HOLOGIC® Panther Fusion® MRSA

MRSA Assay (Panther Fusion®)

Para fins de diagnéstico in vitro.

Apenas para exportagao pelos EUA.
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Informagoes gerais Panther Fusion® MRSA

Informagoes gerais

Utilizagao prevista

O Panther Fusion® MRSA Assay é um teste de diagndstico in vitro automatizado que usa a
quimica do Invader Plus® para fazer a detecao e diferenciacdo qualitativas do DNA de
Staphylococcus aureus (SA) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), através de
amostras de esfregagos nasais. Este ensaio € para ser usado no Panther Fusion System, para
ajudar na prevengéao e controlo de infegdes por MRSA/SA em ambientes de cuidados de saude.

Resumo e explicacao do teste

O Staphylococcus aureus (S. aureus) é considerado como parte integrante da flora humana
normal e pode colonizar a regido anterior das narinas, garganta, perineo, virilha e pele.* A maioria
dos portadores ndo apresenta sintomas e as bactérias colonizadoras ndo causam doencas.
Mesmo assim, em ambientes de cuidados de saude, as infegbes por S. aureus podem ser graves
ou fatais. Os sintomas da infecdo invasiva por S. aureus variam desde infegbes leves da pele
(furdnculos e abcessos) até bacteremia, septicemia, endocardite, osteomielite e pneumonia.’

O uso disseminado da meticilina (um antibidtico betalactamico derivado da penicilina) deu origem ao
surgimento de certas estirpes de S. aureus resistentes a antibidticos, referidas como S. aureus
resistentes a meticilina. A resisténcia a meticilina do MRSA é amplamente mediada pelo gene
mecA, o qual codifica a proteina 2a (PBP2a) de ligagdo a penicilina, uma enzima envolvida na
esta presente no elemento mec da cassete cromossomatica estafilococica (SCCmec). As excisbes
genéticas dentro do elemento SCCmec podem dar origem a falta de um gene mecA funcional,
resultando numa chamada “variante de cassete vazia”, transportada por certas estirpes de

S. aureus resistentes a meticilina (MSSA). Um gene alternativo de mecanismo de resisténcia (mecC)
foi descrito em S. aureus em 2011.22 Como tal, &€ necessario ter como alvos especificos 0s genes
mecA e mecC - além da juncao orfX/SCCmec - para identificar o MRSA de forma apropriada.

O MRSA é considerado como uma causa significativa das infegdes associadas aos cuidados de
saude (IACS) na UE.« Como resultado da sua natureza altamente invasiva e suscetibilidade
limitada ao tratamento, o MRSA representa uma grande responsabilidade clinica com alta
morbilidade e mortalidade. Devido a alta prevaléncia entre pacientes hospitalizados, a
identificacdo exata e rapida do MRSA é necessaria para iniciar uma terapia antimicrobiana
eficaz e para retardar a disseminacgao de infegdes por MRSA.¢ Os métodos moleculares para a
detecdo do MRSA foram introduzidos como uma alternativa mais rapida aos métodos de cultura
tradicionais que demoram demasiado tempo.

Principios do procedimento

O Panther Fusion System automatiza completamente o processamento de espécimes (lise
celular, captura do acido nucleico, amplificacdo e detecao) para o Panther Fusion MRSA Assay.
Um controlo interno (IC-X) é automaticamente adicionado a cada espécime através do
Reagente de Captura Fusion X (WFCR-X), para monitorizar a interferéncia durante o
processamento, amplificacao e dete¢cdo de amostras, causada devido a falha de reagentes ou a
substancias inibitérias.

Nota: O Panther Fusion System adiciona o IC-X ao FCR-X. Depois do IC-X ter sido
adicionado ao FCR-X, este sera referido como wFCR-X.
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Panther Fusion® MRSA Informagoes gerais

Processamento de amostras e captura de acidos nucleicos: Em primeiro lugar, os
espécimes sao incubados num reagente alcalino (Reagente Estimulador Panther Fusion X ou
FER-X) para fazer a lise as células. O acido nucleico libertado durante o passo de lise é
hibridizado com particulas magnéticas no FCR-X. As particulas de captura sdo separadas da
matriz de espécimes residuais, num campo magnético, por uma série de etapas de lavagem
com um detergente suave. O acido nucleico capturado é depois eluido das particulas
magnéticas com um reagente de baixa forca idnica (Tampao de Eluigdo Panther Fusion).

Amplificagdo por PCR multiplex e detecao através do Invadere: A principal mistura de
reacado de dose unitaria liofilizada é reconstituida com o Tampao de Reconstituicdo Panther
Fusion |l e combinada com o &cido nucleico eluido num tubo de reagdo. O Reagente de Oleo
Panther Fusion é adicionado para evitar a evaporagao durante a reagao através do Invader
Plus.

Uma reacdo através do Invader Plus € uma combinagao de reagdes em cadeia da polimerase
(PCR) e quimicas do Invader. A amplificagcado do alvo por PCR ¢ feita com primers (inicial e final)
especificos do alvo. A detecado de alvos e a geragao de sinais sdo alcangadas através da
quimica do Invader. Durante a fase de detecdo, uma sonda primaria nao identificada e um
oligonucleotideo invasor sédo hibridizados com o DNA alvo, formando um complexo de DNA
ternario que é reconhecido e clivado por uma enzima Cleavase®. Esta reagdo de clivagem
liberta da sonda primaria um produto de clivagem especifico do alvo. O produto de clivagem
especifico do alvo é hibridizado com uma cassete de transferéncia de energia de ressonancia
de fluorescéncia (FRET) correspondente, dando origem a outra reacao de clivagem. Sempre
que uma cassete FRET ¢ clivada, o fluoréforo e o extintor correspondentes sdo separados,
gerando um aumento no sinal de fluorescéncia detetavel.” O ensaio usa sondas primarias
especificas do alvo e cassetes FRET emparelhadas com fluoréforos espectralmente distintos
para o orfX/SCCmec, mecA/C, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e alvos de
controlo interno. O ensaio tem como alvo uma isoforma de GAPDH especifica para o S. aureus.
O software do MRSA Panther Fusion Assay calcula um resultado do limite ciclico (Ct) com base
no sinal fluorescente acumulado em cada canal fluorescente, para determinar a presenca de
cada alvo de forma qualitativa.

