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Topicos
> Painel RGene para deteccdo de 18 genes de resisténcia aos antimicrobianos.
Carbapenemases, Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), Resisténcia a Vancomicina e Meticilina.
Limite de deteccdo para 15 genes testados: 0,1pg/ul de DNA total (0,0001ng/ul ~20 copias de DNA).
Limite de deteccdo para 3 genes testados: 1,0 pg/ul de DNA total (0,001ng/pl ~200 cépias de DNA).
Reacdes ndo sofrem influéncia de DNA interferente (background) de outras bactérias na amostra.
Ensaios reprodutiveis e estaveis, com eficiéncia entre 90-100% e recuperacdo global de 99.38% dos resultados positivos.
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Resumo

O RGene (Resistance gene) é um ensaio molecular de PCR em tempo real para deteccdo de genes de resisténcia aos
antimicrobianos em bactérias. Neste relatério foram realizados os testes de limite de deteccdo - LoD (sensibilidade), eficiéncia de
reacdo, repetibilidade e reprodutibilidade (robustez) para 18 genes de resisténcia aos antimicrobianos: blacrw.1 group, blacrm.2
group, blacnaws group, blacws group, blasuviie, blaces ke, blaeciie: blamp e, Dlavivike, blanomiiker blaspwie, blaoxa231iker blaoxa
s-ikes DIaoxas1-1kes Dlaoxa72-1iker Dlaoxa1a31ikes VanA e mecA. Os resultados demonstram que a sensibilidade de cada ensaio varia entre
0,1 e 1,0 pg/ul de DNA total de bactérias, que essa variacdo é dependente do alvo (gene) investigado e que isto representa uma
deteccdo aproximada de até 20 cépias de DNA bacteriano. Observou-se que a eficiéncia obtida para os ensaios foi de 90-100% para
amaioria dos genes, recuperando uma média de 99,38% dos resultados positivos esperados para os 2.268 ensaios RGene realizados.
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Introducdo

A resisténcia aos antimicrobianos envolve a capacidade dos microrganismos, principalmente bactérias, de se adaptar e
sobreviver na presenca de antimicrobianos. Diversas infecces podem ser causadas por estes microrganismos e a resisténcia aos
antimicrobianos dificulta ou até impossibilita o seu tratamento. A resisténcia aos antimicrobianos é um grave problema de satde
publica que se relaciona as dreas de saide humana, veterindria, além da cadeia produtiva de alimentos. A disseminacdo répida dos
mecanismos de resisténcia entre 0s microrganismos ocorre por pressao seletiva, principalmente pelo uso, muitas vezes ndo
adequado, de antimicrobianos. As classes de antimicrobianos, bem como seus alvos e mecanismos de resisténcia encontram-se
descritas na tabela abaixo.

Classe Antimicrobiano Alvo Mecanismos de resisténcia
Penicilinas (ampicilina),
cefalosporinas (cefamicina), Sintese de

Beta-lactamicos Hidrélise, bomba de efluxo, alteracdo alvo

carbapenémicos (meropenem),
monobactdmicos (aztreonam)
Gentamicina, estreptomicina,
espectinomicina

peptidoglicano

Fosforilacdo, acetilacdo, adenilacdo, bomba de

Aminoglicosideos <
g efluxo, alteracdo do alvo

Traducéo

Sintese de

Glicopeptideos peptidoglicano

Vancomicina, teicoplanina Reprogramacdo da sintese de peptidoglicano

Mono-oxigenagao, bomba de efluxo, alteragdo do

Tetraciclinas Tigeciclina, minociclina Traducéo o

Macrolideos Eritromicina, azitromicina Tradugio HidrGlie, gllcE)S||agao, fosforlagdo, bomba de
efluxo, alteracdo do alvo

Lincosamidas Clindamicina Traducéo Adenilagdo, bomba de efluxo, alteracdo do alvo

Oxazolidinonas Linezolida Traducéo Bomba de efluxo, alteracdo do alvo

Fenicol Cloranfenicol Traducéo Acetilacdo, bomba de efluxo, alteracdo do alvo

Quinolonas Ciprofloxacina Replicacio do DNA  Acetilagdo, bomba de efluxo, alteragdo do alvo

Pirimidinas Trimetoprim Metabolismo C; Bomba de efluxo, alteragdo do alvo

Sulfonamidas Sulfametoxazol Metabolismo C; Bomba de efluxo, alteracdo do alvo

Rifamicinas Rifampicina Transcricdo ADP-ribosilagdo, bomba de efluxo, alteracdo do alvo

Lipopeptideos Daptomicina Membrana celular ~ Alteracdo do alvo

Bomba de efluxo, alteracdo do alvo
Fonte: modificado de Davies; Davies, 2010.

Peptideos cationicos  Colistina Membrana celular

A partir disso, a Neoprospecta desenvolveu o RGene, um teste para deteccdo da presenca de 18 genes de resisténcia aos
antimicrobianos mais frequentemente encontrados no Brasil. O painel contemplado no teste RGene compreende as quatro principais
classes de antimicrobianos descritas abaixo:

ESBL

As B-lactamases de espectro estendido (ESBL), frequentemente encontradas em Enterobacteriaceae, sao enzimas capazes de
hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro e monobactdmicos. As ESBLs sdo codificadas por vdrios grupos génicos, sendo
os mais disseminados e diversos os genes tipo blazew (com 223 variantes), blasyy (193 variantes) e blacryn (171 variantes).

CARBAPENEMASES

As carbapenemases sdo B-lactamases capazes de hidrolisar antimicrobianos carbapenémicos, como imipenem, meropenem
e ertapenem. S3o exemplos de carbapenemases as metalo-B-lactamases (MBL), algumas oxacilinases, como OXA-23, e KPC (K.
pneumoniae carbapenemase). Até o momento jd foram descritas diversas MBL, sendo as mais frequentes e disseminadas
mundialmente as enzimas IMP (Imipenemase), VIM (Verona Integron-encoded Metalo-B-lactamase) e NDM (New Delhi Metalo-B-
lactamase). No Brasil, além destas ja descritas, ainda hé o predominio de enzimas do tipo SPM (S&o Paulo Metalo-B-lactamase). As
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enzimas hidrolisantes de oxacilina ou oxacilinases (OXA) formam um grupo muito diverso de enzimas, com mais de 400 variantes
descritas. Algumas variantes possuem um espectro de acdo limitado a penicilinas e a primeira geracdo de cefalosporinas (OXA-2 e
OXA-10), enquanto que outras possuem um espectro mais amplo, com atividade catalitica estendida aos carbapenémicos (OXA-23,
OXA-24, OXA-48, OXA-51 e OXA-58). Enzimas do tipo OXA-51 sdo intrinsecas a espécie Acinetobacter baumannii e sua expressao é
condicionada a presenca da sequéncia de inser¢ao ISaba 1 imediatamente anterior ao gene. Nessas condices, a sequéncia de
insercdo acaba atuando como um promotor genético e o fenétipo de resisténcia é expresso.

VRE
Enterococci resistente a vancomicina (VRE), relacionada a presenca de clusters génicos de resisténcia a vancomicina (Van4, VanB, VanD,
Van M) ou genes intrinsecos, como VanC.

MRSA

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), relacionado a presenca do gene mecA, parte de um cluster génico (SCCmec)
com capacidade para codificar outras proteinas que também conferem resisténcia aos antimicrobianos. Contudo, sabe-se hoje que o
gene mecA esta disseminado entre vérias espécies relacionadas, ndo somente em Staphylococcus aureus.

Painéis génicos disponiveis para o teste RGene desenvolvido pela Neoprospecta:

Carbapenemases Beta-lactamases de Resisténcia a Vancomicina Resisténcia a Meticilina em
(CARBA) espectro estendido em Enterococcus spp. (VRE) Staphylococcus auresus (MRSA)
(ESBL)

blaow 23 ke blacrxm ke VanA MecA

blaow4s iike blacrxm ke

blaowst e blacrxm ke

blaow 72 e blacrxm ke

blaow 14311k blasuy. e
blakec e
blages e
blanow. e
blap e
blayp e
blase e
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Ensaios

Método: PCR em tempo real (ABI 7500 fast - Applied Biosystems) utilizando sondas de hidrélise para cada gene.

