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Resumo

Introdugao: Resisténcia bacteriana € uma ameaca global associada a surtos hospitalares que resulta
em aumento de morbidade, mortalidade, tempo de internagéo e custos no tratamento do paciente.
Os desafios terapéuticos associados a resisténcia aos carbapenémicos criaram a necessidade
de contengéo e prevencdo da transmissado. Objetivo: Alcancar rapidez diagndstica e comparagao
metodoldgica na detecgédo de carbapenemases em amostras clinicas de modo a contribuir como
programa de controle de infecgbes, especialmente durante surtos. Métodos: Foram incluidos 155
pacientes, 73 mulheres e 82 homens entre 21 e 86 anos, sendo a maioria internados na unidade de
terapia intensiva (98). Foram realizados 163 testes: swabs retais (93), urinas (36), swabs retais (8)
combinados a urinas (8), e secregdes pulmonares (18). A detecgao de carbapenemases foi realizada
pelo teste GeneXpert Carba-R e cultura bacteriana sequidos de PCR multiplex com identificagcao de
complexos clonais. Resultados: A cultura detectou bactérias resistentes (51): Klebsiella pneumoniae
(24), A. baumannii (19), Pseudomonas aeruginosa (7) e Providencia rettgeri. De acordo com o Xpert
Carba-R, a maioria dos pacientes apresentou bla,. (26) e 123 pacientes foram relatados como nao
detectados (ND). Dos 18 resultados Xpert ND, mas com crescimento de A. baumannii na cultura,
foi observada a prevaléncia de bla,, ,, € bla,,, . ..., CONclusdo: A detecgdo precoce de isolados
produtores de carbapenemases, por meio do teste Xpert Carba-R, em 48 minutos, serve como
guia para planejamento de politicas publicas. Contudo, como o teste esta limitado a detecgao de
cinco genes, devemos manter os métodos fenotipicos “padréo-ouro”, cultura e antibiograma, para
evitarmos falsos negativos.

Palavras-chave: carbapémicos, infecgdo hospitalar, politicas publicas, resisténcia bacteriana,
antibidticos.

Abstract

Introduction: Bacterial resistance is a global threat associated with hospital outbreaks that result in
increased morbidity, mortality, length of hospital stay, and patient care costs. The therapeutic challenges
associated with carbapenem resistance have raised awareness for containment and prevention of
transmission. Objective: To achieve rapid diagnostic and methodological comparison in detecting
carbapenemases in clinical samples to significantly aid the infection control program, especially during
outbreaks. Methods: A total of 155 patients, 73 women and 82 men between 21 and 86 years old,
were included, most of whom were admitted to the intensive care unit (98). A total of 163 tests were
performed: rectal swabs (93), urine (36), rectal swabs (8) and urine (8) combined, and lung secretions (18).
Carbapenemase detection was performed by the GeneXpert Carba-R test and bacterial culture followed
by multiplex PCR with identification of clonal complexes. Results: Culture detected resistant bacteria (51):
Klebsiella pneumoniae (24), A. baumannii (19), Pseudomonas aeruginosa (7) and Providencia rettgeri.
According to Xpert Carba-R, most patients presented bla,,. (26) and 123 patients were reported as not
detected (ND). Of the 18 Xpert ND results, with the growth of A. baumannii in culture, the prevalence
of blag,, ,,and bla, ., ....,was observed. Conclusion: Early detection of carbapenemase-producing
isolates, using the Xpert Carba-R test in 48 minutes, serves as a guide for public policy planning. However,
since the test is limited to the detection of five genes, we should maintain the "gold standard" phenotypic
methods, culture, and antibiogram, to avoid false negatives.

Keywords: carbapenens, hospital infection, public policies, bacterial resistance, antibiotics.
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Introdugao

A proliferacdo global das espécies bacterianas produtoras de carbapenemase,
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, microrganismos
resistentes aos carbapenémicos, € um problema médico e de saude publica critico.l2
Essa é considerada uma das resisténcias mais prevalentes em bactérias Gram-negativas
causadoras de infecgdo hospitalar, que resulta em aumento de morbidade, mortalidade,
tempo de internacao e custos associados ao tratamento ao paciente2 De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é de responsabilidade estadual e do
sistema Unico de saude (SUS) controlar, atribuir a vigilancia e definir os critérios das
infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) no Brasil 4 Sao definidas como IRAS
as infecgbes adquiridas, durante o processo de cuidado em um hospital ou outra unidade
prestadora de assisténcia a salde, que nao estavam presentes na admissao do paciente
nas primeiras 48 a 72 horas da internagao .2

As carbapenemases hidrolisam os carbapenémicos: meropenem, ertapenem, imi-
penem, além de serem capazes de inativar os outros agentes beta-lactamicos, como
cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos, exceto as metalo-beta-lactamases, que nao
degradam o monobactam, havendo, portanto muito poucas opcoes de tratamento restan-
tes.8L Sequir a proliferacao de bactérias resistentes aos antimicrobianos carbapenémicos
torna-se complicado devido a diversidade de enzimas hidrolisantes de carbapenémicos
que tém surgido e a capacidade de proliferagcdo dos genes por varias espécies de bactérias.

Alguns dos genes de resisténcia, como os determinantes da Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) estdo associados a linhagens clonais bem-sucedidas de bactérias
(por ex., K. pneumoniae ST258)2 que tém vantagem seletiva em unidades hospitalares
onde a utilizagdo antimicrobiana é elevada. A enzima tipo KPC foi inicialmente descrita
nesta espécie (que continua sendo a mais prevalente), mas atualmente disseminou-se
por diferentes patdgenos causadores de infeccao hospitalar em diferentes sitios, como
nasofaringe, trato intestinal, trato urinario, além de estarem associadas também a
septicemia intra-hospitalar, pneumonias e infeccao oportunista nosocomial, sendo seus
principais alvos pacientes hospitalizados e imunodeprimidos.2 A enzima KPC apresenta
falha terapéutica com multirresisténcia, e é considerada causadora de niveis endémicos
de infecgbes no Brasil.2 As oportunidades de transmissao de organismos sédo normalmente
frequentes, com maior disseminagdo dos genes de resisténcia através de plasmideos
transmissiveis e integrons. A cepa K. pneumoniae ST258 tem provocado varias epidemias
globais, especialmente nos Estados Unidos e em Israel®® De forma semelhante, os
organismos contendo o gene que codificam metalo-beta-lactamase Nova Deli (NDM)
foram introduzidos na Europa por pessoas que, em muitos casos, visitaram a India ou o
Paquistao.l Resisténcia aos carbapenémicos, por intermédio da metalo-beta-lactamase
Verona mediada por integrons (VIM), tem sido ha varios anos uma preocupacao na Europa .12
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Metalo-beta-lactamases adicionais, como as da classe imipenemase (IMP), tém sido
reconhecidas ha muitos anos no Japao e em outros paises asiaticos, proliferando-se agora
globalmente ®12 principalmente em P. aeruginosa.'? Além disso, a oxacilinase da classe D,
OXA-48, produzida principalmente por A. baumanii que efetua frequentemente a mediagao
da resisténcia aos carbapenémicos, proliferou-se rapidamente na Europa.4

Atualmente, o método padrdo para detectar pacientes com colonizacao por
organismos resistentes aos carbapenémicos é a cultura de amostras de swabs retais e
perirretais em placas de agar seletivas Gram-negativas, como agar MacConkey, seguida
por testes de suscetibilidade antimicrobiana de colénias fermentadoras de lactose, ou a
utilizacao de meios de agar de rastreio seletivo12 A identificagcdao de KPC por meio de testes
fenotipicos é uma das mais utilizadas pelos laboratdrios, pois a metodologia é simples,
de baixo custo e pode ser aplicada a qualquer rotina laboratorial.® Para a identificagao de
KPC, existe um método baseado em discos de carbapenémicos como substratos e acido
3-aminofenil borénico como inibidor; no teste, se houver uma diferenga de 5 mm entre
o disco impregnado com o inibidor e o sem inibidor, a interpretagao indica a presenca
desta carbapenemase.lf 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.

Seria uma ajuda significativa para os programas de controle de infeccoes,
especialmente durante surtos, a aplicagdo de um método rapido e exato para determinar se
uma amostra clinica ou um isolado bacteriano resistente aos carbapenémicos é portador
de uma destas trés classes comuns de genes de resisténcia aos carbapenémicos. Esse
método rapido e exato poderia potencialmente: 1) identificar o gene especifico de resisténcia
presente no organismo; e 2) diferenciar aqueles organismos carreadores de genes de
resisténcia aos carbapenémicos que codificam enzimas carbapenemases devido a outras
beta-lactamases e/ou alteracdes na parede celular e que ndo exigem necessariamente a
colocacao do paciente num ambiente com precaugdes de contato.

Os desafios terapéuticos associados as Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos geraram anecessidade derapida detecgao e daimplementacao de medidas
eficazes para a contencao e a prevencao da transmissao. Agentes antimicrobianos, tais
comoassociagdes de beta-lactamico/inibidordabeta-lactamasetém atividade diversificada
contra bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases. Outras opgdes terapéuticas para
tratamento de bactérias produtoras de KPC devem averiguar a sensibilidade a drogas
como aminoglicosideo, tetraciclina, tigeciclina, polimixina, fluorquinolona e fosfomicina2
sendo que algumas delas devem ser utilizadas em terapia combinada. No futuro, os
meédicos poderdo selecionar antibidticos com base no tipo de gene de resisténcia aos
carbapenémicos presente 2
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Os resultados do teste molecular, Xpert Carba-R (Cepheid), demonstram a presenca
de genes bla,, bla,, e bla, que codificam metalo-beta-lactamases em amostras
retal e perirretal e em colénias puras dos organismos indicados, podendo ser Uteis para
determinar estratégias terapéuticas que incluam associagoes de beta-lactamico/inibidor
da betalactamase. 2

O sistema de instrumentos GeneXpert® automatiza e integra a preparagao de amos-
tras clinicas validadas (retal e perirretal) e amostras bacterianas, a extragao e aamplificagao
de acidos nucleicos e a detecgao da sequéncia-alvo em amostras simples ou complexas,
utilizando ensaios de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Os sistemas
sao constituidos por um instrumento, um computador e um software pré-carregado para
a execucao de testes e visualizagao dos resultados. Os sistemas requerem a utilizagao de
cartuchos descartaveis, de utilizacao unica, que contenham os reagentes de PCR e onde
ocorre 0 processo. Dado que os cartuchos sao independentes, € minimizada a contamina-
cao cruzada entre amostras. O ensaio Xpert Carba-R inclui reagentes para a deteccao de
sequéncias de genes bla,, bla,, bla,,, bla,, ,, (cobrindo bla,, ., € bla,,, ,.,) € bla,,,
bem como um controle de processamento da amostra (SPC), que controla o processa-
mento adequado da bactéria alvo e indica a presenca de inibidor(es) na reagcdo PCR. O SPC
também assegura que as condicdes da reacdo PCR (temperatura e tempo) sdo apropriadas
areacao de amplificagédo e que os reagentes da PCR estao funcionais. Um controle interno
adicional, o controle de verificagao da sonda (Probe Check Control, PCC), verifica a reidra-
tacao dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR no cartucho, a integridade da sonda
e a estabilidade do corante. Os iniciadores e sondas do ensaio Xpert Carba-R detectam
sequéncias exclusivas relacionadas as sequéncias de genes bla,,. (KPC), bla,,, (NDM),
bla,,, (VIM), bla,,, ,, (OXA-48) e bla,,, (IMP), associadas a néao suscetibilidade aos car-
bapenémicos em bactérias Gram-negativas. A identificagcdo dos genes que codificam as
enzimas carbapenemases corrobora a utilizacao de rastreio e notificacoes relatadas para

a vigilancia epidemiologica.2

O presente trabalho trata de um estudo prospectivo de precisédo e rapidez, frente as
apresentacoes e processamento em 48 minutos do teste molecular Xpert Carba-R para a
deteccao de carbapenemases em amostras clinicas. O objetivo deste estudo é comparar
o teste Xpert Carba-R com a cultura bacteriana, metodologia tradicional mais morosa que
leva dias para ser processada, além de ajudar significativamente o programa de controle
de infecgdes hospitalares, especialmente durante surtos. Este trabalho pertence ao Pro-
grama de pesquisa em politicas publicas (processo FAPESP — 2020/16662-6) enquadrado
no Plano de desenvolvimento dos institutos de pesquisa estaduais (processo FAPESP -
2017/50333-7), que tem a intencao de fortalecer e aprimorar a Rede de Laboratérios de
Saude Publica do Instituto Adolfo Lutz.
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Metodologia

O estudo foi realizado em parceria entre o Centro de Laboratério Regional do Instituto
Adolfo Lutz de Santo André (IAL Santo André) e um hospital publico da cidade de Mau3,
Sao Paulo. A equipe de Maug, neste estudo, é composta por profissionais de saude da
enfermagem e do laboratdério de analises clinicas, que atendem ao hospital. A enfermagem
ficou responsavel pelas coletas das amostras clinicas, pelas coletas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado pelo paciente ou responsavel, e pelo
encaminhamento das amostras clinicas coletadas ao laboratorio do hospital, que processa
a cultura, e ao IAL Santo André, que realiza o teste molecular Xpert Carba-R.

Comité de ética em pesquisa

O estudo foi submetido a Plataforma Brasil, avaliado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz, com emissdo do Certificado de Apresentacao de
Apreciacao Etica (CEP-IAL-CAAE: 41034720.5.0000.0059). Foi obtida a assinatura do TCLE
de cada individuo participante do estudo, durante a admissao no hospital de Maua. Os
dados obtidos durante o estudo estdo sob responsabilidade e autoria cientifica da equipe
envolvida em sua execucao. Os dados serao utilizados exclusivamente com finalidade
cientifica para avaliacao de um teste diagndstico que permita reduzir o tempo de diagndstico
da resisténcia bacteriana aos carbapenémicos em amostras especificas de uma populagao
vulneravel. A confidencialidade das informagdes provenientes dos resultados de analises
laboratoriais sera assegurada por codificagao.

Critério de Inclusao

Foram incluidos os pacientes que apresentaram uma das seguintes condicoes:
1) admitidos anteriormente em um servigo de salde nos ultimos trés meses; 2) transferidos
de outro servigo de saude; 3) receptores de transplante de 6rgados; 4) pacientes com cancer;
5) pacientes em hemodialise; e 6) pacientes com histéria positiva de isolamento de um
organismo multirresistente nos ultimos seis meses.

Critério de Exclusao

Os critérios de exclusao foram: 1) amostras para um dos testes obtidas com intervalo
superior a 30 minutos; e 2) incapacidade de realizar a sequéncia completa de agdes desde
a amostragem até o processamento das amostras.
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Coleta de amostras clinicas

As amostras clinicas foram colhidas de pacientes em admissédo ou hospitalizados
(n = 155), conforme os critérios médicos e do servico de controle de infecgcao hospitalar
(SCIH), e submetidas ao diagndstico de infecgdo causada por bactérias resistentes aos
carbapenémicos no periodo de junho de 2023 a setembro de 2024.

Foram colhidos dois swabs retais, duas porcoes de urina ou duas porgoes de secregao
pulmonar (amostra 1 e amostra 2) dos pacientes. Um dos swabs ou uma das por¢oes foi
encaminhado ao laboratério de analises clinicas para o processamento da cultura e teste
de sensibilidade. Quando a cultura era positiva, as amostras bacterianas resistentes aos
carbapenémicos eram encaminhadas ao IAL Santo André para confirmacao da resisténcia
bacteriana. Foram realizados testes fenotipicos com inibidores de beta-lactamases em
discos de ertapenem, imipenem e meropenem, e o processamento do teste Xpert Carba-R.
Em paralelo, o IAL Santo André realizou o processamento do teste Xpert Carba-R, conforme
llustrado na Figura 1.

Figura 1. Fluxograma das analises realizadas nas amostras clinicas de pacientes hospitalizados no
municipio de Maug, Sao Paulo, no periodo de junho de 2023 a setembro de 2024+,

Fonte: elaborada pelo autor.

*|AL Santo André, Centro de Laboratdrio Regional do Instituto Adolfo Lutz de Santo André; Carba-R, resisténcia a carbapenemases.
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Obtencao das amostras clinicas

Swabs de vigilancia retal ou perirretal

Acoletadeduasamostrasclinicasdo mesmo sitio (amostra 1 eamostra 2) foirealizada
por profissional da saude treinado, sequindo todas as instrugdes de biosseguranga, inclusive
0 uso de equipamentos de protegao individual adequados para garantir as precaugoes
padrao de contato. Basicamente, apds o profissional de saude orientar o paciente ou o
responsavel, a amostra clinica foi coletada com swabs que foram depositados em meio
de transporte Stuart (Absorve/Citotest Labware) previamente identificados com os dados
do paciente e a data de coleta. Foram processados dois swabs, ou seja, 0 primeiro swab
foi para o processamento da cultura no laboratério de anélises clinicas do hospital e o
segundo swab foi depositado no tubo com meio de transporte que pode ser conservado
entre 15°C e 28°C durante um periodo maximo de cinco dias, de modo que se realizasse 0
Xpert Carba-R no IAL Santo André.

Urina

Apds o profissional de saude orientar o paciente ou o responsavel, foram colhidos no
minimo 60 mL de jato médio de urina em coletor universal estéril apos assepsia, mantidos
sob-refrigeragao e encaminhados para o processamento da urocultura no laboratério de
analises clinicas do hospital (amostra 1) e para o processamento do Xpert Carba-R no IAL
Santo André (amostra 2).

Secregao pulmonar

Apods o profissional de saude orientar o paciente ou o responsavel, foram colhidas
as secrecgbes no frasco proprio para aspirados pulmonares, mantidas sob refrigeragao
e encaminhadas para o processamento da cultura no laboratorio de analises clinicas
do hospital (amostra 1) e para o processamento do Xpert Carba-R no IAL Santo André
(amostra 2).

Metodologia Laboratorial

GeneXpert Carba-R

Os genes que conferem resisténcia aos carbapenémincos foram identificados com o
kit Xpert® Carba-R para a detecgéo de cinco genes (bla,,., bla,,, bla,,, bla,, e bla

KPC’ NDM' VIM? OXA*48)
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no equipamento GeneXpert (Cepheid, EUA) em amostras clinicas validadas pelo fabricante
como swabs retal e perirretal, e isolados bacterianos.

Cultura bacteriana

Foi realizada também a cultura bacteriana em placas de agar cromogénico especifico
paraoisolamento debactériasresistentes aos carbapenémicos. Observou-se o crescimento
de colbnias rosa escuras de Escherichia coli; azul metalicas de Klebsiella, Enterobacter e
Citrobacter; creme translicidas de Pseudomonas; creme opacas de Acinetobacter (Probac
do Brasil).

Testes fenotipicos

Foram realizados testes fenotipicos com inibidores de beta-lactamases (acido
fenilborénico (AFB) (40 mg/mL), cloxacilina (75 mg/mL) e &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) (0,1 M)) em discos de ertapenem, imipenem e meropenem. A leitura dos halos
foi realizada em milimetros (mm). Os halos com diferenca nos didmetros = 5mm
para discos suplementados ou nado foram considerados acusadores da presenca
das carbapenemases.?

