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Xpert® C. difficile

Para utilizagdo em diagnostico in vitro.

1 Nome proprietario

Xpert® C. difficile

2 Nome comum ou usual

Teste Xpert C. difficile

3 Utilizacao prevista

O teste Xpert C. difficile, realizado nos GeneXpert® Instrument Systems da Cepheid, é um teste qualitativo de diagnéstico
in vitro concebido para a identificagdo e diferenciacdo rapidas de toxina B e toxina binaria, a partir de amostras fecais
apropriadas colhidas de doentes sob suspeita de infe¢do por Clostridioides difficile (CDI). O teste utiliza a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) em tempo real automatizada para detetar C. difficile produtor de toxina, que esta associado a CDI.

O teste Xpert C. difficile destina-se a ser utilizado como auxiliar no diagnéstico de CDI. Apenas sdo necessarios testes
concomitantes se for necessaria tipagem suplementar.

4 Resumo e explicagao

O Clostridioides difficile (C. difficile) é um bacilo Gram-positivo, anaerdbio, formador de esporos, que foi associado

a doenga, pela primeira vez, em 1978.1 A infegdo por Clostridioides difficile (CDI) varia de diarreia até colite
pseudomembranosa potencialmente fatal.2A flora bacteriana madura do colon de um adulto saudéavel é geralmente
resistente a colonizagédo por C. difficile.3 Contudo, se a flora normal do c6lon estiver alterada, ha perda de resisténcia a
colonizagdo. O fator de risco mais comum € a exposi¢io a antibioticos.* Os fatores de viruléncia primarios do C. difficile
sélo a enterotoxina A e a citotoxina B.5 Os genes que codificam a toxina A (fcdA) e a toxina B (¢fcdB) fazem parte do locus
de patogenicidade (PaLoc).%7 A maioria das estirpes patogénicas € positiva para a toxina A e para a toxina B (A+B+),
embora variantes de isolados negativos para a toxina A e positivos para a toxina B (A-B+) tenham sido reconhecidas

como patogénicas.® Algumas estirpes de C. difficile também produzem uma ADP-ribosiltransferase especifica da actina,
denominada CDT ou toxina bindria. O locus da toxina binaria contém dois genes (cdtA e cdtB) e esta localizado fora

do PaLoc.%-11 Nos tltimos anos tém ocorrido surtos de CDI causados por estirpes “hipervirulentas” e resistentes as
fluoroquinolonas pertencentes ao ribotipo 027 por PCR, ao tipo NAP1 por PFGE (eletroforese de gel em campo pulsado) e
ao tipo B1 por REA (analise por endonucleases de restri¢do).8:12 Estas estirpes apresentam aumento da produgéo de toxinas,
0 que estd a ser atribuido a dele¢des no gene regulador tedC.13:14

O Centro Europeu de Prevencdo e Controlo das Doengas (ECDC) tem identificado uma necessidade urgente de testes de
diagndstico rapido que apresentem um melhor desempenho do que os testes atualmente disponiveis para C. difficile.l? O
diagnostico de C. difficile baseia-se, habitualmente, na detecdo das toxinas A ou B. O trabalhoso teste de citotoxicidade
celular ainda ¢ considerado o “padrdo ouro” devido a sua elevada especificidade.!3:16 Foram desenvolvidos vérios
imunoensaios enzimaticos rapidos para a detecdo das toxinas A e B. Contudo, estes testes tém uma sensibilidade e
especificidade reduzidas comparativamente ao teste de citotoxicidade celular. Recentemente, desenvolveram-se métodos
de PCR para a detegdo da toxina A e/ou toxina B com elevada sensibilidade e especificidade quando comparados com os
ensaios de citotoxicidade celular e os imunoensaios. No entanto, ndo ha testes de PCR padronizados para a dete¢do das
toxinas A e B atualmente disponiveis no mercado.!”
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Nota

Nota

5 Principio do procedimento

O GeneXpert Instrument Systems automatiza e integra a preparagdo de amostras, a extragdo de acidos nucleicos, a
amplificagdo e a detecdo das sequéncias-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando testes de RT-PCR e PCR em
tempo real. O sistema consiste num instrumento, computador e software pré-carregado para realizar os testes nas amostras
colhidas e ver os resultados. Os sistemas requerem a utilizagdo de cartuchos GeneXpert descartaveis de utilizagao tnica,
que contém os reagentes para PCR e onde decorrem os processos de extragdo de ADN e PCR. Dado que os cartuchos sdo
independentes, ¢ minimizada a contaminagdo cruzada entre amostras. Para obter uma descrigdo completa dos sistemas,
consulte o GeneXpert Dx System Operator Manual e/ou o GeneXpert Infinity System Operator Manual adequado.

