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HISTORICO DE ALTERAGOES

Rev. Aviso de alteragao Dados
(dd/mm/
/aaaa)
Expansao de utilizagdo do produto em associagao com o instrumento MyGenius PRO (ref. INT050)
com matriz de urina.
20-R | Atualizagédo do paragrafo “Nota para o adquirente: Licencga limitada”. /2260/%/
Atualizagdo para o “Modelo 2 vers&o 4.0.2” dos protocolos de ensaio para os instrumentos ELITe
InGenius® (REF INT030) e ELITe BeGenius® (REF INT040).
Atualizagdo para conformidade com o Regulamento (UE) 2017/746 em matéria de requisitos de
dispositivo médico para diagnostico in vitro (IVDR).
Upgrade dos desempenhos analiticos e de diagndstico no paragrafo CARACTERISTICAS DE
DESEMPENHO
Atualizacdo da utilizagao prevista:
+ Validagdo dos produtos em associagdao com os instrumentos ELITe InGenius (REF
INT030) e ELITe BeGenius (REF INT040) com matrizes de plasma colhido em EDTA e
19-R urina colhida sem conservantes. /226(42491/
+ Validagdo dos produtos em associagdo com a matriz de plasma colhido em EDTA e os
seguintes instrumentos: ELITe GALAXY e instrumento ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR.
A composigao do produto permanece inalterada
Novos graficos e definigdo de contetidos das instrugdes de utilizagao.
Utilizag&o extensiva do produto em associagéo com o instrumento «ELITe BeGenius®»
Atualizagdo das CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO:
+ Alteragao no limite de detecgao (LdD
5 ¢ gdo (LdD) 22110/
* Alteracao no intervalo de medicéo linear /2021
* Adigao da repetibilidade
* Adigao da reprodutibilidade
17 Adicao da referéncia ao novo produto “BKV — ELITe Positive Control RF” (ref. CTR175PLD-R). 25/01/
Alargamento da utilizagado do produto em associagdo com a plataforma Roche cobas z 480 analyzer. 12021
16 Corregéao do valor CV% relatado na tabela “Precisdo com amostras de plasma e o ELITe InGenius 01/08/
(volume da amostra de 1000 pL)” /2019
15 Modificagao dos valores de LdD e LdQ para plasma e urina em associagdo com o instrumento ELITe 11/06/
InGenius®. /2019
N b . ~ C® 05/07/
14 Extensao de utilizagdo com o kit de extragdo ELITe InGenius® SP 1000 12018
o ~ s 27/04/
13 Atualizagao da secgao Caracteristicas de desempenho (ULoQ). 12018
o ~ L . . 22/12/
12 Atualizacdo da secgéo Caracteristicas de desempenho (LdD e linearidade) 12017
?? ~ | Desenvolvimento de novo produto e alteragbes subsequentes -
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NOTE

Os lotes de produtos identificados pelos seguintes nimeros de LOTE continuam disponiveis no mercado em
virtude do IVDR até as suas datas de validade, de acordo com o Artigo 110 de IVDR. Caso esteja na posse
desses lotes de produtos, contacte a equipa ELITechGroup para solicitar a revisao anterior das instrugoes de
utilizagao.

REF. PRODUTO Numero de lote Data de expiracéo
RTS175PLD U0824-064 30/04/2026

Os lotes de produto de Positive Control e Standard continuam disponiveis no mercado em virtude do IVDR
(identificados pelos numeros de LOTE indicados nas instrugbes de utilizagdo do Positive Control e do
Standard) sdo tecnicamente compativeis com a nova versdo IVDR do kit de amplificagdo e podem ser
utilizados, até ao seu esgotamento, em associagdo com a nova versao IVDR do kit de amplificacdo e de
acordo com a utilizagao prevista.
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1 UTILIZAGAO PREVISTA

O produto BKV ELITe MGB® Kit consiste num dispositivo médico de diagnéstico in vitro que se destina a ser
usado por profissionais de saude como um ensaio quantitativo de PCR em tempo real de acidos nucleicos para a
detecdo e a quantificagdo do ADN do poliomavirus humano BK (BKV) extraido de amostras clinicas.

O ensaio foi validado em associagdo com os instrumentos ELITe InGenius® eELITe BeGenius®, sistemas
automatizados e integrados para a extragdo, a PCR em tempo real e a interpretagcdo dos resultados, usando
amostras humanas de plasma colhido em EDTA e urina colhida sem conservantes.

O ensaio foi também validado em associagdo com o instrumento MyGenius PRO® (nome de registo
ELIVERSE®), sistema automatizado e integrado para a extragdo, a PCR em tempo real e a interpretagcao dos
resultados, usando amostras humanas de urina colhidas em conservantes.

O ensaio esta também validado em associagdo com o ELITe GALAXY, sistema automatico de extracao e
configuragdo de PCR e o instrumento 7500 Fast Dx Real-Time PCR, plataforma de PCR em tempo real,
usando amostras humanas de plasma colhido em EDTA.

O produto destina-se a ser utilizado como um auxilio no diagnéstico monitorizacdo de infegbes por BKV em
pacientes com suspeita de infegao ou sujeitos a monitorizagdo de infegdo por BKV.

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

2 PRINCIPIOS DO ENSAIO

O ensaio consiste na PCR em tempo real para a detecao de ADN de BKYV, isolado de amostras e amplificado
usando o reagente de ensaio BKV Q-PCR Mix que contém primers e sondas com a tecnologia ELITe MGB®.

As sondas ELITe MGB sao ativadas quando hibridizam com os correspondentes produtos da PCR. ELITe
InGenius, ELITe BeGenius e MyGenius PRO monitorizam o aumento da fluorescéncia e calculam os ciclos de
limiar (Ct) e as temperaturas de fusdo (Tm). A quantidade de BKV é calculada com base numa curva de
calibragdo armazenada.

O instrumento 7500 Fast Dx Real-Time PCR mede e regista o aumento da emissédo da fluorescéncia. O
processamento de dados subsequentes permite a detegédo e a quantificagdo de BKV na amostra primaria.

Nas sondas ELITe MGB, os fluoréforos sao inativados no estado de cadeia unica de espiral aleatdria da sonda.
Os fluoréforos sdo ativados no duplex amplicon / sonda dado que o inativador esta espacialmente separado do
fluoréforo. Ressalva-se que o fluoréforo ndo € clivado durante a PCR e pode ser utilizado para a analise da
dissociagao e o calculo da temperatura de fuséo.

3 DESCRIGCAO DO PRODUTO

O BKV ELITe MGB Kit fornece o reagente do ensaio BKV Q-PCR Mix, uma mistura de PCR otimizada e
estabilizada que contém os primers e sondas especificos de:

* uma regido do gene do antigénio T grande de BKV, detetada no Canal BKV; a sonda é estabilizada por MGB,
inativada pelo Eclipse Dark Quencher® e identificada pelo corante FAM.

« Controlo Interno, especifico para o promotor e a regido 5 UTR do gene da beta-globina humana, detetado
no Canal IC; a sonda é estabilizada pelo MGB, inativada pelo Eclipse Dark Quencher e identificada pelo
corante AquaPhluor® 525 (AP525).

A BKV Q-PCR Mix também contém tampao, cloreto de magnésio, trifosfatos nucleoétidos, fluoréforo AP593
(usado em vez de ROX ou Cy5) como referéncia passiva para normalizar a fluorescéncia, a enzima Uracil-N-
-glicosidase (UNG) para inativar a contaminacgao pelo produto de amplificagédo, a enzima de polimerase de ADN
de "arranque a quente". O produto BKV ELITe MGB Kit contém reagentes suficientes para 96 testes no ELITe
InGenius, no ELITe BeGenius e no MyGenius PRO, com 20 uL usados por reagéo.

O produto BKV ELITe MGB Kit contem reagentes suficientes para 100 testes noutros sistemas, com 20 uL
usados por reagao.
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E necessario um fator de convers&o para exprimir os resultados da analise quantitativa em unidades interna-
cionais do BKV de acordo com o "1st WHO International Standard for BK virus DNA" (NIBSC cddigo 14/212,
Reino Unido).

4 MATERIAIS FORNECIDOS NO PRODUTO

Table 1
Componente Descricao Quantidade Classificagdo dos perigos
| ; Mistura de reagentes para o tubo
B}:VRC_QI_SFTSRP'\:I_B( de PCR em tempo real com tampa 4 x 540 pL -
res. 5 NATURAL

5 MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS NO
PRODUTO

+ Exaustor de fluxo de ar laminar.

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

» Microcentrifuga de bancada (~5.000 RPM).

* Microcentrifuga de bancada (~13.000 RPM).

» Micropipetas e pontas esterilizadas com filiro de aerosséis ou pontas esterilizadas de deslocagao positiva
(intervalo de volume: 0,5 - 1000 pL).

+ Tubos com tampa de rosca esterilizados de 2,0 mL (Sarstedt, Alemanha, ref. 72.694.005).
* Tubos com tampa de rosca esterilizados de 0,5 mL (Sarstedt, Alemanha, ref. 72.730.005)

+ Agua de qualidade para biologia molecular.

6 OUTROS PRODUTOS NECESSARIOS

Os reagentes para extracao do ADN de amostra, o controlo interno da extrac&o e inibic&o, o positive control e o
negative control de amplificacado, os standards de ADN e os consumiveis nado séo fornecidos com este produto.

Para a extragao de acidos nucleicos, a PCR em tempo real e a interpretagdo dos resultados das amostras, séo
necessarios os produtos seguintes:
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Instrumentos e software

Produtos e reagentes

ELITe InGenius (ELITechGroup S.p.A., EG SpA ref.
INTO30)

Software ELITe InGenius versao 1.3.0.19 (ou superior)
BKV ELITe_STD, protocolo do ensaio com parametros
para a anadlise dos Calibradores

BKV ELITe_PC, protocolo de ensaio p com parametros
para analise do Positive Control

BKV ELITe_NC, protocolo de ensaio com parametros
para analise do Negative Control

BKV ELITe_PL_200_100 protocolo de ensaio com
parametros para analise de amostra de plasma

BKV ELITe_U_200_100 protocolos de ensaio com
parametros para analise de amostra de urina

ELITe BeGenius (EG SpA ref. INT040)

ELITe BeGenius Software versdo 2.3.0 (ou superior)
BKV ELITe_Be_STD, protocolo do ensaio com
parametros para a analise dos Calibradores

BKV ELITe_Be_PC, Protocolo de Ensaio com parametros
para analise do Positive Control

BKV ELITe_Be_NC, protocolo de ensaio com parametros
para analise do Negative Control

BKV ELITe_Be_PL_200_100, protocolo de ensaio com
parametros para analise de amostra de plasma

BKV ELITe_Be_U_200_100, protocolo de ensaio com
parametros para analise de amostra de urina

BKYV - ELITe Standard (EG SpA, ref. STD175PLD)

BKYV - ELITe Positive Control (EG SpA, ref. CTR175PLD)
CPE - Internal Control (EG SpA, ref. CTRCPE)
Consumiveis ELITe InGenius e ELITe BeGenius (ver

instrucdes de utilizagdo do ELITe InGenius e do ELITe
BeGenius)

MyGenius PRO (EG SpA ref: INT050).

Software MyGenius PRO versao BB-04 (ou posterior)
BKV ELITe_My_STD, protocolo do ensaio com
parametros para

analise dos Calibradores

BKV ELITe_My_PC, protocolo do ensaio com parametros
para

analise do Positive Control

BKV ELITe_My_NC, protocolo do ensaio com parametros
para

analise do Negative Control

BKV ELITe_My_U_IU_200_100, protocolo de ensaio com

parametros para analise da amostra de urina e resultado
em IU/mL

BKV ELITe_My_U_cmL_200_100, protocolo de ensaio
com parametros para analise da amostra de urina e
resultado com copias/mL

BKYV - ELITe Standard (EG SpA, ref. STD175PLD)

BKYV - ELITe Positive Control (EG SpA, ref. CTR175PLD)
Negative Control (EG SpA, Ref. CTRNEG)

Internal Control Maxi (EG SpA, Ref. ICMAXI)

Consumiveis MyGenius PRO (ver instrugdes de utilizagdo do
MyGenius PRO)

ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument
(ThermoFisher Scientific, ref. 4406985)

ELITe GALAXY (EG SpA, ref. INT020) com a versao de
software 1.3.1 (ou posterior).

Protocolo de extragéo para o ELITe GALAXY, xNA
Extraction (Universal)

BKYV - ELITe Standard (EG SpA, ref. STD175PLD)

BKYV - ELITe Positive Control (EG SpA, ref. CTR175PLD)
CPE - Internal Control (EG SpA, ref. CTRCPE)
Consumiveis ELITe GALAXY (ver instrugdes de utilizacdo do
ELITe GALAXY)

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate with
Barcode, 0.1 mL (Life Technologies, ref. 4346906),
microplacas com pogos de 0,1 mL e folhas selantes adesivas
para amplificagdo em tempo real.

7 AVISOS E PRECAUCOES

Este produto foi concebido para utilizagao exclusiva in-vitro.
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71 Avisos e precaugodes gerais

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

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

« 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 maos apés manusear amostras e reagentes.

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

+ Durante arealizagao do ensaio, siga as instrugdes fornecidas com o produto.

* Nao utilize o produto apés 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.

7.2 Avisos e precaugoes para biologia molecular

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

Nunca transfira batas, luvas ou ferramentas de laboratério da area designada para a amplificacdo/dete¢ao de
produtos de amplificacéo para a area designada para a extracdo/preparacéo de reacdes de amplificagéo.

Quando a sesséo de amplificacdo tiver sido realizada com o instrumento 7500 Fast Dx Real-Time PCR, é
necessario ter disponiveis areas separadas para a extragdo/preparacao de reagdes de amplificagdo e para a
amplificagdo/detegao de produtos de amplificagdo. Nunca introduza um produto de amplificagcdo na area
designada para a extragao/preparagao de reagdes de amplificagao.

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

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

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

Os produtos da extragao tém de ser manuseados com vista a impedir a dispersao no meio ambiente e a evitar a
contaminagao da area de trabalho do instrumento.

A PCR Cassette deve ser manuseada com cuidado e nunca deve ser aberta, para evitar a difusdo e a
contaminagéao por transferéncia.
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7.3 Avisos e precaugodes especificos para os componentes
Table 3
Ci-
clos
de
Utiliza-
Temperatura | o5, | con- Estabilidade de bordo -
Componen- de artir da ggla- (ELITe InGenius e ELITe Establlldaqe no bloco
te armazenamen- | PaMre caol/ . (MyGenius PRO)
to primeira | 4 o BeGenius)
abertura |
ge-
lagéo

até cinco sessdes separadas*

-20°Cou de trés horas cada ou até 7 ) . ,
BKV Q-PCR inferior . até | horas consecutivas (2 sessdes | até 7 horas consecutivas ou até
Mix (protegido da um més cinco | consecutivas de 3 horas cada e 3 horas consecutl\ias por cinco

luz) o tempo necessario para iniciar vezes

uma terceira sesséo)

*com congelamento intermédio.

8 AMOSTRAS E CONTROLOS parao ELITe InGenius, ELITe
BeGenius E MyGenius PRO

8.1 Amostras e protocolos de ensaio

Este produto destina-se a ser usado no ELITe InGenius, no ELITe BeGenius € no MyGenius PRO com as
amostras clinicas validadas identificadas e manuseadas de acordo com as diretrizes laboratoriais, e colhidas,
transportadas e armazenadas sob as seguintes condigdes:

Table 4
Condigdes de transporte/armazenamento
Amostra Re?:l;iliiéﬂz de +16/+26 °C
(temperatura +2/+8°C -20+10°C -70x15°C
ambiente)
Plasma EDTA <1d <3d <30d <30d
Urina sem conservantes <4 horas <1d <30d <30d

EDTA, acido etilenodiamino tetra-acético; d, dia.

Mesmo sendo possiveis periodos de armazenamento mais longos a -70 ° C, conforme o extensivamente
indicado pela literatura cientifica, a sua aplicagdo deve ser avaliada internamente pelos utilizadores finais deste
produto.

Recomenda-se a divisdo das amostras em aliquotas antes da congelagdo, para evitar ciclos repetidos de
congelagdo / descongelagédo. Quando utilizar amostras congeladas, descongele as mesmas apenas antes da
extragao, para evitar uma possivel degradag¢éo do acido nucleico.

Para realizar o testes de amostras no ELITe InGenius e no ELITe BeGenius, devem ser usados os seguintes
protocolos de ensaio. Estes protocolos IVD foram especificamente validados com o ELITe InGenius ou ELITe
BeGenius com as matrizes indicadas.
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Table 5

Nome do protocolo de

ensaio Relatoério Caracteristicas

Amostra Instrumento

Volume de entrada da extracao:
200 yL
Volume de eluicéo da extragao:
100 pL
ELITe InGenius |  BKVELITe_PL 200_100 | Cdpias/mlLou g;i:g:ég;“gg‘bm uL
Fator de diluigéo: 1
Volume de PCR Mix: 20 yL
Volume de entrada de PCR da
Plasma em amostra: 20 pL

EDTA

Volume de entrada da extracao:
200 yL
Volume de eluigao da extragao:
N 100 pL
ELITe BeGenius | BKV ELITe_Be PL 200 100 | CoPias/mLou | |nternal Control: 10 uL
IU/mL Lo

Fator de diluigao: 1

Volume de PCR Mix: 20 uL

Volume de entrada de PCR da
amostra: 20 pL

Volume de entrada da extragao:
200 yL

Volume de eluicao da extragao:
100 pL
copias/imLou | Internal Control: 10 pL

IU/mL Sonicagédo: NAO
Fator de diluigao: 1
Volume de PCR Mix: 20 uL
Volume de entrada de PCR da
amostra: 20 pyL

ELITe InGenius BKV ELITe_U_200_100

Urina

Volume de entrada da extragao:
200 uL
Volume de eluicao da extragao:
o 100 uL
ELITe BeGenius | BKV ELITe Be UL 200 100 | CoPi@s/mLou | |nternal Control: 10 uL
IU/mL o

Fator de diluigao: 1

Volume de PCR Mix: 20 uL

Volume de entrada de PCR da
amostra: 20 pyL

Ul, unidades internacionais

Para realizar os testes de amostras no MyGenius PRO, devem ser usados os seguintes protocolos de ensaio.
Estes protocolos IVD foram especificamente validados com os ELITe MGB Kits e o MyGenius PRO com as
matrizes indicadas.
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Table 6 Protocolos de ensaio para o BKV ELITe MGB Kit e o MyGeniusPRO

Nome do protocolo de

Amostra Instrumento A
ensaio

Relatério Caracteristicas

Volume inicial de extragédo: 200 uL
Volume de eluigdo da extragao:
100 pL

Internal Control: 10 pL

IU/mL Sonicagao: NAO

Fator de diluigéo: 1

Volume de PCR Mix: 20 pL
Volume de entrada de PCR da
amostra: 20 pL

MyGenius PRO | BKVELITe_My_U_IU_200_

Urina 100

Volume inicial de extragao: 200 pL
Volume de eluigdo da extragao:
100 pL

Internal Control: 10 uL Sonicagé&o:
Urina MyGenius PRO BKVELITe_My_U_cmL_200_ copias/mL NAO

100 Fator de diluiggo: 1
Volume de PCR Mix: 20 uL

Volume de entrada de PCR da
amostra: 20 pL

NOTE

Verifique se o tubo primario e o volume da amostra s&do compativeis com o ELITe InGenius, o ELITe BeGenius
ou o MyGenius PRO, seguindo as instrugdes de utilizagdo dos instrumentos.

O volume da amostra num tubo primario varia consoante o tipo de tubo carregado. Consulte as instrugdes de
utilizagcao do kit de extragdo para obter mais informagdes sobre como preparar e realizar o procedimento de
extragao.

Se necessario, 200 pL de amostra devem ser transferidos para um tubo de extrac&o (para o ELITE InGenius)
ou para um tubo Sarstedt de 2 mL (para o ELITE BeGenius) e 260 yL de amostra devem ser transferidos para
um tubo Sarstedt de 2 mL (para MyGenius PRO).

A pipetagem de amostras para o Extraction Tube (Tubo de extragdo) ou para o tubo Sarstedt de 2 mL pode
gerar contaminacéo. Utilize as pipetas adequadas e siga todas as recomendacgdes reportadas na secgao “7
AVISOS E PRECAUCOES page 7”.

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

Consulte "Substancias Potencialmente Interferentes" na secgdo 12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
COM O ELITe InGenius, ELITe BeGenius e MyGenius PRO page 32 para verificar os dados relativos a
substancias interferentes.