Os alvos e os canais fluorescentes correspondentes usados no Panther Fusion MRSA Assay
estdo listados na seguinte tabela:

Alvo Canal
Juncgao orfX/SCCmec FAM
Gene mecA/C HEX
Gene GAPDH ROX
Controlo interno RED677

Adverténcias e precaugoes
A. Para fins de diagnéstico in vitro.

B. Leia atentamente todo este folheto informativo e o Manual de Instrugbes do Panther Fusion
System.
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Informagoes gerais Panther Fusion® MRSA

C.

O Reagente Estimulador Panther Fusion X (FER-X) & corrosivo, nocivo por ingestao, e
causa queimaduras cutaneas e lesdes oculares graves.

Este procedimento s6 deve ser efetuado por pessoal com a respetiva formacao profissional
na utilizacao deste ensaio € no manuseamento de materiais infeciosos. Se ocorrer um
derrame, desinfete imediatamente, respeitando os procedimentos locais apropriados.

Os espécimes podem ser infeciosos. Utilize as precaugdes universais quando executar este
ensaio. O diretor do laboratério deve estabelecer métodos adequados de manuseamento e
eliminagao. Este procedimento de diagndstico s6 pode ser realizado por pessoal com a
formacao profissional adequada em manuseamento de materiais infeciosos.s

Utilize somente os artigos de laboratorio descartaveis que sejam fornecidos ou
especificados.

Utilize luvas descartaveis e isentas de po, protegcao ocular e batas de laboratério quando
manusear espécimes e reagentes. Lave bem as maos depois de manusear espécimes e
reagentes.

Elimine todos os materiais que tenham entrado em contacto com espécimes e reagentes, e
faga-o de acordo com os regulamentos regionais, nacionais e internacionais aplicaveis.

Mantenha as condicbes de conservacao adequadas durante o transporte de espécimes,
para garantir a integridade dos mesmos. Nao foi avaliada a estabilidade do espécime em
condicbes de transporte, para além das recomendadas.

Evite a contaminacdo cruzada durante os passos de manuseamento de espécimes. Os
espécimes podem conter niveis extremamente elevados de bactérias ou outros organismos.
Certifique-se de que os recipientes de espécimes ndo entrem em contacto uns com os
outros e elimine os materiais usados sem passa-los por cima de quaisquer recipientes
abertos. Mude de luvas se estas entrarem em contacto com espécimes.

N&o use o kit de recolha ESwab caso este esteja danificado, e ndo o use depois da data de
expiracgao.

N&o use reagentes ou controlos depois da data de expiracéo.

. Conserve os componentes de ensaio nas condi¢gdes de conservacao recomendadas.

Consulte Requisitos de conservacdo e manuseamento de reagentes e Procedimento de
teste no Panther Fusion System para obter mais informacdes.

N&o combine quaisquer reagentes ou fluidos de ensaios. Ndo ateste reagentes ou fluidos;
o Panther Fusion System verifica os niveis de reagentes.

Evite a contaminagdo microbiana ou com nuclease dos reagentes.

Os requisitos de controlo de qualidade devem ser respeitados em conformidade com os
regulamentos locais, regionais e/ou nacionais, ou requisitos de certificagédo, e os
procedimentos de controlo de qualidade predefinidos do seu laboratdrio.

Nao utilize o cartucho de ensaio se a bolsa de conservacio perder o selo, ou se a pelicula
do cartucho de ensaio ndo estiver intacta. Contacte o Suporte Técnico da Hologic em
qualquer um dos casos.
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Panther Fusion® MRSA Informagoes gerais

R. N&o use pacotes de fluidos com danos ou fugas. Contacte o Suporte Técnico da Hologic
caso isto aconteca.

S. Manuseie os cartuchos de ensaio com cuidado. Nao deixe que os cartuchos de ensaio caiam
ou invertam. Evite a exposi¢ao prolongada a luz ambiente.

T. Alguns dos reagentes usados com o Panther Fusion MRSA Assay contém simbolos de risco
e seguranca.

Nota: As informacées de comunicacdo de riscos refletem as classificagbes das Fichas de
Dados de Seguranga (FDS) da UE. Para consultar informagées de comunicagdo de perigos
especificas da sua regido, consulte a respetiva FDS na Biblioteca de Fichas de Dados de
Segurangca em: www.hologicsds.com.

Informagdes de perigos para a UE

&

Panther Fusion Oil
Polydimethylsiloxane 100%

ATENGAO
H315 - Provoca irritagdo cutanea
H319 - Provoca irritagdo ocular grave

Panther Fusion Enhancer Reagent-X (FER-X)
Lithium Hydroxide, Monohydrate 5-10%

PERIGO

H302 - Nocivo por ingestao

H314 - Provoca queimaduras na pele e lesbes oculares graves

P260 - Nao respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois

P280 - Usar luvas de protecgao/vestuario de protecgao/proteccdo ocular/protecgao facial

P303 + P361 + P353 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): despir/retirar imediatamente toda
a roupa contaminada. Enxaguar a pele com agua/tomar um duche

P305 + P351 + P338 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continuar a enxaguar

P310 - Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico

P280 - Usar protecgao ocular/proteccéo facial
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Informacgoes gerais

Requisitos de conservagao e manuseamento de reagentes
A. A seguinte tabela fornece os requisitos de conservagdo e manuseamento para este ensaio.

T
Cartucho de Panther Fusion MRSA Assay 2°Ca8°C 60 dias 2°Ca8°C?
Reagente de Captura Panther Fusion X (FCR-X) 15°Ca30°C 30 dias 15°Ca30°C
Reagente Estimulador Panther Fusion X (FER-X) 15°Ca30°C 30 dias 15°Ca30°C
Controlo Interno Panther Fusion X (IC-X) 2°Ca8°C (No wFCR-X) Nao aplicavel
Tampao de Eluigdo Panther Fusion 15°Ca30°C 60 dias 15°Ca30°C
Oleo Panther Fusion 15°Ca30°C 60 dias 15°Ca30°C
Tampao de Reconstituigdo Panther Fusion Il 15°Ca30°C 60 dias 15°Ca30°C
Controlo Positivo MRSA Panther Fusion 2°Ca8°C Frasco descartavel Nao aplicével )
descartavel
Controlo Negativo Panther Fusion I 2°Ca8°C Frasco descartavel Nao aplicavel -

descartavel

Depois dos reagentes terem sido retirados do Panther Fusion System, devera coloca-los imediatamente nas suas respetivas
temperaturas de conservagao.