O teste Xpert C. difficile inclui reagentes para a detegdo de C. difficile produtor de toxina e C. difficile produtor de toxina,
presumiveis de 027/NAP1/BI, respetivamente, assim como um controlo de processamento da amostra (Sample Processing
Control, SPC). O SPC esta presente para controlar o processo adequado de amplificagdo e para monitorizar a presenga de
inibidores na reagdo PCR. O controlo de verificacdo da sonda (Probe Check Control — PCC) verifica a reidratagao dos
reagentes, o enchimento do tubo de PCR no cartucho e a presenga e a funcionalidade de todos os componentes da reagdo no
cartucho, incluindo sondas e corantes.

Os primers e as sondas no teste Xpert C. difficile detetam sequéncias nos genes para a toxina B (#cdB), toxina binaria (cdf) e
delegdo de tcdC no nt 117 (tcdCA117).

6 Materiais fornecidos

O kit do Xpert C. difficile contém reagentes em quantidade suficiente para o processamento de 10 espécimes ou amostras
para controlo de qualidade.

O kit contém o seguinte:

Xpert C. difficile Cartuchos de teste com tubos de reacao integrados 10

e 1 de cada por
cartucho

e 3,0 ml por cartucho
e 3,0 ml por cartucho

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

Bolsas de reagente do Xpert C. difficile 10
e Reagente de amostra (tiocianato de guanidina) e 10x 2,0 ml por bolsa
CD 1 por kit

e Ficheiros de definicao do teste (Assay Definition Files, ADF)
e Instrugdes para importar o ADF para o software GeneXpert
e |Instrucdes de utilizagéo (folheto informativo)

As fichas de dados de seguranca (FDS) estéo disponiveis em www.cepheid.com ou www.cepheidinternational.com no
separador ASSISTENCIA (SUPPORT).

A seroalbumina bovina (Bovine Serum Albumin, BSA) presente nas esferas deste produto foi produzida e fabricada
a partir de plasma bovino proveniente exclusivamente dos EUA. Os animais ndo foram alimentados com nenhuma
proteina de ruminante ou outra proteina animal e foram aprovados nos testes ante- e post-mortem. Durante o
processamento, ndo houve mistura do material com outros materiais de origem animal.

7 Conservacao e manuseamento

Conserve o kit Xpert C. difficile entre 2 °C e 28 °C até ao prazo de validade indicado no rétulo.
Nao utilize reagentes de amostra ou cartuchos que tenham ultrapassado o prazo de validade.
Nao abra a tampa do cartucho até estar pronto para realizar o teste.

N3o utilizar um cartucho molhado ou com fuga.

O reagente de amostra ¢ um liquido transparente e incolor. Nao utilize o reagente de amostra se este ficar turvo ou
descolorido.

Xpert® C. difficile
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8 Materiais necessarios, mas nao fornecidos

GeneXpert Dx System ou GeneXpert Infinity System (o nimero de catdlogo varia consoante a configuragao):
Instrumento GeneXpert, computador (com software GeneXpert patenteado), lapis Otico para leitura de codigos de barras
e manual do utilizador.

Para GeneXpert Dx System: Versdo de software 4.3 ou superior.

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

Agitador vortex

Pipetas de transferéncia estéreis, descartaveis

Zaragatoa seca para transferéncia da amostra fecal, dispositivo de colheita de amostras da Cepheid, nimero de catalogo
900-0370 (cultura Copan Venturi Transystem®, 139CFA) ou zaragatoa descartavel de utilizagdo unica da Cepheid,
namero de catalogo SDPS-120 (Copan 138CS01.PH).

Declaracoes de atencao e precaugoes

Trate todas as amostras bioldgicas, incluindo os cartuchos e reagentes usados, como sendo capazes de transmitir agentes
infeciosos. Dado que ¢ frequentemente impossivel saber quais as amostras biologicas que poderdo ser infeciosas, devem
ser todas tratadas com as precaugdes predefinidas. Orientagdes para o manuseamento de amostras estdo disponiveis nos
Centers for Disease Control and Prevention (Centros de Controlo e Prevengdo de Doengas) dos EUA e no Clinical and
Laboratory Standards Institute (Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais)!8:19,

Siga os procedimentos de seguranca da sua instituicdo para trabalhar com produtos quimicos e manusear amostras
biologicas.

A execugao do teste Xpert C. difficile fora dos intervalos de temperatura e tempo recomendados pode produzir resultados
erroneos ou invalidos.

Naio agite o cartucho. Agitar ou deixar cair o cartucho apos a abertura da respetiva tampa pode produzir resultados
invalidos.

Nao coloque o rotulo de ID da amostra na tampa do cartucho nem na etiqueta de cddigo de barras do cartucho. Nao
utilize um cartucho que tenha uma etiqueta de codigo de barras danificada.

O teste Xpert C. difficile nio fornece resultados de suscetibilidade. E necessario tempo adicional para cultura e para
realizar testes de suscetibilidade.

Nao substitua os reagentes Xpert C. difficile por outros reagentes.

Naio abra a tampa do cartucho Xpert C. difficile, exceto ao adicionar a amostra e reagentes ou ao realizar um novo teste.
Nao utilize um cartucho que tiver caido depois de o ter retirado da embalagem.

Nao utilize um cartucho que tenha um tubo de reagdo danificado.

