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Utilizacao pretendida
O Check-Direct CPE for BD MAX™ é um teste de diagndstico qualitativo in vitro para a rapida detecdo dos genes de
carbapenemases em Enterobacteriaceae. Este teste destina-se a ser utilizado em culturas de bactérias provenientes
de amostras clinicas. O Check-Direct CPE deteta a presenca dos genes de carbapenemases KPC, NDM, VIM e OXA-48,
atualmente a principal causa da producdo de carbapenemases em Enterobacteriaceae. O ensaio utiliza o sistema
BD MAX™ para a extracdo de ADN e, posteriormente, PCR em tempo real utilizando os reagentes fornecidos em
conjunto com reagentes universais e descartdveis para o sistema BD MAX™. O Check-Direct CPE para o BD MAX™
pode ser usado como meio auxiliar para identificar, prevenir e controlar Enterobacteriaceae produtoras de
carbapenemases que colonizam pacientes em instalacdes de cuidados de satide. O Check-Direct CPE for BD MAX™
nao se destina ao diagndstico de infecdes com Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases nem a orientar ou
monitorizar o tratamento destas infecOes. Sdo necessarias culturas paralelas para recuperar microrganismos para
tipagem epidemioldgica, testes de sensibilidade e identificagdo confirmatdria adicional.

Introdugdo e principio do método

A emergéncia a nivel mundial e a disseminagdo da resisténcia a carbapenemes entre Enterobacteriaceae é uma séria
ameaca para a saude publica. Estes organismos estdo associados a elevadas taxas de mortalidade e tém o potencial
para se disseminarem amplamente. A causa mais comum de resisténcia a carbapenemes em Enterobacteriaceae é a
expressao de carbapenemases, ou seja, Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases ou CPE. As CPE tém uma
resisténcia elevada ou total a carbapenemes e a maioria dos outros antibiéticos B-lactamicos. Atualmente, a grande
maioria das CPE estdo associadas a presenga de uma das seguintes carbapenemases codificadas num plasmideo: KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase), VIM (Verona metalo-beta-lactamase codificada por integrons), NDM (Nova
Deli metalo-beta-lactamase) ou OXA-48 (Oxacillinase-48). Além disso, muitas vezes as CPE tém outros determinantes
de resisténcia a ndo-B-lactamicos, resultando em isolados resistentes a multiplos farmacos e pan-resistentes.

O Check-Direct CPE é um ensaio multiplex de PCR em tempo real para a detecdo dos genes de carbapenemases KPC,

OXA-48, NDM e VIM. O ensaio baseia-se no reconhecimento especifico e amplificagdo de sequéncias alvo por PCR e a
detegdo simultanea da acumulagdo de produtos de amplificacdo de PCR com sondas de ADN fluorescentes. Para

os KPC, VIM, OXA-48 e NDM existem muitas variantes de genes e o Check-Direct CPE foi concebido para detetar com

fiabilidade todas as variantes. O Check-Direct CPE for BD MAX™ emprega cinco sondas fluorescentes diferentes

e permite a detec¢do e a discriminagao dos 4 genes de carbapenemases e do SPC alvo de controlo, que monitoriza

a extracdo de ADN e a amplificacdo de PCR.

Conteudo do kit (para 24 reagoes)

‘ Componentes (n.2 de mat.) Descricdo
Tubos de reagentes de CPE (9-0062) 24 tubos selados (selo roxo)
Controlo positivo de CPE (9-0060) 1 tubo (tampa roxa) 100 pl
Manual do utilizador (9-0079) Folheto informativo — transferir do website

Materiais necessarios mas nao fornecidos com o kit

‘ Consumiveis Equipamento
. BD MAX™ ExK DNA-1 Extraction Kit (ref.: 442818) . Instrumento de PCR em tempo
. BD MAX™ DNA MMK Master Mix (ref.: 442848) real: Sistema BD MAX™, versdo
. BD MAX™ PCR Cartridges (ref: 437519) do software 4.30B ou superior
. Bata/Luvas (sem pd) descartaveis de laboratério . Densitdometro adequado para
. Pipetas e pontas (com filtro) descartaveis para volumes de 10 até 1000 uL suspensodes bacterianas
. Soro fisioldgico (150 mM de NaCl ou 0,9% p/v de NaCl) ] Misturador Vortex
e Agua Milli-Q ou dgua bidestilada

Armazenamento e estabilidade

Os componentes do ensaio Check-Direct CPE for BD MAX™ s3o estaveis entre 2 a 25 °C até a data de validade indicada.
N3o utilize componentes apds o prazo de validade.