Testes de suscetibilidade antimicrobiana

Foram realizados por difusdo em disco para ertapenem, imipenem e merope-
nem,2 conforme recomendado pelo Comité Brasileiro para os Testes de Suscetibilida
de Antimicrobiana.#

PCR multiplex

Foram realizadas PCRs multiplex para detecgao de outros genes (bla,,, bla,, bla,,,
bla,,. bla,, . blag,, blay. bla,, ... € bla,, . ..) ndo detectados pelo GeneXpert.?
Também foi feita a identificagao de complexos clonais (CC) nos isolados de A. baumannii
através da PCR multiplex, a qual foi padronizada pelo Instituto Adolfo Lutz Central, utilizando
0s controles positivos a sequir - A. baumannii - Complexo clonal 1 (cepa ST-1), CC-2 (cepa
IC-2), C-15 (amostra ST-15), CC-79 (amostra ST-79) e CC-25 (amostra ST-25). 228

Validagao do teste Xpert Carba-R da urina e secregao pulmonar

Inicialmente foi realizado um estudo de sensibilidade analitica para dois tipos de
matrizes - urina e secrecdo pulmonar (ndo validadas pelo fabricante do teste Xpert®
Carba-R), utilizando-se os valores de limite de deteccdo (LoD) disponiveis na bula do teste
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(Suplemento 1). Em seguida, foram realizadas as validagbes das matrizes pretendidas
seguindo protocolo sugerido pelo fabricante do teste Xpert® Carba-R (Suplemento 2). Cinco
diferentes amostras bacterianas foram utilizadas como controles positivos carreadores de
carbapenemases: K. pneumoniae (Schroeter) Trevisan-AA-1705" (bla,..), K. pneumoniae
(Schroeter) Trevisan-AA-2146" (bla,,,,). Pseudomonas putida Group - 80/23 (bla,,,),
P. aeruginosa - 65/23 (bla,,,) e K. pneumoniae subsp. pneumoniae (Schroeter) Trevisan -
BAA-2524 (bla,,, ,,) foram cedidas pelo pesquisador cientifico Dr. Carlos Henrique Camargo
do Centro de Bacteriologia: Nucleo de Doencas Entéricas e Infeccbes por Patdgenos
Especiais do Instituto Adolfo Lutz Central. Por fim, amostras clinicas dos pacientes foram
avaliadas pelo teste Xpert Carba-R no IAL Santo André e pelo método de cultura bacteriana
no Laboratorio Biomega.

Resultados e discussao

Foram incluidos 155 pacientes no estudo: 73 do sexo feminino e 82 do sexo masculino,
com idades compreendidas entre os 21 e os 86 anos, admitidos em emergéncia médica
(n = 1), clinica médica (n = 54), clinica cirurgica (n = 1), unidade de cuidados intensivos
(n = 98), sendo que a procedéncia de um paciente nao foi informada. Foram realizados
163 testes: swabs retais de vigilancia (n = 93), urina (n = 36), swabs retais de vigilancia
(n = 8) e urina (n = 8) combinados, e secregado pulmonar (n = 18) (Tabela 1). Quarenta e
seis pacientes estavam sob antibioticoterapia e 25 ndao estavam tomando antibidticos no
momento da coleta. Dos demais pacientes (n = 84) ndo havia informagdes sobre qualquer
tratamento medicamentoso.
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Tabela 1. Apresentagao das caracteristicas dos 155 pacientes em admissédo ou hospitalizados
submetidos ao diagndstico de infecgado hospitalar no periodo de junho de 2023 a setembro de 2024
em um hospital publico no municipio de Maua, Sao Paulo.

Caracteristicas dos pacientes (n = 155) Numero de casos (%)
Feminino 73 (477)
Masculino 82 (52,9)
Faixa etaria (anos) 21a86
Emergéncia 1(0,6)
Clinica médica 54 (34,9)
Clinica cirtrgica 1(0,6)
Unidade de Terapia Intensiva 98 (63,3)
Nao informado 1(0,6)
Sitios de coleta (n = 163) Numero de coleta (%)
Swab retal 93 (57,0)
Urina 36 (22,0)
Swab retal e urina do mesmo paciente 8(5,0) e 8(5,0)
Secrecéo pulmonar 18 (11,0)

Fonte: elaborada pelo autor - obtidos na pesquisa em politicas publicas (processo FAPESP — 2020/16662-6).

Aculturabacteriana,apesardeliberarosresultadosemalgunsdias,quandocomparada
ao teste Xpert Carba-R, que libera os resultados em apenas 48 minutos, é considerada
padrdo-ouroporserpossivelisolaroagentecausadordainfecgaoparaarealizagaodetestes
de sensibilidade a antimicrobianos e de testes epidemioldgicos adicionais. No presente
estudo a cultura detectou 51 bactérias resistentes aos carbapenémicos. As amostras de
K. pneumoniae (n = 24), A. baumannii (n = 19), P aeruginosa (n = 7) e Providencia rettgeri
(n = 1) foram analisadas para detecgao de genes que codificam carbapenemases (Tabela 2).
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Tabela 2. Detecgao de carbapenemases nos 51 isolados bacterianos obtidos dos 155 pacientes em
admissao ou hospitalizados submetidos ao diagndstico de infecgédo hospitalar.

Isolados
bacterianos (n = 51)

Xpert Carba-R (n)

Multiplex PCR e
complexo clonal (CC) (n)

Né&o detectado (9) blag,, s e Pl80xs s/ CC-02 (9)
N&o detectado (2) blagy, s e Plaoys 511/ CC-inCoONClusivo (2)
N&o detectado bla,, 5./ CC-inconclusivo
N&o detectado blagy, o e Plaoys 511/ CC-15
ﬁgL”n‘ifnt;ﬁiczﬁr: 1y bl blag,, .. . blagy, o, /CC-1
bla. bla,, bla,,, blagy, o e DlAoys 511/ CC-1%
bla,,. blagy, o e Plaoys 511/ CC-inconclusivo
bla,,, bla gy, o e PlAoys 511/ CC-02
bla..(2) Nao realizado (2)
bla.(11); bla,, bla... bla,,,  Nao realizado (13)
Klebsiella bla,,,, bla,, bla,, bla .+

pneumoniae (n = 24)

Nao detectado (10)

Nao realizado (10)

bIavu\/l bIaV‘M

bla, bla,,, bla,,,
Pseudomonas . _
aeruginosa (n = 7) bIaNDM N&o realizado

blavuvl Nao realizado

Nao detectado (3)

Nao realizado (3)

Providencia
rettgeri (n = 1)

bla

NDM

N&o realizado

Fonte: elaborada pelo autor - obtidos na pesquisa em politicas publicas (processo FAPESP — 2020/16662-6).

*Testes realizados com secregdo pulmonar de um mesmo paciente que apresentou cultura positiva para A. baumannii e

K. pneumoniae.
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De acordo com os testes Xpert Carba-R, em 123 pacientes os testes nao detectaram
0s genes de interesse, cujos resultados foram classificados como “nédo detectado”. Dos
123 pacientes que apresentaram resultado “ndo detectado” no ensaio Xpert Carba-R e
nas culturas com crescimento de A. baumannii, 18 tiveram as respectivas caracteristicas
clonais identificadas (Tabela 2). A secrecao pulmonar de um dos pacientes foi
identificada pelo Xpert Carba-R como positiva para KPC, NDM e VIM, com crescimento de
A. baumannii e K. pneumoniae na cultura, e apresentou bla,,, , ... blag, s .../CC-1 € bla,,.,
respectivamente no multiplex PCR (Tabela 2). A deteccdo de NDM e VIM no teste Xpert
Carba-R nao se confirmou nas reagdes multiplex PCR realizadas nas col6nias bacterianas
obtidas na cultura. Nesse caso se torna necessaria uma nova coleta da secregcao pulmonar

para investigacao, mas o paciente teve alta hospitalar na ocasiao.

Os resultados registrados utilizando o instrumento GeneXpert sao apresentados
na Figuras 2A-B-C. E importante ressaltar que as amostras clinicas de urina e secrecao
pulmonar foram processadas apés a validagdao no equipamento seguindo o protocolo do
fabricante e sempre comparando-se os resultados com a cultura bacteriana.

Grande parte das amostras de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos,
isoladas na cultura, eram carreadoras de bla,,, (12 das 24, 50%), detectado pelo ensaio
Xpert Carba-R (Tabela 2, Figura 2A) e, em duas amostras das 24 (4%) foi detectado mais de
um tipo de carbapenemase, bla,,./bla,, e bla,/bla,/bla,, (Tabela 2, Figuras 2B e 2C).
Em outros estudos, bla,,. também foi prevalente e com boa concordancia entre a cultura e

0 ensaio Xpert Carba-R realizados com swabs retais 21222

Uma vantagem adicional do ensaio Xpert Carba-R é a capacidade de detectar
multiplos genes de resisténcia.® Tenover e colaboradores® demonstraram que a detecgao
de mais de um gene de B-lactamase em bacilos Gram-negativos multirresistentes nao teve
iImpacto nos resultados do Xpert Carba-R. No presente estudo, metade das amostras de
A. baumannii apresentaram bla,, ., .. € bla,, ., .. € dez das 18 (556%) eram pertencentes
ao complexo clonal-02. Segundo Jin e colaboradores,® em amostras de A. baumannii
produtoras de carbapenemases, bla,,, ., . D@y, 0. € Dla demonstram ser os
principais mecanismos de resisténcia observados.

OXA-58

Outro estudo, realizado na Coreia do Sul, sugere que ha necessidade de métodos
urgentes e eficazes para reduzir a resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii e que
ha predominancia de bla,,, ,, em hospitais comunitarios.® Um total de 79 amostras de
A. baumannii resistentes aos carbapenémicos foi isolado de 26 hospitais brasileiros. Em
relagdo as B-lactamases, bla,, ., foi frequentemente detectado em isolados CC1, CC15 e
CC25nesses hospitais.® 0s resultados do estudo de Sakuma e colaboradores® indicam que
cepas de A. baumannii altamente resistentes aos carbapenémicos e/ou aminoglicosideos
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estao se espalhando em ambientes médicos no Nepal e sugere que clones CC1 e CC149
foram substituidos por CC2 ao longo de varios anos.

Quanto as sete amostras de P. aeruginosa, observamos uma predominancia na
detecgéao de bla,,, (trés entre as sete amostras, 43%), e bla,,, e bla,,. em uma delas (14%)
(Tabela 2). Outro estudo conduzido no Brasil com o objetivo de avaliar o desempenho de
testes fenotipicos para deteccao de Pseudomonas spp. produtoras de carbapenemase
identificou P. aeruginosa carreadoras com prevaléncia de bla,,, e bla. % As cepas de
P. aeruginosa produtoras de carbapenemase apresentam uma distribuigdo geografica
especifica em relacao ao tipo de gene codificador de carbapenemase que abrigam. Por
mais de 20 anos, as enzimas do tipo VIM foram as Unicas carbapenemases detectadas
entre os isolados de P. aeruginosa na Grécia.®¢ Na Espanha foram isoladas P. aeruginosa
carreadores de bla,,,, sozinho ou em combinagdo com outras enzimas?’ (Tabela 2).

Neste estudo, foi detectada somente uma amostra de P. rettgeri carreadora de bla,,,
(2%), isolada de um paciente de 77 anos internado na unidade de terapia intensiva (UTI).
Outro estudo conduzido na China também isolou amostras de P. rettgeri resistentes aos
carbapenémicos, principalmente de pacientes idosos, internados na UTI ou enfermarias
cirdrgicas. Todas as cepas neste estudo carregavam bla intimamente relacionados,
sugerindo a possibilidade de infecgdes nosocomiais® (Tabela 2).

Em relagcdo as 89 culturas negativas, ou seja, culturas que nao apresentaram
crescimento bacteriano, 83 delas foram identificadas pelo teste Xpert Carba-R como
“nao detectado". Seis pacientes apresentaram resultados divergentes entre o teste Xpert
Carba-R e a cultura bacteriana, porém sao importantes para a tomada de decisdes no
controle da transmissao das infecgdes. Quatro dos seis pacientes apresentaram resultado
negativo nas culturas e o teste molecular detectou bla,,, e bla,,,, associados ou néo a
outras carbapenemases. Dois pacientes estavam sob a agcao de antibiotico, um paciente
nao estava fazendo uso de antibiotico no momento da coleta e nos prontuarios de outros
trés pacientes ndo constava essa informagao. Podemos levantar algumas suposigdes
como: a antibioticoterapia inibiu o crescimento bacteriano na cultura e o teste molecular
detectou fragmento de DNA bacteriano; e a coleta do material clinico foi inadequada, ou
seja, 0 swab usado na semeadura da cultura, por exemplo, estava sem ou com pouco
material. Resultados discrepantes entre Xpert Carba-R e cultura também foram observados
em outro estudo que analisou 127 swabs retais.2 Em outro caso, uma dentre as culturas
negativas foi identificada pelo teste Xpert Carba-R como “invalida", entéo foi solicitada nova
coleta dos swabs. Resultados discrepantes entre metodologias podem ocorrem conforme
descrito por Jin e colaboradores.2
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Figura 2. Resultados representativos do teste Xpert Carba-R, realizados no equipamento
GeneXpert, com detecgéo de K. pneumoniae carbapenemase (KPC) (A), metallo-beta-lactamase
(NDM)/K. pneumoniae carbapenemase (KPC) (B) e K. pneumoniae carbapenemase (KPC)/
metallo-beta-lactamase (NDM)/metallo-beta-lactamase Verona mediada por integrons (VIM) (C).

(A)

(B)

Test Result

Assay Name Xperi_Carba-R Version 1
R L TP NOT DETECTED;
IM DETECTED;
INDM DETECTED;
KPC DETECTED;
0XA48 NOT DETECTED

[For In Vitro Diagnostic Use Only.

Legend
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[vI [ ] KPC; Primary
200 [vi /] 0XA48; Primary

400

300

Fluorescence

100

(1]
10 20 30 40

Cycles
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Conforme relato da equipe do hospital de Maua, a rapidez diagnostica na detecgao de
amostra clinica ou isolado bacteriano carreador de uma das trés classes comuns de genes
de resisténcia aos carbapenémicos ajudou significativamente o programa de controle de
infecgdes do hospital, sempre associada ao controle de morbidade, mortalidade, tempo
de internagado e custos no tratamento do paciente. Isto se deve ao fato, principalmente,
da rapida transferéncia do paciente para um ambiente com precaucao de contato e a alta
deste isolamento nos casos de ndo-detecgao da presenca de carbapenemases.

A rapida deteccao de bactérias resistentes aos carbapenémicos durante o exame
de admissao auxiliou também nas atividades de controle de infeccao em hospitais de
Shanghai, China, como descritas no estudo de Zhou e colaboradores,® que mostrou a
importancia do teste Xpert Carba-R para conter a propagagao de bactérias resistentes em
areas criticas das unidades de atendimento. Outro estudo concluiu que resultados positivos
no teste Xpert Carba-R indicam que a vigilancia Xpert Carba-R pode obter resultados mais
rapidamente quando comparado a cultura, o que permite orientar a prevengao e o controle
da infecgao hospitalar.1?

Conclusao

Com a avaliacao dos dados obtidos foram extraidas informacdes sobre a factibilidade
do uso de uma modalidade de teste que permite reduzir o tempo de diagnostico através de
um meio de identificacao rapido e acurado de bactérias resistentes.

A deteccao precoce de isolados bacterianos produtores de carbapenemases
em 48 minutos no ambiente hospitalar, utilizando o teste Xpert Carba-R, serve de guia
para planejamento de politicas publicas, tomada de decisdes, controle de infeccdes,
epidemiologia e vigilancia. No entanto, a sua deteccao esta limitada a cinco genes; por
isso, continua sendo necessario manter a realizagdo de métodos fenotipicos padrao-ouro,
que levam dias para serem processados, como a cultura e o antibiograma, a fim de evitar
falsos negativos, e de testes genotipicos adicionais extremamente valiosos para estudos
epidemiolégicos complementares.

A abordagem é de grande relevancia em saude publica, pois possibilita o rapido
isolamento de casos, 0 monitoramento de contato, o acompanhamento da evolugao clinica
dos pacientes antes mesmo de seu adoecimento, e 0 acesso aos tratamentos e terapias,
contribuindo para a interrupcao da cadeia de transmissao, o que pode representar uma
importante economia para o sistema hospitalar, e ainda ajuda no direcionamento dos
antibidticos a pacientes que terdo maior chance de beneficiarem-se deles.
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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 sio 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
proliferagdo de CNSO torna-se complicado devido a diversidade de enzimas hidrolisantes de carbapenemos que tém surgido e
capacidade de proliferagdo dos genes entre varias espécies de bactérias. Alguns dos genes de resisténcia, como os determin:

de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) estdo associados a linhagens clonais bem sucedidas de bactérias (por e

K. pneumoniae ST258),4 que tém uma vantagem seletiva em unidades hospitalares onde a utilizagdo antimicrobiana ¢é - As
oportunidades para a transmissdo de organismos sdo normalmente frequentes, com maior disseminagéo dos ge! e@léncia
através de plasmideos transmissiveis e integrdes. A estirpe K. pneumoniae ST258 tem provocado varias epidemiias glgbais,
especialmente nos Estados Unidos' ¢ em Israel.’ De forma semelhante, os organismos contendo o gene quécodifitd metalo-beta-
lactamase Nova Deli (NDM) foram introduzidos na Europa por pessoas que, em muitos casos, visitaram a ou o Paquistﬁo.6
Um terceiro mecanismo de resisténcia a carbapenemos, por intermédio de metalo-beta-lactamase Verol ‘ada por integrdes
(VIM), tem constituido ha varios anos uma preocupagéo na Europa. Metalo-beta-lactamases adici x o as da classe
imipenemase (IMP), tém sido reconhecidas ha muitos anos no Japdo e em outros paises asiatico; x erando-se agora
globalmente.3 Além disso, a oxacilinase da classe D, OXA-48, que efetua frequentemente a @o da resisténcia de baixo
nivel a carbapenemos, estd agora a proliferar-se rapidamente na Europa.7’8 Atualmente, o @» padrdo para detetar pacientes
com colonizag@o por organismos nio suscetiveis a carbapenemos ¢ a cultura de amostr@z ragatoas retais ou peri-retais em
placas de agar seletivas gram-negativas, como agar MacConkey, seguida por testes tibilidade antimicrobiana de colonias
fermentadoras de lactose, ou a utilizagdo de meios de agar de rastreio seletivo @ro método ¢ trabalhoso e podera exigir
varios dias para gerar um resultado final, enquanto a Gltima abordagem varia égnsideravelmente quanto a sensibilidade e
especificidade conforme o meio seletivo utilizado.

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

Um método rapido e exato para determinar se uma amostra de zaraiatoa ou peri-retal ou um isolado bacteriano nao

Os desafios terapéuticos associados as EnterobN‘ ac resistentes aos carbapenemos criaram uma sensibilizagdo acentuada
relativa a necessidade de uma rapida detecao £ dagmpiementagido de medidas eficazes para a contengdo e a prevengao da
transmissdo. Agentes antimicrobianos, ante, associagdes de beta-lactamico/inibidor da beta-lactamase tém uma atividade
diversificada contra bactérias produtora & talo-beta-lactamases. Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a
presenca de genes blapp, blaypy eflaNDM que codificam metalo-beta-lactamase em colonias puras dos organismos indicados

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

lactamase 10,11,12,13,14

nto

eneXpert automatiza e integra a preparagao de amostras, a extragdo e amplificagdo de acidos
equéncia-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR em tempo real. Os
los por um instrumento, um computador e software pré-carregado para a execugdo de testes e visualizagdo

5 Principio do proc

O sistema de instru
nucleicos e a dete;
sistemas sdo ¢

dos resulta sistemas requerem a utilizagéo de cartuchos descartaveis, de utilizagdo unica, que contém os reagentes de PCR
¢ onde sse processo. Dado que os cartuchos sdo independentes, ¢ minimizada a contaminagéo cruzada entre amostras.
Para cricdo completa do sistema, consulte 0 Manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx ou o Manual do utilizador do
SIS eneXpert Infinity.

