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Xpert® Carba-R

Apenas para utilizagdo em diagndstico in vitro
1 Nome proprietario

Xpert® Carba-R
2 Nome comum ou usual

Ensaio Xpert Carba-R

3 Utilizagao prevista do dispositivo

O ensaio Xpert Carba-R, realizado nos Sistema do instrumento GeneXpert®, ¢ um teste de diagnostico in vitro qualitativo
destinado a detegdo e diferenciacdo das sequéncias genéticas blaygpc, blanppms blayiv, Plagxa-as € blapp associadas a ndo-
-suscetibilidade a carbapenemos. O teste utiliza a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) automatica em tempo real.

O ensaio Xpert Carba-R tem como objetivo auxiliar no controlo da infe¢éio na detegdo de bactérias ndo suscetiveis a
carbapenemos que colonizam pacientes em unidades de cuidados de satide. Um resultado negativo no ensaio Xpert Carba-R nao
exclui a presenca de outros mecanismos de resisténcia.

O ensaio Xpert Carba-R destina-se a ser utilizado com os seguintes tipos de amostra:

Colénias puras

O ensaio ¢ efetuado com colonias puras de Enterobacteriaceae, Acinetobacter baumannii ou Pseudomonas aeruginosa nao-
-suscetiveis a carbapenemos, quando cultivadas em agar sangue ou agar MacConkey. Para testes de colonias puras, o ensaio Xpert
Carba-R deve ser utilizado juntamente com outros testes laboratoriais, incluindo testes de suscetibilidade anti-microbiana
fenotipica.

A identificacdo de um gene blagyp, blagpy ou blaypy, para uma metalo-beta-lactamase (ou seja, os genes que codificam as
metalo-beta-lactamases IMP, NDM e VIM, respetivamente) pode ser utilizada como um auxiliar para os médicos para a
determinag@o de estratégias terapéuticas apropriadas para pacientes com infe¢des bacterianas ndo suscetiveis a carbapenemos
conhecidas ou suspeitas.

Amostras de zaragatoa retal e peri-retal

O ensaio ¢ efetuado com amostras de zaragatoa retal e peri-retal de pacientes em risco de colonizagdo intestinal com bactérias ndo
suscetiveis a carbapenemos. Sao necessarias culturas concomitantes para recuperar microrganismos para tipagem epidemiologica,
testes de suscetibilidade anti-microbiana e para posterior identificagdo confirmatoria de bactérias.

O ensaio Xpert Carba-R, quando efetuado com amostras de zaragatoa retal e peri-retal, ndo se destina a orientar ou monitorizar o
tratamento de infe¢cdes bacterianas ndo suscetiveis a carbapenemos ou a determinar se se trata de uma infecdo bacteriana nao
suscetivel a carbapenemos.

4 Resumo e explicagao

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

K. pneumoniae ST258),4 que tém uma vantagem seletiva em unidades hospitalares onde a utilizagdo antimicrobiana ¢ elevada. As
oportunidades para a transmissdo de organismos sdo normalmente frequentes, com maior disseminagdo dos genes de resisténcia
através de plasmideos transmissiveis e integroes. A estirpe K. pneumoniae ST258 tem provocado varias epidemias globais,
especialmente nos Estados Unidos' e em Israel.” De forma semelhante, os organismos contendo o gene que codifica metalo-beta-
-lactamase Nova Deli (NDM) foram introduzidos na Europa por pessoas que, em muitos casos, visitaram a india ou o Paquistﬁo.6
Um terceiro mecanismo de resisténcia a carbapenemos, por intermédio de metalo-beta-lactamase Verona mediada por integroes
(VIM), tem constituido ha vérios anos uma preocupacdo na Europa.
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Metalo-beta-lactamases adicionais, como as da classe imipenemase (IMP), tém sido reconhecidas ha muitos anos no Japdo e em
outros paises asiaticos, proliferando-se agora globalmente.3 Além disso, a oxacilinase da classe D, OXA-48, que efetua
frequentemente a mediag@o da resisténcia de baixo nivel a carbapenemos, estd agora a proliferar-se rapidamente na Europa.7’
Atualmente, o método padrao para detetar pacientes com colonizagdo por organismos ndo suscetiveis a carbapenemos ¢ a cultura
de amostras de zaragatoas retais ou peri-retais em placas de agar seletivas gram-negativas, como agar MacConkey, seguida por
testes de suscetibilidade antimicrobiana de coldnias fermentadoras de lactose, ou a utilizagdo de meios de agar de rastreio
seletivo.” O primeiro método ¢é trabalhoso e podera exigir varios dias para gerar um resultado final, enquanto a ultima abordagem
varia consideravelmente quanto a sensibilidade e especificidade conforme o meio seletivo utilizado.

8

Um método rapido e exato para determinar se uma amostra de zaragatoa retal ou peri-retal ou um isolado bacteriano néo
suscetivel a carbapenemos ¢é portador de uma destas cinco classes comuns de genes de resisténcia a carbapenemos seria uma ajuda
significativa para programas de controlo de infe¢oes, especialmente durante surtos, dado que poderia potencialmente: 1)
identificar o gene especifico de resisténcia presente no organismo; e 2) diferenciar aqueles organismos com os genes de resisténcia
a carbapenemos transmissiveis mais comuns que codificam enzimas carbapenemases dos organismos que sdo resistentes devido a
outras beta-lactamases e/ou alteragdes na parede celular do organismo e que ndo exigem necessariamente a colocagdo do paciente
num ambiente com precaucdes de contacto.

Os desafios terapéuticos associados as Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenemos criaram uma sensibilizagao acentuada
relativa a necessidade de uma rapida detegdo e da implementagdo de medidas eficazes para a contengdo e a prevengdo da
transmissdo. Agentes antimicrobianos, tais como associagdes de beta-lactdmico/inibidor da beta-lactamase tém uma atividade
diversificada contra bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases. Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a
presenca de genes blapyp, blayyy € blayppy que codificam metalo-beta-lactamase em colonias puras dos organismos indicados
podem ser Tteis para determinar uma estratégia terapéutica que inclua associa¢des de beta-lactimico/inibidor da beta-
_lactamase, 10-11,12,13,14

5 Principio do procedimento

O sistema de instrumentos GeneXpert automatiza e integra a preparacdo de amostras, a extracdo e amplificacdo de acidos
nucleicos e a detecdo da sequéncia-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR em tempo real. Os
sistemas sdo constituidos por um instrumento, um computador e software pré-carregado para a execugdo de testes e visualizagdo
dos resultados. Os sistemas requerem a utilizagdo de cartuchos descartaveis, de utilizagdo unica, que contém os reagentes de PCR
e onde decorre esse processo. Dado que os cartuchos s@o independentes, ¢ minimizada a contaminag@o cruzada entre amostras.
Para uma descri¢do completa do sistema, consulte o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx ou o Manual do utilizador do
sistema GeneXpert Infinity.

O ensaio Xpert Carba-R inclui reagentes para a dete¢do de sequéncias de genes blagpc, blaypy, blayi, blagxa-ag € blapyp, bem
como um controlo de processamento da amostra (SPC) para controlo do processamento adequado da bactéria alvo e para indicar a
presencga de inibidor(es) na reagdo PCR. O SPC também assegura que as condi¢des da reagdo PCR (temperatura e tempo) sao
apropriadas para a reagdo de amplificac@o e que os reagentes da PCR estdo funcionais. Um controlo interno adicional, o controlo
de verificagdo da sonda (Probe Check Control, PCC) verifica a reidratagdo dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR no
cartucho, a integridade da sonda ¢ a estabilidade do corante.

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

2 Xpert® Carba-R
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Reagentes e instrumentos

6.1  Materiais fornecidos
W O kit do ensaio Xpert Carba-R (GXCARBARP-CE-10) contém reagentes suficientes para processar 10 amostras, e o kit do ensaio
Xpert Carba-R (GXCARBARP-CE-120) contém reagentes suficientes para processar 120 amostras. Os kits contém o seguinte:

Cartuchos do ensaio Xpert Carba-R com tubos de reagao

integrados 10 120

» Esfera 1, Esfera 2, e Esfera 3 (secagem por congelamento) 1 de cada por 1 de cada por
cartucho cartucho

* Reagente 1 3 ml por cartucho 3 ml por cartucho

» Reagente 2 (cloreto de guanidina) 2,5 ml por cartucho 2,5 ml por cartucho

Frascos de reagente de amostra do ensaio Xpert Carba-R 10 120

* Reagente de amostra 5,0 ml por cartucho 5,0 ml por cartucho

Pipetas de transferéncia descartaveis (1,7 ml) 10 120

CD 1 1

* Ficheiros de definicdo do ensaio (Assay Definition Files, ADF)
* Instrugdes para importar ADF para o software
* Instrucdes de utilizacdo (folheto informativo)

As Fichas de Dados de Segurancga (Safety Data Sheets, SDS) estéo disponiveis em www.cepheid.com ou

Nota 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

6.2 Conservacido e manuseamento
yﬂﬁcﬂ . Conserve os cartuchos do ensaio Xpert Carba-R entre 2 °C ¢ 28 °C.

. Nao abra a tampa do cartucho até estar pronto para realizar o teste.
g . Nao utilize reagentes ou cartuchos que tenham ultrapassado o prazo de validade.
. O reagente de amostra é um liquido transparente e incolor. Nao utilize o reagente de amostra se este ficar turvo ou descolorido.
. Utilize o cartucho no periodo de 30 minutos depois de abrir a tampa.
. Nao utilizar um cartucho com fuga.

6.3 Materiais necessarios mas nao fornecidos
. Sistemas do instrumento GeneXpert Dx ou sistemas GeneXpert Infinity (o nimero de catalogo varia consoante a
configuragdo): Instrumento GeneXpert, computador, leitor de codigo de barras, manual do utilizador.

. Para o sistema GeneXpert Dx: Software GeneXpert Dx versdo 4.3 ou superior
. Dispositivo de colheita de amostras: Referéncia Cepheid 900-0370
. Agar sangue (por ex., Remel'" Blood Agar: niimero de catdlogo R01200 ou equivalente)

. Agar MacConkey (por ex., Remel ™ MacConkey Agar: nimero de catdlogo R01550 ou equivalente)

. Discos de 10 pg de meropenemo (por ex., Discos de teste de suscetibilidade antimicrobiana BD BBL™ Sensi-Disc ',
Meropenemo, nimero de catalogo 231704 ou equivalente)
. Pinca estéril
Xpert® Carba-R 3
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Ansas de inoculaggo de 10 pl estéreis e descartaveis (por ex., Copan: nimero de catalogo COPS-10, ou Hardy Diagnostics:
numero de catalogo L2002A ou equivalente)

Agitador de vortice

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

7 Adverténcias e precaugoes

A -

8 Perigos quimicos

Apenas para utilizagdo em diagnostico in vitro.
Para utilizagdo apenas com receita médica.

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

Siga os procedimentos de seguranca da sua instituigdo para trabalhar com produtos quimicos e manusear amostras biologicas/
placas de adgar com colonias puras.

As amostras biologicas, os dispositivos de transferéncia e os cartuchos usados devem ser considerados como sendo capazes de
transmitir agentes infeciosos, exigindo precaucdes padro. Siga os procedimentos relativos a residuos ambientais da sua
instituicdo relativamente a eliminag@o correta de cartuchos usados e reagentes nio usados. Estes materiais podem apresentar
caracteristicas de residuos quimicos perigosos que exigem procedimentos de eliminag@o nacionais ou regionais especificos.
Se as regulamentag¢des nacionais ou regionais ndo disponibilizarem uma indicagéo clara sobre a eliminagéo correta, as
amostras biologicas e os cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as diretrizes relativas a0 manuseamento ¢ a
eliminagdo de residuos médicos da OMS (Organizacdo Mundial da Satde).

Recomenda-se o seguimento das boas praticas de laboratorio, incluindo a troca de luvas entre o manuseamento de amostras,
para evitar a contaminagdo de amostras ou de reagentes.

Naio substitua o reagente de amostra do ensaio Xpert Carba-R por outros reagentes.

Nao abra a tampa do cartucho do ensaio Xpert Carba-R 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 rétulo de ID da amostra na tampa do cartucho ou no rétulo do codigo de barras.

Cada cartucho de utilizagdo unica do ensaio Xpert Carba-R ¢ utilizado para processar um teste. Nao reutilize cartuchos gastos.
Nao utilizar um cartucho que tenha um tubo de rea¢do danificado.

Usar batas limpas e luvas. 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 solug@o 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.

18,19
Pictograma de perigo GHS da ONU: @
Palavra-sinal: ATENCAO
Recomendacdes de prudéncia GHS da ONU

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

Xpert® Carba-R
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. 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.
. Caso sinta indisposi¢io, contacte um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

9 Preparagao e conservagao das amostras

Amostras de zaragatoa retal e peri-retal:
Para saber que zaragatoas usar, consulte Seccdo 6.3, Materiais necessarios mas ndo fornecidos.

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

Colheita de uma zaragatoa peri-retal emparelhada: insira cuidadosamente ambas as pontas da zaragatoa ndo mais de 1 cm na
abertura anal antes do esfincter anal e rode suavemente.

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

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

Exemplos de zaragatoas aceitaveis para
testes com o ensaio Xpert® Carba-R

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

Xpert® Carba-R
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Exemplos de zaragatoas muito contaminadas
N3o utilize com o ensaio Xpert Carba-R

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

Isolados bacterianos:

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

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

Incube a placa a 35 °C durante 18-24 horas a temperatura ambiente.

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

A.  Produza uma suspenséo das coldnias isoladas selecionadas de uma placa de agar (por ex., um meio ndo seletivo como
agar sangue que tenha sido incubado durante 18 horas a 24 horas) diretamente em meio liquido ou soro fisiologico.

B.  Ajuste a suspensdo para atingir uma turvagio equivalente ao padrdo de McFarland 0,5. Isto produz uma suspensido com
aproximadamente 1 a 2 X 108 UFC/ml para E. coli ATCC (American Type Culture Collection) 25922.

C.  Utilize um dispositivo fotométrico ou luz adequada, se realizado visualmente, para comparar o tubo do inéculo e o
padrio de McFarland 0,5 com um cartdo com um fundo branco e linhas pretas contrastantes.

10 Procedimento
10.1  Preparagao do cartucho

Importante Coloque o cartucho no instrumento GeneXpert no periodo de 30 minutos apds a adigao da amostra ao
cartucho.

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

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

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

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

Nota restante pode ser utilizada para a repetigao de testes.

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

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

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

. Agite a suspensdo de McFarland 0,5 num agitador de vortice. Utilizando uma ansa de 10 pl, transfira 10 pl da suspensio
de McFarland 0,5 para um frasco de 5 ml de reagente de amostra. Gire a ansa no reagente de amostra trés vezes, no
minimo. Apds o teste inicial, a amostra restante no frasco de reagente de amostra pode ser conservada entre 2 °C e 28 °C
durante até cinco dias caso seja necessario repetir o teste.