1) Limite de deteccdo (LoD) e eficiéncia das reagdes;
- Teste com DNA controle positivo diluido em escala de 10X para 7 pontos de concentragdo (de 1 ng/pla 0,0000001 ng/pl).
- Trés réplicas experimentais para cada dilui¢do testada e para controle negativo de reacao (CNR).

2) Repetibilidade;
- Teste com DNA controle positivo diluido em escala de 10X para 3 pontos de concentragao (de 0,1 ng/pla 0,001 ng/pl).
- DNA diluido em H,0 e em 2 pools de ambientes hospitalares contendo DNA de bactérias (Amb1 e Amb2=DNA interferente).
- Oito réplicas experimentais para cada ponto testado e para controle negativo de reacdo (CNR).
- Ensaios realizados por um tnico operador.

3) Reprodutibilidade;
- Teste com DNA controle positivo diluido em escala de 10X para 3 pontos de concentragao (de 0,1 ng/pla 0,001 ng/pl).
- DNA diluido em H,0 e em 2 pools de ambientes hospitalares contendo DNA de bactérias (Amb1 e Amb2=DNA interferente).
- Trés réplicas experimentais para cada ponto testado e para controle negativo de reacdo (CNR).
- Ensaios realizados por dois operadores adicionais.

Amostras de DNA utilizadas para os ensaios RGene

- Controles positivos para o painel RGene: foi obtido o DNA de bactérias controles positivos jé caracterizadas e sabidamente
positivas para os 18 genes de interesse incluidos no painel RGene.

- Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL): blacrxu-1 - blacixw-2- blacrx-s - blacrws - blasuy

- Carbapenemases (CARBA)Z b/HOXA.23 - b/HOXA.4g -bla OXA-51 - b/ao)(A.n - b/ao)(A.143 - b/E)KPc - b/aGEs - bIaNDM - b/a|Mp - b/av||v| - b/&spM

- Resisténcia a Meticilina: mecA

- Resisténcia a Vancomicina: vanA
O DNA destes 18 controles positivos foi extraido com protocolo utilizando beads magnéticas (Neoprospecta) e individualmente
quantificado, utilizando Picogreen (Invitrogen). Apds a quantificacdo, estes DNA foram diluidos em dgua, de forma que as
concentragdes de cada DNA fossem iguais a: 1 ng/ul, 0,1 ng/ul, 0,01 ng/ul, 0,001 ng/ul, 0,0001 ng/pl, 0,00001 ng/ul e 0,000001
ng/ul. As diluicbes ocorreram de forma que todos os DNA dos 18 controles positivos ficassem em um pool tinico para cada uma das
sete concentracdes a serem testadas. Uma estimativa do nimero de copias de DNA presente nas concentragdes acima foi realizada
utilizando-se o tamanho médio dos genomas das bactérias controle positivo. Assim, verificamos as correspondéncias de 206.000,
20.600, 2.060, 206, 20, 2 € 0,2 cépias de DNA para as respectivas concentragdes em ng/pl acima.

- Pools de DNA de ambientes hospitalares contendo DNA bacteriano (Pools de DNA background).

Amostras coletadas de ambientes hospitalares com swab de algodao tiveram seu DNA total extraido com beads magnéticas
(Neoprospecta) e sequenciado pela metodologia DMD bactéria. O resultado do sequenciamento DMD bactéria foi utilizado para
escolha de amostras que contivessem quantidades de bactérias (reads do gene 16S rRNA) intermediarias ou altas. Desta forma,
obtiveram-se dois pools de DNA background: Pool Amb1, input intermedidrio de DNA ambiental com média de 3 mil reads diversos
do gene 16S rRNA, e Pool Amb2, input alto de DNA ambiental com média de 11 mil reads diversos do gene 16S rRNA. Estes pools
contém bactérias comumente encontradas em ambientes hospitalares que serviram como DNA background (interferente) para
inoculagdo dos controles positivos e posterior avaliacdo da detec¢do pelo painel RGene. Nos pools Amb1 e Amb2 foram
adicionalmente inoculadas trés concentracdes dos controles positivos RGene (0,1 ng/ul, 0,01 ng/ul e 0,001 ng/pl) para avaliagdo da
deteccdo dos genes do painel RGene.
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1) Sensibilidade: limite de deteccao (LoD) e eficiéncia das reacdes

Concentracdo em ng/pl do DNA controle positivo

A
B
C
D
E
F
G
H

Réplicatas técnicas

1 2 3

Diluicdo |

- 18 genes singleplex

0,1 ng/pl 10X
0,01 ng/pl 100X
0,001 ng/pl 1.000X
0,0001 ng/ul 10.000X
0,00001 ng/ul | 100.000X
0,000001 ng/pl | 1.000.000X
CNR
Ensaios RGene:

Resultados para o limite de deteccao (LoD):
Para as analises foram considerados os resultados de seis concentracoes testadas:
0,1 ng/ul, 0,01 ng/pl, 0,001 ng/pl, 0,0001 ng/ul, 0,00001 ng/ul, 0,000001 ng/pl.
Com equivaléncia ao niimero de cépias de DNA bacteriano:

20.600 cdpias, 2.600 copias, 206 copias, 20 cdpias, 2 copias, 0,2 cdpias.

A sensibilidade analitica de um ensaio pode ser verificada conhecendo-se
o limite de deteccdo do método (LoD). Este limite pode ser definido como
a menor concentracdo de dcidos nucléicos (ou ndmero de cdpias) que
sempre retorna um resultado positivo para todas as réplicas testadas, ou
para a maior parte delas em um intervalo de confianca definido. No
desenho ao lado verificamos o desenho experimental aqui realizado, e
descrito abaixo.

Diluente para os DNA controles positivos RGene: dgua ultrapura.
Concentracdes de DNA controle testadas: 1 ng/pl, 0,1 ng/ul, 0,01
ng/ul, 0,001 ng/pl, 0,0001 ng/ul, 0,00001 ng/pl, 0,000001 ng/pl.
Réplicas: triplicata técnica experimental para cada ponto de diluicdo.
Valor de Cq definido para ponto de corte (cutoff): 33 (Cq<=33:
PRESENTE; Cq>33: AUSENTE).

Threshold utilizado para todos os genes: 0,05.

Amplificacao para as seis concentracoes e genes do painel RGene.
Abaixo estao representados os valores positivos para a relagdo Esperado/Obtido, considerando as trés replicatas experimentais.

CTXM1 CTXM2 CTXM8 CTXM9

0,1ng 3/3
0,01 ng 3/3
0,001 ng 3/3
0,0001 ng 3/3
0,00001ng  3/1

0,000001 ng  3/0

3/3
3/3
3/3
3/3
3/1

3/0

3/3 3/3
3/3 3/3
3/3 3/3
3/3 3/0
3/3 3/0
3/1 3/0

GES
3/3
3/3
3/3
3/1
3/0

3/0

IMP
3/3
3/3
3/3
3/3
3/0

3/0

KPC
3/3
3/3
3/3
3/3
3/3

3/0

NDM OXA143 OXA23 OXA48 OXA51 OXA72  SHV SPM VvVim vanA  mecA

3/3
3/3
3/3
3/3
3/0

3/0

3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/1 3/3 3/3
3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/0 3/0 3/0 3/0
3/0 3/0 3/1 3/0 3/3 3/0 3/0 3/0 3/0 3/0

Para as concentracbes de 0,1 ng/ul a 0,001 ng/pl (20.600 a 206 cépias de DNA): todos os genes amplificaram como o esperado,

recuperando 100% dos resultados positivos para todas as réplicas testadas.

Para a concentracdo de 0,0001 ng/pl (20 cépias de DNA): apenas trés genes amplificaram diferente do esperado - nenhuma réplica

amplificou para blacrx.u. € apenas uma réplica amplificou para os genes blages € blayw, recuperando 87% dos resultados esperados.

