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Utilizacao Pretendida

O Kit MAST ISOPLEX® CRE-ART destina-se ao Diagnostico /n vitro e deve ser manipulado por especialistas em Biologia
Molecular. E baseado na amplificagéo isotérmica mediada por /oops (Loop-mediated isothermal amplification ou LAMP) com
vista a detecao qualitativa, e diferenciacéo de estirpes de Enterobacterales resistentes aos Carbapenemes (CRE), e de
outras bactérias resistentes aos Carbapenemes, obtidas de culturas crescidas na noite anterior (overnight culture) originarias
de amostras clinicas.

Método de analise e principios

O MAST ISOPLEX® CRE-ART permite a detegéo qualitativa e diferenciar o DNA das Carbapenemases OXA-48, OXA-23,
OXA-24/0XA-40, KPC, VIM, NDM e IMP. O kit € composto por tiras de 8 tubos e cada tubo deteta em particular um alvo de
DNA especifico, de entre outros possiveis alvos (o que ocorre em sete dos oito tubos). Um DNA controlo da inibicdo é
fornecido dentro da embalagem e deve ser adicionado antes do inicio do trabalho. O ensaio de controlo da inibigéo é
efetuado no 82 tubo da tira de 8 tubos, e permitira a identificacéo de possiveis inibicdes da amplificacdo do DNA na amostra,
além de confirmar a integridade dos reagentes usados nos ensaios.

O Ensaio LAMP envolve o uso de primers especificos para 8 regides distintas do DNA alvo, uma enzima DNA Polimerase
com atividade de distensdo da cadeia (strand displacement activity), substratos, e um corante fluorocromo intercalador a
uma temperatura constante (63°C para o MAST ISOPLEX®CRE-ART). Devido a alta especificidade da tecnologia LAMP
a presenca de produto amplificado pode sinalizar a presenca de DNA alvo em 30 minutos.

Componentes

Tabela 1: Componentes do Kit

Caodigo do Conteudo Numero Volume Cor da Informacao
Kit tampa adicional fornecida
na embalagem
IC DNA DNA controlo da inibicao 1 tubo Pelletlimpo e Verde Armazenado em
desidratado bolsa re-selavel
Unica, contendo 2
sacos ¢/ exsicante
RB3 Tampéao de reconstituicdo | 1 tubo 1.5mL Laranja O Tubo é colocado
num suporte feito a
medida
WTR Agua de grau de pureza 1 tubo 1.5mL Preto O Tubo é colocado
Molecular num suporte feito a
medida
CRE STRIP Pellet de reagentes para 10 x tiras 8 tubos. Pelletbranco Limpido CRE_STRIP sao
alvos LAMP especificos Cada tubo é embalados
numerado individualmente em
individualmente bolsa re-selavel
(n°s1a8) unica, contendo 2
sacos ¢/ exsicante

Cada numero inscrito nos tubos CRE STRIP indica o alvo especifico a ser detetado conforme descrito na Tabela 2
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Tabela 2: CRE STRIP definicao dos tubos:

Numero do tubo | Alvo detetado
OXA-48

OXA-23
OXA-24/0XA-40
KPC

VIM

NDM

IMP

Controlo da inibicdo

XN |WIN[—=

Equipamento adicional necessario

1. Equipamento real-time PCR adequado ou equipamento capaz de efetuar amplificagdes isotérmicas de DNA, assim
como capaz de detetar por fluorescéncia o produto amplificado (consultar na Tabela 3, os instrumentos adequados ao
uso com o MAST ISOPLEX®CRE-ART).

2. Meio de cultura microbioldgico para o isolamento de uma Unica coldnia visivel crescida a partir da amostra de um doente
(consultar na tabela 3, os meios de crescimento usados para isolar as coldnias de amostras clinicas, durante o
desenvolvimento do kit MAST ISOPLEX® CRE-ART).

3. Tubos de reagéo de 1.5mL livres de nucleases que servem para a ressuspenséo da colonia isolada (Consultar o

Procedimento de Analise).

Centrifuga de bancada com rotor para tubos de reagéo de 1.5mL.

Colocar a centrifuga ou microcentrifuga com um adaptador de tiras de 8 tubos (strips 4Ti).

Consumiveis de laboratério livres de dnases (DNase Free) como sejam, tubos de reacéo, pipetas e pontas de pipetas.

Luvas sem p9o, descartaveis.