1 A estabilidade de utilizagdo comeca na altura em que o reagente é colocado no Panther Fusion System, para o cartucho do
Panther Fusion MRSA Assay, FCR-X, FER-X e IC-X. A estabilidade de utilizagdo para o Tampao de Reconstituicdo Panther
Fusion Il, Tampdo de Eluigdo Panther Fusion e Reagente de Oleo Panther Fusion comega quando o reagente é usado pela
primeira vez.

2 Caso o cartucho de ensaio seja retirado do Panther Fusion System, conserve-o num recipiente hermético com dessecante,
a temperatura de conservagao recomendada.

B. O wFCR-X e FER-X permanecem estaveis durante 60 dias quando s&o armazenados a uma
temperatura entre 15 °C e 30 °C. Nao refrigere.

C. Elimine quaisquer reagentes nao usados que tenham ultrapassado a sua estabilidade de
utilizagao.

D. Os controlos permanecem estaveis até a data indicada nos frascos.
E. Evite a contaminagdo cruzada durante o manuseamento e conservagdo de reagentes.

F. Nao congele os reagentes.
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Panther Fusion® MRSA Informagoes gerais

Recolha e conservagao de espécimes

Espécimes: Material clinico recolhido do paciente e colocado num sistema de transporte
adequado. Para o Panther Fusion MRSA Assay, este € o sistema de recolha e transporte ESwab.

Amostras: Representa um termo mais genérico para descrever qualquer material de teste no
Panther Fusion System, incluindo espécimes e controlos.

Nota: Manuseie todas os espécimes como se contivessem agentes potencialmente
infeciosos. Utilize as precaugbes universais.

Nota: Tome cuidado para evitar a contaminagdo cruzada durante as etapas de
manuseamento de espécimes. Por exemplo, descarte o material usado sem passar por cima
de tubos abertos.

A. Recolha de espécimes

Recolha uma amostra nasal ESwab de ambas as narinas, de acordo com as praticas
predefinidas do seu meio de trabalho, ou use as seguintes orientagdes:

1. Lave as méos e calce luvas limpas.

2. Abra a embalagem de esfregacgos e retire um esfregaco.

3. Insira cuidadosamente a parte de recolha do esfregago na narina do paciente.

4. Carregue suavemente e role o esfregago pelo interior da narina por trés a cinco vezes.
5. Repita o processo na outra narina com o mesmo esfregaco.

Nota: Para evitar a contaminagdo, tenha cuidado para nao tocar na haste do esfregago por
baixo do ponto de quebra.

6. Abra o tubo com 1 mL de liquido Amies, coloque o esfregago da amostra no tubo e
quebre a haste do esfregago no ponto de quebra.

7. Volte a tapar o tubo e elimine a parte restante da haste do esfregaco.

8. Pode rotular o tubo, se necessario.

9. Descalce as luvas e lave as méos.

Nota: Caso o liquido Amies derrame antes do esfregago ser colocado no tubo, coloque o

esfregaco da amostra num novo tubo com 1 mL de liquido Amies. Caso o tubo derrame depois
de colocar o esfregago no tubo, use outro esfregaco para recolher uma nova amostra nasal.

B. Transporte e conservagédo de espécimes antes do teste

Depois da recolha, transporte e conserve o espécime no tubo por um periodo de até
48 horas, a uma temperatura entre 15 °C e 30 °C, ou por um periodo de até 5 dias, a uma
temperatura entre 2 °C e 8 °C.

C. Conservacao de espécimes depois dos testes

1. Coloque os tubos de espécimes num suporte de tubos em posicao vertical.

2. Coloque uma nova tampa nas amostras que foram testadas.

3. Se as amostras testadas tiverem que ser congeladas ou expedidas, retire a tampa
perfuravel e coloque uma nova tampa nao perfuravel. Mantenha as condi¢cdes de
conservacao de espécimes durante o transporte, conforme descrito em Transporte e
conservagao de espécimes antes do teste.

Nota: Os espécimes devem ser transportados de acordo com os regulamentos de transporte
regionais, nacionais e internacionais em vigor.
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Reagentes e materiais fornecidos Panther Fusion® MRSA

Reagentes e materiais fornecidos

Embalagem do ensaio

Componentes'’ Cod. n° Conservagio

Cartuchos do Panther Fusion MRSA Assay, 96 testes
Cartucho do Panther Fusion MRSA Assay, 12 testes, 8 por caixa

PRD-04803 2°Ca8°C

Controlos do Panther Fusion MRSA Assay
Tubo de Controlo Positivo MRSA Panther Fusion, 5 por caixa PRD-04805 2°Ca8°C
Tubo de Controlo Negativo Panther Fusion II, 5 por caixa

Controlo Interno Panther Fusion X, 960 testes

Tubo de Controlo Interno Panther Fusion X, 4 por caixa PRD-04476 2°Casg’C

Reagente de Extragao Panther Fusion X, 960 testes
Frasco de Reagente de Captura Panther Fusion X, 240 testes, 4 por caixa PRD-04477 15°Ca30°C
Frasco de Reagente Estimulador Panther Fusion X, 240 testes, 4 por caixa

Tampao de Eluicdo Panther Fusion, 2.400 testes

Embalagem do Tampao de Eluicdo Panther Fusion, 1.200 testes, 2 por caixa PRD-04334 15°Ca30"C

Tampao de Reconstituicdo Panther Fusion Il, 1.920 testes

Tampao de Reconstituicdo Panther Fusion Il, 960 testes, 2 por caixa PRD-04804 15°Ca30"C

Reagente de Oleo Panther Fusion, 1.920 testes

Reagente de Oleo Panther Fusion, 960 testes, 2 por caixa PRD-04335 15°Ca30"C

' Os componentes também podem ser encomendados nos seguintes conjuntos:
O Kit de Fluidos Universais Panther Fusion (PRD-04430) contém uma unidade de Oleo Panther Fusion e uma unidade
de Tampao de Eluicdo Panther Fusion.

