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Apenas para utilizagdo em diagnostico in vitro.

1 Nome proprietario

Xpert® MRSA NxG

2 Nome comum ou usual

Teste Xpert MRSA NxG

3 Utilizacao prevista

O teste Xpert MRSA NxG, realizado no , € um teste de diagndstico in vitro qualitativo que se destina a dete¢do de ADN de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) diretamente a partir de zaragatoas nasais em pacientes em risco de
colonizagdo nasal. O teste utiliza a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) automatica em tempo real para a amplificagdo

de alvos de ADN de MRSA especificos e sondas de hibridizagdo fluorogénicas especificas para os alvos, para a detecdo

em tempo real do ADN amplificado. O teste Xpert MRSA NxG destina-se a ajudar na prevengao e controlo de infeg¢des por
MRSA em estabelecimentos de cuidados de satide. O teste Xpert MRSA NxG ndo se destina ao diagndstico, a orientagao
ou a monitorizagdo do tratamento de infe¢des por MRSA nem ao fornecimento de resultados da suscetibilidade a meticilina.
Um resultado negativo ndo exclui a colonizagdo nasal por MRSA. S@o necessarias culturas concomitantes para colheita de
microrganismos para tipagem epidemioldgica ou testes de suscetibilidade suplementares.

4 Resumo e explicagao

O Staphylococcus aureus (SA) é um agente patogénico humano bem documentado que provoca infegdes comunitarias ou
associadas a cuidados de satde. E um importante agente patogénico associado a cuidados de saide, que pode ser responséavel
por diversas doengas incluindo bacteriemia, pneumonia, osteomielite, endocardite aguda, sindrome de choque toxico,
intoxicagdo alimentar, miocardite, sindrome da pele escaldada, carbunculo, furanculos e abcessos. !

No inicio da década de 1950, a aquisi¢do e a propagacdo de plasmideos codificadores de beta-lactamase prejudicaram a
eficacia da penicilina no tratamento de infe¢des por S. aureus (SA). Em 1959, foi introduzida a meticilina, uma penicilina
semissintética. No entanto, por volta de 1960, foram identificadas estirpes de SA resistentes a meticilina (MRSA). Sabe-

se agora que a resisténcia ¢ conferida quando o SA adquire um complexo de gene mec que contém o gene mecA ou mecC
denominado cassete cromossomica estafilococica (SCC). O MRSA causa infe¢des em unidades de satide e na comunidade,
resultando em morbilidade e mortalidade significativas. Foi descrita uma mortalidade atribuivel de 33% para a bacteriemia
por MRSA. Em diversos estabelecimentos de satide foram desenvolvidas e implementadas estratégias e politicas de controlo
para limitar a propagacdo destas infe¢des. O controlo do MRSA ¢é um dos principais objetivos da maioria dos programas de
prevengdo de infe¢des em hospitais. 1 ~5 Atualmente, o método padrdo para detecdo de MRSA ¢ a cultura, que pode exigir
varios dias para gerar um resultado definitivo. Um estudo realizado em pacientes dos hospitais Veterans Administration nos
EUA demonstrou um impacto significativo na redugao das infe¢des por MRSA associadas aos cuidados de satide através da
utilizag@o do rastreio universal dos pacientes quanto a colonizac¢do nasal por MRSA quando sdo internados, como parte de
um conjunto de medidas de controlo de infegdes. 0

5 Principio do procedimento

O teste Xpert MRSA NxG ¢ realizado no . O automatiza e integra a preparagdo de amostras, a extragdo ¢ amplificagdo de
acidos nucleicos e a dete¢@o das sequéncias-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR em tempo
real. Os sistemas s@o constituidos por um instrumento, um computador e software pré-carregado para execugdo de testes e
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visualizagdo dos resultados. Os sistemas requerem a utilizagdo de cartuchos descartaveis, de utilizagao tnica, que contém
os reagentes de PCR e onde decorre esse processo. Dado que os cartuchos s@o independentes, ¢ minimizada a contaminagao
cruzada entre amostras. Para obter uma descri¢do completa do sistema, consulte o GeneXpert Dx System Operator Manual
ou o GeneXpert Infinity System Operator Manual.

O teste Xpert MRSA NxG inclui reagentes para a detecdo de MRSA. Também estdo incluidos no cartucho um controlo de
processamento da amostra (Sample Processing Control, SPC) e um controlo de verificagdo da sonda (Probe Check Control,
PCC). O SPC esta presente para controlar o processamento adequado da amostra e para monitorizar a presenca de inibidores
na reagdo de PCR. O PCC verifica a reidratagao dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR no cartucho, a integridade da
sonda e a estabilidade do corante.

Os primers e as sondas do teste Xpert MRSA NxG detetam sequéncias exclusivas de resisténcia a meticilina/oxacilina
(genes mecA e mecC) e SCCmec, que € inserida no cromossoma do SA no local a#tB.

Uma fungdo de conclusdo antecipada do ensaio fornece resultados positivos se o0 ADN-alvo atingir um limiar
predeterminado antes de terem sido concluidos os 40 ciclos completos da PCR. Quando os niveis de MRSA (mecA/mecC e
SCCmec) forem suficientemente altos para gerarem Ct (limiares de ciclo) muito precoces, ndo sera visualizada a curva de
amplificag@o do SPC e os respetivos resultados ndo serdo comunicados.

6 Reagentes e instrumentos

6.1 Materiais fornecidos

O kit do teste Xpert MRSA NxG (GXMRSA-NXG-CE-10 ou GXMRSA-NXG-CE-120) contém reagentes suficientes para
processar 10 ou 120 amostras, respetivamente. Os kits contém o seguinte:

Xpert MRSA NxG 10 por kit 120 por kit
Cartuchos com tubos
de reagao integrados

e Esfera 1, Esfera 2 e Esfera 3

A 1 de cada por cartucho 1 de cada por cartucho
(liofilizadas)
e Reagente 1 3,0 ml por cartucho 3,0 ml por cartucho
* Reagente 2 (hidroxido de 3,5 ml por cartucho 3,5 ml por cartucho
sodio)
Xpert MRSA
NxGReagente de eluigio 10 x 2,0 ml por frasco 120 x 2,0 ml por frasco
(tiocianato de guanidinio)
CD 1 por kit 1 por kit

e Ficheiros de definigédo
do ensaio (ADF — assay
definition files)

e Instrugdes para importar o
ADF para o software

e Instrucdes de utilizagao
(folheto informativo)

Not As fichas de dados de seguranga (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 nao 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.

Nota
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6.2 Conservagao e manuseamento

Conserve os cartuchos e reagentes Xpert MRSA NxG entre 2 °C e 28 °C.

Nao utilize reagentes ou cartuchos que tenham ultrapassado o prazo de validade.

Nao abra a tampa do cartucho até estar pronto para realizar o teste.

O reagente de elui¢do ¢ um liquido incolor. Nao utilize o reagente de elui¢do se este ficar descorado.

6.3 Materiais necessarios mas nao fornecidos

ou (o nimero de catalogo varia consoante a configurag@o): Instrumento GeneXpert, computador com o software
exclusivo GeneXpert versdo 4.3 ou posterior, leitor de codigo de barras e manual do utilizador.

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

Agitador vortex

Zaragatoas para colheita de amostras, tais como as zaragatoas fornecidas no dispositivo de colheita de amostras da
Cepheid (zaragatoa dupla em rayon em meio de Stuart liquido, referéncia 900-0370) ou sistemas Copan de colheita e
transporte de zaragatoa dupla em rayon (139C LQ STUART) ou sistema de colheita e transporte de zaragatoa de eluicdo
(ESwab) em meio de Amies liquido (Copan 480C, Copan 480CE ou kit de colheita BD ESwab, referéncia n.° 220245).
Pipeta para transferéncia de uma amostra ESwab ", como Poly-Pipets de 300 ul descartaveis, pipeta de transferéncia de
volume exato estéril (referéncia 300-8533) ou equivalente.

