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UTILIZAQAO PRETENDIDA

O ensaio BD MAX Check-Points CPO realizado no Sistema BD MAX é um teste de PCR em tempo real de diagndstico
in vitro, qualitativo, automatizado concebido para a detegdo e diferenciagdo de genes de carbapenemase blakpc,
blanow, blaym/blame € blaoxa4s, que estdo associados a ndo suscetibilidade de carbapenem em bactérias Gram-
negativas. O ensaio nao distingue entre genes blayw e blajp.

O ensaio BD MAX Check-Points CPO tem como objetivo ajudar a controlar a infecdo na detecdo de bactérias nao
suscetiveis a carbapenem que colonizam doentes em ambiente hospitalar. O ensaio BD MAX Check-Points CPO ndo
se destina a orientar ou monitorizar o tratamento para infecdes bacterianas ndo suscetiveis a carbapenem. Um
resultado negativo do ensaio BD MAX Check-Points CPO nédo exclui a presenga de outros mecanismos de resisténcia.

O teste é realizado em esfregacos retais de doentes em risco de colonizacao intestinal de bactérias ndo suscetiveis
a carbapenem. Este teste destina-se a ser utilizado em conjunto com a apresentacéo clinica, resultados laboratoriais
e informagédo epidemioldgica. Os resultados deste teste ndo devem ser usados como a Unica base para decisdes de
tratamento de doentes. As culturas concomitantes s80 necessarias para recuperar organismos para tipagem
epidemioldgica, teste de suscetibilidade antimicrobiana e para identificacéo bacteriana confirmatoria adicional.
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RESUMO E EXPLICAGAO DO PROCEDIMENTO

A emergéncia e disseminagdo mundial de bactérias Gram-negativas néo suscetiveis a carbapenem sdo uma ameaca grave
a saude publica. Estes organismos estéo associados a taxas de mortalidade elevadas e tém o potencial de se difundirem
amplamente. A causa mais frequente de resisténcia a carbapenem em bactérias Gram-negativas é a expresséo de
carbapenemases. Existem cinco genes de carbapenemase principais, sendo a maioria encontrada mais frequentemente em
amostras clinicas humanas: KPC (carbapenemase Klebsiella pneumoniae), VIM (metalo-B- lactamases codificadas por
integréo Verona), NDM (metalo-B- lactamases New Delhi), OXA-48 (variantes do tipo oxacilinase-48 e OXA-48) ou IMP
(Imipenemase).

O ensaio BD MAX Check-Points CPO pode ser realizado em aproximadamente 2,5 horas, quando comparado com
métodos de culturas que demoraréo 48 horas para um resultado negativo e até 96 horas para um resultado positivo
confirmado.

O ensaio BD MAX Check-Points CPO detecta a presenca de genes de carbapenemase em bactérias gram-negativas
e inclui um controle de processamento de amostras interno. O ensaio BD MAX Check-Points CPO automatiza o
processo de teste e minimiza a intervengdo do operador desde 0 momento em que a amostra é colocada no sistema
BD MAX até a disponibilizagéo dos resultados.

E colhido um esfregaco retal e transportado para o laboratério. A amostra é homogeneizada e é transferida uma
aliquota para o tubo de tamponamento da amostra BD MAX Check-Points CPO. O tubo de tamponamento da amostra
é colocado no sistema BD MAX e ocorrem os seguintes procedimentos automatizados: Lise de células bacterianas,
extracdo

e concentragdo de ADN, reidratacdo de reagente, amplificagdo de acido nucleico e detecéo da sequéncia de acido
nucleico alvo usando reacédo de cadeia de polimerase em tempo real (PCR). Os alvos amplificados séo detectados
com sondas de hidrélise marcadas com fluoréforos. O ensaio inclui também um controlecontrole de processamento
de amostras, presente no tubo de extragdo e é submetido aos mesmos passos de extragdo, concentracdo e
amplificacdo para monitoramento de substancias inibitérias, falha do instrumento e falha de reagente. Ndo é
necessaria qualquer intervencéo do operador depois de a amostra clinica e tira de reagente serem carregadas no
sistema BD MAX. A amplificagcéo, detegao e interpretacé@o dos sinais sdo realizadas automaticamente pelo sistema BD
MAX.



PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

As amostras de esfregaco retal séo colhidas dos doentes usando ESwabs. Apés amostragem, séo transportadas para o
laboratério através do meio de transporte Amies da ESwab. O ESwab é agitado em vortex e é transferida uma aliquota de 50
ul para o tubo de tamponamento da amostra, usando uma pipeta com ponta de filtro descartavel. O tubo de tamponamento
da amostra é fechado com uma tampa de septo e agitado em vortex. Depois de gerada a lista de trabalho e de a amostra
clinica ser carregada no sistema BD MAX, juntamente com uma tira reagente BD MAX Check-Points CPO e um cartucho de
PCR BD MAX, a série € iniciada e ndo é necessaria intervencao adicional do operador. O sistema BD MAX automatiza a
preparagéo da amostra, incluindo a lise do microrganismo alvo, extragéo e concentracéo de ADN, reidratacéo de reagente,
amplificag&o de sequéncia de acido nucleico alvo e detec¢do usando PCR em tempo real. A interpretacéo do sinal é realizada
automaticamente pelo sistema BD MAX. O ensaio inclui também um controlecontrole de processamento de amostras,
fornecido no tubo de extracéo e sujeito a passos de extracdo, concentracédo e amplificagdo. O controle de processamento de
amostras monitora a presenca de possiveis substancias inibitorias, bem como falhas de sistema ou reagentes.

Ap6s a lise celular enziméatica a temperaturas elevadas, os acidos nucleicos libertados séo captados em esferas magnéticas
por afinidade. As esferas, com é&cidos nucleicos ligados, séo lavadas e os &cidos nucleicos eluidos. O ADN eluido é
neutralizado

e transferido para o tubo de master mix para reidratar os reagentes da PCR. Apos reidratacao, o sistema BD MAX dispensa
um volume fixado de solug&o pronta para PCR no cartucho de PCR BD MAX. As microvalvulas no cartucho de PCR BD MAX
sao seladas pelo sistema antes de iniciar a PCR, de forma a conter a mistura de amplificagéo, prevenindo assim a evaporagéo
e contaminagéo. Os alvos de ADN amplificados s&o detectados usando sondas de hidrolise (TagMan®), rotuladas numa
extremidade com um corante reporter fluorescente (fluoréforo) e, na outra extremidade, uma fragao temperada. As sondas
marcadasa com fluoréforos diferentes séo usadas para detetar amplicGes para os genes de carbapenemase KPC, VIM, OXA-
48, NDM, IMP e controlecontrole de processamento de amostras em cinco canais 6pticos diferentes do sistema BD MAX.

Os genes VIM e IMP sdo combinados num canal 6ptico do sistema BD MAX, todos os outros genes tém um canal éptico
separado. Quando as sondas estdo no seu estado nativo, a fluorescéncia do fluoréforo é temperada devido a sua proximidade
ao supressor. Porém, na presenca de ADN alvo, as sondas hibridizam para as sequéncias complementares e sdo hidrolisadas
pela atividade 5'-3' exonuclease da polimerase do ADN, a medida que sintetiza o filamento nascente ao longo do modelo de
ADN.

