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@
Apenas para utilizagdo em diagndstico in vitro O
1 Nome proprietario

Xpert® Carba-R 6

2 Nome comum ou usual
Ensaio Xpert Carba-R

e
%

3 Utilizagao prevista do dispositivo
O ensaio Xpert Carba-R, realizado nos Sistema do instrumento GeneXpert® ¢ um teste @&dragnostico in vitro qualitativo

destinado a detegdo e diferenciacdo das sequéncias genéticas blaypc, blagpys bZaV vt A48 € blapp associadas a ndo-
suscetibilidade a carbapenemos. O teste utiliza a reacdo em cadeia de polimer automatica em tempo real.

O ensaio Xpert Carba-R tem como objetivo auxiliar no controlo da infecéio natdetegao de bactérias ndo suscetiveis a
carbapenemos que colonizam pacientes em unidades de cuidados de satdeg,Um resultado negativo no ensaio Xpert Carba-R nio
exclui a presenga de outros mecanismos de resisténcia.

O ensaio Xpert Carba-R destina-se a ser utilizado com os seguintes s de amostra:
Colédnias puras
O ensaio ¢ efetuado com colonias puras de Enterobacteria mAdbinetobacter baumannii ou Pseudomonas aeruginosa nao-

suscetiveis a carbapenemos, quando cultivadas em agar sangudwou agar MacConkey. Para testes de colonias puras, o ensaio Xpert
Carba-R deve ser utilizado juntamente com outros testes dfboratoriais, incluindo testes de suscetibilidade anti-microbiana

fenotipica.
A identificagdo de um gene blayp, blaypy ) ara uma metalo-beta-lactamase (ou seja, os genes que codificam as
metalo-beta-lactamases IMP, NDM e VIM ctivamente) pode ser utilizada como um auxiliar para os médicos para a

determinag@o de estratégias terapéutica @ riadas para pacientes com infegdes bacterianas ndo suscetiveis a carbapenemos
conhecidas ou suspeitas.

Amostras de zaragatoa retal @Q-retal
O ensaio ¢ efetuado com amos aragatoa retal e peri-retal de pacientes em risco de colonizagdo intestinal com bactérias ndo
suscetiveis a carbapenem cessarlas culturas concomitantes para recuperar microrganismos para tipagem epidemiologica,
testes de suscetibilidad 1 croblana e para posterior identificacdo confirmatéria de bactérias.

an

O ensaio Xpert Car do efetuado com amostras de zaragatoa retal e peri-retal, ndo se destina a orientar ou monitorizar o
tratamento de infeco8s bacterianas ndo suscetiveis a carbapenemos ou a determinar se se trata de uma infegdo bacteriana nao
suscetivel a ca emos.

O
&

o)
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4 Resumo e explicagao

A proliferacdo global das espécies produtoras de carbapenemase Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
(isto €, organismos ndo suscetiveis a carbapenemos [carbapenem non-susceptible organisms, CNSO]) ¢ um problema médico e de
saude publica critico.'»? Estas bactérias sdo muitas vezes resistentes a todos os agentes beta-lactdmicos e frequentemente co-
resistentes a varias classes de outros agentes antimicrobianos, havendo muito poucas opg¢des de tratamento restantes.’ Seguir a
proliferacdo de CNSO torna-se complicado devido a diversidade de enzimas hidrolisantes de carbapenemos que tém surgido e
capacidade de proliferacdo dos genes entre varias espécies de bactérias. Alguns dos genes de resisténcia, como os determin:
de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) estdo associados a linhagens clonais bem sucedidas de bactérias (por e

K. pneumoniae ST258),4 que tém uma vantagem seletiva em unidades hospitalares onde a utilizagdo antimicrobiana ¢ - As
oportunidades para a transmissdo de organismos sdo normalmente frequentes, com maior disseminagdo dos ge e éncia
através de plasmideos transmissiveis e integrdes. A estirpe K. pneumoniae ST258 tem provocado varias epidemiias glgbais,
especialmente nos Estados Unidos! e em Israel.’ De forma semelhante, os organismos contendo o gene qucodifica metalo-beta-
lactamase Nova Deli (NDM) foram introduzidos na Europa por pessoas que, em muitos casos, visitaram ai ou o Paquis‘c@lo.6
Um terceiro mecanismo de resisténcia a carbapenemos, por intermédio de metalo-beta-lactamase Vg ro@ ada por integrdes
(VIM), tem constituido ha varios anos uma preocupagdo na Europa. Metalo-beta-lactamases adici x o0 as da classe
imipenemase (IMP), t€m sido reconhecidas ha muitos anos no Japao e em outros paises asiatic x erando-se agora
globalmente.3 Além disso, a oxacilinase da classe D, OXA-48, que efetua frequentemente a o da resisténcia de baixo
nivel a carbapenemos, esta agora a proliferar-se rapidamente na Europa.7’8 Atualmente, o x padrio para detetar pacientes
com colonizagdo por organismos ndo suscetiveis a carbapenemos ¢ a cultura de amostr: ragatoas retais ou peri-retais em
placas de agar seletivas gram-negativas, como agar MacConkey, seguida por testes tibilidade antimicrobiana de colénias
fermentadoras de lactose, ou a utilizagdo de meios de agar de rastreio seletivo pmro método ¢ trabalhoso e podera exigir
varios dias para gerar um resultado final, enquanto a ultima abordagem varia égnsideravelmente quanto a sensibilidade e
especificidade conforme o meio seletivo utilizado.

suscetivel a carbapenemos ¢ portador de uma destas cinco classes co s de genes de resisténcia a carbapenemos seria uma ajuda
significativa para programas de controlo de infe¢des, especialmerte dugrante surtos, dado que poderia potencialmente: 1)
identificar o gene especifico de resisténcia presente no orgagai ¢'2) diferenciar aqueles organismos com os genes de resisténcia
a carbapenemos transmissiveis mais comuns que codificam chzimas carbapenemases dos organismos que sio resistentes devido a
outras beta-lactamases e/ou alteragdes na parede celular d}organismo e que ndo exigem necessariamente a colocagdo do paciente
num ambiente com precaugdes de contacto.

Um método rapido e exato para determinar se uma amostra de zaraffttoa@ou peri-retal ou um isolado bacteriano nio

Os desafios terapéuticos associados as EnterobN ae resistentes aos carbapenemos criaram uma sensibilizagdo acentuada

relativa a necessidade de uma rapida detecdo € dagmplementacido de medidas eficazes para a contengdo e a prevengdo da

transmissdo. Agentes antimicrobianos, o, associagdes de beta-lactdmico/inibidor da beta-lactamase tém uma atividade

diversificada contra bactérias produtora! % talo-beta-lactamases. Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a

presenca de genes blapyp, blayyy eblanpy que codificam metalo-beta-lactamase em colonias puras dos organismos indicados
1ﬂ<a St

podem ser Uteis para determinar ratégia terapéutica que inclua associagdes de beta-lactdmico/inibidor da beta-

lactamase 10,11,12,13,14

5 Principio do procedimento
O sistema de instrui eneXpert automatiza e integra a preparagdo de amostras, a extragdo e amplificagdo de acidos
nucleicos e a dete equéncia-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR em tempo real. Os
sistemas so ¢ idos por um instrumento, um computador e software pré-carregado para a execucdo de testes e visualizagdo
dos resulta sistemas requerem a utilizacdo de cartuchos descartaveis, de utilizagdo inica, que contém os reagentes de PCR
¢ onde sse processo. Dado que os cartuchos sdo independentes, ¢ minimizada a contaminagdo cruzada entre amostras.
Para crigdo completa do sistema, consulte o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx ou o Manual do utilizador do
Sis. eneXpert Infinity.

ge:saio Xpert Carba-R inclui reagentes para a detegdo de sequéncias de genes blaygpc, blanpn, blayiv, blagxa-ag € blapp, bem
q o um controlo de processamento da amostra (SPC) para controlo do processamento adequado da bactéria alvo e para indicar a
resenca de inibidor(es) na reagdo PCR. O SPC também assegura que as condigdes da reagdo PCR (temperatura e tempo) sdo
apropriadas para a reagdo de amplificag@o e que os reagentes da PCR estdo funcionais. Um controlo interno adicional, o controlo
de verifica¢@o da sonda (Probe Check Control, PCC) verifica a reidratagdo dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR no
cartucho, a integridade da sonda e a estabilidade do corante.

Os iniciadores e sondas no ensaio Xpert Carba-R detetam sequéncias exclusivas para as sequéncias de genes blagpc (KPC),
blaypy (NDM), blayyy (VIM), blagx s g (OXA-48) e blapp (IMP) associadas a ndo suscetibilidade a carbapenemos em
bactérias Gram-negativas.

2 Xpert® Carba-R
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6.1

4

Nota

Nota

6.3

(<O

Reagentes e instrumentos

Materiais fornecidos
O kit do ensaio Xpert Carba-R contém reagentes suficientes para processar 10 amostras. O kit contém o seguinte:

Cartuchos do ensaio Xpert Carba-R com tubos de reagao integrados 10
+ Esfera 1, Esfera 2, e Esfera 3 (secagem por congelamento) 1 de cada por
cartucho

* Reagente 1 3 ml por (¢]
* Reagente 2 (cloreto de guanidina) 2,5 rtucho
Frascos de reagente de amostra do ensaio Xpert Carba-R EO

* Reagente de amostra
\\ 1

CD
+ Ficheiros de definicdo do ensaio (Assay Definition Files, ADF) @
* Instrugdes para importar ADF para o software Q\'

* Instrugdes de utilizagdo (folheto informativo)
Cy

As Fichas de Dados de Seguranca (Safety Data Sheets, SDS) estao dispom’veistww.cepheid.com ou
www.cepheidinternational.com, no separador ASSISTENCIA (SUPPORT).

A seroalbumina bovina (Bovine Serum Albumin, BSA) presenteqas @ sras deste produto foi produzida e fabricada a partir de
plasma bovino proveniente exclusivamente dos EUA. Os anjmais\Wa®foram alimentados com nenhuma proteina de ruminante ou

outra proteina animal e foram aprovados nos testes ante- e pdgt-mortem. Durante o processamento, ndo houve mistura do material
com outros materiais de origem animal.

| por cartucho
Pipetas de transferéncia descartaveis (1,7 ml)

£
Conservagao e manuseamento %
. Conserve os cartuchos do ensaio Xpert x{ tre 2 °C e 28 °C.
. Nao abra a tampa do cartucho até @to para realizar o teste.
. Nao utilize reagentes ou cartuchos nham ultrapassado o prazo de validade.
. O reagente de amostra ¢ um dquidp transparente e incolor. Nao utilize o reagente de amostra se este ficar turvo ou descolorido.
. Utilize o cartucho no . e 30 minutos depois de abrir a tampa.

. Nao utilizar um ca o'‘eom fuga.
Materiais necessari s nao fornecidos
. Sistemas d@nento GeneXpert Dx ou sistemas GeneXpert Infinity (o numero de catalogo varia consoante a

configura€ao); Instrumento GeneXpert, computador, leitor de coédigo de barras, manual do utilizador.
. &‘ sistema GeneXpert Dx: Software GeneXpert Dx versdo 4.3 ou superior
i itivo de colheita de amostras: Referéncia Cepheid 900-0370
. r sangue (por ex., Remel ™ Blood Agar: nimero de catalogo R01200 ou equivalente)
K Agar MacConkey (por ex., Remel™ MacConkey Agar: nimero de catalogo R01550 ou equivalente)

Discos de 10 pg de meropenemo (por ex., Discos de teste de suscetibilidade antimicrobiana BD BBL"™ Sensi-Disc",
Meropenemo, niimero de catalogo 231704 ou equivalente)

. Pinga estéril

. Ansas de inoculagao de 10 pl estéreis e descartaveis (por ex., Copan: niimero de catdlogo COPS-10, ou Hardy Diagnostics:
numero de catalogo L2002A ou equivalente)

. Agitador de vortice

Xpert® Carba-R 3
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6.4

. Impressora: Caso necessite de uma impressora, contacte a assisténcia técnica da Cepheid para tratar da aquisi¢do de uma
impressora recomendada.

Materiais disponiveis mas nao fornecidos
. Controlo externo multivalente:

Painel de controlo de qualidade Xpert Carba-R M219, nimero de catalogo M219 da Maine Molecular Quality Controls, Inc.
(MMQCI, Scarborough, ME, EUA), como controlo positivo externo (Escherichia coli inativada transportando plasmideo cgm

sequéncias de genes KPC, NDM, VIM, IMP e OXA-48) e controlo negativo externo (E. coli inativada).

. Controlos externos individuais:
Bactéria K. pneumoniae produtora de carbapenemase KPC-2 (ntimero de catdlogo ATCC BAA-1705); K. pneum

NDM-1 (nimero de catalogo ATCC BAA-2146); K. pneumoniae VIM-1 (nimero de catalogo NCTC 13439); K. moniae

OXA-48 (numero de catalogo NCTC 13442); e Escherichia coli IMP-1 (nimero de catdlogo NCTC 13476 controlos
positivos externos.

Adverténcias e precaugoes

. Apenas para utilizagdo em diagnostico in vitro. \\Z

. Para utilizacdo apenas com receita médica.

. Trate todas as amostras biologicas, incluindo os cartuchos usados, como sendo capaze: &nsmitir agentes infeciosos. Dado
que ¢ frequentemente impossivel saber quais as amostras biologicas que poderao sgr 1 osas, todas devem ser tratadas
aplicando as precaugdes padrdo. Orientagdes para o manuseamento de amostra; isponiveis nos Centers for Disease
Control and Prevention" ¢ dos EUA ¢ no Clinical and Laboratory Stan S te.!”

. Siga os procedimentos de seguranga da sua institui¢do para trabalhar com tos quimicos e manusear amostras biologicas/

placas de agar com colonias puras.

. As amostras bioldgicas, os dispositivos de transferéncia e os camg ch(@a:dos devem ser considerados como sendo capazes de
transmitir agentes infeciosos, exigindo precaucdes padrio. Si procedimentos relativos a residuos ambientais da sua
institui¢ao relativamente a eliminagdo correta de cartuchi
caracteristicas de residuos quimicos perigosos que ex cedimentos de eliminag@o nacionais ou regionais especificos.
Se as regulamentag¢des nacionais ou regionais ndo dispomipilizarem uma indicagéo clara sobre a eliminagéo correta, as
amostras biologicas e os cartuchos usados devem sepeliminados de acordo com as diretrizes relativas a0 manuseamento e a
eliminagéo de residuos médicos da OMS (Orgahizacdo Mundial da Satde).

. Recomenda-se o seguimento das boas pratic: aboratorio, incluindo a troca de luvas entre 0 manuseamento de amostras,
para evitar a contaminag@o de amosta reagentes.

. Na&o substitua o reagente de amos nsaio Xpert Carba-R por outros reagentes.

. Naéo abra a tampa do cartuch ensaio Xpert Carba-R até estar pronto para adicionar a amostra.

. Naio utilize um cartucho 1 caido depois de o ter retirado da embalagem.

. Nao agite o cartuch y u deixar cair o cartucho apds a abertura da respetiva tampa pode produzir resultados invalidos.

. Nao coloque o 6 D da amostra na tampa do cartucho ou no rétulo do cédigo de barras.

. Cada Caﬁu@ 1zagdo Unica do ensaio Xpert Carba-R ¢ utilizado para processar um teste. Nao reutilize cartuchos gastos.

artucho que tenha um tubo de reagdo danificado.

tualidade da contaminagdo da area de trabalho ou do equipamento com amostras ou controlos, limpe bem a area
ntdminada com uma solucdo de lixivia de cloro doméstica com diluicdo 1:10 e depois repita a limpeza da area de trabalho
m etanol a 70%. Secar as superficies de trabalho até secarem completamente antes de prosseguir.

. Nio utiliﬁrrl
. U pas e luvas. Troque de luvas entre o processamento de cada amostra.
5
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8 Perigos quimicos

18,19

Pictograma de perigo GHS da ONU: @
Palavra-sinal: ATENCAO
Recomendacdes de prudéncia GHS da ONU

. Prevencao
. Lavar cuidadosamente ap6s manuseamento. :%

. Usar luvas de protegdo/vestuario de protecao/protecdo ocular/protecdo facial.
. Resposta O
. SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete ¢ 4gua abundantes. Q
. Tratamento especifico, ver informagao de primeiros-socorros suplementar. b
. Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar. @
. Em caso de irritagdo cutdnea: consulte um médico. \\

. SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosam agua durante varios minutos.
Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continuar a e

. Caso a irritagdo ocular persista: consulte um médico.

. Caso sinta indisposicao, contacte um CENTRO DE INFOM\@@\!TIVENENOS ou um médico.

9 Preparagao e conservagao das amostras

Amostras de zaragatoa retal e peri-retal: @
Para saber que zaragatoas usar, consulte Secgdo 6.3, Materiais necesgarios wés nio fornecidos

O

K:
Colheita de uma zaragatoa retal emparelhada: Insira cuidadoﬁ ambas as pontas da zaragatoa aproximadamente 1 cm
para além do esfincter anal e rode suavemente. Consulte is necessarios mas ndo fornecidos” para saber que
zaragatoas usar e a Figura 1 e Figura 2 para exemplos atoas aceitaveis e inaceitaveis para utilizagdo com o ensaio
Xpert Carba-R.

: : y S .
Colheita de uma zaragatoa peri-retal emparelhaga: insira cuidadosamente ambas as pontas da zaragatoa ndo mais de 1 cm na
abertura anal antes do esfincter anal e rod ente.

As zaragatoas dentro do tubo para tran: dém ser conservadas a uma temperatura entre 15 °C e 28 °C durante um
maximo de cinco dias.

A Figura 1 a seguir proporciona er de amostras aceitaveis de zaragatoa para serem utilizadas com o ensaio Xpert
Carba-R e a Figura 2 propor exemplos de amostras de zaragatoa altamente contaminadas que ndo devem ser utilizadas

com o ensaio Xpert Car 6

Exemplos de zaragatoas aceltavels para

testes com o ensaio Xpert Carba-R

Figura 1. Exemplos de amostras de zaragatoas aceitaveis para testes com o Xpert Carba-R

Xpert® Carba-R 5
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Exemplos de zaragatoas muito contaminadas
Nao utilize com o ensaio Xpert Carba-R

Figura 2. Exemplos de amostras de zaragatoas inaceitaveis para t com o ensaio Xpert Carba-R

Isolados bacterianos: g ;

1. Os organismos devem ser identificados e o estado de néo suscetibilidade penemos deve ser determinado em
conformidade com o folheto informativo atual aprovado pela FDA UA e com a versdo mais recente da orientagdo
M100?° do CLSI antes da realizagdo de testes no ensaio Xpert Carba.

2. Contamine uma placa de agar sangue ou MacConkey com o igmo, cultive em riscas para isolamento e coloque um disco
de 10 pg de meropenemo no primeiro quadrante de risca: antir que o isolado retém a sua ndo suscetibilidade a
carbapenemos.

Incube a placa a 35 °C durante 18-24 horas a tempc?tura ambiente.

