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Xpert® C. difficile BT

Dispozitiv medical de diagnosticare in vitro

1 Denumire brevetata

Xpert® C. difficile BT

2 Denumire comuna sau obisnuita

Testul Xpert C. difficile BT

3 Utilizare preconizata

Testul Xpert C. difficile BT Cepheid, efectuat pe Cepheid, este un test calitativ de diagnosticare in vitro pentru detectarea
rapida a C. difficile tcdB (gena toxinei B), cdt (gena toxinei binare) si o deletie a unei nucleotide la pozitia 117 a genei tcdC
din specimene de scaun neformat (lichid sau moale) colectate de la pacienti suspectati de infectie cu Clostridium difficile
(CDI). Testul Xpert C. difficile BT este conceput ca un ajutor in diagnosticarea CDI si detectarea tulpinilor potential asociate
cu o boald mai grava. Testul utilizeaza reactia de polimeraza in lant automatizata in timp real (PCR) pentru a detecta tcdB,
cdt si deletia tcdC la baza 117 asociata cu tulpina ribotipului 027. Toxina binara este produsa de un numar limitat de tulpini
de C. difficile, inclusiv de tulpina 027. Toxina binara impreuna cu detectarea tcdB este adesea un indicator al unei boli mai
grave sau al recurentei bolii. Izolatele de C. difficile care sunt negative pentru fcdB, dar care contin doar gene ale toxinei
binare, pot produce simptome similare tulpinilor de toxigenic C. difficile, dar semnificatia clinica a acestor tulpini este,

n prezent, incerta. Cultura concomitentd este necesard numai daca este necesara o determinare suplimentara a tipului sau
recuperarea organismului.

4 Rezumat si explicatii

C. difficile este un bacil anaerob, Gram-pozitiv, care formeaza spori, si care a fost asociat pentru prima data cu boala in
1978.1

CDI variaza de la diaree usoari la colitd pseudomembranoasa severa care pune in pericol viata.? Flora bacterian colonica
maturd la un adult sinitos este, in general, rezistentd la colonizarea cu C. difficile.? Cu toate acestea, daca flora colonica
normala este modificatd, se pierde rezistenta la colonizare de catre alte specii bacteriene, cum ar fi C. difficile. Cel mai
frecvent factor de risc pentru dezvoltarea CDI este expunerea la antibiotice.* Factorul principal de virulenta al C. difficile
este citotoxina B.> Genele care codifica toxina A (fcdA; enterotoxina) si toxina B (tcdB) fac parte din locusul patogenitatii
(PaLoc).7 Majoritatea tulpinilor patogene sunt tulpinile de toxina A-pozitiva, toxina B-pozitivd (A+B+), desi izolatele
variantei toxinei A-negative, toxinei B-pozitive (A-B+) au fost recunoscute ca fiind patogene.8 Unele tulpini de C. difficile
produc, de asemenea, o ADP-riboziltransferaza specifica actinei numita CDT sau toxina binara. Locusul toxinei binare
contine doud gene separate (cdtA si cdtB) si este localizata in afara PaLoc.%10.11

Diagnosticul de CDI s-a bazat in mod traditional fie pe detectarea toxinei B direct in scaun (testul de neutralizare a
citotoxicitatii culturii celulare [CCCN]), fie pe cultura organismului urmata de determinarea productiei de toxina B de catre
izolat (cultura toxigena). Atat testul CCCN, cat si cultura toxigend necesitd multd munca, dar sunt considerate in continuare
imunoanalize enzimatice rapide pentru detectarea toxinei A si B; cu toate acestea, aceste teste au sensibilitate si specificitate
reduse in comparatie cu testul CCCN. S-au dezvoltat metode PCR pentru detectarea genelor asociate cu producerea toxinei
A si/sau a toxinei B si care prezintd sensibilitate si specificitate ridicate in comparatie cu cultura toxigena.!4
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in plus fata de toxina A si B, literatura recenta sugereazi o legatura intre producerea toxinei binare si gravitatea si rezultatul
bolii. Bauer et al.!5 au aratat prezenta genelor toxinei binare in izolate toxigene in 23% din cazurile de CDI din Europa.
Toxina binara produsa de genele cdt este frecvent observata in tulpinile de C. difficile asociate cu severitate crescutd a CDI.
Toxina binara apartine familiei toxinelor ADP-ribozilante si este formata din gene cd?A, enzima ADP-ribosiltransferaza,
care modifica actina, si cdtB, care se leaga de celulele gazda si transloca produsul cd?4 in citosol. Studii clinice multiple
indicd o asociere Intre prezenta genelor toxinei binare in C. difficile si cresterea mortalitatii CDI pe 30 de zile, independent
de ribotipul PCR. Exista, de asemenea, studii in literatura care arata ca subiectii cu CDI severa, colitd fulminanta si/sau
CDI recurenta sunt infectati mai frecvent cu ribotipuri de C. difficile care transportd genele pentru producerea toxinei binare
(cdtA/cdtB) decét cei fard aceste complicatii.!6:17

Un subset de izolate producatoare de toxina binara are mutatii in gena negativa a regulatorului toxinei (¢cdC), adica o deletie
la nucleotida 117 (tcdCA117) in concordanta cu tulpinile ribotipului 027. Infectia cauzata de tulpinile 027/NAP1/BI poate

fi asociata cu o ratd mai mare de mortalitate si morbiditate, inclusiv admiterea in unitatea de terapie intensiva (UTI) si
durata lungd de spitalizare. Analiza multivariatd a demonstrat o asociere semnificativa intre severitatea bolii si prezenta
ribotipurilor care poarti gena toxinei binare cu sau fara deletie la nucleotida 117. In ultimii ctiva ani, au existat focare de
CDI atribuite unui numar de tulpini emergente ,,hipervirulente” care includ tulpini rezistente la fluorochinolina apartinand
ribotipului PCR 027, (care sunt, de asemenea, cunoscute sub denumirea de grup de electroforeza cu gel in camp pulsat
NAP1 si endonucleaza de restrictie test de tip B1.)8:18 Tulpinile de 027 pot prezenta o productie crescutd de toxine, care este
atribuitd deletiilor din gena regulatoare tcdC si poate produce mai multi spori, ducand la o persistentd sporitd in mediu.!9:20
Un rezultat prezumtiv pozitiv pentru 027 poate ajuta la identificarea posibilelor surse ale unui focar de 027.

in cele din urma, studii suplimentare au raportat cazuri de pacienti cu diaree si suspiciune de infectie cu C. difficile din cauza
tipului de toxind XI/ribotipului PCR 033, sau a unor tulpini asemanatoare 033 pozitive pentru toxina binard, dar negative
pentru toxina A si B.21:22 Semnificatia clinicd a unor astfel de tulpini de toxina binara pozitiva, toxind B negativa nu este pe
deplin inteleasa.

5 Principiul procedurii

automatizeaza si integreaza prepararea probelor, purificarea si amplificarea acidului nucleic si detectarea secventelor tintd
din probele simple sau complexe utilizand testele PCR in timp real. Sistemele constau dintr-un instrument, un computer
personal si software preincarcat pentru executia testelor pe specimene clinice si vizualizarea rezultatelor. Sistemele necesita
utilizarea de cartuse de unica folosinta GeneXpert care contin reactivi pentru PCR si gazduiesc procesele de extractie a
ADN-ului, de amplificare si de detectare a ampliconului. Deoarece cartusele sunt autonome, contaminarea incrucisata intre
probe este minimizata. Pentru o descriere completa a sistemelor, consultati corespunzator si/sau .

Testul Xpert C. difficile BT include reactivi pentru detectarea C. difficile care produce toxine si un control al procesarii
probelor (SPC). SPC indica procesarea adecvata a bacteriilor tintd si monitorizeaza prezenta inhibitorilor in reactia PCR.
Controlul verificarii sondei (PCC) verifica rehidratarea reactivului, umplerea eprubetei PCR in cartus, integritatea sondei si
stabilitatea colorantului.

