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Xpert® C. difficile

Apenas para utilizagdo em diagnostico in vitro. ®

1 Nome proprietario Q
Xpert® C. difficile 6

2 Nome comum ou usual \@
Ensaio Xpert C. difficile \
3 Utilizagao prevista O

O ensaio Xpert C. difficile da Cepheid, efetuado no sistema GeneXpert® Dx da Cephei & teste de diagnostico in vitro
qualitativo, concebido para a rapida dete¢@o de sequéncias do gene da toxina B a pasti mostras fecais ndo formadas
(liquidas ou moles) colhidas de doentes com suspeita de infegdo por CZDSWMG (CDI). O teste utiliza a reagdao em

.

cadeia da polimerase (PCR) em tempo real automatizada para detetar sequéngias dd gene da toxina associadas ao C. difficile
produtor de toxinas. O ensaio Xpert C. difficile destina-se a ajudar no diagnos
concomitante se for necessaria tipagem ou colheita de organismos supl es.

e CDI. Apenas ¢ necessaria cultura

4 Resumo e explicagao

O Clostridium difficile (C. difficile) ¢ um bacilo Gram-positiyo, @

pela primeira vez, em 1978." A infegdo por Clostridium diffici DI) varia desde diarreia até colite pseudomembranosa

potencialmente fatal.? A flora bacteriana colica madura de U adulto saudavel é geralmente resistente a colonizag@o por

C. diﬁ“zcile.}’ Contudo, se a flora colica normal estiver alt}rada, ha perda de resisténcia a colonizagdo. O fator de risco mais

comum ¢ a exposi¢do a antibidticos.* O fator de virgléncia primario do C. difficile é a citotoxina B.S Os genes que codificam a
X

io, formador de esporos que foi associado a doenga,

toxina A (tcdA; a enterotoxina) e a toxina B (% em parte do locus de patogenicidade (PaLoc).é’7 A maioria das estirpes
patogénicas ¢ positiva para a toxina A e para 4 (A+B+), embora variantes de isolados negativos para a toxina A e
positivos para a toxina B (A-B+) tenhaprsidoyceconhecidas como patogénicas.8 Algumas estirpes de C. difficile também
produzem uma ADP-ribosiltransferase @ ica da actina, denominada CDT ou toxina bindria. O locus da toxina binaria
contém dois genes (cdtA e cdtB) e esta -1

dedlizado fora do PalLoc.

Nos ultimos anos tém ocorrido s
pertencentes ao ribotipo 027
(andlise por endonucleas

atribuido a delegdes n
no ambiente.' >

O diagnostico “difficile tem-se baseado, tradicionalmente, na dete¢do das toxinas A ou B. Tanto o procedimento de cultura
laborioso, se: o pelos testes de citotoxicidade celular dos isolados, como o ensaio de citotoxicidade celular em amostras fecais

os%de CDI causados por estirpes “hipervirulentas” e resistentes as fluoroquinolonas

, ao tipo NAP1 por PFGE (eletroforese em campo pulsado) e ao tipo BI por REA
ig:eio).&12 Estas estirpes apresentam aumento da produgdo de toxinas, o que esta a ser
gulador fcdC e pensa-se que produzem mais esporos, resultando numa melhoria da persisténcia

ainda s erados o “padrdo ouro” devido a sua elevada especiﬁcidade.ls’16 Foram desenvolvidos varios imunoensaios
enzimatic idos para a dete¢do das toxinas A ¢ B. Contudo, estes testes tém uma sensibilidade e especificidade reduzidas

C ativamente ao ensaio de citotoxicidade celular. Recentemente, desenvolveram-se métodos de PCR para a detecdo da
toxi e/ou toxina B com elevada sensibilidade e especificidade quando comparados com os ensaios de citotoxicidade celular

Qs imunoensaios.!’
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Principio do procedimento

O sistema GeneXpert Dx automatiza e integra a purificagdo de amostras, a amplificagdo de 4acidos nucleicos e a detegdo da
sequéncia-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR e RT-PCR em tempo real. O sistema consiste num
instrumento, computador pessoal e software pré-carregado para realizar testes e ver os resultados. O sistema requer a utilizagao
de cartuchos descartaveis, de utilizagdo inica, que contém os reagentes da PCR e onde decorre esse processo. Como 0s
cartuchos sdo autébnomos, a contaminagao cruzada entre amostras ¢ eliminada. Para uma descrigdo completa do sistema,
consulte o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator Manual). *

O ensaio Xpert C. difficile inclui reagentes para a detecdo de C. difficile toxigénico, bem como um controlo de processo

da amostra (Sample Processing Control, SPC). O SPC esta presente para controlar o processamento adequado dag ba astglvo
¢ para monitorizar a presenca de inibidores na reagdo PCR. O controlo de verificagdo da sonda (Probe Check Contrl3*PCC)
verifica a reidratacdo dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR no cartucho, a integridade da sonda e 2 estabilidade do

corante.

O ensaio Xpert C. difficile da Cepheid é um teste de diagnostico in vitro rapido, automatizado, concebf
qualitativa de Clostridium difficile produtor de toxinas diretamente a partir de amostras fecais na
de doentes com suspeita de infe¢do por Clostridium difficile (CDI). O ensaio deteta o gene da t,
realizado no sistema Cepheid GeneXpert Dx.

s (liquidas ou moles)
(tcdB). O ensaio ¢

Materiais fornecidos

O kit do Xpert C. difficile (GXCDIFFICILE-10) contém reagentes suficientes cessamento de 10 amostras ou amostras
de controlo de qualidade. O kit do Xpert C. difficile (GXCDIFFICILE-120) centén)reagentes suficientes para o processamento
de 120 amostras ou amostras de controlo de qualidade.