4.  Utilize o método direto de suspensdo de colonia8, tocando nas coldnias isoladas com uma zaragatoa ou ansa para preparar uma
suspensao de McFarland 0,5 do isolado bax conforme descrito na norma aprovada pelo CLSI M07.2! Os passos

também sdo descritos abaixo. Q
A.  Produza uma suspenséo da 'a isoladas selecionadas de uma placa de agar (por ex., um meio ndo seletivo como
agar sangue que tenha sido thgubado durante 18 horas a 24 horas) diretamente em meio liquido ou soro fisiologico.

B.  Ajuste a suspensio p ingir uma turvagdo equivalente ao padrdo de McFarland 0,5. Isto produz uma suspenséo com
aproximadamente 10° UFC/ml para E. coli ATCC (American Type Culture Collection) 25922.
-

C.  Utilize um dix& otométrico ou luz adequada, se realizado visualmente, para comparar o tubo do inéculo e o
padrio de I\@ d 0,5 com um cartdo com um fundo branco e linhas pretas contrastantes.
10 Procediment

10.1  Preparagao { cho

Importante CoquTlcho no instrumento GeneXpert no periodo de 30 minutos apds a adigao da amostra ao
cartu
X ¥

I.ermva um cartucho do ensaio Xpert Carba-R, um frasco de reagente de amostra e uma pipeta de transferéncia do kit. Abra o
rasco de reagente de amostra.

0. Para adicionar a amostra ao cartucho:
. Para amostras de zaragatoa retal ou peri-retal, para adicionar a amostra de zaragatoa ao cartucho:

. Para zaragatoas emparelhadas, coloque uma zaragatoa no frasco de reagente de amostra. Coloque novamente a
zaragatoa ndo utilizada no tubo para transporte e conserve.

Consulte a Secgao 9 para obter as condi¢cdes de conservagao das amostras de zaragatoa retal ou peri-retal. A segunda zaragatoa

Nota restante pode ser utilizada para a repetigao de testes.

6 Xpert® Carba-R
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Nota Consulte Secgdo 14, Procedimento de repetigdo do teste para repetir o teste para amostras de zaragatoa retal ou peri-retal.

. Segure na zaragatoa pela haste perto do bordo do frasco, levante a zaragatoa para cima alguns milimetros do fundo do
frasco e dobre a haste sobre a extremidade do frasco de modo a quebra-la na marca do entalhe, deixando a zaragatoa
suficientemente curta para permitir que caiba no frasco e a tampa fique bem fechada.

. Para isolados bacterianos, para adicionar a suspensdo de McFarland 0,5 do isolado ao cartucho:

. Agite a suspensdo de McFarland 0,5 num agitador de vortice. Utilizando uma ansa de 10 pl, transfira 10 pl da s &
de McFarland 0,5 para um frasco de 5 ml de reagente de amostra. Gire a ansa no reagente de amostra trés 0
e

minimo. Apds o teste inicial, a amostra restante no frasco de reagente de amostra pode ser conservada gfiffe °C
durante até cinco dias caso seja necessario repetir o teste.
LN
Nota Consulte Seccéo 14, Procedimento de repeticdo do teste para obter instrugdes sobre como repetir o teste par@)stras de isolados
bacterianos.
s
TN/

Nota

Garanta que a ansa de 10 pl esta cheia com a amostra e que a suspensao da amostra na ansa na \)ta ao transferir a
suspensdo de McFarland 0,5 para o reagente de amostra.

Feche bem a tampa do frasco de reagente de amostra e agite no agitador de vortice &gade elevada durante 10 segundos.

4.  Abra atampa do cartucho. Abra a tampa do reagente de amostra. Utilizando a pi e transferéncia fornecida, aspire a
amostra preparada (reagente de amostra contendo a amostra do Passo 2) cd0 na pipeta (aproximadamente 1,7 ml;
ver Figura 3) e, de seguida, transfira o material para a abertura grande da\gdmafa da amostra (ver Figura 4) do cartucho do

ensaio Xpert Carba-R.

5. Feche a tampa do cartucho e coloque o cartucho no instrumento Ge@ﬁ no periodo de 30 minutos apds a adi¢do da
amostra ao cartucho.

&;ura 3. Pipeta de transferéncia para transferir amostra para o cartucho

Camara de amostra
(abertura grande)

Figura 4. Cartucho do ensaio Xpert Carba-R (vista superior)
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10.2

Importante

Nota

Nota

Iniciar o teste

Antes de iniciar o teste, certifique-se de que o ficheiro de definicdo do ensaio Xpert Carba-R foi importado
para o software. Esta secgao discrimina os passos basicos para executar o teste. Para obter instrugoes
detalhadas, consulte o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator
Manual) ou o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Infinity (GeneXpert Infinity System Operator
Manual).

Os passos a seguir poderao ser diferentes se o administrador do sistema tiver alterado o fluxo de trabalho predefinido d
O fluxo de trabalho predefinido é descrito abaixo. 6

1. Ligue o sistema do instrumento GeneXpert:

. Se estiver a utilizar o instrumento GeneXpert Dx, comece por ligar o instrumento e, de seguida,énputador. o
software GeneXpert iniciard automaticamente ou pode ser necessario clicar duas vezes no i talho do software
GeneXpert Dx no ambiente de trabalho do Windows®.

ou
. Se utilizar o instrumento GeneXpert Infinity, ative o instrumento. O software Xi & ciard automaticamente ou
pode ser necessario clicar duas vezes no icone de atalho do software Xpertlse ente de trabalho do Windows.

2. Inicie sessdo no software do sistema do instrumento GeneXpert utilizando o se e utilizador e palavra-passe.

3. Najanela do sistema GeneXpert, clique em Criar teste (Create Test) (GefleXp
em Encomendar teste (Order Test) (Infinity).

) ou clique em Encomendas (Orders) e

4.  LeiaaID do paciente (Patient ID) (opcional). Se digitar a ID do paci (Patient ID), assegure-se de que digita a ID do
paciente (Patient ID) correta. A ID do paciente (Patient ID) ¢ a 01a os resultados do teste e ¢ mostrada na janela Ver
resultados (View Results).

5. Leia ou introduza a ID da amostra (Sample ID). Se digita amostra (Sample ID), assegure-se de que digita a ID da
amostra (Sample ID) correta. A ID da amostra (Samp ssociada aos resultados do teste e ¢ mostrada na janela Ver
resultados (View Results).

6.  Leia o codigo de barras do cartucho do ensaio er(Carba-R. Utilizando a informag&o do cddigo de barras, o software
preenche automaticamente as caixas dos i campos: Selecionar ensaio (Select Assay), ID lote de reagente (Reagent

Lot ID), N/S do cartucho (Cartridgeﬂ)é o de validade (Expiration Date).
Se o cadigo de barras no cartucho do Xpert @a
do teste na Secgéo 14.

7. Clique em Iniciar teste (Stat@t) (GeneXpert Dx) ou Enviar (Submit) (Infinity). Introduza a sua palavra-passe se lhe for
solicitada. *

arR nao for lido, configure um novo teste, seguindo o procedimento de repeticao

8. Para o sistema Gene&e&‘ nfinity, coloque o cartucho no tapete rolante. O cartucho sera automaticamente carregado, o teste
sera executado e 0 usado sera colocado no recipiente para residuos.

No caso $emo GeneXpert Dx:

& a porta do moédulo do instrumento com a luz verde a piscar e carregue o cartucho.
eche a porta. O teste comeca ¢ a luz verde para de piscar. Quando o teste termina, a luz verde desliga-se.
Espere até que o sistema destranque o fecho da porta antes de abrir a porta do médulo. De seguida, remova o cartucho.

K D.  Os cartuchos usados devem ser eliminados nos recipientes apropriados para residuos de amostras, de acordo com as
praticas padrao da sua instituigdo.
Visualizagao e impressao de resultados
Esta sec¢do discrimina os passos basicos para a visualizagdo e a impressdo dos resultados. Para obter instrugdes detalhadas
adicionais sobre a visualiza¢do e a impressdo dos resultados, consulte o0 Manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx

(GeneXpert Dx System Operator Manual) ou o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Infinity (GeneXpert Infinity System
Operator Manual).

1. Clique no icone Ver resultados (View Results) para visualizar os resultados.

2. Apods a conclusio do teste, clique no botdo Relatorio (Report) da janela Ver resultados (View Results) para visualizar e/ou
gerar um relatorio em ficheiro PDF.

Xpert® Carba-R
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Controlo de qualidade

Controlos de qualidade integrados
Cada teste inclui um controlo de processamento da amostra e um controlo de verificagio da sonda.

. Controlo de processamento da amostra (Sample Processing Control, SPC) — Assegura que a amostra foi processada
corretamente. O SPC contém esporos de Bacillus globigii, sob a forma de uma esfera seca que esta incluida em cada cartucho
para verificar o processamento adequado da amostra. O SPC verifica se ocorreu a lise da bactéria caso os organismos estej4;
presentes e verifica se o processamento da amostra ¢ adequado. Adicionalmente, este controlo deteta a inibi¢ao do ensaio“de
PCR em tempo real associada a amostra, assegura que as condigdes da reagdo de PCR (temperatura e tempo) sdo ad@ @ as
para a reagdo de amplificac@o e que os reagentes de PCR estdo funcionais. O
O SPC deve ser positivo em amostras negativas e pode ser negativo ou positivo em amostras positivas. O @provado se
preencher os critérios de aceitagdo validados.

. Controlo de verificacido da sonda (Sample Processing Control, PCC) — Antes do inicio da reagéo@ o0 sistema
GeneXpert mede o sinal de fluorescéncia das sondas para monitorizar a reidratagdo da esfera, ogn nto do tubo de reagao,
a integridade da sonda e a estabilidade do corante. A verificagdo da sonda é aprovada se corre\ os critérios de
aceitacdo atribuidos. O

Controlos externos K

Os controlos externos descritos na Sec¢do 6.4 estdo disponiveis, mas nio sdo fornecidos &n ser utilizados em conformidade

com as organizagdes de acreditagdo locais, estaduais e federais, consoante aplicéwelé' e Sempre os controlos externos de

acordo com as instrugdes do fabricante. Q

12 Interpretagao dos resultados
Os resultados sdo interpretados pelo sistema GeneXpert através da medi ¢ sinais fluorescentes e algoritmos de calculo
integrados, sendo mostrados na janela Ver resultados (View Results), Nao apresentadas capturas de ecrd nem interpretagdes
para todas as combinagdes de resultados possiveis com os cinco analiteg alvo no ensaio Xpert Carba-R; contudo, os exemplos que
se seguem sdo indicativos do tipo de resultados que podem s los.
Atabela e as figuras seguintes ilustram apenas exemplos re tivos dos tipos de resultados que se podem esperar com o
Nota . . = Qo o . .
ensaio Xpert Carba-R. Ndo sdo apresentadas todas as cogbln Oes de resultados possiveis com os cinco analitos alvo.
Tabela 1. Resultados repre \%s e interpretagao do ensaio Xpert Carba-R
VN
Resultado Interpretaca \
IMP DETECTADO A sequéncia do -alvo de IMP é detetada; as sequéncias do ADN-alvo de VIM, NDM, KPC
(IMP DETECTED); e OXA-48nag séo detetadas.

VIM NAO DETECTADO
(VIM NOT DETECTED);
NDM NAO DETECTADO
(NDM NOT DETECTED);

KPC NAO DETECTADO 6
(KPC NOT DETECTED

0OXA48 NAO DE

(OXA48 NOT DE )
Consulte a Fi 5.

v

°

@ﬁrerior a definicao limite; as sequéncias do ADN-alvo de VIM, NDM, KPC e OXA-48 estao

< A a@l acdo por PCR do ADN-alvo de IMP apresenta um valor de limite de ciclo (cycle
I

d, Ct) dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) de fluorescéncia

sentes ou sdo inferiores ao nivel de deteg¢édo do ensaio.

SPC: Nao aplicavel. O SPC é ignorado porque a amplificagdo do ADN-alvo de IMP pode
interferir com este controlo.

* PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da sonda sao aprovados.

» As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos, tais como associagées
de beta-lactamico/inibidor da beta-lactamase com atividade limitada ou nula contra
bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases devem ser utilizadas com precaugao.

Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a presenca de genes bla)yp,
blay e blaypy que codificam metalo-beta-lactamase em colénias puras dos organismos
indicados podem ser Uteis para determinar uma estratégia terapéutica em pacientes com
infecbes bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo suscetiveis a carbapenemos.

Xpert® Carba-R
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Tabela 1. Resultados representativos e interpretagao do ensaio Xpert Carba-R (Continuacao)

VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

NDM NAO DETECTADO
(NDM NOT DETECTED);
KPC NAO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 NAO DETECTADO
(OXA48 NOT DETECTED)

Consulte a Figura 6.

Resultado Interpretagao
IMP NAO DETECTADO A sequéncia do ADN-alvo de VIM é detetada; as sequéncias do ADN-alvo de IMP, NDM, KPC
(IMP NOT DETECTED); e OXA-48 ndo sdo detetadas.

valido e um endpoint (ponto final) de fluorescéncia superior a defini¢cdo limite; as sequénci
do ADN-alvo de IMP, NDM, KPC e OXA-48 estdo ausentes ou sao inferiores ao niv
detecdo do ensaio.

» SPC: Nao aplicavel. O SPC é ignorado porque a amplificagdo do ADN-alvo de
interferir com este controlo.

* PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da sonda@ aprovados.

» As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos, t@ 0 associagbes

» A amplificagdo por PCR do ADN-alvo de VIM apresenta um valor de Ct dentro do intervalg

ode

de beta-lactamico/inibidor da beta-lactamase com atividade limi ula contra
bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases devem ser utili com precaugao.
Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a ga de genes bla)p,
blay e blaypy que codificam metalo-beta-lactamase er&’n as puras dos organismos
indicados podem ser Uteis para determinar uma estratégi apéutica em pacientes com
infecdes bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo $uS0 tiveis a carbapenemos.

IMP NAO DETECTADO
(IMP NOT DETECTED);
VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

NDM DETECTADO

(NDM DETECTED);

KPC NAO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 NAO DETECTADO
(OXA48 NOT DETECTED)

Consulte a Figura 7.

As sequéncias do ADN-alvo de VIM e NDM sao tka!; as sequéncias do ADN-alvo de
IMP, KPC e OXA-48 nao sao detetadas.

» A amplificagédo por PCR do ADN-alvo de e NDM apresenta valores de Ct dentro dos

intervalos validos e endpoints (pontos fin@e fluorescéncia superiores as definicdes

limite; as sequéncias do ADN-alvo dedl\P, C e OXA-48 estiao ausentes ou sdo inferiores
ao nivel de detecéo do ensaio.

* SPC: Nao aplicavel. O SPC & 0 porque as amplificagdes do ADN-alvo de VIM e
NDM podem interferir com est&controlo.

+ PCC: APROVADO (PASS);dodos os resultados de verificagéo da sonda s&o aprovados.

» As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos, tais como associagées
de beta-lactémico/m da beta-lactamase com atividade limitada ou nula contra
bactérias produtdra etalo-beta-lactamases devem ser utilizadas com precaugao.

Os resulta saio Xpert Carba-R que demonstrem a presenga de genes bla)p,

blayy e bl ue codificam metalo-beta-lactamase em coldnias puras dos organismos
indicadgs podem ser Uteis para determinar uma estratégia terapéutica em pacientes com
infeg'é\ bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo suscetiveis a carbapenemos.

IMP DETECTADO
(IMP DETECTED);
VIM NAO DETECTADO
(VIM NOT DETECTED);
NDM DETECTADO
(NDM DETECTED);
KPC NAO DET

(KPC NOT DE %);
OXA48 NA TADO
(OXA48 NOT DETECTED)

Qr@a a Figura 8.

@‘6

A ‘s&%@cvias do ADN-alvo de IMP e NDM sao detetadas; as sequéncias do ADN-alvo de
\V C e OXA-48 nao sao detetadas.

o4 Ivamplificagdo por PCR do ADN-alvo de IMP e NDM apresenta valores de Ct dentro dos
\ intervalos validos e endpoints (pontos finais) de fluorescéncia superiores as definicoes
b limite; as sequéncias do ADN-alvo de VIM, KPC e OXA-48 estdo ausentes ou séo inferiores
ao nivel de detecéo do ensaio.
» SPC: Nao aplicavel. O SPC é ignorado porque as amplificagdes do ADN-alvo de IMP e
NDM podem interferir com este controlo.

* PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da sonda sédo aprovados.

» As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos, tais como associagdes
de beta-lactamico/inibidor da beta-lactamase com atividade limitada ou nula contra
bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases devem ser utilizadas com precaugéo.

Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a presencga de genes blajp,
blay e blaypy que codificam metalo-beta-lactamase em colénias puras dos organismos
indicados podem ser Uteis para determinar uma estratégia terapéutica em pacientes com

infe¢cdes bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo suscetiveis a carbapenemos.
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Tabela 1. Resultados representativos e interpretacdo do ensaio Xpert Carba-R (Continuagao)

VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

NDM NAO DETECTADO
(NDM NOT DETECTED);
KPC NAO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 DETECTADO
(OXA48 DETECTED)

Consulte a Figura 9.

Resultado Interpretacao
IMP DETECTADO As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM e OXA-48 sdo detetadas; as sequéncias do
(IMP DETECTED); ADN-alvo de NDM e KPC né&o sé&o detetadas.

« Aamplificagéo por PCR do ADN-alvo de IMP, VIM e OXA-48 apresenta valores de Ct dentr
dos intervalos validos e endpoints (pontos finais) de fluorescéncia superiores as defini¢ad
limite; as sequéncias do ADN-alvo de KPC e NDM estéo ausentes ou sao inferiores a |
de detegdo do ensaio.

SPC: Nao aplicavel. O SPC é ignorado porque as amplificagdes do ADN-al

e OXA-48 podem interferir com este controlo.
a@aprovados.
0 associagbes

PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da sond

tai
de beta-lactamico/inibidor da beta-lactamase com atividade limi %ula contra
bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases devem ser utiI"i com precaugao.

e , VIM

* As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos,
Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a presehca de genes bla)yp,
blay e blaypy que codificam metalo-beta-lactamase er& as puras dos organismos
indicados podem ser Uteis para determinar uma estratégi péutica em pacientes com
infecdes bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo SUSC tiVeis a carbapenemos.

IMP DETECTADO

(IMP DETECTED);

VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

NDM DETECTADO
(NDM DETECTED);
KPC NAO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 DETECTADO
(OXA48 DETECTED)

Consulte a Figura 10.

As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM
ADN-alvo de KPC nao ¢ detetada.
VIM, NDM e OXA-48 apresenta valores de Ct
os finais) de fluorescéncia superiores as

» A amplificagédo por PCR do ADN-alvo de |
Ivo de KPC esta ausente ou € inferior ao nivel de

sao detetadas; a sequéncia do

dentro dos intervalos validos e endpoints

defini¢cdes limite; a sequéncia do AD

detecdo do ensaio.

SPC: Nao aplicavel. O SPC &, porque as amplificagdes do ADN-alvo de IMP, VIM,

NDM e OXA-48 podem interfefig com este controlo.

PCC: APROVADO (PASS);)odos os resultados de verificagdo da sonda sdo aprovados.

» As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos, tais como associagdes
de beta-lactamico/iRi da beta-lactamase com atividade limitada ou nula contra

etalo-beta-lactamases devem ser utilizadas com precaugéo.

bactérias produr@
Os resulta@ saio Xpert Carba-R que demonstrem a presenga de genes bla)p,

blay e bl ue codificam metalo-beta-lactamase em colénias puras dos organismos
indicadgs podem ser Uteis para determinar uma estratégia terapéutica em pacientes com
infecd&s bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo suscetiveis a carbapenemos.

