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Xpert® MRSA

Apenas para utilizagdo em diagnostico in vitro.
1 Nome proprietario
Xpert® MRSA

2 Nome comum ou usual
Ensaio Xpert MRSA

3 Utilizagao prevista

O ensaio Xpert MRSA da Cepheid realizado no sistema GeneXpert® Dx (Xpert MRSA) ¢ um teste qualitativo para diagnostico
in vitro concebido para a rapida detecdo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) a partir de zaragatoas nasais
de doentes em risco de colonizagdo nasal. O teste utiliza a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) automatica em tempo real para
detetar o ADN de MRSA. O ensaio Xpert MRSA destina-se a ajudar na prevengao e controlo de infegdes por MRSA em
estabelecimentos de cuidados de saude. O ensaio Xpert MRSA ndo se destina ao diagnoéstico de MRSA, nem a orientagao ou

a monitorizagdo do tratamento de infe¢des por MRSA. Apenas sdo necessarias culturas concomitantes para colheita de
organismos para tipagem epidemiologica ou testes de suscetibilidade suplementares.

4 Resumo e explicagao

O Staphylococcus aureus (SA) ¢ um importante agente patogénico nosocomial que provoca diversas doengas, incluindo
endocardite, osteomielite, sindrome de choque tdxico, intoxicagdo alimentar, carbunculos e furinculos. No inicio da década de
1950, a aquisi¢do e propagacao de plasmideos produtores de beta-lactamase prejudicou a eficacia da penicilina no tratamento de
infe¢des por S. aureus. Em 1959, foi introduzida a meticilina, uma penicilina sintética. Por volta de 1960, foram identificadas
estirpes de S. aureus resistentes a meticilina. Determinou-se que isto resultou da aquisicdo do gene mecA pelo S. aureus.
Atualmente, nos EUA, o MRSA ¢ responsavel por aproximadamente 25% das infe¢des nosocomiais e os relatos de MRSA
adquirido em comunidades estdo a aumentar, resultando em morbilidade e mortalidade significativas. Na tentativa de limitar a
disseminagdo destas infeg¢des, estdo a ser desenvolvidas e implementadas estratégias e politicas de controlo em estabelecimentos
de saude. O controlo do MRSA ¢ um dos principais objetivos da maioria dos programas de controlo de infe¢des em hospitais.
Atualmente, o método padrdo para detetar MRSA ¢ a cultura, que ¢ um método muito trabalhoso e moroso."23*3 Um método
mais rapido e sensivel para a vigilancia do MRSA representard uma definitiva vantagem para os programas de controlo de
infec¢des.

5 Principio do procedimento

O sistema GeneXpert Dx automatiza e integra a purificagdo de amostras, a amplificacdo de acidos nucleicos e a detegdo da
sequéncia-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR e RT-PCR em tempo real. O sistema consiste num
instrumento, computador pessoal e software pré-carregado para realizar testes nas amostras colhidas e ver os resultados.

O sistema requer a utilizagdo de cartuchos GeneXpert descartaveis, de utilizag@o unica, que contém os reagentes de PCR ¢ onde
decorre o processo de PCR. Como os cartuchos sdo autébnomos, a contaminagao cruzada entre amostras ¢ eliminada. Para uma
descrigdo completa do sistema, consulte o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator
Manual).

O ensaio Xpert MRSA inclui reagentes para a detecdo de MRSA, bem como um controlo de processamento da amostra (SPC)
para controlar o processamento adequado das bactérias-alvo e para monitorizar a presenga de inibidor(es) na reagdo PCR.

O controlo de verificagdo da sonda (PCC) verifica a reidratagdo dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR no cartucho,

a integridade da sonda e a estabilidade do fluordforo.

Os iniciadores e as sondas no ensaio Xpert MRSA detetam uma sequéncia exclusiva para a presenga de uma cassete inserida no
cromossoma de S. aureus.
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Nota

Nota

6.4

Reagentes e instrumentos

Materiais fornecidos

O kit Xpert MRSA (GXMRSA-100N-10) contém reagentes suficientes para o processamento de 10 amostras ou amostras de
controlo de qualidade. Os kits Xpert MRSA (GXMRSA-120 e GXMRSA-CE-120) contém reagentes suficientes para o
processamento de 120 amostras ou amostras de controlo de qualidade.

Os kits contém os seguintes artigos:
Cartuchos do ensaio Xpert MRSA com tubos de reagao

integrados 10 120
» Esfera 1, Esfera 2, e Esfera 3 (liofilizadas) 1 de cada por cartucho 1 de cada por cartucho
~6000 esporos nao-infeciosos de controlo de preparacéo da
amostra
» Reagente 1 (hidroxido de sddio) 3,0 ml por cartucho 3,0 ml por cartucho
* Reagente 2 3,0 ml por cartucho 3,0 ml por cartucho
Bolsa de reagentes Xpert MRSA 1 1
Reagente de elui¢io (tiocianato de guanidina) 10 x 1,5 ml por frasco 120 x 1,5 ml por frasco
CD 1 1

» Ficheiros de definigdo do ensaio (ADF — assay definition files)
* Instrucdes para importar ADF para o software
* Instrucdes de utilizagdo (folheto informativo)

As Fichas de Dados de Seguranga (SDS, Safety DataASheets) estao 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.