Os tubos de reagentes do Check-Direct CPE for BD MAX™ e controlo positivo s3o fornecidos numa bolsa selada. Para
proteger os reagentes da humidade, volte a selar imediatamente a bolsa depois de abrir. Os tubos de reagentes sao
estaveis durante um periodo maximo de 14 dias a 2-25 °C apés a abertura inicial e re-selagem da bolsa.
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Adverténcias e precaucgoes

0 ensaio Check-Direct CPE for BD MAX™ destina-se ao uso diagndstico in vitro.

Este produto apenas pode ser utilizado no Sistema BD MAX™.

N3o utilize o kit se o rétulo de seguranga da caixa exterior estiver partido.

N3o utilize os reagentes se as bolsas protetoras estiverem abertas ou danificadas quando fornecidas.

Feche as bolsas protetoras dos reagentes rapidamente com o fecho de correr apés cada utilizagdo. Elimine

a presenca excessiva de ar nas bolsas antes de selar.

Verifique se as tiras de reagentes apresentam niveis corretos de liquido (certifique-se de que os liquidos estdo
no fundo dos tubos).

Verifique se todas as pontas de pipeta estao presentes nas tiras de reagentes.

N3o retire o exsicante das bolsas de reagentes.

N3o utilize os reagentes se o exsicante ndo estiver presente ou estiver partido no interior das bolsas de reagentes.
N3do utilize os reagentes se a folha de aluminio estiver partida ou danificada.

N3o misture os reagentes de bolsas e/ou kits e/ou lotes diferentes.

N3o troque nem reutilize as tampas, dado que pode ocorrer contaminagao e comprometer os resultados do teste.
Tenha cuidado ao utilizar solugdes quimicas, visto que podem alterar a legibilidade dos cédigos de barras da
Mistura de reacgdo e do Tubo de extragéo.

N3o utilize reagentes e/ou materiais apds o prazo de validade.

Uma boa técnica de laboratdrio é essencial para o desempenho adequado deste ensaio. Em virtude da elevada
sensibilidade analitica deste teste, devera ser tomada extrema precaucdo para preservar a pureza de todos os
materiais e reagentes.

Para evitar a contamina¢do com amplificados, ndo desfaca os Cartuchos de PCR do BD MAX™ apds a utilizagdo. Os
vedantes nos Cartuchos de PCR do BD MAX™ destinam-se a impedir a contaminag3o.

A realizagdo do ensaio Check-Direct CPE for BD MAX™ fora dos intervalos de tempo recomendados pode produzir
resultados invdlidos. Os ensaios ndo realizados dentro dos intervalos de tempo especificados devem ser repetidos
com uma nova amostra.

Podem testar-se controlos adicionais de acordo com as orientagdes ou requisitos dos regulamentos locais,
nacionais e/ou comunitarios ou de organizacdes de acreditagdo.

Se forem realizados outros testes de PCR ou culturas no laboratério, deve ter-se o cuidado de assegurar que os
componentes do ensaio Check-Direct CPE for BD MAX™, todos os reagentes adicionais necessarios para o teste e
o Sistema BD MAX™ n3o est3o contaminados. Evite a contaminac¢do microbiana e por desoxirribonuclease
(DNase) dos reagentes em qualquer momento. As luvas devem ser substituidas antes de manusear reagentes

e cartuchos.

As amostras devem ser sempre manuseadas como se fossem infeciosas e de acordo com os procedimentos de
seguranca laboratorial, tais como os descritos no documento do CLSI M2911 e em Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories.

Utilize vestudrio protetor e luvas descartaveis durante o manuseamento de qualquer reagente.

Lave cuidadosamente as maos depois de realizar o teste.

N&o fume, ndo beba, ndo mastigue nem coma, em areas onde ocorre manuseamento de amostras e reagentes do kit.
Elimine os residuos e os reagentes ndo utilizados em conformidade com os regulamentos locais, nacionais e/ou
comunitdrios.