IMP DETECTADO
(IMP DETECTED);
VIM DETECTADO
(VIM DETECTED);
NDM DETECTADO
(NDM DETECTED);
KPC DETECTA
(KPC DETECTER);
OXA48 DEﬂ%t 0
(0XA48{ET TED)
e

a Figura 11.

N

A ‘& é aas do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 sido detetadas.
. k plificagdo por PCR do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 apresenta valores
t dentro dos intervalos validos e endpoints (pontos finais) de fluorescéncia superiores

s defini¢cdes limite.

b + SPC: Nao aplicavel. O SPC é ignorado porque as amplificagdes do ADN-alvo de IMP, VIM,

NDM, KPC e OXA-48 podem interferir com este controlo.

PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da sonda sdo aprovados.

* As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos, tais como associagées
de beta-lactamico/inibidor da beta-lactamase com atividade limitada ou nula contra
bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases devem ser utilizadas com precaugao.

Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a presenca de genes bla)yp,
blay e blaypy que codificam metalo-beta-lactamase em colénias puras dos organismos
indicados podem ser Uteis para determinar uma estratégia terapéutica em pacientes com
infecdes bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo suscetiveis a carbapenemos.

Xpert® Carba-R
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Tabela 1. Resultados representativos e interpretagao do ensaio Xpert Carba-R (Continuacao)

VIM NAO DETECTADO
(VIM NOT DETECTED);
NDM NAO DETECTADO
(NDM NOT DETECTED);
KPC NAO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 NAO DETECTADO
(OXA48 NOT DETECTED)

Consulte a Figura 12.

Resultado Interpretagao
IMP NAO DETECTADO As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 nao sdo detetadas.
(IMP NOT DETECTED); » As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 estao ausentes ou sédo

inferiores ao nivel de detegédo do ensaio.

* SPC: APROVADO (PASS); a amplificagéo por PCR da sequéncia do ADN do SPC *
apresenta um valor de Ct dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) de
fluorescéncia superior a definicéo limite.

* PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da sonda saqlapr 0s.

O
QY

INVALIDO
(INVALID)

Consulte a Figura 13.

A presenga ou auséncia de sequéncias do ADN-alvo de IMP, V I@A KPC e OXA-48 nao
pode ser determinada. Repita o teste de acordo com as in 0es*da Secgédo 14,
Procedimento de repeti¢cdo do teste.

» SPC: FALHOU (FAIL); sem amplificagdo por PCR (i@%ﬂcia do ADN do SPC ou o Ctdo

SPC néo esta dentro do intervalo valido e o endpei nto final) de fluorescéncia é inferior
a defini¢ao limite.

ERRO
(ERROR)

Ivo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 nao
cordo com as instrugdes na Secgdo 14,

A presenca ou auséncia de sequéncias do
pode ser determinada. Repita o teste d
Procedimento de repeti¢do do tes

» SPC: SEM RESULTADO (N )
* PCC: FALHOU (FAIL)*; um ou mais dos resultados de verificacdo da sonda falharam.
O PCC falhou provavelmente porque o tubo de rea¢éo ndo foi adequadamente enchido
ou porque foi detetadoym problema de integridade da sonda.
* Se a verificagdo da s }%oi aprovada, o erro é causado pela falha de um dos componentes
do sistema.

* PCC: APROVADO (PASS); todos os result;dos verificagdo da sonda sdo aprovados.

SEM RESULTADO
(NO RESULT)

A presenca o-‘ aus?rﬁia de sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 nao
pode ser determinéda. Repita o teste de acordo com as instru¢des na Secgéo 14,

Procedinq@ de repeticdo do teste. Nao foram recolhidos dados suficientes para produzir um
result teste (por exemplo, o utilizador parou um teste que estava em curso ou ocorreu

upe de alimentagao).

: SEM RESULTADO (NO RESULT)

QCC: N&o aplicavel

A\
«O

K\Q
(<O

-
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IMP1 DETECTADO;
VIM NAO DETECTADO;
NDM NAO DETECTADO;
KPC NAO DETECTADO;
OXA48 NAO DETECTADO \

RIRRIEL
DIENENIN

Figura 5. Ensaiog€ — IMP Detectado

IMP1 NAO DETECTADO;
VIM DETECTADG

NDM NAO DETECTA 10;
KPC NAO DETECTA
OXA48 NAO DETECTADO

i [/] SF
b 2]
[ 7]
]|
[ [1]
i [7]

Figura 6. Ensaio Carba-R — VIM Detectado
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Nota N&o sdo apresentados exemplos de NDM positivo, KPC positivo e OXA positivo.

(| Resutado  Resultado doanaito | Detane | Erros | Wistorico | Mensagens | Assisténca |
: Nome do ensaio Xpert CARBA-R Versio 1
Resultado do teste | [N = 1207 (65 "
IM DETECTADO;
NDM DETECTADO;
KPC NAO DETECTADO;
, OXA48 NAO DETECTADO e
: f NJ
‘| |ForIn Vitro Diagnostic Use Only.
ﬂé
A N
Legenda
1400 ; i [/] SPC; Principal |4 |
\ VI [/] IMP1; Principal
1200 i /] Vin; Principal
£ 1000 ' vi /| NDM; Principal
2 o 0 i [] KPC; Principal
@ [vi | /| OXA48; Principal
S 600
o
|

Resultado

AT, 2

Nome do ensaio Xpert CARBA-R Versao 1

Resultado do teste

i [/] SPC; Principal ||
¥l [/] IMP1; Principal
[v [/| vim; Principal
[v[/| NDM; Principal
[V [ | KPC; Principal
[vi | /| OXA48; Principal

Fluorescéncia

100

10 20
Ciclos

4

Figura 8. Ensaio Carba-R — IMP e NDM Detectado
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IMP1 DETEC
\VIM DETE

NDM NAO DETE

KPC NAO DETEC ;

OXA48 DETECTADO \

I &I &1 &5 K]
DIENENIN

Figura 9. Ensaio CarbaR=JIMP, VIM e OXA-48 Detectado

IMP1 DETECTADO;
VIM DETECTADO;
NDM DETECT

i [/] SF
b 2]
[ 7]
]|
[ [1]
i [7]

Figura 10. Ensaio Carba-R - IMP, VIM, NDM e OXA-48 Detectado

Xpert® Carba-R
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IMP1 DETECTADO;
VIM DETECTADO;
NDM DETECTADO;
KPC DETECTADO;
OXA48 DETECTADO

RSN
DIENENIN

Figura 11. Ensaio Carba-R - IMF , NDM, KPC e OXA-48 Detectado

IMP1 NAO DETECTADO;
VIM NAO DETECTAD",
NDM NAO DETECTA '0;

i [/] SF
b 2]
[ 7]
]|
[ [1]
i [7]

Figura 12. Ensaio Carba-R — IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 Nao Detectado
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Resultado
Nome do ensaio Xpert CARBA-R Versao 1

Resultado do teste | INVALIDO

| [ForinVir Diagnosic Use Oy ‘\
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Figura 13. Ensai rba-R - Invalido

13 Motivos para repetir o teste

Repita o teste utilizando um cartucho novo (néo reutilize o cartucho) e um frasco de reagente de amostra novo. Para o
procedimento de repetigdo de teste, consulte a x 4, Procedimento de repeti¢do do teste.

. Um resultado INVALIDO (INVALID) idi@ controlo SPC falhou. A amostra néo foi adequadamente processada ou a PCR
foi inibida ou o volume da amostr @ ofada era inadequado.

. Um resultado ERRO (ERROR) indicasgtie o controlo de verificagdo da sonda falhou e que o ensaio foi abortado, possivelmente
devido ao tubo de reagdo naqfefsido adequadamente enchido, a dete¢do de um problema de integridade da sonda de reagente,
a terem sido excedidos o de pressdo maxima, ou ter sido detetado um erro de posicionamento da valvula.

*
. SEM RESULTADO ( LT) indica que os dados colhidos foram insuficientes. Por exemplo, o operador parou um teste
que estava em cu% alimentacdo elétrica falhou.
0

. Se o desempe ntrolo externo ndo for o esperado, repita o teste de controlo externo e/ou contacte a Assisténcia
Técnica daepleid para assisténcia.

14 Procedi o de repeticao do teste

141 Proced de repeticao do teste para amostras de zaragatoa retal e peri-retal
um cartucho novo, um frasco de reagente de amostra novo e uma pipeta de transferéncia nova do kit.

L. e
.\etire a zaragatoa restante do recipiente de transporte.
Insira a zaragatoa num frasco novo de reagente de amostra. Segure na zaragatoa pela haste perto do bordo do frasco, levante a
zaragatoa para cima alguns milimetros do fundo do frasco e dobre a haste sobre a extremidade do frasco de modo a quebra-la na
marca do entalhe, deixando a zaragatoa suficientemente curta para permitir que caiba no frasco ¢ a tampa fique bem fechada.
4. Feche bem a tampa do novo frasco de reagente de amostra e agite no agitador de vortice a velocidade elevada durante
10 segundos.

5. Abraatampa do cartucho. Utilizando a pipeta de transferéncia fornecida, aspire o reagente de amostra até a marcagao na
pipeta e, de seguida, transfira o material para a camara da amostra do cartucho do ensaio Carba-R Xpert.

6.  Feche a tampa do cartucho e coloque o cartucho no instrumento GeneXpert no prazo de 30 minutos. Siga Sec¢@o 10.2, Iniciar
o teste.
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14.2 Procedimento de repeticdo do teste para amostras de isolados bacterianos

1.
2.
3.

Retire um cartucho novo, um frasco de reagente de amostra novo e uma pipeta de transferéncia nova do kit.
Transfira todo o conteudo da amostra restante no frasco de reagente de amostra para o novo frasco de reagente de amostra.

Feche bem a tampa do novo frasco de reagente de amostra e agite no agitador de vortice a velocidade elevada durante
10 segundos.

Abra a tampa do cartucho. Utilizando a pipeta de transferéncia fornecida, aspire o reagente de amostra até a marcagao *

pipeta e, de seguida, transfira o material para a cimara da amostra do cartucho do ensaio Carba-R Xpert.
Feche a tampa do cartucho e coloque o cartucho no instrumento GeneXpert no prazo de 30 minutos. Siga Secc¢do @ ciar
o teste.

Nota

podem produzir resultados falsos negativos.

Para isolados bacterianos, nao realize o procedimento de repeticdo do teste mais do que uma vez, dado queidllw epetldas

15 L'in?itaf;ées . \\®

15.1 Limitagoes gerais

\Q

coldnias puras, ndo se destinando a identificagdo de bactérias. A detegio destas sequé néticas ndo indica a presenca de
organismos viaveis.

O ensaio Xpert Carba-R deteta blaypc, blanpm, blayiv, blagxa-ag € blapyp de amo% gatoa retal e peri-retal e de
©

O ensaio Xpert Carba-R ndo ¢ um instrumento de subtipagem e ndo indica, :I‘l os genes blayp, blayn, blanpwms
blaKPC ou bl“OXA-48-
cterva

Certas espécies de bactérias, como Pseudomonas aeruginosa e Acmetoba umannii, demonstraram apresentar resisténcia

a carbapenemos devido a mecanismos de resisténcia intrinsecos.

Nio se avaliou no estudo a detegdo de outros genes de OXA-c penemase para além de blagx a4 € blagxa_131-

telo ensaio baseiam-se numa comparagio de sequéncias de
genes-alvo disponiveis no GenBank com os oligonuclgétid0s, de iniciador/sonda e a sequéncia de produto da amplificagdo

para cada gene-alvo no ensaio Xpert Carba-R. As pesquisas de analises in silico no BLAST foram realizadas em 2014 e 2015.
Nao foram realizadas analises in silico de sequéncia}de genes de novas variantes introduzidas na base de dados apos 2015
para os cinco genes-alvo.

As analises in silico utilizadas para prever as variantes d

Mutagdes ou polimorfismos nas regioes d&b do iniciador ou da sonda podem afetar a detec@o de variantes atuais, novas
ou desconhecidas de blagpc, blanpy v ldox a-48 € blapyp, originando um resultado falso negativo.

O ensaio Xpert Carba-R ira gerar ltado negativo para IMP ao testar amostras contendo as sequéncias genéticas IMP-7,
IMP-13 ou IMP-14.

Desconhece-se o desempent@nsaio Xpert Carba-R com organismos que integrem genes carbapenemase ndo alvo além de
blaspM, blaSME (5] blaMI

Dado que a detegdo @uenmas de genes blaypc, blanpm, blayiv, blagx a-ag € blapp depende do niimero de organismos
presentes na amogfr esultados fiaveis dependem do manuseamento e da conservagao corretos da amostra.

10 Xpert Carba-R devem ser utilizados como auxiliares de outros métodos disponiveis.

O result ensaio Xpert Carba-R pode por vezes ser INVALIDO (INVALID), devido a uma falha do controlo SPC, ou ERRO
K SEM RESULTADO (NO RESULT), sendo necessaria a repeti¢do do teste, o que podera atrasar a obtengdo de

finais.
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15.2

15.3

16

N

Limitag6es das amostras retais e peri-retais

LimitagGes das coloni

O desempenho do ensaio Xpert Carba-R ndo foi avaliado com amostras de zaragatoa retal ou peri-retal provenientes de
pacientes pediatricos.

Estudos analiticos utilizando associagdes de duas populagdes bacterianas em amostras de zaragatoas manipuladas indicam que
quando uma espécie bacteriana produtora de carbapenemases ¢ inoculada perto do LoD e outra espécie bacteriana produtora
de carbapenemases esta presente com concentragdes iguais ou superiores a 5 X 10° UFC/zaragatoa, o alvo com concentraggo
baixa pode nao ser detetado. A colonizagdo concomitante com dois ou mais organismos produtores de carbapenemases f@i
comunicada com o ensaio Xpert Carba-R, mas é rara. A auséncia de detecdo de um segundo alvo deve ter um impact: im
no controlo do paciente, pois estariam instituidos procedimentos de isolamento para pacientes com algum resulta Qv

para um organismo produtor de carbapenemases.
Podem ser observadas interferéncias com o ensaio Xpert Carba-R com sulfato de bario > 0,1% p/v e Pepto-Bismel
>0,01% p/v em testes com amostras de matriz de zaragatoa retal.

Podem ser observadas interferéncias com o ensaio Xpert Carba-R com sulfato de bario > 0,1% p/y, -Bismol
>0,025% p/v em testes com amostras de matriz de zaragatoas peri-retais. \

Em amostras de zaragatoa retal contendo o alvo VIM, podera ocorrer interferéncia se estiv
concentragdo 0,25% p/v, resultando em valores retardados do limiar do ciclo.

Para além dos grupos de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii tesi@&&s‘mde manipulado, outras ndo-

te gordura fecal com uma

Enterobacteriaceae foram também avaliadas: Pseudomonas stutzeri (1), Pseudomdnas oryzihabitans (1), Pseudomonas
putida (2) e Empedobacter brevis (1). O desempenho do ensaio Xpert Carbas @outras ndo-Enterobacteriaceae para além
destas seis espécies nao foi avaliado e ¢, por isso, desconhecido.

Para amostras de zaragatoa retal, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou uma ¢do da percentagem de concordéncia positiva
(PPA de 55,6%) para a detecdo da sequéncia genética blayy em P onas aeruginosa. Foram observados quatro (4)
resultados falsos negativos com o ensaio com amostras nas quais foi perada Pseudomonas aeruginosa contendo a
sequéncia blay s pelo método de referéncia. &

Para amostras de zaragatoa retal, o ensaio Xpert Carba-R
(PPA de 85,7%) para a detegéio da sequéncia genética bigyp em Acinetobacter baumannii durante o estudo manipulado.
Além disso, foi observada uma baixa % de concordancia total (86,1%) entre centros para o estudo de reprodutibilidade com
amostras contendo concentragdes baixas do Ksﬁo portador da sequéncia genética blapyp.

Os anaerobios resistentes a carbapenemos
Carba-R.

A detegdo de blaypc, blaypm, bl xA-48 €/ou blapp de amostras de zaragatoa retal e peri-retal pode ser de

trou uma reducdo da percentagem de concordancia positiva

Imente presentes em amostras fecais ndo foram avaliados pelo ensaio Xpert

organismos que nao Enterobacter Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii.

O desempenho do ensaio Xp arba-R com isolados suscetiveis contendo as sequéncias genéticas blaypc, blanpm, blayiv,
blagx a-4g €/ou blapp nd; otalmente avaliado.

.
I&X avaliou o desempenho do ensaio Xpert Carba-R com bactérias que ndo sejam Enterobacteriaceae,
sa ou Acinetobacter baumannii. Os organismos devem ser identificados e o estado de ndo
rbapenemos deve ser determinado antes da realizagdo de testes no ensaio Xpert Carba-R.

Para coldnias pur
Pseudomonas
suscetibilid:

Resultad% este incorretos podem ser originados por técnicas de cultura inadequadas, incumprimento do procedimento
re n@ para preparar a suspensio de McFarland 0,5, procedimentos de manuseamento e conservagdo de amostras, erro
técmi oca de amostras ou porque o nimero de organismos na amostra ¢ demasiado baixo para ser detetado pelo teste. Para

B

e dyjtarem resultados incorretos, é necessaria uma cuidadosa conformidade com as instrugdes deste folheto.
albc

es esperados

estudo clinico do ensaio Xpert Carba-R, um total de 2543 amostras, consistindo em amostras de zaragatoa retal e peri-retal e
mostras manipuladas, foi avaliado em 8 centros do estudo, dentro ¢ fora dos EUA. Os resultados do ensaio Xpert Carba-R em

comparacdo com analises de cultura e de sequenciagdo de ADN bidirecional por gene-alvo para cada uma das amostras
manipuladas e combinadas prospetivas ¢ apresentado na Tabela 2.

Num outro estudo clinico com ensaio Xpert Carba-R, avaliaram-se no total 467 isolados bacterianos em 4 centros do estudo,
dentro e fora dos EUA. Os resultados do ensaio Xpert Carba-R em comparagdo com uma analise de sequencia¢do de ADN
bidirecional por gene-alvo para cada um dos dois tipos de agar sdo apresentados na Tabela 8, Tabela 9, Tabela 10, Tabela 11 e
Tabela 12.
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Caracteristicas do desempenho

Desempenho clinico - Amostras de zaragatoa retal e peri-retal

As caracteristicas do desempenho do ensaio Xpert Carba-R com amostras de zaragatoa retal e peri-retal foram determinadas num
estudo de investigagdo multicéntrico. A percentagem de concordancia positiva (PPA) e a percentagem de concordancia negativa
(NPA) do ensaio Xpert Carba-R foram avaliadas relativamente a um método de referéncia de cultura (caldo de enriquecimento
MacConkey) e analise de sequenciagdo de ADN bidirecional/PCR.

ou peri-retal emparelhadas de participantes hospitalizados ou numa institui¢do de cuidados prolongados. As amostras de

retal e peri-retal muito contaminadas, de acordo com as instrugdes da Secgdo 9 (Preparagdo e conservacdo de amgstr

excluidas do estudo. Devido a baixa prevaléncia de cada um dos genes-alvo do ensaio Xpert Carba-R na auséngia di surto,
foram também incluidas amostras manipuladas no estudo.