Como resultado, os fluoréforos séo separados das moléculas do supressor e a fluorescéncia é emitida. O sistema BD MAX
monitoriza estes sinais em cada ciclo e interpreta os dados no final do programa para reportar os resultados finais.

Contetdo Quantidade

BD MAX Check-Points CPO Master Mix (F6)
PCR Master Mix seco contendo o controle de processamento de 24 testes (2 x 12 tubos)
amostras e primers de genes especificos da carbapenemase e sondas
TagMan.

Tiras de reagente BD MAX Check-Points CPO

Tira de reagente unificada contendo todos os reagentes liquidos e 24 testes
pontas de pipetas descartaveis necessarias para extracdo de ADN.
Tubos de extracdo BD MAX Check-Points CPO (A8)

Pellet seca contendo esferas magnéticas por afinidade de ADN, 24 testes (2 x 12 tubos)
reagentes de protease e controle de processamento de amostras.

Tubos de tamponamento de amostra BD MAX Check-Points CPO 24 testes

Tampas de septo 25

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS EXIGIDOS MAS NAO FORNECIDOS

- Sistema BD MAX (BD, Cat. n.° 441916)

-  Cartuchos de PCR BD MAX (BD, Cat. n.° 437519)

- Misturador vortex

- Pipetas e pontas (de filtro) descartaveis para um volume de 50 pl
- Bata e luvas descartaveis sem pé

- Dispositivos de amostragem: Copan ESwab, (Copan, Cat. n.° 480CE) ou BD ESwab (BD, Cat n.° 220245)

Meios sugeridos para cultivo de isolados de controle (ver secgdo Controle de qualidade): Columbia Agar with 5% Sheep
Blood (por ex., BD™ Columbia Agar with 5% Sheep Blood, BD, Cat. n.° 254005).

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

- O ensaio BD MAX Check-Points CPO é para utilizacao de diagndstico in vitro.



- Este produto s6 pode ser usado no sistema BD MAX.
- Na&o usar o kit se o rotulo que sela a embalagem exterior estiver quebrado.
- N&o usar reagentes se as bolsas de protegdo estiverem abertas ou partidas apés a chegada.

- Fechar imediatamente as bolsas de protecéo de reagentes com o fecho ap6s cada utilizagdo. Remover qualquer
ar em excesso nas bolsas antes da selagem.

- Verificar as tiras de reagente em relagcdo ao enchimento adequado de liquido (garantir que os liquidos estdo no
fundo dos tubos) (ver Imagem 1).

- Verificar as tiras de reagente para garantir a presenca de todas as pontas de pipetas (ver Imagem 1).
- Na&o retirar o dessecantedessecante das bolsas de reagentes.

- N&o usar os reagentes em caso de auséncia de dessecante ou caso este se encontre partido dentro das bolsas
de reagentes.

- Na&o usar reagentes se o aluminio tiver sido partido ou danificado.
- N&o misturar reagentes de bolsas e/ou kits e/ou lotes diferentes.
- Na&o trocar ou reutilizar tampas, pois pode ocorrer contaminagdo e comprometer os resultados do teste.

- Proceder com cuidado na utilizacéo de solugdes quimicas pois a legibilidade do cédigo de barras do Master Mix
e do tubo de extragéo pode ser alterada.

- Na&o usar reagentes e/ou materiais sem validade.

- E essencial uma boa técnica laboratorial para o desempenho adequado deste ensaio. Devido & elevada
sensibilidade analitica deste teste, devera ter-se cuidado extremo para preservar a pureza de todos os materiais
e reagentes.

- Para evitar a contaminacéo por amplicdes, ndo separe os cartuchos de PCR BD MAX ap6és a utilizagdo. Os selos
dos cartuchos de PCR BD MAX sdo concebidos para prevenir a contaminagao.

- A realizagio do ensaio BD MAX Check-Points CPO fora dos intervalos de tempo recomendados pode produzir
resultados invalidos. Os ensaios nao realizados nos intervalos de tempo especificados deveréo ser repetidos com
uma amostra nova.

- Os controles adicionais podem ser testados de acordo com as orientagdes ou requisitos dos regulamentos locais,
estatais, distritais e/ou federais ou organiza¢des de acreditagao.

- Nos casos em que a cultura ou outros testes de PCR séo realizados no laboratério, devera ter-se cuidado para
garantir que o ensaio BD MAX Check-Points CPO, quaisquer reagentes adicionais para testes e o sistema BD
MAX n&o sé@o contaminados. Evitar sempre a contaminag¢@o microbiana e de desoxirribonuclease (DNase) dos
reagentes.

Devem ser usadas luvas antes da manipulacéo de reagentes e cartuchos.

- Manusear sempre as amostras como se fossem infecciosas e de acordo com os procedimentos laboratoriais de
seguranca, conforme os descritos no Documento CLSI M29* e de Biosseguranga em laboratérios microbioldgicos
e biomédicos.?

- Usar roupa de protecéo pessoal e luvas descartaveis no manuseamento de todos os reagentes.
- Lavar bem as méaos ap0s a realizacdo do teste.
- Na&o fumar, beber, mastigar ou comer em zonas onde as amostras ou reagentes do kit estdo a ser manuseados.

- Eliminar os reagentes nao utilizados e residuos de acordo com os regulamentos locais, estatais, distritais e/ou
federais.

- Consultar o Manual de Utilizador do Sistema BD MAX® para adverténcias adicionais, precaugdes e procedimentos.
ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

Estabilidade das amostras

As amostras recolhidas deverdo ser mantidas entre os 2 °C e os 25 °C durante o transporte. Proteger contra a
exposicao

a calor excessivo.

As amostras podem ser armazenadas durante até 48 horas (2 dias) a 2-25 °C antes do teste.

Os reagentes e componentes do ensaio BD MAX Check-Points CPO estdo estaveis a 2-25 °C até a data de validade
indicada. N&o usar componentes fora do prazo de validade.



Armazenamento de componentes do kit

Os tubos de Master Mix BD MAX Check-Points CPO e os tubos de extracdo BD MAX Check-Points CPO séo fornecidos
em bolsas seladas. Selar imediatamente ap6s abertura de forma a proteger o produto contra a humidade. Os tubos de
Master Mix e os tubos de extragéo séo estaveis durante até 14 dias a 2-25 °C apo6s a abertura inicial e novo fecho da
bolsa.

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

Coleta/transporte de amostras

As instrugdes de utilizagao do fabricante do dispositivo de amostragem deverdo ser atentamente seguidas de forma a
obter uma amostra adequada. Rotular o tubo de coleta de amostra (contendo o esfregago retal no meio Amies liquido)
e transportar para o laboratério de acordo com os procedimentos operativos normalizados institucionais (consultar a
seccao de Conservagéo e estabilidade).