Pipetas calibradas de volume variavel com capacidade de dispensar volumes de 10uL a 200pL.

Dispositivos sem nucleases como os usados na manipulagé@o de bactérias (foothpick) ou pontas de pipeta.

10 Balde térmico contendo gelo ou bloco de frio.

11. Unidade com bloco de aquecimento, que possa suportar tubos de reacao de 1.5mL e mantenha a temperatura a 95°C
durante cinco minutos.

12.Equipamento de protecéo pessoal (luvas e éculos) para a preparagao de amostras.

13.Em fungéo do equipamento de amplificag@o que vai ser usado, podem ser necessarios suportes para conter as tiras de 8
tubos (o CRE STRIP usa tiras de 8 tubos (4Ti tiras de tubos)). Ver as instrugdes do fabricante sobre o tema que possam
ser relevantes.
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Fabricante do Real-time PCR Modelo

MAST - Qiagen TS24

Applied Biosystems ABI 7500 FAST, ABI 7500

Fabricante de meios para Media

Microbiologia

E&O Laboratories Ltd Columbia Agar, Mueller Hinton

Mast Diagnostica GmbH CHROMagar™ KPC/CHROMagar™ ESBL, CHROMagar mSuperCARBA

Preparacao dos Reagentes

Preparar o Controlo de inibicao do DNA (ICDNA) da seguinte forma:

1. Colocar o tubo por breves instantes numa microcentrifuga, para garantir que o DNA liofilizado fica depositado no funo.

2. Adicionar 200uL de agua de grau de pureza molecular, e deixar para dissolver, durante 5 minutos.

3. Agitar o conteudo suavemente, colocando a ponta da pipeta e aspirando repetidamente de forma ascendente e
descendente.

4. Colocar no gelo ou no bloco de frio até o seu uso efetivo, ou no caso de ser necessario um armazenamento mais
prolongado deve efetuar aliquotas de volumes menores (tenha em conta que sdo necessarios 10uL, por amostra
testada).

O isolamento de colonias de bactérias desde amostras clinicas deve ser efetuado de acordo com as praticas microbioldgicas
normalizadas e de seguranca definidas nas Guidelines.
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Armazenamento e Validade apds a 12 abertura da embalagem

1.

2
3.
4

o

Os kits MAST ISOPLEX® CRE-ART s&o transportados a temperatura ambiente.

. Armazene entre 2°C a 30°C a embalagem fechada.

Proteja os reagentes da exposicéo solar direta.

. Os reagentes podem ser usados até a data de validade indicada na embalagem. A qualidade do produto néo é

assegurada apés a data de validade ter expirado.

Apo6s ressuspensdo de ICDNA, a solugdo pode ser armazenada a temperatura entre 2°C e 8°C, no caso de ser utilizada
no proprio dia. Se for necessario armazenar a solugéo ja reconstituida, por periodos de tempo mais longos, deve efetuar
aliquotas de menor volume (nota: 10uL é o volume necessario, por cada amostra testada) e armazenar a temperatura de
(-20°C). Prevenindo-se assim, os ciclos de congelamento/descongelamento multiplos.

O tampao (RB3) e a agua de grau molecular (WTR) apds abertura das respetivas embalagens devem ser armazenados a
temperaturas entre 2°C e 30°C podendo ser usados até ao final do prazo de validade indicado.

No dia previsto para a realizagédo dos testes, enquanto se prepara o ensaio, 0 CRE-STRIP reconstituido deve ficar
guardado a temperatura entre 2°C e 8°C.

Avisos e Precaucoes

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

O kit foi concebido para ser usado exclusivamente por pessoal treinado no manuseamento do equipamento necessario e
qualificado para a realizacao de técnicas de diagndstico molecular.

O utilizador do kit deve assegurar a integridade da embalagem, da respetiva etiquetagem e dos componentes que
compdem a embalagem antes da primeira utilizagéo (as possiveis deficiéncias encontradas devem ser de imediato
reportadas ao fabricante).

O kit MAST ISOPLEX® CRE-ART nao deve ser utilizado apos expirada a validade.

Em concordancia com as diretivas nacionais locais, as amostras a partir das quais as colénias serdo isoladas devem ser
tratadas como infeciosas e/ou representando um risco biolégico.

Os utilizadores do kit e seus componentes devem usar equipamento pessoal de protecéo.