Materiais necessarios mas disponiveis em separado

Nota: Os materiais disponibilizados pela Hologic tém a indicacdo dos cédigos de produto, a menos que o
contrario seja especificado.

Material Céd. n°
Panther System 303095
Atualizagao do Mdédulo Panther Fusion PRD-04173
Panther Fusion System PRD-04172

Kit de Fluidos de Ensaio Aptima
(Solugéo de Lavagem Aptima, Tampao Aptima para o Fluido de Desativagéo, e Reagente
de Oleo Aptima)

303014
(1.000 testes)

Unidades Multitubulares (MTUs) 104772-02
Kit de Sacos de Residuos Panther 902731
Tampa do Recipiente de Residuos Panther 504405

Ou o Kit de Execugéo do Panther System para ensaios em tempo real PRD-03455

contém MTUs, sacos de residuos, tampas de recipientes de residuos e fluidos de ensaio (5.000 testes)
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Reagentes e materiais fornecidos

Material

Céd. n°

Ou o Kit de Execugéo do Panther System
(para executar ensaios TMA em paralelo com ensaios Panther Fusion)
contém MTUs, sacos de residuos, tampas de recipientes de residuos, Auto Detect* e

fluidos de ensaio

303096
(5.000 testes)

Tabuleiros de Tubos Panther Fusion, 1.008 testes, 18 por caixa

PRD-04000

Pontas Descartaveis (LiHa) para Manuseamento de Liquidos, 1.000 yL

10612513 (Tecan)

Sistema de Recolha e Transporte de Esfregacos de Eluicdo em Liquido Amies Copan

(ESwab™),
ou o equivalente

480C ou 480CE (Copan)
220245 (Becton

Sistema de Recolha e Transporte de Esfregacos de Eluigdo (ESwab) em Liquido Amies Dickinson)
BDTM

Tampas perfuraveis Aptima 105668
Tampas nao perfuraveis de substituicdo (opcionais) 103036A
Tampas de substituicdo para frascos de reagentes de extragdo CLO0040

Misturador Vortex

Lixivia, 5% a 7% (0,7 M a 1,0 M) de solugao de hipoclorito de sédio

Luvas descartaveis e isentas de p6

*Somente necessario para ensaios Panther Aptima TMA.

MRSA - Panther Fusion System
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Procedimento de teste no Panther Fusion System Panther Fusion® MRSA

Procedimento de teste no Panther Fusion System

Nota: Consulte o Manual de Instru¢gées do Panther Fusion System para obter mais
informacgées.

A. Preparacao da area de trabalho

1. Limpe as superficies de trabalho com 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M) de solugéo de
hipoclorito de sddio. Deixe a solugao de hipoclorito de sédio entrar em contacto com as
superficies durante pelo menos um minuto e depois enxague com agua desionizada (DI).
Nao deixe secar a solugido de hipoclorito de sodio. Cubra a superficie da bancada com
capas limpas e absorventes, indicadas para bancadas de laboratérios, com forro de
plastico.

B. Preparacao do reagente

1. Retire os frascos de IC-X, FCR-X e FER-X do meio de conservagao.

2. Abra os frascos de IC-X, FCR-X e FER-X, e elimine as tampas. Abra a porta TCR na
zona superior do Panther Fusion System.

3. Coloque os frascos de IC-X, FCR-X e FER-X nas posi¢des apropriadas, no carrossel
TCR.

4. Feche a porta TCR.
Nota: O Panther Fusion System adiciona IC-X ao frasco de FCR-X. Depois do IC-X ter sido
adicionado ao FCR-X, este sera referido como wFCR-X. Caso o wFCR-X e FER-X sejam

retirados do sistema, use tampas novas e conserve imediatamente de acordo com as
condi¢des de conservagdo adequadas.

C. Manuseamento de espécimes

Coloque cada espécime no vortice durante cinco segundos. Nao inverta o tubo.

Retire a tampa do tubo e depois o esfregaco.

Deite fora a tampa do tubo e o esfregagco de acordo com os procedimentos laboratoriais.
Coloque uma tampa perfuravel no tubo.

Inspecione os tubos de espécimes antes de coloca-los no suporte. Caso um tubo de
espécime tenha bolhas ou um volume inferior ao que € normalmente observado, toque
suavemente no fundo do tubo para deslocar as bolhas e transportar o conteudo para o
fundo.

oD~

Nota: Para evitar um erro de processamento, verifique se o volume do espécime é superior
a 500 uL. Ha volume suficiente para realizar duas rea¢cbées no Panther Fusion a partir de um
espécime recolhido com o kit de recolha ESwab.

D. Preparacgdo do sistema

Para obter instrugdes sobre como configurar o Panther Fusion System, incluindo sobre como
carregar amostras, reagentes, cartuchos de ensaio e fluidos universais, consulte o Manual
de Instrugbes do Panther Fusion System.

MRSA - Panther Fusion System 10 AW-18028-601 Rev. 001



Panther Fusion® MRSA Procedimento de teste no Panther Fusion System

Notas procedimentais

A. Controlos

1.

O Controlo Positivo MRSA Panther Fusion e o Controlo Negativo Panther Fusion Il
podem ser carregados em qualquer posi¢do no suporte, em qualquer corredor na zona
de amostras, no Panther Fusion System.

Quando os tubos de controlo sao pipetados e processados para o Panther Fusion MRSA
Assay, estes permanecem ativos por até 30 dias (com a frequéncia de controlo
configurada por um administrador), a menos que os resultados de controlo sejam
invalidos ou um novo lote de cartuchos de ensaio seja carregado.

O Controlo Positivo MRSA Panther Fusion e o Controlo Negativo Panther Fusion Il
podem aparecer turvos ou conter precipitado incapaz de interferir com os resultados do
teste. Se deixar os controlos alcangcarem a temperatura ambiente antes do
processamento, isso ira permitir que o precipitado se dissolva. Nao coloque os
controlos no vértice.

Cada tubo de controlo s6 pode ser testado uma Unica vez.

A pipetagem do espécime do paciente comec¢a quando se verifica uma das seguintes
condigdes:

a. Sao registados resultados validos para os controlos no sistema.

b. Um conjunto de controlos esta a ser processado pelo sistema.
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Controlo de qualidade

O software do Panther Fusion MRSA Assay podera invalidar um resultado de espécime ou
execugao se ocorreram problemas durante a realizacdo do ensaio. Os espécimes com
resultados invalidos devem ser novamente testados.