Preparagéo das amostras
Nota: Sdo necessarios um (1) tubo de tamponamento da amostra e uma (1) tampa de septo para cada amostra
e cada controle externo a serem testados.

1. Rotular o tubo de tamponamento da amostra BD MAX (tampa transparente) com codigo de barra com a
identificagdo apropriada para a amostra. Nao tapar, escrever ou colocar o rétulo por cima do cédigo de barras 2D.

2. Agitar em vortex a amostra de esfregago retal no meio de transporte liquido Amies a uma velocidade baixa durante
5 segundos.

3. Retirar a tampa transparente do tubo de tamponamento da amostra e pipetar 50 pl de meio de transporte liquido
Amies para o tubo de tamponamento da amostra.

4. Tapar novamente o tubo de tamponamento da amostra inoculado usando uma tampa de septo e agitar em vortex
a uma velocidade baixa durante 10 segundos.

5. Colocar o tubo de tamponamento da amostra no suporte adequado.

6. Preparar quaisquer amostras adicionais repetindo os passos 1 até 5 para as amostras restantes, garantindo que
as luvas estéo limpas antes de manusear amostras adicionais.

7.  Continuar para a secgédo de Operacao do Sistema BD MAX para realizar o ensaio BD MAX Check-Points CPO no
sistema BD MAX.

Operacédo do sistema BD MAX

Nota: Consultar o Manual do Utilizador do Sistema BD MAX® parainstrugdes detalhadas (secgdo de Operagio).
NOTA: Sdo necessarios um (1) Master Mix, um (1) tubo de extracdo e uma (1) tira de reagente unificada para
cada amostra e cada controle externo a serem testados. Colocar de lado o nimero exigido de materiais das
bolsas ou caixas de protegdo. Para armazenar as bolsas de Master Mix ou do tubo de extracdo abertas, retirar
0 excesso de ar e fechar com o fecho hermético.

1. Ligar o sistema BD MAX (caso ainda ndo esteja ligado) e iniciar sessdo introduzindo o <username> (nome do
utilizador) e <password> (palavra-passe).

2. Devem ser usadas luvas antes da manipulagéo de reagentes e cartuchos.

3.  Retirar o nimero necessario de tiras de reagente unificadas do kit BD MAX Check-Points CPO. Tocar
cuidadosamente em cada tira numa superficie dura para garantir que todos os liquidos esté@o no fundo dos tubos.

4. Retirar o nimero exigido de tubo(s) de extracéo e tubo(s) de Master Mix das bolsas de protegdo. Retirar o ar em
excesso e fechar as bolsas com o fecho hermético.

5. Para cada amostra a ser testada, colocar uma (1) tira de reagente unificada no suporte do sistema BD MAX,
comecgando na Posigdo 1 do suporte A.

6. Introduzir um (1) tubo de extragéo (aluminio branco) em cada tira de reagente unificada na posi¢ao 1, conforme
apresentado na Figura 1.

7. Introduzir um (1) tubo de Master Mix (aluminio verde) em cada tira de reagente unificada na posicéo 2, conforme
apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Introduzir os tubos de extragdo BD MAX Check-Points CPO e os tubos de Master Mix BD MAX Check-
Points CPO nas tiras de reagente unificadas

8. Clicar no icone "Run" (Executar) e introduzir o nimero do lote do kit para o ensaio BD MAX Check-Points CPO
(para rastreabilidade do lote), digitalizando o codigo de barras por meio do leitor ou introduzindo-o manualmente.
NOTA: Repetir o passo 8 sempre que é usado um novo lote de kit.

9. Navegar para a lista de trabalho. Através do menu suspenso, selecionar <BD MAX CPO 62>.



10. Introduzir a ID do tubo de tamponamento da amostra, ID do doente e nimero de acesso (se aplicavel) na lista de
trabalho, digitalizando o cédigo de barras por meio do leitor ou introduzindo-o manualmente.

11. Selecionar o numero do lote do kit adequado (na caixa exterior) no menu suspenso.
12. Repetir os passos 9 a 11 para todos os tubos de tamponamento de amostras restantes.

13. Colocar os tubos de tamponamento de amostras no(s) suporte(s) do sistema BD MAX correspondendo as tiras
de reagente unificadas montadas nos passos 5a 7.

14. Colocar o numero exigido de cartucho(s) de PCR BD MAX no sistema BD MAX™ (ver Figura 2).
. Cada cartucho acomoda até 24 amostras.

. O sistema BD MAX ir4 selecionar automaticamente a posicao e linha no cartucho de PCR BD MAX
para cada série.

. Os cartuchos de PCR sé&o usados por série E por suporte.

. Os cartuchos de PCR BD MAX podem ser usados varias vezes até utilizagdo de todas as vias, selecionar
Run Wizard (Assistente de corrida) no separador Worklist (Lista de trabalho) para atribui¢cdes de linhas.

. Consultar o Manual do Utilizador® do sistema BD MAX para mais detalhes (1 cartucho por suporte).

- - _
Figura 2: Carregar cartuchos de PCR BD MAX

15. Carregar o(s) suporte(s) no sistema BD MAX (Figura 3).
16. Fechar a tampa do sistema BD MAX e carregar em <Start> (Iniciar) para iniciar o processamento.

Side A Sude B

Figura 3: Carregar o(s) suporte(s) no sistema BD MAX

17. Nofinal do processo, verificar imediatamente os resultados ou armazenar os tubos de tamponamento de amostras
a 2-25 °C durante um maximo de 48 horas até verificacdo dos resultados.

NOTA: Caso atampado septo seja danificada durante o processo, substituir por umanova antes de armazenar
a amostra.

NOTA: Quando é obtido um resultado Indeterminado (IND), Nao resolvido (UNR) ou Incompleto (INC), ou quando
ocorre a falha de um controle externo, devera ser realizado um teste de repeticdo com o tubo de tamponamento
da amostra preparado (ver "Repeticdo do procedimento de teste"). Em caso de falha de um controle externo,
repetir

o teste de todas as amostras usando controles externos recentemente preparados (ver "Controle de qualidade").

CONTROLE DE QUALIDADE

Os procedimentos do controle de qualidade monitorizam o desempenho do ensaio. Os laboratdrios devem estabelecer

0 numero, tipo e frequéncia dos materiais de controle de teste, de acordo com as orientagcdes ou requisitos de

regulamentos locais, distritais, estatais e/ou federais ou organizagGes de acreditacdo, de forma a monitorizar todo o

processo analitico. Para orientagéo geral de CQ, o utilizador podera consultar o CLSI MM03 e EP12.4°

1. Os controles externos positivos e negativos ndo sdo usados pelo software do sistema BD MAX para fins de
interpretacéo do resultado do teste da amostra. Os controles externos séo tratados como se fossem amostras do
doente. (Consultar a Tabela 2 para interpretacéo dos resultados do ensaio de controle externo.)



Deveré ser executado um (1) controle positivo externo e um (1) controle negativo externo diariamente, no minimo,
até ser alcancada a validagdo de processo adequada no sistema BD MAX em cada unidade laboratorial. A
frequéncia reduzida de teste de controle devera estar de acordo com os regulamentos aplicaveis.

