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HISTORICO DE ALTERAGOES

RTSDOOING

Rev.

Aviso de alteragao

Data (dd/mm/aa)

08-R

Alteragao do produto RTSDOOING para a detegdo como singleplex para
os analitos Fll, FV, MTHFR e duplex para FII-FV.

Extenséao para 60 dias de utilizagao a partir da primeira abertura.
Novos graficos e definicdo de conteudos das instrugdes de utilizagao.

27/08/25

07-R

Atualizagao para conformidade com o Regulamento (UE) 2017/746 em
matéria de requisitos de dispositivo médico para diagnéstico in vitro
(IVDR).

A composicdo e as CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO do
produto permanecem inalteradas.

20/08/24

05

Extenséao de utilizagdo com o instrumento ELITe BeGenius

Descrigéo do valor de corte de IC ja adotado no protocolo de ensaio do
produto (secgdo “Concordancia diagnodstica: confirmagao do gendtipo
da amostra certificada”)

30/03/23

04

Atualizagao do valor IC Ct e do intervalo Tm do Fator |l e do Fator V

24/05/22

03

forneceu condigbes de armazenamento de amostras mais permissivas,
em conformidade com a literatura disponivel e que ndo afetam a
seguranga e o desempenho do produto.

09/03/22

00-02

desenvolvimento de novo produto e alteragbes subsequentes

utilizacao.

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 ELITechGorup para solicitar a revisdo anterior das instrugdes de

REF. PRODUTO Ndmero de lote Data de expiracao

RTSDOOING U1123-091 31/08/2025

Os lotes de produto de Positive Control continuam disponiveis no mercado em virtude do IVDR (identificados
pelos niumeros de LOTE indicados nas instru¢gdes de utilizagdo do Positive Control) sdo tecnicamente
compativeis com a nova versao IVDR do kit de amplificagcdo e podem ser utilizados, até ao seu esgotamento,
em associagao com a nova versao VDR do kit de amplificagdo e de acordo com a utilizagao prevista.
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1 UTILIZAGAO PREVISTA

O produto Coagulation ELITe MGB® Kit € um dispositivo médico de diagnéstico in vitro que se destina a ser
usado por profissionais de saide como um ensaio de PCR em tempo real dos acidos nucleicos qualitativos para
a discriminagao alélica dos seguintes trés locos:

* gene do fator V de coagulagao, polimorfismo do nucledtido unico (SNP) G1691A (Leiden),
» gene do fator Il da coagulagdo, SNP G20210A,
» gene da 5,10-metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), SNP C677T.

em singleplex, duplex (Fll e FV) ou triplex (FIl, FV e MHTFR) em amostras de ADN gendémico humano extraidas
de amostras clinicas.

O ensaio ¢é validado em associagdo com os instrumentos ELITe InGenius® e ELITe BeGenius®, automatizados
e integrados para extragdo, PCR em tempo real e interpretagéo de resultados, utilizando amostras humanas de
sangue total colhidas em EDTA.

O produto esta previsto para utilizagdo como auxiliar na avaliagdo do risco de trombose venosa profunda, em
pacientes com suspeita de alteragdes na coagulagéo e em risco de trombose venosa profunda.

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

2 PRINCIPIOS DO ENSAIO

O ensaio é uma PCR qualitativa em tempo real para a discriminagéo alélica do gene do fator V da coagulagao,
polimorfismo de nucleétido tnico (SNP) G1691A (Leiden), do gene do fator Il da coagulagdo, SNP G20210A, e
do gene da 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), SNP C677T, em ADN isolado de amostras e
amplificado utilizando o reagente do ensaio 52M PCR Mix, que contém primers e sondas com tecnologia ELITe
MGB.

As sondas ELITe MGB sao ativadas quando hibridizam com os correspondentes produtos da PCR. ELITe
InGenius e o ELITe BeGenius monitoriza o aumento da fluorescéncia e calcula o ciclo de limiar (Ct). No fim do
ciclo de amplificacdo, a analise da curva de fusdo permite identificar as temperatura de fusdo das sondas e
detetar a presenca do tipo selvagem e/ou de alelos mutados.

