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Xpert® C. difficile BT

Dispositivo médico para diagnostico in vitro

1 Nome proprietario

Xpert® C. difficile BT

2 Nome comum ou usual

Teste Xpert C. difficile BT

3 Utilizacao prevista

O teste Xpert C. difficile BT da Cepheid, realizado nos da Cepheid, ¢ um teste de diagnostico qualitativo in vitro para a
detecao rapida de C. difficile tcdB (gene de toxina B), cdt (gene de toxina binaria) e dele¢do de um nucledtido na posicao
117 do gene tcdC, a partir de amostras fecais ndo formadas (liquidas ou moles) colhidas de doentes suspeitos de terem
infecdo por Clostridium difficile (CDI). O teste Xpert C. difficile BT destina-se a auxiliar no diagndstico de CDI e na detegéo
de estirpes potencialmente associadas a doenga mais grave. O teste utiliza reacdo em cadeia da polimerase (PCR) automatica
em tempo real para detetar tcdB, cdt ¢ a deleg@o de rcdC na base 117 associada a estirpe de ribotipo 027. A toxina bindria

¢ produzida por um niimero limitado de estirpes de C. difficile, incluindo a estirpe 027. A toxina binaria, juntamente com

a deteg@o de rcdB, ¢ frequentemente um indicador de doenga mais grave ou recidivante. Os isolados de C. difficile que

s30 negativos para fcdB, mas contém apenas genes de toxina binaria podem produzir sintomas semelhantes a estirpes de

C. difficile toxigénico, mas desconhece-se atualmente a relevancia clinica de tais estirpes. Apenas ¢ necessaria cultura
concomitante se for necessaria tipagem ou colheita de organismos suplementares.

4 Resumo e explicacao

O C. difficile ¢ um bacilo anaerdbio Gram-positivo formador de esporos que foi associado pela primeira vez a doenga em
1978.1

A CDI varia de diarreia ligeira a colite pseudomembranosa grave e potencialmente fatal.2 A flora bacteriana colonial madura
num adulto saudavel é geralmente resistente a colonizagio por C. difficile.3 Contudo, se a flora colonial normal for alterada,
perde-se a resisténcia a colonizagdo por outras espécies bacterianas, como o C. difficile. O fator de risco mais comum para

o desenvolvimento de CDI é a exposi¢do a antibioticos.* O fator de viruléncia primario do C. difficile ¢ a citotoxina B.

5 Os genes que codificam a toxina A (fcdA; a enterotoxina) e a toxina B (fcdB) fazem parte do locus de patogenicidade
(PaLoc).%7 A maioria das estirpes patogénicas ¢ positiva para a toxina A e para a toxina B (A+B+), embora variantes

de isolados negativos para a toxina A e positivos para a toxina B (A-B+) tenham sido reconhecidas como patogénicas.8
Algumas estirpes de C. difficile também produzem uma ADP-ribosiltransferase especifica da actina, denominada CDT ou
toxina binaria. O locus da toxina binaria contém dois genes distintos (cdtA € cdtB) € esta localizado fora do PaLoc.%10.11

Tradicionalmente, o diagndstico de CDI tem-se baseado na detec¢@o da toxina B diretamente nas fezes (teste de neutralizagdo
de citotoxicidade de cultura celular [CCCN]) ou em cultura do organismo seguida por determinag@o da produgdo de toxina
B pelo isolado (cultura toxigénica). Tanto o teste de CCCN como a cultura toxigénica sdo procedimentos trabalhosos,

mas ainda sfo considerados como “padrio-ouro” devido a especificidade do primeiro e a sensibilidade do ltimo.12:13
Desenvolveram-se diversos imunoensaios enzimaticos rapidos para a detecdo das toxinas A e B; contudo, estes testes tém
sensibilidade e especificidade reduzidas quando comparados com o teste de CCCN. Foram desenvolvidos métodos de PCR
para deteg@o dos genes associados a produgdo de toxina A e/ou toxina B que demonstraram ter sensibilidade e especificidade
elevadas quando comparados com o procedimento de cultura toxigénica.!4
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Para além da toxina A e B, ha literatura recente que sugere uma ligac@o entre a produg@o de toxina bindria e tanto a
gravidade como o resultado da doenga. Bauer et al.!> demonstraram a presenga de genes de toxina binaria em isolados
toxigénicos para 23% dos casos de CDI na Europa. A toxina bindria produzida por genes cdf é frequentemente observada
em estirpes de C.difficile associadas a um aumento da gravidade da CDI. A toxina bindria pertence a familia de toxinas com
ADP-ribosilagdo, consistindo em genes cdt4, ADP-ribosiltransferase enzimatica, que modifica a actina, e cdtB, que se liga
a células hospedeiras e procede a translocagio do produto de cdt4 para dentro do citosol. Ha varios estudos clinicos que
indicam uma associagdo entre a presenca de genes de toxina binaria em C. difficile e o aumento da mortalidade em 30 dias
devido a CDI, independentemente do ribotipo de PCR. Ha também literatura que demonstra que os sujeitos com CDI grave,
colite fulminante e/ou CDI recidivante sdo infetados mais frequentemente por ribotipos de C. difficile que transportam os
genes para produgdo de toxina binéria (cdtA/cdtB) do que os sujeitos sem estas complicagdes.!6:17

Existe um subconjunto de isolados produtores de toxina bindria que t€ém mutagdes no gene regulador de toxina negativa
(tcdC), isto ¢, uma delecdo no nucleodtido 117 (tcdCA117) consistente com estirpes de ribotipo 027. A infe¢do provocada por
estirpes 027/NAP1/BI pode estar associada a uma taxa de mortalidade e morbilidade mais elevada, incluindo internamento
em unidade de cuidados intensivos (UCI) e internamento prolongado. Uma analise multivariada demonstrou uma associacao
significativa entre gravidade da doenga e a presenga de ribotipos transportadores do gene de toxina binaria, com ou sem
delecdo no nucleotido 117. Nas ultimas duas décadas, tém havido surtos de CDI atribuidos a varias estirpes “hipervirulentas”
emergentes que incluem estirpes resistentes a fluoroquinolina pertencentes ao ribotipo de PCR 027 (também conhecidas
como grupo NAP1 de electroforese de gel em campo pulsado e tipo BI de ensaio por endonuclease de restrigdo).818 As
estirpes de 027 poderdo apresentar producdo de toxina aumentada, que ¢ atribuida a dele¢des no gene regulador zcdC, e
poderdo produzir mais esporos, levando a maior persisténcia no ambiente.!%-20 Um resultado 027 presumivel positivo podera
ajudar na identificacdo das possiveis origens de um surto de 027.

Finalmente, ha estudos adicionais que indicaram casos de pacientes com diarreia e suspeita de infecdo por C. difficile devido
ao toxinotipo XI/ribotipo de PCR 033 ou estirpes semelhantes a 033 positivas para toxina binaria, mas negativas para toxina
A e B.21.22 Nio se compreende inteiramente a relevancia clinica de tais estirpes positivas para toxina bindria e negativas para
toxina B.

5 Principio do procedimento

Os automatizam e integram a preparagdo de amostras, a purifica¢do e amplificacdo de acidos nucleicos e a detecdo das
sequéncias-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR em tempo real. Os sistemas s@o constituidos
por um instrumento, um computador pessoal e software pré-instalado para execugdo dos testes em amostras clinicas e
visualizagdo dos resultados. Os sistemas requerem a utilizagdo de cartuchos GeneXpert descartaveis de utilizagao tnica,

que contém os reagentes para PCR e onde decorrem os processos de extragdo, amplificagdo e detecdo do produto da
amplificagdo de ADN. Dado que os cartuchos sdo independentes, ¢ minimizada a contaminagdo cruzada entre amostras. Para
obter uma descri¢do completa dos sistemas, consulte o GeneXpert Dx System Operator Manual e/ou o GeneXpert Infinity
System Operator Manual relevantes.