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

. Nao utilize reagentes ou cartuchos que tenham ultrapassado o prazo de validade.
. Nao abra um cartucho até estar pronto para realizar o teste.
. Nao utilize nenhum reagente que esteja turvo ou que apresente alteragdo da cor.

Materiais necessarios mas nao fornecidos

. Sistema GeneXpert Dx (o niimero de catdlogo varia consoante a configurag@o): instrumento GeneXpert, computador, lapis
otico para leitura de codigos de barras e manual do utilizador

. Impressora: Caso necessite de uma impressora, contacte o Representante de Vendas da Cepheid para tratar da aquisigéo de
uma impressora recomendada.

. Dispositivo para colheita de amostras Cepheid (referéncia 900-0370)
. Agitador de vortice

. Pipetas de transferéncia estéreis, descartaveis

. Gaze estéril

Materiais disponiveis mas nao fornecidos
KWIK-STIK™ da MicroBioLogics, n.° de catalogo 0158 MRSA como controlo positivo ¢ n.° de catalogo 0371 MSSE
(Staphylococcus epidermidis sensivel a meticilina) como controlo negativo.

Xpert® MRSA
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7 Adverténcias e precaugoes

@ . Trate todas as amostras bioldgicas, incluindo os cartuchos usados, como sendo capazes de transmitir agentes infeciosos.
Dado que ¢ frequentemente impossivel saber quais as amostras bioldgicas que poderao ser infeciosas, todas devem ser
tratadas aplicando as precaugdes padrdo. Orientagdes para o manuseamento de amostras estdo disponiveis nos CDC
(Centers for Disease Control and Prevention)6 dos EUA e no Clinical and Laboratory Standards Institute.”

. Siga os procedimentos de seguranga da sua institui¢do para trabalhar com produtos quimicos e manusear amostras
biologicas.
. As amostras biologicas, os dispositivos de transferéncia e os cartuchos usados devem ser considerados como sendo capazes

de transmitir agentes infeciosos, exigindo precaugdes padrdo. Siga os procedimentos relativos a residuos ambientais da sua
instituicdo relativamente a eliminagao correta de cartuchos usados e reagentes ndo usados. Estes materiais podem apresentar
caracteristicas de residuos quimicos perigosos que exigem procedimentos de eliminag@o nacionais ou regionais especificos.
Se as regulamentagdes nacionais ou regionais ndo disponibilizarem uma indicacéo clara sobre a eliminagdo correta, as
amostras bioldgicas e os cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as diretrizes relativas a0 manuseamento

e a eliminagdo de residuos médicos da OMS (Organiza¢do Mundial da Satide). Consulte os técnicos responsaveis pelos
residuos ambientais da sua instituigdo relativamente a eliminagdo correta de cartuchos usados e reagentes ndo usados.

. O ensaio Xpert MRSA nio fornece resultados de suscetibilidade. E necessario tempo adicional para cultura e para realizar
testes de suscetibilidade.

. Naio substitua os reagentes Xpert MRSA por outros reagentes.

. Nao abra a tampa do cartucho Xpert MRSA, exceto ao adicionar a amostra.
. Nao utilize um cartucho que tenha caido ou sido agitado depois de ter adicionado a amostra.
. Nao utilizar um cartucho que tenha um tubo de reac¢éo danificado.
® . Cada cartucho de utilizagdo tnica Xpert MRSA ¢ utilizado para processar um teste. Nao reutilize cartuchos gastos.

o+
oy

. Conserve o kit Xpert MRSA entre 2 °C e 28 °C
8 Perigos quimicos®?

. Pictograma de perigo GHS da ONU @

. Palavra-sinal: ATENCAO

. Adverténcias de perigo GHS da ONU

. Nocivo por ingestao
. Provoca irritagdo cutdnea
. Provoca irritagdo ocular grave
. Recomendacdes de prudéncia GHS da ONU
o Prevencao
. Lavar as maos cuidadosamente apds manuseamento.
. Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto.
. Evitar a libertagdo para o ambiente.
. Usar luvas de proteg@o/vestuario de protecdo/protecao ocular/protecao facial.

. Resposta
. SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete ¢ agua abundantes.

. Tratamento especifico, ver informagdo de primeiros-socorros suplementar.
. Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.
. 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 indisposi¢éo, contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

. Enxaguar a boca.
o Armazenamento/Elimina¢ao
. Eliminar o contetdo e/ou recipiente de acordo com a regulamentagdo local, regional, nacional e/ou
internacional.
Xpert® MRSA 3
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9 Colheita e transporte das amostras

A Para obter uma amostra adequada, siga fielmente as instrugdes desta secgdo.

10
10.1

Importante

Nota

1.

Abra o dispositivo para colheita Cepheid, destacando a embalagem exterior.