Consulte Seccéo 14, Procedimento de repeticdo do teste para obter instrugdes sobre como repetir o teste para amostras de isolados

Nota bacterianos.
Nota Garanta que a ansa de 10 pl esta cheia com a amostra e que a suspenséo da amostra na ansa néo rebenta ao transferir a
suspenséo de McFarland 0,5 para o reagente de amostra.
Feche bem a tampa do frasco de reagente de amostra e agite no agitador de vortice a velocidade elevada durante 10 segundos.
4. Abra a tampa do cartucho. Abra a tampa do reagente de amostra. Utilizando a pipeta de transferéncia fornecida, aspire a
amostra preparada (reagente de amostra contendo a amostra do Passo 2) até a marcagao na pipeta (aproximadamente 1,7 ml;
ver Figura 3) e, de seguida, transfira o material para a abertura grande da cdmara da amostra (ver Figura 4) do cartucho do
ensaio Xpert Carba-R.
5. Feche a tampa do cartucho e coloque o cartucho no instrumento GeneXpert no periodo de 30 minutos apds a adigdo da
amostra ao cartucho.
| <@——Linha de enchimento
Figura 3. Pipeta de transferéncia para transferir amostra para o cartucho
Camara de amostra
(abertura grande)
Figura 4. Cartucho do ensaio Xpert Carba-R (vista superior)
Xpert® Carba-R 7

301-9242-PT, Rev. D margo de 2023



Xpert® Carba-R

10.2 Iniciar o teste

Antes de iniciar o teste, certifique-se de que o ficheiro de definicdo do ensaio Xpert Carba-R foi importado
para o software. Esta sec¢ao discrimina os passos basicos para executar o teste. Para obter instrugées

Importante P .

P detalhadas, consulte o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator
Manual) ou o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Infinity (GeneXpert Infinity System Operator
Manual).

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

Nota N . .

O fluxo de trabalho predefinido é descrito abaixo.

1. Ligue o sistema do instrumento GeneXpert:

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

ou

. Se utilizar o instrumento GeneXpert Infinity, ative o instrumento. O software Xpertise iniciara automaticamente ou
pode ser necessario clicar duas vezes 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. Najanela do sistema GeneXpert, clique em Criar teste (Create Test) (GeneXpert Dx) ou clique em Encomendas (Orders) e
em Encomendar teste (Order Test) (Infinity).

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

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 (Sample ID) correta. A ID da amostra (Sample ID) ¢ associada aos resultados do teste e ¢ mostrada na janela Ver
resultados (View Results).

6.  Leia o codigo de barras do cartucho do ensaio Xpert Carba-R. Utilizando a informagdo 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).

Nota Se o cadigo de barras no cartucho do Xpert Carba-R néo for lido, configure um novo teste, seguindo o procedimento de repeticdo

do teste na Secgao 14.

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

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

ou

No caso do instrumento GeneXpert Dx:

A.  Abraaporta do médulo do instrumento com a luz verde a piscar e carregue o cartucho.

B.  Feche a porta. O teste comega ¢ a luz verde para de piscar. Quando o teste termina, a luz verde 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.  Os cartuchos usados devem ser eliminados nos recipientes apropriados para residuos de amostras, de acordo com as
praticas padrdo da sua instituigdo.

8 Xpert® Carba-R
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10.3

11

Visualizagao e impressao de resultados

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

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

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

Controlo de qualidade

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

. Controlo de processamento da amostra (Sample Processing Control, SPC) — Assegura que a amostra foi processada
corretamente. O SPC contém esporos de Bacillus globigii, sob a forma de uma esfera seca que esta incluida em cada cartucho
para verificar o processamento adequado da amostra. O SPC verifica se ocorreu a lise da bactéria caso os organismos 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 & amostra, assegura que as condigdes da reagdo de PCR (temperatura e tempo) sdo adequadas
para a reagdo de amplificac@o 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 é aprovado se
preencher os critérios de aceitagdo validados.

. Controlo de verificacido da sonda (Sample Processing Control, PCC) — Antes do inicio da reagdo PCR, o sistema
GeneXpert mede o sinal de fluorescéncia das sondas para monitorizar a reidratagao da esfera, o enchimento do tubo de reagao,
a integridade da sonda e a estabilidade do corante. A verificagdo da sonda é aprovada se corresponder aos critérios de
aceitacdo atribuidos.

Controlos externos

Podem ser utilizados controlos externos de acordo com organizagdes de acreditagdo locais, nacionais e europeias, consoante

aplicavel.

12 Interpretacao dos resultados
Os resultados sdo interpretados pelo sistema GeneXpert através da medigdo de sinais fluorescentes e algoritmos de célculo
integrados, sendo mostrados na janela Ver resultados (View Results). Nao sdo apresentadas capturas de ecrd nem interpretagdes
para todas as combinagdes de resultados possiveis com os cinco analitos alvo no ensaio Xpert Carba-R; contudo, os exemplos que
se seguem sdo indicativos do tipo de resultados que podem ser esperados.
Atabela e as figuras seguintes ilustram apenas exemplos representativos dos tipos de resultados que se podem esperar com o

Nota : - ox L x o . .
ensaio Xpert Carba-R. Nado sao apresentadas todas as combinag¢des de resultados possiveis com os cinco analitos alvo.

Xpert® Carba-R 9
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Tabela 1. Resultados representativos e interpretagao do ensaio Xpert Carba-R

Resultado Interpretacao
IMP DETECTADO A sequéncia do ADN-alvo de IMP é detetada; as sequéncias do ADN-alvo de VIM, NDM, KPC
(IMP DETECTED); e OXA-48 nao sdo detetadas.

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

Consulte a Figura 5.

» A amplificagdo por PCR do ADN-alvo de IMP apresenta um valor de limite de ciclo (cycle
threshold, Ct) dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) de fluorescéncia
superior a definigao limite; as sequéncias do ADN-alvo de VIM, NDM, KPC e OXA-48 estao
ausentes ou séo inferiores ao nivel de detegéo do ensaio.

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

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

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

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

IMP NAO DETECTADO
(IMP NOT DETECTED);
VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

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

Consulte a Figura 6.

A sequéncia do ADN-alvo de VIM é detetada; as sequéncias do ADN-alvo de IMP, NDM, KPC
e OXA-48 nao sao detetadas.

» A amplificagdo por PCR do ADN-alvo de VIM apresenta um valor de Ct dentro do intervalo
valido e um endpoint (ponto final) de fluorescéncia superior a defini¢éo limite; as sequéncias
do ADN-alvo de IMP, NDM, KPC e OXA-48 estao ausentes ou sio inferiores ao nivel de
detecdo do ensaio.

» SPC: Néo aplicavel. O SPC é ignorado porque a amplificacdo do ADN-alvo de VIM pode
interferir com este controlo.

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

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

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

IMP NAO DETECTADO
(IMP NOT DETECTED);
VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

NDM DETECTADO

(NDM DETECTED);

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

Consulte a Figura 7.

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

* A amplificagdo por PCR do ADN-alvo de VIM e NDM apresenta valores de Ct dentro dos
intervalos validos e endpoints (pontos finais) de fluorescéncia superiores as definicbes
limite; as sequéncias do ADN-alvo de IMP, KPC e OXA-48 estdo ausentes ou sao inferiores
ao nivel de detecéo do ensaio.

» SPC: Nao aplicavel. O SPC é ignorado porque as amplificagdes do ADN-alvo de VIM e
NDM podem interferir com este controlo.

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

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

Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a presenca de genes blayp,
blay e blaypy que codificam metalo-beta-lactamase em colénias puras dos organismos
indicados podem ser Uteis para determinar uma estratégia terapéutica em pacientes com
infecdes bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo suscetiveis a carbapenemos.
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Tabela 1. Resultados representativos e interpretacdo do ensaio Xpert Carba-R (Continuagao)

VIM NAO DETECTADO
(VIM NOT DETECTED);
NDM DETECTADO

(NDM DETECTED);

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

Consulte a Figura 8.

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

* A amplificagcdo por PCR do ADN-alvo de IMP e NDM apresenta valores de Ct dentro dos
intervalos validos e endpoints (pontos finais) de fluorescéncia superiores as definicbes
limite; as sequéncias do ADN-alvo de VIM, KPC e OXA-48 estao ausentes ou sao inferiores
ao nivel de detecéo do ensaio.

» SPC: Nao aplicavel. O SPC é ignorado porque as amplificagdes do ADN-alvo de IMP e
NDM podem interferir com este controlo.

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

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

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

IMP DETECTADO

(IMP DETECTED);

VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

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

Consulte a Figura 9.

As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM e OXA-48 sdo detetadas; as sequéncias do
ADN-alvo de NDM e KPC né&o séo detetadas.

» Aamplificagdo por PCR do ADN-alvo de IMP, VIM e OXA-48 apresenta valores de Ct dentro
dos intervalos validos e endpoints (pontos finais) de fluorescéncia superiores as definigées
limite; as sequéncias do ADN-alvo de KPC e NDM estao ausentes ou séo inferiores ao nivel
de detegdo do ensaio.

* SPC: Nao aplicavel. O SPC ¢ ignorado porque as amplificagdes do ADN-alvo de IMP, VIM
e OXA-48 podem interferir com este controlo.

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

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

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

IMP DETECTADO

(IMP DETECTED);

VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

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

Consulte a Figura 10.

As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM e OXA-48 sdo detetadas; a sequéncia do
ADN-alvo de KPC nao é detetada.

« A amplificagéo por PCR do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM e OXA-48 apresenta valores de Ct
dentro dos intervalos validos e endpoints (pontos finais) de fluorescéncia superiores as
definigbes limite; a sequéncia do ADN-alvo de KPC esta ausente ou é inferior ao nivel de
detecdo do ensaio.

» SPC: Nao aplicavel. O SPC ¢ ignorado porque as amplificagdes do ADN-alvo de IMP, VIM,
NDM e OXA-48 podem interferir com este controlo.

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

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

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

Xpert® Carba-R

11

301-9242-PT, Rev. D margo de 2023




Xpert® Carba-R

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

Resultado Interpretagao
IMP DETECTADO As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 sao detetadas.
(IMP DETECTED); » Aamplificagdo por PCR do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 apresenta valores

VIM DETECTADO
(VIM DETECTED);
NDM DETECTADO
(NDM DETECTED);
KPC DETECTADO
(KPC DETECTED);
OXA48 DETECTADO
(OXA48 DETECTED)

Consulte a Figura 11.

de Ct dentro dos intervalos validos e endpoints (pontos finais) de fluorescéncia superiores
as definigdes limite.

» SPC: N&o aplicavel. O SPC é ignorado porque as amplificagdes do ADN-alvo de IMP, VIM,
NDM, KPC e OXA-48 podem interferir com este controlo.

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

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

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

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

Consulte a Figura 12.

As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 nao sio detetadas.
* As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 estao ausentes ou sdo
inferiores ao nivel de deteg¢éo do ensaio.

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

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

INVALIDO
(INVALID)

Consulte a Figura 13.

A presenca ou auséncia de sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 nao

pode ser determinada. Repita o teste de acordo com as instrugdes da Secgdo 14,

Procedimento de repeticdo do teste.

» SPC: FALHOU (FAIL); sem amplificagdo por PCR da sequéncia do ADN do SPC ou o Ct do
SPC néo esta dentro do intervalo valido e o endpoint (ponto final) de fluorescéncia ¢ inferior
a definigao limite.

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

ERRO A presenca ou auséncia de sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 nao
(ERROR) pode ser determinada. Repita o teste de acordo com as instrugées na Secgéo 14,
Procedimento de repeticdo do teste.
» SPC: SEM RESULTADO (NO RESULT)
* PCC: FALHOU (FAIL)*; um ou mais dos resultados de verificagdo da sonda falharam.
O PCC falhou provavelmente porque o tubo de reagédo néo foi adequadamente enchido
ou porque foi detetado um problema de integridade da sonda.
* 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 sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 nao
(NO RESULT) pode ser determinada. Repita o teste de acordo com as instru¢des na Secgéo 14,
Procedimento de repeticdo do teste. Nao foram recolhidos dados suficientes para produzir um
resultado de teste (por exemplo, o utilizador parou um teste que estava em curso ou ocorreu
uma falha de alimentagao).
» SPC: SEM RESULTADO (NO RESULT)
* PCC: Nao aplicavel
12 Xpert® Carba-R
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IMP1 DETECTADO;
VIM NAO DETECTADO;
NDM NAO DETECTADO;
KPC NAO DETECTADO;
OXA48 NAO DETECTADO!

IR RI R &I &
DIENRNN]

Figura 5. Ensaio Carba-R — IMP Detectado

IMP1 NAO DETECTADO;
VIM DETECTADO;

NDM NAO DETECTADO;
KPC NAO DETECTADO;
OXA48 NAO DETECTADO

vl s
]|
[ 7]
]|
[ [1]
2] V|

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

IMP1 NAO DETECTADO;
VIM DETECTADO;

NDM DETECTADO;

KPC NAO DETECTADO;
OXA48 NAO DETECTADO!

IR RI R &I &
DIENRNN]

Figura 7. Ensaio Carba-R — VIM e NDM Detectado

IMP1 DETECTADO;
VIM NAO DETECTADO;
NDM DETECTADO;

KPC NAO DETECTADO;
OXA48 NAO DETECTADO!

vl s
]|
[ 7]
]|
[ [1]
2] V|

Figura 8. Ensaio Carba-R — IMP e NDM Detectado
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IMP1 DETECTADO;
VIM DETECTADO;

NDM NAO DETECTADO;
KPC NAO DETECTADO;
OXA48 DETECTADO

IR RI R &I &
DIENRNN]

Figura 9. Ensaio Carba-R — IMP, VIM e OXA-48 Detectado

IMP1 DETECTADO;
VIM DETECTADO;

NDM DETECTADO;
KPC NAO DETECTADO;
(OXA48 DETECTADO

vl s
]|
[ 7]
]|
[ [1]
2] V|

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

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

IR RI R &I &
DIENRNN]

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

IMP1 NAO DETECTADO;
VIM NAO DETECTADO;
NDM NAO DETECTADO;
KPC NAO DETECTADO;
OXA48 NAO DETECTADO!

vl s
]|
[ 7]
]|
[ [1]
2] V|

Figura 12. Ensaio Carba-R - IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 Nao Detectado
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e A

| Resultado | Resultado do analito | Detalhe | Erros | Histérico | Mensagens | Assisténcia

Nome do ensaio Xpert CARBA-R Versao 1

Resultado do teste | INVALIDO

| [ForinVitro Diagnostc Use Orly.

~ Legenda
[vi[/] SPC; Principal |4
[vi /] MP1; Principal
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Figura 13. Ensaio Carba-R - Invalido

13 Motivos para repetir o teste

Repita o teste utilizando um cartucho novo (néo reutilize o cartucho) e um frasco de reagente de amostra novo. Para o
procedimento de repetigdo de teste, consulte a Secgdo 14, Procedimento de repeti¢do do teste.