O controle positivo externo destina-se a monitorizar a falha substancial do reagente. O controle negativo externo
é utilizado para detetar a contaminagdo de reagentes ou ambiental (ou transferéncia) por acidos nucleicos alvo.

Sao recomendados varios tipos de controles externos para permitir que o utilizador selecione o mais adequado

para

o programa de controle de qualidade laboratorial respetivo.

a. Controle negativo externo: Amostras anteriormente caracterizadas conhecidas como sendo negativas

ou material de controle comercialmente disponivel como cepa de controle gram-negativa E. coli ATCC
25922 néo portadora de qualquer um dos genes de carbapenemase alvo do BD MAX Check-Points
CPO.
A Check-Points recomenda a preparagdo do controle negativo externo antes do controle positivo
externo.

b. Controle positivo externo: séo recomendados materiais de controle comercialmente disponiveis que
transportam um ou mais dos genes de carbapenemase alvo BD MAX Check-Points CPO, como cepas
de controle gram-negativas NCTC indicadas abaixo (consultar a Tabela 1).

Na preparacdo da suspensdo de controle externo, recomenda-se que os isolados sejam novamente
suspensos numa solugéo salina para uma turvagao de 0,5 McFarland e que sejam realizadas diluigGes de
série com solugao salina para obtencéo da diluicéo final apresentada na Tabela 1. A diluigdo final devera ser
realizada na matriz de esfregaco retal negativa para reproduzir melhor a amostra clinica real. Inocular 50 pl
de amostra de controle externo para o tubo de tamponamento da amostra correspondente. Processar e
testar como amostra (consultar as secgdes de Preparagao da amostra e de Operagao do sistema BD MAX).

Todos os controles externos deverao reproduzir os resultados esperados (positivo para controle positivo externo,
negativo para controle negativo externo) e nenhum controle externo falhado (resultados n&o resolvidos ou
indeterminados).

Um controle negativo externo que reproduza um resultado positivo do teste indica um problema de manuseamento
e/ou contaminacdo da amostra. Consultar a técnica de manuseamento da amostra para evitar a mistura e/ou
contaminag&o. Um controle positivo externo que reproduza um resultado negativo do teste indica um problema
de manuseamento/preparagdo da amostra. Rever a técnica de manuseamento/preparacao da amostra.

Um controle externo que reproduza um resultado de teste nédo resolvido, indeterminado ou incompleto é indicativo
de um reagente ou de uma falha do sistema BD MAX. Verificar o monitor do sistema BD MAX quanto a mensagens
de erro. Consultar a secgao de resumo de erro do sistema no Manual do Utilizador do sistema BD MAX para
interpretagdo de cédigos de aviso e erro. Se o problema persistir, usar reagentes de uma bolsa nédo aberta ou
usar um novo kit BD MAX Check-Points CPO.

Tabela 1: Cepas comercialmente disponiveis para controle externo positivo e negativo

Gene alvo Cepa de controle externo Diluicao final de 0,5 McFarland
KPC Klebsiella pneumoniae (NCTC-13438) 1/1000
VIM Pseudomonas aeruginosa (NCTC-13437) 1/5000
IMP Escherichia coli (NCTC 13476) 1/7000
OXA-48 Klebsiella pneumoniae (NCTC-13442) 1/10 000
NDM Klebsiella pneumoniae (NCTC-13443) 1/400
ﬁgg”;ﬁ/'g Escherichia coli (ATCC 25922) 1/10
8. Cada tubo de extracdo BD MAX Check-Points CPO contém um controle de processamento de amostra que é

INTE

um plasmideo contendo uma sequéncia de ADN alvo sintética. O controle de processamento da amostra
monitoriza

a eficacia da captacao de ADN, lavagem e elui¢do durante os passos de processamento da amostra, bem como
a eficacia da amplificagcdo e detecdo do ADN durante a analise de PCR. Se o resultado do controle de
processamento da amostra ndo cumprir os critérios de aceitagdo, o resultado da amostra sera reportado como
néo resolvido;
porém, quaisquer resultados da analise positivos (POS) serdo notificados e nao serdo designados alvos como
NEG

Um resultado néo resolvido é indicativo de inibicdo associada a amostra ou falha do reagente.

RPRETACAO DOS RESULTADOS

Os resultados estéo disponiveis no separador <Results> (Resultados) na janela de <Results> (Resultados) no monitor

do si

stema BD MAX. O software do sistema BD MAX interpreta automaticamente os resultados dos testes. Os

resultados sao reportados para cada um dos analitos e para controle de processamento da amostra. Um resultado do

teste

poderéa ser designado como NEG (Negativo), POS (Positivo) ou UNR (N&o resolvido), com base no estado de

amplificacao do alvo




e controle de processamento da amostra. Os resultados IND (Indeterminado) ou INC (Incompleto) devem-se a falha
no sistema BD MAX.

Tabela 2: Interpretacao de resultado do ensaio BD MAX Check-Points CPO

Resultado do ensaio ~
Interpretacéo do resultado
reportado
KPC POS Detectado gene KPC
KPC NEG N&o detectado gene KPC
VIM e ou IMP POS Detectado gene VIM e/ou IMP
VIM e ou IMP NEG Nao detectado gene VIM ou IMP
OXA POS Detectado gene OXA-48
OXA NEG N&o detectado gene OXA-48
NDM POS Detectado gene NDM
NDM NEG N&o detectado gene NDM
UNR Nao resolvido - amostra inibitéria ou falha do reagente; sem amplificagéo de controle de processamento
da amostra
IND Indeterminado devido a falha do sistema BD MAX (com cddigos de aviso ou erro*)
INC Série incompleta (com cddigos de aviso ou erro*)

* Consultar a seccéo "Resolucéo de problemas" do Manual do Utilizador do Sistema BD MAX? para a interpretagéo dos codigos de aviso e
erro.

REPETICAO DO PROCEDIMENTO DE TESTE

NOTA: Existe volume suficiente para um teste de repeticdo do tubo de tamponamento da amostra. Para tubos
de tamponamento da amostra armazenados a 2-25 °C, a repeticao do teste devera ser realizada no periodo de
48 horas apés inoculagao inicial do tubo de tamponamento da amostra com a amostra.

NOTA: Podem ser testadas novas amostras na mesma série com amostras repetidas.

Resultado néo resolvido

Os resultados néo resolvidos podem ser obtidos em caso de inibi¢cdo associada a amostra ou caso a falha do reagente
impeca a amplificacdo adequada do alvo ou do controle de processamento da amostra. Se o controle de
processamento da amostra ndo amplificar, a amostra sera reportada como UNR; porém, quaisquer resultados positivos
(POS) do ensaio seréo reportados. As amostras podem ser repetidas a partir dos Tubos de tamponamento da amostra
dentro do intervalo de tempo definido acima. Agitar em vortex e reiniciar a partir da sec¢do de Operacao do sistema
BD MAX. Alternativamente, podem ser repetidas amostras usando a amostra do esfregago retal restante com um novo
tubo de tamponamento da amostra, dentro dos intervalos de tempo definidos acima. Reiniciar a partir da secgéo de
Preparagdo da amostra.