Para a concentracdo de 0,00001 ng/ul (2 cépias de DNA): mais de 50% dos genes amplificaram diferente do esperado. Logo, este

valor foi determinado abaixo do LoD.

CNR = Controle Negativo de Reacdo. Todos foram negativos, conforme o esperado.

CNR
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0

0/0



Nota técnica: RGene - Sensibilidade e Robustez BIOMEHURB

o _on

Avaliacdo das replicatas, fator de amplificacao e eficiéncia da reacao para cada gene testado.

Os dados considerados para o célculo de eficiéncia foram dos quatro pontos de diluicdo: 0,1 ng/pl a 0,0001 ng/pl, para os
quais 87% dos resultados obtidos foram positivos para a deteccdo esperada do DNA-alvo em todas as replicatas de ensaio
(deteccao de 206.000 a 20 copias de DNA bacteriano). A partir do ponto de 0,00001 ng/ul o nimero de amostras positivas reduz
para 48.1% em relacdo ao resultado esperado, considerando as trés replicatas realizadas por gene e por dilui¢do. Desta forma, os
pontos a partir desta concentracao ndo foram incluidos na anélise e definidos como abaixo do limite de deteccdo do ensaio, estes
dados podem ser visualizados na figura abaixo.

Para a realizacdo das andlises de amplificacdo e eficiéncia foi calculado o slope (intervalo) entre as médias dos pontos (replicata
experimental) de cada concentragdo de DNA para cada gene de interesse e utilizado o gPCR Efficiency Calculator da Thermo Fisher. Os
valores médios dos slopes entre as dilui¢des seriadas de cada gene refletem sua eficiéncia de amplificacdo na reagdo (Ref: Guide to
Performing  Relative Quantitation ofGene Expression Using Real-Time, Applied Biosystems; https://www.gene-
quantification.de/efficiency01.html;  http://dx.doi.org/10.1016/j.bdq.2015.01.005;  doi:10.1006/meth.2001.1262;  PMID:
11328886; doi:10.3389/fmicb.2017.00108). De forma geral, o fator de amplificacdo deve ser proximo a 2, uma vez que na reagao
de PCR ideal acontece a duplicacdo de moléculas em cada ciclo da reagdo de PCR. Também, a eficiéncia de amplificacao deve se
aproximar de 100%, quando hd uma reacdo ideal de PCR, duplicando as moléculas em cada ciclo da reacéo.

Todas as concentragdes (DNA total) Frorde
Gene  Amplificagio Eficiéncia
6 ® cxm1 1,90 89,91%
w @ ‘ : * o @ cTXM2 1,95 94,54%
° 3 ol 8 ' ° $ CTMX8 1,96 96,06%
°
S 32 e ° g . o ' ! ’ s ® ° @ CcTXM9 1,81 81,30%
§ 30 ] 8 e @ cts 1,93 92,71%
= € o0 ¢ o ° ® P 1,97 97,24%
£ 28 o o o ° o o 08 o @ )
< P30 g s ¢ @ KPC 1,99 98,84%
o % e & 4 00 ® nom 2,00 100,08%
= °
=] e o o ° °
S % a8 8 o8 e ! H ’ @ OxA143 1,95 95,30%
K= e o @ ‘ $ ' e $ @ oxazz 1,95  94,54%
=
. 29 o @ . s : e ® ° @ oxa48 1,95 94,54%
o
o 20 ' i ’ e ® o @ OXA51 1,94 93,80%
] oxa72 1,98 98,44%
8 o o
1 L
! ' ‘ @ SHY 1,84 83,89%
16 Abaixo do LoD SPM 2,11 110,68%
° 4 —>
14 ® ° @ Vv 1,95 94,54%
© O O OO OO OO O DO OO O OO O
& N N N N N & N N & N N & N & & N N vanA 1,92 91,99%
S NS S S ST ST ST ST S S S ° ’
NI ITPE LS ETET TS ® mecA 1,97 96,84%
U PN PN

Concentragao de DNA-alvo

Considerando os pontos de concentragdo 0,1 ng/pl, 0,01 ng/pl, 0,001 ng/pl e 0,0001 ng/pl:

F possivel observar na figura acima que para todos os genes analisados temos um fator de amplificacio entre 1,81 e 2,11, com
eficiéncias de amplificacdo entre 81,30% e 110,68%.

- Apenas dois genes apresentaram fator de amplificacdo abaixo de 1,90: 1,81 para blacrw.g € 1,84 para blasyy. As eficiéncias para
esses dois genes foram de 81,30% e 83,89%, respectivamente.

- Apenas um gene apresentou fator de amplificagdo acima de 2,00: 2,11 para blaspy, com eficiéncia de 110,68%.

- Todos os demais genes se mantiveram entre 1,9 e 2,0, com eficiéncia de 90 a 100%.
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Considerando somente as trés concentracoes em que todos os genes foram detectados com 100% de positividade (dilui¢des 0,1 ng/ul,
0,01 ng/pl e 0,001 ng/pl) temos os gréficos abaixo:

Concentragdes positivas para todos os genes (DNA total) ° oo Limite de deteccio obtido (LoD) para cada gene

@ crm2 CTXM1 0,1 ng/ul 0,01 ng/ul 0,001 ng/ul

°
°
30 PY » ° ® cTmxs
[} ° ° ® cive CTXM8 0,1 ng/ul 0,01 ng/pl 0,001 ng/ul
° ° ° o ® CTXM9 0,1 ngfyl 0,01 ngfyl 0,001 ng/ul
° e s ® cis g/ gl gl
; o . z H ° GES 0,1 ng/pl 0,01 ng/pl 0,001 ng/pl
PY ° ° ! ' ° IMP 0,1 ng/ul 0,01 ng/pl 0,001 ng/ul
KPC
)  § : ° : ] KPC 0,01 ng/pl 0,001 ng/pl
8 ° L] e ' ' ® @ oM NDM 0,1 ng/pl 0,01 ng/ul 0,001 ng/pl
°
° : ° ' s ‘ ° ° @ oxa143 0XA 143 0,01 ng/pl 0,001 ng/pl
08 vt ® ou
: $ @ oxa4s 0XA48 0,1 ngfpl 0,01 ng/pl 0,001 ng/pl
° e ° ° [ ° @ oxa51 OXA51 0,01 ng/pl 0,001 ng/pl
: ‘ @ oxA72 OXA72 0,1 ngfpl 0,01 ng/l 0,001 ng/pl
[ J [ ] . @ sHv SHV 0,1 ng/pl 0,01 ng/ul 0,001 ng/pl
[ ] @ VM VIM 0,1 ng/ul 0,01 ng/pl 0,001 ng/ul

> @ vanr VanA 0,1 ng/pl 0,01 ng/pl 0,001 ng/pl
N

N N Q "

> \D Q- Qg Q‘Q Qg Q-QQ Q-QQ Q-QQ ® mech MecA 0,1 ng/ul 0,01 ng/pl 0,001 ng/ul

Todos genes detectados para todas as concentracdes

%
%

Avaliacao individual dos resultados de amplificacdo para as trés concentracdes:
Médias de amplificacdo e desvios obtidos para as trés concentracbes: 0,1 ng/ul, 0,01 ng/pl e 0,001 ng/pl.