Pipetas de transferéncia estéreis, descartaveis para transferéncia do reagente de eluicdo Xpert MRSA NxG.

Gaze estéril

6.4 Materiais disponiveis mas nao fornecidos

Controlo negativo NATtrol™ MRSA, nimero de catdlogo NATMSSE-6MC da ZeptoMetrix Corporation
(Staphylococcus epidermidis suscetivel a meticilina inativado)

Controlo positivo NATtrol MRSA, niimero de catdlogo NATMRSA-6MC da ZeptoMetrix Corporation (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina inativado)

Adverténcias e precaugoes

Para utilizagdo em diagnostico in vitro.

Trate todas as amostras bioldgicas, incluindo os cartuchos e reagentes usados, como sendo capazes de transmitir agentes
infeciosos. Dado que ¢é frequentemente impossivel saber quais as amostras biologicas que poderdo ser infeciosas, todas
devem ser tratadas aplicando as precaugdes padrio. Orientagdes para o manuseamento de amostras estdo disponiveis nos
Centers for Disease Control and Prevention (Centros de Controlo e Preven¢do de Doengas) dos EUA7 e no Clinical and
Laboratory Standards Institute (Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais)3.

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

Nao substitua os reagentes do teste Xpert MRSA NxG por outros reagentes.

Nao abra a tampa do cartucho do teste Xpert MRSA NxG até estar pronto para adicionar a amostra.

Nao utilize um cartucho que tiver caido depois de o ter retirado da embalagem.

Nao 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 no rétulo do coédigo de barras.

Cada cartucho do teste Xpert MRSA NxG de utilizacdo tinica ¢ utilizado para processar um teste. Nao reutilize cartuchos
gastos.

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

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 bem a

area contaminada com uma solugéo de lixivia de cloro doméstica com dilui¢@o 1:10 e depois repita a limpeza da area de
trabalho com etanol a 70%. Secar as superficies de trabalho até secarem completamente antes de prosseguir.

Amostras bioldgicas, 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 vossa instituigdo relativamente a eliminagdo correta de cartuchos usados e reagentes nao usados. Estes materiais
podem apresentar caracteristicas de residuos quimicos perigosos que exigem procedimentos de eliminagdo nacionais
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ou regionais especificos. Se as regulamentagdes nacionais ou regionais ndo disponibilizarem uma indicagdo clara sobre
a eliminag@o correta, as amostras bioldgicas e os cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as diretrizes
relativas a0 manuseamento e a eliminagao de residuos médicos da OMS (Organizagdo Mundial de Saude).

e Resultados fidveis dependem da colheita, transporte, conservagao e processamento adequados das amostras. Podem
ocorrer resultados de teste incorretos devido a incorre¢des na colheita, no manuseamento ou na conservagdo da amostra,
erro técnico, troca de amostras ou por o numero de microrganismos na amostra ser inferior ao limite de detegao do teste.
Para se evitarem resultados erréneos, ¢ necessario o seguimento cuidadoso das instrugdes do folheto informativo e do
GeneXpert System Operator Manual .

e A execucdo do teste Xpert MRSA NxG fora dos intervalos de tempo e temperatura recomendados pode produzir
resultados erroneos ou invalidos. Os ensaios ndo executados dentro dos intervalos especificados devem ser repetidos.

8 Riscos quimicos?:10

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

e Nocivo por ingestao
® Provoca irritagdo cutdnea
e Provoca irritagdo ocular grave
e Recomendacoes de prudéncia GHS da ONU

e Prevencao

e [avar cuidadosamente ap6s manuseamento.

e Naio comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto.

e Evitar a libertagdo para o ambiente.

e Usar luvas de protecéo/vestuario de protegdo/protecdo ocular/protegdo facial.
o Resposta

SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e agua abundantes.
Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.

Tratamento especifico, ver informagdo de primeiros-socorros suplementar.

Em caso de irritagdo cutanea: 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 irritagdo ocular persista: consulte um médico

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

e Enxaguar a boca.
o Conservac¢ao/Eliminacao

e Eliminar o contetido e¢/ou recipiente de acordo com a regulamentacéo local, regional, nacional ¢/ou internacional.

9 Colheita, transporte e conservacao de amostras

9.1 Colheita de amostras

Siga as linhas de orienta¢do da sua institui¢do relativas a colheita de amostras em zaragatoas nasais utilizando um
dispositivo de colheita e transporte recomendado (consulte a secgdo Secgdo 6.3) e/ou siga as instrugdes a seguir:

e Quando utilizar as zaragatoas em rayon duplas, mantenha ambas as zaragatoas sempre fixas a tampa vermelha.
Segurando a tampa da zaragatoa com ambas as zaragatoas fixas, faga a colheita de cada uma das narinas de cada vez.
Coloque as amostras de zaragatoa dupla no tubo de transporte contendo o meio de Stuart liquido.

ou
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o Quando utilizar a ESwab, colha a amostra nasal colhendo amostras das duas narinas, uma de cada vez, com a mesma
zaragatoa. Coloque a zaragatoa no tubo de transporte contendo o meio de transporte de Amies liquido.

9.2 Transporte e conservagao de amostras

Manter condi¢des adequadas de transporte e conservacdo da amostra de zaragatoa antes da utilizagdo para assegurar a
integridade da amostra. Nao foi avaliada a estabilidade da amostra com o teste Tabela 1 nas condigdes de transporte e
conservagdo além das recomendadas abaixo Xpert MRSA NxG.

Tabela 1. Condigoes de transporte e conservagao de amostras

Dispositivo de Temperatura de transporte e Tempo de conservagao
colheita de amostras conservagao de amostras (°C) de amostras
15 °C-30 °C Até 24 horas

Rayon (dupla da
Cepheid) ou ESwab 2°C-8 °C Até 7 dias

10 Procedimento

10.1 Preparagao do cartucho

Coloque o cartucho no instrumento GeneXpert no prazo de 30 minutos apds a adigao do reagente de eluigao

Importante ao cartucho.
1. Retire um cartucho e frasco de reagente de eluigdo do kit de teste Xpert MRSA NxG.
2. Adicionar a amostra ao cartucho:
Zaragatoas duplas
a) Retire as zaragatoas do recipiente de transporte. Utilize apenas uma das zaragatoas para o teste do ensaio. A segunda
zaragatoa pode ser usada para repetir o teste e deve ser conservada de acordo com a Tabela 1.
b) Insira a zaragatoa no frasco contendo o reagente de elui¢@o e parta a zaragatoa na marca gravada na haste da
zaragatoa.
Nota Envolva a haste da zaragatoa e a abertura do frasco do reagente de eluicdo com gaze estéril (n&o fornecida) quando
partir a zaragatoa para minimizar o risco de contaminacgao.
ou
ESwab
a) Misture o meio de transporte de Amies liquido contendo a amostra em zaragatoa no agitador de vortice a alta
velocidade, durante 5 segundos, para libertar a amostra da ponta da zaragatoa e dispersa-la uniformemente no meio
de transporte liquido.
b) Utilizando a pipeta de transferéncia de volume exato (ndo fornecida), transfira 300 pl da amostra liquida para o frasco
do reagente de eluigdo.
3. Feche a tampa do frasco do reagente de eluigdo e agite no agitador de vortice a velocidade méaxima durante 10 segundos.
4. Abra a tampa do cartucho. Utilizando uma pipeta de transferéncia (ndo fornecida), transfira todo o conteudo do reagente
de eluigdo para a camara da amostra do cartucho do teste Xpert MRSA NxG. Ver Figura 1.
Xpert® MRSA NxG 7
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Camara de amostra
(grande abertura)

Figura 1. Cartucho (vista de cima)

5. Feche a tampa do cartucho e inicie o teste.

10.2 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 versao 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 versdo 6.4b ou posterior e de que o ficheiro de definicdo do teste correto é
importado para o software.
Esta secgdo indica as etapas basicas para a execugdo do teste. Para obter instrugdes 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. Ligue o instrumento GeneXpert:

» 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, faga 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®.