Resultado indeterminado

Os resultados indeterminados podem ser obtidos na eventualidade de ocorréncia de uma falha de sistema. As amostras
podem ser repetidas a partir dos Tubos de tamponamento da amostra dentro do intervalo de tempo definido acima.
Agitar em vértex e reiniciar a partir da seccdo de Operagé&o do sistema BD MAX. Alternativamente, podem ser repetidas
amostras usando a amostra do esfregaco retal restante com um novo tubo de tamponamento da amostra, dentro dos
intervalos de tempo definidos acima. Reiniciar a partir da seccéo de Preparacdo da amostra. Para interpretacéo de
codigos de aviso e erro, consultar o Manual do Utilizador do sistema BD MAX? (seccdo de Resolugdo de problemas).

Resultado incompleto

Os resultados incompletos podem ser obtidos em caso de falha na conclusdo de preparacéo de amostras ou PCR.
As amostras podem ser repetidas a partir dos Tubos de tamponamento da amostra dentro do intervalo de tempo
definido acima. Agitar em vortex e reiniciar a partir da sec¢do de Operacédo do sistema BD MAX. Alternativamente,
podem ser repetidas amostras usando a amostra do esfregaco retal restante com um novo tubo de tamponamento da
amostra, dentro dos intervalos de tempo definidos acima. Reiniciar a partir da sec¢géo de Preparagéo da amostra. Para
interpretag&o de codigos de aviso e erro, consultar o Manual do Utilizador do sistema BD MAX? (secgéo de Resolugéo
de problemas).



Falha de controle externo

Os controles externos devem reproduzir os resultados esperados, quando testados. Se as amostras tiverem de ser
repetidas devido a um resultado de controle externo incorreto, deverdo ser repetidas juntamente com controles externos
recém-preparados dentro dos intervalos de tempo permitidos definidos acima.

CULTURA DE AMOSTRAS
A cultura e identificacdo de microrganismos de amostras positivas devem ser realizadas de acordo com os
procedimentos laboratoriais.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

- Este produto sé pode ser usado no sistema BD MAX.

- Poderao ocorrer resultados errados através de coleta, manuseamento e armazenamento de amostras indevidos,
erro técnico, mistura da amostra ou porque o ndmero de microrganismos na amostra é inferior a sensibilidade
analitica do teste.

- Se o resultado do BD MAX Check-Points CPO for IND, INC ou UNR (para um ou mais alvos), o teste deve ser
repetido.

- Um resultado positivo no BD MAX Check-Points CPO n&o indica necessariamente a presenca de microrganismos
viaveis.

- A andlise in silico combinada com andlise de inclusividade indica que séo detetadas as seguintes variantes de
carbapenemase:

o KPC:2-37

o VIM: 1-6, 8-52, 54, 56-60

0 Tipo OXA-48: 48, 162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370, 405, 438-439, 484, 505, 517, 519, 566
o NDM: 1-24

o IMP: 1-4, 6-8, 10, 19-20, 23-26, 30, 34, 38, 40, 42-43, 51-52, 55, 59-61, 66, 70, 73, 76-80

- O ensaio BD MAX Check-Points CPO néo é uma ferramenta de subtipagem e nédo apresenta variantes dos genes
blame, blaviv, blanom, blakec ou blaoxa-as.

- As andlises in silico utilizadas para prever as variantes detetadas pelo ensaio basearam-se numa comparagao
das sequéncias dos genes-alvo disponiveis na base de dados BLDB® com as sequéncias de amplicon e com
o primer/sonda do ensaio BD MAX Check-Points CPO para cada gene-alvo. As andlises in silico que utilizam
CLUSTALW foram realizadas em 2017-2018. N&o foram realizadas andlises in silico das novas sequéncias de
genes variantes depositadas na base de dados ap6s 2018 para os cinco genes-alvo.

- Mutag6es ou polimorfismos no primer ou regides de ligacdo da sonda podem afetar a detegéo de variantes do
gene blae, blaym, blanom, blakec Ou blaoxa.4s atuais, novas ou desconhecidas, produzindo um resultado falso
negativo.

- VIM e IMP séo detetadas no mesmo canal, mas nao sao diferenciadas.

- Como em todos os testes de diagnostico in vitro com base em PCR, podem ser detectados niveis extremamente
baixos do alvo, abaixo da sensibilidade analitica do ensaio, mas os resultados podem néo ser reproduziveis.

- Os resultados falsos negativos podem ocorrer devido a perda de &cido nucleico por coleta, transporte ou
armazenamento de amostras inadequado ou devido a lise de células bacterianas inadequadas. O controle de
processamento da amostra foi adicionado ao teste para auxiliar na identificacdo de amostras de contenham
inibidores para amplificagdo de PCR. O controle de processamento da amostra néo indica se o acido nucleico foi
perdido devido a coleta, transporte ou armazenamento de amostras inadequado ou por as células bacterianas
terem sido inadequadamente lisadas.

- As amostras excessivas ou fortemente manchadas podem levar a resultados néo resolvidos (UNR) devido a
inibicéo.

- Como em todos os testes de diagndstico in vitro, os valores preditivos positivos e negativos sao altamente dependentes
na prevaléncia. O desempenho do BD MAX Check-Points CPO pode variar dependendo da prevaléncia e populagéo
testada.

- O tubo de tamponamento da amostra nédo foi desenhado para suportar a viabilidade do microrganismo. Caso seja
necessaria a cultura, esta devera ser realizada da amostra original.

- Este teste € um teste qualitativo e ndo fornece valores quantitativos nem indica a quantidade de microrganismos
presente.

- O desempenho do ensaio BD MAX Check-Points CPO néo foi avaliado com amostras do esfregaco retal de
doentes pediatricos.

- A detecdo de blawe, blaym, blanow, blakec €/ou blaoxass @ partir de amostras de esfregago retal pode ser
proveniente de outros microrganismos diferentes de Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii.

- O desempenho do ensaio BD MAX Check-Points CPO com isolados sensiveis que contém as sequéncias de
genes blap, blayiv, blanpm, blakec €/ou blaoxa-as N0 foi avaliado exaustivamente.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

As caracteristicas de desempenho clinico do ensaio BD MAX Check-Points CPO foram determinadas num estudo de
investigacdo multicéntrico e num estudo envolvendo amostras artificiais. O estudo de investigacao envolveu um total
de cinco (5) centros clinicos em localizagBes geograficas diversas, nos quais as amostras de esfregaco retal foram
colhidas como parte dos cuidados de salde de rotina, incluidas num ensaio e testadas com o ensaio BD MAX Check-
Points CPO. As amostras foram obtidas a partir de doentes em risco de colonizag&o intestinal de bactérias nao
suscetiveis a carbapenem. O método de referéncia foi uma cultura bacteriana para recuperagdo de isolados ndo



suscetiveis de amostras de esfregaco retal seguido da detecao de genes de resisténcia a antibioticos através de PCR
e sequenciacao. A cultura bacteriana englobou quer a aplicacéo direta em placa no chromID Carba e chromID OXA48,
quer o enriquecimento de um dia para o outro em caldo MacConkey, seguindo-se a aplicacdo em placa de gelose
MacConkey com um disco de meropenem de 10 ug. Para amostras artificiais, foram testadas cepas bem
caracterizadas misturadas numa matriz de esfregago retal negativo Unica perto do LoD e analisadas pelo BD MAX
Check-Points CPO. Além disso, as cepacepas foram analisadas através de PCR e sequenciacao.