35
H0,1ng
30
55 @0,01ng
o H0,001ng
© 20
15
10
S ) S < N Q y &
PRI T PP PSS &S
O‘\- é‘\‘ /\\& (/(\‘ = 04‘}" oF oF oF oF o o) )
Média Cq 18,61 19,76 16,19 2394 22,46 20,52 17,94 21,47 1893 17,80 17,09 16,61 14,72 17,15 23,58 22,68 19,12 20,10 o
a:;:‘:;; 1012 4011 4003 4017 4012 2009 008 4002 4008 4013 021 4015 4022 4015 4008 4021 010 014 0
Réplicas
pocras| | 30| 3a | sallaal Bapt Baa apt e Baal e Baal e aal aa | Bsa aae(Bsa s asl o
MédiaCq 22,11 23,04 19,50 27,88 25,76 2391 21,31 24,70 22,25 2113 20,72 19,79 18,04 20,81 26,91 25,77 22,52 23,59 0
M':‘:"“’ 1004 1012 004 4003 2022 006 2012 4006 007 40,17 006 4011 015 4006 013 4021 008  +030 0
Réplicas
e I/ I =75 =7 (/< s =/ =/ = = 7= R = /= == (= = = = =7 =<
] [ T e s [ [ i S i [ e
Média Cq 25,62 26,59 22,88 31,82 2893 27,27 24,83 28,10 25,72 2431 23,69 2317 21,27 24,31 29,85 29,12 25,77 27,11 o
Desvio o
Replicatas :0,05 005 40,12 4030 011 2016 2008 4008 4021 4005 019 023 1041 40,12 40,15 016 025 009
Réplicas
pocmmas M3 ¥3 33 33 3 33 ¥ 33 33 33 33 33 33 33 33 3B 33 3 o
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Nota técnica: RGene - Sensibilidade e Robustez BIOMEHURB

Médias de amplificacdo para todos os genes nas trés concentragdes onde todos foram positivos:

@ cTxm2
CTMX8
30.00
@ CTXM9
@ GES
@ mP
@ KprC
® oM
@ O0xA143

25.00

@ oxa23

0XA48
20.00 °

@ O0xas1

@ oxa72
@ sHY
SPM
@ v
@ vanA
@ mecA

Cq - Ciclo de quantificacdo

15.00

0.1ng 0.01ng 0.001ng
Concentracao de DNA-alvo
CTXM1 CTXM2 CTXM8 CTXM9 GES imp KPC NDM OXA143 OXA23 OXA48 OXA51 OXA72 SHV SPM viM vanA mecA CNR

Réplicas

| 9P 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 0/0

Conclusao da anilise de sensibilidade: limite de deteccdo (LoD) e eficiéncias de amplificacao:
-100% dos genes detectados com LoD de 0,001 ng/pl (1 pg/ul). Detecgdo aproximada de até 206 cépias de DNA.

-87% dos genes detectados com LoD de 0.0001ng/pl. Deteccdo aproximada de até 20 cépias de DNA.

- Eficiéncias de amplificacdo com média de 94,73% para os ensaios RGene.

- Fator de amplificagdo médio de 1,94 para os ensaios RGene.

2) Repetibilidade
Experimentos de repetibilidade para cada gene:

1 12 3 4 2 1 2 3 4 1 2

A [eNR| 01 0,01 0,001 A [Bco| 01 0,01 0,001 A [Bco| 01
B |cwR| 01 0,01 0,001 B |Bco| 01 0,01 0,001 B |Bco| o1
C |cNR| 04 0,01 0,001 C |Bco| 01 0,01 0,001 C |BcO| 01
é D|cr| 01 | 001 | 0001 | £D |8co| 01 | o001 | 0001 é D |8co| o1
« E | eNR| 01 0,01 0,001 « E |BCO| 01 0,01 0,001 < E [BCO| 01
SF || o1 0,01 0001 | =F [Bco| 01 0,01 0001 | =F |8co| o1
o o o
G [CNR| 01 0,01 0,001 G [BCO| 01 0,01 0,001 G |BcO| 01
H|R| o1 0,01 0,001 H [Bco| o1 0,01 0,001 H [Bco| o1
Concentragdo (ng/pl) de DNA controle Concentragdo (ng/pl) de DNA controle Concentragao (ng/pl) de DNA controle
Controles positivos diluidos em H20 Controles positivos diluidos em Amb1 Controles positivos diluidos em Amb2

Diluentes utilizados para os DNA controle positivo RGene: 4gua, Amb1 e Amb2.
H,0: apenas égua ultrapura.
Amb1: amostra de ambiente hospitalar contendo DNA interferente de bactérias diversas em quantidades intermedidrias.
Amb2: amostra de ambiente hospitalar contendo DNA interferente de bactérias diversas em quantidades altas.

Concentracdes de DNA controle positivo RGene: 0,1 ng/ul, 0,01 ng/ple 0,001 ng/ul.
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Nota técnica: RGene - Sensibilidade e Robustez BIOMEHURB

Controles:

*BCO = Branco da Reacdo (sem DNA controle positivo, apenas os backgrounds de DNA interferente Amb1 e Amb2).

*CNR = Controle Negativo de Reacdo (sem DNA controle positivo, sem os backgrounds de DNA interferente Amb1 e Amb2, apenas
H,0 ultrapura).

Réplicas: 08 replicatas experimentais para cada ponto.
Valor de Cq definido para cutoff: 33.
Threshold para todos os genes: 0,05.

Resultados Repetibilidade:

Os resultados estao apresentados abaixo em gréficos de distribuicdo dos valores das réplicas, por gene analisado, nos quais é
possivel observar os valores de Cq para cada uma das oito réplicas de cada concentracdo testada nos trés diferentes pools de
background. No primeiro quadro, ao lado do grafico, observam-se detalhadamente os valores médios de Cq e desvios para os
conjuntos de réplicas analisadas. Também se verifica o total de réplicas realizadas e o resultado final da quantidade de réplicas
positivas em relagdo ao nimero esperado e o niimero obtido (ex. 72/72), refletindo em uma porcentagem de resultados positivos
obtidos. No quadro menor, no canto direito superior, estao ilustrados os valores dos controles. Para os BCO ndo se tinha certeza da
presenca dos genes de resisténcia do painel RGene a serem testados (por isso nomeados como Unknown para o resultado esperado),
uma vez que sobre 0 Amb1 e Amb2 conhecia-se apenas o perfil bacteriano sequenciado pelo gene 165 rRNA. Logo, 0 BCO foi utilizado
justamente para conhecimento do perfil de genes de resisténcia previamente presentes nestes dois pools. Por fim, o gréfico abaixo
do menor quadro ilustra os valores médios das réplicas de Cq de cada grupo (mesmas do gréfico 1 e quadro 1), juntamente com o
desvio padrao para cada série de dados inserido nas barras de valores. No total, foram analisadas 72 réplicas para cada gene.

CTXM1 Distribuicao grafica dos valores das réplicas ----- ----
H20-0,1 ng/ul 100% 1835 0,068 8 NEG 0
33
H20-0,01 ng/ul 8/8 100% 21,78 0,089 BCO Amb1 8UN 0
30 H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 2525 0073 BCO Amb2 8UN 0
27 Amb1-0,1 ng/ul 8/8 100% 18,32 0,119 * Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificacao) das
00000000 00000000 000 0000 8 réplicas referentes a0 mesmo ponto de diluigdo,
24 [ Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 21,76 0,084 UN - Desconhecido (unknown),
H20-0,001 Amb1-0,001 Amb2-0,001 NEG - Negativo
00%¢0000 09000000 00000000 Amb1-0,001 ng/ul 8/8 100% 2516 0,081 :
21 | Médias e Desvios de Cq
H20-0,01 Amb1-0,01 Amb2-0.01 Amb2-0,1 ng/ul 8/8  100% 183 0098 | MH20-0.1ngul
(72 Ll AL g | | mH20-001 ngh
1 90000090 0g0g0000 00000000 ! BH20-0.001 nglul
H20-0,1 Amb1-0,1 Amb2-0,1 Amb2-0,01 ngul 8/8 100% 21,78 0073 | mAmb1-0.1nal
g g,
i @Am nglu
Amb2-0,001 ng/ul 8/8 100% 2507 0324 1 iy 0 ng
12 | mAmb2-0.01 nglul
TOTAL POSITIVOS 7272 100% - - \ mAmb2-0.001ngl o

