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FilmArray Gastrointestinal (Gl) Panel

FilmArray Gastrointestinal (Gl) Panel to jakosciowy multipleksowy test kwasu nukleinowego do diagnostyki in vitro
przeznaczony do stosowania z systemami FilmArray. FilmArray Gl Panel umozliwia jednoczesne wykrywanie i
rozpoznawanie kwaséw nukleinowych réznorodnych bakterii, wiruséw i pasozytéw bezposredniego z umieszczonych w
wymazoéwce z podtozem Cary Blair probek katu, pobranych od pacjentéw, u ktérych wystepujg objawy infekcji zotgdkowo-
jelitowych. Przez FilmArray Gl Panel wykrywane sg nastepujace bakterie (w tym kilka wywotujgcych biegunke szczepow
E. coli/Shigella), pasozyty i wirusy:

e Campylobacter (C. jejuni/C. coli/C. upsaliensis)

e Clostridium difficile (C. difficile) toksyna A/B

e Plesiomonas shigelloides

e Salmonella

e Vibrio (V. parahaemolyticus/V. vulnificus/ V. cholerae), tacznie z doktadnym identyfikowaniem Vibrio cholerae

e Yersinia enterocolitica

e Szczepy adherentne Escherichia coli (EAEC)

e Szczepy enteropatogenne Escherichia coli (EPEC)

e Szczepy enterotoksyczne Escherichia coli (ETEC) It/st

e Szczepy werotoksyczne Escherichia coli (STEC) stx1/stx2 (tgcznie z dokladnym identyfikowaniem serogrupy
E. coli 0157 w ramach STEC)

e Shigella/ szczepy enteroinwazyjne Escherichia coli (EIEC)

e Cryptosporidium

e Cyclospora cayetanensis

e Entamoeba histolytica

e Giardia lamblia (zwana takze G. intestinalis oraz G. duodenalis)

e Adenowirus F 40/41

e Astrowirus

e Norowirus GI/GlI

e Rotawirus A

e Sapowirus (genogrupa I, I, IV i V)

FilmArray Gl Panel stanowi pomoc w diagnostyce okreslonych czynnikow powodujgcych choroby Zzotgdkowo-jelitowe, a
uzyskane z niego wyniki nalezy zestawic¢ z wynikami innych badan klinicznych, laboratoryjnych i epidemiologicznych.
Wyniki dodatnie nie wykluczajg istnienia koinfekcji innymi organizmami, nie wykrywanymi przez FilmArray Gl Panel.
Wykryty czynnik chorobowy moze nie by¢ gtéwng przyczyna choroby.

W leczeniu pacjenta i dookresleniu wystepujgcych szczepdw bakterii niezbedny jest posiew.

Urzadzenie nie jest przeznaczone do monitorowania lub prowadzenia leczenia infekcji C. difficile.

Poniewaz podczas prospektywnych badan klinicznych dysponowano niewielkg liczbg prébek dodatnich niektérych organizméw,
skuteczno$¢ wykrywania E. coli 0157, Plesiomonas shigelloides, Yersinia enterocolitica, astrowiruséw i rotawiruséw A opiera sie
gtéwnie na wczesniejszych prébkach klinicznych.

Skutecznos¢ wykrywania Entamoeba histolytica oraz Vibrio (V. parahaemolyticus, V. vulnificus i Vibrio cholerae) ustalono
gtéwnie na podstawie spreparowanych prébek klinicznych.

Ujemne wyniki uzyskane w badaniu FilmArray Gl Panel w przypadku choroby pokrewnej z niezytem zotgdkowo-jelitowym
moga wynika¢ z infekcji patogenami nie wykrywanymi przez to badanie badz z przyczyn nieinfekcyjnych, takich jak
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego, zespét jelita drazliwego czy choroby Le$niewskiego i Crohna.

Multipleksowe badanie kwasu nukleinowego mikroorganizméw uktadu pokarmowego pomaga réwniez w wykrywaniu i
rozpoznawaniu ostrego niezytu zotgdkowo-jelitowego w przypadkach epidemii.
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Pomimo postepdéw w dziedzinach bezpieczenstwa zywnosci, higieny i opieki medycznej, zakazny niezyt zotgdkowo-
jelitowy pozostaje powaznym problemem obywateli krajéow uprzemystowionych, bez wzgledu na wiek. Tylko w Stanach
Zjednoczonych odnotowuje sie rokrocznie 76 milionéw przypadkéw chordb pokarmowych, skutkujgcych

325 000 hospitalizacji i 5000 zgonc’Jw.l_3 Oprécz tego diagnozuje sie w tym kraju ponad 300 000 przypadkéw infekcji C.
difficile rocznie,* powodujacych koszty wysokosci przynajmniej jednego miliarda USD.® Globalnie natomiast zakazne
choroby wywotujgce biegunke sg jedng z gidwnych przyczyn Smiertelnosci najmtodszych dzieci, odpowiadajgc za ok.
800 000 zgondéw rocznie u dzieci w wieku ponizej 5 roku Zycia.® Biegunka jest nie tylko przyczyng chordb i $mierci u
dzieci, lecz takze przyczynia sie do niedozywienia, zwieksza podatnosé¢ na inne infekcje i moze prowadzi¢ do opéznienia
w rozwoju fizycznym i intelektualnym.”® FilmArray Gl Panel wykrywa 22 patogeny w jednym badaniu (tabela 1) probki
katu umieszczonej w wymazoéwce z podtozem Cary Blair. Wyniki badania prébki dostepne sg juz po ok. godzinie.

Tabela 1. Bakterie, wirusy, wywotujace biegunke szczepy E. coli/Shigella oraz pasozyty wykrywane przez FilmArray Gl Panel

Bakterie Wirusy

Campylobacter (C. jejuni/C. coli/ C. upsaliensis) Adenowirus E 40/41

Clostridium difficile (toksyna A/B) Astrowirus

Plesiomonas shigelloides Norowirus Gl/GlI

Salmonella Rotawirus A

Vibrio (V. parahaemolyticus/V. vulnificus/ V. cholerae) Sapowirus (genogrupa |, II, IVi V)
V. cholerae

Yersinia enterocolitica

Wywotlujace biegunke szczepy E. coli/Shigella Pasozyty
Szczepy adherentne E. coli (EAEC) Cryptosporidium
Szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC) Cyclospora cayetanensis
Szczepy enterotoksyczne E. coli (ETEC) It/st Entamoeba histolytica
Szczepy werotoksyczne E. coli (STEC) stx1/stx2 Giardia lamblia

E. coli 0157

Shigella / szczepy enteroinwazyjne E. coli (EIEC)

Skrécona charakterystyka wykrytych patogenow

Bakterie

Campylobacter (C. jejuni/C. coli/C. upsaliensis). Campylobacter to gram-ujemna, nie tworzgca form przetrwalnikowych
bakteria spiralna, zwykle ruchliwa. Wiekszos$¢ sporadycznych infekcji wynika ze spozywania niedogotowanego miesa
drobiowego lub z zakazenia krzyzowego z innych pokarméw. Przyczyng epidemii sg czesto niepasteryzowane produkty
mleczne, skazona woda, dréb i produkty rolne. Znane sg takze przypadki zakazenia pochodzacego od odchodéw
zwierzat domowych.® Gatunkami najczesciej wywotujgcymi biegunke sg C. jejuni i C. coli, a w trzeciej kolejnosci

C. upsaliensis. Mniej popularnymi sg natomiast C. lari oraz C. fetus.™ Infekcje gatunkami bakterii Campylobacter
wystepujg powszechnie na catym $wiecie i przypuszczalnie czesto pozostajg niezdiagnozowane.'' Campylobacter jest
gtébwna przyczyng bakteryjnego zapalenia jelit na terenie USA (szacunkowe 845 000 zakazen rocznie i niemal

8500 hospitalizacjilz), a takze najczestszym powodem choréb pokarmowych w UE (ponad 220 000 potwierdzonych
przypadkoéw w krajach cztonkowskich w roku 201 113). Zakazenia jelitowe bakterig Campylobacter majg posta¢ od
bezobjawowych po silne, z towarzyszgcymi im biegunkami krwotocznymi (lub niekrwotocznymi), gorgczkg i kurczami w
jamie brzusznej. Mogg takze prowadzi¢ do dtugofalowych problemoéw zdrowotnych, takich jak zespot Guillaina-Barrego
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(GBS) czy reaktywne zapalenie stawow. ™ Przypadki zakazen bakterig Campylobacter podlegajg obowigzkowi zgtaszania
w USA i sg rejestrowane przez European Surveillance System (TESSy).

Clostridium difficile to gatunek gram dodatnich beztlenowych przetrwalnikujgcych laseczek, powszechnie
wystepujacych w naturze. Zakazenie nimi nastepuje bezposrednio ze Srodowiska lub drogg fekalno-oralng. Niektére
szczepy C. difficile wytwarzajg dwie enterotoksyny: toksyne A i toksyne B, niszczgcych jelito grube w zakazonym
organizmie. Infekcja C. difficile (CDI) jest gtéwng przyczyng biegunek wymagajgcych hospitalizacji i odpowiada rocznie za
ponad 300 000 przypadkow choréb z biegunka, a takze 14 000 zgonéw w Stanach Zjednoczonych, generujgc koszty na
poziomie ponad miliarda dolaréw na opieke medyczn::;.14 Na terenie UE CDI jest problemem na podobnym poziomie.15
Terapia antybiotykowa, silnie wyjatawiajgca ukfad pokarmowy z flory bakteryjnej, to gtéwny czynnik ryzyka rozwoju CDI.
W ciggu ostatnich kilku lat odnotowuje sie wzrost przypadkéw pozaszpitalnej CDI, mniej powigzanej z dziataniem
antybiotykéw.'® Spektrum objawoéw klinicznych infekgji C. difficile siega od przypadkéw bezobjawowych (szacunkowo

u 3-5% zdrowej populacji oséb dorostych i do 30% zdrowych noworodkéw”) po rzekomobtoniaste zapalenie jelit, z
towarzyszacg im biegunkg krwotoczna, silnym bdélem jamy brzusznej i podwyzszong gorgczka. Ze wzgledu na czesty brak
objawdw wérdd nosicieli - a zwlaszcza matych dzieci - przeprowadzanie badan klinicznych w kierunku wykrywania
toksygenicznych C. difficile z probki stolca powinno by¢ rozwazane w Swietle innych informacji medycznych o pacjencie,
jego wieku oraz takich czynnikow ryzyka, jak na przyktad hospitalizacja czy terapia antybiotykowa.'®*°

Plesiomonas shigelloides. Plesiomonas shigelloides, gram-ujemna pateczka nalezgca do rodziny Enterobacteriaceae,
izolowana z réznorodnych $rodowisk, w tym ze $wiezej wody i od licznych zwierzat - zarbwno domowych, jak i dziko
zyjacych. Wywotane przez P. shigelloides zapalenie zotgdka i jelit jest czesto nastepstwem spozywania owocéw morza, a
takze picia skazonej wody lub uzywania jej do przygotowywania surowe;j 2ywnoéci.10 Objawy to przede wszystkim
wodnista biegunka z mozliwoscig wystepowania biegunki dyzenterycznej, a infekcje moga przedtuza¢ sie na okres ponad
dwaoch tygodni, chociaz najczesciej samoistnie ograniczajg sie.20 Wiekszos¢ przypadkéw zgtaszanych w USA to osoby,
ktére wczesniej miaty problemy zdrowotne prowadzgce do powazniejszych chorob.”* Powszechnosé infekcji Plesiomonas
na terenie USA, UE i innych regiondw jest nieznana.

Salmonella Salmonella enterica i S. bongori sg jedynymi przedstawicielami rodzaju Salmonella. Rozpoznano ponad

2500 réznych serotypow Salmonella, przy czym wiekszosé tych patogenicznych nalezy do gatunku S. enterica.””

Te ruchliwe, gram-ujemne, fakultatywne pateczki znane sg powszechnie jako powodujgce skazenie zywnosci, gtéwnie
miesa czerwonego i drobiowego, ptodow rolnych i zywnosci przetworzonej. Salmoneloza, czyli choroba wywotana przez
Salmonelle, moze by¢ sklasyfikowana jako durowa lub jelitowa, ze wzgledu na to, jakg wywotuje chorobe: Salmoneloza
jelitowa, ktéra jest powszechng chorobg pokarmowg na terenie USA i UE, objawia sie z ostrymi, wodnistymi biegunkami,
ktorym czesto towarzyszy gorgczka. Salmoneloza durowa natomiast objawia sie jako ostra, og6lnoustrojowa choroba
(goraczka durowa). Jej przypadki w krajach rozwinietych stanowig rzadkos$é, inaczej jednak jest w krajach rozwijajgcych sie
(ponad 70% przypadkdéw odnotowywanych w USA to nastepstwo podrézy zagranicznych).2 Odwrotna sytuacja ma miejsce
w przypadku salmonelozy jelitowej, ktéra jest najczestszg chorobg pokarmowg w USA i UE, z ponad milionem przypadkéw
rocznie."**® Choé zdarzajg sie spore ogniska infekcji, w wiekszosci sg to sporadyczne przypadki, zdarzajgce sie najczesciej
pod koniec lata i na poczatku jesieni, a dotyczg przede wszystkim dzieci w wieku ponizej 5 lat.?* Zapalenie zotadka i jelit
spowodowane przez bakterie Salmonella jest samoograniczajgce sie, z wyjatkiem przypadkdw ostrych lub salmonelozy
durowej. Salmoneloza jest chorobg podlegajgca zgtoszeniu w USA, a na terenie UE rejestrowang przez TESSy.

Vibrio (V. parahaemolyticus/V. vulnificus/V. cholerae). Vibrio to ruchliwe, gram-ujemne przecinkowce, zwykle
wystepujace w srodowisku morskim. Kilka gatunkow moze wywotywac choroby u ludzi: pozajelitowe (takie jak infekcje
tkanek miegkkich, posocznica, zakazenia oczu i uszu) i jelitowe. Choroby Zzotgdkowo-jelitowe w wiekszosci wynikajg z
zakazenia V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. fluvialis, V.mimicus lub V. alginolyticus, czesto bedgcego
wynikiem spozycia skazonej zywnosci, gtdéwnie w regionach nadmorskich.**

V. cholerae to jedyny gatunek Vibrio wywotujgcy endemicznag, silnie zakazng i pandemiczng cholere. Wyrézniamy trzy
gtéwneserotypy V. cholerae: V. cholerae O1, V. cholerae 0139 oraz V. cholerae non-O1/non-0139. Klasyczne przypadki
cholery charakteryzujg sie takimi objawami, jak intensywne wodniste biegunki, prowadzgce do silnego odwodnienia i w
nastepstwie do zgonu. Ostre przypadki sg wywotywane przez obecnos¢ uwalnianej przez bakterie enterotoksyny (CTX).
Cholera jest chorobg endemiczng w licznych czesciach swiata, a jej wybuchy nastepujg po katastrofach naturalnych badz
rozruchach spotecznych, w zwigzku z czym pozostaje tam istotng przyczyng zachorowalnosci i $miertelnosci. Nieliczne
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przypadki zachorowania na cholere na terenie USA i UE odnotowywane sg u oséb powracajgcych z podrozy
zagranicznych.

Wibrioza i cholera sg chorobami podlegajgcymi obowigzkowi zgtaszania w USA i rejestrowanymi przez Cholera and Other
Vibrio lliness Surveillance Network (COVIS). Podczas gdy infekcje V. cholerae sg w USA niezmiernie rzadkie, szacuje
sie, iz inne gatunki Vibrio wywotujg ok. 50 000 infekcji pokarmowych rocznie,**** chociaz tylko ok. 400 izolatow
uzyskanych ze stolca zgtoszonych zostato do COVIS w roku 2009 (w wiekszosci V. parahaemolyticus).** Rozbiezno$é
pomiedzy szacowang liczbg zachorowan i faktycznymi przypadkami wykrycia zakazenia wynika z tego, ze do
stwierdzenia obecnosci Vibrio w prébce stolca wymagane jest przeprowadzanie specjalistycznych badan, co sprawia, iz
wiekszos¢ przypadkoéw pozostaje niezdiagnozowana. W Europie ryzyko zakazenia Vibrio jest uwazane za bardzo niskie,
tym samym nie jest rejestrowane przez TESSy.25

Yersinia enterocolitica to mate, gram-ujemne ziarniakowo-przecinkowce, zwykle majgce posta¢ pojedynczych komoérek
lub krotkich tancuchoéw. Y. enterocolitica przenosi sie poprzez spozycie skazonej zywnosci lub wody, czesto surowego lub
nie do konca $cietego miesa (zwtaszcza wieprzowego). Szacuje sie, ze wywotuje rocznie prawie 100 000 chordb
pokarmowych w USA (lecz tylko ok. 1000 przypadkow zostaje potwierdzonych laboratoryjnie, prawdopodobnie poniewaz
nie jest objeta rutynowymi badaniami kontrolnymi).12 Wiecej przypadkow jersiniozy odnotowuje sie w Europie, zwtaszcza
kontynentalnej:?® w roku 2011 potwierdzono blisko 7000 przypadkéw."® Zaostrzenie choroby wynika z rodzaju serotypu
szczepu i waha sie od samoograniczajgcego sie zapalenia zotgdkowo- jelitowego po nieuleczalne zapalenie kretnicy czy
zapalenie weztdéw chfonnych krezkowych. Poniewaz objawy przypominajg zapalenie wyrostka robaczkowego, moga
prowadzi¢ do zbednej interwenciji chirurgicznej, co uwydatnia znaczenie prawidtowego rozpoznawania tego organizmu w
badaniu stolca. Jersinioza jest chorobg podlegajgcg obowigzkowi zgtaszania w USA i rejestrowang przez TESSy w UE.

Wywotujace biegunke szczepy Escherichia coli/Shigella

Patogeniczne szczepy E. coli/Shigella sg powazng przyczyng chorob z towarzyszacymi im biegunkami na catym swiecie.
Istnieje wiele patotypow E. coli/Shigella wywotujgcych biegunke, a réznig sie one mechanizmami dziatania, umiejscowieniem
kolonii oraz objawami klinicznymi, przebiegiem i nasileniem choréb przez nie wywotywanych. Niektére z tych réznic wynikajg
z okreslonych czynnikéw zjadliwosci, takich jak zdolnos¢ wnikania, inwazyjnosc i toksycznos¢. Geny kodujgce owe czynniki
lub regulator ich ekspresji sg oznaczane jako markery genetyczne w badaniu molekularnym, wykrywajgcym badz
wyrdzniajgcym te patogeny.27 Pie¢ gtéwnych patotypédw wywotujgcych biegunke E. coli/Shigella to szczepy adherentne

E. coli (EAEC), szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC), enterotoksyczne E. coli (ETEC), werotoksyczne E. coli (STEC)
oraz Shigella/enteroinwazyjne E. coli (EIEC). Kazdy patotyp i jego charakterystyczne markery genetyczne oméwione
zostang ponizej. Nalezy odnotowac, iz pokazano owe markery jako poziomo przenoszone pomiedzy szczepami w procesie
ewolucji tych patotypow; sg one takze obecne w niedawno powstatych nowych patotypach, np. E. coli 0104:H4

(ktéry wywotat epidemie w roku 2011), zawierajgcym markery genetyczne zaréwno STEC jak i EAEC).

Szczepy adherentne E. coli (EAEC) okreslane sg na podstawie ich zdolnosci do przyklejania sie i tworzenia
charakterystycznych stoséw komaérek, obserwowanych na posiewie. Taki fenotypowy opis patotypu powoduje, ze grupa
bakterii E. coli jest uznawana za bardzo heterogeniczng i mocno zréznicowang. Chociaz cechujg sie duzg roznorodnoscia
czynnikéw zjadliwosci, nie utrzymywanych we wszystkich szczepach, wiekszos¢ EAEC ma plazmid agregacyjne;j
adherencji(pAA) (przy czym sama budowa genetyczna plazmidu moze byc¢ rézna).28 Szczepy aggR w plazmidzie pAA
(kodujgcym regulator wielu czynnikoéw zjadliwosci) sklasyfikowano jako typowy EAEC, natomiast szczepy nie zawierajgce
tego markera uwazane sg za atypowy EAEC. Marker aatA (zewnetrzne biatko btonowe) jest charakterystyczne dla
plazmidu pAA wielu szczepoéw EAEC, zaréwno typowych, jak i atypowych. Przenoszenie EAEC zwykle odbywa sie drogg
fekalno-oralng poprzez skazong zywnos¢ i wode. EAEC jest przyczyng zapalnej choroby z towarzyszgcymi im
biegunkami, charakteryzujacej sie wystepowaniem biegunek wodnistych lub czasem krwotocznych, ktérym towarzyszy¢
moze niska gorgczka, wymioty i bol w obrebie jamy brzusznej. Infekcje EAEC mogg mie¢ takze przebieg bezobjawowy.
Niewiele mamy danych na temat liczby przypadkéw zakazenia EAEC ze wzgledu na brak szeroko zakrojonych badan,
jednak na podstawie licznych badan naukowych sugeruje sie, iz EAEC jest jedng z najczestszych przyczyn choréb z
towarzyszgcymi im biegunkami w USA i UE we wszystkich grupach wiekowych, utrzymujgcych sie biegunek u dzieci i
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0s0b bedacych nosicielami wirusa HIV, drugg najczestrzg przyczyng biegunek u oséb podrézujgcych, a takze powodem
duzych ognisk epidemicznych na catym $wiecie.”>™

Szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC) nie wytwarzajag enterotoksyny ani toksyny Shiga. EPEC zawierajg natomiast
inne czynniki zjadliwosci, takie jak kodowane przez chromosomowag wyspe patogennosci LEE (Locus of Enterocyte
Effacement). Biatko adhezyjne, intimina, jest kodowane przez gen eae nalezgcy do wyspy patogennosci LEE i jest
uznawany za decydujgcy marker EPEC. Szczepy mogg by¢ dodatkowo kategoryzowane jako typowe i atypowe na
podstawie tego, czy posiadajg tworzgce wigzki pile do kodowania plazmidéw (bfpA; wystepujgce w typowych szczepach
EPEC). W skali globalnej powszechnos¢ infekcji EPEC szacuje sie na 9,1% wsrdd osob leczonych ambulatoryjnie, 15,6%
wsrod hospitalizowanych i 8,8% u pozostaiych.34 Podczas gdy typowe EPEC pozostaje znaczagcym patogenem u dzieci w
krajach rozwijajgcych sie, to atypowe EPEC jest powszechnie obecne zaréwno w krajach rozwinietych, jak i rozwijajgcych
sie,.27 Trzeba tu zaznaczyé, iz w przeszitosci w tych pierwszych typowe EPEC byly zwigzane z wieloma $miertelnymi
epidemiami na oddziatach dla najmtodszych.™® Ogélnie ogniska EPEC majg tendencje do czestszego wystepowania w
cieptych miesigcach letnich oraz na poczatku jesieni. Choroby wywotane typowym EPEC charakteryzyja sie ostrg
biegunkg, natomiast te wywotane atypowym EPEC - uporczywg biegunka niekrwotoczng oraz wymiotami z goraczka.27
Nieleczone choroby wywotane przez EPEC prowadzg u dzieci do niedozywienia oraz zwigzanych z tym wad
rozwojowych. Wyniki pewnych badan wskazuja, iz liczba os6b bedgcych nosicielami EPEC, u ktérych nie wystepujg
zadne objawy, jest taka sama, jak u nosicieli EPEC z objawami.27

Szczepy enterotoksyczne E. coli (ETEC). Obecnos¢ termostabilnych (st) lub termolabilnych (It) enterotoksyn okresla
enterotoksycznosc¢ E. coli (ETEC). Toksyny te (moggce wystepowac razem lub osobno w szczepach ETEC) taczg sie z
komaorkami nabtonkowymi jelit, prowadzac do utraty elektrolitdw, czego wynikiem jest wodnista biegunka. ETEC to
powazna przyczyna biegunki w krajach rozwijajgcych sie - zwtaszcza u dzieci - oraz najczestsza bakteryjna przyczyna
biegunek wodnistych u podrézujgcych obywateli USA i UE, powracajgcych z zagranicy (czesto zwanych biegunkg
podréznych).’** W latach 1975-1999 odnotowano 33 wybuchy ETEC na terenie USA.>® Szczepy te sg przenoszone
drogg fekalno-oralng i stajg sie coraz bardziej powszechnym patogenem pokarmowym.29 Nalezy tu zaznaczyé, iz infecje
ETEC pozostajg w wiekszosci niezdiagnozowane i czesto nie zgtaszane z powodu trudnosci z ich stwierdzeniem, a takze
poniewaz zainfekowane osoby doroste czesto nie zgtaszajg sie do leczenia, gdyz zakazenie mija w ciggu kilku dni przy
odpowiednim postepowaniu (uzupetnianie ptynéw). Infekcja ETEC moze takze przebiegaé bezobjawowo.27

Szczepy werotoksyczne E. coli (STEC), w tym E. coli O157. Istniejg dwa gtéwne rodzaje toksyny Shiga: Shiga 1 i
Shiga 2 (Stx1, Stx2), zwane takze werotoksynami. E. coli produkujgce toksyne Shiga (STEC) moze zawierac jeden lub
obydwa geny stx. ETEC jest gléwng przyczyng biegunek krwotocznychlo’36 i moze prowadzi¢ do potencjalnie $miertelnej
choroby, jakg jest zespo6t hemolityczno-mocznicowy (HUS - haemolytic ureamic syndrome, wywotywany przez niszczgce
czerwone ciatka krwi toksyny Shiga, doprowadzajgce réwniez do niewydolnosci nerek), zwlaszcza u oséb bardzo mtodych
i w wieku podesztym. STEC sg istotnym patogenem pokarmowym, a infekcje nimi mogg wynika¢ z kontaktu z woda, a
takze z osobami lub zwierzetami (zwtaszcza bydtem, czesto bedacym nosicielem). Terapia antybakteryjna przeciwko
STEC moze zwigkszac ryzyko zachorowania na HUS, zwtaszcza w przypadku infekcji szczepami odpornymi na
antybiotyki w wyniku zwiekszenia produkcji, a tym samym dostepnych ilosci werotoksyn. Z tego powodu rozpoznanie ich
obecnosci u pacjenta z niezytem Zotgdkowo-jelitowym moze poméc w decyzji, czy nalezy zastosowac w jego przypadku
terapie antybiotykows.

Istniejg szczepy serotypéw STEC, ktére majg antygenu O157 (oraz antygen rzeskowy H7). E. coli 0157:H7 jest obecnie
najczesciej rozpoznawang przyczyng biegunkowej infekcji E. coli w Ameryce Potnocnej. Liczba przypadkéw infekcji STEC
wynosi w USA ponad 170 000 rocznie STEC, z czego ponad 73 000 zachorowan i 60 zgondéw rocznie spowodowanych
jest bezposrednio przez E. coli 0157.%"* Podobne dane uzyskano na terenie UE.™® Oznaki infekcji moga mieé zakres od
tagodnych biegunek niekrwotocznych po krwotoczne zapalenie jelita grubego i HUS. Szacuje sie, ze 4% zakazen
0157:H7 prowadzi do HUS, a jednoczesnie ten serotyp E. coli jest odpowiedzialny za 80% zachorowan na HUS.*
Wystarczy nawet niewielka dawka infekcyjna przy bezposrednim kontakcie z osobg zakazong, jednak najczesciej choroby
spowodowane sg spozyciem skazonego mielonego miesa wotowego, gdyz nabiat i bydto sg czesto rezerwuarami tg
bakterig. Mimo iz STEC O157:H7 pozostaje najczesciej rozpoznawanym serotypem STEC, odpowiedzialnym za
zachorowania u ludzi na catym $wiecie, to choroby spowodowane przez STEC non-O157 sg coraz powszechniejszg
przyczyna biegunek wystepujgcych zaréwno sporadycznie, jak i w postaci ognisk zapalnych.27 Przypadki zakazen STEC
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non-O157 pozostajg w wiekszosci niedoszacowane, jako ze badania gtéwnie koncentrujg sie na wykrywaniu E. coli O157.
Zakazenia STEC (w tym E. coli O157) podlegajg obowigzkowi zgtoszenia w USA i sg rejestrowane przez TESSy w UE.

Shigella/ szczepy enteroinwazyjne E. coli (EIEC). Gatunek Shigella ma cztery podgrupy:A (S. dysenteriae), B

(S. flexneri), C (S. boydii) i D (S. sonnei). Wszystkie Shigella sa nieruchliwymi, gram-ujemnymi pateczkami, zwykle
przenoszonymi przez kontakt z osobg zakazong lub przez spozycie skazonej zywnosci lub wody (jedynymi znanymi
zwierzecymi rezerwuarami tej bakterii sg ludzie i matpy cziekoksztattne). Infekcje najczesciej wystepujg tam, gdzie
warunki higieniczne sg pogorszone (na przyktad w warunkach instytucjonalnych, takich jak miejsca opieki dziennej czy
ztobki) i moga przybra¢ postaé endemiczng w spoteczenstwach rozwijajgcych sie, pozbawionych biezgcej wody i
kanalizacji."® Shigella odpowiada za wiele chorob, takich jak szigeloza (czerwonka bakteryjna), powodujaca biegunki
krwotoczne lub niekrwotoczne.

Szczepy enteroinwazyjne E. coli (EIEC), w odréznieniu od wigekszosci E. coli, nie powodujg dekarboksylaciji lizyny ani
fermentacji laktozy. Szczepy EIEC zawierajg plazmid kodujgcy zjadliwe czynniki (takie jak plazmid inwazyjno$ci ipaH)
umozliwiajacy bakteriom zaatakowanie okreznicy, czego skutkiem sg wodniste biegunki identyczne jak te wywotane przez
Shigelle. EIEC rzadko wystepujg na terenie USA i UE, sg tez mniej powszechne globalnie niz ETEC czy EPEC."
Leczenie infekcji Shigellg i EIEC jest prowadzone w ten sam sposéb.

We wszystkich czterech gatunkach Shigelli (S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii oraz S. sonnei), a takze w plazmidzie
wirulenciji szczepéw enteroinwazyjnych E. coli (EIEC) wystepuja wielokrotnie kopie genu ipaH.*** IpaH, wraz z innymi
czynnikami kodowanymi przez plazmid inwazyjno$ci, utatwia wnikniecie Shigelli i EIEC do komorek nosiciela. Jest on
wspdlnym celem badan molekularnych prowadzonych w laboratoriach. %

Szacuje sie, ze w USA rokrocznie wystepuje ok. 130 000 zakazeh bakterig Shigella powigzanych z chorobami
pokarmowymi,12 brak natomiast danych dla EIEC. Szigeloza jest chorobg podlegajgcg zgtoszeniu w USA, a na terenie UE
rejestrowang przez TESSy.

Pasozyty

Cryptosporidium to rodzaj pierwotniakéw powodujgcych zakazenia zotgdkowe i jelitowe oraz przewodow zétciowych u
ludzi na skutek spozycia odpornych na dziatanie chloru oocyst, znajdujgcych sie w kale i moggcych skazi¢ wode pitna,
zbiorniki wodne oraz zywno$¢é. Cryptosporidium sg jednymi z najczesciej spotykanych pasozytéw wywotujgcych biegunke
w krajach rozwinietych:40 szacuje sie, ze kazdego roku w USA dochodzi do 60 000 przypadkéw zachorowan w wyniku
infekcji tym pierwotniakiem,12 najczesciej w miesigcach letnich.? Sposrod 10 gatunkdw wywotujgcych zakazenia u ludzi
najpowszechniejszymi sg C. hominis i C. parvum.10 Choroby zwykle objawiaja sie krotkotrwatym zapaleniem zotgdka i
jelit, przemijajgcym bez leczenia, ale u 0s6b z obnizong odpornos¢ - zwtaszcza u chorych na AIDS - choroba moze mie¢
przebieg ostry, dtugotrwaty lub nieprzerwany, a nawet prowadzi¢ do $mierci. Infekcja Cryptosporidium jest chorobg
podlegajgca zgtoszeniu w USA, a na terenie UE rejestrowang przez TESSy.