Amorsele si sondele din testul Xpert C. difficile BT detecteaza secvente in gene pentru toxina B (fcdB), toxina binara (cdr) si
tcdCA117.

6 Reactivi si instrumente

6.1 Materiale furnizate
Trusa Xpert C. difficile BT contine reactivi suficienti pentru procesarea a 10 specimene sau probe de control al calitatii.

Trusa contine urmatoarele:

4 Xpert® C. difficile BT
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Nota

Nota

Cartuse Xpert C. difficile BT cu eprubete de

reactie integrate 10

e Picatura 1, Picatura 2 si Picatura 3 (liofilizate) 1 din fiecare per cartus
e Reactiv 1 3,0 ml per cartus

e Reactiv 2 (hidroxid de sodiu) 3,0 ml per cartus
Pungi de reactiv Xpert C. difficile BT 10

e Reactiv pentru proba (tiocianat de guanidiniu) 10 x 2,0 ml per punga
cDh 1 per trusa

e Fisiere de definitie a analizei (ADF)

e Instructiuni de importare a ADF in software-ul

e Instructiuni de utilizare (Prospect)

Fisele cu date de securitate (FDS) sunt disponibile la www.cepheid.com sau www.cepheidinternational.com in fila
ASISTENTA (SUPPORT).

Albumina serica bovina (BSA) din picaturile din cadrul acestui produs a fost produsa si fabricata exclusiv din plasma
bovina provenita din Statele Unite. Nicio proteina de la animale rumegatoare sau proteina de la alt animal nu a fost
oferita ca hrana animalelor; animalele au trecut testarea ante- si post-mortem. in timpul procesérii, nu s-a amestecat
materialul cu alte materiale de origine animala.

6.2 Depozitare si manipulare

Depozitati trusa Xpert C. difficile BT 1a 2-28 °C.

Nu utilizati reactiv pentru proba sau cartuse care au depasit data de expirare.
Nu deschideti capacul cartusului pana cand nu sunteti gata sa efectuati testul.
Nu utilizati reactivul pentru proba care a devenit tulbure sau s-a decolorat.
Nu utilizati un cartus care s-a scurs.

6.3 Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate

GeneXpert Dx System sau GeneXpert Infinity System (numarul de catalog variaza in functie de configuratie):
Instrument GeneXpert, computer cu software-ul brevetat GeneXpert versiunea 4.3 sau superioard, scaner pentru coduri
de bare si manual de utilizare.

Imprimantd: Daca este necesara o imprimanta, contactati un reprezentant de vanzari Cepheid pentru a lua masuri pentru
achizitionarea unei imprimante recomandate.

Mixer centrifugational

Pipete de transfer curate, de unica folosinta

Tampon uscat pentru transferul specimenului, cum ar fi tamponul aflat in dispozitivul de colectare a probelor Cepheid
(numar de catalog Cepheid: 900-0370), tampon de unica folosinta Cepheid (numar de catalog Cepheid SDPS-120) sau
tamponul dublu si sistemele de transport Copan (139C LQ STUART)

L - jod

Atentionari si masuri de precautie

Tratati toate probele biologice, inclusiv cartusele utilizate si reactivii utilizati, ca si cum ar putea sa transmita agenti
infectiosi. Deoarece este adesea imposillil sa se stie care ar putea fi infectioase, toate specimenele biologice trebuie
tratate cu masuri de precautie standard. Indrumarile pentru manipularea specimenelor sunt disponibile de la Centrele
SUA pentru Controlul si Prevenirea Bolilor si de la Institutul de Standarde Clinice si de Laborator.2324

Urmati procedurile de siguranta ale institutiei dumneavoastra pentru lucrul cu substante chimice si pentru manipularea
probelor biologice.

Purtati halate si manusi de laborator curate. Schimbati manusile dupa procesarea fiecarei probe.

Nu inlocuiti reactivii Xpert C. difficile BT cu alti reactivi.

Nu deschideti capacul cartusului Xpert C. difficile BT decat atunci cand adaugati proba si reactivi sau pentru a scoate
proba din cartusul original pentru a efectua o noua testare intr-un cartus nou.

Nu utilizati un cartus care a fost scapat dupa ce l-ati scos din ambalaj.
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Nu agitati cartusul. Agitarea sau scaparea cartusului dupa deschiderea capacului pot produce rezultate nevalide.
Nu utilizati un cartus care are o eprubeta de reactie deteriorata.
Nu puneti eticheta cu ID-ul probei pe capacul cartusului sau peste eticheta cu codul de bare.

Fiecare cartus de unica folosinta Xpert C. difficile BT este utilizat pentru a procesa un test. Nu reutilizati un cartus
utilizat.

Specimenele biologice, dispozitivele de transfer si cartusele utilizate trebuie sa fie considerate ca pot sa transmita

agenti infectiosi care necesitd masuri de precautie standard. Urmati procedurile institutiei dumneavoastra privind
eliminarea la deseuri pentru eliminarea corespunzatoare a cartuselor utilizate si a reactivilor neutilizati. Aceste materiale
pot prezenta caracteristici specifice deseurilor chimice periculoase care necesita proceduri de eliminare nationale sau
regionale specifice. In cazul in care reglementirile nationale sau regionale nu ofera instructiuni clare privind eliminarea
corespunzdtoare, specimenele biologice si cartusele utilizate trebuie eliminate la deseuri conform indrumarilor OMS
[Organizatia Mondiala a Sanatatii] privind manipularea si eliminarea deseurilor medicale.

in cazul contaminarii zonei de lucru sau a echipamentului cu proba sau controale, curitati temeinic zona contaminati

cu o solutie de dilutie 1:10 de indlbitor cu clor menajer si apoi repetati curdtarea zonei de lucru cu etanol 70%. Stergeti
suprafetele de lucru pana cand sunt uscate complet inainte de a continua.

Pericole chimice25.26

Cuvant de semnal: ATENTIE
Declaratii de pericol ONU GHS:

e Nociv in caz de inghitire.

e Provoaca iritarea pielii.

e Provoaca o iritare grava a ochilor.
Declaratii de precautie ONU GHS:

e Miisuri de prevenire

Spalati-va bine dupa utilizare.
A nu manca, bea sau fuma in timpul utilizarii produsului.
Evitati dispersarea in mediu.

Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament de protectie a ochilor/echipament de protectie
a fetei.
e Rispuns

IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: Spilati cu multi apa si sapun.

Scoateti imbracamintea contaminata si spalati-o inainte de reutilizare.

Tratament specific, consultati informatiile privind masurile suplimentare de prim ajutor.
in caz de iritare a pielii: Consultati medicul/solicitati asistenti medicala.

IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu api, timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de
contact, daca exista si daca sunt usor de scos. Continuati sa clatiti.
Daca iritarea ochilor persista: Consultati medicul/solicitati asistentd medicala.
IN CAZ DE INGHITIRE: Sunati imediat la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau un medic,
dacd nu va simtiti bine.

e (latiti gura.
Depozitare/Eliminare

e Eliminati continutul si/sau recipientul in conformitate cu reglementarile locale, regionale, nationale si/sau
internationale.

Colectarea si transportul specimenelor

Colectati scaunul neformat intr-un recipient curat. Urmati indrumarile institutiei dumneavoastra pentru colectarea
probelor in vederea testarii C. difficile.

2. Etichetati cu ID-ul pacientului si trimiteti la laborator pentru testare.

3. Depozitati specimenul la 2-8 °C. Specimenul este stabil timp de pana la 5 zile, daca este depozitat la 2-8 °C. Alternativ,

specimenele pot fi depozitate la temperatura camerei (20-30 °C) timp de pana la 24 de ore.
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10 Procedura

10.1 Pregatirea cartusului

Important incepeti testul in decurs de 30 de minute de la adaugarea probei la cartus.