Devem ser tomadas as devidas precaucdes de forma a prevenir a contaminag¢ao por microrganismos ou nucleases dos
reagentes MAST ISOPLEX® CRE-ART e das amostras.

Deve utilizar unicamente consumiveis regulares livres de nucleases como sejam: tubos de reacéo, pontas de pipetas e
dispositivos foothpick para manipulacdo de bactérias.

Os tubos de reacgdo apos adigdo dos reagentes devem permanecer sempre fechados. Apds a concluséo do trabalho
devem igualmente ser descartados fechados, em concordancia com as Regras de Saude e Indicac6es de Segurancga
Locais.

De modo a evitar quaisquer contaminag¢des com o produto amplificado, nunca abra os tubos CRE STRIP com conteudo
previamente submetido a amplificacao.

Os tubos de reacao nao devem ser submetidos a agitagédo por vortex uma vez que a tenséo tangencial criada podera
danificar a enzima e originar a formagéao de bolhas, que interferem com a dete¢ao por fluorescéncia.

O utilizador deve assegurar-se igualmente, que todos os tubos de reag&o antes de uso ndo estao riscados ou partidos.
As areas de trabalho devem ser dedicadas com espagos segregados: a) Manuseamento de amostras e isolamento de
coldnias; b) Procedimentos de Analise; c) Amplificag&o por real time-PCR e detecéo estando garantida a disponibilidade
e a alocagao dos equipamentos necessarios/area.

Assegurar que apés incubagao a 95°C por 5 minutos, os tubos de reagéo sao colocados no gelo ou bloco de frio antes
do seu conteudo ser adicionado ao CRE STRIP de modo a prevenir a inativagdo dos seus componentes.

Assegurar que os tubos de reacdo que contém amostra, o tampéao (RB3) e o ICDNA se encontram bem fechados antes
de serem colocados a incubar a temperatura de 95°C.

Na operacéo de equipamentos de aquecimento devem ser tomadas as devidas precaucgodes, assim como, devem ser
seguidas as normas e os procedimentos de seguranga locais e/ou em vigor no pais.

Assegurar que os equipamentos estdo perfeitamente instalados, calibrados e funcionais garantindo ainda, a realizagdo
de manutengdes regulares, de acordo com as instru¢des do fabricante.
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Colheita da 12 amostra, manuseamento e armazenagem

A 12 amostra a ser testada com o0 MAST ISOPLEX® CRE-ART é uma coldnia de bactérias isolada a partir de uma cultura
proveniente de uma amostra clinica. Os testes devem ser efetuados partindo-se de uma colénia isolada da cultura de uma
amostra clinica crescida durante a noite.

Procedimento da Analise

1. Pipete 90pL de tampé&o RB3 para um tubo de reacédo de 1.5mL.

2. Recorrendo a uma tampa de pipeta ou dispositivo foothpick, toque a superficie de uma coldnia (~0.2McFarland;
108cfu/mL) isolada de uma placa de cultura crescida na véspera, emulsionando a quantidade retirada de coldnia no tubo
de reagao de 1.5mL (passo 1) e agitando suavemente.

3. Adicione 10uL de ICDNA reconstituido a mistura no tubo de reacdo. Agite o contelddo pelo menos 5 vezes, colocando a

ponta da pipeta e aspirando de forma ascendente e descendente.

Assegure que o tubo de reacdo se encontra bem fechado, e coloque-o a temperatura de 95°C durante 5 min.

Apods o aquecimento do tubo de reagéo, remova-o imediatamente colocando-o sobre o gelo ou bloco de frio preparados,

durante 5 minutos.

Apos arrefecimento, agite a mistura reacional numa centrifuga durante (~ 5 segundos) e velocidade de ~6000rpm.

Adicione 10ul da mistura reacional a cada tubo do CRE STRIP.

Agite o CRE STRIP numa centrifuga de placas durante 5 segundos a ~2500rpm.

Posicione o CRE STRIP no equipamento disponivel para efetuar a amplificagcao isotérmica (se necessario assegure-se

que é usado um suporte adequado para as tiras de 8 tubos fornecidas com o kit).

