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NOTICE of CHANGE dated 16/09/2021
IMPORTANT COMMUNICATION FOR THE USERS OF PRODUCT:

«MDR/MTB ELITe MGB Kit»
Ref. RTS120ING

This new revision of the Instruction for Use (IFU) contains the following change:

- Correction of Tm value of katG probe for INH negative resistance.

Composition, use and performance of the product remain unchanged.

PLEASE NOTE

LA REVISIONE DI QUESTO IFU E’ COMPATIBILE ANCHE CON LA VERSIONE PRECEDENTE DEL KIT

THE REVIEW OF THIS IFU IS ALSO COMPATIBLE WITH THE PREVIOUS VERSION OF THE KIT
CET IFU MIS A JOUR ANNULE ET REMPLACE ET EST PARFAITEMENT COMPATIBLE AVEC LA VERSION

PRECEDENTE DU KIT

] §
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LA REVISION DE ESTE IFU ES COMPATIBLE TAMBIEN CON LA VERSION ANTERIOR DEL KIT

A REVISAO DO ESTE IFU ETAMBEM COMPATIVEL COM A VERSAO ANTERIOR DO KIT

DIESE FASSUNG DER GEBRAUCHSANLEITUNG IST KOMPATIBEL MIT DER VORHERIGEN VERSION DES
TESTKITS

B

Notice of Change nr. SCH mRTS120ING_06_en dated 16/09/2021
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| UTILIZAGAO PREVISTA |

O «MDR/MTB ELITe MGB® Kit» faz parte de um ensaio de amplificagdo de &cidos nucleicos
qualitativo que se destina a detetar ADN do complexo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis,
M. africanum, M. bovis, M. canettii, M. microti, M. caprae) e a identificar as principais mutagbes associadas a
resisténcia a rifampicina e/ou a isoniazida.

O ensaio tem de ser realizado com o sistema ELITe InGenius®, comegando por amostras de
escarro, aspirados gastricos (BA), lavagens broncoalveolares (BAL), urina, fluidos de cavidades, biopsias e
aspirados gastricos previamente liquefeitos, descontaminados e desativados.

O produto pode ser usado para dois fins diferentes:

- como um auxilio no diagnostico de tuberculose do complexo Mycobacterium tuberculosis, em
associagdo com os dados clinicos do paciente e outros resultados de testes laboratoriais, em
particular os métodos de cultura para micobactérias,

- como um auxilio no diagnéstico de tuberculose e resisténcia genotipica do complexo Mycobacterium
tuberculosis, em associagdo com os dados clinicos do paciente e outros resultados de testes
laboratoriais, em particular o teste fenotipico de suscetibilidade antimicrobiana.
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| PRINCIPIOS DO ENSAIO

O ensaio consiste numa reagéo de amplificagdo em tempo real multiplexada realizada com o ELITe
InGenius, um sistema automatico integrado para a extragdo, amplificacdo, detecéo e interpretagédo de
resultados.

Para o fim exclusivo da detecdo de tuberculose e identificacdo da resisténcia genotipica do
complexo MTB, a comegar pelo ADN extraido de cada amostra na analise, na mesma sessao analitica,
foram levadas a cabo duas reagdes de amplificagdo usando aTB1 PCR Mix e a TB2 PCR Mix em duas PCR
Cassettes.

O tubo de teste da TB1 PCR Mix amplifica os seguintes alvos:

- uma regido da sequéncia repetida IS6110, detetada por uma sonda especifica (Canal MTB), para
identificar o complexo MTB,

- aregido de ponto quente bp 81 do gene rpoB, detetada por trés sondas especificas (Canais rpoB2,
rpoB2, rpoB3, rpoB4), para identificar a resisténcia genotipica a rifampicina.

O tubo de teste da TB2 PCR Mix amplifica os seguintes alvos:

- aregido de ponto quente bp 81 do gene rpoB, detetada por uma sonda especifica (canal rpoB1),
para identificar a resisténcia genotipica a rifampicina,

- a regido do codao 315 do gene rpoB, detetada por uma sonda especifica (canal rpoB1), para
identificar a resisténcia genotipica a isoniazida,

- a regido do promotor -15/-8 do gene inhA, detetada por uma sonda especifica (canal inhA), para
identificar a resisténcia genotipica a isoniazida.

Além disso, o controlo interno exdégeno € amplificado na TB1 PCR Mix e na TB2 PCR Mix. O
controlo interno baseia-se numa sequéncia artificial (IC2) e é detetado por uma sonda especifica (canal IC).

As sondas com a tecnologia ELITe MGB® s3o ativadas quando hibridizam com o produto especifico
da reagao de amplificagdo. A emissdo de fluorescéncia é medida e registada pelo instrumento.

No final do ciclo de amplificagéo, o instrumento ELITe InGenius analisa automaticamente:

- as curvas de fluorescéncia com vista a calcular os “ciclos de limiar” (Ct) para detegdo do complexo
MTB,

- as curvas de dissociagdo com vista a calcular as temperaturas de dissociagdo (Tm) que permitem
identificar a presenca de genes alvo normais e/ou com mutagdo (rpoB, katG e inhA).

O ensaio foi validado usando o sistema ELITe InGenius, comegando por amostras de escarro,
lavagens gastricas (BAL), aspirados broncoalveolares (BA), urina, fluidos de cavidades, biopsias e
aspirados gastricos previamente fluidizados, descontaminados e desativados.

| DESCRIGAO DO PRODUTO

O produto «<MDR/MTB ELITe MGB® Kit» fornece duas misturas completas e prontas a utilizar para
a amplificagdo em tempo real, TB1 PCR Mix e TB2 PCR Mix, cada uma aliquotada em quatro tubos de
teste. Cada tubo contém 280 pL de solugdo, suficiente para 12 testes em condigdes ideais de consumo do
reagente (pelo menos 2 amostras por sessé@o) quando usado com o instrumento ELITe InGenius.

A mistura TB1 PCR Mix contém os primers e sonda especificos para:

- a sequéncia repetida do complexo 1S6110 MTB. A sonda (MTB) é etiquetada com fluoréforo FAM,
estabilizada pelo grupo MGB® e extinta por uma meag&o no fluorescente,

- aregido de ponto quente bp 81 do gene rpoB. As sondas (rpoB2, rpoB3 e rpoB4) sao identificadas
com os fluoréforos AP639, AP525 e AP593, respetivamente, estabilizadas pelo grupo MGB® e
extintas por uma meacéo néo fluorescente,

- a sequéncia artificial IC2 do controlo interno. A sonda (IC) é etiquetada com fluoréforo AP680,
estabilizada pelo grupo MGB® e extinta por uma meagéo n&o fluorescente.

A TB2 PCR Mix contém os primers e sonda especificos para:

- aregido de ponto quente bp 81 do gene rpoB. A sonda (rpoB1) é etiquetada com fluoréforo AP639,
estabilizada pelo grupo MGB® e extinta por uma meagéo n&o fluorescente,

- aregido 315 do codao do gene katG. A sonda (katG) é etiquetada com fluoréforo FAM, estabilizada
pelo grupo MGB® e extinta por uma meagao n&o fluorescente,
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- a regido -15/-8 do coddo do gene inhA. A sonda (inhA) é etiquetada com fluoréforo AP593,
estabilizada pelo grupo MGB® e extinta por uma meag&o néo fluorescente,

- a sequéncia artificial IC2 do controlo interno. A sonda (IC) é etiquetada com fluoréforo AP680,
estabilizada pelo grupo MGB® e extinta por uma meag&o néo fluorescente.

Ambas as misturas de PCR TB1 e TB2 contém o tampéao, o cloreto de magnésio, os trifosfatos
nucledtidos, os estabilizadores e a enzima de polimerase de ADN com ativacdo térmica (arranque a
quente).

O produto é suficiente para 48 testes em associagdo com o ELITe InGenius, incluindo controlos.

MATERIAIS FORNECIDOS NO PRODUTO

MDR/MTB ELITe MGB® Kit
reagente para amplificagdo em tempo real do RTS120ING

ADN

Componente Descrigcédo Quantidade Classificagao do risco
i Mistura de reagdo completa
TB1 PCR Mix 4x 280 L -
tampa VERMELHA

i Mistura de reagdo completa
TB2 PCR Mix 4 x 280 uL -
tampa BRANCA

[ MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS NO PRODUTO ]

- Camara de fluxo laminar.

- Luvas de nitrilo sem p6 descartaveis ou material semelhante.

- Misturador de vértice.

- Microcentrifugadora de bancada (12.000 - 14.000 RPM).

- Micropipetas e pontas esterilizadas com filtro de aerosséis ou pontas esterilizadas de deslocagdo positiva
(2-20 L, 5-50 pL, 50-200 pL, 200-1000 pL).

- Agua de grau de biologia molecular.

OUTROS PRODUTOS NECESSARIOS

Os reagentes para extragdo do ADN das amostras a serem analisadas, o controlo interno da
extragao e inibigdo, o controlo positivo de amplificacédo e os consumiveis nao estdo incluidos neste produto.

Para a extragdo de ADN automatica, PCR em tempo real e interpretagdo dos resultados das
amostras, € necessario o instrumento «ELITe InGenius» (ELITechGroup S.p.A., ref. INT030) e os seguintes
protocolos de Ensaio especificos:

- parametros para o positive control da amplificagdo “MDR-MTB ELITe_PC”,
- parametros para o negative control da amplificagdo “MDR-MTB ELITe_NC”

- parametros para amostras a serem analisadas “MDR-MTB ELITe_SP_200_100", “MDR-MTB
ELITe_BAL_200_100", “MDR-MTB ELITe_U_200_100", “MDR-MTB ELITe_CL_200_100",
“MDR-MTB ELITe_B_200_100", “MDR-MTB ELITe_GA_200_100".

Com o instrumento «ELITe InGenius» sdo necessarios os seguintes produtos genéricos:
- cartuchos de extragdo «ELITe InGenius® SP 200» (ELITechGroup S.p.A., ref. INT032SP200),

- consumiveis para extragdo e amplificagdo «ELITe InGenius® SP 200 Consumable Set»
(ELITechGroup S.p.A, ref. INT032CS),

- cartuchos de amplificagdo «ELITe InGenius® PCR Cassette» (ELITechGroup S.p.A, ref.
INTO35PCR),

- pontas «300 pL Filter tips Axygen» (Axygen BioScience Inc., CA, ref. TF-350-L-R-S),
- caixas «ELITe InGenius® Waste Box» (ELITechGroup S.p.A, ref. F2102-000).

SCH mRTS120ING_pt 16/09/2021 Revis&o 06_Corr Pagina 3/32

Como modelo do controlo interno da extragéo e inibicdo, € necessario o produto genérico «CPE -
Internal Control» (ELITechGroup S.p.A., ref. CTRCPE). Esta é uma solugdo estabilizada contendo ADNs
plasmideos e ARN genémico em fago.

Como modelo do positive control da amplificagdo, é necessario o produto especifico «<sMDR MTB -
ELITe Positive Control» (ELITechGroup S.p.A., ref. CTR120ING). Esta é uma solugdo estabilizada de
ADNSs plasmideos.

| AVISOS E PRECAUGOES

Este produto foi concebido exclusivamente para utilizagao in vitro.
Avisos e precaugoes gerais

As amostras clinicas de pacientes com suspeita de tuberculose devem ser manuseadas segundo os
regulamentos estatais ou locais em matéria de praticas seguras (ambiente de trabalho e formagédo dos
profissionais).

As amostras clinicas de pacientes com suspeita de tuberculose devem ser inativadas antes da
utilizagdo em associagdo com o instrumento ELITe InGenius.

Manuseie e elimine todas as amostras biolégicas como se fossem capazes de transmitir agentes
infeciosos. Evite o contacto direto com as amostras bioldgicas. Evite salpicos ou vaporizagdes. Os materiais
que entrarem em contacto com as amostras biolégicas devem ser colocados em autoclave durante uma
hora a 121 °C antes da eliminagao.

Manuseie e elimine todos os reagentes e todos os materiais usados na realizagéo do ensaio como
se fossem capazes de transmitir agentes 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
desperdicios liquidos que contenham acidos ou bases devem ser neutralizados antes da eliminagéo.

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

Nunca deve pipetar solugdes com a boca.

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

Lave cuidadosamente as mdos 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 com o produto antes de efetuar o ensaio.
Durante a realizagéo do ensaio, siga as instrugdes fornecidas com o produto.

Na&o utilize o produto apds a data de validade indicada.

Use apenas os reagentes fornecidos com o produto e os recomendados pelo fabricante.
Nao use reagentes de lotes diferentes.

Nao use reagentes de outros fabricantes.

Avisos e precaucdes para biologia molecular

Os procedimentos de biologia molecular requerem colaboradores qualificados e com formagao, para
evitar o risco de resultados incorretos, especialmente devido a degradagao de acidos nucleicos contidos nas
amostras ou a contaminagao da amostra por produtos de amplificacéo.