Pentru adaugarea probei in cartus:

1. Scoateti cartusul si reactivul pentru proba din ambalaj.
2. Scufundati tamponul in proba de scaun neformat pentru scurt timp. Tamponul nu trebuie sa fie complet inmuiat.

3. Introduceti tamponul in eprubeta care contine reactivul pentru proba.

Nota Utilizati tifon steril pentru a minimiza riscurile de contaminare.

4. Tineti tamponul de tija langd marginea eprubetei, ridicati tamponul cativa milimetri de la baza eprubetei si Impingeti tija
de marginea tubului pentru a o rupe. Aveti grija ca tamponul sa fie suficient de scurt pentru a permite capacului sa se
inchida bine.

5. inchideti capacul si centrifugati la viteza mare timp de 10 secunde.

6. Deschideti capacul cartusului. Utilizand o pipeta de transfer curatd, transferati integral continutul flaconului reactivului
pentru proba in compartimentul pentru proba al cartusului.

7. Inchideti capacul cartusului.

Sample Chamber
(Large Opening)

N -

Figura 1. Cartus (vedere de sus)

10.2 inceperea testului

Daca lucrati pe un sistem GeneXpert Dx, inainte de a incepe testul, asigurati-va ca sistemul ruleaza software-
Important ul GeneXpert Dx versiunea 4.7b sau superioara si ca fisierul corect de definitie a analizei este importat in
software.

Daca lucrati pe un sistem GeneXpert Infinity, inainte de a incepe testul, asigurati-va ca sistemul ruleaza
Important software-ul Xpertise versiunea 6.4b sau superioara si ca fisierul corect de definitie a analizei este importat in
software.

Aceasta sectiune enumera pasii de baza pentru executarea testului. Pentru instructiuni detaliate, consultati Manualul de
utilizare al sistemului GeneXpert Dx sau Manualul de utilizare al sistemului GeneXpert Infinity, in functie de modelul care
este utilizat.

Nota Pasii de urmat pot fi diferiti in cazul in care administratorul sistemului a modificat fluxul de lucru implicit al sistemului.

1. Porniti instrumentul GeneXpert:

Xpert® C. difficile BT 7
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Nota

* Daca se utilizeaza instrumentul GeneXpert Dx, porniti mai intai instrumentul GeneXpert Dx si apoi porniti
computerul. Software-ul GeneXpert se va lansa automat. In caz contrar, faceti dublu clic pe pictograma de comanda
rapidi a software-ului GeneXpert Dx pe desktopul Windows®.

sau

+  Daci se utilizeaza instrumentul GeneXpert Infinity, porniti instrumentul. Software-ul Xpertise se va lansa automat. in
caz contrar, faceti dublu clic pe pictograma de comanda rapida a software-ului Xpertise pe desktopul Windows®.

2. Conectati-va la software-ul sistemului instrumentului GeneXpert utilizind numele dumneavoastra de utilizator si parola
dumneavoastra.

3. In fereastra sistemului GeneXpert, faceti clic pe Creare test (Create Test) (GeneXpert Dx) sau pe Comenzi
(Orders) si Comanda test (Order Test) (Infinity). Se deschide fereastra Creare test (Create Test). Se deschide
caseta de dialog Scanare cod de bare ID pacient (Scan Patient ID barcode).

4. Scanati sau tastati ID-ul pacientului (Patient ID). Daca tastati ID-ul pacientului (Patient ID), asigurati-va ca ID-ul
pacientului (Patient ID) este tastat corect. ID-ul pacientului este asociat cu rezultatele testului si este afisat in fereastra
Vizualizare rezultate (View Results) si in toate rapoartele. Se deschide caseta de dialog Scanare cod de bare ID
proba (Scan Sample ID barcode).

5. Scanati sau tastati ID-ul probei (Sample ID). Daca tastati ID-ul probei (Sample ID), asigurati-va ca ID-ul probei (Sample
ID) este tastat corect. ID-ul probei este asociat cu rezultatele testului si este afisat in fereastra Vizualizare rezultate
(View Results) si in toate rapoartele. Se deschide caseta de dialog Scanare cod de bare cartus (Scan Cartridge
Barcode).

6. Scanati codul de bare al cartusului. Utilizdnd informatiile despre codul de bare, software-ul umple automat casetele
pentru urmatoarele campuri: Selectare analiza (Select Assay), ID lot reactiv (Reagent Lot ID), Nr. serie cartus (Cartridge
SN) si Data de expirare (Expiration Date).

Daca codul de bare de pe cartus nu se scaneaza, repetati testul cu un cartus nou. Daca ati scanat codul de bare al
cartusului in software si fisierul de definitie a analizei nu este disponibil, va aparea un ecran care indica faptul ca fisierul
de definitie a analizei nu este incarcat in sistem. Daca apare acest ecran, contactati Serviciul de asistenta tehnica
Cepheid.

7. Faceti clic pe Incepere test (Start Test) (GeneXpert Dx) sau pe Trimitere (Submit) (Infinity). In caseta de dialog
care se afiseaza, tastati parola, daca vi se solicita.

8. Pentru sistemul GeneXpert Infinity, asezati cartusul pe banda transportoare. Cartusul va fi incarcat automat, testul va fi
executat si cartusul utilizat va fi introdus in recipientul pentru deseuri.

sau

Pentru instrumentul GeneXpert Dx:

a) Deschideti usa modulului instrumentului cu indicatorul luminos verde care lumineaza intermitent si incarcati cartusul.

b) inchideti usa. Testul incepe si indicatorul luminos verde inceteaz sa lumineze intermitent. Atunci cand testul este
finalizat, indicatorul luminos se stinge.

c) Asteptati pana cand sistemul elibereaza dispozitivul de blocare a usii inainte de a deschide usa modulului. Apoi
indepartati cartusul.

d) Eliminati la deseuri cartusele utilizate in recipientul corespunzator pentru deseuri de specimene, in conformitate cu
practicile standard ale institutiei dumneavoastra.

11 Vizualizarea si tiparirea rezultatelor

Aceasta sectiune enumera pasii de baza pentru vizualizarea si tiparirea rezultatelor. Pentru instructiuni mai detaliate privind
modul de vizualizare si de tiparire a rezultatelor, consultati Manualul de utilizare al sistemului GeneXpert Dx sau Manualul
de utilizare al sistemului GeneXpert Infinity, in functie de instrumentul care este utilizat.

1. Faceti clic pe pictograma Vizualizare rezultate (View Results) pentru a vizualiza rezultatele.

2. La finalizarea testului, faceti clic pe butonul Raport (Report) al ferestrei Vizualizare rezultate (View Results)
pentru a vizualiza si/sau pentru a genera un fisier de raport PDF.

12 Controlul calitatii

Fiecare test include un control al procesarii probei (SPC) si un control al verificarii sondei (PCC).

Xpert® C. difficile BT
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o Controlul procesarii probelor (SPC): Asigura procesarea corectd a probei. SPC contine spori de Bacillus globigii
sub forma unei picaturi uscate care este inclusa in fiecare cartus pentru a verifica procesarea adecvata a probei. SPC
verifica daca liza bacteriilor C. difficile si un spor au avut loc 1n cazul in care organismele sunt prezente si verifica daca
procesarea probei este adecvati. In plus, acest control detecteaza inhibarea asociatd probei a testului PCR in timp real,
asigurd adecvarea conditiilor de reactie PCR (temperatura si timpul) pentru reactia de amplificare si ca reactivii PCR
sunt functionali. SPC trebuie sa fie pozitiv intr-o proba negativa si poate fi negativ sau pozitiv intr-o proba pozitiva. SPC
reuseste daca Indeplineste criteriile de acceptare validate.

e Controlul verificirii sondei (PCC): Inainte de inceperea reactiei PCR, sistemul GeneXpert misoara semnalul de
fluorescenta de la sonde pentru a monitoriza rehidratarea picaturii, umplerea eprubetei de reactie, integritatea sondei si
stabilitatea colorantului. Verificarea sondei este aprobata daca satisface criteriile de acceptare alocate.