10. Dé instrugbes ao equipamento para correr o ensaio LAMP.

Recorra se necessario ao Manual do Utilizador para se orientar na montagem e na programagao do equipamento.
a. Introduza os parametros do teste. Estes podem diferir em fungao do equipamento selecionado.

ok
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Tabela 4: Parametros do teste

Equipamento Parametros
ABI 7500 FAST | Temperatura: | Tempo do Tempo Referéncia de background:
ABI 7500 63°C teste: do Ciclo: Nenhuma
30 minutos 1 minuto
TS2.4 Selecionar o protocolo CreArt_Eng_3

Nota: se tiver disponivel outro equipamento que ndo conste da lista acima deve seguir a
temperatura e tempo indicados para o equipamento ABI7500/FAST.

b. Selecionar o canal FAM para a detecao.

Controlo do Processo

Os kits MAST ISOPLEX®CRE-ART (e cada lote) séo testados face as especificacdes predefinidas, de forma a assegurar

a consisténcia da qualidade do produto, e para estar em concordancia com o Sistema de Gestao da Qualidade
implementado no Grupo Mast Lda, ou seja, EN 1ISO13485:2016 ‘Dispositivos médicos — Sistemas de Gestdo da Qualidade -
Requerimentos para fins regulatérios’ e IVDD 98/79/EC ‘Dispositivos Médicos para diagnostico in vitro’.

O tubo n?8 do CRE STRIP atua como indicador de controlo de qualidade para cada CRE STRIP em teste, uma vez que deve
produzir sempre um resultado positivo. O teste com o tubo n®8 tem por alvo o ICDNA, que deve ser adicionado a amostra
antes desta ser aquecida. Um resultado positivo, neste tubo é por isso revelador de que o tratamento com aquecimento nao
conseguiu desnaturar o DNA. Sendo assim, os componentes CRE STRIP tém o comportamento esperado e o ICDNA tera
sido adicionado a amostra antes do tratamento térmico. Um resultado negativo no tubo n®8 do CRE STRIP ¢ indicativo da
existéncia de degradacéao no DNA durante o tratamento térmico, ou da auséncia de ICDNA na amostra, ou ainda do mau
funcionamento dos reagentes no CRE STRIP. No caso de obten¢do de um resultado negativo deve assegurar-se, de que foi
efetuada a preparacéo adequada do equipamento, e seguido corretamente o procedimento do teste, e se optar por repetir o
teste, assegure-se que os reagentes se encontram dentro do prazo de validade. Por forma a assegurar que ndo séo
introduzidas contaminag¢des durante o procedimento de analise, deve ser efetuado um teste na auséncia de ICDNA ou de
amostra. Substitua o volume de ICDNA ou de amostra, por &gua com grau de pureza molecular (WTR) que é fornecido com o
kit MAST ISOPLEX® CRE-ART. Todos os tubos devem demostrar resultados negativos. Um resultado positivo & indicativo da
presenca de DNA nao-especifico. Antes de repetir o teste assegure-se de que néo existe contaminagdo em nenhum dos
equipamentos usados nem nas areas de trabalho. No caso de encontrar um resultado positivo, como o que foi referido,
contacte o suporte técnico do grupo Mast. Por forma a assegurar que os tubos CRE STRIP estao a funcionar corretamente
deve usar DNA de controlo positivo especifico para cada um dos tubos alvo em substituicdo das amostras a testar. Um
resultado positivo deve ser exibido em cada tubo onde foi adicionado controlo positivo. No caso de se obter um resultado
negativo este facto € indicativo de inibigcéo do teste LAMP ou de falta de adicdo de DNA de controlo positivo. Repita o teste.
Contacte o suporte técnico do grupo Mast para mais informagdes sobre DNA de controlo positivo.
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Tabela 5: Interpretacédo dos controlos

CRE STRIP (numero do tubo) Interpretacao dos Resultados
1 [ 2] 3 [4][5][6 ] 7] 8
Amostra Controlo
Controlo sem o alvo - - - - - - - + Resultado Valido:
(apenas adicionado o
ICDNA)
Controlo sem o alvo + + + + + + + + Resultado invalido: Repetir o teste
o garantindo auséncia de dna (DNA
(apenas adicionado o free) em todo o equipamento
ICDNA)
DNA de Controlo - Em qualquer tubo (tubos de 1 a 7) + | Resultado invalido: Repetir o teste
Positivo DNA +ICDNA garantindo a adicdo de DNA Controlo

+ denota uma amplificagéo positiva e Ct < 30; - denota uma amplificag&do negativa e auséncia de valor de Ct.

