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Xpert®vanA/vanB

Apenas para utilizagdo em diagnostico in vitro
1. Nome proprietario
Xpert® vanA/vanB

2. Nome comum ou usual

Ensaio Xpert vanA/vanB

3. Utilizagao prevista
O ensaio Xpert vanA/vanB da Cepheid, realizado nos sistemas do instrumento GeneXpert®, ¢ um teste qualitativo de
diagnostico in vitro concebido para uma detegdo rapida dos genes com resisténcia a vancomicina (vanA/vanB) de amostras de
zaragatoas rectais e perianais em pacientes em risco de colonizagdo intestinal por bactérias resistentes a vancomicina. O teste
utiliza a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) automatica em tempo real para detetar os genes vanA e vanB que podem estar
associados a enterococos resistentes a vancomicina (VRE — Vancomycin-Resistant Enterococcus). O ensaio Xpert vanA/vanB
destina-se a auxiliar na identificago, prevengao e controlo da colonizagdo de organismos resistentes a vancomicina em unidades
de saude. O ensaio Xpert vanA/vanB nio se destina ao diagnostico de VRE, nem a orientag@o ou a monitorizagdo do tratamento
de infe¢des por VRE. As culturas concomitantes sdo apenas necessarias para recuperar microrganismos para tipagem
epidemiolégica, testes de suscetibilidade antimicrobiana e para posterior identificagdo confirmatoria de VRE.

4. Resumo e explicagao

Os enterococos resistentes a vancomicina (VRE — Vancomycin-Resistant Enterococcus) tornaram-se uma das principais causas
de infe¢des nosocomiais, especialmente em unidades de cuidados intensivos (UCI). De acordo um inquérito nacional sobre
infegdes nosocomiais realizado em 2004, os enterecocos representam mais de um terco das infegdes ocorridas nas UCIL. As
infegdes causadas por VRE foram associadas ao aumento da morbilidade, da mortalidade, da duragdo do internamento e dos
custos hospitalares. O risco de colonizagdo de VRE foi atribuido a utilizagdo de varias classes de antimicrobianos, incluindo
glicopeptideos, cefalosporinas de terceira geracéo e antibidticos com potente atividade anti-anaerdbia. A propagagdo de VRE
ocorre através do contacto com individuos colonizados ou infetados no interior de uma unidade de satde. Portanto, diversas
institui¢cdes estdo a implementar programas de vigilancia ativa para identificar portadores de VRE e isola-los adequadamente de
forma a reduzir a transmissao do agente patogénico. Os programas de rastreio de vigilancia ativa testam os pacientes com
zaragatoas rectais ou perianais no momento da admissdo, uma vez por semana durante o internamento na UCI, apos a
administrag@o de tratamento antimicrobiano ¢ no momento da alta hospitalar.

5. Principio do procedimento

O sistema do instrumento GeneXpert automatiza e integra a purificagdo de amostras, a amplificacdo de 4cidos nucleicos e a
deteco da sequéncia-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR e PCR em tempo real. O sistema
consiste num instrumento, computador pessoal e software pré-carregado para realizar testes nas amostras colhidas e ver os
resultados. O sistema requer a utilizagdo de cartuchos Xpert descartaveis, de utilizagdo unica, que contém os reagentes de PCR ¢
onde decorre o processo de PCR. Dado que os cartuchos sdo independentes, a contaminagdo cruzada entre amostras ¢ eliminada.
Para uma descricdo completa do sistema, consulte o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx ou o Manual do utilizador
do sistema GeneXpert Infinity.

O ensaio Xpert vanA/vanB inclui reagentes para a detecdo dos genes com resisténcia vanA e vanB e um controlo de processamento
da amostra (SPC — Sample Processing Control) para controlar o processamento adequado das bactérias-alvo e para monitorizar a
presenca de inibidor(es) na reagdo PCR. O controlo de verificagdo da sonda (PCC — Probe Check Control) verifica a reidratacao
dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR no cartucho, a integridade da sonda e a estabilidade do corante.

Os iniciadores e as sondas do ensaio Xpert vanA/vanB detetam sequéncias de genes com resisténcia a vancomicina/teicoplanina
(vanA, vanB).

Xpert® vanA/vanB 1
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6.1

Nota

Nota

Reagentes e instrumentos
Materiais fornecidos

O kit do ensaio Xpert vanA/vanB contém reagentes em quantidade suficiente para o processamento de 10 amostras ou amostras
para controlo de qualidade.

O kit contém o seguinte:

Cartuchos do ensaio Xpert vanA/vanB com tubos de reagéo integrados 10

» Esferas 1, 2 e 3 (secas por liofilizagao) 1 por cartucho

* Reagente 1 3,0 ml por cartucho
» Reagente 2 (hidroxido de sddio) 3,0 ml por cartucho
Reagente de amostra 1x1,7 ml

CD 1 por kit

» Ficheiro de definicdo do ensaio (ADF — Assay Definition File)
* Instrugdes para importar o ADF para o software GX
* Instrugdes de utilizagado (folheto informativo)

As Fichas de Dados de Segurancga (FDS) estéo disponiveis em www.cepheid.com ou www.cepheidinternational.com, no separador

ASSISTENCIA (SUPPORT).