13 Interpretarea rezultatelor

Rezultatele sunt interpretate de GeneXpert Instrument Systems din semnale fluorescente masurate si algoritmi de calcul
incorporati si vor fi afisate in fereastra Vizualizare rezultate (View Results). Rezultatele posibile sunt prezentate in
tabelul de mai jos.

Tabelul 1. Xpert C. difficile BT Rezultate si interpretare

Rezultat Interpretare

Toxigenic C. diff POZ., | Sunt detectate secvente de ADN tinta de C. difficile care produce toxine.

Toxina binara NEG. . . .
Og;I;aEgI??rLaxi 9 eﬁic,: c.|® C. difficile care produce toxine - tinta de C. difficile care produce toxine

diff POS, Binary Toxin (gena toxipgi Bu) are o valoare Ct in intervalul valid si un punct final peste

NEG, 027 NEG) setarea minima. o . .

Nu sunt detectate gena toxinei binare si deletia tcdC la nt 117.

Consultati Figura 2. e SPC — NA (nu este cazul) (NA (not applicable)); SPC este ignorat deoarece
amplificarea tintei de C. difficile poate concura cu acest control.

e Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

Toxigenic C. diff POZ., | Sunt detectate secvente de ADN tinta de C. difficile care produce toxine.

-(I)-gzl(lrr\;aEg"?rLax;oeﬁi;: c. |® Tintele de C. difficile care produc toxine (gena toxinei B plus gena toxinei

diff POS, Binary Toxin binare) au valorith in intervalul valid si puncte finale peste setarea minima;
POS, 027 NEG) nu este detectata deletia tcdC la nt 117.. .
e SPC — NA (nu este cazul) (NA (not applicable)); SPC este ignorat deoarece
Consultati Figura 3. amplificarea tintei de C. difficile poate concura cu acest control.
e Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

Toxigenic C. diff POZ.; | Sunt detectate secvente de ADN tinta de C. difficile care produce toxine si de
Toxina binara POZ; 027 prezumtiv.

?T?lei’gltlrE“ZcU(l:VI 1:;:,%23' e Toate tintele de C. difficile care produc toxine si de 027 prezumtiv (toxina B,

Binary Toxin POS, 027 toxina binara si deletia tcdC la nt 117) au valori Ct in intervalul valid si punct

PRESUMPTIVE POS) final peste setarea minima. . .
e SPC — NA (nu este cazul) (NA (not applicable)); SPC este ignorat deoarece
Consultati Figura 4. amplificarea tintei de C. difficile poate concura cu acest control.
e Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.
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Rezultat

Interpretare

Toxigenic C. diff NEG.,
Toxina binara POZ.,

027 NEG. (Toxigenic C.

diff NEG, Binary Toxin
POS, 027 NEG)

Consultati Figura 5.

Nu sunt detectate secventele genei toxinei C. difficile; cu toate acestea, este
detectata o alta tintd de ADN (gena toxinei binare) si are o valoare Ct in
intervalul valid si un punct final peste setarea minima. Semnificatia clinica a
izolatelor doar de toxina binara pozitive nu a fost inca determinata.

e SPC — NA (nu este cazul) (NA (not applicable)); SPC este ignorat deoarece
amplificarea tintei de C. difficile poate concura cu acest control.

e Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

Toxigenic C. diff NEG.,
Toxina binara NEG.,

027 NEG. (Toxigenic C.

diff NEG, Binary Toxin
NEG, 027 NEG)

Consultati Figura 6.

Nu sunt detectate secventele de ADN tinta de C. difficile (gena toxinei B, gena
toxinei binare).

o Nu sunt detectate secventele genei de C. difficile care produce toxine (gena
toxinei B si gena toxinei binare); nu sunt detectate alte tinte de ADN pentru
C. difficile toxigenic (deletia tcdC la nt 117).

e SPC - REUSITA (PASS); SPC are un Ct in intervalul valid si punctul final
peste setarea minima.

e Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

NEVALID (INVALID)

Consultati Figura 7.

Prezenta sau absenta ADN-ului tinta de C. difficile nu poate fi determinata.
Repetati testul conform instructiunilor din Sectiunea 15. SPC nu indeplineste
criteriile de acceptare, proba nu a fost procesata corespunzator sau PCR este
inhibata.

e NEVALID (INVALID) — Prezenta sau absenta ADN-ului tinta de C. difficile nu
poate fi determinata.

e SPC - NEREUSITA (FAIL) — rezultatul tinta al SPC este negativ, iar
valoarea Ct a SPC nu se afla in intervalul valid si punctul final este sub
setarea minima.

e Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

EROARE (ERROR)

Prezenta sau absenta ADN-ului tintd de C. difficile nu poate fi determinata.
Repetati testul conform instructiunilor din Sectiunea 15. Controlul verificarii
sondei a esuat, probabil din cauza umplerii necorespunzétoare a eprubetei
de reactie, a detectarii unei probleme de integritate a sondei sau a depasirii
limitelor maxime de presiune.

Toxina B - FARA REZULTAT (NO RESULT)

Toxina binara - FARA REZULTAT (NO RESULT)

Deletia tcdC la nt 117 - FARA REZULTAT (NO RESULT)
*SPC — FARA REZULTAT (NO RESULT)

Verificarea sondei — NEREUSITA (FAIL)*; toate sau unul dintre rezultatele
verificarii sondei au/a esuat.

* Daca verificarea sondei a reusit, eroarea este cauzata de o defectiune a unei
componente a sistemului.

FARA REZULTAT (NO
RESULT)

Prezenta sau absenta ADN-ului tinta de C. difficile nu poate fi determinata.
Repetati testul conform instructiunilor din Sectiunea 15. Au fost colectate date
insuficiente pentru a genera un rezultat al testului (de exemplu, operatorul a
oprit un test Tn timp ce era in curs de desfasurare).

Toxina B (tcdB) - FARA REZULTAT (NO RESULT)

Toxina binara (cdt) - FARA REZULTAT (NO RESULT)
tcdCA117 - FARA REZULTAT (NO RESULT)

SPC — FARA REZULTAT (NO RESULT)

Verificarea sondei — NA (nu este cazul) (NA (not applicable))

10 Xpert® C. difficile BT
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Nota

Ecranele prezentate in aceasta sectiune (Figura 2, Figura 3, Figura 4, Figura 5, Figura 6 si Figura 7) provin dintr-un
GeneXpert Dx System pe care ruleaza software-ul GeneXpert Dx.
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Figura 4. Exemplu de rezultate Toxigenic C. diff pozitiv, Toxina binara pozitiv si 027 prezumtiv pozitiv
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Figura 5. Exemplu de rezultate Toxigenic C. diff negativ, Toxina binara pozitiv si 027 negativ
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14 Motive pentru repetarea testului

Daca apare oricare dintre rezultatele testului mentionate mai jos, repetati testul o datd conform instructiunilor din Sectiunea

15.

Un rezultat NEVALID (INVALID) indicé faptul ca SPC a esuat. Proba nu a fost procesata corespunzator sau PCR a fost
inhibata.

Un rezultat EROARE (ERROR) indica faptul ca controlul de verificare a sondei poate a esuat, iar testul a fost anulat,
posibil din cauza unei eprubete de reactie umpluta incorect, s-a detectat o problema de integritate a sondei cu reactiv sau
deoarece s-a depasit limita maxima de presiune sau s-a detectat o eroare de pozitionare a valvei.