S&o necessarias batas de laboratorio, luvas e ferramentas para preparagédo da sessao de trabalho.

As amostras devem ser adequadas e, se possivel, exclusivas para este tipo de analise. As amostras
inativadas devem ser manuseadas sob um exaustor de fluxo de ar laminar. As pipetas usadas no
manuseamento de amostras devem ser usadas exclusivamente para este fim especifico. As pipetas devem
ser do tipo de deslocagado positiva ou ser usadas com pontas com filtro de aerossdis. As pontas usadas
devem ser esterilizadas, livres de DNases e RNases e livres de ADN e ARN.

As PCR Cassettes devem ser manuseadas de modo a reduzir, tanto quanto possivel, a difusdo do
produto de amplificagédo para o ambiente, para evitar a contaminagdo da amostra e do reagente.
Avisos e precaugdes especificos para os componentes

As misturas de PCR TB1 e TB2 tém de ser armazenadas a -20 °C no escuro.

As misturas de PCR TB1 e TB2 podem ser congeladas e descongeladas até um maximo de sete
vezes: quaisquer ciclos de congelagdo/descongelagéo adicionais podem causar um menor desempenho do
produto.
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| AMOSTRAS E CONTROLOS

Amostras
Este produto deve ser utilizado com as seguintes amostras clinicas:
Amostras de escarro

As amostras de escarro para extracdo de ADN devem ser colhidas e identificadas de acordo com as
diretrizes do laboratério de micobacteriologia e transportadas e armazenadas a +2/+8 °C durante um
periodo maximo de dois dias. As amostras devem ser liquefeitas com uma solugdo de N-acetil-L-cisteina e
descontaminadas com solugdo de hidréxido de sédio (manual do laboratério de micobacteriologia, Iniciativa
Laboratorial Global). A amostra liquefeita e descontaminada deve de seguida ser inativada a 95 °C durante
30 minutos. Para a analise com este produto, devem ser transferidos 0,2 mL da amostra inativada para o
“Sonication tube” (Tubo de sonicagéo) fornecido com o «ELITe InGenius SP 200 Consumable Set».

As amostras liquefeitas e descontaminadas de espeto podem ser congeladas e armazenadas a -
20 °C durante um periodo maximo de um més ou a -70 °C durante periodos mais longos. Evite ciclos de
congelagdo/descongelagao.

Nota: para realizar a extragdo do ADN a partir das amostras de escarro com o ELITe InGenius e o ELITe
InGenius Software versdo 1.3 (ou versbdes posteriores), use o MDR-MTB ELITe_SP_200_100. Este
protocolo processa 200 yL da amostra, adiciona o CPE - Internal Control a 10 pL/extracéo e elui os acidos
nucleicos em 100 L.

Lavagem broncoalveolar (BAL), aspirados bronquicos (BA)

As amostras de BAL/BA para extragdo de ADN devem ser colhidas e identificadas de acordo com
as diretrizes do laboratério de micobacteriologia e transportadas e armazenadas a +2/+8°C durante um
periodo maximo de dois dias. As amostras devem ser liquefeitas com uma solugdo de N-acetil-L-cisteina e
descontaminadas com solugdo de hidréxido de sédio (manual do laboratério de micobacteriologia, Iniciativa
Laboratorial Global). A amostra liquefeita e descontaminada deve de seguida ser inativada a 95 °C durante
30 minutos. Para a analise com este produto, devem ser transferidos 0,2 mL da amostra inativada para o
“Tubo de sonicagao” fornecido com o «ELITe InGenius SP 200 Consumable Set».

As amostras de BAL/BA liquefeitas e descontaminadas podem ser congeladas e armazenadas a -
20 °C durante um periodo maximo de um més ou a -70 °C durante periodos mais longos. Evite ciclos de
congelacdo/descongelagao.

Nota: para realizar a extragdo do ADN a partir das amostras de BAL/BA com o ELITe InGenius e o
software do ELITe InGenius versdo 1.3 (ou versdes posteriores), use o Protocolo do ensaio MDR-MTB
ELITe_BAL_200_100. Este protocolo processa 200 yL da amostra, adiciona o CPE - Internal Control a 10
uL/extracdo e elui os acidos nucleicos em 100 pL.

Urina

As amostras de urina para extragdo de ADN devem ser colhidas e identificadas de acordo com as
diretrizes do laboratério de micobacteriologia e transportadas e armazenadas a +2/+8 °C durante um
periodo maximo de dois dias. As amostras devem ser concentradas e descontaminadas com solugéo de
hidréxido de sédio (manual do laboratério de micobacteriologia, Iniciativa Laboratorial Global) A amostra
concentrada e descontaminada deve de seguida ser inativada a 95 °C durante 30 minutos. Para a analise
com este produto, devem ser transferidos 0,2 mL da amostra inativada para o “Tubo de sonicagao”
fornecido com o «ELITe InGenius SP 200 Consumable Set».

As amostras de urina concentradas e descontaminadas podem ser congeladas e armazenadas a -
20 °C durante um periodo maximo de um més ou a -70 °C durante periodos mais longos. Evite ciclos de
congelagao/descongelagao.

Nota: para realizar a extragdo do ADN a partir das amostras de urina com o ELITe InGenius e o software
do ELITe InGenius versdo 1.3 (ou versdes posteriores), use o Protocolo do ensaio MDR-MTB
ELITe_U_200_100. Este protocolo processa 200 uL da amostra, adiciona o CPE - Internal Control a 10
uL/extracéo e elui os acidos nucleicos em 100 pL.
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Fluidos de cavidades

As amostras de fluidos de cavidades para extragdo de ADN devem ser colhidas e identificadas de
acordo com as diretrizes do laboratério de micobacteriologia e transportadas e armazenadas a +2/+8 °C
durante um periodo maximo de dois dias. As amostras devem ser concentradas e descontaminadas com
solugdo de hidroxido de sodio (manual do laboratério de micobacteriologia, Iniciativa Laboratorial Global) A
amostra concentrada e descontaminada deve de seguida ser inativada a 95 °C durante 30 minutos. Para a
anadlise com este produto, devem ser transferidos 0,2 mL da amostra inativada para o “Tubo de sonicagédo”
fornecido com o «ELITe InGenius SP 200 Consumable Set».

As amostras concentradas e descontaminadas de fluido cavitario podem ser congeladas e
armazenadas a -20 °C durante um periodo maximo de um més ou a -70 °C durante periodos mais longos.
Evite ciclos de congelagdo/descongelacdo.

Nota: para realizar a extragdo do ADN a partir das amostras de fluidos de cavidades com o ELITe InGenius
e o software do ELITe InGenius versdo 1.3 (ou versdes posteriores), use o Protocolo do ensaio MDR-MTB
ELITe_CL_200_100. Este protocolo processa 200 pL da amostra, adiciona o CPE - Internal Control a 10
uL/extragéo e elui os acidos nucleicos em 100 pL.

Biopsias

As amostras de biopsias para extracdo de ADN devem ser colhidas e identificadas de acordo com
as diretrizes do laboratério de micobacteriologia e transportadas e armazenadas a +2/+8 °C durante um
periodo maximo de dois dias. Decomponha as amostras de acordo com os procedimentos laboratoriais e
descontamine-as com uma solugdo de hidréxido de sédio (manual do laboratério de micobacteriologia,
Iniciativa Laboratorial Global). A amostra descontaminada deve de seguida ser inativada a 95 °C durante 30
minutos. Para a anadlise com este produto, devem ser transferidos 0,2 mL da amostra inativada para o
“Tubo de sonicagao” fornecido com o «ELITe InGenius SP 200 Consumable Set».

As amostras descontaminadas de biopsia podem ser congeladas e armazenadas a -20 °C durante
um periodo maximo de um més ou a -70°C durante periodos mais longos. Evite ciclos de
congelacéo/descongelagéo.

Nota: para realizar a extragcdo do ADN a partir das amostras de biopsia com o ELITe InGenius e o software
do ELITe InGenius versdo 1.3 (ou versdes posteriores), use o Protocolo do ensaio MDR-MTB
ELITe_B_200_100. Este protocolo processa 200 uyL da amostra, adiciona o CPE - Internal Control a 10
uL/extragao e elui os acidos nucleicos em 100 pL.

Aspirados gastricos

As amostras de aspirados gastricos para extragdo de ADN devem ser colhidas e identificadas de
acordo com as diretrizes do laboratério de micobacteriologia e transportadas e armazenadas a +2/+8 °C
durante um periodo maximo de dois dias. As amostras devem ser liquefeitas com uma solugdo de N-acetil-
L-cisteina e descontaminadas com solugdo de hidroxido de soédio (manual do laboratério de
micobacteriologia, Iniciativa Laboratorial Global). A amostra liquefeita e descontaminada deve de seguida
ser inativada a 95 °C durante 30 minutos. Para a analise com este produto, devem ser transferidos 0,2 mL
da amostra inativada para o “Tubo de sonicagéo” fornecido com o «ELITe InGenius SP 200 Consumable
Set».

As amostras liquefeitas e descontaminadas de aspirado gastrico podem ser congeladas e
armazenadas a -20 °C durante um periodo maximo de um més ou a -70 °C durante periodos mais longos.
Evite ciclos de congelagdo/descongelagéo.

Nota: para realizar a extragdo do ADN a partir das amostras de aspirados gastricos com o ELITe InGenius
e o software do ELITe InGenius versdo 1.3 (ou versdes posteriores), use o Protocolo do ensaio MDR-MTB
ELITe_GA_200_100. Este protocolo processa 200 uL da amostra, adiciona o CPE - Internal Control a 10
uL/extragao e elui os acidos nucleicos em 100 pL.
Substancias interferentes

Os dados disponiveis relativos a inibicdo causada por farmacos e outras substancias sao
comunicados no paragrafo “Substancias interferentes” do capitulo “Caracteristicas de desempenho”.
Controlos de amplificagao

Antes da andlise de qualquer amostra, é absolutamente obrigatério criar e aprovar os controlos de
amplificagdo para o lote do reagente de amplificagdo que sera usado nos testes:

- - como Positive Control da amplificagdo, use o reagente TB Positive Control (ndo fornecido com
este kit) em associagdo com o Protocolo MDR-MTB ELITe_PC,
- como negative control da amplificacdo (TB Negative Control), use agua de qualidade para biologia
molecular (ndo fornecida com este kit) em associagdo com o protocolo MDR-MTB ELITe_NC.
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Nota: O sistema ELITe InGenius requer resultados aprovados e validos dos controlos da amplificagdo para
cada lote de reagente de amplificagdo guardado na respetiva base de dados.

Os resultados do controlo da amplificagéo, aprovados e guardados na base de dados, irdo expirar apés 15
dias. Na data de fim da validade serd necessario fazer uma nova execugdo dos Positive e Negative
Controls em associagdo com o lote do reagente de amplificagao.

Para além disso, os controlos da amplificacdo devem ser novamente executados quando:

- for iniciado um novo lote de reagentes de amplificagéo,

- os resultados dos controlos da qualidade (ver o paragrafo seguinte) se encontrarem fora da especificagao,
- for realizado qualquer servigo de manutencéo significativo no instrumento ELITe InGenius.

Controlos da qualidade

E recomendada a validagdo planeada do procedimento de extragdo e amplificacdo. Podem ser
usadas amostras testadas ou material de referéncia certificado.

PROCEDIMENTO

O procedimento para utilizagdo do MDR/MTB ELITe MGB® Kit com o sistema ELITe InGenius
consiste em trés passos:

- verificagdo da prontiddo do sistema,

- preparagdo da sessao,

- revisao e aprovagao de resultados.

Verificagdo da prontiddo do sistema

Antes de iniciar a sessao, e através da consulta da documentagéo do instrumento, é necessario:

- ligar o instrumento ELITe InGenius e selecionar o modo de inicio de sessdo “CLOSED”
(Fechado),

verificar que os controlos da amplificagdo (Controls, TB Positive Control, TB Negative Control) foram
executados em associagdo com o lote do reagente de amplificacéo a ser usado e que os resultados
sdo aprovados e validos (Estado). Se n&o existirem resultados de controlo da amplificagdo
aprovados ou validos, crie os mesmos como descrito nos paragrafos seguintes,

- escolha o tipo de execugéo, seguindo as instrugdes na Interface Grafica do Utilizador (GUI) para a
preparacéo da sessdo e utilizando os Protocolos de ensaio fornecidos pela ELITechGroup S.p.A.
Estes protocolos IVD foram especificamente validados com os kits ELITe MGB®, o instrumento
ELITe InGenius e a matriz citada.