Foram incluidas, no total, 1486 amostras prospetivas e 166 amostras artificiais na avaliacdo clinica. 13 amostras
prospetivas ndo foram reportaveis, resultando em 1473 amostras prospetivas para a avaliagdo do desempenho.
As Tabelas 3 a 6 descrevem as caracteristicas de desempenho do ensaio BD MAX Check-Points CPO observadas
durante o ensaio clinico.

Taxa de amostras nao reportaveis

De todas as amostras avaliadas, 1,9% (28/1486) e 0% (0/166) foram inicialmente reportadas como nédo resolvidas,
incompletas ou indeterminadas para amostras prospetivas e artificiais, respetivamente. Apds um teste de repeticao
vélido de 17 de 28 amostras (11 nao foram repetidas), 0,1% (2/1475) e 0% mantiveram-se n&o resolvidas para as
amostras prospetivas e artificiais, respetivamente.

Resultados de desempenho com microrganismos produtores de KPC

O desempenho clinico para KPC no estudo prospetivo e estudo artificial € resumido na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3. KPC — Desempenho geral

Prospetivo Artificial

MacConkey chromID MacConkey + chromID —
KPC PCR/Sequenciacdo PCR/Sequenciacédo PCR/Sequenciacao PURIEEELENEEGED

POS NEG POS NEG POS NEG POS NEG
BD MAX Check.| POS 23 10 28 5 30 3 30 0
Points CPO NEG 3 1437 1 1439 4 1436 0 136
(Slgnjébg'g;ge’ PPA 88,5% (71,0-96,0%) 96,6% (82,8-99,4%) 88,2% (73,4-95,3%) 100% (88,6-100%)
(El(s:pgg'gg'&"’)‘de’ NPA 99,3% (98,7-99,6) 99,7% (99,2-99,9) 99,8% (99,4-99,9) 100% (97,3-100)

Resultados de desempenho com microrganismos produtores de VIM e IMP

O desempenho clinico para VIM/IMP no estudo prospetivo e estudo artificial € resumido na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4. VIM/IMP — Desempenho geral

Prospetivo Artificial
I gg;(/:g:qkjgnciagéo ggsgle%uenciagéo gg;?soenqkuegnticagra%mm FERISERNENEEGED
POS NEG POS NEG POS NEG POS NEG
BD MAX Check.| POS 5 12 4 13 6 11 50 0
Points CPO NEG 0 1456 2 1454 2 1454 2 114
(Slgnjiebgg%‘e’ PPA 100% (56,6-100%) 66,7% (30,0-90,3%) 75,0% (40,9-92,9%) 96,2% (87,0-98,9%)
(Elépgggg;/’f)‘de’ NPA 99,2% (98,6-99,5) 99,1% (98,5-99,5) 99,2% (98,7-99,6) 100% (96,7-100)
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Resultados de desempenho com microrganismos produtores de OXA48

O desempenho clinico para OXA-48 no estudo prospetivo e estudo artificial € resumido na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5. OXA48 — Desempenho geral

Prospetivo Artificial

MacConkey chromID MacConkey + chromID o
OXA8 PCR/Sequenciacdo PCR/Sequenciacéo PCR/Sequenciacao FERISERNENEEGD

POS NEG POS NEG POS NEG POS NEG
BD MAX Check.| POS 20 20 25 15 25 15 30 0
Points CPO NEG 1 1432 0 1433 1 1432 0 136
(Slgnjébgg;‘;e/ PPA 95,2% (77,3-99,2%) 100% (86,7-100%) 96,2% (81,1-99,3%) 100% (88,6-100%)
Especificidade/NPA o ) o ] o ] o ~
(1C do 95%) 98,6% (97,9-99,1) 99,0% (98,3-99,4) 99,0% (98,3-99,4) 100% (97,3-100)

Resultados de desempenho com microrganismos produtores de NDM

O desempenho clinico para NDM no estudo prospetivo e estudo artificial € resumido na Tabela 6 abaixo.

Tabela 6. NDM — Desempenho geral

Prospetivo Artificial

MacConkey chromID MacConkey + chromID -
iDL PCR/Sequenciacédo PCR/Sequenciacéo PCR/Sequenciacao PERELE e D

POS NEG POS NEG POS NEG POS NEG
BD MAX Check.| POS 1 1 1 1 1 1 30 0
Points CPO NEG 0 1471 0 1471 0 1471 0 136
(Slgnjébgg;‘;e' PPA 100% (20,7-100%) 100% (20,7-100%) 100% (20,7-100%) 100% (88,6-100%)
(Elépgg'g‘;';f’)‘de’ NPA 99,9% (99,6-100) 99,9% (99,6-100) 99,9% (99,6-100) 100% (97,3-100)

Inclusividade analitica

Foi incluida neste estudo uma variedade de microrganismos alvo do BD MAX Check-Points CPO e variantes de genes
de carbapenemase. Os critérios de selegédo da cepacepa incluiram prevaléncia e importancia clinica. Foram testadas
noventa

e trés (93) cepacepas, incluindo cepacepas de coletas publicas e isolados clinicos bem caracterizados.

O teste de inclusividade incluiu 16 espécies diferentes e 17 cepacepas KPC, representando 2 variantes, 17 cepacepas
VIM representando 7 variantes, 18 cepacepas IMP representando 7 variantes, 20 cepacepas de tipo OXA48
representando

7 variantes, 17 cepacepas NDM representando 4 variantes e 4 cepacepas contendo dois genes alvo de
carbapenemase.