Interpretacao dos resultados

A analise de cada teste é conduzida pelo software do equipamento. Em geral, um resultado positivo é indicado quando a
intensidade do resultado é claramente diferente, em um dado ponto temporal, quando comparado com a intensidade do
resultado de um controlo com auséncia de DNA alvo (None template control). Para que um resultado seja valido é necessario
que o tubo n® 8 (ICDNA) evidencie um resultado positivo. No caso de o tubo n°8 do CRE STRIP reportar um resultado
negativo, o teste deve ser repetido na presenca de ICDNA.

Tabela 6: MAST ISOPLEX® CRE-ART interpretagéo de resultados

CRE STRIP (nimero de tubo) Interpretacdo de Resultados
1 2 3 4 5 6 7 8
+ - - - - - - + Resultado Valido: Positivo para OXA-48
- + - - - - - + Resultado Valido: Positivo para OXA-23
- - + - - - - + Resultado Valido: Positivo para OXA-24/0XA40
- - - + - - - + Resultado Valido: Positivo para KPC
- - - - + - - + Resultado Valido: Positivo para VIM
- - - - - + - + Resultado Valido: Positivo para NDM
- - - - - - + + Resultado Valido: Positivo para IMP
- - - - - - - + Resultado Valido: amostra Negativa (auséncia de DNA
alvo na amostra)
+- | +/- +/- +/- +/- +/- +/- - Resultado Invalido: Repetir o teste assegurando que o
ICDNA ¢ adicionado a amostra em teste antes do
tratamento térmico da amostra
+ em nimero superior a um tubo (tubos 1 a 7) + Resultado Valido: Positivo para mais do que um DNA alvo

+ denota uma amplificagéo positiva e Ct < 30; - denota uma amplificagdo negativa e auséncia de valor de Ct.
No caso da obtencao de resultados duvidosos é recomendavel que a amostra seja re-testada e os testes efetuados em
duplicado garantindo a confirmagéo do resultado. Em alternativa, deve confirma-los recorrendo a métodos diferentes.

Um resultado positivo é evidenciado por um aumento da intensidade de fluorescéncia em um intervalo de tempo
relativamente curto, e sempre dentro do intervalo de tempo do teste, ou seja, de 30 minutos. Enquanto um resultado negativo
nao demonstra um rapido aumento da intensidade de fluorescéncia ao longo do mesmo periodo de tempo (consultar as
Figuras 1 a 2).
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Figura 1: Curva tipica de amplificagdo usando o TS2.4 Klebsiella pneumoniae possuindo o gene OXA48 e testada
com o kit MAST ISOPLEX®CRE-ART

Nota: um intervalo de tempo € equivalente a 0.5minutos,e a curva € amplificada ao longo do tempo de teste
de 30minutos
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Figure 2: Curva tipica de amplificagdo usando o ABI 7500 FAST Klebsiella pneumoniae possuindo o gene OXA48 e testada
com o kit MAST ISOPLEX®CRE-ART
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Caracteristicas do teste
Traceabilidade e valores atribuidos a calibradores e materiais de controlo
Todos os servigos técnicos, de manutencao ou calibragdo efetuados no equipamento que é usado em conjunto com o kit

MAST ISOPLEX®CRE-ART seguem as recomendagdes nacionais e locais, e todos os componentes sdo sujeitos a controlo
de qualidade, sendo testados e validados em concordancia com essas recomendagdes.

Sensibilidade analitica
A sensibilidade analitica do kit MAST ISOPLEX® CRE-ART foi determinada usando o plasmideo pEX-A218 que incorpora o
gene DNA alvo. Os testes foram conduzidos em 10 vezes dilui¢cdes seriadas do DNA do plasmideo, na gama de valores

entre 10pg a 0.001fg. Foram efetuadas 8 réplicas por cada plasmideo e em cada gama de concentragdes sendo os dados
avaliados com a analise Probit.
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Tabela 7: Sensibilidade analitica (baseada em plasmideos que contém sequéncia alvo especificos
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Valor Probit Valor Probit

Gene Alvo Femtogramas/pL N2 de copias de DNA/uL
(Intervalo de confianca: 95%) (Intervalo de confianca: 95%)

OXA-48 0.13fg/uL (0.07 a 0.75) 44 copias/uL (22.5 a 244.2)

OXA-23 0.28 fg/uL (0.15a1.19) 92 copias /L (49.7 a 386.7)

OXA-24/0XA-40 2.1 fg/uL (1.05 a 2.02) 683 copias /uL (344 a 6576)