Um resultado INVALIDO (INVALID) indica que o controlo SPC falhou. A amostra ndo foi adequadamente processada ou a PCR
foi inibida ou o volume da amostra adicionada era inadequado.

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

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

Se o desempenho do controlo externo néo for o esperado, repita o teste de controlo externo e/ou contacte a Assisténcia
Técnica da Cepheid para assisténcia.

14 Procedimento de repeticado do teste
141 Procedimento de repeti¢dao do teste para amostras de zaragatoa retal e peri-retal

1. Retire um cartucho novo, um frasco de reagente de amostra novo e uma pipeta de transferéncia nova do kit.

2. Retire a zaragatoa restante do recipiente de transporte.

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

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

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

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

Nota

15
15.1

15.2

Procedimento de repeticao do teste para amostras de isolados bacterianos

1.
2.
3.

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

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

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

Feche a tampa do cartucho e coloque o cartucho no instrumento GeneXpert no prazo de 30 minutos. Siga Seccdo 10.2, Iniciar
o teste.

Para isolados bacterianos, nao realize o procedimento de repeti¢cdo do teste mais do que uma vez, dado que diluigdes repetidas
podem produzir resultados falsos negativos.

Limitagcoes
Limitagbes gerais

O ensaio Xpert Carba-R deteta blaygpc, blanpm, blayiv, blagxa-ag € blapp de amostras de zaragatoa retal e peri-retal e de
coldnias puras, ndo se destinando a identificagdo de bactérias. A detegdo destas sequéncias genéticas ndo indica a presenga de
organismos viaveis.

O ensaio Xpert Carba-R ndo ¢ um instrumento de subtipagem e ndo indica variantes dos genes blayp, blayng, blanpms
blaKPC ou blaOXA_48.

Certas espécies de bactérias, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, demonstraram apresentar resisténcia
a carbapenemos devido a mecanismos de resisténcia intrinsecos.

Nao se avaliou no estudo a detecdo de outros genes de OXA-carbapenemase para além de blagx a4 € blagxa-131-

As analises in silico utilizadas para prever as variantes detetadas pelo ensaio baseiam-se numa comparagdo de sequéncias de
genes-alvo disponiveis no GenBank com os oligonucledtidos de iniciador/sonda e a sequéncia de produto da amplificagdo
para cada gene-alvo no ensaio Xpert Carba-R. As pesquisas de analises in silico no BLAST foram realizadas em 2014 e 2015.
Nao foram realizadas analises in silico de sequéncias de genes de novas variantes introduzidas na base de dados apos 2015
para os cinco genes-alvo.

Mutagdes ou polimorfismos nas regides de ligagdo do iniciador ou da sonda podem afetar a detec@o de variantes atuais, novas
ou desconhecidas de blaypc, blanpm, blayiv, blagxa-ag € blapyp, originando um resultado falso negativo.

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

Desconhece-se o desempenho do ensaio Xpert Carba-R com organismos que integrem genes carbapenemase nao alvo além de
blaspM, blaSME (5] blaIMI.

Dado que a detegdo das sequéncias de genes blaypc, blaypm, blayiv, blagxa.ag € blapyp depende do nimero de organismos
presentes na amostra, os resultados fiaveis dependem do manuseamento e da conservagao corretos da amostra.

Os testes com o ensaio Xpert Carba-R devem ser utilizados como auxiliares de outros métodos disponiveis.

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

Limitag6es das amostras retais e peri-retais

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

Estudos analiticos utilizando associa¢des de duas populagdes bacterianas em amostras de zaragatoas manipuladas indicam que
quando uma espécie bacteriana produtora de carbapenemases ¢ inoculada perto do LoD e outra espécie bacteriana produtora
de carbapenemases esta presente com concentragdes iguais ou superiores a 5 X 10° UFC/zaragatoa, o alvo com concentrago
baixa pode ndo ser detetado. A colonizagdo concomitante com dois ou mais organismos produtores de carbapenemases foi
comunicada com o ensaio Xpert Carba-R, mas ¢é rara. A auséncia de detegdo de um segundo alvo deve ter um impacto minimo
no controlo do paciente, pois estariam instituidos procedimentos de isolamento para pacientes com algum resultado positivo
para um organismo produtor de carbapenemases.
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. Podem ser observadas interferéncias com o ensaio Xpert Carba-R com sulfato de bario > 0,1% p/v e Pepto-Bismol
>0,01% p/v em testes com amostras de matriz de zaragatoa retal.

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

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

. Para além dos grupos de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii testados no estudo manipulado, outras ndo-
-Enterobacteriaceae foram também avaliadas: Pseudomonas stutzeri (1), Pseudomonas oryzihabitans (1), Pseudomonas
putida (2) e Empedobacter brevis (1). O desempenho do ensaio Xpert Carba-R com outras ndo-Enterobacteriaceae para além
destas seis espécies nao foi avaliado e ¢, por isso, desconhecido.

. Para amostras de zaragatoa retal, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou uma redugdo da percentagem de concordancia positiva
(PPA de 55,6%) para a detegéio da sequéncia genética blay s em Pseudomonas aeruginosa. Foram observados quatro (4)
resultados falsos negativos com o ensaio com amostras nas quais foi recuperada Pseudomonas aeruginosa contendo a
sequéncia blay, pelo método de referéncia.

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

. Os anaerobios resistentes a carbapenemos potencialmente presentes em amostras fecais nao foram avaliados pelo ensaio Xpert
Carba-R.

. A detegdo de blagpc, blaypm, blayinv, blagxa-ag €/ou blapp de amostras de zaragatoa retal e peri-retal pode ser de
organismos que nao Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii.

. O desempenho do ensaio Xpert Carba-R com isolados suscetiveis contendo as sequéncias genéticas blay pc, blanpp, blayivs
blagx a-4g €/ou blayp ndo foi totalmente avaliado.

15.3 Limitagoes das colénias puras
. Para coldnias puras, ndo se avaliou o desempenho do ensaio Xpert Carba-R com bactérias que ndo sejam Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa ou Acinetobacter baumannii. Os organismos devem ser identificados e o estado de ndo
suscetibilidade a carbapenemos deve ser determinado antes da realizagdo de testes no ensaio Xpert Carba-R.

. Resultados de teste incorretos podem ser originados por técnicas de cultura inadequadas, incumprimento do procedimento
recomendado para preparar a suspensao de McFarland 0,5, procedimentos de manuseamento e conservagdo de amostras, erro
técnico, troca de amostras ou porque o niimero de organismos na amostra ¢ demasiado baixo para ser detetado pelo teste. Para
se evitarem resultados incorretos, € necessaria uma cuidadosa conformidade com as instrugdes deste folheto.

16 Valores esperados

No estudo clinico do ensaio Xpert Carba-R, um total de 2543 amostras, consistindo em amostras de zaragatoa retal e peri-retal e
amostras manipuladas, foi avaliado em 8 centros do estudo, dentro e fora dos EUA. Os resultados do ensaio Xpert Carba-R em
comparacdo com analises de cultura e de sequenciagdo de ADN bidirecional por gene-alvo para cada uma das amostras
manipuladas e combinadas prospetivas ¢ apresentado na Tabela 2.

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

Desempenho clinico - Amostras de zaragatoa retal e peri-retal

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

Oito centros geograficamente diferentes (seis nos EUA e dois na Europa) colheram prospetivamente amostras de zaragatoa retal
ou peri-retal emparelhadas de participantes hospitalizados ou numa institui¢do de cuidados prolongados. As amostras de zaragatoa
retal e peri-retal muito contaminadas, de acordo com as instrugdes da Secgdo 9 (Preparag@o e conservacdo de amostras) foram
excluidas do estudo. Devido a baixa prevaléncia de cada um dos genes-alvo do ensaio Xpert Carba-R na auséncia de um surto,
foram também incluidas amostras manipuladas no estudo.

Uma zaragatoa do par foi utilizada para testes com o ensaio Xpert Carba-R. A segunda zaragatoa foi inoculada em caldo de
enriquecimento MacConkey e utilizada para testes pelo método de referéncia. Um laboratério de cultura de referéncia determinou
a presenca de organismos ndo suscetiveis a carbapenemos fazendo culturas em caldo de enriquecimento MacConkey com cada
uma das amostras. O caldo de enriquecimento MacConkey foi despistado relativamente a presenga de organismos nio suscetiveis
a carbapenemos, inicialmente plaqueando o caldo em placas de agar MacConkey com um disco de meropenemo. Para amostras
com crescimento de bactérias Gram-negativo em redor do disco de meropenemo, a confirmagio da nao suscetibilidade a
carbapenemos foi determinada em coldnias isoladas utilizando o método de difusdo de disco (segundo o documento M02 do
CLSI, bem como o documento M100%° do CLSI). O ADN extraido dos isolados ndo suscetiveis a carbapenemos foi purificado,
quantificado e amplificado usando iniciadores especificos para todos os 5 genes-alvo; as regides amplificadas incluiam mais bases
do as regides amplificadas pelo ensaio Xpert Carba-R. A producédo de produto da amplificagdo de tamanho adequado foi
confirmada no Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

Se as bandas mostradas no Bioanalyzer correspondiam ao tamanho esperado para o produto da amplificacdo de qualquer um dos
cinco genes-alvos detetados pelo ensaio Xpert Carba-R, o produto da amplificacdo para o isolado era enviado para um laboratorio
independente para analise de sequenciago bidirecional de referéncia, que era validada para a dete¢do dos cinco alvos no ensaio
Xpert Carba-R. Se ndo eram mostradas nenhumas bandas no Bioanalyzer para qualquer um dos cinco genes-alvo, o isolado ndo
era enviado para analise de sequéncia e o resultado do método de referéncia era considerado negativo para os cinco genes-alvo.
Resultados das amostras prospetivas obtidos com o ensaio Xpert Carba-R em comparagao com o método de
referéncia

Um total de 802 amostras de zaragatoa retal prospetivas foi inicialmente incluido neste estudo clinico, das quais 785 eram
elegiveis para inclusdo. Das 785 amostras elegiveis, 755 amostras foram incluidas no conjunto de dados final ap6s exclusdes
baseadas em desvios em relagdo ao protocolo (incluindo 16 organismos Stenotrophomonas maltophilia que foram excluidos
devido a sua resisténcia intrinseca aos carbapenemos testados).

Um total de 963 amostras de zaragatoa peri-retal prospetivas foi inicialmente recrutado para este estudo clinico, das quais 947
eram elegiveis para inclusdo. Das 947 amostras elegiveis, 924 amostras foram incluidas no conjunto de dados final apds exclusdes
baseadas em desvios em relagdo ao protocolo (incluindo 10 organismos Stenotrophomonas maltophilia, um Pseudomonas putida e
um Pseudomonas stutzeri que foram excluidos devido aos critérios de desenho do estudo).

Quando testado com amostras de zaragatoa retal prospetivas, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou um intervalo de PPA de 60,0%
a 100% para os quatro alvos do ensaio (blagpc, blanpm, blayiv € blagx a-4g) relativamente ao método de referéncia (Tabela 2). A
NPA para as sequéncias genéticas blagpc, blanpwm, blayv, blagxa-ag € blapyp variou entre 98,6% e 99,9% relativamente ao
método de referéncia (Tabela 2).

Quando testado com amostras de zaragatoa peri-retal prospetivas o ensaio Xpert Carba-R demonstrou uma percentagem de
concordancia positiva (PPA) de 100% para os trés alvos do ensaio (blanpp, blagpc € blagxa-ag) relativamente ao método de
referéncia. A percentagem de concorddncia negativa (NPA) para as sequéncias genéticas blagpc, blaypm, blayiv, blagxa-ag €
blayp variou entre 99,6% e 100% relativamente ao método de referéncia (Tabela 2).

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

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

prospetivas

:rir"’:sf; Alvo N VP FP VN FN | PPA(IC 95%) | NPA (IC 95%)
IMP 755 0 1b 754 0 NA (93?5?1%0)
VIM 755 6 8% | T3 | 4 (316 %%éz) (93,%’-9925)
Retal? NDM 755 7 34 745 0 (62,%(.):/000) (93,%2)?,9)
KPC 785 | 29 | 6T | 720 | 0 (8;,(()3(-):/60) (93,%-290/9;,6)
OXA-48 755 29 109 715 1 (83’%’_22” 4 (93’%%22)
IMP 924 0 0 924 0 NA (9;,%(_):/000)
VIM 924 0 0 924 0 NA (9;%(_):/60)
Peri-retal’ NDM 924 1 0 923 0 (232(_):/000) (9;,%(-):/000)
KPC 924 2 4 918 0 (312(_):/60) (9&?,%%?,8)
OXA-48 924 | 1 "ol e2 | o (23,3(-):/80) (93?4?10{;0)
IMP 1679 0 1P 1678 0 NA (98?7'%0)
VIM 1679 | 6 8° | 1661 | 4 (316 ,(:)3’33?,2) (93%-59?,8)
Combinadas®" NDM 1679 | 8 | 3% | 1668 | O (671,%(-):/60) (93,95'-%),9)
KPC 1679 | 31 10% | 1638 0 (ss;,%(-):/ 60) (9;%’1,?7)
OXA-48 1679 | 30 11" | 1637 1 (8572’%1/;’, 4) (9298’_%2/;’6)

N = nuimero, VP = verdadeiro positivo, FP = falso positivo, VN = verdadeiro negativo, FN = falso negativo

a. Das 755 amostras de zaragatoa retal prospetivas avaliadas no estudo, 636 amostras ndo produziram um isolado em cultura. Das
restantes 119 amostras, foram recuperados 112 organismos ndo suscetiveis a carbapenemos pela cultura de referéncia, para além
de 7 organismos suscetiveis a carbapenemos [Pseudomonas aeruginosa (5), Escherichia coli (1) e Enterobacter cloacae (1)].

Resultados de teste por sequenciacéo: 1 em 1 era negativo para IMP.
Resultados de teste por sequenciagdo: 2 em 8 eram positivos para VIM; 6 em 8 eram negativos para VIM.
Resultados de teste por sequenciagao: 1 em 3 eram positivos para NDM; 2 em 3 eram negativos para NDM.
Resultados de teste por sequenciacédo: 1 em 6 eram positivos para KPC; 5 em 6 eram negativos para KPC.
O centro comunicou que o participante estava a tomar ertapenem durante o periodo de colheita de amostras.
Resultados de teste por sequenciacédo: 3 em 10 eram positivos para OXA-48; 7 em 10 eram negativos para OXA-48.

Semeaoo0mT

o

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

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

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

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

Resultados de teste por sequenciacédo: 3 em 11 eram positivos para OXA-48; 8 em 11 eram negativos para OXA-48.
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O desempenho do ensaio Xpert Carba-R em amostras retais e peri-retais prospetivas combinadas ¢ apresentado na Tabela 3 por
espécie. Apenas organismos para os quais, pelo menos, uma amostra positiva foi colhida estdo incluidos na Tabela 3.