Cyclospora cayetanensis to pierwotniaki pasozytnicze, powodujgce zapalenie zotgdka i jelit u ludzi, bedgcych jedynymi
znanymi nosicielami. Nieprzetrwalnikowe oocysty znajdujg sie w kale i dopiero po okresie dojrzewania (trwajgcym od kilku
dni do kilku tygodni) stajg sie zakazne i w przypadku spozycia zakazonej zywno$ci lub wody mogg wywotywac chorobe.10
Najwiecej przypadkéw odnotowywanych jest w regionach tropikalnych i subtropikalnych, tam, gdzie panuje klimat ciepty i
goracy. W USA i UE zakazenie najczesciej wystepuje jako biegunka podréznych u oséb powracajgcych z obszaréow
endemicznych. Ogniska zakazne mogg byc¢ takze spowodowane spozywaniem skazonej zywnos$ci pochodzacej z innych
kraj(’)w.lo'41 Szacuje sie, ze rocznie w Stanach Zjednoczonych dochodzi do ok. 11 000 przypadkéw choréb wywotanych
drogg pokarmowg przez C. cayetanensis,12 jednak z powodu trudnos$ci w diagnozowaniu faktyczna zachorowalno$¢ moze
byc¢ Wyzsza.42 Choroba objawia sie biegunkami niekrwotocznymi, ktére mogg trwaé do kilku miesiecy. Cyklosporoza jest
chorobg podlegajaca zgtoszeniu w USA, ale nie rejestrowang na terenie UE przez TESSy.
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Entamoeba histolytica to patogeniczne pierwotniaki wystepujgce na catym swiecie, najpowszechniej jednak w regionach
tropikalnych i subtropikalnych. Cysty E. histolytica dostajg sie do organizmu poprzez spozycie zywnosci i wody skazonych
fekaliami, ale moga byé réwniez przenoszone droga piciowa.™ Ludzie sg gldwnym rezerwuarem tego pasozyta.
Wiekszos¢ infekcji E. histolytica przebiega bezobjawowo, czes$¢ jednak moze prowadzi¢ do petzakowicy (amebozy)
inwazyjnej, wywotujgcej zapalenie jelita grubego lub czerwonke petzakowg, o przebiegu ostrym, z petzakowym ropieniem
watroby. Ze wzgledu na to, ze zakazenie E. histolytica trudno odrézni¢ od zakazenia niepatologicznym E. dispar przy
uzyciu biezacych standardow badan klinicznych (mikroskopu), wielko$é zjawiska jest nieznana.** W regionach
endemicznych u nawet 50% ludnosci Entamoeba moze by¢ obecna w stolcu, ocenia sie réwniez, ze na caltym $wiecie ok.
500 milionéw ludzi zaraza sie nig kazdego roku. Przypuszczalnie E. dispar jest 10-krotnie powszechniejsza, co oznacza
ok. 50 milionéw infekeji E. histolytica skutkujgcych ponad 100 000 zgonéw.** Badanie FilmArray Gl Panel na obecnosé

E. histolytica wykazuje reaktywnos$¢é krzyzowg przy wysokich poziomach E. dispar.

Giardia lamblia (nazywane rowniez G. duodenalis i G. intestinalis) to wystepujgce na catym swiecie pasozytnicze
wiciowce kolonizujgce jelita. Giardia jest najczesciej ilozowanym na terenie USA i UE pasozytem jelitowym i globalnie
gtéwna przyczyna parazytozy.'>***° Najbardziej narazone na infekcje sg dzieci w ztobkach i przedszkolach, podrézujacy i
0soby o obnizonej odpornosci. Zachorowalnos$¢ na skutek zakazenia G. lamblia wynosi ok. 1-7% populacji w krajach
rozwinietych i az 50% w krajach rozwijajgcych si(-;‘.10 Pasozyt ten przenoszony jest poprzez skazong zywnos¢ i wode,
prowadzac rocznie do ok. 77 000 choréb pokarmowych w USA."? Do najwiekszej liczby infekcji dochodzi w miesigcach
letnich.?® Wiekszos¢ zakazen jest bezobjawowa, niekiedy jednak powoduje nudnosci, gorgczke i wodniste biegunki,45
zwykle tez sg one samoograniczajgce sie; symptomy mogg jednak przyja¢ postac¢ dtugotrwatg, a u czesci oséb
przechodzi¢ w chorobe przewlekta, prowadzaca do komplikacji. Lambioza jest chorobg podlegajgca zgtoszeniu w USA, a
na terenie UE rejestrowang przez TESSy.

Wirusy

Adenowirus F 40/41. Adenowirusy to wirusy o dwuniciowym DNA, nalezgce do rodziny Adenoviridae, powodujgce wiele
chordéb, w tym drég oddechowych i zotgdkowo-jelitowe. Ich powszechna obecnosé w srodowisku i tatwos¢ przenoszenia
wynika z odpornosci fizycznej i chemicznej. Wyréznia sie siedem gatunkow adenowiruséw (A-G), podzielonych dalej na
ok. 57 serotypdw, przy czym choroby zotgdkowo-jelitowe gtownie wywotywane sg przez gatunki F (serotypy 40 i 41).
Adenowirus F 40/41 odpowiada za 5 do 15% wszystkich ostrych choréb z towarzyszgcymi im biegunkami u dzieci
(zwtaszcza tych, ktoére nie ukonczyly drugiego roku 2ycia).10 Do zakazenia dochodzi najczesciej droga oralno-fekalng, a
rejestrowanymi ich ogniskami sg szpitale oraz ztobki i przedszkola. Najbardziej podatne na infekcje sg dzieci, ale narazeni
na nie sg takze dorosli.*® Choroba ma zwykle przebieg tagodny, cho¢ relatywnie diugotrwaty (5-12 dni). W przypadku
o0sbb o obnizonej odpornosci ma przebieg diugotrwaty, z przewlektymi biegunkami i innymi powiktaniami. Po przebytej
chorobie obecnos¢ wirusdow w stolcu moze sie jeszcze utrzymywacé tygodniami i miesigcami, dlatego tak wazne jest
zdiagnozowanie i odizolowanie oséb zakazonych, aby nie dopusécic¢ do rozprzestrzeniania sie zakazenia.

Astrowirus. Astrowirusy (wirusy RNA nalezgce do rodziny Astroviridae) nazwe swg zawdzieczajg charakterystycznej,
gwiezdzistej strukturze, a ich nosicielami sg zwierzeta, w tym ptaki i ssaki. Istnieje osiem serotypdéw ludzkiego astrowirusa
(HAstv 1-8) wywotujacego zapalenie zotgdka i jelit zaréwno u dzieci, jak i 0sob dorostych.'® Do infekcji dochodzi droga
fekalno-oralng, a do grup ryzyka nalezg dzieci, dorosli o obnizonej odpornoéci, opiekunowie dzieci chorych, zotnierze
skoszarowani i osoby przebywajgce w domach opieki. Szacuje sie, ze kazdego roku na terenie USA dochodzi do ponad
15 000 przypadkéw choréb pokarmowych wywotanych astrowirusem,'? doktadna liczba nie jest jednak znana z powodu
ograniczonego zasiegu badan diagnostycznych. Objawy sg tagodniejsze niz w przypadku infekcji innymi enterowirusami,
a nalezg do nich: biegunka, wymioty, bol w obrebie jamy brzusznej i gorgczka trwajgca 72 godziny.46 Istnieje 70-90%
seroprewalencja przeciwciat przeciw astrowirusom u dzieci w wieku szkolnym,10 co wskazuje ogromng powszechnosé
ekspozycji w tej grupie wiekowej, przy czym sama obecno$¢ przeciwciat i ich znaczenie dla odpornosci nie jest
doktadnie znane.*’
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Norowirus GI/GIl. Norowirusy to wysoce zakazne wirusy z rodziny wiruséw RNA Caliciviridae i mozna je podzieli¢ na
pie¢ genogrup (Gl — GV). GlI, Gll oraz GIV wystepujg gtéwnie u ludzi (przy czym GIV jest bardzo rzadki) powodujgc
zapalenie zotadka i jelit o przebiegu od umiarkowanego po ostry i objawiajgce sie przede wszystkim nudnosciami,
wymiotami oraz biegunkg z towarzyszgcg gorgczkg. Do zakazenia dochodzi drogg fekalno-oralng lub drogg kropelkowa z
wymiocin, a dawka zakazna moze wynosic juz 18 czasteczek.48 Objawy zakazenia zwykle utrzymujg sie 24 do 48
godzin49, a choroba jest samoograniczajgca sie, przy czym osoby o obnizonej odpornosci mogg cierpie¢ na przewlekte
biegunki, a u niektérych dzieci stwierdzono rozwéj martwiczego zapalenia jelit. Ogniska chorobowe powszechnie rozwijajg
sie w zamknietych spotecznosciach, na przyktad na statkach rejsowych, w szpitalach, ztobkach i przedszkolach, szkotach
oraz koszarach. Zakazenia norowirusami sg gtéwng przyczyng pokarmowego zapalenia zotgdka i jelit w USA,
odpowiadajac za niemal 5,4 miliona zachorowan rocznie (w tym ponad 14 000 hospitalizacji)*?, a na terenie UE stanowia
znaczaca przyczyne chorob.*® Do zachorowan dochodzi gtdbwnie w miesigcach zimowych.50 Odpornosc¢ nabyta po
przebytym zakazeniu norowirusem jest krotkotrwata, gdyz moze sie ono ponownie pojawié juz 6 miesigcach, nawet przy
wysokim mianie przeciwciat w surowicy.51

Rotawirus A. Rotawirusy to dwuniciowe wirusy RNA z rodziny Reoviridae, bedace najwazniejszym czynnikiem
etiologicznym ostrych choréb z towarzyszgcymi im biegunkami u niemowlat i najmtodszych dzieci na catym Swiecie.
Istnieje siedem grup rotawiruséw (od A do G), przy czym tylko rotawirusy A, B i C powodujg zakazenia u ludzi, z czego
najczesciej - rotawirus A Objawy infekcji mogg by¢ tagodne i utrzymywacé sie przez kilka dni, jednakze choroby o
dtugotrwatym przebiegu czasami prowadzg do odwodnienia u dzieci w wieku ponizej 2 lat, a w krajach rozwijajacych sie
zakazenia rotawirusem A sg znaczgcg przyczyng Smiertelnosci niemowlalt.lo Rotawirusy sg rozprzestrzeniane przed i po
akumulacji choroby i sg odporne na czynniki sSrodowiskowe, co pozwala im przetrwa¢ na powierzchniach, opierajgc sie
unieczynnieniu. Do najwiekszej liczby zachorowan dochodzi na przetomie zimy i wiosny w klimacie umiarkowanym. Wirus
ten moze odpowiada¢ woéwczas nawet za jedng trzecig chordb z towarzyszacymi im biegunkami, na izbach przyje¢ i w
przychodniach USA i UE.>**® Ocenia sie, iz rocznie zakazenia rotawirusem jest przyczyng 2,7 miliona choréb z
towarzyszgcymi im biegunkami w USA.*® Odpornos¢ nabyta po infekcji uwazana jest za dtugotrwata. Istniejg dwie,
stosowane na catym $wiecie szczepionki przeciwko rotawirusowi A: Rotarix (RV1) i RotaTeq (RV5). RotaTeq
wprowadzono w USA do programu szczepien w roku 2006, co obnizyto liczbe przypadkéw infekcji tym wirusem.*’

52,53

Sapowirus (genogrupall, Il, IV i V). Sapowirus nalezy do rodziny Calciviridae i zaréwno pod wzgledem genetycznym, jak
i chorobotwdrczym przypomina norowirusa. Istnieje pie¢ genogrup (GI-GV); grupy Gl, GlI, GIV i GV powodujg zakazenia
u ludzi, natomiast Glll wywotuje choroby z towarzyszgcymi im biegunkami u $win. Sapowirusy wywotujg choroby gtéwnie
u dzieci, ale podatne na nie sg rowniez osoby doroste. W USA i UE stwierdzono, ze ogniskami choréb sg instytucje
dtugotrwatej opieki, wiezienia, statki rejsowe i szpitale.’®*° Podobnie jak norowirus, sapowirusy rozprzestrzeniajg sie
droga fekalno-oralng, a do wiekszosci infekcji dochodzi w miesigcach zimowych. Ich objawami sg gtéwnie wymioty i
biegunka z towarzyszgcymi nudnosciami i gorgczka, utrzymujgca sie 5 do 10 dni.®*®* Choroba w wiekszosci przypadkéw
jest samoograniczajgca sie, a leczenie polega na tagodzeniu objawéw. Ocenia sie, ze rocznie infekcje skutkujg

15 000 choréb pokarmowych w USA,** jednak faktyczna liczba przypadkéw moze by¢ wieksza ze wzgledu na bardzo
ograniczone mozliwosci przeprowadzania badan.

Zasady przeprowadzania procedur

Saszetka FilmArray RP to kompletny zestaw zawierajgcy wszystkie odczynniki chemiczne niezbedne do izolacji,
amplifikacji i detekcji kwasow nukleinowych z wielu patogendw zotgdkowo-jelitowych, zawartych w stolcu. Zasobniki w
sztywnej, plastikowej czesci (mocowaniu) saszetki FilmArray Gl wypetnione sg liofilizowanymi odczynnikami, natomiast
czesc elastyczna saszetki podzielona jest na oddzielne segmenty (pecherzyki), w ktérych przebiegajg wiasciwe,
wymagane procesy chemiczne. Uzytkownik oznaczenia FilmArray Gl Panel umieszcza probke w saszetce FilmArray Gl,
wprowadza saszetke do urzadzenia/Module FilmArray i uruchamia cykl. Pozostate procesy przebiegajg automatycznie.

Procedura badania odbywa sie w nastepujacy sposéb:

1. Wyjac¢ saszetke FilmArray z hermetycznego opakowania. Nalezy to zrobi¢ przed samym badaniem, poniewaz
ptyny sg wciggane do saszetki FilmArray Gl przez podcisnienie.
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7.

Umiesci¢ saszetke FilmArray Gl w FilmArray Pouch Loading Station (stacji tadowania saszetek FilmArray).
Znajdujgce sie na niej informacje obrazkowe w postaci kolorowych strzatek pomagajg w prawidtowym osadzeniu
saszetki.

Wprowadzi¢ Hydration Solution (roztwér uwadniajgcy) do saszetki FilmArray Gl uzywajgc do tego celu Hydration
Injection Vial (strzykawka z roztworem uwadniajgcym). Strzykawka wyposazona jest w tepg, wykonang ze stali
nierdzewnej kaniule, przez ktérg roztwor trafia do saszetki, nawodniajgc znajdujgce sie w jej mocowaniu
liofilizowane odczynniki.

Przygotowa¢ Sample Injection Vial (strzykawka z prébka) wyciskajgc do niej zawartos¢é amputki z Sample Buffer
(buforem prébki). Doktadnie wymieszac probke katu (znajdujgcg sie w wymazéwce z podiozem Cary Blair) i
przenies¢ Transfer Pipette (pipetg transferowg) do Sample Injection Vial (strzykawki z prébka). Zamknac ja
szczelnie i obréci¢ przynajmniej trzykrotnie, aby wymieszac jej zawartos¢. Sample Buffer (bufor probki) zawiera
czynniki utatwiajgce powigzywania kwaséw nukleinowych z kulkami paramagnetycznymi do wyodrebniania.

Za pomocg znajdujgcej sie w zestawie Sample Injection Vial (strzykawki z probkg) zatadowa¢ mieszanine probki i
buforu do saszetki FilmArray Gl. Po zatadowaniu tej mieszaniny w czesci bedgcej mocowaniem saszetki
rozpocznie sie proces kontroli na probce, ktéry monitoruje wszystkie krytyczne procesy zachodzgce w saszetce.

Przenies¢ saszetke do urzadzenia/Module i uruchomic cykl. Oprogramowanie FilmArray wyswietla na ekranie
animacje przedstawiajgce czynnosci, ktorych wykonanie jest niezbedne w celu uruchomienia cyklu.

Po zakonczeniu cyklu mozna zobaczyé¢ wyniki testu w postaci raportu.

Operacje i procesy zachodzgce w trakcie cyklu w urzgdzeniu FilmArray:

1.

Oczyszczanie kwasow nukleinowych - oczyszczanie kwaséw nukleinowych zachodzi w pierwszych trzech
pecherzykach saszetki. Prébka poddana zostaje lizie zaréwno chemicznej, jak i mechanicznej (przez bead
beater) a uwolniony kwas nukleinowy jest przechwytywany, przemywany i eluowany z wykorzystaniem technologii
mikroczgstek magnetycznych. Wykonanie powyzszych czynnosci trwa ok. 10 minut, a w pierwszych kilku
minutach dziatania bead beater wydaje wysoki dzwiek.

Odwrotna transkrypcja i pierwszy stopien multipleksowej PCR - poniewaz Gl Panel zawiera wirusy RNA,
przed amplifikacjg przeprowadzana jest odwrotna transkrypcja (RT) w celu przeksztatcenia RNA wirusa w cDNA.
Oczyszczony roztwor z kwasem nukleinowym zostaje potgczony ze wstepnie podgrzang mieszaning gtéwna, aby
rozpoczac¢ etap RT i nastepujgcy po nim termocykl multipleksowej PCR. Zadaniem pierwszego stopnia
multipleksowej PCR jest wzbogacenie docelowych kwaséw nukleinowych obecnych w prébce.

Drugi stopien PCR - produkty pierwszego stopnia PCR zostajg rozciefczone i zmieszane ze $wiezymi
odczynnikami PCR zawierajgcymi fluorescencyjny barwnik wtrgcany w DNA (LCGreen® Plus, BioFire Diagnostics,
LLC). Roztwér ten rozprowadzany jest na matrycy w trakcie drugiego stopnia PCR. W kazdym dotku matrycy
znajdujg sie primery do ré6znych badan (kazdy potrdjnie), ktére oznaczajg okredlone, specyficzne sekwencje
kwaséw nukleinowych w kazdym z wykrytych patogenéw, jak réwniez stuzg do przeprowadzania kontroli na
materiale probnym. Primery te sg ,zagniezdzone” - czy wbudowane - w specyficzne produkty reakcji
multipleksowej pierwszego stopnia, przez co zwieksza sie czutos¢ i swoistos¢ reakciji.

Analiza topnienia DNA - po drugim stopniu PCR temperatura powoli wzrasta, a zmiany we fluorescencji w
kazdym dotku matrycy sg kontrolowane i analizowane celem wykreslenia krzywej topnienia. Temperatura, przy
ktérej specyficzny produkt PCR topnieje (okreslana jako temperaturg topnienia - T,,) jest stata i przewidywalna,
zatem oprogramowanie FilmArray automatycznie oszacowuje dane uzyskane w kazdym z jednakowych dotkow
i z kazdego badania, po czym sporzadza raport z wynikiem. W rozdziale ,Interpretacja wynikow” znajduje sie
wyjasnienie, jak odczytywac¢ dane i raporty.
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Oprogramowanie FilmArray kontroluje prace urzgdzenia/Module, gromadzi i analizuje dane oraz automatycznie generuje
raport z oznaczenia po zakonczeniu cyklu. Caty proces trwa okoto godziny. Dalsze informacje mozna znalez¢ w
odpowiednim podreczniku operatora urzgdzenia FilmArray.

Kazdy zestaw zawiera wystarczajgcg ilos¢ odczynnikow do przeprowadzenia badan 30 lub 6 probek
(zestaw 30-saszetkowy lub 6-saszetkowy):
e 0sobno pakowane saszetki FilmArray Gl Panel;
e jednorazowe amputki Sample Buffer (z buforem prébki) o pojemnosci 1,0 mi;
e jednorazowe napetnione Hydration Injection Vial (strzykawki z roztworem uwadniajgcym) o pojemnoéci 1,5 ml
(niebieska zatyczka);
e jednorazowe Sample Injection Vial (strzykawki z prébkg) (czerwona zatyczka)

e 0sobno pakowane Transfer Pipette (pipety)

System FilmArray, w tym:
e FilmArray, FilmArray 2.0 lub FilmArray Torch i oprogramowanie

e Stacja FilmArray Pouch Loading Station (Stacja tadowania saszetek FilmArray)

Ogolne srodki ostroznosci

1. Wytacznie do stosowania w diagnostyce in vitro

2. Sprzedaz niniejszego urzadzenia moze odby¢ sie tylko na zlecenie lekarza lub do laboratoriéw klinicznych, a jego
obstugg moze zajmowac sie wytgcznie lekarz lub osoba przez niego upowazniona.

3. Interpretacji wynikdw badania przeprowadzonego przez urzgdzenie FilmArray Gl Panel moze dokonywac
wytgcznie przeszkolony pracownik stuzby zdrowia, uwzgledniajgc réwniez objawy wystepujace u pacjenta oraz
wyniki z innych testéw diagnostycznych.

4. Saszetki FilmArray Gl sg przeznaczone do stosowania wytgcznie z systemami FilmArray.
Nalezy zawsze sprawdzac¢ termin przydatnosci do uzycia saszetki i nie uzywac saszetek przeterminowanych.

6. Saszetki FilmArray sg pakowane prézniowo, w osobnych pojemnikach. Aby zachowac proznie saszetki i
zapewni¢ jej prawidtowe dziatanie, przed rozpakowaniem saszetek nalezy sie upewni¢, ze urzgdzenie/Module
FilmArray jest dostepne i sprawne.
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Wytyczne dotyczace bezpieczenistwa

1.

Stosowaé odpowiednie $rodki ochrony osobistej (SO0), takie jak m.in. jednorazowe rekawice bezpudrowe oraz
fartuchy laboratoryjne. Chroni¢ skore, oczy i btony $luzowe. Podczas pracy z odczynnikami lub probkami
zmienia¢ czesto rekawice.

Traktowac wszystkie prébki i zuzyte materiaty jako potencjalne nosniki substancji zakaznych. Przestrzegaé zasad
bezpieczenstwa, takich jak zawarte w CDC/NIH Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,®* CLSI
Document M29 Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections,®® lub innych
odpowiednich wytycznych.

Stosowac sie do procedur bezpieczenstwa pracy z prébkami biologicznymi, obowigzujagcych na terenie Panstwa
placowki.

Utylizowa¢ materiaty wykorzystane w trakcie badan - w tym odczynniki, probki i zuzyte probéwki po buforach -
zgodnie z przepisami obowigzujgcymi na terenie kraju lub placowki.

Sample Buffer (bufor prébki) ma nastepujaca klasyfikacje w karcie charakterystyki substancii: ostra toksycznosé
(kat. 4), powazne uszkodzenie oczu (kat. 1) oraz dziatanie draznigce na skoére (2 kategoria). Prosimy zapoznaé
sie z kartg charakterystyki substancji (KChS/KChSN) FilmArray Reagent Kit, ktéra zawiera wiecej informacji na

ten temat.

Po zmieszaniu z podchlorynem lub innym srodkiem dezynfekujagcym Sample Buffer (bufor probki) wytwarza
substancje niebezpieczne oraz opary.

OSTRZEZENIE: nigdy nie nalezy dodawaé podchlorynu do buforu prébki oraz odpadéw zawierajacych
resztki probki.

Srodki ostroznosci stosowane w laboratorium

1.

Zapobieganie skazeniu biologicznemu

Ze wzgledu na specyfike systemu FilmArray Gl Panel nalezy chroni¢ miejsce pracy przed kontaminacja, starannie
przestrzegajgc procedur badawczych podanych w niniejszej instrukcji, w tym nastepujgcych zasad:

e Probki katu mogg zwiera¢ wiele mikroorganizmoéw chorobotwdérczych. Aby nie doprowadzi¢ do zakazenia,
nalezy pracowac z nimi w kabinie bezpieczenstwa mikrobiologicznego. Przy braku mozliwosci korzystania z
kabiny bezpieczenstwa mikrobiologicznego nalezy podczas przygotowywania prébek uzywaé komore
nastotowa (np. stacje roboczg PCR AirClean), ekran ochronny przeciwbryzgowy (np. Bel-Art Scienceware
Splash Shields) lub ostone twarzy.

o W kabinie bezpieczenstwa mikrobiologicznego lub na stanowisku pracy uzywanych do badan stolca w
kierunku obecnosci patogenéw (np. wykonywania posiewu lub EIA) nie nalezy przygotowywac prébek ani
tadowac saszetek.

e Przed pracg z probkami nalezy doktadnie wyczysci¢ miejsce pracy oraz FilmArray Pouch Loading Station
(stacje tadowania saszetek FilmArray) stosujgc odpowiedni preparat, taki jak swiezo przygotowany 10%
roztwor podchlorynu lub podobny srodek dezynfekujgcy. Przemywanie wydezynfekowanych powierzchni
wodg zapobiega tworzeniu sie osadow i zaktéceniu przebiegu PCR.

e Nalezy jednorazowo pracowac tylko z jedng probkg lub saszetka.

¢ Na czas wyjmowania materiatow z wigkszych opakowan nalezy zaktada¢ czyste rekawice. Gdy opakowania
te nie sg uzywane, powinny pozostawac szczelnie zamkniete.

e Po kazdym przygotowaniu prébki nalezy rutynowo zmieniaé rekawice i oczyszczac¢ miejsce pracy.
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2. Zapobieganie kontaminacji amplikonem

Czestym problemem w badaniach z wykorzystaniem PCR jest uzyskiwanie wynikow fatszywie dodatnich z
powodu kontaminacji obszaru roboczego amplikonami uzyskanymi w wyniku tej reakcji. Poniewaz saszetka
FilmArray Gl jest systemem zamknietym, to o ile po badaniu nie zostanie uszkodzona, ryzyko takiej kontaminacji
jest niewielkie. Aby nie doszto do kontaminacji amplikonem, nalezy przestrzega¢ nastepujgcych zasad:

e natychmiast po zakonczeniu cyklu usung¢ zuzytg saszete do odpowiedniego pojemnika na odpady skazone;
e jak najmniej dotykac saszetki po zakonczeniu cyklu;

e chroni¢ saszetki przed ostrymi przedmiotami i ogdlnie wszystkim, co mogtoby je przebic.

OSTRZEZENIE: W razie zaobserwowania obecnosci plynu na zewnatrz saszetki plyn i saszetke
nalezy niezwlocznie odizolowa¢ i wyrzucié¢ do pojemnika na odpady stanowigce zagrozenie
biologiczne. Urzadzenie i obszar roboczy nalezy odkazi¢ w sposéb opisany w odpowiednim
podreczniku operatora urzgdzenia/Module FilmArray.

NIE PRZEPROWADZAC DALSZYCH OZNACZEN DO MOMENTU ODKAZENIA OBSZARU.

Przestroga zwigzana ze zgtaszaniem do organdw ds. zdrowia publicznego w USA

Lokalne, stanowe i federalne przepisy dotyczgce powiadamiania o przypadkach choréb podlegajgcych obowigzkowi
zgtoszenia sg stale aktualizowane i obejmujg szereg drobnoustrojéw, w przypadku ktorych konieczny jest nadzor i
badania epidemiologiczne6465. Ponadto amerykanska agencja Centers for Disease Control (CDC) zaleca, aby w razie
wykrycia, za pomocg testu diagnostycznego niezaleznego od hodowli (CIDT), patogenéw powodujgcych choroby
podlegajgce obowigzkowi zgtoszenia, laboratorium utatwito uzyskanie izolatu lub materiatéw klinicznych celem
przedtozenia wtasciwemu laboratorium ds. zdrowia publicznego, aby poméc w wykryciu ogniska choroby i badaniach
epidemiologicznych. Laboratoria odpowiadajg za przestrzeganie przepiséw stanowych i/lub lokalnych, w zwigzku z
czym powinny skontaktowac sie z lokalnymi i/lub stanowymi laboratoriami ds. zdrowia publicznego celem uzyskania
izolatu i/lub wytycznych dotyczacych przedtozenia probki kliniczne;.

1. Wszystkie elementy zestawu, w tym saszetki z odczynnikami i bufory, nalezy przechowywac i stosowac tgcznie w
temperaturze pokojowej (15-25°C). Nie uzywac elementow jednego zestawu ze sktadnikami innego zestawu. NIE
SCHLADZAC.

2. Nie przechowywac¢ zadnych materiatdw w poblizu zrédet ciepta i zimna oraz nie wystawiac¢ na bezposrednie
dziatanie promieni stonecznych.

3. Zawsze sprawdza¢ date waznosci umieszczong na saszetce lub opakowaniu zestawu i nie uzywaé
przeterminowanych odczynnikéw.

4. Nie wyjmowac saszetki z opakowania przed przygotowaniem prébki do badania. Wypakowang saszetke nalezy
jak najszybciej zatadowaé (tzn. w ciggu ok. 30 minut).

5. Po zatadowaniu saszetki rozpoczgc test w ciggu 60 minut.

Ponizej przedstawiono wymogi dotyczgce pobierania, przygotowania i obchodzenia sie z probkami, pozwalajgce
uzyskac doktadne wyniki badan.
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Pobieranie prébki katu — probki katu nalezy pobiera¢ do wymazowki z podtozem Cary Blair, zgodnie z
instrukcjami producenta.

Minimalna objetos¢ probki — do badania potrzeba 0,2 ml (200 pl) prébki.

Transport i przechowywanie - przygotowanie i badanie probki powinno sie odby¢ jak najszybciej po jej pobraniu,
mozna je niemniej przechowywaé w temperaturze pokojowej lub chtodziarce do czterech dni.

Nalezy sie zapoznac¢ z przewodnikiem dotyczacym oznaczenia FilmArray Gastrointestinal Panel, filmem
instruktazowym dotyczacym urzadzenia FilmArray lub odpowiednim podrecznikiem operatora urzadzenia FilmArray,
aby uzyskac¢ bardziej szczegotowe instrukcje, w tym rysunkowe.

Podczas pracy z uzyciem saszetek i probek nalezy uzywaé rekawic oraz $rodkéw ochrony osobistej (SOO).
Jednorazowo mozna przygotowac tylko jedng saszetke FilmArray Gl. Po umieszczeniu probki w saszetce nalezy
niezwiocznie przenies¢ jg do urzgdzenia/Module w celu rozpoczecia cyklu. Gdy cykl dobiegnie konca, saszetke
nalezy wyrzuci¢ do pojemnika na odpady skazone.

Przygotowanie saszetki

1. Dokfadnie oczysci¢ obszar roboczy i FilmArray Pouch Loading Station (stacje tadowania saszetek FilmArray)
Swiezo przygotowanym 10% roztworem podchlorynu (lub innym, odpowiednim srodkiem dezynfekujgcym), a
nastepnie przemy¢ wodg. Zebrac ponizej wymienione elementy i umiescic¢ je pod wyciggiem laboratoryjnym:

e saszetka FilmArray Gl Panel

e amputka Sample Buffer (z buforem prébki)

e Hydration Injection Vial (strzykawka z roztworem uwadniajgcym) (niebieska zatyczka)
e Sample Injection Vial (strzykawka z probka) (czerwona zatyczka)

e Transfer Pipette (Pipeta transferowa)

2. Umiesci¢ zamknietg niebieskg zatyczkg Hydration Injection Vial (strzykawke z roztworem uwadniajgcym) w
niebieskim otworze Pouch Loading Station (stacji fadowania saszetek).

3. Umiesci¢ zamknietg czerwong zatyczkg Sample Injection Vial (strzykawka z probkg) w czerwonym otworze
Pouch Loading Station (stacji tadowania saszetek).

4. Wozig¢ prébke i umiescic¢ ja pod wyciggiem laboratoryjnym.

5. Woyciggnac¢ saszetke FilmArray Gl z hermetycznego opakowania odrywajgc lub odcinajgc w zaznaczonym
miejscu, po czym otworzy¢ aluminiowy pojemnik ochronny.

UWAGA: Jesli prézniowe zamkniecie opakowania jest naruszone, mozna mimo to uzy¢ saszetki.
Nalezy podja¢ préobe uwodnienia saszetki, wykonujac czynnosci opisane w czesci Uwadnianie
saszetki. Jesli uwodnienie saszetki sie powiedzie, kontynuowaé cykl. Jesli uwodnienie saszetki
sie nie powiedzie, nalezy wyrzuci¢ saszetke i uzy¢é nowej w celu zbadania proébki.

6. Wsung¢ saszetke do stacji Pouch Loading Station (Stacja tadowania saszetek) w taki sposéb, aby etykiety
czerwona i niebieska na saszetce byty wyrbwnane wzgledem czerwonej i niebieskiej strzatki na tej staciji.
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Uwodnienie saszetki

1. Woykreci¢ Hydration Injection Vial (strzykawke z roztworem uwadniajgcym), pozostawiajgc zatyczke w Pouch
Loading Station (stacji tadowania saszetek), a nastepnie witozy¢ strzykawke do portu uwadniania saszetek,
mieszczgcego sie bezposrednio pod niebieskg strzatkg na Pouch Loading Station (stacji tadowania saszetek).
Zdecydowanym, szybkim ruchem wbi¢ jg mocno, czemu towarzyszy¢ moze cichy dzwiek i przerwanie oporu
stawianego przez zabezpieczenie. Odpowiednia ilo$¢ ptynu zostanie samoczynnie wciggnieta do saszetki
przez proznie.

2. Sprawdzié, czy saszetka zostata uwodniona. Aby sprawdzi¢, czy ptyn dotart do pojemniczkéw z odczynnikiem
(znajdujacych sie w podstawie sztywnej, gérnej czesci saszetki), odgig¢ etykiete z kodem kreskowym.
Zauwazalne mogg by¢ niewielkie bagbelki powietrza. Jezeli uwodnienie saszetki nie powiedzie sie (suche
odczynniki bedag miaty postac biatych ptatkéw), sprawdzi¢, czy uszczelnienie portu zostato przebite, potwierdzié¢
przebicie portu sprawdzajgc, czy kaniula strzykawki zostata do niego catkowicie wprowadzona. W przypadku
nieudanego uwodnienia saszetki, wzigé nowg i powtérzy¢ czynnosci jej przygotowywania, poczgwszy od p. 2.

Przygotowanie mieszaniny z probka

1. Trzyma¢ amputke Sample Buffer (z buforem prébki) szyjka do gory.

UWAGA: Zachowa¢ ostroznos¢, aby nie dotknaé¢ koncowki w trakcie pracy, poniewaz
moze to doprowadzié¢ do zanieczyszczenia.

