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Xpert® Carba-R

Solo para uso diagnostico in vitro

1 Nombre patentado
Xpert® Carba-R

2 Denominacion comun o habitual
Ensayo Xpert Carba-R

3 Indicaciones del dispositivo

El ensayo Xpert Carba-R, realizado en los Sistema del instrumento GeneXpert®, es una prueba de diagnoéstico cualitativo in vitro
concebida para la deteccion y la diferenciacion de las secuencias de genes blagpc, blanpm, blayinv, blagxa.ag Y blapyp asociadas
a la ausencia de sensibilidad a los carbapenemos. La prueba utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
automatizada.

El ensayo Xpert Carba-R esta concebido como ayuda para el control de infecciones en la deteccion de bacterias no sensibles a los
carbapenemos que colonizan a los pacientes en entornos sanitarios. Un resultado negativo del ensayo Xpert Carba-R no excluye la
presencia de otros mecanismos de resistencia.

El ensayo Xpert Carba-R se debe usar con los siguientes tipos de muestras:

Colonias puras

El ensayo se realiza en colonias puras de Enterobacteriaceae, Acinetobacter baumannii o Pseudomonas aeruginosa no sensibles a
los carbapenemos, cuando proliferan en agar de sangre o agar MacConkey. Para las pruebas de colonias puras, el ensayo Xpert
Carba-R debe utilizarse junto con otras pruebas de laboratorio, como las pruebas fenotipicas de sensibilidad antimicrobiana.

La identificacion de un gen de metalobetalactamasas blapyp, blanypy 0 blaypy (esto es, los genes que codifican las
metalobetalactamasas IMP, NDM y VIM, respectivamente) puede utilizarse para ayudar a los médicos a determinar las
estrategias terapéuticas adecuadas para los pacientes que se sepa o se sospeche que tengan infecciones bacterianas no sensibles a
los carbapenemos.

Muestras de hisopos rectales y perirrectales

El ensayo se realiza en muestras de hisopos rectales y perirrectales de pacientes con riesgo de colonizacion intestinal con bacterias
no sensibles a los carbapenemos. Es necesario realizar cultivos simultaneos a fin de recuperar microorganismos para la tipificacion
epidemiolodgica, para las pruebas de sensibilidad antimicrobiana y para la identificacion confirmatoria adicional de bacterias.

El ensayo Xpert Carba-R, cuando se realiza con muestras de hisopos rectales y perirrectales, no esta indicado para guiar o vigilar
el tratamiento de infecciones bacterianas no sensibles a los carbapenemos, ni para determinar la infeccion por bacterias no
sensibles a los carbapenemos.

4 Resumen y explicaciéon

La propagacion global de bacterias Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa y del género Acinetobacter productoras de
carbapenemasa (esto es, microorganismos no sensibles a los carbapenemos) constituye un grave problema médico y de salud
plﬁlblica.l’2 Estas bacterias son a menudo resistentes a todos los betalactamicos y suelen ser corresistentes a varias clases de otros
antimicrobianos, lo que deja muy pocas opciones de tratamiento.” El seguimiento de la propagacion de los microorganismos no
sensibles a los carbapenemos se ve complicado por la diversidad de enzimas hidrolizantes de los carbapenemos que han surgido y
por la capacidad de los genes para propagarse por varias especies bacterianas. Algunos de los genes de la resistencia, como los
determinantes de la carbapenemasa de Klebsiella pneumoniae (KPC), se asocian a estirpes clonales satisfactorias de bacterias

(p. ¢j., K. pneumoniae ST258),4 que tienen una ventaja selectiva en entornos hospitalarios donde se utilizan mucho los
antimicrobianos. Las oportunidades de transmision de microorganismos son a menudo frecuentes, lo que conlleva una mayor
diseminacion de los genes de la resistencia a través de plasmidos transmisibles e integrones. La cepa ST258 de K. pneumoniae ha
causado varias epidemias en todo el mundo, sobre todo en Estados Unidos' y en Israel. Asimismo, personas que, en muchos
casos, han visitado la India o Pakistan han introducido en Europa microorganismos que contienen el gen codificador de la Nueva
Delhi metalobetalactamasa (NDM).6 Un tercer mecanismo de resistencia a los carbapenemos, mediado por la metalobetalactamasa
mediada por integron de Verona (VIM) ha sido tema de preocupacion en Europa durante varios afios. Otras metalobetalactamasas,
como las de la clase imipenemasa (IMP), se han estado detectando en Japoén y en otros paises asidticos durante muchos afios, y se
estan propagando ahora por todo el mundo.’
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Ademas, la oxacilinasa de clase D, OXA-48, que a menudo media la resistencia a los carbapenemos de bajo nivel, se esta
propagando ahora rapidamente por Europa.7’8 En la actualidad, el método habitual para detectar pacientes colonizados por
microorganismos no sensibles a los carbapenemos es el cultivo de muestras de hisopos rectales o perirrectales en placas de agar
selectivo para bacterias gramnegativas, como el agar MacConkey, seguido de una prueba de sensibilidad antimicrobiana de
colonias de fermentacion de lactosa, o utilizando medios de agar de deteccion selectivo.” El primero es laborioso y puede requerir
varios dias para generar un resultado final, mientras que el Gltimo método varia considerablemente en sensibilidad y especificidad
segun el medio selectivo utilizado.

Un método rapido y preciso para determinar si una muestra de hisopo rectal o perirrectal, o un aislado bacteriano no sensible a los
carbapenemos, alberga una de estas cinco clases comunes de genes de resistencia a los carbapenemos seria una gran ayuda para
los programas de control de infecciones, especialmente durante los brotes, ya que puede permitir: 1) identificar el gen de
resistencia especifico presente en el microorganismo y 2) diferenciar los microorganismos que tienen los genes de resistencia a los
carbapenemos transmisibles mas comunes que codifican las enzimas carbapenemasa de los microorganismos que son resistentes
debido a otras betalactamasas y a cambios en la pared celular del microorganismo, que no requieren necesariamente la aplicacion
de precauciones de contacto al paciente.

Los retos terapéuticos asociados a las bacterias Enterobacteriaceae resistentes a los carbapenemos han creado una mayor
conciencia de la necesidad de la deteccion rapida y de la implementacion de medidas eficaces de contencion y prevencion de la
transmision. Los antimicrobianos, como las nuevas combinaciones de betalactamicos e inhibidores de betalactamasas, tienen
diferentes actividades contra bacterias productoras de diferentes tipos de betalactamasas. Los resultados del ensayo Xpert Carba-R
que indiquen la presencia de genes de metalobetalactamasas blayp, blayy, Y blaypy de colonias puras de los microorganismos
indicados pueden ayudar a determinar una estrategia terapéutica que incluya combinaciones de betalactamicos e inhibidores de
betalactamasas.!0-!11-12:13.14

5 Principio del procedimiento

Los sistemas del instrumento GeneXpert automatizan e integran la preparacion de muestras, la extraccion y amplificacion de
acidos nucleicos y la deteccion de la secuencia diana en muestras simples o complejas mediante ensayos de PCR en tiempo real.
Los sistemas constan de un instrumento, un ordenador personal y software precargado para realizar pruebas y ver los resultados.
Los sistemas requieren el uso de cartuchos desechables de un solo uso que contengan los reactivos para la PCR y alojen el
proceso de la PCR. Como los cartuchos son auténomos, el riesgo de contaminacion cruzada entre muestras es minimo. Para
obtener una descripcion completa del sistema, consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert Dx o el Manual del
operador del sistema GeneXpert Infinity.

El ensayo Xpert Carba-R incluye reactivos para la deteccion de secuencias de genes blagpc, blaypnm, blayg, blagxa-ag Y blapvp,
asi como un control de procesamiento de muestras (SPC) para controlar que el procesamiento de las bacterias diana sea el
adecuado y para indicar la presencia de inhibidores en la reaccion PCR. El SPC también garantiza que las condiciones
(temperatura y tiempo) de la reaccion PCR sean adecuadas para la reaccion de amplificacion y que los reactivos para la PCR
funcionen correctamente. Un control interno adicional, el control de comprobacion de la sonda (PCC) verifica la rehidratacion de
los reactivos, el llenado del tubo de PCR en el cartucho, la integridad de las sondas y la estabilidad de los colorantes.

Los cebadores y las sondas del ensayo Xpert Carba-R detectan secuencias patentadas de las secuencias de genes blagp- (KPC),
blagpy (NDM), blayy (VIM), blagx a-4g (OXA-48) y blapp (IMP) asociadas a la ausencia de sensibilidad a los carbapenemos
en bacterias gramnegativas.

2 Xpert® Carba-R
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Reactivos e instrumentos

6.1  Materiales suministrados
W El kit del ensayo Xpert Carba-R (GXCARBARP-CE-10) contiene reactivos suficientes para procesar 10 muestras, y el kit del
ensayo Xpert Carba-R (GXCARBARP-CE-120) contiene reactivos suficientes para procesar 120 muestras. Los kits contienen lo
siguiente:

Cartuchos del ensayo Xpert Carba-R con tubos de reaccion

integrados 10 120

* Microesfera 1, microesfera 2 y microesfera 3 (liofilizadas) 1 de cada por cartucho 1 de cada por cartucho
* Reactivo 1 3 ml por cartucho 3 ml por cartucho

* Reactivo 2 (cloruro de guanidinio) 2,5 ml por cartucho 2,5 ml por cartucho
Frascos con reactivo para muestras del ensayo Xpert Carba-R 10 120

* Reactivo para muestras 5,0 ml por frasco 5,0 ml por frasco
Pipetas de transferencia desechables (1,7 ml) 10 120

CD 1 1

* Archivos de definicion del ensayo (ADF)
* Instrucciones para importar el ADF en el software
* Instrucciones de uso (prospecto)

Las fichas de datos de seguridad (SDS, Safety Data Sheets) estan disponibles en la ficha de ASISTENCIA (SUPPORT) de

Nota i o :
www.cepheid.com o www.cepheidinternational.com.

La albumina sérica bovina (BSA) del interior de las microesferas de este producto se obtuvo y se fabrico exclusivamente a partir de
plasma bovino originario de Estados Unidos. Los animales no fueron alimentados con proteinas de rumiantes ni con otras proteinas
animales; los animales superaron las pruebas ante y post mértem. Durante el procesamiento, no hubo mezcla del material con otros
materiales de origen animal.

Nota

6.2 Conservacion y manipulacion
yﬂﬁcﬂ . Conserve los cartuchos del ensayo Xpert Carba-R a 2-28 °C.

. No abra la tapa del cartucho hasta el momento de realizar la prueba.
g . No utilice los reactivos ni los cartuchos después de la fecha de caducidad indicada.
. El reactivo para muestras es un liquido transparente incoloro. No utilice el reactivo para muestras si se ha vuelto turbio o ha
cambiado de color.
. Utilice el cartucho en los 30 minutos siguientes a la apertura de su tapa.
. No utilice cartuchos que presenten fugas.

6.3 Materiales requeridos pero no suministrados
. Instrumento GeneXpert Dx o sistemas GeneXpert Infinity (el nimero de catalogo varia segun la configuracion): Instrumento
GeneXpert, ordenador, lector de codigos de barras y manual del operador.

. Para el sistema GeneXpert Dx: Software GeneXpert Dx version 4.3 o posterior
. Dispositivo de recogida de muestras: Numero de catdlogo 900-0370 de Cepheid
. Agar-sangre (p. ¢j., Remel " Agar-sangre: Namero de catalogo R01200 o equivalente)

. Agar MacConkey (p. ¢j., Agar MacConkey Remel™: Numero de catalogo R01550 o equivalente)

. Discos de meropenem de 10 ug (p. ¢j., discos de prueba de sensibilidad antimicrobiana BD BBL" Sensi-Disc", meropenem,
numero de catdlogo 231704 o equivalente)
. Pinzas estériles
Xpert® Carba-R 3
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Asas de siembra estériles desechables de 10 pl (p. ¢j., Copan: Numero de catalogo COPS-10, o Hardy Diagnostics: Numero
de catalogo L2002A o equivalente)

Agitadora vorticial

Impresora: Si se requiere una impresora, pongase en contacto con el servicio técnico de Cepheid para organizar la compra de
una impresora recomendada.

7 Advertencias y precauciones

A -

Para uso diagndstico in vitro.
Para uso exclusivo con receta.

Trate todas las muestras bioldgicas, incluidos los cartuchos usados, como posibles agentes transmisores de infecciones. Con
frecuencia es imposible saber qué muestras podrian ser infecciosas, por lo que todas las muestras biologicas deben tratarse
tomando las precauciones habituales. Las directrices para la manipulacion de las muestras estan disponibles en los Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention)!> 10 y el Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards Institute)!” de Estados Unidos.

Siga los procedimientos de seguridad del centro para trabajar con productos quimicos y manipular muestras biologicas y
placas de agar con colonias puras.

Las muestras bioldgicas, los dispositivos de transferencia y los cartuchos usados deben ser considerados capaces de transmitir
agentes infecciosos que requieren las precauciones habituales. Siga los procedimientos de eliminacion de desechos de su
centro para la eliminacion adecuada de los cartuchos usados y los reactivos no utilizados. Estos materiales pueden exhibir
caracteristicas propias de los residuos quimicos peligrosos que requieren procedimientos especificos de eliminacion de
caracter nacional o regional. Si las normativas nacionales o regionales no proporcionan instrucciones claras en cuanto a los
procedimientos de eliminacion adecuados, las muestras biologicas y los cartuchos usados deben desecharse de conformidad
con las directrices de la OMS [Organizaciéon Mundial de la Salud] en cuanto a la manipulacion y eliminacion de desechos
médicos.

Para evitar la contaminacion de las muestras o los reactivos, se recomienda seguir las buenas practicas de laboratorio, lo que
incluye el cambio de guantes entre las manipulaciones de muestras.

No utilice ningun otro reactivo en vez del reactivo para muestras del ensayo Xpert Carba-R.
No abra la tapa del cartucho del ensayo Xpert Carba-R hasta que esté preparado para afiadir una muestra.
No utilice cartuchos que se hayan caido después de extraerlos del envase.

No agite el cartucho. Si el cartucho se agita o se deja caer después de haber abierto su tapa, es posible que se obtengan
resultados no validos.

No coloque la etiqueta de ID de la muestra en la tapa del cartucho ni sobre la etiqueta del codigo de barras.

Cada cartucho de un solo uso del ensayo Xpert Carba-R se utiliza para procesar una sola prueba. No vuelva a utilizar los
cartuchos usados.

No utilice cartuchos con tubos de reaccion dafiados.
Use guantes y bata de laboratorio limpios. Cambiese los guantes entre los procesamientos de cada muestra.

En caso de que la zona de trabajo o el equipo resulten contaminados con muestras o controles, limpie minuciosamente la zona
contaminada con una dilucion 1:10 de lejia clorada de uso doméstico y, a continuacion, vuelva a limpiar la zona de trabajo con
etanol al 70 %. Seque por completo las superficies de trabajo antes de seguir.

Xpert® Carba-R
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8 Peligros quimicos

18,19

Pictograma de peligro del SGA de la ONU: @
Palabra de advertencia: ATENCION
Declaraciones de precaucion del SGA de la ONU

. Prevencion
. Lavarse concienzudamente tras la manipulacion.
. Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.
. Respuesta
. EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabon abundantes.
. Se necesita un tratamiento especifico (ver informacion adicional de medidas de primeros auxilios).
. Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas.
. En caso de irritacion cutanea: Consultar a un médico.

. EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar
las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

. Si persiste la irritacion ocular: Consultar a un médico.
. Llamar a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico en caso de malestar.

9 Preparacion y conservacion de muestras

Muestras de hisopos rectales o perirrectales:
Para obtener informacion sobre los hisopos que han de utilizarse, consulte el Apartado 6.3, Materiales requeridos pero no
suministrados.

Recogida de un par de hisopos rectales: Inserte con cuidado las puntas de ambos hisopos aproximadamente 1 cm mas alla del
esfinter anal y girelas suavemente. Véase «Materiales necesarios pero no suministrados» para los hisopos que se deben usar y
la Figura 1 y la Figura 2 para los ejemplos de hisopos aceptables y no aceptables para su uso con el ensayo Xpert Carba-R.

Recogida de un par de hisopos perirrectales: Inserte con cuidado las puntas de ambos hisopos no mas de 1 cm en la abertura
anal antes del esfinter anal y girelas suavemente.

Los hisopos en el tubo de transporte se pueden almacenar a 15-28 °C durante un maximo de cinco dias.

La Figura 1 siguiente ofrece ejemplos de muestras de hisopos aceptables que se pueden usar con el ensayo Xpert Carba-R, y la
Figura 2 ofrece ejemplos de muestras de hisopos muy contaminadas que no se deben usar con el ensayo Xpert Carba-R.

Ejemplos de hisopos aceptables para las
pruebas con el ensayo Xpert® Carba-R

Figura 1. Ejemplos de muestras de hisopos aceptables para las pruebas con el ensayo Xpert Carba-R

Xpert® Carba-R 5
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Ejemplos de hisopos muy contaminados
No usar con el ensayo Xpert Carba-R

Figura 2. Ejemplos de muestras de hisopos no aceptables para las pruebas con el ensayo Xpert Carba-R

Aislados bacterianos:

1.

Los microorganismos deben identificarse y la condicion de ausencia de sensibilidad a los carbapenemos debe determinarse de
acuerdo con el actual prospecto aprobado por la FDA, asi como con la version mas reciente de la directriz CLSI M100?° antes
de realizar pruebas con el ensayo Xpert Carba-R.

2. Inocule el microorganismo en una placa de agar-sangre o de agar MacConkey, realice un estriado para aislarlo y coloque un
disco de meropenem de 10 pg en el primer cuadrante de estriado como un medio para asegurar que el aislado conserva su
ausencia de sensibilidad a los carbapenemos.

Incube la placa a 35 °C durante 18-24 horas al aire ambiente.

4.  Utilice el método de suspension directa de colonias tocando colonias aisladas con un hisopo o un asa para preparar una
suspension McFarland 0,5 del aislado bacteriano como se indica en la norma aprobada CLSI M07%. Los pasos también se
describen a continuacion.

A. Realice una suspension de colonias aisladas seleccionadas de una placa de agar (p. ¢€j., un medio no selectivo tal como
agar-sangre que haya sido incubado de 18 a 24 horas) directamente en caldo o solucion salina.

B.  Ajuste la suspension para lograr una turbidez equivalente al patron McFarland 0,5. Esto produce una suspension que
contiene aproximadamente 1-2 x 108 UFC/ml para E. coli ATCC (American Type Culture Collection) 25922.

C.  Utilice un dispositivo fotométrico o, si se realiza visualmente, luz adecuada para comparar el tubo de inoculo y el patron
McFarland 0,5 con una tarjeta con un fondo blanco y lineas de contraste negras.