Os protocolos de ensaio disponiveis com o produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit estio descritos na
tabela seguinte:

MDR/MTB ELITe MGB® Kit
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Volume de entrada da extragéo: 200 uL
Positivo /| Volume de eluigdo da extragdo: 100 pL
negativo /| Internal control: 10 uL
MDR-MTB ELITe_U_200_100 Urina resisténcia | Sonicagdo: NAO

positiva /| Fator de diluicdo: 1
resisténcia | Volume de PCR Mix: 20 pyL
negativa Volume de entrada de PCR da amostra:
20 pL

Volume de entrada da extragédo: 200 uL
Positivo /| Volume de elui¢cdo da extragdo: 100 pL
negativo /| Internal control: 10 uL

MDR-MTB ELITe_CL_200_100 Fluidos  de | resisténcia | Sonicagdo: NAO

cavidades positiva /| Fator de diluigdo: 1
resisténcia | Volume de PCR Mix: 20 pL
negativa Volume de entrada de PCR da amostra:
20 pL

Volume de entrada da extragéo: 200 uL
Positivo /| Volume de eluicdo da extragdo: 100 pL
negativo /| Internal control: 10 L

. resisténcia | Sonicagdo: NAO
MDR-MTB ELITe_B_200_100 Biopsias posiiva /| Fator de diluigdo: 1
resisténcia | Volume de PCR Mix: 20 pL
negativa Volume de entrada de PCR da amostra:
20 pL

Volume de entrada da extragéo: 200 uL
Positivo /| Volume de eluigdo da extragdo: 100 pL
negativo /| Internal control: 10 uL

MDR-MTB ELITe_GA_200_100 Aspirados resisténcia | Sonicagdo: NAO

gastricos positiva /| Fator de diluicdo: 1
resisténcia | Volume de PCR Mix: 20 pyL
negativa Volume de entrada de PCR da amostra:
20 pL

Protocolo de ensaio para o produto MDR/MTB ELITe MGB?® Kit, para a detegédo da tuberculose e
identificagédo da resisténcia genotipica do complexo MTB

Relagao
Nome Matriz de Funcionalidades
unidades

Positivo / | Volume de entrada da extragdo: 200 pL
negativo / | Volume de eluigdo da extragdo: 100 uL
resisténci | Internal control: 10 pL

MDR-MTB ELITe_SP_200_100 Escarro a positiva | Sonicagéio: NAO
=== / Fator de diluigéo: 1
resisténci | Volume de PCR Mix: 20 pL
a Volume de entrada de PCR da amostra:

negativa 20 L

Positivo /| Volume de entrada da extragédo: 200 pL
negativo / | Volume de eluigdo da extragdo: 100 L
resisténci | Internal control: 10 pL

MDR-MTB ELITe_BAL_200_100 | BAL/BA a positiva | Sonicagéo: NAO
/ Fator de diluigéo: 1
resisténci | Volume de PCR Mix: 20 L
a | Volume de entrada de PCR da amostra:

negativa 20 yL
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Nota: Nos ensaios para a detegdo da tuberculose e a identificagdo da resisténcia genotipica do complexo
MTB, sdo necessarias TB1 PCR Mix e TB2 PCR Mix.

Se o Protocolo de ensaio de interesse n&o estiver carregado no sistema, contacte o servico de
Apoio ao cliente ELITechGroup na sua localidade.

Preparacgao da sessao

O produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit pode ser usado com o sistema ELITe InGenius para
realizar:
A. Execugdo integrada (Extract + PCR) (Extragdo + PCR),
B. Execugao de amplificagdo (PCR Only) (apenas PCR),
C. Execugéo de Controlo positivo e negativo da amplificagéo (apenas PCR),

Todos os parametros necessarios para a sesséo estéo incluidos no Protocolo de ensaio disponivel
no instrumento e sdo automaticamente recuperados quando o Protocolo de ensaio é selecionado.

Nota: O sistema ELITe InGenius pode ser ligado ao “Laboratorylnformation Server” (servidor de informagao
da localizagdo - LIS) que permite enviar a informagdo da sessdo de trabalho. Consulte o manual de
utilizador do instrumento para obter mais informacdes.
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Estao descritos a seguir os passos principais para a preparacéo dos trés tipos de execugao.
A. Execucao integrada

Para configurar uma execucgdo integrada com extragcdo e amplificagdo da amostra, execute os
passos seguintes de acordo com a GUI:

1. Descongele os tubos de teste contendo a TB1 PCR Mix e a TB2 PCR Mix. Cada tubo de teste é
suficiente para 12 reagdes em condigdes ideais de consumo do reagente (pelo menos 2 amostras
por sessdo). Misture suavemente, centrifugue o conteudo durante 5 segundos.

Nota: Descongele os tubos de teste contendo a TB1 PCR Mix e a TB2 PCR Mix no escuro pois estes
reagentes sdo sensiveis a luz.

2. Descongele os tubos de teste CPE para a sessdo. Cada tubo de teste é suficiente para 12
extragdes. Misture suavemente e centrifugue os tubos de teste durante 5 segundos.

3. Selecione “Perform Run” a partir do ecrad “Home".

Certifique-se de que o “Extraction Input Volume” esta definido para 200 pL e que o “Extracted Elute
Volume” é de 100 pL.

5. Para cada Rastreio de interesse preencha a “SamplelD” (SID) digitando ou digitalizando o cédigo de
barras da amostra.

6. Selecione o protocolo de ensaio a ser usado na coluna “Ensaio” (por ex., MDR MTB
ELITe_SP_200_100).

Certifique-se de que o “Protocol” apresentado é: “Extract + PCR”.

Selecione a posicdo de carregamento da amostra na coluna “Sample Position” e selecione
“Extraction Tube”. Clique em “Next” para continuar a preparagéo.

9. Carregue CPE, TB1 PCR Mix e TB2 PCR Mix no Inventory Block selecionado seguindo as
instrucdes na GUI. Clique no botao “Next” para continuar a preparagao.

10. Carregue e verifique os Suportes de pontas na “Inventory Area” (Area de inventario) selecionada
seguindo as instru¢des na GUI. Clique no botéo “Next” para continuar a preparagao.

11. Carregue as “PCR Cassettes”, os cartuchos de extragdo “ELITe InGenius SP 200", todos os
consumiveis necessarios e as amostras a serem extraidas, seguindo as instrugées na GUI. Clique
em “Next” para continuar a preparagao.

12. Feche a porta do instrumento.
13. Pressione “Start” para iniciar a execugo.

Apos a conclusdo do processo, o sistema ELITe InGenius permite aos utilizadores ver, aprovar,
guardar os resultados e imprimir e guardar o relatério.

Nota: No final da execugdo a restante amostra extraida no “Tubo de eluigdo” deve ser removida do
instrumento, tapada, identificada e guardada a -20 °C. Evite derramar a amostra extraida.

Nota: No final da execugdo, as PCR Cassettes com os produtos de reacdo e os consumiveis devem ser
removidas do instrumento e eliminadas sem contaminagdes ambientais. Evite derramar os produtos de
reagao.

Nota: As misturas de PCR podem ser mantidas guardadas no bloco refrigerado durante um maximo de 7
sessdes de trabalho de 3 horas cada.
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B. Execucgéao da amplificagao

Para preparar uma execugao de amplificagéo a iniciar a partir de Acidos nucleicos extraidos, realize
os passos seguintes de acordo com a GUI:

1. Descongele os tubos de teste contendo a TB1 PCR Mix e a TB2 PCR Mix. Cada tubo de teste é
suficiente para 12 reagbes em condigdes ideais de consumo do reagente (pelo menos 2 amostras
por sessdo). Misture suavemente, centrifugue o contetdo durante 5 segundos.

Nota: Descongele os tubos de teste contendo a TB1 PCR Mix e a TB2 PCR Mix no escuro pois estes
reagentes sdo sensiveis a luz.

2. Selecione “Perform Run” a partir do ecra “Home".

3. Mesmo que ndo seja efetuada qualquer extragdo, certifique-se de que o “Extraction Input Volume” é
de 200 uL e que o “Extracted Elute Volume” é de 100 pL.

4. Para cada Rastreio de interesse preencha a SID digitando ou digitalizando o cédigo de barras da
amostra.

5. Selecione o protocolo de ensaio a ser usado na coluna “Assay’” (por ex., MDR MTB
ELITe_SP_200_100).

6. Selecione “PCR Only” (apenas PCR) na coluna “Protocol”.

7. Certifique-se de que a posigcdo de carregamento da amostra na coluna “Sample Position” é “Elution
Tube (fila inferior)”. Clique em “Next” para continuar a preparagao.

8. Carregue a TB1 PCR Mix e TB2 PCR Mix no Inventory Block selecionado seguindo as instrugdes na
GUI. Clique em “Next” para continuar a preparagéo.

9. Carregue e verifique os Suportes de pontas na “Inventory Area’ (Area de inventario) selecionada
seguindo as instrugdes na GUI. Clique em “Next” para continuar a preparacéo.

10. Carregue as “Cassetes PCR” e as amostras de Acidos nucleicos extraidas seguindo as instrugdes
na GUI. Clique em “Next” para continuar a preparacao.

11. Feche a porta do instrumento.
12. Pressione “Start” para iniciar a execugao.

Apds a conclusdo do processo, o sistema ELITe InGenius permite aos utilizadores ver, aprovar,
guardar os resultados e imprimir e guardar o relatério.

Nota: No final da execucdo a restante Amostra extraida no “Tubo de eluicdo” deve ser removida do
instrumento, tapada e guardada a -20 °C. Evite derramar a Amostra extraida.

Nota: No final da execucdo, as PCR Cassettes com os produtos de reagdo e os consumiveis devem ser
removidas do instrumento e eliminadas sem contaminagdes ambientais. Evite quaisquer derrames dos
produtos de reagao.

Nota: As misturas de PCR podem ser mantidas guardadas no bloco refrigerado durante um maximo de 7
sessdes de trabalho de 3 horas cada.
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C. Execugao de amplificagdo para Controlo Positivo e Controlo Negativo

Para preparar a execugdo de amplificacdo para o Positive Control e Negative Control, realize os
passos seguintes em conformidade com a GUI:

1. Descongele os tubos de teste contendo a TB1 PCR Mix e a TB2 PCR Mix. Cada tubo de teste &
suficiente para 12 reagdes em condigbes ideais de consumo do reagente (pelo menos 2 amostras
por sessdo). Misture suavemente, centrifugue o contetdo durante 5 segundos.

Nota: Descongele os tubos de teste contendo a TB1 PCR Mix e a TB2 PCR Mix no escuro pois estes
reagentes s&o sensiveis a luz.

2. Descongele o tubo TB Positive Control para a sessdo. Cada tubo é suficiente para 2 sessdes.
Misture suavemente, centrifugue o contetido durante 5 segundos.

3. Transfira pelo menos 100 pL de agua de qualidade para biologia molecular para um “Elution Tube”,
fornecido com o ELITe InGenius SP 200 Consumable Set.

Selecione “Perform Run” a partir do ecra “Home".

Mesmo que néo seja efetuada qualquer extragao, certifique-se de que o “Extraction Input Volume” é
de 200 uL e que o “Extracted Elute Volume” é de 100 pL.

No Rastreio de interesse, selecione o Protocolo de ensaio a ser usado na coluna “Assay”.

7. Para o positive control, selecione MDR-MTB ELITe_PC na coluna “Assay” e preencha o nimero do
lote e a data de validade do positive control TB.

8. Para o negative control, selecione MDR-MTB ELITe_NC na coluna “Assay” e preencha o nimero
do lote e a data de validade da agua de qualidade para biologia molecular.

9. Clique em “Next” para continuar a preparagéo.

10. Carregue a TB1 PCR Mix e TB2 PCR Mix no Inventory Block selecionado seguindo as instrugdes na
GUL. Clique em “Next” para continuar a preparagéo.

11. Carregue e verifique os Suportes de pontas na “Inventory Area” (Area de inventario) selecionada
seguindo as instrugdes na GUI. Clique em “Next” para continuar a preparacéo.

12. Carregue as “PCR Cassettes”, o tubo TB Positive Control e o tubo de Negative Control seguindo as
instrugcdes na GUI. Clique em “Next” para continuar a preparagéo.

13. Feche a porta do instrumento.
14. Pressione “Start” para iniciar a execugao.

Apds a conclusdo do processo, o sistema ELITe InGenius permite aos utilizadores ver, aprovar,
guardar os resultados e imprimir e guardar o relatério.

Nota: No final da execugdo o restante Controlo positivo deve ser removido do instrumento, tapado e
guardado a -20 °C. Evite derramar o Controlo positivo. O restante Negative Control deve ser eliminado.

Nota: No final da execugdo, as PCR Cassettes com os produtos de reagdo e os consumiveis devem ser
removidas do instrumento e eliminadas sem contaminagdes ambientais. Evite derramar os produtos de
reagao.

Nota: As misturas de PCR podem ser mantidas guardadas no bloco refrigerado durante um maximo de 7
sessdes de trabalho de 3 horas cada.
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Revisao e aprovacgao de resultados

No final da execugdo, é automaticamente apresentado o ecrd “Results Display”. Neste ecrd sao
mostrados os resultados da amostra/Controlo e a informagdo relativa a execugédo. A partir deste ecra é
possivel aprovar o resultado, imprimir ou guardar os relatérios (“Sample Report” ou “Track Report”).
Consulte o manual de utilizador do instrumento para obter mais informagées.