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

Ressalva-se que o fluoréforo nao é clivado durante a PCR e pode ser utilizado para a anadlise da dissociacéo e o
calculo da temperatura de fusao.

3  DESCRIGAO DO PRODUTO

O Coagulation ELITe MGB Kit fornece o reagente do ensaio 52M PCR Mix, uma mistura de PCR otimizada e
estabilizada que contém os primers e sondas especificos de:

» gene do Fator V da coagulagéo, regido SNP G1691A (Leiden), detetado no Canal FV; a sonda é estabilizada
por MGB, inativada pelo Eclipse Dark Quencher® e identificada pelo corante AquaPhluor® 639 (AP639),

* 0 gene do Fator Il da coagulacdo, detetado no Canal Fll; a sonda é estabilizada por MGB, inativada pelo
Eclipse Dark Quencher e identificada com corante FAM,

* gene MTHFR, regidao SNP C677T, detetado no Canal MTHFR, a sonda é estabilizada por MGB, inativada pelo
Eclipse Dark Quencher, e identificada pelo corante AquaPhluor® 593 (AP593),

* Internal Control (IC), baseado na sequéncia gendmica da betaglobina humana, detetado no Canal IC; a
sonda é estabilizada por MGB, inativada pelo Eclipse Dark Quencher e marcada com corante AquaPhluor 525
(AP525).

A 52M PCR Mix também contém tampao, cloreto de magnésio, trifosfatos de nucleétido e hot-start DNA
Polimerase.
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O Coagulation ELITe MGB Kit contém reagentes suficientes para 96 testes no ELITe InGenius e ELITe
BeGenius (12 testes em cada tubo), com 20 uL usados por reacao.

4 MATERIAIS FORNECIDOS NO PRODUTO

Table 1
. . Classificacao dos
Componente Descrigao Quantidade perigos
52M PCR Mix Mistura de reagentes para o tubo 8 x 280 uL
ref. RTSDOOING de PCR em tempo real com -
tampa NATURAL

5 MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS NO
PRODUTO

- Camara de fluxo 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 filtro de aerosséis ou pontas esterilizadas de deslocagao positiva
(intervalo de volume: 0,5 - 1000 uL).

- Tubos com tampa de parafuso esterilizados de 2,0 mL (Sarstedt, ref. 72.694.005).
- Tubos com tampa de parafuso esterilizados de 0,5 mL (Sarstedt, ref. 72.730.005).

- Agua de grau de biologia molecular.

6 OUTROS PRODUTOS NECESSARIOS

Os reagentes para extracdo do ADN de amostra, o controlo interno da extragao e inibicao, o positive control e o
negative control de amplificagéo e os consumiveis nédo séo fornecidos com este produto.

Para a extragdo automatica de acidos nucleicos, a PCR em tempo real e a interpretagdo dos resultados das
amostras, sdo necessarios os produtos seguintes.
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Instrumentos e software

Produto e reagentes

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

Software ELITe InGenius versdo 1.3.0.19 (ou mais
recente)

52M ELITe_PC, protocolo de ensaio com parametros
para analise do Positive Control

52M ELITe_NC, protocolo de ensaio com parametros
para analise do Negative Control

52M ELITe_WB_200_200, protocolo de ensaio com
parametros para analise de amostra do sangue total
52M ELITe_FIlI_WB_200_200, protocolo de ensaio
com parametros para andlise de amostra do sangue
total

52M ELITe_FV_WB_200_200, protocolo de ensaio
com parametros para analise de amostra do sangue
total

52M ELITe_MTHFR_WB_200_200, protocolo de
ensaio com parametros para analise de amostra do
sangue total

52M ELITe_FVFII_WB_200_200, protocolo de ensaio
com parametros para analise de amostra do sangue
total

ELITe BeGenius (EG SpA, ref. INT040)

Software ELITe BeGenius versdo 2.2.1 (ou mais
recente)

52M ELITe_Be_PC, Assay Protocol (Protocolo de
ensaio) com parametros para analise do Positive
Control.