Controlos negativo e positivo

Para gerar resultados validos, um conjunto de controlos de ensaio deve ser testado. Uma réplica
do Controlo Positivo MRSA Panther Fusion e uma réplica do Controlo Negativo Panther Fusion
Il devem ser testadas sempre que um novo lote de cartuchos de ensaio é carregado no
Panther Fusion System, ou quando o atual conjunto de controlos validos para um lote de
cartuchos de ensaio ativo perde a validade.

O Panther Fusion System é configurado para que os controlos de ensaio sejam executados com
um intervalo (especificado pelo administrador) de até 30 dias. O software no Panther Fusion
System alerta o operador quando os controlos de ensaio sdo necessarios e nio inicializa
novos testes até os controlos de ensaio terem sido carregados e o processamento ter sido
inicializado.

Durante o processamento, os critérios de aceitagdo dos controlos de ensaio sao
automaticamente verificados pelo Panther Fusion System. Para gerar resultados validos, os
controlos de ensaio devem passar uma série de verificagdes de validade no Panther Fusion
System.

Se os controlos de ensaio passarem todas as verificacbes de validade, estes serdo
considerados como validos para o intervalo de tempo especificado pelo administrador. Quando o
intervalo de tempo passar, os controlos de ensaio serao expirados pelo Panther Fusion System,
e um novo conjunto de controlos de ensaio sera necessario antes de iniciar quaisquer novas
amostras.

Se qualquer um dos controlos de ensaio falhar as verificacbes de validade, o Panther Fusion
System ira automaticamente invalidar as amostras afetadas, e um novo conjunto de controlos
de ensaio devera ser testado antes de iniciar quaisquer novas amostras.

Controlo interno

Um controlo interno é adicionado a cada amostra durante o processamento automatizado de
espécimes no Panther Fusion System. Durante o processamento, os critérios de aceitagdo de
controlo interno sao verificados automaticamente pelo software do Panther Fusion System.

A detecao do controlo interno ndo € necessaria para as amostras que sao positivas para
qualquer alvo de ensaio. Os espécimes que nao satisfazem estes critérios sdo reportados como
invalidos. Cada espécime com um resultado invalido deve ser testado de novo.

O Panther Fusion System foi criado para verificar processos com precisdo, quando os
procedimentos sao efetuados de acordo com as instrugdes fornecidas neste folheto informativo
e no Manual de Instrugbées do Panther Fusion System.
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Interpretacao de resultados

O software do Panther Fusion MRSA Assay determina automaticamente os resultados para
amostras e controlos. Os resultados de SA e MRSA sao apresentados em separado. Um
resultado pode ser negativo para SA e negativo para MRSA, positivo para SA e negativo para
MRSA, positivo para SA e positivo para MRSA, ou invalido. Os espécimes com resultados
invalidos devem ser novamente testados.

A tabela 1 apresenta os possiveis resultados comunicados com as correspondentes
interpretagdes dos mesmos.

Tabela 1: Interpretagao de testes

Jungao orfX/ Resultado
SCCmec mecA/C GAPDH Controlo interno
(FAM) (HEX) (ROX) (RED677) MRSA SA
+ + + +/- Positivo Positivo
+ - + +/- Negativo Positivo
- + + +/- Negativo Positivo
- - + +/- Negativo Positivo
+ - - +/- Negativo Negativo
- + - +/- Negativo Negativo
+ + - +/- Negativo Negativo
- - - + Negativo Negativo
- - - - Invalido Invalido
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Limitacoes

A. O uso deste ensaio esta limitado a pessoal com formagéao profissional para efetuar este
procedimento. O ndo cumprimento das instrugbes fornecidas neste folheto pode causar
resultados erroneos.

B. A fiabilidade dos resultados depende da colheita, transporte, conservacao e processamento
adequados dos espécimes.

C. A contaminagao s6 pode ser evitada pela adesdo as boas praticas laboratoriais e aos
procedimentos especificados neste folheto informativo.

D. O Panther Fusion MRSA Assay s6 foi validado para utilizagdo com amostras de esfregacos
nasais recolhidas com o Sistema de Recolha e Transporte de Esfregacos de Eluicao em
Liquido Amies Copan (ESwab), ou com o Sistema de Recolha e Transporte de Esfregagos
de Eluicdo (ESwab) em Liquido Amies BD equivalente.

E. Recolha amostras de esfregagos nasais, seguindo os procedimentos no folheto informativo
do sistema de recolha e transporte ESwab.

F. As novas estirpes de MRSA ou SA - com mutagdes ou polimorfismos em regides de ligagéo
ao primer ou sonda - podem nao ser detetadas com o Panther Fusion MRSA Assay.

G. O Panther Fusion MRSA Assay pode gerar um resultado falso positivo para MRSA ao testar
uma amostra nasal de infecdo mista (de estafilococo resistente a meticilina e negativo para
coagulase, e de uma cassete de SA vazia).

H. O S. argenteus - uma nova espécie recentemente identificada como positiva para coagulase,
do género Estafilococos, intimamente relacionada com o S. aureus - € rara mas pode
produzir um resultado falso positivo no Panther Fusion MRSA Assay.
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Desempenho do Panther Fusion System Assay

Reprodutibilidade do ensaio

A reprodutibilidade do Panther Fusion MRSA Assay foi avaliada em trés centros, com um painel
de reprodutibilidade de cinco membros. Realizaram-se testes com um lote de reagentes de
ensaio e seis operadores (dois em cada centro). Em cada centro, o teste foi feito duas vezes
por dia (uma execugao por operador), durante pelo menos cinco dias. Cada execucgao teve trés
réplicas de cada membro do painel.

Os membros do painel estao descritos na Tabela 2, juntamente com um resumo da
concordancia com os resultados esperados para cada membro do painel. A Tabela 3 apresenta
a analise da média e variabilidade entre centros, entre operadores, entre dias, entre execucbes
e em execugodes, e o geral (total) para o Ct.