%:salo Xpert Carba-R inclui reagentes para a detegdo de sequéncias de genes blaypc, blaypwm, blayin, blagxa.ag € blapyp, bem
q 0 um controlo de processamento da amostra (SPC) para controlo do processamento adequado da bactéria alvo e para indicar a
resenca de inibidor(es) na reagdo PCR. O SPC também assegura que as condi¢des da reagdo PCR (temperatura e tempo) sdo
apropriadas para a reagdo de amplificagdo 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 e 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), blaypyy (VIM), blagya_4g (OXA-48) e blayyp (IMP) associadas a ndo suscetibilidade a carbapenemos em
bactérias Gram-negativas.
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6 Reagentes e instrumentos

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

Cartuchos do ensaio Xpert Carba-R com tubos de reagao integrados 10

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

* Reagente 1 3 ml por

+ Reagente 2 (cloreto de guanidina) 25 rtucho

Frascos de reagente de amostra do ensaio Xpert Carba-R 0

* Reagente de amostra é’n

Pipetas de transferéncia descartaveis (1,7 ml) \@l

CcD \ 1
O

+ Ficheiros de definigdo do ensaio (Assay Definition Files, ADF) K
* Instrugdes para importar ADF para o software \
* Instrugdes de utilizagao (folheto informativo) OQ

As Fichas de Dados de Segurancga (Safety Data Sheets, SDS) estédo disponiveisMww.cepheid.com ou

Nota www.cepheidinternational.com, no separador ASSISTENCIA (SUPPORT). m
X
A seroalbumina bovina (Bovine Serum Albumin, BSA) present Es deste produto foi produzida e fabricada a partir de
Nota plasma bovino proveniente exclusivamente dos EUA. Os ani de*foram alimentados com nenhuma proteina de ruminante ou
outra proteina animal e foram aprovados nos testes ante- e p@gt-mortem. Durante o processamento, ndo houve mistura do material
com outros materiais de origem animal. »
6.2 Conservaciao e manuseamento %
gﬂfg . Conserve os cartuchos do ensaio Xpert Garb tre 2 °C e 28 °C.
. Nio abra a tampa do cartucho até onto para realizar o teste.
g . Naio utilize reagentes ou cartuchos Quesdenham ultrapassado o prazo de validade.

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

. Utilize o cartucho nope

. Nao utilizar um cai 0 m fuga.
6.3 Materiais necessari s nao fornecidos

. Sistemas d ento GeneXpert Dx ou sistemas GeneXpert Infinity (o nimero de catalogo varia consoante a
conﬁgurﬁ . Instrumento GeneXpert, computador, leitor de codigo de barras, manual do utilizador.

30 minutos depois de abrir a tampa.

sistema GeneXpert Dx: Software GeneXpert Dx versdo 4.3 ou superior

. &tivo de colheita de amostras: Referéncia Cepheid 900-0370
. r sangue (por ex., Remel™ Blood Agar: nimero de catalogo R01200 ou equivalente)
Agar MacConkey (por ex., Remel™ MacConkey Agar: nimero de catalogo R01550 ou equivalente)

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

. Pinga estéril

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

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

6.4 Materiais disponiveis mas nao fornecidos
. Controlo externo multivalente:
Painel de controlo de qualidade Xpert Carba-R M219, numero de catdlogo M219 da Maine Molecular Quality Controls, Inc.
(MMQCI, Scarborough, ME, EUA), como controlo positivo externo (Escherichia coli inativada transportando plasmideo cgm
sequéncias de genes KPC, NDM, VIM, IMP e OXA-48) e controlo negativo externo (E. coli inativada).

. Controlos externos individuais:
Bactéria K. pneumoniae produtora de carbapenemase KPC-2 (nimero de catdlogo ATCC BAA-1705); K. pneum
NDM-1 (ntimero de catalogo ATCC BAA-2146); K. pneumoniae VIM-1 (niimero de catdlogo NCTC 13439); K. moniae
OXA-48 (nimero de catdlogo NCTC 13442); e Escherichia coli IMP-1 (nimero de catalogo NCTC 13476 controlos
positivos externos.

7 Adverténcias e precaugoes

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

. Para utilizagdo apenas com receita médica.

@ . Trate todas as amostras biologicas, incluindo os cartuchos usados, como sendo capaze&gnsmitir agentes infeciosos. Dado
que ¢ frequentemente impossivel saber quais as amostras bioldgicas que poderdo sgf 1 osas, todas devem ser tratadas
aplicando as precaugdes padrdo. Orienta¢des para o manuseamento de amostra; isponiveis nos Centers for Disease
Control and Prevention'> 1% dos EUA e no Clinical and Laboratory Stan S l@;te.17

. Siga os procedimentos de seguranga da sua institui¢do para trabalhar com tos quimicos e manusear amostras biologicas/
placas de agar com colonias puras. @
. As amostras biologicas, os dispositivos de transferéncia e os casgychoswsados devem ser considerados como sendo capazes de

transmitir agentes infeciosos, exigindo precaugdes padrdo. Siga,0%procedimentos relativos a residuos ambientais da sua
instituico relativamente a eliminagéo correta de cartuch % s e reagentes ndo usados. Estes materiais podem apresentar
caracteristicas de residuos quimicos perigosos que ex cedimentos de eliminago nacionais ou regionais especificos.
Se as regulamentagdes nacionais ou regionais ndo disponibilizarem uma indicagao clara sobre a eliminagao correta, as
amostras biologicas e os cartuchos usados devem sewfeliminados de acordo com as diretrizes relativas ao manuseamento e a
eliminagdo de residuos médicos da OMS Omaﬁaqéo Mundial da Saude).

. Recomenda-se o seguimento das boas prati aboratorio, incluindo a troca de luvas entre 0 manuseamento de amostras,
para evitar a contaminagio de amosta reagentes.
. Naéo substitua o reagente de amos nsaio Xpert Carba-R por outros reagentes.

. Naio abra a tampa do cartuchﬁnsalo Xpert Carba-R até estar pronto para adicionar a amostra.

*

. Nao utilize um cartucho Q er caido depois de o ter retirado da embalagem.
. Nao agite o cartuch

u deixar cair o cartucho apos a abertura da respetiva tampa pode produzir resultados invalidos.
. Nao coloque o 16 D da amostra na tampa do cartucho ou no rétulo do codigo de barras.

@ . Cada cartuc zagdo tnica do ensaio Xpert Carba-R ¢ utilizado para processar um teste. Nao reutilize cartuchos gastos.
. Nao utili &rwcho que tenha um tubo de reagdo danificado.

. UKpas e luvas. Troque de luvas entre o processamento de cada amostra.

¢

ntualidade da contaminagdo da area de trabalho ou do equipamento com amostras ou controlos, limpe bem a area
nfdminada com uma solugdo de lixivia de cloro doméstica com diluigdo 1:10 e depois repita a limpeza da area de trabalho
m etanol a 70%. Secar as superficies de trabalho até secarem completamente antes de prosseguir.
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8 Perigos quimicos

18,19

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

. Prevencio
. Lavar cuidadosamente ap6s manuseamento. @

. Usar luvas de protegao/vestuario de prote¢ao/prote¢do ocular/protegéo facial.

. Resposta O
. SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete ¢ agua abundantes. Q
. Tratamento especifico, ver informagdo de primeiros-socorros suplementar. b
. Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar. @
. Em caso de irritagao cutanea: consulte um médico. \\

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

. Caso a irritagdo ocular persista: consulte um médico.
. Caso sinta indisposi¢ao, contacte um CENTRO DE INFOKBC TIVENENOS ou um médico.

9 Preparagao e conservagao das amostras

Amostras de zaragatoa retal e peri-retal: @.
Para saber que zaragatoas usar, consulte Sec¢do 6.3, Materiais nece: s@ds ndo fornecidos

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

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

As zaragatoas dentro do tubo para tran:
maximo de cinco dias.

ser conservadas a uma temperatura entre 15 °C e 28 °C durante um

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

com o ensaio Xpert Car 6

Figura 1. Exemplos de amostras de zaragatoas aceitaveis para testes com o Xpert Carba-R
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Figura 2. Exemplos de amostras de zaragatoas inaceitaveis para t com o ensaio Xpert Carba-R

Isolados bacterianos:

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

2. Contamine uma placa de dgar sangue ou MacConkey com o @ 0, cultive em riscas para isolamento e coloque um disco

de 10 pg de meropenemo no primeiro quadrante de risca rantir que o isolado retém a sua ndo suscetibilidade a

carbapenemos.

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

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

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

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

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

10.1  Preparagao (( cho

cartu

Importante Coloqt&@?ucho no instrumento GeneXpert no periodo de 30 minutos apos a adigao da amostra ao
g

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

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 condigdes de conservagao das amostras de zaragatoa retal ou peri-retal. A segunda zaragatoa

. restante pode ser utilizada para a repeticdo de testes.
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Nota Consulte Secgéo 14, Procedimento de repetigdo do teste para repetir o teste para amostras de zaragatoa retal ou peri-retal.

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

. Para isolados bacterianos, para adicionar a suspensdo de McFarland 0,5 do isolado ao cartucho:
. Agite a suspensdo de McFarland 0,5 num agitador de vortice. Utilizando uma ansa de 10 pl, transfira 10 pl da s & sa
de McFarland 0,5 para um frasco de 5 ml de reagente de amostra. Gire a ansa no reagente de amostra trés 6
minimo. Apos o teste inicial, a amostra restante no frasco de reagente de amostra pode ser conservada gfitte e 28°C
durante até cinco dias caso seja necessario repetir o teste.
P
Nota Consulte Secgéo 14, Procedimento de repeti¢céo do teste para obter instrugdes sobre como repetir o teste par@)stras de isolados
bacterianos.
~ (P
«~N\NJ
Nota Garanta que a ansa de 10 pl estad cheia com a amostra e que a suspensdo da amostra na ansa na )ta ao transferir a

suspenséo de McFarland 0,5 para o reagente de amostra.

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

4. Abra a tampa do cartucho. Abra a tampa do reagente de amostra. Utilizando a pj e transferéncia fornecida, aspire a
amostra preparada (reagente de amostra contendo a amostra do Passo 2) r@géo na pipeta (aproximadamente 1,7 ml;
ver Figura 3) e, de seguida, transfira o material para a abertura grande da\gamafa da amostra (ver Figura 4) do cartucho do
ensaio Xpert Carba-R.

5. Feche a tampa do cartucho e coloque o cartucho no instrumento Ge@n no periodo de 30 minutos ap6s a adigdo da

amostra ao cartucho.

Oo\f—unha de enchimento
Q
O
N\
>

\ igura 3. Pipeta de transferéncia para transferir amostra para o cartucho
K Camara de amostra
QO < (abertura grande)

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

Antes de iniciar o teste, certifique-se de que o ficheiro de definigdo do ensaio Xpert Carba-R foi importado
para o software. Esta secg¢édo discrimina os passos basicos para executar o teste. Para obter instrugoes

Importante 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 poderéo ser diferentes se o administrador do sistema tiver alterado o fluxo de trabalho predefinido d a.

Nota N ) )

O fluxo de trabalho predefinido é descrito abaixo. r~

1. Ligue o sistema do instrumento GeneXpert:

. Se estiver a utilizar o instrumento GeneXpert Dx, comece por ligar o instrumento e, de seguida,@nputador. (0]
software GeneXpert iniciara automaticamente ou pode ser necessario clicar duas vezes no i talho do software
GeneXpert Dx no ambiente de trabalho do Windows®. °®

ou

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

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

3. Najanela do sistema GeneXpert, clique em Criar teste (Create Test) (Ge ) ou clique em Encomendas (Orders) ¢
em Encomendar teste (Order Test) (Infinity).

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

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

6.  Leia o codigo de barras do cartucho do ensaio er(Carba—R. Utilizando a informacao do codigo de barras, o software
preenche automaticamente as caixas dos campos: Selecionar ensaio (Select Assay), ID lote de reagente (Reagent
Lot ID), N/S do cartucho (Cartridge SN) validade (Expiration Date).

Nota

Se o cadigo de barras no cartucho do Xg atR nao for lido, configure um novo teste, seguindo o procedimento de repetigao
do teste na Secgéo 14.

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

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

No caso @memo GeneXpert Dx:

A& p a porta do modulo do instrumento com a luz verde a piscar e carregue o cartucho.
9 eche a porta. O teste comega e a luz verde para de piscar. Quando o teste termina, a luz verde desliga-se.

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

K D.  Os cartuchos usados devem ser eliminados nos recipientes apropriados para residuos de amostras, de acordo com as
praticas padrdo da sua instituigao.

Q3 Visualizagao e impressao de resultados
Esta secc@o discrimina os passos basicos para a visualizagdo e a impressdo dos resultados. Para obter instrugdes detalhadas
adicionais sobre a visualizagdo 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 conclusio do teste, clique no botdo Relatorio (Report) da janela Ver resultados (View Results) para visualizar e/ou
gerar um relatorio em ficheiro PDF.
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1

Controlo de qualidade

Controlos de qualidade integrados

Cada teste inclui um controlo de processamento da amostra e um controlo de verificagdo 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 este;jé
presentes e verifica se o processamento da amostra ¢ adequado. Adicionalmente, este controlo deteta a inibicdo do ensa
PCR em tempo real associada a amostra, assegura que as condi¢des da reacdo de PCR (temperatura e tempo) sdo adég
para a reagdo de amplificag@o e que os reagentes de PCR estdo funcionais. O
O SPC deve ser positivo em amostras negativas e pode ser negativo ou positivo em amostras positivas. O @provado se
preencher os critérios de aceitagdo validados.

. Controlo de verifica¢do da sonda (Sample Processing Control, PCC) — Antes do inicio da reagéoé o sistema
GeneXpert mede o sinal de fluorescéncia das sondas para monitorizar a reidratagdo da esfera, ogn nto do tubo de reagao,
a integridade da sonda e a estabilidade do corante. A verificagdo da sonda ¢ aprovada se corrx os critérios de
aceitagdo atribuidos. O

Controlos externos

Os controlos externos descritos na Secgdo 6.4 estdo disponiveis, mas néo sdo fornecidos ser utilizados em conformidade

com as organizagdes de acreditacdo locais, estaduais e federais, consoante aplicavel. Qempre os controlos externos de

acordo com as instrugdes do fabricante. C)

12 Interpretagdo dos resultados
Os resultados sdo interpretados pelo sistema GeneXpert através da medi e sinais fluorescentes e algoritmos de calculo
integrados, sendo mostrados na janela Ver resultados (View Results), Nao apresentadas capturas de ecrd nem interpretagdes
para todas as combinagdes de resultados possiveis com os cinco analifes alvo no ensaio Xpert Carba-R; contudo, os exemplos que
se seguem sdo indicativos do tipo de resultados que podem s los.
Atabela e as figuras seguintes ilustram apenas exemplos repres tivos dos tipos de resultados que se podem esperar com o
Nota ) . ox T o . .
ensaio Xpert Carba-R. Nao sdo apresentadas todas as cor}bm Oes de resultados possiveis com os cinco analitos alvo.
Tabela 1. Resultados reprer@s e interpretagao do ensaio Xpert Carba-R
Resultado Interpretagét( \\
IMP DETECTADO A sequéncia doBN-alvo de IMP é detetada; as sequéncias do ADN-alvo de VIM, NDM, KPC
(IMP DETECTED); e OXA- 4? séo detetadas.
VIM NAO DETECTADO . itacao por PCR do ADN-alvo de IMP apresenta um valor de limite de ciclo (cycle
(VIM NOT DETECTED); Id, Ct) dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) de fluorescéncia
NDM NAO DETECTADO rior & definigéo limite; as sequéncias do ADN-alvo de VIM, NDM, KPC e OXA-48 estdo
(NDM N~OT DETECTED); @Jsentes ou sao inferiores ao nivel de detecédo do ensaio.
KPC NAO DETECTADO 6’ SPC: Nao aplicavel. O SPC ¢ ignorado porque a amplificagdo do ADN-alvo de IMP pode
(KPC NOT DETECTED interferir com este controlo.
OXA48 NAO DE * PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da sonda sdo aprovados.
(OXA48 NOT DE ) < As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos, tais como associagdes
de beta-lactdmico/inibidor da beta-lactamase com atividade limitada ou nula contra
Consulte a 5. . " =
bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases devem ser utilizadas com precaugéao.
K Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a presenga de genes blayp,
O 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 interpretagao do ensaio Xpert Carba-R (Continuagao)

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

Consulte a Figura 6.

Resultado Interpretagao

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

VIM DETECTADO

(VIM DETECTED); valido e um endpoint (ponto final) de fluorescéncia superior a definigéo limite; as sequénci

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

do ADN-alvo de IMP, NDM, KPC e OXA-48 estido ausentes ou sdo inferiores ao nivi
detegéo do ensaio.

+ SPC: Nao aplicavel. O SPC ¢ ignorado porque a amplificacdo do ADN-alvo de VI de
interferir com este controlo.

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

» As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos, tgi 0 associagdes
de beta-lactamico/inibidor da beta-lactamase com atividade limi %ula contra
bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases devem ser utili com precaugao.
Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a ga de genes blayyp,
blay e blaypy que codificam metalo-beta-lactamase e % as puras dos organismos
indicados podem ser Uteis para determinar uma estratégi péutica em pacientes com
infecbes bacterianas conhecidas ou suspeitas néo SHSS tiVeis a carbapenemos.

IMP NAO DETECTADO
(IMP NOT DETECTED);
VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

NDM DETECTADO

(NDM DETECTED);

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

Consulte a Figura 7.

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

» A amplificagdo por PCR do ADN-alvo de e NDM apresenta valores de Ct dentro dos
intervalos validos e endpoints (pontos fin%e fluorescéncia superiores as definigbes
limite; as sequéncias do ADN-alvo dedlP, KPC e OXA-48 estédo ausentes ou séo inferiores
ao nivel de detecdo do ensaio. 9

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

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

» As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos, tais como associa¢des
de beta-lactamico/ifi da beta-lactamase com atividade limitada ou nula contra
bactérias produl@ etalo-beta-lactamases devem ser utilizadas com precaugao.

Os resulta saio Xpert Carba-R que demonstrem a presenca de genes blayp,
blay\ e bl ue codificam metalo-beta-lactamase em coldnias puras dos organismos
indicadgs podem ser Uteis para determinar uma estratégia terapéutica em pacientes com
infegcl bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo suscetiveis a carbapenemos.

IMP DETECTADO
(IMP DETECTED);
VIM NAO DETECTADO

(NDM DETECTED);®K

KPC NAO DETE

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

Q@ a Figura 8.

(VIM NOT DETECTED);
NDM DETECTADO

A &@)cvias do ADN-alvo de IMP e NDM s&o detetadas; as sequéncias do ADN-alvo de
Vi C e OXA-48 ndo séo detetadas.

«¢ Avamplificagdo 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 definicdes
b limite; as sequéncias do ADN-alvo de VIM, KPC e OXA-48 estdo ausentes ou sao inferiores
ao nivel de detecdo do ensaio.

* SPC: N&o aplicavel. O SPC ¢ ignorado porque as amplificacdes do ADN-alvo de IMP e
NDM podem interferir com este controlo.

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

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

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

10
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Tabela 1. Resultados representativos e interpretacdo do ensaio Xpert Carba-R (Continuagao)

Consulte a Figura 9.

Resultado Interpretagao

IMP DETECTADO As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM e OXA-48 sdo detetadas; as sequéncias do

(IMP DETECTED); ADN-alvo de NDM e KPC n&o séo detetadas.

VIM DETECTADO « Aamplificagio por PCR do ADN-alvo de IMP, VIM e OXA-48 apresenta valores de Ct dentr
(VIM DETECTED); dos intervalos validos e endpoints (pontos finais) de fluorescéncia superiores as definiga
NDM NAO DETECTADO limite; as sequéncias do ADN-alvo de KPC e NDM estao ausentes ou s&o inferiores a |
(NDM NOT DETECTED); de detegéo do ensaio.

KPC NAO DETECTADO « SPC: N&o aplicavel. O SPC ¢é ignorado porque as amplificagdes do ADN-alyé de IMP, VIM
(KPC NOT DETECTED); e OXA-48 podem interferir com este controlo.