Oito centros geograficamente diferentes (seis nos EUA e dois na Europa) colheram prospetivamente amostras de zaragatoz
to
1

Uma zaragatoa do par foi utilizada para testes com o ensaio Xpert Carba-R. A segunda zaragatoa foi inocem caldo de
enriquecimento MacConkey e utilizada para testes pelo método de referéncia. Um laboratério de cultur, efcréncia determinou
a presenca de organismos ndo suscetiveis a carbapenemos fazendo culturas em caldo de enriquecia @&cConkey com cada
uma das amostras. O caldo de enriquecimento MacConkey foi despistado relativamente a presengaad®otganismos nio suscetiveis
a carbapenemos, inicialmente plaqueando o caldo em placas de agar MacConkey com um disgo % eropenemo. Para amostras
com crescimento de bactérias Gram-negativo em redor do disco de meropenemo, a conﬁ da ndo suscetibilidade a
carbapenemos foi determinada em coldnias isoladas utilizando o método de difusdo de @ gundo o documento M02 do
CLSI, bem como o documento M100%° do CLSI). O ADN extraido dos isolados na tiveis a carbapenemos foi purificado,
quantificado e amplificado usando iniciadores especificos para todos os 5 gene egiﬁes amplificadas incluiam mais bases
do as regides amplificadas pelo ensaio Xpert Carba-R. A producédo de produtoyda amiplificagdo de tamanho adequado foi
confirmada no Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, C UA).

Se as bandas mostradas no Bioanalyzer correspondiam ao tamanho espe ra o produto da amplificagdo de qualquer um dos
cinco genes-alvos detetados pelo ensaio Xpert Carba-R, o produto d@h 1cagdo para o isolado era enviado para um laboratério
independente para analise de sequenciagdo bidirecional de ref rér@l era validada para a dete¢do dos cinco alvos no ensaio
Xpert Carba-R. Se ndo eram mostradas nenhumas bandas no B zer para qualquer um dos cinco genes-alvo, o isolado ndo
era enviado para analise de sequéncia e o resultado do méto eferéncia era considerado negativo para os cinco genes-alvo.
Resultados das amostras prospetivas obtidos cgm o ensaio Xpert Carba-R em comparagao com o método de
referéncia
Um total de 802 amostras de zaragatoa retal pr s foi inicialmente incluido neste estudo clinico, das quais 785 eram
elegiveis para inclusdo. Das 785 amostras elegi amostras foram incluidas no conjunto de dados final ap6s exclusdes
baseadas em desvios em relagdo ao pro @ inctuindo 16 organismos Stenotrophomonas maltophilia que foram excluidos

devido a sua resisténcia intrinseca aos ¢a nemos testados).

eram elegiveis para inclusdo. Das ostras elegiveis, 924 amostras foram incluidas no conjunto de dados final apds exclusdes
baseadas em desvios em relac .@ protocolo (incluindo 10 organismos Stenotrophomonas maltophilia, um Pseudomonas putida e
um Pseudomonas stutzeri gm excluidos devido aos critérios de desenho do estudo).

Um total de 963 amostras de zara@\en-retal prospetivas foi inicialmente recrutado para este estudo clinico, das quais 947
7

Quando testado com ar@ de zaragatoa retal prospetivas, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou um intervalo de PPA de 60,0%
a 100% para os qua do ensaio (blagpc, blaypm, blayv € blagx a-4g) relativamente ao método de referéncia (Tabela 2). A
NPA para as se genéticas blaypc, blanpwm, blayiv, blagxa-ag € blapp variou entre 98,6% e 99,9% relativamente ao
método de refe cta (Tabela 2).

Quando& om amostras de zaragatoa peri-retal prospetivas o ensaio Xpert Carba-R demonstrou uma percentagem de
conco positiva (PPA) de 100% para os trés alvos do ensaio (blaypn, blagpc € blagxa-4g) relativamente ao método de
X a.’A percentagem de concordancia negativa (NPA) para as sequéncias genéticas blagpc, blanpy, blayiv, blagxa-ag €
lappvariou entre 99,6% e 100% relativamente ao método de referéncia (Tabela 2).

ando testado com amostras de zaragatoa retal e peri-retal prospetivas, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou um intervalo de PPA
e 60,0% a 100% para os quatro alvos do ensaio (blagpc, blanpms, blayiv € blagx a-4g) relativamente ao método de referéncia
(Tabela 2). A NPA para as sequéncias genéticas blagpc, blanpm, blayiv, blagxa-ag € blapyp variou entre 99,3% e 99,9%
relativamente ao método de referéncia (Tabela 2).

Para as amostras com resultados discordantes (o ensaio Xpert Carba-R foi positivo para um gene-alvo mas néo foi isolado um
organismo ndo suscetivel a carbapenemos pela cultura de referéncia), a analise discordante foi realizada utilizando sequenciagao
bidirecional em ADN extraido diretamente do caldo de enriquecimento MacConkey. Os resultados discrepantes dos testes sdo
apresentados em rodapé na Tabela 2.
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Tabela 2. Desempenho global do Xpert Carba-R vs. cultura de referéncia + sequenciagao - amostras
prospetivas

:;I":s‘t’; Alvo N VP FP | VN FN | PPA(IC 95%) | NPA (IC 95%)
IMP 755 0 1P 754 0 NA 9393’91%(1&
VIM 755 | 6 8 | 737 | 4 (316 %33?2) 9? j
Retal® NDM 755 7 3¢ | 745 0 (62,%(—):/000) Qy%; 9)
KPC 755 | 20 | e | 720 | o 8;%0:/(’ é> (989,%—292),6)
OXA-48 755 | 29 | 109 | 715 1 BF% (9?’%’%”2)
IMP 924 0 0 924 0 1’\& (9;,%(_):/80)
VIM 924 0 0 924 r G NA (9;,%(_):/60)
Peri-retal NDM 924 1 0 923 \JO (23,3?:/60) (9;,%(-):/60)
KPC 024 | 2 4 g\;f{ 0 (322(-):/60) (93,%%03’,8)
OXA-48 924 | 1 é 922 1 0 (23,(;(-):/60) (93?4?1%0)
IMP 1679 | 0/ e | ers | o NA (93?7'?1%0)
VIM f@@ 8 | 1661 | 4 (316 %%?2) (93,91,-591/;,8)
Combinadas®” NDM (@9\ 8 3¢ | 1668 | 0 (671,%(-):/60) (93,95'%),9)
l(P?\Q 1679 | 31 10k | 1638 | © (8;,%(_):/60) (93’%@0{;’,7)
@ | 1679 | 30 | | tear | (8??,%391/;,4) (95,98%’,6)

N = numero, VP =

a.

saQ

&

o

ro positivo, FP = falso positivo, VN = verdadeiro negativo, FN = falso negativo

Das 75 tras de zaragatoa retal prospetivas avaliadas no estudo, 636 amostras ndo produziram um isolado em cultura. Das
resfapt amostras, foram recuperados 112 organismos ndo suscetiveis a carbapenemos pela cultura de referéncia, para além
d smos suscetiveis a carbapenemos [Pseudomonas aeruginosa (5), Escherichia coli (1) e Enterobacter cloacae (1)].
os de teste por sequenciagdo: 1 em 1 era negativo para IMP.
Itados de teste por sequenciagdo: 2 em 8 eram positivos para VIM; 6 em 8 eram negativos para VIM.

b S
S
. sultados de teste por sequenciagéo: 1 em 3 eram positivos para NDM; 2 em 3 eram negativos para NDM.

Resultados de teste por sequenciacédo: 1 em 6 eram positivos para KPC; 5 em 6 eram negativos para KPC.

O centro comunicou que o participante estava a tomar ertapenem durante o periodo de colheita de amostras.

Resultados de teste por sequenciacédo: 3 em 10 eram positivos para OXA-48; 7 em 10 eram negativos para OXA-48.

Das 924 amostras de zaragatoa peri-retal prospetivas avaliadas no estudo, 891 amostras ndo produziram um isolado em cultura.
Das restantes 33 amostras, foram recuperados 31 organismos ndo suscetiveis a carbapenemos pela cultura de referéncia, para
além de dois organismos suscetiveis a carbapenemos (Pseudomonas aeruginosa).

Resultados de teste por sequenciagao: 4 em 4 eram negativos para KPC.

Resultados de teste por sequenciacédo: 1 em 1 era negativo para OXA-48.

Resultados de teste por sequenciagdo: 1 em 10 eram positivos para KPC; 9 em 10 eram negativos para KPC.

Resultados de teste por sequenciagédo: 3 em 11 eram positivos para OXA-48; 8 em 11 eram negativos para OXA-48.

Xpert® Carba-R
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O desempenho do ensaio Xpert Carba-R em amostras retais e peri-retais prospetivas combinadas ¢ apresentado na Tabela 3 por
espécie. Apenas organismos para os quais, pelo menos, uma amostra positiva foi colhida estdo incluidos na Tabela 3.

Tabela 3. Desempenho do Xpert Carba-R vs. cultura de referéncia + sequenciagéo por tipo de organismo - amostras
retais e peri-retais prospetivas

Espécies? Alvo N VP FP VN FN PPA (IC 95%) | NPA (IC 95%)\|
100% \‘l
IMP 1 0 0 1 0 NA )
(20
100%
VIM 1 0 0 1 0 NA 100)
100%
Enterobacter NDM 1 0 0 1 0 NA o
aerogenes RN4) (20,7-100)
KPC 1 1 0 0 0 N NA
00)
100%
OXA-48 1 0 0 1 0 <'\ NA °
01\ (20,7-100)
100%
IMP 4 0 0 4 0 NA ’
(51,0-100)
100% 100%
VIM 4 1 0 3 Cb» 0
% (20,7-100) (43,9-100)
\ 100%
Enterobacter NDM 4 0 0 @ 0 NA (o
cloacae B (51,0-100)
N 100%
KPC 4 0 0, 4 0 NA
. (51,0-100)
N\ 100% 100%
OXA-48 4 1 3 0
O\ (20,7-100) (43,9-100)
A 100%
IMP 10 0 10 0 NA
(72,3-100)
100%
VIM 0 0 10 0 NA ’
I (72,3-100)
N\, 100% 100%
E. coli NDM 0 3 0 7 0
(43,9-100) (67,6-100)
0 ) 0 o 0 100% 100%
,\{ (34,2-100) (64,6-100)
‘g \J 100% 100%
XA-48 10 3 0 7 0
O\ (43,9-100) (64,6-100)
\‘
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Tabela 3. Desempenho do Xpert Carba-R vs. cultura de referéncia + sequenciagéo por tipo de organismo - amostras
retais e peri-retais prospetivas (Continuagao)

Espécies? Alvo N VP FP VN FN PPA (IC 95%) | NPA (IC 95%)
100%
IMP 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100) ¢
100%
VIM 1 0 0 1 0 NA
(20,Zx 1
. 1 0, ‘
Klebsiella NDM 1 0 0 1 0 NA W
oxytoca -100)
100%
KPC 1 0 0 1 0 NA
A e‘ (20,7-100)
1 0,
OXA-48 1 1 0 0 0 !%5 NA
€7yd0)
IMP 63 0 1 62 0 \ NA 98,4%
O (91,5-99.7)
Al
98,4%
VIM 63 0 1 62 00 NA °
) (91,5-99,7)
i g 1009 98,39
Klebsiella NDM 63 5 1 57 0 % 3%
pneumoniae (56,6-100) (90,9-99,7)
\, 100% 97,1%
KPC 63 28 1 @ 0
: (87,9-100) (85,5-99,5)
N 96,2% 91,9%
OXA-48 63 25 3 34 1
/ (81,1-99,3) (78,7-97,2)
100%
IMP 58 0 \ﬁo 58 0 NA )
N (93,8-100)
\\ 55,6% 100%
VIM 58 0 49 4
(26,7-81,1) (92,7-100)
98,3%
Pseudomonas NDM C\ 0 1 57 0 NA °
aeruginosa . (90,9-99,7)
ud 96,6%
KPC 0 2 56 0 NA
(88,3-99,1)
100%
OXA- 58 0 0 58 0 NA
(93,8-100)

a. Foram recup
referéncia b e

\
\Y
(<O

nsaio Xpert Carba-R.

¥
inetobacter baumannii (14) e Enterobacter amnigensus (1) mas ndo continham sequéncias-alvo pelo método de
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Foram detetados multiplos alvos pelo ensaio Xpert Carba-R em nove amostras prospetivas. Os detalhes sdo fornecidos na
Tabela 4, juntamente com o resultado discrepante da sequenciagéo.

Tabela 4. Amostras prospetivas retais e peri-retais com multiplos alvos detetados

Resultados
discrepantes dos
Alvos detetados Alvos detetados testes - Alvos detetados
pelo ensaio pela sequenciagao pela sequenciagao de
Amostra Xpert Carba-R de referéncia referéncia (‘,
S
1 KPC, OXA-48 NEGAT. (NEG) NEGAT. (NE(‘; ’
2 VIM, KPC NEGAT. (NEG)?@ NEGAT. (&G)
3 VIM, OXA-48 OXA-48 oxA'ig )
4 KPC, OXA-48 KPC KPg, ' OXA-48
5 NDM, OXA-48 NDM mﬁ OXA-48
6 VIM, NDM NEGAT. (NEG)? \MGAT. (NEG)
7 NDM, KPC KPC ‘f\\' NDM, KPC
8 VIM, KPC VIM Q VIM, KPC
9 NDM, OXA-48 NDM, O>Q—48) NA
a.  Um organismo nao foi isolado da cultura de referéncia, por consegulinte, a sequenciagao de referéncia ndo
efetuada. %

Resultados das amostras manipuladas obtidos co
referéncia

Um total de 864 amostras manipuladas (432 preparadas nu:
também testadas como parte do estudo clinico.

Para além dos grupos de Enterobacteriaceae, Pseud onas aeruginosa e Acinetobacter baumannii testados no estudo
manipulado, 5 outras estirpes ndo-Enterobacte. oram também avaliadas: Pseudomonas stutzeri (1), Pseudomonas
oryzihabitans (1), Pseudomonas putida (2) e % bdcter brevis (1).

Quando testado com amostras manipulad aio Xpert Carba-R demonstrou um intervalo de PPA entre 95% e 100% para os

alvos do ensaio (blagpc, blanpms blaw 0xA-48 € blapyp). A NPA para as sequéncias genéticas blagpc, blanpm, blayig,
blagx a-ag € blayp foi de 100% r@mente ao método de referéncia (Tabela 5).

Tabela 5. Desem@
N

e@ pert Carba-R em comparagdao com o método de

iz de zaragatoas retais e 432 em matriz peri-retal) foram

do Xpert Carba-R vs. método de referéncia — Amostras manipuladas

\
Matriz Alv?;S, N VP FP VN FN PPA (IC 95%) | NPA (IC 95%)
{9 95,0% 100%
432 76 0 352 4
(87,8-98,0) (98,9-100)
K N 98,8% 100%
C) VIM 432 81 0 350 1
(93,4-99,8) (98,9-100)
Q 100% 100%
\ NDM 432 80 0 352 0
. (95,4-100) (98,9-100)
K 100% 100%
C) KPC 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
98,8% 100%
OXA-48 432 79 0 352 1
(93,3-99,8) (98,9-100)
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Tabela 5. Desempenho do Xpert Carba-R vs. método de referéncia — Amostras manipuladas (Continuagao)

Matriz Alvo N VP FP VN FN PPA (IC95%) | NPA (IC 95%)
100% 100%
IMP 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
100% 100%
VIM 432 82 0 350 0
(95,5-100) (98,9-106)
_ 100% N
Peri-retal NDM 432 80 0 352 0
(95,4-100) ( (6g9-100)
100% NeA00%
KPC 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
10 100%
OXA-48 432 80 0 352 0 OX@ °
(gsm (98,9-100)
b 100%
IMP 864 156 0 704 4
A~ 4g37-99,0) (99,5-100)
\‘ 99,4% 100%
VIM 864 163 0 700 1
~ \ (96,6-99,9) (99,5-100)
, 100% 100%
Combinado| NDM 864 160 0 704
(97,7-100) (99,5-100)
- 100% 100%
KPC 864 160 o | | o
Na) (97,7-100) (99,5-100)
N 99,4% 100%
OXA-48 864 159 704 1
(96,5-99,9) (99,5-100)
V4

Estudo de equivaléncia de zaragatoa ret &%i-retal
Para demonstrar a equivaléncia entre amostra Xa toa retal e peri-retal, foi realizado um estudo num centro com inclusdo de
amostras de zaragatoa retal e peri-retal %das prospetivamente de participantes que deram o seu consentimento e que
eram pacientes internados em hospitais

Foram utilizados conjuntos de paregede zaragatoas fornecidos no dispositivo de colheita de amostras da Cepheid para colher
amostras de cada um dos participdates®Um conjunto de pares de zaragatoas foi utilizado para colher a amostra de zaragatoa peri-
retal e outro conjunto idénticc lher a amostra de zaragatoa retal. A amostra de zaragatoa peri-retal foi colhida em primeiro
lugar, seguida da amostra agatoa retal do mesmo participante. Uma zaragatoa de cada conjunto de pares de zaragatoa foi
utilizada para o teste c% aio Xpert Carba-R. A segunda zaragatoa de cada conjunto de pares de zaragatoa foi utilizada para

cultura e testes de sysectibilidade quando uma ou ambas as amostras de zaragatoa peri-retal ou retal eram positivas para um ou
mais dos alvos, s o% ensaio Xpert Carba-R. Nao eram efetuadas culturas se ambas as amostras de zaragatoa peri-retal e retal
fossem negativads, Segundo o ensaio Xpert.

Foi efe uenciacgdo bidirecional de ADN do ADN extraido de colonias isoladas que manifestaram auséncia de

ilidad€aos carbapenemos pelo método de difusdo de disco CLSI ou no caldo MacConkey com disco de meropenem se o
cultura fosse negativo e o resultado do ensaio Xpert Carba-R fosse positivo. Os resultados do método de referéncia
utilizados para alterar os dados de desempenho do estudo de equivaléncia de zaragatoas.

total de 207 amostras foi inicialmente recrutado para este estudo clinico, das quais todas foram elegiveis para inclusdo. Das
07 amostras elegiveis, 201 amostras foram incluidas do conjunto de dados final utilizado para as analises. Seis amostras de
zaragatoa (4 amostras peri-retais e 2 retais) foram excluidas devido a resultados indeterminados com o ensaio Xpert Carba-R.

Das 201 amostras incluidas nas analises de dados, 92 (45,8%) foram colhidas de mulheres e 109 (54,2%) de homens.
Globalmente, 45,8% (92/201) das amostras foram colhidas de participantes com idade entre os 21 e os 65 anos e 54,2% (109/201)
eram de participantes com >65 anos de idade.
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17.2

O desempenho (PPA ¢ NPA) do ensaio Xpert Carba-R utilizando amostras de zaragatoa peri-retal foi determinado relativamente
aos resultados do ensaio Xpert Carba-R utilizando amostras de zaragatoa retal do mesmo participante. As estimativas da PPA e da
NPA sido apresentadas na Tabela 6. Relativamente ao resultado das amostras de zaragatoa retal no ensaio Xpert Carba-R, as
amostras de zaragatoa peri-retal demonstraram uma PPA e NPA globais de 94,7% (IC de 95%: 75,4-99,1) e de 97,8% (IC de 95%:
94,5-99,1), respetivamente.