Consulte o Manual do utilizador do Sistema BD MAX™ para obter adverténcias, precaucdes e procedimentos
adicionais.

Leia o protocolo completo antes de iniciar o teste
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Instrugoes de utilizagao

Procedimentos de prepara¢ao de amostras

Preparacao de teste para bactérias de cultura

1. Inocule placas de agar nutriente com as amostras clinicas ou as estirpes bacterianas a serem testadas e deixe
incubar, de um dia para o outro, a 37 °C. Os meios tipicos de crescimento incluem gelose de sangue, gelose de
MacConkey e gelose de soja triptica.

2. Prepare uma suspensdo de células bacterianas em soro fisiolégico de McFarland 0,5 — 1,0 (=1 — 2 x 108 UFC/mL)
proveniente de uma ou mais coldnias de cada placa utilizando uma ansa de 1 ou 10 pL.

3. Pipete 10 plL da suspensdo de células bacterianas (=1 — 2 x 10° UFC/mL) e 500 pL de dgua Milli-Q ou dgua
bidestilada num Unico Tubo de tampao de amostras de ADN SB-1, fornecido pela BD com o kit de extragdo de
ADN (consulte a secgdo Materiais necessdrios mas ndo fornecidos com o kit).

4. Feche o Tubo de tampado de amostras de ADN com uma tampa de septo e agite-o no Vortex durante 10 segundos a
velocidade baixa.

5. Transfira os Tubos de tanpdo de amostra com as suspensdes de células bacterianas a serem analisadas para a sala
de PCR.

Preparacgao das reagdes de controlo
Para validar a execugdo, realize reagdes de controlo positivo e negativo para cada execugdo de PCR do Check-Direct
CPE. O controlo positivo é fornecido com o kit.
e Controlo positivo:
Pipete 10 uL de controlo positivo e 500 pL de dgua Milli-Q ou agua bidestilada num Tubo de tampao de amostras.
Agite no Vortex durante 10 segundos.
e Controlo negativo:
Pipete 500 pL de dgua Milli-Q ou agua bidestilada num Tubo de tampao de amostras. Agite no Vortex durante
10 segundos.

Operagdo do BD MAX™
1. Configuragao do PCR em tempo real multiplex

O Quadro 1 apresenta a configuracdo do PCR em tempo real multiplex com os alvos detetados em cada canal de
detec3o do Sistema BD MAX™.

Quadro 1: Configuragdo da gPCR multiplex
‘ Detetor ‘ 475/520 530/565 585/630 ‘ 630/665 ‘ 680/715
Canal 1 2 3 4 5

Alvo KPC VIM OXA-48 NDM SPC*

*SPC: Controlo do processamento da amostra

Quando o teste for realizado pela primeira vez, crie o programa de teste de PCR "Check-Direct CPE", conforme
descrito no Anexo 1.

2. Configuracdo do Suporte do BD MAX™

2.1. Coloque os suportes do sistema BD MAX™ com o nimero de Tiras de reagente unificado de ADN necessérias para
o numero de amostras a testar. Bata suavemente em cada tira para assegurar que todos os liquidos estdo no
fundo do seu recipiente.

2.2. Prepare as Tiras de reagente unificado:
2.2.a. Encaixe um tubo de reagente BD Exk-1 (selo branco) de extra¢do de ADN na posicdo 1 da tira de ADN (consulte
a Figura 1).
2.2.b. Encaixe um tubo DNA MMK Mistura de reagdo (selo verde/amarelo) na posi¢do 2 da tira de ADN (consulte a
Figura 1).
2.2.c. Encaixe um tubo de reagente de CPE (selo azul/roxo) na posigdo 3 da tira de ADN (consulte a Figura 1).

4
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Figura 1: Configuragdo da Tira de reagente unificado de ADN.

3. Configuragdo do instrumento BD MAX™

3.1 Abra o separador Executar do software v4.30B ou superior do Sistema BD MAX™ e preencha a Lista de trabalho.
3.2 Selecione o Teste "Check-Direct CPE". Consulte o Anexo 1 para criar o teste "Check-Direct CPE", caso ainda nao
exista no menu Teste.