10 Procedimiento
10.1 Preparacion del cartucho
Importante Introduzca el cartucho en el instrumento GeneXpert en los 30 minutos posteriores a la adicion de la muestra
al cartucho.

1. Extraiga un cartucho del ensayo Xpert Carba-R, un frasco de reactivo para muestras y una pipeta de transferencia del kit. Abra
el frasco de reactivo para muestras.

2. Para afadir la muestra al cartucho:

. Para las muestras de hisopos rectales o perirrectales, para afiadir la muestra de hisopo al cartucho:

. De los dos hisopos, coloque un hisopo en el frasco de reactivo para muestras. Vuelva a introducir el hisopo no utilizado
en el tubo de transporte y almacénelo.
Nota Consulte el Apartado 9 para ver las condiciones de conservacion de las muestras de hisopos rectales o perirrectales. El segundo
hisopo restante se puede utilizar para repetir la prueba.
6 Xpert® Carba-R
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Nota

Nota

Nota

Consulte el Apartado 14, Procedimiento de repeticion de la prueba para repetir la prueba para las muestras de hisopos rectales o
perirrectales.

Sujete el hisopo por el vastago cerca del borde del frasco, levante el hisopo unos milimetros del fondo del frasco y doble
el vastago sobre el borde del frasco para romperlo por la marca rayada y acortar el hisopo lo suficiente para permitir que
quepa en el frasco y que la tapa pueda cerrarse firmemente.

. Para aislados bacterianos, para afadir la suspension McFarland 0,5 del aislado al cartucho:

Agite la suspension McFarland 0,5 en el mezclador vortex. Utilizando un asa de 10 pl, transfiera 10 ul de la suspension
McFarland 0,5 a un frasco de 5 ml de reactivo para muestras. Agite el asa un minimo de tres veces en el reactivo para
muestras. Después de la prueba inicial, la muestra restante en el frasco de reactivo para muestras puede conservarse a
2-28 °C durante un maximo de cinco dias en caso de que sea necesario repetir la prueba.

Consulte el Apartado 14, Procedimiento de repeticion de la prueba, para obtener instrucciones sobre cémo repetir la prueba para
muestras de aislados bacterianos.

Asegurese de que el asa de 10 pl esté llena con la muestra y que la suspension de la muestra en el asa no se rompa al transferir la
suspension McFarland 0,5 al reactivo para muestras.

Tape bien el frasco de reactivo para muestras y agitelo en el mezclador vortex a alta velocidad durante 10 segundos.

4.  Abra la tapa del cartucho. Abra la tapa del reactivo para muestras. Utilizando la pipeta de transferencia suministrada, aspire la
muestra preparada (reactivo para muestras que contiene la muestra del Paso 2) hasta la marca de la pipeta (aproximadamente
1,7 ml; consulte la Figura 3) y, a continuacion, transfiera el material a la abertura grande de la cdmara de muestras (consulte la
Figura 4) del cartucho del ensayo Xpert Carba-R.

5. Cierre la tapa del cartucho y coloque este en el instrumento GeneXpert en los 30 minutos posteriores a la adicion de la muestra
al cartucho.

'; -g——Linea de llenado

Figura 3. Pipeta de transferencia para transferir la muestra al cartucho

Camara de muestras
(abertura grande)

Figura 4. Cartucho del ensayo Xpert Carba-R (vista superior)

Xpert® Carba-R
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10.2 Inicio de la prueba
Antes de iniciar la prueba, asegurese de que se haya importado al software el archivo de definiciéon del
Importante ensayo Xpert Carba-R. Este apartado incluye los pasos basicos para realizar la prueba. Para obtener
instrucciones detalladas, consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert Dx o el Manual del operador
del sistema GeneXpert Infinity.
N Los pasos que debe seguir pueden ser diferentes si el administrador del sistema cambi6 el flujo de trabajo predeterminado del
ota _. : ; ; . . -

sistema. El flujo de trabajo predeterminado se describe a continuacion.

1.  Encienda el sistema del instrumento GeneXpert:

. Si esta utilizando el instrumento GeneXpert Dx, encienda primero el instrumento y, a continuacion, encienda el
ordenador. El software GeneXpert se iniciara automaticamente o podria ser necesario hacer doble clic en el icono de
acceso directo del software GeneXpert Dx en el escritorio de Windows®.

0

. Si esta utilizando el instrumento GeneXpert Infinity, ponga en marcha el instrumento. El software Xpertise se ejecutara
automaticamente o puede requerir que se haga doble clic en el icono del acceso directo del software Xpertise en el
escritorio de Windows.

2. Inicie sesion en el software del sistema del instrumento GeneXpert con su nombre de usuario y su contrasefia.

En la ventana del sistema GeneXpert, haga clic en Crear prueba (Create Test) (GeneXpert Dx) o en Solicitudes (Orders) y

Solicitar prueba (Order Test) (Infinity).

4. Escanee la Id. del paciente (Patient ID) (opcional). Si escribe la Id. paciente (Patient ID), asegurese de escribirla
correctamente. La Id. paciente (Patient ID) se asocia a los resultados de la prueba, y se muestra en la ventana Ver resultados
(View Results).

5. Escanee o escriba la Id. muestra (Sample ID). Si escribe la Id. muestra (Sample ID), asegtirese de escribirla correctamente. La
Id. muestra (Sample ID) se asocia a los resultados de la prueba, y se muestra en la ventana Ver resultados (View Results).

6.  Escanee el codigo de barras del cartucho del ensayo Xpert Carba-R. El software utiliza la informacion del codigo de barras
para rellenar automaticamente los cuadros de los campos siguientes: Seleccionar ensayo (Select Assay), Id. del lote del
reactivo (Reagent Lot ID), N° de serie del cartucho (Cartridge SN) y Fecha de caducidad (Expiration Date).

Nota Si no se escanea el cédigo de barras del cartucho del ensayo Xpert Carba-R, prepare otra prueba siguiendo el procedimiento de

repeticion de la prueba del Apartado 14.

7. Haga clic en Iniciar prueba (Start Test) (GeneXpert Dx) o en Enviar (Submit) (Infinity). Introduzca su contrasefia si se le
solicita.

8. Encel sistema GeneXpert Infinity, coloque el cartucho en la cinta transportadora. El cartucho se cargara automaticamente, se
realizara la prueba y el cartucho usado se colocara en el recipiente de residuos.

0

Para el instrumento GeneXpert Dx:

A.  Abrala puerta del modulo del instrumento que tiene la luz verde intermitente y cargue el cartucho.

B.  Cierre la puerta. La prueba se inicia y la luz verde deja de parpadear. Una vez finalizada la prueba, la luz se apaga.

C.  Espere hasta que el sistema desbloquee la puerta del modulo antes de abrirla. A continuacion, extraiga el cartucho.

D. Los cartuchos usados deben eliminarse en los recipientes de residuos de muestras adecuados de acuerdo con las
précticas habituales de su centro.

10.3  Visualizacion e impresion de los resultados

Este apartado describe los pasos basicos para ver e imprimir los resultados. Para obtener instrucciones detalladas sobre como ver

e imprimir los resultados, consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert Dx o el Manual del operador del sistema

GeneXpert Infinity.

1. Haga clic en el icono Ver resultados (View Results) para ver los resultados.

2. Una vez finalizada la prueba, haga clic en el botén Informe (Report) de la pantalla Ver resultados (View Results) para ver o
generar un archivo de informe en formato PDF.

8 Xpert® Carba-R
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Control de calidad

Controles de calidad integrados
Cada prueba incluye un control de procesamiento de muestras y un control de comprobacion de la sonda.

. Control de procesamiento de muestras (Sample Processing Control, SPC) — Confirma que la muestra se proces6
correctamente. E1 SPC contiene esporas de Bacillus globigii en forma de una microesfera seca que se incluye en cada cartucho
para verificar el procesamiento adecuado de la muestra. E1 SPC confirma que la lisis de las bacterias ha tenido lugar si hay
microorganismos presentes y comprueba ademas si el procesamiento de la muestra ha sido adecuado. Aparte de lo anterior,
este control detecta la inhibicion asociada a la muestra del ensayo de PCR en tiempo real, garantiza que las condiciones
(temperatura y tiempo) de la reaccién PCR sean correctas para la reaccion de amplificacion y que los reactivos para la PCR
funcionen correctamente.

E1 SPC debe ser positivo en una muestra negativa, y puede ser negativo o positivo en una muestra positiva. E1 SPC se
considera superado si cumple los criterios de aceptacion validados.

. Control de comprobacién de la sonda (Probe Check Control, PCC) — Antes de iniciar la reaccion PCR, el sistema
GeneXpert mide la sefial de fluorescencia de las sondas para comprobar la rehidratacion de las microesferas, el llenado del
tubo de reaccion, la integridad de las sondas y la estabilidad de los colorantes. La comprobacion de la sonda se considera
superada si cumple los criterios de aceptacion asignados.

Controles externos

Se pueden utilizar controles externos de acuerdo con las organizaciones de acreditacion locales, estatales y nacionales, segiin
corresponda.

12 Interpretacion de los resultados
El sistema GeneXpert interpreta los resultados a partir de las sefiales fluorescentes medidas y de los algoritmos de célculo
incorporados, y los muestra en la ventana Ver resultados (View Results). No se muestran las capturas de pantalla y las
interpretaciones de todas las combinaciones de resultados posibles con los cinco analitos diana del ensayo Xpert Carba-R;
no obstante, los ejemplos siguientes son representativos del tipo de resultados que pueden esperarse.
La tabla y las figuras siguientes muestran solamente ejemplos representativos de los tipos de resultados que pueden esperarse con
Nota L . . . .
el ensayo Xpert Carba-R. No se muestran todas las combinaciones de resultados posibles con los cinco analitos diana.
Tabla 1. Resultados representativos del ensayo Xpert Carba-R, con sus interpretaciones
Resultado Interpretacion
IMP DETECTADO Se ha detectado la secuencia de ADN diana de IMP; no se han detectado las secuencias de
(IMP DETECTED); ADN diana de VIM, NDM, KPC y OXA-48.
VIM NO DETECTADO « La amplificacion por PCR del ADN diana de IMP arroja un valor de Ct dentro del rango
(VIM NOT DETECTED); valido y un criterio de valoracion de fluorescencia por encima del valor umbral configurado;
NDM NO DETECTADO las secuencias de ADN diana de VIM, NDM, KPC y OXA-48 estan ausentes o por debajo
(NDM NOT DETECTED); del nivel de deteccion del ensayo.
KPC NO DETECTADO « SPC: No aplicable. El SPC se omite porque la amplificacion de ADN diana de IMP pueden
(KPC NOT DETECTED); competir con este control.
OXA48 NO DETECTADO * PCC: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la comprobacion de la sonda superan la
Consulte la Figura 5 » Las estrategias terapéuticas que incluyan antimicrobianos, tales como las combinaciones
' de betalactamicos e inhibidores de betalactamasas con actividad limitada o nula contra las
bacterias productoras de metalobetalactamasas, deben utilizarse con cautela. Los
resultados del ensayo Xpert Carba-R que muestren la presencia de genes de
metalobetalactamasas blap, blaym, Y blaypy de colonias puras de los microorganismos
indicados pueden ayudar a determinar una estrategia terapéutica para los pacientes que se
sepa o se sospeche que tengan infecciones bacterianas no sensibles a los carbapenemos.
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Tabla 1. Resultados representativos del ensayo Xpert Carba-R, con sus interpretaciones (continuacion)

VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

NDM NO DETECTADO
(NDM NOT DETECTED);
KPC NO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 NO DETECTADO
(OXA48 NOT DETECTED)

Consulte la Figura 6.

Resultado Interpretacion
IMP NO DETECTADO Se ha detectado la secuencia de ADN diana de VIM; no se han detectado las secuencias de
(IMP NOT DETECTED); ADN diana de IMP, NDM, KPC y OXA-48.

La amplificacién por PCR del ADN diana de VIM arroja un valor de Ct dentro del rango
valido y un criterio de valoracién de fluorescencia por encima del valor umbral configurado;
las secuencias de ADN diana de IMP, NDM, KPC y OXA-48 estan ausentes o por debajo
del nivel de deteccion del ensayo.

SPC: No aplicable. El SPC se omite porque la amplificacion de ADN diana de VIM puede
competir con este control.

PCC: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la comprobacion de la sonda superan la
comprobacion.

Las estrategias terapéuticas que incluyan antimicrobianos, tales como las combinaciones
de betalactamicos e inhibidores de betalactamasas con actividad limitada o nula contra las
bacterias productoras de metalobetalactamasas, deben utilizarse con cautela. Los
resultados del ensayo Xpert Carba-R que muestren la presencia de genes de
metalobetalactamasas blap, blaym, Y blaypy de colonias puras de los microorganismos
indicados pueden ayudar a determinar una estrategia terapéutica para los pacientes que se
sepa o se sospeche que tengan infecciones bacterianas no sensibles a los carbapenemos.

IMP NO DETECTADO
(IMP NOT DETECTED);
VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

NDM DETECTADO

(NDM DETECTED);

KPC NO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 NO DETECTADO
(OXA48 NOT DETECTED)

Consulte la Figura 7.

Se han detectado las secuencias de ADN diana de VIM y NDM; no se han detectado las
secuencias de ADN diana de IMP, KPC y OXA-48.

.

La amplificacion por PCR de ADN diana de VIM y NDM arroja valores de Ct dentro de los
rangos validos y criterios de valoracion de fluorescencia por encima de los valores umbral
configurados; las secuencias de ADN diana de IMP, KPC y OXA-48 estan ausentes o por
debajo del nivel de deteccién del ensayo.

SPC: No aplicable. EI SPC se omite porque las amplificaciones de ADN diana de VIM y
NDM pueden competir con este control.

PCC: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la comprobacion de la sonda superan la
comprobacion.

Las estrategias terapéuticas que incluyan antimicrobianos, tales como las combinaciones
de betalactamicos e inhibidores de betalactamasas con actividad limitada o nula contra las
bacterias productoras de metalobetalactamasas, deben utilizarse con cautela. Los
resultados del ensayo Xpert Carba-R que muestren la presencia de genes de
metalobetalactamasas blap, blaym, Y blaypy de colonias puras de los microorganismos
indicados pueden ayudar a determinar una estrategia terapéutica para los pacientes que se
sepa o se sospeche que tengan infecciones bacterianas no sensibles a los carbapenemos.

IMP DETECTADO

(IMP DETECTED);

VIM NO DETECTADO
(VIM NOT DETECTED);
NDM DETECTADO

(NDM DETECTED);

KPC NO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 NO DETECTADO
(OXA48 NOT DETECTED)

Consulte la Figura 8.

Se han detectado las secuencias de ADN diana de IMP y NDM; no se han detectado las
secuencias de ADN diana de VIM, KPC y OXA-48.

La amplificacion por PCR de ADN diana de IMP y NDM arroja valores de Ct dentro de los
rangos validos y criterios de valoracion de fluorescencia por encima de los valores umbral
configurados; las secuencias de ADN diana de VIM, KPC y OXA-48 estan ausentes o por
debajo del nivel de deteccién del ensayo.

SPC: No aplicable. El SPC se omite porque las amplificaciones de ADN diana de IMP y
NDM pueden competir con este control.

PCC: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la comprobacion de la sonda superan la
comprobacion.

Las estrategias terapéuticas que incluyan antimicrobianos, tales como las combinaciones
de betalactamicos e inhibidores de betalactamasas con actividad limitada o nula contra las
bacterias productoras de metalobetalactamasas, deben utilizarse con cautela. Los
resultados del ensayo Xpert Carba-R que muestren la presencia de genes de
metalobetalactamasas bla)yp, blayy. Y blanpy de colonias puras de los microorganismos
indicados pueden ayudar a determinar una estrategia terapéutica para los pacientes que se
sepa o se sospeche que tengan infecciones bacterianas no sensibles a los carbapenemos.
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Tabla 1. Resultados representativos del ensayo Xpert Carba-R, con sus interpretaciones (continuacion)

VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

NDM NO DETECTADO
(NDM NOT DETECTED);
KPC NO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 DETECTADO
(OXA48 DETECTED)

Consulte la Figura 9.

Resultado Interpretacion
IMP DETECTADO Se han detectado las secuencias de ADN diana de IMP, VIM y OXA-48; no se han detectado
(IMP DETECTED); las secuencias de ADN diana de NDM y KPC.

La amplificacion por PCR de ADN diana de IMP, VIM y OXA-48 arroja valores de Ct dentro
de los rangos validos y criterios de valoracion de fluorescencia por encima de los valores
umbral configurados; las secuencias de ADN diana de KPC y NDM estan ausentes o por
debajo del nivel de deteccién del ensayo.

SPC: No aplicable. EI SPC se omite porque las amplificaciones de ADN diana de IMP,
VIM y OXA-48 pueden competir con este control.

PCC: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la comprobacion de la sonda superan la
comprobacion.

Las estrategias terapéuticas que incluyan antimicrobianos, tales como las combinaciones
de betalactamicos e inhibidores de betalactamasas con actividad limitada o nula contra las
bacterias productoras de metalobetalactamasas, deben utilizarse con cautela. Los
resultados del ensayo Xpert Carba-R que muestren la presencia de genes de
metalobetalactamasas blayp, blaym, Y blaypy de colonias puras de los microorganismos
indicados pueden ayudar a determinar una estrategia terapéutica para los pacientes que se
sepa o se sospeche que tengan infecciones bacterianas no sensibles a los carbapenemos.

IMP DETECTADO

(IMP DETECTED);

VIM DETECTADO

(VIM DETECTED);

NDM DETECTADO
(NDM DETECTED);
KPC NO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 DETECTADO
(OXA48 DETECTED)

Consulte la Figura 10.

Se han detectado las secuencias de ADN diana de IMP, VIM, NDM y OXA-48; no se ha
detectado la secuencia de ADN diana de KPC.

La amplificacion por PCR de ADN diana de IMP, VIM, NDM y OXA-48 arroja valores de Ct
dentro de los rangos validos y criterios de valoracién de fluorescencia por encima de los
valores umbral configurados; la secuencia de ADN diana de KPC esta ausente o por debajo
del nivel de deteccion del ensayo.

SPC: No aplicable. El SPC se omite porque las amplificaciones de ADN diana de IMP, VIM,
NDM y OXA-48 pueden competir con este control.

PCC: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la comprobacion de la sonda superan la
comprobacion.

