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Xpert® C. difficile

Solo para uso diagnostico in vitro. ®

1 Nombre patentado C)
Xpert® C. difficile 6

2 Denominacién comun o habitual \@
Ensayo Xpert C. difficile \
3 Indicaciones O

El ensayo Xpert C. difficile de Cepheid, realizado en el sistema Cepheid GeneXpert® xna prueba de diagnostico in vitro
cualitativa para la deteccion rapida de secuencias del gen regulador de la toxina B stras de heces informes (liquidas o
blandas) obtenidas de pacientes con sospecha de infeccion por Clostridium d@ ). La prueba utiliza la reaccion en

.

cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real automatizada para detectar secgencid§ de genes de toxinas asociadas a C. difficile
productor de toxinas. El ensayo Xpert C. difficile esta concebido como una a; ara el diagnostico de la ICD. El cultivo
concomitante solo es necesario si se requiere la tipificacion o recupera icionales de microorganismos.

4 Resumen y explicacion

El Clostridium difficile (C. difficile) es un bacilo anaerobio gga
primera vez en 1978." La infeccién por Clostridium diffici ausa desde diarrea leve a colitis seudomembranosa grave y
potencialmente mortal 2 La flora bacteriana colénica madufyen un adulto sano es generalmente resistente a colonizacion por
C. dz)ﬁ?cile.3 Sin embargo, si se altera la flora normal del golon, se pierde la resistencia a la colonizacion. El factor de riesgo mas
habitual es la exposicion a antibiéticos.* El factor dg vifulencia principal del C. difficile es la citotoxina B. Los genes que
codifican para la toxina A (tcdA; la enterotoxi toxina B (fcdB) forman parte del locus de patogenicidad (LocPa).é’7

La mayoria de las cepas patogenas son cepas Va para la toxina A y la toxina B (A+B+), aunque se han identificado
aislados variantes negativos para la toxjs positivos para la toxina B (A-B+) como pat(')genos.8 Algunas cepas de C. difficile
especifica de actina, llamada CDT o toxina binaria. El locus de la toxina binaria

producen también una ADP ribosiltran! @
contiene dos genes (cdt4 y cdtB) y se loealiza fuera del LocPa.%!!

ivo formador de esporas que se asocid a enfermedades por

En los ultimos afios, ha habido bf@tes%de ICD causados por cepas «hipervirulentas» y resistentes a la fluoroquinolina
pertenecientes al ribotipo RCR 029, PFGE tipo NAP1 y REA tipo BIL.%!2 Estas cepas muestran una mayor produccion de
toxinas, que se atribuye % onies en el gen regulador 7cdC, y se cree que producen mas esporas, lo que aumenta su
persistencia en el ento !

e se ha basado tradicionalmente en la deteccion de la toxina A o B. El procedimiento de cultivo,
que requiere ungsgramcantidad de trabajo, seguido de pruebas de citotoxicidad celular en los aislados, y el ensayo celular de
citotoxicidad ¢ stras de heces se siguen considerando el método de referencia debido a su alta especiﬁcidad.ls’16 Se han
desarro @i s enzimoinmunoanalisis rapidos para la deteccion de las toxinas A y B. Sin embargo, estas pruebas tienen una
menor ibifidad y especificidad que el ensayo de citotoxicidad celular. Recientemente se han desarrollado métodos de PCR
pxd ccion de las toxinas A y B; estos métodos muestran una alta sensibilidad y especificidad en comparacion con la

El diagnostico de

1¢idad celular y los inmunoanalisis.!”

incipio del procedimiento

5
Qil sistema GeneXpert Dx automatiza e integra la purificacion de muestras, la amplificacion de acidos nucleicos y la deteccion
de la secuencia diana en muestras simples y complejas mediante ensayos de PCR y RT-PCR en tiempo real. El sistema esté
formado por un instrumento, ordenador personal y software precargado para realizar las pruebas y ver los resultados. El sistema
requiere el uso de cartuchos desechables de un solo uso que contengan los reactivos para la PCR y alojen el proceso de la PCR.
Dado que los cartuchos son independientes, se elimina el riesgo de contaminacion cruzada entre las muestras. Si desea obtener
una descripcion detallada del sistema, consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert Dx.
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El ensayo Xpert C. difficile contiene reactivos para la deteccion de C. difficile toxicogénico y un control de procesamiento de
muestras (SPC). El SPC esta presente para controlar el procesamiento adecuado de las bacterias diana y monitorizar la presencia
de inhibidores en la reaccion PCR. El control de comprobacion de la sonda (Probe Check Control, PCC) comprueba la
rehidratacion de los reactivos, el llenado del tubo de PCR en el cartucho, la integridad de las sondas y la estabilidad del
fluorocromo.

El ensayo Xpert C. difficile de Cepheid es una prueba de diagnodstico in vitro automatizada y rapida para la deteccion cualitatiya
de Clostridium difficile productor de toxinas directamente a partir de muestras de heces informes (liquidas o blandas) de
pacientes con sospecha de infeccion por Clostridium difficile (ICD). El ensayo detecta el gen de la toxina B (zcdB). El 0
se realiza en el sistema Cepheid GeneXpert Dx. Q

Reactivos e instrumentos < ,

Materiales suministrados
El kit del Xpert C. difficile (GXCDIFFICILE-10) contiene reactivos suficientes para procesar 10 muestraacientes ode
control de calidad. El kit del Xpert C. difficile (GXCDIFFICILE-120) contiene reactivos suﬁcient@ 8Cesar 120 muestras

de pacientes o de control de calidad. \
El kit contiene lo siguiente: O

S

Cartuchos del ensayo Xpert C. difficile con tubos de reaccién Q

integrados 10 120

* Microesfera 1, microesfera 2 y microesfera 3 (liofilizadas) 1 de cada por cartucho 1 de cada por cartucho
* Reactivo 1 (hidroxido sédico) ml por cartucho 3,0 ml por cartucho