Cada cartucho Xpert C. difficile de utiliza¢@o tnica ¢ utilizado para processar um teste. Nao reutilizar cartuchos
processados.

Use batas e luvas limpas. Troque de luvas entre o processamento de cada amostra.

Na eventualidade da contaminagdo da area de trabalho ou do equipamento com amostras ou controlos, limpe
minuciosamente a area contaminada com uma dilui¢do de 1:10 de lixivia de cloro doméstica e depois repita a limpeza da
area de trabalho com etanol desnaturado a 70%. Secar as superficies de trabalho e aguardar até secarem completamente
antes de prosseguir.

Amostras biologicas, dispositivos de transferéncia e cartuchos usados devem ser considerados como tendo potencial de
transmissdo de agentes infeciosos que exigem precaucdes padrdo. Siga os procedimentos relativos a residuos ambientais
da sua institui¢do relativamente a eliminag@o correta de cartuchos usados e reagentes niao usados. Estes materiais
podem apresentar caracteristicas de residuos quimicos perigosos que exigem procedimentos de eliminagdo nacionais

ou regionais especificos. Se as regulamentagdes nacionais ou regionais ndo disponibilizarem uma indicaggo clara sobre
a eliminag@o correta, as amostras biologicas e os cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as diretrizes
relativas a0 manuseamento ¢ a eliminagdo de residuos médicos da OMS (Organizagdo Mundial de Saude).

Nao abra a tampa do cartucho até estar pronto para realizar o teste.
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10 Riscos quimicos?20,21

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

e Nocivo por ingestdao
® Provoca irritagdo cutdnea

e Provoca irritagdo ocular grave
o Recomendagoes de prudéncia GHS da ONU

o Prevencao

Lavar cuidadosamente ap6s manuseamento.

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

Evitar a libertagdo para o ambiente.

Usar luvas de protegdo/vestuario de protecdo/prote¢ao ocular/protecéo facial

o Resposta

SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e 4gua abundantes.

Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.

Tratamento especifico (ver informagdo de primeiros-socorros suplementar no presente rotulo).

Em caso de irritagdo cutinea: consulte um médico

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

Caso a irritag@o ocular persista: consulte um médico

EM CASO DE INGESTAO: caso sinta indisposi¢io, contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um médico.

Enxaguar a boca.

o Conservacao/Eliminacio

Eliminar o conteudo e/ou recipiente de acordo com a regulamentacdo local, regional, nacional e/ou internacional.

11 Colheita, transporte e conservacao de amostras

1. Faga a colheita da amostra fecal ndo formada num recipiente limpo. Siga as orientagdes da sua instituicdo para a colheita
de amostras para testes de C. difficile.

2. Rotule com a ID do paciente ¢ envie para o laboratério para testes.

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

12 Procedimento

12.1 Preparacao do cartucho

Importante Iniciar o teste dentro de 30 minutos apés a adicao da amostra ao cartucho.

Para adicionar a amostra ao cartucho:

1. Retire o cartucho e o reagente de amostra da embalagem.

2. Submerja brevemente a zaragatoa na amostra fecal ndo formada. A zaragatoa nio precisa de ficar completamente
saturada.

3. Insira a zaragatoa no tubo contendo o reagente de amostra.

Nota Utilize gaze estéril para minimizar os riscos de contaminagao.

Xpert® C. difficile
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. Segure na zaragatoa pela haste perto do bordo do tubo, levante a zaragatoa a alguns milimetros do fundo do tubo e

empurre a haste contra o bordo do tubo para a quebrar. Certifique-se de que a zaragatoa ¢ suficientemente curta para
permitir que a tampa fique bem apertada.

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

6. Abra a tampa do cartucho. Utilizando uma pipeta de transferéncia limpa, transfira todos os contetidos do reagente de

amostra para a camara de amostra do cartucho.

Feche a tampa do cartucho.

Sample Chamber
(Large Opening)

Figura 1. Cartucho (vista de cima)

12.2 Iniciar o teste

Se estiver a utilizar um sistema GeneXpert Dx, antes de iniciar o teste, certifique-se de que o sistema esta a
Importante executar o software GeneXpert Dx versdo 4.7b ou posterior e de que o ficheiro de definicdo do teste correto é
importado para o software.

Se estiver a utilizar um sistema GeneXpert Infinity, antes de iniciar o teste, certifique-se de que o sistema esta
Importante a executar o software Xpertise versao 6.4b ou posterior e de que o ficheiro de definicdo do teste correto é
importado para o software.

Esta secco indica as etapas basicas para a execugdo do teste. Para obter instru¢des detalhadas, consulte o Manual do
utilizador do sistema GeneXpert Dx ou o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Infinity, dependendo do modelo que
estiver a utilizar.

Nota

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

1.

2.
3.