A seroalbumina bovina (BSA — bovine serum albumin) presente nas esferas deste produto foi produzida a partir de plasma bovino
proveniente exclusivamente dos EUA. O fabrico da BSA também se processou nos EUA. Os animais néo foram alimentados com
nenhuma proteina de ruminante ou outra proteina animal e foram aprovados nos testes ante- e post-mortem. Durante o
processamento, ndo houve mistura do material com outros materiais de origem animal

Conservagao e manuseamento

Conserve os cartuchos e reagentes Xpert vanA/vanB entre 2 °C e 28 °C.

. Nao utilize reagentes ou cartuchos que tenham ultrapassado o prazo de validade.
. Nao abra a tampa do cartucho até estar pronto para realizar o teste.

. Utilize o cartucho e os reagentes dentro de 30 minutos ap6s a abertura da tampa.
. Nao utilize nenhum reagente que esteja turvo ou que apresente alteragdo da cor.

Materiais necessarios mas nao fornecidos

. Sistema GeneXpert Dx ou Sistema GeneXpert Infinity (o nimero de catalogo varia consoante a configura¢do): Instrumento
GeneXpert, computador com software exclusivo GeneXpert versdo 1.6b ou superior, 1apis otico para leitura de codigo de
barras e manual do utilizador

. Impressora: caso necessite de uma impressora, contacte a assisténcia ao cliente da Cepheid para tratar da aquisi¢ao de uma
impressora recomendada.

. Agitador de vortice

. Pipetas de transferéncia estéreis, descartaveis

. Dispositivo de colheita de amostras Cepheid (referéncia Cepheid 900-0370)
Adverténcias e precaugoes

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

Xpert® vanA/vanB
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9. Perigos quimicos

Siga os procedimentos de seguranga da sua institui¢do para trabalhar com produtos quimicos e manusear amostras bioldgicas.

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

Naio substitua os reagentes Xpert vanA/vanB por outros reagentes.

Nao abra a tampa do cartucho Xpert vanA/vanB, exceto ao adicionar a amostra ou realizar um novo teste.

Nao utilize um cartucho que tenha caido ou sido agitado depois de ter adicionado a amostra.

Nao utilizar um cartucho que tenha um tubo de reag@o danificado.

Cada cartucho de utilizagdo tnica Xpert vanA/vanB ¢ utilizado para processar um teste. Nao reutilize cartuchos gastos.

Amostras biologicas, dispositivos de transferéncia e cartuchos usados devem ser considerados como tendo potencial de
transmisséo de agentes infeciosos que exigem precaugdes padrao. Siga os procedimentos relativos a residuos ambientais da
vossa institui¢do relativamente a eliminagdo correta de cartuchos usados e reagentes nao usados. Estes materiais podem
apresentar caracteristicas de residuos quimicos perigosos que exigem procedimentos de eliminagdo nacionais ou regionais
especificos. Se as regulamentacdes nacionais ou regionais nao disponibilizarem uma indicacéo clara sobre a eliminagéo
correta, as amostras bioldgicas e os cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as diretrizes relativas ao
manuseamento e a eliminagdo de residuos médicos da OMS (Organizagdo Mundial da Saude).

Conserve o kit Xpert vanA/vanB a uma temperatura entre 2 °C e 28 °C.

Nao abra a tampa do cartucho até estar pronto para realizar o teste.
7,8

Pictograma de perigo GHS da ONU: <>
Palavra-sinal: ATENCAO

Adverténcias de perigo GHS da ONU

. Nocivo por ingestdo
. Provoca irritagdo cutdnea
. Provoca irritagdo ocular grave
Recomendacdes de prudéncia GHS da ONU
o Prevencao
. Lavar cuidadosamente ap6s manuseamento.
. Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto.
. Evitar a libertagdo para o ambiente.
. Usar luvas de protegdo/vestuario de protecdo/protecdo ocular/protecdo facial
. Resposta
. SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete ¢ a4gua abundantes.
. Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.
. Tratamento especifico, ver informagdo de primeiros-socorros suplementar.
. Em caso de irritagdo cutanea: consulte um médico.

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

. Caso a irritag@o ocular persista: consulte um médico

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

. Enxaguar a boca.
. Conservacio/Eliminacio
. Eliminar o contetido e/ou recipiente de acordo com a regulamentagdo local, regional, nacional e/ou internacional.
Xpert® vanA/vanB 3
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10.

Colheita, transporte e conservagao de amostras

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

Para amostras rectais:

1.  Colha a amostra de zaragatoa utilizando o dispositivo de colheita de amostras da Cepheid (referéncia Cepheid 900-0370).