* Reactivo 2 3,0ml por cartucho 3,0 ml por cartucho

Bolsa de reactivos del Xpert C. difficile

CcD

Nota

Nota

Xy 1

Reactivo para muestras (tiocianato de guanidinio) PO 10 x 2,0 ml por frasco 120 x 2,0 ml por frasco

1 por kit 1 por kit
Archivos de definicion del ensayo (ADF) V4
Instrucciones para importar los ADF en tWware
GeneXpert

Instrucciones de uso (prospecto) OQ

Las fichas de datos de seguridad de los reactivos suministrados en este ensayo estan a su disposicion; puede solicitarlas al
servicio técnico de Cepheid, o ?\ﬁ\ tenerlas a través de sus sitios web (www.cepheid.com y www.cepheidinternational.com).
&
[\ W J

plasma bovino originari stados Unidos. Los animales no fueron alimentados con proteinas de rumiantes ni con otras proteinas

La albumina sérica bovin \) del interior de las microesferas de este producto se obtuvo y se fabricé exclusivamente a partir de
animales; los anima raron las pruebas ante y post mértem. Durante el procesamiento, no hubo mezcla del material con otros
materiales de origén‘animal.

»
Mater& queridos pero no suministrados

. istéma GeneXpert Dx (el nimero de catalogo varia segun la configuracion): Instrumento GeneXpert, ordenador con
\mft are patentado, lector portatil de codigos de barras y manual del operador

presora: Si se requiere una impresora, pongase en contacto con el representante de ventas de Cepheid para organizar la

é compra de una impresora recomendada.
Q . Agitadora vorticial

Hisopo seco para transferencia de la muestra, como el hisopo que se encuentra en el dispositivo de recogida de muestras de
Cepheid (numero de catadlogo de Cepheid: 900-0370), el hisopo desechable de un solo uso de Cepheid (nimero de catalogo
de Cepheid: SDPS-120) o el sistema de hisopo doble y transporte de Copan (139CFM LQ STUART).

. Pipetas de transferencia desechables.

Xpert® C. difficile
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8 Materiales disponibles pero no suministrados

KWIK-STIKs™ de MicroBioLogics, n.° de catalogo 0329 (C. difficile toxindgeno) como control positivo, y n.® de catalogo
0527 (C. difficile no toxinégeno) y n.° de catalogo 0331 (C. sordelli) como controles negativos.

Ademas, pueden obtenerse cepas para los estudios de validacion del ATCC y de los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades, Division de Promocién de la Calidad Sanitaria (Centers for Disease Control and Prevention, Division of

Healthcare Quality Promotion).
9 Advertencias y precauciones
9.1 Generales
. Trate todas las muestras bioldgicas, incluidos los cartuchos usados, como posibles agentes transmisores dgfinfe es. Con
frecuencia es imposible saber qué muestras podrian ser infecciosas, por lo que todas las muestras biologic n tratarse
tomando las precauciones habituales. Las directrices para la manipulacion de las muestras estan dispgaibles en los Centros

para el Control y la Prevencion de Enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention)!” uto de Normas
Clinicas y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards Institute)?® de Estados Unidos \a

. Siga los procedimientos de seguridad de su centro para trabajar con productos quimicos y 6\ r muestras biologicas.
. No se ha establecido la eficacia diagndstica en pacientes menores de 2 afios.

. El ensayo Xpert C. difficile no proporciona resultados de sensibilidad. Se requiere \&mta independiente de la muestra
y tiempo adicional para realizar el cultivo y la prueba de sensibilidad. Q

. No sustituya los reactivos del ensayo Xpert C. difficile por otros reactivo@)O

. No abra la tapa del cartucho del ensayo Xpert C. difficile excepto cuando
la prueba.

afiadir la muestra y los reactivos, o a repetir

. No utilice un cartucho que se haya caido o agitado después d habe;ﬁadido la muestra y los reactivos.
. No utilice cartuchos con tubos de reaccion dafiados. e\'

@ . Cada cartucho de un solo uso del ensayo Xpert C. diffici iza para procesar una pruecba. No vuelva a utilizar los
cartuchos usados.

. Las muestras bioldgicas, los dispositivos de transfeyncia y los cartuchos usados deben ser considerados capaces de
transmitir agentes infecciosos que requieren lag precauciones habituales. Siga los procedimientos de eliminacion de
desechos de su centro para la eliminacié@da de los cartuchos usados y los reactivos no utilizados. Estos materiales
pueden exhibir caracteristicas propias d siduos quimicos peligrosos que requieren procedimientos especificos de
eliminacion de cardcter nacional Qsf€ %1 las normativas nacionales o regionales no proporcionan instrucciones claras
en cuanto a los procedimientos d’vaci()n adecuados, las muestras biologicas y los cartuchos usados deben desecharse
de conformidad con las directrices d&1a OMS [Organizacion Mundial de la Salud] en cuanto a la manipulacion y
eliminacion de desechos médic

2foc o Conserve el kit del ensaert C. difficile a una temperatura de entre 2 °C y 28 °C.

9.2 Conservaciéon y mani ion
zjﬂﬁc" . Conserve los ca del ensayo Xpert C. difficile a una temperatura de 2 °C—28 °C hasta la fecha de caducidad indicada

en la etiquet,
. No utilifg eactivos ni los cartuchos después de la fecha de caducidad indicada.
p

g . Ni a del cartucho hasta el momento de realizar la prueba.
. abya la tapa del cartucho hasta el momento de realizar la prueba.
93 Re ida y transporte de muestras

ecoja la muestra de heces informe en un recipiente limpio. Siga las directrices de su centro para la recogida de muestras

é para las pruebas de C. difficile.
&

. Etiquételo con la ID de la muestra y envielo al laboratorio.
3. Conserve la muestra a una temperatura entre 2 °C y 8 °C. La muestra es estable un maximo de 5 dias cuando se conserva a
entre 2 °C y 8 °C. Las muestras también pueden mantenerse a temperatura ambiente (20 °C a 30 °C) durante un maximo de

24 horas.