2. Peca ao doente para inclinar a cabega para tras. Insira as zaragatoas secas aproximadamente 1 a 2 cm dentro de cada narina.
3. Rode as zaragatoas contra o interior da narina durante 3 segundos. Aplique uma ligeira pressdo com um dedo no exterior do
nariz para ajudar a assegurar um bom contacto entre a zaragatoa ¢ o interior do nariz.
4.  Utilizando as mesmas zaragatoas, repita para a segunda narina, tentando tocar apenas no interior do nariz.
Retire o tubo para transporte plastico. Remova a tampa do tubo ¢ deite-a fora. Coloque as zaragatoas dentro do tubo para
transporte plastico. As zaragatoas deverfo ficar completamente dentro do tubo até ficarem em cima da esponja no fundo do
tubo. Certifique-se de que a tampa vermelha esta bem apertada. As zaragatoas deverdo estar sempre fixas a tampa vermelha.
6.  Etiquete o tubo para transporte plastico com a ID do doente e envie-o para o laboratdrio.
7. Conserve a amostra em zaragatoa a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) se sera processada dentro de 24 horas; caso
contrario, conserve entre 2 °C e 8 °C. A amostra em zaragatoa ficara estavel até 5 dias quando conservada entre 2 °C e 8 °C.
Procedimento

Preparagao do cartucho

Inicie o teste dentro de 15 minutos apés a amostra ter sido adicionada ao cartucho.

Utilize apenas uma das zaragatoas. A segunda zaragatoa & necessaria para repetir o teste.

Para adicionar a amostra ao cartucho (Xpert MRSA):

1.

2
3.
4.
5

Retire o cartucho e o reagente de eluicdo do kit.

Retire as zaragatoas do recipiente de transporte e depois retire uma zaragatoa da tampa vermelha.
Insira a zaragatoa no tubo contendo o reagente de elui¢ao.

Utilize gaze estéril para minimizar os riscos de contaminagao.

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.

Abra a tampa do cartucho. Utilizando uma pipeta de transferéncia estéril, transfira todo o conteudo do reagente de elui¢do
para a camara de amostra (Figura 1) do cartucho GeneXpert.

Feche a tampa do cartucho.

Camarade amostra
(abertura grande)

Figura 1. Cartucho Xpert MRSA (vista de cima).

Xpert® MRSA
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10.2

Importante

10.3

11

Iniciar o teste

Antes de iniciar o teste, certifique-se de que a defini¢ao do ensaio Xpert MRSA foi importada para o software GeneXpert

Esta secco discrimina os passos basicos para executar o teste. Para obter instrugdes detalhadas, consulte o Manual do utilizador
do sistema GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator Manual).

1 Ligue o computador e depois ligue o instrumento GeneXpert Dx.

2 No ambiente de trabalho do Windows®, faca duplo clique no icone de atalho GeneXpert Dx.

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

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

5. Realize a leitura do codigo de barras do cartucho Xpert MRSA. Aparece a janela Criar teste (Create Test). Utilizando
a informag@o do codigo de barras, o software preenche automaticamente as caixas dos seguintes campos: Selecionar ensaio
(Select Assay), ID lote de reagente (Reagent Lot ID), N/S do cartucho (Cartridge SN) e Prazo de validade (Expiration Date).

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

Faga clique em Iniciar teste (Start Test). Introduza a sua palavra-passe na caixa de didlogo que aparece.
Abra a porta do modulo do instrumento com a luz verde a piscar e carregue o cartucho.
Feche a porta. O teste comega e a luz verde para de piscar. Quando o teste termina, a luz verde desliga-se.
10.  Espere até que o sistema destranque o fecho da porta antes de abrir a porta do mddulo e retirar o cartucho.
11.  Elimine os cartuchos usados no recipiente apropriado para residuos de amostras, de acordo com as praticas padrdo da
sua instituicdo.

Visualizagao e impressao de resultados

Para obter instrugdes detalhadas sobre como visualizar e imprimir os resultados, consulte o Manual do utilizador do sistema

GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator Manual).

Controlo de qualidade

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

Controlo de processamento da amostra (SPC - Sample Processing Sample) — assegura que a amostra foi processada
corretamente. 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 do MRSA. O SPC verifica se ocorreu lise do MRSA, se os organismos estao
presentes e se o processamento da amostra ¢ adequado. Adicionalmente, este controlo deteta a inibigdo 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 aceitag@o validados.

Controlo de verificagdo da sonda (PCC — Probe Check Control) — Antes do inicio da reagdo PCR, o sistema GeneXpert Dx
mede o sinal de fluorescéncia das sondas para monitorizar a reidratacdo da esfera, o enchimento do tubo de reagdo, a integridade
da sonda ¢ a estabilidade do fluorocromo. A verificagao da sonda ¢é aprovada se corresponder aos critérios de aceitagao
atribuidos.