As cepacepas foram detetadas em triplicado em 3x LoD (Limit of Detection [limite de detec&o]). O BD MAX Check-
Points CPO identificou corretamente 90 das 93 cepacepas testadas ap0s testes iniciais. Foram detetadas trés
cepacepas,

uma Enterobacter cloacae com IMP-34, uma Pseudomonas aeruginosa com IMP-4 e uma Klebsiella pneumoniae com
NDM-1, com a repeti¢édo do teste a 10x LoD.
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Tabela 7: Resultados de inclusividade do BD MAX Check-Points CPO em comparagdo com progndstico in

silico
Resultados de inclusividade
AIVO N.0 de Variantes Variantes néo PrOgnéStiCO in SiIiCO
cepacepas detetadas detetadas
KPC 17 KPC-2, 3 - KPC-2-37
VIM-1, 2, 4, 19,
VIM 19 26, 27, 31 - VIM-1-6, 8-52, 54, 56-60
PME 20 IMP-1, 3,4,7,8, | _ IMP-1-4, 6-8, 10, 19, 20, 23-26, 30, 34, 38, 40, 42-43,
26, 34 51, 52, 55, 59-61, 66, 70, 73, 76-80
OXA-48 29 ?g(gA-418é1 ;(6)2 B OXA-48, 162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370, 405,
' ' ' 438, 439, 484, 505, 517, 519, 566
232, 244
NDM 19 NDM-1, 5,6, 7 - NDM-1-24

Em suma, todas as variantes testadas e previstas detetadas por andlise in silico foram detetadas pelo BD MAX
Check-Points CPO. Além disso, o IMP-7 e OXA-163 néo previstos detectados por andlise in silico foram detectados
pelo BD MAX Check-Points CPO. IMP-43, -51 e -73 tém as mesmas sequéncias alvo de primer e sondas que o IMP-
7,

e OXA-438-439 tém as mesmas sequéncias alvo de primer e sondas que OXA-163 e, por isso, também se prevé a
detecéo por parte do ensaio BD MAX Check-Points CPO.

Sensibilidade analitica (limite de detegao)

A sensibilidade analitica (limite de detecdo ou LoD) para o BD MAX Check-Points CPO foi determinada usando duas
cepacepas para cada gene de carbapenemase, isto é, 10 cepacepas. As suspensdes de células bacterianas para
cada cepa foram preparadas e quantificadas a partir da cultura antes da inclusao neste estudo. Foi preparado um total
de seis diluicbes em série duplas na matriz retal negativa para todas as cepacepas, em concentragdes de teste que
se preveem compreender o LoD para cada gene alvo de carbapenemase. As réplicas de 10 de cada concentragao de
teste foram avaliadas usando 3 instrumentos BD MAX e 3 lotes de reagentes e consumiveis para estimar o LoD. Para
este estudo, o LoD estimado foi definido como a concentragdo mais baixa de células alvo, na qual 10/10 réplicas
tiveram um resultado de teste positivo.
O LoD foi entao confirmado pelo teste de 20 réplicas para cada cepa no LoD estimado. A sensibilidade analitica (LoD),
definida como a concentragdo mais baixa na qual se prevé que 295% de todas as réplicas revele um teste positivo,
variou de 144 a 4774 UFC/ml de tamponamento da amostra depois de distribuir as amostras de esfregaco retal no
tubo de tamponamento da amostra.

Tabela 8: Limite de detecdo do BD MAX Check-Points CPO para alvos individuais

Alvo | Cepa Espécie UFC/ml %
KPC CP254 | Klebsiella pneumoniae 2005 95%
CP365 | Klebsiella pneumoniae 3560 100%
VIM CP260 | Pseudomonas aeruginosa 159 100%
CP433 | Enterobacter cloacae 520 95%
PME CP253 | Escherichia coli 319 100%
CP149 | Klebsiella pneumoniae 144 95%
OXA CP258 | Klebsiella pneumoniae 229 95%
CP411 | Escherichia coli 902 95%
NDM CP259 | Klebsiella pneumoniae 4774 100%
CP184 | Escherichia coli 4492 95%

Especificidade analitica (reatividade cruzada e exclusividade)

O ensaio BD MAX Check-Points CPO foi realizado em amostras contendo espécies filogeneticamente relacionadas e
outros microrganismos que podem ser encontrados em amostras de esfregaco retal. Além disso, as espécies foram
testadas contendo genes alvo de carbapenemase pelo BD MAX Check-Points CPO, mas sem qualquer outro gene de
carbapenemase ou um carbapenemase diferente ou outro gene de resisténcia a antibiéticos. As células bacterianas
foram colocadas na matriz do esfregaco retal negativo a uma concentragdo de ~5 x 10° células/ml. De um modo geral,
foram testados 26 microrganismos em 3 réplicas, apresentados na Tabela 9. Todos 0s microrganismos testaram
negativo.
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Tabela 9. Microrganismos testados para determinar a especificidade do BD MAX Check-Points CPO

ID da " A

cepa Espécie Referéncia Gene B-lactamase
CP-575 Campylobacter jejuni CCUG-41359 Nenhum

CP-521 Citrobacter freundii N/A CTX-M9 ESBL

CP-338 Citrobacter braakii N/A GES Carbapenemase
CP-568 Corynebacterium diphtheriae CCUG-37874 Nenhum

CP-484 Enterobacter aerogenes N/A Nenhum

CP-034 Enterobacter cloacae N/A CTX-M9 ESBL

CP-573 Enterococcus casseliflavus CCUG-55879 Nenhum

CP-574 Enterococcus faecalis CCUG-9997 Nenhum

CP-048 Escherichia coli N/A CTX-M1 ESBL

CP-576 Helicobacter pylori CCUG-17874 Nenhum

CP-058 Klebsiella oxytoca N/A CTX-M9 ESBL

CP-012 Klebsiella pneumonia N/A SHV-ESBL

CP-570 Listeria monocytogenes CCUG-33548 Nenhum

CP-357 Pseudomonas aeruginosa N/A PER ESBL

CP-132 Salmonella typhimurium N/A pAmpC

CP-519 Raoultella sp. N/A SHV e CTX-M9 ESBL
CP-571 Staphylococcus aureus CCUG-9128 Nenhum

CP-250 Serratia marcescens N/A Nenhum

CP-009 Stenotrophomonas maltophilia N/A SHV e CTX-M9 ESBL; pAmpC
CP-284 Acinetobacter baumannii N/A OXA-23 Carbapenemase
CP-503 Morganella morganii N/A Nenhum

CP-319 Providencia stuartii N/A VEB ESBL

CP-567 Providencia alcalifaciens CCUG-6325 Nenhum

CP-569 Streptococcus agalactiae CCUG-29780 Nenhum

CP-052 Proteus mirabilis N/A pAmpC

CP-440 Acinetobacter baumannii N/A OXA-58 Carbapenemase

N/A: Cepa da coleta de cepacepas interna, sem nimero de referéncia disponivel

Substancias interferentes

Foram avaliadas vinte e nove (29) substancias biolégicas e quimicas que podem estar ocasionalmente presentes em
amostras de esfregaco retal em relacéo a possivel interferéncia com o ensaio BD MAX Check-Points CPO e estas séo
apresentadas na Tabela 10. Todas as substancias foram avaliadas a uma concentracéo teste de 0,25% w/v (2,5 mg/ml)
na matriz de esfregaco retal negativa. As amostras de teste incluiram matriz de esfregaco retal negativo cultivada com
organismos alvo a 3x LoD (amostras positivas) ou ndo cultivadas (amostras negativas). Para cada substancia, foram
testadas 6 amostras positivas e 6 negativas. Os resultados ndo demonstraram qualquer interferéncia reportavel com
qualquer uma das substancias testadas (consultar a Tabela 10).