Tabela 2: Concordéancia percentual com o resultado esperado

Membro do painel % Concordancia
Descrigao Concentragao Centro 1 Centro 2 Centro3 Concordéancia total
e NP TR B O
T N e P S B
STE snazaxael e ok oK oo
N saataxelo o o e e
Negativo MNS nao misturada 23(’)(())/3(’)(:/; zgg/g(;/; 1(28/2(;/; 238/38/;

LD = Limite de Detecdao, MNS = Matriz Nasal Simulada.
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Tabela 3: Variabilidade do valor de Ct

Entre Entre Entre Entre Em
Membro do painel POS Média centros operadores dias execugoes execugdes Total
Descricdo Concentragao Alvo n doCt DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV
" orfX/ISCCmec 90 340 03 08 00 00 02 06 00 00 05 14 06 17
Positivo MRSA a 2-3X
moderado de LD mec A/C 90 31 03 09 00 00 02 06 01 04 04 12 06 17
de MRSA GAPDH 9 332 03 09 01 03 01 04 01 04 04 13 06 17
" orfX/ISCCmec 90 3%2 02 07 00 00 00 OO0 OO0 00 06 18 07 19
Positivo MRSA a 1-2X
baixo de de LD mec A/C 90 36,2 0,3 0,7 00 00 01 03 01 03 05 14 06 16
MRSA GAPDH 90 342 03 08 00 00 00 00 02 06 04 13 06 16
Positivo
moderado oM@ Z9Xde  GAPDH 90 329 04 12 00 00 02 06 00 00 04 11 06 17
de SA
Positvo — SAail-2Xde  appy 90 339 04 12 00 00 02 05 02 07 04 12 06 19
baixo de SA LD
. MNS apenas
Negativo IC 90 352 0,2 0,5 o0 00 01 02 02 07 04 1,3 05 15

(ndo misturada)

Ct = Limite Ciclico, CV = Coeficiente de Variagdo, LD = Limite de Detegdo, POS = Positivo, DP = Desvio Padrao, MNS = Matriz Nasal
Simulada.

Desempenho clinico

Este estudo foi feito para demonstrar o desempenho clinico do Panther Fusion MRSA Assay.
O desempenho clinico foi avaliado através da comparag¢ao dos resultados do Panther Fusion
MRSA Assay com os resultados de um ensaio de referéncia de teste de acido nucleico de
diagnostico in vitro.

As amostras de esfregacos nasais foram recolhidas num hospital dos EUA, com o sistema de
transporte de Amies liquido Copan ESwab. Uma aliquota do espécime foi testada com um
ensaio de referéncia de teste de acido nucleico de diagndstico in vitro. O espécime restante foi
posteriormente congelado, enviado para a Hologic e testado com o Panther Fusion MRSA
Assay.

No total, 805 espécimes foram testados para SA e MRSA, com o Panther Fusion MRSA Assay
e o ensaio de referéncia.

Em comparacdo com o método de referéncia, a sensibilidade e especificidade do Panther
Fusion MRSA Assay foram de 95,6% e 96,8%, respetivamente, para a detegcdo de MRSA
(Tabela 4), e 95,9% e 95,7%, respetivamente, para a detecdo de SA (Tabela 5).
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Tabela 4: Desempenho do Panther Fusion MRSA Assay em comparagdo com o ensaio de referéncia para a

detegcédo de MRSA

Ensaio de referéncia

MRSA POS NEG Total
Panther Fusion POS 109 22" 131
MRSA Assay NEG 5 669 674
Total 114 691 805
Sensibilidade 95,6% (109/114) (95% de IC: 90,1% a 98,1%)
Especificidade 96,8% (669/691) (95% de IC: 95,2% a 97,9%)
VPP 83,2% (109/131) (95% de IC: 76,9% a 88,6%)
VPN 99,3% (669/674) (95% de IC: 98,3% a 99,7%)
)

Percentagem de concordancia

96,6% (778/805) (95% de IC: 95,2% a 97,7%

NEG = Negativo, VPN = Valor Previsto Negativo, POS = Positivo, VPP = Valor Previsto Positivo.

" Os espécimes que geraram resultados de teste de MRSA discordantes entre o Panther Fusion MRSA Assay
e o ensaio de referéncia foram posteriormente avaliados com um método de cultura de enriquecimento.

Entre as vinte e duas amostras de MRSA do Panther Fusion MRSA Assay que produziram um resultado falso
positivo para MRSA, 12 foram positivas para MRSA depois da resolugédo discordante da cultura enriquecida.
Entre as cinco amostras de MRSA do Panther Fusion MRSA Assay que produziram um resultado falso
negativo para MRSA, quatro foram negativas para MRSA depois da resolugéo discordante da cultura

enriquecida.

Tabela 5: Desempenho do Panther Fusion MRSA Assay em comparagdo com o ensaio de referéncia para a

detecgdo de SA

Ensaio de referéncia

SA POS NEG Total
Panther Fusion POS 234 24 258
MRSA Assay NEG 10° 537 547
Total 244 561 805

Sensibilidade 95,9% (234/244) (95% de IC: 92,6% a 97,8%)

Especificidade 95,7% (537/561) (95% de IC: 93,7% a 97,1%)

VPP 90,7% (234/258) (95% de IC: 86,5% a 93,7%)

VPN 98,2% (537/547) (95% de IC: 96,7% a 99,0%)

Percentagem de concordancia

95,8% (771/805) (95% de IC: 94,2% a 97,0%)

NEG = Negativo, VPN = Valor Previsto Negativo, POS = Positivo, VPP = Valor Previsto Positivo.

1 Os espécimes que geraram resultados de teste de SA discordantes entre o Panther Fusion MRSA Assay e o
ensaio de referéncia foram posteriormente avaliados com um método de cultura de enriquecimento.

Entre as 24 amostras de SA do Panther Fusion MRSA Assay que produziram um resultado falso positivo para
SA, 11 foram positivas para SA depois da resolugdo discordante da cultura enriquecida.

Entre as 10 amostras de SA do Panther Fusion MRSA Assay que produziram um resultado falso negativo para
SA, sete foram negativas para SA depois da resolugdo discordante da cultura enriquecida.
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Desempenho do Panther Fusion System Assay Panther Fusion® MRSA

Sensibilidade analitica

Os intervalos de confianga de 95% para o limite de detegcéo (LD) de MRSA e SA com o Panther
Fusion MRSA Assay foram determinados com a matriz nasal simulada (MNS), misturada em
multiplas concentragdes, com duas estirpes de MRSA e uma estirpe de SA. Vinte e uma
réplicas foram testadas com trés lotes de reagentes em cada concentragdo, perfazendo um total
de 63 réplicas. As concentracdes de LD especificas do alvo foram determinadas pela analise
Probit e verificadas através do teste de um ndmero superior ou igual a 20 réplicas adicionais,
com um lote de reagentes. O valor de UFC/mL obtido - representativo do valor de LD para cada
estirpe - foi confirmado pela contagem de placas (Tabela 6).