Controlos externos — Pode ser usado o0 KWIK-STIK"™ (MicroBioLogics, n.° de catalogo 0158 MRSA como controlo positivo
e n.° 0371 MSSE como controlo negativo) para formagao, testes de proficiéncia e CQ externo do sistema GeneXpert Dx. Podem
ser utilizados controlos externos de acordo com organizac¢des de acreditagdo locais, estatais e federais, consoante aplicaveis. Siga
o procedimento de controlo externo da MicroBioLogics descrito abaixo:

1. Rasgue a bolsa pelo entalhe e retire 0o KWIK-STIK.
2. Aperte o fundo da ampola na tampa para libertar o fluido hidratante.

3. Segure verticalmente e bata levemente com o dedo para facilitar o fluxo de fluido através da haste para o fundo da unidade
que contém a microesfera.

4.  Para facilitar a dissolu¢do da microesfera de células liofilizadas, esmague a microesfera e aperte suavemente a camara
inferior.

Desmonte 0 KWIK-STIK para libertar a zaragatoa e insira-a no tubo que contém o reagente de eluigao.
A zaragatoa KWIK-STIK esta agora pronta para o teste Xpert MRSA.

Xpert® MRSA 5
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12

Interpretagao dos resultados

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

Resultado Interpretacao

MRSA POSITIVO ADN-alvo de MRSA detetado (presumido positivo para colonizagdo por MRSA).
(MRSA POSITIVE) | . MRSA — POSITIVO (MRSA — POSITIVE): O alvo de MRSA tem um Ct (limiar de ciclo)
dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a definicdo minima.

* SPC — NA (ndo aplicavel) (SPC — NA (not applicable)): O SPC é ignorado, dado que a
amplificagdo do MRSA podera competir com este controlo.

» Verificagdo da sonda — APROVADO (Probe Check — PASS): Aprovados todos os
resultados de verificagdo da sonda.

MRSA NEGATIVO ADN-alvo de MRSA nao detetado (presumido ndo colonizado por MRSA); o SPC cumpre os
(MRSA NEGATIVE) | critérios de aceitacao.
* MRSA — NEGATIVO (MRSA — NEGATIVE): ADN-alvo de MRSA néo detetado.

« SPC — APROVADO (SPC — PASS): O SPC tem um Ct (limiar de ciclo) dentro do
intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a definicdo minima.

» Verificagdo da sonda — APROVADO (Probe Check — PASS): Aprovados todos os
resultados de verificagdo da sonda.

INVALIDO A presenca ou auséncia de MRSA ndo pode ser determinada; repita o teste com uma

(INVALID) zaragatoa extra. O SPC n&o cumpre os critérios de aceitagao, a amostra néo foi processada

adequadamente ou a PCR esta inibida.

+ MRSA — INVALIDO (MRSA — INVALID): A presenga ou auséncia de ADN de MRSA nao
pode ser determinada.

*+ SPC — FALHOU (SPC — FAIL): O resultado do alvo de MRSA é negativo e o Ct (limiar
de ciclo) do SPC nao esta dentro do intervalo valido e o endpoint (ponto final) & inferior
a definicdo minima.

» Verificagdo da sonda — APROVADO (Probe Check — PASS): Aprovados todos os
resultados de verificagdo da sonda.

ERRO (ERROR) A presenga ou auséncia de MRSA nao pode ser determinada; repita o teste com uma
zaragatoa extra. O controlo de verificagdo da sonda falhou, provavelmente devido a um tubo
de reagdo que nao foi enchido adequadamente, a um problema de integridade da sonda ou
porque os limites de pressao maxima foram excedidos.

*+ MRSA — SEM RESULTADO (MRSA — NO RESULT)
*+ SPC — SEM RESULTADO (SPC — NO RESULT)

» Verificagdo da sonda — FALHA (Probe Check — FAIL*); todos ou um dos resultados de
verificacdo da sonda falharam.

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

SEM RESULTADO | A presenca ou auséncia de MRSA n&o pode ser determinada; repita o teste com uma
(NO RESULT) zaragatoa extra. Nao foram recolhidos dados suficientes para produzir um resultado de teste
(por exemplo, o utilizador parou um teste que estava em curso).

* MRSA — SEM RESULTADO (MRSA — NO RESULT)
*+ SPC — SEM RESULTADO (SPC — NO RESULT)
» Verificagdo da sonda — NA (nZo aplicavel) (Probe Check — NA (not applicable))

Xpert® MRSA
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MRSA POSITIVO

Figura 2. Exemplo de um resultado MRSA POSITIVO

MRSA NEGATIVO

Figura 3. Exemplo de um resultado MRSA NEGATIVO
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[ Resultado | Resultadodoanalito | Detalhe | Erros | Histérico | Assisténcia |
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Figura 4. Exemplo de um resultado INVALIDO

Motivos para repetir o ensaio

Repita o teste utilizando um novo cartucho e novo reagente de eluicdo (ndo reutilize o cartucho) ou inicie procedimentos
alternativos se ocorrer um dos seguintes resultados de teste:

Um resultado INVALIDO (INVALID ) indica que o controlo de processamento da amostra (SPC — Specimen Processing
Control) falhou. A amostra nao foi processada adequadamente ou a PCR foi inibida.