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

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

4. 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) ¢ associada aos resultados do teste e é apresentada na janela Ver

resultados (View Results) e em todos os relatorios. A caixa de didlogo Ler codigo de barras da ID da amostra

(Scan Sample ID Barcode) abre-se.

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 é associada aos resultados do teste e ¢ visualizada na janela Ver resultados (View

Results) e em todos os relatorios. Abre-se a caixa de dialogo Ler cédigo de barras do cartucho (Scan Cartridge

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

Nota

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 sera 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 comeca 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 institui¢do.

11 Visualizacao e impressao de resultados

Esta secc¢do discrimina os passos basicos para a visualizagdo e a impressao 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. Ap6s a conclusdo do teste, clique no botao Relatério (Report) da janela Ver resultados (View Results) para
visualizar e/ou gerar um relatério em ficheiro PDF.

12 Controlos de qualidade integrados

Cada teste inclui um controlo de processamento da amostra e um controlo de verificagdo da sonda.

o Controlo de processamento da amostra (Sample Processing Control, SPC) — assegura que a amostra foi processada
corretamente. O SPC verifica se ocorreu a lise da bactéria caso os microrganismos estejam 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 condi¢oes da PCR (temperatura e tempo) sdo adequadas para a reagdo de
amplificagdo e que os reagentes de PCR estdo funcionais. 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 verificagdo da sonda (PCC) — antes do inicio da reacdo de PCR, o sistema GeneXpert mede o sinal
de fluorescéncia das sondas para monitorizar a reidratagdo da esfera, o enchimento do tubo de reagdo, a integridade
da sonda e a estabilidade do corante. A verificacdo da sonda é aprovada se corresponder aos critérios de aceitacao
atribuidos.

e Controlos externos— Os controlos externos descritos na Seccdo 6.4 estdo disponiveis, mas ndo sdo fornecidos e podem
ser utilizados em conformidade com as organizagdes de acreditagdo locais e nacionais, consoante aplicavel.

Para executar um controlo utilizando o teste Xpert MRSA NxG:

1. Agite o controlo NATtrol num agitador de vortice durante 5 a 10 segundos.
2. Pipete 100 ul de controlo NATtrol em 2 ml de reagente de eluigdo.

3. Agite o reagente de eluigdo o agitador de vortice durante 5 a 10 segundos.
4

. Utilize uma pipeta de transferéncia (ndo fornecida) para transferir todo o contetido do frasco do reagente de eluicdo para
a camara de amostra do cartucho.

5. Feche a tampa do cartucho e inicie o teste seguindo as instrugdes na Iniciar o teste.
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13 Interpretacao dos resultados

Os resultados sdo interpretados pelo sistema GeneXpert através da medicao de sinais fluorescentes e algoritmos de calculo
integrados, sendo mostrados na janela Ver resultados (View Results). Os resultados possiveis sdo apresentados na
tabela a seguir.
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Tabela 2. Resultados do teste Xpert MRSA NxG e sua interpretagao

Resultado

Interpretagao

MRSA DETETADO

Detetado ADN do MRSA.

E)NII;ISE?:TED) e MRSA DETETADO (MRSA DETECTED): os alvqs de MRSA3 mec (mecA/mecC)
e SCCmec tém um limiar de ciclo (Ct) dentro do intervalo valido.

Ver Figura 2. e SPC — NA (nao aplicavel); o sinal de SPC n&o faz parte do algoritmo de
interpretagéo dos resultados se o MRSA for detetado, porque o sinal de SPC
pode ser suprimido devido a competigdo com mec (mecA/mecC) e SCCmec.

e \Verificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de verificacdo
da sonda s&o aprovados.

MRSA NAO ADN do MRSA néo detetado

:JN'IE;'SEE‘?OOT ¢ MRSA NAO DETETADO (MRSA NOT DETECTED):

DETECTED) Cenarios

Ver Figura 3. e (O ADN-alvo para o SCCme_c ndo é detetado e o ADN-alvo para o mec (mecA/
mecC) néo é detetado — Figura 3

Ver Figura 4. e O ADN-alvo para o SCCmec no é detetado e o0 ADN-alvo para 0 mec (mecA/

Ver Figura 5. mecC) é detetado — Figura 4

e O ADN-alvo para o SCCmec é detetado e o ADN-alvo para o mec (mecA/mecC)
nao é detetado — Figura 5

e SPC: APROVADO (PASS); o SPC tem um Ct dentro do intervalo valido e ambos
os ADN-alvo do mec (mecA/mecC) e SCCmec nédo sdo detetados. Ou, se o mec
(mecA/mecC) ou a SCCmec apresentarem um valor de Ct valido, o resultado do
SPC é ignorado.

e \erificacdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagéo
da sonda sao aprovados.

INVALIDO Nao é possivel determinar a presenca ou auséncia de ADN-alvo do MRSA (mecA/

(INVALID) mecC ou SCCmec). Repita o teste de acordo com as instru¢des da Secgéo 15.

Ver Figura 6. e O ADN-alvo para a SCCmec ndo é detetado e o ADN-alvo para o mec (mecA/

mecC) néo é detetado.

SPC: FALHOU (FAIL); o Ct do SPC néo esta dentro do intervalo valido.
PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da sonda s&o
aprovados.

ERRO (ERROR)

Nao é possivel determinar a presenga ou auséncia de ADN-alvo do MRSA (mecA/
mecC ou SCCmec). Repita o teste de acordo com as instru¢des da Secgéo 15.

mec (mecA/mecC): SEM RESULTADO (NO RESULT)

SCCmec: SEM RESULTADO (NO RESULT)

SPC SEM RESULTADO (NO RESULT)

PCC: FALHOU (FAIL)*; um ou mais dos resultados de verificagdo da sonda
falharam.

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

Resultado Interpretacao

SEM RESULTADO | N30 & possivel determinar a presenca ou auséncia de ADN-alvo do MRSA (mecA/
(NO RESULT) mecC ou SCCmec). Utilize as instrugdes na Secgdo 15. SEM RESULTADO (NO
RESULT) indica que os dados colhidos foram insuficientes. Por exemplo, o operador

parou um teste que estava em curso ou a alimentagao elétrica falhou.

mec (mecA/mecC): SEM RESULTADO (NO RESULT)
SCCmec: SEM RESULTADO (NO RESULT)
SPC: SEM RESULTADO (NO RESULT)

sonda.

PCC: N/A (ndo aplicavel). Um erro causado devido ao limite de pressdo maxima
ter excedido o intervalo aceitavel termina a execugéo antes da verificagéo da

Os ecras apresentados na Figura 2, Figura 3, Figura 4, Figura 5 e Figura 6 sdo exemplos de um a executar o software

GeneXpert Dx.

[ TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Support |
‘|Assay Name Xpert MRSA NxG Version 1

| TestResult | TTYyYTTTaTS

/| For In Vitro Diagnostic Use

400

w
o
o

Fluorescence
[
(=]
o

100

Cycles

Legend

[vi [/] SPC; Primary
[l |/| mec; Primary
[vi || scc; Primary

|/]

(N

Figura 2. Exemplo de um resultado MRSA DETETADO (MRSA DETECTED)
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MRSA NOT DETECTED

Figura 3. Exemplo de um resultado MRSA NAO DETETADO (MRSA NOT DETECTED)

MRSA NOT DETECTED

Figura 4. Exemplo de um resultado MRSA NAO DETETADO (MRSA NOT DETECTED)
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MRSA NOT DETECTED

Figura 5. Exemplo de um resultado MRSA NAO DETETADO (MRSA NOT DETECTED)

Figura 6. Exemplo de um resultado INVALIDO (INVALID)
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14 Motivos para repetir o teste

A amostra deve ser novamente testada se algum dos seguintes resultados for obtido com o primeiro teste. Repita o teste de
acordo com as instrugdes na Secgdo 15.