2. Scisngé lekko chropowate $cianki amputki, aby jg otworzy¢.

3. Odwréci¢ czerwong Sample Injection Vial (strzykawke z probka) i wcisngé do niej dwoma mocnymi,
zdecydowanymi ruchami Sample Buffer (bufor prébki) z ampuiki, uprzednio zmieniajgc na niej utozenie kciuka i
palca wskazujgcego. Uwazag, by nie powstaty pecherzyki powietrza.

4. Doktadnie wymiesza¢ probke katu

5. Za pomoca narzedzia Transfer Pipette (Pipeta transferowa), dotgczonego do zestawu testowego, pobrac prébke do
drugiej kreski (okoto 0,2 ml). Doda¢ prébke do czerwonego naczynia Sample Injection Vial (Strzykawka z prébka).

UWAGA: NIE UZYWAC narzedzia Transfer Pipette (Pipeta transferowa) do mieszania
probki po dodaniu jej do naczynia Sample Injection Vial (Strzykawka z prébka).

6. Doktadnie zamkng¢ Sample Injection Vial (strzykawki z probka) i delikatnie wymieszaé obracajgc przynajmniej
trzykrotnie.

7. Ponownie wtozy¢ Sample Injection Vial (strzykawke z probkag) do Pouch Loading Station (stacji tadowania saszetek).

Ladowanie mieszaniny z probka

1. Powoli obréci¢ naczynie Sample Injection Vial (Strzykawka z prébka), aby poluzowa¢ korek i odczekaé 3-5 sekund.

UWAGA: Nalezy odczekaé¢ po poluzowaniu korka naczynia Sample Injection Vial (Strzykawka
z prébka), aby nie doszto do wycieku prébki i zanieczyszczenia obszaru pracy.

2. Woyciggna¢ Sample Injection Vial (strzykawke z probkg) pozostawiajgc zatyczke w Pouch Loading Station (stac;ji
tadowania saszetek), a nastepnie wiozy¢ koncoéwke kaniuli do portu saszetki tuz pod czerwong strzatkg na Pouch
Loading Station (stacji tadowania saszetek). Zdecydowanym, szybkim ruchem wbi¢ jg mocno, czemu towarzyszy¢
moze cichy dzwiek i przerwanie oporu stawianego przez zabezpieczenie. Odpowiednia ilo$¢ ptynu zostanie
samoczynnie wciggnieta do saszetki przez préznie.
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3.

Sprawdzi¢, czy prébka zostata zatadowana. Aby sprawdzi¢, czy ptyn dotart do pojemniczka z odczynnikiem
znajdujgcym sie obok portu tadowania probki, odgig¢ etykiete z kodem kreskowym. Jezeli probka nie zostanie
zaciggnieta z Sample Injection Vial (strzykawki z probka) do saszetki, saszetke nalezy wyrzuci¢, po czym wzig¢
nowg i powtdrzy¢ czynnosci jej przygotowywania, poczgwszy od p. 2.

Wyrzuci¢ naczynie Hydration Injection Vial (Strzykawka z roztworem uwadniajgcym) i Sample Injection Vial
(Strzykawka z prébka) do odpowiedniego pojemnika na odpady ostre stanowigce zagrozenie biologiczne.

Whpisa¢ Sample ID (ID prébki) w zaznaczonym na etykiecie saszetki miejscu (lub przyklei¢ kod kreskowy
zawierajgcy owo ID) i wyjac saszetke z Pouch Loading Station (stacji tadowania saszetek).

Uruchomienie badania saszetki

Oprogramowanie FilmArray wyswietla szczegdtowe instrukcje prowadzgce operatora przez caty cykl. Krétkie
instrukcje dotyczgce systemoéw FilmArray, FilmArray 2.0 oraz FilmArray Torch podano ponizej. Bardziej szczegotowe
instrukcje zawierajg odpowiednie podreczniki operatora urzgdzen FilmArray.

System FilmArray i FilmArray 2.0

1.
2.

6.
7.
8.
9.

Upewnic sie, ze komputer i urzadzenia FilmArray sg wtgczone, a oprogramowanie FilmArray uruchomione.

Zdjac¢ pokrywke dostepnego urzgdzenia (jesli nie zostata jeszcze zdjeta).

UWAGA: Jesli zielona kontrolka z przodu urzgdzenia swieci swiattem ciaglym, urzadzenie
jest dostepne.

Wsung¢ saszetke FilmArray do urzgdzenia.

Utozy¢ saszetke w taki sposdb, aby matryca znajdowata sie po prawej stronie, a film byt skierowany do dotu w
kierunku urzadzenia FilmArray. Etykiety czerwona i niebieska na saszetce FilmArray powinny by¢ utozone na
réwni z czerwong i niebieskg strzatkg na urzgdzeniu FilmArray. Saszetka zablokuje sie na miejscu. Jesli saszetka
jest wtozona prawidtowo, jej kod kreskowy oraz etykieta znajdujgce sie na gorze saszetki sg widoczne. Przed
przejsciem do kolejnego etapu narzedzie i oprogramowanie muszg wykry¢, ze saszetka jest wiozona prawidtowo.

UWAGA: W przypadku probleméw z tatwym wiozeniem saszetki do urzagdzenia nalezy
ostroznie odsungé pokrywke urzadzenia, az bedzie catkowicie otwarte.

Zeskanowac¢ znajdujacy sie na saszetce FilmArray kod kreskowy postugujac sie czytnikiem kodéw kreskowych.

Dane identyfikacyjne saszetki (numer partii i numer seryjny), typ saszetki i protokét zaprogramowane sg w
znajdujgcym sie na saszetce kodzie kreskowym, ktéry zostanie automatycznie zapisany po jego zeskanowaniu.
Jezeli skanowanie nie bedzie mozliwe, informacje te (numer partii saszetki, numer seryjny, typ saszetki i protokot)
mozna wprowadzi¢ recznie. Jednak aby nie doszto do pomytek w informacjach, stanowczo zaleca sie
rejestrowania danych saszetki poprzez skanowanie kodu kreskowego.

UWAGA: Nie mozna zeskanowa¢ kodu kreskowego przed witozeniem saszetki do
urzadzenia.

Wprowadzi¢ Sample ID (ID prébki). Mozna wpisa¢ wiasne ID prébki lub wklei¢ ID probki w postaci skanowalnego
kodu kreskowego.

W razie potrzeby zaznaczyé¢ i/lub potwierdzi¢ protokdt z poziomu listy rozwijanej Protocol (Protokét).
Wypehi¢ pola Name (nazwa uzytkownika) i Password (hasto).

Zamkng¢ pokrywke urzgdzenia FilmArray.

Klikng¢ przycisk Start Run (Uruchom cykl) na ekranie.
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Po rozpoczeciu cyklu na ekranie laptopa na biezgco ukazujg sie czynnosci wykonywane przez urzgdzenie oraz
liczba minut pozostatych do zakonczenia cyklu.

UWAGA: W ciggu kilku pierwszych minut pracy homogenizator emituje dzwiek o
wysokiej czestotliwosci.

10. Wyniki zakonczonego cyklu zostang przedstawione na ekranie, w czesci z raportem, ktéry bedzie automatycznie
zapisany w bazie danych.

Wybra¢ Print (drukuj) aby wydrukowac raport, albo Save (zapisz), aby go zapisa¢ w postaci pliku PDF.

11. Postepowaé zgodnie z wyswietlanymi na ekranie poleceniami instruujgcymi, aby otworzy¢ urzgdzenie i wyjgc
saszetke,

12. po czym natychmiast wyrzuci¢ jg do pojemnika na odpady skazone.

FilmArray Torch

1. Upewni¢ sie, ze system FilmArray Torch jest wigczony.

2. Na ekranie dotykowym wskaza¢ dostepne urzgdzenie Module.
3. Zapomocg czytnika kodow kreskowych zeskanowac kod kreskowy na saszetce FilmArray.

Informacje umozliwiajgce identyfikacje saszetki (Lot Number (Numer partii) i Serial Number (Numer seryjny)),
Pouch Type (Typ saszetki) i Protocol (Protokét) sg wstepnie zaprogramowane w prostokgtnym kodzie kreskowym
znajdujgcym sie na saszetce FilmArray. Dane te zostang automatycznie wprowadzone po zeskanowaniu kodu
kreskowego. Jesli zeskanowanie kodu kreskowego jest niemozliwe, dane saszetki, takie jak Lot Number (Numer
partii), Serial Number (Numer seryjny), Pouch Type (Typ saszetki) oraz Protocol (Protokét) mozna wprowadzi¢
recznie, korzystajgc z informaciji podanych na etykiecie saszetki i wprowadzajac je w odpowiednie pola. W celu
zredukowania liczby btedéw przy wprowadzaniu danych zdecydowanie zaleca sie wprowadzanie informac;ji
dotyczgcych saszetki poprzez zeskanowanie kodu kreskowego.

4. Wprowadzi¢ identyfikator Sample ID (ID prébki). Identyfikator Sample ID (ID prébki) mozna wprowadzié recznie
lub zeskanowaé go za pomocg czytnika kodow kreskowych, gdy uzywany jest identyfikator Sample ID (ID probki)
w postaci kodu kreskowego.

5. Wilozy¢ saszetke do urzadzenia Module.

Upewnic sie, ze etykieta mocowania saszetki lezy ptasko na gorze saszetki i nie ulegta zagieciu. Po wiozeniu
saszetki urzgdzenie Module chwyci jg i wciggnie do komory.

6. W razie potrzeby zaznaczy¢ i/lub potwierdzi¢ protokdt z poziomu listy rozwijanej Protocol (Protokdt).

7. Wprowadzi¢ nazwe uzytkownika i hasto operatora, a nastepnie wybrac pozycje Next (Dalej).

UWAGA: Kolor czcionki nhazwy uzytkownika bedzie czerwony do momentu jej
rozpoznania przez oprogramowanie.

8. Sprawdzi¢ na ekranie wprowadzone dane cyklu. Jesli sg prawidtowe, wybra¢ pozycje Start Run (Uruchom cykl).

Po rozpoczeciu cyklu na ekranie wyswietli sie lista czynnosci wykonywanych przez urzgdzenie oraz liczba minut
pozostatych do zakonczenia cyklu.

UWAGA: W pierwszej minucie pracy homogenizator emituje dzwiek o wysokiej
czestotliwosci.
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9. Po zakonczeniu cyklu status urzgdzenia Module zmieni sie na Finished (Zakonczono) i nastgpi czesciowe
wysunigcie saszetki.

10. Z poziomu ekranu Dashboard (Pulpit nawigacyjny) wybra¢ pozycje Finished (Zakonczono) dla urzgdzenia
Module, aby wyswietli¢ raport.

Wybraé pozycje Print (Drukuj), aby wydrukowacé raport, lub Save (Zapisz), aby go zapisa¢ w postaci pliku.

11. Wyjac¢ saszetke z urzadzenia Module i natychmiast wyrzuci¢ jg do pojemnika na odpady stanowigce zagrozenie
biologiczne.

UWAGA: po wyjeciu saszetki raport mozna wyswietli¢ wytacznie za pomoca funkcji
Browse Runs (Przegladaj cykle).

Kontrole procesu

Kazda saszetka ma przypisane dwie kontrole:

1. RNA Process Control (proces kontrolny RNA)
RNA Process Control (proces kontrolny RNA) obejmuje transkrypcje RNA drozdzy Schizosaccharomyces pombe.
Drozdze te zawarte sg w saszetce w postaci liofilizowanej, a ich uwodnienie nastepuje w trakcie fadowania
saszetki. Materiat kontrolny przechodzi wszystkie etapy procesu badania, tacznie z liza, oczyszczaniem kwasow
nukleinowych, odwrécong transkrypcja, pierwszym stopniem PCR, rozcienczaniem, drugim stopniem PCR oraz
topnieniem DNA. Dodatni wynik koncowy oznacza, ze wszystkie czynnosci przeprowadzane w saszetce
FilmArray Gl przebiegty prawidtowo.

2. PCR2 Control (kontrola PCR2)
Kontrola ta wykrywa docelowe DNA wprowadzone do dotkow matrycy wraz z odpowiadajgcymi im primerami.
Dodatni wynik oznacza, ze drugi stopierh PCR przebiegt prawidtowo.

Cykl testowy konczy sie powodzeniem, gdy obie kontrole dajg wynik dodatni. Gdyby choé jedna z nich data wynik ujemny,
na ekranie laptopa, w polu dotyczgcym kontroli w raporcie z testu (w prawym gérnym rogu) wyswietli sie komunikat Failed
(zakonczony niepowodzeniem), a wszystkie wyniki wymienione zostang jako Invalid (nieprawidtowe). W przypadku
ujemnego wyniku kontroli nalezy ponownie przebada¢ probke korzystajgc z nowej saszetki.

Monitorowanie jakosci dziatania systemu

Oprogramowanie FilmArray automatycznie uznaje cykl za nieprawidtowy, jesli temperatura topnienia (Tm) dla
ktorejkolwiek kontroli, RNA Process Control (Kontrola procesowa RNA) lub PCR2 Control (Kontrola PCR2) przekroczy
dopuszczalny zakres: 80,2—-84,2 w przypadku kontroli RNA Process Control (Kontrola procesowa RNA) lub 74,1-78,1 w
przypadku kontroli PCR2 Control (Kontrola PCR2). Jesli jest to wymagane przez lokalne, krajowe lub ustalone przez
organizacje akredytujgcg wytyczne dotyczgce kontroli jakosci, uzytkownicy mogg monitorowaé system poprzez
wyznaczanie trendu wartosci Tm dla oznaczen kontroli i rejestrowanie go zgodnie ze standardowymi praktykami kontroli
jakosci w laboratorium.®*®” Oznaczenie PCR2 Control (Kontrola PCR2) jest uzywane we wszystkich typach saszetek (np.
RP, GI, ME i BCID), dlatego moze by¢ stosowane do monitorowania systemu, gdy w tym samym urzadzeniu/Module
FilmArray uzywa sie wielu typow saszetek.

Dobra praktyka laboratoryjna zaleca regularne przeprowadzanie zewnetrznych kontroli z oczekiwanymi wynikami
dodatnimi i ujemnymi. Do zewnetrznej kontroli ujemnej mozna stosowaé podtoze zawierajgce prébke jelitowg. Natomiast
do zewnetrznej kontroli dodatniej uzyte mogg by¢ wczeséniej stwierdzone dodatnie prébki stolca lub prébki ujemne
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zatadowane dobrze scharakteryzowanymi patogenami. Kontrole zewnetrzne powinny by¢ przeprowadzane zgodnie z
zaleceniami wlasciwych agencji normalizacyjnych (jesli dotyczy).

Oprogramowanie FilmArray automatycznie analizuje i interpretuje wyniki oznaczenia i wyswietla wyniki kohcowe w
raporcie z testu (przyktadowy raport z testu mozna znalez¢ w przewodniku dotyczacym testu FilmArray Gastrointestinal
Panel). Analizy przeprowadzone przez oprogramowanie FilmArray i szczeg6towe informacje na temat raportu z testu
opisano ponizej.

Interpretacja badania

Po zakonczeniu reakcji PCR fazy drugiej urzadzenie/Module FilmArray wykonuje analize topnienia DNA produktéw reakciji
PCR w wysokiej rozdzielczosci i mierzy sygnat fluorescencji wygenerowany w poszczegolnych studzienkach (dalsze
informacje mozna znalez¢ w podreczniku operatora urzgdzenia FilmArray). Oprogramowanie FilmArray wykonuje
wowczas kilka analiz i wyswietla ostateczny wynik oznaczenia. Ponizej opisano etapy tych analiz.

Analiza krzywych topnienia. Oprogramowanie FilmArray ocenia krzywa topnienia DNA dla kazdej studzienki matrycy
reakcji PCR fazy drugiej w celu ustalenia, czy produkt reakcji PCR byt obecny w tej studzience. Jezeli produkt jest
obecny, wéwczas oprogramowanie wyznacza z przebiegu krzywej temperature topnienia (Tm). Uzyskana warto$¢ Tm jest
porownywana z zakresem oczekiwanych Tm dla danego badania. Jesli oprogramowanie stwierdzi, ze topnienie
przebiegto wiasciwie, a punkt szczytowy krzywej topnienia znajduje sie w zakresie przewidzianym dla badania, woéwczas
krzywa topnienia uwazana jest za prawidtowg. Jezeli natomiast oprogramowanie uzna, ze topnienie nie przebiegto w
prawidtowy sposob albo Tm nie miesci sie w wlasciwym zakresie, krzywa uwazana bedzie za nieprawidiowa.

Analiza przeprowadzana dla dotkéw z jednakowa zawartosciag Aby okresli¢ wynik badania, oprogramowanie - po
identyfikacji krzywych topnienia - analizuje zawartos¢ trzech jednakowych dotkéw. Badanie zostanie zakonczone
powodzeniem, jezeli przynajmniej dwie lub trzy powigzanie z nim krzywe topnienia bedg okreslone jako prawidtowe, a Tm
dla przynajmniej dwéch z trzech prawidtowych krzywych topnienia bedzie zgodna w zakresie 1°C. Badania nie
spetniajgce tych kryteriow uwazane sg zakohczone niepowodzeniem.

Interpretacja wynikow.

W przypadku wielu patogendw wykrywanych przez urzgdzenie FilmArray Gl Panel, ich obecnos¢ jest potwierdzana
(Detected) w raporcie wowczas, gdy jedno badanie na jego obecnos$¢ daje wynik dodatni. | tak w przypadku Plesiomonas
shigelloides w raporcie z badania pojawi sie wynik ,Plesiomonas shigelloides Detected” jesli badanie w przynajmniej
dwach z trzech jednakowych dotkdw do wykrywania tej bakterii bedzie mie¢ identyczne dodatnie szczytowe punkty
krzywej topnienia z wartosciami Tm znajdujgcymi sie w zakresie przewidzianym dla badania.

W jednym badaniu wykryte mogg by¢ nastepujgce organizmy: toksygeniczne C. difficile, P. shigelloides, Salmonella,
Y. enterocolitica, EAEC, Shigella/EIEC, adenowirus F 40/41, astrowirus, sapowirus (genogrupy I, I, IV i V), C.
cayetanensis, E. histolytica oraz G. lamblia.

Dla kontrastu wyniki badan dla licznych organizméw polegajg na kombinaciji kilku badan. Dotyczy to: Campylobacter

(C. jejuni/C. coli/C. upsaliensis), Vibrio (V. parahaemolyticus/ V. vulnificus/V. cholerae) i Vibrio cholerae, Cryptosporidium,
norowirusa GI/GlI i rotawirusa A. Wyniki testow dla wielu wywotujgcych biegunke szczepow E. coli(s) obejmujg wiele
badan na obecno$¢ markeréw genetycznych, pozwalajgcych rozpoznac¢ réznorodne klasyczne patotypy E. coli, w tym
EPEC, ETEC i STEC (fgcznie z O157), jak rowniez wymienione powyzej EAEC oraz Shigella/EIEC. Zasady interpretacii
wynikéw tych badan znalez¢é mozna ponizej, wraz ze skroconymi opisami badan na oczekiwang reaktywnosg; ich petne
opisy zawarto w czesci o inkluzywnosci.
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UWAGA: w przypadku wykrycia w jednej prébce czterech lub wiecej roznych organizmoéw zaleca sie powtérzenie badania
w celu potwierdzenia takiego wyniku.

Bakterie

Campylobacter (C. jejuni/C. coli/C. upsaliensis)

FilmArray Gl Panel przeprowadza dwa rézne badania (Campy 1 i Campy 2) polegajace na wykryciu, ale nie
rozréznieniu, gatunkéw Campylobacter najczesciej powodujgcych choroby zotgdkowo-jelitowe u ludzi. Sg to: C.
jejuni, C. colii C. upsaliensis. Te same gatunki oznaczane sg w ramach standardowych badan laboratoryjnych. Inne
gatunki bakterii Campylobacter nie sg wykrywane przez FilmArray Gl Panel. Badania empiryczne i analiza
sekwencji in silico wykazujg zredukowang czuto$¢ na rzadziej spotykane podgatunki C. jejuni (Campylobacter jejuni
podgat. doylei). Wynik dodatni z jednego lub obu badan pokazany zostanie jako Campylobacter Detected (wykryto).

Clostridium difficile toksyna A/B

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie multipleksowe (Cdiff) na oznaczanie toksytenicznego
C. difficile, stwierdzajgce zaréwno gen toksyny A (tcdA) i gen toksyny B (tcdB). Typowe szczepy toksygeniczne
wytwarzajg obie toksyny. Aby stwierdzi¢ ich obecnosc¢, wystarczy jednak obecno$¢ jednej z nich. Badania
empiryczne i analiza sekwencji in silico potwierdzaja, ze badanie wykryje wszystkie toksynotypy i epidemiczne
szczepy hiperwirulentne BI/NAP1/027, cho¢ nie zostang one rozréznione w wyniku badania. Wykrycie jednego
lub obu genéw toksyny w badaniu da wynik Clostridium difficile toksyna A/B Detected (wykryto). Jako ze
prawdopodobienstwo bezobjawowego przebiegu infekcji C. difficile jest bardzo wysokie u najmtodszych dzieci i
pacjentéw hospitalizowanych, wykrycie toksygenicznych C. difficile nalezy interpretowac¢ w oparciu o wytyczne
stworzone przez placéwke badawczg lub innych ekspertdw (na przyktad procedury opublikowane przez The
American Academy of Pediatrics™® lub Society for Healthcare Epidemiology of America i Infectious Disease
Society of America).*

Plesiomonas shigelloides

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Pshig) na oznaczenie P. shigelloides, jedynego znanego
gatunku rodzaju Plesiomonas.

Salmonella

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Salm) na oznaczenie obydwu gatunkéw Salmonelli:
S. enterica i S. bongori. Badania empiryczne i analiza sekwenciji in silico potwierdzaja, ze badanie wykryje
wszystkie podgatunki i serowary Salmonella. W przypadku pewnych szczepow E. coli, zawierajacych warianty
systemu sekreciji typu Il ETT2 (wiecej informacji znalez¢ mozna w czesci poswiecona inkluzywnosci).

Vibrio (V. parahaemolyticus/V. vulnificus/V. cholerae) oraz Vibrio cholerae

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Vibrio) na oznaczenie gatunkow Vibrio najczesciej
wywotujgcych zapalenie zotgdka i jelit (V. parahaemolyticus, V. vulnificus oraz V. cholerae). Badania empiryczne i
analiza sekwencji in silico potwierdzajg, ze badanie moze réwniez reagowac na obecnos¢ rzadziej spotykanych
gatunkéw Vibrio, takich jak V. alginolyticus, V. fluvialis i V. mimicus). Wynik badania nie rozréznia, ktéry gatunek
Vibrio zostat wykryty; badanie raczej tez nie wykaze obecnos$ci rzadszych V. cincinnatiensis, V. furnissii i V.
metschnikovii. Do wykrywania Vibrio cholerae stuzy drugie badanie (Vchol). Wynik Vibrio cholerae Detected
(wykryto) wyswietli sie tylko wtedy, gdy owo badanie da wynik dodatni, natomiast wynik dodatni z ktéregokolwiek
z tych dwéch badan zostanie oznajmiony komunikatem Vibrio Detected (wykryto) (patrz: tabela 2 ponizej).
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Tabela 2. Mozliwe wyniki badan na obecnos$¢ Vibrio i wyswietlane rezultaty

. Badanie na
. . Badanie na 2a
Interpretacja urzadzenia obecnosé Vibrio obecnosé Opis
FilmArray Gl —~ V. cholerae P
(Vibrio) (Vchol)
Vibrio: Not Detected (nie
wykryto) . . Nie wykryto obecnosci
Vibrio cholerae: Not Detected Ujemny Ujemny Vibrio
(nie wykryto)
Vibrio: Detected (wykryto) g
Vibrio cholerae: Not Detected Dodatni Ujemny W_ykryto obecnosé Vibrio
: (nie V. cholerae)
(nie wykryto)
Wykryto obecnos$¢ Vibrio
cholerae
Vibrio: Detected (wykryto) LUB
Vibrio cholerae: Detected Dowolny Dodatni Wykryto obecnos$c¢ Vibrio
(wykryto) cholerae i przynajmniej
jednego innego gatunku
Vibrio

Yersinia enterocolitica

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Yent) na oznaczenie wszystkich znanych serotypow i
biotypow Y. enterocolitica. Badania empiryczne i analiza sekwencji in silico wskazujg na mozliwos¢ zachodzenia
reakcji krzyzowej z Y. kristensenii i Y. frederiksenii, gdy te wystepujg w stezeniach >10° CFU/ml. Nalezg one do
grupy Y. enterocolitica i sg trudne w rozréznieniu od Y. enterocolitica metodg posiewu; przypuszcza sie tez, ze sg
patogeniczne dla ludzi.

Wywotujgce biegunke szczepy E. coli

FilmArray Gl Panel przeprowadza kilka badan na oznaczenie determinantéw genetycznych powigzanych z
klasycznymi patotypami wywotujgcych biegunke szczepdw E. coli/Shigella. Udokumentowano juz wczeéniej
horyzontalny transfer tych genéw pomiedzy roznymi organizmami; uzyskanie wyniku Detected (wykryto) dla kilku
badan na obecnos¢ E. coli/Shigella moze wynika¢ z obecnosci wielu patotypéw lub pojedynczego szczepu
zawierajgcego charakterystyczne determinanty wielu patotypéw. Przyktadem tego jest epidemia z roku 2011
wywotana przez szczep E. coli O104:H4, ktory zawierat determinanty zaréwno bakterii E.coli produkujgcej
toksyne Shiga (STEC) i szczepy adherentne E. coli (EAEC).

Szczepy adherentne E. coli (EAEC)

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie multipleksowe (EAEC) na oznaczenie dwoch genow
docelowych typowo zwigzanych ze szczepem adherentnym E. coli; gen regulujgcy aggR oraz gen kodujacy
domniemane biatko btony zewnetrznej, aatA. Obydwa geny zlokalizowane sg na czesciowo utrzymanym
plazmidzie pAA.

Uwaga: pAA nie jest obecny we wszystkich szczepach okreslanych fenotypowo jako EAEC i nie wszystkie
plazmidy pAA przenoszg geny aggR i aatA, w zwigzku z czym FilmArray Gl Panel nie wykryje wszystkich
cztonkéw tego zréznicowanego patotypu, ale z duzym prawdopodobienstwem stwierdzi obecnos$¢ wiekszosci
szczepbw patogenicznych, w tym E. coli 0104:H4, odpowiedzialnego za ostatnie epidemie w Europie.

Szczepy enterotoksyczne (ETEC): enterotoksyny termolabilne (It) i termostabilne (st)

System FilmArray Gl Panel zawiera trzy oznaczenia (ETEC 1, ETEC 2, i ETEC 3) stuzgce do wykrywania genow
kodujacych enterotoksyny wystepujgcych w enterotoksygennych szczepach E. coli (ETEC). Oznaczenia zostaty
opracowane w celu wykrywania gendéw kodujgcych enterotoksyne (ItA) cieptochwiejng (LT) oraz dwa warianty
enterotoskyny cieptostatej (ST) (stla, zwanej STp; oraz stlb, zwanej STh). Zgtaszane wyniki nie okreslajg, ktore z
tych gendéw toksyn zostaty wykryte. Dodatni wynik dla dowolnej kombinacji tych trzech oznaczen spowoduje
zgtoszenie wyniku Detected (Wykryto) dla genow It/s enterotoksygennych szczepow E. coli (ETEC) . Geny
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kodujace toksyny w wariancie LT-II (strukturalnie podobne do LT) i toksyna STB/ST2 (strukturalnie niepodobne
do ST1) nie sg wykrywane przez oznaczenia ETEC i nie sg uznawane za wazne czynniki choréb ludzi. Badania
empiryczne i analizy sekwenciji in silico wskazujg potencjalng reaktywnos¢ krzyzowa z niektérymi szczepami
Hafnia alvei, C. koseri, C. sedlakii oraz Cedecea davisae.

Szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC)

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Ec eae) na obecnos$¢ genu eae, kodujgcego adhezyjng
intimine. Wykryte, lecz nie rozréznione, zostang i typowe, i atypowe EPEC. Wyspa patogennosci LEE, ktéra
zawiera gen eae, znajduje sie takze w bakteriach E. coli wytwarzajgcych toksyne Shiga (STEC) (szczepy STEC;
0157 i non-0157), dlatego wyniki badania eae (dodatnie badz ujemne) sg podawane tylko wtedy, gdy nie
zostanie wykryty STEC. Gdy natomiast zostanie wykryty, szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC) zostang
podane w wyniku jako N/A (Not Applicable - nie dotyczy), bez wzgledu na wynik badania na obecnos¢ EPEC
(patrz: tabela 3 ponizej). W zwigzku z powyzszym badanie wykonywane przez FilmArray Gl Panel nie rozréznia
STEC zawierajgcego eae i koinfekcji EPEC i STEC.

Szczepy werotoksyczne E. coli (STEC); geny 1 i 2 kodujace toksyne Shiga (stx1/stx2)

FilmArray Gl Panel przeprowadza dwa badania (STEC 1i STEC 2) na obecno$¢ sekwencji toksyny Shiga 1 (stx1)
i Shiga 2 (stx2). Wyswietlane wyniki nie wskazujg na to, ktérg z tych toksyn wykryto w badaniu. Wynik dodatni z
dowolnego badania lub ich obu zostang wyswietlone jako Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) stx1/stx2
Detected (wykryto) (patrz: tabela 3 ponizej).

Uwaga: toksyna Shiga (stx; identyczna z stx1 STEC) znajduje sie w Shigella dysenteriae; z tego powodu jesli
FilmArray Gl Panel pokaze wyniki dodatnie na obecnosc¢ E. coli wytwarzajgcej toksyne Shiga (STEC) stx1/stx2
oraz Shigella / enteroinwazyjne E. coli (EIEC) z jednej probki, moze to wskazywac na obecnos¢ S. dysenteriae.

E. coli 0157

Aby ufatwi¢ rozpoznanie STEC serotypu 0157, FilmArray Gl Panel obejmuje odrebne badanie (Ec O157)
na oznaczenie genu specyficznego dla tego serotypu. Szczepy E. coli 0157 ktére nie zawierajg genéw
kodujgcych toksyne Shiga takze zostang rozpoznane, poniewaz jednak patogenicznos$¢ szczepdw non-
STEC pozostaje niezdefiniowana, wyniki badania E. coli 0157 nie zostanie podany, o ile nie zostanie
stwierdzona obecnos$¢ genu kodujacego toksyne Shiga (STEC detected - wykryto).

Wykrycie STEC stx1/stx2 oraz E. coli 0157 skutkuje tym, ze obecnos¢ E. coli O157 decyduje o wyniku
dodatnim badania STEC. Jezeli STEC stx1/stx2 daje wynik Not Detected (nie wykryto), wowczas wynik
na obecnosé E. coli 0157 jest okreslany jako N/A (Not Applicable - nie dotyczy). FilmArray Gl Panel nie
rozroznia infekcji wywotanych tylko toksygenicznym STEC O157 a rzadkim przypadkiem koinfekcji STEC
(non-0157) z stx1/stx2-ujemnym E. coli 0157 (patrz: tabela 3 ponizej).

Tabela 3. Mozliwe wyniki badan na obecnos¢ szczepow enteropatogennych E. coli (EPEC) oraz E.coli wytwarzajacej toksyne
Shiga (STEC) stx1/stx2 i wySwietlane rezultaty

. E. coli

Badanie 2?2?:1&1/2 0157 _
Wyniki uzyskane przez FilmArray Gl EPEC Badanie Opis

(Ec eae) Brse (Ec 0157)

STEC 2)
Enteropathogenic E. coli (EPEC): Not
Det_ected (S?cz_epy enteropatogenne E. Szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC)
coli (EPEC): nie wykryto) oraz E. coli wytwarzajgca toksyne Shiga
Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) (STEC) stx1/stx2 nie zostaty wykryte
stx1/stx2: Not Detected (Szczepy Ujemny Ujemny Dowolny
werotoksyczne E. coli (STEC) stx1/stx2: Wynik na obecno$¢ E. coli 0157 jest
nie wykryto) podany jako N/A, gdy STEC nie zostanie
wykryty
E. coli O157: N/A (nie dotyczy)
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Badania

E. coli

Badanie STEC stx1/2 0157 .
Wyniki uzyskane przez FilmArray Gl EPEC Badanie Opis
(Ec eae) S=e (Ec 0157)
STEC 2)
Enteropathogenic E. coli (EPEC): Detected Szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC)
(Szczepy enteropatogenne E.coli (EPEC): zostaty wykryte
wykryto)
Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) _ _ Szczepy werotoksyczne E. coli (STEC)
stx1/stx2: Not Detected (Szczepy Dodatni Ujemny Dowolny | stx1/stx2 nie zostaty wykryte
werotoksyczne E. coli (STEC) stx1/stx2:
nie wykryto) Wynik na obecnos¢ E. coli 0157 jest
podany jako N/A, gdy STEC nie zostanie

E. coli 0157: N/A (nie dotyczy) wykryty
Enteropathogenic E. coli (EPEC): N/A
Sezzf)(ipgze)nteropatogenne E. coli (EPEC): Wynik EPEC jest podany jako N/A, czyli nie

yezy dotyczy (nie mozna rozrézni¢ EPEC od

Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) | o Dodatni® Uiemn STEC zawierajgcego gen eae)
stx1/stx2: Detected (Szczepy Y J g Szczepy werotoksyczne E. coli (STEC)
werotoksyczne E. coli (STEC) stx1/stx2: / py Y ’ ;

kryto) stx1 stx.2 zostaty wykryte, natomiast serotyp
Wy 0157 nie zostat wykryty

E. coli O157: Not Detected (nie wykryto)
Enteropathogenic E. coli (EPEC): N/A
(Szczepy enteropatogenne E.coli (EPEC): Wynik EPEC jest podany jako N/A, czyli nie
nie dotyczy) dotyczy

(nie mozna rozrézni¢ EPEC od STEC

Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) Dowolny Dodatni® Dodatni zawierajgcego gen eae)

stx1/stx2: Detected (Szczepy
werotoksyczne E. coli (STEC) stx1/stx2:
wykryto)

E. coli O157: Detected (wykryto)

Szczepy werotoksyczne E. coli (STEC)
stx1/stx2 zostaty wykryte, serotyp O157
zostat wykryty °

% Dodatnie wyniki uzyskane w badaniu (badaniach) STEC oraz w badaniu Shigella/Enteroinvasive E. coli (EIEC) mogg
wskazywac na obecnos$¢ Shigella dysenteriae.
® Determinant 0157 moze pochodzi¢ od STEC albo z rzadkiego przypadku E. coli 0157wytwarzajacej toksyne Shiga bedacej
tego samego gatunku co non-O157 STEC.

