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1 UTILIZAGAO PREVISTA

O produto C. difficile ELITe MGB® Kit € um dispositivo médico de diagndstico in vitro destinado a ser utilizado
por profissionais de saude como um ensaio de PCR em tempo real de acidos nucleicos multiplexado e qualitativo
para a detegcao de genes da toxina A e toxina B de Clostridium difficile toxigénico (C. difficile), incluindo a
estirpe NAP1/BI1/027 epidémica hipervirulenta, em amostras de ADN extraidas de amostras de fezes liquidas ou
nao formadas.

O ensaio foi validado em associagdo com os instrumentos ELITe InGenius® e ELITe BeGenius®, sistemas
automatizados e integrados para a extragdo, a PCR em tempo real e a interpretacao dos resultados, usando
amostras humanas de fezes.

O ensaio é também validado em associagdo com o 7500 Real-Time PCR System, usando amostras humanas
de fezes.

O produto destina-se a ser utilizado como auxiliar no diagnostico de C. difficile toxigénico em contextos de
saude em conjunto com outros resultados de analises laboratoriais e dados clinicos.

Os resultados devem ser interpretados em conjunto com todas as observagdes clinicas e resultados
laboratoriais relevantes.

2 EXPLICAGAO DO ENSAIO

A infecéo toxigénica por C. difficile manifesta-se normalmente por diarreia leve a moderada, ocasionalmente
com célicas abdominais. Em casos raros, pacientes com infegdo toxigénica por C. difficile podem apresentar
colite fulminante com risco de vida e abdominal aguda. Aproximadamente 20% dos individuos internados C.
difficile toxigénico durante o internamento, e mais de 30% destes pacientes desenvolvem diarreia. Assim, a colite
toxigénica por C. difficile é atualmente uma das infegbes nosocomiais mais comuns. O diagnéstico de colite C.
difficile toxigénica deve ser suspeitado em qualquer paciente com diarreia que tenha recebido antibiéticos nos
ultimos 2 meses e/ou quando a diarreia ocorre 72 horas ou mais apés o internamento. A colonizagao ocorre pela
via fecal-oral. Estirpes patogénicas de C. difficile toxigénico produzem 2 toxinas distintas. A Toxina A é uma
enterotoxina e a toxina B é uma citotoxina. Tanto a Toxina A como a toxina B parecem desempenhar um papel
na patogénese da colite toxigénica por C. difficile em seres humanos.

O C. difficile ELITe MGB Kit € um ensaio triplex baseado na amplificagdo em tempo real que tem como alvo os
genes toxina A e toxina B de C. difficile toxigénico e um controlo interno. Os ensaios baseados em amplificagao
em tempo real diminuem significativamente o tempo de laboratério em comparagcdo com os testes de cultura
padrao, aumentando a eficacia do procedimento.

O C. difficile ELITe MGB Kit tem como alvo tanto o gene da toxina A (tcdA) como o gene da toxina B (tcdB),
detetando assim todos os possiveis gendtipos toxigénicos (A+/B+; A+/B-; A-/B+).

3 PRINCIPIOS DO ENSAIO

O ensaio € uma detecao qualitativa de PCR em tempo real dos genes da toxina A e toxina B de Clostridium
difficile toxigénico (C. difficile), incluindo a estirpe epidémica hipervirulenta NAP1/B1/027, isolada de amostras
e amplificada utilizando o reagente do ensaio C. difficile PCR Mix, que contém primers e sondas com tecnologia
ELITe MGB.

As sondas ELITe MGB séao ativadas quando hibridizam com os correspondentes produtos da PCR. ELITe
InGenius e ELITe BeGenius monitorizam o aumento da fluorescéncia e calculam os ciclos de limite (Ct) e as
temperaturas de fusao (Tm).

Nas sondas ELITe MGB, os fluoréforos sao inativados no estado de cadeia Unica de espiral aleatéria da sonda.
Os fluoréforos séo ativados no duplex amplicon / sonda dado que o inativador estd espacialmente separado do
fluoréforo.

Ressalva-se que o fluoréforo nao é clivado durante a PCR e pode ser utilizado para a analise da dissociacdo e o
calculo da temperatura de fusao.
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4 DESCRIGCAO DO PRODUTO

O C. difficile ELITe MGB Kit fornece o reagente do ensaio C. difficile PCR Mix, uma mistura de PCR otimizada
e estabilizada que contém os primers e sondas especificos para:

* o0 gene da toxina A especifico de C. difficile, detetado no canal Toxina A; a sonda é estabilizada por MGB,
inativado pelo Eclipse Dark Quencher e identificado pelo corante AquaPhluor® 525 (AP525).

* 0 gene da toxina A especifico de C. difficile, detetado no canal Toxina B; a sonda é estabilizada por MGB,
inativado pelo Eclipse Dark Quencher e identificado pelo corante FAM.

« Internal Control (IC), especifico para a sequéncia artificial IC2, detetado no Canal IC; a sonda é estabilizada
por MGB, inativado pelo Eclipse Dark Quencher e identificado pelo corante AquaPhluor 642 (AP642).

A mistura de reacao C. difficile PCR Mix também contém tampé&o, cloreto de magnésio, trifosfatos de nucleétido
e hot-start DNA Polimerase.

O produto C. difficile ELITe MGB Kit contem reagentes suficientes para 96 testes no ELITe InGenius e no
ELITe BeGenius, com 20 pL usados por reagao.

O produto contem reagentes suficientes para 100 testes noutros sistemas, com 20 L usados por reacgao.

5 MATERIAIS FORNECIDOS NO PRODUTO
Table 1

Componente Descrigdo Quantidade Classificagao dos perigos

Mistura de reagentes para
PCR em tempo real 4 x 540 L -
tubo com tampa BRANCA

C. difficile PCR Mix
ref. M800358

6 MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS NO
PRODUTO

» Exaustor de fluxo de ar laminar.

* Luvas de nitrilo sem p6 descartaveis ou material semelhante.
» Misturador de vortice.

» Microcentrifuga de bancada (~5.000 RPM).

» Microcentrifuga de bancada (~13.000 RPM).

* Termomisturador.

» Micropipetas e pontas estéreis com filiro de aerossol ou pontas de deslocacao positiva estéreis (0,5-10 uL, 2-
-20 pL, 5-50 pL, 50-200 pL, 200-1000 pL).

» Tubos com tampa de rosca esterilizados de 2,0 mL (Sarstedt, Alemanha, ref. 72.694.005).

+ Agua de qualidade para biologia molecular.

7 OUTROS PRODUTOS NECESSARIOS

Os reagentes para extragdo do ADN de amostra, o controlo interno da extragéo e inibigéo, o positive control e o
negative control de amplificagdo e os consumiveis nao séo fornecidos com este produto.

Para a extragdo automatica de acidos nucleicos, a PCR em tempo real e a interpretagdo dos resultados das
amostras, sd0 necessarios os produtos seguintes.
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Table 2

Instrumentos e software Produtos e reagentes

ELITe InGenius (ELITechGroup S.p.A., EG SpA, ref.
INT030). ELITe InGenius SP200 (EG SpA, ref. INT032SP200)

ELITe InGenius Software versdo 1.3.0.17 (ou superior). | ELITe InGenius SP 200 Consumable Set (EG SpA, ref.
Cdiff ELITe_PC, protocolo de ensaio com parametros | INT032CS).

para analise do Positive Control. ELITe InGenius PCR Cassette (EG SpA, ref. INTO35PCR).

Cdiff ELITe_NC, protocolo de ensaio com parametros ELITe InGenius Waste Box (EG SpA, ref. F2102-000).

para analise do Negative Control. 300 pL Filter Tips Axygen (Corning Life Sciences Inc., ref. TF-

Cdiff ELITe_ST_200_100, protocolo de ensaio com -350-L-R-S) com o ELITe InGenius apenas.

parametros para analise de amostra de fezes. 1000 WL Filter Tips Tecan (Tecan, Switzerland, ref. 30180118)
com o ELITe BeGenius apenas.

ELITe BeGenius (EG SpA, ref. INT040). CPE - Internal Control (EG SpA, ref. CTRCPE).

ELITe BeGenius Software versao 2.1.0 (ou superior). | ¢. difficile — ELITe Positive Control (EG SpA, ref. M800373)

Cdiff ELITe_Be_PC, protocolo de ensaio com InhibitEX Buffer (QIAGEN GmBH, Alemanha, ref. 19593), ou S.

parametros para analise do Positive Control. T.A.R. buffer (Roche Diagnostics GmbH, ref. 3 335 208) ou um

Cdiff ELITe_Be_NC, protocolo de ensaio com dispositivo equivalente.

parametros para analise do Negative Control. Minitip Flocked Swabe (COPAN ltalia S.p.A., Italia, ref.

Cdiff ELITe_Be_ST_200_100, protocolo de ensaio com | 518CS01) ou um dispositivo equivalente.
parametros para andlise de amostra de fezes.

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate with
Barcode, 0.1 mL (Life Technologies, ref. 4346906)

7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument NucliSENS® easyMAG® Reagents (bioMérieux SA, Ref.
(ThermoFisher Scientific, ref. 4406985) 280130, 280131, 280132, 280133, 280134, 280135),
NucliSENS® easyMAG® (bioMérieux SA, ref. 200111) | InviMag Universal Kit/ IG (INVITEK, ref. 2450120100).
ELITe STAR (EG SpA, ref. INT010) ELITe GALAXY 300 Extraction Kit (EG SpA, ref. INT021EX),
ELITe GALAXY (EG SpA, ref. INT020) CPE - Internal Control (EG SpA, ref. CTRCPE)

C. difficile — ELITe Positive Control (EG SpA, ref. M800373)
S.T.A.R. buffer (Roche Diagnostics GmbH, ref. 3 335 208).

8 AVISOS E PRECAUGOES

Este produto foi concebido para utilizagdo exclusiva in-vitro.

Avisos e precaugdes gerais

Manuseie e elimine todas as amostras bioldgicas como se fossem infeciosas. Evite o contacto direto com as
amostras bioldgicas.Evite salpicos ou vaporizagdes.Tubos, pontas e outros materiais que entrarem em contacto
com as amostras biolégicas devem ser tratados durante, pelo menos, 30 minutos com hipoclorito de sdédio
(lixivia) a 3% ou em autoclave durante uma hora a 121 °C antes da eliminacao.

Manuseie e elimine todos os reagentes e todos os materiais usados na realizacdo do ensaio como se fossem
infeciosos. Evite o contacto direto com os reagentes. Evite salpicos ou vaporizagdes. Os residuos devem ser
manuseados e eliminados em conformidade com as normas de seguranca adequadas. Os materiais
combustiveis descartaveis devem ser incinerados.Os residuos liquidos que contenham acidos ou bases devem
ser neutralizados antes da eliminagdo. Nao permita que os reagentes de extragado entrem em contacto com
hipoclorito de sédio (lixivia).

Use vestuario e luvas de protecdo adequados e proteja os olhos e o rosto.

Nunca deve pipetar solugbes com a boca.

Nao coma, beba, fume ou aplique produtos cosméticos nas areas de trabalho.

Lave cuidadosamente as maos apds manusear amostras e reagentes.

Elimine os reagentes remanescentes e os desperdicios em conformidade com os regulamentos em vigor.
Leia atentamente todas as instrugdes fornecidas antes de efetuar o ensaio.

Durante a realizagéo do ensaio, siga as instrugdes fornecidas com o produto.
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Nao utilize o produto apds a data de validade indicada.
Use apenas os reagentes fornecidos com o produto e os recomendados pelo fabricante.
N&ao use reagentes de lotes diferentes.

N&o use reagentes de outros fabricantes.

Avisos e precaug¢oes para biologia molecular

Os procedimentos de biologia molecular requerem profissionais qualificados e com formacgao, para evitar o risco
de resultados incorretos, especialmente devido a degradagcdo de acidos nucleicos na amostra ou a
contaminagao da amostra por produtos da PCR.

Quando a sessdo de amplificagédo for configurada manualmente, é necessario ter disponiveis areas separadas
para a extracao/preparagdo de reagdes de amplificagcdo e para a amplificagdo/detecdo de produtos de
amplificagdo. Nunca introduza um produto de amplificacdo na area designada para a extragdo/preparacao de
reagoes de amplificagao.

Quando a sessdo de amplificacédo for configurada manualmente, é necessario ter disponiveis batas, luvas e
ferramentas de laboratério que sejam exclusivamente usadas para a extragdo/preparagdo de reagdes de
amplificacéo e para a amplificagcdo/detecao de produtos de amplificagéo.

Nunca transfira batas, luvas ou ferramentas de laboratério da area designada para a amplificagdo/detecéo de
produtos de amplificagéo para a area designada para a extragdo/preparacgao de reagdes de amplificagao.

Sao0 necessarias batas de laboratério, luvas e ferramentas para preparagéo da sessao de trabalho.

As amostras devem ser adequadas e, se possivel, exclusivas para este tipo de analise. As amostras devem ser
manuseadas sob uma camara de fluxo laminar. As pipetas usadas no manuseamento de amostras devem ser
usadas exclusivamente para este fim especifico. As pipetas devem ser do tipo de deslocacdo positiva ou ser
usadas com pontas com filtro de aerossois. As pontas usadas devem ser esterilizadas, estar livres de DNases e
RNases e livres de ADN e ARN.

Os reagentes devem ser manuseados sob uma camara de fluxo laminar. As pipetas usadas no manuseamento
dos reagentes devem ser usadas exclusivamente para este fim. As pipetas devem ser do tipo de deslocagao
positiva ou ser usadas com pontas com filtro de aerosséis. As pontas usadas devem ser esterilizadas, livres de
DNases e RNases e livres de ADN e ARN.

Os produtos de extragdo devem ser manuseados de modo a reduzir a dispersdo para o ambiente, para evitar a
possibilidade de contaminagéo.

As PCR Cassette devem ser manuseadas com cuidado de modo a evitar a emanacgéao do produto da PCR para o
ambiente e a contaminagéo da amostra e do reagente.

Avisos e precaugdes especificos para os componentes

Table 3
Utilizag3o a Ciclos de -
Componente Temperatura de pa'rtir _da congelagao / Establ!ldade de bordo .
armazenamento primeira desconge- (ELITe InGenius e ELITe BeGenius)
abertura lagao
. . -20 °C ou menos (ao R L até cinco sessdes separadas* de trés
Cdiff PCR Mix abrigo da luz solar) um més até cinco horas cada

*com congelamento intermédio
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9 AMOSTRAS E CONTROLOS PARA ELITe InGenius e ELITe
BeGenius

9.1 Amostras

Este produto destina-se a ser usado no instrumento ELITe InGenius e ELITe BeGenius com o acido nucleico
extraido das seguintes amostras clinicas identificadas e manuseadas de acordo com as diretrizes laboratoriais, e
colhidas, transportadas e armazenadas sob as condigbes seguintes:

Table 4
Condicoes de transporte/armazenamento
Amostra Requisites de +16 /426 °C
(temperatura +2°/ +8°C* -20 #10 °C -70 #15°C
ambiente)
. colhidas sem . .
Fezes nativas conservantes <24 horas <48 horas <1més >1 més

Recomenda-se a divisdo das amostras em aliquotas antes da congelagéo, para evitar ciclos repetidos de
congelagéo / descongelagdo. Quando utilizar amostras congeladas, descongele as mesmas apenas antes da
extracado, para evitar uma possivel degradagéo do &cido nucleico.

Siga as instrugbes descritas abaixo para o pré-tratamento de amostras com InhibitEX Buffer (QIAGEN,
Alemanha. ref. 19593):

Procedimento de pré-tratamento a partir de vezes nativas colhidas sem conservantes

» transfira 1 mL de tampé&o InhibitEX Buffer para um tubo de 2 mL Sarstedt,

» colha a amostra de fezes com uma Minitip Flocked Swab com quebra de 80mm (Copan), colha a amostra de
diferentes porgdes de fezes e elimine o excesso inclinando contra a parede do recipiente,

* insira a zaragatoa no tubo Sarstedt de 2 mL que contém o tamp&o InhibitEX e rode-a pelo menos 10 vezes,
inclinando contra a parede,

» elimine a zaragatoa e feche a tampa do tubo,

» misture por vortice durante cerca de 60 segundos,

* incube num termomisturador a cerca de +80 °C e a cerca de 800 rpm durante 10 min,
» centrifugue a 10.000x RCF durante 15 segundos,

» transfira cuidadosamente 200 pL do sobrenadante das fezes clarificado para um tubo de extragdo (para o
instrumento ELITe InGenius) ou para um tubo Sarstedt de 2 mL (para o instrumento ELITe BeGenius), tendo o
cuidado de nao afetar o material fecal sedimentado.

Siga as instrugdes descritas abaixo para o pré-tratamento de amostras com tampéao S.T.A.R. (Roche Diagnostics
GmbH, ref. 3 335 208):

Procedimento de pré-tratamento a partir de vezes nativas colhidas sem conservantes

» prepare um tubo de 1,5 mL identificado para cada uma das fezes nao tratadas e transfira 0,8 mL de tampéo S.
T.A.R. para um tubo.

» submeta a vortice as fezes nao tratadas e, em seguida, utilize uma pipeta com uma ponta resistente a
aerossol para transferir aproximadamente 200 pyL (use uma ponta de orificio largo ou uma espatula de
plastico, conforme necessario para amostras de fezes espessas) de fazes nao tratadas para o tubo de 1,5 mL
que contém o tampao S.T.A.R.

» tape bem o tubo e, em seguida, submeta a vortice o tubo para homogeneizar a mistura (20-30 seg).
» Centrifugue a solugao homogeneizada a 13.000xg (RCF) durante 1 minuto para clarificar a amostra.

» transfira cuidadosamente 200 pL do sobrenadante das fezes clarificado para um tubo de extragao (para o
instrumento ELITe InGenius) ou para um tubo Sarstedt de 2 mL (para o instrumento ELITe BeGenius).

* Armazene as fezes clarificadas a +2 / +8 °C durante até 7 dias antes de efetuar a extragao.
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O tampéao S.T.A.R. deve ser armazenado a temperatura ambiente. Podem formar-se precipitados brancos
quando o tampao é armazenado abaixo da temperatura ambiente. Antes de iniciar o procedimento de extragao,
verifique se se formaram precipitados e, em caso afirmativo, aqueca a solugéo a 30-40 °C em banho-maria ou
na incubadora até que os precipitados se dissolvam.

Guarde os acidos nucleicos purificados a +2/+8 °C se forem usados no mesmo dia em que foram extraidos ou a
uma temperatura inferior a -20 °C para um armazenamento a longo prazo.

Para realizar o teste das amostras no ELITe InGenius e ELITe BeGenius, devem ser usados os seguintes
protocolos de ensaio. Estes protocolos IVD foram especificamente validados com o ELITe InGenius ou ELITe
BeGenius com as matrizes indicadas.

Table 5 Protocolos de ensaio para o C. difficile ELITe MGB Kit

Amostra Instrumento Nome do protocolo de ensaio | Relatério Caracteristicas

Volume inicial de extragdo: 200 yL

ELITe InGenius Cdiff ELITe_ST_200_100 Volume de elui¢édo do extraido: 100
uL
Internal Control: 10 pL

Fezes nativas

colhidas sem Ec;sﬂwa/ Sonicagao: NAO
gativa .
conservantes Volume de PCR Mix: 20 uL
ELITe BeGenius Cdiff ELITe_Be_ST_200_100 Volume de entrada de PCR da

amostra: 10 L
Analise de fuséo: opcional

Para todos os protocolos, 200 uL de amostra pré-tratada devem ser transferidos para o tubo de extracédo (para
ELITe InGenius) ou tubo Sarstedt de 2 mL (para ELITe BeGenius).

A pipetagem de amostras para o Extraction Tube (Tubo de extragédo) ou para o tubo Sarstedt de 2 mL pode
gerar contaminacdo. Utilize as pipetas adequadas e siga todas as recomendacées reportadas na secgéo 8
AVISOS E PRECAUCOES page 6

Os acidos nucleicos purificados podem ser deixados a temperatura ambiente durante 16 horas e armazenados a
-20 °C ou abaixo durante nao mais de um més.

Consulte "Substancias Potencialmente Interferentes" na seccdo 12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
COM O ELITe InGenius e ELITe BeGenius page 19 para verificar os dados relativos a substancias interferentes.

9.2 Controlos da PCR
Os resultados do controlo da PCR tém de ser gerados e aprovados para cada lote de reagente de PCR.

» Para o Positive Control, use o produto C.difficile — ELITe Positive Control (ndo fornecido com este kit) com
os protocolos de ensaio Cdiff ELITe_PC ou Cdiff ELITe_Be_PC.

» Para o Negative Control, utilize agua de grau biolégico molecular (ndo fornecida com este kit) com os
protocolos de ensaio Cdiff ELITe_NC ou Cdiff ELITe_Be_NC.
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NOTE

O ELITe InGenius e ELITe BeGenius permite a geragcao e o armazenamento e a validagdo do controlo de
PCR para cada lote de reagente de PCR. Os resultados do controlo da PCR expiram apés 15 dias e, nesse
momento, é necessario voltar a executar os controlos positivos e negativos.