Las estrategias terapéuticas que incluyan antimicrobianos, tales como las combinaciones
de betalactéamicos e inhibidores de betalactamasas con actividad limitada o nula contra las
bacterias productoras de metalobetalactamasas, deben utilizarse con cautela. Los
resultados del ensayo Xpert Carba-R que muestren la presencia de genes de
metalobetalactamasas bla)yp, blayy. Y blanpy de colonias puras de los microorganismos
indicados pueden ayudar a determinar una estrategia terapéutica para los pacientes que se
sepa o se sospeche que tengan infecciones bacterianas no sensibles a los carbapenemos.

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

Consulte la Figura 11.

Se han detectado las secuencias de ADN diana de IMP, VIM, NDM, KPC y OXA-48.

La amplificacion por PCR de ADN diana de IMP, VIM, NDM, KPC y OXA-48 arroja valores
de Ct dentro de los rangos validos y criterios de valoracion de fluorescencia por encima de
los valores umbral configurados.

SPC: No aplicable. EI SPC se omite porque las amplificaciones de ADN diana de IMP, VIM,
NDM, KPC y OXA-48 pueden competir con este control.

PCC: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la comprobacion de la sonda superan la
comprobacion.

Las estrategias terapéuticas que incluyan antimicrobianos, tales como las combinaciones
de betalactamicos e inhibidores de betalactamasas con actividad limitada o nula contra las
bacterias productoras de metalobetalactamasas, deben utilizarse con cautela. Los
resultados del ensayo Xpert Carba-R que muestren la presencia de genes de
metalobetalactamasas blap, blayu, Y blaypy de colonias puras de los microorganismos
indicados pueden ayudar a determinar una estrategia terapéutica para los pacientes que se
sepa o se sospeche que tengan infecciones bacterianas no sensibles a los carbapenemos.
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Tabla 1. Resultados representativos del ensayo Xpert Carba-R, con sus interpretaciones (continuacion)

VIM NO DETECTADO
(VIM NOT DETECTED);
NDM NO DETECTADO
(NDM NOT DETECTED);
KPC NO DETECTADO
(KPC NOT DETECTED);
OXA48 NO DETECTADO
(OXA48 NOT DETECTED)

Consulte la Figura 12.

Resultado Interpretacion
IMP NO DETECTADO No se han detectado las secuencias de ADN diana de IMP, VIM, NDM, KPC y OXA-48.
(IMP NOT DETECTED); » Las secuencias de ADN diana de IMP, VIM, NDM, KPC y OXA-48 estan ausentes o por

debajo del nivel de deteccién del ensayo.

» SPC: SUPERADO (PASS); la amplificacién por PCR de la secuencia de ADN de SPC arroja
un valor de Ct dentro del rango valido y un criterio de valoracion de fluorescencia por
encima del valor umbral configurado.

* PCC: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la comprobacion de la sonda superan la
comprobacion.

NO VALIDO
(INVALID)

Consulte la Figura 13.

No puede determinarse la presencia o ausencia de secuencias de ADN diana de IMP, VIM,
NDM, KPC y OXA-48. Utilice las instrucciones del Apartado 14, Procedimiento de repeticion
de la prueba para repetir la prueba.

» SPC: NO SUPERADO (FAIL); ausencia de amplificacién por PCR de la secuencia de ADN
de SPC o el Ct del SPC no esta dentro del rango valido y el criterio de valoracion de
fluorescencia esta por debajo del valor umbral configurado.

* PCC: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la comprobacion de la sonda superan la
comprobacion.

ERROR

No puede determinarse la presencia o ausencia de secuencias de ADN diana de IMP, VIM,
NDM, KPC y OXA-48. Utilice las instrucciones del Apartado 14, Procedimiento de repeticion
de la prueba para repetir la prueba.

» SPC: SIN RESULTADO (NO RESULT)

» PCC: NO SUPERADO (FAIL)*; uno o mas de los resultados de la comprobacién de la sonda
no superaron la comprobacion. EI PCC falld, debido probablemente a que el tubo de
reaccion no se llené correctamente o se detectd un problema de integridad de la sonda.

* Si la comprobacién de la sonda se superd, el error se debe a un fallo de los componentes del

sistema.

SIN RESULTADO
(NO RESULT)

No puede determinarse la presencia o ausencia de secuencias de ADN diana de IMP, VIM,
NDM, KPC y OXA-48. Utilice las instrucciones del Apartado 14, Procedimiento de repeticion
de la prueba para repetir la prueba. No se obtuvieron suficientes datos para producir un
resultado de la prueba (por ejemplo, el usuario paré la prueba que estaba en curso o se
produjo un corte del suministro eléctrico).

* SPC: SIN RESULTADO (NO RESULT)
* PCC: No corresponde

12
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IMP1 DETECTADO;

VIM NO DETECTADO;
NDM NO DETECTADO;
KPC NO DETECTADO;
OXA48 NO DETECTADO

IR RI R &I &
DIENRNN]

Figura 5. Ensayo Carba-R — IMP detectado

IMP1 NO DETECTADO;
VIM DETECTADO;

NDM NO DETECTADO;
KPC NO DETECTADO;
OXA48 NO DETECTADO

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

Figura 6. Ensayo Carba-R — VIM detectado
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Nota No se muestran ejemplos de muestras positivas para NDM, positivas para KPC y positivas para OXA.

IMP1 NO DETECTADO;
VIM DETECTADO;

NDM DETECTADO;

KPC NO DETECTADO;
OXA48 NO DETECTADO,

IR RI R &I &
DIENRNN]

Figura 7. Ensayo Carba-R — VIM y NDM detectados

IMP1 DETECTADO;

VIM NO DETECTADO;
NDM DETECTADO;

KPC NO DETECTADO;
OXA48 NO DETECTADO,

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

Figura 8. Ensayo Carba-R — IMP y NDM detectados
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IMP1 DETECTADO;
VIM DETECTADO;
NDM NO DETECTADO;
KPC NO DETECTADO;
(OXA48 DETECTADO

IR RI R &I &
DIENRNN]

Figura 9. Ensayo Carba-R — IMP, VIM y OXA-48 detectados

IMP1 DETECTADO;
VIM DETECTADO;
NDM DETEC O,
KPC NO DETECTADO;
(OXA48 DETECTADO

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

Figura 10. Ensayo Carba-R - IMP, VIM, NDM y OXA-48 detectados
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IMP1 DETECTADO;
VIM DETECTADO;
NDM DETECTADO;
KPC DETECTADO;
(OXA48 DETECTADO

IR RI R &I &
DIENRNN]

Figura 11. Ensayo Carba-R — IMP, VIM, NDM, KPC y OXA-48 detectados

IMP1 NO DETECTADO;
VIM NO DETECTADO;
NDM NO DETECTADO;
KPC NO DETECTADO;
OXA48 NO DETECTADO,

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

Figura 12. Ensayo Carba-R - IMP, VIM, NDM, KPC y OXA-48 no detectados
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|| Resultado | Resultadode analito | Detalle | Errores | Historial | Mensajes | Asistencia
Nombre de ensayo Xpert CARBA-R Version 1
Resultado de la |NO VALIDO
prueba
| [ForinVitro Diagnostic Use Only.
Leyenda
100 [vi[/] SPC; Principal |4
[vi /] MP1; Principal
30 [v || vim; Principal
= [vi /] NDM; Principal
g 60 [vi || KPC; Principal
2 [v[/| OXA48; Principal
S 40
[F
20
0
10 20 30 40
Ciclos
-/

Figura 13. Ensayo Carba-R — No valido
13 Razones para repetir la prueba

Repita la prueba con un cartucho nuevo (no vuelva a utilizar el cartucho) y un frasco de reactivo para muestras nuevo. Para
obtener informacion sobre el procedimiento de repeticion de la prueba, consulte el Apartado 14, Procedimiento de repeticion de la
prueba.

. Un resultado NO VALIDO (INVALID) indica que el control SPC no super la comprobacion. La muestra no se procesé
correctamente, la PCR se inhibi6 o el volumen de muestra afiadido era inadecuado.

. Un resultado de ERROR indica que el control de comprobacion de la sonda no supero la comprobacion y que el ensayo se
interrumpi6, debido posiblemente a que el tubo de reaccion no se llend correctamente, a que se detectd un problema de
integridad de la sonda de reactivo, a que se excedieron los limites maximos de presion o a que se detectd un error de posicion
de una valvula.

. SIN RESULTADO (NO RESULT) indica que no se han recogido suficientes datos. Por ejemplo, si el operador detuvo una prueba
en curso o si se produjo un corte del suministro eléctrico.

. Si un control externo deja de actuar seglin lo esperado, repita la prueba con el control externo o pongase en contacto con el
Servicio técnico de Cepheid para recibir asistencia.
14 Procedimiento de repeticion de la prueba

141 Procedimiento de repeticion de prueba de muestras de hisopos rectales y perirrectales
1. Extraiga un cartucho nuevo, un frasco de reactivo para muestras nuevo y una pipeta de transferencia nueva del kit.

2. Retire el hisopo restante del recipiente de transporte.

3. Inserte el hisopo en un nuevo frasco de reactivo para muestras. Sujete el hisopo por el vastago cerca del borde del frasco,
levante el hisopo unos milimetros del fondo del frasco y doble el vastago sobre el borde del frasco para romperlo por la marca
rayada y acortar el hisopo lo suficiente para permitir que quepa en el frasco y que la tapa pueda cerrarse firmemente.

4.  Tape bien el frasco de reactivo para muestras nuevo y agitelo en el mezclador vortex a alta velocidad durante 10 segundos.
Abra la tapa del cartucho. Utilizando la pipeta de transferencia suministrada, aspire el reactivo para muestras hasta la marca de
la pipeta; a continuacion, transfiera el material al interior de la camara de muestras del cartucho del ensayo Xpert Carba-R.

6.  Cierre la tapa del cartucho y coloque este en el instrumento GeneXpert en los 30 minutos siguientes. Siga el Apartado 10.2,
Inicio de la prueba.
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14.2 Procedimiento de repeticion de la prueba de muestras de aislados bacterianos

1.
2.

Extraiga un cartucho nuevo, un frasco de reactivo para muestras nuevo y una pipeta de transferencia nueva del kit.

Transfiera todo el contenido de muestra que quede en el frasco de reactivo para muestras al frasco de reactivo para muestras
nuevo.

Tape bien el frasco de reactivo para muestras nuevo y agitelo en el mezclador vortex a alta velocidad durante 10 segundos.

Abra la tapa del cartucho. Utilizando la pipeta de transferencia suministrada, aspire el reactivo para muestras hasta la marca de
la pipeta; a continuacion, transfiera el material al interior de la camara de muestras del cartucho del ensayo Xpert Carba-R.

Cierre la tapa del cartucho y coloque este en el instrumento GeneXpert en los 30 minutos siguientes. Siga el Apartado 10.2,
Inicio de la prueba.

Nota

Para aislados bacterianos, no realice el procedimiento de repeticion de la prueba mas de una vez, ya que las diluciones repetidas

pueden arrojar resultados negativos falsos.

15 Limitaciones
15.1  Limitaciones generales

El ensayo Xpert Carba-R detecta blaygpc, blaypm, blayiv, blagxa.ag y blapp de muestras de hisopos rectales y perirrectales
y de colonias puras, y no esta pensado para la identificacion bacteriana. La deteccion de estas secuencias de genes no indica la
presencia de microorganismos viables.

El ensayo Xpert Carba-R no es una herramienta de subtipificacion y no informa de variantes de los genes blayp, blayyy,
blaxpw, blagpe 0 blagx a-ag-

Se ha demostrado que ciertas especies de bacterias, como Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii, muestran
resistencia a los carbapenemos debido a mecanismos de resistencia intrinsecos.

La deteccion de otros genes de OXA-carbapenemasa, aparte de blagxa.ag Y blagxa-181, 1o se ha evaluado en el estudio.

Los analisis in silico utilizados para predecir las variantes detectadas por el ensayo se basaron en una comparacion de
secuencias de los genes diana disponibles en GenBank con la secuencia del amplicon y los oligonucleotidos cebador/sonda del
ensayo Xpert Carba-R de cada diana de gen. En 2014-2015 se realizaron busquedas BLAST de analisis in silico. No se han
realizado analisis in silico de nuevas variantes de secuencias de los cinco genes diana depositadas en la base de datos después
de 2015.

Las mutaciones o los polimorfismos en las regiones de union de los cebadores o las sondas pueden afectar a la deteccion de
variantes actuales, nuevas o desconocidas de blaypc, blanpm, blayiv, blagxa.ag ¥ blapp, y hacer que se obtenga un
resultado negativo falso.

El ensayo Xpert Carba-R generara un resultado negativo para IMP al analizar muestras que contiene secuencias de genes
IMP-7, IMP-13 o IMP-14.

Se desconoce la eficacia del ensayo Xpert Carba-R con genes de carbapenemasa no diana, distintos de blagpyy, blagyg Y
blaIMI.

Dado que la deteccion de secuencias de genes blaypc, blaypm, blayiv, blagxa-ag Y blapp depende del nimero de

microorganismos presentes en la muestra, la fiabilidad de los resultados dependera de la manipulacion y conservacion
correctas de las muestras.

La prueba con el Xpert Carba-R debera utilizarse como complemento de otros métodos disponibles.

En ocasiones, el ensayo Xpert Carba-R puede dar resultados NO VALIDOS (INVALID) debido a un control SPC que no supere
la comprobacion, o llevar a una situacion de ERROR o SIN RESULTADO (NO RESULT), y obligar a repetir la prueba, lo que
puede provocar un retraso en la obtencion de los resultados finales.
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15.2 Limitaciones de las muestras rectales y perirrectales

. No se ha evaluado la eficacia del ensayo Xpert Carba-R con muestras de hisopos rectales o perirrectales de pacientes
pediatricos.
. Los estudios analiticos que utilizan combinaciones de dos poblaciones bacterianas en las muestras de hisopos artificiales

indican que cuando una especie bacteriana productora de carbapenemasa se inocula proximo al LD y otra especie bacteriana
productora de carbapenemasa esta presente en concentraciones iguales o mayores a 5 x 10° UFC/hisopo, es posible que no se
detecte la diana de baja concentracion. Se ha informado de colonizacion simultanea con dos 0 mas microorganismos
productores de carbapenemasa con el ensayo Xpert Carba-R, pero es raro. La falta de deteccion de una segunda diana debe
tener un impacto minimo en el tratamiento del paciente, ya que los procedimientos de aislamiento se deben establecer para los
pacientes que muestran cualquier resultado positivo para un microorganismo productor de carbapenemasa.

. Se pueden observar interferencias con el ensayo Xpert Carba-R con sulfato de bario a una concentracion de >0,1 % p/v y
Pepto-Bismol a >0,01 % p/v en pruebas con muestras de matriz de hisopos rectales.

. Se pueden observar interferencias con el ensayo Xpert Carba-R con sulfato de bario a una concentracion de >0,1 % p/vy
Pepto-Bismol a una concentracion de >0,025 % p/v en pruebas con muestras de matriz de hisopos perirrectales.

. En las muestras de hisopos rectales que contienen la diana VIM, la interferencia puede ocurrir si la grasa fecal esta presente a
concentraciones de 0,25 % p/v, lo que produce valores de umbral del ciclo demorado.

. Ademas de los grupos de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii analizados en el estudio artificial, también se
evaluaron otros no Enterobacteriaceae: Pseudomonas stutzeri (1), Pseudomonas oryzihabitans (1), Pseudomonas putida (2) y
Empedobacter brevis (1). No se ha evaluado la eficacia del ensayo Xpert Carba-R con otras no Enterobacteriaceae aparte de
estas seis especies y, por tanto, no se conoce.

. Con las muestras de hisopos rectales, el ensayo Xpert Carba-R mostrd un porcentaje de concordancia positiva reducido (PPA
de 55,6 %) para la deteccion de la secuencia de genes blayyy, en Pseudomonas aeruginosa. Se observaron cuatro (4)
resultados negativos falsos con el ensayo en muestras en las que se recuperaron Pseudomonas aeruginosa que contenian la
secuencia blay ) mediante el método de referencia.

. Con las muestras de hisopos rectales, el ensayo Xpert Carba-R mostré un porcentaje de concordancia positiva reducido (PPA
de 85,7 %) para la deteccion de la secuencia de genes blapp en Acinetobacter baumannii durante el estudio artificial.
Ademas, se observo un porcentaje de concordancia total bajo (86,1 %) entre centros para el Estudio de Reproducibilidad con
muestras con concentraciones bajas de microorganismos que albergan la secuencia de genes blapyp.

. El ensayo Xpert Carba-R no ha evaluado los anaerobios resistentes a los carbapenemos potencialmente presentes en muestras
fecales.

. La deteccion de blagpc, blanpw, blayiv, blagx a-ag /0 blapyp de muestras de hisopos rectales y perirrectales puede proceder
de microorganismos distintos de Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa 'y Acinetobacter baumannii.

. No se ha evaluado totalmente la eficacia del ensayo Xpert Carba-R con aislados sensibles que contienen las secuencias de
genes de blaKpc, blaNDM, blaVIM, blaOXA_48, y/O blaIMp.

15.3 Limitaciones de las colonias puras
. Para las colonias puras, la eficacia del ensayo Xpert Carba-R con bacterias distintas a Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa o Acinetobacter baumannii no se ha evaluado. Los microorganismos deben identificarse y la condicion de ausencia
de sensibilidad a los carbapenemos debe determinarse antes de realizar pruebas con el ensayo Xpert Carba-R.

. La prueba puede arrojar resultados erroneos debido a técnicas de cultivo incorrectas, al incumplimiento de los procedimientos
recomendados para la preparacion de la suspension McFarland 0,5 y para la manipulacion y la conservacion, a un error
técnico, a la confusion de la muestra o a que el nimero de microorganismos contenidos en la muestra es demasiado bajo para
que la prueba lo detecte. El estricto cumplimiento de las instrucciones de este prospecto es necesario para evitar resultados
erréneos.

16 Valores esperados

En el estudio clinico del ensayo Xpert Carba-R, se evalud un total de 2543 muestras, que incluian muestras de hisopos rectales y
perirrectales y muestras artificiales, en 8 centros de estudio dentro y fuera de Estados Unidos. Resultados del ensayo Xpert
Carba-R comparados con el analisis de secuenciacion bidireccional de ADN por gen diana y en cultivo para cada una de las
muestras combinadas prospectivas y artificiales se presenta en la Tabla 2.

En el estudio clinico del ensayo Xpert Carba-R separado, se evalud un total de 467 aislados bacterianos en 4 centros de estudio de
dentro y fuera de Estados Unidos. Los resultados del ensayo Xpert Carba-R comparados con el analisis de secuenciacion
bidireccional de ADN por gen diana para cada uno de los dos tipos de agar, se presentan en la Tabla 8, la Tabla 9, la Tabla 10, la
Tabla 11 y la Tabla 12.
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Eficacia diagnoéstica

Eficacia clinica - Muestras de hisopos rectales y perirrectales

La eficacia diagnostica del ensayo Xpert Carba-R con muestras de hisopos rectales y perirrectales se determiné en un estudio de
investigacion multicéntrico. El porcentaje de concordancia positiva (PPA) y el porcentaje de concordancia negativa (NPA) del
ensayo Xpert Carba-R se evalud en relacion a un método de referencia de andlisis de secuenciacion de ADN bidireccional/PCR y
en cultivo (caldo de enriquecimiento MacConkey).