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

e Um resultado ERRO (ERROR) indica que o controlo de verificagdo da sonda pode ter falhado ou que os limites
maximos de pressao foram excedidos.

e SEM RESULTADO (NO RESULT) indica que foram colhidos dados insuficientes. Por exemplo, o operador parou um
teste que estava em curso ou a alimentagdo elétrica falhou.

e Sc o desempenho do controlo externo ndo for o esperado, repita o teste de controlo externo e/ou contacte a assisténcia
técnica da Cepheid.

15 Procedimento de repeticao do teste

Repita o teste utilizando um novo cartucho (ndo reutilize o cartucho) e um novo frasco de reagente de eluigao.

1. Retire o cartucho e o frasco do reagente de eluigdo do kit de teste Xpert MRSA NxG .
2. Adicionar a amostra ao cartucho:
Zaragatoas duplas

a) Retire a zaragatoa restante do recipiente de transporte.
b) Insira a zaragatoa no frasco contendo o reagente de elui¢o e parta a zaragatoa na marca gravada na haste da
zaragatoa.

Envolva a haste da zaragatoa e a abertura do frasco do reagente de eluigdo com gaze estéril (ndo fornecida) quando

Nota ) L : S
partlr a zaragatoa para minimizar o risco de contamlnag:ao.

ou
ESwab
a) Misture o meio de transporte de Amies liquido restante contendo a amostra em zaragatoa no agitador de vortice a alta
velocidade, durante 5 segundos, para dispersar a amostra uniformemente no meio de transporte liquido.
b) Utilizando uma pipeta de transferéncia (ndo fornecida), transfira 300 ul da amostra liquida para o frasco do reagente
de eluigdo.
3. Feche a tampa do frasco do reagente de eluigdo e agite no agitador de vortice a alta velocidade durante 10 segundos.

4. Abra a tampa do cartucho. Utilizando uma pipeta de transferéncia (ndo fornecida), transfira todo o contetdo do reagente
de eluigdo para a camara da amostra do cartucho do teste Xpert MRSA NxG. Ver Figura 1.

5. Feche a tampa do cartucho e inicie o teste.

16 Limitacoes

e O seguimento cuidadoso das instrugdes deste folheto informativo e dos folhetos informativos dos dispositivos de
colheita de amostra da Cepheid (dispositivo de colheita de amostras da Cepheid, sistemas Copan de colheita e transporte
de zaragatoa dupla em rayon, sistema de colheita e transporte de zaragatoa de eluicdo em meio de Amies [ESwab]) é
necessario para se evitarem resultados erroneos.

O desempenho do teste Xpert MRSA NxG néo foi avaliado em pacientes com idade inferior a dois anos.
O teste Xpert MRSA NxG ndo se destina ao diagndstico, a orientagdo nem a monitorizagdo do tratamento de infe¢des
por MRSA nem a determinar a suscetibilidade a meticilina.

e Tal com muitos testes de diagnostico, os resultados do teste Xpert MRSA NxG deverfo ser interpretados juntamente com
outros dados laboratoriais e clinicos de que o médico disponha e deverdo ser utilizados como adjuvantes nos esforgos
de controlo de infecdes nosocomiais para a identificagdo de pacientes que necessitem de precaucdes reforgadas. Os
resultados ndo deverfo ser utilizados para orientar ou monitorizar o tratamento de infe¢cdes por MRSA.

e Um resultado positivo do teste ndo indica necessariamente a presenga de microrganismos viaveis. Presume-se, no
entanto, a presenga de MRSA.

e Um resultado de teste negativo ndo exclui a possibilidade de colonizag@o nasal porque os resultados de teste podem
ser afetados por colheita de amostras inadequada, erro técnico, confus@o entre amostras ou devido ao nimero de
microrganismos na amostra ser inferior ao limite de detegdo do teste.
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e Sdo necessarias culturas concomitantes para recuperagao de microrganismos para tipagem epidemiologica ou testes de
suscetibilidade suplementares.

e O teste Xpert MRSA NxG fornece resultados qualitativos. Nao pode ser estabelecida nenhuma correlagéo entre a
magnitude do valor de Ct e o nimero de células numa amostra infetada.

e Mutagdes ou polimorfismos de nucleotidos nas regides de ligag@o do iniciador (primer) ou da sonda poderdo afetar a
detecdo de variantes de MRSA novas ou desconhecidas, originando um resultado falso negativo.

e Um resultado positivo do teste Xpert MRSA NxG ndo indica necessariamente a falha da intervengao de erradicacdo, uma
vez que pode persistir ADN ndo-viavel. Um resultado de teste negativo apds um resultado de teste previamente positivo
pode ou ndo indicar o sucesso da erradicagio.

e Como a detecdo de MRSA depende da quantidade de ADN presente na amostra, os resultados fidedignos dependem da
correta colheita, manuseamento e conservagdo da amostra.

e O teste Xpert MRSA NxG pode gerar um resultado falso positivo para MRSA (MRSA DETETADO [MRSA
DETECTED]) ao testar uma amostra nasal com infe¢do mista que contenha Staphylococcus coagulase-negativo
resistente a meticilina e SA de cassete vazia.

e O teste Xpert MRSA NxG poderé gerar um resultado falso negativo para MRSA (MRSA NAO DETETADO [MRSA
NOT DETECTED]) em caso de co-colonizagéo com Staphylococcus aureus (MRSA) resistente a meticilina e
Staphylococcus aureus (SA) de cassete vazia. Isto pode ocorrer nos casos raros em que o titulo de um microrganismo SA
de cassete vazia ¢ substancialmente mais elevado do que do microrganismo MRSA.

e Pode observar-se interferéncia no ensaio na presenca de Nasonex (= 50% v/v), Flonase (= 50% v/v) e Beconase
(=40% v/v).

17 Valores esperados

A prevaléncia global de MRSA pelo teste Xpert MRSA NxG, observada em amostras de zaragatoa nasal colhidas em dois
estudos clinicos do teste Xpert MRSA NxG separados em que foram utilizadas zaragatoas em rayon e ESwab, ¢ apresentada
na tabela a seguir.

Tabela 3. Prevaléncia global de MRSA observada em testes clinicos

Prevaléncia global de MRSA
Dispositivo de colheita de amostras observada com o teste Xpert MRSA
NxG por dispositivo de colheita

Dispositivo de colheita de amostras

0,
da Cepheid (zaragatoa em Rayon) 12,8% (141/1103)

Sistema de colheita e transporte de zaragatoa

0,
de eluicdo (ESwab) em meio de Amies liquido 12,9% (109/846)

18 Desempenho clinico

As caracteristicas do desempenho do teste Xpert MRSA NxG foram determinadas em dois estudos de investigagdo
prospetivos multicéntricos separados que utilizaram amostras nasais colhidas de individuos em risco de colonizagdo nasal
por S. aureus resistente a meticilina (MRSA). No primeiro estudo, oito centros de investigacdo nos EUA ¢ fora dos EUA
testaram o teste Xpert MRSA NxG com zaragatoas nasais colhidas com o dispositivo de colheita de amostras da Cepheid
(zaragatoa em rayon). No segundo estudo, seis centros de investigagao nos EUA testaram o teste Xpert MRSA NxG com
zaragatoas nasais colhidas utilizando o sistema de colheita e transporte de zaragatoa de eluigdo (ESwab) em meio de Amies
liquido. Nos estudos e nas analises ndo foram incluidas mais de uma amostra por individuo.