Shigella/ szczepy enteroinwazyjne E. coli (EIEC).

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Shig) na obecnosc¢ ipaH, czyli genu specyficznego
wytgcznie dla wszystkich gatunkéw Shigella oraz enteroinwazyjnych E. coli (EIEC). Nie istnieje mozliwosé
rozréznienia Shigelli od EIEC za pomoca tej metody, a w przypadku wykrycia ipaH pokazany zostanie wynik
Shigella/Enteroinvasive E. coli (EIEC) Detected (wykryto).

Uwaga: toksyna Shiga (stx; identyczna z stx1 STEC) znajduje sie w Shigella dysenteriae; z tego powodu jesli
FilmArray Gl Panel pokaze wyniki dodatnie na obecno$¢ E. coli wytwarzajgcej toksyne Shiga (STEC) stx1/stx2 z
Shigella / enteroinwazyjne E. coli (EIEC) z jednej probki, moze to wskazywa¢ na obecnos¢ S. dysenteriae.

Pasozyty

Cryptosporidium

FilmArray Gl Panel przeprowadza dwa badania (Crypt 1 i Crypt 2) na obecno$¢ gatunkéw Cryptosporidium.
Badania empiryczne i analiza sekwencji in silico potwierdzaja, ze badanie wykrywa ok. 23 r6zne gatunki
Cryptosporidium, w tym te o najbardziej wazkim znaczeniu klinicznym dla ludzi (np. C. hominis i C. parvum), a
takze kilka mniej powszechnych gatunkow, jak np. C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. cuniculus, C. muris czy
C. suis. Badanie nie rozréznia gatunkéw tego pasozytu, a takie bardzo rzadkie gatunki, jak C. bovis, C. ryanae

FilmArray Gastrointestinal (GI) Panel CE IVD Instrukcja obstugi

BioFire Diagnostics, LLC




czy C. xiaoi mogg nie zosta¢ wykryte. Wynik dodatni z jednego lub obu badah pokazany zostanie jako
Cryptosporidium Detected (wykryto).

Cyclospora cayetanensis

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Ccayet) na oznaczenie C. cayetanensis, jedynego
gatunku rodzaju Cyclospora wywotujgcego choroby u ludzi.

Entamoeba histolytica

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Ehist) na oznaczenie E. histolytica, jedynego gatunku
rodzaju Entamoeba wywotujacego zapalenie zotgdka i jelit. Badanie to moze wykazywac reaktywnos$é¢ krzyzowg z
blisko spokrewnionym gatunkiem E. dispar, jezeli osobniki obecne sa w duzych ilosciach (ok. 10° oocyst/ml

lub wiecej).

Giardia lamblia

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Glam) na obecnos¢ G. lamblia (zwanej rowniez

G. intestinalis, G. duodenalis), jedynego przedstawiciela gatunku Giardia zakaznego dla cztowieka. Podczas
ewaluacyjnych badan klinicznych rzadko obserwowano reaktywnosc¢ krzyzowg z mikroorganizmami
symbiotycznymi, takimi jak np. Bifidobacterium i Ruminococcus.

Wirusy

Adenowirus F40/41

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie multipleksowe (AdenoF) na obecnos¢ konkretnie obu
adenowirusow, F40 i F41 (tzn. ze nie wchodzi w reakcje krzyzowg ze znajdujgcymi sie w drogach oddechowych
adewirusami non-40/41, jezeli te znajdg sie w prébce stolca). Wyswietlane wyniki nie wskazujg na to, ktéry z tych
serotypow - 40 czy 41 - wykryto w badaniu. Badanie nie wykrywa innych gatunkéw adenowiruséw, takich jak
gatunki B, C czy E, ktére sg zwigzane z zakazeniami drog oddechowych.

Astrowirus

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Astro) na oznaczenie osmiu podtypéw (HAstV1-8)
ludzkiego astrowirusa. Badanie nie jest przewidziane do wykrywania niedawno zidentyfikowanych astrowiruséw
ostonkowych MLB i VA.

Norowirus GIl/GlI

FilmArray Gl Panel przeprowadza dwa badania (Noro 1 i Noro 2) wspdlnie oznaczajgcych genogrupy tych
norowirusow, ktore sg najpowszechniej powigzane z infekcjami u ludzi (Gl i Gll). Zadne z nich nie wykrywa
genogrupy GIV, genogrup nie wystepujgcych u ludzi, ani tez blisko z nimi spokrewnionych kaliciwirusami, takimi
jak sapowirus. Wyswietlane wyniki nie wskazujg na to, ktérg z tych genogrup (Gl i/lub GlIlI) wykryto w badaniu.
Dodatni wynik z dowolnego lub obu badan zostawie pokazany jako Norovirus GI/Gll Detected (wykryto).

Rotawirus A

FilmArray Gl Panel przeprowadza dwa oddzielne badania na wykrywanie rotawirusa A (RotaA 1 i RotaA 2)
inkluzyjne dla wszystkich szczepow rotawiruséw A. Analiza sekwencji in silico wskazata, ze w tych badaniach nie
zachodzi reaktywnosc¢ krzyzowa z rotawirusami B i C (rzadziej zwigzanymi z chorobami u ludzi) ani z
rotawirusami D, E i F (ktérych nie wykryto u ludzi). Badania empiryczne natomiast wykazaty, ze badania te
wykrywajg szczepy rekombinacyjne wirusow zawartych w szczepionkach przeciwko rotawirusom. Wynik dodatni z
dowolnego lub obu badan przeprowadzanych przez FilmArray Gl Panel pokazany zostanie jako Rotavirus A
Detected (wykryto).
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Sapowirus (genogrupall, Il, IV i V)

FilmArray Gl Panel przeprowadza pojedyncze badanie (Sapo) na oznaczenie genogrup sapowirusow, ktére sg
obecne przy infekcjach u ludzi (I, Il, IV i V), ale bez ich rozrézniania. Patogen $winski z genogrupy Il nie jest
wykrywany.

Raport z badania FilmArray Gl

Raport podsumowujgcy FilmArray Gl wyswietlany jest automatycznie po zakonczeniu cyklu i zawiera trzy czesci: Run
Summary (podsumowanie cyklu), Result Summary (podsumowanie wynikow) oraz Run Details (informacje o cyklu) (patrz:
przyktad raportu koncowego w skréconym instruktazu rozpoczecia pracy z urzadzeniem FilmArray Gastrointestinal
Panel). Raport ten mozna zapisac¢ jako plik PDF lub wydrukowaé go.

Czes$¢ Run Summary (podsumowanie cyklu) zawiera nastepujgce informacje: Sample ID (ID prébki), data i czas
przeprowadzania cyklu, wyniki kontroli oraz ogélne podsumowanie wynikéw badania. Kazdy wykryty organizm zostanie
wymieniony w polu Detected (wykryty) zostanie wymieniony w odpowiednim polu podsumowania. Komunikat None (brak)
w polu Detected oznacza, ze wszystkie badania majg wynik ujemny. Controls (kontrole) okreslane s3g jako Passed
(zaliczone), Failed (niezaliczone) lub Invalid (nieprawidtowe). W polu Controls (kontrole) znajdujg sie szczegotowe
informacje dotyczgce interpretacji kontroli oraz czynnosci, ktére nalezy przeprowadzi¢ w przypadku kontroli zakonczonej
niepowodzeniem.

Czes¢ Result Summary (podsumowanie wynikéw) zawiera liste wynikéw dla kazdego wykrywanego w badaniu
organizmu. Mozliwe wyniki to: Detected (wykryto), Not Detected (nie wykryto), Not Applicable (N/A) (nie dotyczy) lub
Invalid (nieprawidtowe). W czesci poswieconej podsumowaniu wynikow znajdujg sie szczegotowe informacje dotyczace
interpretacji wynikéw badania oraz czynnosci, ktére nalezy przeprowadzi¢ w przypadku uzyskania wynikow
nieprawidtowych.

Czes¢ Run Details (Szczegoty cyklu) zawiera dodatkowe informacje o cyklu, w tym: pouch information (informacje o
saszetce) (type (typ), lot number (numer partii) i serial number (numer seryjny)), Run Status (Status cyklu): Completed
(Zakonczony), Incomplete (Niezakonczony), Aborted (Przerwany), Instrument Error (Btgd urzadzenia), Instrument
Communication Error (Btgd komunikacji z urzgdzeniem) lub Software Error (Btgd oprogramowania), protokét
wykorzystany do przeprowadzenia testu, tozsamos¢ operatora, ktéry przeprowadzit test oraz urzgdzenie/Module uzywane
do przeprowadzenia testu.

Istnieje mozliwo$¢ wprowadzenia zmian w Sample ID (ID prébki) po zakoriczeniu cyklu. W takim przypadku w raporcie
pojawi sie nowa sekcja zatytutowana Change History (historia zmian). Zawiera ona takie informacje o zmianach, jak:
ktére pole zostato zmienione, jak brzmiat oryginalny wpis i jakiej zmiany w nim dokonano, kto zmiane te wprowadzit oraz
kiedy to zrobit. Pole Sample ID (ID prébki) jest jedynym, ktére mozna edytowac.

Pole Controls (kontrole)

Pole to zawiera¢ bedzie jedng z trzech informacji: Passed (zaliczone), Failed (niezaliczone) lub Invalid (nieprawidtowe).
Passed oznacza, ze cykl przebiegt prawidtowo (bez btedoéw ze strony urzgdzenia bgdz oprogramowania), a obie kontrole
saszetki (RNA Process Control - proces kontrolny RNA i PCR2 Control - kontrola PCR2) zakohczyty sie powodzeniem.
Failed oznacza, ze cykl zostat zakonczony prawidtowo (bez btedéw ze strony urzgdzenia bgdz oprogramowania), ale
jedna lub obie kontrole saszetki zostaty niezaliczone. W przypadku takiego wyniku kontroli, wyniki wszystkich badan
uwazane sg za Invalid (nieprawidtowe), zatem probke nalezy przebadac¢ ponownie w nowej saszetce.

Tabela 4 zawiera skrécone wyjasnienie mozliwych wynikéw kontroli i podaje, jakie czynnosci nalezy podjac.
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Tabela 4. Interpretacja wynikéw w polu Controls (kontrole) raportu FilmArray Gl

Wynik kontroli

Wyjasnienie

Wymagane postepowanie

Dziatanie

(niezaliczone)

ALE

przynajmniej jedna z kontroli
saszetki (proces kontrolny RNA
i/lub kontrola PCR2) zostaty
niezaliczone.

uzywajac nowej saszetki.

Passed Cykl przebiegt prawidtowo Brak Zgtosi¢ wyniki podane w
(zaliczone) ORAZ raporcie z badania.

obie kontrole saszetki zostaty

zaliczone.
Failed Cykl przebiegt prawidtowo Wykonac test ponownie, Uzna¢ wyniki ponownego

badania, a jesli btad
bedzie sie powtarzac,
skontaktowac sie z
dziatem wsparcia
technicznego.

Invalid
(nieprawidtowe)

Wynik nieprawidtowy kontroli
oznacza, ze cykl nie jest
zakohczony powodzeniem

(zwykle oznacza to btad
oprogramowania badz pracy
urzadzenia).

Nalezy zanotowa¢ wy$wietlane
podczas cyklu kody bteddw i
sprawdzi¢ Run Status (stan
cyklu) w czesci raportu Run
Details (szczegoty cyklu). Dalsze
instrukcje mozna znalez¢ w
podreczniku operatora
urzadzenia FilmArray lub
uzyskac, kontaktujgc sie z
dziatem pomocy technicznej.

Po skorygowaniu btedu nalezy
powtdrzyé test lub powtdrzyé test
z wykorzystaniem innego
urzgdzenia/Module.

Wazne wyniki z
powtérnego badania
nalezy uznac¢ za
poprawne, a jesli btad
bedzie sie powtarzac,
skontaktowac sie z
dziatem wsparcia
technicznego.
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Results Summary (podsumowanie wynikéw) - interpretacje

W Results Summary (podsumowanie wynikéw) znajduje sie spis wszystkich mozliwych wynikow badan. Mozliwe wyniki dla
kazdego organizmu to: Detected (wykryto), Not Detected (nie wykryto), Not Applicable (N/A) (nie dotyczy) lub Invalid
(nieprawidtowe). Table 5 zawiera wyjasnienia kazdej interpretacji oraz wymienia czynnosci wynikajgce z uzyskanego wyniku.

Tabela 5. Wyja$nienie wynikéw i wymagane dziatania

Wynik Wyjasnienie Wymagane dziatanie
Detected (wykryto) Cykl przebiegt prawidtowo Brak. Zgtosi¢ wyniki.
ORAZ

kontrole saszetki zostaty zaliczone (Passed)
ORAZ

badanie (badania), ktére doprowadzito do
interpretacji, miato wynik dodatni na podstawie
nastepujgcych wymogow dotyczgcych przynajmniej
2 z 3 oznaczen replikacji:

- wiasciwa krzywa topnienia, i

- Tm dla danych z procesu topnienia miescita sie w
zakresie przewidzianym dla badania, i

- Tm dla danych z procesu topnienia miescita sie w
zakresie 1°C wzgledem siebie.

Not Detected Cykl przebiegt prawidtowo Brak. Zgtosi¢ wyniki.
(nie wykryto) ORAZ

kontrole saszetki zostaty zaliczone (Passed)

ORAZ

badanie (badania), ktére doprowadzito do
interpretacji, miato wynik ujemny (nie spetnito
wymogow wyniku dodatniego badania, opisanych
powyzej w czesci Detected - wykryto).

N/A (nie dotyczy) Cykl przebiegt prawidtowo Brak. Zgtosi¢ wyniki.
(dotyczy tylko E. coli | ORAZ
0157 i EPEC)

kontrole saszetki zostaty zaliczone (Passed)
ORAZ

dla E. coli O157: szczepy werotoksyczne E. coli -
Not Detected (nie wykryto).

Dla EPEC: szczepy werotoksyczne E. coli -
Detected (wykryto).

Invalid Cykl nie zostat zakonczony powodzeniem (Aborted | Patrz: Table 4, Interpretacja
(nieprawidtowe) (przerwany), Incomplete (niekompletny) Instrument | wyniku w polu Controls
Communication Error (btad komunikac;ji (kontrole) raportu FilmArray.

urzgdzenia), Instrument Error (btad urzadzenia)
oraz Software Error (btad oprogramowania))

LUB

kontrole saszetki nie zostaty zaliczone (Failed)
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¢ Do stosowania wytgcznie zgodnie ze skierowaniem.

e Skutecznos¢ oznaczenia FilmArray Gastrointestinal (Gl) Panel okreslono wytgcznie dla systeméw FilmArray,
FilmArray 2.0 oraz FilmArray Torch.

e Badanie jest testem jakosciowym i nie podaje wartosci ilosciowych dla organizmow wykrytych w probce.

e Skuteczno$¢ badania zostata potwierdzona wytgcznie dla probek katu ludzkiego, znajdujgcych sie w wymazdéwce
z podtozem Cary Blair, zgodnie z instrukcjami producenta. Nie sprawdzano skutecznos$ci badania przy
zastosowaniu innych wymazéwek, samego stolca, wymazu z odbytu, pozostatosci stolca na endoskopie
ani wymiocin.

e Produkt nie zostat przewidziany do badania prébek stolca znajdujgcych sie w substancjach konserwujacych
(takich jak formalina czy alkohol poliwinylowy - PVA).

e Przebieg badania nie przewiduje pracy z prébkami od oséb bez objawdw infekcji zotadkowo-jelitowych.

o Kwasy nukleinowe wiruséw, bakterii i pasozytdw mogg by¢ obecne in vivo niezaleznie od aktywnosci tych
organizmow. Co wiecej, w przypadku niektérych organizméw mozna by¢ nosicielem bezobjawowym. Wykrycie
patogendw nie implikuje, ze dany patogen jest aktywny lub Ze stanowi przyczyne objawodw klinicznych.

e Wyniki uzyskane z badania nalezy zestawi¢ z wywiadem medycznym pacjenta, danymi epidemiologicznymi i
innymi danymi, dostepnymi dla pracownika stuzby zdrowia, ktéry ocenia stan zdrowia pacjenta. Jako ze
prawdopodobienstwo bezobjawowego przebiegu infekcji Clostridium difficile jest szczegdlnie wysokie u
najmtodszych dzieci i pacjentow hospitalizowanych, wykrycie toksygenicznych C. difficile nalezy interpretowa¢ w
oparciu o wytyczne stworzone przez placéwke badawczg lub innych ekspertéw (na przyktad procedury
opublikowane przez The American Academy of Pediatrics lub Society for Healthcare Epidemiology of America i
Infectious Disease Society of America).'®*

e Badanie nie zostalo przewidziane do monitorowania leczenia infekcji zadnego z wykrywanych przez
panel organizméw.

e Rozbieznosci pomiedzy wynikami uzyskiwanymi za pomocg FilmArray Gl Panel i innych metod okreslania
drobnoustrojéw wynikaé mogg z niemoznosci wiarygodnego rozréznienia gatunkéw w oparciu o standardowe
metody wyodrebnienia fenotypéw drobnoustrojéw. Przyktadem na to jest odréznienie Yersinii enterocolitica od
innych czlonkéw grupy Y. enterocolitica, takich jak: Y. kristensenii czy Y. fredricksonii, Entamoeby histolytica od
E. dispar, badz Helicobactera pullorum od Campylobactera. Wiecej takich przypadkéw znalez¢é mozna w czesci
poswieconej interpretacji wynikow.

¢ Istnieje ryzyko uzyskania fatszywego wyniku ujemnego ze wzgledu na obecnos$é wariantoéw sekwencji w genach
docelowych badania, btedéw proceduralnych, inhibitoréw amplifikacji w probce albo niedostateczng ilos¢
organizmow do amplifikacji.

o W przesziosci stwierdzanie obecnosci wielu patotypdéw wywotujgcych biegunke szczepdw E. coli odbywato sie na
podstawie charakterystyki fenotypu, na przyktad czynniki adhezyjne lub toksygeniczne w posiewach z
okreslonych tkanek. FilmArray Gl Panel wyodrebnia charakterystyczne deteminanty genetyczne wigkszo$ci
szczepow patogenicznych tych organizmdéw, moze jednak nie wykryé wszystkich szczepdw posiadajgcych
fenotyp specyficzny dla patotypu. FilmArray Gl Panel w szczegdlnosci wykryje tylko szczepy adherentne E. coli
(EAEC) posiadajgce geny aggR i/lub aatA w plazmidzie pAA (agregacyjnej adherenciji), nie wykryje natomiast
zadnych szczepdw posiadajgcych wzor owej adherenciji.

¢ Wykrywane geny, powigzane z wywotujgcymi biegunke patotypami E. coli/Shigella majg zdoIno$¢ do poziomego
transferu pomiedzy szczepami, co oznacza, ze wyniki Detected (wykryto) dla wielu takich patotypéw moze
wynika¢ z koinfekcji pomiedzy wieloma patotypami, lub, rzadziej, obecnosci pojedynczego organizmu
zawierajgcego geny charakterystyczne dla kilku patotypéw, na co przykladem moze by¢ epidemia z roku 2011
E. coli O104:H4, ktdrej szczepy zawieraty determinanty zaréwno STEC jak i EAEC.
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e FilmArray Gl Panel wykrywa termolabilng toksyne (LT) oraz warianty toksyn termolabilnych (ST1a i ST1b)
zawartych w enterotoksycznych szczepach E. coli (ETEC), powigzanych z chorobami u ludzi. Wariant toksyny LT-
Il (podobny pod wzgledem strukturalnym do LT) oraz toksyny STB/ST2 (strukturalnie nie podobnej do ST1) nie sg
wykrywane przez badania ETEC i nie uwaza sie ich za istotny czynnik chorobotwdrczy u ludzi.

¢ FilmArray Gl Panel wykrywa szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC) poprzez stwierdzanie obecnosci genu eae,
kodujgcego adhezyjng intimine. Poniewaz niektére E. coli produkujgce toksyne Shiga (STEC) réwniez zawierajg
gen eae (dotyczy to zwlaszcza szczepdw znanych jako enterokrwotoczny szczep E. coli; EHEC), FilmArray Gl
Panel nie rozréznia STEC zawierajgcego eae od koinfekcji pomiedzy EPEC i STEC. Z powyzszego powodu
wynik badania na obecnos$¢ EPEC bedzie N/A (nie dotyczy) i nie bedzie podany dla prébek, w ktérych zostat
réwniez wykryty STEC. W rzadkich przypadkach szczepy STEC mogg by¢ zgtaszane jako EPEC, gdy szczep
STEC zawierajgcy gen eae (EHEC) jest obecny w prébce w iloSci mieszczacej sie ponizej granicy wykrywalnosci
oznaczen STEC lub gdy szczep zawiera wariant genu stx, ktéry nie jest skutecznie wykrywany za pomocg
oznaczenia STEC (np. wariant f genu stx2). Udokumentowano rzadkie przypadki innych organizmoéw
posiadajgcych gen eae, na przyktad Aeromonas spp., Citrobacter spp., Escherichia albertii' i Shigella boydii.

e Shigella dysenteriae posiada gen stx, ktory jest identyczny z genem stx1 STEC. Wykrycie zaréwno analitéw
Shigelli/szczepbéw enteroinwazyjnych E. coli (EIEC) oraz STEC stx1/stx2 w tej samej probce moze wskazywac na
obecnosé¢ S. dysenteriae. Zgtoszono nieliczne przypadki wykrycia gendw toksyny Shiga w innych rodzinach i
gatunkach, np. w Aeromonas caviae, Acinetobacter haemolyticus, Shigella sonnei, Enterobacter cloacae,
Citrobacter freundii oraz Klebsiella pneumoniae.

o Whynik dla E. coli 0157 jest podawany jedynie w powigzaniu ze STEC stx1/stx2. Chociaz stwierdzano obecno$¢
szczepow non-STEC O157 w kale ludzkim, ich rola chorobotwdércza nie zostata ustalona. Rozpoznano serotyp
0157 EPEC i jest on wykrywany przez FilmArray Gl Panel (w badaniu EPEC) dzieki obecnosci genu eae.

o FilmArray Gl Panel nie rozréznia infekcji wywotanych tylko toksygenicznym STEC O157 a rzadkim przypadkiem
koinfekcji STEC (non-0157) z stx1/stx2-ujemnym E. coli O157.

e Badanie to wykrywa jedynie Campylobacter jejuni, C. coli oraz C. upsaliensis, nie rozrézniajgc tych trzech
gatunkéw Campylobactera. Do tego niezbedne jest dodatkowych testow, jak réwniez do wykrycia innych
gatunkéw Campylobactera, mogacych wystepowac w prébce stolca.

o  Wykrywanie kwaséw nukleinowych organizméw uzaleznione jest od odpowiedniej pracy z prébka, to jest
prawidtowego jej pobrania, obchodzenia sie z nig, transportu, przechowywania i przygotowania do badania.
Niezastosowanie odpowiednich procedur w ktérymkolwiek z tych etapéw moze prowadzi¢ do uzyskania btednych
wynikow, takich jak fatszywe wyniki dodatnie czy fatszywe wyniki ujemne spowodowane przez niewtasciwe
pobranie, transport i prace z prébka. Proces kontrolny RNA i kontrola PCR 2 nie wskazg, ktéra z powyzszych
czynnosci odpowiada za brak kwasu nukleinowego.

e Ze wzgledu na wiele aspektow charakterystyki prébki katu, mrozenie jej moze wptyng¢ na analit, a co za tym idzie
wyniki uzyskiwane z niektérych probek.

e  Wynik ujemny otrzymywany przez FilmArray Gl nie wyklucza mozliwosci infekcji jelitowo-zotadkowej. Przyczyng
wyniku ujemnego moze by¢ obecnos¢ wariantéw sekwencji w obszarze przeprowadzanego badania, obecnos¢
inhibitoréw, btad techniczny, pomylenie prébek czy infekcja wywotana przez patogeny nie wykrywane w saszetce.
Na wyniki moze mieé rowniez wptyw towarzyszgca terapia ukierunkowana przeciwko drobnoustrojom bgdz
poziom organizméw w prébce ponizej granicy wykrywalnoéci dla badania. Nie nalezy traktowaé wynikéw
ujemnych jako jedynej podstawy do diagnozy, leczenia czy innych decyzji medycznych.

e Btedne wyniki badania mogg by¢ generowane z powodu kontaminacji patogenem lub amplikonem. Nalezy
zwracac szczego6lng uwage na przestrzeganie zalecen zawartych w rozdziale ,Ostrzezenia i $rodki ostroznosci”,
w czesci ,Srodki ostroznosci stosowane w laboratorium”.

e w przypadku wykrycia w jednej probce czterech lub wiecej roznych organizmdw zaleca sie powtdrzenie badania
w celu potwierdzenia takiego wyniku.
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e Badanie FilmArray Gl nie przewiduje pracy z prébkami od oséb zaszczepionych przeciwko rotawirusowi A.
Niedawne doustne podanie takiej szczepionki moze spowodowac uzyskanie wyniku dodatniego na obecnos¢
rotawirusa A, jesli zostanie on wydalony ze stolcem.

e Lista uwzglednionych interferentéw znajduje sie w tabelach. Natomiast interferencja ze strony substancji nie
wymienionych skutkowa¢ moze uzyskaniem nieprawidtowych wynikéw.

e Stwierdzono, ze kilka organizméw moze wchodzi¢ w reakcje krzyzowg w badaniu FilmArray Gl Panel, a nalezg do
nich: Entamoeba dispar - jesli jest obecny w duzych ilosciach (badanie E. histolytica); podgatunki Bifidobacterium
i Ruminococcus. (badanie G. lamblia); niektére szczepy Citrobacter koseri, Citrobacter sedlakii, Hafnia alvei i
Cedeceae davisiae zawierajgce warianty biatka strukturalnego witki rzeski (badanie 2 ETEC), E. coli zawierajgce
wariant biatka sekrecji typu Il (badanie Salmonella), Grimontia hollisae wczesniej klasyfikowany jako Vibrio sp.
(badanie Vibrio) czy Yersinia frederiksenii i Yersinia kristensenii nalezace do grupy Y. enterocolitica (badanie Y.
enterocolitica). Dodatkowe informacje znalez¢ mozna w czesci ,Interpretacja wynikow” i ,Swoistos¢ analityczna”
niniejszego dokumentu.

o Wymienione w nich oraz powyzej organizmy mogg nie by¢ wszystkimi, ktdre mogag prowadzi¢ do uzyskania
btednych wynikéw na skutek wywotanej przez nie reaktywnosci krzyzowe;.

e Badanie inkluzywnosci Campylobactera oraz analiza in silico wykazaty, ze FilmArray Gl Panel moze dawac¢
rozbiezne wyniki albo wyjazywac obnizong czuto$¢ na niektdre organizmy wykrywane w badaniach
Campylobacter (u badania Campylobacter wykrywaija tylko C. jejuni, C. coli oraz C. upsaliensis). Szczep
Campylobacter upsaliensis ATCC 43954 i Campylobacter jejuni podgatunek doylei mogg nie zosta¢ wykryte, a
analiza in silico wykazata niedopasowanie primeréw moggce prowadzi¢ do zmniejszonej czutosci badania badz
braku reaktywnosci z sekwencjami 11/138 C. coli obecnymi w bazie danych NCBI.

e Badania empiryczne i analiza sekwencji in silico wskazaty, ze badanie Vibrio (V. parahaemolyticus/V. vulnificus /V.
cholerae) moze reagowac z rzadziej wystepujgcymi gatunkami Vibrio (np.: V. alginolyticus, V. fluvialis i
V. mimicus), nie jest natomiast przewidziane do wykrywania sporadycznie wystepujgcych Vibrio cincinnatiensis,
Vibrio furnissii czy Vibrio metschnikovii (Uwaga: nie zbadano skutecznosci wykrywania podgatunkéw Vibrio nie
powigzanych z chorobami u ludzi).

e |zolaty V.cholerae o mocno zréznicowanych genach toxR pozostang niereaktywne w badaniu FilmArray Gl Panel
V. cholerae. Badanie Vchol nie bedzie tez wykrywac¢ bardzo rzadkich szczepéw patogenicznych V. choleraenie
posiadajgcych genu toxR.

e Stwierdzona byta natomiast obecnos¢ sporadycznych izolatéw V. harveyi, V. mimicus i V. vulnificus, ktére nabyty
homolog genu toxR, przez co moga wykazywac reaktywnos¢ krzyzowg w badaniu Vchol.

¢ Na podstawie dostepnych sekwencji, kilka gatunkéw Cryptosporidium lub pewnych ich wariantéw, w tym C. bovis,
C. ryanae oraz C. xiaoi moze nie by¢ skutecznie wykrywane przez badanie Cryptosporidium, przy czym gatunki te
rzadko stwierdza sie w prébkach pochodzgcych od ludzi.

e Istnieje ryzyko uzyskania fatszywych wynikéw ujemnych z powodu obecnosci szczepdw z roznymi wariantami
sekwencji lub rearanzacji genetycznej w obszarze przeprowadzanego badania. Wiecej informacji na ten temat
mozna znalez¢é w czedci poswieconej inkluzywnosci badan.

¢ Niespodziewane wyniki uzyskane z badania izolatéw z posiewdw (np. podczas kontroli jakosci) mogg wynika¢ z
bteddéw w etykietowaniu lub kategoryzowaniu izolatu, skazeniu roztworu podstawowego lub rearanzac;ji
genetycznej (w tym utraty plazmidu wirulencji) podczas powtarzanego przenoszenia.

e Podczas badan walidacyjnych nie przebadano wszystkich serotypow Salmonelli, sprawdzono jednak
przedstawicieli wszystkich 20 najpowszechniej wystepujacych serotypdéw, obecnie wystepujgcych w USA (CDC
National Salmonella Surveillance Annual Summary 2009). Analiza sekwencji in silico potwierdza wykrywanie
wszystkich podgatunkow i serotypdw Salmonelli.

e W przypadku pewnych szczepdw E. coli, zawierajgcych warianty systemu sekreciji typu lll ETT2, pojawi¢ sie¢ moze
reaktywnos¢ krzyzowa w badaniu Salmonella (wiecej informacji znalezé mozna w czesci poswiecona
inkluzywno$ci).
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e Dodatnie i ujemne wartosci predykcyjne sg w duzej mierze zalezne od zachorowalnosci. Uzyskiwanie wynikow
fatszywie ujemnych jest bardziej prawdopodobne w szczytowym momencie aktywnosci patogendw, przy wysokiej
zachorowalnosci na dang chorobe. Natomiast wyniki fatszywie dodatnie bedg czesciej sie pojawia¢ wtedy, gdy
zachorowalnos¢ jest od $redniej do niskie;.

e Przebieg badania nie przewiduje pracy z prébkami od oséb o obnizonej odpornosci.

oAby okredli¢, jakie Srodki sg potrzebne do weryfikacji wynikdw celem stwierdzania epidemii i Sledzenia jej
przebiegu, krajowe i lokalne organy stuzby zdrowia opublikowaty wytyczne dotyczgce zgtaszania chordb objetych
tym wymogiem, w tym wywotane przez: Salmonellg, Shigellg, V. cholerae, E. coli 0157, szczepy enterotoksyczne
E. coli (ETEC) It/st oraz szczepy werotoksyczne E. coli (STEC) stx1/stx2. Na laboratoriach spoczywa obowigzek
przestrzegania zasad przekazywania materiatu klinicznego lub izolatéw probek okreslonych jako dodatnie do
odpowiednich krajowych laboratoriéw panstwowych placéwek zdrowia.