8.2 Calibradores e controlos da PCR
A curva de calibragéo tem de ser gerada e aprovada para cada lote de reagente de PCR.

+ Para a curva de calibracéo, utilize os quatro niveis de produto BKV ELITe Standard (n&o fornecido com este
kit) com os protocolos do ensaio BKV ELITe_STD, BKV ELITe_Be_STD ou BKV ELITe_My_STD.

As concentragbes de Q — PCR Standards sdo expressas em cépias/reagéo (105 copias / rxn, 10* copias /rxn,
103 copias / rxn, 102 cdpias /rxn). Consulte “Incerteza da curva de standard” na secgdo 12 CARACTERISTI-
CAS DE DESEMPENHO COM O ELITe InGenius, ELITe BeGenius e MyGenius PRO page 32.
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Os resultados do controlo da PCR tém de ser gerados e aprovados para cada lote de reagente de PCR.

» Para o Positive Control, use o produto BKV - ELITe Positive Control (ndo fornecido com este kit) com os
protocolos de ensaio BKV ELITe_PC, BKV ELITe_Be_PC ou BKV ELITe_My_PC.

Para o Negative Control, utilize agua de qualidade para biologia molecular (ndo fornecida com este kit) com
os protocolos de ensaio BKV ELITe_NC, BKV ELITe_Be_NC ou utilize o Negative Control (ndo fornecido
com este kit) com o protocolo de ensaio BKV ELITe_My_NC.

NOTE

O ELITe InGenius, o ELITe BeGenius e o MyGenius PRO permitem a geracao e o armazenamento da curva
de calibragéo e a validacao do controlo de PCR para cada lote de reagente de PCR.

NOTE

As curvas de validacao expiram apds 60 dias e, nesse momento, é necessario voltar a executar a calibragao.

Os resultados do controlo da PCR expiram apés 15 e, nesse momento, € necessario voltar a executar os
controlos positivos e negativos.

Os Calibradores e os Controlos da PCR devem ser novamente testados se ocorrer algum dos seguintes
eventos:

» se for usado um novo lote de reagentes,

+ os resultados da analise de controlo da qualidade se encontrarem fora da especificagao (ver o paragrafo
seguinte),

« for realizada qualquer manutengéo ou assisténcia significativa nos instrumentos ELITe InGenius, ELITe
BeGenius € MyGenius PRO.

8.3 Controlos da qualidade

Recomenda-se a verificagdo do procedimento de extragdo e PCR. Podem ser usadas amostras arquivadas ou
material de referéncia certificado. Os controlos externos devem ser usados em conformidade com as
organizagdes de acreditagao locais, estatais e federais, consoante aplicavel.
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9 PROCEDIMENTO do ELITe InGenius

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

Table 7

PASSO 1 Verificagdo da prontiddo do sistema

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

B) Execugao de amostras eluidas (PCR Only [Apenas PCR])

PASSO 2 Preparagéo da

sessao C) Execugao da calibragao (PCR Only [Apenas PCR])
D) Execucéo de Positive Control e Negative Control (PCR Only [Apenas PCR])
1) Validagéo da Curva de calibragédo
Revis3o e 2) Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control
PASSO 3 aprovacgao de
resultados 3) Validacao dos resultados das amostras

4) Elaboragéo do relatério do resultado da amostra

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

* no menu “Calibragéo” na pagina inicial, verifique se os Calibradores (Q - PCR Standard) estdo aprovados e
vdlidos (Estado) para o lote de PCR Mix a ser utilizado. Caso nao haja calibradores validos para o lote de
PCR Mix, realize a calibragdo conforme descrito nas secgdes seguintes,

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

+ selecione o tipo de execugdo, seguindo as instrugdes na interface grafica do utilizador (GUI) para a
preparagao da sesséo e utilize os Protocolos de ensaio fornecidos pela EG SpA (ver “Amostras e Controlos”).

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

9.2 PASSO 2 - Configuragao da sesséao

OBKYV ELITe MGB Kit pode ser usado no ELITe InGenius para realizar:

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

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

C. Execugao de calibragido (apenas PCR),

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

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

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

Antes de configurar uma execucao:
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Descongele os tubos PCR Mix necessarios a temperatura ambiente durante 30 minutos. Cada tubo é suficiente
para 24 testes. Misture suavemente e, em seguida, centrifugue o conteddo durante 5 segundos e mantenha em
gelo ou no bloco de refrigeracao.

NOTE

Proteja a PCR Mix da luz enquanto a aquece, dado que este reagente é fotossensivel.
Para configurar um dos quatro tipos de execugao, siga os passos abaixo diante da GUI:
A. Execugao da amostra (Extract + PCR [Extrair B. Execugao de amostras eluidas (PCR Only [Apenas
+PCR]) PCR])
Identifique amostras e, se necessario, descongele a
temperatura ambiente, misture suavemente e
centrifugue o conteddo durante 5 segundos e
mantenha em gelo ou no bloco de refrigeragdo. Se . .
necessario, transfira 200 yL da amostra para um tubo I?e;congelel ° Elution tu'l:je (Tu‘bo de eluigao) conteggio 0S
de extragéo anteriormente identificado. acidos - nucleicos extraidos a temperatura am |er]te.
1 D I b de CPE L. . | Misture suavemente e, em seguida, centrifugue o contetddo
escongele os ftubos de necessarios a | qgyrante 5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco de
temperatura ambiente durante 30 minutos. Misture refri =
; p geragao.
suavemente e centrifugue o conteudo durante 5
segundos e mantenha em gelo ou no bloco de
refrigeragdo. Cada tubo €& suficiente para 12
extragoes.
2 Selecione “Perform Run” (Executar) a partir do ecra | Selecione “Perform Run” (Executar) a partir do ecra
“‘Home”. “‘Home”
((i/eorltlf:g:ei-r?ieci a(ljed eqiit rg éE;(t;acatg)nzolg puE ;/0“:]::80 Certifique-se de que o “Extraction Input Volume” (Volume
3 “Extracted Elute Volumg" (“Volume de ueluiggo do inicial de extragdo) é de.290 uL e que o “[Extracted Elute
extraido”) é de 100 L. Volume” (“Volume de elui¢cdo do extraido”) é de 100 pL.
Para cada amostra, atribua um Track e introduza a | Para cada amostra, atribua um Track e introduza a
4 “SamplelD” (SID) digitando ou lendo o cédigo de | “SamplelD” (SID) digitando ou lendo o cédigo de barras da
barras da amostra. amostra.
Selecione o Assay Protocol (Protocolo de ensaio) . .
" » . " Selecione o Assay Protocol (Protocolo de Ensaio) na
5 na colurla Assay’ (Ensaio) (ver "Amostras e coluna "Assay” (Ensaio) (ver "Amostras e Controlos").
Controlos").
6 Certifique-se de que o "Protocol" (Protocolo) | Selecione “PCR Only” (Apenas PCR) na coluna “Protocol”
apresentado é: “Extract + PCR”(Extrair + PCR). (Protocolo).
Selecione a posicdo de carregamento da amostra | Certifique-se de que a posicdo de carregamento da
como “Primary tube” (Tubo primario) ou “Extraction | amostra na coluna “Sample Position” (Posigdo da amostra)
7 Tube” (Tubo de extragédo) na coluna “Sample Position” | € “Elution Tube (bottom row)” (Tubo de eluigdo [linha
(Posicdo da amostra). Certifique-se de que o | inferior]). Certifique-se de que o “Dilution factor” (Fator de
“Dilution factor” (Fator de diluigéo) é “1”. diluicdo) é “1”.
8 Selecione “Next” (Proximo) para continuar. Selecione “Next” (Proximo) para continuar.
Carregue a CPE e PCR Mix no “Inventory Block” | Carregue a PCR Mix no “Inventory Block” (Gestor do
(Gestor do reagente) em referéncia a “Load List” | reagente) em referéncia a “Load List’ (Lista de
9 (Lista de carregamentos) e introduza o numero de | carregamentos) e introduza o nimero de lote, data de
lote, data de validade e o numero de reagdes da CPE | validade e o nimero de reagdes da PCR Mix para cada
and PCR Mix para cada tubo. tubo.
10 Selecione “Next” (Préximo) para continuar. Selecione “Next” (Préximo) para continuar.
Verifigue as pontas nos “Tip Racks” (Suporte de | Verifique as pontas nos “Tip Racks” (Suporte de Ponta) na
11 Ponta) na "Inventory Area” (area dos reagentes) e | "Inventory Area” (area dos reagentes) e substitua “Tip
substitua “Tip Racks”, se necessario. Racks”, se necessario.
12 Selecione “Next” (Préximo) para continuar. Selecione “Next” (Proximo) para continuar.
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A. Execugao da amostra (Extract + PCR [Extrair
+PCR])

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

Carregue a PCR Cassette, os cartuchos de extragéo

Carregue a PCR Cassette e o Elution Tubes (Tubos de

15| Ele IGerus SP 200 ¢ lodos o5 Conauniveis © | GG com as amostas extaldas

14 Selecione “Next” (Proximo) para continuar. Selecione “Next” (Proximo) para continuar.
15 Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.

16 Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar).
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C. Execugéo da calibragao (PCR only [Apenas D. Execucgéo de Positive Control e Negative Control
PCR]) (PCR Only [Apenas PCR])
Descongele os tubos de Positive Control a temperatura
Desc_ongele 0s tubos de 2Q'PCR_ Standard tubes ambiente durante 30 minutos. Misture suavemente e, em
(Cal1: Q-PCR Standard 102, Cal2: Q-PCR Standard . . ,
3 . 4 . seguida, centrifugue o conteudo durante 5 segundos e
10% Cal3: Q-PCR Standard 10°, Cald: Q-PCR mantenha em gelo ou no bloco de refrigeragéo
1 Standard 10°%) a temperatura ambiente durante 30 . ) )
minutos. Misture suavemente e, em seguida, C}omo Negatlvg Control, trapsflrg pelo menos 50 uL de
centrifugue o conteudo durante 5 segundos e| @gua de qualidade para biologia molecula]' para um
mantenha em gelo ou no bloco de refrigeraggo. “Elution tube”, fornecido com o ELITe InGenius SP 200
Consumable Set.
2 Selecione “Perform Run” (Executar) a partir do ecra Selecione “Perform Run” (Executar) a partir do ecra
“Home”. “Home”.
Certifiqgue-se de que o “Extraction Input Volume” P “ . »
(Volume inicial de extracdo) ¢ de 200 yL e que o .Ct'ar'tlflque se de~que'o Extraction Input Vf)lume (Volume
3 “Extracted Elute Volume” (“Volume de eluicdo do inicial de extragdo) é de'290 uL e que o Extracted Elute
extraido”) & de 100 L. Volume” (“Volume de eluigdo do extraido”) € de 100 pL.
Para o Q-PCR Standard, atribua a “Track” (Calha), . .
selecione o Assay Protocol (Protocolo de ensaio) S;E:;owssgaﬁs?éxs;g;t(z\‘/:grl ‘('igcw)g)s(i?e:g c(iae ggﬁﬁéﬁgsﬂ?
4 E\éi;a'i'?)mgﬁtgﬁz dfzacgngaorlr?;g dnea Ioct:gll:anz c‘;gtsasady; Introduza o numero do lote e a data de validade dd
expiracéo do reagente. Positive Control e da agua de grau biolégico molecular.
5 Certifique-se de que “PCR Only” (Apenas PCR) esta | Certifique-se de que “PCR Only” (Apenas PCR) esta
selecionado na coluna “Protocol” (Protocolo). selecionado na coluna “Protocol” (Protocolo).
Certifique-se de que a posicao de carregamento da | Certifique-se de que a posicdo de carregamento da
6 amostra na coluna “Sample Position” (Posicdo da | amostra na coluna “Sample Position” (Posicdo da amostra)
amostra) é “Elution Tube (bottom row)” (Tubo de | € “Elution Tube (bottom row)” (Tubo de eluigdo [linha
eluicdo [linha inferior]). inferior]).
Carregue a PCR Mix no “Inventory Block” (Gestor do | Carregue a PCR Mix no “Inventory Block” (Gestor do
reagente) consultando a “Load List” (Lista de | reagente) consultando a “Load List” (Lista de
7 carregamento) e introduza o ndmero de lote, data de | carregamento) e introduza o numero de lote, data de
validade e o numero de reagdes da PCR Mix para | validade e o niumero de reagbes da PCR Mix para cada
cada tubo. tubo.
8 Selecione “Next” (Proximo) para continuar. Selecione “Next” (Proximo) para continuar.
Verifique as pontas nos “Tip Rack (s)” (Suporte de | Verifique as pontas nos “Tip Rack (s)” (Suporte de Ponta)
9 Ponta) na “Inventory Area” (area dos reagentes) e | na “Inventory Area” (area dos reagentes) e substitua o
substitua o suporte(s) de pontas, se necessario. suporte(s) de pontas, se necessario.
10 Selecione “Next” (Préximo) para continuar. Selecione “Next” (Préximo) para continuar.
1 Carregue a PCR Cassette e os tubos de Q - PCR | Carregue a PCR Cassette, e o Positive Control e Negative
Standard. Control.
12 Selecione “Next” (Préximo) para continuar. Selecione “Next” (Proximo) para continuar.
13 Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.
14 Prima "Start" (Iniciar) Prima "Start" (Iniciar).

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

No final da execugéao a restante amostra extraida no Elution tube (Tubo de eluigdo) deve ser removida do ins-
trumento, tapada, identificada e guardada a -20 £10 °C durante ndo mais de um més. Evite derramar a Amos-
tra extraida.
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No final da operagéo, a PCR Mix pode ser retirada do instrumento, tapada e armazenada a -20 °C ou abaixo
ou pode ser mantida no bloco frigorifico durante até 7 horas (2 sessdes de 3 horas cada e o tempo necessario
para iniciar uma terceira sessao), misture suavemente e centrifugue o contetido durante 5 segundos antes de
iniciar a proxima sessao.

NOTE

No final da execugéo, a restante Q-PCR Standard pode ser removida do instrumento, fechada e guardada a
-20 °C ou menos. Evite derramar o Q - PCR Standard.

NOTE

Os Q - PCR Standard podem ser usados para 4 sessbes separadas de 2 horas cada.

NOTE

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

NOTE

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

NOTE

No final da execugdo, a PCR Cassette e 0s outros consumiveis tém de ser eliminados seguindo todos os regu-
lamentos governamentais e ambientais. Evite derramar os produtos de reagéo.

9.3 PASSO 3 - Revisao e aprovacao dos resultados

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

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

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

O ELITe InGenius gera os resultados com oBKV ELITe MGB Kit através do seguinte procedimento:
1. Validagao da Curva de calibragao,

2. Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control,

3. Validagao dos resultados da amostra,
4

Elaboracéo do relatorio do resultado da amostra.

9.3.1 Validacao da Curva de calibragao

O software do ELITe InGenius interpreta os resultados do PCR para o alvo das reag¢des do Calibrador com os
parametros do protocolo de ensaio BKV ELITe STD. A Ct resultante versus a concentragédo produz a curva da
calibracdo.

SCH mRTS175PLD_pt 2026-02-26 Reviséo 20-R- 17173



BKV ELITe MGB®Kit
REFRTS175PLD

As curvas de calibragéo, especificas para o lote de reagente da PCR, sdo guardadas na base de dados
(Calibragdo). Podem ser visualizados e aprovados pelos utilizadores “Administrator” (Administrador) ou “Analyst”
(Analista), seguindo as instrugbées na GUI.

A curva da calibragao expira apos 60 dias.

Se a curva de calibragao ndo cumprir os critérios de aceitagédo, € mostrada a mensagem “Failed” no ecra “Cali-
bration”. Neste caso, os resultados ndo podem ser aprovados e tém de ser repetidas as reagcdes de amplifica-
¢ao do Calibrador. Além disso, se as amostras foram incluidas na execucao, estas ndo sdo quantificadas e
também tém de ser repetidas para a geragao de resultados quantitativos.

9.3.2 Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control da amplificagao

O ELITe InGenius software interpreta os resultados da PCR para os alvos das reagbes de Positive Control e
Negative Control com os parémetros dos protocolos de ensaio ELITe_PC e ELITe_NC. Os valores de Ct
resultantes sdo convertidos em concentragdes e usados para validar o sistema (lote de reagente e instrumento).

Os resultados do positive control e negative control, especificos para o lote de reagente de PCR usado, sdo
registados na base de dados (Controlos). Podem ser visualizados e aprovados pelos utilizadores “Administrator”
(Administrador) ou “Analyst” (Analista), seguindo as instrugées na GUI.

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

O software ELITe InGenius processa os resultados do Positive Control e do Negative Control e gera os
Graficos de Controlo. A aprovacgdo do Positive Control baseia-se na avaliagdo da quantidade logaritmica obtida,
que deve estar dentro do intervalo de quantidade logaritmica esperado (grafico PC). Isto garante que o
desempenho do sistema esta dentro dos critérios de aceitagdo. O segundo grafico (grafico L-J) é dedicado
exclusivamente ao acompanhamento da tendéncia do Positive Control ao longo do tempo. Consulte o manual do
instrumento para obter mais informagdes

NOTE

Se o resultado do Positive Control e Negative Control nao cumprir os critérios de aceitagdo, € mostrada a men-

sagem “Failed” (Reprovado) no ecra “Controls” (Controlos). Neste caso, os resultados nao podem ser aprova-
dos e as execugodes de Positive Control e Negative Control tém de ser repetidas.

NOTE

Se o Positive Control e Negative Control forem invalidos e as amostras tiverem sido incluidas na mesma exe-
cucgao, as amostras podem ser aprovadas mas os resultados n&o s&o validos. Neste caso, o Controlo(s) e
amostras falhados tém todos de ser repetidos.

9.3.3 Validacao dos resultados da amostra

O ELITe InGenius Software interpreta os resultados de PCR para o alvo (Canal BKV) e do Controlo Interno
(Canal IC) com os parametros do protocolo de ensaio BKV ELITe_PL_200_100 ou BKV ELITe_U_200_100. Os
valores de Ct do alvo resultante sao convertidos em concentragéo.

Os resultados sdo mostrados no ecra “Result Display” (Exibigdo dos resultados).

Os resultados da amostra podem ser aprovados quando forem cumpridas as trés condigdes reportadas na
tabela abaixo.

1) Curva de calibragao Estado
BKV Q-PCR Standard APROVADO
2) Positive Control Estado
BKV Positive Control APROVADO
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3) Negative Control Estado

BKV Negative Control APROVADO

Os resultados da amostra sdo automaticamente interpretados pelo ELITe InGenius Software usando os
parametros do protocolo do ensaio.

Estao listadas na tabela abaixo as possiveis mensagens de resultado.

Para cada amostra o sistema comunica uma combinagéo das seguintes mensagens a especificar se os ADN dos
agentes patogénicos foram detetados ou ndo detetados.

Resultado da execugao da amostra Interpretagao
BKV:DNA Detected, quantity equal to XXX Foi detetado ADN do BKV na amostra no intervalo de medic¢édo de
copies/mL or IU/mL (BKV:DNA detetado, ensaio, a sua concentragdo € mostrada.

quantidade igual a XXX copias/mL ou IU/mL)

BKV:DNA Detected, quantity below LLoQ Foi detetado ADN do BKV na amostra, a sua concentragao & inferior ao

copies/mL or IU/mL (BKV:DNA detetado, ensaio Limite inferior de quantificagédo

quantidade abaixo de LLoQ coépias/mL ou U/

/mL)

BKV:DNA Detected, quantity beyond ULoQ Foi detetado ADN do BKV na amostra, a sua concentracao é superior

copies/mL or IU/mL (BKV:DNA detetado, ao ensaio Limite superior de quantificagédo

quantidade além de ULoQ copias/mL ou 1U/

/mL)

BKV:DNA Not detected or below LoD copies/ Nao foi detetado ADN de BKV na amostra. A amostra é negativa para

/mL or IU/mL (BKV:DNA n&o detetado ou ADN do BKV ou a sua concentragao esta abaixo do limite de deteg¢éo do

abaixo de LoD copias/mL ou IU/mL) ensaio.

Invalid-Retest Sample (Invalido-Testar Resultado do ensaio invalido devido a falha do Controlo Interno

novamente a amostra) (extragao incorreta, transferéncia de inibidores). O teste deve ser
repetido.