Os resultados do teste Xpert MRSA NxG foram comparados com a cultura de referéncia e os resultados da suscetibilidade.

O método de referéncia comparativo consistiu numa cultura direta em meio cromogénico seletivo para MRSA ¢ em cultura
enriquecida. O enriquecimento da amostra foi realizado em meio liquido de tripticase de soja (TSB) com 6,5% de cloreto de
sodio, seguido por subcultura de TSB em NaCl a 6,5% em agar sangue (BA) e meio cromogénico seletivo para MRSA. A
identificag@o de coldnias presumiveis de S. aureus de BA ¢ de coloénias de MRSA a partir de placas de meio cromogénico foi
confirmada através de coloragdo Gram, catalase ¢ teste da coagulase. O MRSA foi confirmado por testes de suscetibilidade
com um disco de cefoxitina (30 pg). O resultado do método de referéncia foi considerado positivo para MRSA se a presenga
de MRSA tenha sido confirmada na cultura direta ou na cultura enriquecida.
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Resultados obtidos com o teste Xpert MRSA NxG em comparagao com o método de referéncia utilizando

a zaragatoa em rayon

Foi testado um total de 1103 amostras de zaragatoa em rayon elegiveis pelo teste Xpert MRSA NxG e pelo método de

referéncia. Relativamente ao método de referéncia, o teste Xpert MRSA NxG demonstrou uma sensibilidade e uma
especificidade de 91,0% e 96,9%, respetivamente (Tabela 4). Para a populacdo testada, o valor preditivo positivo (VPP) para
MRSA foi de 78,7% e o valor preditivo negativo (VPN) foi de 98,9%.

Tabela 4. Teste Xpert MRSA NxG com zaragatoa em rayon vs. método de referéncia

Método de referéncia

MRSA Positivo Negativa Total
Positivo 111 30° 141
Xpert MRSA NxG

Negativa 11° 951 962
Total 122 981 1103

Sensibilidade: [ 91,0% (IC de 95%: 84,6-94,9)

Especificidade: | 96,9% (IC de 95%: 95,7-97,8)

VPP: [ 78,7% (IC de 95%: 71,3-84,7)

VPN: [ 98,9% (IC de 95%: 98,0-99,4)

a 30/30 amostras com resultados falsos positivos no Xpert MRSA NxG foram também negativas em cultura de MRSA, apés

repeticdo da subcultura do caldo de enriquecimento.

b 11/11 amostras com resultados falsos negativos no Xpert MRSA NxG foram também positivas em cultura de MRSA, ap6s

repeticdo da subcultura do caldo de enriquecimento.

Resultados obtidos com o teste Xpert MRSA NxG em comparagdo com o método de referéncia utilizando
a ESwab

Foi testado um total de 846 amostras de ESwab elegiveis pelo teste Xpert MRSA NxG e pelo método de referéncia.

Relativamente ao método de referéncia, o teste Xpert MRSA NxG demonstrou uma sensibilidade e uma especificidade de
92,9% e 97,6%, respetivamente (Tabela 5). Para a populacéo testada, o valor preditivo positivo (VPP) para MRSA foi de

83,5% e o valor preditivo negativo (VPN) foi de 99,1%.

Tabela 5. Teste Xpert MRSA NxG com ESwab vs. método de referéncia

Método de referéncia

MRSA Positivo Negativa Total
Positivo 91 18° 109
Xpert MRSA NxG

Negativa 7° 730 737
Total 98 748 846

Sensibilidade: | 92,9% (IC de 95%: 86,0-96,5)

Especificidade: | 97,6% (IC de 95%: 96,2-98,5)

VPP: [ 83,5% (IC de 95%: 75,4-89,3)

VPN:199,1% (IC de 95%: 98,1-99,5)

a 17/18 amostras com resultados falsos positivos no Xpert MRSA NxG foram também negativas para MRSA em cultura apés
repeticdo da subcultura do caldo de enriquecimento.

b 6/7 amostras com resultados falsos negativos no Xpert MRSA NxG foram também positivas em cultura de MRSA, apds repeticdo

da subcultura do caldo de enriquecimento.
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Resultados obtidos com o teste Xpert MRSA NxG em comparagao com o método de referéncia para as
zaragatoas em rayon e ESwab combinadas

A Tabela 6 mostra as analises de sensibilidade e especificidade dos resultados do teste Xpert MRSA NxG com a zaragatoa
em rayon e ESwab combinadas em relagdo ao método de referéncia.

Tabela 6. Teste Xpert MRSA NxG com zaragatoas em
rayon e ESwab combinadas vs. método de referéncia

Método de referéncia®
MRSA Positivo Negativa Total
Positivo 202 48 250
Xpert MRSA NxG
Negativa 18 1681 1699
Total 220 1729 1949

Sensibilidade: | 91,8% (IC de 95%: 87,4—-94,8)
Especificidade: | 97,2% (IC de 95%: 96,3-97,9)
VPP: | 80,8% (IC de 95%: 75,5-85,2)

VPN: | 98,9% (IC de 95%: 98,3-99,3)

a Utilizando os dados das Tabela 4 e Tabela 5, o teste exato de Fisher (valor p = 0,81 para a sensibilidade e valor p = 0,46 para a
especificidade) demonstraram que os dados sdo acumulaveis em varios dispositivos de colheita (zaragatoa em rayon e ESwab).

19 Desempenho analitico

19.1 Sensibilidade analitica (limite de dete¢ao)

Foram realizados estudos para determinar a sensibilidade analitica ou o limite de detegdo (LoD) do teste Xpert MRSA NxG
utilizando dois kits de colheita diferentes (o dispositivo de colheita de amostras da Cepheid ref. 900-0370 ou Copan ref.
139CFA, denominado “zaragatoa em rayon” e o kit de colheita ESwab, Copan ref. P/N 480C ou Becton Dickinson ref.
220245, denominado “ESwab”; consulte a Secgdo 6.3). O LoD ¢ a concentragdo mais baixa de amostra (reportada em UFC/
zaragatoa ou UFC/ml em reagente de elui¢do) que pode ser distinguida de forma reprodutivel de amostras negativas 95%
do tempo com 95% de confianga. Este estudo determinou a concentragdo mais baixa de células de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) diluidas num meio de matriz nasal simulada, que podem ser detetadas utilizando teste Xpert
MRSA NxG. A matriz nasal simulada consistiu em mucina porcina a 5% (p/v) e sangue total humano a 1% (v/v) numa
solucdo salina tamponada com fosfato 1X com 15% de glicerol (v/v).

A sensibilidade analitica do teste Xpert MRSA NxG foi avaliada seguindo as orientagdes do documento EP17-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) utilizando dois lotes de reagentes testados em trés dias de testes com
treze (13) estirpes de MRSA individuais e os dois tipos de zaragatoa (zaragatoa em rayon ¢ ESwab). As 13 estirpes
individuais representam os tipos L, II, III, IV, IVa, V, VI, VII, VIII, IX, X e XI da SCCmec. Estas estirpes do estudo do limite
de detegdo representam as estirpes de MRSA mais comummente adquirida em unidades de satide (USA100) e a estirpe mais
comummente adquirida em comunidades (USA400), tendo a sua caracterizagdo sido feita por eletroforese de gel em campo
pulsado (PFGE). Foram também incluidas no estudo estirpes que continham subpopulacdes heterogéneas em relagéo ao seu
fendtipo de resisténcia a oxacilina.