W prospektywnym ewaluacyjnym badaniu klinicznym, oceniajgcym skutecznosé FilmArray Gl Panel, zebrano i
przebadano 1556 kwalifikujgcych sie probek (stolca na podfozu jelitowym, np. Cary Blair) w czterech placéwkach
badawczych na catym terenie USA (w regionach: Pacific, North Central, Great Lakes oraz Northeast), w okresie ok. pieciu
miesiecy (od maja do wrzesnia 2013 r.). Liczba i udziat procentowy przypadkéw dodatnich w badaniu FilmArray Gl Panel,
podzielonych na grupy wiekowe, przedstawiono w ponizszej tabeli. Ogoélnie FilmArray Gl Panel wykryt przynajmniej jeden
organizm w 53,5% (832 / 1556) probek prospektywnych.

Tabela 6. Przeglad wartosci oczekiwanych (okreslonych w badaniu FilmArray Gl Panel) wedtug grup wiekowych w prospektywnym
badaniu klinicznym (od maja do wrzes$nia 2013)

Razem

Wynik FilmArray Gl Panel pic’)bek Fnlzrfzkll; (ﬁ-:54lla§) giiggg 1(ﬁ_=221 4I0a)t 2(r2]-=6;11I1a)t (?] 5:21%)
(n=1556)
Bakterie
Campylobacter 58 (3,7%) 1 (0,8%) 11 (2,6%) 12 (6,2%) 6 (2,5%) 19 (4,6%) 9 (5,2%)
Clostridium difficile toksyna A/B 204 (13,1%) || 49 (40,5%) | 66 (15,8%) 18 (9,3%) | 33(13,8%) | 29 (7,1%) 9 (5,2%)
Plesiomonas shigelloides 18 (1,2%) 0 (0,0%) 7 (1,7%) 4 (2,1%) 4 (1,7%) 3 (0,7%) 0 (0,0%)
Salmonella 37 (2,4%) 5 (4,1%) 7 (1,7%) 5 (2,6%) 52,1%) | 11 (2,7%) 4 (2,3%)
Vibrio 2 (0,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (0,5%) 0 (0,0%)
Vibrio cholerae 1(0,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (0,2%) 0 (0,0%)
Yersinia enterocolitica 1(0,1%) 1 (0,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Wywotujace biegunke szczepy E. coli/Shigella

Szczepy adherentne E. coli (EAEC) 109 (7,0%) 9 (7,4%) 34 (8,1%) 20 (10,4%) | 17 (7,1%) 25 (6,1%) 4 (2,3%)
Szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC) 348 (22,4%) || 30 (24,8%) | 155 (37,1%) | 45 (23,3%) | 46 (19,2%) | 55 (13,4%) | 17 (9,8%)
Szczepy enterotoksyczne E. coli (ETEC) It/st 31 (2,0%) 1 (0,8%) 5 (1,2%) 7 (3,6%) 5 (2,1%) 9 (2,2%) 4 (2,3%)

Szczepy werotoksyczne E. coli

(STEQ) stx/ete? 38(24%) || 108%) | 2457%) | 2@,0%) | 4(1,7%) | 5(1,2%) 2 (1,2%)

E. coli 0157 4 (0,3%) 0 (0,0%) 3 (0,7%) 1(0,5%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) 0 (0,0%)

Shigella / Szczepy enteroinwazyjne E. coli (EIEC)? 49 (3,1%) 0 (0,0%) 31 (7,4%) 7 (3,6%) 5 (2,1%) 6 (1,5%) 0 (0,0%)

Pasozyty
Cryptosporidium 24 (1,5%) 0 (0,0%) 9 (2,2%) 3 (1,6%) 6 (2,5%) 5 (1,2%) 1 (0,6%)
Cyclospora cayetanensisb 19 (1,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 13 (3,2%) 6 (3,5%)
Entamoeba histolytica 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Giardia lamblia 27 (1,7%) 1 (0,8%) 6 (1,4%) 5 (2,6%) 2 (0,8%) 13 (3,2%) 0 (0,0%)
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Wirusy
Adenowirus F 40/41 55 (3,5%) 12 (9,9%) 36 (8,6%) 5 (2,6%) 0 (0,0%) 2 (0,5%) 0 (0,0%)
Astrowirus 8 (0,5%) 1 (0,8%) 4 (1,0%) 0 (0,0%) 1 (0,4%) 2 (0,5%) 0 (0,0%)
Norowirus GI/GII 70 (4,5%) 15 (12,4%) 31 (7,4%) 5 (2,6%) 7 (2,9%) 9 (2,2%) 3(1,7%)
Rotawirus A 18 (1,2%) 11 (9,1%) 2 (0,5%) 1 (0,5%) 1 (0,4%) 2 (0,5%) 1 (0,6%)
Sapowirus 59 (3,8%) 12 (9,9%) 31 (7,4%) 7 (3,6%) 1 (0,4%) 5 (1,2%) 3(1,7%)

210 z 49 Shigella/EIEC wykryto w placéwce badawczej w Providence, RI, w lipcu 2013, podczas lokalnej epidemii Shigelli.
e Wszystkie 19 C. cayetanensis zostato wykrytych w placéwce badawczej w Omaha, NE, miedzy czerwcem a lipcem 2013, podczas obejmujgce;j kilka
stanow epidemii Cyclospora.

FilmArray Panel nie bada wszystkich prébek na obecnos$¢ EPEC czy E. coli 0157. Prébki dodatnie STEC (w ktérych
wykryto stx 1/stx2) nie sg badane pod katem obecnosci EPEC. | odwrotnie, obecnosc¢ E. coli O157 jest sprawdzana tylko
w prébkach dodatnich STEC (dodatkowe wyjasnienia znajdujg sie w czesci poswieconej interpretacji wynikéw). W
ponizszej tabeli przedstawione zostaty oczekiwane wartosci dla E. coli O157 oraz szczepy enteropatogennych E. coli
(EPEC) w potfgczeniu z majgcymi zastosowanie wynikami STEC stx1/stx2 (odpowiednio: Detected - wykryto lub Not
Detected - nie wykryto).

Tabela 7. Przeglad wartosci oczekiwanych (okreslonych w badaniu FilmArray Gl Panel) na obecnos$¢ E. coli 0157 i szczepéw
enteropatogennych E coli (EPEC), w potaczeniu z majacymi zastosowanie wynikami STEC, w prospektywnym badaniu klinicznym (od
maja do wrzesnia 2013)

Wynik FilmArray Gl Panel Razem
(z odpowiednimi wynikami STEC r6bek <1 roku 1-5 lat 6-12 lat 13-21 lat 22-64 lat 65+ lat
stx1/stx2) B
E. coli 0157 wykryto 4/38 0/1 3/24 1/2 0/4 0/5 0/2
(STEC stx1/stx2 wykryto) (10,5%) (0,0%) (12,5%) (50,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%)
Szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC) 348/1518 30/120 155/394 45/191 46/236 55/406 17/171
wykryto (STEC stx1/stx2 nie wykryto) (22,9%) (25,0%) (39,3%) (23,6%) (19,5%) (13,5%) (9,9%)

Podczas prospektywnej ewaluacji klinicznej FilmArray Gl Panel stwierdzit, ze w 262 prébkach wystepuje wiele
organizmow (tzn. infekcje mieszane). Oznacza to 31,5% (262 / 832) z wszystkich prébek dodatnich i 16,8% z wszystkich
prébek poddanych badaniu (262 / 1556). Oczekiwane wartosci dla kazdego organizmu wykrywanego przez FilmArray Gl
Panel przy infekcjach mieszanych przedstawiono w ponizszej tabeli.

Tabela 8. Oczekiwane wartosci dla analitow z infekcjami mieszanymi (ustalone przez FilmArray Gl Panel) w prospektywnym badaniu
klinicznym (od maja do wrzes$nia 2013)

Liczba prébek Udziat procentowy
Analit zawierajacych analit z infekcji mieszanych
infekcjami mieszanymi (N = 262)
Bakterie

Campylobacter 30 11,5%
Clostridium difficile toksyna A/B 109 41,6%
Plesiomonas shigelloides 16 6,1%
Salmonella 15 5,7%
Vibrio 1 0,4%
Vibrio cholerae 1 0,4%
Yersinia enterocolitica 1 0,4%
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Liczba probek Udziat procentowy
Analit zawierajacych analit z infekcji mieszanych
infekcjami mieszanymi (N =262)
Wywotujace biegunke szczepy E. coli/Shigella

Szczepy adherentne E. coli (EAEC) 67 25,6%
Szczepy enteropatogenne E. coli (EPEC) 159 60,7%
Szczepy enterotoksyczne E. coli (ETEC) It/st 26 9,9%
Szczepy werotoksyczne E. coli (STEC) stx1/stx2 13 5,0%

E. coli 0157 1 0,4%
Shigella / szczepy enteroinwazyjne E. coli (EIEC) 17 6,5%

Pasozyty
Cryptosporidium 11 4,2%
Cyclospora cayetanensis 2 0,8%
Entamoeba histolytica 0 0%
Giardia lamblia 14 5,3%
Wirusy

Adenowirus F 40/41 34 13,0%
Astrowirus 4 1,5%
Norowirus GI/GlI 43 16,4%
Rotawirus A 10 3,8%
Sapowirus 33 12,6%

Skutecznos¢ kliniczna

Skutecznos¢ kliniczna systemu FilmArray Gl Panel zostata okreslona podczas wieloosrodkowego badanie
przeprowadzonego w placéwkach badawczych, mieszczgcych sie w czterech oddzielnych regionach USA, w okresie od
maja do wrzesnia 2013 roku. Do badan klinicznych pozyskano tgcznie 1578 prospektywnych préobek stolca na
wymazéwce z podtozem Cary Blair. 22 z nich wylgczono z badania. Najczestszymi przyczynami odrzucenia byty: nie
zakonczenie kontroli zewnetrznej w sposdb prawidtowy w dniu badania, probki nie zostalty umieszczone na wtasciwych
podtozach, wymaganych przez metode referencyjng, badz mineto wiecej niz 4 dni od chwili pobrania prébki. Ostatecznie
dane uzyskano z 1556 probek. W tabeli 9 przedstawiono podsumowanie danych demograficznych oséb, od ktérych
pobrano wszystkie te prébki.

Tabela 9. Podsumowanie danych demograficznych w prospektywnym badaniu klinicznym FilmArray Gl Panel
Prébki poddane badaniu prospektywnemu
1556

taczna liczba prébek

Ple¢ Liczba probek (%)
Mezczyzni 718 (46%)
Kobiety 838 (54%)

Grupa wiekowa

Liczba probek (%)

<1 roku 121 (8%)
1-5 lat 418 (27%)
6-12 lat 193 (12%)
13-21 lat 240 (15%)
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Prébki poddane badaniu prospektywnemu
22-64 lat 411 (26%)
65+ lat 173 (11%)
Status Liczba probek (%)
Przychodnie 1350 (87%)
Szpitale 164 (11%)
Oddziaty ratunkowe 42 (3%)

Dziatanie FilmArray Gl Panel zostato ocenione poprzez poréwnanie wynikow uzyskanych przez FilmArray Gl Panel od
kazdej osoby uczestniczgcej w badaniu, z uzyciem odpowiednich metod poréwnawczo-referencyjnych, wymienionych w
ponizszej tabeli.

Tabela 10. Metody poréwnawcze w prospektywnym badaniu klinicznym FilmArray Gl Panel
Wyniki uzyskane przez

Metoda poréwnawczo-referencyjna

FilmArray
Campylobacter Posiew ze stolca”
E. coli 01572 (agar z krwig, agar z krwig z ampicyling, agar

MacConkeya, agar MacConkeya z sorbitolem, GN

Plesiomonas shigelloides broth +, agar HEA, agar dla Campylobacter, agar

Salmonella Cefsulodin-Irgasan™-Novobiocin oraz agar TCBS)
Vibrio i V. cholerae wykonany standardowymi technikami regcznymi i

zautomatyzowanymi identyfikacji mikrobiologicznej /
Yersinia enterocolitica biochemicznej

STEC (stx1/2)
ETEC

EPEC®
EIEC/Shigella®
EAEC

Adenowirus F 40/41

Astrowirus

Norowirus GI/GII® PCR z dwukierunkowym sekwencjonowaniemh

Rotawirus A

Sapowirusf
Clostridium difficile toksyna A/B
Cryptosporidium

Giardia lamblia®

Cyclospora cayetanensis

Entamoeba histolytica

@Ze wzgledu na to, ze FilmArray bada wytgcznie probki dodatnie STEC na obecno$é E. coli 0157, dane z metody
poréwnawczej byly stosowane jedynie do okreslenia doktadnosci wykrywania przez FilmArray bakterii E. coli 0157 w
rébkach, w ktérych za pomocg FilmArray wykryto STEC.

Wszystkie bakterie wyizolowane z posiewu stolca, ktérych za pomocg metod laboratoryjnych nie mozna byto rozpoznaé na
poziomie gatunku, zostaty poddane sekwencjonowaniu za pomocg badania umozliwiajgcego uzyskanie informacji o gatunku
(np. 16S).

“Wynik dla EPEC jest podawany tylko gdy nie wystepuje STEC (ten sam algorytm, ktory stosuje FilmArray).
4 Shigelle mozna identyfikowa¢ poprzez rutynowy posiew, jednak wykrycie zostanie potwierdzone wytgcznie dla celéw
informacyjnych.

BioFire Diagnostics, LLC FilmArray Gastrointestinal (GI) Panel CE IVD Instrukcja obstugi




© Badania CDC Calicinet (uniemozliwiajgce wykrywanie sekwencji) zostato zastosowane jako metoda poréwnawcza dla
norowirusa.

" Na badanie poréwnawcze na sapowirusy sktadato sie jedno dobrze potwierdzone badanie umozliwiajgce wykrywanie
sekwenciji i jedno z ogodlnie dostepnymi wynikami, ktére nie umozliwiato wykrywanie sekwenciji.

9 Badania poréwnawcze G. lamblia sktadaty sie z jednego dobrze potwierdzonego, umozliwiajgce wykrywanie sekwengji
badania i jedno z ogdlnie dostgpnymi wynikami, ktére nie umozliwiato wykrywanie sekwencji.

"Badania PCR zostato przewidziane do amplifikacji innych sekwencji niz te oznaczane przez FilmArray Gl. Wyniki dodatnie
badan umozliwiajgcych wykrywanie sekwencji wymagaty sekwencji o jakosci odpowiedniej do tego, by pokryty sie z
predefiniowanymi kryteriami jakosci zgodnymi z wzorcami sekwencji organizmow przechowywanych w bazie danych
GenBanku National Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov), z akceptowalnymi wartosciami E.

Badaniu poddano 1556 probek. Czutos¢ kliniczng lub procent zgodnosci dodatniej (PPA) obliczono z wzoru 100% x (PD /
PD + FU). Wyniki prawdziwie dodatnie (PD) wskazujg, ze zaréwno FilmArray Gl Panel, jak i metoda referencyjno-
poréwnawcza daty wyniki dodatnie dla danego analitu, natomiast wyniki fatszywie ujemne (FU) - ze wynik uzyskany z
FilmArray byt ujemny, podczas gdy wynik poréwnawczy byt dodatni. Swoisto$¢ kliniczng lub procent zgodno$ci ujemne;j
(NPA) obliczono z wzoru 100% x (PU / PU + FD). Wyniki prawdziwie ujemne (PU) wskazuja, ze zaréwno FilmArray Gl
Panel, jak i metoda referencyjno-poréwnawcza daty wyniki uiemne dla danego analitu, natomiast wyniki fatszywie
dodatnie (FD) - ze wynik FilmArray Gl Panel byt dodatni, podczas gdy wynik poréwnawczy byt ujemny. Dokfadny
dwumianowy dwustronny 95% przedziat ufnosci (Cl) zostat obliczony. Wyniki przedstawia Table 11.

Tabela 11. Skutecznos$¢ kliniczna FilmArray Gl

: Czutosé /| PPA? Swoistosé / NPA®
Bakterie
PD/(PD +FU) % 95% ClI PU/(PU+FD) % 95% ClI

Campylobacter (C. jejuni/C. coli 34/35° 97,1 85,1-99.9 | 1497/1521° 98,4 97,7-99,0
C. upsaliensis)
Clostridium difficile toksyna A/B? 163/165° 98,8 95,7-99,9 1350/1391° 97,1 96,0-97,9
Plesiomonas shigelloides 3/3 100 29,2-100 1538/1553¢ 99,0 98,4-99,5
Salmonella 31/31 100 88,8-100 1519/1525° 99,6 99,1-99,9
Vibrio (V. parahaemolyticus/ 0/0 - - 1554/1556' 99,9 99,5-100
V. vulnificus/V. cholerae)

Vibrio cholerae 0/0 - - 1555/1556° 99,9 99,6-100
Yersinia enterocolitica 11 100 N/A (nie 1555/1555 100 99,8-100

dotyczy)

Wywolujace biegunke szczepy Procent zgodnosci dodatniej (PPA)? Procent zgodnosci ujemnej (NPA)*
E. coli/Shigella PD/(PD +FU) % 95% ClI PU/(PU+FD) % 95% ClI
Szczepy adherentne E. coli (EAEC) 82/83 98,8 93,5-100 1446/1473" 98,2 97,3-98,8
Szczepy enteropatogenne E. coli 314/317 99,1 97,3-99,8 1167/1201' 97,2 96,1-98,0
(EPEC)
Szczepy enterotoksyczne E. coli i
(ETEC) Itst 22/22 100 84,6-100 1525/1534 99,4 98,9-99,7
Szczepy werotoksyczne E. coli K
(STEC) stx1/six2 33/33 100 89,4-100 1518/1523 99,7 99,2-99,9

E. coli 01572 313 100 29,2-100 34/35' 97,1 85,1-99,9

higell i '

Shigella / szczepy enteroinwazyjne 47149 95,9 86,0-99,5 1505/1507 99,9 99,5-100
E. coli (EIEC).
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Pasoiyty Procent zgodnosci dodatniej (PPA)? Procent zgodnosci ujemnej (NPA)?
PD/(PD +FU) % 95% CI PU/(PU+FD) % 95% ClI
Cryptosporidium 18/18 100 81,5-100 1532/1538™ 99,6 99,2-99,9
Cyclospora cayetanensis 19/19 100 82,4-100 1537/1537 100 99,8-100
Entamoeba histolytica 0/0 - - 1556/1556 100 99,8-100
Giardia lamblia 20/20 100 83,2-100 1529/1536" 99,5 99,1-99,8
Wirusy Procent zgodnosci dodatniej (PPA)? Procent zgodnosci ujemnej (NPA)?
PD/(PD +FU) % 95% ClI PU/(PU+FD) % 95% ClI
Adenowirus F 40/41 42/44° 95,5 84,5-99,4 1499/1512° 99,1 98,5-99,5
Astrowirus 717 100 59,0-100 1548/1549° 99,9 99,6-100
Norowirus GI/GlI 52/55" 94,5 84,9-98,9 1483/1501° 98,8 98,1-99,3
Rotawirus A 6/6 100 54,1-100 1538/1550" 99,2 98,7-99,6
Sapowirus (genogrupa |, II, IV i V) 46/46 100 92,3-100 1497/1510° 99,1 98,5-99,5

# Skutecznosé wykrywania C. difficile jest zgtaszana jako procent zgodnosci dodatniej (PPA) / procent zgodnosci ujemnej (NPA), a
skutecznos¢ wykrywania E. coli O157 jest zgtaszana jako czuto$c¢ / swoistos¢, w przeciwienstwie do nagtéwkdéw poswieconych im
czesci. Miary skutecznosci dla czutosci i swoistosci odnoszg sie tylko do tych analitéw, dla ktérych zastosowano badanie referencyjne
(tzw. ,ztoty standard”) hodowli komorkowej; Campylobacter, E. coli 0157, Plesiomonas shigelloides, Salmonella, Vibrio, Vibrio cholerae
oraz Yersinia enterocolitica. Miary skutecznosci dla procentu zgodnosci dodatniej (PPA) i procentu zgodnosci ujemnej (NPA) dotyczg
Wszystklch pozostatych analitéw, dla ktérych zastosowano PCR / badanie sekwencji jako metode poréwnawczg.

Campylobacter jejuni podgat. doylei zostat rozpoznany w jednej probce fatszywie ujemnej z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy
sekwencji. Campylobacter zostat wykryty w 19/24 prébek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwencji.
¢ C. difficile zostat wykryty w 1/2 probek fatszywie ujemnych i 41/41 prébek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej
anallzy sekwenciji.

4 p. shigelloides zostat wykryty w 15/15 probek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwencji.

¢ Salmonella zostata wykryta w 6/6 probek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwengiji.

"Vibrio zostat wykryty w 2/2 prébek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwenciji.
9 V cholerae zostat rozpoznany w jednej probce fatszywie dodatniej z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwencji.

" EAEC zostat wykryty w 27/27 probek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwencji.
' EPEC zostat wykryty w 23/34 prébek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwencii.
JETEC zostat wykryty w 6/9 probek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwengii. Jak stwierdzono, trzy
pozostate wyniki falszywie dodatnie otrzymano na skutek reaktywnosci krzyzowej z Citrobacter koseri (2 przypadki) i Hafnia alvei
(1 przypadek). Bakterie te zawierajg wariant genu fliP z sekwencjg podobng do primeréw w badaniu.

STEC zostat wykryty w 5/5 probek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwenciji.

E coli O157 zostat rozpoznany w jednej probce fatszywie dodatniej z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwenciji.

™ Cryptosporidium zostato wykryte w 6/6 probek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwengii.
" G. lamblia zostata wykryta w 4/7 probek falszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwencji. Przyczyna
uzyskania dwoch wynikow fatszywie dodatnich prawdopodobnie byta reaktywnosé¢ krzyzowa z Bifidobacterium longum oraz
Ruminococcus callidus.
° Adenowirus zostat wykryty w 1/2 probek fatszywie ujemnych i 11/13 probek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej
analizy sekwenciji.
P Astrowirus zostat rozpoznany w jednej probce fatszywie dodatniej z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwengji.
9 System FilmArray Gl Panel wykryt norowirus w 1/3 probek fatszywie ujemnych w trakcie ponownej analizy. Norowirus zostat wykryty
w 1/2 pozostatych probek fatszywie ujemnych oraz 8/18 fatszywie dodatnich prébek w drodze dwukierunkowej analizy sekwencji.
" Rotavirus A zostat wykryty w 11/12 prébek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwengiji.
® Sapovirus zostat wykryty w 12/13 prébek fatszywie dodatnich z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy sekwencji.

FilmArray Gl podaje wyniki na poziomie rodzaju (lub grupy wielu gatunkéw) dla trzech analitow z bakteriami, tj.:
Campylobacter (C. jejuni/C. coli/C. upsaliensis), Salmonella oraz Vibrio (V. parahaemolyticus/V. vulnificus/V. cholerae).
W trakcie ewaluacji klinicznej rozpoznano za pomocg standardowych metod laboratoryjnych rézne gatunki lub serowary w
ramach kazdej z tych grup. Gdy metody te nie pozwolity na rozpoznanie gatunkéw, zastosowano do tego celu
dwukierunkowe sekwencjonowanie izolatéw. Skutecznos¢ wedtug gatunkéw lub serowaréw przedstawiono ponizej. Nie
wyizolowano zadnych orgnizmow metodg posiewu dla Vibrio, jednak dwukierunkowe sekwencjonowanie z prébki
oryginalnej pozwolito rozpoznac jeden V. parahaemolyticus i jeden V. cholerae.
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Tabela 12. Skutecznos$¢ kliniczna wykrywania Campylobactera z podziatem na gatunki

Gatunki Campylobacter® Czutosé

C. jejuni® 31/31 (100%)

C. coli 2/2 (100%)

C. jejuni podgat. doylei 0/1 (0%)

C. upsaliensis 1/1 (100%)
34/35 (97,1%)

Ogotem dla Campylobactera 95% CI = 81,3-

99,3%

& W pietnastu (15) przypadkach Campylobacter nie zostat podzielony na gatunki w laboratorium wykonujgcym
badania ewaluacyjne, poddano go natomiast sekwencjonowaniu genu cadF. Tg metodg okreslono jedenascie
przypadkéw C. jejuni, dwa C. coli, jeden C. jejuni podgat. doylei oraz jeden C. upsaliensis.

® Dwa przypadki C. jejuni rozpoznano pierwotnie w laboratorium wykonujgcym badania ewaluacyjne jako szczepy
gatunku Campylobacter. Dopiero wykonane w powyzszym laboratorium sekwencjonowanie izolatéw doprowadzito do
rozpoznania ich jako C. jejuni. Badania molekularne prébki, z ktérej uzyskano izolaty, takze doprowadzity do wykrycia
obecnosci C. upsaliensis, wskazujgc na koinfekcje pomiedzy tymi dwoma gatunkami.

Tabela 13. Skuteczno$¢ kliniczna wykrywania Salmonelli z podzialem na gatunki i serowary

Gatunki i serowary Salmonelli Czutosé
S. enterica ser. Enteritidis 717 (100%)
S. enterica ser. Typhimurium (i:-) 717 (100%)
S. enterica ser. Typhimurium 3/3 (100%)
S. enterica ser. Javiana 2/2 (100%)
S. enterica ser. Newport 2/2 (100%)
S. enterica ser. Agbeni 1/1 (100%)
S. enterica ser. Berta 1/1 (100%)
S. enterica ser. Ealing 1/1 (100%)
S. enterica ser. Gaminara 1/1 (100%)
S. enterica ser. Infantis 1/1 (100%)
S. enterica ser. Mbandaka 1/1 (100%)
S. enterica ser. Miami 1/1 (100%)
S. enterica ser. Monachium 1/1 (100%)
S. enterica ser. Paratyphi B var L-Tartrate 1/1 (100%)
S. enterica ser. Thompson 1/1 (100%)
Ogotem dla Salmonelli gstyfgfi é%ogo/fz)o%

FilmArray Gl Panel stwierdzit, ze w 262 probkach wystepuje wiele organizmow (tzn. infekcje mieszane). Oznacza to
31,5% (262 / 832) z wszystkich probek dodatnich i 16,8% z wszystkich probek (262 / 1556). W wiekszosci przypadkow
prébki, w ktérych wykryto wielu organizméw (199 / 262; 76,0%) zawieraty dwa organizmy, 19,1% (50 / 262) - trzy
organizmy, 3,4% (9 / 262) - cztery organizmy, 1,1% (3 / 262) - pie¢ organizmoéw, a 0,4% (1 / 262) - szes¢ organizméw.
Trzy organizmy dominujgce w koinfekcjach byty jednoczesnie tymi samymi, ktére najczesciej wykrywano w badaniu. Byty
to: EPEC, C. difficile i EAEC. Sposrod 262 probek, w ktérych wykryto wiele organizméw, 144 (55,0%; 144 / 262) byto
zgodnych z metodami referencyjnymi. 118 probek (45,0%; 118/262) zawierato jeden lub wiecej organizmdw nie wykrytych
metodami referencyjno-porénawczymi (tj. 139 wynikéw fatszywie dodatnich); jednakze za pomocg analizy
dwukierunkowej sekwencji potwierdzono obecno$¢ w analicie dla 88,5% (123 / 139) wynikéw rozbieznych.
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Najczesciej wystepujacy infekcjg mieszang byta konifekcja C. difficile z EPEC (2% wszystkich prébek; 32 / 1556),
nastepnie EAEC z EPEC (1% wszystkich prébek; 15 / 1556); jak wczesniej zaznaczono, byty to najczesciej obecne
organizmy w trakcie ewaluacji. W przypadku wszystkich kombinacji klas analitbw obserwowano infekcje mieszane (np.
bakterii z wirusami, wywotujgcych biegunke E. coli/Shigella z pasozytami), a same koinfekcje wystepowaty wewnatrz
samych klas (np. trzy rézne, wywotujgce biegunke E. coli/Shigella; ETEC, EAEC i STEC).

Tabela 14. Najczesciej wystepujace kombinacje koinfekcji (25 przypadkow)
stwierdzone przez FilmArray Gl Panel

Kombinacje koinfekcji przlgligazlgliéw
C. difficile toksyna A/B + EPEC 32
EAEC + EPEC 15
Campylobacter + EPEC 11
EPEC + sapowirus 10
Adenowirus + EPEC 9
EPEC + norowirus GI/GlI 9
C. difficile toksyna A/B + EAEC 7
C. difficile toksyna A/B + norowirus GI/GlI 6
C. difficile toksyna A/B + STEC stx1/stx2 5
EPEC + ETEC lt/st 5
EPEC + G. lamblia 5
EPEC + Shigella/EIEC 5

Ogodlna skutecznosé wykrywania w pierwszych testach wykonanych na prébkach w ramach badan prospektywnych
wynosita 99,2% (1544 / 1557). Cztery testy nie zostaty ukonczone z powodu btedéw oprogramowania (3) lub przerwania
cyklu przez uzytkownika (1), a w przypadku dziewigciu testow doszto do niepowodzenia kontroli saszetki. Wszystkie

prébki procz jednej zostaty ponownie przetestowane w ciggu czterech dni od ich pobrania, przy pierwszym podejsciu
uzyskujgc wynik (99,9% <1556 / 1557>).

Badanie wybranych zarchiwizowanych prébek

W badaniu klinicznym niektore anality albo nie wystgpity w badanym materiale, albo byty w ilosci szczatkowej. W celu
uzupetnienia wynikow tego badania dokonano oceny wybranych, 222 zarchiwizowanych prébek. Byty to przechowywane
kliniczne probki, a kryterium ich wybrania byto wczes$niejsze uzyskanie dodatniego wyniku na obecnos¢ jednego z
nastepujgcych organizméw: E. coli 0157, P. shigelloides, Y. enterocolitica, Vibrio, astrowirus, rotawirus A oraz E.
histolytica, albo daty wynik ujemny w poprzednich testach laboratoryjnych. Przed wykonaniem badania FilmArray Gl
Panel potwierdzono w kazdym materiale obecno$¢ (lub jej brak) oczekiwanych analitéw, stosujgc w tym celu PCR

ukierunkowane na obecno$¢ tych analitéw, z pézZniejszym wykorzystaniem analizy reakcji dwukierunkowego
sekwencjonowania.

Materiaty zgrupowano w ,panele” i zrandomizowano, aby laboranci przeprowadzajgcy badania FilmArray Gl nie wiedzieli,
jakich wynikéw oczekiwac. Dostepne dane demograficzne osdb, od ktérych pochodzity przebadane prébki, podaje
Table 15, a wyniki badan FilmArray Gl sg pokazane w Tabeli 16.

BioFire Diagnostics, LLC FilmArray Gastrointestinal (GI) Panel CE IVD Instrukcja obstugi




Tabela 15. Dane demograficzne dotyczace zarchiwizowanych, preselekc

onowanych prébek

Preselekcjonowane zarchiwizowane prébki

tgczna liczba prébek

222

Ple¢ Liczba probek (%)
Mezczyzni 57 (25,7%)
Kobiety 48 (21,6%)
Nieznana 117 (52,7%)

Grupa wiekowa

Liczba prébek (%)

<1 roku 12 (5,4%)

1-5 lat 36 (16,2%)
6-12 lat 15 (6,8%)
13-21 lat 11 (5%)
22-64 lat 18 (8,1%)
65+ lat 4 (1,8%)
Nieznana 126 (56,8%)

Tabela 16. Skuteczno$¢ FilmArray Gl Panel na podstawie zarchiwizowanych prébek

Analit Procent zgodnosci dodatniej (PPA) Procent zgodnosci ujemnej (NPA)
PD/(PD +FU) % 95% Cl PU/(PU+FD) % 95% Cl

Bakterie

Plesiomonas shigelloides 12/12 100 73,5-100 107/107 100 96,6-100

Vibrio 11 100 o Q é;'ye) 127/127 100 97,1-100

Yersinia enterocolitica 8/8 100 63,1-100 117/117 100 96,9-100

Wywotujace biegunke szczepy E. coli/Shigella

(STEC) E. coli 01572 19/19 100 82,4-100 ‘ 0/0 - -
Pasozyty

Cryptosporidium 29/30 96,7 82,8-99,9 66/66 100 94,6-100

Entamoeba histolytica 2/2 100 15,8-100 123/123 100 97,0-100

Giardia lamblia 26/26 100 86,8-100 66/66 100 94,6-100
Wirusy

Astrowirus 31/32 96,9 83,8-99,9 91/91 100 96,0-100

Rotawirus A 29/29 100 88,1-100 65/65 100 94,5-100

 Procent zgodnosci ujemnej (NPA) nie mogt byé wyliczony dla E. coli 0157 z powodu braku non-0157 STEC w zbiorze danych.