3.3 Introduza o cédigo de barras do Tubo de tampao de amostras usando o leitor de cddigos de barras (pode também
digitar manualmente o cddigo de barras). Comece com a posicdo 1 do suporte A. Coloque cada um dos Tubos de
tamp3o de amostra na sua posicdo correspondente nos suportes do BD MAX™ (com tampa de septo).

3.4 Introduza as informacdes de identificacdo do paciente ou amostra na caixa Acesso. Verifique se todas as
informagdes do paciente ou amostra correspondem aos seus Tubos de tampao de amostra especificos no suporte.
3.5 Carregue o(s) suporte(s) no Sistema BD MAX™. (O Suporte A estd posicionado no lado esquerdo do instrumento e
o Suporte B no lado direito).

3.6 Carregue o(s) cartucho(s) de PCR do BD MAX™,

3.7 Feche a porta do instrumento e selecione Iniciar execugdo.

Interpretacao dos resultados

Pontos importantes antes de comegar: para uma descri¢do pormenorizada sobre como analisar dados, consulte
o Manual do utilizador do Sistema BD MAX™.

Inspecione sempre visualmente a placa de amplificacdo de cada amostra testada em relagdo aos valores de Cr
obtidos com o software.

1. Resultados apresentados

0 software BD MAX™ apresenta os valores de Cr e as curvas de amplificacdo para cada canal de detecdo de cada

amostra testada da seguinte forma:

e Um valor de Cr de 0 indica que ndo houve qualquer valor de Cr calculado pelo software com o Limiar especificado
(consulte o Anexo 1). Uma curva de amplificagdo da amostra que apresente um valor "0" de Cttem de ser
verificada manualmente.

e Um valor de Cr de -1 indica que ndo ocorreu qualquer processo de amplificagdo vélido. Verifique que ndo ha
qualquer curva de amplificagdo para a amostra com um valor de Cr de -1 nos resultados graficos.

e Qualquer outro valor de Cr deve ser interpretado em correlagdo com a curva de amplificagdo e de acordo com
o método de interpretagdo descrito nos Quadros 2 e 3.

2. Interpretagao
2.1 Validagao da corrida

Confirme que a execugdo do PCR em tempo real é vdlida antes da interpretacdo de dados dos resultados. Confirme
que n3o existe qualquer relatério de falha do Sistema BD MAX™. Se aplicavel, verifique as curvas de amplificagdo de
controlo positivo e negativo. O Quadro 2 mostra os critérios para uma execucdo valida em tempo real do Check-Direct
CPE no sistema BD MAX™. Se os valores de Cr dos controlos n3o forem os esperados, consulte a sec¢io Perguntas
frequentes e resolucgdo de problemas "3".

Manual do utilizador do Check-Direct CPE for BD MAX™
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Quadro 2: Critérios para uma execugdo vdlida com o teste Check-Direct CPE. (N.R. = ndo relevante)

Tio de amostra* Cr 475/520 Cr 530/565 Cr 585/630 Cr 630/665 Cr 680/715
P KPC ViM OXA-48 NDM SPC

Controlos positivos 3213 3043 29 +3 3143 N.R.

Amostra negativa -1 -1 -1 -1 29 13

2.2 Interpretagao dos resultados

Se a execucao tiver sido validada, interprete os resultados como positivos, negativos ou ndo resolvidos com os valores
de Cr obtidos para as amostras, seguindo as diretrizes resumidas no Quadro 3. As execugdes nao resolvidas devem ser
testadas novamente.

Os valores de Ct obtidos com células bacterianas estardo geralmente num intervalo de Ct especifico para cada alvo
devido a quantidade bem definida de células usadas como material de entrada para o teste. No entanto, tenha em
atencdo que os valores de Ct podem diferir significativamente entre estirpes individuais. O Quadro 3 especifica

o limite superior deste intervalo de Cr; um valor mais elevado de Cr sugere a contaminagao da amostra ou uma estirpe
gue ndo é pura. Portanto, este serd considerado um resultado "ndo resolvido".