O LoD foi estabelecido através de testes de cinco niveis de concentrag@o com dois lotes de reagentes. O LoD ¢ o intervalo
de confianga (IC) de 95% foram depois calculados para cada lote com a analise de regressdo logistica. A analise de regressio
logistica ndo depende de uma unica concentragdo, mas utiliza a fungdo logit para incorporar informagéo de todos os niveis
testados no modelo. As estimativas pontuais foram calculadas utilizando um método de estimativas de probabilidade
maxima (MLE) dos parametros do modelo de regressdo logistica. O LoD estimado maximo observado por estirpe obtido a
partir da analise de regressdo logistica foi utilizado para estabelecer o LoD pretendido. As estimativas pontuais do LoD e os
intervalos de confianga de 95% superiores e inferiores para cada tipo de SCCmec de MRSA testado encontram-se resumidos
nas tabelas a seguir.

Os resultados deste estudo indicam que o teste Xpert MRSA NxG ira produzir um resultado positivo para MRSA 95% das
vezes, com 95% de confianca para uma zaragatoa nasal (Rayon) contendo 302 UFC (ver tabela a seguir).
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Tabela 7. Intervalos de confianga de 95% para o LoD analitico — MRSA (zaragatoa em Rayon)

LoD estimado (regressao
logistica) (UFC/zaragatoa) LoD estimado
Estirpe a no reagente
deMRsA | IDnaPFGE IC de 95% Estimativa IC de 95% de eluigdo
inferior zzn:gaDl superior (UFC/mlI)
Tipo | USA500 72 91 136 46
Tipo Il USA100 127 161 236 81
Tipo 1l Desconhecida 50 64 96 32
Tipo IVa USA400 46 58 84 29
Tipo IV (Fin 7) | Desconhecida 256 302 392 151
Tipo IVa USA300 143 182 282 91
Tipo V USA1000 85 102 138 51
Tipo VI USA800 32 42 64 21
Tipo VII Desconhecida 95 128 235 64
Tipo VIII Desconhecida 139 163 233 82
Tipo IX Desconhecida 142 169 227 85
Tipo X Desconhecida 86 97 119 49
Tipo XI (mecC) | Desconhecida 219 266 358 133

a PFGE = eletroforese em gel de campo pulsado

Os resultados deste estudo indicam que o teste Xpert MRSA NxG ird produzir um resultado positivo para MRSA 95% das
vezes, com 95% de confianca para uma zaragatoa nasal (ESwab) contendo 812 UFC (ver a tabela a seguir).

Tabela 8. Intervalos de confiangca de 95% para o LoD analitico — MRSA (ESwab)

LoD estimado (regresséao
logistica) (UFC/zaragatoa) LoD estimado
Estirpe a no reagente
deMRsA | D naPFGE ICde95% | CStmatva | o 4og5y, | deeluigdo
inferior Zzn:ggl superior (UFC/mI)
Tipo | USA500 285 343 469 45
Tipo Il USA100 184 218 293 28
Tipo Il Desconhecida 215 254 338 33
Tipo IVa USA400 134 167 245 22
Tipo IV (Fin 7) | Desconhecida 656 812 1145 106
Tipo IVa USA300 470 563 733 73
Tipo V USA1000 378 465 671 61
Tipo VI USA800 71 89 128 12
Tipo VII Desconhecida 201 245 338 32
Tipo VIII Desconhecida 520 631 851 82
Tipo IX Desconhecida 31 377 533 49
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LoD estimado (regressao .
logistica) (UFC/zaragatoa) LoD estimado
Estirpe ID na PEGE — no reagente
de MRSA IC de 95% E:tc')':t?‘t;‘l’a IC de 95% d(f, :'g/"}al)"
inferior do LoD superior
Tipo X Desconhecida 149 166 215 22
Tipo XI (mecC) | Desconhecida 597 734 998 96

a PFGE = eletroforese em gel de campo pulsado

19.2 Reatividade analitica (inclusividade)

Foram testadas neste estudo cento e noventa e seis estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. As estirpes
testadas representam os grupos de Cooper e Feil 1A, 1B e 2, tipos e subtipos de SCCmec (I, 1A, II, 111, ITIA, 1V, IVa, Vb,
Ve, IVd, V, VI, VII, VIII, IX, X e XI), tipos de sequéncia (ST), tipos de spa, tipos de PFGE e complexos clonais (CC).
Foram igualmente incluidas neste estudo estirpes USA100, USA200, USA300, USA400, USAS500, USA600, USA700,
USA800, USA1000, USA1100, IBERIAN conhecidas, estirpes heterorresistentes e uma nova estirpe mecC MRSALGA251.
Foi também incluido neste estudo um painel de desafio de 59 estirpes de MRSA bem caracterizadas com uma concentragdo
inibitoria minima (CIM) para a cefoxitina/oxacilina que se estende pelo intervalo dindmico mensuravel. Os valores da CIM
da oxacilina para estas 59 estirpes variaram entre 0,5 pg/ml e >32 pg/ml.

Todas as 196 estirpes de MRSA foram corretamente reportadas como MRSA DETETADO (MRSA DETECTED)
utilizando o teste Xpert MRSA NxG.

19.3 Especificidade analitica (reatividade cruzada)

A especificidade analitica do teste Xpert MRSA NxG foi avaliada através de testes de um painel de cento e cinquenta e
dois microrganismos potencialmente causadores de reatividade cruzada: Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina
(MSSA), microrganismos filogeneticamente relacionados com Staphylococcus aureus (SA) e membros da microflora nasal
comensal (p. ex., outras bactérias, virus e leveduras) com o potencial para terem reatividade cruzada com o teste Xpert
MRSA NxG. Os cento e cinquenta e dois microrganismos testados foram identificados como Gram-positivos (104), Gram-
negativos (25), leveduras (3), virus (17) ou reagdo Gram indeterminada (3). Destes microrganismos, oitenta e quatro foram
caracterizados da seguinte forma: vinte e trés (23) eram Staphylococcus coagulase negativo e suscetiveis & meticilina
(MSCoNS), cinco (5) eram Staphylococcus coagulase negativo e resistentes a meticilina (MRCoNS), quarenta e sete (47)
eram Staphylococcus aureus suscetiveis a meticilina (MSSA), incluindo dois (2) MSSA com cassete vazia, e sete (7) eram
estirpes de Staphylococcus aureus com resisténcia borderline a oxacilina (BORSA). Também foram testadas neste estudo
células humanas.

Avaliagao das estirpes BORSA

Foram testadas sete estirpes bem caracterizadas de Staphylococcus aureus com resisténcia limite a oxacilina (BORSA),
incluindo uma estirpe MSSA de “cassete vazia”. O Staphylococcus aureus resistente a meticilina é resistente a todos os
farmacos B-lactamicos (com excecdo da ceftarolina) através da proteina de ligagdo a penicilina alternativa PBP2a, codificada
pelo mecA ou mecC. As estirpes BORSA ndo tém o gene mecA/mecC, mas exibem uma concentragio inibitoria minima
(CIM) para a oxacilina>2 pg/mle <8 pg/ml. A distingdo entre MRSA e BORSA tem especial valor para ajudar a
implementar as opgdes de precaucdo adequadas no controlo e isolamento de pacientes infetados com estirpes de S. aureus
suscetiveis & meticilina. As estirpes BORSA testadas com o teste Xpert MRSA NxG foram reportadas como MRSA NAO
DETETADO (MRSA NOT DETECTED).

Todos os microrganismos potencialmente causadores de reatividade cruzada foram testados em triplicado no reagente de
eluigdo contendo matriz nasal simulada na concentragdo de >10¢ UFC/ml para bactérias e de >105 TCID50/ml para virus.
As células humanas foram testadas na concentragdo de 105 células/ml.