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

Espécies? Alvo N VP FP VN FN PPA (IC 95%) | NPA (IC 95%)
100%
IMP 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
100%
VIM 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
100%
Enterobacter NDM 1 0 0 1 0 NA o
aerogenes (20,7-100)
100%
KPC 1 1 0 0 0 NA
(20,7-100)
100%
OXA-48 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
100%
IMP 4 0 0 4 0 NA
(51,0-100)
100% 100%
VIM 4 1 0 3 0
(20,7-100) (43,9-100)
100%
Enterobacter NDM 4 0 0 4 0 NA 0
cloacae (51,0-100)
100%
KPC 4 0 0 4 0 NA
(51,0-100)
100% 100%
OXA-48 4 1 0 3 0
(20,7-100) (43,9-100)
100%
IMP 10 0 0 10 0 NA
(72,3-100)
100%
VIM 10 0 0 10 0 NA
(72,3-100)
. 100% 100%
E. coli NDM 10 3 0 7 0
(43,9-100) (67,6-100)
100% 100%
KPC 10 2 0 8 0
(34,2-100) (64,6-100)
100% 100%
OXA-48 10 3 0 7 0
(43,9-100) (64,6-100)
22 Xpert® Carba-R
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Tabela 3. Desempenho do Xpert Carba-R vs. cultura de referéncia + sequenciagao por tipo de organismo - amostras

retais e peri-retais prospetivas (Continuagao)

Espécies? Alvo N VP FP VN FN PPA (IC 95%) | NPA (IC 95%)
100%
IMP 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
100%
VIM 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
. 100%
Klebsiella NDM 1 0 0 1 0 NA °
oxytoca (20,7-100)
100%
KPC 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
100%
OXA-48 1 1 0 0 0 NA
(20,7-100)
98,4%
IMP 63 0 1 62 0 NA
(91,5-99,7)
98,4%
VIM 63 0 1 62 0 NA
(91,5-99,7)
i 100% 98,3%
Klebsiella NDM 63 5 1 57 0 ° °
pneumoniae (56,6-100) (90,9-99,7)
100% 97,1%
KPC 63 28 1 34 0
(87,9-100) (85,5-99,5)
96,2% 91,9%
OXA-48 63 25 3 34 1
(81,1-99,3) (78,7-97,2)
100%
IMP 58 0 0 58 0 NA
(93,8-100)
55,6% 100%
VIM 58 5 0 49 4
(26,7-81,1) (92,7-100)
98,3%
Pseudomonas NDM 58 0 1 57 0 NA °
aeruginosa (90,9-99,7)
96,6%
KPC 58 0 2 56 0 NA
(88,3-99,1)
100%
OXA-48 58 0 0 58 0 NA
(93,8-100)

a. Foram recuperados Acinetobacter baumannii (14) e Enterobacter amnigensus (1) mas ndo continham sequéncias-alvo pelo método de
referéncia ou pelo ensaio Xpert Carba-R.
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Foram detetados multiplos alvos pelo ensaio Xpert Carba-R em nove amostras prospetivas. Os detalhes sdo fornecidos na

Tabela 4, juntamente com o resultado discrepante da sequenciagéo.

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

Resultados
discrepantes dos
Alvos detetados Alvos detetados testes - Alvos detetados
pelo ensaio pela sequenciagao pela sequenciagao de
Amostra Xpert Carba-R de referéncia referéncia
1 KPC, OXA-48 NEGAT. (NEG) NEGAT. (NEG)
2 VIM, KPC NEGAT. (NEG)? NEGAT. (NEG)?
3 VIM, OXA-48 OXA-48 OXA-48
4 KPC, OXA-48 KPC KPC, OXA-48
5 NDM, OXA-48 NDM NDM, OXA-48
6 VIM, NDM NEGAT. (NEG)? NEGAT. (NEG)
7 NDM, KPC KPC NDM, KPC
8 VIM, KPC VIM VIM, KPC
9 NDM, OXA-48 NDM, OXA-48 NA

a.  Um organismo nao foi isolado da cultura de referéncia, por conseguinte, a sequenciagao de referéncia ndo

efetuada.

Resultados das amostras manipuladas obtidos com o ensaio Xpert Carba-R em comparagdo com o método de

referéncia

Um total de 864 amostras manipuladas (432 preparadas numa matriz de zaragatoas retais e 432 em matriz peri-retal) foram
também testadas como parte do estudo clinico.

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

Quando testado com amostras manipuladas, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou um intervalo de PPA entre 95% ¢ 100% para os
alvos do ensaio (blagpc, blapwm, blayiv, blagx a-ag € blapp). A NPA para as sequéncias genéticas blaypc, blagpn, blayv,
blagx a-ag € blapp foi de 100% relativamente ao método de referéncia (Tabela 5).

Tabela 5. Desempenho do Xpert Carba-R vs. método de referéncia — Amostras manipuladas

Matriz Alvo N VP FP VN FN PPA (IC 95%) | NPA (IC 95%)
95,0% 100%
IMP 432 76 0 352 4
(87,8-98,0) (98,9-100)
98,8% 100%
VIM 432 81 0 350 1
(93,4-99,8) (98,9-100)
100% 100%
Retal NDM 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
100% 100%
KPC 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
98,8% 100%
OXA-48 432 79 0 352 1
(93,3-99,8) (98,9-100)

24

Xpert® Carba-R

301-9242-PT, Rev. D margo de 2023



Xpert® Carba-R

Tabela 5. Desempenho do Xpert Carba-R vs. método de referéncia — Amostras manipuladas (Continuagao)

Matriz Alvo N VP FP VN FN PPA (IC 95%) | NPA (IC 95%)
100% 100%
IMP 432 80 0 352 0 ° °
(95,4-100) (98,9-100)
100% 100%
VIM 432 82 0 350 0
(95,5-100) (98,9-100)
100% 100%
Peri-retal NDM 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
100% 100%
KPC 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
100% 100%
OXA-48 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
97,5% 100%
IMP 864 156 0 704 4
(93,7-99,0) (99,5-100)
99,4% 100%
VIM 864 163 0 700 1
(96,6-99,9) (99,5-100)
100% 100%
Combinado |  NDM 864 160 0 704 0
(97,7-100) (99,5-100)
100% 100%
KPC 864 160 0 704 0
(97,7-100) (99,5-100)
99,4% 100%
OXA-48 864 159 0 704 1
(96,5-99,9) (99,5-100)

Estudo de equivaléncia de zaragatoa retal e peri-retal

Para demonstrar a equivaléncia entre amostras de zaragatoa retal e peri-retal, foi realizado um estudo num centro com inclusdo de
amostras de zaragatoa retal e peri-retal recém-colhidas prospetivamente de participantes que deram o seu consentimento e que
eram pacientes internados em hospitais.

Foram utilizados conjuntos de pares de zaragatoas fornecidos no dispositivo de colheita de amostras da Cepheid para colher
amostras de cada um dos participantes. Um conjunto de pares de zaragatoas foi utilizado para colher a amostra de zaragatoa peri-
-retal e outro conjunto idéntico para colher a amostra de zaragatoa retal. A amostra de zaragatoa peri-retal foi colhida em primeiro
lugar, seguida da amostra de zaragatoa retal do mesmo participante. Uma zaragatoa de cada conjunto de pares de zaragatoa foi
utilizada para o teste com o ensaio Xpert Carba-R. A segunda zaragatoa de cada conjunto de pares de zaragatoa foi utilizada para
cultura e testes de suscetibilidade quando uma ou ambas as amostras de zaragatoa peri-retal ou retal eram positivas para um ou
mais dos alvos, segundo o ensaio Xpert Carba-R. Nao eram efetuadas culturas se ambas as amostras de zaragatoa peri-retal e retal
fossem negativas, segundo o ensaio Xpert.

Foi efetuada a sequenciacgdo bidirecional de ADN do ADN extraido de colonias isoladas que manifestaram auséncia de
suscetibilidade aos carbapenemos pelo método de difusdo de disco CLSI ou no caldo MacConkey com disco de meropenem se o
resultado da cultura fosse negativo e o resultado do ensaio Xpert Carba-R fosse positivo. Os resultados do método de referéncia
ndo foram utilizados para alterar os dados de desempenho do estudo de equivaléncia de zaragatoas.

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

Das 201 amostras incluidas nas analises de dados, 92 (45,8%) foram colhidas de mulheres e 109 (54,2%) de homens.
Globalmente, 45,8% (92/201) das amostras foram colhidas de participantes com idade entre os 21 e os 65 anos e 54,2% (109/201)
eram de participantes com >65 anos de idade.
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O desempenho (PPA ¢ NPA) do ensaio Xpert Carba-R utilizando amostras de zaragatoa peri-retal foi determinado relativamente
aos resultados do ensaio Xpert Carba-R utilizando amostras de zaragatoa retal do mesmo participante. As estimativas da PPA e da
NPA sdo apresentadas na Tabela 6. Relativamente ao resultado das amostras de zaragatoa retal no ensaio Xpert Carba-R, as
amostras de zaragatoa peri-retal demonstraram uma PPA e NPA globais de 94,7% (IC de 95%: 75,4-99,1) e de 97,8% (IC de 95%:
94,5-99,1), respetivamente.

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

17.2

Ensaio Xpert Carba-R — Amostras de zaragatoa retal
Posit. Negat. Total
Ensaio Xpert Carba-R — Posit. 182 4P 22
Amostras de zaragatoa <
peri-retal Negat. 1 178 179
Total 19 182 201
PPA 94,7% (IC de 95%: 75,4-99,1)
NPA 97,8% (IC de 95%: 94,5-99,1)

a. Para uma amostra, o teste Xpert realizado na zaragatoa retal foi positiva para KPC e OXA-48 e na zaragatoa peri-retal
foi positiva apenas para OXA-48. A amostra foi registada como cultura negativa para as zaragatoas retal e peri-retal. Os
resultados da sequéncia dos caldos MacConkey foram negativos para OXA-48 na zaragatoa peri-retal e positivos para
OXA-48 na zaragatoa retal.

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

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

Desempenho clinico - Isolados bacterianos

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

Para serem incluidos no estudo, os isolados tinham de ter sido previamente identificados como Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa ou Acinetobacter baumannii. Para a determinagdo da sensibilidade, os isolados tinham de ter sido intermédios ou
resistentes a meropenemo, ertapenemo e/ou imipenemo, segundo a orientacdo CLSI M100-S24.%2 Os isolados de Pseudomonas
aeruginosa ou Acinetobacter baumanii tinham de ter sido intermédios ou resistentes a imipenemo ou meropenemo. Estes
organismos s3o intrinsecamente resistentes a ertapenemo. Para a avaliagdo da especificidade, os isolados podiam ter sido
suscetiveis ou resistentes a meropenemo, ertapenemo e imipenemo, segundo a orientagdo CLSI M100-S24.22 Os isolados de
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii deviam ter sido suscetiveis tanto a imipenemo como a meropenemo. Os
isolados s6 foram testados uma vez no estudo.

Foram inicialmente inscritos neste estudo clinico 489 isolados bacterianos (431 isolados de material clinico de referéncia ¢ 58
isolados frescos) no total, dos quais 485 foram elegiveis para inclusdo. Os isolados ndo elegiveis incluiram quatro isolados
previamente inscritos no estudo.

Dos 485 isolados elegiveis, 467 isolados (410 isolados de material clinico de referéncia e 57 isolados frescos) foram incluidos no
conjunto de dados final utilizado para as andlises apresentadas neste relatorio; dois isolados foram excluidos porque os testes de
referéncia ndo foram realizados e dezasseis isolados foram excluidos porque ndo foram identificados como Enterobacteriaceae,
A. baumannii ou P. aeruginosa.

Para os testes com o ensaio Xpert Carba-R, as colonias bem isoladas cultivadas em cada um dos tipos de agar foram diluidas até
se obter uma suspensio equivalente ao padrdo de McFarland 0,5 utilizando o método direto de suspensdo de colonias segundo a
norma CLSI M07-A9.%

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

Foram detetados varios alvos pelo ensaio Xpert Carba-R nas amostras de dez isolados. Os detalhes séo fornecidos na Tabela 7,
juntamente com o resultado da sequenciacdo de referéncia.

Tabela 7. Isolados com varios alvos detetados

Isolado Tipo de &gar? AIvo_s detetados pelo Alvos_ de~tetados pe!a _
ensaio Xpert Carba-R sequenciacio de referéncia

1 AS, MC NDM, OXA-48 NDM, OXA-48
2 AS VIM, KPC VIM

3 AS, MC NDM, OXA-48 NDM, OXA-48
4 AS, MC NDM, OXA-48 NDM, OXA-48
5 AS, MC NDM, OXA-48 NDM, OXA-48
6 AS, MC NDM, OXA-48 NDM, OXA-48
7 AS, MC NDM, OXA-48 NDM, OXA-48
8 AS, MC NDM, OXA-48 NDM, OXA-48
9 AS, MC NDM, OXA-48 NDM, OXA-48
10 AS, MC NDM, OXA-48 NDM, OXA-48

a. AS = agar sangue; MC = agar MacConkey

Quando testado com isolados de agar sangue, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou ter sensibilidade e especificidade globais de
100,0% (IC de 95%: 99,0—100) e 98,1% (IC de 95%: 93,2-99,5), respetivamente, em relagdo a sequenciagdo de referéncia
realizada a partir dos isolados de agar sangue (Tabela 8). O resultado combinado foi definido como positivo para o ensaio Xpert
Carba-R se qualquer um dos alvos era positivo e como negativo para o ensaio Xpert Carba-R se todos os alvos eram negativos.

Tabela 8. Xpert Carba-R (4gar sangue) vs. sequenciacao de referéncia (isolado cultivado em agar sangue) —

combinado
Sensibilidade | Especificidade
Alvo N VP FP VN FN (IC de 95%) (IC de 95%)
. 100% 98,1%
Combinado 467 3642 28 101 0
(99,0-100) (93,2-99,5)

a. Os resultados combinados representam os resultados por isolado. Foram observados varios resultados de alvo para

alguns isolados.