Os Controlos da PCR devem ser novamente testados se ocorrer algum dos seguintes eventos:
» se for usado um novo lote de reagentes,

* 0s resultados da analise de controlo da qualidade se encontrarem fora da especificagdo (ver o paragrafo
seguinte),

» forrealizada qualquer reparagdo ou manutengéo significativa no ELITe InGenius ou ELITe BeGenius.

9.3 Controlos da qualidade

Recomenda-se a verificagao do procedimento de extragdo e PCR.Podem ser usadas amostras arquivadas ou
material de referéncia certificado. Os controlos externos devem ser usados em conformidade com as
organizacdes de acreditacdo locais, estatais e federais, consoante aplicavel.

Os controlos externos para ensaios de Clostridium difficile sao fornecidos por varios fabricantes (por exemplo,
Qnostics Ltd, UK e ZeptoMetrix Corp., US).

10 PROCEDIMENTO do ELITe InGenius

O procedimento para uso doC. difficile ELITe MGB Kit com o ELITe InGenius é composto por trés passos:

Table 6

PASSO 1 | Verificagdo da prontiddo do sistema

A) Execucgao da amostra (Extract + PCR [Extrair+PCR]

Preparacéao da

PASSO 2 =
sessdo

B) Execugédo de amostras eluidas (PCR Only [apenas PCR]),

C) Execugao de Positive Control e Negative Control (PCR Only [apenas PCR]).

1) Validagéo dos resultados do Positive Control e Negative Control

PASSO 3 Reviséo e aprovagao

2) Validagao dos resultados das amostras
de resultados

3) Elaboracéo do relatério do resultado da amostra

PASSO 1 - Verificagao da disponibilidade do sistema
Antes de iniciar a sesséo:
* -ligue o ELITe InGenius e inicie sessdao no modo “CLOSED” (fechado),

* no menu “Controlos” na pagina inicial, verifique se os controlos de PCR (Positive Control, Negative Control)
estdo aprovados e validos (estado) para o lote de PCR Mix a ser utilizado. Caso ndo haja controlos de PCR
validos disponiveis para o lote da PCR Mix execute os controlos de PCR conforme descrito nas secgdes
seguintes,

» escolher o tipo de execucdo, seguindo as instrugdes na Interface Gréfica do Utilizador (GUI) para a
preparagdo da sessdo e utilizando os Protocolos de ensaio fornecidos pela EG SpA. (ver “Amostras e
Controlos”)

Se o protocolo do ensaio que precisa ndo estiver carregado no sistema, contacte o Servigo de Apoio ao cliente
da ELITechGroup de sua localidade.

PASSO 2 - Configuracido da sessao
O C. difficile ELITe MGB Kit pode ser usado no ELITe InGenius para realizar:
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A. Execugdo da amostra (Extract + PCR [Extrair+PCR]),
B. Execucgao de amostras eluidas (PCR Only [Apenas PCR]),
C. Execucgao do Positive Control e Negative Control (apenas PCR).

Todos os parametros requeridos estdo incluidos no Protocolo de ensaio disponivel no instrumento e sao
automaticamente carregados quando o Protocolo de ensaio é selecionado.

O ELITe InGenius pode ser ligado ao “Laboratory Information System” (Sistema de Informacgdes Laboratoriais
- LIS), que permite descarregar a informagao da sessao. Consulte o manual do instrumento para obter mais
informacgoes.

Antes de configurar uma execucéo:

Descongele os tubos PCR Mix necessarios a temperatura ambiente durante 30 minutos. Cada tubo é suficiente
para 24 testes em condi¢des ideais de utilizagdo (pelo menos 5 testes por sessao). Misture suavemente e, em
seguida, centrifugue o conteudo durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco de refrigeragao.

Proteja a PCR Mix da luz enquanto a aquece, dado que este reagente é fotossensivel.

Para configurar um dos trés tipos de execucéo, siga os passos abaixo diante da GUI

Table 7

A. Execugao da amostra (Extract +
PCR) [Extrair+PCR]

B. Execugao de amostras eluidas
(PCR Only [apenas PCR])

C. Execugao do Positive e Negative
Control (PCR Only [apenas PCR])

Identifique amostras e, se
necessario, descongele até a
temperatura ambiente.

Pré-trate as amostras de acordo
com o procedimento descrito na
seccao "Amostras e Controlos".

Para este ensaio, 200 pL da
amostra pré-tratada devem ser
transferidos para um Tubo de
extragao anteriormente identificado.

Descongele os Elution tubes
contendo os acidos nucleicos
extraidos a temperatura ambiente.
Misture suavemente e, em seguida,
centrifugue o conteudo durante 5
segundos e mantenha em gelo ou
no bloco de refrigeragao.

Descongele os tubos de Positive
Control a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Misture
suavemente e, em seguida,
centrifugue o conteudo durante 5
segundos e mantenha em gelo ou no
bloco de refrigeragdo. Cada tubo é
suficiente para 4 reagoes.

Descongele os tubos de CPE
necessarios a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Misture
suavemente e centrifugue o
conteudo durante 5 segundos e
mantenha em gelo ou no bloco de
refrigeracao. Cada tubo é suficiente
para 12 extragdes.

N&o aplicavel

Prepare o Negative Control
transferindo pelo menos 50 pL de
agua de grau de biologia molecular
para um “Elution tube” (Tubo de
eluicdo), fornecido com o ELITe
InGenius SP 200 Consumable Set.

Selecione “Perform Run” (Executar)
a partir do ecra “Home”.

Selecione “Perform Run” (Executar)
a partir do ecra “Home”.

Selecione “Perform Run” (Executar) a
partir do ecrad “Home”.

Certifique-se de que o “Extraction
Input Volume” (Volume inicial de
extracdo) é de 200 uL e que o
“Extracted Elute Volume” (“Volume
de eluigdo do extraido”) é de 100 pL.

Certifique-se de que o “Extraction
Input Volume” (Volume inicial de
extracdo) é de 200 uL e que o
“Extracted Elute Volume” (“Volume
de eluigao do extraido”) é de 100 pL.

Certifique-se de que o “Extraction
Input Volume” (Volume inicial de
extracdo) é de 200 yL e que o
“Extracted Elute Volume” (“Volume de
eluicdo do extraido”) é de 100 pL.

Para cada amostra, atribua um
Track e introduza a “SamplelD”
(SID) digitando ou lendo o codigo de
barras da amostra.

Para cada amostra, atribua um
Track e introduza a “SamplelD”
(SID) digitando ou lendo o cddigo de
barras da amostra.

Nao aplicavel
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Table 7 (continued)
A. Execucao da amostra (Extract + | B. Execugcao de amostras eluidas | C. Execugédo do Positive e Negative
PCR) [Extrair+PCR] (PCR Only [apenas PCR]) Control (PCR Only [apenas PCR])

6 Selecione o Assay Protocol Selecione o Assay Protocol Selecione o Assay Protocol
(Protocolo de Ensaio) na coluna (Protocolo de Ensaio) na coluna (Protocolo de Ensaio) na coluna
"Assay” (Ensaio) (ver "Amostras e "Assay” (Ensaio) (ver "Amostras e "Assay” (Ensaio) (ver "Amostras e
Controlos"). Controlos"). Controlos"). Introduza o numero do

lote e a data de validade do Positive
Control e da agua de grau bioldgico
molecular.

7 Certifique-se de que o "Protocol" Selecione “PCR Only” (apenas PCR) | Certifique-se de que “PCR Only”
(Protocolo) apresentado é: “Extract + | na coluna “Protocol”. (Apenas PCR) esta selecionado na
PCR"(Extrair + PCR). coluna “Protocol” (Protocolo).

8 Selecione a posigéo de Certifique-se de que a posig¢ao de Certifique-se de que a posi¢ao de
carregamento da amostra como carregamento da amostra na coluna | carregamento da amostra na coluna
“Extraction Tube” ”(Tubo de “Sample Position” (Posicao da “Sample Position” (Posi¢ao da
extracdo) na coluna “Sample amostra) é “Elution Tube (bottom amostra) é “Elution Tube (bottom
Position” (Posi¢do da amostra). row)” (Tubo de eluigéo [linha row)” (Tubo de eluigéo [linha inferior]).

inferior]).

9 Selecione “Next” (Proximo) para Selecione “Next” (Préximo) para Selecione “Next” (Préximo) para
continuar. continuar. continuar.

10 | Carregue a CPE e PCR Mix no Carregue a PCR Mix no “Inventory Carregue a PCR Mix no “Inventory
“Inventory Block” (Gestor do Block” (Gestor do reagente) Block” (Gestor do reagente)
reagente) consultando a “Load List” | consultando a “Load List” (Lista de consultando a “Load List” (Lista de
(Lista de carregamentos) e introduza | carregamentos) e introduza o carregamentos) e introduza o nimero
a CPE e o numero de lote, data de numero de lote, data de validade e o | de lote, data de validade e o numero
validade e o numero de reagdes da numero de reagdes da PCR Mix de reagdes da PCR Mix para cada
PCR Mix para cada tubo. para cada tubo. tubo.

11 | Selecione “Next” (Préximo) para Selecione “Next” (Préximo) para Selecione “Next” (Préximo) para
continuar. continuar. continuar.

12 | Verifique as pontas nos “Tip Racks” Verifique as pontas nos “Tip Racks” Verifique as pontas nos “Tip Racks”
(Suporte de Ponta) na "Inventory (Suporte de Ponta) na "Inventory (Suporte de Ponta) na "Inventory
Area” (area dos reagentes) e Area” (area dos reagentes) e Area” (area dos reagentes) e
substitua “Tip Racks”, se necessario. | substitua “Tip Racks”, se necessario. | substitua “Tip Racks”, se necessario.

13 | Selecione “Next” (Préximo) para Selecione “Next” (Préximo) para Selecione “Next” (Préximo) para
continuar. continuar. continuar.

14 | Carregue a PCR Cassette, os Carregue a PCR Cassette e os Carregue os tubos de PCR Cassette,
cartuchos de extragdo ELITe tubos de eluigcdo com as amostras Positive Control e Negative Control.
InGenius SP 200 e todos os extraidas
consumiveis e amostras necessarios
para serem extraidos

15 | Selecione “Next” (Proximo) para Selecione “Next” (Préximo) para Selecione “Next” (Préximo) para
continuar. continuar. continuar.

16 | Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.

17 | Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar).

Quando a sessao € concluida, o ELITe InGenius permite aos utilizadores ver, aprovar, guardar os resultados e
imprimir e guardar o relatério.

No final da execugao a restante amostra extraida no Elution tube (Tubo de eluicdo) deve ser removida do ins-
trumento, tapada, identificada e guardada a -20 +10 °C durante ndo mais de um més. Evite derramar a Amos-
tra extraida.
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NOTE

No final da operagao, a PCR Mix pode ser retirada do instrumento, tapada e armazenada a -20 °C ou abaixo
ou pode ser mantida no bloco frigorifico durante até 5 sessbes de trabalho de 3 horas; misture suavemente e
centrifugue o conteudo durante 5 segundos antes de iniciar a proxima sessao.

NOTE

No final da execugao, o Positive Control restante deve ser removido do instrumento, tapado e guardado a -20
°C ou menos. Evite o derrame de Positive Control. O Negative Control restante deve ser eliminado.

O Positive Control pode ser usado para 4 sessdes separadas de 3 horas cada.

No final da execugao, a PCR Cassette e os outros consumiveis tém de ser eliminados seguindo todos os regu-
lamentos governamentais e ambientais. Evite derramar os produtos de reagéo.

PASSO 3 - Revisao e aprovagao dos resultados

O ELITe InGenius monitoriza os sinais de fluorescéncia do alvo e do Internal Control para cada reagao e aplica
automaticamente os parametros do Assay Protocol (Protocolo de ensaio) para gerar curvas de PCR que sao
entdo interpretadas sob a forma de resultados.

No final da execugao, é automaticamente apresentado o ecra “Results Display” (Exibi¢do dos resultados). Neste
ecra sao mostrados os resultados e informagdes sobre a execucdo. A partir deste ecrad é possivel aprovar os
resultados, imprimir ou guardar os relatérios (“Sample Report” ou “Track Report”). Consulte o manual do
instrumento para obter mais informacoes.

O sistema ELITe InGenius pode ser ligado ao “Laboratory Information System” (Sistema de Informacgdes La-
boratoriais - LIS), que permite carregar os resultados da sess&o no centro de dados laboratoriais. Consulte o
manual do instrumento para obter mais informacgdes.

O ELITe InGenius gera os resultados com oC. difficile ELITe MGB Kit através do seguinte procedimento:
1. Validagao dos resultados de Positive Control e Negative Control,
2. Validagao dos resultados da amostra,

3. Elaboragéao do relatério do resultado da amostra.

Validagdo da amplificagao dos resultados de Positive Control e Negative Control

O ELITe InGenius Software interpreta os resultados da PCR para os alvos da reacado de Positive Control e
Negative Control com os pardmetros dos protocolos de ensaio ELITe_PC e ELITe_NC. Os valores de Cte Tm
resultantes sdo usados para verificar o sistema (lote de reagentes e instrumento).

Os resultados do Positive Control e Negative Control, especificos para o lote do reagente de PCR, sao
registados na base de dados (Controlos). Podem ser visualizados e aprovados pelos utilizadores “Administrator”
(Administrador) ou “Analyst” (Analista) seguindo as instru¢cdes na GUI.

Os resultados de Positive Control e Negative Control expiram apés 15 dias.

Os resultados da amplificagdo do Positive Control e Negative Control sdo usados pelo software ELITe InGenius
para preparar os Graficos de controlo que monitorizam os desempenhos do passo de amplificacdo. Consulte o
manual do instrumento para obter mais informacdes.
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NOTE

Se o resultado de Positive Control ou Negative Control ndo cumprir os critérios de aceitagéo, € mostrada a
mensagem “Failed” no ecra “Calibration”. Neste caso, os resultados ndo podem ser aprovados e as execugdes
de tém de Positive Control ou Negative Control t¢m de ser repetidas.

NOTE

Se o resultado de Positive Control ou Negative Control ndo for valido e as amostras tiverem sido incluidas na
mesma execugao, as amostras podem ser aprovadas mas os resultados ndo séo validos. Neste caso, o con-
trolo(s) falhado e as amostras tém de ser todos repetidos.

Validagao dos resultados da amostra

O ELITe InGenius software interpreta os resultados de PCR para o alvo (canal Toxina A e Toxina B) e o
Internal Control (canal IC) com os parametros do Protocolo de Ensaio Cdiff ELITe_ST_200_100.

Os resultados sédo mostrados no ecra “Result Display”.

Os resultados da amostra podem ser aprovados quando forem verdadeiras as duas condi¢des reportadas na
tabela abaixo.

Table 8
1) Positive Control Estado
Positive Control de C. difficile APROVADO
2) Negative Control Estado
Negative control de C. difficile APROVADO

Os resultados da amostra sdo automaticamente interpretados pelo software ELITe InGenius usando os
parametros do Assay Protocol (Protocolo do ensaio).

Estao listadas na tabela abaixo as possiveis mensagens de resultado.
Para cada amostra o sistema comunica uma combinagao das seguintes mensagens a especificar se os ADN dos
agentes patogénicos foram detetados ou ndo detetados.

Table 9

Resultado da execugao da amostra Interpretagao

Foi detetado ADN do gene da toxina A ou do gene da toxina B de
Cdiff: DNA Detected (Cdiff: DNA Detetado) C. difficile na amostra.
A amostra é positiva para C. difficile e pode ser toxigénica.

Nao foi detetado ADN do gene da toxina A e do gene da toxina B
Cdiff: DNA Not Detected or below LoD (Cdiff: de C. difficile na amostra.

DNA n3o detetado ou abaixo de LoD) A amostra ¢ valida negativa para C. difficile toxigénico ou a sua
concentragao esta abaixo do limite de detegao do ensaio.

Resultado do ensaio invalido causado por falha do Controlo Interno
(extragao incorreta, transferéncia de inibidores). O teste deve ser
repetido.

Invalid - Retest Sample (Invalido-Testar
novamente a amostra)

As amostras reportadas como “Invalid - Retest Sample” (Invalido - Voltar a testar a amostra) pelo software
ELITe InGenius ndo sao adequadas para interpretagdo dos resultados. Neste caso, o ADN do Controlo Interno
nao foi detetado eficientemente devido a problemas no passo de amplificagdo ou extragao (degradagédo do ADN,
perda de ADN durante a extracdo ou transferéncia de inibidores na eluicdo), que pode causar resultados
incorretos.
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Quando o volume da eluicéo é suficiente, a amostra extraida pode ser novamente testada através de uma
execugdo da amplificagcdo no modo “PCR Only” (Apenas PCR). No caso de um segundo resultado invalido, a
amostra deve ser novamente testada comegando a partir da extragdo de uma nova aliquota utilizando o modo
“Extract + PCR”. (ver 18 RESOLUCAO DE PROBLEMAS page 52

As amostras reportadas como “Cdiff DNA Not Detected or below LoD" (Cdiff: DNA nao detetado ou abaixo de
LoD) sao adequadas para analise mas nao foi possivel detetar ADN de C.difficile para os genes da toxina A e da
toxina B. Neste caso nao pode excluir-se que o ADN de C.difficile para os genes da toxina A e da toxina B esteja
presente a uma concentracdo abaixo do limite de detecdo do ensaio (ver 12 CARACTERISTICAS DE
DESEMPENHO COM O ELITe InGenius e ELITe BeGenius page 19). Em alternativa, pode estar presente na
amostra C. difficile ndo toxigénico.

Os resultados obtidos com este ensaio devem ser interpretados em combinagao com todas as observagoes
clinicas e resultados laboratoriais relevantes.

Os resultados da execuc¢ao da Amostra sdo guardados na base de dados e, se validos, podem ser aprovados
(Exibicao dos resultados) pelos utilizadores “Administrator” (Administrador) ou “Analyst” (Analista), seguindo as
instrugdes na GUI. A partir da janela “Result Display” (Exibicdo de resultados) é possivel imprimir e guardar os
resultados da execuc¢ao da amostra como “Sample Report” (Relatério de amostra) e “Track Report” (Relatério de
calha).

Elaboragéao do relatério do resultado da amostra

Os resultados da amostra sédo guardados na base de dados e os relatérios podem ser exportados como "Sample
Report" (Relatério da amostra) e "Track Report" (Relatério da calha).

O “Sample Report” (Relatério da amostra) apresenta os detalhes dos resultados pela amostra selecionada (SID).
O “Track Report” (Relatério do track) apresenta os detalhes do resultado pelo Rastreio selecionado.

O "Sample Report" (Relatério da amostra) e o "Track Report" (Relatério da calha) podem ser impressos e
assinados por pessoal autorizado.

11 PROCEDIMENTO do ELITe BeGenius

O procedimento para uso doC. difficile ELITe MGB Kit com o ELITe BeGenius é composto por trés passos:

Table 10

PASSO 1 | Verificagdo da prontiddo do sistema

A) Execucgéo da amostra (Extract + PCR [Extrair+PCR]

Preparacao da

PASSO 2 sessi0

B) Execucédo de amostras eluidas (PCR Only [Apenas PCR]),

C) Execucgao de Positive Control e Negative Control (PCR Only [apenas PCR]).

1) Validagéo dos resultados do Positive Control e Negative Control

PASSO 3 Revisdo e aprovagao

2) Validagao dos resultados das amostras
de resultados

3) Elaboracéo do relatério do resultado da amostra

PASSO 1 - Verificagao da disponibilidade do sistema
Antes de iniciar a sesséo:
» -ligue o ELITe BeGenius e inicie sessdo no modo “CLOSED” (fechado),

* no menu “Controlos” na pagina inicial, verifique se os controlos de PCR (Positive Control, Negative Control)
estdo aprovados e validos (estado) para o lote de PCR Mix a ser utilizado. Caso ndo haja controlos de PCR
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validos disponiveis para o lote da PCR Mix, execute os controlos de PCR conforme descrito nas secgdes
seguintes,

» escolha o tipo de execugao, seguindo as instrugdes na Interface Grafica do Utilizador (GUI) para a preparagéo
da sesséo e utilizando os Protocolos de ensaio fornecidos pela EG SpA (consulte “Amostras e Controlos”).

Se o protocolo do ensaio que precisa ndo estiver carregado no sistema, contacte o Servigo de Apoio ao cliente
da ELITechGroup de sua localidade.

PASSO 2 - Configuragido da sessao

OC. difficile ELITe MGB Kit pode ser usado no ELITe BeGenius para realizar:
A. Execugdo da amostra (Extract + PCR [Extrair+PCR]),

B. Execucgao de amostras eluidas (PCR Only [Apenas PCR]),

C. Execucao do Positive Control e Negative Control (apenas PCR).

Todos os parametros requeridos estdo incluidos no protocolo de ensaio disponivel no instrumento e sao
automaticamente carregados quando o protocolo de ensaio é selecionado.