Todos os microrganismos e células humanas foram reportados como MRSA NAO DETETADO (MRSA NOT
DETECTED) pelo teste Xpert MRSA NxG. Para o painel de cento e cinquenta e dois microrganismos e células humanas
potencialmente causadores de reagdo cruzada avaliados no estudo, a sensibilidade analitica do teste Xpert MRSA NxG foi de
100%.
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A analise in silico indica que o teste Xpert MRSA NxG pode produzir resultados positivos com estirpes de Staphylococcus
argenteus, uma espécie de Staphylococcus recentemente descrita, que se assemelha bastante ao S. aureus, que ¢ portadora da
cassete SCCmec e do gene mecA ou mecC.10

19.4 Interferéncia microbiana

Foi realizado um estudo para avaliar os efeitos inibitdrios de microrganismos comensais em amostras de zaragatoa nasal
sobre o desempenho do teste Xpert MRSA NxG. Um painel de nove (9) estirpes bacterianas, reportadas como estando
presentes em 10% ou mais das cavidades nasais de individuos saudaveis!!- 12, foi avaliado utilizando o teste Xpert MRSA
NxG (ver a tabela a seguir).

Tabela 9. Estirpes de bactérias comensais testadas em relagao a interferéncia microbiana

Estirpe ID da estirpe
Staphylococcus aureus (MSSA) 15280
Staphylococcus epidermidis (MSSE) ATCC 35984
Corynebacterium bovis ATCC 7715
Streptococcus mutans ATCC 25175
Proteus vulgaris ATCC 29905
Haemophilus influenzae ATCC 9007
Neisseria meningitidis ATCC 700111
Moraxella catarrhalis ATCC 43628
Streptococcus pneumoniae ATCC 6303

As nove bactérias comensais foram adicionadas a matriz nasal simulada numa concentragdo de aproximadamente 1,0 x

106 UFC/ ml em reagente de elui¢do e testadas na presenga de MRSA (reatividade cruzada) ou na auséncia de MRSA
(interferéncia). Neste estudo, foram utilizadas duas estirpes de MRSA (ver a tabela a seguir) que foram preparadas a
aproximadamente 3X LoD e testadas em réplicas de quatro. Nenhum dos microrganismos potencialmente interferentes
avaliados no estudo foi considerado como tendo reagdo cruzada ou interferéncia com a deteg@o de qualquer uma das estirpes
de MRSA utilizando o teste Xpert MRSA NxG.

Tabela 10. Estirpes de MRSA

Alvo ID da estirpe
MRSA (mecA) MRSA Tipo Il (NRSA70,N315)
MRSA (mecC) MRSA Tipo XI LGA251

19.5 Substancias potencialmente interferentes

Foram avaliadas com o teste Xpert MRSA NxG dezanove substancias potencialmente interferentes no desempenho do
ensaio que podem estar presentes em amostras de zaragatoas nasais. As substancias potencialmente interferentes incluiram
muco, sangue humano, sprays ou gotas nasais, géis nasais, corticosteroides nasais, FluMist, anestésicos ou analgésicos
nasais orais e antibioticos, antibacterianos e antivirais nasais. As substancias, os principios ativos e as concentragdes testadas
estdo listados na tabela a seguir. Todas as substancias interferentes, com exce¢do da mucina, foram inicialmente testadas em
50% (v/v) numa matriz nasal simulada para amostras negativas (apenas matriz simulada) e positivas para MRSA. A mucina
foi testada a 7% (p/v) em matriz nasal simulada para amostras negativas (apenas matriz simulada) e positivas para MRSA.

Incluiram-se no estudo controlos tamponados (positivos e negativos) sem substancias interferentes.

As amostras positivas foram testadas por substancia interferente com duas estirpes MRSA clinicas, SCCmec Tipo II (mecA)
e SCCmec Tipo XI (mecCLGA251), adicionadas em aproximadamente 3X o LoD analitico em matriz nasal simulada.
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Foram avaliadas neste estudo réplicas de oito amostras positivas e negativas com cada substancia interferente. Foram
testadas amostras negativas na presencga da substancia potencialmente interferente para determinar o impacto no desempenho
do controlo de processamento da amostra (SPC).

O efeito de cada substancia potencialmente interferente em amostras positivas e negativas foi avaliado comparando os
valores do limiar do ciclo (Ct) alvo gerados na presenca da substancia potencialmente interferente com os valores Ct dos
controlos tamponados em que faltava a substancia potencialmente interferente.

As amostras positivas e negativas para 16 substancias potencialmente interferentes foram corretamente identificadas. Foram
observados os efeitos potencialmente inibidores em amostras positivas testadas com Nasonex a 50% (v/v), Flonase a 50%
(v/v) e Beconase a 40% (v/v) e a 50% (v/v) devido ao atraso nos valores de Ct; contudo, nenhuma das substancias reportadas
teve resultados de teste falsos negativos. Nao foi observada nenhuma interferéncia em amostras positivas testadas com
Nasonex a 40% (v/v), Flonase a 40% (v/v) e Beconase a 30% (v/v). Isto é abordado na Seccéo 16.

Tabela 11. Substancias nasais potencialmente interferentes testadas

Substancia Principio ativo Concentragdo
testada
Muco (mucina) Mucina porcina representando proteinas 7% (pIV)
densamente glicosiladas (muco)
Sangue Sangue (humano) 50% (v/v)
Spray Aneferin descongestionante Cloridrato de oximetazolina a 0,05% 50% (v/v)
Spray anti-histaminico de azelastina Cloridrato de azelastina a 0,1% 50% (v/v)
Controlador de sintomas de alergia . o
5,2 mg de cromoglicato de sédio 50% (v/v)
NasalCrom
Spray dgscongestlonante Neo- Cloridrato de fenilefrina a 0,5% 50% (viv)
Synephrine
Spray nasal hidratante de soro fisiolégico | Cloreto de sédio a 0,65% 50% (v/v)

4x, 12x, 30x Luffa operculata

. . , 12x, 30x Galphimia glauca
Gel nasal Zicam (alivio de sintomas de

alergia das vias respiratorias superiores) | 12x, 30x, 200x Histaminum
hydrochloricum

12x, 30x, 200x Enxofre

50% (v/v)

Nasonex (medicagéo para sintomas de Monoidrato de furoato de mometasona a 40%(vIv),
alergia nasal, esteroide nasal inalado) 0,05% 50% (vv)?

40% (v/v),

Flonase Propionato de fluticasona a 0,05%

50% (viv)’
FluMist Vacina intranasal viva do virus da gripe 50% (v/v)
Finafta Multioral Benzocaina a 7,5% 50% (v/v)

101 o,
TobraDex '(IJ'o1b(;am|C|na a 0,3%, dexametasona a 50% (VIv)
, 170

Bactroban Mipurocina a 2% 50% (v/v)
Relenza Zanamivir 5 mg 50% (v/v)
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Substancia Principio ativo Concentragao
testada

30% (viv),
Beconase® AQ 0,05% ou 3,6 x 105 g de beclometasona 40% (VIv)',

50% (v/v)®

0,06% ou 4,4 x 10-5 g de acetonido de

® ’ ’ o,
Nasacort® AQ triamcinolona 50% (v/v)
Rhinocort aqua® 0,06% ou 4,4 x 10-5 g de budesonida 50% (v/v)
Spray nasal de flunisolida USP, 0,025% |0,03% ou 1,9 x 105 g de flunisolida 50% (v/v)

a Efeito potencialmente inibidor observado para a concentracéo testada devido ao atraso nos valores de Ct.