52M ELITe_Be_NC, protocolo de ensaio com
parametros para analise do Negative Control

52M ELITe_Be_WB_200_200, protocolo de ensaio
com parametros para analise de amostra do sangue
total

52M ELITe_FIll_Be_WB_200_200, protocolo de
ensaio com parametros para analise de amostra do
sangue total

52M ELITe_FV_Be_WB_200_200, protocolo de
ensaio com parametros para analise de amostra do
sangue total

52M ELITe_MTHFR_Be_WB_200_200, protocolo de
ensaio com parametros para analise de amostra do
sangue total

52M ELITe_FVFIl_Be_WB_200_200, protocolo de
ensaio com parametros para analise de amostra do
sangue total

Coagulation - ELITe Positive Control (EG SpA, ref.
CTRDOOING)

ELITe InGenius SP200 (EG SpA, ref. INT032SP200)

Consumiveis ELITe InGenius e ELITe BeGenius (ver instrugdes
de utilizagdo ELITe InGenius e ELITe BeGenius)

7 AVISOS E PRECAUGOES

Este produto foi concebido para utilizagao exclusiva in-vitro.

71 Avisos e precaugdes gerais

Manuseie e elimine todas as amostras biolégicas como se fossem infeciosas. Evite o contacto direto com as
amostras biolégicas. Evite salpicos ou vaporizagdes. Tubos, pontas e outros materiais que entrarem em contacto
com as amostras biolégicas devem ser tratados durante, pelo menos, 30 minutos com hipoclorito de sdédio
(lixivia) a 3% ou em autoclave durante uma hora a 121 °C antes da eliminagao.
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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 seguranca adequadas. Os materiais
combustiveis descartaveis devem ser incinerados. Os residuos liquidos que contenham acidos ou bases devem
ser neutralizados antes da eliminagdo. Nao permita que os reagentes de extragdo entrem em contacto com
hipoclorito de sodio (lixivia).

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

Nunca deve pipetar solugbes com a boca.

N&o coma, beba, fume ou aplique produtos cosméticos nas areas de trabalho.

Lave cuidadosamente as maos apds manusear amostras e reagentes.

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

Durante a realizagéo do ensaio, siga as instrugdes fornecidas com o produto.

Nao utilize o produto apds a data de validade indicada.

Use apenas os reagentes fornecidos com o produto e os recomendados pelo fabricante.

Nao use reagentes de lotes diferentes.

Nao use reagentes de outros fabricantes.

7.2 Avisos e precaug¢oes para biologia molecular

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

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

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

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

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

As PCR Cassette devem ser manuseadas com cuidado de modo a evitar a emanacgéao do produto da PCR para o
ambiente e a contaminagédo da amostra e do reagente.
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7.3 Avisos e precaugoes especificos para os componentes
Table 3

A . . Estabilidade de
Utilizagao a partir Ciclos de bordo

da primeira congelagao/ .
5 (ELITe InGenius e
abertura Idescongelagao ELITe BeGenius)

Temperatura de

Componente
armazenamento

até sete sessdes*
separadas de cerca
de trés horas cada
ou até 7 horas

. -20°C ou inferior . . consecutivas (2
52M PCR Mix (protegido da luz) 60 dias ate sete sessbes de cerca
de 3 horas cada e o

tempo necessario
para iniciar uma
terceira sesséo)

*com congelamento intermédio

8 AMOSTRAS E CONTROLOS

8.1 Amostras e protocolos de ensaio

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

Table 4
Condicoes de transporte/armazenamento
Amostra Requisitos de colheita +16/+26 °C
(temperatura +2/+8°C -20+10°C -70+15°C
ambiente)
Sangue Total EDTA <3d <7d <30d <1ano

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

Recomenda-se a divisdo das amostras em aliquotas antes da congelagdo, para evitar ciclos repetidos de
congelagao / descongelagao. Quando utilizar amostras congeladas, descongele as mesmas apenas antes da
extracdo, para evitar uma possivel degradagéo do acido nucleico.

