) evaluiert. Es wurden keine Kreuzreaktivitdten zu den

folgenden Spezies festgestellt (s.Tabelle 10):

Tab. 10: Kreuzreaktivitatstestung

Nicht-Staphylokokken Spezies

Acinetobacter baumanii | - |Acinetobacter iwofii - |Aeromonas hydrophila
Aspergillus fumigatus - |Aspergillus niger Bacteroides fragilis
Candida albicans - |Clostridium difficile Candida glabrata
Clostridium perfringens | - |E. coli (O157:H7) - |Enterobacter cloacae

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Klebsiella oxytoca

. . Pseudomonas .
Klebsiella pneumoniae " laeruginosa - |Proteus vulgaris
Streptococcus - |Streptococcus mitis - |Streptococcus mutans
agalactiae
Streptococcus - |Streptococcus pyogenes| -
pneumoniae P pyog

Methicillin-sensible Koagulase-negative Staphylokokken

S. epidermidis

S. hominis

S. warneri

Methicillin-resistente Koagu

lase-negative Staphylokokke

n

S. haemolyticus

S. epidermidis

S. saprophyticus

RIDA®GENE MRSA
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13.3. Interferierende Substanzen

Das Vorhandensein von RT-PCR-Inhibitoren und interferierenden Substanzen kann
zu falsch-negativen oder ungiltigen Ergebnissen flihren. Daher wurden die
Auswirkungen verschiedener Substanzen, die aufgrund verbreiteter Anwendung bei
Atemwegsinfektionen oder verbreitetem Vorkommen in den entsprechenden Proben
vorliegen kénnten, untersucht. Fiir die Substanzen ProntOral Mundspilung
(Polyhexanid), Humanblut, Prontoderm Nasengel (Polyhexanid) und COS-Agar
wurden inhibitorische Effekte bei den getesteten Konzentrationen beobachtet (siehe
Grenzen der Methode). Fir die anderen aufgeflihrten Substanzen wurden keine
Interferenzen festgestellt (s. Tabelle 11 und Tabelle 12):

Tab. 11: Liste der im Test verwendeten Substanzen und Konzentrationen
(Abstrichproben)

RatioAllerg (Beclometasondipropionat) | 10,0 % (v/v)
Octenisan Nasengel 7,0 % (wW/v)
(Octenidindihydrochlorid)

Mucin 5,0 % (v/v)
Aciclovir (Salbe) 0,5 % (w/v)
InfectoPyoderm (Mupirocin) 1,80 % (w/v)
Tobramycin 0,0004 % (w/v)
Fenihydrocort (Hydrocortison) 7,0 % (W/v)

Tab. 12: Liste der im Test verwendeten Substanzen und Konzentrationen

(Kultur)
MRSA Agar | 20 mg
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