2.  Insira cuidadosamente a zaragatoa aproximadamente 2,5 cm para além do esfincter anal (de modo a que a ponta de algoddo
deixe de estar visivel) e rode suavemente 3 vezes para garantir uma amostra uniforme em ambas as zaragatoas.

Volte a colocar as zaragatoas no recipiente de amostras.
4.  Etiquete com a ID da amostra (Sample ID) e envie para o laboratdrio.

Conserve a amostra de zaragatoa a uma temperatura entre 2 °C e 8 °C. A amostra de zaragatoa ficara estavel até 5 dias
quando conservada entre 2 °C e 8 °C.

Para amostras perianais:
1.  Colha a amostra de zaragatoa utilizando o dispositivo de colheita de amostras da Cepheid (referéncia Cepheid 900-0370).

2. Afaste as nadegas para expor a zona perianal e, em seguida, utilizando as duas zaragatoas, esfregue completamente a
superficie perianal, certificando-se que esfrega a maior superficie possivel.

Volte a colocar as zaragatoas no recipiente de amostras.

4.  Etiquete com a ID da amostra (Sample ID) e envie para o laboratério.

e

Conserve a amostra de zaragatoa a uma temperatura entre 2 °C e 8 °C. A amostra de zaragatoa ficara estavel até 5 dias
quando conservada entre 2 °C e 8 °C.

11. Procedimento
1.1  Preparagao do cartucho
Importante Inicie o teste dentro de 30 minutos apoés a adigao do reagente de amostra ao cartucho.
Para zaragatoas rectais/perianais:
Nota E necessaria apenas uma zaragatoa.
Para adicionar a amostra ao cartucho (Xpert vanA/vanB):
1. Retire o cartucho e o reagente de amostra do kit.
2. Retire uma zaragatoa do recipiente de transporte.
3. Insira a zaragatoa no tubo contendo o reagente de amostra.
Nota Utilize gaze estéril para minimizar os riscos de contaminag&o.
4.  Segure na zaragatoa pela haste perto do bordo do tubo, levante a zaragatoa a alguns milimetros do fundo do tubo e empurre
a haste contra o bordo do tubo para a quebrar. Certifique-se de que a zaragatoa ¢ suficientemente curta para permitir que a
tampa fique bem apertada.
5. Feche a tampa e coloque no agitador de vortice na velocidade maxima durante 10 segundos.
6.  Abrir a tampa do cartucho. Utilizando uma pipeta de transferéncia estéril descartavel, transfira todo o conteudo do reagente
de amostra para a camara de amostra do cartucho Xpert vanA/vanB.
7. Feche a tampa do cartucho.
4 Xpert® vanA/vanB
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1.2

Importante

Camara de amostr
(abertura grande)

Figura 1. Cartucho Xpert vanA/vanB (vista superior)

Iniciar o teste

Antes de iniciar o teste, certifique-se de que a definicdo do ensaio Xpert vanA/vanB foi importada para o
software.

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

Ligue o instrumento GeneXpert:

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

ou

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

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

Na janela do sistema GeneXpert, clique em Criar teste (Create Test) (GeneXpert Dx) ou em Encomendas (Orders) e
Encomendar teste (Order Test) (Infinity).

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

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

Digitalize o codigo de barras do cartucho do ensaio Xpert vanA/vanB. Utilizando a informag@o do cédigo de barras, o
software preenche automaticamente as caixas dos seguintes campos: Selecionar ensaio (Select Assay), ID do lote de
reagente (Reagent Lot ID), N/S do cartucho (Cartridge SN) e Prazo de validade (Expiration Date).

Clique em Iniciar teste (Start Test) (GeneXpert Dx) ou Enviar (Submit) (Infinity). Introduza a sua palavra-passe na caixa de
dialogo que aparece.

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

ou
No caso do instrumento GeneXpert Dx:

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

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

Espere até que o sistema destranque o fecho da porta antes de abrir a porta do modulo e retirar o cartucho.

SO0 w

Os cartuchos usados devem ser eliminados nos recipientes apropriados para residuos de amostras, de acordo com as
praticas padrdo da sua institui¢do.

Xpert® vanA/vanB 5
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12.

13.
131

14.

Visualizagao e impressao de resultados

Esta secgdo discrimina os passos basicos para a visualizagdo e a impressdo dos resultados. Para obter instru¢des detalhadas sobre
como ver e imprimir os resultados, consulte 0 Manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx ou o Manual do utilizador do
GeneXpert Infinity, consoante o instrumento a ser utilizado.

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

2. Ap6s a conclusdo do teste, clique no botdo Relatdrio (Report) da janela Ver resultados (View Results) para visualizar e/ou
gerar um relatorio em ficheiro PDF.

Controlo de qualidade

Controlos de qualidade integrados

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

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

. Controlo de verificacdo da sonda (PCC — Probe Check Control) — Antes do inicio da rea¢do PCR, o sistema
GeneXpert® Dx mede o sinal de fluorescéncia das sondas para monitorizar a reidratagdo da esfera, o enchimento do tubo de
reagdo, a integridade da sonda e a estabilidade do corante. A verificagdo da sonda ¢ aprovada se corresponder aos critérios de
aceitagdo atribuidos.