Ligue o instrumento GeneXpert:

e Se estiver a utilizar o instrumento GeneXpert Dx, comece por ligar o instrumento GeneXpert Dx e, de seguida, o
computador. O software GeneXpert arranca automaticamente. Se ndo arrancar, faca duplo clique no icone de atalho
do software GeneXpert Dx no ambiente de trabalho do Windows®.

ou

* Se estiver a utilizar o instrumento GeneXpert Infinity, ative o instrumento. O software Xpertise arranca
automaticamente. Se ndo arrancar, faga duplo clique no icone de atalho do software Xpertise no ambiente de trabalho
do Windows®.

Inicie sessdo no software do sistema do instrumento GeneXpert utilizando o seu nome de utilizador e palavra-passe.

Na janela do sistema GeneXpert, clique em Criar teste (Create Test) (GeneXpert Dx) ou em Encomendas
(Orders) ¢ Encomendar teste (Order Test) (Infinity). A janela Criar teste (Create Test) abre-se. Abre-se a
caixa de dialogo Ler cédigo de barras da ID do doente (Scan Patient ID).

. Leia ou introduza a ID do doente (Patient ID). Se digitar a ID do doente (Patient ID), assegure-se de que digita a

ID do doente correta. A ID do doente (Patient ID) é associada aos resultados do teste e ¢ apresentada na janela Ver
resultados (View Results) e em todos os relatorios. A caixa de dialogo Ler codigo de barras da ID da amostra
(Scan Sample ID Barcode) abre-se.

Xpert® C. difficile
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Nota

5. Leia ou introduza a ID da amostra (Sample ID). Se digitar a ID da amostra (Sample ID), assegure-se de que digita a ID
da amostra correta. A ID da amostra ¢ associada aos resultados do teste e ¢ visualizada na janela Ver resultados (View
Results) e em todos os relatorios. Abre-se a caixa de didlogo Ler cédigo de barras do cartucho (Scan Cartridge
Barcode).

6. Leia o codigo de barras do cartucho . Utilizando as informagdes do codigo de barras, o software preenche

automaticamente as caixas para os seguintes campos: Selecionar teste (Select Assay), ID lote de reagente (Reagent Lot
ID), N/S do cartucho (Cartridge SN) e Prazo de validade (Expiration Date).

Se o cadigo de barras no cartucho n&o puder ser lido digitalmente, repita o teste com um novo cartucho. Se tiver lido
o cadigo de barras do cartucho no software e o ficheiro de definigdo do teste néo estiver disponivel, aparecera um
ecréa que indica que o ficheiro de definicdo do teste ndo esta carregado no sistema. Se este ecra aparecer, contacte a
assisténcia técnica da Cepheid.

7. Clique em Iniciar teste (Start Test) (GeneXpert Dx) ou Enviar (Submit) (Infinity). Introduza a sua palavra-passe na
caixa de didlogo que aparece, caso seja necessario.

8. Para o sistema GeneXpert Infinity, coloque o cartucho no tapete rolante. O cartucho serd automaticamente carregado, o
teste serd executado e o cartucho usado sera colocado no recipiente para residuos.

ou

No caso do instrumento GeneXpert Dx:

a) Abra a porta do médulo do instrumento com a luz verde a piscar e carregue o cartucho.

b) Feche a porta. O teste comega e a luz verde para de piscar. Quando o teste termina, a luz desliga-se.

c) Espere até que o sistema destranque o fecho da porta antes de abrir a porta do modulo. De seguida, remova o
cartucho.

d) Elimine os cartuchos usados no recipiente apropriado para residuos de amostras, de acordo com as praticas padrao da
sua instituicdo.

13 Visualizagao e impressao de resultados

Esta secgdo discrimina os passos basicos para a visualizagdo ¢ a impressdo dos resultados. Para obter instru¢des mais
detalhadas sobre como visualizar e imprimir os resultados, consulte o GeneXpert Dx System Operator Manual (Manual do
utilizador do sistema GeneXpert Dx) ou o GeneXpert Infinity System Operator Manual (Manual do utilizador do sistema
GeneXpert Infinity), dependendo do modelo utilizado.

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

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

14 Controlo de qualidade

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

e Controlo de processamento da amostra (SPC — Sample Processing Control) — assegura que a amostra foi
corretamente processada. O SPC contém esporos de Bacillus globigii, sob a forma de um bolo seco de esporos que esta
incluido em cada cartucho para verificar o processamento adequado das bactérias da amostra. O SPC verifica se ocorreu
lise das bactérias de C. difficilee esporos, se 0s organismos estiverem presentes e se 0 processamento da amostra for
adequado. Adicionalmente, este controlo deteta a inibi¢do do ensaio de PCR em tempo real associada a amostra. O SPC
deve ser positivo em amostras negativas e pode ser negativo ou positivo em amostras positivas. O SPC ¢ aprovado se
preencher os critérios de aceitagdo validados.

e Controlo de verificacio da sonda (PCC) — antes do inicio da reacdo PCR, o sistema GeneXpert mede o sinal de
fluorescéncia das sondas para monitorizar a reidratag@o da esfera, o enchimento do tubo de reagdo, a integridade
da sonda e a estabilidade do corante. A verificagdo da sonda ¢ aprovada se corresponder aos critérios de aceitag@o
atribuidos.
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15 Interpretacao dos resultados