KPC 0.1 fg/uL (0.05 a 0.58) 35 copias /UL (17.4 a 187.4)

VIM 0.1 fg/uL (0.05 a 0.62) 35 copias /UL (16.6 a 195.7)

NDM 0.2 fg/uL (0.08 a 1.36) 53 copias /UL (27.6 a 442.7)
IMP 2.7 fg/uL (1.12 2 27.8) 879 copias /uL (364.8 a 9035.3)

Valor Probit
Estirpe ACTC/ATCC Familia ufe/pL
P Estirpe de controlo do Gene Alvo (Intervalo de confianca:
95%))
Acinetobacter baumanii NCTC 13424 OXA-23 57 cfu/uL (16.71 to 925)
Acinetobacter baumanii NCTC 13302 OXA-24/0XA-40 43 cfu/uL (18.4 to 1043.5)
Klebsiella pneumoniae NCTC 13438 KPC 12 cfu/uL (7.0 to 53.2)
Klebsiella pneumoniae NCTC 13439 VIM 12cfu/uL (5.5 to 72.6)
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2472 NDM 15 cfu/uL (9.8 to 140.3)
Escherichia coli NCTC 13476 IMP 5 cfu/uL (2.7 to 25.5)
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Especificidade analitica
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O kit MAST ISOPLEX® CRE-ART apresenta uma especificidade analitica de 100% quando testado com o plasmideo
Que incorpora os alvos especificos usados nos testes de sensibilidade analitica, e ndo forma registadas reacées
Cruzadas, com nenhuma das espécies (possuidoras de conhecidas B-Lactamases) listadas (consultar a Tabela 9).

Tabela 9: Testes de Reatividades-Cruzadas

Espécies B-lactamase identificada Espécies B-lactamase identificada
Klebsiella pneumoniae DHA-1, SVH-5 Klebsiella pneumoniae DHA-1, SHV
Klebsiella pneumoniae DHA-1 Klebsiella pneumoniae DHA-1, CTX-M
Klebsiella pneumoniae CTX-M-15 Klebsiella pneumoniae Fox-3
Klebsiella pneumoniae SVH-5 Klebsiella pneumoniae Fox
Klebsiella pneumoniae CTX-M Escherichia coli Lat-3

Escherichia coli CTX-M 1 Escherichia coli TEM2,CTX-M 9
Klebsiella pneumoniae TEM-29, SHV 14 Salmonella livingstone acc-1
Klebsiella pneumoniae dha-1 Escherichia coli lat-4

Enterobacter cloacae CTX-M9 Enterobacter cloacae SHV 12
Klebsiella pneumoniae CTX-M9, SHV-36 Salmonella species SHV 12

Escherichia coli TEM 10 Escherichia coli TEM 9

Escherichia coli TEM 4 Klebsiella pneumoniae SHV 2
Klebsiella pneumoniae SHV 3 Klebsiella pneumoniae SHV 2 SHV 5

Klebsiella oxytoca K1 Klebsiella pneumoniae SHV 18
Proteus mirabilis CmY Proteus mirabilis ACC-1
Proteus mirabilis CMY-3 Pseudomonas aeruginosa Imi-R Sem carbapenemase
Pseudomonas aeruginosa Sem carbapenemases Acinetobacter baumannii Sem carbapenemases
NCTC 10662

Escherichia coli CTX-M3 Escherichia coli CTX-M 23
Klebsiella pneumoniae SHV 12 Escherichia coli TEMIII

Escherichia coli CTX-M 33 Escherichia coli CTX-M 15

Proteus mirabilis CTX-MA1

Precisao

A preciséo do kit MAST ISOPLEX® CRE ART foi determinada em termos da repetibilidade (variacdo /ntrabatchs com um
unico batch e realizacao de seis testes ao longo de um dia, consultar as Tabelas 10a e 10b) e reprodutibilidade (variagéo
entre batchs, e com trés batchs considerados nos testes, consultar as Tabelas 11a e 11b).
Como os testes realizados pela tecnologia LAMP nao sao quantitativos a medi¢ao da precisdo ndo é uma medida absoluta
da sua performance quando se pretende avaliar o tempo necessario para obter positividade de um teste. Os dados obtidos
demonstram para a repetibilidade para os varios alvos valores dos desvios padrdao na gama de 0.35 a 1.94 e % CV na gama
de valores entre 2.29 e 12.31., e para a reprodutibilidade, obtivera-se desvios standard na gama de valores entre 0.21 e 3.02

eas % CVde2.1a17.96.