OXA48 DETECTADO « PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da sonda,8&éo aprovados.
(OXA48 DETECTED) . b associagoes

As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos,
de beta-lactamico/inibidor da beta-lactamase com atividade limi
bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases devem ser utilj
Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a
blay\ e blaypy que codificam metalo-beta-lactamase e as puras dos organismos
indicados podem ser Uteis para determinar uma estratégi péutica em pacientes com
infegcbes bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo SUSE tiVeis a carbapenemos.

i
@ula contra

com precaugao.
1ca de genes bla)yp,

(o]

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 WSéo detetadas; a sequéncia do
ADN-alvo de KPC néo é detetada.

VIM, NDM e OXA-48 apresenta valores de Ct
os finais) de fluorescéncia superiores as

* Aamplificagdo por PCR do ADN-alvo de |

dentro dos intervalos validos e endpoints

definigdes limite; a sequéncia do ADNélvo de KPC esta ausente ou é inferior ao nivel de
detecdo do ensaio. Q
SPC: Nao aplicavel. O SPC &, porque as amplificagdes do ADN-alvo de IMP, VIM,
NDM e OXA-48 podem interfetif com este controlo.
PCC: APROVADO (PASS);)odos os resultados de verificacdo da sonda s&o aprovados.
As estratégicas terapédticas que incluem agentes antimicrobianos, tais como associagdes
de beta-lactémico/%da beta-lactamase com atividade limitada ou nula contra
bactérias produl@ etalo-beta-lactamases devem ser utilizadas com precaugao.
Os resulta saio Xpert Carba-R que demonstrem a presenca de genes bla;yp,
blay\ e bl ue codificam metalo-beta-lactamase em coldnias puras dos organismos
indicad@ podem ser Uteis para determinar uma estratégia terapéutica em pacientes com

(2@

infeglcl terianas conhecidas ou suspeitas ndo suscetiveis a carbapenemos.
IMP DETECTADO As éhcias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 sdo detetadas.
(IMP DETECTED); . \: plificagdo por PCR do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 apresenta valores
VIM DETECTADO @e t dentro dos intervalos validos e endpoints (pontos finais) de fluorescéncia superiores
(VIM DETECTED); \ s definicdes limite.
NDM DETECTADO b+ SPC: Néao aplicavel. O SPC é ignorado porque as amplificagdes do ADN-alvo de IMP, VIM,
(NDM DETECTED); \ NDM, KPC e OXA-48 podem interferir com este controlo.
KPC DETECTAIK « PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificacdo da sonda s&do aprovados.
(KPC DETECTER), - As estratégicas terapéuticas que incluem agentes antimicrobianos, tais como associagées
OXA48 DEX de beta-lactamico/inibidor da beta-lactamase com atividade limitada ou nula contra
(OXA48 PETECTED) bactérias produtoras de metalo-beta-lactamases devem ser utilizadas com precaugao.
) Os resultados do ensaio Xpert Carba-R que demonstrem a presenga de genes blajyp,
a Figura 11. blay € blaypy que codificam metalo-beta-lactamase em coldnias puras dos organismos

indicados podem ser Uteis para determinar uma estratégia terapéutica em pacientes com
infegbes bacterianas conhecidas ou suspeitas ndo suscetiveis a carbapenemos.
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Tabela 1. Resultados representativos e interpretagao do ensaio Xpert Carba-R (Continuagao)

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

Consulte a Figura 12.

Resultado Interpretagao

IMP NAO DETECTADO As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 nao séo detetadas.

(Imp N_OT DETECTED); * As sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 estdo ausentes ou sdo
VIM NAO DETECTADO inferiores ao nivel de detegao do ensaio.

(VIM NOT DETECTED);

apresenta um valor de Ct dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) de
fluorescéncia superior a definicéo limite.
+ PCC: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da sonda saqfapr os.

O
QY

+ SPC: APROVADO (PASS); a amplificacéo por PCR da sequéncia do ADN do SPC A

INVALIDO
(INVALID)

Consulte a Figura 13.

A presenga ou auséncia de sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIVQ)\/I, KPC e OXA-48 nao
pode ser determinada. Repita o teste de acordo com as in 0 a Secgéo 14,
Procedimento de repeticdo do teste.

» SPC: FALHOU (FAIL); sem amplificagdo por PCR d éncia do ADN do SPC ou o Ctdo
SPC n&o esta dentro do intervalo valido e o endpei nto final) de fluorescéncia é inferior
a definicao limite.

+ PCC: APROVADO (PASS); todos os resultleos verificacdo da sonda s&o aprovados.

ERRO
(ERROR)

A presenga ou auséncia de sequéncias do @Ivo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 nao
pode ser determinada. Repita o teste de¥gcordo com as instru¢des na Secgéo 14,
Procedimento de repeti¢cdo do tes
+ SPC: SEM RESULTADO (N )
+ PCC: FALHOU (FAIL)*; um ou Mais dos resultados de verificagdo da sonda falharam.
O PCC falhou provavelmenge porque o tubo de reagéo nao foi adequadamente enchido
ou porque foi detetadoym problema de integridade da sonda.
* Se a verificagdo da si }%oi aprovada, o erro é causado pela falha de um dos componentes
do sistema.

SEM RESULTADO
(NO RESULT)

A presenga 01 aus,rﬁia de sequéncias do ADN-alvo de IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 nado

pode ser determinéda. Repita o teste de acordo com as instru¢des na Secgéo 14,

Procedi de repeticdo do teste. Nao foram recolhidos dados suficientes para produzir um

result Q teste (por exemplo, o utilizador parou um teste que estava em curso ou ocorreu
de alimentagéo).

u
2% SEM RESULTADO (NO RESULT)
N

C: N&o aplicavel

A\
A
(<O

&
O
S

12
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Figura 5. Ensai%-; — IMP Detectado

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.

Figura 7. Ensaio C;rba-R — VIM e NDM Detectado

Figura 8. Ensaio Carba-R — IMP e NDM Detectado
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Figura 9. Ensaio Carba , VIM e OXA-48 Detectado

Figura 10. Ensaio Carba-R — IMP, VIM, NDM e OXA-48 Detectado
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Figura 11. Ensaio Carba-R - | , NDM, KPC e OXA-48 Detectado

Figura 12. Ensaio Carba-R — IMP, VIM, NDM, KPC e OXA-48 Nao Detectado
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Figura 13. Er%ga-R - Invalido
13 Motivos para repetir o teste

U

Repita o teste utilizando um cartucho novo (ndo reutflize o cartucho) e um frasco de reagente de amostra novo. Para o
procedimento de repeticdo de teste, consulte a \ 4, Procedimento de repetigdo do teste.
q

. Um resultado INVALIDO (INVALID) indi controlo SPC falhou. A amostra ndo foi adequadamente processada ou a PCR

foi inibida ou o volume da amosty ohada era inadequado.
. Um resultado ERRO (ERROR) indicagde o controlo de verificagio da sonda falhou e que o ensaio foi abortado, possivelmente

devido ao tubo de reagao na ido adequadamente enchido, a detegao de um problema de integridade da sonda de reagente,
a terem sido excedidos o de pressdao maxima, ou ter sido detetado um erro de posicionamento da valvula.

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

. Se o desempe ontrolo externo néo for o esperado, repita o teste de controlo externo e/ou contacte a Assisténcia
Técnica dadepheid para assisténcia.

14 Proce id‘o de repeti¢ao do teste

141  Proced de repetigao do teste para amostras de zaragatoa retal e peri-retal
1. @e um cartucho novo, um frasco de reagente de amostra novo e uma pipeta de transferéncia nova do kit.
. etire a zaragatoa restante do recipiente de transporte.
Insira a zaragatoa num frasco novo de reagente de amostra. Segure na zaragatoa pela haste perto do bordo do frasco, levante a

zaragatoa para cima alguns milimetros do fundo do frasco e dobre a haste sobre a extremidade do frasco de modo a quebra-la na
marca do entalhe, deixando a zaragatoa suficientemente curta para permitir que caiba no frasco e 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. Abraa tampa do cartucho. Utilizando a pipeta de transferéncia fornecida, aspire o reagente de amostra até a marcacao na
pipeta e, de seguida, transfira o material para a cdmara 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¢do 10.2, Iniciar
o teste.
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14.2 Procedimento de repeticdo do teste para amostras de isolados bacterianos
1. Retire um cartucho novo, um frasco de reagente de amostra novo e uma pipeta de transferéncia nova do kit.

2. Transfira todo o contetido da amostra restante no frasco de reagente de amostra para o novo frasco de reagente de amostra.

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

10 segundos.

4.  Abra atampa do cartucho. Utilizando a pipeta de transferéncia fornecida, aspire o reagente de amostra até a marcagao n;
pipeta e, de seguida, transfira o material para a camara da amostra do cartucho do ensaio Carba-R Xpert.

5. Feche a tampa do cartucho e coloque o cartucho no instrumento GeneXpert no prazo de 30 minutos. Siga Sec¢do @Qaar
o teste.

Para isolados bacterianos, ndo realize o procedimento de repetigdo do teste mais do que uma vez, dado que, dlluMepetldas
podem produzir resultados falsos negativos. A

A\
15 Limitagd
o _|n?|ta~goes _ \\®

Limitag6es gerais

. O ensaio Xpert Carba-R deteta blaypc, blanpm, blayiv, blagxa-ag € blapp de amostr Qagatoa retal e peri-retal e de
colénias puras, ndo se destinando a identificagdo de bactérias. A detegdo destas seque&&enéticas ndo indica a presenca de
organismos viaveis.

Nota

blaKPC ou blaOXA_48.

. Certas espécies de bactérias, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetoba
a carbapenemos devido a mecanismos de resisténcia intrinsecos.

. O ensaio Xpert Carba-R ndo ¢ um instrumento de subtipagem e ndo indica, G os genes blay\p, blay;, blaypys
ctePPaumannii, demonstraram apresentar resisténcia

. Nao se avaliou no estudo a detegdo de outros genes de OXA-catgapencmase para além de blagxa_gg € blagxa-181-

. As analises in silico utilizadas para prever as variantes d telo ensaio baseiam-se numa comparagéo de sequéncias de
genes-alvo disponiveis no GenBank com os oligonuclgé d¢ 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 ¢ 2015.

Nao foram realizadas analises in silico de sequéncia}de genes de novas variantes introduzidas na base de dados ap6s 2015

para os cinco genes-alvo.

. Mutagdes ou polimorfismos nas regides d%b do iniciador ou da sonda podem afetar a detegdo de variantes atuais, novas
ou desconhecidas de blaypc, blanpy v ldox a-48 € blapyp, originando um resultado falso negativo.

. O ensaio Xpert Carba-R ird gerar 1tado negativo para IMP ao testar amostras contendo as sequéncias genéticas IMP-7,
IMP-13 ou IMP-14.

. Desconhece-se 0 desempenh@nsaio Xpert Carba-R com organismos que integrem genes carbapenemase ndo alvo além de
bl&lspM, blaSME € blagvn

. Dado que a dete¢do &\é]uenmas de genes blaygpc, blaypms, blayiv, blagx a.ag € blapp depende do numero de organismos
presentes na amogfr; esultados fiaveis dependem do manuseamento e da conservagdo corretos da amostra.

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

. O result elisaio Xpert Carba-R pode por vezes ser INVALIDO (INVALID), devido a uma falha do controlo SPC, ou ERRO
& SEM RESULTADO (NO RESULT), sendo necesséria a repetigdo do teste, o que podera atrasar a obtengio de

finais.

18 Xpert® Carba-R
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15.2 Limitagdes das amostras retais e peri-retais
. O desempenho do ensaio Xpert Carba-R ndo foi avaliado com amostras de zaragatoa retal ou peri-retal provenientes de
pacientes pediatricos.

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

(b

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

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

. Para além dos grupos de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii test: & studo manipulado, outras nao-
Enterobacteriaceae foram também avaliadas: Pseudomonas stutzeri (1), Pseudomdgasoryzihabitans (1), Pseudomonas
putida (2) e Empedobacter brevis (1). O desempenho do ensaio Xpert Carbaz @o tras ndo-Enterobacteriaceae para além
destas seis espécies nao foi avaliado e é, por isso, desconhecido.

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

. Para amostras de zaragatoa retal, o ensaio Xpert Carba-R trou uma reducdo da percentagem de concordancia positiva
(PPA de 85,7%) para a detegdo da sequéncia genética Bigy\ip'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 or, nisfho portador da sequéncia genética blapyp.

Carba-R.

. Os anaerobios resistentes a carbapenemos\ Imente presentes em amostras fecais ndo foram avaliados pelo ensaio Xpert
. A detecdo de blaypc, blanpw, bl _4g €/ou blayyp de amostras de zaragatoa retal e peri-retal pode ser de

organismos que ndo Enterobacterig Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii.

. O desempenho do ensaio Xp arba-R com isolados suscetiveis contendo as sequéncias genéticas blagpc, blanpm, blayin,
blagx a-4g €/ou blayp nay otalmente avaliado.
15.3 Limita¢cdes das coloni S d
. Para colodnias pur:
Pseudomonas
suscetibilid:

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

. Resultad&) este incorretos podem ser originados por técnicas de cultura inadequadas, incumprimento do procedimento
re; n@ para preparar a suspensdo de McFarland 0,5, procedimentos de manuseamento e conservagdo de amostras, erro
té& oca de amostras ou porque o niimero de organismos na amostra ¢ demasiado baixo para ser detetado pelo teste. Para
itarem resultados incorretos, ¢ necessaria uma cuidadosa conformidade com as instru¢oes deste folheto.

16 aloves esperados
estudo clinico do ensaio Xpert Carba-R, um total de 2543 amostras, consistindo em amostras de zaragatoa retal e peri-retal e
mostras manipuladas, foi avaliado em 8 centros do estudo, dentro e fora dos EUA. Os resultados do ensaio Xpert Carba-R em
comparagdo com andlises de cultura e de sequenciagdo de ADN bidirecional por gene-alvo para cada uma das amostras
manipuladas e combinadas prospetivas ¢ apresentado na Tabela 2.

Num outro estudo clinico com ensaio Xpert Carba-R, avaliaram-se no total 467 isolados bacterianos em 4 centros do estudo,
dentro e fora dos EUA. Os resultados do ensaio Xpert Carba-R em comparagdo com uma analise de 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 e
Tabela 12.
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17 Caracteristicas do desempenho

171 Desempenho clinico - Amostras de zaragatoa retal e peri-retal
As caracteristicas do desempenho do ensaio Xpert Carba-R com amostras de zaragatoa retal e peri-retal foram determinadas num
estudo de investigagdo multicéntrico. A percentagem de concordancia positiva (PPA) e a percentagem de concordéncia negativa
(NPA) do ensaio Xpert Carba-R foram avaliadas relativamente a um método de referéncia de cultura (caldo de enriquecimento
MacConkey) e andlise de sequenciagdo de ADN bidirecional/PCR.
3

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

retal e peri-retal muito contaminadas, de acordo com as instrugdes da Secgéo 9 (Preparagéo e conservagdo de amgstr:

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

Oito centros geograficamente diferentes (seis nos EUA e dois na Europa) colheram prospetivamente amostras de zaragatoa
r!\

Uma zaragatoa do par foi utilizada para testes com o ensaio Xpert Carba-R. A segunda zaragatoa foi inocem caldo de
enriquecimento MacConkey e utilizada para testes pelo método de referéncia. Um laboratorio de cultur, efcréncia determinou
a presenga de organismos ndo suscetiveis a carbapenemos fazendo culturas em caldo de enriqueci mcConkey com cada
uma das amostras. O caldo de enriquecimento MacConkey foi despistado relativamente a presenga anismos ndo suscetiveis
a carbapenemos, inicialmente plaqueando o caldo em placas de agar MacConkey com um disgo @ eropenemo. Para amostras
com crescimento de bactérias Gram-negativo em redor do disco de meropenemo, a conﬁr da ndo suscetibilidade a
carbapenemos foi determinada em coldnias isoladas utilizando o método de difusdo de gundo o documento M02 do
CLSI, bem como o documento M100% do CLSI). O ADN extraido dos isolados na tiveis a carbapenemos foi purificado,
quantificado e amplificado usando iniciadores especificos para todos os 5 genz&) egides amplificadas incluiam mais bases

do as regides amplificadas pelo ensaio Xpert Carba-R. A produgdo de produtojda afiplificagdo de tamanho adequado foi

A).

Se as bandas mostradas no Bioanalyzer correspondiam ao tamanho espe ra o produto da amplificagdo de qualquer um dos
cinco genes-alvos detetados pelo ensaio Xpert Carba-R, o produto d@h 1cacgdo para o isolado era enviado para um laboratorio
independente para analise de sequenciagdo bidirecional de ref rér@] era validada para a detegdo dos cinco alvos no ensaio
Xpert Carba-R. Se ndo eram mostradas nenhumas bandas no zer para qualquer um dos cinco genes-alvo, o isolado nao
era enviado para analise de sequéncia e o resultado do méts eferéncia era considerado negativo para os cinco genes-alvo.

confirmada no Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CAY

Resultados das amostras prospetivas obtidos cgm o ensaio Xpert Carba-R em comparagdo com o método de
referéncia

Um total de 802 amostras de zaragatoa retal pr ivas foi inicialmente incluido neste estudo clinico, das quais 785 eram
elegiveis para incluséo. Das 785 amostras eleg# 756 amostras foram incluidas no conjunto de dados final apds exclusdes
baseadas em desvios em relagdo ao protgeslo (inctuindo 16 organismos Stenotrophomonas maltophilia que foram excluidos
devido a sua resisténcia intrinseca aos ¢a nemos testados).

Um total de 963 amostras de zaragatpa peri-retal prospetivas foi inicialmente recrutado para este estudo clinico, das quais 947
eram elegiveis para inclusdo. Das ostras elegiveis, 924 amostras foram incluidas no conjunto de dados final apds exclusdes
baseadas em desvios em re]a% tocolo (incluindo 10 organismos Stenotrophomonas maltophilia, um Pseudomonas putida e

um Pseudomonas stutzeri excluidos devido aos critérios de desenho do estudo).

Quando testado com a 0; de zaragatoa retal prospetivas, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou um intervalo de PPA de 60,0%
a 100% para o0s qua do ensaio (blagpc, blaypy, blayyy € blagx a.4g) relativamente ao método de referéncia (Tabela 2). A
NPA para as sequéncias genéticas blaygpc, blanpy, blayin, blagxa_ag € blapyp variou entre 98,6% e 99,9% relativamente ao
método de ref cta (Tabela 2).

Quando& om amostras de zaragatoa peri-retal prospetivas o ensaio Xpert Carba-R demonstrou uma percentagem de
€onco; positiva (PPA) de 100% para os trés alvos do ensaio (blanpy, blagpc € blagxa_4g) relativamente ao método de
X a.’A percentagem de concordéncia negativa (NPA) para as sequéncias genéticas blaypc, blanpy, blayiv, blagxa.ag €
lappvariou entre 99,6% e 100% relativamente ao método de referéncia (Tabela 2).

ando testado com amostras de zaragatoa retal e peri-retal prospetivas, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou um intervalo de PPA
e 60,0% a 100% para os quatro alvos do ensaio (blaypc, blanpy, blayiy € blagx a-4g) Telativamente ao método de referéncia
(Tabela 2). A NPA para as sequéncias genéticas blaypc, blanpy, blayiy, 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 ndo foi isolado um
organismo ndo suscetivel a carbapenemos pela cultura de referéncia), a analise discordante foi realizada utilizando sequenciagao
bidirecional em ADN extraido diretamente do caldo de enriquecimento MacConkey. Os resultados discrepantes dos testes sao
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

::r:sf; Alvo N VP | FP | VN | EN | PPA(IC95%) | NPA (IC 95%)
IMP 755 0 1P 754 0 NA (98939102%\
VIM 755 6 8 | 737 4 (316%%?2) (978 ; @ R

KPC 755 29 gef 720 0 (8;,%32/1(’}2)&} (ggg’-zgzg,s)

OXA-48 755 29 109 715 1 ( 9, 4 (9?%%3,2)

IMP 924 0 0 924 0 f’\\S\T\IJA (9;,%(_):/60)

VIM 924 | 0 0 | o @ A (9;,%(-):/60)

Peri-retal” NDM 924 1 0 ﬁ\% (23,(;?:/60) (9;,%?:/60)

KPC 924 2 4 \99’ 0 (34:,2(-):/!60) (93,%‘-%?8)

OXA-48 924 | 1 é 922 0 (23,(;(-);’/50) (9321’?1%0)

IMP 1679 | 0 s e e | o NA (93?7'?10/000)

VIM f@ﬁ 8° | 1661 | 4 (3?,%—%0/3:,2) (93%—59(?,8)

Combinadas®h NDM 1@9\ 8 3d 1668 0 (671,%(_):/50) (937%’_%?9)

l(P?\Q 1679 | 31 10k | 1638 | 0 (8;’%(_):/"00) (gg‘%’_‘:ﬁ])

\\151 1679 | 30 1" | 1637 1 (8;63'_%?4) (93,%-%?,6)

a.