Quadro 3: Diretrizes de interpretagéo de dados para células bacterianas (N.R. = ndo relevante)

‘ Cr475/520 Cr 530/565 Cr 585/630 Cr 630/665 Cr 680/715 Interpretagéio
KPC Vim OXA-48 NDM SPC
<33 <27 <26 <32 N.R. Positivo
-1 -1 -1 -1 29 43 Negativo
>33 >27 >26 >32 N.R. N&o resolvido
-1 -1 -1 -1 -1 Nao resolvido

NOTAS IMPORTANTES:
e Se o Sistema BD MAX™ apresentar resultados indeterminados ou incompletos (IND ou INC) devido a uma falha no
Sistema BD MAX™, contacte o representante local da BD.

Perguntas mais frequentes (FAQ) e Resolugao de problemas

Consulte a seccdo "Resolucio de problemas” do Manual do utilizador do Sistema BD MAX™ para obter informaces
adicionais.

1. Os resultados em tempo real ndo apresentam valores de Cr ou a interpretagdo indica que a amostra nao esta
resolvida. Causas possiveis e resolugao de problemas:

e Areacdo de PCR foi inibida por substancias endégenas e exdgenas testadas. Por favor, repita os testes das
amostras. Quando ainda inibida, uma quantidade menor de amostra de entrada pode melhorar os
resultados.

e Ocorreu uma falha na extragdo de ADN, pois o SPC n3o foi detetado.

e O BD DNA MMK pode estar fora de validade.

e Ocorreu um erro no manuseamento de liquidos: verifique as tiras de reagente unificado e o cartucho de PCR
para determinar onde ocorreu o problema de manuseamento de liquidos (exemplo: bolha de ar no cartucho)
e execute novamente a amostra. Se o problema persistir, contacte o representante local da BD.

2. Resolugdo de problemas para resultados ndo resolvidos.
Para resultados nao resolvidos: repita o teste com a amostra original preparando um novo Tubo de tampao de
amostras. Em alternativa, teste amostras colhidas recentemente ou utilize uma quantidade menor de amostra.

3. Osresultados em tempo real ndo apresentam valores de Cr para o controlo positivo ou a interpretagao indica
que a amostra nao esta resolvida?
Causas possiveis e resolucdo de problemas:
e Asolugdo de controlo positivo ndo foi adicionada.
e O BD DNA MMK pode estar fora da validade.
e QOcorréncia de bolhas de ar na cdmara de reacdo de PCR do controlo positivo.

Manual do utilizador do Check-Direct CPE for BD MAX™ 6
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4. Os resultados em tempo real apresentam sinais fluorescentes muito baixos em todas as amostras e canais de

detecao, incluindo o sinal do SPC.

Causas possiveis e resolugdo de problemas:

e Ostubos de reagentes de CPE que contém as sondas fluorescentes e os iniciadores poderdo estar
degradados. Verifique a data de validade e certifique-se de que os tubos de CPE foram armazenados
corretamente.

e O Sistema BD MAX™ pode ser responsavel por estes resultados. Consulte o Manual do utilizador do BD
MAX™ ou contacte o seu representante local da BD.

5. O Sistema BD MAX™ indica um erro ou uma falha.
Consulte o Manual do utilizador do instrumento BD MAX™ ou contacte o seu representante local da BD.

6. As amostras duplicadas testadas com o teste Check-Direct CPE ndao produzem resultados idénticos.
Os valores de Cr de amostras idénticas podem variar entre reagGes individuais. Grandes variagdes, valores > 2 de
Cr, sugerem erros de pipetagem ou outras diferengas entre as amostras duplicadas.

Limitagcoes

O Check-Direct CPE utiliza uma série de marcadores de ADN especificos para detetar a presenga dos genes de
carbapenemases KPC, NDM, OXA-48 e VIM, que atualmente representam as carbapenemases mais prevalentes
clinicamente. O teste deteta todas as variantes atualmente conhecidas de KPC, NDM, OXA-48 e VIM, exceto a VIM-7,
uma variante rara encontrada apenas na Pseudomonas aeruginosa. Convém referir que ndo sdo detetadas outras

familias de genes de carbapenemases raros. O teste destina-se a ser utilizado com células bacterianas puras como
material de entrada.