O kit contém o seguinte: v

Reagentes e instrumentos Q’\g

Ensaio Xpert C. difficile Cartuchos com tubos de reagao O
integrados 10 120

Esfera 1, Esfera 2 e Esfera 3 (liofilizadas)
Reagente 1 (hidroxido de sédio)

1 de cada por cartucho 1 de cada por cartucho
3,0 ml por cartucho 3,0 ml por cartucho

Y 4
Reagente 2 @ 3,0 ml por cartucho 3,0 ml por cartucho

CD

Bolsa de reagente do Xpert C. difficil 1 1
Reagente de amostra (tiocianato nidina) 10 x 2,0 ml por frasco 120 x 2,0 ml por frasco
1 por kit 1 por kit
Ficheiros de definigao do @Q(ADF — assay definition
files)
Instrugdes para im ADF para o software GeneXpert
Instrugdes de utili (folheto informativo)

Nota

assisté ica da Cepheid, e estéo disponiveis nos websites da Cepheid (www.cepheid.com e www.cepheidinternational.com).

LN
A sNhumina bovina (Bovine Serum Albumin, BSA) presente nas esferas deste produto foi produzida e fabricada a partir de
lasma bovino proveniente exclusivamente dos EUA. Os animais nao foram alimentados com nenhuma proteina de ruminante ou

Estéo dim ivais fichas de dados de segurancga (FDS) para todos os reagentes fornecidos neste ensaio mediante pedido através da
A

N . . ~ ) )
ra proteina animal e foram aprovados nos testes ante- e post-mortem. Durante o processamento, ndo houve mistura do material

N

om outros materiais de origem animal.

Xpert® C. difficile
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7 Materiais necessarios mas nao fornecidos

. Sistema GeneXpert Dx (o niimero de catalogo varia consoante a configuragdo): instrumento GeneXpert, computador com
software exclusivo, leitor de cddigos de barras de médo e manual do utilizador

. Impressora: caso necessite de uma impressora, contacte o seu Representante de Vendas da Cepheid para tratar da aquisicao
de uma impressora recomendada.

. Agitador de vortice.

. Zaragatoa seca para transferéncia da amostra, tal como a zaragatoa existente no dispositivo de colheita de amostra
Cepheid (numero de catalogo da Cepheid: 900-0370), zaragatoa de utilizagdo tinica descartavel da Cepheid (nﬁ@ d
catalogo da Cepheid: SDPS-120) ou no sistema duplo de zaragatoa e transporte da Copan (139CFM LQ ScA)

. Pipetas de transferéncia descartaveis.

8 Materiais disponiveis mas nao fornecidos

KWIK-STIKs™ da MicroBioLogics, n.° de catalogo 0329 (C. difficile toxigénico) como controlo i@ n.° de catalogo 0527
(C. difficile ndo toxigénico) e n.° de catalogo 0331 (C. sordelli) como controlos negativos.

Adicionalmente, podem ser obtidas estirpes para estudos de validagdo juntos da ATCC e dos s for Disease Control and
Prevention dos EUA, na divisdo de promogdo da qualidade dos cuidados de satde.

9 Adverténcias e precaugoes Q

9.1 Gerais

. Trate todas as amostras bioldgicas, incluindo os cartuchos usados, comogenddicapazes de transmitir agentes infecciosos.
Dado que ¢ frequentemente impossivel saber quais as amostras bioldgicas poderdo ser infecciosas, todas devem ser
tratadas aplicando as precaugdes padrdo. Orientagdes para 0 manus o de amostras estdo disponiveis nos CDC (Centers
for Disease Control and Prevention)!® dos EUA e no Clinical and Laboratory Standards Institute.?

. Siga os procedimentos de seguranga da sua institui¢do quai lhar com quimicos e manusear amostras bioldgicas.

. Naio foram estabelecidas as caracteristicas do desempenh doentes com menos de 2 anos de idade.

. O ensaio Xpert C. difficile ndo fornece resultados de suSeetibilidade. E necessaria uma aliquota de amostra separada e tempo

adicional para fazer cultura e realizar testes de suscgtibilidade.
. Nao substitua os reagentes do ensaio Xp. . difficile por outros reagentes.
. Na&o abra a tampa do cartucho do ensaio Xypctt, C. Mifficile, exceto ao adicionar a amostra e os reagentes ou ao repetir um teste.

. Nao utilize um cartucho que tenido agitado depois de ter adicionado a amostra e os reagentes.
hanun

. Naio utilizar um cartucho que ten tubo de reacdo danificado.
@ . Cada cartucho do ensaio Xp@ difficile de utilizagdo Unica ¢ utilizado para processar um teste. Nao reutilize cartuchos
gastos.

.

. As amostras biol()g&xgspositivos de transferéncia e os cartuchos usados devem ser considerados como sendo capazes
de transmitir age infécciosos, exigindo precaugdes padrdo. Siga os procedimentos relativos a residuos ambientais da sua
institui¢ao relgtiyafuente a eliminagdo correta de cartuchos usados e reagentes ndo usados. Estes materiais podem apresentar
caracteristi@esiduos quimicos perigosos que exigem procedimentos de eliminagdo nacionais ou regionais especificos.
Se as regﬁ ntagdes nacionais ou regionais nao disponibilizarem uma indicago clara sobre a eliminagdo correta, as
amo Q‘ logicas e os cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as diretrizes relativas ao manuseamento e a
elimjraedo de residuos médicos da OMS (Organizagdo Mundial da Saude).

wﬂ’% . @erve o kit do ensaio Xpert C. difficile entre 2 °C e 28 °C.

9.2 onservagao e manuseamento
. Conserve os Ensaio Xpert C. difficile cartuchos a 2-28 °C até ao prazo de validade fornecido no rétulo da embalagem.

428
+2
O- Nao utilize reagentes ou cartuchos que tenham ultrapassado o prazo de validade.

. Nao abra a tampa do cartucho até estar pronto para realizar o teste.
. Nao abra a tampa do cartucho até estar pronto para realizar o teste.
Xpert® C. difficile 3
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9.3 Colheita e transporte das amostras
1.  Fagaa colheita da amostra fecal ndo formada para um recipiente limpo. Siga as orientagdes da sua institui¢do para a colheita
de amostras para testes de C. difficile.