CTXM2 Distribuicdo grafica dos valores das réplicas ----- ----

33 H20-0,1 ng/ul 100% 19,43 0,105 8NEG 0
30 H20-0,01 ngful 8/8 100% 2279 0,051 BCO Amb1 8UN 0
” H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 2626 0,094 BCO Amb2 8UN 0
0000000° Ococo00®
H20-0,001 Amb1-0.001 Amb1-0,1 ng/ul 8/8 100% 19,53 0,160 * Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagao) das
24 g mb1-0/ Amb2-0,001 8 réplicas referentes ao mesmo ponto de diluido,
[eelelelotetote) 0000 00C00000 Amb1-0,01 ngful 8/8 100% 22,88 0,122 :ga Dﬁst°"h€“d°(""k""w"lv
2 120-0,01 Amb1-0,01 Amb2-0,01 -Negaivo
° % Amb1-0,001 ng/ul 8/8 100% 2616 0,147 Wédias e Desvios de Cg
I
18 H20-0, Amb1-0,1 Amb2-0,1 Amb2- 0,1 ngful 8/8  100% 1951 0,075 HHr e
@ H20-0.001 ng/ul
15 Amb2-0,01 ng/ul 8/8 100% 22,78 0,100 mAmb1-0.1 nalul
BAmb1-0.01 ng/ul
@ Amb1-0.001 ngful
1 Amb2-0,001 ng/ul 8/8 100% 26,21 0,112 Anb2-0.1ngll
WAmb2-0.01 nglul
TOTAL POSITIVOS 72/72 100% - - mAmb2-0.001 ng/ul .
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BIOMEHUB

blacrx.m-s group

CTXMS8 Dbistribuicio grafica dos valores das réplicas

33
30
27

24
00000000
H20-0,001

09%0¢%0

Amb1-0,001

0000040
21 Amb2-0,001

00000000
H20-0,01

18 Amb1-0,01 Amb2-0,01

0000000

15 Amb1-0,1

H20-0,1 Amb2-0,1

blacrx.m-9 group

CTXM9

33

Distribuicdo grafica dos valores das réplicas

0000g0,°

H20-0,001

00004050

Amb1-0,001

090000,

Amb2-0,001

30

27 )

Amb1-0,01

.O......
H20-0,01 Amb2-0,01

24
() (]

00000
Amb1-0,1 Amb2-0,1

H20-0,1
21

blanpm-ike

NDM  Distribuicdo gréfica dos valores das réplicas
33
30

0900000
H20-0,001

®000000®
Amb1-0,001
So00e000
Amb1-0,01

S00g0000

Amb1-0,1

0000000®
Amb2-0,001

27

00000 0

24 H20-0,01

00000000
H20-0,1

Amb2-0,01
0000000

Amb2-0,1

blaspm.jike

SPM

33

Distribuicao grafica dos valores das réplicas

0000 000
Amb2-0,001

000000°®
Amb1-0,001
Seoeg000
Amb1-0,01
Cocoooco

Amb1-0,1

00%9%¢
H20-0,001
00000000
H20-0,01
24 o®oe®e0e
H20-0,1

30

27
Amb2-0,01

00000000
Amb2-0,1
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H20-0,1 ng/ul 100% 16,04 0,140 8NEG 0
H20-0,01 ng/ul 8/8 100% 19,43 0,075 BCO Amb1 8UN 0
H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 22,88 0,076 BCO Amb2 8UN 0
Amb1-0,1 ng/ul 8/8 100% 16,04 0,128 * Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagao) das
8 réplicas referentes ao mesmo ponto de diluiao,
Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 19,45 0,113 UN - Desconhecido (unknown),
NEG - Negativo
Amb1-0,001 ng/ul 8/8 100% 22,82 0,146 Médias e Desvios de Cq
| WH20-0.1ng/ul
Amb2-0,1 ng/ul 8/8 100% 1597 0N 0.0 nalul
| @H20-0.001 ng/ul
Amb2- 0,01 ng/ul 8/8 100% 19.36 0,139 : mAmb1-0.1nqlul
| @AmD1-0.01nglul
i @Amb1-0.001ngful
Amb2- 0,001 ng/ul 8/8  100% 2264 0155 il I I
| mAmb2-0.01 nglul
TOTAL POSITIVOS 72/ 72 100% o i mAmb2-0.001ng/ul CTXM8.

H20-0,1 ng/ul 100% 2278 0,081 BNEG 0
H20-0,01 ng/ul 8/8  100% 2653 0248 BCOAmbT  8UN 0
H20-0,001 ngul 8/8  100% 3035 0226 BCOAmb2  BUN 0
Amb1-0,1 ngful 8/8  100% 2311 0478 * Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagio) das
réplicas referentes a0 mesmo ponto de dilicio,
Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 2672 0,140 UN-Desconhecido (unknown),
NEG - Negativo
Amb1-0,001 ngful 88 100% 3043 0238 | ydincepesviosdecy
Amb2-0,1 ngful 88 100% 2296 0189 . miagooi
| @H20-0.001 ng/ul
Amb2-0,01 ngful 8/8  100% 2674 0200 | EAmbI-0.1nall
! @Amb1-0.01 ng/ul
i Amb1-0.001ng/ul
Amb2- 0,001 ng/ul 8/8  100% 3050 0266 marsorug
! mAmb2-0.01nglul
TOTAL POSITIVOS 7272 100% - | mAb2-0.001ngil

g,

H20-0,1 ng/ul 100% 21,74 0,064 8NEG
H20-0,01 ng/ul 8/7 87,5% 25,05 0,048 BCO Amb1 8UN 0
H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 28,41 0,157 BCO Amb2 8UN 8 30,67
Amb1-0,1 ng/ul 8/8 100% 21,76 0,139 * Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificacéo) das
8 réplicas referentes ao mesmo ponto de diluicdo,
Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 25,06 0,091 UN - Desconhecido (unknown),
NEG - Negativo
Amb1-0,001 ng/ul 8/8 100% 28,36 0,214 Wédias ¢ Desvios de Cq
W H20-0.1 ng/ul
Amb2- 0,1 ng/ul 8/8  100% 2175 0105 R
EH20-0.001 ng/ul
Amb2-0,01 ng/ul 8/8 100% 25,03 0,097 WAmb1-0.1 nalul
@Amb1-0.01 ng/ul
O Amb1-0.001ng/ul
Amb2- 0,001 ng/ul 8/8 100% 28,10 0,116 W Amb2-0.1 ngful
mAmb2-0.01 nglul
TOTAL POSITIVOS 72171 98,6% B - B Amb2-0.001 nglul
ow

H20-0,1 ng/ul 100% 2375 0,102 8NEG
H20-0,01 ng/ul 8/8 100% 2691 0,077 BCO Amb1 8UN 0
H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 3018 0,210 BCO Amb2 8UN 0
Amb1-0,1 ng/ul 8/8 100% 23,93 0,088 * Meédia e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagio) das
8 réplicas referentes ao mesmo ponto de diluicao,
Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 27,21 0,189 UN - Desconhecido (unknown),
NEG - Negativo
Amb1-0,001 ng/ul 8/8 100% 30,50 0,241 Médias ¢ Desvios de Cq
Amb2-0,1 ng/ul 8/8  100% 2390 0053 Hir R
@ H20-0.001 ng/ul
Amb2-0,01 ng/ul 8/8 100% 27,17 0117 mAmb1-0.1 nalul
@Amb1-0.01 ng/ul
Amb1-0.001ng/ul
Amb2- 0,001 ng/ul 8/8  100% 3042 0,199 B2 0 ngi
WAmb2-0.01 ng/ul
TOTAL POSITIVOS 72/ 72 100% - - mAmb2-0.001ng/ul
-
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blages.ike

GES  Distribuiao grafica dos valores das réplicas

33

30 ©o0,
00000
H20-0,001
(]

H20-0,01

27 So0q 00t

24 Amb1-0,01

®00000®

21 Amb1-0,1

H20-0,1

blamp.ike

IMP

33

Distribuicdo grafica dos valores das réplicas

30

00%0000°
H20-0,001
00040000
H20-0,01
21 ge0q000®
H20-0,1

27

24 )