A qualidade do ADN de entrada é um fator importante para obter resultados fiaveis com o Check-Direct CPE. Para
suspensoes de células, as densidades celulares corretas sao um fator importante para obter resultados fidveis e o
procedimento descrito neste manual deve ser rigorosamente seguido. O ensaio foi testado extensivamente com ADN
purificado a partir de bactérias Gram-negativas, tais como Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter e Pseudomonas, com excelentes resultados. No entanto, nunca pode ser excluida a possibilidade de que
outras bactérias Gram-negativas ou certas estirpes das espécies anteriores possam produzir resultados insatisfatorios.
O Check-Direct CPE ndo pode fazer, e ndo faz, qualquer representagao ou garantia de que é capaz de detetar
corretamente os genes de carbapenemases em todas as espécies, subespécies ou tipos Gram-negativos, ou em todas
as amostras clinicas. Pode ser necessario confirmar os resultados com metodologias adicionais em casos especificos
(por exemplo, para amostras regulamentares). Devido a alta variabilidade dos genomas bacterianos, é possivel que
certos subtipos ndo possam ser detetados. O teste reflete o grau de conhecimentos da Check-Points Health B.V.

A presenca de multiplas espécies de bactérias numa amostra pode dificultar a interpretacdo do teste. A semelhanca
do que acontece com outros ensaios de diagndstico, os resultados deste teste apenas podem ser interpretados em
conjunto com dados laboratoriais e clinicos adicionais aos quais a pessoa responsavel tenha acesso. A utilizagdo deste
ensaio limita-se a pessoal apropriadamente qualificado, com boa formagao na realizagdo de métodos de detegao
molecular baseados em ADN.

Legenda dos simbolos utilizados

Controlo de CPE
VD Para uso diagndstico In Vitro
NUmero de catalogo
LOT| Codigo de lote

Utilizar antes de AAAA-MM

Consultar as instrugdes de utilizagdo

Fabricante

Limites de temperatura

<~ = [pa

Contém o suficiente para < n > testes
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Assisténcia técnica
support@check-points.com
+31 317 453 908

Embora tenha o maior cuidado no desenvolvimento e preparagdo do protocolo, a Check-Points ndo pode assumir qualquer responsabilidade por
erros, omissdes e/ou alteragdes futuras aqui descritos.

Citagdes bibliograficas: ao descrever um procedimento para publicagdo utilizando este produto, por favor, refira-se ao mesmo como Check-Direct CPE.
Aviso ao comprador:

Este produto é vendido sob licenga da PHRI Properties e sé pode ser usado ao abrigo dos direitos de patente da PHRI Properties para diagndsticos in
vitro humanos, testes alimentares, testes veterinarios ou investigagdo.

Os compostos de supressdo e corantes neste produto sdo vendidos sob licenca da Biosearch Technologies, Inc. e estdo protegidos por patentes ja
emitidas ou em processo de candidatura nos EUA e a nivel mundial. A concessdo da licenga abrange aplicagdes humanas de diagndstico in vitro (IVD).
Marcas comerciais

BD e BD MAX™ s3o marcas comerciais registadas da Becton Dickinson GmbH

Check-Points Health BV Tel.: +31 317 453 908 ...

Binnenhaven 5 Fax: +31 317 210 147 .....

6709 PD Wageningen info@check-points.com [ )

Paises Baixos www.check-points.com Check-Points
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Anexo 1: Criacao do programa de teste do Check-Direct CPE v.4.30B ou superior

Pontos importantes antes de comegar: consulte o Manual do utilizador do Sistema BD MAX™ para obter instrucdes
detalhadas sobre como operar o Sistema BD MAX™ e a vers3o do software 4.30B ou superior.

Para criar um novo teste, no separador Editor de teste, selecione Criar e aplique as seguintes instrugdes:

1. No separador Informagdes basicas, insira os seguintes parametros:
Nome do teste: Check-Direct CPE .

e Tipo de extracdo: selecione Exk DNA-1 (plasma/soro).

e Formato de Mistura de reacdo: selecione Type 1: BD MMK or MMK(SPC) and Dried Primers & Probes (Tipo 1: BD
MMK ou MMK(SPC) e sondas e iniciadores liofilizados)

e Parametros de extracdo da amostra: selecione Default settings (Predefini¢Ges), consulte o Quadro A.

e  (Calculo de Ct: selecione Consultar Ct no ponto de inflexdo.