2. Etiquete com a ID da amostra e envie para o laboratdrio.

3. Conserve a amostra entre 2 °C e 8 °C. A amostra permanece estavel durante até 5 dias quando armazenada entre 2 °C e 8 °C.
Como alternativa, as amostras podem ser armazenadas a temperatura ambiente (20 °C a 30 °C) durante até 24 horas. %

10 Perigos quimicos?1:22
. Pictograma de perigo GHS da ONU: @ OQ
. Palavra-sinal: ATENCAO C)
. Adverténcias de perigo GHS da ONU
. Nocivo por ingestao 6

. Provoca irritagdo cutdnea \\@
. Provoca irritagdo ocular grave O

. Recomendacgdes de prudéncia \'
*  Prevengio Q

Lavar cuidadosamente ap6s manuseamento.

. Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto.

. Evitar a libertacdo para o ambiente.
. Usar luvas de protego/vestuario de protecﬁo/proteg:50Wprotecéo facial.

. Resposta

. SE ENTRAR EM CONTACTO COM A P : r com sabonete ¢ d4gua abundantes.
. Retirar a roupa contaminada e lava-la antc§de a'voltar a usar.
. Tratamento especifico, ver informagdo de primeiros-socorros suplementar.

. Em caso de irritagdo cutinea;cqnstlte um médico.

. SE ENTRAR EM CONTA \O OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos.
Se usar lentes de contaetey retirc*as, se tal lhe for possivel. Continuar a enxaguar.

. Caso a irritagdo oculsta: consulte um médico.

. EM CASO DE STAO: caso sinta indisposicio, contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENE u um médico.

. Enxagux.o 4
. Armazen% /Eliminagao
. iar o conteudo e/ou recipiente de acordo com a regulamentag@o local, regional, nacional ¢/ou internacional.

1 Procedimﬂ

111  Prepar @3

Importante Iwgste dentro de 30 minutos apés a adigdao da amostra ao cartucho.
N
ara adicionar a amostra ao cartucho:

Ol. Retire o cartucho e o reagente da embalagem.
2 Coloque brevemente uma zaragatoa na amostra fecal ndo formada. A zaragatoa ndo precisa de ficar completamente saturada.

cartucho

3. Insira a zaragatoa no frasco contendo o reagente da amostra.

Nota Utilize gaze estéril para minimizar os riscos de contaminag&o.

4 Xpert® C. difficile
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Importante

Nota

4. Segure na zaragatoa pela haste perto do bordo do frasco, levante a zaragatoa a alguns milimetros do fundo do tubo e empurre
a haste contra o bordo do frasco para a quebrar. Certifique-se de que a zaragatoa ¢ suficientemente curta para permitir que a
tampa fique bem apertada.

Feche a tampa e coloque no agitador de vortice na velocidade maxima durante 10 segundos.

6.  Abra a tampa do cartucho. Utilizando uma pipeta de transferéncia limpa (ndo fornecida), transfira todo o conteudo do
reagente da amostra para a cdmara da amostra do cartucho do ensaio Xpert C. difficile (Figura 1). *

7. Feche a tampa do cartucho.

Amostra

(abertur@'nde)
O

Figura 1. Cartucho do Xpert C. difficileCS?a de cima)

Iniciar o teste

Antes de iniciar o teste, certifique-se de que o ficheiro inicdo do ensaio Xpert C. difficile foi importado
para o software. Esta secgdo discrimina os passos para executar o teste. Para obter instrugoes
detalhadas, consulte o Manual do utilizador do si eneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator
Manual).

y 1

v

4

Os passos a seguir poderao ser diferentes se 0\ inistrador do sistema tiver alterado o fluxo de trabalho predefinido do sistema.

Ligue o computador e depois ligue o iv@t GeneXpert Dx.

No ambiente de trabalho do Win¢ ) fdca duplo clique no icone de atalho GeneXpert Dx.

1
2
3. Inicie sessdo no software do sistemad GeneXpert Dx utilizando o seu nome de utilizador e senha.
4

Na janela do sistema GeneXpert Dx, clique em Criar teste (Create Test). Aparece a caixa de didlogo Ler codigo de barras do
cartucho (Scan Cartridge @

da amostra (Sample ID), leia ou digite a ID da amostra. Assegure-se de que introduz a ID da amostra correta.
ostra ¢ associada aos resultados do teste e ¢ mostrada na janela Ver resultados (View Results) e em todos os

6. Nacad
A&
OPi0S.

e
7.& clique em Iniciar teste (Start Test). Introduza a sua palavra-passe na caixa de didlogo que aparece.

: Abra a porta do mddulo do instrumento com a luz verde a piscar e carregue o cartucho.

Feche a porta. O teste comega e a luz verde para de piscar. Quando o teste termina, a luz verde desliga-se.
10.  Espere até que o sistema destranque o fecho da porta antes de abrir a porta do médulo e retirar o cartucho.

11.  Elimine os cartuchos usados num recipiente apropriado para residuos de amostras, de acordo com as praticas padrdo da sua

instituicao.
12 Visualizagao e impressao de resultados
Para obter instrugdes detalhadas sobre como ver ¢ imprimir os resultados, consulte o Manual do utilizador do sistema
GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator Manual)
Xpert® C. difficile 5
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13

Controlo de qualidade

Cada teste inclui um controlo de processamento da amostra (Sample Processing Control, SPC) e um controlo de verificagdo da
sonda (Probe Check Control, PCC).