Quando testado com isolados de agar sangue, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou ter sensibilidade e especificidade de > 99%

para cada um dos cinco alvos do ensaio, em comparagdo com a sequenciagdo de referéncia realizada a partir dos isolados de agar

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

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

por alvo
Sensibilidade Especificidade
Alvo N vp FP VN FN (IC de 95%) (IC de 95%)
100% 99,8%
IMP 467 40 12 426 0
(91,2-100) (98,7-100)
b 100% 99,7%
VIM 467 82 1 384 0
(95,5-100) (98,5-100)
100% 100%
NDM 467 78 0 389 0
(95,3-100) (99,0-100)
100% 99,7%
KPC 467 84 1€ 382 0
(95,6-100) (98,5-100)
100% 100%
OXA-48 467 89 0 378 0
(95,9-100) (99,0-100)

O resultado da sequenciacdo de ADN bidirecional para este isolado IMP falso positivo apresentou uma homologia de sequéncia
de 92,95%, que esta ligeiramente abaixo do critério de cutoff de 95%. Nao foram realizados testes de resultados discrepantes.
Resultados discrepantes dos testes: 1 de 1 foi positivo para VIM.

c. Esteisolado falso positivo deve-se provavelmente a contaminagéo cruzada de KPC ao nivel da preparagdo das amostras.
Os testes de resultados discrepantes ndo produziram uma correspondéncia da sequéncia com o alvo de KPC. Os testes de
resultados discrepantes produziram uma correspondéncia da sequéncia para o alvo de VIM e, portanto, este isolado &
classificado como VP na avaliagédo de resultado “combinado” apresentada na Tabela 8, acima.

Quando testado com isolados de agar MacConkey, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou ter sensibilidade e especificidade globais
de 100% (IC de 95%: 99,0-100) e 97,1% (IC de 95%: 91,8-99,0), respetivamente, em relagdo a sequenciagdo de referéncia
realizada a partir dos isolados de agar sangue (Tabela 10). O resultado combinado foi definido como positivo para o ensaio Xpert
Carba-R se qualquer um dos alvos era positivo € como negativo para o ensaio Xpert Carba-R se todos os alvos eram negativos.

Tabela 10. Xpert Carba-R (agar MacConkey) vs. sequenciagao de referéncia (isolado cultivado em agar
sangue) — combinado

Sensibilidade |Especificidade
Alvo N vP FP VN FN (IC de 95%) | (IC de 95%)
) 100% 97,1%
Combinado 467 3642 3 100 0
(99,0-100) (91,8-99,0)

a. Os resultados combinados representam os resultados por isolado. Foram observados varios resultados de alvo para

alguns isolados.
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Quando testado com isolados de agar MacConkey, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou ter sensibilidade e especificidade > 99%
para cada um dos cinco alvos do ensaio, em comparagdo com a sequenciacdo de referéncia realizada a partir dos isolados de agar
sangue (Tabela 11).

Tabela 11. Xpert Carba-R (dgar MacConkey) vs. sequenciagao de referéncia

(isolado cultivado em agar sangue) — por alvo

Sensibilidade | Especificidade
Alvo N vp FP VN FN (IC de 95%) | (IC de 95%)
100% 99,8%
IMP 467 40 12 426 0
(91,2-100) (98,7-100)
b 100% 99,7%
VIM 467 82 1 384 0
(95,5-100) (98,5-100)
100% 99,7%
NDM 467 78 1¢ 388 0
(95,3-100) (98,6-100)
100% 100%
KPC 467 84 0 383 0
(95,6-100) (99,0-100)
100% 100%
OXA-48 467 89 0 378 0
(95,9-100) (99,0-100)
a. O resultado da sequenciagdo de ADN bidirecional para este isolado IMP falso positivo apresentou uma homologia de
sequéncia de 92,95%, que esta ligeiramente abaixo do critério de cutoff de 95%. Nao foram realizados testes de resultados
discrepantes.
b.  Resultados discrepantes dos testes: 1 de 1 foi positivo para VIM.

O centro clinico indicou que uma caracterizagéo interna deste isolado falso positivo antes dos testes do estudo resultou
num gene-alvo NDM positivo. Os testes de resultados discrepantes ndo produziram uma correspondéncia da sequéncia
para nenhum dos 5 genes-alvo.

O desempenho do ensaio Xpert Carba-R por grupo de organismo especifico é mostrado na Tabela 12 tanto para meio de agar
sangue como de agar MacConkey. O resultado global foi definido como positivo para o ensaio Xpert Carba-R se qualquer um dos
alvos era positivo € como negativo para o ensaio Xpert Carba-R se todos os alvos eram negativos.

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

i i Sensibilidade |Especificidade
Meio Organismos Alvo N VP FP VN FN (IC de 95%) (IC de 95%)
IMP 343 4 0 339 100% 100%
(51,0-100) (98,9-100)
VIM 343 | 51 1 291 100% 99,7%
(93,0-100) (98,1-99,9)
NDM | 343 | 73 | 0 | 270 100% 100%
' (95,0-100) (98,6-100)
Enterobacteriaceae
KPC | 343 | 83 | 1 | 259 100% 99,6%
(95,6-100) (97,9-99,9)
OXA48 | 343 | 89 | 0 | 254 100% 100%
(95,9-100) (98,5-100)
Global | 343 | 2912 | 12 51 100% 98,1%
(98,7-100) (89,9-99,7)
IMP 80 16 1 63 100% 98.4%
(80,6-100) (91,7-99,7)
VIM 80 | 31 0 49 100% 100%
(89,0-100) (92,7-100)
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Tabela 12. Xpert Carba-R vs. sequenciagao de referéncia (Continuagao)

. . Sensibilidade |Especificidade
e o e o
Meio Organismos Alvo N VP FP VN FN IC de 95% IC de 95%
100% 100%
IMP 343 4 0 339 0
(51,0-100) (98,9-100)
100% 99,7%
VIM 343 51 1 291 0
(93,0-100) (98,1-99,9)
100% 99,6%
NDM 343 73 1 269 0
. (95,0-100) (97,9-99,9)
Enterobacteriaceae
100% 100%
KPC 343 83 0 260 0
(95,6-100) (98,5-100)
100% 100%
OXA-48 | 343 89 0 254 0
(95,9-100) (98,5-100)
100% 96,2%
Global | 343 | 2912 | 2 50 0 ° °
(98,7-100) (87,0-98,9)
100% 98,4%
IMP 80 16 1 63 0
(80,6-100) (91,7-99,7)
100% 100%
VIM 80 31 0 49 0
(89,0-100) (92,7-100)
100%
) NDM 80 0 0 80 0 NA °
Agar Pseudomonas (95,4-100)
MacConkey aeruginosa 100% 100%
KPC 80 1 0 79 0
(20,7-100) (95,4-100)
100%
OXA-48 80 0 0 80 0 NA °
(95,4-100)
100% 96,9%
Global 80 48 1 31 0
(92,6-100) (84,3-99,5)
100% 100%
IMP 44 20 0 24 0
(83,9-100) (86,2-100)
100%
VIM 44 0 0 44 0 NA °
(92,0-100)
100% 100%
NDM 44 5 0 39 0
Acinetobacter (56,6-100) (91,0-100)
baumannii 100%
KPC 44 0 0 44 0 NA
(92,0-100)
100%
OXA-48 44 0 0 44 0 NA °
(92,0-100)
100% 100%
Global 44 25 0 19 0
(86,7-100) (83,2-100)

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

Tabela 13. Xpert Carba-R (agar sangue) vs. fen6tipo — combinado

Resultados fenotipicos
o Nao suscetivel Suscetivel Total
8| Gene detetado 356 10 366
©
(&) Gene nao
t detetado 95 6 101
=3 Total 451 16 467
Tabela 14. Xpert Carba-R (agar MacConkey) vs. fenétipo — combinado
Resultados fenotipicos
o Nao suscetivel Suscetivel Total
8| Gene detetado 357 102 367
©
(&) Gene nao b
t detetado 94 6 100
Q
X Total 451 16 467

18
181

a. Os 10 isolados que sao fenotipicamente suscetiveis a carbapenemos mas positivos no ensaio Xpert Carba-R podem conter
mutagdes que inativam ou reduzem a expressao do gene de resisténcia a carbapenemos detetado pelo ensaio Xpert Carba-R.

b.  Os 94 isolados que s&o fenotipicamente ndo suscetiveis a carbapenemos mas negativos no ensaio Xpert Carba-R podem
conter outros mecanismos de resisténcia a carbapenemos, como beta-lactamases AmpC ou beta-lactamases de espectro
alargado em combinacdo com mutagées de porina, ou potencialmente outros genes de resisténcia a carbapenemos que ndo
sdo detetados pelo ensaio Xpert Carba-R.

Entre os 934 testes realizados (467 isolados x 2 tipos de dgar), um apresentou inicialmente um resultado SEM RESULTADO
(NO RESULT) (0,10%, IC de 95%: 0,00-0,58). O isolado apresentou resultados vélidos apds a repeti¢do do ensaio. A taxa global
de resultados validos indicados pelo ensaio foi de 100% (934/934).

Desempenho analitico

Sensibilidade analitica (Limite de detegao) - Zaragatoas retais e peri-retais

A sensibilidade analitica ou limite de detegdo (LoD) do ensaio Xpert Carba-R foi avaliada com organismos produtores de
carbapenemases semeados em matriz de zaragatoas retais humanas negativas agrupadas ¢ em matriz de zaragatoas peri-retais
humanas negativas agrupadas. O LoD foi determinado para duas bactérias produtoras de carbapenemases para cada analito do
gene, ou seja, os genes que codificam KPC, NDM, VIM, OXA-48 ¢ IMP. As bactérias foram tituladas por contagens em placa e
semeadas em zaragatoas limpas. As zaragatoas foram colocadas na matriz de zaragatoas retais negativas agrupadas ou na matriz
de zaragatoas peri-retais negativas agrupadas e foram avaliados replicados de 20 para um minimo de cinco concentragdes
diferentes ao longo de quatro dias. O LoD para cada um dos dez organismos produtores de carbapenemases foi estimado por
analise pelo método de probit. O LoD ¢ definido como a concentragdo mais baixa de células alvo (UFC/zaragatoa) que pode ser
distinguida de forma reprodutivel das amostras negativas com uma confianca de 95%. O estudo foi realizado com dois lotes
diferentes de reagentes Xpert Carba-R e o LoD pretendido ¢ o mais elevado das duas determinagdes. Os LoD estimados foram
verificados preparando e testando 10 réplicas de duas diluigdes independentes de cada bactéria a cada LoD estimado.
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O LoD pretendido para cada par de organismos produtores de carbapenemases nas matrizes de zaragatoas retais e peri-retais ¢
indicado na Tabela 15 e na Tabela 16.

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

Estimativas do LoD LoD estimado
Gene-alvo e organismo UFéIF;Z::;Ltoa IhoF%;aretendido no reagente Verificagéo
zaragatoa de amostra (positivos/20)
Lote 1 Lote 2 (UFC/mi)
IMP-1 Acinetobacter baumannii 174 141 174 35 20/20
IMP-1 Klebsiella pneumoniae 303 306 306 61 20/20
VIM-1 Klebsiella pneumoniae 247 305 305 61 20/20
VIM-4 Escherichia coli 815 468 815 163 20/20
":TD(':V'(;B’:\’;?QSE’? pneumoniae 17 251 251 50 20/20
NDM Kilebsiella pneumoniae 74 57 74 15 19/20
E';(T:g gjg;’e”a pneumoniae 373 292 373 75 20/20
KPC Enterobacter cloacae 779 537 779 156 20/20
OXA-48 Enterobacter cloacae 154 109 154 31 20/20
OXA-48 Escherichia coli 104 99 104 21 20/20

Tabela 16. Estimativas e verificagdo do LoD para organismos portadores de genes para carbapenemases
utilizando o ensaio Xpert Carba-R numa matriz de zaragatoas peri-retais

Estimativas do LoD LoD estimado
Gene-alvo e oraanismo (Probit) LoD pretendido| no reagente Verificagdo
9 UFC/zaragatoa UFC/zaragatoa | de amostra (positivos/20)
Lote 1 Lote 2 (UFC/ml)
IMP-1 Acinetobacter baumannii 90 118 118 24 19/20
IMP-1 Klebsiella pneumoniae 269 635 635 127 20/20
VIM-1 Klebsiella pneumoniae 901 514 901 180 20/20
VIM-4 Escherichia coli 446 403 446 89 20/20
NDM-1 Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-2146 133 113 133 27 20/20
NDM Kilebsiella pneumoniae 56 54 56 1 20/20
KPC-3 Klebsiella pneumoniae
NCTC 13438 358 292 358 72 20/20
KPC Enterobacter cloacae 1259 1303 1303 261 20/20
OXA-48 Enterobacter cloacae 223 166 223 45 20/20
OXA-48 Escherichia coli 126 137 137 27 20/20
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18.2 Reatividade analitica (Inclusividade)
18.2.1 Estudo das matrizes de zaragatoas retais e peri-retais
A reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R com as matrizes de zaragatoas retais e peri-retais foi avaliada testando um painel
de 72 amostras. Este painel consistia das seguintes estirpes bacterianas bem caracterizadas: 11 blagpc (KPC), 11 blaypy (VIM),
8 blaOXA_48 (OXA-48), 5 blaNDM/blaOXA_lgl (NDM/OXA-lgl), 6 blaOXA_lgl (OXA-lgl), 17 blaIMP (IMP) € uma blaKpc/
blayy (KPC/VIM). As estirpes testadas nas matrizes de zaragatoas retais e peri-retais e as suas concentracdes de teste sdo
apresentadas na Tabela 17.

Para os testes em matrizes de zaragatoas retais e peri-retais, os organismos foram semeados numa matriz de zaragatoas retais
negativas agrupadas ou numa matriz de zaragatoas peri-retais negativas agrupadas. Todas as estirpes bacterianas foram testadas
em triplicado para ambas a as matrizes de zaragatoas. Os genes-alvo do ensaio Xpert Carba-R foram detetados em 69 das

72 estirpes bacterianas produtoras de carbapenemases, embora o IMP-4 tenha sido detetado apenas com uma concentragdo
superior (Tabela 17). As sequéncias-alvo do ADN do ensaio Xpert Carba-R nao foram detetadas em trés estirpes bacterianas,
conforme mostrado na Tabela 17. Em uma das trés estirpes bacterianas, o gene IMP-13 ndo foi detetado pelo ensaio, embora
tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado. Em duas das outras trés estirpes bacterianas, os genes IMP-7 e
IMP-14 néo foram detetados pelo ensaio e também ndo tinha sido previsto pela analise in silico que seriam detetados. Consulte
Seccdo 15, Limitagdes no folheto informativo.