Guarde os parametros

2. No separador Defini¢coes de PCR, insira os seguintes parametros:
Nome alternativo, Ganho de PCR e Limiar: para cada detetor de canal, insira os parametros corretos especificados
no Quadro B.

e Compensacdo de cor: insira os parametros corretos especificados no Quadro C.

Guarde os parametros

3. No separador Passos de teste, insira os passos de PCR, conforme especificado no Quadro D.
Guarde os parametros

Quadro A: Parametros de extragdo da amostra.

Parametros Valor
Tempo de aquecimento de lise 10
Temperatura de lise 37
Altura de ponta de amostra 1600
Volume de amostra 937,5
Volume de lavagem 500
Volume de neutralizagdo 12,5
Tempo de aquecimento de DNase -

Quadro B: Par@metros de Ganho.

Detetor Nome alternativo Ganho Limiar
475/520 KPC 40 100
530/565 VIM 80 150
585/630 OXA-48 30 150
630/665 NDM 80 150
680/715 SPC 40 150

Quadro C: Parametros de interferéncia espetral.

Canal de rececdo falso
475/520 530/565 585/630 630/665 680/715
475/520 0.0 0.0 0.0 0.0
530/565 0.0 0.0 0.0 0.0
Canal de
. | 585/630 0.0 0.0 7.4 0.0
excitagdo
630/665 0.0 0.0 0.0 0.0
680/715 0.0 0.0 0.0 44

Quadro D: Parametros dos Passos de PCR do teste.

Nome do passo Tipo de perfil Ciclos Tempo Temp. (°C) Detetar
Desnaturagdo Hold (Espera) 1 600 98 NAO
15 98 NAO
Amplificagdo e detegdo 2 - temperatura 45
62 60 SIM
9
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Anexo 2: Caracteristicas do desempenho

Especificidade In silico

A especificidade do teste de diagnéstico em tempo real Check-Direct CPE for BD MAX™ é assegurada pela sele¢io dos
iniciadores e sondas corretos, bem como pela selegdo de condigdes de reagdo rigorosas. As sequéncias de iniciadores
e sondas foram concebidas para identificar especificamente as variantes de genes indicadas no Quadro a seguir. Foi
assumida uma correspondéncia de sequéncia de 100% com os iniciadores e as sondas por andlise in silico para garantir
uma detecgdo fidvel de cada uma das variantes apresentadas. Existem disparidades individuais com os iniciadores e as
sondas em algumas variantes, das quais estava previsto que a dete¢do ndo fosse comprometida. Esta confirmagdo foi
efetuada ao testar essas variantes com variantes que eram 100% homaologas.

Foram testadas sequéncias de iniciadores e sondas para detetar potenciais homologias com genes provenientes de
outros organismos, utilizando todas as sequéncias de genes presentes no banco genético internacional a 1 de abril de
2014 (GenBank, base de dados de sequéncias genéticas do NIH), com uma andlise de comparagdo de sequéncias. Ndo
foi encontrada qualquer homologia cruzada com outros organismos para os iniciadores e sondas selecionados.

Carli Tar:\:r:ase Variantes detetadas
KPC 1-17
NDM 1-10
ViM 1-6e8-38
OXA-48 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 247,370

Especificidade analitica

A especificidade analitica do teste de diagndstico em tempo real Check-Direct CPE for BD MAX™ foi determinada ao
testar a reatividade cruzada com amostras que contém uma grande quantidade de organismos n3o-alvo. E apresentada
uma descrigdo geral destas estirpes no Quadro a seguir. Foi realizado um estudo retrospetivo com 100 estirpes
bacterianas de 9 espécies Gram-negativas diferentes, que foram previamente identificadas com o teste Check-MDR
CT103 de diagndstico microarray da Check-Points (Check-Points Health).

Todos os isolados apresentaram resultados negativos com o Check-Direct CPE para o ensaio BD MAX™ e o controlo
interno foi detetado com fiabilidade em todas as amostras. A especificidade foi de 100% com base nas estirpes de
referéncia testadas.