Controlo de processamento da amostra (SPC — Sample Processing Control) — Assegura que a amostra foi
corretamente processada. O SPC contém esporos de Bacillus globigii, sob a forma de um bolo seco de esporos que esta
incluido em cada cartucho para verificar o processamento adequado das bactérias da amostra. O SPC verifica se ocorreu lige
das bactérias de C. difficile e que ocorreram esporos, se 0s organismos estdo presentes e se o processamento da amo %
adequado. Adicionalmente, este controlo deteta a inibi¢do associada a amostra do ensaio de PCR em tempo real. O QV
ser positivo em amostras negativas e pode ser negativo ou positivo em amostras positivas. O SPC ¢ aprovado_se 0s
critérios de aceitac¢do validados. S ?

Controlo de verificagdo da sonda (PCC — Probe Check Control) — Antes do inicio da reagéio P
GeneXpert Dx mede o sinal de fluorescéncia das sondas para monitorizar a reidratagdo da esfera, o ¢
reagdo, a integridade da sonda e a estabilidade do corante. A verificagdo da sonda ¢ aprovada se ¢
aceitagdo atribuidos.

w0 sistema
ento do tubo de
er aos critérios de

Controlos externos (External Controls) — podem ser utilizados controlos externos @\ 0 com organizagoes de
acreditagdo locais, nacionais e europeias, consoante aplicavel.

14 Interpretacdo dos resultados ,\g

Os resultados sdo interpolados pelo sistema GeneXpert Dx através da medigao de

integrados, sendo mostrados na janela Ver resultados (View Results). Os resulfados iveis sdo:

Quorescentes e algoritmos de célculo

Q OD (ERROR)

Tabela 1. Interpretagdes e ensai rt C. difficile

Resultado Interpretacao \ M

Toxigenic C.diff Sao detetadas sequéncias de ADN-alvg/de C. difficile produtor de toxina.

POS!TIVQ « O(s) alvo(s) do C. difficile p de toxina tém Cts dentro do intervalo valido e um ponto

(Toxigenic final superior a definigdo minima.

C. difficile + SPC - NA (nao aplicayel)fo SPC ¢ ignorado, dado que a amplificagdo do alvo do

P93|T|VE) C. difficile podera etir com este controlo

(Figura 2) « Verificagdo da PROVADO (Probe Check - PASS); todos os resultados de
verificaga sdo aprovados.

Toxigenic C.diff Nao séo detw sequéncias de ADN-alvo do C. difficile.

NEGATW.O » Alvosgde, C. difficile produtor de toxinas ndo detetados.

(Toxllg.er.uc * SB&:;APROVADO (PASS); o SPC tem um Ct dentro do intervalo vélido e um ponto final

C. difficile ¢ r a definicdo minima.

NEGATIVE) s%ificagao da sonda - APROVADO (Probe Check - PASS); todos os resultados de

(Figura 3) ‘bﬂ/erificagéo da sonda sao aprovados.

INVALIDO
(INVALID)

5

N

> A presenga ou auséncia de ADN-alvo de C. difficile ndo pode ser determinada. Repita o teste
de acordo com as instrugdes na secgdo do procedimento de repeticdo de teste abaixo.

» SPC - FALHOU (FAIL); o resultado do alvo do SPC é negativo, o Ct do SPC nao esta
dentro do intervalo valido e o ponto final é inferior a definicdo minima.

» Verificagdo da sonda - APROVADO (Probe Check - PASS); todos os resultados de
verificagdo da sonda s&do aprovados.

RRO

A presenca ou auséncia de C. difficile ndo pode ser determinada. Repita o teste de acordo
com as instru¢des da secgdo abaixo.
» Alvos de C. difficile produtor de toxinas - SEM RESULTADO (NO RESULT)

» Verificacdo da sonda - FALHOU (Probe Check - FAIL)*; um ou mais dos resultados de
verificagdo da sonda falharam.

*Se a verificacdo da sonda foi aprovada, o erro foi causado porque o limite de pressao

maxima excedeu o intervalo aceitavel.

Xpert® C. difficile
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Tabela 1. Interpretagoes e ensaios Xpert C. difficile (Continuagao)

Resultado Interpretacao
SEM RESULTADO A presenca ou auséncia de C. difficile ndo pode ser determinada. Repita o teste de acordo
(NO RESULT) com as instrugbes da secgdo abaixo.

» Alvos de C. difficile produtor de toxinas - SEM RESULTADO (NO RESULT)
» \Verificagdo da sonda - NA (n&o aplicavel) [Probe Check - NA (not applicable)]

Resultado [ R | | Erros | H [ As a &~/
ENomedoensan Xpert-C. difficile G2 Versao 2

GCETEL WY o igenic C.diff POSITIVO b

:[[For In Vitro Diagnostics Use Only.

Legenda \

200 C)O [vi]/] SPC; Principal  |~|

180 v [ /] Toxin B; Principal
160

140

120

100 \
: QO
60

40

20 , B

Fluorescéncia

]

{74 Gl & g /////////////////////////A@ |
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oxigenic C.diff NEGATIVO

Figura 3. Exemplo de um resultado NENI"I O para C. difficile toxigénico
e

Figura 4. Exemplo de um resultado INVALIDO

Xpert® C. difficile
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15 Motivos para repetir o ensaio

Se algum dos resultados de teste mencionados abaixo ocorrer, repita o teste de acordo com as instrugdes na secgdo de
procedimentos de repetigdo de teste abaixo. Um resultado INVALIDO (INVALID) indica que o SPC falhou. A amostra ndo foi
processada adequadamente ou a PCR foi inibida.

Um resultado ERRO (ERROR) indica que o controlo de verificagdo da sonda falhou e que o ensaio foi abortado. Algumas das
causas possiveis sdo: o tubo de reacdo nio foi adequadamente enchido, foi detetado um problema de integridade da sonda d
reagente ou os limites de pressdo maxima foram excedidos.

SEM RESULTADO (NO RESULT) indica que os dados colhidos foram insuficientes. Por exemplo, o utilizador parou u@%ue

estava a decorrer.

15.1 Procedimento de repeti¢do do teste
Para uma repeti¢@o de teste dentro de 3 horas da obteng@o de um resultado indeterminado, utilize um novQycartucho (ndo
reutilize o cartucho) e novos reagentes.