O teste Xpert C. difficile BT inclui reagentes para a detecdo de C. difficile produtor de toxina e um controlo de
processamento da amostra (Sample Processing Control, SPC). O SPC indica o processamento adequado das bactérias-alvo
e monitoriza a presenca de inibidores na reacdo PCR. O controlo de verificagdo da sonda (PCC — Probe Check Control)
verifica a reidratagdo dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR no cartucho, a integridade da sonda e a estabilidade do
corante.

Os iniciadores e as sondas no teste Xpert C. difficile BT detetam sequéncias nos genes para a toxina B (#cdB), toxina binaria
(cdt) e tcdCA117.
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Nota

Nota

6 Reagentes e Instrumentos

6.1 Materiais fornecidos

O kit do Xpert C. difficile BT contém reagentes em quantidade suficiente para o processamento de 10 espécimes ou amostras
para controlo de qualidade.

O kit contém o seguinte:

Xpert C. difficile BT Cartuchos com tubos de

reacao integrados 10

e Esfera 1, Esfera 2 e Esfera 3 (liofilizadas) 1 por cartucho

e Reagente 1 3,0 ml por cartucho
e Reagente 2 (hidroxido de sddio) 3,0 ml por cartucho
Bolsas de reagente do Xpert C. difficile BT 10

e Reagente de amostra (tiocianato de guanidina) 10 x 2,0 ml por bolsa
CcD 1 por kit

e Ficheiros de definigdo do ensaio (ADF — assay
definition files)

e |Instrugdes para importar o ADF para o software
e Instrucdes de utilizagao (folheto informativo)

As fichas de dadosﬂde segurancga (FDS) estao disponiveis em www.cepheid.com ou www.cepheidinternational.com no
separador ASSISTENCIA (SUPPORT).

A seroalbumina bovina (Bovine Serum Albumin, BSA), , presente nas esferas deste produto foi produzida e fabricada
a partir de plasma bovino proveniente exclusivamente dos EUA. Os animais ndo foram alimentados com nenhuma
proteina de ruminante ou outra proteina animal e foram aprovados nos testes ante- e post-mortem. Durante o
processamento, ndo houve mistura do material com outros materiais de origem animal.

6.2 Conservagao e manuseamento

Conserve o kit Xpert C. difficile BT a 2-28 °C.

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

Nao utilize um reagente de amostra que esteja turvo ou descolorado.

Nao utilize um cartucho com fuga.

6.3 Materiais necessarios mas nao fornecidos

e ou (o nimero de catalogo varia consoante a configuracgdo): Instrumento GeneXpert, computador com o software
exclusivo GeneXpert versdo 4.3 ou posterior, leitor de codigo de barras e manual do utilizador.

e [mpressora: caso necessite de uma impressora, contacte o Representante de Vendas da Cepheid para tratar da aquisicao
de uma impressora recomendada.

Agitador vortex
Pipetas de transferéncia limpas e descartaveis

Zaragatoa seca para transferéncia da amostra, tal como a encontrada no dispositivo de colheita de amostras da Cepheid
(ntimero de catalogo da Cepheid 900-0370), na zaragatoa descartavel de utilizagao inica da Cepheid (niimero de
catalogo da Cepheid SDPS-120) ou nos sistemas de zaragatoa dupla e transporte da Copan (139C LQ STUART)

7 Adverténcias e precaucoes

e Trate todas as amostras bioldgicas, incluindo os cartuchos e reagentes usados, como sendo capazes de transmitir agentes
infeciosos. Dado que ¢ frequentemente impossivel saber quais as amostras biologicas que poderdo ser infeciosas, todas
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devem ser tratadas aplicando as precaucdes padrdo. Orientagdes para o manuseamento de amostras estdo disponiveis nos
Centers for Disease Control and Prevention (Centros de Controlo e Prevengdo de Doengas) dos EUA e no Clinical and
Laboratory Standards Institute (Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais).23:24

e Siga os procedimentos de seguranga da sua institui¢do quando trabalhar com produtos quimicos e manusear amostras
biologicas.
Use batas e luvas limpas. Troque de luvas entre o processamento de cada amostra.
Nao substitua os reagentes Xpert C. difficile BT por outros reagentes.

Nao abra a tampa do cartucho do Xpert C. difficile BT, exceto ao adicionar a amostra e os reagentes ou a0 remover a
amostra do cartucho original para repetir um teste num cartucho novo.

Nao utilize um cartucho que tiver caido depois de o ter retirado da embalagem.

Nao agite o cartucho. Agitar ou deixar cair o cartucho apos a abertura da respetiva tampa pode produzir resultados
invalidos.

Nio utilize um cartucho que tenha um tubo de reagéo danificado.

Nao coloque o rétulo de ID da amostra na tampa do cartucho ou no rétulo do cédigo de barras.

Cada cartucho Xpert C. difficile BT de utilizagao tnica ¢ utilizado para processar um teste. Nao reutilize um cartucho
usado.

e Amostras bioldgicas, dispositivos de transferéncia e cartuchos usados devem ser considerados como tendo potencial de
transmissdo de agentes infeciosos que exigem precaugdes padrio. Siga os procedimentos relativos a residuos ambientais
da vossa instituigdo relativamente a eliminagdo correta de cartuchos usados e reagentes ndo usados. Estes materiais
podem apresentar caracteristicas de residuos quimicos perigosos que exigem procedimentos de eliminag¢éo nacionais
ou regionais especificos. Se as regulamentagdes nacionais ou regionais nao disponibilizarem uma indicag@o clara sobre
a eliminag@o correta, as amostras bioldgicas e os cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as diretrizes
relativas a0 manuseamento ¢ a eliminagio de residuos médicos da OMS (Organizagdo Mundial de Saude).

e Na eventualidade da contaminagao da area de trabalho ou do equipamento com a amostra ou controlos, limpe bem a
area contaminada com uma solugéo de lixivia de cloro doméstica com diluicdo 1:10 e depois repita a limpeza da area de
trabalho com etanol a 70%. Secar as superficies de trabalho até secarem completamente antes de prosseguir.

8 Riscos quimicos25:26

Palavra-sinal: ATENCAO
Adverténcias de perigo GHS da ONU:

e Nocivo por ingestao.
® Provoca irritagdo cutinea.
e Provoca irritagdo ocular grave.
e Recomendagoes de prudéncia GHS da ONU:

e Prevencao

Lavar cuidadosamente apds manuseamento.

Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto.

Evitar a libertacdo para o ambiente.

Usar luvas de protegao/vestuario de protecdo/protecdo ocular/protegdo facial.

o Resposta

SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e 4gua abundantes.
Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.

Tratamento especifico, ver informagdo de primeiros socorros suplementar.

Em caso de irritagdo cutanea: consulte um médico.

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

Caso a irritagdo ocular persista: consulte um médico.

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

e Enxaguar a boca.

e Conservacao/Eliminacao

e Eliminar o contetido e¢/ou recipiente de acordo com a regulamentagao local, regional, nacional e/ou internacional.
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9 Colheita, transporte e conservacao de amostras

1.

Facga a colheita da amostra fecal ndo formada num recipiente limpo. Siga as orientagdes da sua institui¢do para a colheita
de amostras para testes de C. difficile.

2. Rotule com a ID do paciente e envie para o laboratdrio para testes.

3. Conserve a amostra entre 2 °C e 8 °C. A amostra permanece estavel durante até 5 dias quando armazenada entre 2 °C e 8

°C. Como alternativa, as amostras podem ser armazenadas a temperatura ambiente (20 °C a 30 °C) durante até 24 horas.