= numero, VP@HO positivo, FP = falso positivo, VN = verdadeiro negativo, FN = falso negativo

Das 75
res

tras de zaragatoa retal prospetivas avaliadas no estudo, 636 amostras nao produziram um isolado em cultura. Das
amostras, foram recuperados 112 organismos néo suscetiveis a carbapenemos pela cultura de referéncia, para além
smos suscetiveis a carbapenemos [Pseudomonas aeruginosa (5), Escherichia coli (1) e Enterobacter cloacae (1)].
os de teste por sequenciagdo: 1 em 1 era negativo para IMP.
Itados de teste por sequenciagdo: 2 em 8 eram positivos para VIM; 6 em 8 eram negativos para VIM.
sultados de teste por sequenciagdo: 1 em 3 eram positivos para NDM; 2 em 3 eram negativos para NDM.
Resultados de teste por sequenciagdo: 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 sequenciagédo: 3 em 10 eram positivos para OXA-48; 7 em 10 eram negativos para OXA-48.
Das 924 amostras de zaragatoa peri-retal prospetivas avaliadas no estudo, 891 amostras ndo produziram um isolado em cultura.
Das restantes 33 amostras, foram recuperados 31 organismos n&o suscetiveis a carbapenemos pela cultura de referéncia, para
além de dois organismos suscetiveis a carbapenemos (Pseudomonas aeruginosa).
Resultados de teste por sequenciagédo: 4 em 4 eram negativos para KPC.
Resultados de teste por sequenciagéo: 1 em 1 era negativo para OXA-48.
Resultados de teste por sequenciagéo: 1 em 10 eram positivos para KPC; 9 em 10 eram negativos para KPC.
Resultados de teste por sequenciagédo: 3 em 11 eram positivos para OXA-48; 8 em 11 eram negativos para OXA-48.
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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 estéo incluidos na Tabela 3.

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

Espécies? Alvo N VP FP VN FN PPA (IC 95%) | NPA (IC 95%)\]
100% \ﬂ'
IMP 1 0 0 1 0 NA )
(20
: \
VIM 1 0 0 1 0 NA w
77-100)
100%
Enterobacter NDM 1 0 0 1 0 NA °
aerogenes ‘\Q) (20,7-100)
. /
KPC 1 1 0 0 0 N NA
£0,75100)
N\ 100%
OXA-48 1 0 0 1 0 < NA
~N (20,7-100)
100%
IMP 4 0 0 4 0 V NA ’
(51,0-100)
100% 100%
VIM 4 1 0 3 0 o
% (20,7-100) (43,9-100)
N 100%
Enterobacter NDM 4 0 0 @ 0 NA o
cloacae ~ (51,0-100)
N
100%
KPC 4 0 0, Ny 0 NA ’
. (51,0-100)
R 100% 100%
OXA-48 4 1 \ﬁo 3 0 ’ ’
O\ (20,7-100) (43,9-100)
N 100%
IMP 10 0 0 10 0 NA
(72,3-100)
N 100%
VIM 0 0 10 0 NA
" (72,3-100)
, N\ 100% 100%
E. coli NDM 0 3 0 7 0
(43,9-100) (67,6-100)
- 10 ) 0 6 0 100% 100%
P (34,2-100) (64,6-100)
% ¥ 100% 100%
N, OXA-48 10 3 0 7 0
N (\, (43,9-100) (64,6-100)
\‘
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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 }Q
. 1 0,
Klebsiella NDM 1 0 0 1 0 NA W
oxytoca 20,7-100)
L N
100%
KPC 1 0 0 1 0 NA
« (2. (20,7-100)
o
OXA-48 1 1 0 0 0 0 NA
267 00)
IMP 63 0 1 62 0 Q;A 98,4%
O\ (91,5-99,7)
N 98,4%
VIM 63 0 1 62 ('o) NA ©15.80.7)
Klebsiella DM 63 5 ] 57 '0 100% 98,3%
pneumoniae QD' (56,6-100) (90,9-99,7)

\ 100% 97.1%
KPC 63 28 1 @
: (87,9-100) (85,5-99,5)

o

‘\ 96,2% 91,9%
OXA-48 63 25 3 34 1
/ (81,1-99,3) (78,7-97,2)
100%
IMP 58 0 N\ 58 0 NA ’
N (93,8-100)
\\ 55,6% 100%
VIM 58 0 49 4
(26,7-81,1) (92,7-100)
98,3%
Pseudomonas | 5, 5 (\ 0 1 57 0 NA °
aeruginosa . (90,9-99,7)
utl 96,6%
KPC 0 2 56 0 NA
(88,3-99,1)
100%
OxA- 58 0 0 58 0 NA
(93,8-100)

b
a. Foram recup@metobacter baumannii (14) e Enterobacter amnigensus (1) mas ndo continham sequéncias-alvo pelo método de
e

referéncia@ nsaio 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 sequenciacao de 1
Amostra Xpert Carba-R de referéncia referéncia ( :>
1 KPC, OXA-48 NEGAT. (NEG) NEGAT. (NE(‘; ’
2 VIM, KPC NEGAT. (NEG)? NEGAT. (&G)
3 VIM, OXA-48 OXA-48 oxa's )
4 KPC, OXA-48 KPC KPg \OXA-48
5 NDM, OXA-48 NDM M, ‘OXA-48
6 VIM, NDM NEGAT. (NEG)® | 3 NEGAT. (NEG)
7 NDM, KPC KPC !"\\" NDM, KPC
8 VIM, KPC VIMG VIM, KPC
9 NDM, OXA-48 NDM, OXA-48) NA

a.  Um organismo nao foi isolado da cultura de referéncia, por cons

efetuada.

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

4

Para além dos grupos de Enterobacteriaceae,

Pseudaemonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii testados no estudo
oryzihabitans (1), Pseudomonas putida (2) e @wr brevis (1).
2

manipulado, 5 outras estirpes ndo-Enterobacte

Quando testado com amostras manipulad
alvos do ensaio (blagpc, blaypwm, blay
blagxa_4g € blapyp foi de 100%

Tabela 5. Desgm

re

4 L N
e?lnte, a sequenciagao de referéncia ndo
m e@x

Resultados das amostras manipuladas obtidos col
referéncia é

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

oram também avaliadas: Pseudomonas stutzeri (1), Pseudomonas

pert Carba-R em comparagdao com o método de

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

io Xpert Carba-R demonstrou um intervalo de PPA entre 95% e 100% para os
doxA-48 © blapyp). A NPA para as sequéncias genéticas blaygpc, blanpm, blayivs
ivamente ao método de referéncia (Tabela 5).

@é

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

Matriz Alvo N VP FP VN FN PPA (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) (98,9-106)
_ 100%
Peri-retal NDM 432 80 0 352 0 w
(95,4-100) (89100
100% NA00%
KPC 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
g
10 100%
OXA-48 432 80 0 352 0 0@ °
(95,4.}( (98,9-100)
5% 100%
IMP 864 156 0 704 4
,& -99,0) (99,5-100)
\‘ 99,4% 100%
VIM 864 163 0 700 1
Pad (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 5&4' 0
Na) (97,7-100) (99,5-100)
7 99,4% 100%
OXA-48 864 159 704 1
(96,5-99,9) (99,5-100)

Estudo de equivaléncia de zaragatoa ret:
Para demonstrar a equivaléncia entre amostr:
amostras de zaragatoa retal e peri-retal

eram pacientes internados em hospitais

Foram utilizados conjuntos de p.
amostras de cada um dos particip
retal e outro conjunto idéntico
lugar, seguida da amostra
utilizada para o teste c
cultura e testes di
mais dos alvos, s
fossem negati

Foi efe
susceti

un

are,

0

i-retal

@%&

agatoa retal e peri-retal, foi realizado um estudo num centro com incluséo de
Ihidas prospetivamente de participantes que deram o seu consentimento e que

e zaragatoas fornecidos no dispositivo de colheita de amostras da Cepheid para colher

SUm conjunto de pares de zaragatoas foi utilizado para colher a amostra de zaragatoa peri-
Acolher a amostra de zaragatoa retal. A amostra de zaragatoa peri-retal foi colhida em primeiro

resultado
né& utilizados para alterar os dados de desempenho do estudo de equivaléncia de zaragatoas.

<<O

aragatoa retal do mesmo participante. Uma zaragatoa de cada conjunto de pares de zaragatoa foi
aio Xpert Carba-R. A segunda zaragatoa de cada conjunto de pares de zaragatoa foi utilizada para
1dade quando uma ou ambas as amostras de zaragatoa peri-retal ou retal eram positivas para um ou
ensaio Xpert Carba-R. Nao eram efetuadas culturas se ambas as amostras de zaragatoa peri-retal e retal
do o ensaio Xpert.

enciac¢do bidirecional de ADN do ADN extraido de colonias isoladas que manifestaram auséncia de

d&aos carbapenemos pelo método de difusdo de disco CLSI ou no caldo MacConkey com disco de meropenem se o
cultura fosse negativo e o resultado do ensaio Xpert Carba-R fosse positivo. Os resultados do método de referéncia

total de 207 amostras foi inicialmente recrutado para este estudo clinico, das quais todas foram elegiveis para inclusdo. Das
07 amostras elegiveis, 201 amostras foram incluidas do conjunto de dados final utilizado para as andlises. 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 anélises 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 e 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

Ensaio Xpert Carba-R — Amostras de zaragatoa retal AA
Posit.
Ensaio Xpert Carba-R — Posit. 182
Amostras de zaragatoa =
peri-retal Negat. 1
Total 19
PPA :
NPA 97,8% (IC W 94,5-99,1)
a. Parauma amostra, o teste Xpert realizado na zaragatoa retal foi positiva para KPC e O, UZaragatoa peri-retal

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

OXA-48 na zaragatoa retal

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

c.  Cultura negativa para as zaragatoas retal e peri-retal, os resultados éncia dos caldos MacConkey foram ambos
OXA-48 positivo.
17.2 Desempenho clinico - Isolados bacterianos 9
As caracteristicas do desempenho do ensaio Xpert Carba- isofados bacterianos foram determinadas num estudo de
investigacdo em varios locais comparando o ensaio Xpert Catha-R com a sequenciagdo bidirecional de referéncia para o
ADN-alvo amplificado. As amostras do estudo incluiram }ola os bacterianos cultivados tanto em agar sangue como em

agar MacConkey.
Para serem incluidos no estudo, os isolados tinhx 1 sido previamente identificados como Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa ou Acinetobacter baumannii. Parala nagdo da sensibilidade, os isolados tinham de ter sido intermédios ou

resistentes a meropenemo, ertapenemo nemo, segundo a orientagdo CLSI M100-S24.2% Os isolados de Pseudomonas
aeruginosa ou Acinetobacter baumanii 4 de ter sido intermédios ou resistentes a imipenemo ou meropenemo. Estes
organismos sdo intrinsecamente rf*@tes a ertapenemo. Para a avaliagdo da especificidade, os isolados podiam ter sido

suscetiveis ou resistentes a merg , ertapenemo e imipenemo, segundo a orientagdo CLSI M100-524.2% Os isolados de
Pseudomonas aeruginosa eAd acter baumannii deviam ter sido suscetiveis tanto a imipenemo como a meropenemo. Os
isolados s6 foram testado% €z no estudo.

Foram inicialmente insérj
isolados frescos) n
previamente 1n

neste estudo clinico 489 isolados bacterianos (431 isolados de material clinico de referéncia e 58

Dos 48& legiveis 467 isolados (410 isolados de material clinico de referéncia e 57 isolados frescos) foram incluidos no

conjunt s final utilizado para as andlises apresentadas neste relatorio; dois isolados foram excluidos porque os testes de
referé foram realizados e dezasseis isolados foram excluidos porque ndo foram identificados como Enterobacteriaceae,
A. nnzz ou P. aeruginosa.

ﬁrj os testes com o ensaio Xpert Carba-R, as colonias bem isoladas cultivadas em cada um dos tipos de dgar foram diluidas até
Q‘ bter uma suspensdo equivalente ao padrdo de McFarland 0,5 utilizando o método direto de suspensdo de colonias segundo a
orma CLSI M07-A9.%

Para a sequenciagdo de referéncia, 0 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 produc@o do produto da amplificagdo de tamanho adequado foi confirmada no Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).
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Se as bandas mostradas no Bioanalyzer correspondiam ao tamanho esperado para o produto da amplificagdo de qualquer um dos
cinco genes-alvos detetados pelo ensaio Xpert Carba-R, o produto da amplificagdo para o isolado era enviado para um laboratorio
independente para analise de sequenciagéo 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 néo
era enviado para analise de sequéncia e o resultado do método de referéncia era considerado negativo para os cinco genes-alvo.

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

juntamente com o resultado da sequenciagdo de referéncia. %

Tabela 7. Isolados com varios alvos detetados

Isolado Tipo de 4gar® AIvo.s detetados pelo Alvos detetame
ensaio Xpert Carba-R sequenciagao d réncia

1 AS, MC NDM, OXA-48 NDAN&AAS
2 AS VIM, KPC RN

3 AS, MC NDM, OXA-48 WM OXA-48
4 AS, MC NDM, OXA-48 (VNDM OXA-48
5 AS, MC NDM, OXA-48 {\, NDM, OXA-48
6 AS, MC NDM, OXA-48 *\ NDM, OXA-48
7 AS, MC NDM, OXA-48 (' A\ NDM, OXA-48
8 AS, MC NDM, OXA-48 N/ NDM, OXA-48
9 AS, MC NDM, O NDM, OXA-48
10 AS, MC NDM, BYA-48 NDM, OXA-48

a.  AS =agar sangue; MC = agar MacConkey U

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

Tabela 8. Xpert Carba-R (agar sa

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

combinado
N, Sensibilidade | Especificidade
Alvo & VP FP VN FN (IC de 95%) | (IC de 95%)
N\ 100% 98,1%
Combinado ‘SB 3642 22 101 0 ° °
p (99,0-100) (93,2-99,5)
a. Osresu ambinados representam os resultados por isolado. Foram observados varios resultados de alvo para
algun SOl
Quando com isolados de agar sangue, o ensaio Xpert Carba-R demonstrou ter sensibilidade e especificidade de > 99%

a&@m dos cinco alvos do ensaio, em comparagdo com a sequenciacdo de referéncia realizada a partir dos isolados de agar
al

bela 9).

(<O
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Para os isolados com valores discordantes entre o ensaio Xpert Carba-R e a sequenciago de referéncia, os resultados discrepantes
foram testados utilizando sequenciagdo bidirecional em isolados de placas de 4gar MacConkey. Os resultados discrepantes dos
testes sdo apresentados em rodapé na Tabela 9 e Tabela 11.

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

por alvo
Sensibilidade Especificid ﬁc\

Alvo N VP FP VN FN 1C do 95%) (G de ,‘

a 100%
IMP 467 40 1 426 0

(91,2-100) 100)

b 100% 99,7%

VIM 467 82 1 384 0 ‘

(95,5 100),, (98,5-100)

\ 100%
NDM 467 78 0 389 0

(99,0-100)
99,7%
KPC 467 84 1° 382 0
m 100) (98,5-100)
"N 100% 100%
OXA-48 467 89 0 378
) (959-100) (99,0-100)
a. O resultado da sequenciagdo de ADN bidirecional para este isolado IMP falso pM apresentou uma homologia de sequéncia
de 92,95%, que esta ligeiramente abaixo do critério de cutoff de 95%. Né@w realizados testes de resultados discrepantes.
Resultados discrepantes dos testes: 1 de 1 foi positivo para VIM.

c. Esteisolado falso positivo deve-se provavelmente a contaminagao, a de KPC ao nivel da preparagdo das amostras.
Os testes de resultados discrepantes ndo produziram uma cogges @ éncia da sequéncia com o alvo de KPC. Os testes de
resultados discrepantes produziram uma correspondénci e ia para o alvo de VIM e, portanto, este isolado &
classificado como VP na avaliagéo de resultado “combinadd§aprésentada na Tabela 8, acima.

de 100% (IC de 95%: 99,0-100) ¢ 97,1% (IC 91,8-99,0), respetivamente, em relagdo a sequenciagdo de referéncia
realizada a partir dos isolados de agar sangue ). O resultado combinado foi definido como positivo para o ensaio Xpert
Carba-R se qualquer um dos alvos era Q mo negativo para o ensaio Xpert Carba-R se todos os alvos eram negativos.

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

Tabela 10. Xpert Carba-R (ag Conkey) vs. sequenciacgao de referéncia (isolado cultivado em agar
sangue) — combinado
A

. Sensibilidade | Especificidade
Alvo % vp FP VN FN (IC de 95%) | (IC de 95%)

_ @ 100% 97.1%
Combmadf(\ 67 3642 3 100 0

(99,0-100) (91,8-99,0)

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

\QK solados.

~
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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 sequenciagdo de referéncia realizada a partir dos isolados de agar

sangue (Tabela 11).

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

(isolado cultivado em agar sangue) — por alvo

Sensibilidade | Especificida \
Alvo N VP FP VN FN (IC de 95%) (IC de 926
100% ] N\
IMP 467 40 12 426 0 ? @
(91,2-100) 8,7)00)
VIM 467 82 10 384 0 100% 6999‘7%
(95,5-100) = \A98,5-100)
100 V' 99,7%
NDM 467 78 10 388 0 \" °
(95, (98,6-100)
0% 100%
KPC 467 84 0 383 0 K ’ ?
L1€56-100) (99,0-100)
N 100% 100%
OXA-48 467 89 0 378
117 (95.9-100) (99,0-100)

sequéncia de 92,95%, que esta ligeiramente abaixo do critério de cuto

a. O resultado da sequenciagédo de ADN bidirecional para este isolado IMP. ?also
discrepantes.

b.  Resultados discrepantes dos testes: 1 de 1 foi positivo para

para nenhum dos 5 genes-alvo.

sitivo apresentou uma homologia de
%. Nao foram realizados testes de resultados

VIM
c. O centro clinico indicou que uma caracterizagdo interna deste @ do falso positivo antes dos testes do estudo resultou
num gene-alvo NDM positivo. Os testes de resultados discr néo produziram uma correspondéncia da sequéncia

\*/
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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 e como negativo para o ensaio Xpert Carba-R se todos os alvos eram negativos.