1. Transfira o contetdo restante da cimara de amostra para um novo frasco de reagente de am @ando uma pipeta de
transferéncia descartével. \

2. Coloque no agitador de vortice e adicione todo o conteudo do reagente de amostra a ca mostra do novo cartucho do
ensaio Xpert C. difficile.

3. Feche a tampa e inicie 0 novo teste.

Para uma repeticao de teste 3 horas apds a obtengdo de um resultado indeteita o teste com uma nova amostra de
zaragatoa.

16 Limitagoes
. Este teste deteta mas ndo diferencia a estirpe NAP1 (ribotipo 027) xoutras estirpes toxigénicas de C. difficile.

. Este teste tem como alvo o gene fcdB para a producéo de toxd Este teste ndo deteta estirpes de C. difficile que ndo
tenham o gene fcdB. 6

. Resultados positivos obtidos com doentes pediatricos omprometidos podem ser sinal de que sdo portadores
assintomaticos de C. difficile. P

. A detegdo de acido nucleico de C. difficile nasfezes confirma a presenga destes organismos em doentes com diarreia, mas
pode ndo indicar que os C. difficile sdo o s etiologicos da diarreia.

. O desempenho do ensaio Xpert C. di x@ vdlidado utilizando apenas os procedimentos detalhados neste folheto
informativo. Qualquer modificag; eS»procedimentos pode alterar o desempenho do teste.

. Os resultados do ensaio Xpert C. e deverdo ser interpretados em conjunc¢do com outros dados laboratoriais e clinicos

de que o médico disponha.

. Resultados de teste igco em ser originados por uma incorreta colheita de amostras, incumprimento dos
procedimentos recomchdadds para colheita, manuseamento e conservagao de amostras, erro técnico, troca de amostras ou
porque o numero de,ofganismos na amostra ¢ demasiado baixo para ser detetado pelo teste. Para se evitarem resultados
incorretos, € n uma cuidadosa conformidade com as instru¢des deste folheto.

. Devido ao fatogde diluigdo associado ao procedimento de repeti¢do do teste, é possivel que as amostras positivas para
C. difficile muito préximas ou em cima do limite de dete¢do (LoD) do ensaio Xpert C. difficile possam originar um resultado

fajso tivo na repeticdo do teste.
. @ ervada inibi¢ao do ensaio Xpert C. difficile na presenga das seguintes substancias: pasta de 6xido de zinco e creme
q®
oisil™.

\odem ocorrer resultados falsos negativos quando o organismo infetante tiver mutagdes gendmicas, insergdes, delecdes ou

Q é rearranjos ou quando o teste € realizado muito cedo no curso da doenga.
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17 Valores esperados

Foi incluido no estudo clinico do ensaio Xpert C. difficile um total de 2296 amostras fecais ndo formadas de sete centros dos
EUA e do Canada. O nimero e a percentagem de casos positivos de C. difficile toxigénico por cultura, calculados por grupo
etario e género, sdo apresentados na Tabela 2 e Tabela 3, respetivamente.

Tabela 2. Prevaléncia observada de C. difficile toxigénico por grupo etario? *
Grupo etario N Prevaléncia de C. difficile toxigénico ,.Q
2-5 16 25,0% (416) (' ‘\.>
6-21 105 10,5% (11/105) \JJ
22-59 898 12,9% (116/898) h
>60 1277 16,2% (207/127‘7\8'7

\'
a Prevaléncia baseada na cultura de referéncia. O\

3

Tabela 3. Prevaléncia observada de C. difficile toxigé@por sexo?
o\

Sexo N Prevalérﬂ% M difficile toxigénico
Masculino 1074 N43/8% (148/1074)
Feminino 1222 v 15,5% (190/1222)
a Prevaléncia baseada na cultura de referéncia \

18 Caracteristicas do desempenho %O

18.1 Desempenho clinico
As caracteristicas do desempenho do ensaio Xpert C. dﬁcile foram determinadas num estudo de investigacdo multicéntrico,
prospetivo em sete institui¢des dos EUA e do comparando o ensaio Xpert C. difficile com a cultura de referéncia
seguida por testes de citotoxicidade celular ng \a S.

os habituais exigiam testes C. difficile. Foi obtida uma por¢do de cada amostra
fecal ndo formada restante para testar ¢ ensaio Xpert C. difficile. A restante amostra excedente foi enviada para um
laboratorio central para cultura de referér€ia e testes da citotoxina B nos isolados. Cada amostra fecal foi inoculada em placa de
agar direta pré-reduzida de ciclosgrinagcefoxitina-frutose (CCFA-D) e caldo de cicloserina cefoxitina manitol com taurocolato
lisozima cisteina (CCMB-TA s 24 horas, foi realizada subcultura do CCMB-TAL numa segunda placa de CCFA-E
(CCFA enriquecido). Est% de cultura enriquecida direta é designado doravante como “cultura de referéncia”.

p

Se o C. difficile era is

Os sujeitos incluiram individuos cujos g

laca CCFA-D e o isolado era positivo no ensaio de citotoxicidade celular, a amostra era

classificada como “pesi para C. difficile toxigénico” e ndo era feita analise suplementar da placa CCFA-E. Se o C. difficile
ndo era isolado 4@ CCFA-D ou se o isolado era negativo no ensaio de citotoxicidade celular, era feita anélise suplementar
da placa CCFASE.

Se a pl @-E era positiva para C. difficile e o isolado era positivo no ensaio de citotoxicidade celular, a amostra era
como “positiva para C. difficile toxigénico”. A amostra era classificada como “negativa” se a CCFA-E era negativa

classi
p@cik ou se o isolado apresentava um resultado negativo no ensaio de citotoxicidade celular.
desémpenho do ensaio Xpert C. difficile foi calculado em relagdo aos resultados da cultura direta e da cultura de referéncia.