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

Marcador de Concentragiao testada
resisténcia com nas matrizes de
informacao da zaragatoas retais e
ID da estirpe Organismo variante peri-retais (UFC/ml)
NCTC 13438 Klebsiella pneumoniae KPC-3 153
31551 Klebsiella pneumoniae KPC-4 50
ATCC BAA-1705 Klebsiella pneumoniae KPC-2 130
PA-Col Pseudomonas KPC-2 250
aeruginosa
KBM18 Enterobacter KPC-2 250
aerogenes
BM9 Klebsiella pneumoniae KPC-3 330
PA3 Klebsiella pneumoniae KPC-2 100
CGNC Serratia marcescens KPC-2 300
CFVL Enterobacter cloacae KPC-2 160
COL Escherichia coli KPC-2 147
GR-04/KP-69 Klebsiella pneumoniae KPC-2, VIM 80
164-3 Klebsiella oxytoca KPC 70
NCTC 13437 Pseudomonas VIM-10 500
aeruginosa
NCTC 13439 Klebsiella pneumoniae VIM-1 130
NCTC 13440 Klebsiella pneumoniae VIM-1 70
758 Pseudomonas VIM 250
aeruginosa
PA-87 Klebsiella pneumoniae VIM 200
B92A Pseudomonas VIM 2000
aeruginosa
Col1 Pseudomonas VIM-2 500
aeruginosa
BM19 Serratia marcescens VIM-2 250
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Tabela 17. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R em matrizes de
zaragatoa retal e peri-retal (Continuacao)
Marcador de Concentragao testada
resisténcia com nas matrizes de
informagao da zaragatoas retais e
ID da estirpe Organismo variante peri-retais (UFC/ml)
KOW7 Escherichia coli VIM-4 250
DIH Klebsiella pneumoniae VIM-19 250
MSH2014-3 Enterobacter cloacae VIM 500
NCTC 13443 Klebsiella pneumoniae NDM-1 80
ATCC BAA-2146 Klebsiella pneumoniae NDM-1 80
34262 Klebsiella pneumoniae NDM 80
GEN Acinetobacter NDM-1 130
baumannii
3047 Enterobacter cloacae NDM-1 70
7892 Proteus mirabilis NDM-1 30
CAN Salmonella spp. NDM-1 70
EGY Acinetobacter NDM-2 40
baumannii
15 Escherichia coli NDM-4 30
405 Escherichia coli NDM-5 30
CF-ABE Citrobacter freundii NDM 30
73999 Pseudomonas NDM 50
aeruginosa
39365 Providencia rettgeri NDM-1 70
NCTC 13442 Klebsiella pneumoniae OXA-48 40
OM11 Klebsiella pneumoniae OXA-48 60
501 Enterobacter cloacae OXA-48 80
DUW Klebsiella pneumoniae OXA-48 120
OM22 Escherichia coli OXA-48 80
BOU Enterobacter cloacae OXA-48 80
TUR Enterobacter cloacae OXA-48 120
11670 Escherichia coli OXA-48 100
166643 Klebsiella pneumoniae OXA-181 20
42194 Klebsiella pneumoniae OXA-181 20
MSH2014-64 Klebsiella pneumoniae OXA-181 280
MSH2014-72 Escherichia coli OXA-181 100
74 Escherichia coli OXA-181 100
CDCO0051 Klebsiella ozaenae @ OXA-181 250
B108A Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 10
C10192-DISCS Enterobacter NDM, OXA-181 10
aerogenes
KP-OMA3 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 60
1300920 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 15
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Tabela 17. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R em matrizes de
zaragatoa retal e peri-retal (Continuagao)
Marcador de Concentragiao testada
resisténcia com nas matrizes de
informacgao da zaragatoas retais e
ID da estirpe Organismo variante peri-retais (UFC/ml)
MSH2014-69 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 20
NCTC 13476 Escherichia coli IMP-1 250
695 Acinetobacter IMP-1 1720
baumannii
2340 Enterobacter cloacae IMP-1 250
IMPBMI Klebsiella pneumoniae IMP-1 100
Yonsei_1 Acinetobacter IMP-1 1000
- baumannii
Yonsei_2 Acinetobacter IMP-1 500
- baumannii
6852 Klebsiella pneumoniae IMP-1 100
MKAM Pseudomonas IMP-1 500
aeruginosa
70450-1 Pseudomonas IMP-1 250
aeruginosa
3994 Pseudomonas spp. IMP-10 250
CDCO0161 Enterobacter IMP-4 5,00E+04
aerogenes
5344 Pseudomonas IMP-2 60
aeruginosa
3985 Pseudomonas IMP-11 2000
aeruginosa
4032 Pseudomonas IMP-6 80
aeruginosa
3424 Pseudomonas IMP-7 b 1,00E+06
aeruginosa
32443 Klebsiella pneumoniae IMP-13¢ 1,00E+06
92 Pseudomonas IMP-14 b 1,00E+06
aeruginosa

Estes organismos nao foram testados como isolados bacterianos.

Os genes IMP-7 e IMP-14 (Pseudomonas aeruginosa) nao foram detetados pelo ensaio e também néo tinha sido previsto
pela analise in silico que seriam detetados (consulte a Secg¢éo 15, Limitagdes).
IMP-13 (Klebsiella pneumoniae): embora tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado, o gene IMP-13 néo foi
detetado pelo ensaio (consulte a Secgao 15, Limitagdes).
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18.2.2 Estudo de isolados bacterianos
A sensibilidade analitica do ensaio Xpert Carba-R com isolados bacterianos foi também avaliada testando um painel de 71
amostras consistindo nas seguintes estirpes bacterianas bem caracterizadas: 11 blagpc (KPC), 13 blaypy (NDM), 11 blaypy
(VIM), 8 blaoxA_48 (OXA-48), 5 blaNDM/blaoxA_lgl (NDM/OXA-lSl), 5 blaOXA_lgl (OXA-lgl), 17 blalMP (IMP) € uma
blagpc/blayp (KPC/VIM). As estirpes testadas como isolados bacterianos sdo apresentadas na Tabela 18.
Para os testes de isolados bacterianos, os organismos foram testados em replicados de quatro que foram preparados através da
dilui¢@o de 10 pl de suspensdo celular de McFarland 0,5 para cada estirpe bacteriana em 5 ml de reagente de amostra. Os testes
foram realizados utilizando tanto placas de 4gar sangue como de agar MacConkey. Os genes-alvo do ensaio Xpert Carba-R foram
detetados em 68 de 71 estirpes bacterianas de ambas as placas. As sequéncias-alvo do ADN do ensaio Xpert Carba-R ndo foram
detetadas em trés estirpes bacterianas, conforme mostrado na nota de rodapé da Tabela 18.
Em uma das trés estirpes bacterianas, o gene IMP-13 néo foi detetado pelo ensaio, embora tivesse sido previsto pela analise in
silico que seria detetado. Em duas das trés estirpes bacterianas, os genes IMP-7 ¢ IMP-14 que ndo foram detetados pelo ensaio e
também ndo tinha sido previsto, pela analise in silico, que seriam detetados. Consulte a Sec¢do Limitagdes, no folheto
informativo.
Tabela 18. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R - Isolados bacterianos
. . Marcador de resisténcia com
ID da estirpe Organismo - - .
informagao da variante
NCTC 13438 Klebsiella pneumoniae KPC-3
31551 Klebsiella pneumoniae KPC-4
ATCC BAA-1705 Klebsiella pneumoniae KPC-2
PA-Col Pseudomonas aeruginosa KPC-2
KBM18 Enterobacter aerogenes KPC-2
BM9 Klebsiella pneumoniae KPC-3
PA3 Klebsiella pneumoniae KPC-2
CGNC Serratia marcescens KPC-2
CFVL Enterobacter cloacae KPC-2
COL Escherichia coli KPC-2
GR-04/KP-69 Klebsiella pneumoniae KPC-2, VIM
164-3 Klebsiella oxytoca KPC
NCTC 13437 Pseudomonas aeruginosa VIM-10
NCTC 13439 Klebsiella pneumoniae VIM-1
NCTC 13440 Klebsiella pneumoniae VIM-1
758 Pseudomonas aeruginosa VIM
PA-87 Klebsiella pneumoniae VIM
B92A Pseudomonas aeruginosa VIM
Col1 Pseudomonas aeruginosa VIM-2
BM19 Serratia marcescens VIM-2
KOW7 Escherichia coli VIM-4
DIH Klebsiella pneumoniae VIM-19
MSH2014-3 Enterobacter cloacae VIM
NCTC 13443 Klebsiella pneumoniae NDM-1
ATCC BAA-2146 Klebsiella pneumoniae NDM-1
34262 Klebsiella pneumoniae NDM
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Tabela 18. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R - Isolados bacterianos (Continuagao)

Marcador de resisténcia com

ID da estirpe Organismo informagao da variante
GEN Acinetobacter baumannii NDM-1
3047 Enterobacter cloacae NDM-1
7892 Proteus mirabilis NDM-1
CAN Salmonella spp. NDM-1
EGY Acinetobacter baumannii NDM-2

15 Escherichia coli NDM-4
405 Escherichia coli NDM-5
CF-ABE Citrobacter freundii NDM
73999 Pseudomonas aeruginosa NDM
39365 Providencia rettgeri NDM-1
NCTC 13442 Klebsiella pneumoniae OXA-48
OM11 Klebsiella pneumoniae OXA-48
501 Enterobacter cloacae OXA-48
DUW Klebsiella pneumoniae OXA-48
OoM22 Escherichia coli OXA-48
BOU Enterobacter cloacae OXA-48
TUR Enterobacter cloacae OXA-48
11670 Escherichia coli OXA-48
MSH2014-64 Klebsiella pneumoniae OXA-181
MSH2014-72 Escherichia coli OXA-181
B108A Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
C10192-DISCS Enterobacter aerogenes NDM, OXA-181
KP-OMA3 Klebsiella pneumoniae NDM-1, OXA-181
166643 Klebsiella pneumoniae OXA-181
42194 Klebsiella pneumoniae OXA-181
1300920 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
MSH2014-69 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
74 Escherichia coli OXA-181

NCTC 13476 Escherichia coli IMP-1
695 Acinetobacter baumannii IMP-1
2340 Enterobacter cloacae IMP-1

IMPBMI Klebsiella pneumoniae IMP-1
6852 Klebsiella pneumoniae IMP-1
Yonsei_1 Acinetobacter baumannii IMP-1
Yonsei_2 Acinetobacter baumannii IMP-1
70450-1 Pseudomonas aeruginosa IMP-1
3994 Pseudomonas spp. IMP-10
MKAM Pseudomonas aeruginosa IMP-1
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Tabela 18. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R - Isolados bacterianos (Continuagao)

Marcador de resisténcia com

ID da estirpe Organismo informacgao da variante
5344 Pseudomonas aeruginosa IMP-2
G029 Salmonella spp. IMP-4
3985 Pseudomonas aeruginosa IMP-11
4032 Pseudomonas aeruginosa IMP-6
3424 Pseudomonas aeruginosa IMP-72"b
32443 Klebsiella pneumoniae IMP-132
92 Pseudomonas aeruginosa IMP-1420

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

As variantes detetadas e as previsdes para a detecdo de outros subtipos de cada gene de resisténcia baseadas na analise in silico
sdo apresentadas na Tabela 19 (representando resultados do estudo de matriz de zaragatoa retal e de isolados bacterianos).

Tabela 19. Resumo das variantes detetadas através de testes em meios humidos ou com detecao prevista
segundo a analise in silico

Marcador Testes em meios humidos Nao testado mas
(ou subgrupo Tipo(s) na com detegao prevista
S ° i Ipois) nao segundo a analise
tradicional) N.° de amostras Tipo(s) detetado(s) detetadol(s) 9 gl
KPC-5, 6, 7, 8, 9, 10,
KPC 12 KPC-2,3,4 - 11,12, 13, 14, 15, 16
NDM 18 NDM-1,2,4,5 -- NDM-3, 6,7, 8,9
VIM-5,6,7,8,9, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17,
VIM 12 VIM-1,2,4,10,19 -- 18, 20, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38
OXA-48, 181 OXA-162, 163, 204,
OXA-48 18 (variante de OXA-48) N 232, 244, 245, 247
IMP-3, 8, 9, 13°, 19,
IMP-1 (9 estirpes), 28 4ab 442 20, 21, 22, 24, 25, 27,
IMP 7 IMP-2, 4, 6, 10, 11 IMP-77, 137, 14 28, 30, 31, 33, 37, 40,
42

a. Os genes IMP-7 e IMP-14 (Pseudomonas aeruginosa) nao foram detetados pelo ensaio e também néo tinha sido previsto pela

andlise in silico que seriam detetados (consulte a Secgéo 15, Limitagdes).

b.  IMP-13 (Klebsiella pneumoniae) foi testado: embora tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado, o gene IMP-13
nao foi detetado pelo ensaio (consulte a Secgdo 15, Limitagdes).
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18.3  Especificidade analitica (reatividade cruzada)

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

individuais, andlise de sequenciagdo de ADN ou Check-Points array, versdo CT102.

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

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

Para os isolados bacterianos, os organismos foram cultivados aerobicamente em placas de agar sangue e agar MacConkey. Foram
preparadas duas suspensdes celulares equivalentes a uma suspensao celular de McFarland 0,5 a partir de colonias isoladas em
cada tipo de placa de agar. Cada organismo foi testado quatro vezes no total (duas réplicas de cada uma de duas suspensodes
celulares de McFarland 0,5 por organismo) a partir de cada placa.

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

Tabela 20. Numero de organismos suscetiveis e ndo suscetiveis a carbapenemos para cada antibiético

Ertapenemo Imipenemo Meropenemo

Suscetivel 19 30 24

Intermédio 0 8 4

Resistente 43 24 34

Tabela 21. Painel de reatividade cruzada
Suscetibilidade a
Organismo ID da estirpe . Mfaca'nismo§ de carbapeneamos
resisténcia confirmados (S/IR)
ETP? IMP2 MEM?
Escherichia coli NCTC 13441 CTX"\t’:p(: : ;;”;E'K‘Aa”te a s s s
Klebsiella pneumoniae NCTC 13465 CTX-M (25) S S S
Enterobacter aerogenes 810 Deficiéncia de OmpC/OmpF; R R R
TEM

Citrobacter freundii 1698 TEM (WT+164S) S S S
Enterobacter cloacae 5557 AmpC (ACT/MIR) R R R
Klebsiella pneumoniae kpn5 CTX-M-2 R S R
Klebsiella pneumoniae kpn12 TEM; SHV; CTX-M R R R
Escherichia coli eco1 TEM; CTX-M-2 R R R
Escherichia coli eco2 CTX-M (2); TEM; OXA-2 R S S
Enterobacter cloacae cori CTX-M (2); TEM R R R
Serratia marcescens hpp21 CTX-M (2); TEM S S S
Morganella morganii fer29 CTX-M (2); TEM S R S
Proteus mirabilis gut25 CTX-M (2); TEM S R S
Salmonella spp. 3209 CTX-M (2); TEM S S S
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Tabela 21. Painel de reatividade cruzada (Continuagao)