Badanie spreparowanych probek

Skutecznosc¢ systemu nie zostata w przypadku pewnych analitéw potwierdzona z powodu ich zbyt rzadkiego
wystepowania w badaniach prospektywnych, jak i zarchizowanych, jak ma to miejsce dla Entamoeba histolytica. W celu
uzupetnienia powyzszych danych przeprowadzono badania spreparowanych probek. Zostaty one przygotowane na
podstawie probek pozostatych z prospektywnego badania klinicznego, ktére wczesniej daty wynik ujemny we wszystkich
badaniach analitéw wykonanych przez FilmArray Gl panel i metodg porownawczg. Probki te, dla kazdego organizmu,
zatadowano piecioma réznymi szczepami do poziomu wykrywalnego przez badania kliniczne, pozostawiajgc po 50
»hiezaladowanych” do kazdego badania. Laboranci badajacy probki otrzymali je jako zaslepione na status analitu. Wyniki
badan przeprowadzone przez FilmArray przedstawiono w tabeli 17.
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Tabela 17. Skuteczno$é FilmArray Gl Panel sprawdzona z zastosowaniem spreparowanych prébek

Analit Procent zgodnosci dodatniej (PPA) Procent zgodnosci ujemnej (NPA)
PD/(PD +FU) % 95% Cl PU/(PU+FD) % 95% Cl
Entamoeba histolytica 44/50 88,0 75,7-95,5 75175 100 95,2-100
Plesiomonas shigelloides 70/70 100 94,9-100 105/105 100 96,5-100
Vibrio® 112/115 97,4 92,6-99,5 60/60 100 94,0-100
V. cholerae” 55/65 84,6 73,5-92,4 110/110 100 96,7-100
Yersinia enterocolitica 65/65 100 94,5-100 110/110 100 96,7-100

& Zawiera 64/65 V. cholerae (zatadowano pie¢ réznych szczepow; jedna probka zatadowana na poziomie bliskim wykrycia nie zostata
okreslone jako dodatnig) oraz 48/50 non-V. cholerae (zatadowane zostaty cztery szczepy V. parahaemolyticus oraz jeden szczep

V. vulnificus; dwie probki zatadowane V. parahaemolyticus na poziomie bliskim wykrycia nie zostaty okreslone jako dodatnie).

® Dziesie¢ (10) z tych gatunkéw zostato zatadowanych izolatem, ktory - jak ustalono - posiadat na tyle mocno odmienny gen toxR, ze
nie byt znany w bazie danych NCBI i nie reagowat z badaniem FilmArray Gl Panel V. cholerae. Badanie FilmArray Gl Panel Vibrio dato
dziewie¢ dodatnich wynikow przy badaniu tych probek.

Granica wykrywalnosci

Analityczna wrazliwos¢, czyli granica wykrywalnosci (LoD), wzgledem mikroorganizmoéw wykrywanych przy uzyciu
systemu FilmArray Gl zostata oceniona na podstawie rozcienczen probek zawierajgcych jeden lub wiele (maksymalnie
cztery) szczepdw mikroorganizméw. Na podstawie tych badan okreslono, czy na czutos¢ oznaczenia wptywa obecnosc¢
wielu mikroorganizméw w jednej prébce. Czutos¢ oznaczen byta réwna w probkach zainokulowanych jednym lub wieloma
rodzajami mikroorganizmow, a wiekszos¢ badan potwierdzajgcych przeprowadzono przy uzyciu prébek zainokulowanych
wieloma szczepami. Granica wykrywalnosci zostata zatem okreslona jako najnizsze stezenie, dla ktérego analit byt
skutecznie wykrywany (295% badanych probek).

Potwierdzenie granic wykrywalnosci byto wykonywane poprzez zainokulowanie mikroorganizmoéw (jeden lub wiele
szczepow) w stezeniach zblizonych do granicy wykrywalnosci okreslonej przy uzyciu serii rozcienczen do 20 niezaleznych
prébek katu. Granica wykrywalnos$ci zostata potwierdzona, gdy dla odpowiedniej kombinacji mikroorganizm/oznaczenie
uzyskano prawidtowy wynik w co najmniej 19 z 20 probek (19/20 = 95%) zbadanych przy uzyciu systemu FilmArray dla
stezenia okreslonego w tabeli 18. Prawidlowe wyniki uzyskano réwniez w 19/20 powtoérzen (295%) réwniez dla analitow
oznaczenia Gl Panel wystepujacych w stezeniu wynoszacym jednokrotno$¢ granicy wykrywalnosci (1 x LoD). Badania
przeprowadzono na systemach FilmArray 2.0 i FilmArray Torch przy uzyciu takich samych lub podobnych izolatéw.

Tabela 18. Granica wykrywalnos$ci (LoD) analitéw FilmArray Gl Panel

Skutecznosé
wykrywania na
granicy
Wyniki badania Gl Panel Przebadane gatunki lub izolaty Stezenie LoD wykrywalnosci
przy uzyciu
systemu
FilmArray
BAKTERIE

Campylobacter coli 20/20
ATCC 33559 100%
Campylobacter jejuni 4 . 20/20
Campylobacter ATC(F.)“,yBAA-lZSJA.J 4 x 10" komérek / ml 100%
Campylobacter upsaliensis 20/20
ATCC BAA-1059 100%
Clostridium difficile . ) 20/20

Toksynotyp 0 A+B+ 4 x 10> komorek / ml
100%

Clostridium difficile (toksyna A/B) é-ll;)it?i(;i?r?diﬁicile (NAPT)

Toksynotyp 11l A+B+ 4 x 10" komérek / ml 1995/02/0
Zeptometrix #801619 0
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Skutecznosé
wykrywania na
granicy
Wyniki badania Gl Panel Przebadane gatunki lub izolaty Stezenie LoD wykrywalnosci
przy uzyciu
systemu
FilmArray
. . . Plesiomonas shigelloides 3 20/20
Plesiomonas shigelloides ATCC 14029 1x10° CFU/mI 100%
Salmonella bongori
066:H1z41:H2- 1 x 10* CFU/mI iggzoﬁ)
SGSC RKS#3041 SarC11 0
Salmonella Salmonella enterica ssp. enterica
serowar Typhimurium 3 20/20
01,4,[5],12:H1i:H21,2 5x10° CFU/ml 100%
SGSC RKS#4194 SarC1
Vibrio cholerae
Vibri Ogawa serotyp O:1 8 x 10° komoérek / ml 586209
forio oraz ATCC 14035 °
Vibrio cholerae — -
Vibrio parahaemolyticus 8 x 10* komérek / ml 20/20
ATCC 17802 100%
Yersinia enterocolitica 20/20
Yersinia enterocolitica Biovarl serogrupa O:8 5 x 10* CFU/mI 100%
ATCC 9610
WYWOLUJACE BIEGUNKE SZCZEPY E. coli/Shigella
Escherichia coli IM221 20/20
Szczepy adherentne E. coli (EAEC) 092:H33 1 x 10* CFU/mI 100%
STEC Center °
Szczepy enteropatogenne E. coli Eschgnchla coli E2348/69 3 20/20
0127:H6 1 x10° CFU/ml 0
(EPEC) STEC Center 100%
Szczepy enterotoksyczne E. coli Escherichia coli H10407 20/20
. . 3
(ETEC) It/st 078:H11 1 x10° CFU/ml 100%
ATCC 35401
. Escherichia coli 026:H11 3 20/20
;icl?str))()éwerotoksyczne E. coli (STEC) ATCC BAA-2196 1x10° CFU/mI 100%
: Escherichia coli O157:H7 4 20/20
E. coli 0157 ATCC 43895 1x 10" CFU/mI 100%
Escherichia coli 0O29:NM 3 20/20
Shigella/szczepy enteroinwazyjne ATCC 43892 5x 10" CFU/m| 100%
E. coli (EIEC) Shigella sonnei 20/20
ATCC 29930 100 CFU/m 100%
PASOZYTY
Crypt_osporldlum parvum 20/20
lowa izolat (Harley Moon) 100%
Cryptosporidium ? Waterborne, Inc. P102C 5x 10° oocyst / ml? °
Cryptosporidium hominis 20/20
Probka kliniczna 100%
. Cyclospora cayetanensis 180 ekwiwalentéw 20/20
Cyclospora cayetanensis Prébka Kliniczna genomu (GE) /ml 100%
. . Entamoeba histolytica HM-1:IMSS 3 . 19/20
Entamoeba histolytica ATCC 30459 2 x 10° komérek / ml 95%
— . Giardia intestinalis (czyli G. lamblia) . 20/20°
Giardia lamblia ATCC 30957 50 komorek / mi 100%
WIRUSY
Adenowirus F40 20/20
. ATCC VR-931 1 TCIDso/m| 100%
Adenowirus F 40/41 -
Adenowirus F41 100 TCID=o/ml 20/20
ATCC VR-930 %0 100%
. Astrowirus - typ 8 20/20
Astrowirus NCPV#1003071v 50 FFU / ml 100%
Norowirus GI/GlI Norowirus Gl 1x10° kopii RNA / mi 19/20
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Skutecznosé
wykrywania na
granicy

Wyniki badania Gl Panel Przebadane gatunki lub izolaty Stezenie LoD wykrywalnosci

przy uzyciu
systemu
FilmArray
Probka kliniczna 95%
Norowirus GlI 20/20
Probka kliniczna 100%

. Rotawirus A - G4[P6] 5 20/20
Rotawirus A NCPV#0904053y 1x10° FFU / ml 100%
Sapowirus Sapowirus (genogrupa |) 1.1 x 10’ 20/20

Prébka kliniczna kopii RNA / mi 100%

¥ Ograniczona liczba testéw probek klinicznych zawierajacych Cryptosporidium meleagridis wskazuje, ze LoD dla tych gatunkow jest
identyczna dla granic uzyskanych dla C. parvum i C. hominis.

*Po wstepnym potwierdzeniu granicy wykrywalnosci poprzez uzyskanie skutecznosci wykrywania przy uzyciu systemu FilmArray
wynoszgcej 295% kolejne badania izolatu G. intestinalis w stezeniu 50 komadrek/ml byty skuteczne w przypadku <95% prébek
badanych przy uzyciu systemow FilmArray i FilmArray 2.0. Uznaje sig, ze skuteczno$¢ wykrywania <95% byta spowodowana
niestabilnos$cig przechowywanych izolatéw. Po uzyskaniu nowych kultur i przeprowadzeniu badan prébek zawierajgcych szczepy
Giardia lamblia w stezeniu 50 komoérek/ml skutecznos¢ wykrywania wyniosta 295% w powtdrzeniach badanych przy uzyciu systemoéow
FilmArray, FilmArray 2.0 i FilmArray Torch.

Reaktywnos¢ analityczna (inkluzywnos¢)

Reaktywnos¢ analityczna (inkluzywnos$c¢) FilmArray Gl Panel zostata oceniona za pomocg 270 izolatdw reprezentujgcych
réznorodnos¢ analitdw badanych przez ten panel. I1zolaty dobrano tak, aby reprezentowaty odpowiednie podgatunki badz
serotypy, z ukierunkowaniem na bardziej powszechne i znane ludzkie patogeny. Gdy byto to mozliwe, zastosowano
analize sekwencji in silico w celu przewidzenia reaktywnos$ci badania dla rzadziej wystepujgcych gatunkéw, szczepow,
serowarow lub serotypow, ktoére nie byty poddawane badaniom, ale moga by¢ wykrywane przez FilmArray Gl Panel.

Testy prowadzono nad organizmami w stezeniach bliskich granicy wykrywalnosci (LoD). Jezeli wowczas probka
zawierajgca konkretny szczep przy pierwszym podejsciu zostata oznaczona jako dodatnia, nie przeprowadzano dalszych
badan. Jezeli natomiast nie wykryto danego organizmu, przeprowadzono ponowne badania przy zachowaniu tego
samego stezenia (do pieciu razy), a gdy byto to konieczne, powtarzano badanie przy stezeniach od 10- do 100-krotnie
wiekszych, aby sprawdzi¢, czy dany organizm jest wykrywalny przez Gl Panel. Na podstawie przewidywanej reaktywnosci
badania kilka wybranych izolatow przebadano pierwotnie przy wysokich stezeniach, a jesli wynik byt dodatni, nastepowata
ewaluacja przy stezeniach nizszych. Ponizej przedstawiono wyniki dla kazdego badania FilmArray Gl Panel.
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Tabela 19. Wyniki inkluzywno$ci badania FilmArray na obecno$é Campylobactera (C. coli/C. jejuni/C. upsaliensis)

. . SUEE Wielokrotnos¢
Organizm ID izolatu wykrywalnosci LoD
(komérek / ml)
ATCC BAA-1061 1,2 x 10° 3xLoD
BEI HM-296 1,2 x10° 3xLoD
Campylobacter coli® ATCC43485 1,2x10° 3xLoD
ATCC 43478 1,2 x10° 3xLoD
ATCC 33559° 4,0 x 10* 1xLoD
ATCC 49349 4,0 x 10° Nie wykryto®
Campylobacter jejuni podgat. doylei® ATCC 49351 4,0 x 10° 100xLoD®
ATCC 49350 4,0 x 10° Nie wykryto®
ATCC 43430 1,2 x10° 3xLoD
o o ATCC BAA-1062 1,2 x 10° 3xLoD
Campylobacter jejuni podgat. jejuni = -
ATCC BAA-1234 4,0x10 1xLoD
BEI NR-128 1,2 x 10° 3xLoD
ATCC BAA-1059 4,0 x 10* 1xLoD
CCUG 24191 1,2 x10° 3xLoD
o ATCC 43953 1,2 x10° 3xLoD
Campylobacter upsaliensis < 5 - -
ATCC 43954 4,0x10 Nie wykryto
ATCC 49815 1,2 x 10° 3xLoD
BEI HM-297 1,2 x 10° 3xLoD

% Analiza in silico wskazuje na niedopasowanie primeréw, co mogto doprowadzié do obnizenia czutosci badania lub
braku reaktywnosci z 11/138 sekwenc;ji C. coli.
® Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego izolatu.
¢ Analiza in silico wskazuje na niedopasowanie primeréw, co mogto doprowadzié do obnizenia czuto$ci badania dla tych
podgatunkdw.

Sekwencjonowanie przy primerach doprowadzito do rozpoznania usunie¢ lub wstawieh w miejscu wigzania primera w genie
docelowym.
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Tabela 20. Wyniki inkluzywno$ci badania FilmArray na obecnos$é Clostridium difficile toksyna A/B

Stezenie
wykrywalnosci Wielokrotnosé
Organizm Toksynotyp ID izolatu (komérek / ml) LoD
ATCC 9689° 4,0 x 10° 1xLoD
ATCC BAA-1382 1,2 x10° 3xLoD
ATCC 17857 1,2 x 10° 3xLoD
ATCC 17858 1,2 x 10° 3xLoD
ATCC 43255 1,2 x10° 3xLoD
0 A+B+ ATCC 43594 1,2 x 10° 3xLoD
ATCC 43596 1,2 x 10° 3xLoD
ATCC 43599 1,2 x 10° 3xLoD
ATCC 43600 1,2 x 10° 3xLoD
Clostridium difficile ATCC 51695 1,2 x 10° 3xLoD
ATCC 700792 1,2 x 10° 3xLoD
ATCC BAA-1805 12 x 10° 3xLoD
N A+B+ Ze(’\tlgrzizrix
#0801219 (NAP1)® 4,0 x 10° 1xLob
V A+B+ ATCC BAA-1875 1,2 x 10° 3xLoD
VIl A-B+ ATCC 43598 1,2 x 10° 3xLoD
X A-B+ CCUG 8864 1,2 x 10° 3xLoD
X1l A+B+ ATCC BAA-1812 1,2 x 10° 3xLoD
XXII A+B (nieznane) ATCC BAA-1814 1,2 x 10° 3xLoD

% 1zolatu tego uzyto do okreslenia LoD dla tego badania.

Tabela 21. Wyniki inkluzywnos$ci badania FilmArray na obecno$é Plesiomonas shigelloides

Stezenie
Izolacja wykrywalnosci Wielokrotnosé
Organizm geograficzna ID izolatu (komérek / ml) LoD

CDC 3085-55 ATCC 14029% 1,0 x 10° 1xLoD

CDC 16408 ATCC 14030 3,0x10° 3xLoD

Dakar, Senegal ATCC 51572 3,0x10° 3xLoD
Plesiomonas - 3

shigelloides Nieznana ATCC 51903 3,0x10 3xLoD
CDPH HUM- 3

Kolorado 2011019465 3,0x10 3xLoD

Republika Czeska N|PH-CZ§§80RepUb|IC 3,0x10° 3xLoD

% Izolatu tego uzyto do okreslenia LoD dla tego badania. Organizm zostat okreslony ilociowo w CFU/ml na
podstawie zliczania na ptytce.
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Tabela 22. Wyniki inkluzywno$ci badania FilmArray na obecnos¢ Salmonelli

f Stezenie - ‘x
Organizm izol aa Wielokrotnosé
(gatunki, podgatunki i serowary) ID izolatu wykryyvalnoscl LoD

’ (komérek / ml)
SGSC 4
RKS 30412 1,0x 10 1xLoD
Salmonella bongori NCTC 10946 3,0x10* 3xLoD
SGSC 4
RKS 3044 3,0x10 3xLoD
: SGSC 4
Salmonella enterica podgat. salamae || RKS 2985 15x10 3xLoD
. . SGSC 4
Salmonella enterica podgat. arizonae llla RKS 2980 1,5x10 3xLoD
. o SGSC 4
Salmonella enterica podgat. diarizonae Ilib RKS 2978 15x10 3xLoD
: SGSC 4
Salmonella enterica podgat. houtenae IV RKS 3027 15x10 3xLoD
. - SGSC 4
Salmonella enterica podgat. indica VI RKS 2995 1,5x10 3xLoD
A SGSC 3
Typhimurium RKS 41942 5,0x10 1xLoD
Enteritidis ATCC BAA-708 1,5 x 10* 3xLoD
Newport ATCC 27869 1,5 x 10* 3xLoD
Javiana ATCC 10721 1,5x 10* 3xLoD
Heidelberg ATCC 8326 1,5 x 10* 3xLoD
Montevideo ATCC BAA-710 1,5x 10" 3xLoD
| 4,[5],12:0:- Cornell CU0580 1,5 x 10* 3xLoD
Oranienburg ATCC 9239 1,5 x 10* 3xLoD
Saintpaul ATCC 9712 1,5 x 10* 3xLoD
Monachium ATCC 8388 1,5 x 10* 3xLoD
Salmonella enterica | Braenderup ATCC 700136 1,5x 10* 3xLoD
podgat. enterica _ ATCC :
Infantis BAA-1675 15x10 3xLoD
Thompson ATCC 8391 1,5 x 10* 3xLoD
Mississippi Cornell CU0633 1,5 x 10* 3xLoD
Paratyphi B var. L(+)
tartrate+ CCUG 9561 1,5 x 10" 3xLoD
(poprzednio: java)
Typhi (oczyszczone ATCC 4
DNA)” 700931D-5 1,5x10 3xLoD
Agona ATCC 51957 1,5 x 10" 3xLoD
Schwarzengrund CCUG 21280 1,5x 10* 3xLoD
Bareilly ATCC 9115 1,5 x 10* 3xLoD
Hadar ATCC 51956 1,5 x 10* 3xLoD

? |zolatu tego uzyto do okreslenia LoD dla tego badania. Organizm zostat okreslony ilosciowo w CFU/ml na

Eodstawie zliczania na ptytce.
Oczyszczone DNA zostato okres$lone ilosciowo w GE/ml z zastosowaniem spektrofotometru.

Uwaga: Analiza sekwencji in silico wykazata, ze précz gatunkéw i podgatunkéw sprawdzanych w tym badaniu,
test FilmArray na obecnos¢ Salmonelli powinien reagowac¢ na wszystkie gatunki i podgatunki Salmonelli, wigcznie
z wszystkimi serowarami S. enterica podgat. enterica.
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Tabela 23. Wyniki inkluzywnosci badan FilmArray na obecnos¢ Vibrio (V. parahaemolyticus/V. vulnificus/V. cholerae) oraz
Vibrio cholerae

g];gtir;ilfimbiotypy i serotypy) 5 [zalai wyz?;(:r':iéd Wieloll(;%tnoéé
! (komérek / ml)
0:1 Ogawa ATCC 14035% 8,0 x 10° 1xLoD
0O:1 Inaba, biotyp El Tor BEI NR-147 2,4x10* 3xLoD
Vibrio 0:1 Ogawa, biotyp El Tor BEI NR-148 2,4 x 10" 3xLoD
cholerae | pon-0:1,non-0:139 (0:2) BEI NR-149 2,4 x 10* 3xLoD
non-0:1,non-0:139 (0:7) BEI NR-152 2,4 x 10* 3xLoD
O:1 Inaba, biotyp El Tor ATCC 25870 2,4 x 10* 3xLoD
ATCC 17802% 8,0 x 10" 1xLoD
N 2,4x10° 3xLoD
Vibrio parahaemolyticus ATCC 27969 2,4x10° 3xLoD
ATCC 33845 2,4 x10° 3xLoD
BEI NR-21990 2,4 x10° 3xLoD
BEI NR-21992 2,4 x10° 3xLoD
ATCC 29306 2,4 x10° 3xLoD
ATCC 33817 2,4 x 10° 3xLoD
Vibrio vulnificus ATCC BAA-88 2,4 x10° 3xLoD
ATCC 27562 2,4 x 10* 0,3xLoD
ATCC BAA-86 2,4 x 10* 0,3xLoD

% Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego izolatu.
Uwaga: Vibrio z wariantem sekwencji toxR nie zostat wykryty podczas ewaluacji klinicznej przez badanie Vchol;

nie beda tez przez nie wykrywane bardzo rzadkie szczepy patogenicznych V. cholerae, ktére nie posiadajg
genu toxR.

Tabela 24. Wyniki inkluzywnosci badania FilmArray na obecno$¢ Yersinii enterocolitici

Stezenie
wykrywalnosci | Wielokrotnosé¢
Organizm Serotyp ID izolatu (komérek / ml) LoD
ATCC 9610% 5,0 x 10* 1xLoD
08 ATCC 23715 1,5 x 10° 3xLoD
BEI NR-207 1,5 x 10° 3xLoD
Yersinia enterocolitica | O:5, 27 NCTC 10463 1,5 x 10° 3xLoD
_ ATCC 700822 1,5 x 10° 3xLoD
03 BEI NR-212 1,5 x 10° 3xLoD
0:9 ATCC 55075 1,5 x 10° 3xLoD

% Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego izolatu. Organizm zostat okreslony ilosciowo w CFU/ml na podstawie
zliczania na ptytce.

Uwaga: Analiza sekwencji in silico wykazata, ze précz gatunkéw i podgatunkéw sprawdzanych w tym badaniu,
FilmArray Yersinia enterocolitica powinno reagowac¢ na wszystkie szczepy i serotypy Y. enterocolitica (w tym:
0:1, 2a, 3; 0:2a,3; 0:4,32; 0:12,25; 0:13a,13b; 0:19; 0:20 oraz 0O:21).
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Tabela 25. Wyniki inkluzywno$ci badania FilmArray na obecnos$¢ szczepéw adherentnych E. coli (EAEC)

Stezenie
wykrywalnosci | Wielokrotnos¢
Organizm Serotyp ID izolatu (komérek / ml) LoD
092:H33 STEC Center JM221° 1,0 x 10 1xLoD
0162:NM Penn State 92.0148 3,0x10* 3xLoD
O17:H6 Penn State 92.0142 3,0x10* 3xLoD
O4:H7 Penn State 92.0144 3,0x10* 3xLoD
O51:H11 Penn State 92.0143 3,0 x 10* 3xLoD
Szczepy adherentne . 4
E. coli (EAEC) 068:NM Penn State 92.0154 3,0x10 3xLoD
O7:NM Penn State 92.0151 3,0 x 10° 0,3xLoD
044:H18 STEC Center 042 3,0x 10° 0,3xLoD
. Szczep ktéry wywotat
?Plu%ri.gd‘lDNA)b epidemie w Europie w 3,0x10° 0,3xLoD
2011 roku®
Ond:H10¢ STEC Center 101-1 1,5x 10° Nie wykryto®

% Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego izolatu. Organizm zostat okreslony iloéciowo w CFU/ml na podstawie
Zliczania na ptytce.

® Oczyszczone DNA zostato okreslone ilosciowo w GE/ml z zastosowaniem spektrofotometru.

®Izolat miat charakterystyke genetyczng spojng ze STEC i EAEC.

d Fenotypowe EAEC, jednak okreslone jako nie posiadajgce markera (markeréw) wykrywanych przez FilmArray Gl Panel EAEC.

Tabela 26. Wyniki inkluzywnosci badania FilmArray na obecnos¢ szczepow

Stezenie
Typowy / wykrywalnosci | Wielokrotnosé
Organizm Serotyp atypowy ID izolatu (komorek / ml) LoD
0127:H6 Typowy Sg&g%gtfr 1,0 x 10° 1xLoD
0128:H2 Atypowy STgECClelgter 3,0 x 10° 3xLoD
111a:NM Nieznany STSEtgkgf/'\}ter 3,0 x 10° 3xLoD
0142:H6 Typowy ST'EESSfﬁTer 3,0x10° 3xLoD
Szczepy 055:H7 Atypowy ST'SECC:A”ter 3,0 x 10° 3xLoD
Ehtf(;ﬁ?é?g?:r)me 0114:H2 Typowy STgﬁgggter 3,0x10° 3xLoD
O119:H+ Nieznany STIE'&SL:S/TH 3,0x10° 3xLoD
096:H Nieznany SLES?PES/T” 3,0x10° 3xLoD
086:Hnm Nieznany STEEnggmer 3,0x10° 3xLoD
055:H- Nieznany STSES(S:E/T” 3,0 x 10° 3xLoD

% Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego izolatu. Organizm zostat okreslony ilosciowo w CFU/ml na podstawie
Zliczania na ptytce.

FilmArray Gastrointestinal (GI) Panel CE IVD Instrukcja obstugi BioFire Diagnostics, LLC



Tabela 27. Wyniki inkluzywno$ci badania FilmArray na obecno$¢ szczepdw enterotoksycznych E. coli (ETEC) It/st
Stezenie
wykrywalnosci | Wielokrotnos¢
Organizm Serotyp ST/ILT ID izolatu (komérek / ml) LoD

078:H11 STA (+)/LT (+) ATCC 35401° 1,0 x 10° 1xLoD
0175:H15 STA (/LT (+) | Penn State 6.0671 3,0x10° 3xLoD
0149:H5 STA (/LT (+) | Penn State 6.1182 3,0x10° 3xLoD
084:H28 STA (-)/LT (+)° | Penn State 7.1493 3,0x10° Nie wykryto”
H5 STA (+)/LT (-) | Penn State 10.0049 3,0x10° 3xLoD
0168 STA (+)/ILT (-) Penn State 9.1809 3,0x10° 3xLoD

gﬁf:ri‘t)é’ksyczne 0145:H25 STA (+)ILT (-) | Penn State 10.0136 1,0 x 10* 100xLoD°

E. coli (ETEC) 078 STA (+)/ILT (+) | Penn State 2.1507 3,0x10° 3xLoD
019:H5 STA (+)/ILT (+) | Penn State 5.0038 3,0x10° 3xLoD
H14 STA (+)ILT (-) | Penn State 10.045 3,0x10° 3xLoD
0141 STA (#)/LT (+) Penn State 93.0045 3,0x10° 3xLoD
Nieznany S'I?IE )/(:_):() Penn State 8.2425 1,5 x 10° Nie Wykry’[od
Nieznany S'I?I(B )/(E.)rd() Penn State 9.1179 1,5 x 10° Nie wykryto®

% Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego izolatu. Organizm zostat okreslony iloéciowo w CFU/mI na podstawie
zliczania na ptytce.

Py drugim badaniu PCR nie zdotano potwierdzi¢ obecnosci genu docelowego (lub genéw docelowych) - podejrzewa
sie utrate plazmidu badz genu.

¢ Sekwencjonowanie genu docelowego (lub genéw docelowych) pozwolito stwierdzié, Ze istnieje wariacja sekwencji
prowadzgca do obnizonej czutosci badania na STA.

d FilmArray Gl Panel nie wykrywa fenotypowego ETEC wytwarzajgcego jedynie termostabilng toksyne ST2/STB lub
termolabilng toksyne LT-II.

Tabela 28. Wyniki inkluzywnos$ci badania FilmArray na obecno$¢ szczepdw bakterii E. coli wytwarzajacych

Stezenie Wielokrotnos¢ | Wielokrotnosé¢
wykrywalnosci LoD do LoD do
Organizm Serotyp stx1/stx2 ID izolatu (komérek / ml) | wykrycia STEC | wykrycia O157
STEC (non-0157)
. ATCC 3 .
026:H11 +/+ BAA-2196% 1,0x10 1xLoD Nie wykryto
. ATCC 3 .
0113:H21 +/+ BAA-177 3,0x10 3xLoD Nie wykryto
045:H2 Nieznany STDEECC%Eter 3,0 x 10° 3xLoD Nie wykryto
0103:H2 +/Nieznany STfé:?_Cziggter 3,0x10° 3xLoD Nie wykryto
0104:H21 I+ ST%%SCOeG”ter 3,0x 10° 3xLoD Nie wykryto
Szczepy
werotoksyczne O111:NM +/+ STgEsC_:?)Céggter 3,0x10° 3xLoD Nie wykryto
E. coli (STEC)
O111:H2 S+ STEEE():Se”ter 3,0 x 10° 3xLoD Nie wykryto
) STEC Center 3 .
O111:H8 +/+ DECSB 3,0x10 3xLoD Nie wykryto
0121:H19 | Nieznany ST'f:%E%mer 3,0 x 10° 3xLoD Nie wykryto
026:NM +- ST Conter 3,0x 10° 3xLoD Nie wykryto
026:H11 +- STEE' f;”ter 3,0x10° 3xLoD Nie wykryto
0145:NM +/- STEC Center 3,0x10° 3xLoD Nie wykryto
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Stezenie Wielokrotnos¢ | Wielokrotnosé
wykrywalnosci LoD do LoD do
Organizm Serotyp stx1/stx2 ID izolatu (komorek / ml) | wykrycia STEC | wykrycia 0157
GS G5578620
0104:H4°
(oczyszczon -1+ ATCC 3,0 x 10% 3xLoD Nie wykryto
c BAA-2326D-5
e DNA)
STEC 0157
0157:NM A STEC Center 3,0 x 10° 3xLoD 0,3xLoD
DA-26
. STEC Center 3
0157:H7 -/+ E32511 3,0x10 3xLoD 0,3xLoD
O157:HNT ++ STEC Center 3,0x 10° 3xLoD 0,3xLoD
DA-74
0O157:H7 +/+ ATCC 43895° 1,0 x 10* 10xLoD 1xLoD
. STEC Center 4
0157:H7 +/+ A8993-CS2 3,0x10 30xLoD 3xLoD
Non-STEC O157
0157:H7 /- ATCC 43888 3,0x10* Nie wykryto Nie dotyczy®
. STEC Center 4 . . d
0157:H45 -/- SC373/2 3,0x10 Nie wykryto Nie dotyczy

% Do ustalenia LoD uzyto tego izolatu. Organizm zostat okreslony ilo$ciowo w CFU/ml na podstawie zliczania na plytce.

b Szczep ktéry wywotat epidemie w Europie w 2011 roku. Izolat miat charakterystyke genetyczng spdjng ze STEC i EAEC.
¢ Oczyszczone DNA zostato okreslone ilosciowo w GE/ml z zastosowaniem spektrofotometru.

d Rezultaty ,nie dotyczy” dla E. coli 0157 spowodowane byty brakiem wynikéw dodatnich na obecnosé STEC.

Uwaga: Na podstawie analizy in silico, przewiduje sie, ze badanie FilmArray Gl Panel dla szczepu STEC z stx2 w
podtypach e i f bedzie wykazywato zmniejszong czuto$¢ lub jej nie wykryje.

Tabela 29. Wyniki inkluzywno$¢i badania FilmArray na obecno$é Shigelli | enteroinwazyjnych szczepdw E. coli (EIEC)

Stezenie
Serotyp (rok / wykrywalnosci | Wielokrotnos¢é
Organizm miejsce) ID izolatu (komérek / ml) LoD
029:NM ATCC 43892° 5,0 x 10° 1xLoD
. STEC Center 3
029:HNM (1977) vl 3,0x 10 0,6xLoD
0124:HNM (1978) Snggcfgter 3,0 x 10° 0,6xLoD
szezepy 029:H27 STEC C-: t
enteroinwazyjne : enter 3 i b
E col (ElECy)J (1979; VA, USA) 1827-79 3,0x10 Nie wykryto
028:H- STEC Center 3
(1983, Brazylia) LT-15 3,0x10 0,6xLoD
. STEC Center
(198305132??& des2) LT-41 3,0 x 10° 0,6xLoD
» bang Szczep 1111-55
Typ 2 ATCC 8700 3,0 x 10 3xLoD
CDPH 2
Typ 4 3,0x10 3xLoD
Shigella boydii HUM-2010029296 :
(Serogrupa c) Typ 1 ATCC 9207 3,0 x 10 3xLoD
Typ 20 ATCC BAA-1247 3,0 x 102 3xLoD
Typ 10 ATCC 12030 3,0 x 102 3xLoD
Shigella Typ 1 BEI NR-520 3,0 x 10 3xLoD®
dysenteriae CDPH 5
(serogrupa A) Typ 2 PHM-2004008089 3,0x10 3xLoD
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Stezenie
Serotyp (rok / wykrywalnosci | Wielokrotnosé
Organizm miejsce) ID izolatu (komérek / ml) LoD
Typ 13 ATCC 49555 3,0 x 10° 3xLoD
Typ 3 ATCC 29028 3,0 x 10° 3xLoD
Typ 12 ATCC 49551 3,0 x 10° 3xLoD
Typ 2a ATCC 700930 3,0x 107 3xLoD
Typ la ATCC 9199 3,0x 107 3xLoD
Shigella flexneri Typ 6 M Soaen04043 3,0x10° 3xLoD
(serogrupa B) Typ 2b ATCC 12022 3,0 x 10° 3xLoD
Typ 2a ATCC 29903 3,0 x 10° 3xLoD
Nieznany STEC Center VA-6 3,0 x 10° 3xLoD
Nie dotyczy ATCC 29930° 1,0 x 10° 1xLoD
Nie dotyczy ATCC 11060 3,0 x 10 3xLoD
Shigella sonnei Nie dotyczy HUM-§0I31|Z)|(_)|27998 3,0 x 107 3xLoD
(serogrupa D) Nie dotyczy ATCC 29031 3,0 x 102 3xLoD
Nie dotyczy ATCC 25931 3,0 x 10 3xLoD
Nie dotyczy ATCC 9290 3,0 x 10 3xLoD
% Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego izolatu. Organizm zostat okreslony ilosciowo w CFU/ml na podstawie zliczania

na plytce.