10 Xpert® C. difficile
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19 Resultados totais
Um total de 2296 amostras foi testado pelo ensaio Xpert C. difficile e por cultura.

19.1 Desempenho versus cultura direta
Em relag@o a cultura direta, o ensaio Xpert C. difficile demonstrou ter uma sensibilidade e especificidade para C. difficile
toxigénico de 98,79% e 90,82%, respetivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Desempenho do ensaio Xpert C. difficile vs. cultura direta

Cultura direta f' ‘\)
C. diff NEGAT. (NEG) R \plal
Toxina B+ 245 (240) 188 (183) 433 (423)
Xpert C. difficile 0
NEGAT. (NEG) 3(3) 1860 (1795)A\QZ’ 1863 (1798)
Total 248 (243) 2048 (1978N, 2296 (2221)
Sensibilidade: 98,79&0 -
Especificidade: o
Exatidao:
VPP2
VPNP C) 99,83%

a Valor preditivo positivo
b Valor preditivo negativo
(') resultados do Xpert C. difficile na primeira tentativa

Prevaléncia:?., 10,80%

19.2 Desempenho versus cultura de referéncia s

A cultura de referéncia (enriquecida) ¢ um método maisgensivel para detegdo de C. difficile em doentes sintomaticos; por
exemplo, melhora a dete¢do de um baixo nimero dgorganismos em amostras devido a tratamento antibidtico anterior e
amostras.

potencial perda de viabilidade devido ao transpOgte
Em relagdo a cultura de referéncia, o engaiQ QC difficile demonstrou ter uma sensibilidade e especificidade para C. difficile
toxigénico de 93,49% e 94,02%, resp (Tabela 5).

Tabela 5. D@penho do ensaio Xpert C. difficile vs. cultura de referéncia

*
\\O Cultura de referéncia
‘O C. diff NEGAT. (NEG) Total
¥ Toxina B+ 316 (310) 117 (113) 433 (423)
Xpert C. diffic
NEGAT. (NEG) 22 (22) 1841 (1776) 1863 (1798)
& ‘ Total 338 (332) 1958 (1889) 2296 (2221)
Q - Sensibilidade: 93,49%
\ Especificidade: 94,02%
4K Exatidao: 93,95%
Oi VPP? 72,98%
VPNP 98,82%
Prevaléncia: 14,72%
a Valor preditivo positivo
b Valor preditivo negativo
(') resultados do Xpert C. difficile na primeira tentativa
Xpert® C. difficile 1
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20

21

22

Utilizacao de antibiéticos

Entre os 2296 casos incluidos no conjunto de dados principal, foi comunicada utilizagdo de antibidticos nos 2 meses anteriores a
colheita da amostra em 1633 casos, tendo a ndo utilizagdo de antibioticos sido confirmada em 570; para 93 casos desconhecia-se
se tinha ocorrido utilizagdo ou ndo de antibidticos. A utilizagdo de antibidticos ndo provocou nenhuma diferenga estatisticamente
significativa no desempenho do ensaio.

Especificidade analitica

Foram recolhidas, quantificadas e testadas cinquenta e cinco (55) estirpes utilizando o ensaio Xpert C. difficile. As esti
foram obtidas através da American Type Culture Collection (ATCC), da Colegdo de Culturas da Universidade de G burgo
(CCUQG), da Colegdo Alema de Micro-organismos e Culturas Celulares (DSMZ), dos Centers for Disease Con aE
Prevention (CDC) dos EUA, do Instituto de Satde Publica (Maribor, Eslovénia) e do Instituto Sueco para Co@e Doengas

Infecciosas (SMI).

Das espécies testadas, foram incluidas dez (10) estirpes de C. difficile ndo toxigénico e onze (11) espéci lostridium nao
C. difficile. Os organismos testados foram identificados como sendo Gram-positivo (37) ou Gram- (18). Os organismos
foram ainda classificados como aerobios (24), anaerdbios (29) ou microaeréfilos (2). \\

Cada estirpe foi testada em triplicado em concentragdes que variaram entre 1,1x10% ¢ 2,2x1 1@ zaragatoa. Incluiram-se
no estudo controlos positivos e negativos. Nas condigdes do estudo, todos os isolados fora\'sm icados como Toxigenic C.diff
NEGATIVO (Toxigenic C. difficile NEGATIVE). A especificidade analitica foi de 100%. Q

Sensibilidade analitica

Realizaram-se estudos para determinar os intervalos de confianga de 95% par@te de detegdo (LoD) analitico de C. difficile
diluido numa matriz fecal de origem humana que pode ser detetado pelo ensai ert C. difficile. A matriz fecal consistiu em
fezes humanas liquidas (negativas para C. difficile no ensaio Xpert C. ile) diluidas em PBS com 15% de glicerol. O LoD
¢ definido como o numero mais baixo de unidades formadoras de ¢colonia§ (UFC) por zaragatoa que pode ser distinguido com
reprodutibilidade de amostras negativas com 95% de confianca. \'

Réplicas de 20 foram avaliadas em cada concentracdo de C.
C. difficile representando os toxinotipos 0 (duas estirpes),

estada (UFC/zaragatoa) para 7 estirpes diferentes de
estirpes), IV, V e VIII (uma de cada estirpe).

A estimativa e os intervalos de confianga foram determinados*utilizando regressdo logistica com dados (niimero de resultados
positivos por numero de réplicas em cada nivel) ao Jongo da gama de UFC testadas. Os intervalos de confianga foram
determinados utilizando estimativas de probabili maxima nos parametros do modelo logistico, utilizando a matriz de
varidncia-covariancia para amostras grandes. xi tivas do ponto LoD e dos intervalos de confianca de 95% superiores

e inferiores para cada toxinotipo de C. dj ?@!ado sdo apresentadas resumidamente na Tabela 6.