10 Procedimento

10.1 Preparagao do cartucho

Importante Iniciar o teste dentro de 30 minutos apds a adigdo da amostra ao cartucho.

Para adicionar a amostra ao cartucho:

1. Retire o cartucho e o reagente de amostra da embalagem.

3.

Submerja brevemente a zaragatoa na amostra fecal ndo formada. A zaragatoa ndo precisa de ficar completamente
saturada.

Insira a zaragatoa no tubo contendo o reagente de amostra.

Nota Utilize gaze estéril para minimizar os riscos de contaminagao.

4.

Segure na zaragatoa pela haste perto do bordo do tubo, levante a zaragatoa a alguns milimetros do fundo do tubo ¢
empurre a haste contra o bordo do tubo para a quebrar. Certifique-se de que a zaragatoa ¢ suficientemente curta para
permitir que a tampa fique bem apertada.

Feche a tampa e coloque no agitador de vortice na velocidade méxima durante 10 segundos.

6. Abra a tampa do cartucho. Utilizando uma pipeta de transferéncia limpa, transfira todos os contetidos do reagente de

amostra para a camara de amostra do cartucho.

Feche a tampa do cartucho.

Sample Chamber
(Large Opening)

Figura 1. Cartucho (vista de cima)

10.2 Iniciar o teste

Se estiver a utilizar um sistema GeneXpert Dx, antes de iniciar o teste, certifique-se de que o sistema esta a
Importante executar o software GeneXpert Dx versdo 4.7b ou posterior e de que o ficheiro de definicdo do teste correto é
importado para o software.
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Importante

Nota

Nota

Se estiver a utilizar um sistema GeneXpert Infinity, antes de iniciar o teste, certifique-se de que o sistema esta
a executar o software Xpertise versao 6.4b ou posterior e de que o ficheiro de definicao do teste correto é
importado para o software.

Esta secgdo indica as etapas basicas para a execug@o do teste. Para obter instrugdes detalhadas, consulte o Manual do
utilizador do sistema GeneXpert Dx ou o Manual do utilizador do sistema GeneXpert Infinity, dependendo do modelo que
estiver a utilizar.

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

1. Ligue o instrumento GeneXpert:

» Se estiver a utilizar o instrumento GeneXpert Dx, comece por ligar o instrumento GeneXpert Dx e, de seguida, o
computador. O software GeneXpert arranca automaticamente. Se ndo arrancar, faga duplo clique no icone de atalho
do software GeneXpert Dx no ambiente de trabalho do Windows®.

ou

* Se estiver a utilizar o instrumento GeneXpert Infinity, ative o instrumento. O software Xpertise arranca
automaticamente. Se ndo arrancar, faga duplo clique no icone de atalho do software Xpertise no ambiente de trabalho
do Windows®.

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

3. Na janela do sistema GeneXpert, clique em Criar teste (Create Test) (GeneXpert Dx) ou em Encomendas
(Orders) e Encomendar teste (Order Test) (Infinity). A janela Criar teste (Create Test) abre-se. Abre-se a
caixa de dialogo Ler codigo de barras da ID do doente (Scan Patient ID).

4. Leia ou introduza a ID do doente (Patient ID). Se digitar a ID do doente (Patient ID), assegure-se de que digita a
ID do doente correta. A ID do doente (Patient ID) ¢é associada aos resultados do teste e é apresentada na janela Ver
resultados (View Results) e em todos os relatorios. A caixa de didlogo Ler codigo de barras da ID da amostra
(Scan Sample ID Barcode) abre-se.

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

6. Leia o codigo de barras do cartucho . Utilizando as informagdes do cddigo de barras, o software preenche

automaticamente as caixas para os seguintes campos: Selecionar teste (Select Assay), ID lote de reagente (Reagent Lot
ID), N/S do cartucho (Cartridge SN) e Prazo de validade (Expiration Date).

Se o cédigo de barras no cartucho nao puder ser lido digitalmente, repita o teste com um novo cartucho. Se tiver lido
o codigo de barras do cartucho no software e o ficheiro de definicdo do teste n&o estiver disponivel, aparecera um
ecra que indica que o ficheiro de definigdo do teste ndo esta carregado no sistema. Se este ecra aparecer, contacte a
assisténcia técnica da Cepheid.

7. Clique em Iniciar teste (Start Test) (GeneXpert Dx) ou Enviar (Submit) (Infinity). Introduza a sua palavra-passe na
caixa de didlogo que aparece, caso seja necessario.

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

ou

No caso do instrumento GeneXpert Dx:

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

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

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

d) Elimine os cartuchos usados no recipiente apropriado para residuos de amostras, de acordo com as praticas padrao da
sua institui¢ao.
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11 Visualizacao e impressao de resultados

Esta seccdo discrimina os passos basicos para a visualizagdo e a impressao dos resultados. Para obter instru¢des mais
detalhadas sobre como visualizar e imprimir os resultados, consulte o GeneXpert Dx System Operator Manual (Manual do
utilizador do sistema GeneXpert Dx) ou o GeneXpert Infinity System Operator Manual (Manual do utilizador do sistema
GeneXpert Infinity), dependendo do modelo utilizado.

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

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

12 Controlo de qualidade

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

o Controlo de processamento da amostra (SPC — Sample Processing Control): Assegura que a amostra foi
corretamente processada. O SPC contém esporos de Bacillus globigii, sob a forma de uma esfera seca que esta incluida
em cada cartucho para verificar o processamento adequado da amostra. O SPC verifica se ocorreu lise das bactérias
de C. difficile, que ocorreram esporos se 0s organismos estdo presentes e se 0 processamento da amostra ¢ adequado.
Adicionalmente, este controlo deteta a inibigdo do teste de PCR em tempo real associada a amostra, assegura que as
condi¢des da reagdo de PCR (temperatura e tempo) sdo adequadas para a reagdo de amplificagdo e que os reagentes
de PCR estdo funcionais. O SPC deve ser positivo em amostras negativas ¢ pode ser negativo ou positivo em amostras
positivas. O SPC ¢ aprovado se preencher os critérios de aceitagdo validados.

e Controlo de verificacdo da sonda (PCC): antes do inicio da reagdo de PCR, o GeneXpert System mede o sinal de
fluorescéncia das sondas para monitorizar a reidratagdo da esfera, o enchimento do tubo de reagdo, a integridade
da sonda e a estabilidade do corante. A verificacdo da sonda é aprovada se corresponder aos critérios de aceitagdo
atribuidos.

13 Interpretacao dos resultados

Os resultados sdo interpretados pelo através da medigdo de sinais fluorescentes e algoritmos de calculo integrados, sendo
mostrados na janela Ver resultados (View Results). Os resultados possiveis sdo apresentados na tabela a seguir.
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Tabela 1. Resultados e interpretacdo do Xpert C. difficile BT

Resultado Interpretagao
C. diff toxigénico Sao detetadas sequéncias de ADN-alvo de C. difficile produtor de toxina.
ZOdSIIf':é'(I;on)lgtir;llﬁ a e (. difficile produtor de toxina — o alvo de C. difficile produtor de toxina

(gene de toxina B) tem um limite de ciclo (Cycle Threshold, Ct) dentro do

bindria NEGAT. (Binary intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a definigdo minima.

Toxin NEG), 027

NEGAT. (027 NEG) e O gene de toxina binaria e a delecédo de tcdC no nt 117 ndo séo detetados.
) SPC — NA (néo aplicavel); o SPC é ignorado, dado que a amplificacdo-
Ver Figura 2. alvo de C. difficile podera competir com este controlo.

e \erificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de
verificagdo da sonda sdo aprovados.