Amostras indicadas como “Invalid-Retest Sample” (Invalido-Testar novamente amostra): caso, o ADN do
Controlo Interno nao foi detetado eficientemente devido a problemas nos passos de colheita, extragdo ou PCR
da amostra (por ex. amostragem incorreta, degradacéo ou perda do ADN durante a extragdo ou inibidores na
eluicdo), que pode causar resultados incorretos.

Se subsistir volume da eluigdo suficiente, o eluato pode ser novamente testado (tal como esta ou diluido) através
de uma execugao da amplificagdo no modo “PCR Only” (Apenas PCR). Se o segundo resultado for invalido, a
amostra deve ser novamente testada comecgando a partir da extragdo de uma nova amostra utilizando o modo
“Extract + PCR” (ver 18 RESOLUCAO DE PROBLEMAS page 53).

As amostras reportadas como “BKV:DNA Not Detected or below LoD copies/mL or IU/mL" (BKV:DNA nao
detetado ou abaixo de LoD cépias/mL ou IU/mL) sdo adequadas para analise mas nao foi detetado BKV. Neste
caso, a amostra pode ser negativa para ADN de BKV ou o ADN de BKV estd presente numa concentracao
abaixo do limite de detec&o do ensaio (ver 12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO COM O ELITe InGenius,
ELITe BeGenius e MyGenius PRO page 32).

Amostras positivas do ADN de BKV a uma concentragdo abaixo do Limite de Detecéo (e Limite Inferior da
Quantificacdo) do ensaio, se detetado, séo relatados como “BKV:DNA Detected, quantity below LLoQ copies/mL
or IlU/mL” (BKV:DNA detetado, quantidade abaixo “LLoQ” cépias/mL ou IU/mL) (ver 12 CARACTERISTICAS DE
DESEMPENHO COM O ELITe InGenius, ELITe BeGenius e MyGenius PRO page 32).

Amostras positivas para ADN de BKV no intervalo de medigao linear sao detetadas e relatadas como “BKV:DNA
Detected, quantity equal to “XXX” copies/mL or IU/mL” (BKV:DNA detetado, quantidade igual a “XXX” copias/mL
ou IU/mL) (ver 12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO COM O ELITe InGenius, ELITe BeGenius e
MyGenius PRO page 32).
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As amostras positivas de ADN de BKV que estejam acima do Limite Superior de Quantificacdo s&o comunicadas
como “BKV:DNA Detected, quantity beyond “ULoQ” copies/mL or IU/mL” (BKV:DNA detetado, quantidade além
de “ULoQ” copias/mL ou IU/mL) (ver 12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO COM O ELITe InGenius,
ELITe BeGenius e MyGenius PRO page 32) e ndo s&o adequadas para quantificagdo. Se necessario a amostra
pode ser diluida antes da extragao ou PCR e novamente testada de forma a serem obtidos resultados dentro do
intervalo de medigao linear do ensaio.

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

Os resultados da execugdo da Amostra sdo guardados na base de dados e, se vélidos, podem ser aprovados
(Exibigdo dos resultados) pelos utilizadores “Administrator’ (Administrador) ou “Analyst” (Analista), seguindo as
instrugdes na GUI. A partir da janela “Result Display” (Exibi¢do de resultados) € possivel imprimir e guardar os
resultados da execugdo da amostra como “Sample Report” (Relatério de amostra) e “Track Report” (Relatério de
calha).

9.34 Elaboragao do relatério do resultado da amostra

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

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

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

10 PROCEDIMENTO do ELITe BeGenius

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

Table 8
PASSO 1 Verificagdo da prontidao do sistema
A) Execugéo da amostra (Extract + PCR [Extrair+PCR])
B) Execucao de amostras eluidas (PCR Only [Apenas PCR
PASSO 2 Prepgragéo da ) Execug ul ( ylAp D
Sessao C) Execugao da calibragao (PCR Only [Apenas PCR])
D) Execugéo de Positive Control e Negative Control (PCR Only [Apenas PCR])
1) Validagao da Curva de calibragédo
Revis3o e 2) Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control
PASSO 3 aprovacgao de
resultados 3) Validac&o dos resultados das amostras
4) Elaboracgéo do relatério do resultado da amostra

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

* no menu “Calibragdes” na pagina inicial, verifique se os Calibradores (Q - PCR Standard) estdo aprovados e
validos (Estado) para o lote de PCR Mix a ser utilizado. Caso n&o haja calibradores validos para o lote PCR
Mix, realize a calibragdo conforme descrito nas secg¢bes seguintes,
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no menu “Controlos” na pagina inicial, verifique se os controlos de PCR (Positive Control, Negative Control)
estdo aprovados e validos (estado) para o lote de PCR Mix a ser utilizado. Caso nio haja controlos de PCR
validos disponiveis para o lote da PCR Mix execute os controlos de PCR conforme descrito nas secg¢oes

seguintes,

selecione o tipo de execucgdo, seguindo as instrugdes na interface grafica do utilizador (GUI) para a
preparagao da sesséo e utilize os Protocolos de ensaio fornecidos pela EG SpA (ver “Amostras e Controlos”).

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

10.2

PASSO 2 - Configuracao da sessao

OBKYV ELITe MGB Kit pode ser usado no ELITe BeGenius para realizar:

A.
B.

C. Execucédo de calibragao (apenas PCR),

D.

Execugéo da amostra (Extract + PCR [Extrair+PCR]),

Execugéo de amostras eluidas (PCR Only [Apenas PCR]),

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

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

O ELITe BeGenius pode ser ligado ao “Laboratory Information System” (Sistema de Informagdes Laboratoriais
- LIS), que permite descarregar a informagao da sess&o. Consulte o manual do instrumento para obter mais
informacdes.

Antes de configurar uma execucao:

Descongele os tubos PCR Mix necessarios a temperatura ambiente durante 30 minutos. Cada tubo é suficiente
para 24 testes. Misture suavemente e, em seguida, centrifugue o conteido durante 5 segundos e mantenha em
gelo ou no bloco de refrigeracao.

NOTE

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

Para configurar um dos quatro tipos de execugéo, siga os passos abaixo diante da GUI:

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

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

Identifique amostras e, se necessario, descongele a
temperatura ambiente, misture suavemente e
centrifugue o conteudo durante 5 segundos e
mantenha em gelo ou no bloco de refrigeragdo. Se
necessario, transfira 200 yL da amostra para um tubo
Sarstedt de 2 mL anteriormente identificado.

Descongele os tubos de CPE necesséarios a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Misture
suavemente e centrifugue o conteudo durante 5
segundos e mantenha em gelo ou no bloco de

Descongele o Elution tube (Tubo de eluigdo) contendo os
acidos nucleicos extraidos a temperatura ambiente.
Misture suavemente e, em seguida, centrifugue o contetido
durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco de
refrigeragao.

refrigeragdo. Cada tubo é suficiente para 12
extracoes.

2 Selecione “Perform Run” (Executar) a partir do ecrd | Selecione “Perform Run” (Executar) a partir do ecra
“‘Home”. “‘Home”

Retire os Suportes da “Cooler Unit” e coloque-os na
mesa de preparagéao.

Retire os “Racks” de “Lane 1, 2 and 3” (L1, L2, L3) da
“Cooler Unit” e coloque-os na mesa de preparagao

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

Selecione o “Run mode”; “PCR Only”.
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A. Execucgao da amostra (Extract + PCR) [Extrair
+PCR]

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

Carregue as amostras no “Sample Rack” (Suporte da
amostras). (Nota: quando os tubos secundarios “2 mL

5 Tubes” (Tubos de 2 mL) forem carregados, use | Carregue as amostras no “Elution Rack” (Rack de eluigao).
adaptadores azuis para o “Sample Rack” (Suporte de
amostras).
Insira o “Sample Rack” (Suporte da amostra) na
“Cooler Unit” comegando a partir da “Lane 5" (L5). Se | Insira o “Elution Rack” (Rack de eluigdo) na “Cooler Unit’
necessario, insira a “Sample ID” (Identificagdo da | comegando a partir da “Lane 3" (L3).

6 amostra) (SID) para cada "Position” usada. Se forem | Se necessario, para cada “Position” (Posig&o), insira a
carregados tubos secundarios, assinale “2 mL Tube” | “Sample ID” (Identificacdo da amostra), a “Sample matrix”
(Tubo de 2 mL). Se os tubq; secundarios n&o | (Matriz da amostra), o “Extraction kit” (Kit de extragéo) e o
possuirem codigo de barras, digite manualmente a | “Extracted eluate vol.” (Volume de eluato extraido).
“Sample ID”).

7 Selecione “Next” (Proximo) para continuar. Selecione “Next” (Proximo) para continuar.
Certifique-se de que o “Extraction Input Volume”
(Volume inicial de extragdo) é de 200 yL e que o ~ .

8 “Extracted Elute Volume” (“Volume de eluigdo do Néo aplicavel
extraido”) é de 100 pL.

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

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

11 Quando forem processadas mais de 12 amostras, | Quando forem processadas mais de 12 amostras, repita o
repita o procedimento a partir do ponto 6. procedimento a partir do ponto 6.
Coloque os “Elution tubes" no “Elution Rack" (os

12 tubos de eluicdo podem ser etiquetados com cddigo| N&o aplicavel
de barras para melhorar a capacidade de localizagéo).
Insira o “Elution Rack” na “Cooler Unit” comegando a

13 partir da “Lane 3” (L3). Quando mais de 12 amostras | N&o aplicavel
forem processadas, repita usando a “Lane 2” (L2).

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

15 Carregue o CPE e a PCR Mix no “Reagent/Elution | Carregue a PCR Mix no “Reagent/Elution Rack” (Rack de
Rack” (Rack de reagente/eluicdo). reagente/eluicao).
Insira o “Reagent/Elution Rack” na “Cooler Unit’ na
“Lane 2” (L2) se estiver disponivel, ou na “Lane 1” | Insira o “Reagent/Elution Rack” na “Cooler Unit” na “Lane
(L1). 2” (L2) se estiver disponivel, ou na “Lane 1”7 (L1).

16 Se necessario, para cada PCR Mix e/ou CPE, insira o| Se necessario, para cada PCR Mix, insira o “S/N” (nimero
“S/N” (numero de série), o “Lot No.” (nimero de lote), | de série), o “Lot No.” (nimero de lote), a “Exp. Date” (data
a “Exp. Date” (data de expiracdo) e o “T/R” (ndmero| de expiragéo) e o “T/R” (nUmero de reagdes).
de reagdes).

17 Selecione “Next” (Préximo) para continuar Selecione “Next” (Préximo) para continuar.
Verifique as pontas nos “Tip Rack (s)” (Suporte de | Verifique as pontas nos “Tip Rack (s)” (Suporte de Ponta)

18 Ponta) na “Inventory Area” (area dos reagentes) e | na “Inventory Area” (area dos reagentes) e substitua o
substitua o suporte(s) de pontas, se necessério. suporte(s) de pontas, se necessario.

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

20 Coloque o “PCR Rack” com a “PCR Cassette” na | Coloque o “PCR Rack” com a “PCR Cassette” na Inventory
Inventory Area (area dos reagentes). Area (area dos reagentes).

21 Selecione “Next” (Préximo) para continuar. Selecione “Next” (Préximo) para continuar.
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A. Execucgao da amostra (Extract + PCR) [Extrair
+PCR]

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

Carregue o “Extraction Rack” (Rack de extragcdo) com

22 os cartuchos de extragéo “ELITe InGenius SP 200” e | N&o aplicavel

0s consumiveis de extragdo necessarios.
23 Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.
24 Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar).
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C. Execucgao da calibragao (PCR only [Apenas
PCR])

D. Execugao de Positive Control e Negative Control
(PCR Only [Apenas PCR])

Descongele os tubos de Q-PCR Standard tubes
(Cal1: Q-PCR Standard 102, Cal2: Q-PCR Standard

Descongele os tubos de Positive Control a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Misture suavemente e, em
seguida, centrifugue o conteudo durante 5 segundos e

103, Cal3: Q-PCR Standard 104 Cal4: Q-PCR : ~

1 Standard 10°%) a temperatura ambiente durante 30 mantenha em' gelo ou no bloco d_e refrigeragao.
minutos. Misture suavemente e, em seguida, Como Negative Control, transfira pelo menos 50 pL de
centrifugue o conteudo durante 5 segundos e éguq de qualidade para biologia molecula]' para um
mantenha em gelo ou no bloco de refrigeraggo. “Elution tube”, fornecido com o ELITe InGenius SP 200

Consumable Set.

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

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

4 Selecione o “Run mode: PCR Only”. Selecione o0 “Run mode”: “PCR Only”.

5 Carregue os tubos de standard de Q-PCR no Carregue os tubos de Positive Control e Negative
“Elution Rack” (Rack de eluigéo). Control no “Elution Rack” (Rack de eluigéo).

Insira o “Elution Rack” (Rack de eluigao) na “Cooler . « . . . « .

o . . : Insira o “Elution Rack” (Rack de eluigdo) na “Cooler Unit
};Jn't (U”nldz.ade refrigeradora) comegando a partir da (Unidade refrigeradora) comegando a partir da “Lane 3”
Lane 3” (Via 3) (L3). (Via 3) (L3).

6 Se necessario, para cada ‘Position” (Posicdo) Se necessario, para cada “Position” (Posigao) introduza o
f.”tmf’uz‘i‘ 0 “Reager’ﬂ' name:"’ (Nomt::: do’ reagente) e o “Reagent name” (Nome do reagente) e o “S/N” (nimero de
asfgxémggg? (%thegz)égp#géé’\g;' e(gq,r?-fé? (dneu:gzz; série), 0 “Lot No.” (numero de lote), a “Exp. Date” (data de
de reaéées). expiragdo) e o “T/R” (numero de reacdes).

7 Selecione “Next” (Proximo) para continuar. Selecione “Next” (Proximo) para continuar.

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

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

10 Carregue a PCR Mix no “Reagent/Elution Rack” Carregue a PCR Mix no “Reagent/Elution Rack” (Rack de
(Rack de reagente/eluigao). reagente/eluicao).

Insira o “Reagent/Elution Rack” (Rack de reagente/ . “ . » .
Jeluigio) na “Cooler Unit” na “Lane 2" (L2) Ins!‘ra o] Reagg’pt/EIHtlon Rr—ick (Rack de reagente/eluigédo)
Se necessario, para cada PCR Mix, insira o “S/N” na *Cooler Unit” na “Lane 2" (L2).

io, ix, insi . CQINIP [

11 (nimero de série), o “Lot No.” (namero de lote), a Se necessario, para"cad’a PCR Mix, insira o S/N (n’ymero
“Exp. Date” (data de expiracdo) e o “T/R” (nimero de de série), o “Lot No.” (nimero de lote), a “Exp. Date” (data
reagées). de expiragdo) e o “T/R” (nUmero de reagdes).

12 Selecione “Next” (Préximo) para continuar. Selecione “Next” (Préximo) para continuar.

Verifique as pontas nos “Tip Racks” (Suporte de | Verifiqgue as pontas nos “Tip Racks” (Suporte de Ponta) na

13 Ponta) na “Inventory Area” (4drea dos reagentes) e | “Inventory Area” (area dos reagentes) e substitua o
substitua o suporte(s) de pontas, se necessario. suporte(s) de pontas, se necessario.

14 Selecione “Next” (Préximo) para continuar. Selecione “Next” (Préximo) para continuar.

15 Carregue o “PCR Rack” (Rack de PCR) com a “PCR | Carregue o “PCR Rack” (Rack de PCR) com a “PCR
Cassette” na Inventory Area (area dos reagentes). Cassette” na Inventory Area (area dos reagentes).

16 Selecione “Next” (Préximo) para continuar. Selecione “Next” (Préximo) para continuar.

17 Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.

18 Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar).
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Quando a sesséo é concluida, o ELITe BeGenius permite aos utilizadores ver, aprovar, guardar os resultados e
imprimir e guardar o relatorio.

NOTE

No final da execucgéo a restante amostra extraida no “Elution tube” (Tubo de eluicdo) deve ser removida do
instrumento, tapada, identificada e guardada a -20 +10 °C durante ndo mais de um més. Evite derramar a
Amostra extraida.

NOTE

No final da operagéo, a PCR Mix pode ser retirada do instrumento, tapada e armazenada a -20 °C ou abaixo
ou pode ser mantida no bloco frigorifico durante até 7 horas (2 sessdes de 3 horas cada e o tempo necessario
para iniciar uma terceira sessao), misture suavemente e centrifugue o contetido durante 5 segundos antes de
iniciar a proxima sessao.

NOTE

No final da execugéo, a restante Q - PCR Standard pode ser removida do instrumento, fechada e guardada a
-20 °C ou menos. Evite derramar o Q - PCR Standard.

NOTE

Os Q - PCR Standard podem ser usados para 4 sessbes separadas de 2 horas cada.

NOTE

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

NOTE

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

NOTE

No final da execucdo, a PCR Cassette e 0s outros consumiveis tém de ser eliminados seguindo todos os regu-
lamentos governamentais e ambientais. Evite derramar os produtos de reacéo.

10.3 PASSO 3 - Revisao e aprovagao dos resultados

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

At the end of the run, the “Results Display” screen is automatically shown. Neste ecrd sdo mostrados os
resultados e informagbes sobre a execugdo. A partir deste ecrd é possivel aprovar o resultado, imprimir ou
guardar os relatérios (“Sample Report” (Relatério da amostra) ou “Track Report” (Relatério da calha)). Consulte o
manual do instrumento para obter mais informagdes.

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

O ELITe BeGenius gera os resultados com o BKV ELITe MGB Kit através do seguinte procedimento:
1. Validagdo da Curva de calibragéo,
2. Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control,

3. Validagao dos resultados da amostra,

SCH mRTS175PLD_pt 2026-02-26 Reviséo 20-R- 25/73



BKV ELITe MGB®Kit
REFRTS175PLD

4. Elaboragao do relatoério do resultado da amostra.

Para mais informacgdes, consulte o mesmo paragrafo do Procedimento do ELITe InGenius.

11 PROCEDIMENTO MyGenius PRO

O procedimento para utilizagdo doBKV ELITe MGB Kit com o MyGenius PRO é composto por trés passos:

Table 9

PASSO 1 Verificagdo da prontidao do sistema

A) Sesséo de testes de amostras (Extract + PCR [Extrair+PCR])

PASSO 2 SPéggg(r)agéo da B) Sesséo de testes de calibragdo (PCR Only [Apenas PCR])

C) Sessao de testes de Positive Control e Negative Control (PCR Only [apenas
PCR])

1) Validagao da Curva de calibragédo

Revisdo e 2) Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control
PASSO 3 aprovagao de
resultados 3) Validacéo dos resultados das amostras

4) Elaboragéo do relatério do resultado da amostra

PASSO 1 - Verificagao da disponibilidade do sistema
Antes de iniciar a sesséo de testes:
+ ligue o MyGenius PRO e inicie sessdo; a unidade ira iniciar no modo STANDBY.

* no menu “Calibrations” (Calibragdes) no ecra inicial, verifique se os Calibradores (Q - PCR Standard) estao
aprovados e validos (estado) para o lote de PCR Mix a ser utilizado. Caso nao haja calibradores validos para
o lote PCR Mix, realize a calibragao conforme descrito nas secgdes seguintes,

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

* siga as instrucdes na interface gréfica do utilizador (GUI) para a preparacéo da sesséo e utilize os protocolos
de ensaio fornecidos pela EG SpA (ver “Amostras e Controlos”).

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

PASSO 2 - Configuragao do fluxo de trabalho no sistema

OBKYV ELITe MGB Kit pode ser usado no MyGenius PRO para realizar:

A. Sesséo de testes de amostras (Extract + PCR [Extrair+PCR])

B. Sesséo de testes de calibragédo (PCR Only [Apenas PCR])

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

Todos os parametros requeridos estdo incluidos no protocolo de ensaio disponivel no instrumento e séo
automaticamente carregados quando o protocolo de ensaio é selecionado.
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O MyGenius PRO pode ser ligado ao “Laboratory Information System” (Sistema de Informagdes Laboratoriais
- LIS), que permite descarregar a informagéo para o fluxo de trabalho. Consulte o manual do instrumento para
obter mais informacgoes.