Tabela 6. Walos de confianca de 95% para o LoD analitico - C. difficile

ID da estirpe ¢ }oxinotipo (UFt?z[:lriZ?toa) IC de 95% inferior | IC de 95% superior
VPI 10463 (CCUG 0 255 190 632

90556 -M6S ( %9) 0 460 419 587
LUMC-1 (OZQ P1/ BI)? 11 23 19 31

LUMGE @7NAP1/BI)a 11 75 45 176

LU - Vv 45 34 104

L 6 Vi 60 50 74

9101 Xl 41 34 49

Por ribotipagem por PCR/eletroforese em gel em campo pulsado/analise por endonucleases de restricdo

Os resultados deste estudo indicam que o ensaio Xpert C. difficile produzira um resultado positivo para C. difficile 95% das
vezes com 95% de confianga para uma amostra fecal contendo 460 UFC.
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Para além da determinagdo do LoD, foram testadas com o ensaio Xpert C. difficile dezoito estirpes de C. difficile representando
12 variantes de toxinotipos, incluindo quatro isolados 027/NAP1/BI do toxinotipo III. As estirpes de C. difficile foram
selecionadas para representar, em geral, a maioria dos toxinotipos de C. difficile encontrados na pratica. Foram preparadas
culturas de stock através da suspensdo do crescimento bacteriano de placas de agar em tampéao PBS contendo 15% de glicerol.
A concentracdo de cada stock foi ajustada para 1,4 a 5,9 unidades McFarland. Todas as estirpes foram diluidas seriadamente
para cerca de 900 UFC/zaragatoa e testadas em triplicado.

Nas condig¢des deste estudo, o ensaio Xpert C. difficile identificou corretamente todos os 18 toxinotipos testados como se
Toxigenic C.diff POSITIVO (Toxigenic C. diff POSITIVE). Também estiveram incluidos no painel 8 toxinotipos indicado, 0
positivos para producdo de toxina binaria (CDT). Todos apresentaram resultado positivo para CDT utilizando o ensai

C. difficile. Todos os quatro isolados 027/NAP1/BI representando o toxinotipo III foram corretamente identific sendo
Toxigenic C.diff POSITIVO (Toxigenic C. diff POSITIVE). < ’

23 Substancias que interferem Q

Foram testadas quanto a interferéncia com o ensaio Xpert C. difficile vinte e uma (21) substancias_bi e quimicas
ocasionalmente usadas ou encontradas em amostras fecais. As substancias potencialmente interft x luem, entre outras,
o creme Vagisil e a pasta de 6xido de zinco. As 19 substancias listadas na Tabela 7 ndo mostraro quer interferéncia

detetavel com o ensaio Xpert C. difficile. \g

Tabela 7. Substancias testadas e que nao mostraram int?@ia com o ensaio

Substancia r !\I Substancia

Sangue total K-Y Jelly/G
Hospital universitario Karolinska McN

Mucina (porcina) \&alin!

Sigma N @Iever

Kaopectate® wlcola@
Chattem . Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals
Imodium® M Preparation H em toalhetes individuais
McNeil-PPC ‘\* Wyeth Consumer Healthcare
Pepto-Bismol® Q‘ ¢ Vaginal Contraceptive Film (VCF)
Procter & Gamble Q Apothecus Pharmaceutical
Preparation H® Vancomicina
Wyeth Consumer Healthc% Fluka
Fleet® ’\\) Metronidazol
CB Fleet Company{x\ Actavis
Gorduras fecais N\ & Anusol® Plus
Hospital unix?@ Karolinska TM Warner-Lambert Company
Monisﬁ\ N E-Z-HD™ Sulfato de bario de elevada densidade para
McNefl‘PPe suspensao
O E-Z-EM Canada
CM% de hidrocortisona

4Qongs Drugs

Q4 Reprodutibilidade

Foi testado um painel de 7 amostras com concentra¢des variaveis de C. difficile toxigénico e C. difficile, 027/NAP1/BI, em
10 dias diferentes, por dois operadores diferentes, em cada um dos trés locais (7 amostras x 2 operadores/dia x 10 dias x

3 locais). Foi utilizado um lote do ensaio Xpert C. difficile em cada um dos 3 locais de teste. Os ensaios Xpert C. difficile
foram realizados de acordo com o procedimento do ensaio Xpert C. difficile. Os resultados sdo apresentados resumidamente
nas Tabela 8 e Tabela 9.
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Tabela 8. Sumario dos resultados da reprodutibilidade (todos)

% de concordancia®

ID da amostra

Local 1

Local 2

Local 3

% de concordancia
total por amostr

Negativo

100% (20/20)

100% (20/20)

100% (20/20)

100% (60/

C. difficile toxigénico
negativo elevado

100% (20/20)

100% (20/20)

100% (20/20)

100% (

C. difficile toxigénico
positivo baixo

100% (20/20)

85% (17/20)

85% (17/20)

S.M%O)

positivo moderado

100% (20/20)

100% (20/20)

C. difficile toxigénico

I 100% (20/20) 100% (20/20) 100% (20/20) @ 00% (60/60)
positivo moderado \\

|
gg;’a ’;‘if/\flllg\'/a ‘o 100% (20/20) 100% (20/20) 100% (2%2®\ 100% (60/60)
N\

gg;’t’i‘ff‘op; ; :)3('0 100% (20/20) 95% (19/20) 95@820) 96,7% (58/60)
027/NAP1/BI

100% (60/60)

% de concordancia
total por local

100% (140/140)

C) b v(zo/zo)

97,1% (136/140)

97,1% (136/14%

|

98,1% (412/420)

a Para amostras negativas e negativas elevadas, a % de concordénci%’ (Ra resultados negativos/total de amostras executadas);

para amostras positivas baixas e moderadas, a % de concordan X

Tabela 9. Sumario de resultados d?va or Ct por nivel de amostra e sonda

4

de resultados positivos/total de amostras executadas).