O ELITe BeGenius pode ser ligado ao “Laboratory Information System” (Sistema de Informagées Laboratoriais
- LIS), que permite descarregar a informacéo da sessao. Consulte o manual do instrumento para obter mais
informacoes.

Antes de configurar uma execucao:

Descongele os tubos PCR Mix necessarios a temperatura ambiente durante 30 minutos. Cada tubo é suficiente
para 24 testes em condigdes ideais de utilizagdo (pelo menos 5 testes por sessao). Misture suavemente e, em
seguida, centrifugue o conteudo durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco de refrigeracao.

Proteja a PCR Mix da luz enquanto a aquece, dado que este reagente é fotossensivel.

Para configurar um dos trés tipos de execucao, siga os passos abaixo diante da GUI:

Table 11

A. Execucdo da amostra (Extract | B. Execugao de amostras eluidas C. Execugao do Positive e Negative
+ PCR) [Extrair+PCR] (PCR Only [apenas PCR]) Control (PCR Only [apenas PCR])

1 Identifique amostras e, se | Se necessario, descongele os | Descongele os tubos de Positive
necessario, descongele até a | tubos de eluicido contendo os | Control a temperatura ambiente
temperatura ambiente. acidos nucleicos extraidos a | durante 30 minutos. Cada tubo é
Pré-trate as amostras de acordo | temperatura  ambiente. Misture | suficiente para 4 reacgdes. Misture
com o procedimento descrito na | suavemente e, em seguida, | suavemente e, em seguida,
secgio "Amostras e Controlos”. centrifugue o conteudo durante 5 | centrifugue o conteddo durante 5
Para este ensaio, 200 pL da segundos e manterjha em gelo ou no | segundos e 'mante~nha em gelo ou no
amostra pré-tratada devem ser bloco de refrigeracao. bloco de refrigeracgao.
transferidos para o tubo Sarstedt
de 2mL previamente identificado.

2 Descongele os tubos de CPE | Nao aplicavel Prepare o Negative  Control
necessarios a temperatura transferindo pelo menos 50 pL de
ambiente durante 30 minutos. agua de grau de biologia molecular
Misture suavemente e centrifugue para um “Elution tube” (Tubo de
o conteudo durante 5 segundos e eluicdo), fornecido com o ELITe
mantenha em gelo ou no bloco de InGenius SP 200 Consumable Set.
refrigeragcao. Cada tubo é suficiente
para 12 extragdes.

3 Selecione “Perform Run” | Selecione “Perform Run” (Executar) | Selecione “Perform Run” (Executar) a
(Executar) a partir do ecrad “Home”. | a partir do ecra “Home” partir do ecra “Home”.
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A. Execugao da amostra (Extract
+ PCR) [Extrair+PCR]

B. Execugdo de amostras eluidas
(PCR Only [apenas PCR])

C. Execucgido do Positive e Negative
Control (PCR Only [apenas PCR])

4 Retire os Suportes da “Cooler Unit” | Retire os “Racks” de “Lane 1, 2 and | Retire os “Racks” de “Lane 1, 2 and 3”
e coloque-os na mesa de |3 (L1, L2, L3) da “Cooler Unit" e | (L1, L2, L3)da “Cooler Unit” e coloque-
preparagéo. coloque-0s na mesa de preparagao -0S na mesa de preparagao.

5 Selecione o “Run mode”: “Extract | Selecione o “Run mode”: “PCR Only”.| Selecione o “Run mode”: “PCR Only”.
+ PCR” (Extrair + PCR).

6 Carregue as amostras no | Carregue as amostras no “Elution | Carregue os tubos de Positive
“Sample Rack” (Suporte de | Rack”’(Rack de eluigdo). Control e Negative Control no
amostras). Quando os tubos “Elution Rack”.
secundarios “2 mL Tubes” forem
carregados, use adaptadores azuis
para o “Sample Rack” (Rack da
amostra).

7 Insira o “Sample Rack” na “Cooler | Insira o “Elution Rack” na “Cooler | Insira o “Elution Rack” na “Cooler
Unit” comegando a partir da “Lane | Unit” comegando a partir da “Lane 3” | Unit” comegando a partir da “Lane 3”
5” (L5). (L3). (L3).

Se necessario, insira a “Sample ID” | Se necessario, para cada “Position” | Se necessario, para cada “Position”
(SID) para cada “Position” usada | (Posigéo), insira a “Sample |ID” | (Posig&o) introduza o “Reagent name”
(se os tubos secundarios estiverem | (Identificagdo da amostra), a | (Nome do reagente) e o “S/N” (nimero
carregados, sinalize o “2 mL Tube”.| “Sample matrix” (Matriz da amostra), | de série), o “Lot No.” (nimero de lote),
Se o0s tubos secundarios nao | o “Extraction kit” (Kit de extragdo) e o | a “Exp. Date” (data de expiragao) e o
possuirem codigo de barras, digite | “Extracted eluate vol.” (Volume de | “T/R” (nUmero de reagdes).
manualmente a “Sample ID”). eluato extraido).

8 Selecione “Next” (Préximo) para | Selecione “Next” (Proximo) para | Selecione “Next” (Proximo) para
continuar. continuar. continuar.

9 Certifique-se de que o “Extraction | Certifique-se de que o “Extraction | Certifique-se de que o “Extraction
Input Volume” (Volume de entrada | Input Volume” (Volume de entrada de | Input Volume” (Volume inicial de
de extragédo) é de 200 pL e que o | extragdo) é de 200 pL e que o | extragdo) é de 200 pL e que o
“Extracted Elute Volume” (“Volume | “Extracted Elute Volume” (“Volume | “Extracted Elute Volume” (“Volume de
de eluigdo extraido”) é de 100 pL de eluigdo extraido”) & de 100 pL eluicdo do extraido”) & de 100 pL.

10 | Selecione o Assay Protocol | Selecione 0o Assay Protocol | Selecione o Assay Protocol (Protocolo
(Protocolo de Ensaio) na coluna | (Protocolo de Ensaio) na coluna | de Ensaio) na coluna "Assay” (Ensaio)
"Assay” (Ensaio) (ver "Amostras e | "Assay” (Ensaio) (ver "Amostras e | (ver "Amostras e Controlos").
Controlos"). Controlos").

11 | Selecione “Next” (Préximo) para | Selecione “Next” (Proximo) para | Selecione “Next” (Proximo) para
continuar. continuar. continuar.

Quando forem processadas mais de 12 amostras, repita o proce-
dimento a partir do ponto 6.

12 | Coloque os “Elution tubes" (Tubo | Nao aplicavel Nao aplicavel
de eluigdo) no “Elution Rack" (rack
de eluicdo) (os tubos de eluicdo
podem ser etiquetados com cédigo
de barras para melhorar a
capacidade de localizagéo).

13 | Insira o “Elution Rack” na “Cooler | Nao aplicavel Nao aplicavel
Unit” comegando a partir da “Lane
3" (L3).

Quando mais de 12 amostras
forem processadas, repita usando
a “Lane 2" (L2).
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A. Execugao da amostra (Extract
+ PCR) [Extrair+PCR]

B. Execugdo de amostras eluidas
(PCR Only [apenas PCR])

C. Execucgido do Positive e Negative
Control (PCR Only [apenas PCR])

14 | Selecione “Next” (Préximo) para | Nao aplicavel Nao aplicavel
continuar.

15 | Carregue o CPE e a PCR Mix no | Carregue a PCR Mix no “Reagent/ | Carregue a PCR Mix no “Reagent/
“Reagent/Elution Rack” (Rack de | /Elution Rack” (Rack de reagente/ | /Elution Rack” (Rack de reagente/
reagente/eluigado). /eluicdo). /eluicdo).

16 | Insira o “Reagent/Elution Rack” na | Insira o “Reagent/Elution Rack” na | Insira o “Reagent/Elution Rack” na
“Cooler Unit” na “Lane 2" (L2) se | “Cooler Unit” na “Lane 2" (L2) se | “Cooler Unit"” na “Lane 2" (L2) se
estiver disponivel, ou na “Lane 1” | estiver disponivel, ou na “Lane 1” | estiver disponivel, ou na “Lane 1”7 (L1).
(L1). (L1). Se necessario, para cada reagente da
Se necessario, para cada reagente | Se necessario, para cada reagente | PCR Mix, insira o “S/N” (numero de
da PCR Mix e/ou CPE, insira o “S/ | da PCR Mix, insira o “S/N” (nimero | série), o “Lot No.” (nUmero de lote), a
/N” (nimero de série), o “Lot No.” | de série), o “Lot No.” (numero de | “Exp. Date” (data de expiragdo) e o “T/
(numero de lote), a “Exp. Date” | lote), a “Exp. Date” (data de | /R” (nimero de reagdes).

(data de expiragdo) e o “T/R” | expiragdo) e o “T/R” (numero de
(numero de reagoes). reagdes).

17 | Selecione “Next’ (Préximo) para | Selecione “Next” (Proximo) para | Selecione “Next” (Proximo) para
continuar. continuar. continuar.

18 | Verifique as pontas nos “Tip Racks” | Verifique as pontas nos “Tip Racks” | Verifique as pontas nos “Tip Racks”
(Suporte de Ponta) na “Inventory | (Suporte de Ponta) na “Inventory | (Suporte de Ponta) na “Inventory Area”
Area” (drea dos reagentes) e | Area” (area dos reagentes) e | (area dos reagentes) e substitua “Tip
substitua “Tip Racks”, se | substitua “Tip Racks”, se necessario. | Racks”, se necessario.
necessario.

19 | Selecione “Next” (Préximo) para | Selecione “Next” (Proximo) para | Selecione “Next” (Proximo) para
continuar. continuar. continuar.

20 | Carregue o “PCR Rack” com a | Carregue o “PCR Rack” com a “PCR | Carregue o “PCR Rack” com a “PCR
“PCR Cassette” na area dos | Cassette” na area dos reagentes. Cassette” na drea dos reagentes.
reagentes.

21 | Selecione “Next” (Proximo) para | Selecione “Next” (Préximo) para | Selecione “Next” (Préximo) para
continuar. continuar. continuar.

22 | Carregue o “Extraction Rack” (rack | Nao aplicavel N&o aplicavel
de extragdo) com os cartuchos de
extragdo “ELITE InGenius SP 200”

e o0s consumiveis de extragao

necessarios.
23 | Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.
24 | Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar).

Quando a sessao é concluida, o ELITe BeGenius permite aos utilizadores ver, aprovar, guardar os resultados e
imprimir e guardar o relatério.

NOTE

No final da execugao a restante amostra extraida no Elution tube (Tubo de eluicdo) deve ser removida do ins-
trumento, tapada, identificada e guardada a -20 +10 °C durante ndo mais de um més. Evite derramar a Amos-
tra extraida.

NOTE

No final da operagado, a PCR Mix pode ser retirada do instrumento, tapada e armazenada a -20 °C ou abaixo
ou pode ser mantida no bloco frigorifico durante até 5 sessdes de trabalho de 3 horas; misture suavemente e
centrifugue o conteudo durante 5 segundos antes de iniciar a proxima sessao.
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NOTE

No final da execugao, o Positive Control restante deve ser removido do instrumento, tapado e guardado a -20
°C ou menos. Evite o derrame do Positive Control. O Negative Control restante deve ser eliminado.

NOTE

O Positive Control pode ser usado para 4 sessdes separadas de 3 horas cada.

NOTE

No final da execugao, a PCR Cassette e os outros consumiveis tém de ser eliminados seguindo todos os regu-
lamentos governamentais e ambientais. Evite derramar os produtos de reagéo.

PASSO 3 - Revisao e aprovagao dos resultados

O ELITe BeGenius monitoriza os sinais de fluorescéncia do alvo e do Internal Control para cada reagéo e aplica
automaticamente os parametros do Assay Protocol (Protocolo de ensaio) para gerar curvas de PCR que sao
entdo interpretadas sob a forma de resultados.

No final da execugao, é automaticamente apresentado o ecra “Results Display” (Exibi¢do dos resultados). Neste
ecra sdo mostrados os resultados e informacdes sobre a execugado. A partir deste ecrd é possivel aprovar o
resultado, imprimir ou guardar os relatérios (“Sample Report” (Relatério da amostra) ou “Track Report” (Relatério
da calha)). Consulte o manual do instrumento para obter mais informacgdes.

O sistema ELITe BeGenius pode ser ligado ao “Laboratory Information System” (Sistema de Informacdes La-
boratoriais - LIS), que permite carregar os resultados da sess&o no centro de dados laboratoriais. Consulte o
manual do instrumento para obter mais informacgoes.

O ELITe BeGenius gera os resultados com o C. difficile ELITe MGB Kit através do seguinte procedimento:
1. Validagéo dos resultados de Positive Control e Negative Control,
2. Validagao dos resultados da amostra,

3. Elaboracéo do relatério do resultado da amostra.

Para mais informagdes, consulte 0 mesmo paragrafo do Procedimento do ELITe InGenius.

12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO COM O ELITe InGenius
e ELITe BeGenius

121 Limite de detecao

A sensibilidade analitica deste ensaio, como Limite de detegcéo (LoD) da amplificagdo de ADN, permite detetar a
presenca de cerca de 10 cépias em 10 uL de ADN adicionado a reagdo de amplificagdo.

O LoD deste ensaio foi testado usando o ADN de plasmideo que contém o produto de amplificagdo cuja
concentragao inicial foi medida pelo espetrofotometro. O ADN plasmidico foi diluido até um titulo de cerca de 10
cépias / 10 yL na presenca de 20.000 coépias de Internal Control (IC) / 10 yL. Esta amostra foi testada em 18
réplicas, efetuando a amplificagdo com produtos ELITechGroup S.p.A. em associagdo com dois instrumentos
ELITe InGenius diferentes.

Os resultados sédo comunicados na tabela seguinte
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Table 12
o : Média de Ct da Média de Ct da
Amostras N positivo negativo toxina A toxina B
10 copias de ADN de plasmideo + 18 18 0 35,80 36,62

20.000 copias de Cl

O LdD foi verificado através de testes em amostras de fezes clinicas negativas do ELITe InGenius adicionadas
com materiais de referéncia (ZeptoMetrix) a 500 CFU/mL. O teste foi efectuado utilizando os procedimentos de
pré-tratamento InhibitEX Buffer (QIAGEN) e S.T.A.R. buffer (Roche Diagnostics GmbH).

Os resultados sao comunicados na tabela seguinte

Table 13
Tit- Toxina B Toxina A
ulo
(C- % taxa
Amostra de F N Ne de
fezes y . . Posi- . | positi-
IUI Positivo Negativo tivo gati- vidade
m- vo
L)
Pré-
-tratamento | 50-
comSTAR | 0 30 30 0 29 1 100 %
Buffer
Pre-
-tratamento |
com 0 30 30 0 30 0 100 %
Inhibitex
Buffer

O valor LoD de 500 CFU/mL foi verificado através de testes em amostras de fezes nativas do ELITe BeGenius
reforgcadas com material de referéncia e os resultados obtidos confirmaram a concentragédo declarada.

12.2 Equivaléncia de pré-tratamento da matriz

A equivaléncia de pré-tratamento da matriz entre InhibitEX Buffer (QIAGEN) e S.T. A. R. buffer (Roche
Diagnostics GmbH) foi verificada utilizando amostras de fezes nativas presumivelmente negativas colhidas de
diferentes individuos e as mesmas amostras reforgcadas com materiais de referéncia (ZeptoMetrix) a 3xLoD

Os resultados de percentagem de concordancia negativa sdo comunicados na tabela seguinte.

Table 14
. . o
Amostras de fezes Toxina B Toxina A fo ?ﬁ .
negativas N . ] _ ] concordancia
Positivo Negativo Positivo Negativo negativa

Pré-tratamento com STAR 26 1 05 0 26 96.2%
Buffer

Pré-tratamento com 96,2%
Inibitex Buffer 26 1 25 0 26

Os resultados de percentagem de concordancia positiva sdo comunicados na tabela seguinte.
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Table 15
Amostras de fezes N Toxina B Toxina A % do acordo
reforgadas Positivo Negativo Positivo Negativo positivo
Pré-tratamento com STAR 25 25 0 25 0 100%
Buffer
Pré-tratamento com 100%
Inibitex Buffer 25 25 0 25 0

12.3 Teste com material de referéncia certificado

Os desempenhos do produto foram avaliados utilizando o material de referéncia calibrado «Clostridium difficile
017 Evaluation Panel» (Qnostics, Ltd, Reino Unido). Cada amostra do painel foi testada em 2 réplicas realizando
todo o procedimento de analise, extragao, amplificacdo, detegao e interpretacdo do resultado por produtos
ELITechGroup S.p.A. em associagdo com o instrumento ELITe InGenius.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte

Table 16 Testes com «Clostridium difficile 017 Evaluation Panel»

Amostra Conteudo da amostra Titulo nominal (CFU/mL) Positivo/réplicas
CD1421749 C. difficile A-B+ 8.0x10" 2/2
CD1421759 C. difficile A-B+ 8.0x10° 2/2
CD1421769 C. difficile A-B+ 8.0x10° 2/2
CD142CS53 C. sordellii A-B- 2.1x10° 0/2

Todas as amostras foram detetadas corretamente.

Foi realizado um teste adicional usando o material de referéncia calibrado «Clostridium difficile 027 Evaluation
Panel» (Qnostics, Ltd, Reino Unido). Cada amostra do painel foi testada em 2 réplicas realizando todo o
procedimento de analise, extracdo, amplificacdo, detecdo e interpretacdo do resultado por produtos
ELITechGroup S.p.A. em associagdo com o instrumento ELITe InGenius. Os resultados sdo comunicados na
tabela seguinte.

Table 17 Testes com «Clostridium difficile 027 Evaluation Panel»

Amostra Conteudo da amostra Titulo nominal (CFU/mL) Positivo/réplicas
CD1422737 C. difficile A+B+ 5.0x10° 2/2
CD1422747 C. difficile A+B+ 5.0x10" 2/2
CD1422757 C. difficile A+B+ 5.0x10° 2/2
CD1422767 C. difficile A+B+ 5.0x10° 2/2

Todas as amostras foram detetadas corretamente.

Os desempenhos do produto também foram avaliados usando o material de referéncia « QCMD 2013 Clostridium
difficile EQA Panel» (Qnostics Ltd, Reino Unido), um painel de diluicbes de C. difficile dentro do limite de
concentragdo. Cada amostra do painel foi testada em 2 réplicas realizando todo o procedimento de analise,
extragdo, amplificacéo, detegao e interpretagao do resultado por produtos ELITechGroup S.p.A. em associagao
com o instrumento ELITe InGenius.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte
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Table 18 Testes com «QCMD 2013 Clostridium difficile EQA Panel»

Amostra Coan':‘%ﬁsc:?ada Titulo nominal (CFU/mL) Estado da amostra Pos./Rep.
CD13-01 C. difficile 027 4.6x10° Frequentemente detetado 2/2
CD13-02 C. difficile 017 8.0x10° Frequentemente detetado 2/2
CD13-03 Cd Negativo - Negativo 0/2
CD13-04 C. difficile 027 4.6x10° Detetado 2/2
CD13-05 C. difficile 027 4.6x10° Frequentemente detetado 2/2
CD13-06 C. difficile 017 8.0x10° Frequentemente detetado 2/2
CD13-07 C. difficile 027 4.6x10° Detetado 2/2
CD13-08 C. sordellii 2.1x10° Negativo 0/2
CD13-09 C. difficile 027 4.6x10° Frequentemente detetado 2/2
CD13-10 C. difficile 017 8.0x10" Detetado 2/2

Todas as amostras foram detetadas corretamente.

12.4 Reprodutibilidade com material de referéncia

A reprodutibilidade dos valores de C. difficile ELITe MGB Kit em associagdo com o instrumento ELITe InGenius
foi testada através da analise do material de referéncia «NATtrol™ C. difficile Verification Panel» (ZeptoMetrix,
US) contendo os ribotipos 002, 017, 078 e 027.

A Reprodutibilidade foi obtida através da analise de amostras de painel em duplicado, em duas execugbes por
dia. Foram testados trés lotes diferentes do produto em trés dias diferentes, em trés instrumentos diferentes e
por trés operadores diferentes.

Os valores Ct dos genes da toxina A e da toxina B foram usados para calcular a percentagem do Coeficiente de
variabilidade (%CV) para avaliar a Capacidade de reprodugao como imprecisao.

Na tabela seguinte é apresentado um resumo dos resultados.

Table 19
Gene da toxina A Gene da toxina B
Amostra

Pos./rep. | Ct médio SD %CV Pos./rep. | Ct médio SD %CV
C. difficile 002 12/12 20,70 0,31 1,50 12/12 21,78 0,23 1,05
C. difficile 017 12/12 24,39 0,20 0,84 12/12 25,48 0,11 0,43
C. difficile 078 12/12 24,32 0,24 0,98 12/12 25,30 0,09 0,34
C. difficile 027-1 12/12 22,42 0,25 1,12 12/12 23,13 0,16 0,71
C. difficile 027-2 12/12 24,10 0,32 1,32 12/12 24,82 0,25 1,01

C. sordelli 0/12 - - - 0/12 - - -

A Reprodutibilidade dos valores de Tc para os dois alvos mostrou um %CV baixo que n&o ultrapassou 2%.