Interpretacao dos resultados

Os resultados sdo interpolados pelo sistema GeneXpert através da medig@o de sinais fluorescentes e algoritmos de célculo
integrados, sendo mostrados na janela Ver resultados (View Results) (Figura 2, Figura 3, Figura 4 e Figura 5). Os resultados
possiveis sdo:

Tabela 1. Resultados e interpretagao

Resultado Interpretagao

vanA POSITIVO ADN-alvo de vanA detetado.

(vanA POSITIVE) » vanA POSITIVO (vanA POSITIVE) — O alvo de vanA tem um Ct (limiar de ciclo)
Figura 2 dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a definicdo minima.

* SPC — NA (ndo aplicavel): o SPC ¢é ignorado, dado que a amplificagdo do vanA
podera competir com este controlo.

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

vanB POSITIVO ADN-alvo de vanB detetado.
(vanB POSITIVE) « vanB POSITIVO (vanB POSITIVE) — O alvo de vanB tem um Ct (limiar de ciclo)
Figura 4 dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a definicdo minima.

+ SPC — NA (n&o aplicavel): o SPC é ignorado, dado que a amplificacdo do vanB
podera competir com este controlo.

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

Xpert® vanA/vanB
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Tabela 1. Resultados e interpretacao (continuagéo)

Resultado

Interpretagao

vanA POSITIVO,
vanB POSITIVO
(vanA POSITIVE,
vanB POSITIVE)

ADN-alvo de vanA e vanB detetado.

* vanA POSITIVO (vanA POSITIVE) — O alvo de vanA tem um Ct (limiar de ciclo)
dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a definicdo minima.

+ vanB POSITIVO (vanB POSITIVE) — O alvo de vanB tem um Ct (limiar de ciclo)
dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a definicdo minima.

+ SPC — NA (ndo aplicavel): o SPC é ignorado, dado que a amplificacdo do vanA e/ou
vanB podera competir com este controlo.

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

NEGATIVO
(NEGATIVE)

Figura 3

ADN-alvo de vanA e vanB nao detetado. O SPC preenche os critérios de aceitagao.

* NEGATIVO (NEGATIVE) — ADN-alvo de vanA ou vanB ndo detetado.

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

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

INVALIDO
(INVALID)

A presenca ou auséncia de vanA/vanB ndo pode ser determinada; repita o teste de
acordo com as instrugdes da secgédo Procedimento de repeticdo do teste abaixo. O SPC
ndo cumpre os critérios de aceitagdo, a amostra néo foi processada adequadamente ou
a PCR esta inibida.

+ INVALIDO (INVALID) — nao é possivel determinar a presenga ou auséncia de ADN de
vanA ou vanB.

+ SPC — FALHOU (FAIL); os resultados do alvo de vanA e vanB s&o negativos, o Ct do
SPC néo esta dentro do intervalo valido e o ponto final é inferior a definigdo minima.

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

ERRO
(ERROR)

Figura 5

A presencga ou auséncia de vanAl/vanB nao pode ser determinada; repita o teste de
acordo com as instrugdes da secgédo Procedimento de repeticdo do teste abaixo. O
controlo de verificagdo da sonda falhou, provavelmente porque o tubo de reacdo nao foi
enchido adequadamente, foi detetado um problema de integridade da sonda ou porque
os limites de pressdo maxima foram excedidos.

* vanA — SEM RESULTADO (NO RESULT)

* vanB — SEM RESULTADO (NO RESULT)

+ SPC — SEM RESULTADO (NO RESULT)

» Verificagdo da sonda — FALHOU (FAIL)*; todos ou um dos resultados de verificagdo
da sonda falharam

» *Se a verificagdo da sonda passou, o erro é causado pela falha de um dos
componentes do sistema.

SEM RESULTADO
(NO RESULT)

A presenga ou auséncia de vanA/vanB nao pode ser determinada; repita o teste de
acordo com as instru¢des da secgédo Procedimento de repetigdo do teste abaixo. Nao
foram recolhidos dados suficientes para produzir um resultado de teste (por exemplo, o
utilizador parou um teste que estava em curso).

* vanA — SEM RESULTADO (NO RESULT)

+ vanB — SEM RESULTADO (NO RESULT)

+ SPC — SEM RESULTADO (NO RESULT)

» \Verificagdo da sonda — NA (n&o aplicavel)
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Figura 2. Exemplo de resultado positivo de vanA e resultado negativo de vanB

Figura 3. Exemplo de resultado negativo de vanA e vanB
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Figura 4. Exemplo de resultado negativo de vanA e resultado positivo de vanB

Figura 5. Exemplo de um resultado de erro
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15. Repeticao de um teste
15.1 Motivos para repetir o teste

Se ocorrer algum dos resultados de teste mencionados abaixo, repita o teste de acordo com as instrugdes da sec¢do seguinte

intitulada Secgdo 15.2, Procedimento de repeti¢do do teste.