\A SPC

Nivel Mé‘\\ Desv. pad. cv
C. diff toxigénico neg. elevado (32, b 0,59 1,83%
C. diff toxigénico pos. baixo 39714 0,53 1,66%
C. ((ijn‘f tc;mgemco pos. \\ 31,98 047 1.47%
moderado ‘4»‘<v)
027/NAP1/BI neg. elevado \ 32,11 0,65 2,03%
027/NAP1/BI pos. baixo ’\‘zP 31,93 0,72 2,26%
027/NAP1/BI pos. modéago® 31,96 0,61 1,90%
Negat. ,\\‘ 32,26 0,72 2,22%

W\ tcdB
ive éd. esv. pad.
., ivel Méd Desv. pad cv

,C- WN igénico neg. elevado 39,59 0,70 1,77%

4% oxigénico pos. baixo 35,88 0,81 2,24%

diff toxigénico pos. 3217 045 1,39%

moderado
027/NAP1/BI neg. elevado 39,11 0,98 2,50%
027/NAP1/BI pos. baixo 35,49 0,58 1,65%
027/NAP1/BI pos. moderado 32,10 0,63 1,97%
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Foi testado um painel adicional de 6 amostras, trés negativas e trés negativas elevadas para C. difficile toxigénico, em 5 dias
diferentes, por dois operadores diferentes, em cada um dos trés locais (6 amostras x 2 operadores/dia x 5 dias x 3 locais). As
amostras negativas elevadas foram preparadas numa concentrago inferior ao LoD, esperando-se obter um resultado negativo
20% a 80% das vezes. Foi utilizado um lote do ensaio Xpert C. difficile em cada um dos 3 locais de teste. Os ensaios Xpert
C. difficile foram realizados de acordo com o procedimento do ensaio Xpert C. difficile. Os resultados sdo apresentados
resumidamente na Tabela 10.

Tabela 10. Sumario dos resultados adicionais da reprodutibilidade das amostras

% de concordancia®

ID da amostra

Local 1

Local 2

Local 3

0,

por amostra

de Mrdéncia
hl

Negativo

100% (30/30)

100% (30/30)

100% (30/30)

‘\450% (90/90)

C. difficile toxigénico
negativo elevado®

60,0% (18/30)

60,0% (18/30)

53,3% (16/3 \

57,8% (52/90)

2 (n.° de resultados negativos/total de amostras negativas elevadas processadas)
b 20% a 80% de concordancia esperada para uma amostra negativa elevada

AN
O(\
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26 Assisténcia

Para obter assisténcia, contacte a Cepheid recorrendo a uma das seguintes formas de contacto. Nao se esquega de indicar o

27

numero de série do instrumento ¢ a ID do lote de reagentes quando telefonar ou enviar um e-mail.

Sede corporativa

Sede europeia

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
EUA

Vira Solelh

Franca

Cepheid Europe SAS

81470 Maurens-Scopont

oQ\\

Telefone: +1 408.541.4191

Telefone: +33 563 825 300

Fax: +1 408.541.4192

Fax: +33 563 825 301

C
O

www.cepheid.com

www.cepheidinternational.con&/\w

Assisténcia Técnica

Antes de contactar a Assisténcia Técnica da Cepheid, retina as seguintes informagdes: Q\'

N
©

. Nome do produto
. Numero de lote OO
. Numero de série do instrumento
. Mensagens de erro (se houver alguma) v
. Versao de software e, caso se aplique, niimero de etiqueta de Kviﬁo Service Tag) do Computador
O
Regiao Telefoneé E-mail
EUA + 1888 }38 3222 techsupport@cepheid.com

Australia e Nova Zelandia

techsupportANZ@cepheid.com

Bélgica, Paises Baixos e
Luxemburg

+ % 130 821
<,}q 001028

)
N+ 33 563 825 319

support@cepheideurope.com

Brasil e América Latina A\

+55 11 3524 8373

latamsupport@cepheid.com

China =\ + 86 021 5406 5387 techsupportchina@cepheid.com
Franga x\\’ + 33563 825 319 support@cepheideurope.com
Alemanha m)' +4969 710 480 480 support@cepheideurope.com
'e”g's'LBa Che, Butao, Nepal | , 91 11 48353010 techsupportindia@cepheid.com

'Iin

+ 39 800 902 567

support@cepheideurope.com

gl

+ 351800 913 174

support@cepheideurope.com

spanha

+34 919 90 67 62

support@cepheideurope.com

Africa do Sul

+27 86122 76 35

support@cepheideurope.com

Reino Unido

+44 3303 332 533

support@cepheideurope.com

Outros paises da Europa, do
Médio Oriente e de Africa

+ 33 563 825 319
+9714 253 3218

support@cepheideurope.com

Outros paises nao indicados
acima

+ 1408 400 8495

techsupport@cepheid.com

As informagdes de contacto para outros escritorios da Cepheid estdo disponiveis no nosso website em www.cepheid.com ou
www.cepheidinternational.com no separador ASSISTENCIA (SUPPORT). Selecione a opgdo Contacte-nos (Contact Us).

Termos e Condigdes da Cepheid podem ser encontrados em http://www.cepheid.com/en/support/support/order-management.
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28 Tabela de simbolos

Significado

Numero de catalogo
Dispositivo médico para diagnostico in vitro ®

Nao reutilizar ( : O

Cadigo do lote 6
Consulte as instrugbes de utilizagao \\Q

Cuidado @
Fabricante \\'

— [72]
< —
SHIETE
o

LO

|

Pais de fabrico

Conteudo suficiente para <n> testes

S
NS
CONTROL Controlo \‘ E
O

Prazo de validade

Limites de temperatura
y 4

Riscos biolégicos

Para utilizagé?aﬂ@\cor# receita médica

)
\
Cepheid @»
904 Caribbean@
Sunnyvale, 9
EUA 0
Telef &1 408 541 4191
Fa %08 541 4192
W.cepheid.com
<ivp

‘ Ewwlﬁgz%@
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