Tabela 10. Substancias que néo interferem com o BD MAX Check-Points CPO

Oleos e acidos gordos Sais metalicos Antibiéticos Analgésicos
Acido esteérico Ba2S0O4 Cefalexina Naproxeno
Acido palmitico CaCO03 Ciprofloxacina Benzocaina
Oleo mineral Al(CH)3 Polimixina B Fenilefrina
Simeticone Mg(OH)2 Bacitracina Subsalicilato de bismuto
Colesterol Neomicina
Alcoois Antagonistas de histaminicos | Surfactantes Restantes
Resorcinol Famotidina Nonoxynol-9 Hidrocortisona
Etanol Omeprazol Cloreto de benzalcénio Cloridrato de loperamida
Cimetidina Nistatina
Sennosides
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Reprodutibilidade interlaboratorial

A reprodutibilidade interlaboratorial para o ensaio BD MAX Check-Points CPO foi determinada pela analise de uma
cepapor alvo misturada na matriz retal negativa em 2 concentragdes diferentes (1,5 x LoD e 3 x LoD), cepa néo alvo
misturada na matriz de esfregaco retal negativa e matriz de esfregaco retal negativa em 3 centros diferentes por 2
operadores,

usando 1 lote durante 5 dias.

Tabela 11. Resultados de reprodutibilidade interlaboratorial para o BD MAX Check-Points CPO

KPC NDM OXA-48 VIM/IMP
+ - + - + - + -
1,5x LoD 100% 98,3% 100% 97,5%
(60/60) (59/60) (60/60) (117/120)
(IC de 95%) (94,0-100%) (91,1-99,7%) (94,0-100%) (92,9-99,1%)
3x LoD 100% 100% 100% 99,2%
(60/60) (60/60) (60/60) (119/120)
(IC de 95%) (94,0-100%) (94,0-100%) (94,0-100%) (95,4-99,9%)
Negativos 100% 100% 100% 100%
(100/100) (100/100) (100/100) (100/100)
(IC de 95%) (96,3-100%) (96,3-100%) (96,3-100%) (96,3-100%)

Em suma, a reprodutibilidade interlaboratorial variou de 100-100%, 97,5-100% e 99,2-100% para negativos, 1,5 x LoD
e 3 x LoD, respetivamente.

Reprodutibilidade entre lotes

A reprodutibilidade entre lotes para o ensaio BD MAX Check-Points CPO foi determinada pela andlise de uma cepa
por alvo misturada na matriz retal negativa em 2 concentragGes diferentes (1,5 x LoD e 3 x LoD), cepa ndo alvo
misturada na matriz de esfregago retal negativa e matriz de esfregaco retal negativa num centro por dois operadores,
usando 3 lotes durante 5 dias.

Tabela 12. Resultados de reprodutibilidade entre lotes para o BD MAX Check-Points CPO

KPC NDM OXA-48 VIM/IMP
+ - + - + - + -
1,5 x LoD 100% 100% 100% 99,2%
(60/60) (60/60) (60/60) (119/120)
(IC de 95%) (94,0-100%) (94,0-100%) (94,0-100%) (95,4-99,9%)
3x LoD 100% 100% 100% 100%
(60/60) (60/60) (60/60) (120/120)
(IC de 95%) (94,0-100%) (94,0-100%) (94,0-100%) (96,9-100%)
Negativos 100% 100% 100% 100%
(90/90) (90/90) (90/90) (90/90)
(IC de 95%) (95,9-100%) (95,9-100%) (95,9-100%) (95,9-100%)

Em suma, a reprodutibilidade entre lotes variou de 100-100%, 99,2-100% e 100-100% para negativos, 1,5 x LoD e 3 x
LoD, respetivamente.

Reprodutibilidade intralaboratorial

A reprodutibilidade intralaboratorial foi determinada pela analise de uma cepa por alvo misturada na matriz retal
negativa em 2 concentragfes diferentes (1,5 x LoD e 3 x LoD), cepa néo alvo misturada na matriz de esfregaco retal
negativa

e matriz de esfregago retal negativa num centro por 2 operadores, usando 1 lote durante 12 dias.
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Tabela 13. Resultados de reprodutibilidade intralaboratorial para o BD MAX Check-Points CPO

KPC NDM OXA-48 VIM/IMP
+ = + = + = + o
1,5 x LoD 100% 100% 97,9% 99,0%
(48/48) (48148) (47148) (95/96)
(IC de 95%) (92,6-100%) (92,6-100%) (89,1-99,6%) (94,3-99,8%)
3% LoD 97,9% 100% 100% 100%
(47/48) (48148) (48/48) (96/96)
(IC de 95%) (89,1-99,6%) (92,6-100%) (92,6-100%) (96,2-100%)
Negativos 100% 100% 100% 100%
(72172) (72172) (72172) (72172)
(IC de 95%) (94,9-100%) (94,9-100%) (94,9-100%) (94,9-100%)

Em suma, a reprodutibilidade intralaboratorial variou de 100-100%, 97,9-100% e 97,9-100% para negativos, 1,5 x LoD
e 3 x LoD, respetivamente.

Infecbes mistas/interferéncia concorrencial

Nao foi observada qualquer interferéncia nos testes de treze (13) amostras com um alvo KPC, VIM, IMP, OXA-48 ou
NDM das cepas com LoD conhecido misturadas a 2x LoD e um ou dois outros microrganismos alvo misturados a
~1x10% UFC/ml na matriz de esfregaco retal negativa.

Contaminagdao por transferéncia

A contaminagao por transferéncia foi avaliada ao testar as amostras negativas juntamente com as amostras positivas
contendo um grande volume de bactérias portadoras dos genes de resisténcia a carbapenemase KPC, OXA48, NDM
e VIM ou IMP. As posicdes das amostras negativas e positivas foram alternadas para maximizar a possibilidade de
contaminacgéo por transferéncia. A matriz de esfregago retal negativa foi utilizada para as amostras negativas e para
preparar as amostras positivas através da inoculagdo da matriz com microrganismos alvo a uma concentragédo de
5 x 10 UFC/ml. Nao foram detetadas reagGes positivas para um total de 166 amostras negativas.
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Este produto é vendido sob licenga e a compra deste produto ndo inclui direitos para utilizagdo em determinadas
aplicacbes de triagem de sangue e tecidos, nem para determinadas aplicag6es industriais. A compra deste produto

permite

que

0 adquirente use o mesmo para amplifica¢éo e detecéo de sequéncias de acido nucleico para fornecer diagnosticos
humanos in vitro. Nao é concedida qualquer patente geral ou outra licenca de qualquer tipo além do direito especifico
de utilizagdo pela compra de acordo com o presente documento.

Contacte o Servico de apoio técnico da BD em www.bd.com/ds.

Check-Points Health B.V.
Binnenhaven 5
6709 PD Wageningen info@check-points.com

Holanda
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ATCC é uma marca registada da American Type Culture Collection.
NCTC é uma marca registada da Public Health England.
TagMan é uma marca registada da Roche Molecular Systems, Inc.

© 2019 BD. BD, o logétipo da BD e outras marcas registadas sdo da propriedade da Becton, Dickinson and Company.
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