C. diff toxigénico Sao detetadas sequéncias de ADN-alvo de C. difficile produtor de toxina.
POSIT. (Toxigenic

C. diff POS), Toxina
binaria POSIT. (Binary
Toxin POS), 027

e Os alvos de C. difficile produtor de toxina (gene de toxina B e gene de
toxina binaria) tém Cts dentro do intervalo valido e endpoints (pontos finais)
superiores a definicdo minima; a delegéo de tcdC no nt 117 nao é detetada.

NEGAT. (027 NEG) e SPC — NA (nao aplicavel) [SPC — NA (not applicable)]; o SPC é ignorado,
dado que a amplificagao-alvo de C. difficile podera competir com este
Ver Figura 3. controlo.

e \erificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de
verificagdo da sonda sdo aprovados.

C. diff toxigénico Sao detetadas sequéncias de ADN-alvo de C. difficile produtor de toxina e
POSIT. (Toxigenic presumiveis de 027.

C. diff POS), Toxina
binaria POSIT. (Binary
Toxin POS), 027

e Todos os alvos de C. difficile produtor de toxina e presumiveis de 027 (gene
de toxina B, gene de toxina binaria e delecdo de fcdC no nt 117) tém Cts

PRESUMIVEL POSIT dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a definicao

(027 PRESUMPTIVE minima. N . .

POS) e SPC — NA (n3o aplicavel) [SPC — NA (not applicable)]; o SPC é ignorado,
dado que a amplificagao-alvo de C. difficile podera competir com este

Ver Figura 4. controlo.

e Verificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de
verificagdo da sonda s&o aprovados.

C. diff toxigénico As sequéncias do gene de toxina B de C. difficile ndo sao detetadas; contudo,
NEGAT. (Toxigenic é detetado outro ADN-alvo (gene de toxina binaria) que tem um Ct dentro

C. diff NEG); Toxina do intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a definicdo minima.
binaria POSIT. (Binary | Ainda ndo se determinou a relevancia clinica de isolados apenas positivos para
Toxin POS); 027 toxina binaria.

NEGAT. (027 NEG) e SPC — NA (n3o aplicavel) [SPC — NA (not applicable)]; o SPC é ignorado,

Ver Figura 5. dado que a amplificagao-alvo de C. difficile podera competir com este
controlo.

e \erificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de
verificagdo da sonda s&o aprovados.

C. diff toxigénico Nao séo detetadas sequéncias de ADN-alvo de C. difficile (gene de toxina B,
NEGAT. (Toxigenic gene de toxina binaria).

C. diff NEG), Toxina
binaria NEGAT. (Binary
Toxin NEG), 027
NEGAT. (027 NEG)

e As sequéncias de genes de C. difficile produtor de toxina (gene de toxina
B e gene de toxina binaria) ndo sdo detetadas; ndo séo detetados outros
ADN-alvo de C.difficile toxigénico (delegédo de tcdC no nt 117).

e SPC — APROVADO (PASS); o SPC tem um Ct (limiar de ciclo) dentro do

Ver Figura 6. intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior & definigdo minima.

e Verificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de
verificagdo da sonda s&o aprovados.
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Resultado Interpretacao

INVALIDO (INVALID) A presenca ou auséncia de ADN-alvo de C. difficile ndo pode ser determinada.
Repita o teste de acordo com as instrugdes da Secgéo 15. O SPC nao cumpre
os critérios de aceitagdo, a amostra ndo foi processada adequadamente ou a
PCR esta inibida.

e INVALIDO (INVALID) — A presenga ou auséncia de ADN-alvo de C. difficile
nao pode ser determinada.

e SPC — FALHOU (FAIL); O resultado do alvo do SPC ¢é negativo, o Ct do
SPC néo esta dentro do intervalo valido e o endpoint (ponto final) é inferior
a definigdo minima.

e \erificagdo da sonda — APROVADO (PASS); todos os resultados de
verificagdo da sonda s&o aprovados.

Ver Figura 7.

ERRO (ERROR) A presencga ou auséncia de ADN-alvo de C. difficile ndo pode ser determinada.
Repita o teste de acordo com as instrugdes da Secgéo 15. O controlo de
verificagdo da sonda falhou, provavelmente porque o tubo de reagao nao foi
enchido adequadamente, foi detetado um problema de integridade da sonda
ou os limites de pressdo maxima foram excedidos.

Toxina B — SEM RESULTADO (Toxin B — NO RESULT)
Toxina binaria — SEM RESULTADO (Binary Toxin — NO RESULT)

Delegao de tcdC no nt 117 — SEM RESULTADO (tcdC deletion at nt 117 —
NO RESULT)

*SPC — SEM RESULTADO (SPC — NO RESULT)

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

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

SEM RESULTADO (NO | o presenca ou auséncia de ADN-alvo de C. difficile ndo pode ser determinada.
RESULT) Repita o teste de acordo com as instrugdes da Secgao 15. Nao foram
recolhidos dados suficientes para produzir um resultado de teste (por exemplo,
o utilizador parou um teste que estava em curso).

Toxina B (tcdB) — SEM RESULTADO [Toxin B (tcdB) — NO RESULT]

Toxina binaria (cdt) — SEM RESULTADO [Binary Toxin (cdt) — NO
RESULT]

tcdCA117 — SEM RESULTADO (NO RESULT)
SPC — SEM RESULTADO (NO RESULT)
Verificagdo da sonda — NA (NA) (n&o aplicavel)

Os ecras mostrados nesta secgao (Figura 2, Figura 3, Figura 4, Figura 5, Figura 6 e Figura 7) sdo provenientes de um

Nota
a executar software .
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Resultado

Nome do ensaio Xpert C.difficile BT Verséo 1
I Legenda )
400 [vi]/] SPC; Principal 4]
[ [ /] Toxin B; Principal
[vi || Binary Toxin; Principal
300 [vl[/] TedC; Principal
& o —
=
2
2 200
=
frd
100
0 =
10 20 30 40
Ciclos

Figura 2. Exemplo de resultados C. diff toxigénico Positivo (Toxigenic C. diff Positive),
Toxina binaria Negativo (Binary Toxin Negative) e 027 Negativo (027 Negative)

oxigenic C.diff POS;
Binary Toxin POS;
027 NEG

Legenda

7?] !z SPC; Principal =
800 [vi /] Toxin B; Principal
o [vI ] Binary Toxin; Principal
v [/] TedC; Principal

& 600
@
S 400 e
= p———
= r

200

: 10 20 30 40
Ciclos.

Figura 3. Exemplo de resultados C. diff toxigénico Positivo (Toxigenic C. diff
Positive), Toxina binaria Positivo (Binary Toxin Positive) e 027 Negativo (027 Negative)

[ Resultado i
Nome do ensaio Xpert C.difficile BT

Versdo 1

LSt Bl Toxigenic C.diff POS;
[Binary Toxin POS;
027 PRESUMPTIVE POS|

For In Vitro Diagnostic Use Only.

Legenda
v [/] SPC; Principal [=]
00 [vi /] Toxin B; Principal
v/ [.] Binary Toxin; Principal
[Vl | /] Tedc; Principal
= 600
=
e
5 400 —
= —
I
200
5 o
10 20 30 40
Ciclos

Figura 4. Exemplo de resultados C. diff toxigénico Positivo (Toxigenic C. diff Positive), Toxina
binaria Positivo (Binary Toxin Positive) e 027 Presumivel positivo (027 Presumptive Positive)
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Binary Toxin POS;

027 NEG
For In Vitro Diagnostic Use Only.
Legenda
800 | v SPC; Principal ]
v || Toxin B; Principal
¥4 /| Binary Toxia; Principal |
600 ¥4 (/1 TedC; Principal

Fluorescéncia
-
8

200

Ciclos

<«

Figura 5. Exemplo de resultados C. diff toxigénico Negativo (Toxigenic C. diff
Negative), Toxina binaria Positivo (Binary Toxin Positive) e 027 Negativo (027 Negative)

Resultado
Nome do ensaio Xpert C.difficile BT Verséo 1
Resultado | /75 e
Binary Toxin NEG;
027 NEG

For In Vitro Diagnostic Use Only.