Além disso, os valores da reprodutibilidade da temperatura de dissociagdo (Tm) obtidos pelos produtos
ELITechGroup S.p.A. em associagdo com o instrumento ELITe InGenius foram testados através da andlise do
material de referéncia «NATtrol™ C. difficile Verification Panel» (ZeptoMetrix, US).
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A Reprodutibilidade foi obtida através da analise de amostras de painel em duplicado, em duas execugbes por
dia. Foram testados trés lotes diferentes do produto em trés dias diferentes, em trés instrumentos diferentes e
por trés operadores diferentes.

Os valores Tm dos genes da toxina A e da toxina B foram usados para calcular o % CV para avaliar a
Reprodutibilidade como impreciséo.

Na tabela seguinte é apresentado um resumo dos resultados.

Table 20
Gene da toxina A Gene da toxina B
Amostra

N Tm média SD %CV N Tm média SD %CV

C. difficile 002 12 64,78 0,16 0,25 12 60,73 0,22 0,37

C. difficile 017 12 64,59 0,10 0,15 12 60,58 0,29 0,48

C. difficile 078 12 64,55 0,09 0,14 12 60,57 0,28 0,47

C. difficile 027-1 12 64,73 0,17 0,26 12 62,98 0,22 0,35

C. difficile 027-2 12 64,68 0,12 0,19 12 63,12 0,23 0,37

A Reprodutibilidade dos valores de Tm para os dois alvos mostrou um %CV baixo que nao ultrapassou 0,5%.

Curiosamente, enquanto o Tm para o gene da Toxina A resultou muito semelhante para todo o ribotipo de C.
difficile analisado, o Tm para o gene da toxina B resultou agrupado em dois grupos: um inclui os ribotipos de C.
difficile 002, 017 e 078, o outro o ribotipo de C. difficile 027 hipervirulento.

A analise agrupada ¢ indicada na tabela seguinte.

Table 21
Gene da toxina A Gene da toxina B
Amostra
N Tm média SD %CV N Tm média SD | %CV
C. difficile 002,017, 078 36 60,63 0,27 | 0,45
60 64,67 0,15 | 0,24
C. difficile 027 hipervirulento 24 63,05 0,23 | 0,37

Esta aglomeracao deve-se a dois polimorfismos de nucleétidos na regido de hibridizacdo da sonda do gene da
toxina B partilhada pelo ribotipo 027 hipervirulento de C. difficile (por exemplo, estirpe R 12087, SEQID
HMO062510; estirpe UK1, SEQID KC292158; estirpe CD196, SEQID FN538970) e outras estirpes de C. difficile
positivas para toxina binaria de clado 2 (por exemplo, estirpe R9385, ribotipo 122, SEQID HM062502; estirpe
R10870, ribotipo 111, SEQID HM062497; estirpe CH6230, ribotipo 251, SEQID HM062509; estirpe J9965,
SEQID HM062500).

Com base nos resultados, pode ser definido um valor-limite de Tm de 62,0 ° C para identificar a presenca
presumido do ribotipo 027 hipervirulento de C. difficile na amostra, conforme mostrado na tabela abaixo.

Table 22
Valores de Tm do gene da toxina B
Outros C. difficile C. difficile 027 hipervirulento presumido
Tm média Meédiade Tm + Valor-imite de Tm Média de Tm — 4 SD Tm média
60,63 61,71 62,00 62,12 63,05
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12.5 Marcadores potencialmente interferentes: Interferéncia

A inibicdo por marcadores potencialmente interferentes foi avaliada através da analise de um painel de acidos
nucleicos purificados a alta concentragdo (pelo menos 10° coépias/reacao) incluindo os seguintes organismos:
Aeromonas hydrophilia (AH), Bacteroides fragilis (BF), Vibrio cholera (VC), Helicobacter pylori (HP),
Saccharomyces cerevisae (SC), Plesiomonas shigelloides (PS), Klebsiella pneumoniae (KC), Escherichia coli
(Ecoli), Serratia marcescens (SM), Acinetobacter baumannii (AB), Bifidobacterium spp (Bifido), Candida albicans
(CA), Citrobacter freundii (CF), Clostridium nexile (Cnex), Proteus mirabilis (PM), Pseudomonas aeruginosa (PA),
Enterobacter cloacae (EC), Giardia lamblia (GL), Cryptosporidium spp (CP), Entamoeba histolytica (EH),
Enterovirus, Adenovirus, Astrovirus, Norovirus, Rotavirus, Sapovirus.

Os ADN genoémicos de cada organismo a alta concentragdo (pelo menos 105 copias/reagao) foram reforgcados
com ADN gendmico de Clostridioides difficile (Vircell Microbiologists, Espanha, codigo MBC043), como material
de referéncia numa concentragao de cerca de 3xLdD (1500 CFU/mL) e adicionado com 20.000 cépias/modelo
de reacao de Internal Control (CPE - Internal Control) para replicar as amostras clinicas extraidas.

Também foram analisadas amostras de referéncia com os alvos de interesse, mas sem o0s potenciais
organismos interferentes.

Cada organismo foi testado em 6 repeticbes em posi¢des aleatérias no ELITe InGenius no modo “PCR Only”
(Apenas PCR).

Nas tabelas seguintes é apresentado um resumo dos resultados.

Table 23
N Ct médio o
% Pos.
Amostra PO Resultado
ToxinaB | ToxinaA | ToxinaB | ToxinaA | ClI Concordancia

Referéncia (Cdif) 6/6 6/6 37,29 37,08 | 24,41 100% Auséncia de
inibicdo

Cdif + AH-BF-VC 6/6 6/6 36,97 36,57 24,27 100% Auséncia de
inibicdo

Cdif + HP-SC-PS 6/6 6/6 37,33 37,42 | 23,92 100% Auséncia de
inibicao

Cdif + KP-Ecoli-SM 6/6 6/6 37,56 37.64 | 23,67 100% Auséncia de
inibicao

Cdif + AB-Bifido-CA 6/6 6/6 37,93 38,37 | 24,26 100% A“ii?g}c'? de
cao

Cdif + CF-Cnex-PM 6/6 6/6 38,55 38,00 24,26 100% Auséncia de
inibicao

. Auséncia de
Cdif + PA-EC-GL 6/6 6/6 38,66 38,11 24,16 100% inibica0

. Auséncia de
Cdiff+ EH 6/6 6/6 38,26 37,90 23,94 100% inibica0

. Auséncia de
Cdiff+ CP 6/6 6/6 38,03 38,29 23,97 100% inibica0

. Auséncia de
Cdiff-Adeno 6/6 6/6 37,81 37,49 23,64 100% inibicao

. Auséncia de
Cdiff-Entero 6/6 6/6 37,62 37,86 23,03 100% inibicao

. Auséncia de
Cdiff-Astro 6/6 6/6 37,58 37,34 24,11 100% inibicdo

. Auséncia de
Cdiff-Noro 6/6 6/6 37,75 37,90 24,22 100% inibicéo
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Table 23 (continued)
N Ct médio °
% Pos.
Amostra P Resultado
ToxinaB | Toxina A | ToxinaB | ToxinaA | ClI Concordancia
. Auséncia de
Cdiff-Sapo 6/6 6/6 37,21 36,92 23,92 100% inibicao
. Auséncia de
Cdiff-Rota 6/6 6/6 37,74 37,45 22,90 100% inibicao
Cdiff-Cnex Auséncia de
6/6 6/6 37,59 36,77 24,03 100% inibigdo

Todos os organismos potencialmente interferentes testados revelaram que nao ha inibicdo da amplificagdo do
alvo de C. difficile utilizando o C. difficile ELITe MGB Kit.

12.6

A auséncia de reatividade cruzada com potenciais organismos interferentes também foi verificada através da
analise de um painel de acidos nucleicos purificados de diferentes organismos conforme indicado nos
marcadores potencialmente interferentes: Teste de interferéncia acima.

Marcadores potencialmente interferentes: reatividade cruzada

O ADN genomico de cada organismo a alta concentragao (pelo menos 105 copias/reagao) foi adicionado com
20.000 coépias/modelo de reagao de Internal Control (CPE - Internal Control) para imitar as amostras clinicas
extraidas.

Também foram analisadas amostras de referéncia com os alvos de interesse, mas sem os potenciais
organismos interferentes.

Cada organismo foi testado em 6 repeticdbes em posi¢des aleatérias no ELITe InGenius no modo “PCR Only”
(Apenas PCR).

Nas tabelas seguintes é apresentado um resumo dos resultados.

Table 24
Amostra Posttivotreplicas Ct médio ClI % de sgg:tc;\rgéncia Resultado
Toxina A | ToxinaB
Referéncia 0/6 0/6 24,55 100% Semc:ﬁitai\éigade
AH-BF-VC 0/6 0/6 23,77 100% Semc:ﬁitai\égjade
HP-SC-PS 0/6 0/6 23,72 100% Sem(:lrﬁig\éigade
KP-Ecoli-SM 0/6 0/6 23,85 100% Semciﬁgg\éi:ade
AB-Bifido-CA 0/6 0/6 25,58 100% SemC;ﬁeZag\c/ji:ade
CF-Cnex-PM 0/6 0/6 25,50 100% Semcgﬁgg\éigade
PA-EC-GL 0/6 0/6 23,90 100% Semc:ﬁitai\éigade
CP-EH-Entero 0/6 0/6 23,77 100% Semc:ﬁgtai\égjade
Adeno-Astro-Noro 0/6 0/6 23,87 100% Sem(:lr'ﬁig\éigade
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Table 24 (continued)
Positivo/réplicas o A s
Amostra Ct médio CI % de ﬁgg:g‘r;ganma Resultado
Toxina A | ToxinaB
Rota-Sapo 23,84 o Sem reatividade
0/6 0/6 100% cruzada
C. nexile 0/6 6/6 23,74 0% Reatividade cruzada

Todos os marcadores potencialmente interferentes testados revelaram que nao ha reatividade cruzada para o
alvo C. difficile utilizando o C. difficile ELITe MGB Kit, a excegéo de Clostridium Nexile estirpe VPI C48-37, que
produziu reagdo cruzada com a reagao de amplificagdo do gene da toxina B.

12.7 Substancias potencialmente interferentes

O efeito de substancias potencialmente interferentes foi avaliado através da andlise de substancias enddgenas
ou exogenas que podem ser encontradas em amostras de fezes nativas (matriz mais dificil), dentro de limites
clinicamente relevantes. Em particular, as seguintes substancias exégenas e enddgenas foram testadas na
tabela abaixo, conforme indicado no CLSI EP37 Ed1E:

Table 25
Substancia interferente Principio ativo/produto ID Concentragiao
Enemas Oleo de vaselina VAS 20 mg/mL
Lubrificante espermicida Nonoxynol-9 NON 1,2% viv
Medicamentos anti- Subsalicilato de bismuto BISM 0,87 mg/mL
-diarreicos Cloridrato de Loperamida LOP 0,005 mg/mL
Laxantes Bisacodyl BISA 0,25 mg /mL
Azitromicina AZI 10 pg /mL
Vancomicina VAN 0,12 mg/mL
Metronidazol MET 0,12 mg/mL
Antibioticos
Ampicilina AMP 0,08 mg/mL
Cefpodoxime CEF 4,5 pg/mL
Ciprofloxacina CIP 5 pg/mL
Anti-inflamatérios Hidrocortisona HYD 3 mg/mL
Carbonato de calcio CAL 0,5 mg/mL
Acido alginico ALG 0,01 mg/mL
Antiacidos
Hidroxido de aluminio ALU 0,03 mg/mL
Trissilicato de magnésio MAG 0,01 mg/mL
Sangue Total Hemoglobina, imunoglobulinas, &cidos nucleicos, etc. WB 5% viv
Mucina MUC 3 mg/mL
Componentes fecais Acido palmitico PAL 0,85 mg/mL
Acido estearico STE 0,85 mg/mL
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As substancias potencialmente interferentes foram testadas em 6 grupos de 3 substdncias. A mucina,
cefpodoxime, ciprofloxacina, hidrocortisona e sangue total foram testados isoladamente.

Material de referéncia de Clostridioides difficile NAP1 (ZeptoMetrix) foi reforcado em amostras de fezes nativas a
uma concentragao de cerca de 3xLdD.

Também foram analisadas amostras de referéncia com os alvos de interesse, mas sem as potenciais
substancias interferentes.

Cada organismo foi testado em 6 repeticdes em posi¢des aleatédrias no ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”
(Extrair + PCR).

Nas tabelas seguintes é apresentado um resumo dos resultados.

Table 26
i - - % do acordo
Positivo/réplicas Ct médio positivo
Amostra Resultado
Toxina Toxina Toxina . Toxina Toxina
B A B Toxina A Cl B A

Referéncia (Cdiff) 6/6 6/6 3468 | 3453 | 2535 | 100% | 100% A“if]?g‘igg"ode
Cdiff+ VAN+MET+AMP 6/6 6/6 36,43 36,53 | 2554 | 100% | 100% Al‘ii‘fg‘igg"ode
Cdiff+LOP+BISA+AZI 6/6 6/6 36,31 36,27 | 2546 | 100% | 100% Aﬂi?g}gg"ode
Cdiff+ ALG+ALU+MAG 6/6 6/6 36,41 36,48 | 2572 | 100% | 100% A“if]‘ft;‘igg"ode
Cdiff+ WB 6/6 6/6 3564 | 3541 | 2572 | 100% | 100% | Ausenciade

céo
Cdiff+VAS+NON+BISM 6/6 6/6 34,75 3431 | 2536 | 100% | 100% A”ii?t’)‘igg"ode
C.dif+CAL+PAL+STE 6/6 6/6 35,95 36,20 | 2570 | 100% | 100% A“ii?g‘igg"ode
C.dif+MUC 6/6 6/6 36,96 3724 | 2570 | 100% | 100% | Ausénciade

inibicao
Cdiff+ CEF 6/6 6/6 35,14 3493 | 2569 | 100% | 100% | Ausénciade

inibicao
Cdiff+ CIP 6/6 6/6 34,96 3454 | 2579 | 100% | 100% | Ausénciade

inibicao
Cdiff+ HYD 6/6 6/6 34,85 3426 | 2586 | 100% | 100% A“if]iet’)‘iggode

Todas as substancias potencialmente interferentes testadas revelaram que ndo ha inibigdo da amplificacdo do
alvo de C. difficile utilizando o C. difficile ELITe MGB Kit.

12.8 Substancias potencialmente interferentes: reatividade cruzada

A auséncia de reatividade cruzada com potenciais substancias interferentes também foi verificada através da
analise de substancias enddégenas ou exdgenas que podem ser encontradas em amostras de fezes nativas
(matriz mais dificil), dentro de limites clinicamente relevantes, conforme relatado no teste de substancias
potencialmente interferentes acima.

As substancias potencialmente interferentes foram testadas em 6 grupos de 3 substancias. A mucina e o sangue
total foram testados isoladamente.
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A cada amostra foram adicionadas 20.000/modelo de reagéo de Internal Control (CPE - Internal Control) para
replicar a amostra clinica extraida.

Também foi analisada a amostra de referéncia sem as potenciais substancias interferentes.

Cada amostra foi extraida e amplificada em 6 repeticdes, em posi¢cdes aleatérias, no modo “Extract + PCR”
(Extrair + PCR), no sistema ELITe InGenius.

Cada organismo foi testado em 6 repeticdes em posi¢des aleatédrias no ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”
(Extrair + PCR).

Nas tabelas seguintes é apresentado um resumo dos resultados.

Table 27
Positivo/réplicas o A
Amostra Ct médio CI % de sgg:tc;\r:anma Resultado
Toxina A | ToxinaB

Referéncia 0/6 0/6 25,91 100% Semciﬁgg‘ég’ade

LOB+BISA+AZI 0/6 0/6 25,69 100% Semciﬁig‘ég’ade

VAN+MET+AMP 0/6 0/6 25,58 100% Semc';ﬁig‘ég’ade

ALG+ALU+MAG 0/6 0/6 25,79 100% Semciﬁig‘éigade

CEF+CIP+HYD 0/6 0/6 25,77 100% Sem reafividade

wB 0/6 0/6 25,50 100% Semciﬁgg‘éfade
o Sem reatividade

VAS+NON+BISM 0/6 0/6 25,88 100% o

CAL+PAL+STE 0/6 0/6 25,64 100% Semciﬁig‘ég’ade

MUC 0/6 0/6 25,63 100% Semc';ﬁig‘é'gade

Todas as substancias potencialmente interferentes testadas revelaram que n&o ha reatividade cruzada para o
alvo C. difficile usando o C. difficile ELITe MGB Kit.

12.9 Repetibilidade

A Repetibilidade do ensaio foi avaliada no ELITe InGenius e ELITe BeGenius através da analise de um painel de
amostras de fezes nativas negativas ou reforgcadas com material de referéncia de C. difficile (Zeptometrix).

Um exemplo dos resultados da repetibilidade intra-sessao (em um dia) sdo mostrados nas tabelas seguintes.

Table 28 Repetibilidade intra-sessdo do ELITe InGenius (dia 1)

Toxina B Toxina A %
Amostra N Concordan-
Ct médio SD %CV Ct médio SD %CV cia
Neg 8 - - - - - - 100%
3xoLdD 8 36,14 0,35 0,96 35,74 0,57 1,59 100%
10x o LdD 8 33,68 0,33 0,99 33,05 0,39 1,19 100%
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Table 29 Repetibilidade intra-sessao do ELITe BeGenius (dia 1)
Toxina B Toxina A %
Amostra N Concordan-
Ct médio SD %CV Ct médio SD %CV cia
Neg 8 - - - - - - 100%
3xoLdD 8 36,84 0,37 1,01 36,31 0,51 1,41 100%
10x o LdD 8 34,12 0,44 1,29 33,17 0,45 1,35 100%

Um exemplo dos resultados da repetibilidade inter-sessao (em dois dias) sdo mostrados nas tabelas seguintes.

Table 30 Repetibilidade inter-sessao do ELITe InGenius

Toxina B Toxina A %
Amostra N Concordan-
Ct médio SD %CV Ct médio SD %CV cia
Neg 16 - - - - - - 100%
3x o0 LdD 16 36,11 0,35 0,96 35,75 0,44 1,22 100%
10x o LdD 16 33,51 0,31 0,93 32,88 0,41 1,24 100%
Table 31 Repetibilidade inter-sessao do ELITe BeGenius
Toxina B Toxina A %
Amostra N Concordan-
Ct médio SD %CV Ct médio SD %CV cia
Neg 16 - - - - - - 100%
3xo0LdD 16 36,73 0,39 1,06 36,03 0,61 1,70 100%
10x o LdD 16 33,97 0,39 1,16 33,02 0,47 1,44 100%

No teste de repetibilidade, o C. difficile ELITe MGB Kit detetou todas as amostras conforme esperado e
apresentou uma variabilidade maxima dos valores de Ct do alvo como %CV menor que 5%.

12.10

Reprodutibilidade

A Reprodutibilidade do ensaio foi avaliada no ELITe InGenius e ELITe BeGenius através da analise de um painel
de amostras de fezes nativas negativas ou reforcadas com material de referéncia de C. difficile (Zeptometrix).

Um exemplo de resultados de reprodutibilidade interlote (em dois lotes) é apresentado nas tabelas abaixo.

Table 32 Reprodutibilidade interlote do ELITe InGenius

Toxina B Toxina A %
Amostra N Concordan-
Ct médio SD %CV Ct médio SD %CV cia
Neg 8 - - - - - - 100%
3xoLdD 8 36,22 0,67 1,85 35,24 0,28 0,78 100%
10x o LdD 8 33,86 0,27 0,81 32,72 0,34 1,05 100%
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Toxina B Toxina A o
Amostra N Concor‘:iéncia
Ct médio SD %CV Ct médio SD %CV
Neg 8 - - - - - - 100%
3xoLdD 8 36,47 0,61 1,69 34,63 0,44 1,28 100%
10x o LdD 8 33,92 0,24 0,72 32,20 0,23 0,72 100%

Um exemplo de reprodutibilidade inter-instrumento (em dois lotes) é apresentado nas tabelas abaixo.

Table 34 Reprodutibilidade inter-instrumento do ELITe InGenius

Toxina B Toxina A o
Amostra N Concortiéncia
Ct médio SD %CV Ct médio SD %CV
Neg 16 - - - - - - 100%
3x o0 LdD 16 35,74 0,27 0,75 34,92 0,34 0,96 100%
10x o LdD 16 33,41 0,69 2,05 32,47 0,59 1,82 100%
Table 35 Reprodutibilidade inter-instrumento do ELITe BeGenius
Toxina B Toxina A %
Amostra N Concorzléncia
Ct médio SD %CV Ct médio SD %CV
Neg 16 - - - - - - 100%
3xo0LdD 16 36,26 0,46 1,27 34,74 0,63 1,81 100%
10x o LdD 16 33,55 0,35 1,03 32,04 0,36 1,13 100%

No teste de reprodutibilidade, o C. difficile ELITe MGB Kit detetou todas as amostras conforme esperado e
apresentou uma variabilidade maxima dos valores de Ct do alvo como %CV menor que 5%.