Os resultados sdo interpolados pelo sistema do instrumento GeneXpert através da medigao de sinais fluorescentes e
algoritmos de calculo integrados, sendo mostrados na janela Ver resultados (View Results). Os resultados possiveis sdo:

Tabela 1. Xpert C. difficile Resultados e interpretagao

Resultado

Interpretagao

POSITIVO para

C. diff toxigénico,
PRESUMIVEL
NEGATIVO PARA
027 (Toxigenic C.
diff POSITIVE, 027
PRESUMPTIVE NEG)

Ver Figura 2

Sao detetadas sequéncias de ADN-alvo de C. difficile produtor de toxina

C. difficile produtor de toxina — o(s) alvo(s) de C. difficile produtor de toxina (toxina B ou
toxina B e toxina binaria ou delegdo de tcdC no nt 117) tem(tém) um limite de ciclo (Cycle
Threshold, Ct) dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a definicao
minima

SPC — NA (n&o aplicavel) [SPC — NA (not applicable)]; o SPC ¢ ignorado, dado que a
amplificagdo-alvo de C. difficile podera competir com este controlo

Verificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da
sonda sdo aprovados.

POSITIVO para

C. diff toxigénico,
PRESUMIVEL
POSITIVO PARA

027 (Toxigenic C.
diff POSITIVE; 027
PRESUMPTIVE POS)

Ver Figura 3

Sao detetadas sequéncias presumiveis de ADN-alvo 027/NAP1/BI de C. difficile produtor de
toxina.

C. difficile produtor de toxina, presumivel de 027/NAP1/Bl — todos os alvos de C. difficile
produtor de toxina, presumiveis de 027/NAP1/BI (toxina B, toxina binaria e delecéo de
tcdC no nt 117) tém Ct dentro do intervalo valido e um ponto final superior a definicdo
minima.

SPC — NA (nao aplicavel) [SPC — NA (not applicable)]; o SPC ¢ ignorado, dado que a
amplificagao-alvo de C. difficile podera competir com este controlo.

Verificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da
sonda sdo aprovados.

NEGATIVO para

C. diff toxigénico,
PRESUMIVEL
NEGATIVO PARA
027 (Toxigenic C.
diff NEGATIVE; 027
PRESUMPTIVE NEG)

Ver Figura 4

Nao sdo detetadas sequéncias de ADN-alvo do C. difficile (toxina B).

NEGATIVO (NEGATIVE) —As sequéncias de ADN de C. difficile produtor de toxina (toxina
B) ndo sdo detetadas; ndo sédo detetados outros ADN-alvo de C. difficile toxigénico (toxina
binaria e delegéo de tcdC no nt 117). O SPC preenche os critérios de aceitacéo.

NEGATIVO (NEGATIVE) — N&o é detetado ADN-alvo de C. difficile.

SPC — APROVADO (SPC — PASS); o SPC tem um Ct (limiar de ciclo) dentro do intervalo
valido e um endpoint (ponto final) superior a definicao minima.

Verificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da
sonda sao aprovados.

INVALIDO (INVALID)
Ver Figura 5

A presenca ou auséncia de sequéncias de ADN-alvo de C. difficile ndo pode ser
determinada; repita o teste de acordo com as instrugbées da secgao Procedimento de
repeticdo do teste abaixo. O SPC ndo cumpre os critérios de aceitagéo, a amostra nao foi
processada adequadamente ou a PCR esta inibida.

INVALIDO (INVALID) — A presenca ou auséncia de ADN-alvo de C. difficile ndo pode
ser determinada.

SPC — FALHOU (SPC — FAIL); o resultado do alvo do SPC é negativo, o Ct do SPC
néo esta dentro do intervalo valido e o ponto final & inferior a definicdo minima.
Verificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da
sonda sao aprovados.
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Resultado Interpretacao

ERRO (ERROR)

A presenca ou auséncia de sequéncias de ADN-alvo de C. difficile nao pode ser
determinada; repita o teste de acordo com as instrugées da secgédo Procedimento de
repeticdo do teste abaixo. O controlo de verificagdo da sonda falhou, provavelmente porque
o tubo de reagéo ndo foi enchido adequadamente, foi detetado um problema de integridade
da sonda ou porque os limites de pressdo maxima foram excedidos.

Toxina B (tcdB) — SEM RESULTADO [Toxin B (tcdB) — NO RESULT]
Toxina binéria (cdt) — SEM RESULTADO [Binary Toxin (cdt) — NO RESULT]
tcdCA117 — SEM RESULTADO (tcdC A117 — NO RESULT)

*SPC — SEM RESULTADO (SPC — NO RESULT)

Verificagdo da sonda — FALHOU (FAIL)?; todos ou um dos resultados da verificagdo da
sonda falharam.

SEM RESULTADO (NO

A presenca ou auséncia de sequéncias de ADN-alvo de C. difficile nao pode ser
RESULT)

determinada; repita o teste de acordo com as instrugées da secgédo Procedimento de
repeticdo do teste abaixo. Nao foram recolhidos dados suficientes para produzir um
resultado de teste (por exemplo, o utilizador parou um teste que estava em curso).