Xpert® C. difficile 3
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10 Peligros quimi00521’22

. Pictograma de peligro del SGA de la ONU: @
. Palabra de advertencia: ATENCION
. Declaraciones de peligro del SGA de la ONU

. Nocivo en caso de ingestion.
. Provoca irritacion cutanea.
. Provoca irritacion ocular grave.
. Declaraciones de precaucion
. Prevencion
. Lavarse concienzudamente tras la manipulacion.

. No comer, beber ni fumar durante su utilizacion. \\@

. Evitar su liberacion al medio ambiente.
. Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion. @

. Respuesta
. EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabé %antes.

. Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de volverfa us

. Se necesita un tratamiento especifico (ver informacion adicio medidas de primeros auxilios).

. En caso de irritacion cutanea: Consultar a un médico. Y
. EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Ackdrar citidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar

las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. S$ arando.
co.

. Si persiste la irritacion ocular: Consultar:

. EN CASO DE INGESTION: Llamar a un GENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico si

se encuentra mal. P4
. Enjuagarse la boca. %
. Almacenamiento/eliminacion \
. Eliminar el contenidg
internacionales.
11 Procedimiento Q
11.1 O

Preparacion del cartucho

nte en conformidad con los reglamentos locales, regionales, nacionales e

Importante Inicie la prueba antiéq‘ue transcurran 30 minutos desde que se anadié la muestra al cartucho.

Para afiadir la m@ cartucho:
1.  Retire &t ho y el reactivo del envase

2. C@revemente un hisopo en la muestra de heces informe. No es necesario saturar el hisopo completamente.

zca el hisopo en el vial que contiene el reactivo de la muestra.

3\.@\

Nota QIice una gasa estéril para reducir al minimo los riesgos de contaminacion.

. Sujete el hisopo por el vastago cerca del borde del vial, levante el hisopo unos milimetros del fondo del tubo y presione el
vastago contra el borde del vial para romperlo. Asegurese de que el hisopo sea lo suficiente corto para que la tapa pueda

cerrarse bien.

5. Cierre la tapa y agite en el mezclador vortex a alta velocidad durante 10 segundos.

6.  Abrala tapa del cartucho. Con una pipeta de transferencia limpia (no suministrada), transfiera todo el contenido del reactivo

de la muestra a la camara de muestras del cartucho del ensayo Xpert C. difficile (figura 1).

7. Cierre la tapa del cartucho.

Xpert® C. difficile
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Importante

Nota

12

Muestra Q
(all;ertura grande) ‘ ,O

Figura 1. Cartucho del Xpert C. difficile (vista superior) @

Inicio de la prueba

Antes de iniciar la prueba, compruebe que se ha importado al software el arc de definicion del ensayo del

detalladas, consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert Dx.

Xpert C. difficile. Este apartado incluye los pasos basicos para realizar la @ . Para obtener instrucciones

£~ \J

Los pasos que debe seguir pueden ser diferentes si el administrador del sistema,camBio el flujo de trabajo predeterminado del
sistema.

1
2
3.
4

10.
11.

Encienda el ordenador y luego encienda el instrumento GeneXpert BX.
En el escritorio de Windows®, haga doble clic en el icono d rapido de GeneXpert Dx.
Inicie una sesion en el software del sistema GeneXpert éu nombre de usuario y su contrasefa.

En la ventana del sistema GeneXpert Dx, haga clic en'@rear prueba (Create Test). Aparecera el cuadro de didlogo Scan
Cartridge Barcode (Escanear codigo de barras del Wc 0).

Escanee el codigo de barras del cartucho del efisayo Xpert C. difficile. Aparecera la ventana Crear prueba (Create Test). El
software utiliza la informacion del codigo as para rellenar automaticamente los cuadros de los campos siguientes:
Seleccionar ensayo (Select Assay), Id. (Reagent Lot ID), N° de serie del cartucho (Cartridge SN) y Fecha de
caducidad (Expiration Date).

En el cuadro Identificacion de la Qa (Sample ID), escanee o escriba la identificacion de la muestra. Asegurese de que
escribe la identificacion corrg€ta de la muestra. La ID de la muestra se asocia al resultado de la prueba, y se muestra en la
ventana Ver resultados (Vi esults) y en todos los informes.

-

Haga clic en Iniciarﬁ tart Test). En el cuadro de didlogo que aparece, teclee su contrasefia.

Abra la puerta d

Cierre la p@ rueba se inicia y la luz verde deja de parpadear. Una vez finalizada la prueba, la luz se apaga.
tangque el

o del instrumento que tiene la luz verde intermitente y cargue el cartucho.

Espere sistema desbloquee la puerta del moédulo antes de abrirla y retirar el cartucho.

E@ artuchos usados en un recipiente de residuos de muestras adecuado, de acuerdo con las practicas habituales de
S :

izacion e impresion de los resultados

ra obtener instrucciones detalladas sobre como visualizar e imprimir los resultados, consulte el Manual del operador del

&

ema GeneXpert Dx.

Xpert® C. difficile 5
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13

Control de calidad

Cada prueba incluye un control de procesamiento de muestras (SPC) y un control de comprobacion de la sonda (PCC).