Nota: O sistema ELITe InGenius pode ser ligado ao “Location Information Server” (Servidor de informagao
da localizagao - LIS) através do qual é possivel enviar os resultados da sesséo de trabalho para o centro de
dados do laboratério. Consulte o manual de utilizador do instrumento para obter mais informagdes.

Detecao de tuberculose e identificagido da resisténcia genotipica do complexo MTB

O sistema ELITe InGenius gera os resultados utilizando o produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit
através do seguinte procedimento:
A. Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control da amplificagéo,
B. Validagéo dos resultados da amostra,
C. Elaboragao do relatério do resultado da amostra.

A. Validagao dos resultados do Controlo Positivo e Controlo Negativo da amplificagdo

Os sinais de fluorescéncia emitidos pelas sondas alvo (MTB, rpoB1, rpoB2, rpoB3, rpoB4, katG e
inhA) nas reagbes de amplificagdo de positive control e negative control sdo analisados automaticamente e
interpretados pelo software do instrumento com os parametros incluidos nos Protocolos de ensaio “MDR-
MTB ELITe_PC” e “MDR-MTB ELITe_NC”.

Os resultados do Positive Control e Negative Control da amplificagcdo, especificos para o lote de
reagente de amplificacdo usado, séo registados na base de dados (Controls). Podem ser visualizados e
aprovados por pessoal qualificado como o “Administrator” ou “Analyst’, seguindo as instrugdes na GUI.

Nota: O positive control e o negative control sdo processados em associagdo com ambas as TB1 PCR Mix
e TB2 PCR Mix; por conseguinte, os resultados do controlo tém de ser aprovados para ambas as misturas
de PCR. Por defeito, a GUI mostra os resultados do controlo para a TB1 PCR Mix (controlos). Ao clicar no
campo ensaio, a janela do ensaio abre-se e a TB2 PCR Mix pode ser selecionada, com vista a aprovar os
resultados do controlo relacionados.

Os resultados da amplificagdo de Controlo positivo e Controlo negativo, especificos para o lote de
reagente de amplificacdo, irdo expirar apoés 15 dias.

Os resultados das execugbes de amplificacdo de Controlo positivo e Controlo negativo sdo usados
pelo software do instrumento para preparar os “Graficos de controlo”. Sdo requeridos pelo menos quatro
resultados de positive Control e negative control de quatro execugdes diferentes. Apos isso, os resultados
do Positive Control e Negative Control sdo usados para monitorizagdo dos desempenhos do passo de
amplificagéo. Consulte o manual de utilizador do instrumento para obter mais informacdes.

Nota: Se o resultado do Positive Control ou Negative Control da amplificagdo ndo cumprir os critérios de
aceitacéo, é mostrada a mensagem “Failed” no ecra “Controls” e ndo é possivel aprovar o mesmo. Neste
caso, devem ser repetidas as reagdes de amplificagdo de Controlo positivo ou Controlo negativo.

Nota: Se o Positive Control ou Negative Control é executado em conjunto com amostras a serem testadas e
o respetivo resultado é invalido, toda a sessdo é invdlida. Neste caso, também deve ser repetida a
amplificagdo de todas as amostras.

B. Validagao dos resultados das amostras

Os sinais de fluorescéncia emitidos pelas sondas do alvo (MTB, rpoB1, rpoB2, rpoB3, rpoB4, katG,
inhA) e pela sonda de controlo interno (IC) nas reagdes de amplificagdo da amostra sdo analisados
automaticamente e interpretados pelo software do instrumento com os parametros incluidos nos protocolos
de ensaio MDR-MTB ELITe_SP_200_100, MDR-MTB ELITe_BAL_200_100, MDR-MTB ELITe_U_200_100,
MDR-MTB ELITe_CL_200_100, MDR-MTB ELITe_B_200_100, MDR-MTB ELITe_GA_200_100.

Os resultados sédo mostrados nos relatérios gerados pelo instrumento ("Exibi¢cdo dos resultados").
A execugdo da amostra pode ser aprovada quando forem cumpridas as duas condigdes reportadas
na tabela abaixo.

1) Positive control Estado
TB Positive Control APROVADO
2) Negative control Estado
TB Negative Control APROVADO
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Para cada amostra, o resultado do ensaio € automaticamente interpretado pelo sistema comegando
a partir dos valores da Ct (para o complexo MTB e IC) e dos valores de Tm (para a analise de resisténcia e
MTB), conforme estabelecido pelo algoritmo do software ELITe InGenius e os pardmetros do protocolo de
ensaio.

A tabela seguinte apresenta as possiveis mensagens para o resultado da detegdo do complexo
MTB.

MDR/MTB ELITe MGB® Kit
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Resultado de uma sessao na amostra Interpretacao

Foi detetado ADN do complexo de MTB na amostra
em quantidades suficientes para executar a andlise da
resisténcia a antibidticos (ver tabela seguinte).

MTB: ADN detetado Tipagem conforme se
segue:

Foi detetado ADN do complexo de MTB na amostra
MTB: ADN detetado Tipagem n&o exequivel em quantidades insuficientes para executar a andlise da
resisténcia a antibiéticos

Nao foi detetado ADN do complexo MTB na amostra.
MTB: ADN néo detetado ou inferior ao LdD A amostra € um negativo valido ou a concentragdo
alvo esta abaixo do Limite de detegdo (LdD) do ensaio.

Resultado do ensaio invalido devido a problemas com
o controlo interno (extragdo incorreta ou transferéncia
de inibidores). O teste tem de ser repetido.

Invélido - Voltar a testar a amostra

Resultado do ensaio indeterminado devido a
problemas na detecdo do complexo MTB. O teste tem
de ser repetido.

Inconclusivo — Volte a testar a amostra

As possiveis mensagens de resultados acerca da andlise de resisténcia a antibidticos da amostra
estdo descritas na tabela seguinte.

Resultado de uma sessao na amostra Interpretacao

Nao foram analisadas mutagbes na regido do gene

RIF-Resisténcia negativa rpoB. A amostra pode ser sensivel a rifampicina.

Foram analisadas mutagdes na regido do gene rpoB. A
amostra pode ser resistente a rifampicina. As sondas
que detetarem as mutagbes estdo indicadas nos
resultados.

RIF:Resisténcia positiva: Sonda(s)

Nao foram analisadas mutacdes nas regides do gene

INH:Resisténcia negativa katG e inhA. A amostra pode ser sensivel a isoniazida.

Foram analisadas mutagdes nas regides do gene katG
e inhA. A amostra pode ser resistente a isoniazida. As
sondas que detetarem as mutagdes estéo indicadas nos
resultados.

INH:Resisténcia positiva: Sonda(s)

TIF: tipagem invalida - voltar a testar a amostra Resultado do ensaio invalido devido a problemas na

. o analise da resisténcia a antibidticos. O teste tem de ser
INH: tipagem invalida - voltar a testar a amostra repetido.

Quando o ADN do complexo MTB ¢é detetado na amostra e é realizada a andlise para resisténcia a
antibidticos, podem ocorrer mensagens de resultados em diferentes combinagdes (por ex., foi detetado ADN
de MTB. Tipagem conforme se segue: RIF resisténcia negativa, INH resisténcia positiva: katG, inhA).

As amostras reportadas como “ADN de MTB detetado. Tipagem n&o exequivel” pelo software
ELITe InGenius ndo sdo adequadas para a analise da resisténcia a antibiéticos. Neste caso, o ADN MTB
foi detetado mas o ADN né&o é suficiente (Ct MTB > 31) para obter resultados corretos de uma forma
passivel de ser reproduzida. Isto acontece devido a uma baixa concentracdo de MTB na amostra ou a
problemas no passo de amplificacdo ou extracdo (degradagdo do ADN, perda de ADN durante a extragao
ou transferéncia de inibidores na eluigdo).
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Nota: Quando a amostra é reportada como “ADN de MTB detetado. Tipagem ndo exequivel’, a Tm das
sondas do alvo (rpoB1, rpoB2, rpoB3, rpoB4, katG, inhA) pode ser verificada pelo operador. Se todos os
valores de Tm estiverem dentro dos limites reportados na tabela abaixo para os genes de tipo selvagem, a
amostra é “RIF resisténcia negativa” e “INH resisténcia negativa”.

Sonda Limites de Tm de tipo Resultado
selvagem

rpoB1 66,0 < Tm < 80,0

rpoB2 70,0<Tm < 80,0 o .
RIF téncia negativa

rpoB3 68,0 <Tm < 80,0

rpoB4 63,5<Tm < 80,0

katG 70,0<Tm < 80,0 . )

- INH resisténcia negativa

inhA 66,0<Tm < 80,0

As amostras reportadas como “Invalid - Retest Sample” (Invalido - Voltar a testar a amostra) pelo
software ElTe InGenius ndo sdo adequadas para interpretagdo dos resultados. Neste caso, o ADN do
Internal Control ndo foi detetado eficientemente devido a problemas no passo de amplificagdo ou extracdo
(degradagdo do ADN, perda de ADN durante a extracdo ou transferéncia de inibidores na eluigédo), que
pode causar resultados incorretos.

As amostras reportadas como “Invalid - Retest Sample” (Invalido - Voltar a testar a amostra) pelo
software ELITe InGenius ndo sdo adequadas para interpretagdo dos resultados. Neste caso, ocorreu um
erro na detegdo do ADN do complexo MTB devido a problemas no passo de extragdo ou amplificagdo
(transferéncia de inibidores na eluicdo, mistura de misturas de PCR), o que pode originar resultados
incorretos.

As amostras reportadas como “RIF Typing Invalid - Retest Sample” (tipagem de RIF invalida - volte
a testar a amostra) e “INH Typing Invalid - Retest Sample” (testagem de INH invélida - volte a testar a
amostra) pelo software ELITe InGenius ndo sdo adequadas para a andlise da resisténcia a antibiéticos.
Neste caso, ocorreu um erro durante a detegdo da resisténcia a antibidticos devido a problemas no passo
de extragdo ou amplificagdo (transferéncia de inibidores na eluigdo, problemas durante a configuragdo da
PCR), o que pode originar resultados incorretos. No entanto, as amostras sao positivas para ADN do
complexo MTB.

Quando o volume da eluigdo é suficiente, a amostra extraida pode ser novamente testada através
de uma execugdo da amplificacdo no modo “PCR Only” conforme esta ou diluido numa relagdo de 1:3 com
agua de qualidade para biologia molecular. 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”.

As amostras reportadas como "MTB DNA detected Typing as follows: RIF Resistance Positive:
rpoB2, rpoB3, rpoB4, rpoB1” (ADN de MTB detetado Tipagem conforme se segue: RIF resisténcia positiva:
rpoB2, rpoB3, rpoB4, rpoB1) pelo software ELITe InGenius ndo sdo adequadas para andlise de resisténcia
a antibidticos, pois ndo é correto detetar mutagbes para todas as sondas rpoB. Neste caso, o ADN de MTB
foi detetado mas a amplificagéo do gene rpoB foi inibida, o que causa resultados incorretos. No entanto, as
amostras sao positivas para ADN do complexo MTB.

Quando o volume da eluigdo é suficiente, a amostra extraida pode ser novamente testada através
de uma execugao da amplificagdo no modo “PCR Only” conforme esta ou diluido numa relagéo de 1:10 com
agua de qualidade para biologia molecular. No caso de um segundo resultado invélido, a amostra deve ser
novamente testada comegando a partir da extracdo de uma nova aliquota utilizando o modo “Extract +
PCR’".

Nota: Quando for necessario retestar, tenha em consideracdo que o ensaio sera realizado com ambas as
TB1 PCR Mix e TB2 PCR Mix e, por conseguinte, o volume de eluigdo tem de ser suficiente para duas
reagdes (pelo menos 50 pL).

Amostras reportadas como: "MTB DNA Not Detected or below the LoD” (ADN de MTB n&o detetado
ou inferior ao LdD) sdo adequadas para analise mas nao foi possivel detetar ADN do complexo MTB. Neste
caso ndo pode excluir-se que o ADN do complexo de MTB esteja presente a uma concentragdo abaixo do
limite de deteg&o do ensaio (ver “Caracteristicas de desempenho).
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Nota: Os resultados obtidos com este ensaio devem ser interpretados tendo em conta todos os dados
clinicos e os outros resultados de testes laboratoriais relativos ao doente, em particular o teste fenotipico de
suscetibilidade antimicrobiana.

Os resultados da execugdo da amostra sdo guardados na base de dados e, se validos, podem ser
aprovados (Result Display) por pessoal qualificado como “Administrator” ou “Analyst”, seguindo as
instrugdes na GUI. A partir da janela “Exibicdo dos resultados” é possivel imprimir e guardar os resultados
da execugéo da amostra como “Relatério da amostra” e “Relatério do rastreio”.