Antes de configurar uma sesséo de testes:

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

NOTE

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

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

C. Sesséo de testes de Positive
Control e Negative Control
(PCR Only [Apenas PCRY])

A. Sessao de testes de amostras B. Sessao de testes de calibragao
(Extract + PCR [Extrair+PCR]) (PCR Only [Apenas PCR])

Identifique amostras e, se necessario,
descongele a temperatura ambiente,
misture suavemente e centrifugue o
conteudo durante 5 segundos e

mantenha em gelo ou no bloco de Descongele os tubos de Q-PCR

refrigeragdo. Se o tubo primario for Standard necessarios (Cal1: Q- Descongele os tubos de Positive
compativel com os suportes MyGenius | -PCR Standard 102, Cal2: Q-PCR Control a temperatura ambiente
PRO, insira o tubo com as amostras nos | Standard 103, Cal3: Q-PCR durante 30 minutos. Misture
suportes; se isso ndo for possivel, Standard 104, Cal4: Q-PCR suavemente e, em seguida,

1 | transfira 260 uL da amostra para um | Standard 105) & temperatura centrifugue o conteudo durante 5
tubo secundario (2 mL) previamente | ambiente durante 30 minutos. segundos e mantenha em gelo ou
rotulado. Misture suavemente e, em seguida, | no bloco de refrigerag&o.
Descongele os tubos Internal Control | centrifugue o contetdo durante 5 Centrifugue os tubos de Negative
Maxi IC MAXI necessarios a segundos e mantenha em gelo ou | Control durante 5 segundos.
temperatura ambiente durante 30 no bloco de refrigeragéo.

minutos. Misture suavemente,
centrifugue o conteudo durante 5
segundos. Cada tubo é suficiente para
72 testes.

Se o instrumento estiver ligado ao LIS,
os cadigos de barras das amostras sao
automaticamente lidos e reconhecidos
pelo MyGenius PRO quando colocados
na area de amostras. Se o instrumento
néo estiver ligado ao LIS, atribua

manualmente as amostras utilizando as | Carregue a PCR Mix e os tubos Q- Carregue a PCR Mix e os tubosde
2 | fungbes ASSIGN TEST (ATRIBUIR -PCR Standard no carrossel de Positive e Negative Controls no
TESTE) ou ASSIGN SAMPLE reagentes refrigerado. carrossel de reagentes refrigerado.

(ATRIBUIR AMOSTRA) na pagina
"Sample List" (Lista de amostras) da
GUI, antes de as carregar no
instrumento. Essas fungdes também
permitem atribuir o protocolo de teste
correto a cada amostra.
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A. Sessao de testes de amostras
(Extract + PCR [Extrair+PCR])

B. Sessao de testes de calibragao
(PCR Only [Apenas PCR])

C. Sessao de testes de Positive
Control e Negative Control
(PCR Only [Apenas PCR])

No modo STANDBY, verifique se ha
quantidade suficiente de consumiveis
para concluir o teste e se os niveis de
residuos sélidos e liquidos sé&o
adequados para o funcionamento do
instrumento. Se necessario, carregue
3 | os consumiveis necessarios nas
gavetas adequadas e esvazie a caixa
de residuos e o tanque de liquido. Para
obter informagdes detalhadas sobre os
procedimentos de carregamento,
consulte o manual do utilizador do
instrumento.

No modo STANDBY, verifique se ha
quantidade suficiente de
consumiveis para concluir o teste e
se os niveis de residuos solidos e
liquidos s&o adequados para o
funcionamento do instrumento. Se
necessario, carregue o0s
consumiveis necessarios nas
gavetas adequadas e esvazie a
caixa de residuos e o tanque de
liquido. Para obter informacdes
detalhadas sobre os procedimentos
de carregamento, consulte o
manual do utilizador do instrumento.

No modo STANDBY, verifique se ha
quantidade suficiente de
consumiveis para concluir o teste e
se os niveis de residuos solidos e
liquidos sédo adequados para o
funcionamento do instrumento. Se
necessario, carregue os
consumiveis necessarios nas
gavetas adequadas e esvazie a
caixa de residuos e o tanque de
liquido. Para obter informacdes
detalhadas sobre os procedimentos
de carregamento, consulte o
manual do utilizador do instrumento.

Prima Start (Iniciar) na pagina inicial e
aguarde que o instrumento passe para
4 | oestado “Preparation” (Preparagéo) e
depois para “Operation”
(Funcionamento).

Prima Start (Iniciar) na pagina inicial
e aguarde que o instrumento passe
para o estado “Preparation”
(Preparacao) e depois para
“Operation” (Funcionamento).

Prima Start (Iniciar) na pagina inicial
e aguarde que o instrumento passe
para o estado “Preparation”
(Preparagao) e depois para
“Operation” (Funcionamento).

Carregue a PCR Mix no carrossel de
reagentes refrigerado.

Selecione “Calibration” (Calibragéo)
a partir do ecra “Home”

Selecione “Controls” (Controlos) a
partir do ecra “Home”

Reserve a abertura da porta da Area do
6 | Auto Sampler e carregue as amostras e
o IC MAXI.

Selecione na pagina Calibration
(Calibragao) o tubo Q-PCR
Standard carregado no passo 2 e,
em seguida, prima “Order” (Pedir).

Selecione na pagina Control
(Controlo) o Positive Control e 0
Negative Control carregados no
passo 2 e, em seguida, prima
“Order” (Pedir).

Feche a porta do Auto Samplere a
sessao de testes inicia-se.

NOTE

No final da sesséo de testes, a PCR Mix pode ser retirada do instrumento, tapada e armazenada a -20 C ou
abaixo ou pode ser mantida no carrossel de reagente durante até 7 horas.

Assim que é obtido um resultado, o MyGenius PRO permite aos utilizadores ver, aprovar, guardar os resultados

e guardar o relatério final.

NOTE

No final da sesséo de testes, o restante Q - PCR Standard pode ser removido do instrumento, tapado e guar-
dado a -20 °C ou menos. Evite derramar o Q - PCR Standard.

2 horas para cada calibragéo.

NOTE

O Q- PCR Standard pode ser utilizado para 4 calibragées, deixando-o no instrumento durante um maximo de

NOTE

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

horas para cada calibragao.

NOTE

O Positive Control pode ser utilizado para 4 calibragdes, deixando-o no instrumento durante um maximo de 3
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NOTE

Quando necessario ou quando o instrumento o exigir, retire da gaveta do instrumento a PCR Cassette e os ou-
tros consumiveis tém de ser eliminados seguindo todos os regulamentos governamentais e ambientais. Evite
derramar os produtos de reagéao.

NOTE

O MyGenius PRO pode ser ligado ao “Laboratory Information System” (Sistema de Informacdes Laboratoriais
- LIS), que permite descarregar a informagao da sesséo. Consulte o manual do instrumento para obter mais
informacgdes.

PASSO 3 - Revisao e aprovagao dos resultados

O MyGenius PRO monitoriza os sinais de fluorescéncia do alvo e do controlo interno para cada reacao e aplica
automaticamente os parametros do protocolo de ensaio para gerar curvas de PCR que sao entio interpretadas
sob a forma de resultados.

=«

Quando a analise de cada amostra estiver concluida, os resultados podem ser visualizados no ecra “Results”
(Resultados), que apresenta os resultados e as informagdes sobre as amostras. A partir deste ecra, € possivel
aprovar os resultados e guardar os relatérios. Consulte o0 manual do instrumento para obter mais informacgdes.

O MyGenius PRO gera os resultados com o BKV ELITe MGB Kit através do seguinte procedimento:
1. Validagao da Curva de calibragao,

2. Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control,

3. Validagao dos resultados da amostra,

4. Elaboragao do relatério do resultado da amostra.

Validagao da Curva de calibragao

O software MyGenius PRO interpreta os resultados da PCR para o alvo das reagbes do Calibrador com os
paradmetros do protocolo de ensaio BKV ELITe_My_STD. A Ct resultante versus a concentragao produz a curva
da calibragao.

As curvas de calibragao, especificas para o lote de reagente da PCR, sdo guardadas na base de dados
(Calibragbes) e podem ser visualizadas e aprovadas pelo utilizador, selecionando a calibragao de interesse e a
seccao “View chart” (Ver grafico).

A curva de calibragao expira apos 60 dias.

Se a curva de calibragao ndo cumprir os critérios de aceitagao, € mostrada a mensagem “Error” (Erro) no ecra
“Calibrations” (Calibracbes). Neste caso, os resultados ndo podem ser aprovados e tém de ser repetidas as re-
acgdes de amplificagdo do Calibrador. Além disso, se as amostras foram incluidas na sessao de testes, estas
nao sao quantificadas: neste caso, apds a repeticdo da calibragao, todos os resultados devem ser interpreta-
dos e aprovados (ver secg¢ao dedicada aos resultados das amostras).

Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control da amplificagdao

O software MyGenius PRO interpreta os resultados da PCR para o alvo do Positive Control e para o alvo do
Internal Control (canal IC) das reacdes de Negative Control com os pardmetros dos protocolos de ensaio BKV
ELITe_My_PC e BKV ELITe_My_NC. Os valores de Ct resultantes sdo convertidos em concentracbes e usados
para validar o sistema (lote de reagente e instrumento).

Os resultados do Positive Control e Negative Control, especificos para o lote de reagente de PCR usado, sao
registados na base de dados (Controlos). Estes podem ser visualizados e aprovados pelo utilizador,
selecionando o controlo de interesse e a secgéo “View chart” (Ver grafico).

Os resultados do Positive Control e Negative Control expiram apés 15 dias.
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O software MyGenius PRO processa os resultados do Positive Control e do Negative Control e gera os
Graficos de Controlo. Os resultados sédo analisados pelo software para garantir que os desempenhos do sistema
se encontram dentro dos critérios de aceitagdo, mostrados nos tracados do Grafico de controlo. Consulte o
manual do instrumento para obter mais informacgdes.

NOTE

Se o resultado do Positive Control e Negative Control nao cumprir os critérios de aceitagdo, € mostrada a men-
sagem “Error” (Erro) no ecra “Controls” (Controlos). Neste caso, os resultados ndo podem ser aprovados e o
Positive Control e o Negative Control tém de ser repetidos.

NOTE

Se os resultados do Positive Control ou do Negative Control forem invalidos e as amostras tiverem sido inclui-
das na mesma sessao de testes, as amostras ndo podem ser aprovadas. Neste caso, apos a repeticao dos
controlos, todos os resultados tém de ser interpretados e aprovados (ver sec¢ao dedicada aos resultados das
amostras).

Validagao dos resultados da amostra

O software MyGenius PRO interpreta os resultados de PCR para o alvo (Canal BKV) e do Internal Control
(Canal IC) com os parametros dos protocolos de ensaio BKV ELITe_My_U_IU_200_100 e BKV ELITe_My _U_
cmL_200_100. Os valores de Ct do alvo resultante sdo convertidos em concentragao.

Os resultados sao mostrados no ecréa “Results” (Resultados).

Os resultados da amostra podem ser aprovados quando forem cumpridas as trés condigbes reportadas na
tabela abaixo.

1) Curva de calibragao Estado
BKV Q-PCR Standard APROVADO

2) Positive Control Estado
BKV Positive Control APROVADO

3) Negative Control Estado
BKV Negative Control APROVADO

Os resultados da amostra sdo automaticamente interpretados pelo software MyGenius PRO utilizando os
parametros dos protocolos de ensaio se os resultados dos respetivos controlos e calibragdo forem aprovados.
Se as calibragbes e os controlos validos ndo estiverem presentes e aprovados quando os resultados das
amostras sao obtidos, as amostras ndo podem ser interpretadas e aprovadas: neste caso, as calibragbes e os
controlos tém de ser aprovados e, em seguida, cada amostra tem de ser interpretada na secgédo “sample list”
(lista de amostras) e aprovada na secc¢ao “Results” (resultados) utilizando botdes especificos.

Estao listadas na tabela abaixo as possiveis mensagens de resultado.

Para cada amostra o sistema comunica uma combinac¢&o das seguintes mensagens a especificar se os ADN dos
agentes patogénicos foram detetados ou ndo detetados.

Resultado da execugédo da amostra Interpretagao

BKV:DNA DETECTED, QUANTITY EQUALTO | Foi detetado ADN do BKV na amostra no intervalo de medigéo de
XXX COPIES/ML OR IU/ML (BKV:DNA ensaio, a sua concentragao € mostrada.

DETETADO, QUANTIDADE IGUAL A XXX
COPIAS/ML OU IU/ML)

BKV:DNA DETECTED, QUANTITY BELOW Foi detetado ADN do BKV na amostra, a sua concentragao € inferior ao
“LLOQ” COPIES/ML OR IU/ML (BKV:DNA ensaio Limite inferior de quantificacao

DETETADO, QUANTIDADE ABAIXO “LLOQ"
COPIAS/ML OU IU/ML)
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Resultado da execugdo da amostra Interpretagao

BKV:DNA DETECTED, QUANTITY BEYOND Foi detetado ADN do BKV na amostra, a sua concentragao € superior
“ULOQ” COPIES/ML OR IU/ML (BKV:DNA ao ensaio Limite superior de quantificacéo

DETETADO, QUANTIDADE ALEM DE “ULOQ”
COPIAS/ML OU IU/ML)

BKV:DNA NOT DETECTED OR BELOW “LOD” | Nao foi detetado ADN de BKV na amostra. A amostra é negativa para
COPIES/ML OR IU/ML (BKV:DNA NAO ADN do BKYV ou a sua concentracao esta abaixo do limite de detegéo do
DETETADO OU ABAIXO DE “LOD” COPIAS/ | ensaio.

/ML OU IU/ML)

INVALID-CHANGE REAGENTS (INVALIDO- Resultado do ensaio invalido devido a falha do Controlo Interno
ALTERAR REAGENTES) (extragao incorreta, transferéncia de inibidores). O teste deve ser
repetido.

Amostras indicadas como “INVALID-CHANGE REAGENTS” (INVALIDO-ALTERAR REAGENTES): caso, o
ADN do Controlo Interno néo foi detetado eficientemente devido a problemas nos passos de colheita,
extragdo ou PCR da amostra (por ex. amostragem incorreta, degradacao ou perda do ADN durante a extragéo
ou inibidores na eluigédo), que pode causar resultados incorretos. Neste caso, a amostra deve ser novamente
testada, a comegar pela extragdo de uma nova amostra.

Se subsistir volume da eluigéo suficiente, o eluato pode ser novamente testado (tal como esta ou diluido) através
de uma execugado da amplificagdo no modo “PCR Only” (Apenas PCR). Se o segundo resultado for invalido, a
amostra deve ser novamente testada comegando a partir da extragdo de uma nova amostra utilizando o modo
“Extract + PCR” (ver 18 RESOLUCAO DE PROBLEMAS page 53).

As amostras reportadas como “BKV:DNA NOT DETECTED OR BELOW “LOD” COPIES/ML OR IU/ML"
(BKV:DNA NAO DETETADO OU ABAIXO DE “LOD” COPIAS/ML OU IU/ML) sdo adequadas para analise mas
nao foi detetado BKV. Neste caso, a amostra pode ser negativa para ADN de BKV ou o ADN de BKV esta
presente numa concentragdo abaixo do limite de detegdo do ensaio (ver 12 CARACTERISTICAS DE
DESEMPENHO COM O ELITe InGenius, ELITe BeGenius e MyGenius PRO page 32).

Amostras positivas do ADN de BKV a uma concentragdo abaixo do Limite de Detegao (e Limite Inferior da
Quantificacao) do ensaio, se detetado, s&o relatadas como “BKV:DNA DETECTED, QUANTITY BELOW “LLOQ”
COPIES/ML OR IU/ML” (BKV:DNA DETETADO, QUANTIDADE ABAIXO DE “LLOQ” COPIAS/ML OU IU/ML)
(ver 12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO COM O ELITe InGenius, ELITe BeGenius e MyGenius PRO
page 32).

Amostras positivas para ADN de BKV no intervalo de medigao linear sdo detetadas e relatadas como “BKV:DNA
DETECTED, QUANTITY EQUAL TO XXX COPIES/ML OR IU/ML” (BKV:DNA DETETADO, QUANTIDADE
IGUAL A XXX COPIAS/ML OU IU/ML) (ver 12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO COM O ELITe InGenius,
ELITe BeGenius e MyGenius PRO page 32).

As amostras positivas de ADN de BKV que estejam acima do Limite Superior de Quantificacdo sao relatadas
como “BKV:DNA DETECTED, QUANTITY BEYOND “ULOQ” COPIES/ML OR IU/ML” (BKV:DNA DETETADO,
QUANTIDADE ALEM DE “ULOQ” COPIAS/ML OU IU/ML) (ver 12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
COM O ELITe InGenius, ELITe BeGenius e MyGenius PRO page 32) e ndo sdo adequadas para quantificacdo.
Se necessario a amostra pode ser diluida antes da extracdo ou PCR e novamente testada de forma a serem
obtidos resultados dentro do intervalo de medigao linear do ensaio.

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

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

Elaboragao do relatério do resultado da amostra
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Os resultados da amostra sdo guardados na base de dados e os relatérios podem ser exportados como
“Summary Report” (Relatério de resumo) e “Details Report” (Relatério de detalhes).

O “Details Report” (Relatério de detalhes) apresenta os resultados detalhados para cada amostra selecionada
(SID).

O “Summary Report” (Relatério de resumo) apresenta os resultados de interpretacao para todas as amostras
selecionadas (SID).

O "Details Report" (Relatério de detalhes) e o "Summary Report" (Relatério de resumo) podem ser impressos e
assinados por pessoal autorizado.

12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO COM O ELITe InGenius,
ELITe BeGenius e MyGenius PRO

12.1 Limite de detecao (LdD)

O Limite de Detegao (LdD) do ensaio em associagdo com matrizes de plasma EDTA e urina foi determinado nos
instrumentos ELITe InGenius, testando um painel de matrizes negativas para BKV reforgadas com o material de
referéncia de BKV (1st WHO International Standard for BK Virus DNA, NIBSC ref.2 14/212, Reino Unido). Foi
executada a analise de regressao Probit nos resultados, e estimou-se como LdD a concentragao correspondente
a 95% de probabilidade de um resultado positivo.

Os resultados de ambas as matrizes sdo comunicados nas tabelas seguintes.

Table 10 Limite de detecdo com o ELITe InGenius (IU/mL)

intervalo de 95% de confianga
Matriz LoD
limite inferior limite superior
urina 142 1U/mL 110 IU/mL 222 IlU/mL
plasma 215 IU/mL 168 IU/mL 319 IU/mL

A sensibilidade analitica como cépias/mL para cada matriz é calculada através da aplicagdo do fator de
conversao especifico reportado no paragrafo 12.9 Fator de conversao para unidades internacionais page 37

A sensibilidade analitica como cépias/mL esta reportada a seguir.

Table 11 Limite de dete¢cdo com o ELITe InGenius (cépias/mL)

intervalo de 95% de confianga
Matriz LoD
limite inferior limite superior
urina 89 cépias/mL 69 copias/mL 139 cépias/mL
plasma 165 copias/mL 129 cédpias/mL 245 coépias/mL

O valor do LdD calculado foi verificado para cada matriz testando no Elite InGenius e no ELITe BeGenius um
universo de cada matriz reforcado com material de referéncia certificado de BKV a concentragao declarada.

Os resultados obtidos confirmaram a concentragdo declarada para o alvo de BKV ELITe MGB Kit em ambos os
ELITe InGenius e ELITe BeGenius para cada matriz.

O valor LdD calculado no ELITe InGenius e matriz de urina também é valido para o MyGenius PRO.

12.2 Inclusividade: Eficiéncia de detecao em diferentes estirpes ou isolados

A Inclusividade do ensaio, como eficiéncia de detegao para diferentes estirpes ou isolados de poliomavirus BK
foi avaliada por analise in silico. A analise revelou a conservagdo da sequéncia e a auséncia de mutacgdes
significativas. Assim, espera-se uma detegéo eficiente para a maioria das estirpes ou isolados.
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12.3 Intervalo de medicao linear e Limites de quantificagao

O intervalo de medigao linear do ensaio foi determinado em associagdo com matrizes de plasma EDTA e urina
no ELITe InGenius e ELITe BeGenius usando um painel de diluigao de material de referéncia de BKV (BKV
Virus Culture Fluid, Heat inactivated, ZeptoMetrix) numa matriz negativa para ADN de BKV.

Os resultados de cada matriz sdo comunicados nos paragrafos seguintes.
Plasma:

Fitted Line Plot InGenius Plasma Fitted Line Plot BeGenius Plasma
Obtained Log Qty (IU/mL 0.00770 + 1.004 Expected Log Qty (IU/mL Obtained Log Qty (IU/mL) = - 0.06731 + 1.009 Expected Log Qty (IU/mL
9 —— Regression —— Regression
95% C1 95% C1
8 95% PI 8 95% Pl

s 0185004 s 0157456
7 R-Sq 99.2% 7 R-Sq 99.4%
R-Sqlad)) 99.2% R-Sqlad)) 99.4%

Obtained Log Qty (IU/mL)
Obtained Log Qty (IU/mL)

2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8
Expected Log Qty (IU/mL) Expected Log Qty (IU/mL)

O intervalo de medigao linear como cépias/mL para plasma EDTA é calculado através da aplicacao do fator de
conversao especifico reportado no ponto 12.9 Fator de converséo para unidades internacionais page 37

Os resultados finais estdo resumidos na tabela seguinte.