Tabela 6: Sensibilidade analitica

Limite de detecdo

Estirpe Origem (ID) Tipo de SCCmec (UFC/mL)
S. aureus (SA), Seattle 1945 ATCC (25923) N/D 1.833
S. aureus resistente a meticilina
(MRSA), NYBK2464 ATCC (BAA-41) 1] 2.383
S. aureus resistente a meticilina ATCC (BAA-44) | 1183

(MRSA), HPV107

Reatividade analitica (inclusividade)

No total, 106 estirpes de MRSA e vinte e duas estirpes de SA foram testadas com o Panther
Fusion MRSA Assay, com a MNS préxima do LD do ensaio. Todas as amostras testadas foram
corretamente identificadas com o Panther Fusion MRSA Assay.

Estirpes de MRSA representativas de 27 paises; SCCmec tipo |, Il, lll, IV, IV (a-e), IVg, IVh, V,
VI, VII, VIII, IX e XI; 14 complexos clonais (CC); 32 tipos de sequéncias (ST), incluindo o ST772
(Clone da Baia de Bengala); e varias estirpes com baixas e altas concentracdes inibitérias
minimas (CIM) de oxacilina foram detetadas com o Panther Fusion MRSA Assay. Os seguintes
tipos de PFGE foram reativos no Panther Fusion MRSA Assay. USA100-1200 (incluindo o
USA300-0114 e o Ibérico). O Panther Fusion MRSA Assay identificou e comunicou corretamente
nove estirpes de variantes de cassetes vazias e oito estirpes de BORSA como negativas para
MRSA e positivas para SA.

Especificidade analitica

A especificidade analitica do Panther Fusion MRSA Assay foi avaliada através do teste de

95 organismos nao alvos, normalmente presentes no nariz (Tabela 7). As bactérias (77 estirpes)
e os fungos (duas estirpes) foram testados em concentragdes de 108 UFC/mL ou Ul/mL
(unidades infeciosas por mL), ou copias/mL. Os virus (16 estirpes) foram testados em
concentragdes de 10° UFP/mL (unidades de formagéo de placas por mL). Cada organismo foi
adicionado a MNS e testado na presenca e auséncia de MRSA ou SA a 3X de LD.

Nao foi observada reatividade cruzada. Nao foi observada interferéncia na presenca do
organismo.
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Tabela 7: Micro-organismos normalmente encontrados em amostras nasais e testados quanto a reatividade

cruzada

Virus

Adenovirus tipo 1

Virus do sarampo

Gripe A H1N1

Adenovirus tipo 7A

Virus da papeira

Virus da gripe tipo 1

Citomegalovirus

Virus da gripe tipo 3

Virus da gripe tipo 2

Enterovirus tipo 68

Virus sincicial respiratorio tipo B

Rinovirus tipo 1A

Metapneumovirus humano (hMPV) 18 tipo B2

Coronavirus estirpe 229E

Gripe B

Virus Epstein Barr

Bactérias

Acinetobacter baumannii

Legionella pneumophila

Staphylococcus equorum

Acinetobacter haemolyticus

Legionella wadsworthii

Staphylococcus felis

Bacillus cereus

Listeria monocytogenes

Staphylococcus gallinarum

Bordetella pertussis

Micrococcus luteus

Staphylococcus haemolyticus

Candida albicans

Moraxella catarrhalis

Staphylococcus hominis

Candida glabrata

Mycobacterium tuberculosis avirulent

Staphylococcus intermedius

Chlamydia pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae

Staphylococcus kloosii

Citrobacter freundii

Neisseria gonorrhoea

Staphylococcus lentus

Citrobacter koseri

Neisseria meningitidis

Staphylococcus pasteuri

Corynebacterium aquaticus (Leifsonia
aquatica)

Pasteurella aerogenes

Staphylococcus pulvereri

Corynebacterium bovis

Proteus mirabilis

Staphylococcus saprophyticus

Corynebacterium flavescens

Proteus vulgaris

Staphylococcus sciuri

Corynebacterium genitalium

Providencia stuartii

Staphylococcus simulans

Cryptococcus neoformans

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus warneri

Enterobacter aerogenes

Pseudomonas fluorescens

Staphylococcus xylosus

Enterobacter cloacae

Salmonella typhimurium (Salmonella enterica

subsp. enterica)

Streptococcus agalactiae

Enterococcus faecalis

Serratia marcescens

Streptococcus anginosus

Enterococcus faecium

Shigella sonnei

Streptococcus mitis

Enterococcus flavescens

Staphylococcus arlettae

Streptococcus mutans

Enterococcus gallinarum

Staphylococcus auricularis

Streptococcus pneumoniae

Enterococcus hirae

Staphylococcus capitis

Streptococcus pyogenes

Escherichia coli

Staphylococcus caprae

Streptococcus salivarius

Haemophilus influenzae

Staphylococcus carnosus

Streptococcus sanguinis

Klebsiella oxytoca

Staphylococcus chromogenes

Streptococcus suis

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus cohnii subsp. Urealyticum

Yersinia enterocolitica

Lactobacillus casei

Staphylococcus delphini

Lactobacillus crispatus

Staphylococcus epidermidis (MRSE)
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Desempenho do Panther Fusion System Assay Panther Fusion® MRSA

Interferéncia competitiva

As infegcdes mistas de MRSA com SA, MRSA com Staphylococcus epidermidis (MRSE) e SA
com MRSE foram avaliadas com o Panther Fusion MRSA Assay, testando o alvo do ensaio
(MRSA ou SA) perto do limite de detecdo, na presenga de um organismo microbiano
concorrente em alta concentracido. Os resultados apresentados em Tabela 8 indicam que a
sensibilidade da detecao de MRSA e SA nao foi afetada por infe¢gdes mistas nas condi¢des
testadas.