Amb1-0,01

©000000°®

18 Amb1-0,1

15

12

blakec.iike

KPC

33

Distribuicdo gréfica dos valores das réplicas

30

27
0000400
H20-0,001
09%0000
H20-0,01
18 0g®0g®e®
H20-0,1

24

21
Amb1-0,01

0g%00%e
Amb1-0,1

blasuy.iike

SHV  Distribuicao grafica dos valores das réplicas
33
30

27

%00y 00
H20-0,001
09%44%

H20-0,01
00%500e®
H20-0,1

24

21
Amb1-0,01
8 000

15 Amb1-0,1
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8NEG 0
BCOAmb1 8UN 0
BCO Amb2 8UN 0

* Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagéo) das
8 éplicas referentes a0 mesmo ponto de diluicio,

NEG - Negativo

H20-0,1 ng/ul 100% 2250 0175
H20-0,01 ng/ul 8/8 100% 2575 0258
H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 2939 0319
Amb1-0,1 ng/ul 8/8 100% 2238 0393
Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 2592 0325
Amb1-0,001 ngful 8/8 100% 29,08 0141
Amb2-0,1 ng/ul 8/8 100% 2245 0223 |
Amb2-0,01 ng/ul 8/8 100% 2589 0228
Amb2-0,001 ng/ul 8/8 100% 2941 0327
TOTAL POSITIVOS 72/72  100% . a

Médias e Desvios de Cq
W H20-0.1 ng/ul
WH20-0.01 nglul

B H20-0.001 ng/ul
m|Amb1-0.1 nalul
@Amb1-0.01 nglul
DAmb1-0.001 nglul
WAmb2- 0.1 ng/ul
mAmb2-0.01 ng/ul
mAmb2-0.001 ng/ul

UN- Desconhecido (unknown),
o

H20-0,1 ng/ul 100% 20,47 0,200
H20-0,01 ng/ul 8/8 100% 23,57 0,185
H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 7.2 0127
Amb1-0,1 ng/ul 8/8 100% 20,35 0,165
Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 23,57 0,188
Amb1-0,001 ng/ul 8/8 100% 2691 0299
Amb2-0,1 ng/ul 8/8 100% 20,32 0,242
Amb2- 0,01 ng/ul 8/8 100% 23,64 0,242
Amb2- 0,001 ng/ul 8/8 100% 27,10 0,277
TOTAL POSITIVOS 72/ 72 100% - -

H20-0,1 ng/ul 100% 18,01 0,238
H20-0,01 ng/ul 8/8 100% 2119 0,137
H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 24,55 0,226
Amb1-0,1 ng/ul 8/8 100% 17,84 0,151
Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 2117 0,179
Amb1-0,001 ng/ul 8/8 100% 24,38 0,335
Amb2- 0,1 ng/ul 8/8 100% 17,81 0,128
Amb2- 0,01 ng/ul 8/8 100% 21,20 0,193
Amb2- 0,001 ng/ul 8/8 100% 24,56 0,176
TOTAL POSITIVOS 72/ 72 100% B =

8NEG
BCOAmb1 8UN 1 2011
BCO Amb2 8UN 4 34,43

* Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagio) das
8 réplicas referentes ao mesmo ponto de diluigo,

Médias e Desvios de Cq
W H20-0.1 nglul
WH20-0.01ng/ul

@ H20-0.001 ng/ul
®Amb1-0.1 naful
@Amb1-0.01 ng/ul
@Amb1-0.001 ngful
WAmb2-0.1 ng/ul
WAmb2-0.01 nglul
®Amb2-0.001ng/ul

UN- Desconhecido (unknown),
e

NEG - Negativo

8NEG 0
BCO Amb1 8UN 0
BCO Amb2 8UN 2 3414

*Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagdo) das
8 éplicas referentes ao mesmo ponto de diluigio,

UN - Desconhecido (unknown),
P

NEG - Negativo

Médias e Desvios de Cq
W H20-0.1nglul
WH20-0.01ng/ul
@H20-0.001 ng/ul
mAmb1-0.1 nalul
BAmb1-0.01 nlul

T Amb1-0.001ngful
WAmb2-0.1 ng/ul
mAmb2-0.01 nglul
®Amb2-0.001 ng/ul

H20-0,1 ng/ul 100% 16,99 0241
H20-0,01 ng/ul 8/8 100% 20,55 0,243
H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 24,57 0,294
Amb1-0,1 ng/ul 8/8 100% 17,24 0,253
Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 20,74 0,199
Amb1-0,001 ng/ul 8/8 100% 24,09 0,242
Amb2-0,1 ng/ul 8/8 100% 16,95 0191
Amb2- 0,01 ng/ul 8/8 100% 20,65 0,243
Amb2- 0,001 ng/ul 8/8 100% 24,42 0127
TOTAL POSITIVOS 72/ 72 100% B =

8NEG
BCO Amb1 8UN 0
BCO Amb2 8UN 0

* Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagdo) das
8 réplicas referentes ao mesmo ponto de diluicdo,

NEG - Negativo

Médias e Desvios de Cq
WH20-0.1nglul
WH20-0.01ngful

@ H20-0.001 ng/ul
WAmb1-0.1 nalul

B Amb1-0.01 ng/ul
@Amb1-0.001 ng/ul
WAmb2-0.1 nghl
®Amb2-0.01 ng/ul
®Amb2-0.001 ng/ul

UN - Desconhecido (unknown),
SHV
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blaviw-ike

VIM Distribuicdo grafica dos valores das réplicas ----- ----

H20-0,1 ng/ul 100% 2230 0263 8NEG
33
H20-0,01 ngful 8/8 100% 2563 0255 BCOAmb1 8UN 0
°
0 0% o000 M ) .0000. H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 29,25 0,197 BCO Amb2 8UN 0
27 120-0,001, Amk1-0,001 AmBZ 000 1.0 nglul 8/8  100% 2240 0218 d de quanih
° ° mb1-0,1 ng/u , ¥ *Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagio) das
0%%%° 00g00°® 0*%e00 8 réplicas eferentes 2o mesmo ponto de diuiio,
24 H20-0,01 Amb1-0,01 Amb2-0,01 Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 25,98 0,286 ng Dﬁscw:hemdownknawn),
° egativo
00%ge0® o 0000000 Amb71-0,001 ng/ul 8/8 100% 2924 0250 [ X
21 H20-0,1 Amb1-0,1 Amb2-0,1 | Médias e Desvios de Cq
) | mH20-0.1nglul
Amb2-0,1 ng/ul 8/8 00% 2239 0213 QT
18 | @H20-0.001 ngful
Amb2-0,01 ng/ul 8/8 100% 2566 0423 ' mAmbI-0.1nail
5 i @Amb1-0.01ng/ul
1 ' @Amb1-0.001ngful
Amb2-0,001 ng/ul 8/8 100% 2945 0415 mAmb2.0.1 ngll
W Amb2-0.01 nglul

12 TOTAL POSITIVOS 72/ 72 100% = ° WAmb2-0.001 ng/ul

MecA

[

mecA Distribuicdo gréfica dos valores das réplicas

H20-0,1 ng/ul 100% 2061 0172 8NEG
33
H20-0,01 ng/ul 8/8 100% 2394 0,092 BCO Amb1 8UN 8 33,52
30 H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 2755 0217 BCOAmb2  BUN 8 3327
27 0900000 0000¢,00 0900900°  Amb1-0,1ng/ul 8/8 100% 2044 0,189 * Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagéo) das
H20-0,001 Amb1-0,001 Amb2-0,001 8 réplicas referentes ao mesmo ponto de diluiio,
' ' Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 23,88 0,151 UN - Desconhecido (unknown),
24 0000000 0g0g0000 00000000 NEG - Negativo
. Amb1-0,01 Amb2-0,01 .
,” H20-0,01 m m Amb?1-0,001 ng/ul 8/8 100% 2723 0187 Médias e Desvios de Cq
o0 Seetee 0000000 Amb2-0,1 ngful 8/8  100% 2045 0186 200 gl :
H20-0,1 Amb1-0,1 Amb2-0,1 LAl 0 i d WH20-0.01 na/ul :
! @ H20-0.001 ng/ul i
Amb2-0,01 ng/ul 8/8 100% 2391 009% BAmb1-0.1 nalul |
BAmb1-0.01 ng/ul |
Amb1 1 |
15 Amb2-0,001 ng/ul 8/8  100% 2721 0185 o
WAmb2-0.01 ng/ul
12 TOTAL POSITIVOS 72/72 100% . . mAmb2-0.001 nglul