Table 12 Intervalo de medicao linear para amostras de plasma e o ELITe InGenius e ELITe
BeGenius

Unidade Limite inferior Limite superior
IU/mL 215 130000000
copias/mL 165 100000000
Urina:
Fitted Line Plot InGenius Urine Fitted Line Plot BeGenius Urine
Obtained Log Qty (IU/mL) = 0.3193 + 0.9556 Expected Log Qty (IU/mlL Obtained Log Qty (IU/mL) = 0.09379 + 0.9772 Expected Log Qty (IU/r
9 Regression 9 Regression
95%Cl 95%Cl
s 95%PI s 95%PI
S 0.225822 S 0.221084
3y R-Sq 98.7% par R-Sq 98.8%
£ R-Sqlad)) 98.7% E R-Sglad)) 98.8%
=) S
=6 T 6
2 2
o o
§° gs
© ©
] ]
33 33
2 2
°
1 1
2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8
Expected Log Qty (IU/mL) Expected Log Qty (1U/mL)

O intervalo de medicao linear como cépias/mL para urina é calculado através da aplicagao do fator de converséao
especifico reportado no ponto 12.9 Fator de converséo para unidades internacionais page 37

Os resultados finais estdo resumidos na tabela seguinte.
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Table 13 Intervalo de medicao linear para amostras de urina e o ELITe InGenius e ELITe
BeGenius

Unidade Limite inferior Limite superior
IU/mL 142 160000000
copias/mL 89 100000000

O intervalo de medigéo linear determinado para o ELITe InGenius e ELITe BeGenius e matriz de urina também é
valido para o MyGenius PRO.

12.4 Incerteza da curva de standard

O valor da incerteza da curva de standard foi calculado combinando os erros aleatérios (DP) das quantificacoes
de todos os niveis e multiplicando o fator de cobertura k = 2 (incerteza combinada alargada) e é igual a 0,2146
Log copias / reagao.

Table 14
Niveis da curva de Tedrico Medido Tendénci sD Incerteza combinada
standard endencias alargada
Log c/rxn Log c/rxn

g'ézcﬁ;dp%{ 5,0000 4,9845 0,0155 0,0417

gg\rlwanFdP? oF‘f 4,0000 4,0022 -0,0022 0,0349
0,2146

gg\r/wanFdP%g 3,0000 3,0051 -0,0051 0,0500

2@{13;51003 2,0000 2,0471 -0,0471 0,0778

12.5 Organismos potencialmente interferentes: Reatividade cruzada

A potencial reatividade cruzada com outros organismos nao pretendidos do produto BKV ELITe MGB Kit foi
avaliada por analise in silico das sequéncias disponiveis na base de dados de nuclettidos EBI ENA. A analise
ndao demonstrou homologias significativas com outros organismos nao pretendidos (virus, bactérias e fungos).
Por conseguinte, ndo é esperada qualquer reatividade cruzada ou interferéncia.

12.6 Substancias potencialmente interferentes: Inibigcao

A potencial inibicdo por substancias interferentes (endégenas e exdgenas) que podem ser encontradas em
amostras clinicas foi avaliada para o ensaio através da analise de um painel de substancias em concentragao
relevante em amostras positivas para BKV.

Os resultados de cada matriz sdo comunicados nas tabelas seguintes.

Table 15 Plasma
Substancia Pos./Rep. Resultado
Azitromicina 5/5 Sem interferéncia
Ganciclovir 5/5 Sem interferéncia
Ribavirina 5/5 Sem interferéncia
Abacavir 5/5 Sem interferéncia
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Table 15 Plasma (continued)

Substancia Pos./Rep. Resultado
Cidofovir 5/5 Sem interferéncia
Ciclosporina A 5/5 Sem interferéncia
Bilirrubina 5/5 Sem interferéncia
EDTA 5/5 Sem interferéncia
Heparina 5/5 Sem interferéncia

As substancias testadas nao interferem com a amplificagdo de BKV ou do Controlo Interno.

Table 16 Urina
Substancia Pos./Rep. Resultado
Azitromicina 5/5 Sem interferéncia
Bilirrubina 5/5 Sem interferéncia
Sangue Total 5/5 Sem interferéncia
Cloridrato de fenazopiridina 5/5 Sem interferéncia

As substancias testadas nao interferem com a amplificagdo de BKV ou do Controlo Interno.

12.7 Repetibilidade

A repetibilidade intra-sess&o e inter-sess@o do ensaio foi avaliada no ELITe InGenius e no ELITe BeGenius
através da analise de um painel de amostras de plasma colhido em EDTA, incluindo uma amostra negativa e
duas amostras enriquecidas com material de referéncia certificado de BKV (1st WHO International Standard for
BKV virus DNA, NIBSC, cédigo 14/212, Reino Unido).

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

Table 17 Repetibilidade intrasessao no ELITe InGenius

BKV
Amostra
N Ct médio SD % CV % Concordancia
Negativo 8 - - - 100%
3xLdD 8 36,66 0,45 0,82 100%
10 x LdD 8 34,88 0,56 1,33 100%

Table 18 Repetibilidade intrasessao no ELITe BeGenius

BKV
Amostra
N Ct médio SD % CV % Concordancia

Negativo - - - 100%

3xLdD 37,09 0,52 1,40 100%

10 x LdD 35,45 0,31 0,88 100%
Um exemplo dos resultados da repetibilidade inter-sessdo s&o mostrados nas tabelas seguintes.
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Table 19 Repetibilidade intersessao no ELITe InGenius
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BKV- Dias 1-2
Amostra
N Ct médio DP de Ct % CV Ct % Concordancia
Negativo 16 - - - 100%
3xLdD 16 36,36 0,52 1,43 100%
10 x LdD 16 34,40 0,68 1,96 100%
Table 20 Repetibilidade intersessao no ELITe BeGenius
BKV - Dias 1-2
Amostra
N Ct médio DP de Ct % CV Ct % Concordancia
Negativo 16 - - - 100%
3xLdD 16 36,68 0,71 1,43 100%
10 x LdD 16 34,98 0,55 1,96 100%

No teste de repetibilidade, o BKV ELITe MGB Kit detetou todas as amostras conforme esperado e apresentou

uma variabilidade maxima dos valores de Ct do alvo com %CV inferior a 5%.

12.8 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do ensaio foi avaliada no ELITe InGenius e no ELITe BeGenius através da analise de um
painel de amostras de plasma colhido em EDTA negativas ou enriquecidas com BKV (1st WHO International
Standard for BKV virus DNA, NIBSC, cédigo 14/212, Reino Unido).

Um resumo de reprodutibilidade interinstrumento (em dois instrumentos) € mostrado nas tabelas seguintes.

Table 21 Reprodutibilidade inter-instrumento no ELITe InGenius

BKV
Amostra
Ct médio SD % CV % Concordancia
Negativo - - - 100%
3xLdD 36,72 0,30 0,82 100%
10 x LdD 30,89 0,41 1,33 100%

Table 22 Capacidade de reproducao interinstrumento no ELITe BeGenius

BKV
Amostra
Ct médio SD % CV % Concordancia
Negativo - - - 100%
3 xLdD 36,87 0,58 1,56 100%
10 x LdD 34,86 0,25 0,72 100%

Um resumo de reprodutibilidade interlote (em dois lotes) € mostrado nas tabelas seguintes:
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Table 23 Repetibilidade interlote no ELITe InGenius

REFRTS175PLD

BKV
Amostra
Ct médio SD % CV % Concordancia
Negativo - - - 100%
3xLdD 36,94 0,36 0,82 100%
10 x LdD 35,07 0,28 1,33 100%
Table 24 Repetibilidade interlote no ELITe BeGenius
BKV
Amostra
Ct médio SD % CV % Concordancia
Negativo - - - 100%
3xLdD 36,81 0,66 1,56 100%
10 x LdD 35,01 0,41 0,72 100%

No teste de reprodutibilidade, o BKV ELITe MGB Kit detetou todas as amostras conforme esperado e apresentou
uma variabilidade maxima dos valores de Ct do alvo com %CV inferior a 5%.

12.9 Fator de converséao para unidades internacionais

O fator de conversao para relatar os resultados quantitativos em unidades internacionais / mL comegando por
copias / mL, foi calculado, para cada matriz, usando o material de referéncia calibrado e certificado “1st WHO
International Standard for BKV virus DNA” (1.° Standard Internacional da OMS para ADN do virus BK) (NIBSC,
codigo 14/212, Reino Unido).

Os resultados de cada matriz sdo resumidos na tabela seguinte

Table 25 Fator de conversao para unidades internacionais com ELITe InGenius

Volume da amostra Matriz Fc (lU/copias)
200 pL Plasma 1,3
200 pL Urina 1,6

O fator de converséao para relatar os resultados quantitativos em Unidades internacionais/mL a partir de copias/
/mL, foi verificado nos instrumentos ELITe InGenius e ELITe BeGenius usando material de referéncia calibrado
e certificado (1st WHO International Standard, NIBSC). Os resultados obtidos foram analisados por regressao
ortogonal e linear para calcular a correlagao.

O fator de conversao para unidades internacionais calculado para ELITe InGenius e matriz de urina também é
valido para MyGenius PRO.

Os resultados de cada matriz sdo comunicados nos paragrafos seguintes.

Plasma
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Plot of log IU/mL BeG vs log IU/mL InG with Fitted Lines
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A analise de regresséo ortogonal gerou um declive igual a -0,130 (95% CI: - 0,263; — 0,002) e um declive igual a
0,973 (95% CI: 0,944 - 1,001).

Urina:
Plot of log IU/mL BeG vs log IU/mL InG with Fitted Lines
Error Variance Ratio (log IU/mL BeG/log IU/mL InG) = 0.8
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Orthogonal:  log IU/mi BeG = 0.341 + 0.913 iog IU/mL InG
leost Squaves: log R/ml BeG = 0.361 + 0.909 log IV/md InG

A analise de regressao ortogonal gerou um declive igual a 0,341 (95% CI: 0,152 — 0,529) e um declive igual a
0,913 (95% IC: 0,872 - 0,954).

1210 MyGenius PRO: correlagdo do método

A analise de correlagéo dos diferentes métodos foi avaliada no MyGenius PRO através da analise de amostras
BKV de doentes cuja carga viral se encontrava dentro do intervalo de medi¢cado dos métodos de referéncia (ELITe
InGenius). Os resultados obtidos com o MyGenius PRO e o método de referéncia (ELITe InGenius) foram
analisados por Deming e Regressao Linear.

O estudo de correlagao foi efetuado num local em 137 amostras clinicas positivas de urina, certificadas como
positivas para o ADN do BKV ou reforcadas com material de referéncia, utilizando o ELITe InGenius como
comparador.

Os resultados estao resumidos na figura seguinte.
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Plot of MyGenius PRO LoG IU/mL
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A andlise de regressdo Deming gerou uma intercegdo equivalente a -0,494 (95% CI -0,7502; -0,2371) e um
declive igual a 0,949 (95% CI: 0,8996 — 0,9982). A analise de regressao linear gerou um R2 de 0,913.

12.11 Especificidade de diagnéstico: confirmacao de amostras negativas

A especificidade de diagndstico do ensaio, como confirmagcdo de amostras negativas, foi avaliada em
associagcdo com o ELITe InGenius através da analise de amostras clinicas certificadas negativas ou
presumivelmente negativas para ADN de BKV. Dado que o ELITe BeGenius revelou desempenhos analiticos
equivalentes ao ELITe InGenius, os desempenhos de diagnéstico do ensaio realizados nos dois instrumentos
também foram considerados equivalentes. Por conseguinte, a especificidade de diagnéstico do ensaio obtido em
associagdo com o ELITe InGenius também se aplica ao ELITe BeGenius.

Dado que o MyGenius PRO revelou desempenhos analiticos equivalentes ao ELITe InGenius em associagao
com a matriz de urina, os desempenhos de diagnéstico do ensaio realizados nos dois instrumentos e urina
também foram considerados equivalentes. Por conseguinte, a especificidade do diagndstico do ensaio obtida em
associacédo com o ELITe InGenius também se aplica ao MyGenius PRO.

Os resultados estéao resumidos na tabela seguinte.

Table 26 Especificidade do diagnéstico

o e .
Amostras N Positivo Negativo % de %?ap;;gnsi;ggde %
Plasma colhido em EDTA 79 3 76 96,2%
negativo para ADN de BKV

Urina sem conservantes 68 0 68 100%

negativa para ADN de BKV

O valor-limite de Ct do IC foi definido para 35 para as amostras de plasma colhidas em EDTA quando testadas
com o ELITe InGenius e o ELITe BeGenius

O valor-limite de Ct do IC foi definido para 35 para as amostras de urina sem conservantes quando testadas com
o ELITe InGenius, o ELITe BeGenius e o MyGenius PRO.
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12.12 Sensibilidade de diagnéstico: confirmagao de amostras positivas

A sensibilidade de diagnéstico do ensaio, como confirmagado de amostras clinicas positivas, foi avaliada em
associacdo com o ELITe InGenius analisando amostras clinicas certificadas positivas para ADN de BKV ou
reforcadas com material de referéncia. Dado que o ELITe BeGenius revelou desempenhos analiticos
equivalentes ao ELITe InGenius, os desempenhos de diagndstico do ensaio realizados nos dois instrumentos
também foram considerados equivalentes. Por conseguinte, a sensibilidade do diagnéstico do ensaio obtido em
associagcdo com o ELITe InGenius também se aplica ao ELITe BeGenius.

Dado que o MyGenius PRO revelou desempenhos analiticos equivalentes ao ELITe InGenius em associagdo
com a matriz de urina, os desempenhos de diagnéstico do ensaio realizados nos dois instrumentos e urina
também foram considerados equivalentes. Por conseguinte, a sensibilidade do diagnéstico do ensaio obtida em
associagado com o ELITe InGenius também se aplica ao MyGenius PRO.

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

Table 27 Sensibilidade de diagnostico

Amostras N Positivo Negativo % de ji‘:lgsnig;l:i(::ide de
posiive para ADN de BKY Z 34 0

rpé?frrgid?},h;?; By e 24 24 0 100%

Total 58 58 0

LJQLTESrN” de BRY antes positiva 67 67 0 100%

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 para o "BKV ELITe
MGB® Kit", FTP175PLD.

13 AMOSTRAS E CONTROLOS PARA O Instrumento ABI 7500 Fast
Dx Real-Time PCR

13.1 Amostras

Os seguintes métodos de extragao de amostras e acidos nucleicos estédo validados para a utilizagdo com o BKV
ELITe MGB Kit usando o Instrumento ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR.

Table 28
Volume
Tipo de L Volume de Volume de minimo do Instrugoes
amostra Kit/método Protocolo entrada (uL) eluicao (uL) tubo primario especiais
(WL)
Adicione 10
. L/amostra de
ELITe XNA Extraction M T d
Plasma GALAXY (Universal) 300 200 400-650 CPIZ: lsglggao
Portador
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13.2 Substancias interferentes

O ADN extraido da amostra ndo deve conter heparina, hemoglobina, dextran, Ficoll®, etanol ou 2-propanol para
evitar problemas de inibigcdo e a possibilidade de resultados invalidos frequentes.

Uma elevada quantidade de ADN gendédmico humano no ADN extraido da amostra pode inibir a reagcdo de
amplificagdo.

Nao existem dados disponiveis relativos a uma inibigdo causada por farmacos antivirais, antibiéticos,
quimioterapéuticos ou imunossupressores.

Nao use amostras colhidas em heparina, a qual € um conhecido inibidor da transcrigao reversa e da PCR

13.3 Controlos de amplificagao

E obrigatério validar cada sessdo de amplificagdo com uma reacdo de Negative Control e uma reagdo de
Positive Control.

Para o Negative Control, use agua de qualidade para biologia molecular (n&o fornecida com este kit) adicionada
a reagao no lugar do ADN extraido a partir da amostra.

Para o Positive Control, use o produto BKV - ELITePositive Control ou o produto BKV - ELITe Standard.

13.4 Controlos da qualidade

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

14 PROCEDIMENTO do instrumento ABI 7500 Fast Dx Real-Time
PCR

14.1 Definicao da sessao de amplificagdo em tempo real
(Para realizar na area de amplificagao/dete¢ao de produtos de amplificagao)
Quando é usado um instrumento 7300 Real-Time PCR System.

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

+ ligar o ciclo térmico em tempo real, ligar o computador, executar o software dedicado e abrir uma sessao
"quantificagdo absoluta";

+ definir (Gestor do detetor) o "detetor" para a sonda BKV com o “dispositivo de relatério” = "FAM" e o
"disposicao de extingdo" = “nenhum" (n&o fluorescente) e dar-lhe o nome "BKV";

+ definir (Gestor do detetor) o "detetor" para a sonda de Internal Control com o “dispositivo de relatério” = "VIC"
(AP525 é semelhante ao VIC) e o "disposicéo de extingdo" = “nenhum " (ndo fluorescente) e dar-lhe o nome
"IC";

+ para cada furo em utilizacdo na microplaca, defina (Inspetor do furo) o "detetor" (tipo de fluorescéncia a ser
medida), a "referéncia passiva" = "ROX" (é usado AP593 em vez de ROX, normalizacdo da fluorescéncia
medida) e o tipo de reagdo (amostra, controlo de amplificagdo negativo, controlo de amplificagdo positivo ou
padrao de quantidade conhecido). Adicione esta informacdo & Ficha de trabalho anexada no final deste
manual ou imprima a preparacao da microplaca. A Ficha de trabalho deve ser atentamente seguida durante
a transferéncia da mistura de reagao e das amostras para os furos.

Para determinar o titulo ADN na amostra inicial, prepare uma série de reagdes com o Q -PCR Standards (105
copias, 10 copias, 102 copias, 102 copias) para obter a Curva standard.

Veja a seguir, a titulo de exemplo, como pode configurar a andlise quantitativa de 12 amostras.
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Legenda: S1-S12: Amostras a serem analisadas; NC: Negative Control da amplificagao;

10 2; 10 2 copias de standard; 103: 103 copias de standard; 10 4: 104 cépias de standard; 10 5: 105 copias
standard.

Consultando a documentacgao do instrumento, definida no software dedicado (Instrumento > Protocolo de ciclo
térmico > Perfil térmico) os parametros do ciclo térmico:

+ adicione a fase de amplificagéo o passo (Adicionar passo) de extensdo a 72 °C;

A aquisi¢ao de fluorescéncia (Instrumento > Protocolo do ciclo térmico > Definigcbes > Recolha de dados) deve
ser definida durante o passo de hibridizacdo a 60 °C.

» modifique o tempo como indicado na tabela "Ciclo térmico";
+ defina o nimero de ciclos para 45;

+ defina o volume para a emulagéo de software de transferéncia térmica para a reacédo ("Volume da amostra")
para 30 pL;

Table 29 Ciclo térmico 7300
Fase Temperaturas Tempo
Descontaminagao 50°C 2 min.
Desnaturacao inicial 94 °C 2 min.
94 °C 10 seg.
Amplificagdo e detecdo 60 °C (aquisigao de fluorescéncia) 30 se

(45 ciclos) quiste g
72°C 20 seg.
95°C 15 seg.

Dissociagao o
(opcional) 40°C 30 seg.
80°C 15 seg.

Quando é usado um 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument.

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

+ ligar o ciclo térmico em tempo real, ligar o computador, executar o software dedicado e abrir uma sesséo
"quantificagdo absoluta”, bem como definir o “Modo de execugao: Fast 75007;

SCH mRTS175PLD_pt 2026-02-26 Reviséo 20-R- 42/73



BKV ELITe MGB®Kit
REFRTS175PLD

« definir (Gestor do detetor) o "detetor" para a sonda BKV com o “dispositivo de relatério” = "FAM" e o
"disposicao de extingdo" = “nenhum” (ndo fluorescente) e dar-lhe o nome "BKV";

+ definir (Gestor do detetor) o "detetor" para a sonda de Internal Control com o “dispositivo de relatério” = "VIC"
(AP525 é semelhante ao VIC) e o "disposigéo de extingdo" = “nenhum " (nao fluorescente) e dar-lhe o nome
IIICII;

+ para cada furo em utilizacdo na microplaca, defina (Inspetor do furo) o "detetor" (tipo de fluorescéncia a ser
medida), a "referéncia passiva" = "Cy5" (é usado AP593 em vez de Cy5, para a normalizacdo da
fluorescéncia medida) e o tipo de reagcdo (amostra, controlo de amplificagdo negativo, controlo de
amplificacdo positivo ou padrdo de quantidade conhecido). Adicione esta informagédo a Ficha de trabalho
anexada no final deste manual ou imprima a preparacdo da microplaca. A Ficha de trabalho deve ser
atentamente seguida durante a transferéncia da mistura de reagdo e das amostras para os furos.