Ocho centros de distintos lugares (seis en Estados Unidos y dos en Europa) recogieron prospectivamente muestras de pares de
hisopos rectales o perirrectales de pacientes hospitalizados o en centros sanitarios de cuidados prolongados. Se excluyeron del
estudio las muestras de hisopos rectales y perirrectales muy contaminados, seglin las indicaciones del apartado 9 (Preparacion y
conservacion de muestras). Debido a la baja prevalencia de cada uno de los genes diana del ensayo Xpert Carba-R en ausencia de
un brote, en el estudio se incluyeron también muestras artificiales.

Un hisopo del par fue utilizado para las pruebas del ensayo Xpert Carba-R. El segundo hisopo se inoculé a un caldo de
enriquecimiento MacConkey y se us6 para las pruebas del método de referencia. Un laboratorio de cultivo de referencia
determind la presencia de microorganismos no sensibles a los carbapenemos cultivando en el caldo de enriquecimiento
MacConkey de cada una de las muestras. El caldo de enriquecimiento MacConkey fue examinado para detectar la presencia de
microorganismos no sensibles a los carbapenemos al principio colocando el caldo sobre placas de agar MacConkey con un disco
de meropenem. Para muestras que mostraban una proliferacion de bacterias gram-negativas alrededor del disco de meropenem, se
determind la confirmacion de no sensibilidad a los carbapenemos en colonias aisladas usando el método de difusion en disco (por
documento M02 del CLSI), asi como el documento M100 del CLSIL.2% E] ADN extraido de aislados no sensibles a los
carbapenemos fue purificado, cuantificado y amplificado usando cebadores especificos para todos los 5 genes dianas; las regiones
amplificadas incluian mas bases que las regiones amplificadas por el ensayo Xpert Carba-R. La produccion del tamafio adecuado
del producto de amplificacion se confirmé en el Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.).

Si las bandas mostradas en el bioanalizador se correspondieron con el tamafio esperado del amplicon de alguno de los cinco genes
diana detectados por el ensayo Xpert Carba-R, el amplicon del aislado se envid a un laboratorio independiente para el analisis de
secuenciacion bidireccional de referencia, que se valido para la deteccion de las cinco dianas del ensayo Xpert Carba-R. Si el
bioanalizador no mostr6 bandas para ninguno de los cinco genes diana, el aislado no se envid para el analisis de secuencias y el
resultado del método de referencia se considerd negativo para los cinco genes diana.

Resultados de muestras prospectivas obtenidas con el ensayo Xpert Carba-R en comparaciéon con el método
de referencia

Este estudio clinico incluy6 inicialmente un total de 802 muestras de hisopos rectales prospectivas, de las cuales 785 reunian los
requisitos para su inclusion. De las 785 muestras que reunian los requisitos, 755 muestras se incluyeron en el conjunto final de
datos después de las exclusiones basadas en las desviaciones del protocolo (incluidos 16 microorganismos Stenotrophomonas
maltophilia que se excluyeron debido a su resistencia intrinseca a los carbapenemos probados).

Este estudio clinico incluy6 inicialmente un total de 963 muestras de hisopos perirrectales prospectivas, de las cuales 947 reunian
los requisitos para su inclusion. De las 947 muestras que reunian los requisitos, 924 muestras se incluyeron en el conjunto final de
datos después de las exclusiones basadas en las desviaciones del protocolo (incluidos 10 microorganismos Stenotrophomonas
maltophilia, uno Pseudomonas putida y uno Pseudomonas stutzeri que se excluyeron debido a los criterios del disefio del
estudio).

Cuando se analiz6 con las muestras de hisopos rectales prospectivas, el ensayo Xpert Carba-R demostrd un intervalo PPA de 60,0
% a 100 % para las cuatro dianas del ensayo (blagpc, blanpwm, blayiv, Y blagxa.ag) en relacion con el método de referencia
(Tabla 2). En el caso de las secuencias de los genes blagpc, blanpm, blayiv, blagxa-ag Y blapyp, €l NPA oscil6 entre 98,6 %-99,9
% en relacion con el método de referencia (Tabla 2).

Cuando se analizé con las muestras de hisopos perirrectales prospectivas, el ensayo Xpert Carba-R demostré un PPA de 100 %
para las tres dianas del ensayo (blanpm, blagpc ¥ blagxa-4g) €n relacion con el método de referencia. En el caso de las
secuencias de los genes blagpc, blanpm, blayiv, blagxa-4g Y blapp, €l NPA oscild entre 99,6 %-100 % en relacion con el
método de referencia (Tabla 2).

Con las muestras de hisopos rectales y perirrectales prospectivas combinadas, el ensayo Xpert Carba-R demostr6 un intervalo PPA
de 60,0 % a 100 % para las cuatro dianas del ensayo (blagpc, blaypm, blayiv, Y blagxa-4g) en relacion con el método de
referencia (Tabla 2). En el caso de las secuencias de los genes blayxpc, blanpm, Playiv, blagxa-ag Y blapp, €l NPA oscild entre
99,3 %-99,9 % en relacion con el método de referencia (Tabla 2).

Para las muestras con resultados discordantes (el ensayo Xpert Carba-R era positivo para un gen diana pero no se aislo un
microorganismo no sensible a los carbapenemos mediante el cultivo de referencia), el analisis discordante se realizé usando
secuenciacion bidireccional en ADN extraido directamente del caldo de enriquecimiento MacConkey. Los resultados de los
analisis de discrepancias se indican en las notas al pie de la Tabla 2.
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Tabla 2. Eficacia del Xpert Carba-R frente a cultivo de referencia + secuenciacion - muestras prospectivas

Tipo de : PPA NPA
muestra Diana N PV.| PE | NV NF 1 c del 95 %) | (IC del 95 %)
99.9 %
IMP 75 | 0 1 | 754 | o0 NA °
(99,3-100)
VIM 755 | 6 8 | 737 | 4 000 % 98,9 %
(31,3-83,2) (97,9-99,5)
100 % 99,6 %
Rectal? NDM 755 7 3d | 745 0 ° °
(64,6-100) (98,8-99,9)
KPC 755 | 29 6" | 720 0 100% 99,2 %
(88,3-100) (98,2-99,6)
96,7 % 98,6 %
OXA-48 755 | 29 | 109 | 715 | 1
(83,3-99,4) (97,5-99,2)
100 %
IMP 924 | 0 0 | 924 | o NA °
(99,6-100)
100 %
VIM 924 | o0 0 | 924 | o NA °
(99,6-100)
100 % 100 %
i roctalh NDM 924 | 1 0o | 923 | o
Perirrectal (20,7-100) (99,6-100)
KPC 924 2 4 918 0 100 % 996 %
(34,2-100) (98,9-99,8)
. 100 % 99,9 %
OXA-48 924 1 1| 922 0 ° °
(20,7-100) (99,4-100)
99.9 %
IMP 1679 | 0 1 | 1678 | 0 NA °
(99,7-100)
60,0 % 99,5 %
VIM 1679 | 6 8 | 1661 | 4
(31,3-83,2) (99,1-99,8)
100 % 99,8 %
Combinadad" NDM 1679 | 8 3¢ | 1668 | 0 ° °
(67,6-100) (99,5-99,9)
100 % 99,4 %
KPC 1679 | 31 | 10k | 1638 | © ° °
(89,0-100) (98,9-99,7)
, 96.8 % 99,3 %
OXA-48 1679 | 30 | 11 | 1637 | 1
(83,8-99,4) (98,8-99,6)

SeameooUT

~ T

N = Numero, PV = positivo verdadero, PF = positivo falso, NV = negativo verdadero, NF = negativo falso.

De las 755 muestras de hisopos rectales prospectivas evaluadas en el estudio, 636 muestras no produjeron un aislado de cultivo.
De las restantes 119 muestras, se recuperaron 112 microorganismos no sensibles a los carbapenemos mediante el cultivo de
referencia ademas de 7 microorganismos sensibles a los carbapenemos [Pseudomonas aeruginosa (5); Escherichia coli (1), y
Enterobacter cloacae (1)].

Resultados de las pruebas mediante secuenciacion: 1 de 1 dio negativo en IMP.

Resultados de las pruebas mediante secuenciacion: 2 de 8 dieron positivo en VIM; 6 de 8 dieron negativo en VIM.

Resultados de las pruebas mediante secuenciacion: 1 de 3 dio positivo en NDM; 2 de 3 dieron negativo en NDM.

Resultados de las pruebas mediante secuenciacion: 1 de 6 dio positivo en KPC; 5 de 6 dieron negativo en KPC.

El centro informé que el paciente recibia ertapenem durante el tiempo de la recogida de muestras.

Resultados de las pruebas mediante secuenciacion: 3 de 10 dieron positivo en OXA-48; 7 de 10 dieron negativo en OXA-48.

De las 924 muestras de hisopos perirrectales prospectivas evaluadas en el estudio, 891 muestras no produjeron un aislado de
cultivo. De las restantes 33 muestras, se recuperaron 31 microorganismos no sensibles a los carbapenemos mediante el cultivo de
referencia, ademas de dos microorganismos sensibles a los carbapenemos (Pseudomonas aeruginosa).

Resultados de las pruebas mediante secuenciacion: 4 de 4 dieron negativo en KPC.

Resultados de las pruebas mediante secuenciacion: 1 de 1 dio negativo en OXA-48.

Resultados de las pruebas mediante secuenciacion: 1 de 10 dio positivo en KPC; 9 de 10 dieron negativo en KPC.

Resultados de las pruebas mediante secuenciacion: 3 de 11 dieron positivo en OXA-48; 8 de 11 dieron negativo en OXA-48.
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La eficacia del ensayo Xpert Carba-R en las muestras rectales y perirrectales prospectivas combinadas se muestra en la Tabla 3
por especies. Solo se incluyen en la Tabla 3 microorganismos para los que al menos se recogidé una muestra positiva.

Tabla 3. Eficacia del Xpert Carba-R frente al cultivo de referencia + Secuenciacion por tipo de microorganismo -

Muestras rectales y perirrectales prospectivas

. a . PPA NPA
Especie Diana N PV PF NV NF (IC del 95 %) (IC del 95 %)
100 %
IMP 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
100 %
VIM 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
100 %
Enterobacter NDM 1 0 0 1 0 NA o
aerogenes (20,7-100)
100 %
KPC 1 1 0 0 0 NA
(20,7-100)
100 %
OXA-48 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
100 %
IMP 4 0 0 4 0 NA
(51,0-100)
100 % 100 %
VIM 4 1 0 3 0
(20,7-100) (43,9-100)
100 %
Enterobacter NDM 4 0 0 4 0 NA 0
cloacae (51,0-100)
100 %
KPC 4 0 0 4 0 NA
(51,0-100)
100 % 100 %
OXA-48 4 1 0 3 0
(20,7-100) (43,9-100)
100 %
IMP 10 0 0 10 0 NA
(72,3-100)
100 %
VIM 10 0 0 10 0 NA
(72,3-100)
) 100 % 100 %
E. coli NDM 10 3 0 7 0
(43,9-100) (67,6-100)
100 % 100 %
KPC 10 2 0 8 0
(34,2-100) (64,6-100)
100 % 100 %
OXA-48 10 3 0 7 0 ° °
(43,9-100) (64,6-100)
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Tabla 3. Eficacia del Xpert Carba-R frente al cultivo de referencia + Secuenciacion por tipo de microorganismo -
Muestras rectales y perirrectales prospectivas (continuacion)

- _ PPA NPA
Especie Diana N PV PF NV NF (IC del 95 %) (IC del 95 %)
100 %
IMP 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
100 %
VIM 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
i 100 %
Klebsiella NDM 1 0 0 1 0 NA ’
oxytoca (20,7-100)
100 %
KPC 1 0 0 1 0 NA
(20,7-100)
100 %
OXA-48 1 1 0 0 0 NA
(20,7-100)
98,4 %
IMP 63 0 1 62 0 NA
(91,5-99,7)
98,4 %
VIM 63 0 1 62 0 NA
(91,5-99,7)
i 100 % 98,3 %
Klebsiella NDM 63 5 1 57 0 ° °
pneumoniae (56,6-100) (90,9-99,7)
100 % 97,1 %
KPC 63 28 1 34 0
(87,9-100) (85,5-99,5)
96,2 % 91,9 %
OXA-48 63 25 3 34 1
(81,1-99,3) (78,7-97,2)
100 %
IMP 58 0 0 58 0 NA
(93,8-100)
55,6 % 100 %
VIM 58 5 0 49 4
(26,7-81,1) (92,7-100)
98,3 %
Pseudomonas | \py 58 0 1 57 0 NA °
aeruginosa (90,9-99,7)
96,6 %
KPC 58 0 2 56 0 NA
(88,3-99,1)
100 %
OXA-48 58 0 0 58 0 NA
(93,8-100)

a.  Serecuperaron Acinetobacter baumannii (14) y Enterobacter amnigensus (1), pero ni el método de referencia ni el ensayo Xpert Carba-R
detectaron secuencias diana en ellas.
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El ensayo Xpert Carba-R detecté multiples dianas en nueve muestras prospectivas. Los detalles se presentan en la Tabla 4, junto

con el resultado de la secuenciacion discrepante.

Tabla 4. Muestras prospectivas rectales y perirrectales con miiltiples dianas detectadas

. Resultados de pruebas
. Dianas detectadas - .
Dianas detectadas or la discrepantes - Dianas
Muestra por el ensayo Xpert P s . detectadas por la
secuenciacion de L
Carba-R X secuenciacion de
referencia .
referencia
1 KPC, OXA-48 NEG NEG
2 VIM, KPC NEG? NEG?
3 VIM, OXA-48 OXA-48 OXA-48
4 KPC, OXA-48 KPC KPC, OXA-48
5 NDM, OXA-48 NDM NDM, OXA-48
6 VIM, NDM NEG? NEG
7 NDM, KPC KPC NDM, KPC
8 VIM, KPC VIM VIM, KPC
9 NDM, OXA-48 NDM, OXA-48 NA

a. Un microorganismo no fue aislado en el cultivo de referencia, por tanto no se realiz6 la secuenciacion de

referencia.

Resultados de muestras artificiales obtenidas con el ensayo Xpert Carba-R en comparacién con el método de

referencia

También se analizé un total de 864 muestras artificiales (432 preparadas en matriz de hisopos rectales y 432 en matriz de hisopos
perirrectales) como parte del estudio clinico.

Ademas de los grupos de Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa 'y Acinetobacter baumannii analizados en el estudio
artificial, también se evaluaron otras 5 cepas no Enterobacteriaceae: Pseudomonas stutzeri (1), Pseudomonas oryzihabitans (1),
Pseudomonas putida (2) y Empedobacter brevis (1).

Cuando se analizaron con muestras artificiales, el ensayo Xpert Carba-R demostro un intervalo de PPA de 95 % a 100 % en las
dianas del ensayo (blagpc, blanpwms blavivs Plaoxa-ag Y blapp)- Los NPA para las secuencias de genes blagpc, blanpm, blayim,
blagxa-4g Y blapyp era de 100 % en relacion con el método de referencia (Tabla 5).

Tabla 5. Eficacia del Xpert Carba-R frente al método de referencia - Muestras artificiales

. . PPA NPA
Matriz Diana N PV PF NV NF (IC del 95 %) (IC del 95 %)
95,0 % 100 %
IMP 432 76 0 352 4
(87,8-98,0) (98,9-100)
98,8 % 100 %
VIM 432 81 0 350 1
(93,4-99,8) (98,9-100)
100 % 100 %
Rectal NDM 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
100 % 100 %
KPC 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
98,8 % 100 %
OXA-48 432 79 0 352 1
(93,3-99,8) (98,9-100)
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Tabla 5. Eficacia del Xpert Carba-R frente al método de referencia - Muestras artificiales

. . PPA NPA
Matriz Diana N PV PF NV NF (IC del 95 %) (IC del 95 %)
100 % 100 %
IMP 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
100 % 100 %
VIM 432 82 0 350 0
(95,5-100) (98,9-100)
) 100 % 100 %
Perirrectal NDM 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
100 % 100 %
KPC 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
100 % 100 %
OXA-48 432 80 0 352 0
(95,4-100) (98,9-100)
97,5 % 100 %
IMP 864 156 0 704 4
(93,7-99,0) (99,5-100)
99,4 % 100 %
VIM 864 163 0 700 1
(96,6-99,9) (99,5-100)
) 100 % 100 %
Combinada NDM 864 160 0 704 0
(97,7-100) (99,5-100)
100 % 100 %
KPC 864 160 0 704 0
(97,7-100) (99,5-100)
99,4 % 100 %
OXA-48 864 159 0 704 1
(96,5-99,9) (99,5-100)

Estudio de equivalencia de los hisopos perirrectales y los hisopos rectales

Para demostrar la equivalencia de las muestras de hisopos perirrectales y las muestras de hisopos rectales, se realizé un estudio
monocéntrico de muestras de hisopos rectales y perirrectales recientes recogidas prospectivamente de pacientes internos
hospitalizados que habian dado su consentimiento al uso de las muestras en el estudio.

Se utilizaron conjuntos de hisopos emparejados suministrados en el dispositivo de recogida de muestras Cepheid para obtener
muestras de cada sujeto. Un conjunto de hisopos emparejados se utilizo para obtener la muestra de hisopo perirrectal y un
segundo conjunto de hisopos emparejados se utilizo para obtener la muestra de hisopo rectal. La muestra de hisopo perirrectal se
obtuvo primero, seguida de la muestra de hisopo rectal del mismo sujeto. Se utilizé uno de los hisopos de cada conjunto de
hisopos emparejados para las pruebas del ensayo Xpert Carba-R. El segundo hisopo de cada conjunto de hisopos emparejados se
utilizo para las pruebas de cultivo y susceptibilidad cuando una o las dos muestras de hisopos perirrectales o rectales dieron
positivo en una o mas dianas en el ensayo Xpert Carba-R. Si tanto la muestra del hisopo perirrectal como la del rectal dieron
negativo en el ensayo Xpert, no se realizo ningun cultivo.