. Control de procesamiento de muestras (SPC): garantiza que la muestra se ha procesado correctamente. E1 SPC contiene
esporas de Bacillus globigii en forma de una torta de esporas secas que se incluye en cada cartucho para verificar el
procesamiento adecuado de las bacterias de la muestra. E1 SPC confirma que se ha producido la lisis de las bacterias y
esporas de C. difficile, si los microorganismos estan presentes, y verifica que el procesamiento de la muestra es adecuado)i

le

en una muestra negativa, y puede ser negativo o positivo en una muestra positiva. El SPC se considera superado si

Ademas, este control detecta la inhibicion asociada a la muestra del ensayo de PCR en tiempo real. E1 SPC debe ser @

los criterios de aceptacion validados.

. Control de comprobacién de la sonda (PCC): antes de iniciar la reaccion PCR, el sistema GeneXpert D@ la sefial
de

de fluorescencia de las sondas para monitorizar la rehidratacion de las microesferas, el llenado del tul

0n, la

integridad de las sondas y la estabilidad de los colorantes. La comprobacion de la sonda se considera@ada si cumple
los criterios de aceptacion asignados.

. Controles externos: se pueden utilizar controles externos de acuerdo con las organizaciones\\%tacién locales,

regionales y nacionales, seglin corresponda.

O

14 Interpretacion de los resultados 5\&
El sistema GeneXpert Dx interpola los resultados a partir de las sefiales fluorescentes @as y los algoritmos de calculo
incorporados, y los muestra en la ventana Ver resultados (View Results). Los resul@ sibles son:
Tabla 1. Resultados e interpretacion del ens@pert C. difficile
Resultado Interpretacion -
Toxigenic C.diff Se detectan secuencias de ADN dia . difficile productor de toxinas.
POS!TIV(_) » Las dianas de C. difficile prod toxinas tiene un valor Ct dentro del rango valido y
(Toxigenic un valor extremo por encim lor minimo configurado.
C. difficile + SPC - N/A (no aplicable) (SPC® NA); el SPC se omite, ya que la amplificacién de la diana
POSITIVE) del C. difficile podria gompetir con este control.
(figura 2) « Comprobacién d a%;ia - SUPERADO (Probe Check - PASS); todos los resultados de
comprobacion onda superan la comprobacion.
Toxigenic C.diff No se detec@ ncias de ADN diana de C. difficile.
NEG_ATW_O * No se det dianas de C. difficile productor de toxinas.
(g°;‘!’?f?’fl'° . SPC_#SUPERADO (SPC - PASS); el SPC tiene un valor Ct dentro del rango valido y un
N.EG’A'II%I?E) ‘Vm remo por encima del valor minimo configurado.
(figura 3) \n obacién de la sonda - SUPERADO (Probe Check - PASS); todos los resultados de
& probacion de la sonda superan la comprobacion.
NO VALIDO puede determinarse la presencia o ausencia de ADN diana de C. difficile. Repita la
(INVALID) " prueba de acuerdo con las instrucciones de la seccion «Procedimiento de repeticion de la
(figura 4) K prueba», a continuacion.
O + SPC - NO SUPERADO (SPC - FAIL); el resultado de la diana del SPC es negativo, el valor
Ct del SPC no esta dentro del rango valido y el valor extremo esta por debajo del valor
Q minimo configurado.
\ » Comprobacion de la sonda - SUPERADO (Probe Check - PASS); todos los resultados de
4K comprobacion de la sonda superan la comprobacion.
ERROR No puede determinarse la presencia o ausencia de C. difficile. Repita la prueba de acuerdo
con las instrucciones del apartado siguiente.
» Dianas de C. difficile productor de toxinas - SIN RESULTADO (NO RESULT)
» Comprobacion de la sonda - NO SUPERADO (Probe Check - FAIL)*; uno o mas de los
resultados de la comprobacion de la sonda no superan la comprobacion.
*Si se superd la comprobacién de la sonda, el error se debe a que el limite maximo de
presion excedi6 el rango aceptable.

Xpert® C. difficile
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Tabla 1. Resultados e interpretacion del ensayo Xpert C. difficile (continuacién)

Resultado Interpretacion
SIN RESULTADO No puede determinarse la presencia o ausencia de C. difficile. Repita la prueba de acuerdo
(NO RESULT) con las instrucciones del apartado siguiente.
» Dianas de C. difficile productor de toxinas - SIN RESULTADO (NO RESULT)
» Comprobacion de la sonda - N/A (no aplicable) (Probe Check - NA) S~
('\‘e
: Resultado to | e | Em ™~
%Nombre de ensayo Xpert-C. difficile G2 Version 2 L
: ReSuitEas b

For In Vitro Diagnostics Use Only.

200
180
160
140
120
100

80

Fluorescencia

Leyenda \

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

[¥ [ /] Toxin B; Principal

2

Cl|
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oxigenic C.diff NEGATIVO

Figura 4. Ejemplo de un resultado NO VALIDO
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15 Motivos para repetir el ensayo

Si se obtiene alguno de los resultados de la prueba que se mencionan a continuacion, repita la prueba de acuerdo con las
instrucciones del apartado Procedimiento de repeticion de la prueba, a continuacion. Un resultado NO VALIDO (INVALID)
indica que el control SPC fall6. La muestra no se procesé correctamente o la PCR se inhibi6.

Un resultado de ERROR indica que el control de comprobacion de la sonda fall6 y se cancel6 el ensayo. Las posibles causas
son: el tubo de reaccion no se llend correctamente; se detectd un problema de integridad en la sonda del reactivo o se excedie
los limites maximos de presion.

SIN RESULTADO (NO RESULT) indica que no se han recogido suficientes datos. Por ejemplo, si el operador detuvo Q&ba
en curso. 6
15.1 Procedimiento de repeticion de la prueba
Para repetir la prueba antes de 3 horas de haber obtenido un resultado indeterminado, utilice un cartucho fuevo (no vuelva a
utilizar el cartucho) y reactivos nuevos.