Para determinar o titulo ADN na amostra inicial, prepare uma série de reagées com o Q - PCR Standards (10°
copias, 10* copias, 102 copias, 102 copias) para obter a Curva standard.

A preparacgio da analise quantitativa de 12 amostras é mostrada, a titulo de exemplo, no paragrafo anterior a
descrever o procedimento para o instrumento Sistema de PCR em tempo real 7300.

Consultando a documentagéo do instrumento, definida no software dedicado (Instrumento > Protocolo de ciclo
térmico > Perfil térmico) os parametros dociclo térmico:

« adicione a fase de amplificagédo o passo (Adicionar passo) de extensdo a 72 °C;

A aquisi¢ao de fluorescéncia (Instrumento > Protocolo do ciclo térmico > Definigbes > Recolha de dados) deve
ser definida durante o passo de hibridizagao a 60 °C

» modifique o tempo como indicado na tabela "Ciclo térmico";
+ defina o niumero de ciclos para 45;

+ defina o volume para a emulacao de software de transferéncia térmica para a reacéo ("Volume da amostra")
para 30 pL;

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

Table 30 Ciclo térmico 7500
Fase Temperaturas Tempo
Descontaminagao 50°C 2 min.
Desnaturagao inicial 94 °C 2 min.
94 °C 10 seg.
Amp"ﬁ&?i;& :)e tegdo 60 °C (aquisicao de fluorescéncia) 30 seg.
72°C 20 seg.
95°C 15 seg.
Dissociagdo 40°C 1 min.
(opcional) 80 °C 15 seg.
60 °C 15 seg.
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14.2 Preparacao da sessao de PCR em tempo real
(executado pelo instrumento ELITe GALAXY)

Para realizar a configuragao da sessao de PCR:

+ descongele os tubos de Q-PCR Mix necessarios para a sesséo (cada tubo é suficiente para a preparacao de
25 reagoes)

+ descongele os tubos de Positive Control (andlise qualitativa: detecdo de ADN extraido) ou de Q - PCR
Standard (anélise quantitativa: quantificagdo de ADN extraido)

* misture suavemente os reagentes centrifugue o contelido durante 5 segundos
+ prepare o Negative Control (ndo fornecido) segundo as instrugdes de utilizagdo do instrumento

+ prepare uma Q-PCR microplate. Manuseie com luvas sem p6 e nao danifique os pocos

Para preparar a PCR no ELITe GALAXY, carregue a microplaca de elui¢gdo, contendo as amostras de ADN ex-
traido, os reagentes e a Q-PCR microplate, conforme indicado no manual do utilizador do instrumento e siga
0s passos na GUI.

O instrumento executa automaticamente a configuragcdo da PCR dispensando em cada pogo da Q-PCR
microplate:

* 20 pL de Q-PCR Mix
+ 20 pL de ADN extraido / Q-PCR Standard / controlos

Se nao usar a totalidade de Q-PCR Mix, guarde o volume restante num local escuro a -20°C durante um perio-
do maximo de um més. Congele e descongele a Q-PCR Mix até um maximo de 5 VEZES.

Apbs a configuragédo da PCR realizada no instrumento:
+ sele a Q-PCR microplate com um selante ético

+ transfira a Q-PCR microplate para o 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument e inicie a PCR. Guarde o
ficheiro de execugdo com um nome Unico e reconhecivel (por ex., “ano-més-dia-TARGET-EGSpA").

No final da PCR, a Q-PCR microplate deve ser eliminada seguindo todos os regulamentos governamentais e
ambientais. Para evitar derramar os produtos de PCR, o selante é6tico nao deve ser removido da micropla-
ca de Q-PCR.

14.3 Definigdes gerais para a analise dos resultados
Antes de iniciar a analise, consulte a documentagao do instrumento para:

+ ajuste manualmente o intervalo de calculo para a Linha de base (nivel de fundo de fluorescéncia) do ciclo 6
ao ciclo 15 (Resultados > Lote da amplificagdo > delta Rn vs. Ciclo);

A fluorescéncia FAM da sonda de BKV numa amostra com uma elevada concentracdo de ADN de BKV pode
comecar a aumentar antes do ciclo 15. Neste caso, diminua o intervalo de calculo do Valor basal para o ciclo
a que a fluorescéncia FAM da amostra comega a aumentar (Resultados > Componente).

+ Defina manualmente os limites para os detetores
defina o limite “BKV” do detetor FAM para 0,2;
defina o limite do “Cl” do detetor VIC para 0,1.
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O ciclo de PCR a que o nivel de fluorescéncia da amostra atinge o valor do limite determina o ciclo-limite (Ct)
para essa amostra.

O software do instrumento analisa automaticamente os niveis de fluorescéncia nos controlos, standards e
reagOes da amostra e calcula os valores de Ct.

14.4 Analise qualitativa dos resultados

O valor de Ct de BKV do Positive Control é usado para validar a PCR. A execugéo da PCR é valida quando os
resultados séo os descritos na tabela seguinte:

Table 31
Detetor FAM de “BKV” da reagao de . e o =
positive control Resultado do ensaio Amplificagao/detecao
Ct<25 POSITIVO CORRETO

Se o resultado do Positive Control for Ct > 25 ou Ct Indeterminado para o detetor FAM “BKV”, a sesséo é
invalida e tem de ser repetida a partir do passo da PCR. Isto pode indicar uma contaminag¢ao que pode conduzir
a resultados incorretos e falsos positivos.

Quando o produto for usado para a quantificacdo de ADN de BKYV, foram preparadas as reagbes de Q - PCR
Standard em vez da reagéo do Positive Control. Neste caso, valide a amplificagéo e a detegdo através da re-
feréncia a reagdo de amplificagdo de Q - PCR Standard 10° (Ct < 25).

O valor de Ct de BKV do Negative Control ¢ usado para validar a PCR. A execugéo da PCR é valida quando os
resultados séo os descritos na tabela seguinte:

Table 32
Detetor FAM de “BKV” de reagao do . e o =
negative control Resultado do ensaio Amplificagdo/detecdo
Ct nao determinado NEGATIVO CORRETO

Se o resultado da reacao de amplificacdo de Negative control for diferente de Ct indeterminado para o detetor
FAM “BKV”, a sessao € invalida e deve ser repetida a partir do passo da PCR. Isto pode ser indicativo de
problemas ocorridos durante o passo de amplificagdo (contaminac&o), que podem originar resultados incorretos
e falsos positivos.

O valor de Ct do BKV em cada amostra € usado para detetar o ADN do alvo e o valor de Ct do controlo interno é
usado para validar a extragdo, PCR e detecao.

Verifique com o tracado da amplificacdo (Resultados > Tragado de amplificagdo > delta Rn vs. Ciclo) que oCt-
de cada amostra foi determinado por um aumento rapido e regular da fluorescéncia e nao por picos ou um au-
mento do sinal de fundo (fundo irregular ou alto).

Os possiveis resultados da amostra (Resultados > Relatério) sdo descritos na tabela seguinte:
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Table 33
Reacgao da amostra = Resultado da
Adz%’:g;g da amostra do ADN de BKV
Detetor FAM "BKV" Detetor VIC "IC" ensaio
Ct>350uCtnao : L
) _ determinado inadequado invalido -
Ct nao determinado
Ct<35 adequado valido, negativo | NAO DETETADO
Ct>350u Ctnao adequado valido, positivo DETETADO
. determinado
Ct determinado
Ct<35 adequado valido, positivo DETETADO

Um resultado da amostra de Ct indeterminado para o BKV e Ct > 35 ou Ct indeterminado para o controlo
interno é invalido e indica um problema durante a extragdo de acido nucleico ou PCR (por ex., degradagao do
ADN da amostra, perda de ADN durante a extracdo, presencga de inibidores no ADN, amplificacdo ineficaz ou
ausente), o que pode originar resultados incorretos. A amostra néo é adequada para analise e o0 ensaio tem de
ser repetido a partir da extragdo de uma nova amostra.

Um resultado da amostra de Ct indeterminado para o BKV e Ct < 35 para o controlo interno € um resultado
valido e indica que nao foi detetado ADN de BKV na amostra. A amostra pode conter ADN de BKV ou conter
ADN de BKV a uma concentragdo inferior ao limite de detecdo do produto (ver 15 Caracteristicas de
desempenho page 47). Um resultado da amostra de Ct determinado (Ct < 45) para BKV e Ct > 35, Ct
indeterminado ou Ct < 35 para o IC é um resultado valido e indica que foi detetado ADN de BKV na amostra

NOTE

Em caso de Ct determinado para o BKV e Ct > 35 ou indeterminado para o Cl, a eficacia da PCR do IC pode
ter sido afetada pela concorréncia com a eficacia da PCR do ADN de BKV alta. Neste caso, a amostra é ade-
quada e o resultado positivo € valido.

NOTE

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

14.5 Analise quantitativa dos resultados
Ap6s a analise qualitativa dos resultados, pode ser executada a anadlise quantitativa das amostras positivas.

Nas reacoes de amplificagdo de quatro Q - PCR standards, os valores de Ct do BKV s&o usados para calcular a
Curva Standard (Resultados > Curva Standard) para a sessao de amplificacao e para validar a amplificacéo e a
detecdo como descrito na tabela seguinte:

Table 34
Detetor FAM de “BKV" da curva de Intervalo de aceitagdo Amplificagio/detecio
standard
Coeficiente de correlacédo (R2) 0,990 <R2 <1,000 CORRETO

Se o valor do coeficiente de correlagdo(R2) nao se enquadrar dentro dos limites, a sessao é invalida e tem de
ser repetida a partir do passo da PCR. Isto pode indicar um problema durante o passo de PCR ou detecéo (por
ex., distribuicdo incorreta ou degradagdao de Q-PCR Mix ou standards, colocagéo incorreta dos standards,
defini¢des incorretas do ciclo térmico ou contaminagéo cruzada), o que pode levar a resultados incorretos.
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Table 35
Resultado da amostra para o detetor FAM “BKV” Copias BKV por reagao
Quantidade > 1 x 108 MAISDE1x108
1x10 ' < Quantidade <1x10°¢ = Quantidade
Quantidade <1 x 10’ MENOS DE 10

Os resultados (Quantidade) de cada amostra (Resultados > Relatério) sdo usados para calcular as copias de
BKV presente na amostra usada na extragao (Nc¢) de acordo com esta formula:

Table 36

Ve x Quantidade
Nc =

Vc xVax Ep

em que:
Ve é o volume total em pL da amostra de ADN extraido (volume de eluato)
Quantidade é cépias/reagao da amostra calculada pelo software do instrumento (resultado da PCR)

Vc é o volume da amostra usado para a extragao do acido nucleico (volume de introdugéo) expresso na unidade
de medida requerida

Va é o volume em pL da amostra de ADN extraido (eluato) usado na PCR
Ep ¢é a eficacia do procedimento (extragdo e PCR) expressa em decimais

Para converter a quantidade de amostra de copias/mL para IU/mL, multiplique o valor de cépias/mL pelo fator
de conversdao (Fc). O Fc foi calculado usando material de referéncia certificado calibrado ("1st WHO
International Standard for BK Virus DNA for Nucleic Acid Amplification Techniques” (1.° Standard internacional da
OMS para o ADN do BKV com técnicas de amplificagdo de acido nucleico), NIBSC) (ver 15 Caracteristicas de
desempenho page 47).

Por motivos de comodidade, as seguintes formulas sdo férmulas simplificadas onde foi calculado Ve/(Vc x Va x
Ep) e a sua conversdo em IU/mL.

Table 37
Matriz Método de Vel Férmula a Fc Féormula a
_extragao de (Ve x Vax Ep) quantificar (IU/copias) quantificar
acido nucleico Nc (copias/mL) Nc (IU/mL)
plasma ELITe GALAXY 35 35 x quantidade 41 143,5x
quantidade

15 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO COM O Instrumento ABI
7500 Fast Dx Real-Time PCR

15.1 Sensibilidade analitica: Limite de dete¢ao (LdD)

O Limite de Detecéo (LdD) do ensaio em associa¢cado com plasma EDTA foi verificado nos instrumentos ELITe
GALAXY e ABI 7500 testando um painel de matrizes negativas para BKV reforcadas com o material de
referéncia de BKV (1st WHO international standard for BKV virus DNA, NIBSC cédigo 14/212, Reino Unido). Foi
executada a analise de regressao Probit nos resultados, e estimou-se como LdD a concentragao correspondente
a 95% de probabilidade de um resultado positivo.

O resultado é comunicado na tabela seguinte.
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Table 38 Limite de dete¢cao para amostras de plasma e ELITe GALAXY

intervalo de 95% de confianga

limite inferior limite superior
95% de positividade 190 cépias/mL 122 copias/mL 452 copias/mL
95% de positividade 779 IU/mL 500 IU/mL 1853 1U/mL

O LdD como copias/mL para cada matriz é calculado através da aplicagdo do fator de conversio especifico
reportado no paragrafo 15.7 Conversao para unidades internacionais page 50
15.2

O intervalo de medicao linear do ensaio foi determinado no ABI 7500 Fast Dx usando um painel de diluicao de
ADN do plasmideo contendo o produto de amplificagao.

Intervalo de medigao linear

O intervalo de medigéo linear como copias/mL é calculado através da aplicagéo do fator de conversao especifico
reportado no ponto 15.7 Conversao para unidades internacionais page 50.

Os resultados finais estdo resumidos na tabela seguinte.

Table 39 Intervalo de medigao linear para amostras de plasma EDTA e o ABI 7500

Unidade de medida

limite inferior

limite superior

1U/mL

Y

41.000.000

copias/reacao

10

1.000.000

15.3

A potencial reatividade cruzada de organismos ndo pretendidos que podem ser encontrados em amostras
clinicas foi avaliada através de andlise in silico. A analise ndo demonstrou homologias significativas com outros
organismos nao pretendidos (virus, bactérias, protozoarios e fungos). Por conseguinte, ndo é esperada qualquer
reatividade cruzada.

Marcadores potencialmente interferentes: Reatividade cruzada

A auséncia de reatividade cruzada com potenciais organismos interferentes também foi verificada através da
analise de um painel de organismos n&o pretendidos (ATCC, NIBSC) a titulo alto.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte

Table 40
Organismo Pos./ Rep. Resultado

HSV1 0/3 Sem reatividade cruzada
HSV2 0/3 Sem reatividade cruzada
CMV 0/3 Sem reatividade cruzada

EV 0/3 Sem reatividade cruzada
vzv 0/3 Sem reatividade cruzada
ADV 0/3 Sem reatividade cruzada
EBV 0/3 Sem reatividade cruzada
JCV 0/3 Sem reatividade cruzada
HHV6 0/3 Sem reatividade cruzada
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Todos os marcadores potencialmente interferentes testados revelaram que nao ha reatividade cruzada para a
amplificagcdo do alvo de BKV utilizando o BKV ELITe MGB Kit.

15.4 Marcadores potencialmente interferentes: Inibi¢cao

A inibigdo potencial dos organismos nao pretendidos que podem ser encontrados em amostras clinicas foi
avaliada para o ensaio através da analise de um painel de organismos nao pretendidos em amostras positivas
para BKV, de diferentes fornecedores (ATCC, NIBSC).

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte

Table 41
Organismo Pos./ Rep. Resultado

HSV1 3/3 Sem interferéncia
HSV2 3/3 Sem interferéncia
CMV 3/3 Sem interferéncia

EV 3/3 Sem interferéncia
vzv 3/3 Sem interferéncia
ADV 3/3 Sem interferéncia
EBV 3/3 Sem interferéncia
JCV 3/3 Sem interferéncia
HHV6 3/3 Sem interferéncia

Todos os organismos potencialmente interferentes testados revelaram que n&o ha interferéncia com a detecao e
quantificagdo do alvo de BKV usando o BKV ELITe MGB Kit.

15.5 Repetibilidade

A repetibilidade na mesma execugao, entre execugbes e entre dias do ensaio foi avaliada no ABI 7500 por
analise de um painel de amostras reforgado com ADN do plasmideo contendo o produto da amplificagdo de BKV
e uma amostra negativa.

Um exemplo dos resultados da repetibilidade na mesma execugédo (numa sessdo) € mostrado nas tabelas
seguintes.

Table 42 Repetibilidade na mesma execugdo no ABI 7500

Amostra BKV
copias/reagao Pos. / Rep. Ct médio SD % CV
50.000 alvo + 150.000 IC 12/12 23,89 0,15 0,64
5.000 alvo + 150.000 IC 12/12 27,07 0,10 0,37
500 alvo + 150.000 IC 12/12 30,41 0,17 0,56
10 alvo + 150.000 IC 12/12 37,97 0,92 2,43
150.000 IC 0/12 - - -

Um exemplo dos resultados da repetibilidade entre execugbes (em duas sessbes) € mostrado nas tabelas
seguintes.
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Table 43 Repetibilidade entre execug¢ées no ABI 7500

Amostra BKV
copias/reagdo Pos. / Rep. Ct médio SD % CV
50.000 alvo + 150.000 IC 24/24 23,91 0,13 0,53
5.000 alvo + 150.000 IC 24/24 27,05 0,11 0,41
500 alvo + 150.000 IC 24/24 30,40 0,20 0,66
10 alvo + 150.000 IC 24/24 36,62 0,70 1,91
150.000 IC 0/24 - ] ]

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

15.6 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do ensaio foi avaliada no ABI 7500 através da analise dos resultados de 10 testes de CQ do
produto BKV ELITe MGB Kit.

Um resumo da analise dos resultados do valor Ct do alvo BKV e do Internal Control amplificados com o BKV
ELITe MGB Kit é apresentado nas tabelas abaixo:

Table 44 Reprodutibilidade no ABI 7500

Amostra -
copiasireagio N Ct médio SD % CV Resultado

100.000 alvo 30 22,70 0,34 1,51 Passou
50.000 alvo + 150.000 IC 30 23,54 0,33 1,39 Passou
5.000 alvo + 150.000 IC 30 26,81 0,40 1,49 Passou
500 alvo + 150.000 IC 30 30,18 0,47 1,54 Passou
10 alvo + 150.000 IC 90 36,16 0,67 1,86 Passou
150.000 IC 30 22,76 0,25 1,09 Passou
6.0001C 90 28,11 0,32 1,15 Passou

15.7 Conversao para unidades internacionais

O fator de conversao para unidade internacional do BKV ELITe MGB Kit e do componente do produto “BKV
ELITe Standard” em associagao com o ELITe GALAXY e o ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument foi
calculado analisando um painel de diluigdes em série (passos de 0,5 Log) do “1st WHO International Standard
for BK Virus DNA” (NIBSC, Reino Unido, codigo 14/212) em plasma negativo para o ADN do BKV colhido em
EDTA.

O fator de conversao foi calculado como o anti-log da média das diferengas (10Md) entre o valor Log lu/mL
atribuido e o valor Log cépias/mL medido e resultou em 4,12 1U/c6opia para o plasma colhido em EDTA.

15.8 Especificidade de diagnéstico: confirmagcao de amostras negativas

A especificidade do diagnéstico do ensaio, bem como a confirmagéo de amostras clinicas negativas foi avaliada
analisando em associagdo com o ELITe GALAXY e o Instrumento ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR amostras
presumivelmente negativas para ADN de BKV.

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte
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Table 45 Especificidade do diagnéstico

% de especificidade do

Amostra N positivo negativo diagnéstico

Plasma colhido em EDTA

0,
e negativo para ADN de BKV 52 0 52 100 %

15.9 Sensibilidade de diagnéstico: confirmagao de amostras positivas

A sensibilidade do diagnéstico do ensaio, bem como a confirmagédo de amostras clinicas positivas foi avaliada
analisando em associagao com o ELITe GALAXY e o ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument amostras
certificadas positivas para ADN de BKV e amostras reforgadas.