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

. . Sensibilidade
Meio Organismos Alvo N VP FP VN FN (IC de 95%)
100%
IMP 343 | 4 0 |33 | o
(51,0-100)
100%
VIM 343 | 51 1 291 0
(93,0-100) ™, (98,1-99,9)
10% >~  100%
NDM | 343 | 73 0o |20 o
. (95 (98,6-100)
Enterobacteriaceae V 99 6%
KPC | 343 | 83 1 259 | 0 @ ’ o
\ 5,6-100) (97,9-99,9)
- 100% 100%
OXA-48 | 343 | 89 0 | 254
~ (95,9-100) (98,5-100)
100% 98,1%
Global | 343 | 2912 | 12 51\) 0 ? ?
(98,7-100) (89,9-99,7)
100% 98,4%
IMP 80 | 16 \ 3 0
N\ (80,6-100) (91,7-99,7)
\;\J 100% 100%
VIM 80 0 49 0
(89,0-100) (92,7-100)
Vs 100%
) NDM 80 0 0 80 0 NA
Agar Pseudomonas “ (95,4-100)
sangue aeruginosa \ 100% 100%
KP ~Qo 1 0 79 0
(20,7-100) (95,4-100)
100%
A- 80 0 0 80 0 NA
(95,4-100)
o W 100% 96,9%
Global | 80 | 48 1 31 0
)\\ (92,6-100) (84,3-99,5)
- 100% 100%
(0 IMP 4 | 20 0 24 0 ’ ’
@ (83,9-100) (86,2-100)
K 100%
VIM 44 0 0 44 0 NA
Q\O (92,0-100)
100% 100%
NDM 44 5 0 39 0
N Acinetobacter (56,6-100) (91,0-100)
& baumannii 100%
KPC 44 0 0 44 0 NA
4/ (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)
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Tabela 12. Xpert Carba-R vs. sequenciacao de referéncia (Continuagao)

. . Sensibilidade |Especificidade
Meio Organismos Alvo N VP FP VN FN (IC de 95%) (IC de 95%)
IMP 343 | 4 0 | 39| o 100% 100%
(51,0-100) (98,9-100)
100% 99,7%.
VIM 343 | 5|t 20t 0| 1‘(’)0) - }Q;
100% 99,6%
NDM | 343 | 73 1 269 | 0
) (95,0-100) 97)6-99,9)
Enterobacteriaceae 100% N 100%
0 0
KPC 343 | 83 0 | 260 | © c
(95,6-190) > (98,5-100)
o 100%
OXA-48 | 343 | 89 0 | 254 | o0 .
4@ 0) (98,5-100)
Global | 343 | 2912 | 2 50 0 \Qmo% 96.2%
(\ (98,7-100) (87,0-98,9)
IMP 80 | 16 1 6 T 100% 98,4%
( ) (80,6-100) (91,7-99,7)
VIM 80 | 31 0 0 100% 100%
@ (89,0-100) (92,7-100)
\ 100%
] NDM | 80 | 0 4 @ g0 | o NA
Agar Pseudomonas ; (95,4-100)
MacConkey aeruginosa KpC 80 ) 0 79 0 100% 100%
e (20,7-100) (95,4-100)
100%
OXA-48 \ ) 0 0 80 0 NA (95.4-100)
al @ svo 48 1 31 0 100% 96.9%
QD
(92,6-100) (84,3-99,5)
100% 100%
IMP 44 | 20 0 24 0
. (\Q (83,9-100) (86,2-100)
S\\"’ 100%
(b VIM 44 0 0 44 0 NA (92,0-100)
NDM 44 5 0 39 0 100% 100%
Ae% bacter (56,6-100) (91,0-100)
mannii 100%
KPC 44 0 0 44 0 NA (92,0-100)
\<» 100%
K OXA-48 | 44 0 0 44 0 NA (92,0-100)
s O 100% 100%
L 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 e como negativo
para o ensaio Xpert Carba-R se todos os cinco alvos do ensaio eram negativos. Um fenotipo ndo suscetivel significa que o isolado
era intermédio ou resistente a pelo menos um carbapenemo. Um fendtipo suscetivel significa que o isolado era suscetivel a

imipenemo, meropenemo e ertapenemo.

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

18
18.1

Resultados fenotipicos ( >‘
[ Nao suscetivel Suscetivel Tetal )
8| Gene detetado 356 10 Aseﬁ’
®
o Gene néo u
t detetado 95 6 @ 01
5 \
< Total 451 16 ~\" 467
\gu
Tabela 14. Xpert Carba-R (agar MacConkey) vs. fenoti combinado
Resultados fenotipi@ ‘\I
[ Nao suscetivel Suscetivel Total
[ VN
8| Gene detetado 357 e 367
&
(&} Gene nao b \
94 6 100
T detetado O
Q.
x Total 451 v 16 467

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

b.  Os 94 isolados que sao fenotipicamente ndo eis a carbapenemos mas negativos no ensaio Xpert Carba-R podem
conter outros mecanismos de resisténcia a enemos, como beta-lactamases AmpC ou beta-lactamases de espectro
alargado em combinagdo com mutagde (@w , ou potencialmente outros genes de resisténcia a carbapenemos que néo
séo detetados pelo ensaio Xpert Cagba-R

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

Entre os 934 testes realizados (46@1&)5 x 2 tipos de 4gar), um apresentou inicialmente um resultado SEM RESULTADO

p €nsaio foi de 100% (934/934).

Desempenho an

Sensibilidade anali imite de dete¢ao) - Zaragatoas retais e peri-retais

A sensibilidade a@ou limite de dete¢@o (LoD) do ensaio Xpert Carba-R foi avaliada com organismos produtores de

carbapenemasﬁ cados em matriz de zaragatoas retais humanas negativas agrupadas e em matriz de zaragatoas peri-retais

humana; n agrupadas. O LoD foi determinado para duas bactérias produtoras de carbapenemases para cada analito do
gene, 0 genes que codificam KPC, NDM, VIM, OXA-48 e IMP. As bactérias foram tituladas por contagens em placa e
se; ? zaragatoas limpas. As zaragatoas foram colocadas na matriz de zaragatoas retais negativas agrupadas ou na matriz
de&l toas peri-retais negativas agrupadas e foram avaliados replicados de 20 para um minimo de cinco concentragdes

Qere es ao longo de quatro dias. O LoD para cada um dos dez organismos produtores de carbapenemases foi estimado por

Alise pelo método de probit. O LoD ¢ definido como a concentragdo mais baixa de células alvo (UFC/zaragatoa) que pode ser

diferentes de reagentes Xpert Carba-R e o LoD pretendido é o mais elevado das duas determinagdes. Os LoD estimados foram

Q Gistinguida de forma reprodutivel das amostras negativas com uma confianga de 95%. O estudo foi realizado com dois lotes

verificados preparando e testando 10 réplicas de duas dilui¢cdes independentes de cada bactéria a cada LoD estimado.
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O LoD pretendido para cada par de organismos produtores de carbapenemases nas matrizes de zaragatoas retais e peri-retais ¢
indicado na Tabela 15 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 UFéIZ:':thoa I[joFDCIpretendido no reagente Ver.if.igo
zaragatoa de amostra (po 0)
Lote 1 Lote 2 (UFC/mI) (. )
IMP-1 Acinetobacter baumannii 174 141 174 35 20120
IMP-1 Klebsiella pneumoniae 303 306 306 61 éﬁ 20/20
VIM-1 Klebsiella pneumoniae 247 305 305 ‘\U 20/20
VIM-4 Escherichia coli 815 468 815 . ¥ 20/20
/TTDéAc_g/Yf\?zsﬁI? pneumoniae 17 251 251 {:’\\S\’so 20120
NDM Kiebsiella pneumoniae 74 57 4\ 5 19/20
EZ?S gigziella pneumoniae 373 202 @V 75 20120
KPC Enterobacter cloacae 779 537 (h??g 156 20/20
OXA-48 Enterobacter cloacae 154 109 %] 7 154 31 20/20
OXA-48 Escherichia coli 104 ()| 14 21 20/20

$

Tabela 16. Estimativas e verificagao do Lo, pﬁ'a organismos portadores de genes para carbapenemases
utilizando o ensaio X rba-R numa matriz de zaragatoas peri-retais

] 'vls_do LoD LoD estimado
Gene-alvo e oraanismo O (Probit) LoD pretendido| no reagente Verificagdo
9 ./ UFClzaragatoa UFClzaragatoa | de amostra | (positivos/20)
Lote 1 Lote 2 (UFC/ml)
IMP-1 Acinetobacter baym@ 90 118 118 24 19/20
IMP-1 Kiebsiella pneufohide” 269 635 635 127 20/20
VIM-1 Klebsiella pn iae 901 514 901 180 20/20
y .
VIM-4 EscheriW 446 403 446 89 20/20
NDM-1 Kleb%pneumoniae
ATCC m 133 113 133 27 20/20
o8#Ella pneumoniae 56 54 56 1 20/20
Klebsiella pneumoniae
13438 358 292 358 72 20/20
C\ PC Enterobacter cloacae 1259 1303 1303 261 20/20
Q ¥ OXA-48 Enterobacter cloacae 223 166 223 45 20/20
OXA-48 Escherichia coli 126 137 137 27 20/20
Xpert® Carba-R 33
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18.2
18.2.1

Reatividade analitica (Inclusividade)

Estudo das matrizes de zaragatoas retais e peri-retais

A reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R com as matrizes de zaragatoas retais e peri-retais foi avaliada testando um painel
de 72 amostras. Este painel consistia das seguintes estirpes bacterianas bem caracterizadas: 11 blagpc (KPC), 11 blayp, (VIM),
8 blagx a-4g (OXA-48), 5 blaypp/blagxa-131 NDM/OXA-181), 6 blagx .11 (OXA-181), 17 blapp (IMP) e uma blaypc/
blayy (KPC/VIM). As estirpes testadas nas matrizes de zaragatoas retais e peri-retais e as suas concentragdes de teste sdo
apresentadas na Tabela 17.

Para os testes em matrizes de zaragatoas retais e peri-retais, os organismos foram semeados numa matriz de zaragatoas 1g
negativas agrupadas ou numa matriz de zaragatoas peri-retais negativas agrupadas. Todas as estirpes bacterianas foraj das
em triplicado para ambas a as matrizes de zaragatoas. Os genes-alvo do ensaio Xpert Carba-R foram detetados Gm
72 estirpes bacterianas produtoras de carbapenemases, embora o IMP-4 tenha sido detetado apenas com uma c%’agﬁo
superior (Tabela 17). As sequéncias-alvo do ADN do ensaio Xpert Carba-R ndo foram detetadas em trés estigpes bacterianas,
conforme mostrado na Tabela 17. Em uma das trés estirpes bacterianas, o gene IMP-13 nao foi detetado psaio, embora
tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado. Em duas das outras trés estirpes bactegia genes IMP-7 e
IMP-14 ndo foram detetados pelo ensaio e também ndo tinha sido previsto pela analise in silico q\ detetados. Consulte

Secc¢do 15, Limitagdes no folheto informativo.

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

N
Marc rw Concentragéao testada
resistépciacom nas matrizes de
informagdo da zaragatoas retais e
ID da estirpe Organismo @iante peri-retais (UFC/ml)
NCTC 13438 Klebsiella pneumoniae \ PC-3 153
31551 Klebsiella pneumonia O ~ KPC-4 50
ATCC BAA-1705 Klebsiella pneumo KPC-2 130
PA-Col Pseudomonag KPC-2 250
aerugingsa
Ente%r
KBM18 @ KPC-2 250
BM9 K@s?éy}pneumoniae KPC-3 330
PA3 Kiebstlla pneumoniae KPC-2 100
CGNC ., “Serratia marcescens KPC-2 300
CFVL ’\b " Enterobacter cloacae KPC-2 160
COL o\ ] Escherichia coli KPC-2 147
GR-04/KR69" Klebsiella pneumoniae KPC-2, VIM 80
,1@;58 Klebsiella oxytoca KPC 70
x@t 13437 Pseudomonas VIM-10 500
aeruginosa
JONNeTC 13439 Klebsiella pneumoniae VIM-1 130
K \‘ NCTC 13440 Klebsiella pneumoniae VIM-1 70
O 758 Pseudomonas VIM 250
aeruginosa
Q PA-87 Klebsiella pneumoniae ViM 200
B92A Pseudomonas VIM 2000
aeruginosa
Colt Pseudomonas VIM-2 500
aeruginosa
BM19 Serratia marcescens VIM-2 250

34
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Tabela 17. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R em matrizes de
zaragatoa retal e peri-retal (Continuagao)

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 'hb
DIH Klebsiella pneumoniae VIM-19 250 (\\
MSH2014-3 Enterobacter cloacae VIM 50((— ‘\J
NCTC 13443 Klebsiella pneumoniae NDM-1 \80
ATCC BAA-2146 Klebsiella pneumoniae NDM-1 A
34262 Klebsiella pneumoniae NDM N Do
GEN Acinetobacl_"er NDM-1 O\\ 130
baumannii
3047 Enterobacter cloacae NDM-1 ’& 70
7892 Proteus mirabilis NDM-1 N, ™ 30
CAN Salmonella spp. NP\VM‘\.) 70
dapetobaer | 3 o
5 Escherichia coli X\ (Dm-4 30
405 Escherichia coli N ('\ NDM-5 30
CF-ABE Citrobacter freundjimely ™~  NDM 30
73999 P Z‘Z‘r’b‘,’;’{:gs”:s, N NDM 50
39365 Provide(c'e&ttgeri NDM-1 70
NCTC 13442 Klebsieljngheurhoniae OXA-48 40
oM11 Kaneumoniae OXA-48 60
501 Enterébacter cloacae OXA-48 80
DUW Ad(%&ebsiella pneumoniae OXA-48 120
om2 + ()" Escherichia coli OXA-48 80
BOU A\'\ Enterobacter cloacae OXA-48 80
THK‘O Enterobacter cloacae OXA-48 120
'@‘ Escherichia coli OXA-48 100
. A\Qﬁ%«% Klebsiella pneumoniae OXA-181 20
‘\\J42194 Klebsiella pneumoniae OXA-181 20
(\‘MSH2014-64 Klebsiella pneumoniae OXA-181 280
MSH2014-72 Escherichia coli OXA-181 100
O\ 74 Escherichia coli OXA-181 100
Q CDCO0051 Klebsiella ozaenae @ OXA-181 250
B108A Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 10
C10192-DISCS Enterobacter NDM, OXA-181 10
aerogenes
KP-OMA3 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 60
1300920 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 15
Xpert® Carba-R 35
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Tabela 17. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R em matrizes de
zaragatoa retal e peri-retal (Continuagao)
Marcador de Concentragao 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 (‘\g
- ~
695 Acinetobacter IMP-1 1 72()
baumannii
2340 Enterobacter cloacae IMP-1 %
IMPBMI Klebsiella pneumoniae IMP-1 ‘\< Zl 0
Yonsei_1 A‘l';’”et"bac??r IMP-1 O\\ 1000
aumannii {
Yonsei_2 Acinetobacter IMP-1 \.\ 500
- baumannii
6852 Klebsiella pneumoniae IM‘P.-1 N\ 100
N
MKAM Pseudomonas IMP-1 500
aeruginosa
70450-1 Pseudomonas “Ovip-1 250
aeruginosa \
3994 Pseudomonas spp. o C)v IMP-10 250
CDCO0161 Enterobacter IMP-4 5,00E+04
aerogenes’
5344 Pse”do.msn"”! IMP-2 60
aer a
3085 Psgadghorias IMP-11 2000
ginosa
4032 \£sdudomonas IMP-6 80
aeruginosa
¥ Pseudomonas
3424 I . IMP-7 b:C 1,00E+06
Q\ aeruginosa
32443m N Klebsiella pneumoniae IMP-13¢ 1,00E+06
(%4
Pseudomonas IMP-14 b 1,00E+06
aeruginosa
a. LE a‘nismos néo foram testados como isolados bacterianos.
b. es IMP-7 e IMP-14 (Pseudomonas aeruginosa) ndo foram detetados pelo ensaio e também néo tinha sido previsto
a andlise in silico que seriam detetados (consulte a Secgéo 15, Limitagdes).
detetado pelo ensaio (consulte a Secgédo 15, Limitagdes).

\0AP-1 3 (Klebsiella pneumoniae): embora tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado, o gene IMP-13 néo foi

(<O
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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 blagx 43 (OXA-48), 5 blaypp/blagxa.1g1 NDM/OXA-181), 5 blagx .1z (OXA-181), 17 blapp (IMP) € uma
blaypc/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¢do de 10 pl de suspensdo celular de McFarland 0,5 para cada estirpe bacteriana em 5 ml de reagente de amostra. Os teste
foram realizados utilizando tanto placas de agar sangue como de agar MacConkey. Os genes-alvo do ensaio Xpert Carba—JQaa
detetados em 68 de 71 estirpes bacterianas de ambas as placas. As sequéncias-alvo do ADN do ensaio Xpert Carba-Rmé m
a

detetadas em trés estirpes bacterianas, conforme mostrado na nota de rodapé da Tabela 18. Em uma das trés esti@’ l nas, o

gene IMP-13 ndo foi detetado pelo ensaio, embora tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado! as das trés
estirpes bacterianas, os genes IMP-7 e IMP-14 que ndo foram detetados pelo ensaio e também néo tinha sidépreviSto, 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\\@nos

ID da estirpe Organismo Mar@% resistén_cia com
‘ macao da variante
NCTC 13438 Klebsiella pneumoniae {\Y  «pc-3
31551 Klebsiella pneumoniae P N KPC-4
ATCC BAA-1705 Klebsiella pneumoniae KPC-2
PA-Col Pseudomonas aerum KPC-2
KBM18 Enterobacter agegeHs KPC-2
BM9 Klebsiellg pelBhiae KPC-3
PA3 Klemeoniae KPC-2
CGNC Ser@tia\narcescens KPC-2
+
CFVL L €nterobacter cloacae KPC-2
coL \ ) Escherichia coli KPC-2
GR-04/KP-69 r\‘ - Klebsiella pneumoniae KPC-2, VIM
164-3 U Klebsiella oxytoca KPC
NCTC 13437 (\ Pseudomonas aeruginosa VIM-10
NCTC 131:‘{3\ Klebsiella pneumoniae VIM-1
NCTC %" Klebsiella pneumoniae VIM-1
~
’\,@‘ Pseudomonas aeruginosa VIM
. R-87 Klebsiella pneumoniae VIM
. f\\‘ B92A Pseudomonas aeruginosa VIM
\.J Col1 Pseudomonas aeruginosa VIM-2
<\ i BM19 Serratia marcescens VIM-2
& KOw7 Escherichia coli VIM-4
O DIH Klebsiella pneumoniae VIM-19
Q MSH2014-3 Enterobacter cloacae VIM
NCTC 13443 Klebsiella pneumoniae NDM-1
ATCC BAA-2146 Klebsiella pneumoniae NDM-1
34262 Klebsiella pneumoniae NDM
GEN Acinetobacter baumannii NDM-1
3047 Enterobacter cloacae NDM-1
Xpert® Carba-R 37
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Tabela 18. Reatividade analitica do ensaio Xpert Carba-R - Isolados bacterianos (Continuagao)

ID da estirpe Organismo Mal_'cador de~ resisténf:ia com
informacéo da variante
7892 Proteus mirabilis NDM-1
CAN Salmonella spp. NDM-1
EGY Acinetobacter baumannii NDM-2 Fa\
I5 Escherichia coli NDM-4 \"¢
405 Escherichia coli NDM-5 (e ‘\/
CF-ABE Citrobacter freundii NDI\& ~
73999 Pseudomonas aeruginosa W
39365 Providencia rettgeri \\Wh
NCTC 13442 Klebsiella pneumoniae . nb)?A-48
oM11 Klebsiella pneumoniae X\VOXA-48
501 Enterobacter cloacae 0" OXA-48
DUW Klebsiella pneumoniae 7~ N OXA-48
Oom22 Escherichia coli U OXA-48
BOU Enterobacter cloam OXA-48
TUR Enterobacter gloache’ OXA-48
11670 Eschgrigfia\pdli OXA-48
MSH2014-64 K/ebs@‘b’moniae OXA-181
MSH2014-72 chh}ichia coli OXA-181
B108A R A(lebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
C10192-DISCS %robacter aerogenes NDM, OXA-181
KP-OMA3 ,\‘ - Klebsiella pneumoniae NDM-1, OXA-181
166643 \_J  Kebsiella pneumoniae OXA-181
42194 (\ Klebsiella pneumoniae OXA-181
1300929 0\ Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
MSH@\?@' Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
A~ Escherichia coli OXA-181
67C 13476 Escherichia coli IMP-1
, f\\‘ 695 Acinetobacter baumannii IMP-1
\V 2340 Enterobacter cloacae IMP-1
t\ i IMPBMI Klebsiella pneumoniae IMP-1
K 6852 Klebsiella pneumoniae IMP-1
0 Yonsei_1 Acinetobacter baumannii IMP-1
Q Yonsei_2 Acinetobacter baumannii IMP-1
70450-1 Pseudomonas aeruginosa IMP-1
3994 Pseudomonas spp. IMP-10
MKAM Pseudomonas aeruginosa IMP-1
5344 Pseudomonas aeruginosa IMP-2
G029 Salmonella spp. IMP-4
38 Xpert® Carba-R
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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
3985 Pseudomonas aeruginosa IMP-11
4032 Pseudomonas aeruginosa IMP-6
3424 Pseudomonas aeruginosa IMP-720 ‘hb
32443 Klebsiella pneumoniae IMP-132 (\\
92 Pseudomonas aeruginosa IMP-142b ‘ ‘\J
a. Nao detetado pelo Xpert Carba-R (ver Secgao 15, Limitagdes). s
b.  Os genes IMP-7 e IMP-14 nao foram detetados pelo ensaio e n&o tinha sido previsto pela analise in silic seriam
detetados (consulte a Secgéo 15, Limitagdes). @

As variantes detetadas e as previsdes para a dete¢do de outros subtipos de cada gene de resistén '\Xdas na analise in silico
sdo apresentadas na Tabela 19 (representando resultados do estudo de matriz de zaragatoa ret: ‘solados bacterianos).