12.11

A especificidade de diagnostico do ensaio, como confirmagdo de amostras negativas, foi avaliada em
associagcado com o ELITe InGenius, analisando amostras clinicas de fezes certificadas negativas para ADN de C.
difficile.

Especificidade de diagnoéstico: confirmagao de amostras negativas

Dado que o ELITe BeGenius tem desempenhos analiticos equivalentes ao ELITe InGenius, os desempenhos de
diagnostico do ensaio realizados nos dois instrumentos também foram considerados equivalentes. Por
conseguinte, a Especificidade de diagnéstico do ensaio obtido em associagdo com o ELITe InGenius também se
aplica ao ELITe BeGenius.

Os resultados estao resumidos na tabela seguinte.

Table 36
Fezes negativas N Positivo Negativo % de
especificidade
do diagnéstico
C. difficile 45 1 44 97,8%
O valor-limite de IC esta definido para 32 para o ELITe InGenius e o ELITe BeGenius.
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1212 Sensibilidade de diagnéstico: confirmagado de amostras positivas

A Sensibilidade de Diagndstico do ensaio, como confirmacao de amostras clinicas positivas, foi avaliada em
associacdo com o ELITE InGenius através da analise de amostras clinicas de fezes certificadas positivas para
ADN de C. difficile.

Dado que o ELITe BeGenius tem desempenhos analiticos equivalentes ao ELITe InGenius, os desempenhos de
diagnéstico do ensaio realizados nos dois instrumentos também foram considerados equivalentes. Por
conseguinte, a sensibilidade do diagnéstico do ensaio obtido em associagdo com o ELITe InGenius também se
aplica ao ELITe BeGenius.

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

Table 37
Fezes positivas N Positivo Negativo %Sensibilidade de
diagnéstico
C. difficile 30 30 0 100%

NOTE

Os dados e resultados completos dos testes realizados para avaliagdo das caracteristicas de desempenho do
produto com matrizes e os instrumentos estéo registados no Ficheiro técnico do produto para o “C. difficile ELI-
Te MGB Kit”, FTP M800358.

13 AMOSTRAS E CONTROLOS PARA OUTROS SISTEMAS

131 Amostras

Este produto deve ser utilizado com o ADN extraido das seguintes amostras clinicas: fezes liquidas ou néo
formadas.

As amostras de fezes, destinadas a extragdo de ADN, devem ser colhidas seguindo os procedimentos padréo de
colheita e manipulacéo de fezes e identificadas de acordo com as diretrizes do laboratdrio. As fezes nao tratadas
devem ser adequadamente seladas num recipiente esterilizado com tampa de rosca que possa impedir o
derrame acidental do conteudo e devem ser transportadas de acordo com todos os regulamentos aplicaveis para
o transporte de agentes etiolégicos. Armazene amostras refrigeradas (+2 / +8 °C) durante até 48 horas antes do
processamento. Se a clarificagdo das fezes ndo puder ser realizada dentro de 48 horas apds a colheita,
conserve as amostras a <-70 °C.

Prepare um tubo de 1,5 mL identificado para cada uma das fezes néo tratadas e transfira 0,8 mL de tampao S.T.
A.R. para o tubo. Submeta a vortice as fezes ndo tratadas e, em seguida, utilize uma pipeta com uma ponta
resistente a aerossol para transferir aproximadamente 200 yL (use uma ponta de orificio largo ou uma espatula
de plastico, conforme necessario para amostras de fezes espessas) de fazes néo tratadas para o

tubo de 1,5 mL que contém o tampao S.T.A.R. Tape bem o tubo e, em seguida, submeta a vortice o tubo para
homogeneizar a mistura (20-30 seg).Centrifugue a solugao homogeneizada a 13.000xg (RCF) durante 1 minuto
para clarificar a amostra. Transfira cuidadosamente 400-650 uL do sobrenadante das fezes clarificado para um
tubo secundario identificado, tendo o cuidado de n&o perturbar o material fecal em grumos. Queira consultar as
instrugdes de utilizagdo do kit de extragao para identificar os volumes e os tubos secundarios compativeis com
os sistemas de extracdo. Armazene as fezes clarificadas a +2 / +8 °C durante até 7 dias antes de efetuar a
extracéao.

O tampédo S.T.A.R. deve ser armazenado a temperatura ambiente. Podem formar-se precipitados brancos
quando o tampao é armazenado abaixo da temperatura ambiente. Antes de iniciar o procedimento de extragao,
verifique se se formaram precipitados e, em caso afirmativo, aqueca a solug¢édo a 30-40 °C em banho-maria ou
na incubadora até que os precipitados se dissolvam.
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NOTE

Para processar amostras de fezes clarificadas com o Sistema ELITe STAR e a versao do software 3.4.13
(ou versdes mais recentes equivalentes), utilize o protocolo de extragdo UUNI_E100_S200_ELLI, que utiliza
200 pL de amostra e elui o extrato em 100 pL (a eluicdo é feita normalmente em 115 pL, dos quais 100 yL séo
recuperados).Apds transferéncia para o tubo secundario, carregue as amostras clarificadas no ELITe STAR. E
sempre necessario um volume minimo de 400-600 pL para cada amostra. Adicione 50 pL de CPE - Internal
Control e 750 pL de agua de grau de biologia molecular para o tubo proteinase-transportadora conforme
indicado no manual do kit de extragdo. Para o procedimento de extragdo, consulte o manual de instru¢des de
utilizagao do kit de extragao.

Guarde os acidos nucleicos purificados a +2/+8 °C se forem usados no mesmo dia em que foram extraidos ou a
uma temperatura inferior a -20 °C para um armazenamento a longo prazo.

NOTE

Para processar amostras de fezes clarificadas com o Sistema ELITe GALAXY com a versao do software
1.3.1 (ou versdes mais recentes equivalentes), utilize o protocolo de extragdo xNA Extraction (Universal),
que utiliza 300 yL de amostra e elui o extrato em 100 pL (a eluigéo é feita normalmente em 110 uL, dos quais
100 yL séo recuperados).Apéds transferéncia para o tubo secundario, carregue as amostras clarificadas no
ELITe GALAXY. E sempre necessario um volume minimo de 400-650 pL, dependendo da classe do tubo usa-
do, para cada amostra. Adicione 2,5 uL / amostra de CPE - Internal Control e 7,5 pL / amostra de agua de
grau de biologia molecular na solugao de IC + Transportador conforme indicado no manual do kit de extra-
¢ao. Para o procedimento de extracao, consulte o manual de instrugdes de utilizagdo do kit de extragao.

Guarde os acidos nucleicos purificados a +2/+8 °C se forem usados no mesmo dia em que foram extraidos ou a
uma temperatura inferior a -20 °C para um armazenamento a longo prazo.

NOTE

Para processar amostras de fezes clarificadas comNucliSENS® easyMAG®, transfira 20 yL de cada uma das
fezes clarificadas para o recipiente de amostras descartavel NucliSENS easyMAG (8 amostras por recipiente
e até trés recipientes por execugao) conforme estabelecido na lista de trabalho dos instrumentos.

Configure um pedido de extragdo no sistema «NucliSENS easyMAG» conforme se segue:
* Matriz = fezes;

* Protocolo = Genérico 2.0.1;

* Volume (mL) = 0,02 mL;

* Eluigéo (uL) =110 pL;

* Tipo = Primario.

Crie uma nova execucgéo de extracdo que tenha um nome de ficheiro univoco e reconhecivel (por exemplo,
"Ano-Més-Dia-Extracdo01"), e depois adicione cuidadosamente os pedidos de extragdo a execugédo na ordem
pela qual foram colocados no descartavel e, em seguida, comece o processo de lise de 10 minutos.

Durante o processo de lise de 10® minutos, prepare a suspensao de silica magnética para 8 amostras
misturando 550 pL de NucliSENS™ easyMAG™ Magnetic Silica, 545 pL de agua de grau de biologia
molecular e 5 pL de Internal Control de C. difficile. Para cada amostra, use o pipetador BioHit ou um
pipetador manual para distribuir 125 yL de suspensédo de silica magnética para a tira NucliSENS easyMAG
Strip para pré-mistura. Utilize o pipetador BioHit para transferir 100 yL de suspenséo de silica magnética para
cada amostra no recipiente de amostras descartavel de 8 pogos, misturando bem para cima e para baixo com
uma pipeta e, em seguida, dé inicio ao procedimento de extragdo automatizado. Apos a conclusdo do
processo, remova os acidos nucleicos isolados do descartavel de 30 minutos apds a conclusao da extragcao
para evitar a contaminagao das amostras com a silica magnética.

13.2 Substancias interferentes

N&o foi demonstrado que a presenga de sangue humano, munica, gorduras fecais, medicamentos de venda livre
e com receita médica interfiram na detegao de C. difficile toxigénico pelo C. difficile ELITe MGB® Kit usado em
associagdo com NucliSENS® easyMAG®.
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Table 38

Substancias potencialmente interferentes Principio ativo Interfere?

Antifingico / antipruritico vaginal Nistatina Nao

Cremes / pomadas / supositorios Hidrocortisona, 1% Nao

Cremes/pomadas anti-hemorroidas Fenilefrina, 0,25% Nao

Antiacidos Carbonato de calcio Nao

Enema Oleo mineral Nao

Lubrificante espermicida Nonoxynol 9 Nao

Medicamentos anti-diarreicos Cloridrato de Loperamida Nao

Medicamentos anti-diarreicos Subsalicilato de bismuto Nao

Laxantes Senosidos Nao

Metronidazol (oral) Nao

Ciprofloxacina (oral) Nao

Antibidticos (orais ou injetaveis) Azitromicina (oral) Nao

Vancomicina (oral) Nao

Zosyn (injetavel) Nao

Anti-inflamatério ndo esteroide Naproxeno de sodio Nao

Anti-inflamatério esteroide Prednisona Néo

Toalhetes humedecidos Cloreto de benzalcénio 0,40% Nao

Toalhetes humedecidos Alcool isopropilico, 70% Nao

Gordura fecal (acido palmitico) Acido palmitico Nao

Gordura fecal (acido estearico) Acido estearico Néo

Sangue Glicose, hormonas, enzimas, ides, ferro, etc. Nao

Muco Imunoglobulinas, lisozimas, polimeros, etc Nao

Nao existem dados disponiveis relativos a uma inibicdo causada por outros farmacos antivirais, antibioticos,
quimioterapéuticos ou imunossupressores.

Uma elevada quantidade de ADN gendmico humano no ADN extraido da amostra pode inibir a reagcédo de
amplificagao.
13.3 Controlos de amplificagao

E obrigatério validar cada sessdo de amplificacdo com uma reacdo de controlo negativo e uma reacdo de
controlo positivo.

Para o Negative Control, utilize agua de qualidade para biologia molecular (n&o fornecida).

Para o positive control, utilize «C. difficile - ELITe Positive Control» ref. M800373 (n&o fornecido).
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13.4 Controlos da qualidade

Recomenda-se a validagdo de todo o procedimento de analise de cada sessdo de extragao e amplificagao,
através do processamento de uma amostra que testou negativo e uma amostra que testou positivo ou um
material de referéncia calibrado.

14 PROCEDIMENTO NOUTROS SISTEMAS

Definicdo da sessao de amplificagao em tempo real

(Para realizar na area de amplificagcao/detecéo de produtos de amplificagdo)

Antes de iniciar a sessdo, siga as recomendacdes do fabricante fornecidas na documentacéo do instrumento e:

» ligue o computador, ligue o ciclo térmico em tempo real, execute o software dedicado, abra uma sessao de
“quantificacao absoluta";

» quando for usado o instrumento Applied Biosystem® 7500 Fast Dx Real-Time PCR ou o sistema Applied
Biosystem® 7500 Fast Real-Time PCR, selecione o “Run mode: Fast 75007;

« quando for usado o Applied Biosystem® 7500 Real-Time PCR System “Run mode: Standard 7500” (Modo de
execucgdo: standard 7500) é selecionado automaticamente;

» crie um novo “detector” (detetor) ou defina um detetor apropriado no menu Ferramentas, selecionando o
Gestor de Detetores:

» defina o "detector” (detetor) para a sonda do gene da toxina A com o “reporter” (reportador) = "VIC" (AP525
€ semelhante ao VIC) e o "quencher” (inativador) = “none” (nenhum) (n&o fluorescente)" e dé-lhe o nome
“Toxin A” (toxina A);

» defina o "detector” (detetor) para a sonda do gene da toxina B com o “reporter” (reportador) = "FAM", o
"quencher” (inativador) = “none” (nenhum) (n&o fluorescente)" e dé-lhe o nome “Toxin B” (toxina B);

» defina o “detetor” para a sonda de controlo interno com o "reportador" = "CY5" (AP642 é semelhante ao
Cy5), o "inativador" = "nenhum" (n&o fluorescente) e designe-o de “IC”;

* va ao menu “Ver”, selecione o inspetor de pogos e, para cada pogo em utilizagdo na microplaca, defina
(Inspetor de pogos) o "detetor” (tipo de fluorescéncia a ser medida), a "referéncia passiva" = "ROX" (AP593 é
semelhante ao ROX, normalizacdo da fluorescéncia medida) e o tipo de reagéo (amostra, negative control da
amplificacdo, positive control da amplificagdo).Adicione esta informacgédo a Ficha de trabalho anexada no final
deste manual ou imprima a preparagao da microplaca. A Ficha de trabalho deve ser atentamente seguida
durante a transferéncia da mistura de reagao e das amostras para os furos.

Consulte abaixo um exemplo da forma como a analise qualitativa das 12 amostras pode ser organizada.
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Legenda: S1 - S12: Amostras a serem analisadas; NC: negative control da amplificacdo; PC: positive control da
amplificagéo.

Consultando a documentacado do instrumento, defina no software dedicado (Instrumento > Protocolo de ciclo
térmico > Perfil térmico) os parametros do ciclo térmico:
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» adicione a etapa de amplificagdo (Adicionar passo) um passo de extensdo a 72 °C,

A aquisigao de fluorescéncia (Instrumento > Protocolo do ciclo térmico > Definigdes > Recolha de dados) deve
ser definida durante o passo de hibridizagédo a 56 °C.

* modifique o tempo como indicado na tabela "Ciclo térmico” abaixo,
» defina o numero de ciclos para 45,
» defina o volume de reagao para 30 uL,

» opcional: adicione a fase de dissociagao (Adicionar fase de dissociagao) e defina a temperatura de 40 °C a 80
°C.

Table 39
Parametros da ciclagem térmica
Fase Temperaturas Tempo
Descontaminacgéo 50 °C 2 min.
Desnaturagao inicial 93 °C 2 min.
93°C 10 seg.
Amplificagao e detegdo (45 ciclos) 56 °C (recolha de dados) 30 seg.
72°C 15 seg.
95°C 15 seq.
40 °C 1 min.
Dissociagao (opcional)
80 °C 15 seg.
60 °C 15 seg.

Preparagao da amplificagao
(A ser realizado na area de extragao/preparagao da reagao de amplificagao)
Antes de iniciar a sess&o, é necessario:

* descongele os tubos que contém as amostras processadas a serem analisadas. Misture suavemente,
centrifugue o conteudo durante 5 segundos e mantenha em gelo,

» descongele os tubos da C. difficile PCR Mix necessarios para a sessido, sem esquecer que cada tubo é
suficiente para a preparacao de 25 reago6es. Misture suavemente, centrifugue o conteido durante 5 segundos
e mantenha em gelo durante um maximo de quatro horas,

» descongele um tubo de C. difficile Positive Control (ndo fornecido). Misture suavemente, centrifugue o
conteudo durante 5 segundos e mantenha em gelo durante um maximo de quatro horas,

* pegue na microplaca da amplificagao que sera usada durante a sessao, tendo cuidado para manusear a
mesma com luvas sem po e para nao danificar os furos.

1. Distribua exatamente 20 pL de C. difficile PCR Mix para o fundo dos pogos da microplaca da
amplificagao, como previamente estabelecido na Ficha de trabalho. Evite a criagdo de bolhas.

Se ndo usar a totalidade da mistura de reagéo, guarde o volume restante num local escuro e a -20 °C durante
um periodo maximo de um més. Congele e descongele a mistura de reagdo um maximo de cinco vezes.
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2. Adicione a mistura de reac¢do 10 pL da primeira amostra processada no pogo designado, conforme
anteriormente estabelecido na Ficha de trabalho. Proceda da mesma forma para as outras amostras
extraidas.

3. Adicione 10 yL a mistura de reagao de agua de qualidade para biologia molecular (ndo fornecida) no
poco de negative control, conforme anteriormente estabelecido na Ficha de trabalho.

4. Adicione a mistura de reacao 10 pL de C. difficile Positive Control no pogo designado, conforme
anteriormente estabelecido na Ficha de trabalho.

Vede com precisdo a microplaca da amplificagao com recurso a folha adesiva da amplificagao.

Se estiver disponivel uma centrifuga com adaptador de placa, rode a microplaca de amplificagao para
retirar a mistura de reagao situada no fundo dos pocos.

7. Transfira a microplaca da amplificagao para o termociclador em tempo real na area de amplificagao/
/detecéo de produtos de amplificagao e inicie o ciclo térmico para a amplificagdo. Guarde a configuracdo da
sessao com um nome de ficheiro univoco e reconhecivel (por exemplo, "ano-més-dia-C.difficile -EGSpA").

A figura seguinte ilustra a preparagéo da reacao de amplificagao.
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Adicione 20 pL de PCR Mix a cada pogo
Adicione 10 pL de ADN extraido
Adicione 10 uL de Negative Control

b=

Adicione 10 pL de Positive Control

se a preparagao da reagao de amplificagao for realizada com o instrumento ELITe GALAXY, carregue a micro-
placa de eluicdo, a mistura de Q-PCR e a microplaca de amplificagao tal como indicado no manual do utilizador
do instrumento e seguindo os passos exigidos pela GUI.
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No final do ciclo térmico, a microplaca da amplificagao com os produtos de reagdo devem ser removidos do
instrumento e descartados sem produzir contaminagdes ambientais. Para evitar derramar os produtos de rea-
cao, a folha adesiva é6tica de selagem nao deve ser removida da microplaca da amplificagao.

Analise qualitativa dos resultados

Os valores registados da fluorescéncia emitida durante as reagdes de amplificagdo pela sonda do gene da toxina
A (detetor VIC “Toxin A” (Toxina A), pela sonda do gene da toxina B (detetor FAM "Toxin B” (Toxina B)) e pela
sonda do controlo interno (detetor CY5 "IC”) a serem analisados pelo software do instrumento.

Antes de iniciar a andlise, siga as recomendagdes do fabricante fornecidas na documentagéo do instrumento e:

» defina (Resultados > Tragado de amplificagdo > delta Rn vs. Ciclo) as Definicdes da analise para todos os
detetores para Base de referéncia automatica e Ct manual, com o Limiar definido para 0,05. Prima o botéo
Analisar e guarde os resultados.

Os valores de fluorescéncia emitidos pelas sondas especificas na reagcdo de amplificagédo e o valor do Limiar de
fluorescéncia permitem determinar o Ciclo do limiar (Ct). A Ct é o ciclo quando a fluorescéncia atinge o valor do
Limiar e é proporcional a quantidade do alvo inicial.

Na reagcdo de amplificagdo do Positive Control, os valores de Ct dos detetores da Toxina A e Toxina B
(Resultados 0O Relatério) sdo usados para validar a amplificagédo e a dete¢do, como descrito na tabela seguinte:

Table 40
Detetor de reacao ;’e('?g:iirt\i;i ():ontrol VIC "Toxin Resultado do ensaio Amplificagio/detegio
Ct<35 POSITIVO CORRETO
Table 41
Detetor de reagao g’? Frz?(iitri‘\;eBc;ontrol FAM "Toxin Resultado do ensaio Amplificagio/detegio
Ct<35 POSITIVO CORRETO

Se o resultado da reacéo de amplificacédo dos Positive Control for Ct = 35 ou Ct indeterminada para os detetores
de Toxina A ou Toxina B, o ADN do alvo nao foi corretamente detetado. Isto significa que ocorreram problemas
durante o passo de amplificagdo ou detecao (distribui¢cdo incorreta da mistura de reagéo ou do positive control,
degradagado da mistura de reacdo ou do positive control, definicdo incorreta da posigdo do positive control,
definicdo incorreta do ciclo térmico) que podem originar resultados incorretos. A execugéao inteira € invalida e
precisa de ser repetida a partir do passo de amplificagéo.