19.6 Estudo de contaminagao por transferéncia

Foi realizado um estudo para demonstrar que os cartuchos GeneXpert independentes, de utilizagdo unica, impedem a
contaminagao por transferéncia de amostras negativas testadas no mesmo modulo GeneXpert apds amostras positivas para
MRSA muito elevadas. O estudo consistiu numa amostra negativa processada no mesmo mddulo GeneXpert imediatamente
apOs uma amostra muito positiva. As amostras negativas para MRSA eram compostas por MSSE preparado numa matriz
nasal simulada numa concentragio > 1,0 x 107 UFC/ml em reagente de elui¢do. As amostras positivas para MRSA eram
compostas por MRSA numa matriz nasal simulada numa concentragdo > 1 x 107 UFC/ml em reagente de elui¢do. O
esquema de teste foi repetido 40 vezes entre 2 instrumentos GeneXpert (um modulo por instrumento) para um total de

41 execugdes por instrumento (20 amostras positivas altas por instrumento e 21 amostras negativas por instrumento). Todas
as 40 amostras positivas foram corretamente reportadas como MRSA DETETADO (MRSA DETECTED). Todas as 42
amostras negativas foram corretamente reportadas como MRSA NAO DETETADO (MRSA NOT DETECTED).

20 Reprodutibilidade

Um painel de cinco amostras com concentragdes variaveis de MRSA foi testado quatro vezes por dia em seis dias diferentes
por dois operadores diferentes, em trés locais (5 amostras x 4 vezes/dia x 6 dias x 2 operadores x 3 locais). Foram utilizados
trés lotes de cartuchos do teste Xpert MRSA NxG, cada um representando dois dias de teste. O teste Xpert MRSA NxG foi
efetuado de acordo com o procedimento do teste Xpert MRSA NxG. Cada uma das 5 amostras foi preparada numa matriz
nasal simulada aos niveis de concentracio apresentados na Tabela 12. Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 13.

Tabela 12. Painel de reprodutibilidade

Amostra do painel Nivel de concentragao
Neg. Verdadeiro negativo (sem alvo)
Posmod1, MRSA Tipo Xl (mecC) Moderado positivo (~2-3 x LoD)
Posbaix1, MRSA Tipo XI (mecC) LOD (~1 x LoD)
Posmod2, MRSA Tipo Il (mecA) Moderado positivo (~2-3 x LoD)
Posbaix2, MRSA Tipo Il (mecA) LoD (~1 x LoD)
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Tabela 13. Resumo dos resultados da reprodutibilidade:
% de concordancia por local/operador do estudo

Local 1 Local 2 Local 3 % de L
Amostra goncordancij
Obp. 1 o total por
p- P2 Local Op. 1 Op2 Local Op. 1 Op2 Local
amostra
Neg. 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(24/24) (24/24) (48/48) (24/24) (24/24) (48/48) (24/24) (24/24) (48/48) | (144/144)
Posmod1 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(24/24) (24/24) (48/48) (24/24) (24/24) (48/48) (24/24) (24/24) (48/48) | (144/144)
Posbaix1 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(24/24) (24/24) (48/48) (24/24) (24/24) (48/48) (24/24) (24/24) (48/48) | (144/144)
Posmod2 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(24/24) (24/24) (48/48) (24/24) (24/24) (48/48) (24/24) (24/24) (48/48) | (144/144)
Posbaix2 95.8% 100% 97,9% 100% 100% 100% 100% 95.8% 97,9% 98,6%

(23124) | (24/24) | (47/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (23/24) | (47/48) | (142/144)

A reprodutibilidade do teste Xpert MRSA NxG também foi avaliada em termos do sinal de fluorescéncia expresso em
valores de Ct para cada alvo detetado. A média, o desvio-padrao (DP) e o coeficiente de variagdo (CV) entre locais, entre
dias, entre lotes, entre operadores e dentro do ensaio para cada membro do painel sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Resumo dos dados da reprodutibilidade#reproducibility/FTH_8?

Canal Entre centros Entre dias Entre lotes Entre operadores Intra-ensaio Total
Amostra eniZio NP mf;jio op CV(%) op CV(%) op CV(%) op CV(%) op CV(%) op CV(%)
(analito) c ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
Neg. SPC 144 32,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,9 0,3 0,8 0,8 2,3 0,8 2,6
Posmod1| mec 144 29,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 1,4 0,0 0,0 1,1 35 1,1 38
scc 144 32,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 1,5 0,0 0,0 1,0 3,0 1,1 33
Posbaix1| mec 144 31,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 1,4 0,0 0,0 1,0 3,2 11 3,5
scc 144 34,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 1,5 0,0 0,0 0,9 27 1,1 3,1
Posmod2l mec 144 31,2 0,0 0,0 0,3 0,9 0,2 0,5 0,0 0,0 0,9 3,0 1,0 3,1
SCC 144 32,8 0,0 0,0 0,3 0,8 0,3 1,0 0,0 0,0 0,9 2.7 1,0 3,0
Posbaix2| mec 144 32,7 0,0 0,0 0,4 1,1 0,0 0,0 0,2 0,6 1,0 3,0 1,1 32
scc 144 34,4 0,0 0,0 04 1,1 0,0 0,0 0,1 0,3 1,0 3,0 1,1 33
a Registaram-se no total 12 resultados indeterminados ao longo do estudo (11 reportados como “Erro” € 1 como “Invalido”). Todos
os 12 resultados de teste produziram resultados validos apos a repetigao.
b Resultados com valores do Ct diferentes de zero em 144.
¢ (%) é a contribuicdo do componente de variancia para o CV global.
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22 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

23 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.
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24 Tabela de simbolos

Simbolo Significado
Ndamero de catalogo
REF d
Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
IVD p p g
C E Marcagéo CE — Conformidade Europeia
Representante autorizado na Comunidade Europeia
EC |REP P P
® Nao utilizar mais de uma vez
Cadigo do lote
LOT ¥

Consultar as instrugdes de utilizagéo

Cuidado

Fabricante

Pais de fabrico

Conteudo suficiente para n testes

CONTROL

Controlo

Prazo de validade

“?DC'I@@L9_.

Limites de temperatura

Riscos bioldgicos

@ Atengao
CH |REP Representante autorizado na Suiga
% Importador
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il

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Telefone: + 1 408 541 4191
Fax: + 1408 541 4192

EC |REP

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Telefone: + 33 563 825 300
Fax: +33 563 825 301

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

B

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €

25 Historico de revisoes

Seccao

Descrigcao da alteragao

Tabela de simbolos

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

Historico de revisdes

Atualizacao da tabela relativa ao histoérico de revisdes.

28

Xpert® MRSA NxG
301-4049-PT, Rev. J

Maio 2023



	Xpert MRSA NxG
	1 Nome proprietário
	2 Nome comum ou usual
	3 Utilização prevista
	4 Resumo e explicação
	5 Princípio do procedimento
	6 Reagentes e instrumentos
	6.1 Materiais fornecidos
	6.2 Conservação e manuseamento
	6.3 Materiais necessários mas não fornecidos
	6.4 Materiais disponíveis mas não fornecidos

	7 Advertências e precauções
	8 Riscos químicos
	9 Colheita, transporte e conservação de amostras
	9.1 Colheita de amostras
	9.2 Transporte e conservação de amostras

	10 Procedimento
	10.1 Preparação do cartucho
	10.2 Iniciar o teste

	11 Visualização e impressão de resultados
	12 Controlos de qualidade integrados
	13 Interpretação dos resultados
	14 Motivos para repetir o teste
	15 Procedimento de repetição do teste
	16 Limitações
	17 Valores esperados
	18 Desempenho clínico
	19 Desempenho analítico
	19.1 Sensibilidade analítica (limite de deteção)
	19.2 Reatividade analítica (inclusividade)
	19.3 Especificidade analítica (reatividade cruzada)
	19.4 Interferência microbiana
	19.5 Substâncias potencialmente interferentes
	19.6 Estudo de contaminação por transferência

	20 Reprodutibilidade
	21 Referências
	22 Locais das sedes da Cepheid
	23 Assistência técnica
	24 Tabela de símbolos
	25 Histórico de revisões