Pw drugim badaniu PCR nie zdotano potwierdzi¢ obecnosci genu docelowego (lub gendéw docelowych) - podejrzewa sie
utrate plazmidu badz genu.

°Ten izolat dat oczekiwane wyniki STEC Detected (wykryto) i Shigella/EIEC Detected (wykryto) ze wzgledu na obecnos¢ stx
zawartego w Shigella dysenteriae.

Tabela 30. Wyniki inkluzywnosci badania FilmArray na obecnos¢ Cryptosporidium

. Stezenie
Miejsce / Zrodto izlolatu lub wykrywalnosci Wielokrotnosé
Organizm probki (kopii / ml) LoD
- . Peru : a
Cryptosporidium canis Prébka Kliniczna Nieznane <LoD
Szkocja 3b
Prébka kliniczna® 2,1x10 1xLoD
Szkocja 3
Probka kliniczna 6.4x10 3xLoD
Cryptosporidium hominis ) Szkoqz_a 6.4 x 10° 3xLoD
Probka kliniczna
BEI NR-2520
(oczyszczone DNA izolatu 6,4 x 10° 3xLoD
TU502)
BEI NR-2521
Cryptosporidium meleagridis (oczyszczone DNA izolatu 1,8 x 10° 3xLoD
TU1867)
Cryptosporidium muris Waterborne, Inc.P104 1,5x10* oocyct/ml 3xLoD
Waterborne, Inc. 2c
P102C¢ 6,0 x10 1xLoD
Szkocja 3
Prébka kliniczna 18x10 3xLoD
Cryptosporidium parvum ) szko_qg 1.8x 10° 3xLoD
Prébka kliniczna
BEI NR-2519
(oczyszczone DNA izolatu 1,8 x 10° 3xLoD
lowa)
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Stezenie
Miejsce / Zrédto izlolatu lub wykrywalnosci Wielokrotnosé
Organizm probki (kopii / ml) LoD
Szkocja
oczyszczone DNA z Nieznane <LoD?
- - prébki klinicznej
Cryptosporidium ubiquitum Szkocja
oczyszczone DNA z Nieznane <LoD?
proébki klinicznej

% Okreslenie ilosciowe wykonane metodg qPCR wskazato, Ze oczyszczone probki majg stezenie analitu nizsze niz granica
wykrywalnosci (LoD) badania.

®Ta probka C. hominis zostata wykorzystana do wyznaczenia granicy wykrywalnosci (LoD) C. hominis (LoD

wynoszgca 5,0x10° oocyst/ml| zostata okreslona jako réwna 2,1 x10° kopii/ml).

® Ten izolat C. parvum zostat wykorzystany do wyznaczenia granicy wykrywalnosci (LoD) C. parvum (LoD wynoszaca
5,0x10° oocyst/ml zostata okreslona jako réwna 6,0x107 kopii/ml).

Uwaga: Analiza sekwenciji in silico wskazuje, ze badanie FilmArray na obecnos¢ Cryptosporidium powinno
reagowac na ok. 23 rozne gatunki Cryptosporidium (wtgcznie z tymi, ktére obejmowato badanie), a takze na
sekwencje nie powigzane z konkretnymi gatunkami. Na podstawie analizy in silico przewiduje sie, ze badanie
Cryptosporidium moze nie reagowac na rzadkie gatunki lub na te, ktore sg typowe dla ludzi: C. bovis, C. ryanae
czy C. xiaoi.

Tabela 31. Wyniki inkluzywnosci badania FilmArray na obecno$¢ Cyclospora cayetanensis

Stezenie
wykrywalnosci Wielokrotnosé
Organizm Miejsce / probka (GE / ml) LoD
Prébka kliniczna® 180 1xLoD
Nebraska Prébka kliniczna 540 3xLoD
Prébka kliniczna 540 3xLoD
Cyclospora cayetanensis Probka kliniczna 540 3xLoD
Prébka kliniczna 540 3xLoD
Peru y —
Probka kliniczna 540 3xLoD
Prébka kliniczna 540 3xLoD

% Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego materiatu.

Tabela 32. Wyniki inkluzywnosci badania FilmArray na obecno$¢ Entamoeba histolytica

Stezenie
Miejsce / Rok wykrywalnosci | Wielokrotnosé
Organizm Nazwa szczepu wykrycia izolatu ID izolatu (kopii / ml) LoD
HM-1:IMSS Mexico City 1967 ATCC 30459% ~1,2 x 10° 1xLoD
EntaHB-301:NIH Birma 1960 BEI NR-176 3,6 x10° 3xLoD
Rahman Anglia 1972 BEI NR-179 3,6 X 10° 3xLoD
Entamoeba
histolytica HU-21:AMC Arkansas 1970 BEI NR-2589 3,6 x10° 3xLoD
1P:1182:2 Honduras 1982 BEI NR-20088 3,6 x10° 3xLoD
i@w :08 RR, Meksyk BEI NR-20090 3,6 x 10° 3xLoD

kopii/ml).

% |zolat uzyty do okreslenia LoD tego badania (LoD wynoszaca 2,0x10° komérek/ml zostata ustalona jako réwna ~1,2x10°
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Tabela 33. Wyniki inkluzywno$ci badania FilmArray na obecnos$¢ Giardia lamblia

Stezenie
Miejsce / Rok wykrycia wykrywalnosci Wielokrotnosé
Organizm izolatu ID izolatu (komérek / ml) LoD
Nowy Orlean, LA 1985 ATCC 50137 150 3xLoD
Portland, OR 1971 ATCC 30888 150 3xLoD
Giardia lamblia Bethesda, MD 1979 ATCC 309572 50 1xLoD
(czyli G. intestinalis lub -
G. duodenalis) Nieznane Waterborne P101 150 3xLoD
Egipt ATCC PRA-243 150 3xLoD
Stany Zjednoczone ATCC PRA-247 150 3xLoD
% Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego izolatu.
Tabela 34. Wyniki inkluzywnosci badania FilmArray na obecno$¢ adenowirusa F 40/41
: : Stezenie Wielokrotnos¢
Organizm ID izolatu wykrywalnosci
- LoD
(kopii / ml)
ATCC VR-931% ~2,8x10° 1xLoD
. Prébka kliniczna E239 8,4x10° 3xLoD
Adenowirus F 40 z
NCPV 0101141v (Dugan) 8,4x10 3xLoD
Zeptometrix #0810084CF 8,4x10° 3xLoD
ATCC VR-930 (Tak)® ~3,0x10* 1xLoD
Zeptometrix #0810085CF (Tak)" 9,0x10* 10xLoD"
_ UIRF F41 9,0x10* 3xLoD
Adenowirus F 41 — 7
Prébka kliniczna 762 9,0x10 3xLoD
Prébka kliniczna 976 9,0x10* 3xLoD
Prébka kliniczna Chn81 9,0x10* 3xLoD

® Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego izolatu. W przypadku ATCC VR-9310, LoD wynoszgca 1 TCIDso/ml zostata
okreslona jako réwng 2,8x10° kopii/ml, a dla ATCC VR-930 LoD wynoszgca 100 TCIDsg/ml okreslono jako réowng

3,0x10" kopii/ml.

® Dotyczy takich samych szczepow, jak ATCC VR-930 (ktory zostat wykryty przy stezeniu 1x LoD), lecz otrzymanych z innego
zrodta.

Tabela 35. Wyniki inkluzywno$ci badania FilmArray na obecno$¢ adenowirusow

Stezenie
. wykrywalnosci Wielokrotnosé
Organizm Typ Miejsce / Zrodto / ID izlolatu (kopii / ml) LoD
1 Prébka kliniczna, Chiny 3,9><107 10xLoD
Probka kliniczna, Chiny 3,9x10° 3xLoD
2 Probka kliniczna, USA 3,9x10’ 3xLoD
3 Hlszpanlg, Uniwersytet w 3,9x107 3xLoD
Barcelonie
Ludzki astrowirus 4 NCPV #1002072v 3,9x10’ 3xLoD
. Probka kliniczna, USA 3,9x10’ 3xLoD
Probka kliniczna, USA 3,9x10’ 3xLoD
6 Hiszpania, Uniwersytet w 3.9x10 3xLoD
Barcelonie
7 Hlszpanlg, Uniwersytet w 3.9x107 3xLoD
Barcelonie
8 NCPV #1003071v* ~1,3x10’ 1xLoD

# |zolat uzyty do okreslenia LoD tego badania (LoD wynoszgca 50 FFU/ ml zostata ustalona jako réwna 1,3x107 kopii/ml).
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Tabela 36. Wyniki inkluzywno$ci badania FilmArray na obecno$¢ norowirusa GI/Gl|

Stezenie
Norowirus wykrywalnosci Wielokrotnos¢é
Genogrupa / genotyp ID izolatu (prébki kliniczne) (kopii / ml) LoD

3 Norol_036° 1,0 x 10* 1xLoD
2 Norol_002 6,0 x 10° 0,6xLoD
Norol_003 6,0 x 10° 0,6xLoD
3 Norol_012 6,0 x 10° 0,6xLoD
Norol_030 6,0 x 10° 0,6xLoD
('\S'?ro"""us Norol_031 6,0 x 10° 0,6xLoD
Norol_021 1,0 x 10° 10xLoD
Norol_009 2,0 x 10° 20xLoD®
7 Norol_029 6,0 x 10° 0,6xLoD
Norol_034 6,0 x 10° 0,6xLoD

8 Noro G1,8° 6,0 x 10* 6xLoD

Nieznane Noro2_013% 1,0 x 10 1xLoD
2 Noroll.2° 6,0 x 10° 0,6xLoD
China-5 6,0 x 10° 0,6xLoD
3 SGB_038 6,0 x 10° 0,6xLoD
GI-PILOT-SPDRL-077 2,0 x 10° 20xLoD°
Noro2_004 2,0x 10° 20xLoD°®
4 Noro2_032 2,0x 10° 20xLoD°®
Norowirus PCMC_025 (Sydney) 6,0 x 10° 0,6xLoD
Gll PCMC_031 (Sydney) 6,0 x 10° 0,6xLoD
NYH-A 6,0 x 10° 0,6xLoD
Noroll.7° 6,0 x 10° 0,6xLoD
Noroll.8" 6,0 x 10° 0,6xLoD
12 Noroll.12° 6,0 x 10° 0,6xLoD
16 Noroll.16° 6,0 x 10° 0,6xLoD
20 Noroll.20c” 2,0x 10° 20xLoD°
Noroll.20° 6,0 x 10° 0,6xLoD

% Do ustalenia LoD dla tego badania uzyto tego izolatu.
® |zolat otrzymano jak ekstrakt RNA z prébki klinicznej. Genotyp dostarczony przez laboratorium zrodtowe.

¢ Poniewaz norowirusy cechujg sie réznorodnos$cig genetyczng, analiza in silico data wynik pozwalajgcy przewidzied, iz
wiekszosc¢ szczepdw ze wszystkich genotypow zostanie wykryta, jednak pewne szczepy bedg wykrywane z mniejszg
czutoscig lub tez nie zostang wykryte z powodu niedostatecznej amplifikacji lub zostang wykluczone na etapie analizy

topnienia.

Tabela 37. Wyniki inkluzywno$ci badania FilmArray na obecnos¢ rotawirusa A

Stezenie
Nazwa szczepu wykrywalnosci Wielokrotnosé
Organizm (serotyp) ID izolatu (kopii / ml) LoD

ST3 (G4P6) NCPV 0904053v* 3,9x10° 1xLoD

RV4 (G1P8) NCPV 0904052v 1,2 x 10* 3xLoD

) 69M (G8P5) NCPV 0904055v 1,2 x10* 3xLoD
Rotawirus A 2

P (G3P1A[8]) NCPV 0904056v 1,2x10 3xLoD

Wa (G1P1A[8]) ATCC VR-2018 1,2 x10* 3xLoD

DS-1 (G2P1B[4]) ATCC VR-2550 1,2 x 10* 3xLoD

% |zolat uzyty do okreslenia LoD tego badania (LoD wynoszaca 1,0x10° FFU/ ml zostata ustalona jako réwna 3,9x10° kopii/ml).
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Uwaga: badanie na obecno$¢ rotawirusa A wykryje rowniez stosowane przy produkcji szczepionek wirusy
rekombinowane.

Tabela 38. Wyniki inkluzywnosci badania FilmArray na obecno$é sapowiruséw

Stezenie
ID izolatu wykrywalnosci Wielokrotnosé
Organizm Genogrupa (prébki kliniczne) (kopii / ml) LoD
Gl AB_SaV_14° 5,0 x 10° 1xLoD
Nieznana China_56 1,5x 10’ 3xLoD
Nieznana AB_SaVv_03 1,5x 10’ 3xLoD
Nieznana PCMC_54 1,5x 10’ 3xLoD
Nieznana SPDRL-006 1,5x 10’ 3xLoD
Sapowirus Nieznana SPDRL-099 1,5x 107 3xLoD
Nieznana SGB-MP-11 1,5x 10’ 3xLoD
Gl Sapo_03° 1,5 x 10’ 3xLoD
Gll Sapo_06° 1,5 x 10’ 3xLoD
GIV Sapo_09° 1,5x 10" 3xLoD
GV Sapo_02° 1,5x 10" 3xLoD

% Probka kliniczna uzyta do okreslenia LoD dla tego badania.
® |zolat otrzymany jako ekstrakt RNA z probki klinicznej; informacja dotyczace genogrupy dostarczone przez laboratorium
zrodtowe.

Swoistos$¢ analityczna (reaktywnos$é krzyzowa i doktadnos$¢ wynikéw)

Mozliwo$é zachodzenia reakcji krzyzowych pomiedzy materialami stosowanymi w badaniach FilmArray Gl Panel zostata
sprawdzona poprzez testowanie analitu o wysokim stezeniu. Testowano organizmy i wirusy zaréwno identyfikowane w
badaniu Gl Panel (on-panel), jak i te przez niego nie identyfikowane (off-panel).

Wykorzystano 28 organizmow (typu on-panel) do zweryfikowania, ze reaguja tylko z wtasciwymi kontrolami w panelu.
Wszystkie te organizmy daty oczekiwane wyniki dodatnie, bez wynikéw fatszywie dodatnich.

Do testow swoistosci wybrano tgcznie 174 organizmy (typu off-panel) na podstawie kilku czynnikéw, takich jak: (1)
pokrewienstwo z gatunkami wykrywanymi przez Gl Panel (blisko powigzane); (2) odpowiednios¢ kliniczna; (3)
prawdopodobienstwo obecnosci w prdbce katu; i (4) genetyczne podobienstwo do primeréw zawartych w Gl Panel,
zgodnie z wynikiem uzyskanym w analizie in silico podczas projektowania badania. W przypadku niemoznosci uzyskania
na potrzeby badania danego organizmu, do przewidywania reaktywnosci zastosowano odrebng, specyficzng dla
organizmu analize in silico catej sekwencji genomu, odpowiadajgcej bezposrednio primerom w panelu Gl. Kilka
organizmow typu off-panel wyselekcjonowano i przetestowano pod kgtem okreslenia swoistosci danych badan, natomiast
wiele innych poddano testom, poniewaz byty symbiotycznymi lub patogenicznymi, z mozliwoscig wykrycia ich przy
wysokim stezeniu w probkach katu. Wszystkie organizmy testowano w wysokich stezeniach (zazwyczaj wynoszacych
>1.0x10° CFU/mlI dla bakterii i grzybow, = 1.0x10* komérek/ml dla pierwotniakow i pasozytéw oraz =1 .0x10° jednostek/ml
dla wirusow).

W tabeli 39 podano badania Gl Panel i odpowiadajgce im organizmy, dla ktérych wykryto reaktywnosé krzyzowag
(zaobserwowang w badaniach lub przewidywang na podstawie analizy in silico). Z wyjatkiem wykrywania Vibrio fluvialis i
Vibrio mimicus przez badanie na obecnos¢ Vibrio, zaobserwowano reaktywnos¢ krzyzowg jedynie w przypadku, gdy
organizm uwazany za wywotujacy jg lub przypuszczany o to, byt obecny w wysokim stezeniu w prébce.

W tabeli 40 przedstawiono petny spis bakterii, grzybow, pierwotniakow i pasozytéw oraz wiruséw typu off-panel, ktére
zostaty poddane badaniom w FilmArray Gl Panel i zwrécity oczekiwany wynik (ujemny dla wszystkich badan, bez
reaktywnosci krzyzowej) lub dla ktérych na podstawie analizy in silico nie zaktadano reaktywnosci krzyzowej.
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Tabela 39. Zaobserwowana lub przewidywana reaktywnos¢ krzyzowa dla organizméw typu off-panel
Wyniki badania FilmArray Gl Panel Organizmy z reaktywnoscia krzyzowa

Entamoeba histolytica Entamoeba dispar

- . Bifidobacterium spp.?
Giardia lamblia ) a
Ruminococcus spp.

Citrobacter koseri

Szczepy enterotoksyczne E.coli (ETEC) It/st Citrobacter sedlakii

[badanie 2 ETEC] Hafnia alvei®
Cedeceae davisiae®
Salmonella® E. coli zawierajgce wariant biatka sekrecji typu e
Vibrio V!br?o algi_no_lycticus
(V. parahaemolyticus / V. vulnificus/ x!br!o qu_wghs c
V. cholerae) ibrio mimicus

Grimontia (poprzednio Vibrio) hollisae
Yersinia frederiksenii*®

Yersinia enterocolitica

Yersinia kristensenii®

*Nie zaobserwowano reaktywnosci krzyzowej podczas testow przy wysokich stezeniach (1,5x10° komorek/ml). Reaktywno$é krzyzowa
podejrzewano jednak lub potwierdzono w probkach klinicznych. Potencjalng reaktywnos¢ krzyzowg potwierdzaty rowniez badania

in silico.

® W badaniach analitycznych lub klinicznych na obecnos$¢ Salmonelli nie zaobserwowano reaktywnosci krzyzowej dajgcej wyniki
fatszywie dodatnie. Uzyskano jednak nietypowe produkty amplifikacji o wartosciach Tm zblizonych do zakresu Tm charakterystycznego
dla badania, co oznacza potencjalng mozliwos¢ otrzymania wynikéw fatszywie dodatnich na obecnos¢ Salmonelli.

¢ Wykryto w stezeniu bliskim LoD badania na obecno$¢ Vibrio.

4. kristensenii i Y. fredericksenii trudno odréznié od Y. entercolitica standardowymi metodami laboratoryjnymi.
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Tabela 40. Brak reaktywno$ci krzyzowej w badaniach FilmArray Gl Panel (obserwowanej lub przewidywanej w analizach in silico)

BAKTERIE

Przebadane

Abiotrophia defectivia
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter Iwoffii
Aeromonas hydrophila
Alcaligenes faecalis
Anaerococcus tetradius
Arcobacter butzleri
Arcobacter cryaerophilus
Bacillus cereus

Bacteroides fragilis
Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides vulgatus
Bifidobacterium adolescentis®
Bifidobacterium bifidum?
Bifidobacterium longum?
Campylobacter concisus
Campylobacter curvus
Campylobacter fetus
Campylobacter gracilis
Campylobacter helveticus
Campylobacter hominis
Campylobacter hyointestinalis
Campylobacter lari

Campylobacter mucosalis
Campylobacter rectus
Campylobacter showae
Campylobacter sputorum
Campylobacter ureolyticus
Cedecea davisae”
Chlamydia trachomatis
Citrobacter amalonaticus
Citrobacter freundii
Clostridium acetobutylicum
Clostridium botulinum

Clostridium difficile non-toxigenic®

Clostridium histolyticum
Clostridium methylpentosum
Clostridium novyi
Clostridium perfringens
Clostridium ramosum
Clostridium septicum
Clostridium sordellii
Clostridium tetani
Collinsella aerofaciens
Corynebacterium genitalium

Desulfovibrio piger
Diffusely adherent E.coli
Escherichia blattae
Escherichia fergusonii
Escherichia hermannii
Escherichia vulneris
Edwardsiella tarda
Egglerthella lenta
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Eubacterium cylindroides
Eubacterium rectale
Faecalibacterium prausnitzii
Fusobacterium varium
Gardnerella vaginalis
Gemella morbillorum
Haemophilus influenzae
Hafnia alvei®
Helicobacter fennelliae
Helicobacter pylori

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus reuteri
Lactococcus lactis

Leminorella grimontii

Listeria monocytogenes
Megamonas hypermegale
Megasphaeara elsdenii
Methanobrevibacter smithii
Morganella morganii
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptostreptococcus anaerobius
Photobacterium damselae
Porphyromonas asaccharolytica
Prevotella melaninogenica
Proteus mirabilis

Proteus penneri

Proteus vulgaris

Provedencia alcalifaciens
Pseudomonas aeruginosa
Ruminococcus bromii®

Ruminococcus flavefaciens®
Ruminococcus obeum?
Selenomonas ruminantium
Serratia liquefaciens
Serratia marcescens
Shewanella algae
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Stenotrophomonas maltophilia
Streptococcus agalactiae
Streptococcus intermedius
Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius
Streptococcus suis
Trabulsiella guamensis
Veillonella parvula

Yersinia bercovieri

Yersinia frederiksenii®
Yersinia intermedia
Yersinia mollaretii

Yersinia pseudotuberculosis
Yersinia rohdei

PIERWOTNIAKI | PASOZYTY

GRZYBY

Przebadane

Tylko analiza in silico

Przebadane

Babesia microti
Blastocystis hominis
Conidiobolus lachnodes
Conidiobolus lobatus
Encephalitozoon hellem
Encephalitozoon intestinalis
Entamoeba gingivalis

Entamoeba moshkovskii
Giardia muris
Pentatrichomonas hominis
Schistosoma mansoni
Toxoplasma gondii
Trichomonas tenax

Ancylostoma duodenale
Ascaris lumbricoides
Balantidium coli
Chilomastix mesnili
Dientamoeba fragilis
Endolimax nana
Entamoeba coli

Entamoeba hartmanni
Entamoeba polecki
Enterobius vermicularis
Enteromonas hominis
Isospora belli

Necator americanus

Aspergillus fumigatus
Candida albicans

Candida catenulate
Penicillium marneffei
Saccharomyces boulardi
Saccharomyces cerevisiae

WIRUSY

Przebadane

Tylko analizain silico

Adenowirus A:31
Adenowirus B:34
Adenowirus C:2

Adenowirus D:37

Adenowirus E:4a
Astrowirus wariant VA1
Astrowirus wariant MLB
Bokawirus typu 1

Koronawirus 229E
Wirus Coxsackie B3
Cytomegalowirus (CMV)
Echowirus 6

Enterowirus 68

Zapalenie watroby typu A
Wirus opryszczki zwyktej typu 2
Rynowirus 1A

Adenowirus G52
Norowirus GIV
Rotawirus B
Rotawirus C
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#W ewaluadii klinicznej zaobserwowano reaktywno$é krzyzowg w badaniu na obecno$é Giardia lamblia z jednym lub wiecej gatunkami Bifidobacterium i Ruminococcus, natomiast
w tym badaniu nie stwierdzono jej. Gatunki Bifidobacterium i Ruminococcus wymienione sg w tabeli 39 jako potencjalnie wywotujgce reaktywnos¢ krzyzows.

bw ewaluacji klinicznej zaobserwowano - lub podejrzewano na podstawie analizy in silico - reaktywnos$¢ krzyzowg w badaniu ETEC 2 na obecnos$¢ Hafnia alvei i Cedeceae
davisiae, natomiast w tym badaniu nie stwierdzono jej. Halfnia alvei i Cedeceae davisiae sg takze wymienione w tabeli 39 jako potencjalnie wywotujgce reaktywnosc¢ krzyzowg

¢ Dwa izolaty tego gatunku zostaty przetestowane pod kgtem swoistosci analityczne;.

4 Na podstawie analizy in silico wykazano mozliwo$¢ zachodzenia reaktywnosci krzyzowej pomiedzy Yersinig fredricksenii i Yersinig entercolitica przy wysokich stezeniach,
natomiast w tym badaniu nie stwierdzono tego. Y. fredricksenii jest takze wymieniona w tabeli 39 jako potencjalnie wywotujgca reaktywnosc¢ krzyzowa.
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Zakazenie krzyzowe i przenoszenie zakazen

Mozliwos¢ przenoszenia zakazeh pomiedzy prébkami zostata oceniona z zastosowaniem naprzemiennego testowania
prébek zawierajgcych wysokie stezenia organizmow (107 -10° organizmow/ml) oraz prébek ich nie zawierajgcych w
ogole. Nie stwierdzono zadnych wynikoéw fatszywie dodatnich w badaniach prébek wysoko dodatnich, a nastepnie,
bezposrednio po nich, ujemnych, co wskazuje na skutecznos¢ systemu i zalecanego sposobu obchodzenia sie z
probkami oraz praktyk laboratoryjnych, w zakresie zapobiegania uzyskiwania wynikéw fatszywie dodatnich z powodu
zakazen krzyzowych lub przenoszenia zakazeh z probki na prébke.

Badanie na odtwarzalno$¢ wynikow

Wieloosrodkowe badanie na odtwarzalnosé wynikéw przeprowadzone zostato w celu okreslenia miedzyosrodkowej i
catkowitej odtwarzalnosci wynikow pracy systemu FilmArray Gl Panel. Powtarzalnosé wynikéw zostata wykazana w
trzech réznych o$rodkach badawczych, z wykorzystaniem spreparowanych probek katu, zatadowanych réznymi
kombinacjami czterech odmiennych analitow Gl Panel. Kazdy z nich zostat przebadany przy trzech réznych stezeniach
(ujemnym, niskim dodatnim oraz $rednim dodatnim).

W badaniu wykorzystano wachlarz potencjalnych wariantow wprowadzonych przez 13 operatoréw, 4 rézne partie
saszetek i 16 roznych urzadzen FilmArray. Przed badaniami prébki przechowywane byty w chtodni (4°C) lub zamrozone
(=-70°C). Probki mrozone badano w ciggu pieciu dni, w trzech o$rodkach badawczych, aby uzyska¢ 90 przypadkéw na
prébke, a probki chtodzone badano w ciggu czterech dni, w trzech osrodkach badawczych, do uzyskania 108 przypadkéw
na prébke. Podsumowanie wynikéw (procentowa (%) zgodnos¢ z oczekiwanymi wynikami) dla kazdego analitu (na
osrodek i ogétem) przedstawiono w tabeli 41. W tabeli 42 natomiast pokazano powtarzalnos¢ Tm dla kazdego badania z
wynikiem dodatnim.

FilmArray Gl Panel pozwala uzyskaé wysokg doktadnos$¢ i powtarzalnos¢ wynikéw badan wszystkich analitow
(15 891/15 912 = 99.87% zgodnosci ogotem, z 95% interwatem pewnosci w przedziale 99,81% - 99,92%), z odchyleniem
standardowym Tm wynoszgcym 0,5°C.

Tabela 41. Powtarzalno$¢ wynikdw badan FilmArray Gl Panel

% zgodnosci z oczekiwanym wynikiem®
Wszystkie osrodki
Oczekiwany || Osrodek Osrodek (95% interwat
Badany organizm Stezenie wynik A B Osrodek C pewnosci)
srednie dodatnie | ivivio 30/30 30/30 30/30 oo
$x-00 ykiyt 100% 100% 100% o
1,2x10° komérek/ml (96,0 - 100%)
Campylobacter niskie dodatnie 30/30 30/30 30/30 90/90
jejuni 41xLol,D Wykryto 100% 100% 100% 100%
ATCC BAA-1234 4x10" komérek/ml (96,0 - 100%)
576/576
. 192/192 192/192 192/192
Brak Nie wykryto 100%
100% 100% 100% (99,4 - 100%)
srednie dodatnie 36/36 36/36 36/36 108/:})08
3xLoD Wykryto 100% 100% 100% 100%
1,2x10° komérek/ml (96,6 - 100%)
Clostridium difficile® | "MSkie dodatnie ) 36/36 36/36 36/36 108/108
ATCC 9689 ;1xLoD Wykryto 100% 100% 100% 100%
4x10° komérek/ml (96,6 - 100%)
360/360
. 120/120 120/120 120/120
Brak Nie wykryto 100%
100% 100% 100% (96,6 - 100%)
Escherichia coli srednie dodatnie 90/90
30/30 30/30 30/30
(EPEC) 3;<L0D Wykryto 100% 100% 100% 100%
E2348/69 3x10° CFU/mlI (96,0 - 100%)
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% zgodnosci z oczekiwanym wynikiem
% d k kiem?

Wszystkie osrodki
Oczekiwany || Osrodek Osrodek (95% interwat
Badany organizm Stezenie wynik A B Osrodek C pewnosci)
(STEC Center) niskie dodatnie 30/30 30/30 30/30 90/%0
lé(LOD Wykryto 100% 100% 100% 100%
1x10° CFU/mlI (96,0 - 100%)
576/576
. 192/192° 192/192° 192/192°
Brak Nie wykryto o o o 100%
100% 100% 100% (99,4 - 100%)
srednie dodatnie 108/108
36/36 36/36 36/36
3xL.0D Wykryto 100% 100% 100% 100%
1,5x10" CFU/ml (96,6 - 100%)
Salmonella enterica” mSkle(lj_zgamle Wykiyto 36/36 36/36 36/36 123{)%28
0, 0, 0,
SarC1 (SGSC) 5x10° CEU/mI 100% 100% 100% (96,6 - 100%)
360/360
. 120/120 120/120 120/120
Brak Nie wykryto o o o 100%
100% 100% 100% (96,6 - 100%)
srednie dodatnie 90/90
30/30 30/30 30/30
33(LOD Wykryto 100% 100% 100% 100%
3x10* CFU/mI (96,0 - 100%)
Escherichia coli niskie dodatnie 90/90
(STEC) 0157 1xLoD Wykryto fgg’f fgg;ﬁ’ fgg;ﬁ’ 100%
ATCC 43895 1x10* CEU/mI 0 0 0 (96,0 - 100%)
576/576
. 192/192 192/192 192/192
Brak Nie dotyczy o o o 100%
100% 100% 100% (9.4 - 1009%)
srednie dodatnie 90/90
30/30 30/30 30/30
3>2<L0D Wykryto 100% 100% 100% 100%
3x10% CFU/m (96,0 - 100%)
Shigella sonnei ”'Sk'fx(lj_ggat“'e Wykayto 30/30 30/30 30/30 ‘1986%2
0, 0, 0,
ATCC 29930 1x102 CEU/mI 100% 100% 100% (96,0 - 100%)
576/576
. 192/192 192/192 192/192
Brak Nie wykryto 100%
100% 100% 100% (9.4 - 1009%)
srednie dodatnie 108/108
36/36 36/36 36/36
3xLoD Wykryto 100% 100% 100% 100%
2,4x10° komérek/ml (96,6 - 100%)
Vibrio niskie dodatnie 108/108
parahaemolyticus® 1xLoD Wykryto fgg’f fggf’f fggf’f 100%
ATCC 17802 8x10* komorek/ml 0 0 0 (96,6 - 100%)
360/360
. 120/120 120/120 120/120
Brak Nie wykryto o o o 100%
100% 100% 100% (96,6 - 100%)
srednie dodatnie 90/90
30/30 30/30 30/30
3xLob Wykryto 100% 100% 100% 100%
Crvot i 1,5x10" oocyst/ml (96,0 - 100%)
ryptosporidium P .
parvum niskie dodatnie Wekivio 30/30 30/30 30/30 oo
Waterborne, Inc. 10° Yl ykyt 100% 100% 100% 10 o
P102C 5x10° oocyst/m (96,0 - 100%)
576/576
. 192/192 192/192 192/192
Brak Nie wykryto 100%
100% 100% 100% (99,4 - 100%)
srednie dodatnie 108/108
36/36 36/36 36/36
3x LoD Wykryto 100% 100% 100% 100%
Giardi 150 komérek/ml (96,6 - 100%)
jardia — -
intestinalis® niskde dodatnie Wekivio 30/36 30/36 31/36 s
(syn. Giardia lamblia) komorek/ml ykiyt 83,3% 83,3% 86,1% 77 ' 1° %
ATCC 30957 50 komorek/m (77,0 - 91,0%)
360/360
. 120/120 120/120 120/120
Brak Nie wykryto o o o 100%
100% 100% 100% (96,6 - 100%)
Adenowirus Fap | Srednie dodatnie Wykryto 30/30 30/30 30/30 oo
ATTC VR-930 300 TCIDsy/m 100% 100% 100% (96,0 - 100%)
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% zgodnosci z oczekiwanym wynikiem®
Wszystkie osrodki
Oczekiwany || Osrodek Osrodek (95% interwat
Badany organizm Stezenie wynik A B Osrodek C pewnosci)
ns k'fx‘iggam'e Wkivio 30/30 30/30 30/30 ?88%9
yKry 100% 100% 100% 0
100 TCIDso/ml (96,0 - 100%)
576/576
. 192/192 192/192 192/192 0
Brak Niewykiyto | 509 100% 100% (99 2O )
srednie dodatnie Wyiyto 30/30 30/30 30/30 o0
150 FFU/mI 100% 100% 100% (96,0 - 100%)
Astrowirus niskie dodatnie 30/30 30/30 30/30 90/90
(typ 8) 1xLoD Wykryto 100% 100% 100% 100%
NCPV 1003071v 50 FFU/mI (96,0 - 100%)
576/576
. 192/192 192/192 192/192
Brak Nie wykryto o o o 100%
100% 100% 100% (99,4 - 100%)
srednie dodatnie | wirvio 20/30 30/30 30/30 o
xLob. yKry 96,7% 100% 100% A
3x10" kopii/ml (96,0 - 100%)
Norowirus Gl niskie dodatnie Wykiyto 28/30 29/30 30/30 o
o ini 0, 0, 0, '
Probka kliniczna 1x10° kopii/ml 93,3% 96,7% 100% (96,0 - 100%)
576/576
. 192/192 192/192 192/192
Brak Nie wykryto o o o 100%
100% 100% 100% (99,4 - 100%)

#Oczekiwane wyniki ,Nie wykryto” uzyskano z wszystkich probek, ktére nie byty zatadowane odpowiednim analitem (100% zgodnosé z

oczekiwanymi wynikami).