Tabela 6. Ensaio Xpert Carba-R - Amostras de zaragatoa peri-retal vs. amostras de zaragatoa retal

Ensaio Xpert Carba-R — Amostras de zaragatoa retal

e\
Posit. Negat. Total f\\)
i -R - : 3
Ensaio Xpert Carba-R Posit. 182 4P p Y
Amostras de zaragatoa < 3
peri-retal Negat. 1 178 W/
Total 19 182
0, a f
PPA 94,7% (IC de 98%:

NPA 97,8% (|
a. Para uma amostra, o teste Xpert realizado na zaragatoa retal foi positiva para KPC e O@V zaragatoa peri-retal

foi positiva apenas para OXA-48. A amostra foi registada como cultura negativa para as toas retal e peri-retal. Os
resultados da sequéncia dos caldos MacConkey foram negativos para OXA-48 na zafa peri-retal e positivos para
OXA-48 na zaragatoa retal.

b.  Duas (2) das 4 tiveram cultura positiva para as zaragatoas retal e peri-reta @dos da sequéncia de isolados
foram ambos OXA-48 positivo, 1 em 4 tiveram cultura negativa para as zaragataas retal e peri-retal, os resultados da
sequéncia do isolado retal ndo estavam disponiveis pois o isolado nao foi 0, o isolado peri-retal foi interpretado
com suscetivel a carbapemenes e a sequenciacéo, segundo o proto ndo era necessaria.

c.  Cultura negativa para as zaragatoas retal e peri-retal, os resultados A%Jéncia dos caldos MacConkey foram ambos
OXA-48 positivo.

Desempenho clinico - Isolados bacterianos Q

As caracteristicas do desempenho do ensaio Xpert Carba- olados bacterianos foram determinadas num estudo de
investigagdo em varios locais comparando o ensaio Xpert Catga-R com a sequenciagd@o bidirecional de referéncia para o
ADN-alvo amplificado. As amostras do estudo 1nclu1ram olados bacterianos cultivados tanto em agar sangue como em
agar MacConkey.

Para serem incluidos no estudo, os isolados tlnhx 1 sido previamente identificados como Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa ou Acinetobacter baumannii. Parala nacdo da sensibilidade, os isolados tinham de ter sido intermédios ou
resistentes a meropenemo, ertapenemo nemo segundo a orientacdo CLSI M100-S24. 22 0s isolados de Pseudomonas
aeruginosa ou Acinetobacter baumanii tig de ter sido intermédios ou resistentes a imipenemo ou meropenemo. Estes
organismos s3o intrinsecamente resistentes a ertapenemo. Para a avaliagdo da especificidade, os isolados podiam ter sido
suscetiveis ou resistentes a merg %, ertapenemo e imipenemo, segundo a orientagdo CLSI M100-S24.2% Os isolados de
Pseudomonas aeruginosa evaacter baumannii deviam ter sido suscetiveis tanto a imipenemo como a meropenemo. Os
isolados s6 foram testado vez no estudo.

Foram inicialmente inséri
isolados frescos)
previamente in:

neste estudo clinico 489 isolados bacterianos (431 isolados de material clinico de referéncia ¢ 58
os quais 485 foram elegiveis para inclusdo. Os isolados ndo elegiveis incluiram quatro isolados

Dos 485 legiveis, 467 isolados (410 isolados de material clinico de referéncia e 57 isolados frescos) foram incluidos no
conjunt% s final utilizado para as analises apresentadas neste relatorio; dois isolados foram excluidos porque os testes de
referé foram realizados e dezasseis isolados foram excluidos porque ndo foram identificados como Enterobacteriaceae,
A %ll ou P. aeruginosa

ara os testes com o ensaio Xpert Carba-R, as colonias bem isoladas cultivadas em cada um dos tipos de agar foram diluidas até

O‘ bter uma suspensdo equivalente ao padrdo de McFarland 0,5 utilizando o método direto de suspenso de coldnias segundo a

orma CLSI M07-A9.23

Para a sequenciacdo de referéncia, o ADN de isolados de cultura foi purificado, quantificado e amplificado utilizando iniciadores
especificos para todos os 5 genes-alvo que foram concebidos para amplificar regides maiores dos alvos do ensaio do que os
iniciadores do ensaio Xpert Carba-R. A producdo do produto da amplificagdo de tamanho adequado foi confirmada no Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).
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Se as bandas mostradas no Bioanalyzer correspondiam ao tamanho esperado para o produto da amplificacdo de qualquer um dos
cinco genes-alvos detetados pelo ensaio Xpert Carba-R, o produto da amplificacdo para o isolado era enviado para um laboratdrio
independente para analise de sequenciaco bidirecional de referéncia, que era validada para a detegdo dos cinco alvos no ensaio
Xpert Carba-R. Se ndo eram mostradas nenhumas bandas no Bioanalyzer para qualquer um dos cinco genes-alvo, o isolado ndo
era enviado para analise de sequéncia e o resultado do método de referéncia era considerado negativo para os cinco genes-alvo.

Foram detetados varios alvos pelo ensaio Xpert Carba-R nas amostras de dez isolados. Os detalhes sdo fornecidos na Tabela 7

juntamente com o resultado da sequenciacdo de referéncia. *

Tabela 7. Isolados com varios alvos detetados

Isolado Tipo de 4gar® AIvo_s detetados pelo Alvos_ de}eta@eja _
ensaio Xpert Carba-R sequenciacio de réncia

1 AS, MC NDM, OXA-48 ND‘N&AS
2 AS VIM, KPC ANym

3 AS, MC NDM, OXA-48 <~ NPV, OXA-48
4 AS, MC NDM, OXA-48 (VNDM, OXA-48
5 AS, MC NDM, OXA-48 \\\ NDM, OXA-48
6 AS, MC NDM, OXA-48 N NDM, OXA-48
7 AS, MC NDM, OXA-48 (' 1 NDM, OXA-48
8 AS, MC NDM, OXA-48 S NDM, OXA-48
9 AS, MC NDM, OX NDM, OXA-48
10 AS, MC NDM, @xA-4 NDM, OXA-48

VN
a. AS = agar sangue; MC = agar MacConkey U
Quando testado com isolados de agar sangue, o ensaio Xpert Garba-R demonstrou ter sensibilidade e especificidade globais de
100,0% (IC de 95%: 99,0—100) e 98,1% (IC de 95%; 93!99,5), respetivamente, em relagdo a sequenciagdo de referéncia
realizada a partir dos isolados de 4gar sangue ( 12\8). O resultado combinado foi definido como positivo para o ensaio Xpert
Carba-R se qualquer um dos alvos era positi@ mojnegativo para o ensaio Xpert Carba-R se todos os alvos eram negativos.

Tabela 8. Xpert Carba-R (agar s . sequenciagao de referéncia (isolado cultivado em agar sangue) —

combinado
N, Sensibilidade | Especificidade
Alvo fi VP FP VN FN (IC de 95%) | (IC de 95%)
-_—
100% 98,1%
Combinado ’9 3642 22 101 0 ° °
p (99,0-100) (93,2-99,5)

a. Osresu
algunsjisolados.

abela 9).

s
\Y
(<O

kmbinados representam os resultados por isolado. Foram observados varios resultados de alvo para

Quand Qcom isolados de agar sangue, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou ter sensibilidade e especificidade de > 99%
{d?

m dos cinco alvos do ensaio, em comparagdo com a sequenciagdo de referéncia realizada a partir dos isolados de agar
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Para os isolados com valores discordantes entre o ensaio Xpert Carba-R e a sequenciagdo de referéncia, os resultados discrepantes
foram testados utilizando sequenciacdo bidirecional em isolados de placas de agar MacConkey. Os resultados discrepantes dos
testes sdo apresentados em rodapé na Tabela 9 e Tabela 11.

Tabela 9. Xpert Carba-R (agar sangue) vs. sequenciagao de referéncia (isolado cultivado em agar sangue) —

por alvo
Sensibilidade
Alvo N VP FP VN FN (IC de 95%)
100%
IMP 467 40 18 426 0
(91,2-100)
b 100%
VIM 467 82 1 384 0 (
(95 5-100) 5/ (98,5-100)
\ 100%
NDM 467 78 0 389 0
(95 (99,0-100)
99,7%
KPC 467 84 1°¢ 382 0
m 100) (98,5-100)
"% 100% 100%
OXA-48 467 89 0 378
)} (95,9-100) (99,0-100)
a. O resultado da sequenciagao de ADN bidirecional para este isolado IMP fa posﬁlvo apresentou uma homologia de sequéncia
de 92,95%, que esta ligeiramente abaixo do critério de cutoff de 95%. Né@w realizados testes de resultados discrepantes.
b.  Resultados discrepantes dos testes: 1 de 1 foi positivo para VIM.
c. a de KPC ao nivel da preparagao das amostras.

Os testes de resultados discrepantes ndo produziram uma coggespondéncia da sequéncia com o alvo de KPC. Os testes de
resultados discrepantes produziram uma correspondénci sequérCia para o alvo de VIM e, portanto, este isolado &
classificado como VP na avaliagédo de resultado “combinad presentada na Tabela 8, acima.

Quando testado com isolados de agar MacConkey, §nsaﬁ) Xpert Carba-R demonstrou ter sensibilidade e especificidade globais

Este isolado falso positivo deve-se provavelmente a contaminagé‘

de 100% (IC de 95%: 99,0-100) e 97,1% (IC 91,8-99,0), respetivamente, em relagdo a sequenciagdo de referéncia
realizada a partir dos isolados de 4gar sangue ). O resultado combinado foi definido como positivo para o ensaio Xpert

Carba-R se qualquer um dos alvos era mo negativo para o ensaio Xpert Carba-R se todos os alvos eram negativos.

QConkey) vs. sequenciagao de referéncia (isolado cultivado em agar
sangue) — combinado

Tabela 10. Xpert Carba-R (aga

¢ ] v Sensibilidade |Especificidade
Alvo M\ v FP N PN | 1c de 95%) | (IC de 95%)
. (b R 100% 97,1%
Combinadg(\ 467 364 3 100 0
(99,0-100) (91,8-99,0)

Os

\& solados.

<

a.

a}os combinados representam os resultados por isolado. Foram observados varios resultados de alvo para
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Quando testado com isolados de agar MacConkey, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou ter sensibilidade e especificidade > 99%
para cada um dos cinco alvos do ensaio, em comparagdo com a sequenciacdo de referéncia realizada a partir dos isolados de agar

sangue

(Tabela 11).

Tabela 11. Xpert Carba-R (dgar MacConkey) vs. sequenciagao de referéncia
(isolado cultivado em agar sangue) — por alvo

(IC de 95%) (IC de 959

Alvo N VP Ep VN EN Sensibilidade Especmmdﬁ\

100% ,
IMP 467 40 12 426 0 ° @
(91,2-100) 8,7)00)
100% 99,7%
VIM 467 82 10 384 0 ° °
(95,5-100) = 8,5-100)
100 \(.l 99,7%
NDM 467 78 1¢ 388 0
(95,3¢10Q (98,6-100)
'@Y 100%
KPC 467 84 0 383 0
JL195:6-100) (99,0-100)
"% 100% 100%
OXA-48 467 89 0 378
17 (95,9-100) (99,0-100)
a. O resultado da sequenciagdo de ADN bidirecional para este isolado IMP falso positivo apresentou uma homologia de
sequéncia de 92,95%, que esta ligeiramente abaixo do critério de cuto@%. Nao foram realizados testes de resultados
discrepantes.
b.
c. ado falso positivo antes dos testes do estudo resultou

Resultados discrepantes dos testes: 1 de 1 foi positivo para VI*

O centro clinico indicou que uma caracterizagéo interna deste @
num gene-alvo NDM positivo. Os testes de resultados discri nao produziram uma correspondéncia da sequéncia
para nenhum dos 5 genes-alvo.
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O desempenho do ensaio Xpert Carba-R por grupo de organismo especifico ¢ mostrado na Tabela 12 tanto para meio de agar
sangue como de agar MacConkey. O resultado global foi definido como positivo para o ensaio Xpert Carba-R se qualquer um dos
alvos era positivo e como negativo para o ensaio Xpert Carba-R se todos os alvos eram negativos.

Tabela 12. Xpert Carba-R vs. sequenciagao de referéncia

Meio Organismos Alvo N VP | FP | VN | FN s(?gsé:'ggf/ge
100%
IMP 343 4 0 339 0 (51.0-100)
VIM 343 | 51 1 291 0 100%
(93,0-100) > (98,1-99,9)
100%™ ™1 100%
NDM 343 | 73 0 270 0 o (98.6-100)
Enterobacteriaceae @)\?/ 9;) o
0 y (+]
KPC 343 | 83 1 259 0
56@5,6-100) (97,9-99,9)
OXA-48 | 343 | 89 0 254 -~ 100% 100%
pu 0 (95,9-100) (98,5-100)
100% 98,1%
Global | 343 | 2912 | 12 51\) 0 (98,7 1;0) @09 99"7)
100% 98,4%
IMP 80 16 3 0
t"\\' (80,6-100) (91,7-99,7)
U (s] (s]
VIM 80 ‘§ 0 49 0 100% 100%
(89,0-100) (92,7-100)
V4 100%
) NDM 80 0 0 80 0 NA
Agar Pseudomonas a (95,4-100)
sangue aeruginosa Kp \ b, 0 N 0 100% 100%
C (20,7-100) (95,4-100)
100%
- 80 0 0 80 0 NA
& (95,4-100)
* Bl bal | 80 48 1 31 0 100% 96,9%
oba
5\\ (92,6-100) (84,3-99,5)
‘O IMP 44 20 0 24 0 100% 100%
& (83,9-100) (86,2-100)
K 100%
0 VIM 44 0 0 44 0 NA (92,0-100)
<s\ NDM 44 5 0 39 0 100% 100%
\~ Acinetobacter (56,6-100) (91,0-100)
K baumannii 100%
O KPC 44 0 0 44 0 NA (92.0-100)
Q 100%
OXA-48 | 44 0 0 44 0 NA (92.0-100)
Global | 44 25 0 19 0 100% 100%
oba
(86,7-100) (83,2-100)
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Tabela 12. Xpert Carba-R vs. sequenciagao de referéncia (Continuagao)

. . Sensibilidade |Especificidade
Meio Organismos Alvo N VP FP VN FN (IC de 95%) (IC de 95%)
IMP 343 | 4 0 |33 | o0 100% 100%
(51,0-100) (98,9-100) ¢
100% 99,7%
VIM 343 | 51 1 291 0 (93.0-100) - }@ ‘
100% 99,6%
NDM | 343 | 73 1 269 | 0
, (95,0-100) 97)9-99,9)
Enterobacteriaceae 100% N 100%
0 (]
KPC 343 | 83 0 260 | O c
(95,Q-1® > (98,5-100)
100%
OXA-48 | 343 | 89 0 254 0 @ %0) (98.5-100)
Global | 343 | 2912 | 2 50 0 \ 100% 96,2%
{Ne8.7-100) | (87,098,9)
N
100% 98,4%
IMP 80 16 1 6 Q '
(. ) (80,6-100) (91,7-99,7)
VIM 80 31 0 0 100% 100%
@ (89,0-100) (92,7-100)
\, 100%
, NDM | 80 | 0« @ 80 | o NA
Agar Pseudomonas ; (95,4-100)
MacConkey aeruginosa KPC 80 1§ 0 79 0 100% 100%
|2 (20,7-100) (95,4-100)
100%
OXA-48 \ 0 0 80 0 NA (95.4-100)
Gl @ svo 48 1 31 0 100% 96,9%
oD
(92,6-100) (84,3-99,5)
%P 44 | 20 0 24 0 100% 100%
. (\ (83,9-100) (86,2-100)
5\\" 100%
@ VIM 44 0 0 44 0 NA (92.0-100)
NDM 44 5 0 39 0 100% 100%
A&% bacter (56,6-100) (91,0-100)
mannii 100%
N KPC 44 0 0 44 0 NA (92.0-100)
\<~ 100%
& OXA-48 | 44 0 0 44 0 NA (92,0-100)
O Global | 44 | 25 0 19 0 100% 100%
oba
(86,7-100) (83,2-100)

v

a.  Os resultados globais representam os resultados por isolado. Foram observados varios resultados de alvo para alguns isolados.
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18.1

Os resultados do ensaio Xpert Carba-R por fenotipo sdo apresentados na Tabela 13 e Tabela 14, abaixo. Os resultados fenotipicos
basearam-se na identificagdo do organismos e nos resultados de suscetibilidade para cada um dos isolados. O resultado combinado
foi definido como positivo para o ensaio Xpert Carba-R se qualquer um dos cinco alvos do ensaio era positivo € como negativo
para o ensaio Xpert Carba-R se todos os cinco alvos do ensaio eram negativos. Um fendtipo ndo suscetivel significa que o isolado
era intermédio ou resistente a pelo menos um carbapenemo. Um fendtipo suscetivel significa que o isolado era suscetivel a
imipenemo, meropenemo e ertapenemo.

Tabela 13. Xpert Carba-R (agar sangue) vs. fen6tipo — combinado (&
Resultados fenotipicos V
[ Nao suscetivel Suscetivel Tetal ’
8| Gene detetado 356 10 XBG
©
(&] Gene nao
95 6 @ 101
E- detetado \\
X Total 451 16 I 467
Tabela 14. Xpert Carba-R (agar MacConkey) vs. fenoti combinado
Resultados fenotipi‘os ‘\/
o Nao suscetivel Sus el Total
8| Gene detetado 357 /Moo 367
© ~
(&) Gene nao b
94 6 100
E detetado O
x Total 451 16 467

A J
a. Os 10 isolados que séao fenotipicamente suscetiveis a cagrbapenemos mas positivos no ensaio Xpert Carba-R podem conter
mutagdes que inativam ou reduzem a expressao d@ gene de resisténcia a carbapenemos detetado pelo ensaio Xpert Carba-R.

b.  Os 94 isolados que sao fenotipicamente nao eis a carbapenemos mas negativos no ensaio Xpert Carba-R podem
conter outros mecanismos de resisténcia a enemos, como beta-lactamases AmpC ou beta-lactamases de espectro
alargado em combinagdo com mutagog ofina, ou potencialmente outros genes de resisténcia a carbapenemos que néo

sao detetados pelo ensaio Xpert Ca @

(NO RESULT) (0,10%, IC de 95%* 0,58). O isolado apresentou resultados validos apds a repetigdo do ensaio. A taxa global

Entre os 934 testes realizados (46@@5 x 2 tipos de agar), um apresentou inicialmente um resultado SEM RESULTADO
de resultados validos indicado nsaio foi de 100% (934/934).