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

Table 46 Sensibilidade de diagnostico

o o
Amostras N positivo negativo % de S;r;snlglsltlic:;de de
Plasma colhido em EDTA 9 9 0
e positivo para ADN de BKV
Plasma colhido em EDTA 42 42 0 100 %
e reforgado para BKV
Total 51 51 0

NOTE

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 "BKV ELITe MGB®
Kit", FTP 175PLD.
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17  LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Utilize este produto apenas com as seguintes amostras clinicas:

+ plasma colhido em EDTA (apenas ELITe InGenius, ELITe BeGenius e ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR
Instrument).

 urina (apenas ELITe InGenius, ELITe BeGenius e MyGenius PRO).

Neste momento nao existem dados disponiveis relativos ao desempenho do produto com outras amostras
clinicas, como sangue total: suspensdes de leucdcitos, suspensdes de granulécitos.

O plasma colhido em EDTA deve ser obtido a partir de sangue total armazenado a temperatura ambiente ou +2 /
+8 °C durante um maximo de 24 horas.

Nao use o ADN extraido de amostras que contém heparina com este produto: a heparina inibe a reagédo de
amplificacdo de acidos nucleicos e causa resultados invalidos.
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N&o use ADN extraido que esteja contaminado com hemoglobina, dextran, Ficoll®, etanol ou 2-propanol com
este produto: estas substancias inibem a reacdo de amplificagdo dos acidos nucleicos e pode causar resultados
invalidos.

N&o use com este produto ADN extraido contendo uma elevada quantidade de ADN gendémico humano que
possa inibir a reagao de amplificacdo de acidos nucleicos.

Nao existem dados disponiveis relativos a uma inibigdo causada por farmacos antivirais, antibiéticos,
quimioterapéuticos ou imunossupressores.

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

Devido a sua elevada sensibilidade analitica, o método de PCR em tempo real suscetivel de contaminagao a
partir de amostras positivas, controlos positivos e produtos de PCR. Estas contaminagbes cruzadas podem
causar resultados falsos positivos. O formato do produto foi concebido para reduzir este fenédmeno, mas apenas
as boas praticas laboratoriais € o0 cumprimento destas instrugoes de utilizagdo o podem evitar.

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

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

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

Para evitar resultados incorretos, este produto deve ser manuseado por profissionais, qualificado e com
formagao em técnicas de biologia molecular, como extracdo, PCR e detecao de acidos nucleicos.

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

Um resultado negativo obtido com este produto indica que o ADN do alvo ndo foi detetado no ADN extraido da
amostra; no entanto, ndo pode negligenciar-se o facto de o ADN do alvo ter um titulo mais baixo que o limite de
detegéo do produto (ver 12 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO COM O ELITe InGenius, ELITe BeGenius e
MyGenius PRO page 32). 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 extragédo, o que pode originar um atraso na
obtengao dos resultados finais.

Possiveis polimorfismos, inser¢des ou dele¢des na regido do ADN do alvo abrangida pelos primers do produto e
pelas sondas podem prejudicar a detecéo e quantificacdo do ADN alvo.

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

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

ELITe InGenius e ELITE BeGenius

Table 47

Reagdo do Q-PCR Standard, curva standard ou reagéo do Controlo Positivo invalida

Causas possiveis

Solugoes

Erro na configuragao do instrumento.

Verifique a posi¢do da Q-PCR Mix, dos Q-PCR Standards e do
Positive Control.

Verifique os volumes da Q-PCR Mix, dos Q-PCR Standards e do
Positive Control.

Degradagéo da PCR Mix.

Nao use a Q-PCR Mix durante mais de 5 sessdes independentes
(3 horas cada no bloco de refrigeragéo da Inventory Area (area dos
reagentes) ou na Cooler Unit).

Nao utilize a Q-PCR Mix durante mais de 3 sessdes consecutivas
(7 horas no bloco de refrigeragao da Inventory Area (area dos
reagentes) ou na Cooler Unit).

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

Utilize um novo tubo da Q-PCR Mix.

Degradagéo dos Q-PCR Standards ou do Controlo
Positivo.

Nao use o Q-PCR Standard para mais de 4 sessdes
independentes (2 horas cada na area de extragéo ou na Cooler
Unit).

N&o use o Positive Control para mais de 4 sessdes independentes
(3 horas cada na area de extragéo ou na Cooler Unit).

Use tubos novos de Q-PCR Standards ou Positive Control.

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.

Table 48

Reacgao de Negative Control invalida

Causas possiveis

Solugdes

Erro na configuragao do instrumento.

Verifique a posi¢cao da Q-PCR Mix e do Negative Control.
Verifique os volumes da Q-PCR Mix e do Negative Control.

Contaminagéo do Negative Control.

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

Contaminagdo da PCR Mix.

Utilize um novo tubo da Q-PCR Mix.

Contaminagao da area de extragéo, dos Racks, do
Inventory Block (Gestor do reagente) ou da Cooler
Unit.

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

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.
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Reagéao da amostra invalida

Causas possiveis

Solugoes

Erro na configuragao do instrumento.

Verifique a posicao da Q-PCR Mix, do Controlo Interno e da
amostra. Verifique os volumes da Q-PCR Mix do Controlo Interno e
da amostra.

Degradagéo da PCR Mix.

Nao use a Q-PCR Mix durante mais de 5 sessbes independentes
(3 horas cada na Inventory Area (area dos reagentes) ou na Cooler
Unit).

Nao utilize a Q-PCR Mix durante mais de 3 sessbes consecutivas
(7 horas no bloco de refrigeragéo da Inventory Area (area dos
reagentes) ou na Cooler Unit).

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

Utilize um novo tubo da Q-PCR Mix.

Degradacgéo do Controlo Interno.

Utilize um tubo novo de Internal Control.

Inibicao devido a substancias interferentes na
amostra.

Repita a amplificagdo de amostra eluida como esta ou com uma
diluicdo 1:2 em agua de grau de biologia molecular numa sesséo
“PCR Only” (apenas PCR).

Repita a extracdo da amostra com uma diluig&do 1:2 em agua de
qualidade para biologia molecular numa sesséo “Extract + PCR”
(Extrair + PCR).

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.

Table 50

Curva de dissociagdo anémala

Causas possiveis

Solugdes

Auséncia de um pico definido.

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

Verifique a presenga de Ct do alvo inferior a 30.

A elevada quantidade de produto de amplificagdo no final da
reagdo pode interferir com a analise da curva de fuséo.

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

O alvo da amostra deve ser sequenciado para confirmar a
mutacao.

Table 51

Erro no calculo de Ct

Causas possiveis

Solugdes

Concentragao demasiado alta do alvo na amostra ou

amostra com sinal de fluorescéncia anémalo.

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

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

Se for necessario um valor de Ct:

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

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

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

Elevada taxa anémala de resultados positivos na mesma sessao (reagdes com valores de Ct recentes

Causas possiveis

Solugoes

Contaminagéo entre amostras durante os passos
pré-analiticos.

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

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

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

Contaminagao pelo ambiente laboratorial.

Limpe todas as superficies em contacto com o operador € as
amostras (incluindo as pipetas) com uma solugéo de hipoclorito de
sodio a 3% (lixivia) nova ou produto de limpeza de ADN/ARN.

Realize um ciclo de descontaminagao U.V.
Utilize um novo tubo de Q-PCR Mix e/ou Controlo Interno

MyGenius PRO

Table 53

Reagdo do Q-PCR Standard, curva standard ou reagao do Controlo Positivo invalida

Causas possiveis

Solugoes

Erro na configuragao do instrumento.

Verifique os volumes da Q-PCR Mix, dos Q-PCR Standards e do
Positive Control.

E importante que os tubos utilizados no MyGenius PRO nao
tenham sido utilizados anteriormente por outras plataformas ou
para definir sessdes em plataformas abertas, pois o instrumento |1&
a etiqueta e atribui automaticamente o nimero maximo de réplicas
que podem ser executadas se esse tubo nunca tiver sido
carregado no MyGenius PRO. Portanto, se for utilizado um tubo
gue nao seja novo, o volume podera néo ser suficiente.

Degradagéo da PCR Mix.

Nao utilize a Q-PCR Mix durante mais de 7 horas no carrossel ou
durante mais de 3 horas no carrossel por cinco vezes.

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

Utilize um novo tubo da Q-PCR Mix.

Degradagéo dos Q-PCR Standards ou do Controlo
Positivo.

Nao use 0 Q-PCR Standard durante mais de 4 sessdes
independentes (2 horas cada no carrocel).

Nao use o Controlo Positivo para mais de 4 sessdes
independentes (3 horas cada no carrocel).

Use tubos novos de Q-PCR Standards ou Positive Control.

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.
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Reacéao de Negative Control invalida

Causas possiveis

Solugoes

Erro na configuragao do instrumento.

Verifique os volumes da Q-PCR Mix e do Negative Control.

E importante que os tubos utilizados no MyGenius PRO nao
tenham sido utilizados anteriormente por outras plataformas ou
para definir sessdes em plataformas abertas, pois o instrumento |1&
a etiqueta e atribui automaticamente o niumero maximo de réplicas
que podem ser executadas se esse tubo nunca tiver sido
carregado no MyGenius PRO. Portanto, se for utilizado um tubo
que nao seja novo, o volume podera néo ser suficiente.

Contaminacéo do Negative Control.

Nao use o Negative Control para mais do que 1 sessao e durante
mais de 8 horas.

Utilize um tubo novo de Negative Control.

Contaminagdo da PCR Mix.

Utilize um novo tubo da Q-PCR Mix.

Contaminagao da area de extragéo, dos Racks, do
Inventory Block (Gestor do reagente) ou da Cooler
Unit.

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

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.

Table 55

Reagéao da amostra invalida

Causas possiveis

Solugoes

Erro na configuragao do instrumento.

Verifique os volumes da Q-PCR Mix, do Internal Control e das
amostras. E importante que os tubos utilizados no MyGenius PRO
nao tenham sido utilizados anteriormente por outras plataformas
ou para definir sessdes em plataformas abertas, pois o
instrumento |é a etiqueta e atribui automaticamente o nimero
maximo de réplicas que podem ser executadas se esse tubo
nunca tiver sido carregado no MyGenius PRO. Portanto, se for
utilizado um tubo que n&o seja novo, o volume podera nao ser
suficiente.

Degradagéo da PCR Mix.

Nao utilize a Q-PCR Mix durante mais de 7 horas no carrossel ou
durante mais de 3 horas no carrossel por cinco vezes.

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

Utilize um novo tubo da Q-PCR Mix.

Degradacgéo do Controlo Interno.

Nao use o Negative Control durante mais de 8 horas.
Utilize um tubo novo de Internal Control.

Inibicdo devido a substancias interferentes na
amostra.

Repita a extragao e amplificagdo da amostra.

Repita a extragédo e amplificagdo da amostra com uma diluigdo 1:2
em agua de qualidade para biologia molecular.

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

Se for necessario um valor de Ct, repita a extragdo e amplificagao
da amostra com uma diluigdo 1:10 em agua de qualidade para
biologia molecular.

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.
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Curva de dissociagdo anémala

Causas possiveis

Solugoes

Auséncia de um pico definido. Pico definido mas Tm
diferente do de outras amostras e dos Standards e
Positive Control.

Verifique a presenga de Ct do alvo inferior a 30.

A elevada quantidade de produto de amplificagdo no final da
reagdo pode interferir com a andlise da curva de fuséo.
Repita a extragao e amplificagdo da amostra para confirmar a
presenga do alvo com uma possivel mutacéo.

O alvo da amostra deve ser sequenciado para confirmar a
mutacgao.

Table 57

semelhantes)

Elevada taxa anomala de resultados positivos na mesma sesséo (reagdes com valores de Ct recentes

Causas possiveis

Solugoes

Contaminagao entre amostras durante os passos
pré-analiticos.

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

N&o usar pipetas Pasteur. As pipetas devem ser do tipo de
deslocagéo positiva ou ser usadas com pontas com filtro de
aerossois.

Introduza amostras no final do dia.

Contaminagao pelo ambiente laboratorial.

Limpe todas as superficies em contacto com o operador € as
amostras (incluindo as pipetas) com uma solugéo de hipoclorito de
sodio a 3% (lixivia) nova ou produto de limpeza de ADN/ARN.

Realize um ciclo de descontaminagao U.V.
Utilize um novo tubo de Q-PCR Mix e/ou Controlo Interno

Plataforma aberta

Table 58

Reacgao do Q-PCR Standard, curva standard ou reagdo do Controlo Positivo invalida

Causas possiveis

Solugoes

Distribuigao incorreta para os furos da microplaca.

Verifique os volumes da Mistura PCR, dos Q-PCR
Standards e do Positive Control dispensados na microplaca
Q-PCR.

Degradacgéo da Q-PCR Mix.

Nao congele e descongele a PCR mix mais de 5 vezes.
Nao deixe a Q-PCR Mix a temperatura ambiente durante
mais do que 30 minutos.

Utilize um novo tubo da Q-PCR Mix.

Degradacgéo dos Q-PCR Standards ou do Controlo Positivo. | N&o congele e descongele o standard de Q-PCR mais de 4

vezes.
Use tubos novos de Q-PCR Standards ou Positive Control.

Erro na configuragao do instrumento.

Verifique a posi¢éo da PCR Mix, dos Q-PCR Standards e do
Positive Control no instrumento.

Verifique as defini¢gdes do ciclo térmico no instrumento.
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Table 59

Reacéao de Negative Control invalida

Causas possiveis

Solugodes

Erro na configuragao do instrumento.

Verifique a posi¢do da Q-PCR Mix e do Negative Control.
Verifique os volumes da Q-PCR Mix e do Negative Control.

Microplaca mal vedada.

Proceda com cuidado ao selar a microplaca de Q-PCR com
um selante otico.

Contaminacéo do Negative Control.

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

Contaminagdo da PCR Mix.

Utilize um novo tubo da Q-PCR Mix.

Contaminagéo da area de preparagao, racks e micropipeta.

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

Table 60

Reagéao da amostra invalida

Causas possiveis

Solugodes

Erro na configuragao do instrumento.

Verifique a posi¢éo da Q-PCR Mix, do Controlo Interno e da
amostra. Verifigue os volumes da Q-PCR Mix do Controlo
Interno e da amostra.

Degradagéo da PCR Mix.

N&o congele e descongele a PCR mix mais de cinco vezes.
Nao deixe a Q-PCR Mix a temperatura ambiente durante
mais do que 30 minutos.

Utilize um novo tubo da Q-PCR Mix.

Degradagédo do Controlo Interno.

Utilize um tubo novo de Internal Control.

Inibicdo devido a substancias interferentes na amostra.

Repita a amplificagcdo de amostra eluida com uma diluicdo
1:2 em 4gua de grau de biologia molecular.

Repita a extragao da amostra com uma diluigédo 1:2 em
agua de qualidade para biologia molecular.

Table 61

Fluorescéncia de fundo irregular ou elevada nas reacoes

Causas possiveis

Solugdes

Distribuicao incorreta da amostra.

Verifique os volumes de reagentes e amostras dispensados na
microplaca de Q-PCR.

Erro na configuracdo da linha de base.

Se ointervalo do calculo para o valor basal definido desde o ciclo 6
ao ciclo 15 nao for adequado para a normalizagéo do fundo, defina
o intervalo de calculo nos ciclos para o ponto onde a fluorescéncia
do fundo ja tenha estabilizado (verifique Resultados >
Componente) e a fluorescéncia do alvo ainda ndo tenha comecgado
a aumentar.
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Table 62

Curva de dissociagdo anémala

Causas possiveis Solugoes

Auséncia de um pico definido. Verifique a presenga de Ct do alvo inferior a 30.

Pico definido mas diferente do de outras amostras e A elevada quantidade de produto de amplificagdo no final da
dos Standards e Positive Control. reagdo pode interferir com a andlise da curva de fuséo.

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

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

A
m
N

Numero de catalogo.

Limite maximo da temperatura.

Cadigo de lote.

Prazo de validade (ultimo dia do més).

5 1 g B

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro.

Cumprimento dos requisitos dos Regulamentos IVDR 2017/746/CE relativo a dispositivos médicos de
diagndstico in vitro. Certificagdo emitida pela TUV Suid Product Service GmbH,Alemanha.

o
ure
N
w

Identificagao Unica do dispositivo

Contém suficiente para "N" testes.

Consultar as instrugdes de utilizagao.

= < [

Conteudo.

';7_]:\" Manter afastado da luz solar.

“ Fabricante.

SCH mRTS175PLD_pt 2026-02-26 Reviséo 20-R- 60/73



BKV ELITe MGB®Kit
REFRTS175PLD

20 NOTIFICAGAO PARA OS UTILIZADORES

Qualquer incidente grave ocorrido relacionado com o dispositivo deve ser comunicado ao fabricante e as
autoridades competentes do Estado-Membro em que o utilizador e/ou o paciente se encontram localizados. Para
informar a ELITechGroup S. p. A., fabricante deste dispositivo, utilize o seguinte enderego de e-mail: egspa.
vigilance@elitechgroup.com.

Um "Resumo da seguranga e desempenho” sera disponibilizado ao publico através da base de dados europeia
para dispositivos médicos (Eudamed) quando este sistema informatico estiver operacional. Antes da notificagao
de total funcionalidade da Eudamed ter sido publicada, o “Resumo da Seguranga e Desempenho” foi
disponibilizado ao publico mediante pedido por e-mail para emd.support@elitechgroup.com, em tempo (util.

21 NOTA PARA O ADQUIRENTE: LICENCA LIMITADA

Este produto contém reagentes fabricados pela Promega Corporation e fornecidos a ELITechGroup S.p.A. para
utilizagcdo exclusiva como componentes de kits de diagndstico da marca ELITech. Os reagentes s6 podem ser
utilizados dentro deste kit. Nao sdo concedidos quaisquer direitos ou licengas adicionais - expressos ou
implicitos - para qualquer utilizagdo, modificacdo ou revenda dos reagentes fora deste kit.

Os reagentes de detecdo ELITe MGB® e as plataformas ELITech (ELITe InGenius®, ELITe BeGenius®,
MyGenius PRO®) estao protegidos por patentes concedidas e pedidos pendentes.

Qualquer utilizagdo dos reagentes ou dados relacionados fora do dmbito deste kit requer autorizagéo prévia por
escrito da ELITechGroup S.p.A.

Os reagentes de detecdo ELITe MGB ® sido abrangidos por um ou mais dos nimeros de patente dos 7319022,
7348146, 7541454, 7671218, 7723038, 7767834, 8163910, 8969003, 9056887, 9085800, 9169256, 9328384,
10677728, 10738346, 10890529, e os numeros de patente EP 2689031, 2714939, 2736916, 2997161 bem como
pedidos que estejam atualmente pendentes.

As tecnologias ELITe InGeniuse, ELITe BeGeniusee MyGenius PRO® estdo cobertas por patentes e pedidos
pendentes.

Esta licenca limitada permite a pessoa ou entidade legal a qual este produto foi fornecido, usar o produto e os
dados gerados pela utilizagdo do produto, unicamente para diagndstico humano. Nem o ELITechGroup S. p. A.
nem os respetivos licenciantes concedem quaisquer outras licengas, expressas ou implicitas, para quaisquer
outros fins.

MGBse, Eclipse Dark Quenchere, AquaPhluore, ELITe MGBe, o logotipo ELITe MGBe, ELITe InGeniuse, ELITe BeGeniuse e 0 MyGenius
PRO® (nome de registo ELIVERSE®) sdo marcas registadas do ELITechGroup na Unido Europeia.

QIAsymphonye € uma marca comercial registada da QIAGEN GmbH.

Ficolle € uma marca comercial registada da GE Healthcare Bio-Sciences AB.
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Appendix A BKV ELITe MGB Kit usado em associagao com as
plataformas Genius series®

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

Utilizacao prevista

O produto BKV ELITe MGB® Kit consiste num dispositivo médico de diagnéstico in vitro que se destina a ser
usado por profissionais de saude como um ensaio quantitativo de PCR em tempo real de acidos nucleicos para a
detecdo e a quantificagdo do ADN do poliomavirus humano BK (BKV) extraido de amostras clinicas.

O ensaio foi validado em associagdo com os instrumentos ELITe InGenius® eELITe BeGenius®, sistemas
automatizados e integrados para a extragdo, a PCR em tempo real e a interpretagcdo dos resultados, usando
amostras humanas de plasma colhido em EDTA e urina colhida sem conservantes.