Legenda I
500 vI[/] SPC; Principal =i
[vI[/] Toxin B; Principal

v |/ Binary Toxin; Principal
400 [l /] Tedc; Principal

300

Fluorescéncia

200

100

10 20 30 40

Ciclos

&I

Figura 6. Exemplo de resultados C. diff toxigénico Negativo (Toxigenic C. diff Negative),
Toxina binaria Negativo (Binary Toxin Negative) e 027 Negativo (027 Negative)

Resultado
Nome do ensaio Xpert C.difficile BT Verséo 1
Resultado | iyyaLID

For In Vitro Diagnostic Use Only.

Legenda
100 [vi[/] SPC; Principal B
[¥i[./] Toxin B; Principal
[vi [ ] Binary Toxin; Principal
80 [vi[/] Tedc; Principal

B0

Fluorescéncia

40

20

Ciclos

Figura 7. Exemplo de um resultado invalido
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14 Motivos para repetir o teste

Se ocorrer algum dos resultados de teste mencionados abaixo, repita o teste uma vez de acordo com as instrugdes da Secgdo
15.

e Um resultado INVALIDO (INVALID) indica que o SPC falhou. A amostra nio foi processada adequadamente ou a PCR
foi inibida.

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

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

15 Procedimento de repeticao do teste

Para uma repeticdo de teste dentro de 3 horas da obtenc¢do de um resultado indeterminado, utilize um novo cartucho (néo
reutilize o cartucho) e novos reagentes.

1. Retire um novo cartucho do kit.

2. Transfira todos os contetidos restantes da camara de amostra para um novo frasco de reagente de amostra utilizando uma
pipeta de transferéncia descartavel.

3. Coloque no agitador de vortice e adicione a totalidade do contetido do reagente de amostra a cdmara de amostra do novo
cartucho Xpert C. difficile.

4. Feche a tampa e inicie 0 novo teste.

Para uma repeticdo de teste apos 3 horas da obtenc¢@o de um resultado indeterminado, repita o teste com uma nova amostra
de zaragatoa da amostra do paciente original.

16 Limitacoes

® T[solados ndo 027 representando o toxinotipo XIV serdo indicados como C. diff toxigénico POSIT. (Toxigenic C.
diff POS); Toxina binaria POSIT. (Binary Toxin POS); 027 PRESUMIVEL POSIT. (027 PRESUMPTIVE
POS) utilizando o teste Xpert C. difficile BT.

e C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C. diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary Toxin POS); 027
PRESUMIVEL NEGAT. (027 PRESUMPTIVE NEG) indicados pelo Xpert C. difficile BT poderdo significar que o
gene de toxina B e/ou a deleg@o de 7cdC estdo abaixo do limite de detegdo (Limit of Detection, LoD) do teste.

® Qcasionalmente, isolados ndo 027 representando os toxinotipos IV, V e X serdo indicados como C. diff toxigénico
POSIT. (Toxigenic C. diff POS); Toxina binaria POSIT. (Binary Toxin POS); 027 PRESUMIVEL POSIT. (027
PRESUMPTIVE POS) utilizando o teste Xpert C. difficile BT.

e O desempenho do teste Xpert C. difficile BT foi validado utilizando apenas os procedimentos detalhados neste folheto
informativo. Qualquer modificag@o destes procedimentos pode alterar o desempenho do teste.

e Os resultados do teste Xpert C. difficile BT devem ser interpretados em conjunto com outros dados laboratoriais e
clinicos de que o médico disponha.

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

e Devido ao fator de dilui¢do associado ao procedimento de repeticdo de teste, é possivel que as amostras positivas para C.
difficile muito proximas do, ou equivalentes ao, limite de detegdo (LoD) do teste Xpert C. difficile BT possam originar
um resultado falso negativo na repeti¢do do teste.

e Foi observada inibicdo do teste Xpert C. difficile BT na presenca das seguintes substancias: pasta de 6xido de zinco e
creme Vagisil®.

Estirpes distintas da 027 podem causar surtos de CDI.
Podem ocorrer resultados falsos negativos quando o organismo infetante tiver mutagdes gendmicas, insergoes, delecdes
ou rearranjos ou quando o teste é realizado muito cedo no curso da doenga.

e Resultados positivos obtidos com doentes imunocomprometidos podem ser sinal de serem portadores de C. difficile
assintomatica.
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e A detecdo de acido nucleico de C. difficile nas fezes confirma a presenga destes organismos em pacientes com diarreia,
mas pode ndo indicar que C. difficile é o agente etioldgico da diarreia.
Nao foram estabelecidas caracteristicas de desempenho para pacientes com idade < 2 anos.
Mutagdes ou polimorfismos nas regides de ligag@o do iniciador ou da sonda podem afetar a detegdo dos serdtipos de C.
difficile alvo, originando resultados falsos negativos.

17 Valores esperados

Foi incluido no estudo clinico do teste Xpert C. difficile BT um total de 2293 amostras fecais ndo formadas de sete centros
dos EUA e do Canada. O nimero e a percentagem de casos positivos de C. difficile toxigénico por cultura, calculados por
grupo etario e género, sdo apresentados nas tabelas abaixo.

Tabela 2. Prevaléncia observada de C. difficile toxigénico por grupo etario®

Prevaléncia de C. Prevaléncia de
Grupo etério N difficile toxigénico . oo Prevaléncia de 027
. . toxina binaria
(incluindo 027)
2-5 16 37,5% (6/16) 12,5% (2/96) 12,5% (2/96)
6-21 105 12,4% (13/105) 2,9% (3/105) 0,9% (1/105)
22-59 898 16,4% (147/898) 4,8% (43/898) 3,3% (30/898)
>60 1274 20,7% (264/1274) 9,2% (117/1274) 7,2% (92/1274)
Total 2293 18,8% (430/2293) 7,2% (165/2293) 5,5% (125/2293)

a  Prevaléncia com base nos resultados do Xpert.

Tabela 3. Prevaléncia observada de C.

difficile toxigénico por sexo®

Prevaléncia de C. Prevaléncia de
Sexo N difficile toxigénico . N Prevaléncia de 027
. . toxina binaria
(incluindo 027)
Masculino 1072 18,2% (195/1072) 6,3% (68/1072) 5,0% (54/1072)
Feminino 1221 19,2% (235/1221) 7,9% (97/1221) 5,8% (71/1221)
Total 2293 18,8% (430/2293) 7,2% (165/2293) 5,5% (125/2293)

a  Prevaléncia com base nos resultados do Xpert.

18 Caracteristicas do desempenho

18.1 Desempenho clinico

As caracteristicas do desempenho do teste Xpert C. difficile BT foram determinadas num estudo multicéntrico de
investigacdo prospetiva em sete instituigdes dos EUA e do Canada, comparando o teste Xpert C. difficile BT com a cultura
de referéncia, seguindo-se testes de CCCN dos isolados e tipagem de estirpe das estirpes toxigénicas através de ribotipagem
por PCR.