Suscetibilidade a

Organismo ID da estirpe . Mfeca.nismo§ de carbapeneamos
resisténcia confirmados (S/IR)
ETP? IMpP2 MEM?
Shigella flexnerii 3331 CTX-M (2); TEM S S S
Enterobacter cloacae PA_3 AmpC; CTX-M-15; TEM S S S
Klebsiella pneumoniae 32189 SHV S S S
Klebsiella pneumoniae 32443 CTX_I:?p(J ,‘]Zirréel_llr{/ante a S S S
Klebsiella pneumoniae 32598 CT;(F;'C\)A 1(51) ;T_R??ER}IG a R I R
Klebsiella pneumoniae 33560 CTX-M (15); SHV-11; TEM-1 S S S
Klebsiella pneumoniae 33603 SHV-2 R I R
Klebsiella pneumoniae 33617 SHV-27 S S S
Klebsiella pneumoniae 33643 SHV (-5, -55); TEM S S S
Klebsiella pneumoniae 34430 SHV; TEM; CTX-M-15 S S S
Klebsiella pneumoniae 34680 TEM; CTX-M-2 R S R
Klebsiella pneumoniae 34732 CTX-M (15); SHV; TEM R S S
Enterobacter cloacae PA_174 GX-/Cultura+; SHV; TEM S S S
Enterobacter aerogenes STU 645 SHV (WT+238S+240K) R S R
Enterobacter aerogenes STU 669 SHV (WT+238S+240K) R R R
Escherichia coli C3015 AmpC (CMY ll); TEM R R R
Enterobacter aerogenes RI_100 AmpC (DHA); SHV R R R
Klebsiella pneumoniae B4A SHV (WT + 238S +240K) R R R
Klebsiella pneumoniae B13A SHV (WT + 238S +240K) R S S
Enterobacter cloacae RI_474 AmpC (ACT/MIR) R I I
Enterobacter amnigenus B71 AmpC (ACT/MIR) R R R
Klebsiella pneumoniae DD82A SHV (WT + 238S + 240K) R S R
CTX-M (-1, semelhante a
Klebsiella pneumoniae B100 tipo 15); SHV (WT+238S); R S R
TEM

Enterobacter cloacae 135B TEM S S S
Klebsiella pneumoniae B157 SHV; TEM R R R
Escherichia coli T2914280 CTX-M (-1, -15); TEM R S R
Providencia stuartii DD188 TEM (104K + 164S) R I I
Enterobacter cloacae DD189 AmpC (ACT/MIR) R S S
Escherichia coli B198B CTX"\t’:p(: ] ;)?T_Elp/lante a R S R
Kiebsiella pneumoniae T3019989-1 CTX"\t’:p(: : ;;”;ﬂ(‘/a”te a R | R
Klebsiella pneumoniae T3019989-2 CTX"\f:p(: ; ;;f”;ﬂ'\‘/a”te a R S R
Enterobacter cloacae ENC-THAI14 VEB-1, TEM S S S
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Tabela 21. Painel de reatividade cruzada (Continuagao)

Suscetibilidade a
Organismo ID da estirpe . M:aca_nismo§ de carbapeneamos
resisténcia confirmados (SNIR)
ETP? IMp2 MEM?
Escherichia coli CB154006 CTX-M (9); TEM R I I
Enterobacter cloacae S35766 AmpC (ACT/MIR) S S S
Enterobacter cloacae X1856910 AmpC (ACT/MIR); TEM R I I
Klebsiella pneumoniae W3758164 CT;(F;'C\)A 1(51) ;T_R??ER}IG a R I R
Klebsiella pneumoniae X2135758 CTX I\:: p(o'la g;n;ﬂk\l/ante a R S S
Klebsiella pneumoniae W3809535 CTX I\t/: p(o‘l% Ss;rgi:r\'nlante a R R R
Pseudomonas aeruginosa CDCO0064 SPM R R R
Serratia marcescens CDC0099 SME R R R
Serratia marcescens CDCO0121 SME R R R
Serratia marcescens CDC0122 SME R R R
Serratia marcescens CDCO0123 SME R R R
Serratia marcescens CDC0124 SME R R R
Serratia marcescens CDCO0130 SME R R R
Serratia marcescens CDC0131 SME R R R
Grupo Enterobacter cloacae CDC0132 IMI R R R
Slg;ncpz:xo Enterobacter CDCO164 M R R R

a.  S/I/R = Suscetivel/Intermédio/Resistente, ETP = Ertapenemo, IMP = Imipenemo, MEM = Meropenemo

Tabela 22. Painel de reatividade cruzada (comensais e outros microrganismos entéricos)

Concentracéao testada
ID da estirpe Organismo (UFC/ml, salvo especificacdo
em contrario)
ATCC 25922 Escherichia coli 2,67E+06
ATCC 29212 Enterococcus faecalis 3,15E+06
ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae 5,20E+06
ATCC 35218 Escherichia coli 2,47TE+06
ATCC 25923 Staphylococcus aureus 4,53E+06
ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa 3,17E+06
ATCC 9689 Clostridium difficile® 1,80E+07
ATCC 700621 Enterobacter cloacae 8,95E+06
ATCC 9756 Enterococcus faecium 6,54E+06
ATCC 13182 Klebsiella oxytoca 4,76E+06
ATCC BAA-747 Acinetobacter baumannii 2,27E+06
ATCC 33128 Citrobacter freundii 2,01E+06
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Tabela 22. Painel de reatividade cruzada (comensais e outros microrganismos entéricos) (Continuagao)

Concentragao testada
ID da estirpe Organismo (UFC/ml, salvo especificagido
em contrario)
ATCC 49948 Morganella morganii 8,19E+06
ATCC 51331 Stenotrophomonas maltophilia 3,15E+06
ATCC 27028 Citrobacter koseri 5,05E+06
ATCC 49809 Providencia stuartii 3,01E+06
ATCC 49037 Peptostreptococcus anaerobius® 5,00E+05
CCUG 29780 / ATCC 12401 Streptococcus agalactiae 5,21E+06
ATCC 15703 Bifidobacterium adolescentis? 1,10E+08
ATCC 51697 Enterobacter aerogenes 3,19E+06
ATCC 43071 Proteus mirabilis 1,78E+06
CCUG 34787 Acinetobacter spp. 2,40E+06
CCUG 418 Citrobacter freundii 2,95E+06
CCUG 33629 Corynebacterium diphtheriae 4,48E+06
CCUG 17874 Helicobacter pylori 1,61E+06
CCUG 33548 Listeria monocytogenes 4,77E+06
CCUG 6325 Providencia alcalifaciens 4 91E+06
CCUG 43594 / ATCC 33560 Campylobacter jejuni® 3,27E+06
MRVP/ZeptoMetrix Adenovirus B tipo 7A/NY? 1,40E+05 TCIDgg/ml
MRVP/ZeptoMetrix Enterovirus tipo 71/NY? 4,40E+05 TCIDgg/ml
Amostra clinica — Cepheid Norovirus GlI2 2,5x 107 cépias de ARN/ml

a. Estes organismos foram testados em matrizes de zaragatoas retais e de zaragatoas peri-retais.

Tabela 23. Linha celular que representa o ADN genémico humano

Nome do organismo Fonte

Carcinoma celular da bexiga
(hgDNA)

ATCC HTB-4
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18.4 Interferéncia competitiva
Foi efetuado um estudo de interferéncia competitiva para testar se um titulo elevado de um ou mais organismos produtores de
carbapenemases poderia interferir com a detecdo de um segundo organismo-alvo produtor de carbanepemase que estivesse
presente com um titulo baixo. Foram formuladas amostras de elevado titulo para concentragdes de 5 x 100 UFC/zaragatoa e foram
formulados alvos de baixo titulo para cerca de 2x LoD para a respetiva estirpe na matriz de zaragatoas retais ou de matriz de
zaragatoas peri-retais. Neste estudo foi utilizada uma estirpe bacteriana produtora de carbapenemases para cada analito do gene,
ou seja, os genes que codificam KPC, NDM, VIM, OXA-48 e IMP. Cada tipo de estirpe bacteriana produtora de carbapenemases
foi testada para titulos baixos em conjunto com um titulo elevado dos outros, um ou dois, tipos de estirpe bacteriana produtora de
carbapenemases (Tabela 24). As amostras foram testadas em replicados de oito.

Foi observado um efeito inibidor para trés dos cinco alvos (IMP, VIM e OXA-48) quando estava presente uma concentracao
baixa de cada alvo em associagdo com uma concentragao elevada de um ou dois outros alvos para as amostras testadas na matriz
de zaragatoa retal. Os trés alvos (IMP, VIM e OXA-48) foram testados com uma concentragdo mais elevada (4x LoD) em
associacdo com uma concentra¢ao elevada de um ou dois outros alvos para as amostras testadas na matriz de zaragatoa retal. Nao
foi observado efeito inibidor para os trés alvos (IMP, VIM e OXA-48) a 4x LoD na presenca de coinfecdes clinicamente
relevantes para o ensaio Xpert Carba-R.

Foi observado um efeito inibidor para dois dos cinco alvos (NDM e IMP) quando estava presente uma concentragdo baixa de cada
alvo em associagdo com uma concentra¢do elevada de um ou dois dos outros alvos para as amostras testadas na matriz de
zaragatoas peri-retais. Os dois alvos (NDM e IMP) foram testados com uma concentragdo mais elevada (4x LoD) em associacdo
com uma concentragdo elevada de um ou dois dos outros alvos para as amostras testadas na matriz de zaragatoas peri-retais. Nao
foi observado efeito inibidor para os dois alvos (NDM e IMP) a 4x LoD na presenca de coinfegdes clinicamente relevantes para o
ensaio Xpert Carba-R.

O efeito inibidor competitivo nos alvos do Carba-R (NDM, IMP, VIM e OXA-48) ¢ discutido na Secgao 15, Limitagdes do
folheto informativo.

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

Combinagao

KPC alto/NDM alto/VIM baixo
KPC alto/NDM alto/OXA baixo
KPC alto/NDM alto/IMP baixo
VIM alto/OXA alto/KPC baixo
VIM alto/OXA alto/NDM baixo
VIM alto/OXA alto/IMP baixo

IMP alto/KPC baixo

IMP alto/NDM baixo

IMP alto/VIM baixo

IMP alto/OXA baixo

OXA alto/VIM baixo

VIM alto/OXA baixo

KPC alto/NDM baixo

Negativo
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18.5 Substancias potencialmente interferentes
O desempenho do ensaio Xpert Carba-R foi avaliado com 24 substancias potencialmente interferentes que podem estar presentes
em amostras de zaragatoa retal e peri-retal. Foram preparadas e testadas solugdes de substancias potencialmente interferentes (SI)
as concentrac¢des indicadas na Tabela 25. Incluiram-se no estudo amostras positivas e negativas. As amostras positivas consistiam
de uma mistura de cinco organismos produtores de carbapenemases portadores das sequéncias genéticas KPC, NDM, VIM,
IMP-1 e OXA-48 semeados em matriz de zaragatoas retais negativas agrupadas ou em matriz de zaragatoas peri-retais negativas
agrupadas a aproximadamente 3x LoD. Foram testados oito replicados de amostras positivas por substdncia. As amostras
negativas consistiam em matriz de zaragatoas retais negativas agrupadas ou em matriz de zaragatoas peri-retais negativas
agrupadas ndo semeada com organismos produtores de carbapenemases. Foram testadas oito amostras negativas de réplicas por
substancia para determinar o efeito sobre o desempenho do controlo de processamento da amostra (SPC). Os controlos consistiam
em amostras positivas e negativas sem a adicao de substancias interferentes. O efeito de cada substancia potencialmente
interferente em replicados positivos e negativos foi avaliado comparando os valores limite do ciclo (Ct) alvo gerados na presenca
da substancia com valores Ct dos controlos a que faltava a substincia. As amostras de replicados positivos e negativos para 22
substancias potencialmente interferentes foram corretamente identificadas pelo ensaio Xpert Carba-R. Podem ser observadas
interferéncias com o ensaio Xpert Carba-R com sulfato de bario > 0,1% p/v e Pepto-Bismol > 0,01% p/v em testes com amostras
de matriz de zaragatoa retal. Consulte Secg¢do 15, Limitagdes no folheto informativo. Amostras de matriz de zaragatoa retal,
positivas para uma mistura de cinco organismos produtores de carbapenemases portadores das sequéncias genéticas KPC, NDM,
VIM, IMP-1 e OXA-48 que foram testadas com gordura fecal a 0,25% p/v, ndo deram resultados falsos negativos, contudo, foram
observados valores limite do ciclo retardados para o alvo VIM. Esta potencial interferéncia da presenca de gordura fecal a
0,25% p/v ¢ fornecida na secgdio Limitagdes do folheto informativo. Podem ser observadas interferéncias com o ensaio Xpert
Carba-R com sulfato de bario > 0,1% p/v e Pepto-Bismol > 0,025% p/v em testes com amostras de matriz de zaragatoas peri-
-retais. Consulte a Sec¢do 15, Limitagoes.
Tabela 25. Substincias que podem interferir testadas
A . . Concentragao
Substéancia/Classe Ingrediente ativo ¢
testada
Medicagao anti-inflamatdria ndo
¢ . Naproxeno 0,25% p/v
esteroide
Composto para imagiologia Sulfato de bario 0,25% e 0,1% plv
Antibiético (oral) Cefalexina 0,25% p/v
Antibidtico (oral) Ciprofloxacina 0,25% piv
Preservativo com lubrificante . . a
L Nonoxinol-9 1 preservativo
espermicida
Cremes/pomada/supositorios Hidrocortisona 0,25% p/iv
Laxante Senosideos 0,25% plv
- Acido estearico/acido palmitico/colesterol
Lipidos / P / 0,25% p/v
(gordura fecal)
T Cloridrato de loperamida/subsalicilato de
Antidiarreicos > 'op ) 0,25% plv
bismuto (Imodium)
T Cloridrato de loperamida/subsalicilato de
Antidiarreicos . P 0,25% plv
bismuto (Kaopectate)
Creme tdpico K-Y Gel 0,25% p/iv
Carbonato de calcio/hidroxido de
o aluminio/hidroxido de magnésio/ o
Antiacidos simeticona 0,25% plv
(Leite de magnésia)
Clisteres Oleo mineral 0,25% plv
o L. Polimixina B/ Neomicina/
Antibidtico (topico) L . 0,25% p/iv
Bacitracina (Neosporin)
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Tabela 25. Substancias que podem interferir testadas (Continuagao)

Substéancia/Classe Ingrediente ativo Cor::::at(ri:‘géo
Anti-fungico/ o
anti-pruriginoso vaginal Nistatina 0.25% plv
Antiacido Famotidina (Pepcid) 0,25% p/iv
Cloridrato de loperamida/subsalicilato de 0,25%, 0,1%,

Antidiarreicos bismuto 0,05%, 0,025%,
(Pepto-Bismol) 0,01% plv
Creme tépico Vaselina 0,25% p/v
Cremes/pomadas anti-hemorroidais Fenilefrina (Preparagéo H) 0,25% p/iv
Redutor de acido; antiacido Omeprazol (Prilosec) 0,25% p/iv
Clisteres Clister salino 0,25% p/v
Antiacido Cimetidina (Tagamet) 0,25% p/iv
Antifungico/anti-prurido Vaginal Benzocaina, resorcinol (Vagisil) 0,25% p/iv
Toalhetes humidos Cloreto de benzalconio, etanol (Wet Ones) 1 unidadeP

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

18.6  Estudo de contaminacgao por transferéncia
Foi realizado um estudo para demonstrar que os cartuchos GeneXpert independentes, de utilizagdo inica, impedem a
contaminagdo por transferéncia de amostras negativas executadas ap6s amostras muito positivas. O estudo consistiu numa amostra
negativa processada no mesmo médulo GeneXpert imediatamente apds uma amostra muito positiva. A amostra muito positiva ¢
constituida por células de E. coli inativadas contendo um plasmideo com um oligonucleétido sintético inserido proveniente das
sequéncias de amplificagdo dos cinco genes-alvo de analito do Xpert Carba-R (alvos KPC, NDM, VIM, IMP ¢ OXA-48). As
células positivas foram diluidas em matriz de zaragatoas retais negativas agrupadas e em matriz de zaragatoas peri-retais negativas
agrupadas para uma concentragao de 1 x 10% UFC/ml. O esquema de teste foi repetido 25 vezes em dois modulos GeneXpert,
totalizando 102 testes (25 amostras muito positivas por modulo e 26 amostras negativas por modulo) para a matriz de zaragatoas
retais e a matriz de zaragatoas peri-retais. As 50 amostras positivas reportaram corretamente todos os alvos do Xpert Carba-R
como DETECTADO (DETECTED) € as 52 amostras negativas reportaram corretamente todos os alvos do Xpert Carba-R como
NAO DETECTADO (NOT DETECTED) para cada tipo de matriz testado.