Si el resultado del cultivo fue negativo y el del ensayo Xpert Carba-R fue positivo, se llevéd a cabo una secuenciacion
bidireccional del ADN extraido de colonias aisladas que manifestaron una ausencia de sensibilidad a los carbapenemos mediante
el método de difusion en disco del CLSI, o del ADN extraido de caldo MacConkey con disco de meropenem. Los resultados del
método de referencia no se utilizaron para cambiar los datos de eficacia para el estudio de equivalencia de los hisopos.

Este estudio clinico incluy6 inicialmente un total de 207 muestras, todas las cuales reunian los requisitos para su inclusion. De las
207 muestras que reunian los requisitos, 201 se incluyeron en el conjunto de datos final utilizado para los analisis. Se excluyeron
6 muestras de hisopos (4 perirrectales y 2 rectales) debido a que arrojaron resultados indeterminados en el ensayo Xpert Carba-R.

De las 201 muestras incluidas en los analisis de los datos, 92 (45,8 %) se obtuvieron en mujeres y 109 (54,2 %) en hombres. En
total, un 45,8 % (92/201) de las muestras se obtuvieron en sujetos de entre 21 y 65 afios, y un 54,2 % (109/201) se obtuvieron en
sujetos de >65 afios de edad.
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La eficacia (PPA y NPA) del ensayo Xpert Carba-R con muestras de hisopos perirrectales se determind comparando los resultados
de dichos hisopos con los obtenidos utilizando el ensayo Xpert Carba-R con muestras de hisopos rectales del mismo sujeto. Los
calculos de PPA y NPA se muestran en la Tabla 6. Cuando se compararon con los resultados obtenidos utilizando el ensayo Xpert
Carba-R con muestras de hisopos rectales, las muestras de hisopos perirrectales mostraron un PPA y un NPA globales del 94,7 %
(IC del 95 %: 75,4-99,1) y del 97,8 % (IC del 95 %: 94,5-99,1), respectivamente.

Tabla 6. Ensayo Xpert Carba-R - Muestras de hisopos perirrectales frente a muestras de hisopos rectales

Ensayo Xpert Carba-R - Muestras de hisopos rectales

Pos Neg Total
Ensayo Xpert Carba-R - Pos 182 4P 22
Muestras de hisopos =
perirrectales Neg 1 178 179
Total 19 182 201

17.2

PPA | 94,7 % (IC del 95 %: 75,4-99,1)
NPA | 97.8 % (IC del 95 %: 94,5-99,1)

a. Enuna de las muestras, la prueba Xpert dio positivo en KPC y OXA-48 con el hisopo rectal y positivo para OXA-48
solamente con el hisopo perirrectal. En el cultivo, la muestra dio negativo tanto con el hisopo rectal como con el
perirrectal. Los resultados de la secuencia de los caldos MacConkey dieron negativo con el hisopo perirrectal y positivo
en OXA-48 con el hisopo rectal.

b. 2 de 4 dieron positivo en el cultivo tanto con los hisopos rectales como con los perirrectales, los resultados de la
secuencia de aislados fueron ambos positivos en OXA-48, 1 de 4 dio negativo en el cultivo tanto con los hisopos
rectales como con los perirrectales, el resultado de la secuencia de muestras rectales no estuvo disponible debido a
que no se guardé el aislado, el aislado perirrectal se interpreté como sensible a los carbapenemos y el protocolo no
requirié secuenciacion.

c.  Negativo en el cultivo tanto con los hisopos rectales como con los perirrectales, los resultados de la secuencia de los
caldos MacConkey fueron ambos positivos en OXA-48.

Eficacia clinica — Aislados bacterianos

La eficacia diagnostica del ensayo Xpert Carba-R con aislados bacterianos se determiné en un estudio de investigacion
multicéntrico mediante la comparacion del ensayo Xpert Carba-R con la secuenciacion bidireccional de referencia de la diana de
ADN amplificada. Las muestras del estudio incluyeron aislados bacterianos cultivados en agar-sangre y agar MacConkey.

Para su inclusion en el estudio, los aislados deben haberse identificado previamente como de Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa o Acinetobacter baumannii. Para la determinacion de la sensibilidad, los aislados deben haber sido intermedios o
resistentes al meropenem, al ertapenem o al imipenem segiin CLSI M100-S24.22 Los aislados de Pseudomonas aeruginosa o
Acinetobacter baumanii deben haber sido intermedios o resistentes al imipenem o al meropenem. Estos microorganismos son
intrinsecamente resistentes al ertapenem. Para la evaluacion de la especificidad, los aislados pueden haber sido sensibles o
resistentes al meropenem, al ertapenem y al imipenem segiin CLSI M100-S24.%2 Los aislados de Pseudomonas aeruginosa 'y
Acinetobacter baumanii deben haber sido sensibles tanto al imipenem como al meropenem. Los aislados se analizaron solamente
una vez en el estudio.

En este estudio clinico se consideraron inicialmente 489 aislados bacterianos (431 aislados de inventarios clinicos y 58 aislados
recientes), de los cuales 485 fueron aptos para la inclusion. Los aislados no aptos incluyeron cuatro aislados considerados
previamente en el estudio.

De los 485 aislados aptos, 467 (410 aislados de inventarios clinicos y 57 aislados recientes) se incluyeron en el conjunto de datos
final utilizado para los analisis presentados en este informe; dos aislados se excluyeron porque no se realizaron pruebas de
referencia; y dieciséis aislados se excluyeron porque no se identificaron como Enterobacteriaceae, A. baumannii o P. aeruginosa.

Para realizar las pruebas con el ensayo Xpert Carba-R, se obtuvieron colonias bien aisladas cultivadas en cada uno de los tipos de
agar y se diluyeron a una suspension equivalente al patron McFarland 0,5 utilizando el método de suspension directa de colonias
segn CLSI M07-A9.23

Para la secuenciacion de referencia, se purifico, cuantificé y amplifico ADN de aislados de cultivos utilizando cebadores
especificos de todos los 5 genes diana que amplifican regiones mas grandes de las dianas del ensayo que los cebadores incluidos
en el ensayo Xpert Carba-R. La produccion del tamaifio adecuado del producto de amplificacion se confirmé en el bioanalizador
Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.).
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Si las bandas mostradas en el bioanalizador se correspondieron con el tamafio esperado del amplicon de alguno de los cinco genes
diana detectados por el ensayo Xpert Carba-R, el amplicon del aislado se envid a un laboratorio independiente para el analisis de
secuenciacion bidireccional de referencia, que se valido para la deteccion de las cinco dianas del ensayo Xpert Carba-R. Si el
bioanalizador no mostr6 bandas para ninguno de los cinco genes diana, el aislado no se envid para el analisis de secuencias y el
resultado del método de referencia se considerd negativo para los cinco genes diana.

El ensayo Xpert Carba-R detectd varias dianas en muestras de diez aislados. Los detalles se presentan en la Tabla 7, junto con el
resultado de la secuenciacion de referencia.

Tabla 7. Aislados con varias dianas detectadas

Aislado Tipo de agar® Dianas detectadas por el Dianas_de_tgctadas por Ia_
ensayo Xpert Carba-R secuenciacion de referencia

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

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

a. AS = agar-sangre; MC = agar MacConkey

Cuando se probd con aislados de agar-sangre, el ensayo Xpert Carba-R mostrd una sensibilidad y una especificidad globales del
100,0 % (IC del 95 %: 99,0-100) y del 98,1 % (IC del 95 %: 93,2-99,5), respectivamente, con relacion a la secuenciacion de
referencia realizada a partir de los aislados de agar-sangre (Tabla 8). El resultado combinado se definié como positivo en el
ensayo Xpert Carba-R si el ensayo dio positivo para alguna de las dianas, y negativo en el ensayo Xpert Carba-R si el ensayo dio
negativo para todas las dianas.

Tabla 8. Xpert Carba-R (agar-sangre) frente a secuenciacion de referencia
(aislado cultivado en agar-sangre): Combinado

. Sensibilidad | Especificidad
Diana N PV PF NV NF (IC del 95 %) | (IC del 95 %)
100 % 98,1 %
Combinada 467 3642 22 101 0 ° °
(99,0-100) (93,2-99,5)

a. Los resultados combinados representan los resultados por aislado. En algunos aislados se observaron resultados de

varias dianas.
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Cuando la prueba se realiz6 con aislados de agar-sangre, el ensayo Xpert Carba-R mostrd una sensibilidad y una especificidad de
>99 % en cada uno de las cinco dianas del ensayo, con relacion a la secuenciacion de referencia realizada a partir de los aislados
de agar-sangre (Tabla 9).

En los casos de los aislados que arrojaron resultados discordantes en el ensayo Xpert Carba-R y en la secuenciacion de referencia,
se realizaron analisis de discrepancias utilizando secuenciacion bidireccional en aislados de las placas de agar MacConkey. Los

resultados de los analisis de discrepancias se indican en las notas al pie de la Tabla 9 y la Tabla 11.

Tabla 9. Xpert Carba-R (agar-sangre) frente a secuenciacion de referencia
(aislado cultivado en agar-sangre): Por diana

. Sensibilidad Especificidad
Diana N PV PF NV NF (IC del95%) | (IC del 95 %)
100 % 99,8 %
IMP 467 40 12 426 0
(91,2-100) (98,7-100)
. 100 % 99,7 %
VIM 467 82 1 384 0
(95,5-100) (98,5-100)
100 % 100 %
NDM 467 78 0 389 0
(95,3-100) (99,0-100)
100 % 99,7 %
KPC 467 84 1¢ 382 0
(95,6-100) (98,5-100)
100 % 100 %
OXA-48 467 89 0 378 0
(95,9-100) (99,0-100)

a. Elresultado de la secuenciacién de ADN bidireccional de este aislado positivo falso para IMP mostré una homologia de la
secuencia del 92,95 %, lo que estuvo ligeramente por debajo del criterio umbral del 95 %. No se realiz6 analisis de discrepancias.

b.  Resultados del andlisis de discrepancias: 1 de 1 fue positivo para VIM.

c.  Elresultado positivo falso de este aislado se debié probablemente a la contaminacién cruzada con KPC durante la preparacion de
la muestra. El analisis de discrepancias no produjo una concordancia de secuencia con la diana de KPC. El andlisis de
discrepancias produjo una concordancia de secuencia para la diana de VIM, por lo que este aislado esta clasificado como un PV
en la evaluacién «Combinada» presentada en la Tabla 8.

Cuando se probo con aislados de agar MacConkey, el ensayo Xpert Carba-R mostr6 una sensibilidad y una especificidad globales
del 100 % (IC del 95 %: 99,0-100) y del 97,1 % (IC del 95 %: 91,8-99,0), respectivamente, con relacion a la secuenciacion de
referencia realizada a partir de los aislados de agar-sangre (Tabla 10). El resultado combinado se definié como positivo en el
ensayo Xpert Carba-R si el ensayo dio positivo para alguna de las dianas, y negativo en el ensayo Xpert Carba-R si el ensayo dio

negativo para todas las dianas.

Tabla 10. Xpert Carba-R (agar MacConkey) frente a secuenciacion de referencia
(aislado cultivado en agar-sangre): Combinado

. Sensibilidad | Especificidad
Diana N PV PF NV NF (IC del 95 %) | (IC del 95 %)
. 100 % 971 %
Combinada 467 3642 3 100 0
(99,0-100) (91,8-99,0)

a.

Los resultados combinados representan los resultados por aislado. En algunos aislados se observaron resultados de

varias dianas.
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Cuando la prueba se realizé con aislados de agar MacConkey, el ensayo Xpert Carba-R mostré una sensibilidad y una
especificidad de >99 % en cada una de las cinco dianas del ensayo, con relacion a la secuenciacion de referencia realizada a partir
de los aislados de agar-sangre (Tabla 11).

Tabla 11. Xpert Carba-R (agar MacConkey) frente a secuenciacion de referencia
(aislado cultivado en agar-sangre): Por diana

. Sensibilidad Especificidad
Diana N PV PF NV NF | (ICdel95%) | (IC del 95 %)
100 % 99,8 %
IMP 467 40 12 426 0
(91,2-100) (98,7-100)
b 100 % 99,7 %
VIM 467 82 1 384 0
(95,5-100) (98,5-100)
100 % 99,7 %
NDM 467 78 1¢ 388 0
(95,3-100) (98,6-100)
100 % 100 %
KPC 467 84 0 383 0
(95,6-100) (99,0-100)
100 % 100 %
OXA-48 467 89 0 378 0
(95,9-100) (99,0-100)
a. Elresultado de la secuenciacién de ADN bidireccional de este aislado positivo falso para IMP mostré una homologia de la
secuencia del 92,95 %, lo que estuvo ligeramente por debajo del criterio umbral del 95 %. No se realiz6 analisis de
discrepancias.
b.  Resultados del andlisis de discrepancias: 1 de 1 fue positivo para VIM.
c.  Elcentro clinico informé que la caracterizacion interna de este aislado positivo falso antes del analisis del estudio dio

positivo en diana de gen NDM. El analisis de discrepancias no produjo una concordancia de secuencia para ninguna de las

5 dianas de gen.

La eficacia del ensayo Xpert Carba-R por grupo especifico de microorganismos y tipo de agar (agar-sangre y agar MacConkey) se
muestra en la Tabla 12. El resultado global se definié como positivo en el ensayo Xpert Carba-R si el ensayo dio positivo para

alguna de las dianas, y negativo en el ensayo Xpert Carba-R si el ensayo dio negativo para todas las dianas.

Tabla 12. Xpert Carba-R frente a secuenciacion de referencia

Xpert®8Hba-R

301-098¥E Rev. D REHIHIIS2

. . . . Sensibilidad | Especificidad
Medio Microorganismos Diana N PV PF NV NF (IC del 95 %) | (IC del 95 %)
100 % 100 %
IMP 343 4 0 339 0
(51,0-100) (98,9-100)
100 % 99,7 %
VIM 343 51 1 291 0
(93,0-100) (98,1-99,9)
100 % 100 %
NDM 343 73 0 270 0
. (95,0-100) (98,6-100)
Enterobacteriaceae
100 % 99,6 %
KPC 343 83 1 259 0
(95,6-100) (97,9-99,9)
100 % 100 %
OXA-48 343 89 0 254 0
(95,9-100) (98,5-100)
100 % 98,1 %
Total 343 | 2912 12 51 0
(98,7-100) (89,9-99,7)
100 % 98,4 %
IMP 80 16 1 63 0
(80,6-100) (91,7-99,7)
100 % 100 %
VIM 80 | 31 0 49 0 ° °
(89,0-100) (92,7-100)
Pseudomonas
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Tabla 12. Xpert Carba-R frente a secuenciacion de referencia (continuacion)

. . . . Sensibilidad | Especificidad
Medio Microorganismos Diana N PV PF NV NF (IC del 95 %) | (IC del 95 %)
100 % 100 %
IMP 343 4 0 339 0
(51,0-100) (98,9-100)
100 % 99,7 %
VIM 343 51 1 291 0
(93,0-100) (98,1-99,9)
100 % 99,6 %
NDM 343 73 1 269 0
. (95,0-100) (97,9-99,9)
Enterobacteriaceae
100 % 100 %
KPC 343 83 0 260 0
(95,6-100) (98,5-100)
100 % 100 %
OXA-48 | 343 89 0 254 0
(95,9-100) (98,5-100)
100 % 96,2 %
Total 343 | 2918 2 50 0
(98,7-100) (87,0-98,9)
100 % 98,4 %
IMP 80 16 1 63 0
(80,6-100) (91,7-99,7)
100 % 100 %
VIM 80 31 0 49 0
(89,0-100) (92,7-100)
100 %
NDM | 80 0 0 80 0 NA °
Agar Pseudomonas (95,4-100)
MacConkey aeruginosa 100 % 100 %
KPC 80 1 0 79 0
(20,7-100) (95,4-100)
100 %
OXA-48 80 0 0 80 0 NA °
(95,4-100)
100 % 96,9 %
Total 80 48 1 31 0
(92,6-100) (84,3-99,5)
100 % 100 %
IMP 44 20 0 24 0
(83,9-100) (86,2-100)
100 %
VIM 44 0 0 44 0 NA °
(92,0-100)
100 % 100 %
NDM 44 5 0 39 0
Acinetobacter (56,6-100) (91,0-100)
baumannii 100 %
KPC 44 0 0 44 0 NA
(92,0-100)
100 %
OXA-48 44 0 0 44 0 NA °
(92,0-100)
100 % 100 %
Total 44 25 0 19 0
(86,7-100) (83,2-100)

a. Los resultados globales representan los resultados por aislado. En algunos aislados se observaron resultados de varias dianas.
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18.1

Los resultados del ensayo Xpert Carba-R por fenotipo se presentan en la Tabla 13 y en la Tabla 14. Los resultados fenotipicos se
basaron en la identificacion de los microorganismos y en los resultados de sensibilidad de cada uno de los aislados. El resultado
combinado se definié como positivo en el ensayo Xpert Carba-R si el ensayo dio positivo para alguna de sus cinco dianas, y
negativo en el ensayo Xpert Carba-R si el ensayo dio negativo para todas sus cinco dianas. Un fenotipo no sensible significa que
el aislado fue intermedio o resistente a al menos un carbapenemo. Un fenotipo sensible significa que el aislado fue sensible al
imipenem, al meropenem y al ertapenem.

Tabla 13. Xpert Carba-R (agar-sangre) frente a fenotipo: Combinado

Resultados fenotipicos
[ No sensible Sensible Total
8 Gen detectado 356 10 366
8 Gen no detectado 95 6 101
t
g Total 451 16 467
Tabla 14. Xpert Carba-R (agar MacConkey) frente a fenotipo: Combinado
Resultados fenotipicos
[ No sensible Sensible Total
8 | Gen detectado 357 102 367
8 Gen no detectado 940 6 100
t
g Total 451 16 467

a. Los 10 aislados que son fenotipicamente sensibles a los carbapenemos pero positivos segun el ensayo Xpert Carba-R pueden
contener mutaciones que inactiven o disminuyan la expresion del gen de resistencia a los carbapenemos detectado por el
ensayo Xpert Carba-R.

b. Los 94 aislados que son fenotipicamente no sensibles a los carbapenemos pero negativos segun el ensayo Xpert Carba-R
pueden contener otros mecanismos de resistencia a los carbapenemos, tales como betalactamasas AmpC o betalactamasas de
espectro extendido en combinacion con mutaciones de porinas, o posiblemente otros genes de resistencia a los carbapenemos
que no son detectados por el ensayo Xpert Carba-R.

De entre las 934 pruebas realizadas (467 aislados x 2 tipos de agar), una tuvo un resultado inicial SIN RESULTADO (NO RESULT)
(0,10 %, IC del 95 % 0,00-0,58). El aislado arrojé resultados validos tras repetir el ensayo. La tasa global de resultados validos
del ensayo fue del 100 % (934/934).