Desempenho an

Sensibilidade an imite de detecao) - Zaragatoas retais e peri-retais
A sensibilidade ic2ou limite de detegdo (LoD) do ensaio Xpert Carba-R foi avaliada com organismos produtores de
carbapenemas semgeados em matriz de zaragatoas retais humanas negativas agrupadas e em matriz de zaragatoas peri-retais
humana n agrupadas O LoD foi determinado para duas bactérias produtoras de carbapenemases para cada analito do
gene, ou% genes que codificam KPC, NDM, VIM, OXA-48 ¢ IMP. As bactérias foram tituladas por contagens em placa e
zaragatoas limpas. As zaragatoas foram colocadas na matriz de zaragatoas retais negativas agrupadas ou na matriz
% toas peri-retais negativas agrupadas e foram avaliados replicados de 20 para um minimo de cinco concentragdes
iferentes ao longo de quatro dias. O LoD para cada um dos dez organismos produtores de carbapenemases foi estimado por
llse pelo método de probit. O LoD ¢ definido como a concentragdo mais baixa de células alvo (UFC/zaragatoa) que pode ser
1st1ngu1da de forma reprodutivel das amostras negativas com uma confianca de 95%. O estudo foi realizado com dois lotes
diferentes de reagentes Xpert Carba-R e o LoD pretendido é o mais elevado das duas determinagdes. Os LoD estimados foram
verificados preparando e testando 10 réplicas de duas dilui¢cdes independentes de cada bactéria a cada LoD estimado.
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O LoD pretendido para cada par de organismos produtores de carbapenemases nas matrizes de zaragatoas retais e peri-retais ¢

indicado na Tabela 15 ¢ na Tabela 16.

Tabela 15. Estimativas e verificagdao do LoD para organismos portadores de genes para carbapenemases
utilizando o ensaio Xpert Carba-R numa matriz de zaragatoa retal

Estimativas do LoD LoD estimado *
Gene-alvo e organismo UFé/Z;c::g)atoa I[joFDC/pretendido no reagente Verifi@o
zaragatoa de amostra (pon 0)

Lote 1 Lote 2 (UFC/mi) )
IMP-1 Acinetobacter baumannii 174 141 174 35 V20/20
IMP-1 Klebsiella pneumoniae 303 306 306 61 héﬁ 20/20
VIM-1 Klebsiella pneumoniae 247 305 305 W\ 20/20
VIM-4 Escherichia coli 815 468 815 ) N 20/20
2?3”618’;’:{’;‘2’? pneumoniae 117 251 251 {:‘\\S\;o 20/20
NDM Klebsiella pneumoniae 74 57 74 (\\ T 15 19/20
Ezgg 1K:;iggiella pneumoniae 373 292 @V 75 20/20
KPC Enterobacter cloacae 779 537 m779 156 20/20
OXA-48 Enterobacter cloacae 154 109 % 7 154 31 20/20
OXA-48 Escherichia coli 104 9(0 104 21 20/20

v

Tabela 16. Estimativas e verificagdo do Lo pﬁa organismos portadores de genes para carbapenemases

utilizando o ensaio X

rba-R numa matriz de zaragatoas peri-retais

i 'vJs.do LoD LoD estimado
Gene-alvo & oraanismo O (Probit) LoD pretendido| no reagente Verificagdo
9 .~ UFClzaragatoa UFC/zaragatoa | de amostra | (positivos/20)
Lote 1 Lote 2 (UFC/ml)

IMP-1 Acmez.‘obacter baymN 90 118 118 24 19/20

IMP-1 Klebsiella pneuhgohide” 269 635 635 127 20/20

VIM-1 Klebsiella pn 1ae 901 514 901 180 20/20

VIM-4 Escheri@hv 446 403 446 89 20/20
NDM-1 KlebSiella»pneumoniae

ATCC 133 113 133 27 20/20

NDM_KTab37lla pneumoniae 56 54 56 11 20/20
Klebsiella pneumoniae

13438 358 292 358 72 20/20

C\ PC Enterobacter cloacae 1259 1303 1303 261 20/20

Q ¥ OXA-48 Enterobacter cloacae 223 166 223 45 20/20

OXA-48 Escherichia coli 126 137 137 27 20/20
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18.2.1

PA3 Kiebstélla pneumoniae KPC-2 100
CGNC . “Serratia marcescens KPC-2 300
CFvL ,* b " Enterobacter cloacae KPC-2 160
COL A%; Escherichia coli KPC-2 147
GR-OM—@' Klebsiella pneumoniae KPC-2, VIM 80
!@ - Klebsiella oxytoca KPC 70
x@\ﬂ 3437 Pseudomonas VIM-10 500
aeruginosa
~JONNCTC 13439 Klebsiella pneumoniae VIM-1 130
¥ NCTC 13440 Klebsiella pneumoniae VIM-1 70
OK 758 Pseudomonas VIM 250
aeruginosa
Q PA-87 Klebsiella pneumoniae VIM 200
B92A Pseudomonas VIM 2000
aeruginosa
Col Pseudomonas VIM-2 500
aeruginosa
BM19 Serratia marcescens VIM-2 250

Reatividade analitica (Inclusividade)

Estudo das matrizes de zaragatoas retais e peri-retais

A reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R com as matrizes de zaragatoas retais e peri-retais foi avaliada testando um painel
de 72 amostras. Este painel consistia das seguintes estirpes bacterianas bem caracterizadas: 11 blagpc (KPC), 11 blayp (VIM),
8 blaOXA_48 (OXA-48), 5 blaNDM/blaOXA_lgl (NDM/OXA-181), 6 blaoxA_lgl (OXA-lSl), 17 blalMP (IMP) € uma blaKpc/
blayy (KPC/VIM). As estirpes testadas nas matrizes de zaragatoas retais e peri-retais e as suas concentragdes de teste sdo
apresentadas na Tabela 17.

Para os testes em matrizes de zaragatoas retais e peri-retais, os organismos foram semeados numa matriz de zaragatoas rgtais
negativas agrupadas ou numa matriz de zaragatoas peri-retais negativas agrupadas. Todas as estirpes bacterianas fora adas
em triplicado para ambas a as matrizes de zaragatoas. Os genes-alvo do ensaio Xpert Carba-R foram detetados 6@

72 estirpes bacterianas produtoras de carbapenemases, embora o IMP-4 tenha sido detetado apenas com uma c@agﬁo
superior (Tabela 17). As sequéncias-alvo do ADN do ensaio Xpert Carba-R ndo foram detetadas em trés estigpes bacterianas,
conforme mostrado na Tabela 17. Em uma das trés estirpes bacterianas, o gene IMP-13 ndo foi detetado @ usaio, embora
tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado. Em duas das outras trés estirpes bact iar@s genes IMP-7 ¢
IMP-14 néo foram detetados pelo ensaio e também ndo tinha sido previsto pela andlise in silico qf\\ detetados. Consulte
Secgdo 15, Limitagdes no folheto informativo. O

Tabela 17. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R &&atrizes de
zaragatoa retal e peri-retal

P\
Marc rw Concentragao testada
resistépciajcom nas matrizes de

informagao da zaragatoas retais e

ID da estirpe Organismo %iante peri-retais (UFC/ml)
NCTC 13438 Klebsiella pneumoniae ‘\ PC-3 153
31551 Kiebsiella pneumoniaey [ )~ KPC-4 50
ATCC BAA-1705 Klebsiella pneumon KPC-2 130

A3
PA-Col Pseudomonas, KPC-2 250
aeruginqsa

KBM18 E”te"gjr KPC-2 250

s
BM9 K®}pneumoniae KPC-3 330
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Tabela 17. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R em matrizes de
zaragatoa retal e peri-retal (Continuagao)

Marcador de Concentracgiao testada
resisténcia com nas matrizes de
informacgao da zaragatoas retais e
ID da estirpe Organismo variante peri-retais (UFC/ml)
KOW7 Escherichia coli VIM-4 250
DIH Klebsiella pneumoniae VIM-19 250 (\Q
MSH2014-3 Enterobacter cloacae VIM 50 ¢~
NCTC 13443 Klebsiella pneumoniae NDM-1 80 =’
ATCC BAA-2146 Klebsiella pneumoniae NDM-1 PR 8
34262 Klebsiella pneumoniae NDM Q \w 80
GEN Acinetobacter NDM-1 O\ 130
baumannii
3047 Enterobacter cloacae NDM-1 \ 70
7892 Proteus mirabilis NDM-1 N A 30
CAN Salmonella spp. N?MMU 70
4
EGY Acmetobac{fer NM 40
baumannii m
15 Escherichia coli % wbwm-4 30
405 Escherichia coli o > NDM-5 30
CF-ABE Citrobacter freundjimyy~ ~ NDM 30
73999 Pseudomonas "\, NDM 50
aeruginosa V4
39365 Provide@'tgeri NDM-1 70
NCTC 13442 Klebsie umoniae OXA-48 40
OM11 Klebsigl/axpneumoniae OXA-48 60
501 EnterBbacter cloacae OXA-48 80
DUW J@ebsiella pneumoniae OXA-48 120
om22 * ()" Escherichia coli OXA-48 80
BOU ,‘\,\ Enterobacter cloacae OXA-48 80
T '0 Enterobacter cloacae OXA-48 120
N Escherichia coli OXA-48 100
r\{ee‘&s Klebsiella pneumoniae OXA-181 20
3
‘\U421 94 Klebsiella pneumoniae OXA-181 20
\&\\'MSH2014-64 Klebsiella pneumoniae OXA-181 280
K "~ MSH2014-72 Escherichia coli OXA-181 100
O 74 Escherichia coli OXA-181 100
Q CDCO0051 Klebsiella ozaenae @ OXA-181 250
B108A Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 10
C10192-DISCS Enterobacter NDM, OXA-181 10
aerogenes
KP-OMA3 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 60
1300920 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 15
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Tabela 17. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R em matrizes de
zaragatoa retal e peri-retal (Continuacao)

Marcador de
resisténcia com
informacéao da

Concentragao testada
nas matrizes de
zaragatoas retais e

ID da estirpe Organismo variante peri-retais (UFC/ml)
MSH2014-69 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 20 >
NCTC 13476 Escherichia coli IMP-1 250 n b
; N4
695 Acinetobacter IMP-1 172()
baumannii
2340 Enterobacter cloacae IMP-1 m
IMPBMI Klebsiella pneumoniae IMP-1 RN (Z{ﬁo
Yonsei_1 Acinetobacter IMP-1 O\\ 1000
- baumannii K.
. Acinetobacter \‘.\
Yonsei_2 baumannii IMP-1 (\ b 500
; ; ] N
6852 Klebsiella pneumoniae mes1 () 100
MKAM Pseudomonas ”&24 , 500
aeruginosa
70450-1 Pseudomonas %m 250
aeruginosa &
3994 Pseudomonas spp.  |() ™ IMP-10 250
CDCO0161 Enterobacter IMP-4 5,00E+04
aerogenes
5344 P se“do.mg”a! IMP-2 60
aer a
3985 Psgitigmorias IMP-11 2000
nosa
4032 \Eséudomonas IMP-6 80
aeruginosa
~ Pseudomonas
3424 o ’ . IMP-7 b:c 1,00E+06
2\ aeruginosa
32443@\’ Klebsiella pneumoniae IMP-13¢ 1,00E+06
(Q Pseudomonas IMP-14 b 1,00E+06
aeruginosa

g

anismos nado foram testados como isolados bacterianos.
es IMP-7 e IMP-14 (Pseudomonas aeruginosa) nao foram detetados pelo ensaio e também nao tinha sido previsto
andlise in silico que seriam detetados (consulte a Secgéo 15, Limitagdes).
P-13 (Klebsiella pneumoniae): embora tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado, o gene IMP-13 nao foi
detetado pelo ensaio (consulte a Secgao 15, Limitagdes).
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18.2.2 Estudo de isolados bacterianos

A sensibilidade analitica do ensaio Xpert Carba-R com isolados bacterianos foi também avaliada testando um painel de 71
amostras consistindo nas seguintes estirpes bacterianas bem caracterizadas: 11 blagpc (KPC), 13 blayppy (NDM), 11 blaypy
(VIM), 8 blagx a-43 (OXA-48), 5 blaypm/blagxa-131 NDM/OXA-181), 5 blagxa-151 (OXA-181), 17 blapp (IMP) e uma

blagpc/blayp (KPC/VIM). As estirpes testadas como isolados bacterianos sdo apresentadas na Tabela 18.

Para os testes de isolados bacterianos, os organismos foram testados em replicados de quatro que foram preparados através da
diluigdo de 10 pl de suspensdo celular de McFarland 0,5 para cada estirpe bacteriana em 5 ml de reagente de amostra. Os teste!
foram realizados utilizando tanto placas de agar sangue como de agar MacConkey. Os genes-alvo do ensaio Xpert Carbas a
detetados em 68 de 71 estirpes bacterianas de ambas as placas. As sequéncias-alvo do ADN do ensaio Xpert Carba- NQm
detetadas em trés estirpes bacterianas, conforme mostrado na nota de rodapé da Tabela 18. Em uma das trés esti@‘ anas, o
as das trés

, pela analise

gene IMP-13 nao foi detetado pelo ensaio, embora tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado\Em
estirpes bacterianas, os genes IMP-7 e IMP-14 que ndo foram detetados pelo ensaio e também ndo tinha sid&previ:
in silico, que seriam detetados. Consulte a Sec¢ao Limitagdes, no folheto informativo.

Tabela 18. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R - Isolados@nos
V_ N

ID da estirpe Organismo Mafc d %resistén'cia com
\ macao da variante
NCTC 13438 Klebsiella pneumoniae 0" KPC-3
31551 Klebsiella pneumoniae = v KPC-4
ATCC BAA-1705 Klebsiella pneumoniae KPC-2
PA-Col Pseudomonas aerugjfiesa KPC-2
KBM18 Enterobacter awm KPC-2
BM9 KIebsieI/Q)@%'niae KPC-3
PA3 K/ebs@‘?moniae KPC-2
CGNC Ser@tia\narcescens KPC-2
CFVL L ?nterobacter cloacae KPC-2
coL \, ) Escherichia coli KPC-2
GR-04/KP-69 - Klebsiella pneumoniae KPC-2, VIM
164-3 \_ Klebsiella oxytoca KPC
NCTC 13437 (\ Pseudomonas aeruginosa VIM-10
NCTC 1341 N\ Klebsiella pneumoniae VIM-1
NCTC %' Klebsiella pneumoniae VIM-1
7 Pseudomonas aeruginosa VIM
&87 Klebsiella pneumoniae VIM
. A&‘ B92A Pseudomonas aeruginosa VIM
A\V Col1 Pseudomonas aeruginosa VIM-2
\\ . BM19 Serratia marcescens VIM-2
K KOW7 Escherichia coli VIM-4
O DIH Klebsiella pneumoniae VIM-19
Q MSH2014-3 Enterobacter cloacae VIM
NCTC 13443 Klebsiella pneumoniae NDM-1
ATCC BAA-2146 Klebsiella pneumoniae NDM-1
34262 Klebsiella pneumoniae NDM
GEN Acinetobacter baumannii NDM-1
3047 Enterobacter cloacae NDM-1
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Tabela 18. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R - Isolados bacterianos (Continuagao)

v

ID da estirpe Organismo Mal.-cador de~ resistén.cia com
informacao da variante
7892 Proteus mirabilis NDM-1
CAN Salmonella spp. NDM-1
EGY Acinetobacter baumannii NDM-2
15 Escherichia coli NDM-4 ’g
405 Escherichia coli NDM-5 (‘ -
CF-ABE Citrobacter freundii NDI\A ~
73999 Pseudomonas aeruginosa
39365 Providencia rettgeri \\W1
NCTC 13442 Klebsiella pneumoniae (\b)?A-48
OM11 Klebsiella pneumoniae \KVOXA-48
501 Enterobacter cloacae 0" OXA-48
DUW Klebsiella pneumoniae ~ N OXA-48
OoM22 Escherichia coli OXA-48
BOU Enterobacter cloa OXA-48
TUR Enterobacter*a@ OXA-48
11670 Escheriafiaycdli OXA-48
MSH2014-64 Klebsteflassneumoniae OXA-181
MSH2014-72 E;ch}ichia coli OXA-181
B108A R A(Iebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
C10192-DISCS robacter aerogenes NDM, OXA-181
KP-OMA3 "~ Kiebsiella pneumoniae NDM-1, OXA-181
166643 \‘ Klebsiella pneumoniae OXA-181
42194 Klebsiella pneumoniae OXA-181
1300920 \ Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
MSH2 Y@s' Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
% Escherichia coli OXA-181
C 13476 Escherichia coli IMP-1
. A&‘ 695 Acinetobacter baumannii IMP-1
A\V 2340 Enterobacter cloacae IMP-1
\\ ) IMPBMI Klebsiella pneumoniae IMP-1
\ 6852 Klebsiella pneumoniae IMP-1
O Yonsei_1 Acinetobacter baumannii IMP-1
Q Yonsei_2 Acinetobacter baumannii IMP-1
70450-1 Pseudomonas aeruginosa IMP-1
3994 Pseudomonas spp. IMP-10
MKAM Pseudomonas aeruginosa IMP-1
5344 Pseudomonas aeruginosa IMP-2
G029 Salmonella spp. IMP-4
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Tabela 18. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R - Isolados bacterianos (Continuagao)

a. Nao detetado pelo Xpert Carba-R (ver Secgdo 15, Limitagdes).
b.  Os genes IMP-7 e IMP-14 nao foram detetados pelo ensaio e ndo tinha sido previsto pela analise in silic seriam
detetados (consulte a Secgdo 15, Limitacdes).

As variantes detetadas e as previsdes para a detecdo de outros subtipos de cada gene de res1sten
(ons ou com detegao prevista

sdo apresentadas na Tabela 19 (representando resultados do estudo de matriz de zaragatoa ret:

Tabela 19. Resumo das variantes detetadas através de testes em meios
segundo a analise in silico

. . Marcador de resisténcia com
ID da estirpe Organismo - - .
informacgao da variante
3985 Pseudomonas aeruginosa IMP-11
4032 Pseudomonas aeruginosa IMP-6
3424 Pseudomonas aeruginosa IMP-72°P n,
32443 Klebsiella pneumoniae IMP-132 ('\\
. a,b ~ A
92 Pseudomonas aeruginosa IMP-14 ( )
4

-0

<

das na analise in silico

isolados bacterianos).

Marcador Testes em meios humidos )v Nao testado mas
(ou subgrupo Tipo(s) na com detecéao prevista
o ° i Ipois) nao segundo a analise
tradicional) N.° de amostras Tipo(s) detetado(s) @, detetado(s) 9 o ilic
I KPC-5, 6, 7, 8,9, 10,
KPC 12 KPC-2.3, O - 11,12, 13, 14, 15, 16
NDM 18 NDM-1,2,4,5 - NDM-3, 6,7, 8,9
’ VIM-5, 6,7, 8,9, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17,
VIM 12 ,4,10,19 - 18, 20, 23, 24, 25, 26,
Q 27, 28, 29, 30, 31, 32,
f\ 33, 34, 35, 36, 37, 38
OXA-48 18 N/ oxa4s, 181 i OXA-162, 163, 204,
A (variante de OXA-48) 232, 244, 245, 247
.\9\ - IMP-3, 8, 9, 13, 19,
IMP-1 (9 estirpes), 8 4ab 148 20, 21, 22, 24, 25, 27,
IMP X IMP-2, 4, 6, 10, 11 IMP-7, 135147 | 28, 30, 31, 33, 37, 40,
- 42

a. Osgenes IMP
analise m

-14 (Pseudomonas aeruginosa) nao foram detetados pelo ensaio e também no tinha sido previsto pela
e seriam detetados (consulte a Secgéo 15, Limitagdes).

lla pneumoniae) foi testado: embora tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado, o gene IMP-13

b. IMP
K‘do pelo ensaio (consulte a Secgéo 15, Limitagdes).