Um resultado ERRO (ERROR) indica que o controlo de verificagdo da sonda falhou e que o ensaio foi abortado,
possivelmente devido ao tubo de reag@o néo ter sido adequadamente enchido, a dete¢do de um problema de integridade da
sonda de reagente ou a terem sido excedidos os limites de pressdo maxima.

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

Limitagoes

O desempenho do ensaio Xpert MRSA foi validado utilizando apenas os procedimentos detalhados neste folheto
informativo. Qualquer modificagdo destes procedimentos pode alterar o desempenho do teste. Os resultados do ensaio Xpert
MRSA deverdo ser interpretados em conjung¢do com outros dados laboratoriais e clinicos de que o médico disponha.

O desempenho do ensaio Xpert MRSA nao foi avaliado em pacientes com idade inferior a dois anos.

Amostras de zaragatoa nasal obtidas de doentes recém-nascidos com elevados nimeros de estafilococos coagulase negativa
contendo o gene mecA podem produzir resultados falsos positivos devido a presenga de uma sequéncia SCCmec.

Resultados de teste incorretos poderdo ser originados por colheita de amostras inadequada, ndo seguimento dos
procedimentos recomendados para recolha, manuseamento ou conservacdo de amostras, erro técnico, troca de amostras ou
porque o nimero de organismos da amostra ndo ¢ detetado pelo teste. O cumprimento cuidadoso das instrugdes deste folheto
¢ necessario para evitar resultados errados.

Como a detegdo de MRSA depende do nimero de organismos presentes na amostra, os resultados fidedignos dependem da
correta colheita, manuseamento ¢ conservagdo da amostra.
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. Voltar a processar o Xpert MRSA quando os resultados sio INVALIDO (INVALID), ERRO (ERROR) ¢ SEM RESULTADO
(NO RESULT) dependera das praticas e politicas de cada instalagdo. Deverdo estar disponiveis procedimentos alternativos
(por ex., cultura utilizando placas de agar seletivas com ou sem incubagdo durante uma noite num meio liquido de
enriquecimento seletivo). Para cultura, as restantes amostras de zaragatoa deverdo ser colocadas em sistemas de transporte
adequados e 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 MRSA.
. Os testes com o ensaio Xpert MRSA deverdo ser utilizados como adjuvantes a outros métodos disponiveis.
. Os resultados dos testes poderdo ser também afetados por terapia antibidtica concomitante. Por conseguinte, o sucesso ou

insucesso terapéutico ndo pode ser avaliado com este teste porque o ADN pode persistir ap6s a terapia antimicrobiana.

. Mutagdes ou polimorfismos nas regides de ligagdo do iniciador (primer) ou da sonda poderao afetar a dete¢@o de variantes
de MRSA novas ou desconhecidas, originando um resultado falso negativo.

15 Substancias que interferem

Substancias potencialmente interferentes avaliadas incluem sangue, muco e sprays nasais utilizados para aliviar a congestao,
secura ou irritagdo nasal. A presenga destas substancias ndo inibiu significativamente a PCR e ndo originou resultados invalidos
ou incorretos.

No estudo de investigag@o do ensaio Xpert MRSA foram relatadas potenciais substancias interferentes (sangue, muco ou ambos)
em 45 de 1077 (4,2%) amostras de zaragatoa nasal. Das 31 amostras que apresentaram um resultado equivoco no teste inicial,
trés continham muco e uma continha sangue na zaragatoa. Trés das quatro amostras apresentaram um resultado na repeticdo do
teste, enquanto uma que continha muco permaneceu indeterminada.

16 Valores esperados

No estudo clinico do Xpert MRSA, foi recolhido um total de 1077 amostras nasais de 1077 sujeitos em 7 locais participantes
nos EUA. A populagdo do estudo foi agrupada em sujeitos em lares ou instalagdes de estadia prolongada, hospitalizados durante
mais de 3 dias, hospitalizados durante 3 ou menos dias, clinica de cuidados ambulatérios e profissionais e outros. O numero

e a percentagem de casos positivos e negativos em relagdo ao método de cultura de referéncia sdo calculados e apresentados na
tabela abaixo.

Tabela 1. Valores de MRSA esperados para os estudos das diferentes populagées

Grupo N positivo (%) N negativo (%) Total (%)?
Lares, instalagdes de cuidados de longa duragdo e de 62 (25,5) 181 (74,5) 243 (22,6)
estadia prolongada

Hospitalizados >3 dias 61 (23,0) 204 (77,0) 265 (24,7)
Hospitalizados = 3 dias 29 (13,1) 193 (86,9) 222 (20,7)
Clinica de cuidados ambulatérios 46 (17,7) 214 (82,3) 260 (24,2)
Profissionais e outros 11 (12,9) 74 (87,1) 85 (7,9)
Total 209 (19,4) 866 (80,6) 1075

a. Desconhecem-se as datas de admisséo de dois sujeitos hospitalizados com cultura positiva.