® Wykrywanie powtarzalne, lecz sub-optymalne (<95%), zaobserwowano w przypadku jednego lub obu stezen dla spreparowanych,

zamrozonych probek. Przedstawione dane uzyskano z prébek przechowywanych w temperaturze ~4°C w okresie do 4 dni przed

poddaniem ich badaniom.

© Obejmuje wyniki ,nie dotyczy” dla 60 probek (180 dla wszystkich o$rodkéw) zatadowanych STEC O157. W przypadku wykrycia
STEC, wynik ,nie dotyczy” uzyskiwano na obecnos$¢ EPEC niezaleznie od statusu badania na obecnos¢ EPEC.

Tabela 42. Odtwarzalno$¢ wynikéw Tm dla badan FilmArray Gl Panel z wynikiem dodatnim

Odtwarzalnos¢ wynikéw Tm
Organizm Badanie Stezenie Osrodek Srednia odchyl. Min. | Maks. (MNT\iEs). -

Bakterie i (wlacznie z wywolujagcym biegunke E. coli)

$rednie dodatnie | Os$rodek A 78,38 +0,27 77,86 | 79,01 1,15

3xLoD Osrodek B 78,28 +0,21 77,87 | 78,59 0,72

Campylobacter 1,2'x105 Osrodek _C 78,04 +0,29 77,60 | 78,59 0,99

jejuni Campy 1 A | Tas0 | 2033 [ 7798 [ 7odr | 174

. . Srode , +0, , , ,

ATCC BAA-1234 “'Sk'fxi%%at”'e Osrodek B | 78,65 +0,19 | 78,28 | 79,01 0,73

4x10* komérek/ml Osrodek_C 78,21 +0,26 77,73 | 78,72 0,99

Wszystkie 78,48 + 0,33 77,73 | 79,47 1,74

$rednie dodatnie | Osrodek A 76,01 +0,34 75,30 | 76,99 1,69

3xLoD Osrodek B 75,79 + 0,40 74,71 | 76,59 1,88

1,2x106 Osrodek C 75,60 + 0,34 75,02 | 77,09 2,07

1 komarek/ml Wszystkie 75,80 +0,39 74,71 | 77,09 2,38

iskie dodatnie Osrodek A 76,18 +0,43 75,45 77,15 1,70

N nis 'fo‘;Da Odrodek B | 75,94 +0,43 | 75,09 | 76,74 1,65

Clostridium 4x10° komérek/ml Osrodek C 75,73 + 0,28 75,29 | 76,45 1,16

difficile Cdiff® Wszystkie 75,95 + 0,43 75,09 | 77,15 2,06

ATCC 9689 érednie dodatnie | Osrodek A 78,84 *0,26 78,44 | 79,56 1,12

3xLoD Osrodek B 78,61 + 0,30 77,86 | 79,17 1,31

1,2x106 Osrodek C 78,40 +0,22 78,01 | 79,02 1,01

Tm 2 komérek/ml Wszystkie 78,62 +0,32 77,86 | 79,56 1,70

niskie dodatnie Osrodek A 78,94 +0,31 78,45 | 79,61 1,16

1xLoD Osrodek B 78,67 + 0,30 78,02 79,17 1,15

4x10° komérek/ml | Osrodek C 78,48 +0,24 | 78,02 [ 79,02 1,00
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Odtwarzalnos¢ wynikéw Tm
Organizm Badanie Stezenie Osrodek $rednia odchyl. Min. | Maks. (Mlvﬁl:]s), -

| Wszystkie | 78,70 +0,34 | 78,02 | 79,61 1,59
<rednio dodatnie |-OSrodek A | 80,53 +0,24 | 80,16 | 81,04 0,88
Al oD Odrodek B | 80,39 +0,20 | 79,86 | 80,74 0,88
Escherichia coli 3x10° CEU/mI Osrodek_C 80,38 +0,17 80,01 | 80,61 0,60
(EPEC) Ec eae Wszystkie 80,43 +0,22 79,86 | 81,04 1,18
E2348/69 - _ Osrodek A | 80,59 +0,24 | 80,15 | 81,18 1,03
(STEC Center) “'Sk'f ‘lj_o‘g)at”'e Osrodek B | 80,46 £0,20 | 79,87 | 80,73 0,86
1x10§( COFU /mi  |_Osrodek C | 80,42 +0,14 | 80,15 | 80,72 0,57
Wszystkie | 80,49 +0,21 | 79,87 | 81,18 1,31
o | Osrodek A | 82,17 +0,20 | 81,86 | 82,59 0,73
aion o [ fees | 188 | soss |oLe0 e | 102

4 sroae y + 0, y y y
e [sam (oo [Weaie el s 0se el oty | L

L. . sroae , + 0, y ) s
SarC1 (SGSC) “'Sk'fxig%at“'e Osrodek B | 81,96 +0,26 | 81,31 | 82,39 1,08
4107 CFU/m|  |_OSrodek C | 81,83 +0,25 | 81,45 | 82,31 0,86
Wszystkie | 82,00 +0,30 | 81,31 | 82,77 1,46
rednie dodatnie |-OSrodek A | 83,23 +0,22 | 82,58 | 83,77 1,19
sre ”éiLg’Dat”'e Osrodek B | 83,20 +0,19 | 82,85 | 83,60 0,75
3x10% CEU/m|  |_OSrodek C | 82,96 +0,29 | 82,59 | 83,44 0,85
o157 Wszystkie | 83,13 +0,26 | 82,58 | 83,77 1,19
Hiskie dodamie |_OSTodek A | 83,26 +0,24 | 82,80 | 83,88 1,08
LoD Osrodek B | 83,20 +0,20 | 82,73 | 83,59 0,86
1%10° CFU/m|  |_OSrodek C | 83,01 +0,29 | 82,46 | 83,60 1,14
Wszystkie | 83,16 +0,26 | 82,46 | 83,88 1,42
<rednio dodatnie |-OSrodek A | 82,85 +0,25 | 82,16 | 83,48 1,32
oo s |e2g | x01s i sty | o

. . 4 Srode , +0, , , ,
(ESSTCES;'COT;CO“ TEC1 10" CRUMI - =y o Stiie | 82.72 $028 | 82,16 | 83,48 1,32
ATCC 43805 ke dodamnie |OSTodek A | 82,89 +0,24 | 82,44 | 8331 0,87
LoD Odrodek B | 82,78 +0,18 | 82,44 | 83,17 0,73
1%10° CFU/m|  |_OSrodek C | 82,55 +0,28 | 82,03 | 83,17 1,14
Wszystkie | 82,74 +0,27 | 82,03 | 83,31 1,28
<rednie dodatnie |-OSr0dek A | 84,99 +0,22 | 84,44 | 8549 1,05
Bl oD Odrodek B | 84,90 +0,19 | 84,43 | 85,31 0,88
310° CFU/m|  |_OSrodek C | 84,68 +0,30 | 84,30 | 85,16 0,86
STEC 2 Wszystkie 84,86 +0,27 84,30 | 85,49 1,19
<kie dodamnic |_OSrodek A | 84,98 +0,22 | 84,58 | 85,45 0,87
nis I1ex|_oD Osrodek B | 84,92 +0,19 | 84,45 | 85,30 0,85
1410° CFU/m|  |_OSrodek C | 84,72 +0,28 | 84,31 | 8532 1,01
Wszystkie 84,88 + 0,26 84,31 | 85,45 1,14
<rednio dodatnie |-05rodek A | 86,58 +0,25 | 86,01 | 87,05 1,04
Bl oD Osrodek B | 86,38 +0,19 | 85,87 | 86,61 0,74
3102 CEU/m|  |_OSrodek C | 86,44 +0,17 | 86,16 | 86,75 0,59
Shigella sonnei Shig Wszystkie 86,47 +0,22 85,87 | 87,05 1,18
ATCC 29930 Hiskie dodatmie |_OSrodek A | 86,57 +0,22 | 86,29 | 87,18 0,89
LoD OSrodek B | 86,52 +0,24 | 86,02 | 87,01 0,99
1%10% CFU/m|  |_OSrodek C | 86,26 +0,24 | 85,87 | 86,73 0,86
Wszystkie | 86,45 +0,27 | 85,87 | 87,18 1,31
$rednie dodatnie | Osrodek A | 81,96 +0,23 | 81,59 | 82,42 0,83
3xLoD Osrodek B | 81,69 +0,24 | 81,02 | 82,03 1,01
Vibrio 2,4x10° Osrodek C | 81,57 +0,27 | 81,17 | 82,16 0,99
parahaemolyticus | Vibrio komoérek/ml Wszystkie 81,74 + 0,30 81,02 | 82,42 1,40
ATCC 17803 ikie dodamie |_OSTodek A | 82,08 +0,17 | 81,73 | 82,42 0,69
hiog " [owoascs | st | _om [stoo [lr | oo

4 - Srode , +0, , , ,
8x10" komorekiml I = e T 81.79 +0,28 | 81,29 | 82,42 113

Pierwotniaki

Cryptosporidium [ Crypt 1 | érednie dodatnie | Osrodek A [ 78,99 | +0,23 | 7858 | 79,46 | 0,88
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Odtwarzalnos¢ wynikéw Tm
Organizm Badanie Stezenie Osrodek P . . (Maks. -
Srednia | Odchyl. Min. | Maks. Min.)
parvum 3xLoD Osrodek B | 78,95 +024 | 7829 | 79,58 1,29
Waterborne, Inc. 1,5x10* oocyst/ml | Osrodek C 78,83 +0,15 78,57 | 79,16 0,59
P102C Wszystkie | 78,92 +022 | 78,29 | 79,58 1,29
- . Osrodek A | 79,00 +0,26 | 78,59 | 79,61 1,02
“'Sk'le io%at“'e Osrodek B | 78,94 +0.21 | 78,29 | 79,31 1,02
leos)(() O%yst/ml Osrodek C | 78,88 +0,18 | 78,43 | 79,17 0,74
Wszystkie | 78,95 +023 | 78,29 | 79,61 1,32
$rednie dodatnie | Osrodek A | 71,75 +028 | 71,29 | 72,31 1,02
3xLoD Osrodek B | 71,74 +020 | 71,15 | 72,15 1,00
1,5x104 Osrodek C | 71,50 +020 | 71,28 | 72,15 0,87
Crypt 2 oocyst/ml Wszystkie 71,67 + 0,26 71,15 | 72,31 1,16
. . Osrodek A | 71,81 +0,35 | 71,29 | 72,43 1,14
“'Sk'f ‘lj_o‘g)at“'e Osrodek B | 71.81 2016 | 7143 | 72.16 073
5X103)f3 o(z:yst/ml Osrodek C | 7159 +0.21 | 71,28 | 72,14 0,86
Wszystkie | 71,74 +027 | 71,28 | 72,43 1,15
Srodnie dodamic |_OSTodek A | 91,52 +0,24 | 91,04 | 92,08 1,04
L ob Osrodek B | 91,19 +0,25 | 90,47 | 91,59 1,12
Giardia 150 Komérek/m| |_OSTodek C | 91,12 +0,29 | 90,62 | 91,74 1,12
intestinalis Glam Wszystkie 91,28 +0,31 90,47 | 92,08 1,61
(syn. G. lamblia) - . Osrodek A | 91,57 +021 | 91,17 | 91,91 0,74
ATCC 30957 ”'Sk'f ‘ﬂo%at”'e Osrodek B | 91.24 $022 | 90.75 | 91.62 0.87
50 ko’;ngrek/ml Osrodek C | 91,10 +0,30 | 90,60 | 91,61 1,01
Wszystkie | 91,30 +0,31 | 90,60 | 91,91 1,31
Wirusy

. | Osrodek A | 86,71 +0,23 | 86,01 | 87,35 1,34
Sredns'el_dogat”'e Osrodek B | 86.61 $0.18 | 8628 | 87.03 0.75
| 300 TXC|0D50/m| Osrodek C | 86,36 +0,31 | 85,87 | 86,87 1,00
Adenowirus F41 AdenoE Wszystkie 86,56 +0,28 85,87 | 87,35 1,48
ATTC VR-930 - . Osrodek A | 86,85 +0,27 | 86,37 | 87,48 1,11
”'Sk'f cﬂo%at“'e Osrodek B | 86,70 +0,20 | 86,30 | 87,16 0,86
100 TXC|0D50/m| Osrodek C | 86,47 +0,29 | 86,02 | 87,03 1,01
Wszystkie | 86,67 +0,30 | 86,02 | 87,48 1,46
. | Osrodek A | 85,62 +0,25 | 8517 | 86,06 0,89
Sred”éel_‘mgat”'e Osrodek B | 85.48 +0.18 | 8501 | 8588 0.87
AStrowirus 150XF|2U - Osrodek C | 85,51 +0,21 | 85,02 | 85,90 0,88
(typ &) Astro ok n | deer | 0o | oei7 | seis T 105

o ) $rode , +0, , , ,
NCPV 1003071v ”'Sk'f io%at”'e Osrodek B | 85,54 +0,22 | 8501 | 86,01 1,00
5 ’F‘F?J o Osrodek C | 85,55 +0,16 | 85,29 | 85,89 0,60
Wszystkie | 85,59 +0,22 | 85,01 | 86,19 1,18
. | Osrodek A | 83,69 +0,23 | 83,14 | 84,07 0,93
sred”éel_dogat”'e Osrodek B | 83,46 +0,20 | 82,92 | 83,76 0,84
_ 3X103‘kgp“ /i |_Osrodek C | 83,43 +0,20 | 83,02 | 83,87 0,85
Norowirus Gl Noro 1 Wszystkie 83,52 +0,24 82,92 | 84,07 1,15
Prébka kliniczna - . Osrodek A | 83,62 +0,24 | 83,22 | 84,15 0,93
”'Sk'f io%at”'e Osrodek B | 83,59 +0,21 | 83,18 | 83,98 0,80
1X103(kz oiimi |_Osrodek C | 83,30 +024 | 82,93 | 83,79 0,86
Wszystkie | 83,50 +027 | 82,93 | 84,15 1,22

% Gdy w prébce obecne sg obydwa geny toksyny C. difficile (tcdA i tcdB), zaobserwowano charakterystyczny podwaojny profil topnienia i
dwie rézne wartosci Tm (Tm1 i Tm2).
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Czynniki zakiocajace

Sprawdzono zdolnos¢ zaktécania badania przez substancje, ktére moga by¢ obecne w prébce stolca (przechowywanej na
podkfadzie Cary Blair) lub wprowadzone do prébek podczas obchodzenia sie z nimi. Substancje potencjalnie zaktdcajaca

dodano do spreparowanej prébki stolca zawierajgcej organizmy reprezentatywne Gl Panel. Kazda spreparowana probka
zawierata mieszanke czterech réznych organizmow, z ktérych kazdy obecny byt w stezeniach wynoszgcych ok.
trzykrotnos¢ (3x) LoD. Probki niezatadowane organizmami (bez substancji testowanych) postuzyty dla poréwnania, jako
kontrole dodatnie (brak interferencji). Prébki zatadowane (czyli zawierajgce substancje testowane) sprawdzono pod katem
dziatania kontroli i doktadno$ci uzyskiwania wynikow z kazdej z prébek. Powtarzajace sie btedy kontroli lub uzyskiwanie
nieoczekiwanych wynikéw (czyli fatszywie dodatnich lub fatszywie ujemnych) $wiadczyty o obecnosci czynnikéw

zakidcajgcych.

W przypadku testéw przeprowadzanych na substancjach endogennych i egzogennych (tabela 43), tylko mucyna bydleca
data nieoczekiwane wyniki: stwierdzono EPEC w prébkach, ktére nie byty nim zatadowane. Dalsze badania nad
komercyjnie przygotowana, a stosowang do testow probkg mucyny wykazaty wczesniejsze jej skazenie EPEC.

Tabela 43. Przebadane substancje endogenne i egzogenne - brak zaktocen

Substancje endogenne

Substancje egzogenne

Krew petna ludzka
Triglicerydy
Cholesterol

Mucyna bydleca®
Z61¢ ludzka
Mocz ludzki

Kwasy ttuszczowe (kwas palmitynowy)
Kwasy ttuszczowe (kwas stearynowy)

Kat ludzki (z podktadu Cary Blair)

Bacytracyna
Doksycyklina
Nystatyna
Metronidazol
Naproksen

Bisakodyl
Subsalicylan bizmutu
Weglan wapnia
Dokuzynian sodu

Gliceryna

Hydrokortyzon

Loperamid

Wodorotlenek magnezu
Olej mineralny
Chlorowodorek fenylefryny
Fosforan sodu
Nonoksynol-9

Podchloryn

Etanol

% Nieoczekiwane wyniki na obecno$é EPEC wywotane byly skazeniem mucyny kwasem nukleinowym EPEC.

Nie zaobserwowano inhibicji ani nieoczekiwanych wynikow testéw przy wysokich stezeniach organizméw potencjalnie
konkurujgcych (typu on-panel i off-panel; tabela 44).

Tabela 44. Testowane mikroorganizmy potencjalnie konkurujace - brak zaktdcen

Organizmy typu on-panel

Organizmy typu off-panel

Adenowirus F41

coli (ETEC)

Szczepy enterotoksyczne E.

Aeromonas hydrophila

Bacteroides vulgatus

Bifidobacterium bifidum  Saccharomyces boulardii

Ludzki rinowirus 87

Niepatogeniczne E. coli

Helicobacter pylori

Poddano testom szczepy rekombinowane rotawirusa A, stosowane w produkcji szczepionki przeciwko temu wirusowi
(tabela 45) i uzyskano wyniki Rotavirus A Detected (wykryto). Obecnos¢ w stolcu rotawirusa A ze szczepionki podawanej
doustnie powodowata wykrywanie tego wirusa przez FilmArray Gl Panel.

Tabela 45. Testowane szczepy rotawirusa A pochodzace ze szczepionki - wykrywanie rotawirusa A

Sktadniki szczepionki RotaTeq przeciwko rotawirusowi A

Szczep rekombinowany rotawirusa WC3:2-5, R574(9) [ATCC VR-2195]
Szczep rekombinowany rotawirusa W179-4,9 [ATCC VR-2415]
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Spreparowane prébki stolca, przygotowane na réznych podtozach, w tym Cary Blair (patrz tabela 46) zostaty sprawdzone
pod katem wptywu tych podtozy na zaktdcanie doktadnosci wynikéw badan FilmArray Gl Panel. Zaktocen nie
zaobserwowano w przypadku prébek zebranych na podtozach Protocol Cary Blair czy innych marek (Para-Pak Enteric
Plus oraz Para-Pak C&S); nie okreslono skutecznosci tych podtozy. Skutecznos¢ badan analitow byta jednak obnizona
(uzyskano wyniki fatszywie ujemne) dla prébek przygotowanych na mediach zawierajgcych substancje konserwujgce,
zwlaszcza formaline.

Tabela 46. Testowane podioza

Podloza enteryczne - nie zaobserwowano zaktocen
PROTOCOL™ Cary Blair Para-Pak Enteric Plus ® Para-Pak C&S?

Podtoza zawierajace substancje konserwujace - zaobserwowano zaklécenia®

Modyfikowany alkohol poliwinylowy i o . b ) a
(PVA) (Cu) Para-Pak 10% Formalin Para-Pak SAF
Para-Pak ECOFIX Para-Pak LV-PVA Para-Pak Zn-PVA

% Nie ustalono skutecznosci tych podtozy.
Obnizona skutecznosé wykrywania analitow (wyniki fatszywie dodatnie) w podiozach zawierajgcych formaline.

W badaniach klinicznych i nieklinicznych ustalono, ze skuteczno$é oznaczenia FilmArray Gl Panel, w tym wartos¢
granicy wykrywalnosci (patrz czes¢ Granica wykrywalnosci powyzej), procentowa zgodnosé wynikow dodatnich i
procentowa zgodnos¢ wynikow ujemnych, jak rowniez odtwarzalnosé, jest rowna w systemach FilmArray i
FilmArray 2.0. W badaniach nieklinicznych réwniez wykazano podobng skutecznosé¢ w systemach FilmArray Torch.

UWAGA: Moduty FilmArray Torch Module to urzgdzenia FilmArray 2.0, ktére powtérnie skonfigurowano w celu
utworzenia systemu w uktadzie pionowym, aby zwiekszy¢ wydajno$¢ na ograniczonej przestrzeni.

Kliniczne badania poréwnawcze

Kliniczne badania poréwnawcze przeprowadzono za pomocg probek uzyskanych wczesniej, podczas prospektywne;j
oceny klinicznej oznaczenia FilmArray Gl, oraz zarchiwizowanych prébek dodatkowych, pobranych w zewnetrznych
placéwkach medycznych i laboratoriach referencyjnych, w celu zwiekszenia liczby prébek testowanych pod kgtem
analitéw charakteryzujgcych sie niskg prewalencjg. Prébki spreparowane klinicznie rowniez zostaty wykorzystane do
przygotowania analitéw Gl, ktore sg niezwykle rzadkie i dla ktérych nie byty dostepne zadne prébki kliniczne
(Entamoeba histolytica, Vibrio spp., i V. cholerae). Wybrano tgcznie 104 prébki tak, aby kazdy analit byt obecny od

3 do 5 razy. Kazda probka zostata rozmrozona lub spreparowana oraz przebadana przy uzyciu systemu FilmArray

i FilmArray 2.0. Ogdlna procentowa zgodnos¢ wynikéw dodatnich pomiedzy systemami wynosita 96,4%, gdzie dolna
granica obustronnego przedziatu ufnosci 95% (95% CI) byta na poziomie 91,0%. Ogdlna procentowa zgodno$c¢
wynikéw ujemnych wynosita 99,4%, gdzie dolna granica obustronnego przedziatu ufnosci 95% (95% ClI) byta na
poziomie 98,9%.
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Tabela 47. Wyniki dla analitow uzyskane w klinicznym badaniu poréwnawczym systemu FilmArray

FilmArray 2.0 / FilmArray

Analit
PPA | % 95% Cl NPA | % | 95wl
Bakterie
Campylobacter 5/5 100% | 47,8-100% 96/97 99% 94,4-100%
Clostridium difficlie toksyna A/B 5/5 100% | 47.8-100% 95/97 97,9% 92,7-99,7%
Plesiomonas shigelloides 3/3 100% | 29,2-100% 99/99 100% 96,3-100%
Salmonella 5/5 100% | 47.8-100% 97/97 100% 96,3-100%
Vibrio 6/7 85,7% | 42,1-99.6% 94/95 98,9% 94,3-100%
Vibrio cholerae 3/3 100% | 29.2-100% 98/99 99% 94,5-100%
Yersinia enterocolitica 4/4 100% | 39,8-100% 98/98 100% 96,3-100%
Biegunkogenne E. coli / Shigella
Enteroagregacyjne E. coli (EAEC) 8/8 100% | 63,1-100% 94/94 100% 96,2-100%
Enteropatogenne E. coli (EPEC) 11/12 91,7% | 61,5-99,8% 84/84 100% 95,7-100%
Enterotoksygenne E. coli (EPEC) 5/5 100% | 47,8-100% 96/97 99% 94,4-100%
(ES'TCEB"’yt""arzajace toksyny typu Shiga 6/6 100% | 241 100% 96/96 100% | 96,2-100%
Escherichia coli 0157 3/3 100% | 29 2-100% 3/3 100% 29,2-100%
Shigella/enteroinwazyjne E. coli (EIEC) 6/6 100% | 54.1-100% 96/96 100% 96,2-100%
Pasozyty
Cryptosporidium 6/6 100% | 54.1-100% 96/96 100% 96,2-100%
Cyclospora cayetanensis 4/4 100% | 39.8-100% 98/98 100% 96,3-100%
Entamoeba histolytica 5/5 100% | 47.8-100% 97/97 100% 96,3-100%
Giardia lamblia 6/6 100% | 54,1-100% 96/96 100% 96,2-100%
Wirusy

Adenowirus F 40/41 719 77,8% | 40-97,2% 90/93 96,8% 90,9-99,3%
Astrowirus 5/5 100% | 47,8-100% 97/97 100% 96,3-100%
Norowirus GI/GlI 4/4 100% | 39.8-100% 96/98 98% 92,8-99,8%
Rotawirus A 4/4 100% | 39.8-100% 98/98 100% 96,3-100%
Sapowirus 5/5 100% | 47,8-100% 97/97 100% | 96,3-100%
Zgodnosc ogdlna | 116/120 | 96,7% | 91,7-99,1% 2011/2022 99,5% 99,0-99,7%

Okreslono skutecznos¢ dziatania systemu na podstawie badan 104 probek na kazdej platformie. Na systemie

FilmArray przeprowadzono 105 cykli, z ktérych 104 zakonczyto sie pomysinie (99,0%; 104/105). Jeden cykl zostat
przerwany przez uzytkownika (0,9%). W trakcie analiz nie wystapity Zadne nieprawidtowos$ci. Na systemie FilmArray
2.0 przeprowadzono 104 cykli, z ktérych 104 zakohczyto sie pomysinie (100%; 104/104). Jedna analiza si¢ nie

powiodta.
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Odtwarzalnosé

Wieloosrodkowe badanie odtwarzalnosci przeprowadzono w celu okreslenia odtwarzalnosci miedzy
placowkami/systemami i odtwarzalnosci tgcznej oznaczen Gl Panel w systemach FilmArray 2.0. Badania
odtwarzalnosci byty prowadzone w trzech placéwkach analitycznych przy uzyciu spreparowanych prébek katu,
zainokulowanych kombinacjami pieciu réznych analitéw do oznaczenia Gl Panel, przedstawiajgcych rodzaje
mikroorganizméw wykrywanych przy uzyciu tego oznaczenia (bakterie (w tym biegunkogenne E. coli), pasozyty,
wirusy DNA i RNA). Kazdy analit byt oceniany w trzech réznych stezeniach (ujemnym, niskim dodatnim i
umiarkowanym dodatnim). Wyniki ujemne dla kazdego oznaczenia zostaty uzyskane w przypadku prébek, ktére nie
zostaty zainokulowane odpowiednimi mikroorganizmami (prébka nie zawierata analitu).

Dane obejmujg wyniki ze 108 powtdrzen dla analitu i obejmujg zakres mozliwych odchylen wynikajacych z obstugi
przez 9 réznych operatoréw, stosowania 3 roznych partii saszetek oraz 9 réznych urzadzeh FilmArray 2.0
skonfigurowanych na 3 réznych systemach wieloelementowych. Podobnie, jak w przypadku odtwarzalnosci na
systemie FilmArray wynikéw uzyskanych przy uzyciu systemu FilmArray Gl Panel (tabele 41-42 powyzej),
procentowa (%) zgodno$¢ z wynikami Detected (Wykryto), Not Detected (Nie wykryto) oraz N/A/ (Nie dotyczy)
wynosita co najmniej 99,1%, a odchylenie standardowe wartosci Tm wynosito 0,6°C lub mniej dla wszystkich
oznaczen.

UWAGA: Odtwarzalnos$¢ na systemie FilmArray Torch wynikéw uzyskanych przy uzyciu systemu FilmArray Gl Panel
zostata réwniez oceniona w podobnym badaniu. Uzyskano zblizone wyniki, w tym zgodnos$¢ z oczekiwanymi
wynikami Detected (Wykryto), uzyskanymi w przypadku 299,0% powtérzen, przy stezeniu wynoszgcym jednokrotnosé
granicy wykrywalnosci (1xLoD) oraz oczekiwane wyniki Not Detected (Nie wykryto) lub N/A (Nie dotyczy)

w przypadku 299,0% badanych prébek, gdzie standardowe odchylenie wartosci Tm dla kazdego oznaczenia wynosito
+0,5°C lub mniej. Jedynym wyjatkiem byty szczepy G. lamblia, ktére byly wykrywane w przypadku <95% powtorzen
badanych przy uzyciu systemow FilmArray Torch i FilmArray. Nastepnie ustalono, ze stosowane kultury byty
niezdatne do uzycia. W wyniku ponownych badan 20 powtdérzenh probki o stezeniu 1x LoD, przygotowanej przy uzyciu
nowych kultur, uzyskano spodziewang, wynoszgcg >95% skutecznos¢ wykrywania przy uzyciu systemow FilmArray,
FilmArray 2.0 i FilmArray Torch.
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Tabela 48. Podsumowanie odtwarzalnosci wynikéw badan uzyskanych przy uzyciu systemu FilmArray 2.0

. % zgodnos¢ z oczekiwanym wynikiem
. Badane_ Badane stezenie Oecexiwans Placéwka/system tacznie
mikroorganizmy wyniki badan A B C (95% przedziat ufnosci)
Umiarkowanie 36/36 36/36 36/36 108/108
%?(dfggl Detected (Wykryto) 100% 100% 100% 100%
— 0,
Clostridium diffoile |-L:210° CFU/m (96,6-100%)
ostriaium ditricilie . X -
(toksynotyp 0 A+B+) | iSki dodatni 35/36 36/36 36/36 107/108
ATCC 9689 1x LoD Detected (Wykiyto) | g7 5 100% 100% 99,1%
4,0x10° CFU/mI 70 0 ° (95,0-100%)
Uiemn Not Detected 36/36 36/36 36/36 1081195
jemny (Nie wykryto) 100% 100% 100% 96 6 100% )
Umiarkowanie
dodatni Detected (Wykiytoy|  39/3 36/36 36/36 1081108
3x LoD i 100% 100% 100% (96.6-100%)
3,0x10* CFU/ml '
Wytwarzajace Niski dodatni 108/108
toksyny typu Shiga 36/36 36/36 36/36
Escherichia coli 1x LoD Detected (Wykiyto) | 1505 100% 100% 100%
o157 1,0x10* CFU/ml (96,6—100%)
(STEC 0157) Not Detected
ATCC 43895 (Nie wykryto) 108/108
. (STEC) 36/36 36/36 36/36
Ujemny 100%
oraz 100% 100% 100%
N/A (Nie dotyczy) (96,6-100%)
(0157)
Umiarkowanie
; 108/108
sosal” Jouucamonn| 26| oo | e |
— 0,
Cryptosporidium |_1,5x10* oocyst/ml (96,6-100%)
parvum Niski dodatni 107/108
Przenoszone droga 1x LoD Detected (Wykryto) 5’75 /230? fggﬂ? i’ggs;? 99,1%
wodng P102C 5,0x10° oocyst/ml e70 0 0 (95,0—-100%)
Uiemn Not Detected 36/36 36/36 36/36 1087198
jemny (Nie wykryto) 100% 100% 100% 9 6-100% )
Umiarkowanie
dodatni Detected (Wyknyto)| 36739 36/36 36/36 1061108
3x LoD yKry 100% 100% 100% °
300 TCIDso/ml (96,6-100%)
Adenowirus F41 Niski dodatni 36/36 36/36 36/36 108/108
ATCC VR-930 1x LoD Detected (Wykryto)|  100% 100% 100% 100%
100 TCIDso/ml (96,6—100%)
Uiemny Not Detected 36/36 36/36 36/36 1087198
i 0, 0, 0,
(Nie wykryto) 100% 100% 100% (96,6-100%)
Umiarkowanie
dodatni Detected (Wyknyto)|  36/36 36/36 36/36 1081108
3x LoD yKry 100% 100% 100% 0
150 FFU/m (96,6-100%)
Astrowirus Niski dodatni 36/36 36/36 36/36 108/108
NCPV 10037071v 1x LoD Detected (Wykryto) 100% 100% 100% 100%
50 FFU/ml (96,6—100%)
Uiemny Not Detected 36/36 36/36 36/36 12381028
i 0, 0, 0,
(Nie wykryto) 100% 100% 100% (96.6-100%)
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