C. Elaboracgéao do relatério do resultado da amostra

Os resultados da amostra sdo guardados na base de dados e podem ser exportados como “Sample
Report” e “Track Report”.

O “Sample Report” apresenta os detalhes de uma sessédo de trabalho ordenada pela amostra
selecionada (SID).

O “Relatério do rastreio” apresenta os detalhes de uma sessao de trabalho ordenados pelo Rastreio
selecionado.

O "Sample Report" e o "Track Report" podem ser impressos e assinados por pessoal autorizado.

| CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Limite de detegao (LoD)

O limite de detegéo (LdD) do produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit foi determinado em associagdo
com amostras de escarro fluidizadas, descontaminadas e desativadas e com o sistema ELITe InGenius.

O LdD foi calculado através de testes a um painel de amostras de escarro MTB negativas
certificadas e reforgadas com material de referéncia de Mycobacterium tuberculosis (MTB), estirpe H37Ra
(ATCC), quantificado por amplificagdo em tempo real. Foram preparados nove niveis de diluicdo de MTB,
desde 320 CFU/mL até 1 CFU/mL. Cada nivel de diluicdo foi testado com 12 réplicas no sistema ELITe
InGenius no modo “Extract + PCR” (Extracdo + PCR).

O LdD foi calculado usando regressao Probit como a concentragdo que tem uma probabilidade de
95% de ser positiva. O LdD estimado foi verificado através da analise de 20 réplicas de amostras de escarro
reforcadas com material de referéncia de MTB, a concentragdo declarada. Além disso, o mesmo LdD foi
também verificado para a matriz BAL/BA através da andlise de 20 réplicas de amostras de BAL/BA
reforcadas com material de referéncia de MTB, a concentragdo declarada. Os resultados obtidos
corroboram o LdD declarado.

O LdD em associagdo com amostras de fluidos cavitarios, urina e biopsias foi verificado pela analise
de 20 réplicas de cada matriz reforcadas com material de referéncia de MTB a uma concentragdo de 20
CFU/mL. Os resultados obtidos corroboram o LdD declarado.

Os resultados finais sdo mostrados na tabela seguinte.

Limite de detegdo com o sistema ELITe InGenius

Matriz LdD (CFU/mL) Intervalo de confianga 95% (CFU/mi)

imite inferior limite superior
Escarro 6 4 15
BAL/BA 6 - -
Fluido cavitario 20 - -
Urina 20 - -
Biopsia 20 - -
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Detecao da resisténcia a rifampicina e/ou isoniazida

A detegao da resisténcia a rifampicina e/ou isoniazida usando o produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit
em associagdo com o sistema ELITe InGenius foi avaliada através da andlise de algumas amostras
certificadas de ADN do genoma de isolados do complexo de MTB resistente a antibiéticos (fornecidos por
um laboratério externo) e caracterizada pelas mutagdes indicadas na tabela seguinte.

Mutagdes na regidao do ponto quente bp 81 do gene rpoB
(numeragao dos coddes de E. coli)
Q510L, L511P, L511R, Q513L, Q513P, M5151, D516V, D516Y,
D516G, Q517P, S522L, S522P, H526L, H526Y, H526D, H526N,
H526R, H526C, H526P, S531L, S531W, A532V, L533P
Mutacoes na regido do codao 315 do gene katG

S315N, S315T

Mutacgdes na regido promotora do gene inhA
-15T, -8A, -8C, -7A

As amostras do ADN extraido foram diluidas e analisadas em associagdo com o sistema ELITe
InGenius no modo “PCR Only” (apenas PCR).

Todos os isolados testados foram positivos para MTB e foram corretamente tipados como
resistentes & rifampicina e/ou isoniazida pelo produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit.

Eficiéncia da detegao (inclusividade)

A eficiéncia da detecdo da espécie de micobactéria incluida no complexo Mycobacterium
tuberculosis do produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit foi avaliada por analise in silico das sequéncias
disponiveis na base de dados EBI ENA.

As regides selecionadas para a hibridizagdo dos primers e das sondas fluorescentes foram
verificadas em relag&o ao alinhamento das sequéncias dos alvos de MTB (IS6110), rpoB, katG e inhA. As
regides de hibridizagdo destacaram a conservagdo da sequéncia e a auséncia de mutagdes significativas
em M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canettii, M. microti, M. caprae.

A eficiéncia da detegdo de espécies de micobactéria incluidas no complexo Mycobacterium
tuberculosis foi igualmente verificada pela analise de um painel de ADN gendmico certificado de M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canettii, M. microti, M. caprae.

As amostras do ADN extraido foram diluidas e analisadas em associagdo com o sistema ELITe
InGenius no modo “PCR Only” (apenas PCR).

Todos os isolados testados foram detetados como positivos para MTB pelo produto MDR MTB
ELITe MGB® Kit.

Marcadores potencialmente interferentes

A potencial reatividade cruzada com outros alvos do produto MDR MTB ELITe MGB® Kit foi
analisada por andlise in silico de sequéncias disponiveis na base de dados EBI ENA.

As regibes selecionadas para hibridizagéo dos primers e sondas fluorescentes foram verificadas em
relagdo ao alinhamento das sequéncias procaridticas, incluindo de micobactérias ndo tuberculosas (NTM) e
outros organismos que poderiam estar presentes nas amostras clinicas. As regides de hibridizagdo
destacaram a auséncia de homologias significativas e ndo indicaram uma potencial interferéncia.

A auséncia de reatividade cruzada com NTM também foi verificada através de um painel de ADN
genomico certificado de M. avium, M. gordonae, M. abscessus, M. intracellulare, M. fortuitum, M. kansasii,
M. xenopi, M. chelonae. Além disso, foi também analisado um painel de ADN gendmico certificado de outros
organismos potencialmente presentes em amostras de escarro: Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, Legionella pneumophila, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae.

As amostras do ADN extraido foram analisadas em associagdo com o sistema ELITe InGenius no
modo “PCR Only” (apenas PCR).

Todos os isolados foram negativos para MTB quando analisados com o produto MDR/MTB ELITe
MGB® Kit.
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Substancias interferentes

Um painel de substancias potencialmente interferentes a concentragcdo maxima relevante foi testado
com o produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit. As substancias testadas foram antibioticos (rifampicina e
isoniazida) e componentes da escarro (mucina, sangue humano total).

As substancias foram adicionadas individualmente as amostras de escarro negativas para MTB
positivadas com material de referéncia de Mycobacterium tuberculosis a uma concentragdo de cerca de
2500 CFU/mL.

As amostras foram testadas em 3 réplicas no sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”
(Extragéo + PCR).

Os resultados estdo mostrados na tabela seguinte.

Substancia Concentragao chs):':rl(t:g:s
Rifampicina 25 pg/ml 3/3
Isoniazida 50 pg/ml 3/3
Mucina suina 2% wiv (20 mg/ml) 3/3
EaDrJr%le total com 5% viv 3/3

Foi demonstrado que nenhuma das substancias testadas a concentragdo maxima relevante interfere
com o produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit.

Repetibilidade

A repetibilidade dos resultados obtidos pelo produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit em associagdo com
o sistema ELITe InGenius foi verificada através da andlise de amostras positivas para MTB e negativas para
MTB.

Uma amostra de escarro negativa para MTB foi positivada com materiais de referéncia de
Mycobacterium tuberculosis a uma concentragdo de cerca de 2500 CFU / mL e uma amostra de escarro
negativa para MTB foi analisada em trés réplicas em duas sessdes por dia, com o mesmo lote de produto
(repetibilidade intra-sess&o). Foram analisados trés lotes de produto diferentes em trés dias diferentes
(repetibilidade interlote) com o mesmo instrumento e pelo mesmo operador.

As amostras foram processadas no sistema ELITe InGenius no modo “Extragédo + PCR”.

Os valores da Ct do alvo do complexo MTB (IS6110) e do alvo do controlo interno (IC2), bem como
os valores da Tm de todos os alvos de agentes patogénicos (IS6110, rpoB, katG e inhA) foram usados para
calcular o coeficiente de variagdo em percentagem (%CV), com vista a avaliar a repetibilidade, interpretada
como impreciséao.

Segue-se o resumo dos resultados.

Repetibilidade intra iao Repetibilidade interlote

Alvo Ct média %CV Ct Ct média %CV Ct
MTB 30,29 0,92 30,43 1,09
[¢]] 29,11 1,91 29,89 2,54

Alvo Tm médio %CV Tm Tm médio %CV Tm
MTB 68,3 0,08 68,4 0,11
rpoB1 67,0 0,12 67,0 0,20
rpoB2 71,4 0,11 71,5 0,15
rpoB3 69,9 0,37 70,0 0,26
rpoB4 66,3 0,71 66,4 0,53
katG 70,8 0,08 70,8 0,13
inhA 67,7 0,24 67,0 0,20

A repetibilidade do produto MDR MTB ELITe MGB® Kit para cada alvo revelou uma %CV que ndo
superou 0s 3%.
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Reprodutibilidade

A reprodutibilidade dos resultados obtidos pelo produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit em associagdo
com o sistema ELITe InGenius foi verificada através da analise de amostras positivas para MTB e negativas
para MTB.

Uma amostra de escarro negativa para MTB foi positivada com materiais de referéncia de
Mycobacterium tuberculosis a uma concentragdo de cerca de 2500 CFU / mL e uma amostra de escarro
negativa para MTB foi analisada em trés réplicas em duas sessdes por dia. Foram analisados trés lotes
diferentes do produto em trés dias diferentes, em trés instrumentos diferentes e por trés operadores
diferentes.

As amostras foram processadas no sistema ELITe InGenius no modo “Extragéo + PCR”.

Os valores da Ct do alvo de MTB (IS6110) e do alvo do controlo interno (IC2), bem como os valores
da Tm dos alvos de agentes patogénicos (IS6110, rpoB, katG e inhA) foram usados para calcular o
coeficiente de variagdo em percentagem (%CV), com vista a avaliar a reprodutibilidade, interpretada como
impreciséo.

Segue-se o resumo dos resultados.

Reprodutibilidade

Alvo Ct média %CV Ct
MTB 30,71 1,04
Cl 30,88 2,39

Alvo Tm médio %CV Tm
MTB 68,4 0,23
rpoB1 66,9 0,19
rpoB2 71,5 0,21
rpoB3 70,0 0,30
rpoB4 66,4 0,51
katG 70,9 0,16
inhA 67,2 0,61

A reprodutibilidade do produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit para cada alvo revelou uma %CV que
nao superou 0s 3%.

Escarro: Sensibilidade e especificidade do diagnéstico

A sensibilidade de diagndstico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas positivas, foi
avaliada através da analise de 50 amostras clinicas de escarro positivas para MTB testadas por cultura.

A especificidade de diagnostico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas negativas, foi
avaliada usando 50 amostras clinicas de escarro negativas para MTB testadas por cultura.

As amostras de escarro foram colhidas, pré-tratadas (ver “Amostras e controlos”), colocadas em
cultura e certificadas como positivas para MTB ou negativas para MTB por um laboratério externo. As
amostras foram entdo inativadas e testadas com o produto MDR/MTB ELITe MGB® e o sistema ELITe
InGenius no modo “Extract + PCR” (Extragéo + PCR).

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

Cultura
Pos. Neg. Total
Pos. 50 1 51
MDR/MTB ELITe MGB Kit Neg. 0 47 47
Total 50 48 98

Todas as amostras positivas para MTB tiveram um resultado positivo com o produto MDR/MTB
ELITe MGB® Kit. Neste teste, a sensibilidade de diagnostico do ensaio foi de 100%.

Entre as amostras negativas para MTB, duas amostras apresentarem resultado invalido e foram
excluidas da analise. Das 48 amostras validas, 47 deram um resultado negativo com o produto MDR/MTB
ELITe MGB® Kit. O resultado positivo discordante foi confirmado como positivo testando novamente a
amostras de escarro. Neste teste, a especificidade de diagnéstico do ensaio foi de 98%.
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Além disso, foram também testadas as mesmas amostras positivas para MTB e negativas para MTB
por outro ensaio de diagndstico molecular com marcagédo CE-IVD e por microscopia de esfregago AFB.

As amostras clinicas analisadas por outro ensaio de diagndstico molecular com marcagdo CE-IVD
deram origem a 50 amostras positivas para MTB e 50 amostras negativas, tal como quando testado por
cultura. A tabela seguinte resume a comparag&o dos resultados com o produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit.

MDx CE-IVD Assay
Pos. Neg. Total
Pos. 50 1 51
MDR/MTB ELITe MGB Kit Neg. 0 47 47
Total 50 48 98

Todas as amostras positivas para MTB tiveram um resultado positivo com o produto MDR/MTB
ELITe MGB® Kit. Neste teste, a sensibilidade de diagndstico do ensaio foi de 100%.