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

y ]
Marcador Testes em meios himidos ( ‘\’ Néo testado mas
(ou subgrupo Y( ) ni com detegao prevista
ub o . ipo(s) nao segundo a analise
tradicional) N.° de amostras Tipo(s) detetado(s) detetado(s) 9 in silico

XN KPC-5, 6.7, 8, 9, 10,
KPC 12 KPC-2.3, O - 11,12, 13, 14, 15, 16
NDM 18 NDM-1,2, - NDM-3, 6, 7, 8, 9
VIM5, 6.7, 8,9, 11,

Y4
12, 13, 14, 15, 16, 17,
VIM 12 2,4,10,19 - 18, 20, 23, 24, 25, 26,
Q 27, 28, 29, 30, 31, 32,

T\ 33, 34, 35, 36, 37, 38

[

OXA48 s NS oxa4s 181 i OXA-162, 163, 204,
A (variante de OXA-48) 232, 244, 245, 247
’\p\ N IMP-3, 8, 9, 13, 19,
IMP-1 (9 estirpes), 78 43b 143 20, 21, 22, 24, 25, 27,
IMP \' IMP-2, 4, 6, 10, 11 IMP-7%, 137, 14 28, 30, 31, 33, 37, 40,
42
55N -
a. Osgenes IMP, -14 (Pseudomonas aeruginosa) nao foram detetados pelo ensaio e também nao tinha sido previsto pela
analise in sifico'que seriam detetados (consulte a Secgao 15, Limitagdes).
b. IMP-13 bSiglla pneumoniae) foi testado: embora tivesse sido previsto pela analise in silico que seria detetado, o gene IMP-13
nao fet detetado pelo ensaio (consulte a Secgdo 15, Limitagdes).
Xpert® Carba-R 39
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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, anélise de sequenciagdo de ADN ou Check-Points array, versio CT102.
4

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

>1 x 10% UFC/ml, excetuando o Peptostreptococcus anaerobius que foi testado a 5 x 10° UFC/ml. Os virus fo

>1x10° TCIDs(/ml ou superior a 2,5 x107 copias de ARN/ml. Uma linha celular da bexiga (ADN gendmico h@ foi testada
a1x 10° células/ml. Os organismos foram diluidos na matriz de zaragatoas retais negativas agrupadas ou rfymatriZ'de zaragatoas
peri-retais negativas agrupadas e testados em triplicado. Nenhum dos 94 organismos potencialmente com dade cruzada e
acidos nucleicos testados foram detetados com o ensaio Xpert Carba-R.

Para os isolados bacterianos, os organismos foram cultivados acrobicamente em placas de agar sar%;@gar MacConkey. Foram
preparadas duas suspensdes celulares equivalentes a uma suspensao celular de McFarland 0,5 apartirde colonias isoladas em
cada tipo de placa de 4gar. Cada organismo foi testado quatro vezes no total (duas réplica ade’lima de duas suspensdes
celulares de McFarland 0,5 por organismo) a partir de cada placa. K

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

Tabela 20. Numero de organismos suscetiveis e ndao suscetiveg)arbapenemos para cada antibiotico

Ertapenemo @IO Meropenemo

Suscetivel 19 fa 0 24

Intermédio 0 \ 4K 4

Resistente 43 24 34

’P
Tabela 21 ."ainel de reatividade cruzada
AN
O Suscetibilidade a
Oraanismo ID Doe Mecanismos de carbapenemos
9 P resisténcia confirmados (S//R)?
ETP? IMP2 MEM?
L , - CTX-M (-1, semelhante a
Escherichia coli .\C; CTC 13441 fipo 125, TEM s s S
Klebsiella pneumonﬁ' N NCTC 13465 CTX-M (25) S S S
Enterobacter ae fhes 810 Deficiéncia de OmpC/OmpF; R R R
TEM
Citrobacty.&/r?dii 1698 TEM (WT+164S) s s S
y 3
EnteroBgbief cloacae 5557 AmpC (ACT/MIR) R R R
I@@b‘pneumoniae kpn5 CTX-M-2 R S R
Kiebsiella pneumoniae kpn12 TEM; SHV; CTX-M R R R
C scherichia coli ecol TEM; CTX-M-2 R R R
Q Escherichia coli eco2 CTX-M (2); TEM; OXA-2 R S S
Enterobacter cloacae cor1 CTX-M (2); TEM R R R
Serratia marcescens hpp21 CTX-M (2); TEM S S S
Morganella morganii fer29 CTX-M (2); TEM S R S
Proteus mirabilis gut25 CTX-M (2); TEM S R S
Salmonella spp. 3209 CTX-M (2); TEM S S S
Shigella flexnerii 3331 CTX-M (2); TEM S S S
40 Xpert® Carba-R
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Tabela 21. Painel de reatividade cruzada (Continuagao)

Suscetibilidade a

Organismo ID da estirpe . M.e ca_nismo§ de carbapeneamos
resisténcia confirmados (S/IR)
ETP? IMP? MEMa‘
Enterobacter cloacae PA_3 AmpC; CTX-M-15; TEM S S i*
Klebsiella pneumoniae 32189 SHV S S A*S ?
Klebsiella pneumoniae 32443 CTX":’i'p(J '12‘;"‘89:{7‘“3 a s s(' J O
Klebsiella pneumoniae 32508 CT;(F')Z' 1(51) ZZT/‘*?EW a R 6 R
Klebsiella pneumoniae 33560 CTX-M (15); SHV-11; TEM-1 S\\o S S
Klebsiella pneumoniae 33603 SHV-2 h\“ | R
Klebsiella pneumoniae 33617 SHV-27 (y S S
Klebsiella pneumoniae 33643 SHYV (-5, -55); TEM {S@ S S
Klebsiella pneumoniae 34430 SHV; TEM; CTX-M-15"\% S s s
Klebsiella pneumoniae 34680 TEM; CTX-M2 o~ R s R
Klebsiella pneumoniae 34732 CTX-M (15); SHV FEM R s s
Enterobacter cloacae PA_174 GX-/CuItura+( ; TEM S S S
Enterobacter aerogenes STU 645 SHV ( 38%+240K) R S R
Enterobacter aerogenes STU 669 S WZ388+240K) R R R
Escherichia coli C3015 % (CMY 1l); TEM R R R
Enterobacter aerogenes RI_100 Vs A‘mpC (DHA); SHV R R R
Klebsiella pneumoniae B4A aa SHV (WT + 238S +240K) R R R
Klebsiella pneumoniae B1§p\\ SHV (WT + 238S +240K) R S S
Enterobacter cloacae MN v AmpC (ACT/MIR) R I I
Enterobacter amnigenus \Bﬂ AmpC (ACT/MIR) R R R
Klebsiella pneumoniae ,C\ DD82A SHV (WT + 238S + 240K) R S R
. e C'\ CTX-M (-1, semelhante a
Klebsiella pneumonla\\' B100 tipo 15); SHV (WT+238S); R S R
m TEM
Enterobacter clo 135B TEM S S S
Klebsiella pneligioniae B157 SHV; TEM R R R
Esch icﬁ)i T2914280 CTX-M (-1, -15); TEM R S R
Provjdenci® stuartii DD188 TEM (104K + 164S) R | |
b&cter cloacae DD189 AmpC (ACT/MIR) R S S
‘Qgsc;erichia coli B193B CTX"\t’i'p(: ] ;f?;'&a”te a R s

Q Klebsiella pneumoniae T3019989-1 CTX"\::p((':% 53;3 rgelz_:r\}ante a R I R
Kiebsiella pneumoniae T3019989-2 CTX"\t’:p(: : ;“?”S‘?_:r\‘/a”te a R s R
Enterobacter cloacae ENC-THAI14 VEB-1, TEM S S S
Escherichia coli CB154006 CTX-M (9); TEM R | |
Enterobacter cloacae S35766 AmpC (ACT/MIR) S S S
Enterobacter cloacae X1856910 AmpC (ACT/MIR); TEM R | |
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Tabela 21. Painel de reatividade cruzada (Continuagao)

Suscetibilidade a
Organismo ID da estirpe . M?ca.nismo§ de carbapeneamos
resisténcia confirmados (S/IIR)
ETP? IMp2 MEMa‘
Klebsiella pneumoniae W3758164 CT;(:;" 1(51) Séi"(‘f'?é’;}le a R | h*
Klebsiella pneumoniae X2135758 CTX-M (-1, se.melhante a R s O§
tipo 15); SHV (. )
Klebsiella pneumoniae W3809535 CTX-M (-1, sgmelhante a R Q\-" R
tipo 15); SHV
Pseudomonas aeruginosa CDCO0064 SPM R‘ Q) R
Serratia marcescens CDC0099 SME B_N; R R
Serratia marcescens CDCO0121 SME < U R R
Serratia marcescens CDC0122 SME A R R R
Serratia marcescens CDC0123 SME f\\>‘ R R R
Serratia marcescens CDC0124 SME f' ‘\} R R R
Serratia marcescens CDC0130 SME V R R R
Serratia marcescens CDC0131 SN% R R R
Grupo Enterobacter cloacae CDCO0132 Ve R R R
\o
glgggzxo Enterobacter CDCO0164 : OIMI R R R

a. S/IIR = Suscetivel/Intermédio/Resistente, ETP = Ertapenemo,\/lP = Imipenemo, MEM = Meropenemo

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

Q;\ ’ Concentragao testada
ID da estirpe O Organismo (UFC/ml, salvo es’p_ecificagéo
em contrario)
ATCC 25922 (\ Escherichia coli 2,67E+06
ATCC 29%16\ Enterococcus faecalis 3,15E+06
ATCC ;\Uo&}%‘ Klebsiella pneumoniae 5,20E+06
AL E5218 Escherichia coli 2,47E+06
¢ C'25923 Staphylococcus aureus 4,53E+06
P A\A?CC 27853 Pseudomonas aeruginosa 3,17E+06
X~ ATCC 9689 Clostridium difficile? 1,80E+07
\\\ ATCC 700621 Enterobacter cloacae 8,95E+06
4[ - ATCC 9756 Enterococcus faecium 6,54E+06
) ATCC 13182 Klebsiella oxytoca 4,76E+06
Q o ATCC BAA-747 Acinetobacter baumannii 2,27TE+06
ATCC 33128 Citrobacter freundii 2,01E+06
ATCC 49948 Morganella morganii 8,19E+06
ATCC 51331 Stenotrophomonas maltophilia 3,15E+06
ATCC 27028 Citrobacter koseri 5,05E+06
ATCC 49809 Providencia stuartii 3,01E+06
42 Xpert® Carba-R
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18.4

<<O

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

Concentracao testada
ID da estirpe Organismo (UFC/ml, salvo especificagao
em contrario)
ATCC 49037 Peptostreptococcus anaerobius® 5,00E+05 N
CCUG 29780 / ATCC 12401 Streptococcus agalactiae 5,21E+06
ATCC 15703 Bifidobacterium adolescentis? 1,10E+08 f\&
ATCC 51697 Enterobacter aerogenes 3,19Eﬂ ‘\.) N
ATCC 43071 Proteus mirabilis 1,78E+86./
CCUG 34787 Acinetobacter spp. 2,40B+06
CCUG 418 Citrobacter freundii KR (795E+06
CCUG 33629 Corynebacterium diphtheriae r\\\4,48E+06
CCUG 17874 Helicobacter pylori (\J 1,61E+06
CCUG 33548 Listeria monocytogenes (\‘ 4,77E+06
CCUG 6325 Providencia alcalifaci‘egs(\\ 4,91E+06
CCUG 43594 / ATCC 33560 Campylobacter jej%;?v 3,27E+06
MRVP/ZeptoMetrix Adenovirus B tiWA/ 1,40E+05 TCIDg5p/ml
MRVP/ZeptoMetrix Enterovirys tipo@AINY? 4,40E+05 TCIDsg/ml
Amostra clinica — Cepheid blor;w'%»Glla 2,5x 107 copias de ARN/ml
a. Estes organismos foram testados em matrizes de zaragat Vie zaragatoas peri-retais.

Tabela 23. Linha celular que representa o ADN genémico humano

4
Nome do or: iso Fonte
Carcinoma (;el a) xiga ATCC HTB-4

Interferéncia competitiva
Foi efetuado um estudo de int@ competitiva para testar se um titulo elevado de um ou mais organismos produtores de

carbapenemases poderia interfi m a detecdo de um segundo organismo-alvo produtor de carbanepemase que estivesse
presente com um titulo baﬁ- am formuladas amostras de elevado titulo para concentragdes de 5 x 10% UF C/zaragatoa e foram
formulados alvos de ba@ 0 para cerca de 2x LoD para a respetiva estirpe na matriz de zaragatoas retais ou de matriz de
zaragatoas peri-retaig” estudo foi utilizada uma estirpe bacteriana produtora de carbapenemases para cada analito do gene,
ou seja, 0s genes@iﬁcam KPC, NDM, VIM, OXA-48 e IMP. Cada tipo de estirpe bacteriana produtora de carbapenemases
foi testada paratitules baixos em conjunto com um titulo elevado dos outros, um ou dois, tipos de estirpe bacteriana produtora de
carbape abela 24). As amostras foram testadas em replicados de oito.

Foi ob; o um efeito inibidor para trés dos cinco alvos (IMP, VIM e OXA-48) quando estava presente uma concentragao

b cada alvo em associagdo com uma concentragdo elevada de um ou dois outros alvos para as amostras testadas na matriz
ZXgatoa retal. Os trés alvos (IMP, VIM e OXA-48) foram testados com uma concentragdo mais elevada (4x LoD) em
sociagcdo com uma concentra¢do elevada de um ou dois outros alvos para as amostras testadas na matriz de zaragatoa retal. Nao

ol observado efeito inibidor para os trés alvos (IMP, VIM e OXA-48) a 4x LoD na presenga de coinfecdes clinicamente

relevantes para o ensaio Xpert Carba-R.

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

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

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

VIM alto/OXA alto/KPC baixo E

Combinagao
KPC alto/NDM alto/VIM baixo @

VIM alto/OXA alto/NDM baixo

VIM alto/OXA alto/IMP baixo \\Q

IMP alto/KPC baixo

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

OXA alto/VIM baixo ('
VIM alto/OXA baixo =

KPC alto/NDM bl
Negati
P

18.5 Substancias potencialmente interferentes u
O desempenho do ensaio Xpert Carba-R foi avaliado com 24%ubstancias potencialmente interferentes que podem estar presentes
em amostras de zaragatoa retal e peri-retal. Foram preparadas ¢ testadas solugdes de substancias potencialmente interferentes (SI)
as concentracdes indicadas na Tabela 25. Incluiram-sg no estudo amostras positivas e negativas. As amostras positivas consistiam
de uma mistura de cinco organismos produtores apenemases portadores das sequéncias genéticas KPC, NDM, VIM,
IMP-1 e OXA-48 semeados em matriz de za;@ rétais negativas agrupadas ou em matriz de zaragatoas peri-retais negativas
agrupadas a aproximadamente 3x LoD.Foram¥gstados oito replicados de amostras positivas por substancia. As amostras
negativas consistiam em matriz de zararetais negativas agrupadas ou em matriz de zaragatoas peri-retais negativas
agrupadas ndo semeada com organigﬁos produtores de carbapenemases. Foram testadas oito amostras negativas de réplicas por

substancia para determinar o efeitofsobre o desempenho do controlo de processamento da amostra (SPC). Os controlos consistiam
em amostras positivas e negat“@ a adi¢do de substancias interferentes. O efeito de cada substancia potencialmente
interferente em replicado: i e negativos foi avaliado comparando os valores limite do ciclo (Ct) alvo gerados na presenga
da substancia com valo s controlos a que faltava a substancia. As amostras de replicados positivos e negativos para 22
substancias potencialmeé v@ terferentes foram corretamente identificadas pelo ensaio Xpert Carba-R. Podem ser observadas
interferéncias cor ndaio 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 z§ od retal. Consulte Secgdo 15, Limitagdes no folheto informativo. Amostras de matriz de zaragatoa retal,

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

N
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Tabela 25. Substancias que podem interferir testadas

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

esteroide

Composto para imagiologia

Sulfato de bario

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

Antibiotico (oral)

Cefalexina

0,25% piv_ |

Antibictico (oral) Ciprofloxacina 0,25%9h_)
Preservativo cor_n_lubrlflcante Nonoxinol-9 1 esMoa
espermicida &
Cremes/pomada/supositorios Hidrocortisona hkﬁ% p/v
Laxante Senosideos ‘\(}),25% piv
T hd
- Acido estearico/acido palmitico/coleste@ o
Lipidos (gordura fecal) ( 0,25% p/iv
Antidiarreicos Cloridrato de_ Ioperamlda/_subsal tasde 0,25% piv
bismuto (Imodlun)).\
Antidiarreicos Cloridrato Qe loperami uMcnato de 0,25% piv
bismuto (Kaopectdte)
Creme tdpico Kmal 0,25% p/v
Carbonata,de cidio/idroxido de
. aluminigiidsdxido de magnésio/ o
Antiacidos imeticona 0,25% pliv
ite de magnésia)
Clisteres 2 ¥ Oleo mineral 0,25% p/v
o . Polimixina B/ Neomicina/
Antibiético (tépico) \ o ) 0,25% p/v
N Bacitracina (Neosporin)
Anti-fungico/ < A o
) o . O Nistatina 0,25% p/v
anti-pruriginoso vagin
Antiacido Fa N Famotidina (Pepcid) 0,25% plv
. Q M Cloridrato de loperamida/subsalicilato de 0,25%, 0,1%,
Anti% bismuto 0,05%, 0,025%,
o N (Pepto-Bismol) 0,01% p/v
‘péu't()pico Vaselina 0,25% plv
Cremq&?’adas anti-hemorroidais Fenilefrina (Preparagéo H) 0,25% p/v
(Redutor de acido; antiacido Omeprazol (Prilosec) 0,25% plv
A‘\V Clisteres Clister salino 0,25% p/v
» Antiacido Cimetidina (Tagamet) 0,25% p/iv
K Antifungico/anti-prurido Vaginal Benzocaina, resorcinol (Vagisil) 0,25% p/iv
O Toalhetes humidos Cloreto de benzalcénio, etanol (Wet Ones) 1 unidade®
Q a.  Um preservativo adicionado a 40 ml de matriz de zaragatoa.
b.  Uma unidade (12,7 cm x 19,05 cm) adicionada a 40 ml de matriz de zaragatoa.
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18.6  Estudo de contaminagao por transferéncia
Foi realizado um estudo para demonstrar que os cartuchos GeneXpert independentes, de utilizagdo tnica, impedem a
contaminagao por transferéncia de amostras negativas executadas apos amostras muito positivas. O estudo consistiu numa amostra
negativa processada no mesmo modulo GeneXpert imediatamente apds uma amostra muito positiva. A amostra muito positiva é
constituida por células de E. coli inativadas contendo um plasmideo com um oligonucleotido 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 negati
agrupadas para uma concentragdo de 1 x 10° UFC/ml. O esquema de teste foi repetido 25 vezes em dois modulos Gene! A
totalizando 102 testes (25 amostras muito positivas por modulo e 26 amostras negativas por modulo) para a matriz de za
retais e a matriz de zaragatoas peri-retais. As 50 amostras positivas reportaram corretamente todos os alvos do Xpe % a