\Q
\
(<O
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18.3

Especificidade analitica (reatividade cruzada)

A especificidade analitica do ensaio Xpert Carba-R foi avaliada para isolados bacterianos, organismos semeados em matriz de
zaragatoas retais ¢ organismos semeados em matriz de zaragatoas peri-retais. Para os trés tipos de amostra, foi avaliado um painel
de 62 estirpes bacterianas bem caracterizadas suscetiveis a carbapenemos ou bactérias ndo suscetiveis aos carbapenemos devido a
genes ou mecanismos diferentes dos genes-alvo do Xpert Carba-R (Tabela 20 e Tabela 21) e 24 estirpes bacterianas comensais e
outros microrganismos entéricos também foram avaliados no estudo (Tabela 22). Também foram testadas células humanas nas
matrizes de zaragatoas retais e peri-retais (Tabela 23). Os mecanismos de resisténcia foram determinados por ensaios de PC
individuais, analise de sequenciagdo de ADN ou Check-Points array, versdo CT102. Q

Para as amostras de matriz de zaragatoa retal e de matriz de zaragatoa peri-retal, 62 estirpes foram testadas a concen

> 1 x 10° UFC/ml, excetuando o Peptostreptococcus anaerobius que foi testado a 5 x 10° UFC/ml. Os virus fo tm)s a
>1x10° TCIDso/ml ou superior a 2,5 x107 copias de ARN/ml. Uma linha celular da bexiga (ADN genémico h@ foi testada
a1x 10° células/ml. Os organismos foram diluidos na matriz de zaragatoas retais negativas agrupadas ou n&ymatriZ'de zaragatoas
peri-retais negativas agrupadas e testados em triplicado. Nenhum dos 94 organismos potencialmente com dade cruzada e
acidos nucleicos testados foram detetados com o ensaio Xpert Carba-R.

Para os isolados bacterianos, os organismos foram cultivados aerobicamente em placas de agar sal%agar MacConkey. Foram
preparadas duas suspensdes celulares equivalentes a uma suspensdo celular de McFarland 0,5 apartir de colonias isoladas em
cada tipo de placa de agar. Cada organismo foi testado quatro vezes no total (duas réplica: ada@®uma de duas suspensdes
celulares de McFarland 0,5 por organismo) a partir de cada placa. K

O ensaio Xpert Carba-R ndo apresentou reatividade cruzada com nenhum dos organj testados (Tabela 20, Tabela 21,
Tabela 22 e Tabela 23). A especificidade analitica do ensaio foi de 100%.

Tabela 20. Numero de organismos suscetiveis e nao suscetiveg)arbapenemos para cada antibiético

Ertapenemo ipt‘a o Meropenemo
Suscetivel 19 N r&ao 24
Intermédio 0 7 8 4
Resistente 43 % 24 34
3
Tabela\21. ainel de reatividade cruzada
Q\ Suscetibilidade a
Organismo Itlrpe . M:aca_nismo§ de carbapeneamos
resisténcia confirmados (SNIR)
ETP? IMpP2 MEM?
Escherichia coli . CSCTC 13441 CTX"\t’:p(; ; ;ﬁ?g&a”te a S S S
Klebsiella pneumoni; \o‘ NCTC 13465 CTX-M (25) S S S
Enterobacter e@{“ 810 Deficiéncia de OmpC/OmpF; R R R
TEM
Citrobgctﬁ&r?dii 1698 TEM (WT+164S) S S S
EnteroBgbief cloacae 5557 AmpC (ACT/MIR) R R R
KleBgiella pneumoniae kpn5 CTX-M-2 R S R
Klebsiella pneumoniae kpn12 TEM; SHV; CTX-M R R R
scherichia coli ecol TEM; CTX-M-2 R R R
Escherichia coli eco2 CTX-M (2); TEM; OXA-2 R S S
Enterobacter cloacae cor1 CTX-M (2); TEM R R R
Serratia marcescens hpp21 CTX-M (2); TEM S S S
Morganella morganii fer29 CTX-M (2); TEM S R S
Proteus mirabilis gut25 CTX-M (2); TEM S R S
Salmonella spp. 3209 CTX-M (2); TEM S S S
Shigella flexnerii 3331 CTX-M (2); TEM S S S
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Tabela 21. Painel de reatividade cruzada (Continuagao)

Suscetibilidade a

301-2438-

PT, Rev. G julho de 2020

Organismo ID da estirpe . M?ca'nismo§ de carbapenimos
resisténcia confirmados (S/IR)
ETP? IMpP2 MEMa‘

Enterobacter cloacae PA_3 AmpC; CTX-M-15; TEM S S

Klebsiella pneumoniae 32189 SHV S S PR
Klebsiella pneumoniae 32443 CTX_I:?p(c: ,‘];irge:l/ante a S S US
Klebsiella pneumoniae 32598 CT;(F;'XI 1(51) ;T_R?ﬁgﬁe a R 6 R
Klebsiella pneumoniae 33560 CTX-M (15); SHV-11; TEM-1 S\\ S S
Klebsiella pneumoniae 33603 SHV-2 P\\ > I R
Klebsiella pneumoniae 33617 SHV-27 (V S S
Klebsiella pneumoniae 33643 SHV (-5, -55); TEM <§t§ S S
Klebsiella pneumoniae 34430 SHV; TEM; CTX-I\£1T\ b S S S
Klebsiella pneumoniae 34680 TEM; CTX-M2 o~ R s R
Klebsiella pneumoniae 34732 CTX-M (15); SHV: & R S S
Enterobacter cloacae PA_174 GX—/CuItura+( ; TEM S S S
Enterobacter aerogenes STU 645 SHV ( 38'S+240K) R S R
Enterobacter aerogenes STU 669 S W2388+240K) R R R
Escherichia coli C3015 (CMY ll); TEM R R R
Enterobacter aerogenes RI_100 4 AvmpC (DHA); SHV R R R
Klebsiella pneumoniae B4A o SHV (WT + 238S +240K) R R R
Klebsiella pneumoniae B1§f\\ SHV (WT + 238S +240K) R S S
Enterobacter cloacae m v AmpC (ACT/MIR) R | |
Enterobacter amnigenus \B71 AmpC (ACT/MIR) R R R
Klebsiella pneumoniae ,(\ DD82A SHV (WT + 238S + 240K) R S R

. . C’\ QTX-M (-1, semelhante a
Klebsiella pneumoma\\ B100 tipo 15); SHV (WT+238S); R s R
Vo N\ TEM
Enterobacter cl 135B TEM S S S
Klebsiella ppeligoniae B157 SHV; TEM R R R
Esch 'cﬁ)i T2914280 CTX-M (-1, -15); TEM R S R
Providehci® stuartii DD188 TEM (104K + 164S) R I I
N bacter cloacae DD189 AmpC (ACT/MIR) R S S
C‘Qgsc;erichia coli B198B CTX"\t’:p(: ; g’f?;'&a”te a R S
Klebsiella pneumoniae T3019989-1 CTX"\::F)((;H g)e rg(le_:r\}ante a R I R
Klebsiella pneumoniae T3019989-2 CTX"\t’:p((')1 ; g)f"s‘ﬂr\‘/a”te a R S R
Enterobacter cloacae ENC-THAI14 VEB-1, TEM S S S
Escherichia coli CB154006 CTX-M (9); TEM R I I
Enterobacter cloacae S35766 AmpC (ACT/MIR) S S S
Enterobacter cloacae X1856910 AmpC (ACT/MIR); TEM R I I
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Tabela 21. Painel de reatividade cruzada (Continuagao)

Suscetibilidade a
Organismo ID da estirpe . Mfeca-nismo§ de carbapeneamos
resisténcia confirmados (S/IR)
ETP? IMP2 MEMa‘

Klebsiella pneumoniae W3758164 CT;(F;'C\)" 1(:,)1); g‘f_ﬂf'?;’;}le a R | @
Klebsiella pneumoniae X2135758 CTX-I\/! (-1, se-melhante a R s O S

tipo 15); SHV (. )
Klebsiella pneumoniae W3809535 CTX-M (-1, se_melhante a R Q\"' R

tipo 15); SHV
Pseudomonas aeruginosa CDCO0064 SPM R‘ ) R
Serratia marcescens CDC0099 SME B\\\ R R
Serratia marcescens CDCO0121 SME < U R R
Serratia marcescens CDCO0122 SME A R R R
Serratia marcescens CDCO0123 SME ,\\ ¥ R R R
Serratia marcescens CDCO0124 SME r' ‘\} R R R
Serratia marcescens CDCO0130 SME V R R R
Serratia marcescens CDCO0131 S R R R
Grupo Enterobacter cloacae CDC0132 R, M R R R
S/g?(’z:zxo Enterobacter CDCO164 : OIMI R R R

a. S/I/IR = Suscetivel/Intermédio/Resistente, ETP = Ertapenemo,\'IP = Imipenemo, MEM = Meropenemo

Tabela 22. Painel de reativida%&ada (comensais e outros microrganismos entéricos)
N\

Q;‘ M Concentracgao testada
ID da estirpe O Organismo (UFC/ml, salvo esp_ecificagéo
em contrario)

ATCC 25922 (\ Escherichia coli 2,67E+06
ATCC 29%16\ Enterococcus faecalis 3,15E+06
ATCC 700608 Klebsiella pneumoniae 5,20E+06
A & 18 Escherichia coli 2,47TE+06
&e 25923 Staphylococcus aureus 4,53E+06
P AA\A?CC 27853 Pseudomonas aeruginosa 3,17E+06
G Atce 9689 Clostridium difficile? 1,80E+07
N\ *  Atce 700621 Enterobacter cloacae 8,95E+06
4{ - ATCC 9756 Enterococcus faecium 6,94E+06
) ATCC 13182 Klebsiella oxytoca 4,76E+06
Q ATCC BAA-747 Acinetobacter baumannii 2,27E+06
ATCC 33128 Citrobacter freundii 2,01E+06
ATCC 49948 Morganella morganii 8,19E+06
ATCC 51331 Stenotrophomonas maltophilia 3,15E+06
ATCC 27028 Citrobacter koseri 5,05E+06
ATCC 49809 Providencia stuartii 3,01E+06
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Tabela 22. Painel de reatividade cruzada (comensais e outros microrganismos entéricos) (Continuagao)

Concentragao testada
ID da estirpe Organismo (UFC/ml, salvo especificacao
em contrario)
ATCC 49037 Peptostreptococcus anaerobius® 5,00E+05 N
CCUG 29780 / ATCC 12401 Streptococcus agalactiae 5,21E+06
ATCC 15703 Bifidobacterium adolescentis? 1,10E+08 AQ
ATCC 51697 Enterobacter aerogenes 3,19Ef5 ‘\J N
ATCC 43071 Proteus mirabilis 1,78E+06./
CCUG 34787 Acinetobacter spp. i '@ 06
CCUG 418 Citrobacter freundi A\ (ZgsE+06
CCUG 33629 Corynebacterium diphtheriae r\\\4,48E+06
CCUG 17874 Helicobacter pylori (V 1,61E+06
CCUG 33548 Listeria monocytogenes (\‘ 4,77E+06
CCUG 6325 Providencia alca/ifacig‘:s(\\ 4 91E+06
CCUG 43594 / ATCC 33560 Campylobacter jej@?v 3,27E+06
MRVP/ZeptoMetrix Adenovirus B tipg7A/NY? 1,40E+05 TCIDgg/ml
MRVP/ZeptoMetrix Enterovirl.%i?a%NYa 4,40E+05 TCIDgp/ml
Amostra clinica — Cepheid blmm Gl@ 2,5x 107 cépias de ARN/ml
a. Estes organismos foram testados em matrizes de zaragat \dje zaragatoas peri-retais.

Tabela 23. Linha celular que representa o ADN genémico humano

1
Nome do ordarnismo Fonte
Carcinoma c;el a) Xiga ATCC HTB-4

Interferéncia competitiva

Foi efetuado um estudo de inter c1d competitiva para testar se um titulo elevado de um ou mais organismos produtores de
carbapenemases poderia interf: m a detecdo de um segundo organismo-alvo produtor de carbanepemase que estivesse
presente com um titulo bai &)ram formuladas amostras de elevado titulo para concentragdes de 5 x 10° UFC/zaragatoa e foram
formulados alvos de ba@ o0 para cerca de 2x LoD para a respetiva estirpe na matriz de zaragatoas retais ou de matriz de
zaragatoas peri-retaig” estudo foi utilizada uma estirpe bacteriana produtora de carbapenemases para cada analito do gene,
ou seja, 0s genes@iﬁcam KPC, NDM, VIM, OXA-48 e IMP. Cada tipo de estirpe bacteriana produtora de carbapenemases
foi testada paraNtitules baixos em conjunto com um titulo elevado dos outros, um ou dois, tipos de estirpe bacteriana produtora de
carbape & abela 24). As amostras foram testadas em replicados de oito.

Foio o um efeito inibidor para trés dos cinco alvos (IMP, VIM e OXA-48) quando estava presente uma concentragdo

ba cada alvo em associa¢do com uma concentragio elevada de um ou dois outros alvos para as amostras testadas na matriz
e&gatoa retal. Os trés alvos (IMP, VIM e OXA-48) foram testados com uma concentragdo mais elevada (4x LoD) em
sociagdo com uma concentracdo elevada de um ou dois outros alvos para as amostras testadas na matriz de zaragatoa retal. Nao
o1 observado efeito inibidor para os trés alvos (IMP, VIM e OXA-48) a 4x LoD na presenga de coinfecdes clinicamente

relevantes para o ensaio Xpert Carba-R.

Foi observado um efeito inibidor para dois dos cinco alvos (NDM e IMP) quando estava presente uma concentragdo baixa de cada
alvo em associagdo com uma concentragdo elevada de um ou dois dos outros alvos para as amostras testadas na matriz de
zaragatoas peri-retais. Os dois alvos (NDM e IMP) foram testados com uma concentragdo mais elevada (4x LoD) em associacdo
com uma concentragdo elevada de um ou dois dos outros alvos para as amostras testadas na matriz de zaragatoas peri-retais. Nao
foi observado efeito inibidor para os dois alvos (NDM e IMP) a 4x LoD na presenc¢a de coinfegdes clinicamente relevantes para o
ensaio Xpert Carba-R.
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O efeito inibidor competitivo nos alvos do Carba-R (NDM, IMP, VIM e OXA-48) ¢ discutido na Secgdo 15, Limitagdes do
folheto informativo.

Tabela 24. Associagoes de bactérias produtoras de
carbapenemases testadas com o ensaio Xpert Carba-R

KPC alto/NDM alto/OXA baixo O
KPC alto/NDM alto/IMP baixo < ’

VIM alto/OXA alto/KPC baixo E

Combinagao
KPC alto/NDM alto/VIM baixo Q

VIM alto/OXA alto/NDM baixo

VIM alto/OXA alto/IMP baixo \\®

IMP alto/KPC baixo

IMP alto/NDM baixo KO
IMP alto/VIM baixo \
IMP alto/OXA baixo Q

OXA alto/VIM baixo (=

VIM alto/OXA baixo =

KPC alto/NDM balix
Negati

Substancias potencialmente interferentes U

O desempenho do ensaio Xpert Carba-R foi avaliado com 24%ubstancias potencialmente interferentes que podem estar presentes
em amostras de zaragatoa retal ¢ peri-retal. Foram prepargdas e testadas solugdes de substancias potencialmente interferentes (SI)
as concentragdes indicadas na Tabela 25. Incluiram-a no estudo amostras positivas e negativas. As amostras positivas consistiam

de uma mistura de cinco organismos produtores apenemases portadores das sequéncias genéticas KPC, NDM, VIM,
IMP-1 ¢ OXA-48 semeados em matriz de Za;@ rétais negativas agrupadas ou em matriz de zaragatoas peri-retais negativas
agrupadas a aproximadamente 3x LoD. am testados oito replicados de amostras positivas por substincia. As amostras
negativas consistiam em matriz de zararetais negativas agrupadas ou em matriz de zaragatoas peri-retais negativas
agrupadas ndo semeada com organismos produtores de carbapenemases. Foram testadas oito amostras negativas de réplicas por
substancia para determinar o efeit@ o desempenho do controlo de processamento da amostra (SPC). Os controlos consistiam
e a adicdo de substancias interferentes. O efeito de cada substincia potencialmente
interferente em replicadosy oS ¢ negativos foi avaliado comparando os valores limite do ciclo (Ct) alvo gerados na presenga
da substancia com valoges,Ctdos controlos a que faltava a substancia. As amostras de replicados positivos e negativos para 22
substancias potencialme ifeiterferentes foram corretamente identificadas pelo ensaio Xpert Carba-R. Podem ser observadas
interferéncias co nSaio Xpert Carba-R com sulfato de béario > 0,1% p/v e Pepto-Bismol > 0,01% p/v em testes com amostras
de matriz de z§ oa retal. Consulte Secgdo 15, Limitacdes no folheto informativo. Amostras de matriz de zaragatoa retal,

em amostras positivas e negati

positivas,p: mistura de cinco organismos produtores de carbapenemases portadores das sequéncias genéticas KPC, NDM,
VIM, IMR- XA-48 que foram testadas com gordura fecal a 0,25% p/v, ndo deram resultados falsos negativos, contudo, foram
obse alores limite do ciclo retardados para o alvo VIM. Esta potencial interferéncia da presenga de gordura fecal a
0,@é fornecida na sec¢do Limitagdes do folheto informativo. Podem ser observadas interferéncias com o ensaio Xpert
arba®R com sulfato de bario > 0,1% p/v e Pepto-Bismol > 0,025% p/v em testes com amostras de matriz de zaragatoas peri-
ais. Consulte a Seccao 15, Limitagdes.
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Tabela 25. Substancias que podem interferir testadas

esteroide

Substancia/Classe Ingrediente ativo Concentragéo
testada
Medicagao anti-inflamatéria ndo Naproxeno 0,25% plv

Composto para imagiologia

Sulfato de bario

0,25% e 0,1% p/v_1
=

Antibidtico (oral)

Cefalexina

0,25% p/vA

Antibidtico (oral)

Ciprofloxacina

0,25%0M_)