Uma % de CV <10 é considerada muito boa, de 10 a 20 é boa, de 20 a 30 é aceitavel e >30 é considerada ndo aceitavel. Em
consequéncia os valores obtidos sao considerados boa.

Tabela 10a: Repetibilidade dos alvos especificos do kit MAST ISOPLEX® CRE ART.

Alvo Valor médio de Ct Desvio padrao Coeficiente de variacao
(%CV)

OXA-48 15.13 1.12 7.67

OXA-23 15.18 1.87 12.31

OXA-24/0XA-40 | 19.21 1.94 10.07

KPC 15.34 0.35 2.29

VIM 12.10 1.08 8.88

NDM 10.66 0.47 4.43

IMP 14.23 1.27 8.91
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Tabela 10b: Repetibilidade para o DNA Controlo da inibicdo (ICDNA
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Alvo Valor médio de Ct Desvio padrao Coeficiente de variacao
(%)
ICDNA 11.59 1.35 11.61

Tabela 11a: Reprodutibilidade do kit MAST ISOPLEX® CRE ART

Alvo Valor médio de Ct Desvio padrao Coeficiente de variacao
(%CV)

OXA-48 13.2 1.17 8.86

OXA-23 12.99 1.05 8.03

OXA-24/0XA-40 | 17.98 3.02 17.96

KPC 14.52 0.57 3.92

VIM 10.34 1.44 13.93

NDM 9.99 0.21 21

IMP 13.03 0.58 4.43

Tabela 11b: Reprodutibilidade do kit MAST ISOPLEX® CRE ART para DNA Controlo da Inibigdo (ICDNA)

Alvo Valor médio de Ct Desvio padrao Coeficiente de variacao
(%)
ICDNA 10.63 0.27 2.52

Caracteristicas de desempenho em Diagnéstico
As caracteristicas de desempenho em Diagndstico do kit MAST ISOPLEX®CRE (ver a Tabela 12a e 12b) foram
determinadas em 248 isolados clinicos de Enterobacterales (n=203), espécies de Acinetobacter (n=37) e estirpes de
Pseudomonas aeruginosa (n=8). As Carbapenemases, que ndo constituem alvos do teste ndo serdo identificadas quando
estiverem presentes nos isolados testados, sendo os resultados classificados como verdadeiros negativos.

O trabalho foi realizado pelo departamento de Microbiologia, Hospitais de “Newcastle upon Tyne” e NHS Foundation Trust.

Tabela 12a: Dete¢édo de Carbapenemases em 248 bactérias Gram-negativas com o kit MAST ISOPLEX® CRE-ART kit
Tipo de Isolado / Gene Alvo Numero testado Numero detetado pela MAST
Kit ISOPLEX® CRE-ART
Enterobacterales Produtores de Carbapenemases
KPC 16 16
VIM 13 13
IMP 12 12
OXA-48 like 61 61
NDM 52 52
NCM-A 1 0
Pseudomonas aeruginosa Produtoras de
Carbapenemases
VIM 2 2
NDM 2 2
Acinetobacter species Produtores de
Carbapenemases
OXA-23-like 23 23
OXA-24-like/ OXA-40-like 2 2
NDM 3 3
OXA-51-like 12 0
OXA-58-like 5 0
OXA-69-like 1 0
Isolados sem Carbapenemases 53 2
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Note: O Kit MAST ISOPLEX® CRE-ARTnéo tem por alvo, os genes: NCM-A, OXA-51like, OXA-58-like ou OXA-69-like DNA
e os resultados do teste realizado com estas estirpes s&o considerados como verdadeiros negativos. A partir dos dados
acima listados as caracteristicas de desempenho em diagnostico do kit MAST ISOPLEX® CRE-ART séo apresentadas na
Tabela 12.

Tabela 12b: Caracteristicas de desempenho em diagnéstico do kit MAST ISOPLEX® CRE-ART

Caracteristicas em Diagndstico

Sensibilidade 100%
Especificidade 97%
Valor Preditivo Positivo 99%
Valor Preditivo Negativo 100%

Intervalo de medida

O kit MAST ISOPLEX® CRE-ART permite realizar testes qualitativos, mas, no entanto, foi testado para determinar a
sensibilidade analitica tendo sido usados alvos especificos de DNA com valores compreendidos na gama valores, entre
100fg e 1pg/reacgéo.