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

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 @ as agrupadas. Dois
operadores de cada um dos trés centros do estudo testaram um painel de 11 amostras em répliéados 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 . Foram utilizados trés lotes de
cartuchos do ensaio Xpert Carba-R em cada um dos trés centros de teste. Realizou-sg«Q ®nsaio Xpert Carba-R em conformidade
com o procedimento do ensaio Xpert Carba-R. Os resultados sdo apresentadoente na Tabela 26.
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Tabela 26. Resumo dos resultados da reprodutibilidade - % de concordancia,
matrizes de zaragatoas retais e peri-retais

% de
Centro 1 Centro 2 Centro 3 .
Amostra | Matriz? °°;‘:;:d::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) (144’14‘ir>
IMP pos R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 10 \
mod (24124) | (24124) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | P44 b
IMP pos R 91,7% | 87,5% | 89,5% | 833% | 87,5% | 854% | 875% | 79,2% | 83,3% \E?%
baixo (22/24) | (21/24) | (43/48) | (20/24) | (21/24) | (41/48) | (21/24) | (19/24) | (40/4 (124/144)
VIM pos R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 1 k_‘ 100%
mod (24124) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24)4| ) | (144/144)
VIM pos R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% N, 400% 100%
baixo (24124) | (24124) | (48/48) | (24124) | (24124) | (48/48) | (24124) | (24/8%) \48/48) (144/144)
NDM pos R 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% %g% 100% 100%
mod (24124) | (24124) | (48/48) | (24124) | (24/24) | (48/48) | (24/24)°\ (24/24) | (48/48) | (144/144)
NDM pos R 91,7% | 958% | 93,8% | 958% | 958% | 958% | 100% N 91,7% | 95.8% 95,1%
baixo (22124) | (23/24) | (45/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48)p™( (22/24) | (46/48) | (137/144)
KPC pos R 100% 100% 100% 100% 100% 100%\ 0% 100% 100% 100%
mod (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) 4/24) | (24/24) | (48/48) 144/144
( )
KPC pos R 958% | 100% | 97,9% | 100% | 91,7% W 958% | 958% | 95.8% 96,5%
baixo (23/24) | (24/24) | (47/48) | (24/24) (22/24)( (46/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48) | (139/144)
OXA-48 R 100% 100% 100% ~100% 100% 100% 100% 100%
pos mod (24/24) | (24/24) | (48/48) (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
OXA-48 R 95,8% | 100% | 97,9% 97,.9% | 91,7% | 100% | 95.8% 97,2%
pos baixo (23/24) | (24124) | (47/48) (47/48) | (22/24) | (24/24) | (46/48) | (140/144)
Neaat PR 100% 100% 100% | 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
gat. (24/24) | (24124) | (4B/ABIN[ 1BA24) | (24/24) | (4B/48) | (24124) | (24124) | (48/48) | (144/144)
A KA
IMP pos PR 100% 100% 6 % 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
mod (24/24) | (24124) (| (4 (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
IMP pos PR 95,8% | 91,7% 8% | 100% 100% 100% 100% | 91,7% | 95,8% 96,5%
baixo (23/24) | (2 (45148) | (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%
mod (24/% 24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
VIM pos PR sNp 917% | 958% | 917% | 917% | 91.7% | 958% | 833% | 89.6% 92,4%
baixo (22/24) | (46/48) | (22/24) | (22/24) | (44/48) | (23/24) | (20/24) | (43/48) | (133/144)
NDM pos P 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 @‘ 100% 100% 100% 100% 100% 100% | 87.5% | 100% | 93,8% 97,9%
baixo | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (21/24) | (24/24) | (45/48) | (141/144)
KPC > PR 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
god f (24124) | (24124) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
os PR 91,7% | 91,7% | 91,7% | 91,7% | 958% | 938% | 100% | 91,7% | 95.8% 93,8%
ixo (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 (24124) | (24124) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
OXA-48 PR 87,5% | 87,5% | 87,5% | 100% | 95,8% | 97,.9% | 958% | 958% | 958% 93,8%
pos baixo (21/24) | (21/24) | (42/48) | (24/24) | (23/24) | (47/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48) | (135/144)
a. R =retal, PR = peri-retal
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A reprodutibilidade do ensaio Xpert Carba-R também foi avaliada em termos do sinal de fluorescéncia expresso em valores de Ct
para cada alvo detetado. A média, o desvio padrdo (DP) e o coeficiente de variagdo (CV) entre centros, entre lotes, entre dias,
entre operadores e inter-ensaio para cada membro do painel sdo apresentados na Tabela 27.

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

Canal de Entre Entre Entre Entre Intra- Total
Amostra Matriz? ensaio NP C(: centros lotes dias operadores ensaio -
(analito) Mm% ™ bp [cv(%)| DP [CV(%)| DP |CV(%)| DP |cV(%)| DP |cv(%)| DP ey
Negat. R SPC 144 | 329 [ 02 [ o5 [ 02 [ 07 [ 00 | 041 | 00 0 06 | 1.8 | O Y20
IMP R MP | 144 | 345 | 00 | 00 | 02 | 05 | o | 00| 01|02 | 07 r %) %
pos mod )
IMP R mp | 140 | 364 | 00 | 00 | 00 | 00 | 02 | 05 | 00 | 0 | 124 st | a4
pos baixo N
V'Md R VIM 144 | 310 | 00 | 00 | 03 | 09 0 00 | 02 | 05 ﬁ\.},e 0,6 1,9
pos mo “ o
vim R VIM | 144 | 338 | 00 | 00 | 06 | 1.8 | 03 | 09 | 03 1\\*{ 40 | 16 | 46
pos baixo o~
NDM M
pos mod R NDM 144 | 337 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 01 Rw 06 | 1,7 | 06 1,7
NDM
a
pos baixo R NDM 143 | 362 | 02 | 07 | 00 | 00 | 03 | 07 ‘m 00 | 08 | 23 | 09 | 25
KPC
pos mod R KPC 144 | 342 | 00 | 00 | 03 | 08 0,2,.o€>},0 00 | 04 | 12 | 06 16
KPC R KPC 141 | 358 | 00 | 00 | 05 | 15 0,&_}) 03 | 09 |07 | 19 | 09 | 26
pos baixo
OXA-48 R OXA-48 | 144 | 343 | 00 | 00 | 02 | 05 4@; 05 | 01| 03| 05 | 16 | 06 17
pos mod
OXA-48 \
pos baixo R OXA-48 | 143 | 361 | 00 | 00 2,0’ ) 02 | 06 | 00 | 00 | 08 | 23 | 09 | 24
Negat. PR SPC 144 32,7 0,0 0,0 0, ‘Jﬁ 0,0 0,0 0,2 0,5 0,4 1,2 0,5 1,4
IMP PR IMP 144 | 33,7 | 0,0 | 00 11021]00|00|02]|05]|05]|15]05]| 16
pos mod
IMP r 4
bai PR IMP 142 | 36,0 | 02 \0,5 00| 00]01]03]|02]|05]|08]|21]|08] 23
pos baixo o o
VM PR VIM 144 | 31,2 \ 2|01]03]|00|01|02|05]|04]|13]|05]| 15
pos mod g
ViM PR VIM 142 65,0 !’\,0 00 |06 | 16 | 00|00 |06 | 17|14 ]| 41| 16 | 47
pos baixo
NDM o
PR NDM 1T\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 3,7 | 02| 05|00 00| 02|06 )|00]|00]09]|24]|09]| 25
pos baixo
KPC \,
PR % 144 34,6 0,0 0,0 0,3 1,0 0,0 0,0 0,2 0,5 0,4 1,3 0,6 1,7
pos mod
&
KPC PR }PC 143 | 364 | 00 | 00 | 05 | 1,3 | 01 | 04 | 00| 00 | 07 | 20 | 09 | 24
pos baixo .
OXA-48 &S | A | L aaa | o1 |02 ] 02| 060000 02| 05] 05| 15] 06| 17
pos mo 48
—
OXA PR OXA- 1 444 364 | 00 | 00 | 00 | 00|04 | 12]001]00] 10|27/ 11 2,9
pos,baixo 48

retal, PR = peri-retal
Resultados com valores do Ct diferentes de zero em 144.

S
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19.2 Estudo de isolados bacterianos
Avaliou-se a reprodutibilidade do ensaio Xpert Carba-R com um painel de 13 amostras bacterianas, incluindo: dois organismos
diferentes por cada um dos cinco genes-alvo de resisténcia detetados pelo ensaio Xpert Carba-R; duas amostras de referéncia que
incluiam dois genes-alvo; e uma amostra de referéncia negativa para os cinco genes-alvo. Dois operadores de cada um dos trés
centros do estudo testaram um painel de 13 amostras em replicados de quatro por dia. Cada amostra foi utilizada para fazer duas
suspensdes equivalentes a uma suspensdo 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 conformj
com o procedimento do ensaio Xpert Carba-R. Apds a conclusdo dos testes, excluiram-se 25 testes realizados num mo,
instrumento, o que resultou na inclusdo de um total de 1847 amostras nas analises. Os resultados sdo apresentadogdes nte
na Tabela 28. < ,
Tabela 28. Resumo dos resultados da reprodutibilidade - % de concordancia, isolados b rianos
N 0,
Gene de Centro 1 Centro 2 Centro‘\Q % d? )
oA s NN\ concordancia
resisténcia \;
(N.° da amostra)| OP-1 | Op.2 | Centro | Op.1 Op.2 | Centro | Op.1 (o] @ entro total por
’ { amostra
KPC (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%< *50'% 100% 100%
(24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (24/24\\( 4/24) | (48/48) (144/144)
KPC (2) 100% | 100% | 100% | 958% | 100% | 97.9% [ 109%”| 100% | 100% 99,3%
(23/23) | (22/22) | (45/45) | (23/24) | (24/24) | (47/48) 4) | (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) &/ﬁl (24/24) | (24/24) | (48/48) (141/141)
VIM (2) 100% 100% 100% 100% 100 6% 100% 100% 100% 100%
(22/22) | (24/24) | (46/46) | (24/24) | ( (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (142/142)
IMP (1) 100% 100% 100% 100% ?OO% 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)

(23/23) | (23/23) | (46/4

P 2) 100% | 100% | 100% N 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
) 1 (24124) | (48/48) | (24124) | (24124) | (48148) | (1421142)

100% 100% 100& 160% 91,7% | 95,8% | 100% 100% 100% 98,6%
6)] (

OXA(1) (23/23) | (23/23) (ﬁ% 24/24) | (22/24) | (46/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (140/142)
OXA (2) 100% | 100% \o‘a 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
(23/23) | (2 Qg 5/45) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (141/141)

NDM (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
(22/22) \ 1) | (43/43) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (139/139)

NDM (2) 1 100% | 100% | 91,7% | 100% | 95,8% | 100% | 100% 100% 98,6%

) | (23/23) | (46/46) | (22/24) | (24/24) | (46/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (140/142)

OXAND ¥00% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
’ ®~(24/24) (23/23) | (47147) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (143/143)

o (2‘) 100% | 100% 100% | 100% 100% | 100% | 100% 100% | 100% 100%
P (23/23) | (24124) | (47/47) | (24124) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (143/143)
G‘Z; (NEG) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%

(24/24) | (24124) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
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A reprodutibilidade do ensaio Xpert Carba-R também foi avaliada em termos do sinal de fluorescéncia expresso em valores de Ct
para cada alvo detetado. A média, o desvio padrdo (DP) e o coeficiente de variagao (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-
R Canal de . .
resisténcia . a centros lotes dias operadores| ensaio To
(N.° da ensallo N
amostra) (analito) DP [CV |[DP |CV | DP | cCcv [DP |CV |DP | CV a;@‘ev
KPC (1) KPC 144 |11 [44 [ 0 | 0o | o] o [06 2606|286 ][19% |58
KPC (2) KPC 143 |08 [31 [ 0102 02]09][05 20 |084%31 112 |49
VIM (1) VIM 141 [11][51] 0o [ o[ o] o [o5][23|0gN a7 [15]67
VIM (2) VIM 142 103 [13]02]08] o | o [08 |38 31 |11 |51
IMP (1) IMP 143 |03 (10| o | 0o [03] 12] 06 )8 [ 31 | 1,0 |42
IMP (2) IMP 142 |14 [63 [ 0105 0 | 0 [06e8707 [32[17 |76
OXA (1) OXA48 140 |06 |26 | 0 | 0 | 0 | 0o | 8 |08 |35 12 |52
OXA (2) OXA48 141 |11 [49 [03[15] 0 | 0 5 | 20 |07 |33 |15 |64
NDM (1) NDM 139 (12 [53 [ 0o | o | o [[09[D6 |24 |07 [31][15 66
NDM (2) NDM 140 |09 [40 [03 |14 | o |07 [08 |33 |08 |33 [15 63
NDM 143 [13 |54 [02 |08 [ %D} o [o6 |25 |07 [31 |16 [68
NDM/OXA (1)
OXA48 143 [12 |62 [ 03 | 14N0 | 0 |05 [24 |07 [37 [15 |77
NDM 143 [ 12 |53 | 02NN o [ o [05 [24 |08 [35 |16 |69
NDM/OXA (2)
OXA48 143 |12 |60 | O, 2| o | o o5 |25]07 ]38 |15 |76
NEGAT. (NEG) SPC 144 |01 |03 |@1]03] 0o | o [02 05 |04][13]05]15
a. Resultados com valores do Ct diferentes de zero em 144\*
50 Xpert® Carba-R
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Fax: + 1 408 541 4192 Fax: + 33 563 825 301 O
www.cepheid.com www.cepheidinternational.com
22 Assisténcia Técnica 6
Antes de contactar a Assisténcia Técnica da Cepheid, retina as seguintes informagdes: \\@

. Nome do produto O
. Numero de lote \$

. Numero de série do instrumento Q
. Mensagens de erro (se houver alguma)

. Versao de software e, caso se aplique, numero de etiqueta de servigo (Seu@g) do Computador

Informagdes de contacto
Estados Unidos da América F*Qg'a

Telefone: + 1 888 838 3222 E fone: + 33 563 825 319

E-mail: techsupport@cepheid.com -mail: support@cepheideurope.com

www.cepheid.com/en/CustomerSupport.

o

As informagdes de contacto para outros escritérioxlﬁsténcia técnica da Cepheid estdo disponiveis no nosso website:
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Anexo 02 — Suplemento 1 - Bula

¢ MEDICAL/SCIENTIFIC AFFAIRS BEST PRACTICES

Implementing an Xpert® Test on the GeneXpert® System
(Qualitative)

Introduction

In order to implement a new test into your laboratory you are required by ISO15189:2014 to perform a
verification/validation.
 Verification (on-label) versus validation (off-label)

- Verification is sufficient for on-label use of the CE-IVD test according to the package insert.

- Test validation is a requirement for off-label use of an test; the validation should be performed
according to an institute’s accreditation needs. A validation report should be extensive (including
accuracy, precision, and linearity studies). The test should be included in the scope of accreditation,
including subscription and implementation of an active EQC/ EQA program.

- Prior to performing a verification/validation your laboratory is required to perform a risk assessment —
this will help you to determine the number of samples to test and the level of testing required based on
the risk/benefit to the patient.

Section 1: Implementation Verification of a Qualitative Test'2

Total number of Xpert cartridges required: 15

For the implementation verification of a qualitative test, the following should be performed:

® Precision:

- Intra-run: not applicable for the Xpert test
- Inter-run: perform five runs for positive sample

e Accuracy: analyse the following samples using an Xpert test and compare your results to a reference
method

- 5 positive samples
- 5 negative samples

CE-IVD. In Vitro Diagnostic Medical Device

May not be available in all countries. / )
7~ Cepheid.

A better way.
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® ® @ Section 2: Implementation Validation of a Qualitative Test'?
Total number of Xpert® cartridges required: 45
For the implementation validation of a qualitative test, the following should be performed:

e Precision:

- Intra-run: not applicable for Xpert test
- Inter-run: perform five runs for a positive sample

- Accuracy: analyse the following samples using an Xpert test and compare your results to a reference

method

20 positive samples (10 of which should be low positives)
20 negative samples

Background

Please describe your specific requirements. Refer to Summary and Explanation and the Principle of the
Procedure sections from the Xpert test package Insert.

Bibliography

Please copy and paste (or attach a hard copy) the test specific bibliography provided by Cepheid. Provide any

references relative to the Xpert test performance or to off-label indications/use.

Objectives

The aim of the study is to compare the analytical performance of Cepheid’s Xpert real time PCR test to the

comparator method.

Cepheid test:

Comparator method (overview):

1806-4272

Implementing an Xpert® Test (Qualitative) | PAGE 2
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® @ ® Overview of Study

Sample type:

Collection device:

Number of samples for verification/validation:

Type of samples to be used (EQC or patient samples etc.):

Comparative method chosen: (another molecular method is preferable)

Logistics for testing (will the sample be tested simultaneously or on same site/different site etc.):

Materials Required but Not Provided

Please attach the specific test page from the materials checklist document that your FAS team member
provided to you.

Comparative Method (describe in detail)

Procedure from Package Insert (SOP)

Please review the Xpert® test procedure from the package insert.

Interpretation of Results

Please review the Interpretation of Results from the test package insert including the Reasons to Repeat the
Assay section.

Implementing an Xpert® Test (Qualitative) | PAGE 3
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® @ ® Results Table

Please enter the results comparing the Xpert® test to the comparator method in the table found in the
Addendum at the end of this document. Print as many copies as needed according to the number of results.

Analysis of Discrepant Results

This section should be addressed in accordance with ISO:15189. All discrepant results must be investigated and
the root cause identified.

Conclusions

Please enter an analysis of the above results.

REFERENCES
1. Jennings L, et al. College of American Pathologists Molecular Pathology Resource Committee. Recommended principles and practices
for validating clinical molecular pathology tests. Arch Pathol Lab Med. 2009;133(5):743-755.
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Implementing an Xpert® Test on the GeneXpert® System

(Qualitative)

Results Table

Please enter the results comparing Xpert test to comparator method in the table below.

(TP= true positive; FN = false negative; TN = true negative; FP = false positive)

Sample ID

Xpert Test result Comparative Method Result

% Overall Agreement*

1806-4272

* (%ORA or Accuracy) = (TP + TN) / (TP+TN + FP + FN) x 100

CORPORATE HEADQUARTERS
904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089 USA

oL rres 1.888.336.2743
pHonE  1.408.541.4191
FAX 1.408.541.4192

EUROPEAN HEADQUARTERS
Vira Solelh
81470 Maurens-Scopont France

prHone 33.563.82.53.00
mx  33.563.82.53.01
evaL  cepheid@cepheideurope.fr

www.Cepheidinternational.com
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