Preservativo com lubrificante
espermicida

Nonoxinol-9

1 ﬁMoa

Cremes/pomada/supositérios

Hidrocortisona

f)wA’ p/v

Laxante Senosideos \(b 25% plv
Lipidos Acido estedrico/acido palmltlco/coleste® 0,25% piv
(gordura fecal) (
Antidiarreicos Cloridrato de_ Ioperamlda/§ubsal tosde 0,25% piv
bismuto (Imodlun})\
Antidiarreicos Cloridrato Qe loperami UMC"atO de 0,25% piv
bismuto (Kaopectate)
Creme tépico KX¥aGel 0,25% p/v
Carbonata, é%/hidréxido de
L alumlnl 9xido de magnésio/ o
Antiacidos |meticona 0,25% p/iv
ite de magnésia)
Clisteres Oleo mineral 0,25% plv
o L. Polimixina B/ Neomicina/
Antibidtico (topico) \ . . . 0,25% plv
N Bacitracina (Neosporin)
Anti-fingico/ ( + o
. . . O Nistatina 0,25% plv
anti-pruriginoso vagin
AntiécidoA Famotidina (Pepcid) 0,25% plv
. @ M Cloridrato de Ioperamida/subsalicilato de 0,25%, 0,1%,
Antic% bismuto 0,05%, 0,025%,
o\ (Pepto-Bismol) 0,01% p/v
woplco Vaselina 0,25% p/iv
Crem f& das anti-hemorroidais Fenilefrina (Preparacéo H) 0,25% p/v
tor de acido; antiacido Omeprazol (Prilosec) 0,25% p/v
Clisteres Clister salino 0,25% p/v
Q‘ Antiacido Cimetidina (Tagamet) 0,25% plv
Antifungico/anti-prurido Vaginal Benzocaina, resorcinol (Vagisil) 0,25% piv
Toalhetes humidos Cloreto de benzalcénio, etanol (Wet Ones) 1 unidade®

a. Um preservativo adicionado a 40 ml de matriz de zaragatoa.
b.  Uma unidade (12,7 cm x 19,05 cm) adicionada a 40 ml de matriz de zaragatoa.
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Estudo de contaminagéao por transferéncia

Foi realizado um estudo para demonstrar que os cartuchos GeneXpert independentes, de utilizagdo tinica, impedem a
contaminagdo por transferéncia de amostras negativas executadas apos amostras muito positivas. O estudo consistiu numa amostra
negativa processada no mesmo modulo GeneXpert imediatamente apos uma amostra muito positiva. A amostra muito positiva é
constituida por células de E. coli inativadas contendo um plasmideo com um oligonucleétido sintético inserido proveniente das
sequéncias de amplificacdo dos cinco genes-alvo de analito do Xpert Carba-R (alvos KPC, NDM, VIM, IMP e OXA-48). As
células positivas foram diluidas em matriz de zaragatoas retais negativas agrupadas e em matriz de zaragatoas peri-retais negati
agrupadas para uma concentragdo de 1 x 10® UFC/ml. O esquema de teste foi repetido 25 vezes em dois modulos Gene
totalizando 102 testes (25 amostras muito positivas por modulo e 26 amostras negativas por modulo) para a matriz de

Can

NAO DETECTADO (NOT DETECTED) para cada tipo de matriz testado.
Reprodutibilidade 6

Estudo das matrizes de zaragatoas retais e peri-retais
A reprodutibilidade do ensaio Xpert Carba-R foi avaliada usando dois painéis de 11 amostras, um.preparado em matriz de
zaragatoas retais negativas agrupadas e o outro preparado em matriz de zaragatoas peri-retais @ as agrupadas. Dois
operadores de cada um dos trés centros do estudo testaram um painel de 11 amostras em réplidados de quatro por dia ao longo de
seis dias de teste (11 amostras x 2 replicados x 2 vezes/dia x 6 dias x 2 operadores x 3 &7 Foram utilizados trés lotes de
cartuchos do ensaio Xpert Carba-R em cada um dos trés centros de teste. Realizou-sg«Q ®nsaio Xpert Carba-R em conformidade
com o procedimento do ensaio Xpert Carba-R. Os resultados sdao apresentadoente na Tabela 26.
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Tabela 26. Resumo dos resultados da reprodutibilidade - % de concordancia,
matrizes de zaragatoas retais e peri-retais

% de
Centro 1 Centro 2 Centro 3 .
Amostra | Matriz® °°'t1:t‘;1d::r°'a
Op.1 | Op.2 |Centro| Op.1 | Op.2 [Centro| Op.1 | Op.2 |Centro| amostra
Negat R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100% |
gat. (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144
IMP pos R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 10
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | peP44
IMP pos R 91,7% | 87,5% | 895% | 83,3% | 87,5% | 854% | 875% | 79.2% | 83,3% 86,1%
baixo (22/24) | (21/24) | (43/48) | (20/24) | (21/24) | (41/48) | (21/24) | (19/24) | (40/4 (124/144)
VIM pos R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 1 k_‘ 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24)o[ (BB/48) | (144/144)
VIM pos R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% N\ %00% 100%
baixo (24124) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/g4)Y| \48/48) | (144/144)
NDM pos R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% % | 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24)\(24/24) | (48/48) | (144/144)
NDM pos R 91,7% | 958% | 93.8% | 958% | 958% | 958% | 100% N 917% | 958% 95,1%
baixo (22/24) | (23/24) | (45/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48)p™( (22/24) | (46/48) | (137/144)
KPC pos R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 0% | 100% | 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) 4/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
KPC pos R 958% | 100% | 97.9% | 100% | 91,7% 95,8% | 958% | 95,8% 96,5%
baixo (23/24) | (24/24) | (47/48) | (24/24) (22/24,‘ (46/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48) | (139/144)
OXA-48 R 100% | 100% | 100% | 100% 100% | 100% | 100% | 100% 100%
pos mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24)4] (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
OXA-48 R 958% | 100% | 97.9% | 95.8% 97,9% | 91,7% | 100% | 95,8% 97,2%
pos baixo (23/24) | (24124) | (47/48) | (23/24) | (24124) | (47/48) | (22124) | (24124) | (46/48) | (140/144)
Negat PR 100% | 100% | 100% | %00% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
gat. (24124) | (24124) | (484N 24(24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
VN
IMP pos bR 100% | 100% o N 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
mod (24/24) (24/24)@ (4 (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
IMP pos PR 95,8% | 91,7% 8% | 100% | 100% | 100% | 100% | 91,7% | 958% 96,5%
baixo (23/24) | (2 (45/48) | (24124) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (22/24) | (46/48) | (139/144)
VIM pos PR 100% 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
mod (24/{\ 24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
VIM pos PR b 91,7% | 958% | 91,7% | 91,7% | 91,7% | 958% | 83,3% | 89,6% 92,4%
baixo (22/24) | (46/48) | (22/24) | (22/24) | (44/48) | (23/24) | (20/24) | (43/48) | (133/144)
NDM pos b \%0% 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
mod Q | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
NDM pos @‘ 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 87.5% | 100% | 93,8% 97,9%
baixo | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (21/24) | (24/24) | (45/48) | (141/144)
KPC &\ PR 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
od N, | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
os PR 91,7% | 91,7% | 917% | 91,7% | 958% | 93.8% | 100% | 91,7% | 95.8% 93,8%
ixo (22/124) | (22/24) | (44/48) | (22/24) | (23/24) | (45/48) | (24/24) | (22/24) | (46/48) | (135/144)
OXA-48 PR 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
pos mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
OXA-48 bR 87,5% | 87,5% | 875% | 100% | 95.8% | 97.9% | 958% | 958% | 958% 93,8%
pos baixo (21/24) | (21/24) | (42/48) | (24/24) | (23/24) | (47/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48) | (135/144)

a. R =retal, PR = peri-retal
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A reprodutibilidade do ensaio Xpert Carba-R também foi avaliada em termos do sinal de fluorescéncia expresso em valores de Ct
para cada alvo detetado. A média, o desvio padrdo (DP) e o coeficiente de variagdo (CV) entre centros, entre lotes, entre dias,
entre operadores e inter-ensaio para cada membro do painel sdo apresentados na Tabela 27.

Tabela 27. Resumo dos resultados da reprodutibilidade, matrizes de zaragatoas retais e peri-retais

Canal de Entre Entre Entre Entre Intra- Total
Amostra Matriz? ensaio NP C(t’ centros lotes dias operadores ensaio
(analito) "% "op Jevw| pp Jeviw)| DP [cv%)| DP |cv(%)| DP |cv(%)| DP ey
Negat. R spC | 144 | 329 [ 02 [ 05 [ 02 [ 07 [00 o1 |00 ] o [o6] 18 R%,o M
IMP
pos mod R IMP 144 34,5 0,0 0,0 0,2 0,5 0 0,0 0,1 0,2 0,7 r {w 21
IMP. R IMP 140 36,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,5 0,0 0 1,2) 3}/1,2 3,4
pos baixo
ViM R VIM 144 31,0 0,0 0,0 0,3 0,9 0 0,0 0,2 0,5 \)6 0,6 1,9
pos mod o P\
VIM N
pos baixo R VIM 144 33,8 0,0 0,0 0,6 1,8 0,3 0,9 0,3 %\ 4,0 1,6 4,6
NDM N
pos mod R NDM 144 33,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 ,0 w 0,6 1,7 0,6 1,7
NDM R NDM 143 36,2 0,2 0,7 0,0 0,0 0,3 0,7 "OO 0,8 2,3 0,9 2,5
pos baixo ’ ’ ! ! ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
KPC R KPC 144 34,2 0,0 0,0 0,3 0,8 0,2 iy },0 0,0 0,4 1,2 0,6 1,6
pos mod /7
KPC. R KPC 141 35,8 0,0 0,0 0,5 1,5 OO\J 0,3 0,9 0,7 1,9 0,9 2,6
pos baixo
OXA-48 R OXA-48 144 34,3 0,0 0,0 0,2 0,5 ‘@ 0,5 0,1 0,3 0,5 1,6 0,6 1,7
pos mod
OXA-48 X
pos baixo R OXA-48 | 143 36,1 0,0 0,0 0,0 -ﬂ 0,2 0,6 0,0 0,0 0,8 2,3 0,9 24
Negat. PR SPC 144 | 32,7 0,0 0,0 0, ,6 0,0 0,0 0,2 0,5 0,4 1,2 0,5 1,4
IMP PR IMP 144 | 33,7 0,0 0,0 1 0,2 0,0 0,0 0,2 0,5 0,5 1,5 0,5 1,6
pos mod .
IMP. PR IMP 142 | 36,0 0,2 \0,5 0,0 0,0 0,1 0,3 0,2 0,5 0,8 21 0,8 2,3
pos baixo o
VIM PR VIM 144 ,2 0,1 0,3 0,0 0,1 0,2 0,5 0,4 1,3 0,5 1,5
pos mod ]
VIM
. PR VIM 142 0,0 0,6 1,6 0,0 0,0 0,6 1,7 1,4 4,1 1,6 47
pos baixo
NDM o
PR NDM 1(‘\33,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,5 0,2 0,5 0,4 1,2 0,5 1,4
pos mod
N
NDM PR NDM 35,7 0,2 0,5 0,0 0,0 0,2 0,6 0,0 0,0 0,9 2,4 0,9 2,5
pos baixo N\
KPC \v
PR % 144 | 34,6 0,0 0,0 0,3 1,0 0,0 0,0 0,2 0,5 0,4 1,3 0,6 1,7
pos mod
-
KPC. PR }DC 143 | 36,4 0,0 0,0 0,5 1,3 0,1 0,4 0,0 0,0 0,7 2,0 0,9 2,4
pos baixo &
OXA-48 @ OXA- 144 | 34,4 0,1 0,2 0,2 0,6 0,0 0,0 0,2 0,5 0,5 1,5 0,6 1,7
pos mo 48
OXA_. PR OXA- 144 | 36,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 1,2 0,0 0,0 1,0 2,7 1.1 2,9
pas,baixo 48
-

h retal, PR = peri-retal
Resultados com valores do Ct diferentes de zero em 144.
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19.2 Estudo de isolados bacterianos
Avaliou-se a reprodutibilidade do ensaio Xpert Carba-R com um painel de 13 amostras bacterianas, incluindo: dois organismos
diferentes por cada um dos cinco genes-alvo de resisténcia detetados pelo ensaio Xpert Carba-R; duas amostras de referéncia que
incluiam dois genes-alvo; e uma amostra de referéncia negativa para os cinco genes-alvo. Dois operadores de cada um dos trés
centros do estudo testaram um painel de 13 amostras em replicados de quatro por dia. Cada amostra foi utilizada para fazer duas
suspensdes equivalentes a uma suspensao celular de McFarland 0,5 a partir das quais foram testados dois replicados ao longo de

seis dias de teste (13 amostras x 2 replicados x 2 vezes/dia x 6 dias x 2 operadores x 3 centros). Foram utilizados trés lotes de

cartuchos do ensaio Xpert Carba-R em cada um dos trés locais de teste. Realizou-se o ensaio Xpert Carba-R em confo

com o procedimento do ensaio Xpert Carba-R. Apos a conclusio dos testes, excluiram-se 25 testes realizados num mgo
instrumento, o que resultou na inclusdo de um total de 1847 amostras nas analises. Os resultados sdo apresentadogses nte
na Tabela 28. < ,
Tabela 28. Resumo dos resultados da reprodutibilidade - % de concordancia, isolados b rianos
Gene de Centro 1 Centro 2 Centro \Q! % de
resisténcia \ concordéancia
0 p. p. entro p. p- entro p. entro
(N.° da amostra)| OP-1 | Op.2 | Centro | Op.1 | Op.2 | Centro | Op.1 O{@ t total por
’ amostra
KPC (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100% xbo% 100% 100%
(24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) 24/9\(24/24) (48/48) | (144/144)
100% 100% 100% | 95,8% | 100% | 97,9% [ 10 100% 100% 99,3%
KPC (2) (23/23) | (22/22) | (45/45) | (23/24) | (24/24) | (47/48) (24124) | (48/48) |  (140/141)
VIM (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100@ 100% | 100% | 100% 100%
(22/22) | (23/23) | (45/45) | (24/24) | (24/24) | W48/48Y | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (141/141)
VIM (2) 100% 100% 100% 100% 100 JOO% 100% 100% 100% 100%
(22/22) | (24/24) | (46/46) | (24/24) | ( (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (142/142)
IMP (1) 100% 100% 100% 100% 0% 100% 100% 100% 100% 100%
(23/23) | (24/24) | (47/47) | (24124) | (24/24) | (48/48) | (24124) | (24/24) | (48/48) | (143/143)
P @) 100% | 100% | 100% \@, 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
(23/23) | (23/23) | (46/4G)ay 8 ) | (24124) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (142/142)
OXA (1) 100% | 100% 1002* )100% | 917% | 958% | 100% | 100% | 100% 98,6%
(23/23) | (23/23) | (46/46) | (24/24) | (22/24) | (46/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (140/142)
OXA @) 100% | 100% ANIQ0% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
(23/23) | (2 Q£ 5/45) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (141/141)
NDM (1) 100% ) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(22/22) (NFU21) | (43/43) | (24124) | (24/24) | (48/48) | (24124) | (24/24) | (48/48) | (139/139)
NDM (2) 1 & 100% 100% | 91,7% | 100% | 95,8% 100% 100% 100% 98,6%
) | (23/23) | (46/46) | (22/24) | (24/24) | (46/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (140/142)
OXAND W% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
’ ®5(24/24) (23/23) | (47/47) | (24124) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (143/143)
OX (2‘) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
P (23/23) | (24/24) | (4T/AT) | (24124) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (143/143)
G:T' (NEG) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
: (24124) | (24124) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
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A reprodutibilidade do ensaio Xpert Carba-R também foi avaliada em termos do sinal de fluorescéncia expresso em valores de Ct
para cada alvo detetado. A média, o desvio padrdo (DP) e o coeficiente de variagdo (CV) entre centros, entre lotes, entre dias,
entre operadores e intra-ensaio para cada membro do painel sdo apresentados na Tabela 29.

Tabela 29. Resumo dos dados da reprodutibilidade - Isolados bacterianos

Gene de Entre Entre Entre Entre Intra-
resisténcia c:::;ige N2 centros lotes dias operadores| ensaio T
o

ams?;) (analito) DP (cv |DP |cv |DP | cv |DP |cv | DP | cv v
KPC (1) KPC 144 | 1,1 | 44 0 0 0 0 06 |26 |06 2,6_’9 5,8
KPC (2) KPC 143 |08 (31 01|02 |02|09]|05 |20 |08 :\3,1\’1 2 | 49
VIM (1) VIM 141 [11 51 ] 0o | o] o] o o523 08837 [15]67
VIM (2) VIM 142 |1 03 (1,3 | 0,2 | 0,8 0 0 0,8 | 3, 31 [ 1,1 | 51
IMP (1) IMP 143 10,3 | 1,0 0 0 03| 1,206 y )8 |31 10 |42
IMP (2) IMP 142 |14 (63 | 0,1 ] 0,5 0 0 0, Q 07 |32 |17 |76
OXA (1) OXA48 140 | 0,6 | 2,6 0 0 0 0 TN 8 108 [35 |12 |52
OXA (2) OXA48 141 |11 (49 | 03 | 1,5 0 ’9 @3 20 (0,7 |33 |15 |64
NDM (1) NDM 139 | 1,2 | 53 0 0 0 0 ) 06 (24 |07 |31 |15 |66
NDM (2) NDM 140 | 09 (40 | 03 | 1,4 0 08 (33 (08 |33 |15 |63
NDM/OXA (1) NDM 143 | 1,3 | 54 | 0,2 | O, % 0 06 (25 07 |31 |16 |68
OXA48 143 | 1,2 |62 | 0,3 N O 0 05 (24 |07 |37 |15 |77
NDM/OXA (2) NDM 143 | 1,2 | 53 | 0,2 0 0 05 (24 |08 |35 |16 |69
OXA48 143 | 1,2 | 6,0 | O, 2 0 0 05 (25 (07 |38 |15 |76
NEGAT. (NEG) SPC 144 | 01 O,§ 01103 0 02 (05 |04 |13 |05 |15

a. Resultados com valores do Ct diferentes de zero em 144\

OQ
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21 Locais das sedes da Cepheid

Sede corporativa Sede europeia
Cepheid Cepheid Europe SAS
904 Caribbean Drive Vira Solelh
Sunnyvale, CA 94089 81470 Maurens-Scopont
Estados Unidos da América Franca A
Telefone: + 1 408 541 4191 Telefone: + 33 563 825 300 Q
Fax: + 1 408 541 4192 Fax: + 33 563 825 301 O
www.cepheid.com www.cepheidinternational.com

22 Assisténcia Técnica 6

www.cepheid.com/en/CustomerSupport.

Nome do produto

Antes de contactar a Assisténcia Técnica da Cepheid, reuna as seguintes informagdes: \\@

Numero de lote \K
Numero de série do instrumento Q
Mensagens de erro (se houver alguma)

Versdo de software e, caso se aplique, nimero de etiqueta de servigo (Se@g) do Computador

Informagodes de contacto

Estados Unidos da América FNQ'a
Telefone: + 1 888 838 3222 @fone: + 33 563 825 319
E-mail: techsupport@cepheid.com -mail: support@cepheideurope.com

As informagdes de contacto para outros escritério&ﬁsténcia técnica da Cepheid estdo disponiveis no nosso website:

0
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23 Tabela de simbolos

Simbolo

Significado

Numero de catalogo

<
o

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

Nao reutilize

-

Cadigo do lote

Consulte as instrugdes de utilizagao

Cuidado

Fabricante

Pais de fabrico

Conteudo suficiente para <n> testes

L

[ 4
Controlo \ b

A4

Prazo de validade E O
Limites de temperatura
Y 4

Riscos biolégicos \A

Atencgéo N
O

Rx only

Para utilizagédo aM com receita médica

Cepheid

l I@@ﬁmﬁ@@:»@ﬁ@

904 Cayi t@
Sunny!

E Ké

N
3

(\
.\O

e: + 1408 541 4191

e
Qéx: + 1408 541 4192

IVD
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