Un mesaj FARA REZULTAT (NO RESULT) indici faptul ci au fost colectate date insuficiente. De exemplu,
operatorul a oprit un test care era in desfasurare.

15 Procedura de retestare

Pentru retestare in termen de 3 ore de la un rezultat nedeterminat, utilizati un cartus nou (nu reutilizati cartusul) si reactivi
noi.

1.
2.

4.

Scoateti un cartus nou din trusa.

Transferati tot continutul ramas din compartimentul pentru proba intr-un flacon cu reactiv pentru proba nou folosind o
pipetd de transfer de unica folosinta.

Centrifugati si addugati intregul continut al flaconului cu reactiv pentru proba in compartimentul pentru proba al
cartusului nou Xpert C. difficile .

Inchideti capacul si incepeti noul test.

Pentru retestare dupa 3 ore de la un rezultat nedeterminat, repetati testul cu o noud proba de tampon din specimenul original
al pacientului.

16 Limitari

Izolatele non-027 reprezenténd tipul de toxind XIV vor fi raportate ca fiind Toxigenic C. diff POZ.; Toxina binara
POZ.; 027 PREZUMTIV POZ. (Toxigenic C. diff POS; Binary Toxin POS; 027 PRESUMPTIVE POS)
folosind testul Xpert C. difficile BT.

Toxigenic C. diff NEG.; Toxina binara POZ.; 027 PREZUMTIV NEG. (Toxigenic C. diff NEG; Binary Toxin
POS, Presumptive 027 NEG) de citre Xpert C. difficile BT poate adaposti gena toxinei B si/sau deletia tcdC sub
LoD a testului.

Ocazional, izolatele non-027 reprezentand tipurile de toxina IV, V si X vor fi raportate ca fiind Toxigenic C. diff
POZ.; Toxina binara POZ.; 027 PREZUMTIV POZ. (Toxigenic C. diff POS; Binary Toxin POS; 027
PRESUMPTIVE POS) folosind testul Xpert C. difficile BT.

Performanta testului Xpert C. difficile BT a fost validata utilizand numai procedurile furnizate in acest prospect.
Modificarile aduse acestor proceduri pot altera performanta testului.

Rezultatele testului Xpert C. difficile BT trebuie interpretate impreuna cu alte date de laborator si clinice disponibile
clinicianului.

Pot apérea rezultate eronate ale testului ca urmare a colectarii incorecte a specimenelor; a nerespectarii procedurilor
recomandate pentru colectarea, manipularea si depozitarea probelor; a unei erori tehnice; a amestecarii probelor; sau
din cauza ca numarul organismelor din specimen este prea mic pentru a fi detectat de test. Este necesara respectarea cu
atentie a instructiunilor din acest prospect pentru a evita rezultatele eronate.

Din cauza factorului de diluare asociat cu procedura de retestare, este posibil ca specimenele pozitive pentru C. difficile
foarte aproape sau la limita de detectie (LoD) a testului Xpert C. difficile BT sa duca la un rezultat fals negativ la
retestare.

Inhibarea testului Xpert C. difficile BT a fost observata in prezenta urmatoarelor substante: Pasta de oxid de zinc si
cremi Vagisil®.

Focarele de CDI pot fi cauzate de alte tulpini decat 027.

Rezultatele fals negative pot aparea atunci cand organismul infectant are mutatii genomice, insertii, deletii sau rearanjari
sau cand se efectueaza foarte devreme in cursul bolii.

Rezultatele pozitive obtinute la pacientii imunocompromisi pot reflecta transportul asimptomatic al C. difficile.
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e Detectarea acidului nucleic de C. difficile in scaune confirma prezenta organismelor la pacienti cu diaree, dar nu poate
indica faptul ca C. difficile este cauza diareii.
Caracteristicile de performanta nu au fost stabilite la pacientii cu varsta <2 ani.
Mutatii sau polimorfisme in regiunile de legare ale amorsei sau sondei pot afecta detectarea tipurilor de C. difficile tinta,
ducand la un rezultat fals negativ.

17 Valori preconizate

in studiul clinic privind testul Xpert C. difficile BT, au fost incluse in total 2293 de specimene de scaun neformate din 7
centre din Statele Unite si Canada. Numarul si procentul de cazuri de toxigenic C. difficile pozitive dupa culturd, calculate in
functie de varsta si sex, sunt prezentate in tabelele de mai jos.

Tabelul 2. Prevalenta observati a Toxigenic C. difficile dupa grupa de varsta®

Grupi de Prevalenta Toxigenic Prevalenta

1pa C N C. difficile (include NI Prevalenta tulpinii 027

varsta . toxinei binare ’
tulpina 027)

2-5 16 37,5% (6/16) 12,5% (2/16) 12,5% (2/16)

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 Prevalenta pe baza rezultatelor Xpert.

Tabelul 3. Prevalenta observata a Toxigenic C. difficile dupa sex®

Prevalenta Toxigenic Prevalenta
Sex N C. difficile (include PRI Prevalenta tulpinii 027
. toxinei binare ;
tulpina 027)
Masculin 1072 18,2% (195/1072) 6,3% (68/1072) 5,0% (54/1072)
Feminin 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 Prevalenta pe baza rezultatelor Xpert.

18 Caracteristici de performanta

18.1 Performanta clinica

Caracteristicile de performanta ale testului Xpert C. difficile BT au fost determinate intr-un studiu de investigatie prospectiv
multi-centric la 7 institutii din SUA si Canada, prin compararea testului Xpert C. difficile BT cu cultura de referinta, urmata
de testarea CCCN pe izolate si determinarea tipului de tulpind pe tulpini toxigene prin ribotipare PCR.

Subiectii au inclus indivizi a caror ingrijire de rutina a necesitat testarea pentru C. difficile. O portiune din fiecare specimen
de scaun neformat ramas a fost obtinuta pentru testare cu testul Xpert C. difficile BT. Specimenul 1n exces ramas a fost
trimis la un laborator central pentru cultura de referinta si testarea citotoxinei B. Fiecare specimen de scaun a fost inoculat
pe placd directd de cicloserina-cefoxitina-fructoza-agar (CCFA-D) si bulion de cicloserina cefoxitina manitol cu taurocolat
lizozima cisteina (CCMB-TAL). Dupa 24 de ore CCMB-TAL a fost subcultivat pe o a doua placa CCFA-E (CCFA
imbogatitd). Aceastd metodad de culturd imbogatita direct este denumita in continuare ,,culturd de referinta”.
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Daca C. difficile a fost izolat de pe placa CCFA-D si izolatul a fost pozitiv cu testul CCCN, specimenul a fost clasificat ca
fiind ,,toxigenic C. difficile pozitiv” si placa CCFA-E nu a fost analizata in continuare. Dacé nu a fost izolat C. difficile de pe
placa CCFA-D sau daca izolatul a fost negativ cu testul CCCN celular, placa CCFA-E a fost analizata in continuare.

Dacéa CCFA-E a fost pozitiva pentru C. difficile si izolatul a fost pozitiv pentru testul CCCN, specimenul a fost clasificat ca
fiind ,,toxigenic C. difficile pozitiv”. Specimenul a fost raportat ca fiind ,,negativ’’ daca CCFA-E a fost negativa pentru C.
difficile sau s-a constatat cd izolatul este negativ cu testul CCCN.

Dupa testarea culturii de referinta, izolatele de toxigenic C. difficile pozitive au fost trimise catre un al doilea set de
laboratoare de referinta pentru identificarea tulpinii prin ribotipare PCR.

Performanta testului Xpert C. difficile BT a fost calculata in raport cu rezultatele culturii directe cu determinare a tipului de
tulpina si ale culturii de referintd cu determinare a tipului de tulpina.

18.2 Rezultate generale

in total 2293 de specimene au fost testate cu testul Xpert C. difficile BT, culturi si determinare a tipului de tulpini.