17 Caracteristicas do desempenho

171 Desempenho clinico
As caracteristicas do desempenho do ensaio Xpert MRSA foram determinadas num estudo multicéntrico de investigagao
prospetiva em sete instituigdes, comparando o ensaio MRSA no sistema GeneXpert (ensaio Xpert MRSA) com um segundo
teste de amplifica¢@o de acidos nucleicos (NAAT) aprovado pela FDA e cultura enriquecida, o método de cultura mais sensivel.
Os sujeitos incluiram individuos e profissionais médicos em risco de colonizagdo nasal. Cada sujeito foi inscrito no estudo
apenas uma vez. A recolha de zaragatoa nasal estava contraindicada em sujeitos que tivessem recebido antibidticos sistémicos
ou nasais topicos num periodo entre 48 horas ¢ uma semana antes da inscri¢do no estudo e com idade inferior a 2 anos, tendo
estes sujeitos sido excluidos do estudo. S6 foram inscritos aqueles sujeitos em conformidade com os critérios de inclusdo e
exclusao.
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Foram recolhidas zaragatoas nasais de cada sujeito. Uma zaragatoa foi testada pelo ensaio Xpert MRSA e outra pelo segundo
teste de NAAT aprovado pela FDA. Os dois tipos de testes de NAAT foram realizados em cada instituigdo participante ¢ uma
zaragatoa adicional foi enviado para um laboratdrio central para teste de cultura.

No laboratério central, foi feita uma cultura em riscas da zaragatoa numa placa de agar cromogénica seletiva com cefoxitina e a
placa foi incubada durante 24 a 48 horas a 35 °C 42 °C. A zaragatoa foi transferida para meio liquido de tripticase de soja
(TSB) com 6,5% de cloreto de sodio, incubado durante 18 a 24 horas a 35 °C £2 °C. Se a cultura por riscas direta era negativa
as 24 horas, o TSB enriquecido foi cultivado em risca noutra placa de agar cromogénica com cefoxitina, incubada durante 24 a
48 horas a 35 °C £2 °C. A confirmagdo de coldnias presumivelmente positivas em cada método de cultura foi realizada com
coagulase em tubo e coloragdo de Gram.

O desempenho do ensaio Xpert MRSA e do segundo teste NAAT aprovado pela FDA foi calculado em relagdo aos resultados de
cultura do laboratério central (cultura de referéncia).

Resultados totais

Foi testado um total de 1077 sujeitos elegiveis para MRSA (uma amostra por doente) pelo Xpert MRSA e por um 2. teste de
NAAT aprovado pela FDA e cultura. O Xpert MRSA identificou 86,3% das amostras como positivas para MRSA e 94,9% das

amostras como negativas para MRSA em relagdo ao método de cultura de referéncia. Para os sujeitos testados, o valor preditivo
positivo foi de 80,5% e o valor preditivo negativo foi de 96,6%.

Tabela 2. Comparagao do Xpert MRSA com o método de cultura de referéncia

Cultura
+ -

’Xpert + 182 44 226 Concordancia positiva: 86,3%

MRSA - 29 | 819 | 848 | Concordancia negativa: 94,9%
211 863 |10742 VPPb:80,5%

VPNC® 96,6%

a. Trés amostras ndo apresentaram resultados Xpert em duas tentativas.
b.  Valor preditivo positivo
c.  Valor preditivo negativo

Quando comparado com o método de cultura direta (zaragatoas diretamente cultivadas em risca em placas de agar cromogénicas
seletivas com cefoxitina sem enriquecimento TSB e incubadas durante 24 a 48 horas a 35 £2 °C), o Xpert MRSA identificou
94,3% das amostras positivas para MRSA e 93,2% das amostras negativas para MRSA; o valor preditivo positivo foi de 73,0%
e o valor preditivo negativo foi de 98,8%.

Tabela 3. Comparagao do Xpert MRSA com o método de cultura direta

Cultura direta
+ -
pert + 165 61 226 Concordancia positiva: 94,3%
MRSA - 10 | 838 | 848 Concordancia 93,2%
negativa:
175 | 899 | 1074 VPP#[73,0%

VPNP:98,8%

a.  Valor preditivo positivo
b.  Valor preditivo negativo
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As tabelas seguintes mostram o desempenho do Xpert MRSA e a prevaléncia de MRSA em cada local clinico, comparado com
os métodos de cultura de referéncia e cultura direta.

Tabela 4. Comparagdo do desempenho do Xpert MRSA por local com o método de cultura de referéncia

Prevaléncia de
Local MRSA?