Na reacdo de amplificacdo de Negative Control, os valores de Ct da Toxina A, Toxina B e dos detetores CI
(Resultados 0O Relatério) sdo usados para validar a amplificagéo e a detegdo como descrito na tabela seguinte:

Table 42
Detetor de reagao de negative control VIC "Toxin . . = =
¢ A” (To?(ina A) Resultado do ensaio Amplificagdo/detecao
CT indeterminada ou Ct = 40 NEGATIVO CORRETO
Table 43
Detetor de reagao de negative control FAM Resultado do ensaio Amplificagao/detegiao

"Toxin B” (Toxina B)

CT indeterminada ou Ct 2 40 NEGATIVO CORRETO
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Table 44

Detetor de reagio de Negative Control Cy5 "IC” Resultado do ensaio Amplificagao/detegao

CT indeterminada ou Ct 2 34 NEGATIVO CORRETO

Se o resultado da amplificagdo do Negative Control for Ct < 40, para detetores da Toxina A ou da Toxina B e Ct
< 34 para o detetor de Cl, o ADN do alvo foi incorretamente detetado. Isto significa que ocorreram problemas
durante o passo de amplificagdo (contaminagao), que podem originar resultados falsos positivos. A sessao ndo é
valida e precisa ser repetida a partir do passo de amplificagéo.

Em cada reagao de amplificagdo da amostra, os valores da Ct dos detetores de Toxina A ou de Toxina B sao
usados para determinar o ADN do alvo, enquanto o valor de Ct do Controlo Interno é usado para validar a
extragao, amplificagdo e detecao.

Verifigue com o software do instrumento (Resultados a Lote de amplificacao a delta Rn vs Ciclo) que o Ct foi
determinado por um aumento subito e regular da fluorescéncia e ndo por picos ou um aumento do fundo (fun-
do irregular ou alto).

Os valores da Ct das reagbes de amplificacdo de cada amostra (Resultados a Relatério) sdo usados como
descrito na tabela seguinte:

Table 45
Reacgao da amostra Resultado do ensaio
Detetc(b_rl'_(\)l):ﬁ1 a‘[:)xln A Deteto(n:r I;,:ma 1L;3xm B Detetor Cy5 "IC”

Ct<34 Negativo

Indeterminado ou Ct = 40 Indeterminado ou Ct = 40
Indeterminado ou Ct = 34 Invalido
Determinado, Ct <40 Indeterminado ou Ct = 40 Nao aplicavel Positivo
Indeterminado ou Ct =40 Determinado, Ct <40 N&o aplicavel Positivo
Determinado, Ct <40 Determinado, Ct <40 N&o aplicavel Positivo

Table 46

Resultado do ensaio

Interpretagao do resultado

Nao foi detetado ADN do gene da toxina A ou do gene da toxina B de C.

difficile na amostra.

Negati . e o = .
egativo A amostra é negativa para C. difficile toxigénico ou a sua concentragdo esta
abaixo do limite de deteg&o do ensaio.
Invalid Resultado do ensaio invalido. Repita a execucéo da extragdo da mesma
nvaiido amostra ou realize uma nova extragéo a partir de uma nova amostra.
Foi detetado ADN do gene da toxina A ou do gene da toxina B de C. difficile
Positivo na amostra.

A amostra é positiva para C. difficile e pode ser toxigénica.

A presenca de ambos os marcadores (gene da Toxina A ou gene da toxina B) ou de ambos os marcadores é
indicativa de C. difficile toxigénico.
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Se o resultado da reagdo de amplificagdo da amostra for Ct indeterminado ou Ct 2 40 para os detetores da
Toxina A e Toxina B e Ct indeterminado ou Ct 2 34 para o detetor Cl, isto significa que foi impossivel detetar
eficientemente os alvos e o ADN do controlo interno. Neste caso, ocorreram problemas durante o passo de
amplificacdo (amplificagédo ineficiente ou inexistente) ou durante o passo de extragdo (degradagdo do ADN,
perda de ADN durante a extragdo ou a transferéncia de inibidores no ADN extraido) que podem originar
resultados incorretos e falsos negativos. Neste caso, a amostra ndo é adequada, a execugao é invalida e precisa
de ser repetida, comegando pela extragdo da amostra ou de uma nova amostra do mesmo paciente.

Se o resultado da amplificagdo da amostra for Ct indeterminado ou Ct 2 40 para os detetores de Toxina A ou
Toxina B e Ct < 34 para o detetor ClI, isto significa que o ADN de C. difficile ndo foi detetado na amostra
processada. Presume-se que a amostra seja negativa. No entanto, o numero de organismos na amostra esta
abaixo do limite de deteg¢ao do produto (consulte Caracteristicas de desempenho). Neste caso, o resultado podia
ser um falso negativo.

Quando é detetado ADN da Toxina A e/ou da Toxina B numa amostra, o detetor Cl pode ser Ct indeterminado
ou Ct 2 34. Com efeito, a elevada eficiéncia da amplificacdo de ADN do gene da toxina A e da toxina B pode
competir com a baixa eficiéncia da amplificagdo do controlo interno. Neste caso, a amostra € adequada e o re-
sultado positivo do ensaio é valido.

15 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO COM OUTROS
SISTEMAS

15.1 Desempenhos clinicos

As carateristicas de desempenho do C. difficile ELITe MGB Kit usado em associagdo com amostras de fezes e
o sistema ELITe STAR foram determinadas pela analise de um painel de amostras clinicas previamente testadas
com o teste de cultura de citotoxicidade de C. difficile como método de referéncia. Foram testadas 82 amostras
fecais, 30 positivas e 52 negativas. Cada amostra foi usada para a realizagdo de todo o procedimento de analise,
extragao e amplificacao, por produtos ELITechGroup S.p.A.

Table 47
Método de referéncia
C. difficile ELITe MGB Kit Tx & dificile TxNi'g‘;'Z;ﬁz”e Total
C. difficile toxigénico positivo 29 4 33
C. difficile toxigénico negativo 1 48 49
Total da amostra valido para analise 30 52 82
Sensibilidade de diagnéstico (percentagem de concordancia positiva) 97% -
Especificidade de diagndstico (percentagem de concordancia i 92%
negativa)

Em comparagdo com o método de referéncia, o C. difficile ELITe MGB Kit identificou 97% de amostras
positivas para C. difficile toxigénico e 92% de amostras negativas. O ensaio ndo confirmou amostra positiva que
apresentou resultado positivo no teste de cultura. O ensaio identificou 4 amostras positivas que foram negativas
no teste de cultura. A andlise da curva de dissociagdo confirmou que 4 amostras sao positivos verdadeiros para
C. difficile toxigénico.

A resolugao de resultados discrepantes foi realizada por um teste molecular independente (sistema Xpert® C.
difficile, Cepheid).O resultado final € comunicado na tabela seguinte.
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Table 48
Métodos de referéncia
C. difficile ELITe MGB Kit Tx C. difficile TXN‘:;;';fif';g"'e Total
C. difficile toxigénico positivo 33 0 33
C. difficile toxigénico negativo 0 49 49
Total da amostra valido para analise 33 49 82
Sensibilidade de diagnéstico (percentagem de concordancia positiva) 100% -
Especificidade de diagnostico (percentagem de concordancia ) 100%
negativa)

As carateristicas de desempenho do C. difficile ELITe MGB Kit usado em associacdo com amostras de fezes e
o sistema ELITe GALAXY foram determinadas pela analise de um painel de amostras clinicas previamente
testadas com o teste de cultura de citotoxicidade como método de referéncia. Foram testadas 82 amostras
fecais de C. difficile, 30 positivas e 52 negativas. Cada amostra foi usada para a realizagdo de todo o
procedimento de analise, extragdo e amplificagéo, por produtos ELITechGroup S.p.A.

Table 49
Método de referéncia
C. difficile ELITe MGB Kit TxC. difficile TxNiéz';';f’;‘;”e Total
C. difficile toxigénico positivo 28 4 32
C. difficile toxigénico negativo 2 48 50
Total da amostra valido para analise 30 52 82
Sensibilidade de diagnéstico (percentagem de concordancia positiva) 93% -
Especificidade de diagndstico (percentagem de concordancia
negativa) ) 92%

Em comparagdo com o método de referéncia, o C. difficile ELITe MGB Kit identificou 93% de amostras
positivas para C. difficile toxigénico e 92% de amostras negativas. O ensaio n&o confirmou 2 amostras positivas
que apresentou resultado positivo no teste de cultura. O ensaio identificou 4 amostras positivas que foram
negativas no teste de cultura. A analise da curva de dissociagdo confirmou que 4 amostras sdo positivos
verdadeiros para C. difficile toxigénico.

A resolugéo de resultados discrepantes foi realizada por um teste molecular independente (sistema Xpert® C.

difficile, Cepheid). Os resultados finais sdo comunicados na tabela seguinte.

Table 50
Métodos de referéncia
e . Tx C. difficile Tx C. difficile
C. difficile ELITe MGB Kit Positivo Negativo Total
C. difficile toxigénico positivo 32 0 32
C. difficile toxigénico negativo 1 49 50
Total da amostra valido para analise 33 49 82
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Métodos de referéncia

C. difficile ELITe MGB Kit

Tx C. difficile
Positivo

Tx C. difficile
Negativo

Total

Sensibilidade de diagnéstico (percentagem de concordancia positiva)

100%

Especificidade de diagndstico (percentagem de concordéancia
negativa)

100%

As carateristicas de desempenho do C. difficile ELITe MGB Kit foram determinadas por um estudo de
investigagcao prospetiva comparando os resultados obtidos com o C. difficile ELITe MGB Kitutilizado em
associagdo com NucliSENS® easyMAG® (BioMeriéux) e o instrumento 7500 Fast Dx Real-Time PCR (Applied
Biosystems) com um teste de cultura de citotoxicidade como método de referéncia.

Um total de 100 amostras fecais positivas e negativas de C. difficile, que foram avaliadas pelo teste de cultura,
foram entdo testadas com o C. difficile ELITe MGB Kit. Em comparagdo com o método de referéncia, o C.
difficile ELITe MGB Kit identificou 100% de amostras positivas para C. difficile toxigénico e 86% de amostras
negativas.

Table 51
Método de referéncia

C. difficile ELITe MGB Kit Tx & difficile TxNi'g‘;'z?zﬁ"'e Total

C. difficile toxigénico positivo 50 7 57

C. difficile toxigénico negativo 0 43 43

Total da amostra valido para analise 50 50 100

Sensibilidade de diagndstico (percentagem de concordancia positiva) 100% -
Especificidade de diagndstico (percentagem de concordancia i 86%
negativa)

Em comparagdo com o método de referéncia, o C. difficile ELITe MGB Kit identificou 100% de amostras
positivas para C. difficile toxigénico e 86% de amostras negativas. O ensaio identificou 7 amostras positivas que
foram negativas no teste de cultura.

Os testes de anadlise discrepantes foram realizados por PCR utilizando primers especificos para o gene da toxina
B, mas nao relacionados com os do C. difficile ELITe MGB Kit. Os resultados finais sdo comunicados na tabela

seguinte.

Table 52
Métodos de referéncia
C. difficile ELITe MGB Kit TG difficile | D eaatva | Tota
C. difficile toxigénico positivo 50 5 55
C. difficile toxigénico negativo 0 45 45
Total da amostra valido para analise 50 50 100
Sensibilidade de diagndstico (percentagem de concordancia positiva) 100% -
Especificidade de diagndstico (p_ercentagem de concordancia i 90%
negativa)
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15.2 Desempenhos nao clinicos

15.2.1 Limite de detecao

O LdD do C. difficile ELITe MGB Kit foi calculado pela anadlise estatistica de regresséo de Probit. O LdD para
cada estirpe foi calculado como concentragdo a qual a probabilidade de um resultado positivo é de 95%.

O LdD do C. difficile ELITe MGB Kit usado em associacdo com amostras de fezes clarificadas e o sistema
ELITe STAR foi determinado usando duas estirpes de C. difficile toxigénico.

Os materiais de referéncia contendo C. difficile 027 ou C. difficile 017 (Qnostics Ltd, Reino Unido) foram diluidos
em fezes clarificadas negativas. Foram testadas diluigdes multiplas num intervalo de 1000 CFU/mL a 1 CFU/mL,
realizando todo o procedimento de analise, extragao e amplificacao, pelos produtos ELITechGroup S.p.A.

Os valores do LdD como CFU/mL sao indicados abaixo.

Table 53 Limite de detecao para amostras de fezes clarificadas e o sistema ELITe STAR

Estirpe CFU/mL
C. difficile 027, toxina A+B+, toxinotipo Ill 187
C. difficile 017, toxina A-B+, toxinotipo VIII 278

O LdD do C. difficile ELITe MGB Kit usado em associacdo com amostras de fezes clarificadas e o sistema
ELITe GALAXY foi determinado usando duas estirpes de C. difficile toxigénico.

Os materiais de referéncia contendo C. difficile 027 ou C. difficile 017 (Qnostics Ltd, Reino Unido) foram diluidos
em fezes clarificadas negativas. Foram testadas diluigdes multiplas num intervalo de 178 CFU/mL a 1,78 CFU/
/mL, realizando todo o procedimento de analise, extragéo, configuragdo de PCR e amplificagéo, pelos produtos
ELITechGroup S.p.A.

O LdD como valores de CFU/mL é indicado abaixo.

Table 54 Limite de detecao para amostras de fezes clarificadas e o sistema ELITe GALAXY

Estirpe CFU/mL
C. difficile 027, toxina A+B+, toxinotipo Il 88
C. difficile 017, toxina A-B+, toxinotipo VIII 84

O LdD do C. difficile ELITe MGB Kit usado em associagdo com amostras de fezes clarificadas e o sistema
NucliSENS® easyMAG® foi determinado usando duas estirpes de C. difficile toxigénico.

Culturas frescas da estirpe VPI 10463 de C. difficile e da estirpe 4118 foram quantificadas e diluidas em fezes
clarificadas negativas. Multiplas diluicdes foram testadas através da realizacdo de todo o procedimento de
analise, extragao e amplificagao, por produtos BioMeriéux e ELITechGroup S.p.A..

Apds a determinacdo, o LdD para cada estirpe foi entdo verificado testando 20 réplicas a concentragido
declarada. O LdD como valores de CFU/mL ¢é indicado abaixo.

Table 55 Limite de dete¢cao para amostras de fezes clarificadas e o sistema NucliSENS®
easyMAG®

Estirpe CFU/mL
ATCC 43255, estirpe VPI 10463, toxinotipo 0 1,121
ATCC BAA-1870, estirpe 4118, toxinotipo IlI 3,750
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15.2.2 Sensibilidade analitica: capacidade de reprodugdao com material de referéncia
calibrado

A reprodutibilidade dos resultados do ensaio comparada com os resultados obtidos com recurso a outros
ensaios em diferentes laboratérios, foi verificada testando um painel de proficiéncia.

Foi realizado um teste usando como material de referéncia o painel QCMD 2012 C. difficile DNA EQA Panel
(Qnostics Ltd, Reino Unido). Cada amostra foi testada através da realizagado da extragdo com o sistema ELITe
STAR e a amplificagdo usando produtos ELITechGroup S.p.A.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte.

Table 56 Testes com painel de proficiéncia e sistema ELITe STAR

Amostra tipo CFU/mL Resultado
CD12-01 C. difficile 027 4,6 x 1074 POS
CD12-02 C. sordellii - NEG
CD12-03 C. difficile 027 4,6 x 103 POS
CD12-04 C. difficile 027 4,6 x 1075 POS
CD12-05 C. difficile 027 4,6 x 105 POS
CD12-06 Negativo - NEG
CD12-07 C. difficile 027 4,6 x 106 POS
CD12-08 C. difficile 017 8x 10”6 POS
CD12-09 C. difficile 017 8x10M POS
CD12-10 C. difficile 017 8x 10”5 POS

Todas as amostras foram detetadas corretamente

Foi realizado um teste adicional usando como material de referéncia o painel QCMD 2012 C. difficile DNA EQA
Panel (Qnostics Ltd, Reino Unido). Cada amostra foi testada através da realizacdo da extragédo e configuragao
do PCR com o sistema ELITe GALAXY e a amplificagdo usando produtos ELITechGroup S.p.A.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte

Table 57 Testes com painel de proficiéncia e sistema ELITe GALAXY

Amostra tipo CFU/mL Resultado
CD12-01 C. difficile 027 4,6 x 1074 POS
CD12-02 C. sordellii - NEG
CD12-03 C. difficile 027 4,6 x 1073 POS
CD12-04 C. difficile 027 4,6 x 1075 POS
CD12-05 C. difficile 027 4,6 x 1075 POS
CD12-06 Negativo - NEG
CD12-07 C. difficile 027 4,6 x 106 POS
CD12-08 C. difficile 017 8 x 10%6 POS
CD12-09 C. difficile 017 8 x 1074 POS
CD12-10 C. difficile 017 8 x 1075 POS
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Todas as amostras foram detetadas corretamente.

Foi realizado o ultimo teste usando como material de referéncia o painel QCMD 2013 C. difficile DNA EQA Panel
(Qnostics Ltd, Reino Unido). Cada amostra foi testada através da realizagdo da extracdo pelo NucliSENS®
easyMAG® e a amplificagao usando produtos ELITechGroup S.p.A.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte

Table 58 Testes com materiais de referéncia calibrados e NucliSENS® easyMAG®

Amostra tipo CFU/mL Pos./ Rep. Resultado
CD13-01 C. difficile 027 4,6 x 1075 2/2 POS
CD13-02 C. difficile 017 8 x 106 2/2 POS
CD13-03 Negativo - 0/2 NEG
CD13-04 C. difficile 027 4,6 x 10M 2/2 POS
CD13-05 C. difficile 027 4,6 x 1076 2/2 POS
CD13-06 C. difficile 017 8 x 10"5 2/2 POS
CD13-07 C. difficile 027 4,6 x 103 2/2 POS
CD13-08 C. sordellii 2,1x 1075 0/2 NEG
CD13-09 C. difficile 027 4,6 x 1075 2/2 POS
CD13-10 C. difficile 017 8 x 10M4 2/2 POS

Todas as amostras foram detetadas corretamente.

15.2.3 Eficiéncia de deteg¢ao do genétipo (inclusividade)

Os desempenhos do C. difficile ELITe MGB Kitidentificaram corretamente 30 isolados de C. difficile toxigénico
representativos da diversidade genética global, incluindo sete toxinétipos diferentes (0, 111, V, VIII, X, Xl e XXIll), e
treze ribotipos PCR diferentes (001, 002, 010, 012, 014, 017, 020, 027, 036, 056, 087, 110 e 154). Todas as
estirpes foram obtidas e quantificadas pela ATCC, US, a excegéao da estirpe C. difficile CCUG 8864 (toxinotipo X,
A-/B+, gentilmente cedida pela Thermo-Fisher Diagnostics). Todas as estirpes testadas foram adicionadas as
fezes clarificadas negativas perto do limite de detecdo e testadas com C. difficile ELITe MGB Kit em associacéo
com o sistema NucliSENS® easyMAG®. Todas as estirpes testadas foram positivas.

Table 59
ATCC Estirpe Isolado Toxiga Al 'I;i;oxc:ndae Rilt;gtli?po
9689 90556-M6S (estirpe tipo) A+B+ 0 001
17857 870, N4 Desconhecido A+B+ 0 001
43255 VPI 10463 Ferida abdominal A+B+ 0 087
43594 W1194 Fezes humanas, Bélgica A+B+ 0 005
43596 545 Fezes humanas, Bélgica A+B+ 0 012
43597 Desconhecido Fezes humanas, Bélgica A+B+ 0 014
43598 1470 (F) Fezes humanas, Bélgica A-B+ VI 017
43599 2022 Fezes humanas, Bélgica A+B+ 0 001
43600 2149 Fezes humanas, Bélgica A+B+ 0 014
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Table 59 (continued)
ATCC Estirpe Isolado Toxiga Al -I:rx‘?ndae Riggt;po
51695 BDMS 18 AN Desconhecido A+B+ 0 001
700792 14797-2 Michigan, fezes de mulher, 1977 A+B+ 0 005
BAA-1382 630 Isolado clinico, Suica, 1982 A+B+ 0 012
BAA-1803 Desconhecido Isolado clinico Quest A+B+ llle 027
BAA-1804 Desconhecido Isolado clinico Quest A+B+ 0 053
BAA-1805 Desconhecido Isolado clinico Quest A+B+ b 027
BAA-1806 Desconhecido Isolado clinico Quest A+B+ 0 220
BAA-1808 Desconhecido Isolado clinico Quest A+B+ 0 020
BAA-1811 Desconhecido Isolado clinico Quest A+B+ 0 057
BAA-1812 Desconhecido Isolado clinico Quest A+B+ Xl 024
BAA-1813 Desconhecido Isolado clinico Quest A+B+ 0 002
BAA-1814 Desconhecido Isolado clinico Quest A+B+ XX 251
BAAIBT0 | 4118 Piperviralenta NAP/BI0ZT) - AvB* il 027
BAA-1871 4111 Humanas, Nova Jérsei A+B+ 0 001
BAA-1872 4206 Humanas, Maine A+B+ 0 207
BAA-1873 5283 Humanas, Nova lorque A+B+ 0 053
BAA-1874 4205 Humanas, Oregon A+B+ 0 002
BAA-1875 5325 Humanas, Georgia A+B+ Vv 078
BAA-2155 LBM 0801058 Fezes humanas, Albuquerque, NM, EUA A+B+ XXII 251
BAA-2156 LBM 0801040 ggéis humanas, Cambridge, Reino Unido A+B+ 0 118
- CCUG 8864 Prof. M. Delmee, C. U. Louvain, Bruxelas A-B+ X 036
15.2.4 Reatividade cruzada e interferéncia

A especificidade analitica do C. difficile ELITe MGB Kit foi avaliada quanto a reatividade cruzada através do
teste de C. difficile nao toxigénico, espécie filogeneticamente relacionada com C. difficile, e outros
microrganismos patogénicos, normalmente presentes na microflora gastrointestinal normal. As espécies
testadas foram microrganismos bacterianos e fungos (testados em concentragdes de 1x106 CFU quando
possivel), parasitas virais e intracelulares (testados em concentragbes de 1x105 PFU ou IFU). Também foi
testado o ADN gendmico humano (em 1x106 células). Todos os organismos (130) testados, utilizando o C.
difficile ELITe MGB Kit em associagdo com o sistema NucliSENS® easyMAG® nio resultaram em reatividade
cruzada, a excegao de Clostridium nexile, que produziu reagéo cruzada com a reagdo de amplificagcdo do gene
da toxina B.