Um resultado INVALIDO (INVALID) indica que o controlo de processamento da amostra (SPC — Specimen Processing Control)

falhou. A amostra néo foi processada adequadamente ou a PCR foi inibida.

Um resultado ERRO (ERROR) indica que o controlo de verificagdo da sonda falhou € que o ensaio foi abortado, possivelmente

devido ao tubo de reagdo ndo ter sido adequadamente enchido, a detecdo de um problema de integridade da sonda de reagente

ou a terem sido excedidos os limites de pressdo maxima.

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

estava a decorrer.

15.2 Procedimento de repeti¢ao do teste

Para uma repetig@o de teste dentro de 3 horas da obtengdo de um resultado indeterminado, utilize um novo cartucho Xpert

vanA/vanB (ndo reutilize o cartucho) e um novo frasco de reagente de amostra. Transfira todo o restante conteudo da camara S

para um reagente de amostra. Coloque no agitador de vortice e adicione a totalidade do conteudo do reagente de amostra a

camara de amostra do novo cartucho Xpert vanA/vanB.

16. Limitacoes

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

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

. Como a detegdo de VRE depende do nimero de organismos presentes na amostra, os resultados fidedignos dependem da
correta colheita, manuseamento e conservagdo da amostra.

. Voltar a processar o ensaio Xpert vanA/vanB quando os resultados sio INVALIDO (INVALID), ERRO (ERROR) ¢ SEM
RESULTADO (NO RESULT) dependera das praticas e politicas de cada instalagdo. Deverdo estar disponiveis procedimentos
alternativos. Para cultura, as restantes amostras de zaragatoa deverdo ser colocadas em sistemas de transporte adequados ¢ a
cultura devera ser efetuada dentro de 4 dias.

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

. Os resultados do Xpert vanA/vanB positivos para vanB na auséncia de vanA podem dever-se a outros organismos que nao
VRE. Recomenda-se a confirmagao por cultura nestes organismos.

. Tal como descrito na literatura, ¢ possivel encontrar algumas bactérias aerdbias ¢ anaerdbias contendo o gene vanB*>9,
podendo estas ser detetadas através deste ensaio. No entanto, desconhece-se a relevancia clinica destes resultados. Foi
sugerido que as bactérias anaerobias positivas para o gene vanB constituem um reservatorio de determinantes de resisténcia
4 vancomicina', mas esta hipotese ainda nao foi comprovada.

. Os testes com o ensaio Xpert vanA/vanB devem ser utilizados como auxiliares de outros métodos disponiveis. Mutagdes ou
polimorfismos nas regides de ligagdo do iniciador ou da sonda podem afetar a detegdo de variantes novas ou desconhecidas
de VRE e podem originar um resultado falso negativo.

. A utilizacdo de outro sistema de colheita e transporte de amostras que ndo o dispositivo de colheita de amostras da Cepheid
ndo ¢ recomendada nem foi certificada.

. O ensaio Xpert vanA/vanB deteta o gene vanA, ndo o microrganismo. Portanto, é possivel que genes vanA presentes em nao
enterococos, tais como estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina, também apresentem um resultado
positivo.

. Devido ao fator de diluig¢do associado ao procedimento de repeticéo do teste, ¢ possivel que as amostras positivas para vanA
¢ vanB muito proximas ou em cima do limite de detegdo (LoD) do ensaio Xpert vanA/vanB possam originar um resultado
falso negativo na repeticdo do teste.

. Os resultados do teste também podem ser afetados por terapia antibidtica concomitante ou pelo niimero de organismos na
amostra, que pode ser inferior ao limite de detegdo do teste.

10 Xpert® vanA/vanB
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17. Caracteristicas do desempenho

17.1 Desempenho clinico
As caracteristicas do desempenho do ensaio Xpert vanA/vanB foram determinadas num estudo multicéntrico de investigacdo
prospetiva em quatro instituicdes dos Estados Unidos e num centro na Europa, mediante a comparagdo entre o ensaio Xpert
vanA/vanB no sistema GeneXpert (ensaio Xpert vanA/vanB) e o método de cultura. Para serem incluidas no estudo, as amostras
tinham de ser provenientes de individuos cujas culturas eram indicadas e/ou encomendadas, de acordo com as praticas
institucionais.

Utilizou-se uma amostra de zaragatoa no teste com o ensaio Xpert vanA/vanB. A segunda zaragatoa foi enviada para o
laboratério de cultura central, exceto o centro na Europa. Apos a rece¢do no centro de cultura central, a zaragatoa foi utilizada
para inocular uma placa de agar bilis esculina azida com vancomicina e, em seguida, foi colocada em caldo de bilis esculina
contendo vancomicina. Apds 24 horas de incubagdo a + 35 °C, o caldo foi subcultivado em agar bilis esculina azida com
vancomicina e examinado apds 24 horas e 48 horas. Apos coloragdo de Gram e teste do PYR, identificou-se VRE presumivel
utilizando tiras API20S (BioMérieux, Franga). A determinagdo de vanA e/ou vanB foi realizada utilizando tiras ETEST

(AB Biodisk, Suécia) para vancomicina e teicoplanina.