Concordancia positiva (n)
(IC de 95%)

Concordancia negativa (n)
(IC de 95%)°

N.° de resultados
indeterminados

1 20,2% (78/387)
5,2% (3/58)
44,4% (12/27)
12,3% (20/162)
20,5% (46/224)
22,3% (42/188)
7 357% (10/28)

o o b~ wWN

87,2% (n=78) (77,7-93,7%)
100,0% (n=3) (29,2-100,0%)
91,7% (n=12) (61,5-99,8%)
80,0% (n=20) (56,3-94,3%)
89,1% (n=46) (76,4-96,4%)
81,0% (n=42) (65,9-91,4%)
90,0% (n=10) (55,5-99,8%)

Total 19,6% (211/1074) 86,3% (n=211) (80,9-90,6%)

93,9% (n=309) (90,6-96,3%)
98,2% (n=55) (90,3-100,0%)

97,2% (n=142) (92,9-99,2%)
94,9% (n=178) (90,6-97,7%)
93,2% (n=146) (87,8-96,7%)
94,4% (n=18) (72,7-99,9%)

94,9% (n=863) (93,2-96,3%)

)
) (
100,0% (n=15) (78,2-100,0%)
)
)

10

3
3
9

34

a. Determinada com resultados obtidos pelo método de cultura de referéncia
b.  Numero de positivos determinado pelo método de cultura de referéncia
c.  Numero de negativos determinado pelo método de cultura de referéncia

Tabela 5. Desempenho do Xpert MRSA por local — comparagao com o método de cultura direta

Concordancia

Local Concordancia positiva negativa

N OO OB WN -

95,4% (87,1-99,0%)
100,0% (29,2-100,0%)
91,7% (61,5-99,8%)
81,3% (54,4-96,0%)
94,9% (82,7-99,4%)
97,1% (84,7-99,9%)
100,0% (54,1-100,0%)
Total  94,3% (89,7-97,2%)

92,2% (88,8-94,9%)
98,2% (90,3-100,0%)
100,0% (78,2-100,0%)
95,2% (90,4-98,1%)
93,0% (88,3-96,2%)
92,9% (87,6-96,4%)
81,8% (59,7-94,8%)
93,2% (91,4-94,8%)

Xpert® MRSA
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Sdo apresentados nas tabelas abaixo os desempenhos do Xpert MRSA, do 2."NAAT aprovado pela FDA e do método de cultura
direta de locais individuais em relagdo ao método de cultura de referéncia.

Tabela 6. Resultados do Xpert MRSA, método de cultura direta e segundo teste NAAT aprovado pela FDA em
amostras positivas para MRSA pelo método de cultura de referéncia

Local

Concordancia positiva (IC de 95%)

Xpert MRSA

2.° NAAT

Cultura direta?

N o g B~ W N

Total

87,2% (77,7-93,7%)

100,0% (29,2-100,0%)

91,7% (61,5-99,8%)
80,0% (56,3-94,3%)
89,1% (76,4-96,4%)
81,0% (65,9-91,4%)
90,0% (55,5-99,7%)
86,3% (80,9-90,6%)

80,8% (70,3-88,8%)

100,0% (29,2-100,0%)

83,3% (51,6-97,9%)
78,9% (54,4-93,9%)
89,1% (76,4-96,4%)
78,6% (63,2-89,7%)

100,0% (69,2-100,0%)

83,3% (77,6-88,1%)

83,3% (73,2-90,8%)
100,0% (29,2-100,0%)
100,0% (73,5-100,0%)
80,0% (56,3-94,3%)
84,8% (71,1-93,7%)
81,0% (65,9-91,4%)
60,0% (26,2-87,8%)
82,9% (77,2-87,8%)

a. Zaragatoas diretamente cultivadas em risca em placas de agar cromogénicas seletivas com
cefoxitina e incubadas durante 24 a 48 horas a 35 +2 °C.

Tabela 7. Resultados do Xpert MRSA, método de cultura direta e segundo teste NAAT aprovado pela FDA em
amostras negativas para MRSA pelo método de cultura de referéncia

Local

Concordancia negativa (IC de 95%)

Xpert MRSA

2.° NAAT

Cultura direta®

1

N o o b~ wN

Total

93,9% (90,6-96,3%)
98,2% (90,3-100,0%)

100,0% (78,2-100,0%)

97,2% (92,9-99,2%)
94,9% (90,6-97,7%)
93,2% (87,8-96,7%)
94,4% (72,7-99,9%)
94,9% (93,2-96,3%)

92,2% (88,7-95,0%)
98,2% (90,3-100,0%)

100,0% (79,4-100,0%)

97,9% (93,9-99,6%)
93,8% (89,2-96,9%)
94,5% (89,5-97,6%)
94,4% (72,7-99,9%)
94,4% (92,7-95,9%)

100,0% (98,8-100,0%)
100,0% (93,6-100,0%)
100,0% (79,4-100,0%)
100,0% (97,5-100,0%)
100,0% (97,9-100,0%)
100,0% (97,5-100,0%)
100,0% (81,5-100,0%)
100,0% (99,6-100,0%)

a. Zaragatoas diretamente cultivadas em risca em placas de agar cromogénicas seletivas com cefoxitina
e incubadas durante 24 a 48 horas a 35 +2 °C.

Especificidade analitica

Foram testadas culturas de 51 estirpes representando espécies filogeneticamente relacionadas com o S. aureus e membros
da flora nasal comensal da American Type Culture Collection (ATCC) e da Network on Antimicrobial Resistance in
Staphylococcus aureus (NARSA), 32 estirpes de estafilococos sensiveis a meticilina e coagulase-negativos e 12 estirpes
de estafilococos resistentes a meticilina e coagulase-negativos. Foram testadas trés réplicas de cada isolado a =1 x 100

UFC/zaragatoa. Nenhum destes isolados foi detetado pelo ensaio. A especificidade era de 100%.