Rendimiento analitico

Sensibilidad analitica (limite de deteccién) - Hisopos rectales y perirrectales

Se evalud la sensibilidad analitica o el limite de deteccion (LD) del ensayo Xpert Carba-R con microorganismos productores de
carbapenemasa inseminados en la matriz de hisopos rectales humanos negativos combinados y en la matriz de hisopos
perirrectales humanos negativos combinados. Se determiné el LD de dos bacterias productoras de carbapenemasa correspondiente
a analito de cada gen, esto es, de los genes codificadores de KPC, NDM, VIM, OXA-48 e IMP. Las bacterias se titularon
mediante recuentos de placa y se aiadieron a hisopos limpios. Los hisopos se colocaron en la matriz de hisopos rectales negativos
combinados o en la matriz de hisopos perirrectales negativos combinados y se evaluaron réplicas de 20 a un minimo de cinco
concentraciones distintas en cuatro dias. El LD para cada uno de los diez microorganismos productores de carbapenemasa se
calculé mediante un analisis probit. E1 LD se define como la concentracion mas baja de células diana (UFC/hisopo) que puede
distinguirse de forma reproducible de muestras negativas con una confianza del 95 %. El estudio se realizé con dos lotes
diferentes de reactivos Xpert Carba-R, y el LD supuesto es el superior de las dos determinaciones. Los LD calculados se
verificaron preparando y analizando 10 réplicas de dos diluciones independientes de cada bacteria a cada LD calculado.
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Los LD supuestos de cada par de microorganismos productores de carbapenemasa en las matrices de hisopos rectales y de hisopos
perirrectales se muestran en la Tabla 15 y en la Tabla 16.

Tabla 15. Calculos y verificacion del LD para microorganismos que albergan los genes de

carbapenemasa con el ensayo Xpert Carba-R en matriz de hisopos rectales

LD calculado

Célculo LD (Probit) en reactivo

Gen diana y microorganismo UFC/hisopo Supuesto LD ara Verificacion
y 9 UFC/hisopo P (positivos/20)
muestras

Lote 1 Lote 2 (UFC/ml)
IMP-1 Acinetobacter baumannii 174 141 174 35 20/20
IMP-1 Klebsiella pneumoniae 303 306 306 61 20/20
VIM-1 Klebsiella pneumoniae 247 305 305 61 20/20
VIM-4 Escherichia coli 815 468 815 163 20/20
NDM-1 Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-2146 117 251 251 50 20/20
NDM Kilebsiella pneumoniae 74 57 74 15 19/20
KPC-3 Klebsiella pneumoniae
NCTC 13438 373 292 373 75 20/20
KPC Enterobacter cloacae 779 537 779 156 20/20
OXA-48 Enterobacter cloacae 154 109 154 31 20/20
OXA-48 Escherichia coli 104 99 104 21 20/20

Tabla 16. Calculos y verificacion del LD para microorganismos que albergan los genes de

carbapenemasa con el ensayo Xpert Carba-R en matriz de hisopos perirrectales

Calculo LD (Probit)

LD calculado

Gen diana y microorganismo UFC/ihisopo Supuesto LD o re::;tlvo Verificacion
y 9 UFC/hisopo P ; (positivos/20)
Lote 1 Lote 2 muestras
(UFC/ml)
IMP-1 Acinetobacter baumannii 90 118 118 24 19/20
IMP-1 Klebsiella pneumoniae 269 635 635 127 20/20
VIM-1 Klebsiella pneumoniae 901 514 901 180 20/20
VIM-4 Escherichia coli 446 403 446 89 20/20
NDM-1 Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-2146 133 113 133 27 20/20
NDM Kilebsiella pneumoniae 56 54 56 11 20/20
KPC-3 Klebsiella pneumoniae
NCTC 13438 358 292 358 72 20/20
KPC Enterobacter cloacae 1259 1303 1303 261 20/20
OXA-48 Enterobacter cloacae 223 166 223 45 20/20
OXA-48 Escherichia coli 126 137 137 27 20/20
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18.2 Reactividad analitica (inclusividad)
18.2.1 Estudio de matrices de hisopos rectales y perirrectales
Se evalu¢ la reactividad analitica del ensayo Xpert Carba-R con matrices de hisopos rectales y de hisopos perirrectales analizando
un grupo de 72 muestras. Este grupo constaba de 11 cepas bacterianas bien caracterizadas de blagpc (KPC), 11 de blayyy (VIM),
8 de blagx .45 (OXA-48), 5 de blanppm/blagxa-181 NDM/OXA-181), 6 de blagxa-131 (OXA-181), 17 de blapp (IMP) y una de
blagpc/blayp (KPC/VIM). Las cepas analizadas en las matrices de hisopos rectales y de hisopos perirrectales, asi como sus
concentraciones de prueba, se presentan en la Tabla 17.
Para las pruebas en las matrices de hisopos rectales y de hisopos perirrectales, los microorganismos se inseminaron en una matriz
de hisopos rectales negativos combinados o en una matriz de hisopos perirrectales negativos combinados. Todas las cepas
bacterianas fueron analizadas por triplicado para las dos matrices de hisopos. Los genes diana del ensayo Xpert Carba-R fueron
detectados en 69 de 72 cepas bacterianas productoras de carbapenemasa aunque IMP-4 fue detectado utilizando solo una
concentracion mayor (Tabla 17). Las secuencias de ADN diana del ensayo Xpert Carba-R no se detectaron en tres cepas
bacterianas, como se muestra en la Tabla 17. En una de las tres cepas bacterianas, el ensayo no detect6 el gen IMP-13, aunque el
analisis in silico predijo que seria detectado. En dos de las otras tres cepas bacterianas, el ensayo no detectd los genes IMP-7 e
IMP-14 y el analisis in silico tampoco predijo que serian detectados. Véase el Apartado 15, Limitaciones en el prospecto.
Tabla 17. Reactividad analitica del ensayo Xpert Carba-R en
matrices de hisopos rectales y perirrectales
Marcador de Cor!centraclon
. . analizada en las
. . resistencia con . -
ID de la cepa Microorganismo . ‘2 matrices de hisopos
informacioén de la .
variante rectales y de hisopos
perirrectales (UFC/mlI)
NCTC 13438 Klebsiella pneumoniae KPC-3 153
31551 Klebsiella pneumoniae KPC-4 50
ATCC BAA-1705 Klebsiella pneumoniae KPC-2 130
PA-Col Pseudomonas aeruginosa KPC-2 250
KBM18 Enterobacter aerogenes KPC-2 250
BM9 Klebsiella pneumoniae KPC-3 330
PA3 Klebsiella pneumoniae KPC-2 100
CGNC Serratia marcescens KPC-2 300
CFVL Enterobacter cloacae KPC-2 160
COL Escherichia coli KPC-2 147
GR-04/KP-69 Klebsiella pneumoniae KPC-2, VIM 80
164-3 Klebsiella oxytoca KPC 70
NCTC 13437 Pseudomonas aeruginosa VIM-10 500
NCTC 13439 Klebsiella pneumoniae VIM-1 130
NCTC 13440 Klebsiella pneumoniae VIM-1 70
758 Pseudomonas aeruginosa VIM 250
PA-87 Klebsiella pneumoniae VIM 200
B92A Pseudomonas aeruginosa VIM 2000
Col1 Pseudomonas aeruginosa VIM-2 500
BM19 Serratia marcescens VIM-2 250
KOw7 Escherichia coli VIM-4 250
DIH Klebsiella pneumoniae VIM-19 250
MSH2014-3 Enterobacter cloacae VIM 500
NCTC 13443 Klebsiella pneumoniae NDM-1 80
ATCC BAA-2146 Klebsiella pneumoniae NDM-1 80
34262 Klebsiella pneumoniae NDM 80
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Tabla 17. Reactividad analitica del ensayo Xpert Carba-R en
matrices de hisopos rectales y perirrectales (continuacion)

Marcador de Con_centracién
. . analizada en las
ID de la cepa Microorganismo . re5|stenS|a con matrices de hisopos
|nfor:Inae:<i:a|zrt1ede la rectales y de hisopos
perirrectales (UFC/ml)
GEN Acinetobacter baumannii NDM-1 130
3047 Enterobacter cloacae NDM-1 70
7892 Proteus mirabilis NDM-1 30
CAN Género Salmonella NDM-1 70
EGY Acinetobacter baumannii NDM-2 40
15 Escherichia coli NDM-4 30
405 Escherichia coli NDM-5 30
CF-ABE Citrobacter freundii NDM 30
73999 Pseudomonas aeruginosa NDM 50
39365 Providencia rettgeri NDM-1 70
NCTC 13442 Klebsiella pneumoniae OXA-48 40
OM11 Klebsiella pneumoniae OXA-48 60
501 Enterobacter cloacae OXA-48 80
DUW Klebsiella pneumoniae OXA-48 120
OM22 Escherichia coli OXA-48 80
BOU Enterobacter cloacae OXA-48 80
TUR Enterobacter cloacae OXA-48 120
11670 Escherichia coli OXA-48 100
166643 Klebsiella pneumoniae OXA-181 20
42194 Klebsiella pneumoniae OXA-181 20
MSH2014-64 Klebsiella pneumoniae OXA-181 280
MSH2014-72 Escherichia coli OXA-181 100
74 Escherichia coli OXA-181 100
CDCO0051 Klebsiella ozaenae? OXA-181 250
B108A Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 10
C10192-DISCS Enterobacter aerogenes NDM, OXA-181 10
KP-OMA3 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 60
1300920 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 15
MSH2014-69 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181 20
NCTC 13476 Escherichia coli IMP-1 250
695 Acinetobacter baumannii IMP-1 1720
2340 Enterobacter cloacae IMP-1 250
IMPBMI Klebsiella pneumoniae IMP-1 100
Yonsei_1 Acinetobacter baumannii IMP-1 1000
Yonsei_2 Acinetobacter baumannii IMP-1 500
6852 Klebsiella pneumoniae IMP-1 100
MKAM Pseudomonas aeruginosa IMP-1 500
70450-1 Pseudomonas aeruginosa IMP-1 250
3994 Género Pseudomonas IMP-10 250
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Tabla 17. Reactividad analitica del ensayo Xpert Carba-R en
matrices de hisopos rectales y perirrectales (continuacion)

ID de la cepa

Microorganismo

Marcador de
resistencia con
informacion de la

Concentracion
analizada en las
matrices de hisopos
rectales y de hisopos

variante perirrectales (UFC/ml)
CDCO0161 Enterobacter aerogenes® IMP-4 5,00E+04
5344 Pseudomonas aeruginosa IMP-2 60
3985 Pseudomonas aeruginosa IMP-11 2000
4032 Pseudomonas aeruginosa IMP-6 80
3424 Pseudomonas aeruginosa IMP-7P:¢ 1,00E+06
32443 Klebsiella pneumoniae IMP-13° 1,00E+06
92 Pseudomonas aeruginosa IMP-14b.¢ 1,00E+06

o

Estos microorganismos no fueron analizados como aislados bacterianos.

b. Los genes IMP-7 e IMP-14 (Pseudomonas aeruginosa) no fueron detectados por el ensayo, y el analisis in silico no predijo que
serian detectados (consulte Apartado 15, Limitaciones).
c.  Gen IMP-13 (Klebsiella pneumoniae): aunque el analisis in silico predijo que seria detectado, el ensayo no detecté el gen IMP-13
(consulte el Apartado 15, Limitaciones).

18.2.2 Estudio de aislados bacterianos
También se evaluo la sensibilidad analitica del ensayo Xpert Carba-R con aislados bacterianos analizando un grupo de
71 muestras compuesto por las siguientes cepas bacterianas bien caracterizadas: 11 blagpc (KPC), 13 blaypy (NDM), 11 blayy
(VIM), 8 blaOXA_48 (OXA-48), 5 blaNDM/blaOXA_]gl (NDM/OXA-lSl), 5 blaOXA_lgl (OXA-lgl), 17 blaIMp (IMP) ¥y una
blagpc/blayp (KPC/VIM). Las cepas analizadas como aislados bacterianos se presentan en la Tabla 18.

Para las pruebas de aislados bacterianos, los microorganismos se analizaron en réplicas de cuatro que se prepararon diluyendo

10 pl de suspension celular McFarland 0,5 para cada cepa bacteriana en 5 ml de reactivo para muestras. Las pruebas se realizaron
utilizando placas tanto de agar-sangre como de agar MacConkey. Los genes diana del ensayo Xpert Carba-R se detectaron en 68

de las 71 cepas bacterianas de ambas placas. Las secuencias de ADN diana del ensayo Xpert Carba-R no se detectaron en tres

cepas bacterianas, como se muestra en la nota al pie de la Tabla 18. En una de las tres cepas bacterianas, el ensayo no detecto el
gen IMP-13, aunque el analisis in silico predijo que seria detectado. En dos de las tres cepas bacterianas, el ensayo no detectd los
genes IMP-7 e IMP-14 y el analisis in silico tampoco predijo que serian detectados. Consulte el apartado Limitaciones del

prospecto.

Tabla 18. Reactividad analitica del ensayo Xpert Carba-R - Aislados bacterianos

ID de la cepa Microorganismo N!arcador fj,e resistenc!a con
informacion de la variante
NCTC 13438 Klebsiella pneumoniae KPC-3
31551 Klebsiella pneumoniae KPC-4
ATCC BAA-1705 Klebsiella pneumoniae KPC-2
PA-Col Pseudomonas aeruginosa KPC-2
KBM18 Enterobacter aerogenes KPC-2
BM9 Klebsiella pneumoniae KPC-3
PA3 Klebsiella pneumoniae KPC-2
CGNC Serratia marcescens KPC-2
CFVL Enterobacter cloacae KPC-2
COL Escherichia coli KPC-2
GR-04/KP-69 Klebsiella pneumoniae KPC-2, VIM
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Tabla 18. Reactividad analitica del ensayo Xpert Carba-R - Aislados bacterianos (continuacion)

ID de la cepa Microorganismo N!arcador fj,e resistenc!a con
informacién de la variante
164-3 Klebsiella oxytoca KPC
NCTC 13437 Pseudomonas aeruginosa VIM-10
NCTC 13439 Klebsiella pneumoniae VIM-1
NCTC 13440 Klebsiella pneumoniae VIM-1
758 Pseudomonas aeruginosa VIM
PA-87 Klebsiella pneumoniae VIM
B92A Pseudomonas aeruginosa VIM
Col1 Pseudomonas aeruginosa VIM-2
BM19 Serratia marcescens VIM-2
KOW7 Escherichia coli VIM-4
DIH Klebsiella pneumoniae VIM-19
MSH2014-3 Enterobacter cloacae VIM
NCTC 13443 Klebsiella pneumoniae NDM-1
ATCC BAA-2146 Klebsiella pneumoniae NDM-1
34262 Klebsiella pneumoniae NDM
GEN Acinetobacter baumannii NDM-1
3047 Enterobacter cloacae NDM-1
7892 Proteus mirabilis NDM-1
CAN Género Salmonella NDM-1
EGY Acinetobacter baumannii NDM-2
15 Escherichia coli NDM-4
405 Escherichia coli NDM-5
CF-ABE Citrobacter freundii NDM
73999 Pseudomonas aeruginosa NDM
39365 Providencia rettgeri NDM-1
NCTC 13442 Klebsiella pneumoniae OXA-48
OM11 Klebsiella pneumoniae OXA-48
501 Enterobacter cloacae OXA-48
DUW Klebsiella pneumoniae OXA-48
OoM22 Escherichia coli OXA-48
BOU Enterobacter cloacae OXA-48
TUR Enterobacter cloacae OXA-48
11670 Escherichia coli OXA-48
MSH2014-64 Klebsiella pneumoniae OXA-181
MSH2014-72 Escherichia coli OXA-181
B108A Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
C10192-DISCS Enterobacter aerogenes NDM, OXA-181
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Tabla 18. Reactividad analitica del ensayo Xpert Carba-R - Aislados bacterianos (continuacion)

ID de la cepa Microorganismo N!arcador fj,e resistenc!a con
informacién de la variante
KP-OMA3 Klebsiella pneumoniae NDM-1, OXA-181
166643 Klebsiella pneumoniae OXA-181
42194 Klebsiella pneumoniae OXA-181
1300920 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
MSH2014-69 Klebsiella pneumoniae NDM, OXA-181
74 Escherichia coli OXA-181
NCTC 13476 Escherichia coli IMP-1
695 Acinetobacter baumannii IMP-1
2340 Enterobacter cloacae IMP-1
IMPBMI Klebsiella pneumoniae IMP-1
6852 Klebsiella pneumoniae IMP-1
Yonsei_1 Acinetobacter baumannii IMP-1
Yonsei_2 Acinetobacter baumannii IMP-1
70450-1 Pseudomonas aeruginosa IMP-1
3994 Género Pseudomonas IMP-10
MKAM Pseudomonas aeruginosa IMP-1
5344 Pseudomonas aeruginosa IMP-2
G029 Género Salmonella IMP-4
3985 Pseudomonas aeruginosa IMP-11
4032 Pseudomonas aeruginosa IMP-6
3424 Pseudomonas aeruginosa IMP-72:b
32443 Klebsiella pneumoniae IMP-132
92 Pseudomonas aeruginosa IMP-142b

a. No detectada por Xpert Carba-R (véase Apartado 15, Limitaciones).
b.  Los genes IMP-7 e IMP-14 no fueron detectados por el ensayo, y el analisis in silico no predijo que serian detectados

(consulte Apartado 15, Limitaciones).
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18.3

Las variantes detectadas, y las predicciones para detectar otros subtipos de cada gen de resistencia basado en el analisis in silico,
se presentan en la Tabla 19 (que representa los resultados tanto del estudio de la matriz del hisopos rectales como del aislado
bacteriano).

Tabla 19. Resumen de las variantes detectadas por analisis en laboratorio o que el analisis in silico predijo que
serian detectadas

Marcador Analisis de laboratorio No analizadas,
(o subgrupo pero que el analisis
tradicional) N.° de muestras Tipos detectados Tipos no detectados in silico predijo que

serian detectadas
KPC 12 KPC-2,3,4 - KPC-5, 6, 7, 8, 9, 10,

11,12, 13, 14, 15, 16

NDM 18 NDM-1,2,4,5 -- NDM-3, 6,7, 8,9

VIM-5, 6,7, 8,9, 11,

12, 13, 14, 15, 16, 17,
VIM 12 VIM-1,2,4,10,19 -- 18, 20, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38

OXA-48, 181 OXA-162, 163, 204,
OXA-48 18 (variante OXA-48) - 232, 244, 245, 247
IMP-3, 8, 9, 13°, 19,
IMP 17 IMP-1 (9 cepas), IMP-72. 135 147 20, 21, 22, 24, 25, 27,

IMP-2, 4, 6, 10, 11 28, 30, 31, 33, 37, 40,

42

a. Los genes IMP-7 e IMP-14 (Pseudomonas aeruginosa) no fueron detectados por el ensayo, y el analisis in silico no predijo que
serian detectados (consulte el Apartado 15, Limitaciones).

b.  Se analizo6 el gen IMP-13 (Klebsiella pneumoniae): aunque el analisis in silico predijo que seria detectado, el ensayo no detecto el
gen IMP-13 (consulte el Apartado 15, Limitaciones).