1. Transfiera el contenido restante de la cdmara de muestras a un nuevo vial de reactivo para @n una pipeta de
transferencia desechable.

2. Agite en el mezclador vortex y afiada todo el contenido del reactivo para muestras a la e muestras del nuevo
cartucho del ensayo Xpert C. difficile.

3. Cierre la tapa e inicie la nueva prueba.

Para repetir la prueba después de 3 horas de haber obtenido un resultado indet, i repita la prueba con una nueva muestra
en hisopo. < ,

16 Limitaciones
. Esta prueba detecta pero no diferencia la cepa NAP1 (ribotip%Qe otras cepas toxinogenas de C. difficile.

. Esta prueba tiene como diana el gen tcdB para la produccié@ na B. Esta prueba no detecta cepas de C. difficile que no

contengan el gen tcdB.

. Los resultados positivos observados con pacientes pe s inmunodeprimidos pueden reflejar un estado de portador
asintomatico de C. difficile.
le 4

. La deteccion de acido nucleico de C. diffici las heces confirma la presencia de estos microorganismos en pacientes
diarreicos, pero este hallazgo no es neces te indicativo de que C. difficile sea el agente etiologico de la diarrea.

. El rendimiento del ensayo Xpert C. diffici validé tnicamente con los procedimientos descritos en este prospecto.
Las modificaciones de estos pro @ s pueden afectar a la eficacia diagndstica de la prueba.

. Los resultados del ensayo Xpert CNdifficile deben interpretarse junto con otros datos de laboratorio y clinicos de los que

disponga el médico. Q

. Pueden obtenerse resylt oneos de la prueba debido a la recogida incorrecta de la muestra, a no seguirse los
procedimientos rec dadOs para la recogida, manipulacion y conservacion de las muestras, a un error técnico, a la
confusion de la a que el nimero de microorganismos en la muestra sea demasiado bajo para detectarse mediante
la prueba. El ¢ n;®Jmplimiento de las instrucciones de este prospecto es necesario para evitar resultados erréneos.

. Debido al fdc dilucion asociado con el procedimiento de repeticion de la prueba, es posible que muestras positivas de
C. diffic y proximas o en el limite de deteccion (LD) del ensayo Xpert C. difficile, puedan dar un resultado negativo

\ Vagisil®.
ueden obtenerse resultados negativos falsos cuando el microorganismo infectante tiene mutaciones, inserciones,
Q 0 eliminaciones o reorganizaciones gendmicas, o cuando la prueba se realiza en una fase muy precoz de la enfermedad.

fajso ir la prueba.
. @a servado inhibicion del ensayo Xpert C. difficile en presencia de las siguientes sustancias: pasta de 6xido de zinc y
e

Xpert® C. difficile 9
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18
18.1

Q Oeferencia.

Valores esperados

El estudio clinico del ensayo Xpert C. difficile incluy6 un total de 2296 muestras de heces informes de siete centros de todo
Estados Unidos y Canada. El nimero y porcentaje de casos positivos de C. difficile toxindgeno por cultivo, calculados por edad
y sexo, se presentan en la tabla 2 y la tabla 3, respectivamente.

Tabla 2. Prevalencia observada de C. difficile toxinégeno por grupo de edad? *
Grupo de edad N Prevalencia de C. difficile toxinégeno ,.)Q
2-5 16 25,0 % (416) C ‘\.
6-21 105 10,5 % (11/105) V
22-59 898 12,9 % (116/898) h
>60 1277 16.2% 0711278 7y~

\'
a Prevalencia basada en cultivo de referencia. O\

3

Tabla 3. Prevalencia observada de C. difficile toxiné@por sexo?
O

Sexo N Prevalerﬁ% M difficile toxinégeno
Varones 1074 N138 % (148/1074)
Mujeres 1222 v 15,5 % (190/1222)
a Prevalencia basada en cultivo de referencia \

Eficacia diagnéstica %O
Eficacia clinica

La eficacia diagnostica del ensayo Xpert C. difficile,se éterminé en un estudio de investigacion prospectivo multicéntrico en
siete centros de EE. UU. y Canada mediante lac racion del ensayo Xpert C. difficile con un cultivo de referencia seguido
de una prueba de citotoxicidad celular en los aislados?

muestra de heces informe sobrante par: arla con el ensayo Xpert C. difficile. La muestra sobrante se envid a un laboratorio
central para analizarla mediante el métod6™del cultivo de referencia y la prueba de aislado de citotoxina B. Cada muestra de
heces se inocul6 sobre una placa dir de agar-fructosa con cicloserina y cefoxitina (CCFA-D) prerreducida y caldo de
manitol, cicloserina y cefo@ti@ taurocolato, lisozima y cisteina (CCMB-TAL). Después de 24 horas, se llevo a cabo un
segunda placa CCFA-E (CCFA enriquecido). De aqui en adelante nos referiremos al método

subcultivo del CCMB-T. \
de cultivo enriquecido % omo «cultivo de referenciay.