18.2.1 Rezultate de performanta vs. cultura directa

Comparativ cu cultura directa cu ribotipare PCR, testul Xpert C. difficile BT a demonstrat o sensibilitate si o specificitate
pentru toxigenic C. difficile de 98,78% si, respectiv, de 90,86%. Testul Xpert C. difficile BT a demonstrat, de asemenea, un
acord pozitiv de 100% si un acord negativ de 97,70% pentru 027 (consultati tabelul de mai jos).

Tabelul 4. Performanta testului Xpert C. difficile BT vs. cultura directa si ribotiparea PCR

Cultura directa si ribotiparea 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 BT®

NEG 0 3 1860 1863

Total 74 171 2047 22922

Toxigenic C. difficile Toxigenic C. difficile | 027

Sensibilitate: 98,78% (242/245)
Specificitate: 90,86% (1860/2047)
Precizie: 91,71% (2102/2292)
VPP¢: 56,41% (242/429)
VPN¢d: 99,84% (1860/1863)

Acord pozitiv: 100% (74/74)

Acord negativ:
97,70% (2167/2218)

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

a. In cazul unui izolat nu s-a putut determina tipul din cauza contaminarii: acest specimen nu este inclus in statisticile de
performanta.

b. Rezultatele Xpert afisate sunt pentru prima sau a doua incercare. Aproximativ 3,2% dintre specimene au fost
nedeterminate la prima incercare.

¢. Valoare predictiva pozitiva

d. Valoare predictiva negativa
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18.2.2 Performanta vs. cultura de referinta

Comparativ cu cultura de referinta cu ribotipare PCR, testul Xpert C. difficile BT a demonstrat o sensibilitate si o
specificitate pentru C. difficile toxigenic de 93,39% si, respectiv, de 94,02%. Testul Xpert C. difficile BT a demonstrat, de

asemenea, un acord pozitiv de 98,89% si un acord negativ de 98,36% pentru 027 (consultati Tabelul 5).

Tabelul 5. Performanta testului Xpert C. difficile BT vs. cultura de referinta si ribotiparea PCR

Cultura de referinta si ribotiparea PCR

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

Toxigenic C. difficile

Toxigenic C. difficile | 027

Sensibilitate: 93,39% (311/333)
Specificitate: 94,02% (1841/1958)
Precizie: 93,93% (2152/2291)

VPP®: 72,66% (311/428)
VPNC: 98,82% (1841/1863)

Acord pozitiv: 98,89% (89/90)

Acord negativ:
98,36% (2165/2201)

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

a Rezultatele Xpert afisate sunt pentru prima sau a doua incercare. Aproximativ 3,2% dintre specimene au fost nedeterminate la

prima incercare.

b Tn cazul a 2 izolate nu s-a putut determina tipul din cauza contaminarii: aceste specimene nu sunt incluse in statisticile de

performanta.
¢ Valoare predictiva pozitiva.

d  Valoare predictiva negativa.

18.2.3 Rezumat

Tabelul de mai jos prezintd numarul total de specimene pentru fiecare rezultat diferit al testului din cele 2293 de specimene

incluse in analiza datelor de performanta clinica.

Tabelul 6. Performanta generala a testului Xpert C. difficile BT

Rezultat test N
Toxigenic C. diff POZ.; Toxina binara NEG.; 027 NEG. (Toxigenic C. diff POS; Binary Toxin NEG; 027 NEG) 272
Toxigenic C. diff POZ.; Toxina binara POZ.; 027 NEG. (Toxigenic C. diff POS; Binary Toxin POS; 027 NEG) 36
Toxigenic C. diff POZ.; Toxina binara POZ.; 027 PREZUMTIV POZ. (Toxigenic C. diff POS, Binary Toxin POS, 027 122
PRESUMPTIVE POS)
Toxigenic C. diff NEG.; Toxina binara POZ.; 027 NEG. (Toxigenic C. diff NEG; Binary Toxin POS; 027 NEG) 72
Toxigenic C. diff NEG.; Toxina binara NEG.; 027 NEG. (Toxigenic C. diff NEG; Binary Toxin NEG; 027 NEG) 1856
Total 2293

a In teste suplimentare, s-a aratat ca 4 din 7 tulpini addpostesc gena toxinei B.
16 Xpert® C. difficile BT
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18.2.4 Utilizarea antibioticelor

Dintre cele 2293 de cazuri incluse in setul de date principal, utilizarea antibioticelor in decurs de 2 luni inainte de colectarea
probelor a fost raportata pentru 1630 de subiecti si nu s-a confirmat utilizarea antibioticelor pentru 570 de subiecti; pentru
93 de cazuri, starea utilizdrii antibioticelor nu a fost cunoscuta. Utilizarea antibioticelor nu a cauzat o diferentd semnificativa
din punct de vedere statistic in performanta testului.

- o

19 Performanta analitica

19.1 Specificitate analitica

S-au efectuat 2 studii pentru a determina specificitatea analitici a testului Xpert C. difficile. in primul studiu, au fost incluse
tulpini legate filogenetic de Clostridium difficile sau cele potential intalnite in flora intestinala a pacientilor. S-au colectat,
cuantificat si testat 55 de tulpini folosind testul Xpert C. difficile BT. Tulpinile provin din Colectia americana de culturi tip
(ATCC), Colectia de culturi a Universitatii din G6teborg (CCUG), Colectia germana de microorganisme si culturi de celule
(DSMZ), Centrele pentru Controlul si Preventia Bolilor (CDC), Institutul de Sanatate Publica, Maribor, Slovenia si Institutul
suedez pentru controlul bolilor infectioase (SMI).

Dintre speciile bacteriene care au fost testate, au fost incluse 10 tulpini de C. difficile non-toxigenic si 11 specii de
Clostridium non-difficile. Organismele testate au fost identificate ca fiind fie Gram pozitive (37), fie Gram negative (18).
Organismele au fost in continuare clasificate ca acrobe (24), anaerobe (29) sau microaerobe (2).

Fiecare tulpina a fost testatd in triplicat la concentratii cuprinse intre 1,1x108 si 2,2x1010 CFU/tampon. In cadrul studiului au
fost incluse controale pozitive si negative. In conditiile acestui studiu, toate izolatele au fost raportate ca fiind Toxigenic C.
diff NEGATIV; 027-NAP1-Bl PREZUMTIV NEG (Toxigenic C. diff NEGATIVE; 027-NAP1-Bl PRESUMPTIVE
NEG) (consultati Tabelul 6). Specificitatea analitica a fost de 100%.

in al doilea studiu, s-a analizat o serie suplimentara de specii de Clostridium non-difficile pentru a demonstra specificitatea
testului pentru toxina binara. Specificitatea testului Xpert C. difficile BT a fost determinata cu 92 de specii de Clostridium
non-difficile enumerate in Tabelul 7. Au fost incluse, de asemenea, ca si controale 7 tulpini de Clostridium difficile (5 din
ribotipul 027 PCR si 2 din ribotipul 078 PCR). Fiecare tulpind a fost testatd la aproximativ ~2 unitati McFarland.

In conditiile studiului, toate izolatele au fost raportate ca fiind Toxigenic C. diff NEG.; Toxina binara NEG.; 027
NEG. (Toxigenic C. diff NEG; Binary Toxin NEG; 027 NEG) (consultati Tabelul 7). Specificitatea analitica a fost de
100%.