Os sujeitos incluiram individuos cujos cuidados habituais exigiam testes C. difficile. Foi obtida uma porgdo de cada amostra
fecal ndo formada restante para teste no teste Xpert C. difficile BT. A restante amostra excedente foi enviada para um
laboratorio central para cultura de referéncia e teste de citotoxina B. Cada amostra fecal foi inoculada em placa de agar
direta pré-reduzida de cicloserina-cefoxitina-frutose (CCFA-D) e meio liquido de cicloserina cefoxitina manitol com
taurocolato lisozima cisteina (CCMB-TAL). Apds 24 horas, foi realizada subcultura do CCMB-TAL numa segunda placa
de CCFA-E (enriquecida com CCFA). Este método de cultura enriquecida direta ¢ designado doravante como “cultura de
referéncia”.
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Se o C. difficile era isolado da placa CCFA-D e o isolado era positivo no teste de CCCN, a amostra era classificada como
“positiva para C. difficile toxigénico” e ndo era feita analise suplementar da placa CCFA-E. Se o C. difficile ndo era isolado
da placa CCFA-D ou se o isolado era negativo no teste de CCCN, era feita analise suplementar da placa CCFA-E.

Se a CCFA-E era positiva para C. difficile e o isolado era positivo no teste de CCCN, a amostra era classificada como
“positiva para C. difficile toxigénico”. A amostra era indicada como “negativa” se a CCFA-E era negativa para C. difficile ou
se o isolado apresentava um resultado negativo no teste de CCCN.

Depois do teste de cultura de referéncia, os isolados positivos para C. difficile toxigénico eram enviados para um segundo
conjunto de laboratdrios de referéncia para identificag@o da estirpe através de ribotipagem por PCR.

O desempenho do teste Xpert C. difficile BT foi calculado em relagéo aos resultados da cultura direta com tipagem de
estirpes e da cultura de referéncia com tipagem de estirpe.

18.2 Resultados globais

Foi testado um total de 2293 amostras utilizando o teste Xpert C. difficile BT, cultura e tipagem de estirpe.

18.2.1 Resultados do desempenho vs. cultura direta

Em relacdo a cultura direta com ribotipagem por PCR, o teste Xpert C. difficile BT demonstrou ter uma sensibilidade e
especificidade para C. difficile toxigénico de 98,78% e 90,86%, respetivamente. O teste Xpert C. difficile BT também
demonstrou ter uma concordancia positiva de 100% e uma concordéncia negativa de 97,70% para 027 (ver tabela abaixo).

Tabela 4. Xpert C. difficile BT Desempenho do teste vs. Cultura direta e ribotipagem por PCR

Cultura direta e ribotipagem por PCR

Toxina B Toxina B+ 027- NEG Total
+ 027+
Toxina B
+027+ 74 4 47 125
Xpert C. Toxina B+ 027- 0 164 140 304a
difficile BTP

NEG 0 3 1860 1863
Total 74 171 2047 22922

C. difficile toxigénico C. difficile toxigénico | 027

Sensibilidade: 98,78% (242/245)

Especificidade:
90,86% (1860/2047)

Exatiddo: 91,71% (2102/2292)
VPPe¢: 56,41% (242/429)
VPNd: 99,84% (1860/1863)

Concordancia pos.: 100% (74/74)

Concordancia neg.:
97,70% (2167/2218)

Exatiddo: 97,77% (2241/2292)
VPP: 59,20% (74/125)
VPN: 100% (2218/2218)

a. Ndo pode ser feita a tipagem de um isolado devido a contaminagdo; esta amostra ndo estd incluida nas estatisticas do
desempenho.

b. Os resultados Xpert mostrados referem-se a primeira ou a segunda tentativa. Aproximadamente 3,2% das amostras
apresentaram resultado indeterminado na primeira tentativa.

c. Valor preditivo positivo

d. Valor preditivo negativo

16 Xpert® C. difficile BT
301-6190-PT, Rev. E
2024-07



Xpert® C. difficile BT

18.2.2 Desempenho vs. cultura de referéncia

Em relacdo a cultura de referéncia com ribotipagem por PCR, o teste Xpert C. difficile BT demonstrou ter uma sensibilidade
e especificidade para C. difficile toxigénico de 93,39% e 94,02%, respetivamente. O teste Xpert C. difficile BT também
demonstrou ter uma concordancia positiva de 98,89% e uma concordéancia negativa de 98,36% para 027 (ver Tabela 5).

Tabela 5. Desempenho do teste Xpert C. difficile BT vs. cultura de referéncia e ribotipagem por PCR

Cultura de referéncia e ribotipagem por PCR

Toxina B Toxina B+ 027- NEG Total
+ 027+
Xpert C. Toxina B 89 5 31 125
difficile BTP + 027+
Toxina B+ 027- 0 217 86 303a
NEG 1 21 1841 1863
Total 90 243 1958 2291a

C. difficile toxigénico

C. difficile toxigénico | 027

Sensibilidade: 93,39% (311/333)

Especificidade:
94,02% (1841/1958)

Exatidao: 93,93% (2152/2291)
VPPe¢: 72,66% (311/428)
VPN¢d: 98,82% (1841/1863)

Concordancia pos.:
98,89% (89/90)

Concordancia neg.:
98,36% (2165/2201)

Exatidao: 98,38% (2254/2291)
VPP: 71,20% (89/125)
VPN: 99,95% (2165/2166)

a. Nao pode ser feita a tipagem de dois isolados devido a contaminag@o; as amostras nao estdo incluidas nas estatisticas do
desempenho.

b. Os resultados Xpert mostrados referem-se a primeira ou & segunda tentativa. Aproximadamente 3,2% das amostras
apresentaram resultado indeterminado na primeira tentativa.

¢. Valor preditivo positivo.

d. Valor preditivo negativo.

18.2.3 Resumo

A tabela abaixo lista o nimero total de amostras para cada resultado de teste diferente nas 2293 amostras incluidas na analise
de dados do desempenho clinico.

Tabela 6. Xpert C. difficile BT Desempenho global do teste

Resultado do teste N

C. diff toxigénico POSIT. (Toxigenic C. diff POS); Toxina binaria NEGAT. (Binary 272

Toxin NEG); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. diff toxigénico POSIT. (Toxigenic C. diff POS); Toxina binaria POSIT. (Binary Toxin 36
POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. diff toxigénico PO$IT. (Toxigenic C. diff POS); Toxina binaria POSIT. (Binary Toxin
POS); 027 PRESUMIVEL POSIT. (027 PRESUMPTIVE POS)

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C. diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary 72
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)
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Resultado do teste N
C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C. diff NEG); Toxina binaria NEGAT. (Binary 1856
Toxin NEG); 027 NEGAT. (027 NEG)
Total 2293

a Testes adicionais mostraram que 4 das 7 estirpes apresentavam o gene de toxina B.

18.2.4 Utilizagao de antibiéticos

Dos 2293 casos incluidos no conjunto de dados principal, a utilizagdo de antibidticos nos 2 meses anteriores a colheita
da amostra foi relatada em 1630, tendo a ndo-utilizagdo de antibioticos sido confirmada em 570; desconhece-se o estado
da toma de antibidticos em 93 casos. A utilizag@o de antibidticos ndo provocou nenhuma diferenca estatisticamente
significativa no desempenho do teste.

19 Desempenho analitico

19.1 Especificidade analitica

Foram recolhidas, quantificadas e testadas cinquenta e cinco (55) estirpes utilizando o teste Xpert C. difficile BT. As
estirpes foram obtidas através da American Type Culture Collection (ATCC), da Colegdo de Culturas da Universidade de
Gotemburgo (CCUGQG), da Colecao Alema de Micro-organismos ¢ Culturas Celulares (DSMZ), dos Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) dos EUA, do Instituto de Satude Publica (Maribor, Eslovénia) e do Instituto Sueco para
Controlo de Doengas Infeciosas (SMI).