17.2 Resultados globais
Foi testado um total de 878 amostras de zaragatoa rectal quanto a VRE utilizando o ensaio Xpert vanA/vanB, em comparacdo
com o método de cultura direta. Foi testado um total de 878 amostras de zaragatoa rectal quanto a VRE utilizando o ensaio
Xpert vanA/vanB, em comparagdo com o método de cultura enriquecida.

Foi testado um total de 429 amostras de zaragatoa perianais quanto a VRE utilizando o ensaio Xpert vanA/vanB, em
comparagdo com o método de cultura direta. Foi testado um total de 430 amostras de zaragatoa perianais quanto a VRE
utilizando o ensaio Xpert vanA/vanB, em comparagdo com o método de cultura enriquecida.

A sensibilidade, especificidade, o valor preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) referentes ao ensaio
Xpert vanA/vanB estdo apresentados na Tabela 2 e Tabela 3.

Xpert® vanA/vanB 1"
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Tabela 2. Caracteristicas do desempenho do ensaio Xpert vanAl/vanB
por tipo de amostra método de cultura direta

Xpert vanAl/vanB vs. cultura direta vanA com IC de 95%

Sensibilidade

Especificidade

VPP

VPN

Perianal

98,1% (51/52)
(89,7% - 100,0%)

93,4% (352/377)
(90,4% - 95,7%)

67,1% (51/76)
(55,4% - 77,5%)

99,7% (352/353)
(98,4% - 100,0%)

Retal

96,5% (83/86)
(90,1% - 99,3%)

91,5% (725/792)
(89,4% - 93,4%)

55,3% (83/150)
(47,0% - 63,4%)

99,6% (725/728)
(98,8% - 99,9%)

Total

97,1% (134/138)
(92,7% - 99,2%)

91,2% (1077/1169)
(90,4% - 93,6%)

59,3% (134/226)
(52,6% - 65,8%)

99,6% (1077/1081)
(99,1% - 99,9%)

Xpert vanAlvanB vs. cultura direta vanB com IC de 95

Sensibilidade

Especificidade

VPP

VPN

Perianal

25% (1/4)
(0,6% - 80,6%)?

94,1% (400/425)
(91,4% - 96,2%)

3,8% (1/26)
(0,1% - 19,6%)

99,3% (400/403)
(97,8% - 99,8%)

Retal

100% (13/13)
(79,4% - 100,0%)

83,9% (726/865)
(81,3% - 86,3%)

8,6% (13/152)
(4,6% - 14,2%)

100% (726/726)
(99,6% - 100,0%)

Total

82,4% (14/17)
(56,6% - 96,2%)

87,3% (1126/1290)
(85,3% - 89,1%)

7.9% (14/178)
(4,4% - 12,8%)

99,7% (1126/1129)
(99,2% - 99,9%)

Xpert vanAlvanB vs. cultura direta vanA/vanB com IC de 95%

Sensibilidade

Especificidade

VPP

VPN

Perianal

92,9% (52/56)
(82,7% - 98,0%)

88,7% (331/373)
(85,1% - 91,8%)

55,3% (52/94)
(44,7% - 65,6%)

98,8% (331/335)
(97,0% - 99,7%)

Retal

99,0% (96/97)
(94,4% - 100,0%)

79,3% (619/781)
(76,2% - 82,1%)

37,2% (96/258)
(31,3% - 43,4%)

99,8% (619/620)
(99,1% - 100,0%)

Total

96,7% (148/153)
(92,5% - 98,9%)

82,3% (950/1154)
(80,0-% - 84,5%)

42,0% (148/352)
(36,8% - 47,4%)

99,5% (950/955)
(98,8% - 99,8%)

20 principal fator que contribuiu para a sensibilidade mais baixa de 25% para a deteg&o de vanB em amostras perianais foi o
numero reduzido de amostras positivas para vanB por cultura. De forma geral, observou-se uma baixa prevaléncia de vanB
na populagéo em estudo.
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Tabela 3. Caracteristicas do desempenho do ensaio Xpert vanA/vanB

por tipo de amostra e método de cultura enriquecida

Xpert vanAlvanB vs. cultura enriquecida vanA com IC de 95%

(86,3% - 95,2%)

(92,8% - 95,6%)

(65,2% - 77,4%)

Sensibilidade Especificidade VPP VPN
Perianal 90,6% (58/64) 95,1% (348/366) 76,3% (58/76) 98,3% (348/354)

(80,7%- 96,5%) (92,3% - 97,1%) (65,2% - 85,3%) (96,3% - 99,4%)
Retal 92,0% (103/112) 94,0% (720/766) 69,1% (103/149) 98,8% (720/729)