12
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19 Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica do Xpert MRSA foi determinada utilizando 6 estirpes de MRSA representando os 6 tipos e subtipos
de SCCmec (1, 11, I1L, TV, IVa e V). As culturas destas estirpes foram quantificadas ¢ depois diluidas em valores abrangendo

o intervalo de 10 a 1000 unidades formadoras de colonias (UFC) por zaragatoa. Todas as dilui¢des foram testadas em réplicas
de 4. O limite de detecdo obtido para cada tipo ou subtipo testado mostra o nimero mais baixo de UFC/zaragatoa em relagdo ao
qual as 4 réplicas foram indicadas como positivas. Todas as estirpes representando os tipos de cassete de SCCmec 1 a V foram
detetadas pelo ensaio Xpert MRSA.

Tabela 8. Detecgao do tipo SCCmec

(UFC/

SCCmec zaragatoa)
tipo | 10

tipo Il 10

tipo I 10

tipo V 10

tipo IV 50

tipo IVa 100

Foram realizados estudos adicionais utilizando células de tipo II para determinar o intervalo de confianga de 95% para o limite
de detegdo (LoD) analitico deste ensaio. O limite de detegdo ¢ definido como o niimero mais baixo de unidades formadoras de
colodnias (UFC) de MRSA por zaragatoa que pode ser continuadamente reproduzido e distinguido de amostras negativas com
95% de confianga. Os resultados indicam que o Xpert MRSA produz um resultado positivo com 95% de confianga para uma
zaragatoa contendo 80 UFC.

20 Reprodutibilidade

Foi testado um painel de amostras com concentra¢des variaveis de MRSA e Staphylococcus epidermidis sensivel a meticilina
(negativo) em triplicado em 10 dias diferentes em cada um dos trés locais (4 amostras x 3 vezes/dia x 10 dias x 3 locais).

Foi utilizado um lote do kit Xpert MRSA em cada um dos 3 locais de teste. Os ensaios Xpert MRSA foram realizados de acordo
com o procedimento Xpert MRSA.

Tabela 9. Resumo dos resultados de reprodutibilidade

°
MRSA em MSSE UFC/ Concordancia (f’ogiordéncia
ID da amostra UFC/zaragatoa zaragatoa Local1 Local2 Local3 total total
Negativo 0 2,6 x 10° 30/30 30/30 30/318  90/91 98,9%
Positivo fraco 117 2,6 x 10° 30/30 30/30 27/292  87/89 97,8%
Positivo 800 2,6 x 10° 30/30 30/30 30/30 90/90 100,0%
Positivo forte 2,6 x 10* 2,6 x 10° 30/30 30/30 30/30 90/90 100,0%
Concordancia total 120/120 120/120 117/120 357/360 99,2%

% de concordancia 100,0% 100,0% 97,5%

a. O ensaio Xpert MRSA foi realizado inadvertidamente numa amostra negativa adicional e em uma amostra positiva
menos fraca.
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22 Locais das sedes da Cepheid

Sede corporativa Sede europeia

Cepheid Cepheid Europe SAS

904 Caribbean Drive Vira Solelh

Sunnyvale, CA 94089 81470 Maurens-Scopont
Estados Unidos da América Franca

Telefone: + 1 408 541 4191 Telefone: + 33 563 825 300
Fax: + 1 408 541 4192 Fax: + 33 563 825 301
www.cepheid.com www.cepheidinternational.com

23 Assisténcia Técnica

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

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 servigo (Service Tag) do Computador

Informago6es de contacto

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

As informagdes de contacto para outros escritorios da assisténcia técnica da Cepheid estdo disponiveis no nosso website:
www.cepheid.com/en/CustomerSupport.

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

Xpert® MRSA
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24 Tabela de simbolos

Simbolo Significado

Numero de catalogo

Dispositivo médico para diagnoéstico in vitro

Nao reutilizar

SEIE

-
(©]
|

Cadigo do lote

Consulte as instrugbes de utilizagao

Cuidado

Fabricante

Pais de fabrico

Conteudo suficiente para <n> testes

L Controlo

E@@l§@

Prazo de validade

N | Kd
m

Marca CE — Conformidade Europeia

m
H

Representante autorizado na Comunidade Europeia

Mandatario na Suica

Importador

Limites de temperatura

Riscos biolégicos

G@E@E

Atencao
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EC |REP

Cepheid Cepheid Europe SAS

904 Caribbean Drive Vira Solelh

Sunnyvale, CA 94089 81470 Maurens-Scopont

EUA Franca

Telefone: +1 408 541 4191 Telefone: +33 563 825 300
Fax: +1 408 541 4192 Fax: +33 563 825 301
www.cepheid.com www.cepheidinternational.com

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Zurcherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

IVD
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