O ensaio foi também validado em associagdo com o instrumento MyGenius PRO® (nome de registo
ELIVERSE®), sistema automatizado e integrado para a extragdo, a PCR em tempo real e a interpretagdo dos
resultados, usando amostras humanas de urina colhidas em conservantes.

O ensaio esta também validado em associagdo com o ELITe GALAXY, sistema automatico de extragao e
configuragdo de PCR e o instrumento 7500 Fast Dx Real-Time PCR, plataforma de PCR em tempo real,
usando amostras humanas de plasma colhido em EDTA.

O produto destina-se a ser utilizado como um auxilio no diagnéstico monitorizacao de infegbes por BKV em
pacientes com suspeita de infegao ou sujeitos a monitorizagdo de infegdo por BKV.

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

Sequéncia amplificada

Sequéncia Gene Fluoréforo Canal
Alvo Gene do antigénio T grande FAM BKV
Controlo Interno Betaglobina AP525 IC

Matriz validada

¢ Plasma colhidoem EDTA

« Urina sem conservantes
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Conteudo do Kit e produtos relacionados

BKV ELITe MGB Kit BKV ELITe Standard BKV- ELITe Positive Control

um ) (i) (W
X 4 X2 X2

Pronta a utilizar, 4 niveis:

PCR Mix pronta a utilizar PC pronto a usar
105, 104, 103, 10?
4 tubos de 540 pL } 2 tubos de 160 pL
96 reagdes por kit 2 conju~ntos de 4 tubos de 200 L 8 reagdes por kit
5 ciclos de congelagéo- 8 reagGes por kit 4 ciclos de congelacéo-

-descongelacgéo por tubo ff giclos de congelagéo-descongelag&o por -descongelagéo por tubo
ubo
Prazo de conservagdo maximo: 24 meses Temperatura de armazenamento:
-20 °C

Outros produtos necessarios nao fornecidos no kit

* Instrumento ELITe InGenius: INT030. * CPE - Internal Control: CTRCPE

« Instrumento ELITe BeGenius: INT040. Consumiveis ELITe InGenius e ELITe BeGenius (ver
. instrucdes de utilizagdo do ELITe InGenius e do ELITe

* ELITe InGenius SP 200: INT032SP200. BeGenius)

Protocolo do ELITe InGenius e do ELITe BeGenius

» Volume da 200 pL(InGenius e BeGenius) » Volume de entrada de 20 L
amostra 10 uL PCR eluato 20 yL

» Volume CPE 100 pL » Q—PCR Mix volume 15 dias
y Volume de » Frequéncia dos controlos 60 dias
eluigéo total » Frequéncia da calibragéo

Desempenhos ELITe InGenius e ELITe BeGenius

Limite de detecio Especifici- | Sensibilida- Linearidade (IU/mL) Fator de
Matriz dade do de de conversao
IU/mL copias/mL diagnéstico | diagnéstico U/mL copias/mL (IU / copias)
165 cépias/ o 215—13,0x | 165— 10,0 x
Plasma 215 IU/mL Il 96,2 % 100 % 107 107 1,3
. 89 cépias/ 142— 16,0 x 89— 10,0 x
Urina 142 IU/mL /mL 100 % 100 % 107 107 1,6

Preparacao da amostra

Este produto destina-se a ser usado no instrumento ELITe InGenius e ELITe BeGenius com o acido nucleico
extraido das seguintes amostras clinicas identificadas de acordo com as diretrizes laboratoriais, e colhidas,
transportadas e armazenadas sob as condi¢des seguintes.
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Condig6es de transporte/armazenamento
Tipo de amostra Requisitos de colheita +16/+26 °C o o
(temperatura +2/+8°C -20 %10 -70 i(':15
ambiente)
Plasma EDTA <1d <3d <30d <30d
Urina Sem conservantes <4 horas <1d <30d <30d

EDTA, acido etilenodiamino tetra-acético; d, dia.

Procedimentos ELITe InGenius

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

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

Antes da analise

1. Ligue o ELITe InGenius.

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

Selecione o modo “Closed” (Fechado)

2. Verifique os calibradores: Q-PCR
Standard no menu “Calibration”
(Calibragao)

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

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

3. Descongele os tubos PCR Mix e
CTRCPE

Submeta a vértice suave.
Centrifugue durante 5 s.

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

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

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

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

4. Selecione o “Assay protocol”
(Protocolo de ensaio) de interesse
BKV ELITe_PL_200_100 ou

BKV ELITe_U_200_100

Nota: Se for realizada uma segunda
extracao, repita os passos 2 a 4

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

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

7. Carregue o “PCR Rack” (Rack de
PCR) com “PCR Cassette” e o
“Extraction Rack” (Rack de extragao)
com os cartuchos de extragéo “ELITe
InGenius SP 200" e os consumiveis de
extragdo necessarios

8. Feche a porta. Iniciar a execugao

9. Visualize, aprove e guarde os
resultados

magodes sobre o procedimento.

NOTE

Se for necessario um modo Apenas extragao, consulte o0 manual do utilizador do instrumento para obter infor-
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Procedimento 2: PCR Only (Apenas PCR) (p. ex., eluatos, standards, controlos)

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

2, Verifique os volumes de extragao:
Entrada: “200 pL”, eluigdo: “100 pL”

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

4. Selecione o “Protocolo de ensaio”
de interesse: BKV ELITe_PC e BKV
ELITe_NC ou BKV ELITe_STD ou BKV
ELITe_PL_200_100 ou BKV ELITe_U_
200_100

5. Selecione o método “PCR Only”
(Apenas PCR) e a posi¢ao da amostra
“Elution Tube” (Tubo de elui¢éo)

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

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

9. Visualize, aprove e guarde os

8. Feche a porta. Iniciar a execugao
resultados

Procedimentos ELITe BeGenius

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

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

Antes da analise

1. Ligue o ELITe BeGenius.

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

Selecione o modo “Closed” (Fechado)

2. Verifique os calibradores: Q-PCR
Standard no menu “Calibration”
(Calibragao)

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

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

3. Descongele os tubos PCR Mix e
CTRCPE

Submeta a vortice suave.
Centrifugue durante 5 s.

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

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

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

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

4. Selecione o “Assay protocol”
(Protocolo de ensaio) de interesse
BKV ELITe_Be PL_200_100 ou
BKV ELITe_Be_U_200_100 ou

Nota: Se for realizada uma segunda
extracao, repita os passos 2 a 4

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

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

7. Carregue o “PCR Rack” (Rack de
PCR) com “PCR Cassette” € o
“Extraction Rack” (Rack de extragéo)
com os cartuchos de extragéo “ELITe
InGenius SP 200" e os consumiveis de
extragdo necessarios

8. Feche a porta. Iniciar a execugao

9. Visualize, aprove e guarde os
resultados

magdes sobre o procedimento.

NOTE

Se for necessario um modo Apenas extragao, consulte o manual do utilizador do instrumento para obter infor-
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Procedimento 2: PCR Only (Apenas PCR) (p. ex., eluatos, standards, controlos)

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

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

3.Para Standards e Controlos: para
cada “Position” (Posicéo) introduza o
“Reagent name” (Nome do reagente) e
0 “S/N” (namero de série), o “Lot No.”
(numero de lote), a “Exp.Date” (data de
validade) e o “T/R” (numero de
reacgoes). Para os eluatos: para cada
“Position” (Posicao), insira a “Sample
ID” (Identificagcdo da amostra), a
“Sample matrix” (Matriz da amostra), o
“Extraction kit” (Kit de extracéo) e o
“Extracted eluate vol.” (Volume de
eluato extraido).

4. Selecione o “Assay protocol”
(Protocolo de ensaio) de interesse:
BKV ELITe_PC e BKV ELITe_NC ou
BKV ELITe_STD ou BKV ELITe_PL_
200_100 ou BKV ELITe_U_200_100.

5. Carregue a PCR Mix no rack de
reagente/elui¢éo e insira-o na Cooler
Unit. Carregue as pontas defiltroe o
rack de PCR com “PCR Cassette”.

6. Feche a porta. Iniciar a execugéo.

7. Visualize, aprove e guarde os
resultados.
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Appendix B BKV ELITe MGB Kit utilizado em associagao com
MyGeniusPRO

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

Utilizagao prevista

O produto BKV ELITe MGB® Kit consiste num dispositivo médico de diagnéstico in vitro que se destina a ser
usado por profissionais de saude como um ensaio quantitativo de PCR em tempo real de acidos nucleicos para a
detecdo e a quantificagdo do ADN do poliomavirus humano BK (BKV) extraido de amostras clinicas.

O ensaio foi validado em associagdo com os instrumentos ELITe InGenius® eELITe BeGenius®, sistemas
automatizados e integrados para a extragdo, a PCR em tempo real e a interpretacdo dos resultados, usando
amostras humanas de plasma colhido em EDTA e urina colhida sem conservantes.

O ensaio foi também validado em associagdo com o instrumento MyGenius PRO® (nome de registo
ELIVERSE®), sistema automatizado e integrado para a extragdo, a PCR em tempo real e a interpretacao dos
resultados, usando amostras humanas de urina colhidas em conservantes.

O ensaio esta também validado em associagdo com o ELITe GALAXY, sistema automatico de extragao e
configuragdo de PCR e o instrumento 7500 Fast Dx Real-Time PCR, plataforma de PCR em tempo real,
usando amostras humanas de plasma colhido em EDTA.

O produto destina-se a ser utilizado como um auxilio no diagnéstico monitorizagcao de infegcbes por BKV em
pacientes com suspeita de infegao ou sujeitos a monitorizagdo de infegdo por BKV.

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

Sequéncia amplificada

Sequéncia Gene Fluoréforo Canal
Alvo Gene do antigénio T grande FAM BKV
Controlo Interno Betaglobina AP525 IC

Matriz validada

* Urina sem conservantes
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BKV ELITe MGB Kit

BKV ELITe Standard

BKV- ELITe Positive Control

X4

(T
X2

X2

PCR Mix pronta a utilizar
4 tubos de 540 pL

96 reagdes por kit

5 ciclos de congelagéo-
-descongelacéo por tubo

Pronta a utilizar, 4 niveis:

105, 104, 103, 10?

2 conjuntos de 4 tubos de 200 pL
8 reagdes por kit

4 ciclos de congelagéo-descongelagéo por

tubo

PC pronto a usar

2 tubos de 160 pL

8 reagdes por kit

4 ciclos de congelacéo-
-descongelacao por tubo

Prazo de conservagdo maximo: 24 meses

Temperatura de armazenamento:
-20 °C

Outros produtos necessarios nao fornecidos no kit

posterior)

* MyGenius PRO (EG SpA ref: INT050)
+ Software MyGenius PRO versdao BB-04 (ou

* Negative Control (EG SpA, Ref. CTRNEG)
+ Internal Control Maxi (EG SpA, Ref. ICMAXI)

» Consumiveis MyGenius PRO (ver instrugdes de

utilizagdo do MyGenius PRO)

Protocolo MyGenius PRO

» Volume da amostra
> Volume IC
» Volume de eluigao total

200 uL » Volume de entrada de PCR 20 L

10 uL eluato 20 uL

100 pL » Q—PCR Mix volume 15 dias
» Frequéncia dos controlos 60 dias
» Frequéncia da calibragéo

Desempenhos MyGenius PRO

Limite de deteg¢ao Sensibilida- Especifici- Linearidade (IU/mL) Fator de
Matriz de de dade do conversao
IU/mL copias/mL diagnéstico | diagnéstico IU/mL copias/mL (U / cépias)
urina 142 89 100% 100% 142_1’0176’0 X 89_1’ 39’0 X 16

Preparacao da amostra

Este produto destina-se a ser usado no MyGenius PRO com as seguintes amostras clinicas identificadas de
acordo com as diretrizes laboratoriais, e colhidas, transportadas e armazenadas sob as condigbes seguintes.

Condic¢des de transporte/armazenamento
Tipo de amostra Requisitos de colheita +16/+26 °C o o
(temperatura +2/+8°C -20 i(-:10 -70 215
ambiente)
Urina sem conservantes <4 horas <1d <30d <30d
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d, dia.

Procedimentos MyGenius PRO

O utilizador é guiado passo a passo pela interface grafica do utilizador (GUI) do software MyGenius PRO para
configurar a execugdo. Todos os passos: extragdo, PCR em tempo real e a interpretagdo dos resultados sao
realizados automaticamente. Estdo disponiveis dois modos operacionais: execugdo completa (Extract + PCR
(Extrair+PCR)) ou PCR Only (Apenas PCR) (apenas para calibradores e controlos).

o 3. Verifique os calibradores: Q-PCR
2, Carregue todos os consumiveis nas | Standard

gavetas e esvazie o deposito de
1. Ligue o MyGenius PRO. residuos liquidos e as caixas de

.. . residuos sélidos, se necessario.
Inicie sessdo no modo STANDBY com

0 nome de utilizador e a palavra-passe. Prima o bgtao InJC|ar para efetyar a
Preparagdo: ap6s a preparagao, o

instrumento passa para o modo de

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

Nota: Todos devem ter sido

Funcionamento executados, aprovados e nao ter
’ expirado.
4. Descongele os tubos de PCR Mixe | 5. Carregue os tubos de misturas de 6.Carregue o(s) tubo(s) IC MAXI no
IC MAXI. Submeta a vortice suave. PCR no carrossel de reagentes suporte azul dedicado e coloque-o(s)
Centrifugue durante 5 s seguindo as indicagdes da GUI. na area do Auto Sampler.

7a. Se o instrumento estiver ligado ao
LIS, insira as amostras na area do
Auto Sampler utilizando suportes
dedicados, consoante os didmetros
dos tubos utilizados. A extragao inicia-
-se automaticamente.

7b. Se o instrumento n&o estiver ligado
ao LIS, na lista de amostras, prima
“Assign test” (Atribuir teste), leia o
cédigo de barras das amostras com o
leitor de cédigos de barras externo,
selecione Urine matrix (Matriz de urina)
e atribua o protocolo de ensaio “BKV
ELITe_My_U_IU_200_100" ou “BKV
ELITe_My_U_cmL_200_100" insira as
amostras na area do Auto Sampler
utilizando suportes dedicados,
consoante os didmetros dos tubos
utilizados.

A extragéo inicia-se automaticamente.
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Appendix C

Utilizagao prevista

BKV ELITe MGB Kit usado em associagao com o
Instrumento ABI 7500

CAUTION

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

O produto BKV ELITe MGB® Kit consiste num dispositivo médico de diagnéstico in vitro que se destina a ser
usado por profissionais de saide como um ensaio quantitativo de PCR em tempo real de acidos nucleicos para a
detecéo e a quantificagdo do ADN do poliomavirus humano BK (BKV) extraido de amostras clinicas.

O ensaio foi validado em associagdo com os instrumentos ELITe InGenius® eELITe BeGenius®, sistemas
automatizados e integrados para a extragdo, a PCR em tempo real e a interpretagcdo dos resultados, usando
amostras humanas de plasma colhido em EDTA e urina colhida sem conservantes.

O ensaio foi também validado em associagdo com o instrumento MyGenius PRO® (nome de registo
ELIVERSE®), sistema automatizado e integrado para a extragdo, a PCR em tempo real e a interpretagdo dos
resultados, usando amostras humanas de urina colhidas em conservantes.

O ensaio esta também validado em associagdo com o ELITe GALAXY, sistema automatico de extracéo e
configuragdo de PCR e o instrumento 7500 Fast Dx Real-Time PCR, plataforma de PCR em tempo real,
usando amostras humanas de plasma colhido em EDTA.

O produto destina-se a ser utilizado como um auxilio no diagnéstico monitorizacdo de infegbes por BKV em
pacientes com suspeita de infegao ou sujeitos a monitorizagdo de infegdo por BKV.

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

Sequéncia amplificada

Sequéncia Gene Fluoréforo Canal
Alvo Gene do antigénio T grande FAM BKV
Controlo Interno Betaglobina AP525 IC
Matrizes validadas
* Plasma colhido em EDTA
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BKV ELITe MGB Kit

BKV ELITe Standard

BKV- ELITe Positive Control

X4

(T
X2

X2

PCR Mix pronta a utilizar
4 tubos de 540 pL

96 reagdes por kit

5 ciclos de congelagéo-
-descongelagéo por tubo

Pronta a utilizar, 4 niveis:
105, 104, 1083, 102
2 conjuntos de 4 tubos de 200 pL

8 ciclos de congelac&o-descongelacao por

tubo

PC pronto a usar

2 tubos de 160 pL

8 reagdes por kit

4 ciclos de congelacéo-
-descongelagéo por tubo

Prazo de conservagdo maximo: 24 meses

Outros produtos necessarios nao fornecidos no kit

Temperatura de armazenamento:
-20 °C

* ELITe GALAXY INT020
+ ELITe GALAXY 300 extraction

« ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument

kit: INTO21EX

* CPE - Internal Control: CTRCPE
+ Agua de qualidade para biologia molecular

Desempenhos do 7500 Real-Time PCR Instrument

P i Fator de Fator de
Limite de Especificida- | Sensibilidade conversao conversao
Matriz detecio de do de Linearidade (IlU/mL), I .
¢ diagnéstico diagnoéstico U/mL para copias/mL
copias/mL para IlU/mL
Plasma | 779 IU/mL 100% 100% 41— 4,107 41 143,5 x
quantidade

Procedimentos 7500 Real-Time PCR Instrument

O procedimento abaixo resume os principais passos da analise da amostra com o fluxo de trabalho de PCR
convencional: sistemas de extracdo validados, definicdes do instrumento de PCR, configuracdo da PCR e

interpretacdo dos resultados.

Extracao - sistemas validados

Extracao Matriz validada V:rl'll‘:on::r(aja vo:ume,d.e Vo'“":e t?tal de coXtc:::::n i?13:'no
processado amostra minimo eluato de CPE
ELITe Galaxy Plasma 300 uL 400 uL 200 pL 10 uL

Amplificagao - definicoes do 7500 Fast Dx

1. Ligue o termociclador

Defina o detetor “BKV” para “FAM” e o inativador para “none” (nenhum)

2
3. Defina o detetor “Internal Control” (Controlo Interno) para “VIC” e o inativador para “none” (henhum)
4

Defina a fluorescéncia passiva como “Cy5”
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5. Configure o perfil térmico conforme indicado. A aquisicéo e fluorescéncia deve ser definida durante o passo
de hibridizagéo a 60°C

Fase Temperatura Tempo
Descontaminagéo 50°C 2 min
Desnaturagao 94°C 2 min

Amplificagao 94°C 10 seg

Detegéo 60°C 30 seg

45 ciclos 72°C 20 seg

A analise da curva de fusdo é opcional, consulte as instrugées de utilizagao completas

Amplificagdo - Configurag¢ao de PCR

Para realizar a configuracio da sessdo de PCR:

1.

o & b

Descongele a Q PCR-Mix e os tubos de Positive Control / Q-PCR standard
Misture suavemente e centrifugue

prepare o Negative Control (n&o fornecido)

prepare uma Q-PCR microplate

O instrumento executa automaticamente a configuragdo da PCR dispensando em cada poco da Q-PCR
microplate 20 pL de PCR Mix e 20 pL de ADN extraido / Q-PCR Standard / Controlos

Apo6s a configuracdo da PCR realizada no instrumento:

1.
2.

sele a microplaca de Q-PCR com um selante 6tico.

transfira a Q-PCR microplate para o 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument e inicie a PCR. Guarde o

ficheiro de execugdo com um nome unico e reconhecivel (por ex., “ano-més-dia-TARGET-EGSpA").

Amplificagao - limite para a analise qualitativa

Instrumento BKV FAM VIC de controlo interno

7500 Fast Dx Real Time PCR 0,2 0,1

Interpretacao

Resultados qualitativos

Valor de Ct do BKV Valor de Ct do controlo interno Interpretagao
Determinado - Positivo
Ct<35 Negativo
Indeterminado
Ct >35 ou indeterminado Invalido

Resultados quantitativos

O valor de CT de BKV obtido para cada amostra e curva de standard gerado é usado para calcular a quantidade de ADN
do alvo na reagao

A quantificacdo da amostra vai de cerca de 10 a 10 6 copias/reagao ou cerca de 41 a 4,1 x 107 lU/mL

SCH mRTS175PLD_pt 2026-02-26 Reviséo 20-R- 7273




ELITechGroup S.p.A.

C.so Svizzera, 185, 10149 Torino ITALIA
Tel. +39-011 976 191

Fax +39-011 936 76 11

E-mail: emd.support@elitechgroup.com
WERB site: www.elitechgroup.com


mailto:emd.support@elitechgroup.com
http://www.elitechgroup.com/