Toxina B (tcdB) — SEM RESULTADO [Toxin B (tcdB) — NO RESULT]
Toxina binaria (cdt) — SEM RESULTADO [Binary Toxin (cdt) — NO RESULT]
tcdCA117 — SEM RESULTADO (tcdC A117 — NO RESULT)

SPC — SEM RESULTADO (NO RESULT)

Verificagdo da sonda — NA (NA) (ndo aplicavel)

a Se a verificagdo da sonda foi aprovada, o erro é causado pela falha de um dos componentes do sistema.

|( TestResult | Analyte Result |( Detail | Errors | History |  Support |
Assay Name Xpert C.difficile G3 Version 3

LSSl Toxigenic C.diff POSITIVE;

027-NAP1-BI PRESUMPTIVE NEG|

IFor In Vitro Diagnostics Use Only.

Legend
300 vi[/] SPC; Primary
[v [ /| Toxin B; Primary
[vI || Binary Toxin; Primary
[vi /| TcdC; Primary

ID

200

Fluorescence

100

10 20 30 40
Cycles

4

Figura 2. Exemplo de resultados positivo para Xpert C. difficile e presumivel negativo para 027
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Toxigenic C.diff POSITIVE;
027-NAP1-BlI PRESUMPTIVE POS

Figura 3. Exemplo de resultados positivo para Xpert C. difficile e presumivel positivo para 027

Toxigenic C.diff NEGATIVE;
027-NAP1-Bl PRESUMPTIVE NEG

Figura 4. Exemplo de resultados negativo para Xpert C. difficile e presumivel negativo para 027
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:| TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Support |

/|Assay Name Xpert C.difficile G3 Version 3
| TestResult |\yyaLID

‘||For In Vitro Diagnostics Use Only.

Legend

100 VI [/ SPC; Primary 4]
[v /] Toxin B; Primary
[v || Binary Toxin; Primary
80 vl |/| TcdC; Primary
3
£ 60
o
=
= 40
20
0 . - = — =
10 20 30 40
Cycles

Figura 5. Exemplo de um resultado invalido

16 Motivos para repetir o ensaio

16.1 Motivos para repetir o teste

Se ocorrer algum dos resultados de teste mencionados abaixo, repita o teste uma vez de acordo com as instrugdes da Secgdo
16.2.

Unm resultado INVALIDO (INVALID) indica que o SPC falhou. A amostra nio foi processada adequadamente ou a PCR
foi inibida.

Um resultado ERRO (ERROR) indica que o controlo de verificagdo da sonda pode ter falhado e que o teste foi
abortado, possivelmente devido ao tubo de reagdo nio ter sido adequadamente enchido, a dete¢io de um problema de
integridade da sonda de reagente, a terem sido excedidos os limites de pressdo maxima, ou ter sido detetado um erro de
posicionamento da valvula.

SEM RESULTADO (NO RESULT) indica que foram colhidos dados insuficientes. Por exemplo, o utilizador parou um
teste que estava a decorrer.

16.2 Procedimento de repeticao do teste

Para uma repeticdo de teste dentro de 3 horas da obtenc¢@o de um resultado indeterminado, utilize um novo cartucho (néo
reutilize o cartucho) e novos reagentes.

1.
2.

4.

Retire um novo cartucho do kit.

Transfira todos os contetdos restantes da cdmara de amostra para um novo frasco de reagente de amostra utilizando uma
pipeta de transferéncia descartavel.

Coloque no agitador de vértice e adicione a totalidade do contetido do reagente de amostra a cdmara de amostra do novo
cartucho Xpert C. difficile.

Feche a tampa e inicie 0 novo teste.

Para uma repeticdo de teste apos 3 horas da obtenc@o de um resultado indeterminado, repita o teste com uma nova amostra
de zaragatoa da amostra do paciente original.
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17 Limitacoes

Isolados ndo 027/NAP1/BI, representando o toxinotipo XIV, serdo apresentados como POSIT. para C. diff toxigénico;
PRESUMIVEL POSITIVO para 027 (Toxigenic C. diff POSITIVE; 027 PRESUMPTIVE POSITIVE) utilizando o
teste Xpert C. difficile.

Ocasionalmente, isolados ndo 027/NAP1/BI, representando os toxinotipos IV, V e X, serdo indicados como POSIT. para
C. diff toxigénico; PRESUMIVEL POSITIVO para 027 (Toxigenic C. diff POSITIVE; 027 PRESUMPTIVE
POSITIVE) utilizando o teste Xpert C. difficile.

O desempenho do teste Xpert C. difficile foi validado utilizando apenas os procedimentos detalhados neste folheto
informativo. Qualquer modificac¢do destes procedimentos pode alterar o desempenho do teste. Os resultados do teste Xpert
C. difficile devem ser interpretados em conjunto com outros dados laboratoriais ¢ clinicos de que o médico disponha.