Espécie Estirpes testadas ‘
Citrobacter freundii 4
Enterobacter cloacae 24
Escherichia coli 47
Klebsiella oxytoca 1
Klebsiella pneumoniae 15

Pseudomonas aeruginosa

Proteus mirabilis

Serratia marcescens

N | = | W | Ww

Stenotrophomonas maltophilia
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Inclusividade analitica

Foi realizado um estudo retrospetivo com 93 estirpes bacterianas de 14 espécies Gram-negativas diferentes, que
foram previamente identificadas como carbapenemases-positivas com o teste Check-MDR CT103 de diagndstico
microarray da Check-Points (Check-Points Health). Todas as 93 estirpes bacterianas foram tipificadas corretamente
para os genes de carbapenemases alvo. Os resultados estdo apresentados no Quadro a seguir. A inclusividade foi de
100% para as estirpes testadas.

est:\:g:etzzlaedas Resultadocici;:: EckeMPR Resultado do Check-Direct CPE Inclusividade de resultados
19 KPC KPC 100%
14 NDM NDM 100%
36 VIM VIM 100%
23 OXA-48 OXA-48 100%
1 NDM + OXA-48 NDM + OXA-48 100%
1 VIM + OXA-48 VIM + OXA-48 100%

Desempenho clinico

0 desempenho clinico do Check-Direct CPE para o ensaio BD MAX™ foi avaliado num laboratério de referéncia central,
utilizando isolados de bactérias ndo suscetiveis a carbapenemes enviados a partir de varios centros clinicos geograficamente
espalhados. Foi selecionado um total de 450 isolados e representativo de 438 Enterobacteriaceae e 12 Pseudomonas spp.
Para referéncia, foi avaliada a presenca e identidade dos genes de carbapenemases nestes isolados por PCR especifica dos
genes e/ou analise com o ensaio Check-MDR CT102 da Check-Points. Foram cultivados isolados em placas de gelose de
MacConkey com um disco de ertapenem de 10 mg e processados utilizando o procedimento deste Manual.

Em relacdo ao método de referéncia, o ensaio Check-Direct CPE demonstrou sensibilidade geral e especificidade de
100% e 100%, respetivamente.

Espécies e genes de Carbapenemases do painel de isolados bacterianos
Genes especificos de CPE
Espécie KPC NDM VIM OXA-48 NDM + OXA-48 IMP  NENHUM

Klebsiella pneumoniae 62 52 55 59 2 0 7
Klebsiella oxytoca 6 0 12 3 0 1 0
Klebsiella spp. 0 0 0 0 0 1 0
Escherichia coli 9 28 8 29 0 2 5
Enterobacter spp. 18 14 16 8 0 8 10
Pseudomonas spp. 0 0 0 0 0 11 1
Outras* 5 6 9 1 0 1 1
Total 100 100 100 100 2 24 24

*23 isolados incluindo Citrobacter spp. (n=15), Raoultella spp. (n=3), Leclercia adecarboxylata (n=2), Serratia marcescens (n=2) e
Kluyvera georgiana (n=1).

Desempenhos globais do Check-Direct CPE versus o método de referéncia

e || Referencia [Total__
+ -

PCR de CPE + 402 0 402
do BD MAX - 0 48 48
Total 402 48 450

Sensibilidade:  100%
Especificidade: 100%
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Desempenho do Check-Direct CPE versus o método de referéncia para KPC

I T
+ -

PCR de CPE + 100 0 100
do BD MAX - 0 350 350
Total 100 350 450

Sensibilidade: 100%
Especificidade: 100%

Desempenho do Check-Direct CPE versus o método de referéncia para OXA-48

+ -

PCR de CPE + 102 0 102
do BD MAX - 0 348 348
Total 102 348 450

Sensibilidade: 100%
Especificidade: 100%

Desempenho do Check-Direct CPE versus o método de referéncia para VIM

“vm [ | Referencis[Total _
+ -

PCR de CPE + 100 0 100
do BD MAX - 0 350 350
Total 100 350 450

Sensibilidade: 100%
Especificidade: 100%

Desempenho do Check-Direct CPE versus o método de referéncia para NDM

“wow || Referenca | Total |
+ -

PCR de CPE + 102 0 102
do BD MAX - 0 348 348
Total 102 348 450

Sensibilidade: 100%
Especificidade: 100%
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