blaoxa-143-like

33 H20-0,1 ngful 100% 1877 0208 8NEG
20 H20-0,01 ng/ul 8/8 100% 2227 0172 BCO Amb 1 8UN 0
H20-0,001 ng/ul 8/8 100% 2569 0,237 BCOAmb2 8N 0
27
0999000 0%0000® 0°0000°°  Anb1-0,1 nglul 8/8 100% 1879 0352 *Média e Desvio entre o5 Cq (Ciclo de quantiicagéo) das
24 H20-0,001 Amb1-0,001 Amb2-0,001 At.001 ngll ol P R— 0203 meplljicas re;eve»n;te?aokmesm)a ponto de diluigdo,
' mb1-0,01 ng/ul ) ) esconhecido (unknown),
04995000 09045400 Y NEG - Negativo
21 H20-0,01 Amb1-0,01 Amb2-0,01 Amb1-0,001 ng/ul 8/8 100% 2571 0,162 " Médias e Desvios de o«
000gg00® 0o _o® 0000000° i
18 G0"" 0o Amb2-0,1 ng/ul 8/8  100% 1891 0145 | EHO-0noul 1
H20-0,1 Amb1-0,1 Amb2-0,1 © B120-0.001 ngll :
15 Amb2-0,01 ng/ul 8/8 100% 22,32 0268 | EAmbI-0.1nok
i @Amb1-0.01 ng/ul
i @Amb1-0.001ng/ul
- Amb2-0,001 ng/ul 8/8 0% 2564 0233 g I I
i mAmb2-0.01 nglul
TOTAL POSITIVOS 72/72 100% ° 0 | mAMb2-0.001ngful ons

blaoxa-23-like

OXA 23 Distribuicdo grafica dos valores das réplicas ----- ----

H20-0,1 ng/ul 00% 1749 0135 8NEG
33
H20-0,01 ng/ul 8/8  100% 2099 0095 BCOAmb]  BUN 0
30
H20-0,001 ng/ul 8/8  100% 2438 0309 BCOAmb2  BUN 0
2 Amb1-0,1 ng/ul 8/8  100% 1737 0235 * Media  Desvio entre o Cq (Cco de quantificagio) das
o o o 8 éplicas referentes ao mesmo porto de diuicio,
24 o0 0000 00%000¢° ®oe®00 Amb1-0,01 ngful 8/8  100% 2099 0219 UN - Desconhecido (unknown),
120-0,001 Amb1-0,001 Amb2-0,001 NEG - Negativo
21 eovsosco 000%000 %0000 Amb1-0,001 ng/ul 8/8 100% 24,21 0191 Medias e Desvios de Cq
H20-001 Amb1-0,01 Amb2-0,01 Amb2-0,1 nglul 88 00% 1746 03 mES Sl 3
18 og0ge000 0g000%° .0".... ' @H20-0.001 ng/ul i
. i mAmb1-0.1 naful
L o0 Amb1-0,1 Anb2.0.1 Amb2- 0,01 ngful 8/8 1006 208 0199 .Av;gw O1nait |
' Amb1-0.001ng/
Amb2- 0,001 ng/ul 8/8  00% 2426 0288 g ol
12 | mAmb2-0.01nglul
TOTAL POSITIVOS 72/72  100% - - | mAmb2-0.001ng/ul oxa23
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blaoxa-as-like

H20-0,1 ngful 100% 1725 0141 BNEG
33
H20-0,01 ng/ul 8/8  100% 2050 0,126 BCOAmbT  BUN 0
0 H20-0,001 ngful 8/8  100% 2453 0221 BCOAMb2  BUN 0
27 Amb1-0,1 ng/ul 8/8 100% 17,18 0,110 * Média e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificacao) das
8 réplicas referentes ao mesmo ponto de diluico,
24 00%e0e0® 0000, %00 000000, Amb-0,01ngil 8/8  100% 2051 0,191 UN - Desconhecido (unknown),
NEG - Negativo
’ H20-0,001 . Amb1-0,001 o g OO Amb1-0001 g BB N00% 2802027
o ove o | mH20-0.1 nglul i
420-0,01 Amb1-0,01 Amb2-0,01 Amb2-0,1 ng/ul 8/8 0% 1716 ot | BIOOiml :
18 ‘ :
(] 1 @H20-0.001 ng/ul i
0%%cccce 0000000° 099000, Amb2-0,01 ng/ul 8/8  100% 2053 0194 | EAmbI-0.1nall ;
15 H20-01 Amb1-0,1 Amb2-0,1 [ mAmoT00T gl
i DAmbl- ng/u
Amb2- 0,001 ng/ul s/ o ;o1 037 GO I I
12 ¢ mAmb2-0.01 nglul
TOTAL POSITIVOS 72/72 100% . - { mAmb2 0001 gl P~

blaoxa-51-like

OXA 57 Distribuigio grafica dos valores das réplicas

H20-0,1 nful 100% 1634 0,141 BNEG 0
33
H20-0,01 ngul 8/8  100% 1967 0,108 BCOAmDT  8UN 2 3047
0 H20-0,001 ng/ul 8/8  100% 2325 0178 BCOAmb2  BUN 1
27 Amb1-0,1 ng/ul 8/8  100% 1624 0173 * Média e Desvio entre o5 Cq (Ciclo de quantifcagao) das
8 réplicas referentes ao mesmo ponto de diluicao,
24 Amb1-0,01 ng/ul 8/8  100% 1983 0,140 UN - Desconhecido (unknown),
0900000° .......c NEG - Negativo
) H20-0,001 Amb1-0001 mb2-0,001 Amb1-0,001 ng/ul 88 100% 2304 0207 | yuonoiciecy
0%00¢g00 0%00g000 00000g00 Amb2- 0,1 ngful /8 100% 1645 0220 | miao ool
18 H20-0,01 Amb1-0,01 Amb2-0,01 o HZ% 0.001 n/g/‘u\
. © @Amb1-0.1 na/ul
0000000, «%0e0000 000,040 Amb2-0,01 ngul 818 100% 1964 0133 EAnh 01w
H20-0,1 8 ! Amb1-0.001ng/ul
15 Amb1-0,1 Amb2-0,1 Amb2- 0,001 ng/ul 8/8  100% 2301 0280 | mumrorug I
| Amb2-0.01 ng/ul
12 TOTAL POSITIVOS 72/ 72 100% - - | mAmb2-0.001ng/ul oxa51

blaoxa-72-like

H20-0,1 nglul 100% 1477 0162 8NEG
33
H20-0,01 ngul 8/8  100% 1801 0,108 BCOAmbT  8UN 0
30
H20-0,001 ngul 8/8  100% 2150 0,152 BCOAMb2  BUN 1 3397
27 Amb1-0,1 ng/ul 8/8  100% 1477 0116 * Meédia e Desvio enre os Cq (Cido de quantificaio) das
8 réplicas referentes ao mesmo ponto de diluigdo,
24 Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 18,14 0,192 UN - Desconhecido (unknown),
NEG - Negativo
. 00%q000 00004000 00000000  AMbI-0,001 nglul 8/8  100% 2139 0,166 Wedins o Desvios de Cy
H20-0,001 Amb1-0,001 Amb2-0,001 prub2. 0,1 ngful 8/ 100% 1481 0118 e
18 e0%g000 0%00,000 0%00g000 51200001 gl
H20-0,01 Amb1-0,01 Amb2-0,01 Amb2-0,01 ng/ul 8/8  100% 1805 0,157 mimb1-0.1 nald
BAmb1-0.01 "Ll/u\
15 Ge®g000 00%0000® 0000000 Amb2- 0,001 ngful 8/8  100% 213 0128 Dinb1- 0001kl I I
H20-0,1 Amb1-0,1 Amb2-0,1 mbZ 0.1 ngil
d mAmb2-0.01 ng/ul
12 TOTAL POSITIVOS 72072 100% . . wATb2-0.001 gl o2