Resultados de teste incorretos podem ser originados por uma incorreta colheita de amostras, incumprimento dos
procedimentos recomendados para colheita, manuseamento ¢ conservagdo de amostras, erro técnico, troca de amostras ou
porque o numero de microrganismos na amostra ¢ demasiado baixo para ser detetado pelo teste. Para se evitar resultados
incorretos, ¢ necessaria uma cuidadosa conformidade com as instrugdes deste folheto.

Como a detecdo de C. difficile depende do numero de organismos presentes na amostra, os resultados fidedignos dependem
da correta colheita, manuseamento e conservagdo da amostra.

Devido ao fator de dilui¢do associado ao procedimento de repeticao do teste, € possivel que as amostras positivas para C.
difficile muito proximas ou em cima do limite de dete¢@o (LoD) do teste C. difficile possam originar um resultado falso
negativo na repeti¢do do teste.

Voltar a executar o teste Xpert C. difficile quando os resultados sdo INVALIDO (INVALID), ERRO (ERROR) ¢

SEM RESULTADO (NO RESULT) dependera das praticas e politicas de cada instalagdo. Deverdo estar disponiveis
procedimentos alternativos. Para cultura, as restantes amostras de zaragatoa deverdo ser colocadas em sistemas de transporte
adequados ¢ a cultura devera ser efetuada dentro de 4 dias.

Um resultado de teste positivo ndo indica necessariamente a presenca de organismo viavel. Presume-se, no entanto, a
presenca de C. difficile.

Estirpes distintas da 027/NAP1/BI podem causar surtos de CDI.

A deteg@o de acido nucleico de C. difficile nas fezes confirma a presenga destes organismos em pacientes com diarreia, mas
pode néo indicar que os C. difficile sdo os agentes etiologicos da diarreia.

As caracteristicas do desempenho deste teste s6 foram estabelecidas com o tipo de amostra indicado na secgdo Utilizagao
prevista. Néo se avaliou o desempenho deste teste com outros tipos de amostras.

Podem ocorrer resultados falsos negativos quando o organismo infetante tiver mutagdes gendmicas, inser¢des, delegdes ou
rearranjos ou quando o teste ¢ realizado muito cedo no curso da doenga.

18 Substancias que interferem

Substancias potencialmente inibidoras incluem sangue, fezes excessivas e muco. As substincias foram testadas em réplicas
de trés com a estirpe bacteriana 027/NAP1/BI de C. difficile adicionada perto do limite de detecdo (~3x LoD) e superior
(~50x LoD). O material fecal excessivo foi avaliado com amostras clinicas reais num estudo de investigagdo multicéntrico.
O efeito inibidor ¢ observado ocasionalmente na presenca de fezes excessivas na zaragatoa. Nao se observaram efeitos
inibidores significativos na presenga de sangue ou muco.

19 Caracteristicas do desempenho

As caracteristicas do desempenho do teste Xpert C. difficile foram determinadas num estudo de investiga¢do prospetiva
em dois centros na Europa, comparando o teste Xpert C. difficile no sistema GeneXpert (teste Xpert C. difficile) através
de cultura toxigénica seguida de ribotipagem por PCR de amostras de cultura positiva. Para serem incluidas no estudo, as
amostras tinham de ser provenientes de individuos cujas culturas eram indicadas e/ou encomendadas, de acordo com as
praticas institucionais.
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19.1 Resultados globais

Foi testado um total de 285 amostras para C. difficile pelo teste Xpert C. difficile, que foram comparadas com o método de
cultura direta (consulte a tabela abaixo).

Tabela 2. Caracteristicas do desempenho do teste
Xpert C. difficile em comparagido com cultura direta

Cultura toxigénica
027/NAP1/
C. difficile Bl pos Negativo
Toxina B+ 34 0 16 Sensibilidade 100%
Xpert C. 027/NAP1/BI 0 0 1 Especificidade| ~ 93%
difficile
Negativo 0 0 234

20 Caracteristicas do desempenho da 027/NAP1/BI

Para determinar as caracteristicas do desempenho da estirpe 027/NAP1/BI, foram avaliadas internamente amostras clinicas
utilizando o Xpert C. difficile, métodos de cultura e ribotipagem por PCR. Os dados do estudo sdo apresentados na tabela
abaixo. Neste caso, negativo significa que as estirpes de C. difficile toxigénico ndo sdo 027/NAP1/BI.

Tabela 3. Caracteristicas do desempenho do teste Xpert
C. difficile em comparagao com ribotipagem por PCR

Cultura toxigénica e
ribotipagens por PCR
027/NAP1/ 027/NAP1/
Bl Pos Bl Neg
OzTNARI 14 1 Sensibilidade 100%
Xpert C. 0s
difficile
027/NAP1/ 0 10 Especificidade 91%
Bl Neg

21 Especificidade analitica

Num estudo de reatividade cruzada, foram testadas culturas da American Type Culture Collection (ATCC) e da Colecéo

de Culturas da Universidade de Gotemburgo (CCUG) representando organismos fortemente relacionados com C. difficile,
assim como flora retal normal e patogénica. Foram testadas duas estirpes de C. difficile nao produtoras de toxina utilizando
o teste Xpert C. difficile. Os organismos testados foram representados por 24 espécies aerobicas, 14 espécies anaerdbicas

e duas espécies microaerofilicas. Foram testadas trés réplicas de cada isolado, a uma concentragdo de, pelo menos, 10°
UFC por reagdo. Nas condigdes do estudo, todos os isolados foram classificados como C. difficile toxigénico negativo;
nenhum dos isolados foi detetado pelo teste Xpert C. difficile. Foram incluidos no estudo controlos positivos e negativos. A
especificidade analitica foi de 100%.