Entre as amostras negativas para MTB, duas amostras apresentarem resultado invalido e foram
excluidas da andlise. Das 48 amostras validas, 47 deram um resultado negativo com o produto MDR/MTB
ELITe MGB® Kit. O resultado positivo discordante foi confirmado como positivo testando novamente a
amostras de escarro. Nestes testes, a especificidade de diagnostico do ensaio foi de 98%.

As amostras clinicas testadas por microscopia de esfregagco AFB deram origem a 44 amostras
positivas para MTB e 56 amostras negativas para MTB. A tabela seguinte resume a comparagédo dos
resultados com o produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit.

Microscopia de esfregago
AFB
Pos. Neg. Total
Pos. 44 7 51
MDR/MTB ELITe MGB Kit Neg. 0 47 47
Total 44 54 98

Todas as amostras positivas para MTB tiveram um resultado positivo com o produto MDR/MTB
ELITe MGB® Kit.

Entre as amostras negativas para MTB, duas amostras apresentarem resultado invalido e foram
excluidas da andlise. Das 54 amostras validas, 47 deram um resultado negativo com o produto MDR/MTB
ELITe MGB® Kit. Seis das 7 amostras discrepantes foram confirmadas como positivas por outros dois
métodos de referéncia (cultura e ensaio de diagndstico molecular com marcacdo CE-IVD). O ultimo
resultado positivo discordante foi confirmado positivo por um novo teste da amostra de escarro individual
com o produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit.

Escarro: Confirmagao de amostras positivas para MTB resistente a antibiéticos

A sensibilidade de diagndstico do ensaio de resisténcia a antibidticos, como confirmagéo das
amostras positivas para MTB resistente a antibidticos, foi avaliada através da analise das seguintes
amostras:

- 20 amostras de escarro clinicas positivadas com isolado de MTB resistente a rifampicina (mutagao
do gene rpoB),

- 20 amostras de escarro clinicas positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagao
do gene katG),

- 20 amostras de escarro clinicas positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagao
do gene inhA).

As amostras clinicas de escarro negativa para MTB foram positivadas a concentragao final de cerca
de 5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagdes num dos trés
genes alvo usando um ensaio de diagndstico molecular com marcagédo CE-IVD. As amostras foram testadas
com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”.
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Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.
Amostras POSING | RIF Res. | INH Res. | INH Res. | T'Pagem
IF\,IITB zelzl bealel i) exequivel

Almost'ra's posmvas~para MTB, resistentes a 20 20 0 0 0
rifampicina (mutagdo rpoB)
Amo_str;s posmva_s para MTB, resistentes a 20 0 17 0 3
isoniazida (mutacdo katG)
_Amo_strgs posmva_s para MTB, resistentes a 20 0 0 18 2
isoniazida (mutag&o inhA)

Todas as amostras resultaram positivas para MTB.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a rifampicina (mutagédo do gene
rpoB) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a rifampicina.

Dezassete de 20 amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagao do
gene katG) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida. Nao foi possivel tipar
3 amostras devido a um baixo sinal de MTB, tendo por conseguinte sido excluidas da analise.

Dezoito de 20 amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagéo do
gene inhA) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida. Nao foi possivel tipar 2
amostras devido a um baixo sinal de MTB, tendo por conseguinte sido excluidas da analise.

Nestes testes, a sensibilidade de diagndstico do ensaio de resisténcia ao antibiético foi de 100%.

Escarro: Confirmagao de amostras MTB-positivo sensiveis a antibiéticos

A especificidade de diagnostico do ensaio de resisténcia a antibidticos, como confirmagao das
amostras positivas para MTB sensiveis a antibiéticos, foi avaliada através da andlise de 50 amostras
clinicas de escarro positivas para MTB sensivel a antibiéticos.

As amostras de escarro foram colhidas, pré-tratadas (ver “Amostras e controlos”), colocadas em
cultura e certificadas como positivas para MTB e sensiveis a rifampicina e isoniazida por um laboratério
externo usando um teste de suscetibilidade antimicrobiana. As amostras foram ent&o inativadas e testadas
com o produto MDR/MTB ELITe MGB® e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR” (Extragdo +
PCR).

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

SRl RIF resisténcia negativa + T|pa~gem
Amostras para P . nédo
INH resisténcia negativa o
MTB exequivel
Amostras positivas para MTB, sensivel aos
antibidticos 50 47 8

Todas as amostras resultaram positivas para MTB, e 47 de 50 foram corretamente tipadas como
sendo possivelmente sensiveis a rifampicina e a isoniazida. N&o foi possivel tipar 3 amostras devido a um
baixo sinal de MTB, tendo por conseguinte sido excluidas da analise.

Neste teste, a especificidade de diagnéstico do ensaio de resisténcia a antibiéticos foi de 100%.

BAL / BA: Sensibilidade e especificidade do diagnédstico

A sensibilidade de diagndstico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas positivas, foi
avaliada através da analise de 6 amostras clinicas de BAL/BA positivas para MTB testadas por cultura e 40
amostras clinicas positivadas de BAL/BA.

A especificidade de diagnostico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas negativas, foi
avaliada usando 40 amostras clinicas de escarro de BAL/BA negativas para MTB testadas por cultura.

As amostras de BAL/BA foram colhidas, pré-tratadas (ver “Amostras e controlos”), colocadas em
cultura e certificadas como positivas para MTB ou negativas para MTB por um laboratério externo. As
amostras positivadas foram adicionadas aos isolados de MTB sensiveis aos antibiéticos, a concentragédo
final de cerca de 20 CFU/mL. As amostras foram entdo inativadas e testadas com o produto MDR/MTB
ELITe MGB® e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR” (Extragdo + PCR).
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Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.
Cultura
Pos. Neg. Total

Pos. 42 1 43

MDR/MTB ELITe MGB Kit Neg. 4 39 43

Total 46 40 86

Entre as amostras positivas para MTB ou positivadas, 42 de 46 amostras resultaram positivas com o
produto MDR/MTB ELITe MGB®. Neste teste, a sensibilidade de diagndstico do ensaio foi de 91,3 %.

Entre as amostras negativas para MTB, 39 de 40 amostras deram um resultado negativo com o
produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit. Neste teste, a especificidade de diagnostico do ensaio foi de 97,5 %.

BAL / BA: Confirmacao de amostras positivas para MTB resistente a antibiéticos

A sensibilidade de diagndstico do ensaio de resisténcia a antibiéticos, como confirmagéo das
amostras positivas para MTB resistente a antibiéticos, foi avaliada através da andlise das seguintes
amostras:

- 2 amostras clinicas de BAL/BA positivas para MTB testadas por cultura e resistentes a rifampicina e
isoniazida

- 40 amostras clinicas de BAL/BA positivadas com isolado de MTB resistente a rifampicina (mutagao
do gene rpoB),

- 40 amostras clinicas de BAL/BA positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagdo
do gene katG),

- 40 amostras clinicas de BAL/BA positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagdo
do gene inhA).

As amostras clinicas de BAL/BA negativas para MTB foram positivadas a concentragdo final de
cerca de 5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagdes num
dos trés genes alvo usando um ensaio de diagndstico molecular com marcagao CE-IVD. As amostras foram
testadas com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”.

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.
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BAL / BA: Confirmagao da auséncia de mutagdo em amostras positivas para MTB

A especificidade de diagnédstico do ensaio de resisténcia a antibiéticos, como confirmagdo das
amostras positivas para MTB sensivel a antibiéticos, foi avaliada através da andlise de 80 amostras clinicas
de BAL/BA positivadas com transportador de isolado de MTB de uma mutagdo mas negativas para as
outras duas.

As amostras clinicas de BAL/BA negativas para MTB foram positivadas a concentragdo final de
cerca de 5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagdes num
dos trés genes alvo usando um ensaio de diagnéstico molecular com marcagdo CE-IVD. As amostras foram
testadas com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”.

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

T Pc;)s;'t_glo RIF Sens. | INH Sens. | INH Sens. Tu:‘a;gam
MTB ztelel beisl ey exequivel

Almostlra's posmvas~para MTB, resistentes a 40 0 40 40 0

rifampicina (mutagao rpoB)

Amo_str;s posmva_s para MTB, resistentes a 40 40 0 40 0

isoniazida (mutagdo katG)

_Amo_strgs posmva_s para MTB, resistentes a 40 39 39 0 1

isoniazida (mutag&o inhA)

P P‘;)sa':gm RIF Res. | INH Res. | INH Res. T":‘Z%"m
MTB (rpoB) (katG) (inhA) exequivel

Amostras positivas para MTB, resistentes a

. L NN 2 0 0 0 2
rifampicina e isoniazida
Amost_ra_s posmvas~para MTB, resistentes a 40 40 0 0 0
rifampicina (mutagdo rpoB)
Amqstr@s posmva§ para MTB, resistentes a 40 0 40 0 0
isoniazida (mutacdo katG)
Amqstr_as posmva~s para MTB, resistentes a 40 0 0 39 1
isoniazida (mutag&o inhA)

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a rifampicina (mutagéo do gene
rpoB) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a rifampicina.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagédo do gene
katG) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutacdo do gene
inhA) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida. Ndo foi possivel tipar 1
amostra devido a um baixo sinal de MTB, tendo por conseguinte sido excluidas da analise.

Nestes testes, a sensibilidade de diagndstico do ensaio de resisténcia ao antibiético foi de 100%.
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Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma muta¢do do gene rpoB foram
corretamente tipadas como ndo contendo mutagdo para os genes katG e inhA.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutacédo do gene katG foram
corretamente tipadas como n&o contendo mutagéo para os genes rpoB e inhA.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutagéo do gene inhA foram
corretamente tipadas como ndo contendo mutagdo para os genes rpoB e katG. Nao foi possivel tipar 1
amostra devido a um baixo sinal de MTB, tendo por conseguinte sido excluidas da analise.

Neste teste, a especificidade de diagndstico do ensaio de resisténcia a antibiéticos foi de 100%.

Urina: Sensibilidade e especificidade do diagnéstico

A sensibilidade de diagndstico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas positivas, foi
avaliada através da andlise de 12 amostras clinicas de urina positivas para MTB testadas por cultura e 8
amostras clinicas de urina positivadas.

A especificidade de diagnéstico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas negativas, foi
avaliada usando 20 amostras clinicas de urina negativas para MTB testadas por cultura.

As amostras de urina foram colhidas, pré-tratadas (ver “Amostras e controlos”), colocadas em
cultura e certificadas como positivas para MTB ou negativas para MTB por um laboratério externo. As
amostras positivadas foram adicionadas aos isolados de MTB sensiveis aos antibiéticos, a concentragdo
final de cerca de 20 CFU/mL. As amostras foram entdo inativadas e testadas com o produto MDR/MTB
ELITe MGB® e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR” (Extrag&o + PCR).

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

Cultura
Pos. Neg. Total
Pos. 16 0 16
MDR/MTB ELITe MGB Kit Neg. 4 20 24
Total 20 20 40

Entre as amostras positivas para MTB ou positivadas, 16 de 20 amostras resultaram positivas com o
produto MDR/MTB ELITe MGB®. Neste teste, a sensibilidade de diagnostico do ensaio foi de 80 %.

Entre as amostras negativas para MTB, todas as amostras deram um resultado negativo com o
produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit. Neste teste, a especificidade de diagndstico do ensaio foi de 100 %.
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Urina: Confirmagao de amostras positivas para MTB resistente a antibiéticos

A sensibilidade de diagndstico do ensaio de resisténcia a antibidticos, como confirmagéo das
amostras positivas para MTB resistente a antibiéticos, foi avaliada através da andlise das seguintes
amostras:

- 20 amostras clinicas de urina positivadas com isolado de MTB resistente a rifampicina (mutagdo do
gene rpoB),

- 20 amostras clinicas de urina positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagéo do
gene katG),

- 20 amostras clinicas de urina positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida (mutacéo do
gene inhA).

As amostras clinicas de urina negativa para MTB foram positivadas a concentragao final de cerca de
5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagdes num dos trés
genes alvo usando um ensaio de diagndstico molecular com marcacdo CE-IVD. As amostras foram testadas
com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”.

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.
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Os resultados estéo resumidos na tabela seguinte.

PEeD PC;JSaI:QIO RIF Sens. | INH Sens. | INH Sens. Tu:‘aag:;am
MTB etelzl baisg) iy exequivel

Amostra_s posmvas~para MTB, resistentes a 20 0 20 20 0

rifampicina (mutagao rpoB)

Amo_str;s posmva_s para MTB, resistentes a 20 20 0 20 0

isoniazida (mutagéo katG)

Amostras positivas para MTB, resistentes a

isoniazida (mutagdo inhA) 20 20 20 0 0

Amostras P‘:fa'::“ RIF Res. | INH Res. | INH Res. | | Pagem
MTB i) LELe) ey exequivel

A_most_ra_s p05|t|vas~para MTB, resistentes a 20 20 0 0 0

rifampicina (mutacéo rpoB)

Amqstr_as p03|t|va§ para MTB, resistentes a 20 0 20 0 0

isoniazida (mutagéo katG)

_Amqstrgs posmva_s para MTB, resistentes a 20 0 0 20 0

isoniazida (mutagdo inhA)

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a rifampicina (mutagdo do gene
rpoB) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a rifampicina.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutacéo do gene
katG) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagdo do gene
inhA) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida.