19 Reprodutibilidade

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

% de
Centro 1 Centro 2 Centro 3 .
Amostra | Matriz? °°'t":t‘;1d::r°'a
Op.1 | Op.2 |Centro| Op.1 | Op.2 [Centro| Op.1 | Op.2 |Centro| amostra
Negat R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
gat. (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
IMP pos R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
IMP pos R 91,7% 87,5% 89,5% 83,3% 87,5% 85,4% 87,5% 79,2% 83,3% 86,1%
baixo (22/24) | (21/24) | (43/48) | (20/24) | (21/24) | (41/48) | (21/24) | (19/24) | (40/48) | (124/144)
VIM pos R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
VIM pos R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
baixo (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
NDM pos R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
NDM pos R 91,7% 95,8% 93,8% 95,8% 95,8% 95,8% 100% 91,7% 95,8% 95,1%
baixo (22/24) | (23/24) | (45/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48) | (24/24) | (22/24) | (46/48) | (137/144)
KPC pos R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
KPC pos R 95,8% 100% 97,9% 100% 91,7% 95,8% 95,8% 95,8% 95,8% 96,5%
baixo (23/24) | (24/24) | (47/48) | (24/24) | (22/24) | (46/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48) | (139/144)
OXA-48 R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
pos mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
OXA-48 R 95,8% 100% 97,9% 95,8% 100% 97,9% 91,7% 100% 95,8% 97,2%
pos baixo (23/24) | (24/24) | (47/48) | (23/24) | (24/24) | (47/48) | (22/24) | (24/24) | (46/48) | (140/144)
Negat PR 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
gat. (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
IMP pos PR 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
IMP pos PR 95,8% 91,7% 93,8% 100% 100% 100% 100% 91,7% 95,8% 96,5%
baixo (23/24) | (22/24) | (45/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (22/24) | (46/48) | (139/144)
VIM pos PR 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
VIM pos PR 100% 91,7% 95,8% 91,7% 91,7% 91,7% 95,8% 83,3% 89,6% 92,4%
baixo (24/24) | (22/24) | (46/48) | (22/24) | (22/24) | (44/48) | (23/24) | (20/24) | (43/48) | (133/144)
NDM pos PR 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
NDM pos PR 100% 100% 100% 100% 100% 100% 87,5% 100% 93,8% 97,9%
baixo (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (21/24) | (24/24) | (45/48) (141/144)
KPC pos PR 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
KPC pos PR 91,7% 91,7% 91,7% 91,7% 95,8% 93,8% 100% 91,7% 95,8% 93,8%
baixo (22/24) | (22/24) | (44/48) | (22/24) | (23/24) | (45/48) | (24/24) | (22/24) | (46/48) (135/144)
OXA-48 PR 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
pos mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
XA-48 PR 87,5% 87,5% 87,5% 100% 95,8% 97,9% 95,8% 95,8% 95,8% 93,8%
pos baixo (21/24) | (21/24) | (42/48) | (24/24) | (23/24) | (47/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48) | (135/144)

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

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

Canal de Entre Entre Entre Entre Intra- Total
Amostra Matriz® ensaio NP Cct' centros lotes dias operadores ensaio
(analito) ) CV(%)| DP |CV(%)| DP |[CV(%)| DP |CV(%)| DP |CV(%)| DP |CV (%)
Negat. R SPC 144 | 329 | 02 | 05 | 02 | 07 | 00 | 01 0,0 0 0,6 18 | 07 2,0
IMP R IMP 144 | 345 | 00 | 00 | 02 | 05 | 0o | 00| 01| 02|07 | 20] 07 | 21
pos mod
IMP R IMP 140 | 364 | 00 | 00 | 00 | 00 | 02 | 05 | 00 | 0 | 12 | 33| 1.2 | 34
pos baixo
ViM R VIM 144 | 310 | 00 | 00 | 03 | 09 0 00 | 02 | 05 | 05 16 | 06 1,9
pos mod
viM R VIM 144 | 338 | 00 | 00 | 06 | 1.8 | 03 | 09 | 03 | 1,0 | 1.4 | 40 | 1.6 | 46
pos baixo
NDM R NDM 144 | 337 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 01 00 | 00 | 06 17 | 06 1,7
pos mod
NDM R NDM 143 | 362 | 02 | 07 | 00 | 00 | 03 | 07 | 00 | 00 | 08 | 23 | 09 2,5
pos baixo
KPC R KPC 144 | 342 | 00 | 00 | 03 | 08 | 02 | 06 | 00 | 00 | 04 12 | 06 1,6
pos mod
KPC R kKpc | 141 | 358 | 00 | 00 | 05 | 15 | 00 | 00 | 03 | 09 | 07 | 1.9 | 09 | 26
pos baixo
OXA-48 R OXA-48 | 144 | 343 | 00 | 00 | 02 | 05 | 02 | 05 | 01 03 | 05 16 | 06 1,7
pos mod
OXA-48 R oxa48 | 143 | 361 | 00 | 00 | 00 | 00 | 02 | 06 | 00 | 00 | 08 | 23 | 09 | 24
pos baixo
Negat. PR SPC 144 32,7 0,0 0,0 0,2 0,6 0,0 0,0 0,2 0,5 0,4 1,2 0,5 1,4
IMP PR IMP 144 33,7 0,0 0,0 0,1 0,2 0,0 0,0 0,2 0,5 0,5 1,5 0,5 1,6
pos mod
IMP. PR IMP 142 36,0 0,2 0,5 0,0 0,0 0,1 0,3 0,2 0,5 0,8 2,1 0,8 2,3
pos baixo
ViM PR VIM 144 31,2 0,1 0,2 0,1 0,3 0,0 0,1 0,2 0,5 0,4 1,3 0,5 1,5
pos mod
VIM. PR VIM 142 35,0 0,0 0,0 0,6 1,6 0,0 0,0 0,6 1,7 1,4 4.1 1,6 4,7
pos baixo
NDM
PR NDM 144 33,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,5 0,2 0,5 0,4 1,2 0,5 1,4
pos mod
NDM
. PR NDM 143 35,7 0,2 0,5 0,0 0,0 0,2 0,6 0,0 0,0 0,9 2,4 0,9 2,5
pos baixo
KPC
PR KPC 144 34,6 0,0 0,0 0,3 1,0 0,0 0,0 0,2 0,5 0,4 1,3 0,6 1,7
pos mod
KPC
. PR KPC 143 36,4 0,0 0,0 0,5 1,3 0,1 0,4 0,0 0,0 0,7 2,0 0,9 2,4
pos baixo
OXA-48 | oo OXA- 1 144 | 344 | 01 | 02 | 02 | 06 | 00 | 00| 02| 05| 05|15/ 06| 17
pos mod -48
OXAAS PR OXA- 144 36,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 1,2 0,0 0,0 1,0 2,7 1,1 2,9
pos baixo -48

a. R = retal, PR = peri-retal
b.  Resultados com valores do Ct diferentes de zero em 144,
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19.2 Estudo de isolados bacterianos
Avaliou-se a reprodutibilidade do ensaio Xpert Carba-R com um painel de 13 amostras bacterianas, incluindo: dois organismos
diferentes por cada um dos cinco genes-alvo de resisténcia detetados pelo ensaio Xpert Carba-R; duas amostras de referéncia que
incluiam dois genes-alvo; ¢ uma amostra de referéncia negativa para os cinco genes-alvo. Dois operadores de cada um dos trés
centros do estudo testaram um painel de 13 amostras em replicados de quatro por dia. Cada amostra foi utilizada para fazer duas
suspensdes equivalentes a uma suspensao celular de McFarland 0,5 a partir das quais foram testados dois replicados ao longo de
seis dias de teste (13 amostras x 2 replicados x 2 vezes/dia x 6 dias x 2 operadores x 3 centros). Foram utilizados trés lotes de
cartuchos do ensaio Xpert Carba-R em cada um dos trés locais de teste. Realizou-se o ensaio Xpert Carba-R em conformidade
com o procedimento do ensaio Xpert Carba-R. Apods a conclusdo dos testes, excluiram-se 25 testes realizados num médulo do
instrumento, o que resultou na inclusdo de um total de 1847 amostras nas analises. Os resultados sdo apresentados resumidamente
na Tabela 28.
Tabela 28. Resumo dos resultados da reprodutibilidade - % de concordancia, isolados bacterianos
Gene de Centro 1 Centro 2 Centro 3 % de
oA concordancia
resisténcia
(N.° da amostra)| OP- 1 Op.2 | Centro | Op.1 Op.2 | Centro | Op.1 Op.2 | Centro total por
) amostra
KPC (1) 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)
KPC (2) 100% 100% 100% 95,8% 100% 97,9% 100% 100% 100% 99,3%
(23/23) | (22/22) | (45/45) | (23/24) | (24/24) | (47/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (140/141)
VIM (1) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(22/22) | (23/23) | (45/45) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (141/141)
VIM (2) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(22/22) | (24/24) | (46/46) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (142/142)
IMP (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
(23/23) | (24/24) | (47/47) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (143/143)
IMP (2) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(23/23) | (23/23) | (46/46) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (142/142)
OXA (1) 100% 100% 100% 100% 91,7% | 95,8% 100% 100% 100% 98,6%
(23/23) | (23/23) | (46/46) | (24/24) | (22/24) | (46/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (140/142)
OXA (2) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(23/23) | (22/22) | (45/45) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (141/141)
NDM (1) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
22/22 21/21 43/43 24/24 24/24 48/48 24/24 24/24 48/48 139/139
( )
NDM (2) 100% 100% 100% 91,7% 100% 95,8% 100% 100% 100% 98,6%
(23/23) | (23/23) | (46/46) | (22/24) | (24/24) | (46/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) 140/142
( )
OXANDM (1) | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
’ 24/24 23/23 47/47 24/24 24/24 48/48 24/24 24/24 48/48 143/143
( )
(V) (V) () () () 0 0 (V) () °
OXANDM (2) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
’ (23/23) | (24/24) | (47/47) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (143/143)
NEGAT. (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)
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A reprodutibilidade do ensaio Xpert Carba-R também foi avaliada em termos do sinal de fluorescéncia expresso em valores de Ct
para cada alvo detetado. A média, o desvio padrio (DP) e o coeficiente de variagdo (CV) entre centros, entre lotes, entre dias,
entre operadores e intra-ensaio para cada membro do painel sdo apresentados na Tabela 29.

Tabela 29. Resumo dos dados da reprodutibilidade -

Isolados bacterianos

Gene de Entre Entre Entre Entre Intra-
resisténcia C:::;ige N2 centros lotes dias operadores| -ensaio Total
)

ag‘:t.)s(tjraa) (analito) DP |CV [DP |CV |DP | CV |DP |CV |DP [ CV |DP | CV
KPC (1) KPC 144 | 1,1 | 44 0 0 0 0O |06 |26 |06 |26 |14 |58
KPC (2) KPC 143 |08 |31 |01]02|02|09|05 (20108 |31 |12 49
VIM (1) VIM 141 | 1,1 | 51 0 0 0 0 |05 (23|08 |37 |15 |67
VIM (2) VIM 142 103 |13 |02 0,8 0 o (08 |38 |07 |31 |11 |51
IMP (1) IMP 143 |1 0,3 | 1,0 0 0 03|12|06 |23 |08 |31 10|42
IMP (2) IMP 142 |14 |63 | 01| 05 0 0O (06 |28 |07 |32 |17 |76
OXA( ) OXA48 140 | 0,6 | 2,6 0 0 0 0 |07 |28 |08 |35 ]|12]52
XA (2) OXA48 141 |11 149 | 03 | 15 0 0 (05|20 |07 |33 |15 |64
NDM (1) NDM 139 | 1,2 | 53 0 0 0 0 |06 |24 |07 |31 |15 |66
NDM (2) NDM 140 [ 09 |40 | 03 | 14 0 0 |08 (33|08 |33 |15 63
NDM/OXA (1) NDM 143 |13 |54 | 0,2 | 0,8 0 0 |06 |25 |07 |31 |16 |68
OXA48 143 | 1,2 |62 | 03 | 14 0 0 (05 |24 |07 |37 |15 |77
NDM/OXA (2) NDM 143 | 1,2 |53 | 02| 11 0 0 |05 |24 |08 |35 |16 |69
OXA48 143 | 1,2 |60 | 0,2 | 1,2 0 0 (05|25 |07 |38 |15 |76
NEGAT. (NEG) SPC 144 101 103 | 0,1 | 0,3 0 0 |02]|05 |04 |13 |05 |15

a. Resultados com valores do Ct diferentes de zero em 144.
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21 Locais das sedes da Cepheid

Sede corporativa Sede europeia

Cepheid Cepheid Europe SAS

904 Caribbean Drive Vira Solelh

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

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

22 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, niimero de etiqueta de servico (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.
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23 Tabela de simbolos

Significado

Numero de catalogo

Dispositivo médico para diagndstico in vitro

Nao reutilize

Representante autorizado na Unido Europeia

Mandatario na Suica

— w
@FE@Eﬁg
E 5

Importador

-
o
—

Cddigo do lote

Consulte as instrugbes de utilizagao

Cuidado

Fabricante

Pais de fabrico

Conteudo suficiente para <n> testes

L

Controlo

Prazo de validade

Limites de temperatura

Riscos biolégicos

Atencao

2@@%“%@@[9@

Marca CE — Conformidade Europeia
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Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089

EUA

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

EC |REP

Cepheid Europe S.A.S.
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
Franca

Tel.: + 33 563 825 300
Fax: + 33 563 825 301

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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