22 Sensibilidade analitica

Foram realizados estudos adicionais para determinar o intervalo de confianca de 95% para o limite de detegdo analitico
(LoD) deste teste. O limite de detegdo é definido como o menor numero de unidades formadoras de coldnias (UFC) por
amostra que pode ser distinguido com reprodutibilidade das amostras negativas com 95% de confianga. Foram avaliadas
réplicas de 20 em seis concentragdes (100, 300, 600, 1200, 2400 e 4800 UFC/amostra).
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Nas condigdes do estudo e utilizando uma defini¢do méaxima de Ct valido de 37, para fcdB e cdt e de 40 para tcdC, os
resultados indicam que a estimativa do ponto de LoD ¢ de 1657 UFC/zaragatoa para C. difficile toxigénico, com um
intervalo de confianca de 95% compreendido entre 1157 UFC/zaragatoa e 3561 UFC/zaragatoa, e de 2058 UFC/amostra
para a estirpe 027/NAP1/Bl de C. difficile toxigénico, com um intervalo de confianga de 95% compreendido entre

1581 UFC/zaragatoa e 3441 UFC/zaragatoa.
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24 Locais das sedes da Cepheid

Sede empresarial

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Telefone: + 1 408 541 4191
Fax: + 1408 541 4192
www.cepheid.com

Sede europeia

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Telefone: + 33 563 825 300
Fax: + 33 563 825 301
www.cepheidinternational.com

25 Assisténcia técnica

Antes de nos contactar
Antes de contactar a assisténcia técnica da Cepheid, retina as seguintes informacgdes:

Nome do produto

Numero de lote

Numero de série do instrumento

Mensagens de erro (se houver alguma)

Versdo de software e, caso se aplique, nimero de Etiqueta de servico (Service Tag) do computador

Estados Unidos da América

Telefone: + 1 888 838 3222
E-mail: techsupport@cepheid.com

Franca

Telefone: + 33 563 825 319
E-mail: support@cepheideurope.com

As informagoes de contacto de todos os escritdrios da assisténcia técnica da Cepheid estdo disponiveis no nosso
website:www.cepheid.com/en/support/contact-us

Termos e Condicdes da Cepheid podem ser encontrados em www.cepheid.com/en/support/support/order-management.

16 Xpert® C. difficile
300-9291-PT, Rev. H
Margo 2023


http://www.cepheid.com/en/support/support/order-management

Xpert® C. difficile

26 Tabela de simbolos

Simbolo Significado
Ndamero de catalogo
REF d
Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
IVD p p g

&

Nao reutilizar

—
O
-

Cddigo de lote

Consultar as instrugdes de utilizagdo

Cuidado

Fabricante

Pais de fabrico

Conteudo suficiente para n testes

CONTROL

Controlo

Prazo de validade

Marcagéo CE — Conformidade Europeia

-\?ng@@g>i}

Limites de temperatura

?iﬁ

Riscos bioldgicos

(e}
T

REP

Mandatario na Suica

&

Importador
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Cepheid AB
Rontgenvigen 5
SE-171 54 Solna,
Sweden

Tel: +46 8 6843 7000
Fax: +46 8 6843 7010

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH

Ziircherstrasse 66
Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH

Zircherstrasse 66
Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €

27 Historico de revisoes

Descri¢ao das alteracées: 300-9291, Rev. G a Rev. H

Finalidade: Corre¢do da parte grafica e alinhamento com os requisitos do regulamento (UE) 2017/746

Secgao

Descrigao da alteragao

Declaractes
relativas a marcas

Atualizacao das informagées legais de acordo com as normas legais atuais da
Cepheid.

registadas,
patentes e
copyright

12 Atualizagao do texto da seccédo Procedimento para consisténcia entre as Instrugdes
de utilizagdo da Cepheid.

15 Ordenagéo de figuras para corresponder a ordem dos resultados na Tabela 1.

16,2 Atualizacdo do texto da sec¢ao Procedimento de repeticado do teste para
consisténcia entre as Instrugdes de utilizagdo da Cepheid.

26 Adicao do simbolo do CH REP e do importador, bem como definigdes na tabela de
simbolos. Adigédo da informagéo do CH REP e do importador, incluindo o enderego
na Suiga.

27 Atualizacao da tabela relativa ao historico de revisdes.

Em todo o Ocorréncias consistentes de “ensaio” utilizado como nome de marca alteradas para
documento “teste”.
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