Nestes testes, a sensibilidade de diagndstico do ensaio de resisténcia ao antibiético foi de 100%.

Urina: Confirmagao da auséncia de mutagdo em amostras positivas para MTB

A especificidade de diagndstico do ensaio de resisténcia a antibiéticos, como confirmagéo das
amostras positivas para MTB sensivel a antibioticos, foi avaliada através da andlise de 40 amostras clinicas
de urina positivadas com transportador de isolado de MTB de uma mutagdo mas negativas para as outras
duas.

As amostras clinicas de urina negativa para MTB foram positivadas a concentragéo final de cerca de
5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagdes num dos trés
genes alvo usando um ensaio de diagndstico molecular com marcagédo CE-IVD. As amostras foram testadas
com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”.
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Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma muta¢éo do gene rpoB foram
corretamente tipadas como n&o contendo mutagdo para os genes katG e inhA.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutacédo do gene katG foram
corretamente tipadas como n&o contendo mutagéo para os genes rpoB e inhA.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutacdo do gene inhA foram
corretamente tipadas como n&o contendo mutagdo para os genes rpoB e katG.

Neste teste, a especificidade de diagnostico do ensaio de resisténcia a antibiéticos foi de 100%.

Biopsia: Sensibilidade e especificidade do diagnéstico

A sensibilidade de diagnéstico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas positivas, foi
avaliada através da analise de 22 amostras clinicas de biopsia positivas para MTB testadas por cultura e 20
amostras clinicas de urina positivadas.

A especificidade de diagnostico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas negativas, foi
avaliada usando 40 amostras clinicas de biopsia negativas para MTB testadas por cultura.

As amostras de biopsia foram colhidas, pré-tratadas (ver “Amostras e controlos”), colocadas em
cultura e certificadas como positivas para MTB ou negativas para MTB por um laboratério externo. As
amostras positivadas foram adicionadas aos isolados de MTB sensiveis aos antibiéticos, a concentragédo
final de cerca de 20 CFU/mL. As amostras foram entdo inativadas e testadas com o produto MDR/MTB
ELITe MGB® e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR” (Extracdo + PCR).

Os resultados esté@o resumidos na tabela seguinte.

Cultura
Pos. Neg. Total
Pos. 38 0 38
MDR/MTB ELITe MGB Kit Neg. 4 40 44
Total 42 40 82

Entre as amostras positivas para MTB ou positivadas, 38 de 42 amostras resultaram positivas com o
produto MDR/MTB ELITe MGB®. Neste teste, a sensibilidade de diagndstico do ensaio foi de 90,5 %.

Entre as amostras negativas para MTB, todas as amostras deram um resultado negativo com o
produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit. Neste teste, a especificidade de diagnéstico do ensaio foi de 100 %.

Biopsia: Confirmagao de amostras positivas para MTB resistente a antibiéticos

A sensibilidade de diagnédstico do ensaio de resisténcia a antibidticos, como confirmacédo das
amostras positivas para MTB resistente a antibidticos, foi avaliada através da analise das seguintes
amostras:

- 40 amostras clinicas de biopsia positivadas com isolado de MTB resistente a rifampicina (mutagédo
do gene rpoB),

- 40 amostras clinicas de biopsia positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagao do
gene katG),

- 40 amostras clinicas de biopsia positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagao do
gene inhA).

As amostras clinicas de biopsia negativa para MTB foram positivadas a concentragéo final de cerca
de 5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagdes num dos trés
genes alvo usando um ensaio de diagnostico molecular com marcagéo CE-IVD. As amostras foram testadas
com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”.
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Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

P P‘;sa'::m RIF Res. | INH Res. | INH Res. T":f;%em
MTB el baisg) vy exequivel

Amost_ra_s posmvas_para MTB, resistentes a 40 40 0 0 0

rifampicina (mutag&o rpoB)

Amqstr@s posmva_s para MTB, resistentes a 40 0 40 0 0

isoniazida (mutacéo katG)

Amostras positivas para MTB, resistentes a

isoniazida (mutagdo inhA) 40 0 0 40 0

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a rifampicina (mutagdo do gene
rpoB) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a rifampicina.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutacdo do gene
katG) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagéo do gene
inhA) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida.

Nestes testes, a sensibilidade de diagnéstico do ensaio de resisténcia ao antibiético foi de 100%.

Biopsia: Confirmacao da auséncia de mutacdo em amostras positivas para MTB

A especificidade de diagnéstico do ensaio de resisténcia a antibidticos, como confirmagao das
amostras positivas para MTB sensiveis a antibiéticos, foi avaliada através da analise de 80 amostras
clinicas de biopsia positivadas com transportador de isolado de MTB de uma mutagdo mas negativas para
as outras duas.

As amostras clinicas de biopsia negativa para MTB foram positivadas a concentragao final de cerca
de 5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagdes num dos trés
genes alvo usando um ensaio de diagnostico molecular com marcagéo CE-IVD. As amostras foram testadas
com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”.

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.
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Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.
Cultura
Pos. Neg. Total

Pos. 39 0 39

MDR/MTB ELITe MGB Kit Neg. 1 40 41

Total 40 40 80

Entre as amostras positivas para MTB ou positivadas, 39 de 40 amostras resultaram positivas com o
produto MDR/MTB ELITe MGB®. Neste teste, a sensibilidade de diagnostico do ensaio foi de 97,5 %.

Entre as amostras negativas para MTB, todas as amostras deram um resultado negativo com o
produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit. Neste teste, a especificidade de diagnéstico do ensaio foi de 100 %.

Fluidos cavitarios: Confirmagdo de amostras positivas para MTB resistente a antibiéticos

A sensibilidade de diagnéstico do ensaio de resisténcia a antibidticos, como confirmagéo das
amostras positivas para MTB resistente a antibidticos, foi avaliada através da analise das seguintes
amostras:

- 40 amostras clinicas de fluidos cavitarios positivadas com isolado de MTB resistente a rifampicina

(mutagao do gene rpoB),

- 40 amostras clinicas de fluidos cavitarios positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida

(mutagdo do gene katG),

- 40 amostras clinicas de fluidos cavitarios positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida

(mutagdo do gene inhA).

As amostras clinicas de fluidos cavitarios negativas para MTB foram positivadas a concentragédo
final de cerca de 5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagdes
num dos trés genes alvo usando um ensaio de diagndstico molecular com marcagdo CE-IVD. As amostras
foram testadas com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”.

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

Amostras Pc;)s;:glo RIF Sens. | INH Sens. INI:I Sens. Tle‘aﬁiem
MTB (rpoB) {katG) . exequivel

Amostras positivas para MTB, resistentes a 40 0 40 40 0

rifampicina (mutagdo rpoB)

Amostras positivas para MTB, resistentes a 40 40 0 40 0

isoniazida (mutacéo katG)

Amostras positivas para MTB, resistentes a 40 40 40 0 0

isoniazida (mutacéo inhA)

P P"’f‘a':;‘m RIF Res. | INH Res. | INH Res. T":f’é@fm
MTB ztelz] beile) i) exequivel

Amostrqs posmvas~para MTB, resistentes a 40 40 0 0 0

rifampicina (mutagdo rpoB)

Amo_str;s posmva_s para MTB, resistentes a 40 0 40 0 0

isoniazida (mutacdo katG)

Amo_strgs posmva_s para MTB, resistentes a 40 0 0 40 0

isoniazida (mutagdo inhA)

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutagdo do gene rpoB foram
corretamente tipadas como néo contendo mutacéo para os genes katG e inhA.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutagdo do gene katG foram
corretamente tipadas como nao contendo mutagao para os genes rpoB e inhA.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutagdo do gene inhA foram
corretamente tipadas como ndo contendo mutacéo para os genes rpoB e katG.

Neste teste, a especificidade de diagnostico do ensaio de resisténcia a antibiéticos foi de 100%.

Fluidos cavitarios: Sensibilidade e especificidade do diagnéstico

A sensibilidade de diagnéstico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas positivas, foi
avaliada através da andlise de 20 amostras clinicas de fluidos cavitarios positivas para MTB testadas por
cultura e 20 amostras clinicas de fluidos cavitarios positivadas.

A especificidade de diagnostico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas negativas, foi
avaliada usando 40 amostras clinicas de fluidos cavitarios negativas para MTB testadas por cultura.

As amostras de fluidos cavitarios foram colhidas, pré-tratadas (ver “Amostras e controlos”),
colocadas em cultura e certificadas como positivas para MTB ou negativas para MTB por um laboratério
externo. As amostras positivadas foram adicionadas aos isolados de MTB sensiveis aos antibiéticos, a
concentragao final de cerca de 20 CFU/mL. As amostras foram ent&o inativadas e testadas com o produto
MDR/MTB ELITe MGB® e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR” (Extragéo + PCR).
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Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a rifampicina (mutagédo do gene
rpoB) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a rifampicina.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagdo do gene
katG) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagdo do gene
inhA) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida.

Nestes testes, a sensibilidade de diagnéstico do ensaio de resisténcia ao antibiético foi de 100%.

Fluidos cavitarios: Confirmagdo da auséncia de mutagdo em amostras positivas para MTB

A especificidade de diagndstico do ensaio de resisténcia a antibiéticos, como confirmagdo das
amostras positivas para MTB sensiveis a antibiéticos, foi avaliada através da andlise de 80 amostras
clinicas de fluidos cavitarios positivadas com transportador de isolado de MTB de uma mutagdo mas
negativas para as outras duas.

As amostras clinicas de fluidos cavitarios negativas para MTB foram positivadas a concentragédo
final de cerca de 5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagoes
num dos trés genes alvo usando um ensaio de diagndstico molecular com marcagédo CE-IVD. As amostras
foram testadas com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR".
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Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.
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ADN

Os resultados estéo resumidos na tabela seguinte.

PTETs Pc:)s;:glo RIF Sens. | INH Sens. | INH Sens. Tu:‘aﬁ%em
MTB etz gy L) exequivel

Amost_ra_s posmvas_para MTB, resistentes a 40 0 40 40 0

rifampicina (mutag&o rpoB)

Amqstr@s posmva_s para MTB, resistentes a 40 40 0 40 0

isoniazida (mutacéo katG)

Amostras positivas para MTB, resistentes a

isoniazida (mutagdo inhA) 40 40 40 0 0

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutagédo do gene rpoB foram
corretamente tipadas como nao contendo mutacéo para os genes katG e inhA.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutagdo do gene katG foram
corretamente tipadas como ndo contendo mutacgéo para os genes rpoB e inhA.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutagdo do gene inhA foram
corretamente tipadas como néo contendo mutagéo para os genes rpoB e katG.

Neste teste, a especificidade de diagndstico do ensaio de resisténcia a antibiéticos foi de 100%.

Aspirado gastrico: Sensibilidade e especificidade do diagnéstico

A sensibilidade de diagnéstico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas positivas, foi
avaliada através da analise de 22 amostras clinicas de aspirado gastrico positivas para MTB testadas por
cultura.

A especificidade de diagnostico do ensaio, como confirmagdo de amostras clinicas negativas, foi
avaliada usando 20 amostras clinicas de aspirado gastrico negativas para MTB testadas por cultura.

As amostras de aspirado gastrico foram colhidas, pré-tratadas (ver “Amostras e controlos”),
colocadas em cultura e certificadas como positivas para MTB ou negativas para MTB por um laboratério
externo. As amostras foram ent&o inativadas e testadas com o produto MDR/MTB ELITe MGB® e o sistema
ELITe InGenius no modo “Extract + PCR” (Extragdo + PCR).

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

Cultura
Pos. Neg. Total
Pos. 18 0 18
MDR/MTB ELITe MGB Kit Neg. 4 20 24
Total 22 20 42

Entre as amostras positivas para MTB ou positivadas, 18 de 22 amostras resultaram positivas com o
produto MDR/MTB ELITe MGB®. Neste teste, a sensibilidade de diagndstico do ensaio foi de 81,8 %.

Entre as amostras negativas para MTB, todas as amostras deram um resultado negativo com o
produto MDR/MTB ELITe MGB® Kit. Neste teste, a especificidade de diagnostico do ensaio foi de 100 %.

Aspirado gastrico: Confirmagao de amostras positivas para MTB resistente a antibiéticos

A sensibilidade de diagndstico do ensaio de resisténcia a antibidticos, como confirmagéo das
amostras positivas para MTB resistente a antibiéticos, foi avaliada através da andlise das seguintes
amostras:

- 20 amostras clinicas de aspirado gastrico positivadas com isolado de MTB resistente a rifampicina

(mutagao do gene rpoB),

- 20 amostras clinicas de aspirado gastrico positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida

(mutagao do gene katG),

- 20 amostras clinicas de aspirado gastrico positivadas com isolado de MTB resistente a isoniazida

(mutagdo do gene inhA).