Intervalo de referéncia biolégico

O kit MAST ISOPLEX® CRE-ART permite a realizacdo de testes qualitativos e ndo quantitativos consequentemente

os intervalos de referéncia bioldgicos ndo sao relevantes.

Limitacoes do procedimento de analise

1. Os resultados obtidos com o kit MAST ISOPLEX® CRE-ART nao devem ser usados apenas com a finalidade de
obtencao do diagndstico de uma certa condi¢do clinica, mas antes devem ser avaliados conjuntamente com outros
fatores clinicos.

2. OKit MAST ISOPLEX® CRE-ART esta validado para efetuar testes, em colonias de bactérias, isoladas de culturas de
amostras clinicas.

3. A quantidade de bactérias inoculada (verificar o passo 2 do “Procedimento de andlise”) deve ter uma concentragéo
equivalente a ~0.2McFarland ou 10%ufc/mL.

4. O kit MAST ISOPLEX®CRE-ART foi validado com os equipamentos e os meios microbioldgicos apresentados neste
documento. O uso de equipamentos ou meios microbioldgicos alternativos requer a validagéo pelo utilizador antes da
utilizagéo do kit para fins de diagnostico.

5. A presenca de DNases ou protéases pode originar resultados invalidos, pelo que o utilizador deve assegurar-se de que
0s equipamentos e acessorios usados sempre livres de DNAse (DNAse-free).

6. Concentragdes muito grandes de DNA alvo podem causar um elevado ruido (background) e proporcionar resultados
falsos negativos pelo facto de o teste de amplificacao, atingir o valor maximo de threshold do equipamento. Uma correta
aderéncia as Instrugdes para Uso, no que toca em particular a recolher pequenas quantidades de coldnias, devera
prevenir esta ocorréncia.

7. A amplificacdo LAMP pode produzir um resultado positivo a partir de quantidades muito pequenas do DNA alvo, no
entanto, valores inferiores aos limites de dete¢do indicados podem nao ser reprodutiveis.

8. O kit MAST ISOPLEX®CRE-ART ¢ concebido para amplificar especificamente certas classes de B-Lactamases e
subgrupos. O teste permitira amplificar as classes/subgrupos identificados na Tabela 13.
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Tabela 13: Familias e seus membros, identificados como Alvos pelo kit MAST ISOPLEX® CRE-ART

Alvos
Familia Membros da Familia
OXA-48 48, 162, 163, 181, 199, 204, 232, 244, 245, 247, 252, 370, 405, 416, 438, 439, 484, 505,
514, 515,517,519, 538, 546, 547, 566, 567, 731, 788, 793, 833
23, 27,49, 73,103, 133, 146, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 225, 239, 366, 398, 422,
OXA-23 423, 435, 440, 482, 483, 565, 657, 806, 807, 808, 809, 810, 811, 812, 813, 814, 815, 816,

817,818

OXA-24/0XA-40

24, 25, 26, 40, 72, 139, 160, 207, 437, 653

KPC

2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14 ,15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,4,2, 43, 44, 45, 46,

1,2,3,4,5,6,8,9,10,11,12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,

VIM 31, 32, 33, 34, 35,36,37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 57, 58, 59, 60, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68

NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 27, 28

IMP 1,3,4,6,10, 25, 26, 30, 34, 38, 40, 42, 52, 55, 61, 60

9. OKit MAST ISOPLEX®CRE-ARTndo consegue amplificar os genes OXA-535, OXA-436, OXA-54, VIM-7, VIM 61, NDM-

25 e NDM-26

10. O utilizador deve sempre ter como referéncia a curva de amplificacao e aos dados néo tratados (raw data) que foram
gerados durante a realizagdo do teste. Deste modo estd assegurado, que um resultado positivo se deve a amplificagéo
de alvos especificos, e ndo sdo uma consequéncia do efeito de rampa (ramping effect), que pode ser visualizado em
equipamentos onde o thresholdresidual (backgroung thershola) nao pode ser manualmente modificado.

11. Nos kits MAST ISOPLEX® CRE-ART cada CRE STRIP deve ser usado apenas com uma Unica amostra. Por forma a
estar assegurada a validade de uma amplificagéo positiva, o utilizador deve realizar em um CRE STRIP um controlo sem
DNA alvo, e em outro CRE STRIP um controlo positivo.
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