(85,3% - 96,3%) (92,1% - 95,6%) (61,0% - 76,4% (97,7% - 99,4%)
Total 91,5% (161/176) 94,3% (1068/1132) 71,6% (161/225) 98,6% (1068/1083)

(97,7% - 99,2%)

Xpert vanAlvanB vs. cultura enriquecida vanB com IC de 95%

Sensibilidade

Especificidade

VPP

VPN

25% (1/4)

94,1% (401/426)

3,8% (1/26)

99,3% (401/404)

(56,6% - 96,2%)

(85,4% - 89,1%)

(4,4% - 12,8%)

Perianal | 50/, - 80,6%)° (91,5% - 96,2%) (0,1% -18,6%) (97,8% - 99,8%)

cotol 100% (13/13) 83,9% (726/865) 8.6% (13/152) 100% (726/726)
(79,4% - 100,0%) (81,3% - 86,3%) (4,6% - 14,2%) (99,6% - 100,0%)

Total 82,4% (1417) 87.3% (1127/1291) 7.0% (147178) 99,7% (1127/1130)

(99,2% - 99,9%)

Xpert vanAlvanB vs. cultura enriquecida vanA/vanB com IC de 95%

Sensibilidade

Especificidade

VPP

VPN

86,8% (59/68)

90,3% (327/362)

62,8% (59/94)

97,3% (327/336)

(86,6% - 95,1%)

(81,9% - 86,3%)

(44,2% - 54,9%)

Perianal (76,4% - 93,8%) (86,8% - 93,2%) (52,2% - 72,5%) (95,0% - 98,8%)
Retal 94,3% (115/122) 81,2% (614/756) 44.7% (115/257) 98,9% (614/621)

(88,5% - 97,7%) (78,2% - 83,9%) (38,6% - 51,1%) (97,7% - 99,5%)
Total 91,6% (174/190) 84,2% (941/1118) 49,6% (174/351) 98,3% (941/957)

(97,3% - 99,0%)

@0 principal fator que contribuiu para a sensibilidade mais baixa de 25% para a detegéo de vanB em amostras perianais foi o
ndmero reduzido de amostras positivas para vanB por cultura. De forma geral, observou-se uma baixa prevaléncia de vanB

18.

na populacdo em estudo.

Especificidade analitica

Foram colhidas, quantificadas e testadas 42 estirpes bacterianas e fungicas utilizando o ensaio Xpert vanA/vanB. As estirpes foram
obtidas através da American Type Culture Collection (ATCC), da Colegéo de Culturas da Universidade de Gotemburgo (CCUG),
da Colegdo Alema de Microorganismos ¢ Culturas Celulares (DSMZ) e dos Centers for Disease Control and Prevention (CDC).

Os organismos testados foram identificados como Gram-positivos (22), Gram-negativos (18), incluindo estirpes de Pseudomonas
spp. e Acinetobacter spp. resistentes a antibidticos, e leveduras (2). Os organismos foram ainda classificados como

aerobios (24), anaerobios (14) ou microaerdfilos (2). As espécies testadas incluiam duas (2) estirpes resistentes a vancomicina
representando E. faecalis e E. faecium.

Cada estirpe foi testada em triplicado em concentragdes que variaram entre 8,5x10% ¢ 2,3 x10'° UFC/zaragatoa. As leveduras

foram testadas a, aproximadamente, 107 células por zaragatoa. Incluiram-se no estudo controlos positivos e negativos. Nas
condigdes do estudo, todos os isolados foram apresentados como “vanA NEGATIVO (vanA NEGATIVE)” e “vanB NEGATIVO

(vanB NEGATIVE)”. A especificidade analitica foi de 100%.

Xpert® vanA/vanB 13
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19.

20.

Sensibilidade analitica

Realizaram-se estudos para determinar os intervalos de confianga de 95% para o limite de detegdo analitico (LoD) de
Enterococcus faecium (vanA) e Enterococcus faecalis (vanB) diluidos numa matriz fecal de origem humana que pode ser
detetada pelo ensaio Xpert vanA/vanB. A matriz fecal consistiu em fezes liquidas humanas autoclavadas (negativas para vanA e
negativas para vanB pelo ensaio Xpert vanA/vanB) diluidas a 1:10 em tampao Tris. O LoD ¢ definido como o niimero mais
baixo de unidades formadoras de coldnias (UFC) por zaragatoa que pode ser continuadamente reproduzido e distinguido de
amostras negativas com 95% de confianga.

O LoD analitico foi calculado utilizando 4 a 10 réplicas a cada diluigdo. O LoD foi confirmado através da analise de um total de
20 réplicas com concentragdo calculada para o LoD.

Nas condigdes deste estudo, o limite de detegdo do ensaio Xpert vanA/vanB numa amostra de zaragatoa retal simulada ¢ de
37 UFC para o alvo vanA e de 112 UFC para o alvo vanB.