Tabela 8: Interferéncia competitiva

Resultado do Panther Fusion MRSA

Micro-organismo concorrente Alvo Assay
Descrigao Concentraciao Descrigao Concentragao MRSA SA
SA 1,8 x 107 UFC/mL MRSA 3X de LD + +
MRSE 1,8 x 107 UFC/mL MRSA 3X de LD + +
MRSE 2,7 x 10" UFC/mL SA 3X de LD - +

UFC = Unidade de Formacéo de Colodnias, LD = Limite de Detegao.

Interferéncia

As substancias potencialmente interferentes que podiam estar presentes nas amostras foram
avaliadas com o Panther Fusion MRSA Assay. As concentragcbes clinicamente relevantes das
multiplas substancias endogenas e exdgenas (Tabela 9) foram testadas na auséncia e presenga
de MRSA e SA, respetivamente, préximas do LD. Nenhuma das substancias nas concentragoes
testadas teve impacto no desempenho do Panther Fusion MRSA Assay.

Tabela 9: Substancias potencialmente interferentes

Tipo Substancia Principios ativos Concentragao
Sangue Sangue 100% humano 5% viv
Enddgeno i i 5
g Mucina Mucina bovina qa glandula 0.5% wiv
submaxilar

0,05% de hidrocloreto de

Nasarox . . 15% viv
oximetazolina
S -
Spray Nasal Dristan 0.05% d.e hldrocl_oreto de 15% viv
oximetazolina
5 ;
Otrivina 0,1% dg hldroclc_)reto de 15% viv
oximetazolina
Spray Nasal Agua do Mar 0,65% de cloreto de sddio 15% viv
Medicamentos sem Neo-Sinefrina 1,0% de hidrocloreto de fenilefrina 15% viv

Receita Médica

0,4% de benzocaina
(15 mg por pastilha) e 0,3% de 15% wiv
metanol (10 mg por pastilha)

0,05% de hidrocloreto de

Pastilhas para a Garganta
Chloroseptic

Gel Nasal Zicam . . 15% wiv
oximetazolina

Flonase 0,05% de propionato de fluticasona 15% viv

Spray Nasal NasalCrom Cromoglicato de sddio 15% viv
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Tabela 9: Substéncias potencialmente interferentes (continuagao)

Tipo Substancia Principios ativos Concentraciao

Taro-Mupirocina, Pomada de L

Mupirocina, USP, 2% Mupirocina 0,5 mg/mL

Relenza 5 mg de zanamivir 2,0 mg/mL

Medlcamentgs_com Tobramicina Tobramicina 4,5 mg/mL

Receita Médica

Solucao Nasal de Flunisolida T

USP, 0,025% Flunisolida 0,12 mg/mL

Beconase AQ Beclometasona 0,4 mg/mL

vl/v = volume/volume, w/v = peso/volume.

Transmissao/Contaminagao Cruzada

A transmissao/contaminacao cruzada foi avaliada em nove execugdes separadas, feitas em trés
instrumentos. Cada execugdo incluiu amostras negativas intercaladas (MNS) e amostras
positivas altas (MNS com 1 x 107 UFC/mL de MRSA). A taxa de transmissao foi de 0,0%.

Precisao do ensaio

A precisdo do Panther Fusion MRSA Assay foi avaliada por trés operadores com amostras
planeadas no LD ou perto do LD, em duas execugdes separadas por dia, com trés lotes de
reagentes em trés instrumentos Panther Fusion, ao longo de 35 dias.

A Tabela 10 apresenta a taxa de positividade (%) e a concordancia percentual (IC de 95%).
A Tabela 11 apresenta a analise da média e variabilidade dos valores de Ct entre instrumentos,
entre lotes, entre operadores, entre dias, entre execugdes e em execugdes, e o Ct geral.

Tabela 10: Concordéncia percentual do resultado esperado

Membro do painel % positiva para o tipo de alvo % Concordéancia

Alvo Descrigdo Concentragao (na MNS) (n positivo / n valido) (95% de IC)
Positivo moderado de 100,0% 100,0%
MRSA MRSA a 2-3X de LD (160/160) (97,7 - 100%)
WIRSA 99,4% 99,4%
iy . ) o ’ o
Positivo baixo de MRSA MRSA a 1-2X de LD (159/160) (96,5 - 99,9%)
" 100,0% 100,0%
oA Positivo moderado de SA SAa2-3Xde LD (160/160) (97,7 - 100%)
" . 100,0% 100,0%
Positivo baixo de SA SAa1-2Xde LD (162/162) (97.7 - 100%)
Neaativo Negativo MNS apenas 0,0% 100,0%
g 9 (ndo misturada) (0/162) (97,7 - 100%)

IC = Intervalo de Confianga, LD = Limite de Detegdo, MNS = Matriz Nasal Simulada.
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Tabela 11: Variabilidade do valor de Ct

Entre Entre Entre Entre Entre Em
Membro do POS Média instrumentos operadores lotes dias execugoes execugoes Total
painel Alvo n do Ct DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV
Positivo orfXISCCmec 160 33,8 0,0 0,0 o0 00 02 06 02 05 02 06 04 11 05 15
moderado mec A/C 160 35,2 0,1 0,3 0,1 03 03 10 02 05 02 05 04 10 0,6 1,7
deMRSA ~"GAPDH 160 334 01 04 01 02 03 08 01 04 02 05 03 09 05 15
Positivo orfXISCCmec 160 35,1 0,0 0,1 o0 01 02 05 01 03 00 00 06 18 0,7 1,9
baixo de mec A/C 160 36,5 0,1 0,3 0,1 o4 03 09 02 05 00 00 O6 17 07 20
MRSA GAPDH 159 34,6 0,1 0,4 0,1 02 03 08 01 04 00 00 05 15 0,6 1,9
Positivo
moderado GAPDH 160 33,3 0,2 0,5 o0 00 03 08 00 00 02 05 04 12 05 1,6
de SA
Positivo GAPDH 162 343 02 06 02 05 02 04 00 00 02 07 04 12 06 16
baixo de SA
Negativo IC 162 35,4 0,6 1,8 o0 00 04 11 03 07 03 08 06 16 10 29

Ct = Limite Ciclico, CV = Coeficiente de Variagdo, POS = Positivo, DP = Desvio Padréo.
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