Los sujetos incluyeron personas cuya ¢dica ordinaria exigia la prueba de C. difficile. Se obtuvo una parte de cada

En los casos en qu C. difficile de la placa CCFA-D y el aislado fue positivo en el ensayo de citotoxicidad celular, la
muestra se clasi@o «toxigenic C. Difficile positive» (C. difficile toxinégeno positivo) y la placa CCFA-E no se sometio a
analisis adiciongleShEn los casos en los que no se aislé C. difficile de la placa CCFA-D o el aislado fue negativo en el ensayo de

citotoxigid ar, la placa CCFA-E se someti0 a analisis adicionales.
Si la 'A-E fue positiva para C. difficile y el aislado fue positivo en el ensayo de citotoxicidad celular, la muestra se
clasifigo como «C. difficile toxindgeno positivoy. La muestra se notificd como «negativay si la placa CCFA-E fue negativa para

§ ifficile o el aislado fue negativo en el ensayo de citotoxicidad celular.

calcul6 el rendimiento del ensayo Xpert C. difficile en relacion con los resultados del cultivo directo y del cultivo de

10
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19 Resultados generales
Se analizd un total de 2296 muestras mediante el ensayo Xpert C. difficile y el cultivo.
19.1  Rendimiento frente al cultivo directo
En comparacion con el cultivo directo, el ensayo Xpert C. difficile mostrd una sensibilidad para el C. difficile toxinégeno del
98,79 % y una especificidad del 90,82 % (tabla 4).
Tabla 4. Rendimiento del ensayo Xpert C. difficile frente al cultivo directo @
N
Cultivo directo f' ‘\)
C. diff NEG
. Toxina B+ 245 (240) 188 (183) 33 (423
Xpert C. difficile
NEG 3(3) 1860 (1795) \ 863 (1798)
Total 248 (243) 2048 (1978N, 2296 (2221)
Sensibilidad: 9879 % )
Especificidad: 90,82%
Exactitud: %o
VPP2 ,58 %
VPNP 99,83 %
Prevalencia:?., 10,80 %
a Valor predictivo positivo \
b Valor predictivo negativo
() Resultados para Xpert C. difficile en el primer intento O
19.2 Rendimiento frente al cultivo de referencia

S
R

El cultivo de referencia (enriquecido) es un método masg€ensible para la deteccion de C. difficile en pacientes sintomaticos; por

ejemplo, mejora la deteccion de un bajo nimero de
antibioticos y la posible pérdida de viabilidad

Tabla 5.

En comparacion con el cultivo de refer

del 93,49 % y una especificidad del 9

1 transporte de las muestras.

icroorganismos en las muestras debido a un tratamiento anterior con

1 ensayo Xpert C. difficile mostrd una sensibilidad para el C. difficile toxindgeno

(thbla 5).

Rend@do del ensayo Xpert C. difficile frente al cultivo de referencia

‘\\O Cultivo de referencia
‘O C. diff NEG Total
' Toxina B+ 316 (310) 117 (113) 433 (423)
Xpert C. diffic

NEG 22 (22) 1841 (1776) 1863 (1798)

‘ Total 338 (332) 1958 (1889) 2296 (2221)
s&' Sensibilidad: 93,49 %
\Q Especificidad: 94,02 %
K Exactitud: 93,95 %
) VPP2 72,98 %
VPNP 98,82 %
Prevalencia: 14,72 %

a Valor predictivo positivo
b Valor predictivo negativo

() Resultados para Xpert C. difficile en el primer intento

Xpert® C.

difficile
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21

22

Uso de antibiéticos

De los 2296 casos incluidos en el conjunto de datos principal, se inform6 del uso de antibidticos en los 2 meses anteriores a la
recogida de las muestras en 1633 y se confirm¢ la no utilizacion de antibidticos en 570; en 93 casos, no se pudo determinar el
estado respecto al uso de antibidticos. El uso de antibidticos no produjo diferencias estadisticamente significativas en el
rendimiento del ensayo.

Especificidad analitica

Cincuenta y cinco (55) cepas se obtuvieron, cuantificaron y analizaron con el ensayo Xpert C. difficile. Las cepas proc de
la American Type Culture Collection (ATCC), la Coleccion de Cultivos de la Universidad de Géteborg (CCUG), la n
Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ), los Centros para el Control y la Prevencion de 1 dades
(CDC), el Instituto de Salud Publica, Maribor, Eslovenia y el Instituto Sueco para el Control de Enfermedades\Infecciosas

(SMI).

Las especies evaluadas incluyeron diez (10) cepas de C. difficile no toxinogeno y once (11) especies d idium distinto de
C. difficile. Los microorganismos analizados se identificaron como grampositivos (37) o gramnegativ ). Los organismos se
clasificaron ademas como aerobios (24), anaerobios (29) o microaeréfilos (2). \

Cada cepa se analizé por triplicado a concentraciones que abarcaban desde 1,1x10% hasta 2, C/hisopo. Se incluyeron
controles positivos y negativos en el estudio. En las condiciones del estudio, todos los ai& se notificaron como «Toxigenic

C.diff NEGATIVO (Toxigenic C. diff NEGATIVE)». La especificidad analitica fue del 1(%0

Sensibilidad analitica

Se realizaron estudios con el fin de determinar los intervalos de confianza del@ara el limite de deteccion (LD) analitico de
C. difficile diluido en una matriz fecal de origen humano que puede ser detect: or el ensayo Xpert C. difficile. La matriz
fecal consistia de heces liquidas humanas (C. difficile negativas por el pert C. difficile) diluidas en PBS con glicerol al
15 %. E1 LD se define como el niimero minimo de unidades formadoras de colonias (UFC) por hisopo que pueden distinguirse
de forma reproducible de muestras negativas con una confianza de %.

@ zada (UFC/hisopo) de 7 cepas de C. difficile diferentes que
y VIII (uno de cada cepa).

Se evaluaron réplicas de 20 a cada concentracion de C. diffic
representaban los toxinotipos 0 (dos cepas), III (dos cepa

La estimacion y los intervalos de confianza se determinaron mediante regresion logistica con datos (niimero de resultados
positivos por nimero de réplicas de cada nivel) en doﬁ rango de UFC analizadas. Los intervalos de confianza se
determinaron utilizando estimaciones de maxi similitud de los parametros del modelo logistico, utilizando la matriz de
varianzas y covarianzas de muestras de gran tl% s estimaciones puntuales del LD y los intervalos de confianza superior e
inferior del 95 % para cada toxinotipo e analizado se resumen en la tabla 6.