C. nexile foi observado em aproximadamente 3% das amostras clinicas testadas. C. nexile ndo expressa a
Toxina B, mas ha homologia de sequéncia suficiente para produzir um sinal no ensaio. A especificidade analitica
geral foi de 99% (129/130).
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A especificidade analitica do C. difficile ELITe MGB Kit também foi avaliada quanto a interferéncia microbiana,
testando as mesmas espécies usadas para reatividade cruzada. Os microrganismos foram testados como
descrito acima em testes de reatividade cruzada, mas também refor¢gados individualmente com cada uma das
duas diferentes estirpes de C. difficile toxigénico (ATCC 43255, estirpe VPI 10463, Toxinotipo 0 ou ATCC BAA-
-1870, estirpe 4118, Toxinotipo Ill) perto do limite de detecdo. Todos os organismos testados utilizando o C.
difficile ELITe MGB Kit em associagdo com o sistema NucliSENS® easyMAG® nao resultaram em interferéncia
microbiana.

Table 60
Géneros e espécies Ref. Fornecedor Quantidade Interfere?
Abiotrophia defectiva 49176 ATCC 1x10° Néo
Acinetobacter baumannii 19606 ATCC 1x10° Nao
Acinetobacter Iwoffii 15309 ATCC 1x10° N&o
Aeromonas hydrophila 7966 ATCC 1x10° Nzo
Alcaligenes faecalis subsp. faecalis 15554 ATCC 1x10° Nao
Anaerococcus tetradius 35098 ATCC 1x10° Nao
Bacillus cereus 13472 ATCC 1x10° Nao
Bacteroides caccae 43185 ATCC 1x10° Nao
Bacteroides merdae 43184 ATCC 1x10° Nao
Bacteroides stercoris 43183 ATCC 1x10° Nao
Bifidobacterium adolescentis 15703 ATCC 1x10° Nao
Bifidobacterium longum 15707 ATCC 1x10° Nao
Campylobacter coli BAA-370 ATCC 1x10° Néo
Campylobacter jejuni subsp. jejuni 33292 ATCC 1x10° Nao
Candida albicans 10231 ATCC 1x10° Nao
Cedecea davisae 33431 ATCC 1x10° Nao
Chlamyadia trachomatis 8017775 Zeptometrix 1x10° Nao
Citrobacter amalonaticus 25405 ATCC 1x10° Nao
Citrobacter freundii 8090 ATCC 1x10° Nao
Citrobacter koseri 27028 ATCC 1x10° Nao
Citrobacter sedlakii 51115 ATCC 1x10° Nao
Clostridium beijerinckii 8260 ATCC 1x10°8 N3o
Clostridium bifermentans 638 ATCC 1x10° Nao
Clostridium bolteae BAA-613 ATCC 1x10° Nao
Clostridium butyricum 19398 ATCC 1,5x10° Nao
Clostridium chauvoei 11957 ATCC 1x10° Nao
Clostridium difficile (atoxigénica) 43593 ATCC 1x10° Nao
Clostridium difficile (atoxigénica) 43601 ATCC 1x10° Nao
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Table 60 (continued)
Géneros e espécies Ref. Fornecedor Quantidade Interfere?
Clostridium difficile (atoxigénica) 43602 ATCC 1x10° Nao
Clostridium difficile (atoxigénica) 43603 ATCC 1x10° Nao
Clostridium difficile (atoxigénica) 700057 ATCC 1x10° Nao
Clostridium difficile (atoxigénica) BAA-1801 ATCC 1x10° Nao
Clostridium difficile (atoxigénica) BAA-1807 ATCC 1x10° Nao
Clostridium difficile (atoxigénica) BAA-1809 ATCC 1x10° Nao
Clostridium difficile (atoxigénica) BAA-1810 ATCC 1x10° Nao
Clostridium difficile toxinotipo Xla, A-/B- R11402 T'E)?;r;?(;gischser 1x10° NZo
Clostridium difficile toxinotipo XIb, A-/B- 1S58 TB?;E&E?C“SG“ 1x10° Nao
Clostridium fallax 19400 ATCC 1x10° Nao
Clostridium haemolyticum 9650 ATCC 1x10° Nao
Clostridium histolyticum 19401 ATCC 1x10° Néo
Clostridium innocuum 14501 ATCC 1x10° Nao
Clostridium methylpentosum 43829 ATCC 1x10° Nao
Clostridium nexile 27757 ATCC 1x106 Sim
Clostridium novyi 19402 ATCC 1x10° Nao
Clostridium paraputrificum 25780 ATCC 1x10° Nao
Clostridium perfringens 13124 ATCC 1x10° Nao
Clostridium ramosurn 25582 ATCC 1x10° Nao
Clostridium scindens 35704 ATCC 1x10° Nao
Clostridium septicum 12464 ATCC 1x10° Nao
Clostridium sordellii 9714 ATCC 1x10° Nao
Clostridium sphenoides 19403 ATCC 1x10° Nao
Clostridium spiroforme 29899 ATCC 1x10° Nao
Clostridium sporogenes 15579 ATCC 1x10° Nao
Clostridium symbiosum 14940 ATCC 1x10° Nao
Clostridium tertium 14573 ATCC 1x10° Nao
Clostridium tetani 19406 ATCC 1x10° Nao
Collinsella aerofaciens 25986 ATCC 1x10° Nao
Corynebacterium genitalium 33798 ATCC 1x10° Néo
Desulfovibrio piger 29098 ATCC 1x10° Nao
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Table 60 (continued)

Géneros e espécies Ref. Fornecedor Quantidade Interfere?
Edwardsiella tarda 15947 ATCC 1x10° Nao
Eggerthella lenta 25559 ATCC 1x10° Nzo
Enterobacter aerogenes 51697 ATCC 1x10° Néo
Enterobacter cloacae 13047 ATCC 1x10° Nao
Enterococcus casseliflavus (vanC2) 25788 ATCC 1x10° Nao
Enterococcus cecorum 43198 ATCC 1x10° Nao
Enterococcus dispar 51266 ATCC 1x10° Nao
Enterococcus faecalis (vanB) 51299 ATCC 1x10° Nao
Enterococcus faecium (vanA) 700221 ATCC 1x10° Nao
Enterococcus gallinarum (vanC) 700425 ATCC 1x10° Nao
Enterococcus hirae 10541 ATCC 1x10° Nao
Enterococcus raffinosus 49427 ATCC 1x10° Nao
Escherichia coli 35218 ATCC 1x10° N&o
Escherichia fergusonii 35469 ATCC 1x10°8 N3o
Escherichia hermannii 33650 ATCC 1x10° Nao
Flavonifractor plautii 49531 ATCC 1x10° Nao
Fusobacterium varium 8501 ATCC 1x10° Nao
Gardnerella vaginalis 14019 ATCC 1x10° Nao
Gemella morbillorum 27824 ATCC 1x10° Néo
Hafnia alvei 13337 ATCC 1x10° Nao
Helicobacter fennelliae 35683 ATCC 1x10° Nao
Helicobacter pylori 43504 ATCC 1x10° Nao
Instituto de
Homo sapiens, células humanas - nggsifglgli?j‘r?ti?ge 1x10° Néo
Seattle
Klebsiella oxytoca 8724 ATCC 1x10° Nao
ggeelzjséeélre:i ggeumoniae subsp. 13883 ATCC 1x10° No
Lactobacillus acidophilus 4356 ATCC 1x10° Néo
Lactobacillus reuteri 23272 ATCC 1x10° Nao
Lactococcus lactis 11454 ATCC 1x10° Nao
Leminorela grimontii 33999 ATCC 1x10° Nao
Listeria grayi 19120 ATCC 1x10° N&o
Listeria innocua 33090 ATCC 1x10° Nao
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Table 60 (continued)

Géneros e espécies Ref. Fornecedor Quantidade Interfere?
Listeria monocytogenes 13932 ATCC 1x10° Nao
Peptostreptococcus anaerobius 27337 ATCC 1x10° Nao
Plesiomonas shigelloides 14029 ATCC 1x10° Néo
Porphyromonas asaccharolytica 25260 ATCC 1x10° Nao
Prevotella melaninogenica 25845 ATCC 1x10° Nao
Proteus mirabilis 12453 ATCC 1x10° Nao
Proteus penneri 35198 ATCC 1x10° Nao
Providencia alcalifaciens 9886 ATCC 1x10° Nao
Providencia rettgeri 9250 ATCC 1x10° Nao
Providencia stuartli 33672 ATCC 1x10° Nao
Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC 1x10° Nao
Ruminococcus bromii 27255 ATCC 1,75%10° Nao
Salmonella choleraesuis (typhimurium) 14028 ATCC 1x10° Nao
Salmonella enterica subsp. Arizonae 13314 ATCC 1x10° Néo
Salmonella enterica subsp. Enterica 700720 ATCC 1x10° Nao
Serratia liquefaciens 27592 ATCC 1x10° Néo
Serratia marcescens 274 ATCC 1x10° Nao
Shigella boydii 9207 ATCC 1x10° Néo
Shigella dysenteriae 11835 ATCC 1x10° Nao
Shigella sonnei 25931 ATCC 1x10° Néo
Staphylococcus aureus BAA-1556 ATCC 1x10° Néo
Staphylococcus epidermidis 12228 ATCC 1x10° Néo
Stenotrophomonas maltophilia 13637 ATCC 1x10° Nao
Streptococcus agalactiae 12973 ATCC 1x10° Néo
Streptococcus dysgalactiae 43078 ATCC 1x10° Nao
Streptococcus intermedius 27335 ATCC 1x10° Nao
Streptococcus uberis 19436 ATCC 1x10° Néo
Trabulsiella guamensis 49490 ATCC 1x10° Nao
Veillonella parvula 10790 ATCC 1x10° Nao
Vibrio cholerae 25870 ATCC 1x10° Nao
Vibrio parahaemolyticus 17802 ATCC 1x10° Nao
Yersinia bercovieri 43970 ATCC 1x10° Nao
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Table 60 (continued)
Géneros e espécies Ref. Fornecedor Quantidade Interfere?
Yersinia rohdei 43380 ATCC 1x10° Nao
Adenovirus VR-1516 ATCC 1x10° Nao
Coxsackievirus VR-28 ATCC 1x10° Nao
Citomegalovirus VR-1590 ATCC 1x10° Néo
Echovirus VR-41 ATCC 1x10° Nao
Enterovirus VR-836 ATCC 1x10° Nao
Norovirus tipo | 0810086CF ZeptoMetrix 1x10° N3ao
Rotavirus VR-2018 ATCC 1x10° Nao

15.2.5 Reprodutibilidade

Um painel de 7 membros composto por uma amostra de fezes clarificadas negativas e concentragcbes variaveis
de duas estirpes toxigénicas de C. difficile (ATCC 43255 e BAA-1870) foi testado em trés repeticdes por dois
operadores. Para cada estirpe de C. difficile, o painel incluiu uma amostra abaixo do LdD (espera-se que
produza uma taxa de positividade entre 20 e 80%), pouco positiva (no LdD, espera-se que produza uma taxa de
positividade de 95%) e uma positiva moderada (trés vezes o LdD, espera-se que tenha uma taxa de positividade
de 100%).Cada um dos dois operadores efectuou um ensaio por dia durante 12 dias com trés lotes de reagentes
num local (7 amostras x 3 réplicas x 12 dias x 2 ensaios). Cada amostra foi testada através da extracdo pelo
sistema NucliSENS® easyMAG® e da amplificagido pelos produtos ELITechGroup S.p.A.

O membro negativo do painel apresentou resultados 100% negativos, a taxa de positividade abaixo de amostras
do LdD foi de 78%, a taxa de positividade de amostras positivas baixas foi de 98% e a taxa de positividade
positiva dos membros do painel positivos moderados foi de 100%.

Table 61 Reprodutibilidade no dia-a-dia

. . . . Total %
Tipode | .oy | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia8 | Diag | Di@ | Dia | Dia con-
amostra 10 1 12 P

cordancia
. 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 72/72
Negativo

(100%)

Abaixodo | 6/ | 12/ | 8/ | 10/ | 7/ | 7/ | 117 | 10/ | 127 | 9/ | 11/ | 10/ | 1137144
LdD 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 (78%)

Positivo 10/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 1/ 12/ 12/ | 141/144
baixo 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 (98%)

Positivo 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ 12/ | 144/144
moderado 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 (100%)

Table 62 Reprodutibilidade entre lotes

Tipo de amostra Lote 1 Lote 2 Lote 3 Total % concordancia
Negativo 30/30 27127 15/15 72/72(100%)
Abaixo do LdD 50/60 38/54 25/30 113 /144 (78%)
Positivo baixo 57 /60 54 /54 30/30 141/ 144 (98%)
Positivo moderado 60/60 54 /54 30/30 144 /144 (100%)
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15.2.6 Transferéncia / contaminagao cruzada

Foi realizado um estudo analitico para avaliar o potencial de contaminagao cruzada entre amostras de C. difficile
(5%108 CFU/mL) altas e amostras negativas em todo o C. difficile ELITe MGB® Kit usado em associagdo com
NucliSENS® easyMAG® (BioMeriéux) e o instrumento 7500 Fast Dx Real-Time (Applied Biosystems). Dois
operadores realizaram cinco execucgdes de extracdo de 24 amostras (11 amostras de titulo alto de C. difficile, 11
amostras negativas, 1 amostra de positive control e 1 amostra de negative control por execugdo) numa padrao
quadriculado (amostras de C. difficile alto interrompidas por amostras completamente negativas). As amostras
processadas foram entdo amplificadas em cinco execugdes separadas usando dois padrdes quadriculados
diferentes. O teste de contaminacdo cruzada ndo resultou em resultados falsos positivos entre 55 amostras
negativas para C. difficile.

Os dados e resultados completos dos testes realizados para avaliagdo das caracteristicas de desempenho do
produto estéo registados na Secgéo 7 do Ficheiro técnico do produto "C. difficile ELITe MGB® Kit", FTP
M800358.
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17  LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Utilize este produto apenas com as seguintes amostras clinicas: amostras de fezes humanas n&o formadas ou
liquidas.

Os resultados obtidos com este produto dependem da identificagdo, colheita, transporte, armazenamento e
processamento corretos das amostras. Para evitar resultados incorretos, € por isso necessario ter cuidado
durante estes passos e seguir cuidadosamente as instrugdes de utilizagao fornecidas com o produto.

Devido a sua elevada sensibilidade analitica, o método de PCR em tempo real usado neste produto € sensivel a
contaminagcdo a partir de amostras clinicas positivas, dos controlos positivos e dos produtos de PCR. A
contaminacgdo cruzada causa resultados falsos positivos. O formato do produto foi concebido para limitar a
contaminagdo cruzada. No entanto, as contaminag¢des cruzadas podem ser evitadas simplesmente através de
boas praticas laboratoriais e do cumprimento destas instrugées de utilizagao.

Este produto deve ser manuseado por pessoal qualificado e com formagado no processamento de amostras
biolégicas potencialmente infeciosas e de preparagdes quimicas classificadas como perigosas, para evitar
acidentes com consequéncias potencialmente graves para o utilizador e outras pessoas.

Este produto requer o uso de equipamento de protegéo individual que seja adequado para o processamento de
amostras bioldgicas potencialmente infeciosas e de preparagdes quimicas classificadas como perigosas, para
evitar acidentes com consequéncias potencialmente graves para o utilizador e outras pessoas.

Este produto requer o uso de equipamento de protecao individual e instrumentos especificos para preparacao da
sessao de trabalho, para evitar falsos resultados positivos.

Para evitar resultados incorretos, este produto deve ser manuseado por profissionais, qualificado e com
formacgéo em técnicas de biologia molecular, como extracao, PCR e detec¢ao de acidos nucleicos

E necessario ter areas separadas para a extragao/preparacéo de reacdes de amplificacdo e para a amplificagao/
/detegéo de produtos de amplificagdo para evitar falsos resultados positivos.

Este produto requer o uso de vestuario e instrumentos especiais para extragdo/preparagédo de reagdes de
amplificagcéo e para amplificacdo/detecao de produtos de amplificacdo, para evitar falsos resultados positivos.
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Devido a diferengas inerentes entre tecnologias, € recomendado que os utilizadores realizem estudos de
correlacdo do método para calcular diferengas tecnolégicas antes de mudar para uma nova tecnologia.

Um resultado obtido com este produto ndo indica a presenca de C. difficile viavel mas é indicativo da presencga
de C. difficile toxigénico. Por conseguinte, um resultado positivo ndo indica necessariamente a falha da
erradicagdo da intervengéo, uma vez que pode persistir ADN inviavel.

Um resultado negativo obtido com este produto indica que o ADN da toxina A ou da toxina B nao foi detetado no
ADN extraido da amostra; no entanto, ndo pode negligenciar-se o facto de o ADN de C. difficile toxigénico tenha
um titulo inferior ao limite de detecgao (ver caracteristicas de desempenho). Neste caso, o resultado podia ser um
falso negativo.

No caso de co-infegbes, a sensibilidade de um alvo pode ser afetada pela amplificagdo de um segundo alvo (ver
Caracteristicas de desempenho).

Os resultados obtidos com este produto podem, por vezes, ser invalidos devido a uma falha do controlo interno.
Neste caso, a amostra deve ser novamente testada, comegando pela extragédo, o que pode originar um atraso na
obtengao dos resultados finais.

Possiveis polimorfismos, inser¢des ou elimina¢des na regido do ADN visado pelos primers e sondas de produto
podem prejudicar a detecdo do ADN do alvo.

Tal como acontece com qualquer outro dispositivo médico de diagnostico, os resultados obtidos com este
produto tém de ser interpretados em combinagdo com todas as observacdes clinicas e resultados laboratoriais
relevantes.

Tal como acontece com qualquer outro dispositivo médico de diagndstico, existe um risco residual de obter
resultados invalidos ou errados com este produto. Este risco residual ndo pode ser eliminado ou ainda mais
reduzido. Nalguns casos, este risco residual pode contribuir para decisées erradas com potenciais efeitos
perigosos para o doente. No entanto, este risco residual associado a utilizagéo prevista do produto foi ponderado
em relagéo aos potenciais beneficios para o paciente e foi considerado aceitavel.

18 RESOLUGAO DE PROBLEMAS

ELITe InGenius e ELITe BeGenius

Table 63

Reagédo de Positive Control invalida

Causas possiveis Solugodes

Erro na configuragéo do instrumento. Verifique a posi¢cdo da PCR Mix e do Positive Control (Controlo
positivo).
Verifique os volumes da PCR Mix e do Positive Control.

Degradacao da PCR Mix. N&o use a PCR Mix durante mais de 5 sessdes independentes (3
horas cada no bloco de refrigeracdo da Inventory Area (area dos
reagentes) ou na Cooler Unit).

Nao utilize a PCR Mix durante mais de 5 sessbes consecutivas (no
bloco de refrigeracdo da Inventory Area (area dos reagentes) ou
na Cooler Unit).

Nao deixe a PCR Mix a temperatura ambiente durante mais do que
30 minutos.

Utilize uma nova aliquota da PCR Mix.

Degradacao da Positive Control. Nao use o Positive Control para mais de 4 sessdes independentes
(3 horas cada na area de extragédo ou na Cooler Unit).

Utilize uma nova aliquota da Positive Control.

Erro do instrumento. Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.
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Reacgao de Negative Control invalida

Causas possiveis

Solugodes

Erro na configuragéo do instrumento.

Verifique a posi¢cdo da PCR Mix e do Negative Control.
Verifiqgue os volumes da PCR Mix e do Negative Control.