Especificidad analitica (reactividad cruzada)

Se evalud la especificidad analitica del ensayo Xpert Carba-R para aislados bacterianos, microorganismos inseminados en matriz de
hisopos rectales y microorganismos inseminados en matriz de hisopos perirrectales. Para los tres tipos de muestras, un grupo de 62
cepas bacterianas bien caracterizadas de bacterias sensibles a los carbapenemos o bacterias sin sensibilidad a los carbapenemos
debido a genes o a mecanismos distintos de los genes dianas del Xpert Carba-R (Tabla 20 y Tabla 21) y 24 cepas bacterianas
comensales y otros microorganismos intestinales también fueron evaluados en el estudio (Tabla 22). También se analizaron células
humanas en las matrices de hisopos rectales y de hisopos perirrectales (Tabla 23). Los mecanismos de resistencia se determinaron
mediante ensayos de PCR individuales, analisis de secuencias de ADN o matriz Check-Points version CT102.

Para las muestras de la matriz de hisopos rectales y de la matriz de hisopos perirrectales, se analizaron 62 cepas a concentraciones
>1 x 10° UFC/ml con excepcion de Peptostreptococcus anaerobius que fue analizado a 5 x 10° UFC/ml. Los virus fueron
analizados a una concentracién de >1 x 10° TCID5o/ml o mayor de 2,5 x 10’ copias de ARN/ml. La estirpe celular de vejiga
urinaria (ADN gen6émico humano) se analizo a una concentracién de 1 x 10° células/ml. Los microorganismos se diluyeron en
matriz de hisopos rectales negativos combinados o en matriz de hisopos perirrectales negativos combinados, y se analizaron por
triplicado. Ninguno de los 94 microorganismos y acidos nucleicos que podian provocar reactividad cruzada que se analizaron fue
detectado con el ensayo Xpert Carba-R.

Para aislados bacterianos, los microorganismos se cultivaron aerébicamente en placas de agar-sangre y agar MacConkey. A partir
de colonias aisladas en cada tipo de placa de agar, se prepararon dos suspensiones celulares equivalentes a una suspension celular
McFarland 0,5. Cada microorganismo se analiz6 un total de cuatro veces (dos réplicas de cada una de las dos suspensiones
celulares McFarland 0,5 por microorganismo) a partir de cada placa.
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El ensayo Xpert Carba-R no mostrd reaccion cruzada con ninguno de los microorganismos analizados (Tabla 20, Tabla 21,
Tabla 22 y Tabla 23). La especificidad analitica del ensayo fue del 100 %.

Tabla 20. Numero de microorganismos sensibles y no sensibles a los carbapenemos para cada antibiético

Ertapenem Imipenem Meropenem
Sensible 19 30 24
Intermedio 0 8 4
Resistente 43 24 34

Tabla 21. Grupo de reactividad cruzada

Sensibilidad a los

Microorganismo ID de la cepa Mecanismo§ de resistencia carbapeneamos
confirmados (S/IR)
ETP? IMP? MEM?
Escherichia coli NCTC 13441 | CTXMET, stmiaraltipo 15 s s s
Klebsiella pneumoniae NCTC 13465 CTX-M (25) S S S
Enterobacter aerogenes 810 Deficientes en OmpC/OmpF; R R R
TEM
Citrobacter freundii 1698 TEM (WT+1648S) S S S
Enterobacter cloacae 5557 AmpC (ACT/MIR) R R R
Klebsiella pneumoniae kpn5 CTX-M-2 R S R
Klebsiella pneumoniae kpn12 TEM; SHV; CTX-M R R R
Escherichia coli eco1 TEM; CTX-M-2 R R R
Escherichia coli eco2 CTX-M (2); TEM; OXA-2 R S S
Enterobacter cloacae 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
Género Salmonella 3209 CTX-M (2); TEM S S S
Shigella flexnerii 3331 CTX-M (2); TEM S S S
Enterobacter cloacae PA_3 AmpC; CTX-M-15; TEM S S S
Klebsiella pneumoniae 32189 SHV S S S
Klebsiella pneumoniae 32443 cTX-M, S'énljl'sr al tipo 15); S S S
Klebsiella pneumoniae 32598 CTX-M (;:{T#aél\j' tipo 15); R | R
Klebsiella pneumoniae 33560 CTX-M (15); SHV-11; TEM-1 S S S
Klebsiella pneumoniae 33603 SHV-2 R I R
Klebsiella pneumoniae 33617 SHV-27 S S S
Klebsiella pneumoniae 33643 SHV (-5, -55); TEM S S S
Klebsiella pneumoniae 34430 SHV; TEM; CTX-M-15 S S S
Klebsiella pneumoniae 34680 TEM; CTX-M-2 R S R
Klebsiella pneumoniae 34732 CTX-M (15); SHV; TEM R S S
Enterobacter cloacae PA 174 GX-/Cultivo+; SHV; TEM S S S
Enterobacter aerogenes STU 645 SHV (WT+238S+240K) R S R
Enterobacter aerogenes STU 669 SHV (WT+238S+240K) R R R
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Tabla 21. Grupo de reactividad cruzada (continuacion)

Sensibilidad a los

Microoraanismo ID de la cepa Mecanismos de resistencia carbapenemos
g P confirmados (SNIR)?
ETP? IMP2 MEM?

Escherichia coli C3015 AmpC (CMY Il); TEM R R R
Enterobacter aerogenes RI_100 AmpC (DHA); SHV R R R
Klebsiella pneumoniae B4A SHV (WT + 238S +240K) R R R
Klebsiella pneumoniae B13A SHV (WT + 238S +240K) R S S
Enterobacter cloacae RI_474 AmpC (ACT/MIR) R I I
Enterobacter amnigenus B71 AmpC (ACT/MIR) R R R
Klebsiella pneumoniae DD82A SHV (WT + 238S + 240K) R S R

) . CTX-M (-1, similar al tipo 15);
Klebsiella pneumoniae B100 SHV (WT+238S): TEM R S R
Enterobacter cloacae 135B TEM S S S
Klebsiella pneumoniae B157 SHV; TEM R R R
Escherichia coli T2914280 CTX-M (-1, -15); TEM R S R
Providencia stuartii DD188 TEM (104K + 164S) R I I
Enterobacter cloacae DD189 AmpC (ACT/MIR) R S S
Escherichia coli B198B CTX-M (-1, similar al tipo 15); R S R

TEM

Klebsiella pneumoniae 730199891 | CTXM (1, S|Srr|1||l\7 raltipo 15); R I R
Klebsiella pneumoniae 730199892 | CTXM (1, S'S”;"\j" altipo 15); R S R
Enterobacter cloacae ENC-THAI14 VEB-1, TEM S S S
Escherichia coli CB154006 CTX-M (9); TEM R I I
Enterobacter cloacae S35766 AmpC (ACT/MIR) S S S
Enterobacter cloacae X1856910 AmpC (ACT/MIR); TEM R I I

) . CTX-M (-1, similar al tipo -15);
Klebsiella pneumoniae W3758164 SHV: TEM R I R
Klebsiella pneumoniae X2135758 CTX-M (-1, similar al tipo -15); R s s

SHV

Klebsiella pneumoniae W3809535 CTX-M (-1, sgnFl'I\a/r al tipo -15); R R R
Pseudomonas aeruginosa CDCO0064 SPM R R R
Serratia marcescens CDC0099 SME R R R
Serratia marcescens CDCO0121 SME R R R
Serratia marcescens CDCO0122 SME R R R
Serratia marcescens CDC0123 SME R R R
Serratia marcescens CDCO0124 SME R R R
Serratia marcescens CDCO0130 SME R R R
Serratia marcescens CDC0131 SME R R R
Grupo Enterobacter cloacae CDC0132 IMI R R R
Complejo Enterobacter CDCO164 Ml R R R
cloacae

a.

S/I/IR = Sensible/Intermedio/Resistente, ETP = Ertapenem, IMP = Imipenem, MEM = Meropenem
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Tabla 22. Grupo de reactividad cruzada (microorganismos comensales y otros microorganismos

intestinales)

Concentracion analizada

ID de la cepa Microorganismo (UFC/ml a menos que se

especifique de otro modo)
ATCC 25922 Escherichia coli 2,67E+06
ATCC 29212 Enterococcus faecalis 3,15E+06
ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae 5,20E+06
ATCC 35218 Escherichia coli 2,47TE+06
ATCC 25923 Staphylococcus aureus 4,53E+06
ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa 3,17E+06
ATCC 9689 Clostridium difficile® 1,80E+07
ATCC 700621 Enterobacter cloacae 8,95E+06
ATCC 9756 Enterococcus faecium 6,54E+06
ATCC 13182 Klebsiella oxytoca 4,76E+06
ATCC BAA-747 Acinetobacter baumannii 2,27E+06
ATCC 33128 Citrobacter freundii 2,01E+06
ATCC 49948 Morganella morganii 8,19E+06
ATCC 51331 Stenotrophomonas maltophilia 3,15E+06
ATCC 27028 Citrobacter koseri 5,05E+06
ATCC 49809 Providencia stuartii 3,01E+06
ATCC 49037 Peptostreptococcus anaerobius? 5,00E+05
CCUG 29780 / ATCC 12401 Streptococcus agalactiae 5,21E+06
ATCC 15703 Bifidobacterium adolescentis® 1,10E+08
ATCC 51697 Enterobacter aerogenes 3,19E+06
ATCC 43071 Proteus mirabilis 1,78E+06
CCUG 34787 Género Acinetobacter 2,40E+06
CCUG 418 Citrobacter freundii 2,95E+06
CCUG 33629 Corynebacterium diphtheriae 4,48E+06
CCUG 17874 Helicobacter pylori 1,61E+06
CCUG 33548 Listeria monocytogenes 4,77E+06
CCUG 6325 Providencia alcalifaciens 4,91E+06
CCUG 43594 / ATCC 33560 Campylobacter jejuni® 3,27E+06

MRVP/ZeptoMetrix Adenovirus B tipo 7A/NY? 1,40E+05 TCIDgp/ml
MRVP/ZeptoMetrix Enterovirus tipo 71/NY? 4,40E+05 TCIDgp/ml
Muestra clinica: Cepheid Norovirus GII? 2,5 x 10’ copias de ARN/ml

a. Estos microorganismos fueron analizados en matriz de hisopos rectales y de hisopos perirrectales.

Tabla 23. Estirpe celular representativa de ADN genémico humano

Nombre de organismo Origen
Carcinoma de células de vejiga
urinaria (ADN genémico humano) ATCC HTB-4
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18.4 Interferencia competitiva
Se realiz6 un estudio de interferencias competitivas sobre si un titulo alto de un microorganismo productor de carbapenemasa o
mas interferirian con la deteccion de un segundo microorganismo productor de carbapenemasa diana que estaba presente a un
titulo bajo. Las muestras de titulo alto se formularon a concentraciones de 5 x 10° UFC/hisopo y las dianas de titulo bajo se
formularon a aproximadamente 2 x LD para la cepa respectiva en la matriz de hisopos rectales o en la matriz de hisopos
perirrectales. En este estudio se us6 una cepa bacteriana productora de carbapenemasa correspondiente a analito de cada gen, esto
es, de los genes codificadores de KPC, NDM, VIM, OXA-48 e IMP. Cada tipo de cepa bacteriana productora de carbapenemasa
se analiz6 a titulos bajos junto con un titulo alto de cada uno o dos de los otros tipos de cepas bacterianas productoras de
carbapenemasa (Tabla 24). Las muestras se analizaron en réplicas de ocho.
Se observo un efecto inhibidor para tres de las cinco dianas (IMP, VIM y OXA-48) cuando una concentracion baja de cada diana
estaba presente en combinacion con una alta concentracion de uno o dos de las otras dianas para las muestras analizadas en la
matriz de hisopos rectales. Las tres dianas (IMP, VIM y OXA-48) fueron analizadas a una mayor concentracion (4 x LD) en
combinacion con una alta concentracion de una o dos de las otras dianas para las muestras en la matriz de hisopos rectales. No se
observo un efecto inhibidor para las tres dianas (IMP, VIM y OXA-48) a 4 x LD en presencia de coinfecciones clinicamente
relevantes para el ensayo Xpert Carba-R.
Se observo un efecto inhibidor para dos de las cinco dianas (NDM e IMP) cuando una concentracion baja de cada diana estaba
presente en combinacion con una alta concentracion de uno o dos de las otras dianas para las muestras analizadas en la matriz de
hisopos perirrectales. Las dos dianas (NDM e IMP) fueron analizadas a una mayor concentracion (4 x LD) en combinacioén con
una alta concentracion de una o dos de las otras dos dianas para muestras en la matriz de hisopos perirrectales. No se observé un
efecto inhibidor para las dos dianas (NDM e IMP) a 4 x LD en presencia de coinfecciones clinicamente relevantes para el ensayo
Xpert Carba-R.
El efecto inhibidor competitivo en las dianas del Xpert Carba-R (NDM, IMP, VIM y OXA-48) se aborda en el Apartado 15,
Limitaciones del prospecto.
Tabla 24. Combinaciones de bacterias productoras de
carbapenemasa analizadas con el ensayo Xpert Carba-R
Combinacién
Alto KPC/Alto NDM/Bajo VIM
Alto KPC/Alto NDM/Bajo OXA
Alto KPC/Alto NDM/Bajo IMP
Alto VIM/Alto OXA/Bajo KPC
Alto VIM/Alto OXA/Bajo NDM
Alto VIM/Alto OXA/Bajo IMP
Alto IMP/Bajo KPC
Alto IMP/Bajo NDM
Alto IMP/Bajo VIM
Alto IMP/Bajo OXA
Alto OXA/Bajo VIM
Alto VIM/Bajo OXA
Alto KPC/Bajo NDM
Negativo
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18.5 Sustancias potencialmente interferentes
La eficacia del ensayo Xpert Carba-R se evalud con 24 sustancias potencialmente interferentes que pueden estar presentes en
las muestras de hisopos rectales y de hisopos perirrectales. Las soluciones de las sustancias potencialmente interferentes se
prepararon y analizaron a las concentraciones especificadas en la Tabla 25. Se incluyeron muestras positivas y negativas en este
estudio. Las muestras positivas consistian en una mezcla de cinco microorganismos productores de carbapenemasa que albergan
las secuencias de genes KPC, NDM, VIM, IMP-1 y OXA-48 inseminadas en la matriz de hisopos rectales negativos combinados
o en la matriz de hisopos perirrectales negativos combinados a aproximadamente 3 x LD. Se analizaron 8 muestras positivas de
réplicas por sustancia. Las muestras negativas consistian en matriz de hisopos rectales negativos combinados o en matriz de
hisopos perirrectales negativos combinados no inseminadas con microorganismos productores de carbapenemasa. Se analizaron
8 réplicas de muestras negativas por cada sustancia para determinar el efecto en la eficacia del control de procesamiento de
muestras (SPC). Los controles consistian en muestras positivas y negativas sin sustancias interferentes afiadidas. El efecto de cada
sustancia potencialmente interferente en las réplicas positivas y negativas se evalu6 comparando los valores de umbral de ciclo
diana (Ct) generados en presencia de la sustancia con los valores Ct obtenidos con controles que carecian de la sustancia. Las
muestras de réplicas positivas y negativas para 22 sustancias potencialmente interferentes fueron identificadas correctamente con
el ensayo Xpert Carba-R. Se pueden observar interferencias con el ensayo Xpert Carba-R con sulfato de bario a una concentracion
de >0,1 % p/v y Pepto-Bismol a >0,01 % p/v en pruebas con muestras de matriz de hisopos rectales. Véase el Apartado 15,
Limitaciones en el prospecto. Las muestras de la matriz de hisopos rectales, positivas para una mezcla de cinco microorganismos
productores de carbapenemasa que albergan secuencias de genes KPC, NDM, VIM, IMP-1 y OXA-48 que fueron analizadas con
grasa fecal a 0,25 % p/v, no produjeron ningunos resultados de negativos falsos, sin embargo, se observaron valores de umbral de
ciclo demorado para la diana VIM. Esta potencial interferencia de la presencia de 0,25 % p/v grasa fecal se suministra en el
apartado Limitaciones del prospecto. Se pueden observar interferencias con el ensayo Xpert Carba-R con sulfato de bario a una
concentracion de >0,1 % p/v y Pepto-Bismol a una concentracion de >0,025 % p/v en pruebas con muestras de matriz de hisopos
perirrectales. Consulte la Apartado 15, Limitaciones.

Tabla 25. Sustancias potencialmente interferentes analizadas

Sustancia/clase Principio activo Concer_ltraCIon
analizada
Antiinflamatorios no esteroideos Naproxeno 0,25 % plv
Compuesto para estudios de imagen Sulfato de bario 0,25 %y 0,1 % p/v
Antibidtico (oral) Cefalexina 0,25 % piv
Antibidtico (oral) Ciprofloxacina 0,25 % piv
Preservativo cqn'lubrlcante Nonoxinol-9 1 preservativo?
espermicida
Cremas/pomadas/supositorios Hidrocortisona 0,25 % piv
Laxante Senosidos 0,25 % plv
Lipidos Acido estearico/acido palmitico/colesterol 0,25 % plv
(grasa fecal)
Antidiarreicos Hidrocloruro Qe Ioperamldq/subsallcnato 0,25 % piv
de bismuto (Imodium)
Antidiarreicos Hldrocloruro.de loperamida/subsalicilato 0,25 % piv
de bismuto (Kaopectate)
Crema topica K-Y Jelly 0,25 % piv
Carbonato de calcio/hidroxido de
o aluminio/hidréxido de magnesio/ 0
Antiacidos simeticona 0,25 % plv
(Leche de magnesia)
Enemas Aceite de vaselina 0,25 % plv
o . Polimixina B/Neomicina/
Antibidtico (tépico) L . 0,25 % plv
Bacitracina (Neosporin)
Antifingico/ L
) ) . Nistatina 0,25 % p/v
antiprurito vaginal
Antiacido Famotidina (Pepcid) 0,25 % plv
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18.6

19
19.1

Tabla 25. Sustancias potencialmente interferentes analizadas (continuacion)

Sustancial/clase Principio activo Co:::l?:;z:’(:on

Hidrocloruro de loperamida/subsalicilato 0,25 %, 0,1 %,

Antidiarreicos de bismuto 0,05 %, 0,025 %,
(Pepto-Bismol) 0,01 % piv
Crema topica Vaselina 0,25 % piv
Cremas/pomadas antihemorroidales Fenilefrina (Preparacion H) 0,25 % piv
Reductor de acido; antiacido Omeprazol (Prilosec) 0,25 % piv
Enemas Enema salino 0,25 % piv
Antiacido Cimetidina (Tagamet) 0,25 % plv
Antifungico/antiprurito vaginal Benzocaina, resorcinol (Vagisil) 0,25 % piv

Toallitas humedas Cloruro de benzalconio, etanol (Wet Ones) 1 trozoP

a.  Un preservativo afiadido a 40 ml de matriz de hisopos.
b.  Untrozo (12,7 cm x 19,05 cm) afadido a 40 ml de matriz de hisopos.