Tabla 6. |IW|OS de confianza del 95 % para el LD analitico — C. difficile

- Y LD95 % (UFC/ IC del 95 % IC del 95 %

ID de la cepa Toxinotipo hisopo) inferior superior
VPI 10463 (CCUG 0 255 190 632
90556-M6S ( 9) 0 460 419 587
LUMC-1 (02& 31/BI)a 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 PCR-ribotipificacion/electroforesis en gel de campo pulsado/analisis con endonucleasas de restriccion

Los resultados de este estudio indican que el ensayo Xpert C. difficile producira un resultado positivo para C. difficile el 95 % de
las veces con una confianza del 95 % para una muestra fecal que contenga 460 UFC.
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Ademas de la determinacion del LD, se analizaron con el ensayo Xpert C. difficile 18 cepas de C. difficile que representaban
12 variantes de toxinotipos, incluidos 4 aislados de 027/NAP1/BI toxinotipo III. Se seleccionaron cepas de C. difficile que
representaban, en lineas generales, la mayoria de los toxinotipos de C. difficile que se encuentran en la practica. Los cultivos
madre se prepararon mediante la suspension del crecimiento bacteriano de placas de agar en tampon PBS con un 15 % de
glicerol. La concentracion de cada cultivo madre se ajustd a 1,4-5,9 unidades McFarland. Todas las cepas se diluyeron
serialmente hasta aproximadamente 900 UFC/hisopo y se analizaron por triplicado.

En las condiciones de este estudio, el ensayo Xpert C. difficile identificd correctamente todos los 18 toxinotipos analizado
como «Toxigenic C.diff POSITIVO (Toxigenic C. diff POSITIVE)». El grupo incluia 8 toxinotipos que también habian si
notificados como positivos para la produccion de toxina binaria (CDT). Todos fueron CDT positivos con el ensayo

C. difficile. Los cuatro aislados 027/NAP1/BI que representaban el toxinotipo III fueron identificados correctapi€fite o
«Toxigenic C.diff POSITIVO (Toxigenic C. diff POSITIVE)». z ’

23 Sustancias interferentes Q
Se analizaron 21 sustancias bioldgicas y quimicas usadas ocasionalmente o encontradas en muestras m con el ensayo
Xpert C. difficile para determinar posibles interferencias. Las sustancias potencialmente interfer \ eron, entre otras,
las siguientes: crema Vagisil y pasta de 6xido de zinc. Las 19 sustancias indicadas en la tabla 7 e& raron interferencia
detectable con el ensayo Xpert C. difficile.
$
Tabla 7. Sustancias analizadas que no interfiriero n el ensayo
Sustancia ‘\’Sustancia

Recogida de sangre completa K-Y Jelly/Gelée

Hospital Universitario Karolinska McNeil-P

Mucina (porcino) Vase \)

Sigma W@r

Kaopectate® ?Hax(@

Chattem . ehringer Ingelheim Pharmaceuticals

Imodium® 7| Toallitas portatiles Preparation H

McNeil-PPC ‘\* Wyeth Consumer Healthcare

Pepto-Bismol® Q‘ ¢ Pelicula vaginal anticonceptiva (VCF)

Procter & Gamble Q Apothecus Pharmaceutical

Preparation H® Vancomycin

Wyeth Consumer Healthc% Fluka

Fleet® ’\\) Metronidazol

CB Fleet Company {x\ Actavis

Grasas fecales N\ &/ Anusol® Plus

Hospital Un&é@) Karolinska TM Warner-Lambert Company

Monis ®. N E-Z-HD™ sulfato de bario de alta densidad para suspension

McNeiFRPe€ E-Z-EM Canada

e&\ev hidrocortisona

ms Drugs

eproducibilidad
Se analiz6 un grupo de 7 muestras con concentraciones variables de C. difficile toxinogeno y C. difficile, 027/NAP1/BI en
10 dias diferentes por dos usuarios distintos en cada uno de los tres centros (7 muestras x 2 usuarios/dia x 10 dias x 3 centros).
Se utiliz6 un lote del ensayo Xpert C. difficile en cada uno de los 3 centros de analisis. Los ensayos Xpert C. difficile se
realizaron de acuerdo con el procedimiento del ensayo Xpert C. difficile. Los resultados se resumen en las tabla 8 y tabla 9.

Xpert® C. difficile 13

300-8023-ES, Rev. G Octubre de 2019



Xpert® C. difficile

Tabla 8. Resumen de resultados de reproducibilidad (todos)

% de concordancia®

ID de la muestra

Centro 1

Centro 2

Centro 3

% de concordancia
total por muestra

Negativo

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (20/20)

C. difficile toxindgeno

100 % (60/60) ﬁ%

it 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100% (50
gc');’t’?z‘;”ggfox'“oge”° 100 % (20/20) 85 % (17/20) 85 % (17/20) 90,Q % 154/60)
C. qifﬁc”e tO(;‘i”"’ge”O 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (20/20) b (60/60)
positivo moderado \\\

22;; "t‘l/\jg’;’lf‘o' 100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (20120), )\ 100 % (60/60)

027/NAP1/BI positivo
bajo

027/NAP1/BI positivo
moderado

95 % (1 \
@'0 /20)

97,1 % (136/140) 1Du1 % (136/140)

100 % (20/20) 95 % (19/20) 96,7 % (58/60)

100 % (20/20) 100 % (20/20) 100 % (60/60)

% de concordancia

0,
total por centro 100 % (1407140)

98,1 % (412/420)

a Para muestras negativas y negativas altas, el % de concordancia = (n.° d@lt;dos negativosftotal de muestras procesadas);
para muestras positivas bajas y moderadas, el % de concordancia = (| résultados positivos/total de muestras procesadas).