Substancias interferentes

Foram testadas 16 substancias ex6genas ocasionalmente utilizadas ou encontradas em fezes para a avaliar a interferéncia com o
ensaio Xpert vanA/vanB. As substancias testadas encontram-se na Tabela 1. Nenhuma das 16 substancias testadas demonstrou
interferéncia com vanA. No entanto, duas das 16 substancias exogenas, creme de hidrocortisona (hidrocortisona a 1%) e
Pepto-Bismol® (subsalicilato de bismuto a 1% — 5%), tém o potencial de interferir com vanB. Quando testados no estudo de
interferéncia, o creme de hidrocortisona e Pepto-Bismol® resultaram em valores de Ct ligeiramente superiores ao controlo tampao.

Tabela 4. Substancias testadas quanto a interferéncia com o Xpert vanA/vanB

Substancia Substancia

Sangue total Hospital Universitario de Vaselina Unilever
Karolinska

Mucina (porcina) Sigma Dulcolax® Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals

Kaopectate® Chattem Preparation H® em toalhetes individuais Wyeth Consumer
Healthcare

Imodium® McNeil-PPC Vancomicina Fluka

Fleet® CB Fleet Company Metronidazol Actavis

Gorduras fecais Hospital Universitario de Anusol® Plus TM Warner-Lambert Company
Karolinska

K-Y JeIIy/GeIée® McNeil-PPC Sulfato de bario E-Z-HDTM de elevada densidade para suspensao
E-Z-EM Canada

Creme de hidrocortisona Longs Drugs® Pepto-Bismol® Proctor & Gamble?

2 Quando testados no estudo de interferéncia, os resultados apresentaram valores de Ct ligeiramente superiores ao controlo tamp&o.

14

Xpert® vanA/vanB
301-0188-PT Rev. F marco de 2023



Xpert® vanA/vanB

21. Referéncias

1.

National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) System Report, data summary from January 1992 to June 2004, issued
October 2004. Am J Infect Control. 2004; 32:470-485.

Centers for Disease Control and Prevention. Biosafety in microbiological and biomedical laboratories. Richmond JY and
McKinney RW (eds) (1993). HHS Publication number (CDC) 93-8395.

Clinical and Laboratory Standards Institute (formerly National Committee for Clinical Laboratory Standards). Protection of
laboratory workers from occupationally acquired infections; Approved Guideline. Document M29 (refer to latest edition).

Stinear TP, Olden DC, Johnson PD, Davies JK, Grayson ML. Enterococcal vanB Resistance Locus in Anaerobic Bacteria in
Human Feces. The Lancet. 2001. 357:855-856.

Ballard SA, Grabsch EA, Johnson PDR, Grayson ML. Comparison of Three PCR Primer Sets for Identification of vanB
Gene Carriage in Feces and Correlation with Carriage of Vancomycin-Resistant Enterococci: Interference by vanB-
Containing Anaerobic Bacilli. Antimicrob Agents and Chemother. 2005. 49(1): 77-81.

Domingo M.-C, Huletsky A, Bernal A, Giroux A, Boudreau DK, Picard FJ, Bergeron MG. Characterization of a Tn5382-like
Transposon Containing the vanB2 Gene Cluster in a Clostridium Strain Isolated from Human Faeces. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy. 2005. 55(4):466-74.

REGULATION (EO) No 1272/2008 OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL of 16 December
2008 on the classification labeling and packaging of substances and mixtures amending and repealing. List of Precautionary
Statements, Directives 67/548/EEC and 1999/EC (amending Regulations (EO) No 1907/2007)

Occupational Safety and Health Standards, Hazard Communication, Toxic and Hazard Substances (March 26, 2012)
(29 C.FR, pt. 1910, subpt. Z).

Xpert® vanA/vanB 15
301-0188-PT Rev. F margo de 2023



Xpert® vanA/vanB

22. Locais das sedes da Cepheid

Sede corporativa Sede europeia

Cepheid Cepheid Europe SAS

904 Caribbean Drive Vira Solelh

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

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

23. Assisténcia Técnica

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

. Nome do produto

. Numero de lote

. Numero de série do instrumento

. Mensagens de erro (se houver alguma)

. Versdo do software e, caso se aplique, nimero da etiqueta de servigo (Service Tag) do computador

Informag6es de contacto

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

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

Simbolo Significado

Numero de catalogo

Dispositivo médico para diagndstico in vitro

Nao reutilizar

® (3] &

-

oT Codigo do lote

Consulte as instrugdes de utilizagado

B> =

Cuidado

N
m

Marca CE — Conformidade Europeia

Representante autorizado na Comunidade
Europeia

Mandatario na Suicga

Importador

Fabricante

Pais de fabrico

2| |8
@@L@EE

Contém suficiente para <n> testes

Controlo

Prazo de validade

Limites de temperatura

Riscos biolégicos

S| B | =5| ®a

Atengao
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Cepheid AB
Rontgenvigen 5
SE-171 54 Solna
Suécia

Produto da Suécia

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

C €[
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