Contaminagéo do Negative Control.

Nao use o Negative Control para mais do que 1 sesséo.
Utilize uma nova aliquota de agua de grau de biologia molecular.

Contaminagéo da PCR Mix.

Utilize uma nova aliquota da PCR Mix.

Unit

Contaminacgio da area de extragdo, dos Racks, do
Inventory Block (Gestor do reagente) ou da Cooler

Limpe as superficies com detergentes aquosos, lave as batas de
laboratério, substitua os tubos e as pontas utilizadas.

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.

Table 65

Reagdo da amostra invalida

Causas possiveis

Solugodes

Erro na configuragdo do instrumento.

Verifique a posigdo da PCR Mix, do Controlo Interno e da amostra.

Verifique os volumes da PCR Mix, do Controlo Interno e da
amostra.

Degradagao da PCR Mix.

N&o use a PCR Mix para mais de 5 sessdes independentes (3
horas cada na Inventory Area (area dos reagentes) ou na Cooler
Unit).

Nao utilize a PCR Mix durante mais de 5 sessbes consecutivas (no
bloco de refrigeracdo da Inventory Area (area dos reagentes) ou
na Cooler Unit).

N&o deixe a PCR Mix a temperatura ambiente durante mais do que
30 minutos.

Utilize uma nova aliquota da PCR Mix.

Degradagao do modelo do Controlo Interno.

Utilize uma nova aliquota de Controlo Interno.

amostra.

Inibicao devido a substancias interferentes na

Repita a amplificagdo com uma diluicdo de 1:2 em agua de
qualidade para biologia molecular de amostra eluida numa sesséo
“PCR only”.

Repita a extragcdo com uma diluicdo 1:2 em agua de grau de
biologia molecular da amostra numa sessdo “Extract + PCR”
(Extrair + PCR).

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.

Table 66

Curva de dissociagdo anémala

Causas possiveis

Solugodes

Auséncia de um pico definido.

amostras e do Positive Control.

Pico definido mas Tm diferente do de outras

Verifique a presenca de Ct do alvo inferior a 30.

A elevada quantidade de produto de amplificagao no final da
reagao pode interferir com a anadlise da curva de fusao.

Repita a amplificacdo da amostra para confirmar a presenga do
alvo com uma possivel mutagéo.

O alvo da amostra deve ser sequenciado para confirmar a
mutacéo.
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Erro no calculo de Ct

Causas possiveis

Solugodes

Concentragdo demasiado alta do alvo na amostra ou
amostra com sinal de fluorescéncia anémalo.

Se for observada uma amplificagao significativa no grafico de PCR,
selecione o rastreio relacionado com a amostra e aprove
manualmente o resultado como sendo positivo.

Se nao for observada uma amplificagéo significativa no grafico de
PCR, selecione o rastreio relacionado com a amostra e aprove
manualmente o resultado como sendo negativo, ou deixe-o como
invalido.

Se for necessario um valor de Ct:

- repita a amplificagdo de amostra eluida com uma diluigdo 1:10
em agua de grau de biologia molecular numa sesséo “PCR Only”
(apenas PCR).

- repita a extragdo da amostra com uma diluicdo 1:10 em agua de

qualidade para biologia molecular numa sesséo “Extract + PCR”
(Extrair + PCR).

Table 68

Elevada taxa anémala de resultados positivos na mesma sessao (reagées com valores de Ct recentes
semelhantes)

Causas possiveis

Solugoes

Contaminacgéo entre amostras durante os passos pré-
-analiticos.

Limpe a micropipeta com uma solugdo de hipoclorito de sddio
(lixivia) a 3% nova ou detergente de ADN/ARN apds usar a pipeta
em cada amostra.

N&do use pipetas Pasteur. As pipetas devem ser do tipo de
deslocagédo positiva ou ser usadas com pontas com filtro de
aerossois.

Introduza as amostras nas ultimas posigdes dos instrumentos, tal
como indicado nas GUI. Siga a sequéncia de carregamento
indicada pelo software.

Contaminagao pelo ambiente laboratorial.

Limpe todas as superficies em contacto com o operador e as
amostras (incluindo as pipetas) com uma solugéo de hipoclorito
de sadio a 3% (lixivia) nova ou produto de limpeza de ADN/ARN.
Realize um ciclo de descontaminagao U.V.

Utilize um novo tubo da PCR Mix e/ou CPE.

Plataforma aberta:

Table 69

ADN alvo nao detetado na reagao de Positive Control

Causas possiveis

Solugodes

Distribuicéo incorreta para os furos da microplaca.

Tenha cuidado quando distribuir reagdes para os furos da
microplaca e cumpra a ficha de trabalho.

Verifiqgue os volumes de PCR Mix distribuidos.
Verifique os volumes do positive control dispensados.

Degradagao da PCR Mix.

Utilize uma nova aliquota da PCR Mix.

Degradacao da Positive Control.

Utilize uma nova aliquota da Positive Control.

Erro na configuragéo do instrumento.

Verifique as definigbes de posigdo para a reagdo de Positive
Control no instrumento.

Verifique as definigbes do ciclo térmico no instrumento.
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ADN do alvo detetado na reagao de Negative Control

Causas possiveis

Solugodes

Distribuicéo incorreta para os furos da microplaca.

Evite derramar o contetdo do tubo de teste da amostra.
Mude sempre as pontas entre uma amostra e a outra.

Tenha cuidado quando distribuir amostras, Negative Controls e
positive controls para os pogos da microplaca e cumpra a ficha de
trabalho.

Erro durante a definigdo do instrumento

Verifique as definicbes de posigao das amostras, Negative Controls,
Positive Controls e dos standards no instrumento

Microplaca mal vedada.

Tenha cuidado quando vedar a microplaca.

Contaminacgdo da agua de qualidade para biologia
molecular.

Use uma nova aliquota de agua esterilizada.

Contaminagao da PCR Mix.

Utilize uma nova aliquota da PCR Mix.

Contaminacgdo da area de extragao/preparagao para
reagbes de amplificagao.

Limpe as superficies e instrumentos com detergentes aquosos,
lave as batas de laboratério, substitua os tubos de ensaio e as
pontas em utilizacao.

Table 71

Fluorescéncia de fundo irregular ou elevada nas reagées

Causas possiveis

Solucgbes

Distribui¢éo incorreta ou mistura inadequada da
amostra.

Tenha cuidado, inserindo a pipeta trés vezes, quando misturar
amostras, Negative Controls and Positive Controls e standards na
mistura de reagéo. Evite a criagdo de bolhas.

Erro na configuragéo da linha de base.

Defina o intervalo de calculo da linha de base dentro dos ciclos
onde a fluorescéncia de fundo ja estabilizou (verifique os dados
"Resultados", "Componente") e a fluorescéncia do sinal ainda ndo
tenha comecgado a aumentar, por ex. do ciclo 6 para o ciclo 15.
Utilize o célculo automatico da linha de base configurando a op¢éo
"Linha de base auto".

Table 72

Curva de dissociagdo anémala

Causas possiveis

Solugodes

Auséncia de um pico definido.

Pico definido mas diferente do de outras amostras e
dos Standards ou Positive Control.

Procure um detetor FAM Ct inferior a 30.

A elevada quantidade de produto de amplificagao no final da
reacao pode interferir com a andlise da curva de fuséo.

Repita a amplificagdo da amostra para confirmar a presenga do
ADN alvo com uma possivel mutagéo.

O ADN alvo da amostra deve ser sequenciado para confirmar a
mutagao.
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19 SIMBOLOS

Numero de catalogo.
Limite maximo da temperatura.

Cadigo de lote.

Prazo de validade (ultimo dia do més).

3 @[5 = [§

Dispositivo médico para diagndstico in vitro.

Cumprimento dos requisitos da Diretiva Europeia 98/79/CE relativa a dispositivos médicos de diagndstico
in vitro.

M
m

Identificag&@o unica de dispositivo

Contém suficiente para “N” testes.

Atencgao, consulte as instrugdes de utilizagdo.

I> <

CONT Conteudo.

U/

\

-\\./
/1

Manter afastado da luz solar.

Fabricante.

E

20 NOTA PARA O ADQUIRENTE: LICENCA LIMITADA

Este produto contém reagentes produzidos pela Thermo Fisher Scientific e sdo vendidos ao abrigo de contratos
de licenciamento celebrados entre a ELITechGroup S.p.A. e respetivas sucursais e a Thermo Fisher Scientific. O
preco de compra deste produto inclui direitos exclusivos, ndao transmissiveis, de utilizagdo apenas desta
quantidade do produto exclusivamente para atividades do comprador que estejam diretamente relacionadas com
diagnosticos em humanos. Para obter mais informagdes sobre a aquisicdo de uma licenga deste produto para
outros fins que ndo os acima indicados, contacte o Licensing Department, Thermo Fisher Scientific. E-mail:
outlicensing@thermofisher.com.

ELITe MGB @ detection reagents are covered by one or more of U.S. Patent numbers 7319022, 7348146,
7381818, 7541454, 7671218, 7718374, 7723038, 7759126, 7767834, 8008522, 8067177, 8163910, 8389745,
8969003, 9056887, 9085800, 9169256, 9328384, 10677728, 10738346, 10890529, and EP patent numbers
1687609, 1781675, 1789587, 2689031, 2714939, 2736916, 2997161 as well as applications that are currently
pending.

As tecnologias ELITe InGeniuse e ELITe BeGeniuse estao cobertas por patentes e candidaturas pendentes.
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Esta licencga limitada permite a pessoa ou entidade legal a qual este produto foi fornecido, usar o produto e os
dados gerados pela utilizagdo do produto, unicamente para diagndéstico humano. Nem o ELITechGroup S.p.A.
nem os respetivos licenciantes concedem quaisquer outras licengas, expressas ou implicitas, para quaisquer
outros fins.

MGBe, Eclipse Dark Quenchere, AquaPhluore, ELITe MGBe, o logotipo ELITe MGBe, ELITe InGeniuse e ELITe BeGeniuse sdo marcas
registadas do ELITechGroup na Unido Europeia.
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Appendix A C. difficile ELITe MGB Kit usado em associagao com
as plataformas Genius series®

CAUTION
Este documento é uma versao simplificada das instrucdes de utilizagao oficiais. Consulte
o documento completo antes da utilizagao: www.elitechgroup.com

Utilizagao prevista

O produto C. difficile ELITe MGB® Kit € um dispositivo médico de diagndstico in vitro destinado a ser utilizado
por profissionais de saude como um ensaio de PCR em tempo real de acidos nucleicos multiplexado e qualitativo
para a deteg¢ao de genes da toxina A e toxina B de Clostridium difficile toxigénico (C. difficile), incluindo a
estirpe NAP1/BI1/027 epidémica hipervirulenta, em amostras de ADN extraidas de amostras de fezes liquidas ou
nao formadas.

O ensaio foi validado em associagdo com os instrumentos ELITe InGenius® e ELITe BeGenius®, sistemas
automatizados e integrados para a extracdo, a PCR em tempo real e a interpretacdo dos resultados, usando
amostras humanas de fezes.

O ensaio é também validado em associagdo com o 7500 Real-Time PCR System, usando amostras humanas
de fezes.

O produto destina-se a ser utilizado como auxiliar no diagnéstico de C. difficile toxigénico em contextos de
saude em conjunto com outros resultados de analises laboratoriais e dados clinicos.

Os resultados devem ser interpretados em conjunto com todas as observagdes clinicas e resultados
laboratoriais relevantes.

Sequéncia amplificada

Sequéncia Gene Fluoréforo Canal
AIVO 1 Genfe datoxina A especifico de | AP525 Toxina A
C. difficile
Gene da toxina B especifico de | FAM .
Alvo 2 C. difficile Toxina B
Alvo 3 IC2 AP642 Cl
Matriz validada
» Fezes nativas colhidas sem conservantes
Conteudo do Kit e produtos relacionados
C. difficile ELITe MGB Kit C. difficile - ELITe Positive Control
(M800358) (M800373)
X4 X 2
C. difficile PCR Mix C. difficilePositive Control
4 tubos de 540 uL 2 tubos de 160 pL
24 reagdes por tubo 4 reagdes por tubo
96 reagdes por kit 8 reagdes por kit
5 ciclos de congelagao-descongelagao por tubo 4 ciclos de congelagéo-descongelagao por tubo
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C. difficile ELITe MGB Kit C. difficile - ELITe Positive Control
(M800358) (M800373)
Prazo de conservagao 24 meses Prazo de conservagao 24 meses
maximo: maximo
Temperatura de <-20°C Temperatura de <-20°C
armazenamento armazenamento

Outros produtos necessarios nao fornecidos no kit

¢ |nstrumento ELITe InGenius: INT030. .
« Instrumento ELITe BeGenius: INT040. .

CPE - Controlo interno: CTRCPE

InhibitEX Buffer (QIAGEN GmBH, Alemanha, ref.
19593), ou S.T. A. R. buffer (Roche Diagnostics

* ELITe InGenius SP 200: INT0325P200. GmbH, ref. 3 335 208) ou um tampéao equivalente
« ELITe InGenius SP200 Consumable Set: - . .
INT032CS. Minitip Flocked Swabe (COPAN Italia S.p.A., Italia,

ref. 518CS01) ou um dispositivo equivalente.
¢ ELITe InGenius PCR Cassette: INTO35PCR.

+ ELITe InGenius Waste Box: F2102-000.
» Pontas de filtro Axigen de 300 yL: TF-350-L-R-S.
» Pontas de filtro Tecan de 1000 yL: 30180118.

Protocolo ELITe InGenius e ELITe BeGenius

. Volume da amostra * Volume de entrada de PCR
200 L eluato 10 L
. 10 L . 20 pL
Volume CPE 100 4L + Volume de PCR Mix o
* Volume de eluigao total .
* Frequéncia dos controlos
Desempenhos ELITe InGenius e ELITe BeGenius
Matriz Limite de detegao Sensibilidade Especificidade
F ti 500 CFU/mL 100% 97.8%
ezes nativas m (30/30) (44/45)

Preparagcao da am

ostra

Este produto destina-se a ser usado no instrumento ELITe InGenius e ELITe BeGenius com o acido nucleico
extraido das seguintes amostras clinicas identificadas de acordo com as diretrizes laboratoriais, e colhidas,
transportadas e armazenadas sob as condigdes seguintes.

Table 73
Condigoes de transporte/armazenamento
Amostra Rezgilf‘iégz de +16/+26 °C
(temperatura +2°/ +8°C* -20 +10 °C -70 ¥15°C
ambiente)
. colhidas sem . .
Fezes nativas conservantes < 24 horas <48 horas <1més >1 més
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Procedimentos ELITe InGenius

O utilizador é guiado passo a passo pela interface grafica do utilizador (GUI) do software ELITe InGenius para
configurar a execucado. Todos os passos: extracdo, PCR em tempo real e a interpretagdo dos resultados sao
realizados automaticamente. Estdo disponiveis dois modos operacionais: execugdo completa (Extract + PCR

(Extrair+PCR)) ou PCR Only (Apenas PCR).

Antes da analise

1. Ligue o ELITe InGenius.

Inicie sessdo com o nome de utilizador
e a palavra-passe.

Selecione o modo “CLOSED”
(Fechado).

2. Verifique os controlos: Positive
Control e Negative Control no menu
“Controls” (Controlos).

Nota: Ambos devem ter sido
executados, aprovados e ndo ter
expirado.

3. Descongele a PCR Mix e os tubos
de CTRCPE.

Submeta a vortice suave.
Centrifugue durante 5 s.

Procedimento 1 - Execug¢ao completa: Extract + PCR (Extrair+PCR) (p. ex., amostras)

1. Selecione “Perform Run” (Executar)
no ecra tatil

2. Verifique os volumes de extragao:
Entrada: “200 yL”, eluigéo: “100 pL”

3. Leia os codigos de barras das
amostras com um leitor de codigos de
barras manual ou escreva a
identificagdo da amostra

4. Selecione o “Assay protocol”
(Protocolo de ensaio) de interesse: C.
diff ELITe_ST_200_100

5. Selecione o método “Extract + PCR”
(Extrair+PCR) e a posi¢ao da amostra:
Extraction Tube (Tubo de extragao)

6. Carregue a PCR Mix e o Controlo
Interno no Inventory Block (Gestor do
reagente)

7. Carregar: PCR Cassette, Cartucho
de extragao, Tubo de eluigdo, Cassete
de pontas, Racks do tubo de extracédo

8. Feche a porta. Iniciar a execugao

9. Visualize, aprove e guarde os
resultados

Se for necessario um modo Apenas extragéo, consulte 0 manual do utilizador do instrumento para obter infor-
macodes sobre o procedimento.

Procedimento 2: PCR Only (Apenas PCR) (p. ex., eluatos, controlos)

1. Selecione “Perform Run” (Executar)
no ecra tatil

2. Verifique os volumes de extragao:
Entrada: “200 uL”, eluigao: “100 pL”

3. Leia os cddigos de barras das
amostras com um leitor de cédigos de
barras manual ou escreva a
identificagdo da amostra

4. Selecione o “Assay protocol”
(Protocolo de ensaio) de interesse: C.
diff ELITe_ST_200_100 ou C. diff
ELITe_PC ou C. diff ELITe_NC

5. Selecione o método “PCR Only”
(Apenas PCR) e a posigcao da amostra
“Elution Tube” (Tubo de eluigao)

6. Carregue a PCR Mix no Inventory
Block (Gestor do reagente)

7. Carregar: Rack de PCR Cassette e
suporte de tubos de eluigdo com o
acido nucleico extraido

8. Feche a porta. Iniciar a execugao

9. Visualize, aprove e guarde os
resultados

Procedimentos ELITe BeGenius

O utilizador é guiado passo a passo pela interface gréafica do utilizador (GUI) do software ELITe BeGenius para
configurar a execugao. Todos os passos: extragdao, PCR em tempo real e a interpretagdo dos resultados sao
realizados automaticamente. Estdo disponiveis dois modos operacionais: execugdo completa (Extract + PCR
(Extrair+PCR)) ou PCR Only (Apenas PCR).
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1. Ligue o ELITe BeGenius.

Inicie sessao com o nome de utilizador
e a palavra-passe.

Selecione o modo “CLOSED”
(Fechado).

2. Verifique os controlos: Positive
Control e Negative Control no menu
“Controls” (Controlos).

Nota: Ambos devem ter sido
executados, aprovados e nao ter
expirado.

3. Descongele a PCR Mix e os tubos
de CTRCPE.

Submeta a vortice suave.
Centrifugue durante 5 s.

Procedimento 1 - Execugao completa: Extract + PCR (Extrair+PCR) (p. ex., amostras)

1. Selecione “Perform Run” (Executar)
no ecra tatil e, a seguir, clique no modo
de execugédo “Extract + PCR” (Extrair
+PCR)

2. Insira o rack de amostras com as
amostras com codigo de barras na
Cooler Unit. A leitura do cédigo de
barras ja se encontra ativada

3. Verifique os volumes de extragao:
Entrada: “200 yL”, eluato: “100 pL”

4. Selecione o “Assay protocol”
(Protocolo de ensaio) de interesse: C.
diff ELITe_Be_ST_200_100

Nota: Se for realizada uma segunda
extragao, repita os passos 2 a4

5. Imprima as etiquetas para colocar
um cédigo de barras nos tubos de
eluicdo vazios. Carregue os tubos no
rack de eluigao e insira-o na Cooler
Unit

6. Carregue a PCR Mix e o Controlo
Interno no rack de reagente/eluicéo e
insira-o na Cooler Unit

7. Carregue o “PCR Rack” (Suporte de
PCR) com a PCR Cassette e 0
“Extraction Basket” (Cesto de
extracdo) com os cartuchos de
extragédo “ELITe InGenius SP 200" e os
consumiveis de extragao necessarios

8. Feche a porta. Iniciar a execugéo

9. Visualize, aprove e guarde os
resultados

macdes sobre o procedimento.

NOTE

Se for necessario um modo Apenas extragéo, consulte o0 manual do utilizador do instrumento para obter infor-

Procedimento 2: PCR Only (Apenas PCR) (p. ex., eluatos, controlos)

1. Selecione “Perform Run” (Executar)
no ecra tatil e, a seqguir, clique no modo
de execugédo “PCR Only” (Apenas
PCR)

2. Carregue os tubos com codigo de
barras do acido nucleico extraido ou
dos controlos no rack de eluicao e
insira-o na Cooler Unit

3. Verifique os volumes de extragao:
Entrada: “200 pL”, eluato: “100 pL”

4. Selecione o “Assay protocol”
(Protocolo de ensaio) de interesse: C.
diff ELITe_Be_ST_200_100 ou C.diff
ELITe_Be PC ou C.diff ELITe_Be NC

5. Carregue a PCR Mix no rack de
reagente/eluigéo e insira-o na Cooler
Unit

6. Carregue o “PCR Rack” (suporte de
PCR) com a "PCR Cassette”

7. Feche a porta. Iniciar a execugao

8. Visualize, aprove e guarde os
resultados
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