Tabla 9. Resumen de resultados dy valor Ct por nivel de muestra y sonda

4
\ SPC
Nivel Prond N\ ¢ DE Y
C. diff toxindgeno neg alto @2, - 0,59 1,83 %
C. diff toxinégeno pos bajo M 0,53 1,66 %
C. diff toxinégeno pos mod ~ 31,98 0,47 1,47 %
027/NAP1/BI neg alto S\ 32,11 0,65 2,03 %
027/NAP1/BI pos bajo 4\ > 31,93 0,72 2,26 %
027/NAP1/Bl pos mod ¢~ &/ 31,96 0,61 1,90 %
Neg ’K(Q 32,26 0,72 2,22 %
KO tcdB
\Q)l Prom DE cv
C. diQoxir%geno neg alto 39,59 0,70 1,77 %
» C{d Bxinogeno pos bajo 35,88 0,81 2,24 %
%.Wf toxindgeno pos mod 32,17 0,45 1,39 %
"627/NAP1/BI neg alto 39,11 0,98 2,50 %
027/NAP1/BI pos bajo 35,49 0,58 1,65 %
027/NAP1/BI pos mod 32,10 0,63 1,97 %

14 Xpert® C. difficile
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Se analiz6 un grupo adicional de 6 muestras, tres negativas y tres negativas altas de C. difficile toxindgeno, en 5 dias diferentes
por dos usuarios distintos en cada uno de los tres centros (6 muestras x 2 usuarios/dia x 5 dias x 3 centros). Las muestras
negativas altas se prepararon a una concentracion por debajo del LD tal que se esperaba que dieran un resultado negativo el

20 % al 80 % de las veces. Se utiliz6 un lote del ensayo Xpert C. difficile en cada uno de los 3 centros de analisis. Los ensayos
Xpert C. difficile se realizaron de acuerdo con el procedimiento del ensayo Xpert C. difficile. Los resultados se resumen en la

tabla 10.

Tabla 10. Resumen de los resultados de muestras de reproducibilidad adicionales

% de concordancia®

ID de la muestra

Centro 1

Centro 2

Centro 3

ordancia total
2 r muestra

Negativo

100 % (30/30)

100 % (30/30)

100 % (30/30)% b

100 % (90/90)

C. difficile
toxindgeno
negativo alto®

60,0 % (18/30)

60,0 % (18/30)

53,3 % (Q\

57,8 % (52/90)

2 (n.° de resultados negativos/total de muestras negativas altas procesadas)
b 20-80 % de concordancia esperado para muestras negativas altas

QO
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26 Asistencia

Para obtener asistencia, pongase en contacto con Cepheid utilizando uno de los medios de contacto siguientes. Cuando llame o
envie un mensaje electronico, no olvide indicar el numero de serie del instrumento y la identificacion del lote de reactivos.

Oficinas centrales corporativas

Oficinas centrales europeas

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
EE. UU.

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
Francia

O

Qd

Teléfono: + 1 408 541 4191

Teléfono: + 33 563 825 300

Fax: + 1 408 541 4192

Fax: + 33 563 825 301

>

www.cepheid.com

www.cepheidinternational. conll\w

27 Asistencia técnica O
Antes de ponerse en contacto con el servicio técnico de Cepheid, retina la 1nformac1on

<&

Nombre del producto
Numero de lote
Numero de serie del instrumento

Mensajes de error (si los hubiera)

QO

Version de software y, si corresponde, «Service Tagy (numero&'era'cio técnico) del ordenador.

)

Region

Teléfonov

Correo electrénico

EE. UU.

+ 1888 ;38‘3222

techsupport@cepheid.com

Australia y Nueva Zelanda

+ 1800 130 821
001 028

techsupportANZ@cepheid.com

v v

ES)I(gei;at;uPrgéses Bajos y n\+ 33563 825319 support@cepheideurope.com
Brasil y Latinoamérica v + 55 11 3524 8373 latamsupport@cepheid.com
China + 86 021 5406 5387 techsupportchina@cepheid.com
Francia C) + 33 563 825 319 support@cepheideurope.com
Alemania +49 69 710 480 480 support@cepheideurope.com
;“g'fi"éi”g K€ butén, Nepa +91 11 48353010 techsupportindia@cepheid.com

Italia‘(\ -

+ 39 800 902 567

support@cepheideurope.com

+ 351800913 174

support@cepheideurope.com

+34 919 90 67 62

support@cepheideurope.com

é&m

AT
udafrica

+27 8612276 35

support@cepheideurope.com

Reino Unido

+44 3303 332 533

support@cepheideurope.com

Otros paises europeos, de
Oriente Proximo y africanos

+ 33 563 825 319
+9714 253 3218

support@cepheideurope.com

Otros paises no indicados
anteriormente

+ 1408 400 8495

techsupport@cepheid.com

La informacién de contacto de otras oficinas de Cepheid esta disponible en nuestro sitio web www.cepheid.com o
www.cepheidinternational.com, en el apartado ASISTENCIA (SUPPORT). Seleccione la opcion Ponerse en contacto con
nosotros (Contact Us).
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28 Tabla de simbolos

Significado

Numero de catalogo

Producto sanitario para diagnéstico in vitro

No volver a utilizar

— [72]
< —
SHIETE
o

LO

|

Cadigo de lote

Consultar las instrucciones de uso

Precaucion

Fabricante

Pais de fabricacion

S

Contiene una cantidad suficiente para <n>

ruebas
f?.._

L Control

Fecha de caducidad

Limites de temperatura

y 4
Riesgos bioldgicos

Para uso excl}a@\rec,eta

\
»;0(\
Cepheid (b.

904 Caribbean@
Sunnyvale, C«K 9
EE. U 0

Teléf L&1 408 541 4191
F:&%OS 541 4192
W.cepheid.com
IVD

‘ Ewwlﬁgz%@

N

18
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