Tabelul 7. Rezultatele studiului privind specificitatea genei toxinei binare

Gena Specii Numar testat Toxina A/B Toxina binara
Clostridium aldenense 2 neg. neg.
Clostridium asemanatoare 2 neg. neg.

aminovalericum
Clostridium baratii 2 neg. neg.
Clostridium bartletti 1 neg. neg.
Clostridium bifermentans 2 neg. neg.
Clostridium bolteae 2 neg. neg.
Clostridium butyricum 2 neg. neg.
Clostridium cadaveris 2 neg. neg.
Clostridium celerecrescens 2 neg. neg.
Clostridium citroniae 2 neg. neg.
Clostridium clostridioforme 2 neg. neg.
Clostridium cochlearium 1 neg. neg.
Clostridium colicanis 2 neg. neg.
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Gena Specii Numar testat Toxina A/B Toxina binara
Clostridium disporicum 1 neg. neg.
Clostridium fallax 2 neg. neg.
Clostridium glycolicum 2 neg. neg.
Clostridium hastiforme 1 neg. neg.
Clostridium hathewayi 2 neg. neg.
Clostridium hylemonae 2 neg. neg.
Clostridium innocuum 2 neg. neg.
Clostridium lactatifermentans 2 neg. neg.
Clostridium lavalense 1 neg. neg.
Clostridium limosum 2 neg. neg.
Clostridium mangenotii 1 neg. neg.
Clostridium asemaénatoare 1 neg. neg.

mayombei

Clostridium novyi 2 neg. neg.
Clostridium paraputrificum 2 neg. neg.
Clostridium perfringens 2 neg. neg.
Clostridium perfringens tip E 3 neg. neg.
Clostridium ramosum 2 neg. neg.
Clostridium sardiniense 1 neg. neg.
Clostridium scindens 2 neg. neg.
Clostridium septicum 2 neg. neg.
Clostridium sordellii 2 neg. neg.
Clostridium specii 19 neg. neg.
Clostridium spiroforme 1 neg. neg.
Clostridium sporogenes 2 neg. neg.
Clostridium grup subterminal 3 neg. neg.
Clostridium symbiosum 2 neg. neg.
Clostridium tertium 2 neg. neg.
Clostridium tetani 1 neg. neg.
Clostridium xylano/aerotolerans 1 neg. neg.
Clostridium difficile RT 027 5 + +

Clostridium difficile RT 078 2 + +

Toate izolatele care contin toxine non-binare au fost negative cu testul Xpert C. difficile BT.
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19.2 Sensibilitate analitica

S-au efectuat studii pentru a determina intervalele de incredere de 95% pentru limita analitica de detectie (LoD) a C.
difficile diluat intr-o matrice fecald de origine umana care poate fi detectata de testul Xpert C. difficile BT. Matricea fecala
a constat din fecale lichide umane (C. difficile negativ cu testul Xpert C. difficile BT) diluate in PBS cu 15% glicerol.

LoD este definita drept cel mai mic numar de unitati formatoare de colonii (UFC) per tampon care poate fi distins in mod
reproductibil din probele negative, cu o incredere de 95%.

S-au evaluat replicate de 20 la fiecare concentratie de C. difficile testata (UFC/tampon) pentru 7 tulpini diferite de C. difficile
reprezentand tipurile de toxina 0 (doua tulpini), III (doua tulpini), IV, V si VIII (una din fiecare tulpina).

Intervalele de estimare si de incredere au fost determinate folosind regresia logistica cu date (numarul de rezultate pozitive
per numar de replicate la fiecare nivel) din intervalul de UFC testat. Intervalele de incredere au fost determinate folosind
estimari de maxima probabilitate pe parametrii modelului logistic utilizind matricea esantion ampla de varianta-covarianta.
Estimdrile punctului LoD si intervalele de incredere de 95% superior si inferior pentru fiecare tip de toxina de C. difficile
testat sunt rezumate in tabelul de mai jos.

Tabelul 8. Intervale de incredere de 95% pentru LoD analitica - C. difficile

Identificator tulpina Tip de toxina LoDgse, (CFU/ 11 95% inferior 11 95% superior
tampon)
VPI 10463 (CCUG19126) 0 255 190 632
90556-M6S (ATCC9689) 0 460 419 587
LUMC-1 (027)° 11 23 19 31
LUMC-5 (027)2 i 75 45 176
LUMC-7 \Y 45 34 104
LUMC-6 VI 60 50 74
9101 Xl 41 34 49

a  Prin ribotipare PCR

Rezultatele acestui studiu indica faptul ca testul Xpert C. difficile BT genereaza un rezultat pozitiv pentru C. difficile 95%
din timp pentru o proba de scaun care contine 460 UFC/tampon si un rezultat prezumtiv pozitiv pentru o tulpind 027 95%
din timp pentru un tampon care contine 75 UFC.

In plus fatd de determinarea LoD, au fost testate 18 tulpini de C. difficiule reprezentand tipurile de toxini 0 plus 12 variante
de tipuri de toxina, inclusiv patru izolate 027 ale tipului de toxina III, folosind testul Xpert C. difficile BT. Tulpinile de C.
difficile au fost selectate pentru a reprezenta pe larg majoritatea tipurilor de toxinad de C. difficile intlnite in practica. Au
fost preparate culturi stoc prin suspendarea cresterii bacteriene din placile de agar in tampon PBS continand 15% glicerol.
Concentratia fiecarui stoc a fost ajustata la 1,4-5,9 unitati McFarland. Toate tulpinile au fost diluate in serie la aproximativ
900 UFC/tampon si testate in triplicat.

In conditiile acestui studiu, testul Xpert C. difficile BT a identificat corect toate cele 18 tulpini testate ca fiind Toxigenic
C. diff POZ. (Toxigenic C. diff POS). In grup au fost incluse 8 tipuri de toxina raportate a fi pozitive si pentru productia
de toxina binard (CDT). Toate au fost pozitive pentru CDT folosind testul Xpert C. difficile BT. Toate cele 4 izolate

027 reprezentand tipul de toxina III au fost identificate corect ca fiind Toxigenic C. diff POZ.; Toxina binard POZ.; 027
PREZUMTIV POZ. (Toxigenic C. diff POS; Binary Toxin POS; 027 PRESUMPTIVE POS).

Sapte izolate de C. difficile ale ribotipului PCR 033 si 3 izolate suplimentare de C. difficile ale ribotipului PCR aferent care
au fost negative pentru tcdA si tcdB, dar care au produs toxina binard (CDT)?2 au fost testate cu testul Xpert C. difficile BT.
Toate cele 10 izolate au generat rezultate pozitive numai pentru toxina binard (consultati Tabelul 9), confirmand capacitatea
testului de a detecta izolate care reprezinta toxina A-, toxina B-, toxina binara +).
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Tabelul 9. Testarea organismelor care produc numai toxina
binara (toxina A-, toxina B) cu testul Xpert C. difficile BT

Microorganism | Identificator Ribotip PCR Rezultat test
tulpina

C. difficile CD12-066 033 Toxigenic C. diff NEG.; Toxina
binara POZ.; 027 NEG.

C. difficile CD12-203 033 Toxigenic C. diff NEG.; Toxina
binara POZ.; 027 NEG.

C. difficile CD13-022 033 Toxigenic C. diff NEG.; Toxina
binara POZ.; 027 NEG.

C. difficile 06-08-02 033 Toxigenic C. diff NEG.; Toxina
binara POZ.; 027 NEG.

C. difficile 06-20-01 033 Toxigenic C. diff NEG.; Toxina
binara POZ.; 027 NEG.

C. difficile NTO77 033 Toxigenic C. diff NEG.; Toxina
binara POZ.; 027 NEG.

C. difficile Al-0016 238 Toxigenic C. diff NEG.; Toxina
binara POZ.; 027 NEG.

C. difficile WA-0012 239 Toxigenic C. diff NEG.; Toxina
binara POZ.; 027 NEG.

C. difficile ES-0145 288 Toxigenic C. diff NEG.; Toxina
binara POZ.; 027 NEG.

C. difficile R-0010 033 Toxigenic C. diff NEG.; Toxina
binara POZ.; 027 NEG.

19.3 Studiu privind substantele interferente

Douazeci si unu (21) de substante biologice si chimice utilizate ocazional sau gasite in specimenele de scaun au fost testate
pentru interferenta cu testul Xpert C. difficile BT. Substantele potentiale interferente includ, dar nu se limiteaza la, crema

Vagisil si pasta de oxid de zinc (consultati sectiunea 16, Limitari). Cele 19 substante enumerate in tabelul de mai jos nu au
prezentat interferente detectabile cu testul Xpert C. difficile BT.