As amostras clinicas de aspirado gastrico negativas para MTB foram positivadas a concentragcdo
final de cerca de 5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagdes
num dos trés genes alvo usando um ensaio de diagnostico molecular com marcagéo CE-IVD. As amostras
foram testadas com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR”.
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P P"’f‘a':;‘m RIF Res. | INH Res. | INH Res. T":f’é@fm
MTB ztelz] beile) i) exequivel

Amostra_s posmvas~para MTB, resistentes a 20 20 0 0 0

rifampicina (mutagao rpoB)

Amo_str;s posmva_s para MTB, resistentes a 20 0 20 0 0

isoniazida (mutagéo katG)

Amostras positivas para MTB, resistentes a

isoniazida (mutagdo inhA) 20 0 0 20 0

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a rifampicina (mutagédo do gene
rpoB) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a rifampicina.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagdo do gene
katG) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB resistente a isoniazida (mutagdo do gene
inhA) foram corretamente tipadas como possivelmente resistentes a isoniazida.

Nestes testes, a sensibilidade de diagndstico do ensaio de resisténcia ao antibiético foi de 100%.

Aspirado gastrico: Confirmacéo da auséncia de mutacdo em amostras positivas para MTB

A especificidade de diagnostico do ensaio de resisténcia a antibidticos, como confirmagao das
amostras positivas para MTB sensivel a antibiéticos, foi avaliada através da andlise de 40 amostras clinicas
de aspirado gastrico positivadas com transportador de isolado de MTB de uma mutagdo mas negativas para
as outras duas.

As amostras clinicas de aspirado gastrico negativas para MTB foram positivadas a concentragdo
final de cerca de 5000 CFU/mL com isolados de MTB certificados por um laboratério externo para mutagoes
num dos trés genes alvo usando um ensaio de diagndstico molecular com marcagéo CE-IVD. As amostras
foram testadas com o MDR/MTB ELITe MGB® Kit e o sistema ELITe InGenius no modo “Extract + PCR".

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

Amostras P(:)sa':glo RIF Sens. | INH Sens. INI:I Sens. T":fég:m
MTB {rpoB) (katG) il exequivel

Amostras positivas para MTB, resistentes a 20 0 20 20 0

rifampicina (mutagdo rpoB)

Amostras positivas para MTB, resistentes a 20 20 0 20 0

isoniazida (mutacéo katG)

Amostras positivas para MTB, resistentes a 20 20 20 0 0

isoniazida (mutacéo inhA)

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutacdo do gene rpoB foram
corretamente tipadas como nao contendo mutagao para os genes katG e inhA.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutacéo do gene katG foram
corretamente tipadas como néo contendo mutagéo para os genes rpoB e inhA.

Todas as amostras positivadas com um isolado de MTB com uma mutacdo do gene inhA foram
corretamente tipadas como ndo contendo mutagdo para os genes rpoB e katG.

Neste teste, a especificidade de diagnostico do ensaio de resisténcia a antibiéticos foi de 100%.

Convém notar: Os dados e resultados completos dos testes realizados para avaliagdo das caracteristicas
de desempenho do produto com matrizes e os instrumentos estao registados no Ficheiro técnico do produto
"MTB ELITe MGB Kit", FTP 120ING.
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MDR/MTB ELITe MGB® Kit
reagente para amplificagdo em tempo real do
ADN

RTS120ING

| LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Utilize este produto apenas com as amostras clinicas de escarro, lavagens broncoalveolares (BAL),
aspirados bronquicos (BA), urina, fluidos cavitarios, biopsias e aspirados gastricos liquefeitos,
descontaminados e inativados.

N&o use este produto com amostras contendo mucina em concentragéo superior a 2%: a mucina
inibe a reagcdo de amplificagdo de acidos nucleicos e causa resultados invalidos.

Neste momento ndo existem dados disponiveis relativos ao desempenho do produto com as
seguintes amostras clinicas: liquido cefalorraquidiano (LCR), materiais necréticos, pus, fezes, sangue total.

Os resultados obtidos com este produto dependem de uma identificagdo, uma recolha, um
armazenamento de transporte e um processamento adequados das amostras. Para evitar resultados
incorretos, € por isso necessario ter cuidado durante estes passos e seguir cuidadosamente as instrugdes
de utilizagao fornecidas com os produtos para extragdo de acido nucleico.

Devido a sua elevada sensibilidade analitica, o método de amplificagdo em Tempo real usado neste
produto é sensivel a contaminagdes cruzadas a partir de amostras positivas, dos controlos positivos e dos
mesmos produtos de amplificagdo. Contaminacdes cruzadas causadas por falsos resultados positivos. O
formato do produto é capaz de limitar contaminag¢des cruzadas. No entanto, as contaminagdes cruzadas
podem ser evitadas simplesmente através de boas praticas laboratoriais € do cumprimento destas
instrugdes de utilizagao.

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

Este produto requer o uso de vestuario e areas de trabalho que sejam adequados 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 vestuario especial e instrumentos especificos para preparagdo da
sessdo de trabalho, para evitar falsos resultados positivos.

Devido a diferengas inerentes entre tecnologias, € recomendado que os utilizadores realizem
estudos de correlagdo do método para calcular diferengas tecnoldgicas antes de mudar para uma nova
tecnologia.

Um resultado negativo obtido com este produto significa que o ADN alvo néo foi detetado no ADN
extraido da amostra. Ndo pode excluir-se o facto de o ADN alvo ter um titulo inferior ao limite de detegéo do
produto (ver Caracteristicas de desempenho). Neste caso, o resultado podia ser um falso negativo.

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 extragdo, o que
pode originar um atraso na obteng&o dos resultados finais.

Os resultados obtidos com este produto sobre a possivel resisténcia a a rifampicina e/ou a
isoniazida do MTB estao limitados a detegao das principais mutagdes como indicado na Secgéo “Principios
do Ensaio". Outras mutagdes ndo detetadas por este produto podem estar associadas a resisténcia a
rifampicina e/ou isoniazida. Por outro lado, podem ser detetadas mutacdes silenciosas por este produto,
mas ndo estdo associadas a resisténcia a rifampicina e/ou isoniazida. O teste de suscetibilidade
antimicrobiana fenotipico é entdo requerido para confirmar a suscetibilidade do MTB a rifampicina e/ou
isoniazida.

Possiveis polimorfismos na regido do ADN alvo abrangidos pelos primarios do produto e as sondas
podem prejudicar a detegdo do ADN alvo.

Tal como acontece com qualquer outro dispositivo médico de diagndstico, os resultados obtidos
com este produto devem ser interpretados tendo em conta todos os dados clinicos e outros testes
laboratoriais efetuados ao doente.

Tal como acontece com qualquer outro dispositivo médico de diagndstico, existe um risco residual
de resultados invalidos, falsos positivos e falsos negativos obtidos com este produto. Este risco residual ndo
pode ser eliminado ou ainda mais reduzido. Em alguns casos, este risco residual pode contribuir para
decisdes erradas com potenciais efeitos perigosos para o doente.

SCH mRTS120ING_pt 16/09/2021 Revis&o 06_Corr Pagina 29/32

MDR/MTB ELITe MGB® Kit

reagente para amplificagdo em tempo real do

ADN

RTS120ING

RESOLUGAO DE PROBLEMAS |

Reacédo de Positive Control invalida

Causas possiveis

Solugoes

Erro na preparagao da sessao.

Verifique a posi¢cdo da PCR Mix e do Positive Control.
Verifigue os volumes da PCR Mix e do Positive Control.

Degradacéo do Positive Control.

Utilize uma nova aliquota de Positive Control.

Degradacéo da PCR Mix.

Utilize uma nova aliquota da PCR Mix.

Erro do instrumento.

Contacte a assisténcia técnica da ELITechGroup.

Reagédo de Controlo Negativo invalida

Causas possiveis

Solucdes

Erro na preparacao da sesséo.

Verifique a posigdo da PCR Mix e do negative control.
Verifigue os volumes da PCR Mix e do negative control.

Contaminagéo do controlo negativo

Utilize uma nova aliquota de agua de grau de biologia
molecular.

Contaminagéo da Mistura de PCR (PCR Mix).

Utilize novas aliquotas de misturas de PCR.

Contaminagdo da area de extragdo, dos
suportes ou dos blocos de inventario.

Limpe as superficies com detergentes aquosos, lave as
batas de laboratorio, substitua os tubos de ensaio e as
pontas em utilizag&o.

Erro do instrumento.

Contacte a assisténcia técnica da ELITechGroup.

Reacgdo da amostra invalida

Resultados inconclusivos/tipagem nao exequivel/tipagem invalida

Causas possiveis

Solugdes

Erro na preparagao da sessao.

Verifique a posigdo da PCR Mix e da amostra.
Verifigue os volumes da PCR Mix e da amostra.

Degradagéo do Controlo Interno.

Utilize novas aliquotas de controlo interno.

Inibicdo devido a substancias que interferem
na amostra.

Repita a amplificagdo com uma diluicdo 1:3 em agua de
qualidade para biologia molecular de amostra eluida numa
sesséo “PCR only”.

Repita a extragdo e a amplificagdo da amostra com uma
diluigéo 1:2 em agua de qualidade para biologia molecular
da amostra primaria numa sessdo no modo “Extract +
PCR” (Extracédo + PCR).

Degradacéo da PCR Mix.

Utilize uma nova aliquota da PCR Mix.

Erro do instrumento.

Contacte a assisténcia técnica da ELITechGroup.

Erro 30103

Causas possiveis

Solugoes

Concentracdo demasiado alta do alvo na
amostra.

Se for observada uma amplificagéo significativa no grafico
de PCR:

- selecione o rastreio relacionado com a amostra e aprove
manualmente o resultado.

Se for necessario um valor Ct:

- repita a amplificacdo com uma diluicdo 1:10 em agua de
qualidade para biologia molecular de amostra eluida numa
sessédo “PCR Only” (apenas PCR) ou

- repita a extragdo com uma diluigdo 1:10 em agua de
qualidade para biologia molecular da amostra primaria
numa sessdo “Extract + PCR” (Extragdo + PCR).
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MDR/MTB ELITe MGB® Kit
reagente para amplificagdo em tempo real do RTS120ING

ADN

| SIMBOLOS

Numero do catalogo.

Limite maximo da temperatura.

=< &

-
[=]
-

Cadigo do lote.

Data de validade (ultimo dia do més).

)

IVD Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

C € Cumprimento dos requisitos da Diretiva Europeia 98/79/CE relativa a dispositivos médicos
para diagnéstico in vitro.

Atengéo, consulte as instrucdes de utilizacdo.

W Conteudo suficiente para “N” testes.

CONT.| Conteudo.

Z.LT Manter afastado da luz solar.

“ Fabricante.
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MDR/MTB ELITe MGB® Kit
reagente para amplificagdo em tempo real do RTS120ING

ADN

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 Life
Technologies Corporation. O preco de compra deste produto inclui direitos exclusivos, ndo transmissiveis,
de utilizagdo apenas desta quantidade do produto exclusivamente para atividades do comprador que
estejam diretamente relacionadas com diagnoésticos em humanos. Para obter mais informacdes sobre a
aquisicdo de uma licenga deste produto para outros fins que ndo os acima indicados, contacte o Licensing
Department da Thermo Fisher Scientific, 5781 Van Allen Way, Carlsbad, CA 92008. Telefone: +1(760)603-
7200. Fax: +1(760)602-6500. E-mail: outlicensing@thermofisher.com.

Os reagentes de detegdo ELITe® MGB sdo abrangidos por um ou mais nimeros de patente dos
EUA 6.127.121, 6.485.906, 6.660.845, 6.699.975, 6.727.356, 6.790.945, 6.949.367, 6.972.328, 7.045.610,
7.319.022, 7.368.549, 7.381.818, 7.662.942, 7.671.218, 7.715.989, 7.723.038, 7.759.126, 7.767.834,
7.897.736, 8.008.522, 8.067.177, 8.163.910, 8.389.745, 8.969.003, 8.980.855, 9.056.887, 9.085.800,
9.169.256 e numeros de patente EP 1068358, 1144429, 1232157, 1261616, 1430147, 1781675, 1789587,
1975256, 2714939 bem como os pedidos que estejam atualmente pendentes.

Esta licenga limitada permite a pessoa, ou entidade legal a qual este produto foi fornecido, usar o
produto e os dados gerados pela utilizagdo do produto, apenas para diagnéstico humano. Nem o

ELITechGroup S.p.A. nem os respetivos licenciantes concedem quaisquer outras licengas, expressas ou
implicitas, para quaisquer outros fins.

ELITe MGB®, o logétipo ELITe MGB® e o ELITe InGenius® sdo marcas comerciais registadas do ELITechGroup na Uniéo Europeia.
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