Das espécies bacterianas testadas, foram incluidas dez (10) estirpes de C. difficile ndo toxigénico e onze (11) espécies de
Clostridium ndo C. difficile. Os organismos testados foram identificados como Gram-positivos (37) ou Gram-negativos (18).
Os organismos foram ainda classificados como aerdbios (24), anaerobios (29) ou micro aerébios (2).

Cada estirpe foi testada em triplicado em concentragdes que variaram entre 1,1x108 ¢ 2,2x10!0 UFC/zaragatoa. Incluiram-se
no estudo controlos positivos e negativos.

Nas condigdes do estudo, todos os isolados foram indicados como C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C. diff
NEG); Toxina binaria NEGAT. (Binary Toxin NEG); 027 NEGAT. (027 NEG) (ver Tabela 7). A especificidade
analitica foi de 100%.

Uma série adicional de espécies de Clostridium néo dificeis foi testada para demonstrar a especificidade do ensaio de toxina
binaria.

Tabela 7. Resultados do estudo de especificidade do gene de toxina binaria

Género Espécie Numero testado Toxina A/B Toxina binaria
Clostridium aldenense 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium semelhante a 2 negat. (neg) negat. (neg)

aminovalericum
Clostridium baratii 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium bartletti 1 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium bifermentans 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium bolteae 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium butyricum 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium cadaveris 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium celerecrescens 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium citroniae 2 negat. (neg) negat. (neg)
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Género Espécie Numero testado Toxina A/B Toxina binaria
Clostridium clostridioforme 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium cochlearium 1 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium colicanis 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium disporicum 1 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium fallax 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium glycolicum 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium hastiforme 1 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium hathewayi 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium hylemonae 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium innocuum 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium lactatifermentans 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium lavalense 1 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium limosum 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium mangenotii 1 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium semelhante a 1 negat. (neg) negat. (neg)

mayombei

Clostridium novyi 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium paraputrificum 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium perfringens 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium perfringens tipo E 3 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium ramosum 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium sardiniense 1 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium scindens 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium septicum 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium sordellii 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium espécie 19 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium spiroforme 1 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium sporogenes 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium grupo subterminale 3 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium symbiosum 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium tertium 2 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium tetani 1 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium xylano/aerotolerans 1 negat. (neg) negat. (neg)
Clostridium difficile RT 027 5 + +

Clostridium difficile RT 078 2 + +

Obteve-se um resultado negativo para todos os isolados que ndo continham toxina binaria no teste Xpert C. difficile BT.
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19.2 Sensibilidade analitica

Realizaram-se estudos para determinar os intervalos de confianga de 95% para o limite de detecdo (LoD) analitico de C.
difficile diluido numa matriz fecal de origem humana que pode ser detetado pelo teste Xpert C. difficile BT. A matriz fecal
consistiu em fezes humanas liquidas (negativas para C. difficile no teste Xpert C. difficile BT) diluidas em PBS com 15% de
glicerol. O LoD ¢ definido como o nimero mais baixo de unidades formadoras de colonias (UFC) por zaragatoa que pode
ser continuadamente reproduzido e distinguido de amostras negativas com 95% de confianga.

Réplicas de 20 foram avaliadas em cada concentragdo de C. difficile testada (UFC/zaragatoa) para 7 estirpes diferentes de C.
difficile representando os toxindtipos 0 (duas estirpes), 111 (duas estirpes), IV, V e VIII (um de cada estirpe).

A estimativa e os intervalos de confianga foram determinados utilizando regressdo logistica com dados (niimero de
resultados positivos por numero de réplicas em cada nivel) da gama de UFC testadas. Os intervalos de confianca foram
determinados utilizando estimativas de probabilidade méaxima nos pardmetros do modelo logistico, utilizando a matriz de
varidncia-covariancia para amostras grandes. As estimativas do ponto do LoD e dos intervalos de confianga de 95% superior
e inferior para cada toxinotipo de C. difficile testado sdo apresentadas resumidamente na tabela abaixo.

Tabela 8. Intervalos de confianga de 95% para o LoD analitico — C. difficile

ID da estirpe Toxinotipo LoDgse, (UFC/ IC de 95% IC de 95%
zaragatoa) inferior superior
VPI 10463 (CCUG19126) 0 255 190 632
90556-M6S (ATCC9689) 0 460 419 587
LUMC-1 (027)2 1] 23 19 31
LUMC-5 (027)2 i 75 45 176
LUMC-7 \ 45 34 104
LUMC-6 VI 60 50 74
9101 Xl 41 34 49

a por ribotipagem por PCR

Os resultados deste estudo indicam que o teste Xpert C. difficile BT produzira um resultado positivo para C. difficile 95%
das vezes para uma amostra fecal contendo 460 UFC/zaragatoa e um resultado presumivel positivo para 027 95% das vezes
para uma zaragatoa contendo 75 UFC.

Para além da determinag@o do LoD, foram testadas com o ensaio Xpert C. difficile BT dezoito estirpes de C. difficile
representando os toxinotipos 0 e 12 toxinotipos variantes, incluindo quatro isolados do toxinotipo III de 027. As estirpes de
C. difficile foram seleccionadas para representar geralmente a maioria dos toxinotipos de C. difficile encontrados na pratica.

Foram preparadas culturas de stock através da suspensao do crescimento bacteriano de placas de agar em tampao PBS
contendo 15% de glicerol. A concentragdo de cada stock foi ajustada para 1,4 a 5,9 unidades McFarland. Todas as estirpes
foram diluidas serialmente a aproximadamente 900 UFC/zaragatoa e testadas em triplicado.

Nas condigdes deste estudo, o ensaio Xpert C. difficile BT identificou correctamente todas as 18 estirpes testadas como

C. diff toxigénico POSIT. (Toxigenic C. diff POS). Também estiveram incluidos no painel 8 toxinotipos indicados como
positivos para producdo de toxina binaria (CDT). Todos apresentaram resultado positivo para CDT utilizando o ensaio Xpert
C. difficile BT. Todos os quatro isolados de 027 representando o toxinotipo III foram correctamente identificados como

C. diff toxigénico POSIT. (Toxigenic C. diff POS); Toxina binaria POSIT. (Binary Toxin POS); 027 PRESUMIVEL
POSIT. (027 PRESUMPTIVE POS).

Sete isolados de C. difficile de ribotipo de PCR 033 e trés isolados adicionais de C. difficile de ribotipo de PCR relacionado
que foram negativos para tcdA e tcdB mas produziram toxina bindria (CDT)22 foram testados com o ensaio Xpert C.
difficile BT. Todos os 10 isolados apresentaram resultados positivos apenas para toxina binaria (ver Tabela 9), confirmando
que o ensaio consegue detectar isolados correspondentes a toxina A-, toxina B- e toxina bindria +.
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Tabela 9. Teste de organismos produtores apenas de toxina
binaria (toxina A-, toxina B-) com o ensaio Xpert C. difficile BT

Organismo

ID da estirpe

Ribotipo
de PCR

Resultado do teste

C. difficile

CD12-066

033

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C.
diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. difficile

CD12-203

033

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C.
diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. difficile

CD13-022

033

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C.
diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. difficile

06-08-02

033

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C.
diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. difficile

06-20-01

033

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C.
diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. difficile

NTO77

033

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C.
diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. difficile

Al-0016

238

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C.
diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. difficile

WA-0012

239

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C.
diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. difficile

ES-0145

288

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C.
diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