vanA Distribuigio grafica dos valores das réplicas ----- ----

H20-0,1 ngful 100% 1909 0182 BNEG
33
H20-0,01 ng/ul 8/8  100% 2240 0,164 BCOAmBT  BUN 0
30
H20-0,001 nglul 8/8  100% 2598 0,66 BCOAMbB2  8UN 0
27 Amb?1-0,1 ng/ul 8/8 100% 19,02 0231 *Meédia e Desvio entre os Cq (Ciclo de quantificagso) das
8 éplicas referentes ao mesmo ponto de diluicio,
2 120-0,001 Amb1-0,001 Amb2-0,001 Amb1-0,01 ng/ul 8/8 100% 2235 0,301 UN -Desconhecido (unknown),
o0 o NEG - Negativo
L) r
21 H20-0,01 Amb1-0,01 Amb2-0,01 Amb1-0,001 ng/ul 8/8  100% 2572 0138 yggiase DesviosdeCq
00%0000 00000400 06%¢00® Amb2- 0,1 nglul 8/8  100% 1885 0182 . mibo obioe
18 H20-0,1 Amb1-0,1 Amb2-0,1 | @H20-0.001 ng/ul
' Amb2- 0,01 ng/ul 8/8  100% 2234 0196 | EAnbT-01nal
@Amb1-0.01 nglul
15 ! Amb1-0.001ng/ul
Amb2-0,001 ng/ul 88 100% 2564 0093 | mamoorag
i WAmb2-0.01nglul
12 TOTAL POSITIVOS 72172 100% - . | mAmb2-0001ngll ot
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Repetibilidade: comparacao das médias e desvios das 72 réplicas para cada gene e suas variagoes testadas.
0 gréfico abaixo demonstra o resultado somatério dos quadros individuais apresentados acima, por gene, com as médias e desvios
obtidos para os valores de Cq das réplicas dos experimentos.
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CTXM1  CTXM2  CTXM8 CTXM9  NDM SPM GES IMP KPC SHV VIM mecA OXA143 OXA23 O0XA48 OXA51 OXA72 vanA

Observa-se que:

- Os resultados obtidos foram consistentes para todas as réplicas;

- Que os pools background néo afetaram a deteccdo dos resultados, tdo pouco influenciaram nos valores de Cq e desvios
obtidos, bem como os diferentes pontos de dilui¢des e o limite de deteccdo.

- Desvios acima de 0,3 foram encontrados apenas para os genes blacrx.w.s € blaguy.

- Os controles de reacdo (CNR), nao apresentaram amplificacdo de DNA detectavel (nenhum falso positivo).

- 0 total de resultados positivos recuperados foi de 99,93% para os 1.296 ensaios de repetibilidade.

- A taxa de falsos negativos foi de 0,07% para os 1.296 ensaios de repetibilidade.

3) Reprodutibilidade

Para os ensaios de reprodutibilidade foi realizado um
Experimentos de reprodutibilidade para cada gene: P

desenho experimental similar a0 do teste de

Operador2: 1“”“““2““”““3 Operador 3: 1“”““‘;““”““3 repetibilidade. Adicionalmente, os ensaios com os mesmos
T T o T T o genes e pools de amostras foram realizados por mais dois
g R . g S R . radores diferentes, em diferentes dias, utilizan
£ oo [om [ om | Diuto £ oo [ om [ om | Diuto operado e's’d e e'tes e .d erentes dias, utiliza d? as
g em g em amostras j& descritas anteriormente, nas concentragdes:
@ 0,001 | 0,001 | 0,001 @ 0,001 | 0,001 | 0,001 0o, "
£ £ 0,1 ng/pl, 0,01 ng/pl e 0,001 ng/pl, diluidas nos trés
S 0.1 0,1 0,1 S 0,1 0,1 0,1
s - = . pools de background (H,0, Amb1 e Amb2).
= 0,01 0,01 0,01 iluido em = 0,01 0,01 0,01 Diluido em
= Amb1 = Amb1
2: 0,001 | 0,001 | 0,001 2: 0,001 | 0,001 | 0,001
£ £ Operador 2:
g Dludoem & bivigoem 27 Téplicas para cada gene - 486 ensaios:
E Amb2 E Amb2 - 2,26 % de falsos negativos detectados.
-97,74 % de resultados positivos detectados.
Operador 3:

27 réplicas para cada gene - 486 ensaios:
-0,2 % de falsos negativo detectados.
-99,8% de resultados positivos detectados.
TOTAL : 972 ensaios realizados

- 1,23 % de falsos negativos detectados.
-98,77% de resultados positivos detectados.
- 1 falso positivo detectado.

BiomeHub
https://biome-hub.com
FOR RESEARCH USE ONLY - 28 February 2019 PDI57_NT 017 v.1




BIOMEHUB

RGene - Sensibilidade e Robustez

écnica:

s

Nota t

Comparacdo geral dos resultados de repetibilidade e reprodutibilidade (Robustez)

0 perfil geral de repetibilidade e reprodutibilidade pode ser visualizado nas figuras abaixo, para cada um dos 18 genes testados. Nos

graficos estdo calculadas as médias das replicatas experimentais para cada um dos trés diferentes operadores, nas diferentes

concentragdes (0,1 ng/ul, 0,01 ng/l € 0,001 ng/ul) e para os diferentes tipos de pools (H20, Amb1 e Amb2).
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No total, foram realizadas 126 réplicas experimentais para cada um dos 18 genes testados, somando-se todas as varidveis dos ensaios
de repetibilidade e reprodutibilidade (concentragdes, pools de background e operadores).

Robustez dos ensaios: o grafico abaixo ilustra as médias e desvios obtidos para cada gene testado e suas 126 réplicas
de repetibilidade e reprodutibilidade.

30.00 +0,88 +0,19

28.00 —F—  *030 - 073 oo
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5? 83 w02 0% = —J 035 07 e 032 . o6 +0,38
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Gene CIXM1  CIXM2 CTXM8  CTXM9  NDM SPM GES IMP KPC SHV VIM mecA OXA143 OXA23 OXA48 OXAS51 OXA72 vanA
Esperado/Obtido 126123  126/126  126/124 1261124 126/125 126/126 126/121 1261126 126/126 126/125 126/126 126/126  126/126 126/126  126/126 126/126 1261126  126/126

Observa-se que os resultados foram consistentes para todas as réplicas, que os pools background, os diferentes operadores e
diferentes dias de ensaio ndo afetaram a deteccdo dos resultados positivos, téo pouco influenciaram os valores de Cq obtidos, bem
como as séries de diluigdes. Os desvios obtidos entre as réplicas sdo aceitdveis, uma vez que ndo influenciaram na obten¢do dos
resultados (ausente/presente). De forma geral temos:

-Verdadeiros positivos: 99.38%

- Falsos negativos: 0,61%

- Falsos positivos: 0,39%

Uma consideracdo a ser feita sobre os resultados relaciona-se a experiéncia dos operadores na realizacao destes ensaios. Operador 1:
9 anos de experiéncia, Operador 2: realizando o ensaio de forma auténoma pela primeira vez e Operador 3: 4 anos de experiéncia.
Logo, os resultados obtidos demonstram uma boa robustez do método considerando operadores com diferentes experiéncias.

Resultado geral de repetibilidade e reprodutibilidade do ensaio RGene para os diferentes genes testados:
CTXM1 CTXM2 CTXM8 CTXM9 NDM SPM GES IMP KPC SHV VIM MECA OXA143 OXA23 OXA48 OXA51 OXA72 VANA

bouves 976% 100% 984% 984% 992% 100% 96% 100% 100% 99,2% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

**FALSOS

posmvos  © 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*EALSOS

ot @ 0 2 2 1 0 5 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

*Total de ensaios RGene: 2.268 (126 por gene)

**Total de controles negativos testados: 256 (14 por gene)
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