Estudio de contaminacién por arrastre

Se llevd a cabo un estudio para demostrar que los cartuchos GeneXpert autbnomos de un solo uso previenen la contaminacion por
arrastre en muestras negativas procesadas después de muestras positivas muy altas. El estudio consistié en una muestra negativa
procesada en el mismo modulo GeneXpert inmediatamente después de una muestra muy altamente positiva. La muestra altamente
positiva estaba compuesta de células de E. coli inactivadas que contenian un plasmido con una insercion consistente en un
oligonucledtido sintético de las secuencias de los amplicones de los cinco genes de los analitos diana del ensayo Xpert Carba-R
(dianas KPC, NDM, VIM, IMP y OXA-48). Las células positivas se diluyeron en matriz de hisopos rectales negativos
combinados y en matriz de hisopos perirrectales negativos combinados a una concentracion de 1 x 10° UFC/ml. El programa de
analisis se repiti6 25 veces en dos modulos GeneXpert, con un total de 102 pruebas (25 muestras altamente positivas por modulo
y 26 muestras negativas por modulo) para la matriz de hisopos rectales y para la matriz de hisopos perirrectales. En cada tipo de
matriz analizado, todas las 50 muestras positivas arrojaron correctamente un resultado DETECTADO (DETECTED) en todas las
dianas del Xpert Carba-R, y todas las 52 muestras negativas dieron correctamente un resultado NO DETECTADO (NOT
DETECTED) en todas las dianas del Xpert Carba-R en cada tipo de matriz analizado.

Reproducibilidad

Estudio de matrices de hisopos rectales y perirrectales

Se evalud la reproducibilidad del ensayo Xpert Carba-R usando dos grupos de 11 muestras, uno preparado en matriz de hisopos
rectales negativos combinados y uno preparado en matriz de hisopos perirrectales negativos combinados. Dos operadores en cada
uno de los tres centros de estudio analizaron un grupo de 11 muestras en réplicas de cuatro al dia a lo largo de seis dias de pruebas
(11 muestras x 2 réplicas x 2 veces/dia x 6 dias x 2 operadores x 3 centros). Se utilizaron tres lotes de cartuchos del ensayo Xpert
Carba-R en cada uno de los 3 centros de analisis. El ensayo Xpert Carba-R se realizd siguiendo el procedimiento del ensayo Xpert
Carba-R. Los resultados se resumen en la Tabla 26.
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Tabla 26. Resumen de resultados de reproducibilidad - % acuerdo, matrices de hisopos rectales y perirrectales

% de
Centro 1 Centro 2 Centro 3 :
Muestra | Matriz? °°;‘§t‘;rld::r°'a
Op 1 Op2 |(Centro| Op1 Op2 |[Centro| Op1 Op 2 |Centro muestra
Ne R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
9 (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. mod. R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en IMP (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. bajo R 91,7% | 875% | 895% | 833% | 875% | 854% | 875% | 792% | 83,3% 86,1 %
en IMP (22/24) | (21/24) | (43/48) | (20/24) | (21/24) | (41/48) | (21/24) | (19/24) | (40/48) (124/144)
Pos. mod. R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en VIM (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. bajo R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en VIM (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. mod. R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en NDM (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. bajo R 91,7% | 958% | 938% | 958% | 958% | 958% | 100% | 91,7% | 95.8% 95,1 %
en NDM (22/24) | (23/24) | (45/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48) | (24/24) | (22/24) | (46/48) (137/144)
Pos. mod. R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en KPC (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. bajo R 958% | 100% | 979% | 100% | 91,7% | 958% | 958% | 958% | 958 % 96,5 %
en KPC (23/24) | (24/24) | (47/48) | (24/24) | (22/24) | (46/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48) (139/144)
Pos. mod. R 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en OXA-48 (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. bajo R 958% | 100% | 979% | 958% | 100% | 97.9% | 91,7% | 100% | 958 % 97,2 %
en OXA-48 (23/24) | (24/24) | (47/48) | (23/24) | (24/24) | (47/48) | (22/24) | (24/24) | (46/48) (140/144)
Ne PR 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
9 (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. mod. PR 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en IMP (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. bajo 958% | 91,7% | 938% | 100% | 100% | 100% | 100% | 91,7% | 958 % 96,5 %
en IMP PR (23/24) | (22/24) | (45/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (22/24) | (46/48) (139/144)
Pos. mod. PR 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en VIM (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. bajo PR 100% | 91,7% | 958% | 91,7% | 91,7% | 917% | 958% | 83,3% | 89,6 % 92,4 %
en VIM (24/24) | (22/24) | (46/48) | (22/24) | (22/24) | (44/48) | (23/24) | (20/24) | (43/48) 133/144
( )
Pos. mod. PR 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en NDM 24/24 24/24 48/48 24/24 24/24 48/48 24/24 24/24 48/48 144/144
( )
Pos. bajo PR 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 875% | 100% | 93,8 % 97,9 %
en NDM (24124) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (21/24) | (24/24) | (45/48) (141/144)
Pos. mod. PR 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en KPC 24/24 24/24 48/48 24/24 24/24 48/48 24/24 24/24 48/48 144/144
( )
Pos. bajo PR 917% | 91,7% | 91,7% | 91,7% | 958% | 938% | 100% | 91,7% | 95.8% 93,8 %
en KPC (22/24) | (22/24) | (44/48) | (22/24) | (23/24) | (45/48) | (24/24) | (22/24) | (46/48) (135/144)
Pos. mod. PR 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % 100 %
en OXA-48 (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
Pos. bajo PR 875% | 875% | 875% | 100% | 958% | 97.9% | 958% | 958% | 958 % 93,8 %
en OXA-48 (21/24) | (21/24) | (42/48) | (24/24) | (23/24) | (47/48) | (23/24) | (23/24) | (46/48) (135/144)

a. R = rectal, PR = perirrectal
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La reproducibilidad del ensayo Xpert Carba-R también se evalud en funcion de la sefial de fluorescencia expresada en valores de
Ct para cada diana detectada. La media, la desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion (CV) entre centros, entre lotes,
entre dias, entre operadores e intraensayo correspondientes a cada miembro del grupo de muestras se presentan en la Tabla 27.

Tabla 27. Resumen de los datos de reproducibilidad, matrices de hisopos rectales y perirrectales

Canal del ct Entre Entre Er?tre Entre Intra- Total
Muestra Matriz? ensayo NP medio centros lotes dias operadores ensayo
(analito) DE |CV(%)| DE |CV(%)| DE |CV(%)| DE |CV(%)| DE |CV(%)| DE |CV (%)
Neg R SPC 144 | 329 [ 02 [ 05 [ 02 | 07 | 00 | 01 | 00 0 06 | 18 | 07 | 20
Pos. mod. R IMP | 144 | 345 | 00 | 00 | 02 | 05 | 0 | 00 [ 01 | 02 | 07 | 20 | 07 | 21
en IMP
Pos. bajo R IMP 140 | 364 | 00 | 00 | 00 | 00 | 02 | 05 | 00 0 12 | 33 | 12 | 34
en IMP
Pos. mod. R VIM 144 | 310 | 00 | 00 | 03 | 09 | O |00 | 02| 05 |05 | 16 | 06 | 19
en VIM
Pos. bajo R viM | 144 | 338 | 00 | 00 | 06 | 1.8 | 03 | 09 | 03 | 1,0 | 14 | 40 | 16 | 46
en VIM
Pos. mod. R NDM | 144 | 337 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 01 | 00 | 00 | 06 | 1,7 | 06 | 17
en NDM
Pos. bajo R NDM 143 | 362 | 02 | 07 | 00 | 00 | 03 | 07 | 00 | 00 | 08 | 23 | 09 | 25
en NDM
Pos. mod.
o KPO R KPC 144 | 342 | 00 | 00 | 03 | 08 | 02 | 06 | 00 | 00 | 04 | 12 | 06 | 16
Pos. bajo R KPC 141 | 358 | 00 | 00 | 05 | 15 | 00 | 00 | 03 | 09 | 07 | 1.9 | 09 | 26
en KPC
Pos. mod.
on OXAMS R OXA-48 | 144 | 343 | 00 | 00 | 02 | 05 | 02 | 05 | 01 | 03 | 05 | 16 | 06 | 17
Pos. bajo
o OXA A8 R OXA-48 | 143 | 361 | 00 | 00 | 00 | 00 | 02 | 06 | 00 | 00 | 08 | 23 | 09 | 24
Neg PR SPC 144 | 327 [ 00 | 00 | 02 | 06 | 00 |00 |02 ] 05 ] 04| 12]05] 14
Pos. mod. PR IMP | 144 | 337 | 00 | 00 [ 01 | 02 | 00 | 00 | 02 | 05| 05| 15| 05 | 16
en IMP
Peo:'”f’/laFJ,o PR IMP 142 | 360 | 02 | 05 | 00 | 00 | 01 | 03 | 02 | 05 | 08 | 21 | 08 | 23
Pos.mod- | prR | vim | 144 | 312 | 01 | 02 | 01 | 03 | 00 |01 |02 | 05| 04 | 13 |05 | 15
en VIM
Pos. bajo PR VIM | 142 | 350 | 00 | 00 | 06 | 1.6 | 00 | 00 | 06 | 1,7 | 14 | 41 | 16 | 47
en VIM
Pos. mod. PR NDM | 144 | 332 | 0,0 | 00 | 00 | 00 | 02 | 05 | 02 | 05 | 04 | 1,2 | 05 | 14
en NDM
Pos balo | pr | NDM | 143 | 357 [ 02 | 05 | 00 | 00 | 02 [ 06 | 00 | 00 | 09 | 24 | 09 | 25
en NDM
Pos.mod. | pg KPC | 144 | 346 | 00 [ 00 | 03 | 10 | 00 | 00 | 02 | 05 | 04 | 13 | 06 | 17
en KPC
Pos. bajo PR KPC 143 | 364 | 00 | 00 | 05 | 13 | 01 | 04 | 00 | 00 | 07 | 20 | 09 | 24
en KPC
Pos mod | PR | Oxa4s | 144 | 344 | 01 | 02 | 02 | 06 | 00 [ 00 | 02 | 05 | 05 | 15 | 06 | 17
en OXA-48
Pos. bajoen
OXA48 PR OXA-48 | 144 | 364 | 0,0 | 00 | 00 | 00 | 04 | 1.2 | 00 | 00 | 1,0 | 27 | 11 | 29

a. R =rectal, PR = perirrectal
b.  Resultados con valores de Ct distintos a cero de entre 144.
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19.2 Estudio de aislados bacterianos
La reproducibilidad del ensayo Xpert Carba-R se evalué utilizando un grupo de 13 muestras bacterianas que incluyeron: dos
microorganismos diferentes por cada una de las cinco dianas de gen de resistencia detectadas por el ensayo Xpert Carba-R; dos
muestras de inventario que incluyeron dos dianas de gen; y una muestra de inventario negativa para todas las cinco dianas de gen.
Dos operadores en cada uno de los tres centros del estudio analizaron un grupo de 13 muestras en réplicas de cuatro por dia. Se
utilizé cada una de las muestras para hacer dos suspensiones equivalentes al patron McFarland 0,5 a partir de las que se analizaron
dos réplicas durante seis dias de analisis (13 muestras x 2 réplicas x 2 veces/dia x 6 dias x 2 operadores x 3 centros). Se utilizaron
tres lotes de cartuchos del ensayo Xpert Carba-R en cada uno de los 3 centros de andlisis. El ensayo Xpert Carba-R se realizd
siguiendo el procedimiento del ensayo Xpert Carba-R. Una vez realizadas estas pruebas, 25 de ellas realizadas en un médulo del
instrumento se excluyeron, por lo que se incluyeron un total de 1847 muestras en los analisis. Los resultados se resumen en la
Tabla 28.
Tabla 28. Resumen de los resultados de reproducibilidad - % acuerdo, aislados bacterianos
Gen de Centro 1 Centro 2 Centro 3 % de
resistencia concordancia
(n.° de Op1 Op2 | Centro| Op1 Op2 | Centro| Op1 Op2 | Centro total por
muestra) muestra
KPC (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % | 100 % | 100 % 100 %
(24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
KPC (2) 100% | 100% | 100% | 958 % | 100% | 979% | 100% | 100 % | 100 % 99,3 %
(23/23) | (22/22) | (45/45) | (23/24) | (24/24) | (47/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (140/141)
VIM (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % | 100 % 100 %
(22/22) | (23/23) | (45/45) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (141/141)
VIM (2) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % | 100 % | 100 % 100 %
(22/22) | (24/24) | (46/46) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (142/142)
IMP (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % | 100% | 100 % 100 %
(23/23) | (24/24) | (47147) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (143/143)
IMP (2) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % | 100 % 100 %
(23/23) | (23/23) | (46/46) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (142/142)
OXA (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 91,7% | 958 % | 100% | 100% | 100 % 98,6 %
(23/23) | (23/23) | (46/46) | (24/24) | (22/24) | (46/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (140/142)
OXA (2) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % | 100 % 100 %
(23/23) | (22/22) | (45/45) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (141/141)
NDM (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % | 100 % 100 %
(22/22) | (21/21) | (43/43) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (139/139)
NDM (2) 100% | 100% | 100% | 91,7% | 100% | 958 % | 100% | 100% | 100 % 98,6 %
(23/23) | (23/23) | (46/46) | (22/24) | (24/24) | (46/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (140/142)
OXANDM (1) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % | 100% | 100 % 100 %
’ (24/24) | (23/23) | (47/47) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (143/143)
OXANDM (2) 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % | 100 % 100 %
’ (23/23) | (24/24) | (ATIAT) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (143/143)
NEG 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 % | 100% | 100 % 100 %
(24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) (144/144)
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La reproducibilidad del ensayo Xpert Carba-R también se evalud en términos de la sefial de fluorescencia expresada en valores de
Ct para cada diana detectada. La media, la desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion (CV) entre centros, entre lotes,
entre dias, entre operadores e intraensayo correspondientes a cada miembro del grupo de muestras se presentan en la Tabla 29.

Tabla 29. Resumen de datos de reproducibilidad - aislados bacterianos

Gen de Canal del Entre Entre Entre Entre Intra-
. . . Total
resistencia ensayo N2 centros lotes dias operadores| ensayo
(n.° de muestra) (analito) DE |[CV |DE |CV | DE | CV |DE [CV |DE | CV | DE | CV
KPC (1) KPC 144 1,1 | 44 0 0 0 0 06 |26 |06 |26 |14 |58
KPC (2) KPC 143 | 0,8 | 3,1 0,1 0202|0905 |20 |08 |31 1,2 | 49
VIM (1) VIM 141 1,1 | 5,1 0 0 0 0 05 (23 (08 |37 |15 |67
VIM (2) VIM 142 (03 |13 |02 0,8 0 0 08 |38 |07 | 3,1 1,1 51
IMP (1) IMP 143 | 0,3 | 1,0 0 0 0311206 |23 |08 |31 1,0 | 4,2
IMP (2) IMP 142 14 (63 | 01 | 0,5 0 0 06 |28 |07 |32 |17 |76
OXA (1) OXA48 140 | 06 | 2,6 0 0 0 0 0,7 {28 |08 |35 |12 |52
OXA (2) OXA48 141 11149 [ 03| 15 0 0 05120 |07 |33 |15 |64
NDM (1) NDM 139 1,2 | 53 0 0 0 0 0,6 |24 | 0,7 | 31 1,5 | 6,6
NDM (2) NDM 140 (09 |40 | 03 | 14 0 0 08 (33 (08 |33 |15 |63
NDM 143 |13 | 54 | 0,2 | 0,8 0 0 0,6 |25 | 0,7 | 31 1,6 | 6,8
NDM/OXA (1)
OXA48 143 |12 [ 6,2 | 0,3 | 1,4 0 0 051|124 |07 |37 |15 |77
NDM 143 (1,2 |53 | 0,2 | 1,1 0 0 05 (24 (08 |35 |16 |69
NDM/OXA (2)
OXA48 143 |12 [ 6,0 | 0,2 | 1,2 0 0 051|125 (07 |38 |15 |76
NEG SPC 144 |01 [ 03 | 0,1 | 0,3 0 0 02 |05 (04 |13 |05 |15
a. Resultados con valores de Ct distintos a cero de entre 144.
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21 Oficinas centrales de Cepheid

Oficinas centrales corporativas Oficinas centrales europeas
Cepheid Cepheid Europe SAS

904 Caribbean Drive Vira Solelh

Sunnyvale, CA 94089 81470 Maurens-Scopont
Estados Unidos Francia

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

22 Asistencia técnica
Antes de ponerse en contacto con el Servicio técnico de Cepheid, reuna la informacion siguiente:

. Nombre del producto

. Numero de lote

. Numero de serie del instrumento

. Mensajes de error (si los hubiera)

. Version de software y, si corresponde, «Service Tag» (nimero de servicio técnico) del ordenador.

Informacién de contacto

Estados Unidos Francia
Teléfono: + 1 888 838 3222 Teléfono: + 33 563 825 319
Correo electronico: techsupport@cepheid.com Correo electrénico: support@cepheideurope.com

La informacion de contacto de todas las oficinas del servicio técnico de Cepheid esta disponible en nuestro sitio web:
www.cepheid.com/en/CustomerSupport.
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23 Tabla de simbolos

Simbolo Significado

Numero de catalogo

<

Producto sanitario para diagnéstico in vitro

No reutilizar

Representante autorizado en la Unién Europea

Representante autorizado en Suiza

Importador

@EE@EE

-
O
—

Cadigo de lote

Consultar las instrucciones de uso

Precaucion

Fabricante

Pais de fabricacion

Contiene una cantidad suficiente para <n> pruebas

L| | Control

Fecha de caducidad

Limites de temperatura

Riesgos biologicos

Atencion

2@@%“%@@[%@

Marca CE — Conformidad europea
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Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089

EE. UU.

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

EC |REP

Cepheid Europe S.A.S.
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
Francia

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

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Zurcherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

IVD
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