C. difficile

R-0010

033

C. diff toxigénico NEGAT. (Toxigenic C.
diff NEG); Toxina binaria POSIT. (Binary
Toxin POS); 027 NEGAT. (027 NEG)

19.3 Substancias que interferem

Foram testadas quanto a interferéncia com o teste Xpert C. difficile BT vinte e uma (21) substancias bioldgicas e quimicas
ocasionalmente usadas ou encontradas em amostras fecais. As substancias potencialmente interferentes incluem, entre
outras, creme Vagisil e pasta de 6xido de zinco (consulte a Secgdo 16, Limitagdes). As 19 substancias listadas na tabela

abaixo ndo mostraram qualquer interferéncia detetavel com o teste Xpert C. difficile BT.
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Tabela 10. Substancias testadas e que nao mostraram interferéncia

Substancia

Substancia

Sangue total

K-Y Jelly/Gelée®®

Hospital universitario Karolinska McNeil-PPC

Mucina (porcina) Vaselina

Sigma Unilever

Kaopectate® Dulcolax®

Chattem Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals
Immodium® Preparation H em toalhetes individuais
McNeil-PPC Wyeth Consumer Healthcare

Pepto-Bismol®

Procter & Gamble

Vaginal Contraceptive Film (VCF)

Apothecus Pharmaceutical

Preparation H®

Wyeth Consumer Healthcare

Vancomicina

Fluka

Fleet®

CB Fleet Company

Metronidazol

Actavis

Gorduras fecais

Hospital universitario Karolinska

Anusol® Plus

TM Warner-Lambert Company

Monistat®

McNeil-PPC

Sulfato de bario E-Z HDTM de elevada
para suspensao

E-Z-EM Canada

densidade

Creme de hidrocortisona

Longs Drugs

20 Reprodutibilidade

Foi testado um painel de 7 amostras com concentragdes variaveis de C. difficile toxigénico e C. difficile de ribotipo 027 em
10 dias diferentes, por 2 operadores diferentes, em cada um dos 3 locais (7 amostras x 2 operadores/dia x 10 dias x 3 locais).
Foi utilizado um lote do teste Xpert C. difficile BT em cada um dos 3 locais de teste. Os testes Xpert C. difficile BT foram
realizados de acordo com o procedimento do teste Xpert C. difficile BT. Os resultados sdo apresentados resumidamente nas

duas tabelas que se seguem.
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Tabela 11. Sumario dos resultados da reprodutibilidade (todos)

% de concordancia * % de
ID da amostra concordéancia
Local 1 Local 2 Local 3 total por
amostra
) 100% 100% 100% 100%
Negativa
(20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
. - . 100% 100% 100% 100%
C. difficile toxigénico negativo elevado
(20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
pe s L . . 100% 85% 85% 90%
C. difficile toxigénico positivo baixo
(20/20) (17/20) (17/20) (54/60)
100% 100% 100% 100%
C. difficile toxigénico positivo moderado ° ° ° °
(20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
C. difficile toxigénico de ribotipo 027 100% 100% 100% 100%
negativo elevado (20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
C. difficile toxigénico de ribotipo 027 positivo 100% 95% 95% 96,7%
baixo (20/20) (19/20) (19/20) (58/60)
C. difficile toxigénico de ribotipo 027 positivo 100% 100% 100% 100%
moderado (20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
. 100% 97,1% 97,1% 98,1%
% de concordancia total por local
(140/140) (136/140) (136/140) (412/420)

Para amostras negativas e negativas elevadas, a % de concordancia = (n.° de resultados negativos/total de amostras
executadas); para amostras positivas baixas e moderadas, a % de concordancia = (n.° de resultados positivos/total de amostras

executadas).

Tabela 12. Sumario de resultados do valor Ct por nivel de amostra e sonda

SPC

Nivel Méd. Desv. pad. (1)
C. difficile toxigénico neg. elevado 32,17 0,59 1,83%
C. difficile toxigénico pos. baixo 32,14 0,53 1,66%
C. difficile toxigénico pos. moderado 31,98 0,47 1,47%
027 negat. elevado 32,11 0,65 2,03%
027 posit. baixo 31,93 0,72 2,26%
027 posit. moderado 31,96 0,61 1,90%
Neg. 32,26 0,72 2,22%

tcdB (toxina B)

Nivel Méd. Desv. pad. Ccv
C. difficile toxigénico neg. elevado 39,59 0,70 1,77%
C. difficile toxigénico pos. baixo 35,88 0,81 2,24%
C. difficile toxigénico pos. moderado 32,17 0,45 1,39%
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027 negat. elevado 39,11 0,98 2,50%
027 posit. baixo 35,49 0,58 1,65%
027 posit. moderado 32,10 0,63 1,97%

Foi testado um painel adicional de 6 amostras, 3 negativas e 3 negativas elevadas para C. difficile toxigénico, em 5 dias
diferentes, por 2 operadores diferentes, em cada um dos 3 locais (6 amostras x 2 operadores/dia x 5 dias x 3 locais). As

amostras negativas elevadas foram preparadas numa concentragao inferior ao LoD, esperando-se obter um resultado
negativo 20 a 80% das vezes. Foi utilizado um lote do teste Xpert C. difficile BT em cada um dos 3 locais de teste. Os testes
Xpert C. difficile BT foram realizados de acordo com o procedimento do teste Xpert C. difficile BT. Os resultados sdo
apresentados resumidamente na tabela abaixo.

Tabela 13. Sumario dos resultados adicionais da reprodutibilidade das amostras

% de concordancia ® % de
ID da amostra concordancia
Local 1 Local 2 Local 3 total por
amostra
. 100% 100% 100% 100%
Negativa
(30/30) (30/30) (30/30) (90/90)
b 60% 60% 53,3% 57,8%
C. difficile toxigénico negativo elevado
(18/30) (18/30) (16/30) (52/90)

a

b

(n.° de resultados negativos/total de amostras negativas elevadas processadas)
20-80% de concordancia esperada para amostra negativa elevada
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22 Locais das sedes da Cepheid

Corporate Headquarters

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Telephone: + 1 408 541 4191
Fax: + 1408 541 4192
www.cepheid.com

European Headquarters

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Telephone: + 33 563 825 300
Fax: + 33 563 825 301
www.cepheidinternational.com

23 Assisténcia técnica

Antes de nos contactar
Antes de contactar a assisténcia técnica da Cepheid, retina as seguintes informagdes:

Nome do produto

Numero de lote

Numero de série do instrumento

Mensagens de erro (se houver alguma)

Versdo de software e, caso se aplique, nimero de Etiqueta de servico (Service Tag) do computador

Assisténcia técnica nos Estados Unidos

Telefone: + 1 888 838 3222 E-mail: techsupport@cepheid.com

Assisténcia técnica em Franga
Telefone: + 33 563 825 319 E-mail: support@cepheideurope.com

As informagdes de contacto de todos os escritdrios da assisténcia técnica da Cepheid estdo disponiveis no nosso website:
www.cepheid.com/en/support/contact-us.

Termos e Condicdes da Cepheid podem ser encontrados em www.cepheid.com/en/support/support/order-management.
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24 Tabela de simbolos

Simbolo Significado

Ndmero de catalogo

REF d
Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

IVD p p g

® Nao utilizar mais de uma vez

Cddigo do lote

LOT

Consultar as instrugdes de utilizagdo

Cuidado

Fabricante

Pais de fabrico

Contém suficiente para n testes

CONTROL

Controlo

Prazo de validade

Marcagéo CE — Conformidade Europeia

-\eng@@gy:}

Limites de temperatura

?iﬁ

Riscos bioldgicos

<

Atengao

O
T

REP

Mandatario na Suica

&

Importador
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Cepheid AB
Rontgenvigen 5
SE-171 54 Solna,
Sweden

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

B

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €

25 Historico de revisoes
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Seccao

Descrigao da alteragao

Sensibilidade analitica

Corregéo de um erro na sec¢ao “Sensibilidade analitica”.

Tabela de simbolos

Correcgéo de um erro na secgao “Tabela de simbolos”.
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