Tabelul 10. Substante testate si care nu prezinta interferente cu testul

Substanta

Substanta

Sange integral

K-Y Jelly/Gelée®

Karolinska University Hospital McNeil-PPC

Mucina (porcina) Vaselina

Sigma Unilever

Kaopectat® Dulcolax®

Chattem Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals
Immodium® Servetele portabile Preparation H
McNeil-PPC Wyeth Consumer Healthcare

Pepto-Bismol®

Proctor & Gamble

Folie contraceptiva vaginala (VCF)

Apothecus Pharmaceutical
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Substanta

Substanta

Preparation H®

Wyeth Consumer Healthcare

Vancomicina

Fluka

Fleet®

CB Fleet Company

Metronidazol

Actavis

Grasimi fecale

Karolinska University Hospital

Anusol® Plus

TM Warner-Lambert Company

Monistat®

McNeil-PPC

Sulfat de bariu de Tnalta densitate pentru suspensie

E-Z HDTM
E-Z EM Canada

Crema de hidrocortizon

Longs Drugs
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20 Reproductibilitate

A fost testat un grup de 7 specimene cu concentratii variabile de toxigenic C. difficile si C. difficile ribotipul 027 in 10 zile
diferite de catre 2 operatori diferiti la fiecare dintre cele 3 centre (7 specimene x 2 operatori/zi x 10 zile x 3 centre). A fost
utilizat un lot al testului Xpert C. difficile BT la fiecare dintre cele 3 centre de testare. Testele Xpert C. difficile BT au fost
efectuate conform procedurii de testare Xpert C. difficile BT. Rezultatele sunt rezumate in urmatoarele doua tabele de mai

jos.
Tabelul 11. Rezumatul rezultatelor privind reproductibilitatea (toate)
Acord procentual ? Acord
. procentual
ID-ul probei total dupi
Centrul1 | Centrul2 | Centrul3 | ‘Ot cupa
proba
. 100% 100% 100% 100%
Negativ
(20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
. e . . 100% 100% 100% 100%
Toxigenic C. difficile puternic negativ
(20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
100% 85% 85% 90%
Toxigenic C. difficile slab pozitiv ° ° ° °
(20/20) (17/20) (17/20) (54/60)
N e " 100% 100% 100% 100%
Toxigenic C. difficile moderat pozitiv
(20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
Toxigenic C. difficile ribotipul 027 puternic 100% 100% 100% 100%
negativ (20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
100% 95% 95% 96,7%
Toxigenic C. difficile ribotipul 027 slab pozitiv ° ° ° °
(20/20) (19/20) (19/20) (58/60)
Toxigenic C. difficile ribotipul 027 moderat 100% 100% 100% 100%
pozitiv (20/20) (20/20) (20/20) (60/60)
. . 100% 97,1% 97,1% 98,1%
Acord procentual total in functie de centru
(140/140) (136/140) (136/140) (412/420)

a Pentru probele negative si puternic negative, acordul procentual = (nr. de rezultate negative/total probe rulate); pentru probe slab
si moderat pozitive, acord procentual = (nr. de rezultate pozitive/total probe rulate).

Tabelul 12. Rezumatul rezultatelor valorii Ct in functie de nivelul probei si sonda

SPC
Nivel Ave StdDev cv
Toxigenic C. diff puternic neg. 32,17 0,59 1,83%
Toxigenic C. diff slab poz. 32,14 0,53 1,66%
Toxigenic C. diff mod. poz. 31,98 0,47 1,47%
027 puternic neg. 32,11 0,65 2,03%
027 slab poz. 31,93 0,72 2,26%
027 mod. poz 31,96 0,61 1,90%
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Neg. 32,26 0,72 2,22%
tcdB (Toxina B)
Nivel Ave StdDev cv
Toxigenic C. diff puternic neg. 39,59 0,70 1,77%
Toxigenic C. diff slab poz. 35,88 0,81 2,24%
Toxigenic C. diff mod. poz. 32,17 0,45 1,39%
027 puternic neg. 39,11 0,98 2,50%
027 slab poz. 35,49 0,58 1,65%
027 mod. poz 32,10 0,63 1,97%

A fost testat un grup suplimentar de 6 specimene, 3 negative si 3 toxigenic C. difficile puternic negative, in 5 zile diferite
de catre 2 operatori diferiti la fiecare dintre cele 3 centre (6 specimene x 2 operatori/zi x 5 zile x 3 centre). Specimenele
puternic negative au fost preparate la o concentratie sub LoD astfel incét s-a asteptat sd dea un rezultat negativ 20 pana la

80% din timp. A fost utilizat un lot al testului Xpert C. difficile BT la fiecare dintre cele 3 centre de testare. Testele Xpert C.
difficile BT au fost efectuate conform procedurii de testare Xpert C. difficile BT. Rezultatele sunt rezumate in tabelul de mai

jos.

Tabelul 13. Rezumatul rezultatelor privind reproductibilitatea pentru specimenele suplimentare

Acord procentual ? Acord
ID-ul probei procentual
Centrul 1 Centrul 2 Centrul 3 total dl{pa
proba
i 100% 100% 100% 100%
Negativ
(30/30) (30/30) (30/30) (90/90)
b 60% 60% 53,3% 57,8%
Toxigenic C. difficile puternic negativ
(18/30) (18/30) (16/30) (52/90)

a  (nr. de rezultate negative / total probe puternic negative rulate)
b Acord preconizat de 20-80% pentru proba puternic negativa
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22 Locatiile sediului central al Cepheid

Sediul central

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

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

Sediul din Europa

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

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

23 Asistenta tehnica

inainte sa ne contactati
Colectati urmatoarele informatii Inainte de a contacta Asistenta tehnica Cepheid:

Denumire produs

Numar lot

Numar de serie al instrumentului

Mesaje de eroare (daca exista)

Versiunea software si, daca este cazul, numarul etichetei serviciului computerizat

Asistenta tehnica Statele Unite
Telefon: + 1 888 838 3222 E-mail: techsupport@cepheid.com

Asistenta tehnica Franta
Telefon: + 33 563 825 319 E-mail: support@cepheideurope.com

Informatiile de contact pentru toate birourile de Asistenta tehnica Cepheid sunt disponibile pe site-ul nostru web:
www.cepheid.com/en/support/contact-us.
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24 Tabel de simboluri

Simbol

Semnificatie

REF

Numar de catalog

IVD

Dispozitiv medical de diagnosticare in vitro

&

A nu se reutiliza

LOT

Cod lot

Consultati instructiunile de utilizare

Atentie

Producator

Tara de fabricatie

Contine suficient pentru n teste

L

Control

Data de expirare

Marcaj CE — Conformitate Europeana

kng@@gyi}
o

Limitarea temperaturii

Riscuri biologice

Avertizare

REP

Reprezentant autorizat in Elvetia

INE

Importator
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il

Cepheid AB
Rontgenvigen 5
SE-171 54 Solna,
Sweden

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH

Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil

CH-8800
Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH

Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil

CH-8800
Switzerland

wvb|C €

25 Istoricul revizuirilor

:301-6190-RO, Rev. D la Rev. E

Sectiunea Descrierea modificarii
Sensibilitate S-a corectat eroarea din sectiunea ,Sensibilitate analitica”.
analitica

Tabel de simboluri

S-a corectat eroarea din sectiunea , Tabel de simboluri”.
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