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

Amostra | Instrumento Nome do protocolo de ensaio Relatério Caracteristicas
Volume inicial de extragdo: 200 L
52M ELITe WB 200 200 Tipo Volume de eluicdo da extragéo: 200 pL
52M ELITe_FIl_WB_200_200 | Selvagem/ | Internal Control: NAG
bLlte 52M ELITe_FV_WB_200 200 | heterozigé- ?O”'nga;’.'l NAO 1
52M ELITe_MTHFR_WB_200_200 | o\ oin i Valt°r o PR Mi: 20 L
52M ELITe_FVFII_WB_200_200 co olume de X: 29 W
Sangue Volume de entrada de PCR da
total em amostra: 20 pL
EDTA L =
52M ELITe_Be_WB_200_200 . Volume inicial de extrag&o: 200 uL
52M ELITe_FIl_Be_WB_200_200 IT'pO ) Volume de eluicdo da extrag&o: 200 uL
selvagem Internal Control: NAO
ELITe 52M ELITe_FV_Be_WB_200_200 heterozigo- Somicacao: NAG Fator de dilLicao: 1
BeGenius 52M ELITe_MTHFR_Be_WB_ tico / onicag&o: ator de diluigo:
200_200 homozigéti- Volume de PCR Mix: 20 yL
52M ELITe_FVFII_Be_WB_200_ co Volume de entrada de PCR da
200 amostra: 20 L

extracao.

NOTE

Verifique se o tubo primario e o volume da amostra sdo compativeis com o ELITe InGenius ou o ELITe BeGe-
nius, seguindo as instrugdes de utilizagao do kit de extragdo ELITe InGenius SP200 (EG SpA, ref.
INT032SP200)

O volume da amostra num tubo primario varia consoante o tipo de tubo carregado. Consulte as instru¢ées de
utilizagcdo do kit de extragédo para obter mais informagdes sobre como preparar e realizar o procedimento de

Se necessario, 200 de amostra devem ser transferidos para um tubo de extragcéo (para o ELITe InGenius) ou
para um tubo Sarstedt de 2 mL (para o ELITe BeGenius).

NOTE

A pipetagem de amostras para o tubo de extragdo ou para o tubo Sarstedt de 2 mL pode gerar contamina-
¢do. Utilize as pipetas adequadas e siga todas as recomendagdes reportadas na secgéo 7 AVISOS E PRE-
CAUCOES page 6.

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 seccdo 11 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
page 20 para verificar os dados relativos a substancias interferentes.

8.2

Controlos da PCR

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

» Para o Positive Control, use o produto Coagulation - ELITe Positive Control (ndo fornecido com este kit)
com os protocolos de ensaio 52M ELITe _PC ou 52M ELITe _Be_PC.

» Para o Negative Control, utilize agua de grau biolégico molecular (ndo fornecida com este kit) com os
protocolos de ensaio 52M ELITe _NC ou 52M ELITe _Be_NC.
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NOTE

O ELITe InGenius e ELITe BeGenius permite a geragcao e o armazenamento e a validagdo do controlo de
PCR para cada lote de reagente de PCR. Os resultados do controlo da PCR expiram apés 15 dias e, nesse
momento, é necessario voltar a executar os positive e Negative Controls. Os controlos PCR devem ser execu-
tados novamente se ocorrer algum dos seguintes eventos:

+ se for usado um novo lote de reagentes,

» o0s resultados da analise de controlo da qualidade se encontrarem fora da especificagdo (ver o paragrafo
seguinte),

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

8.3 Controlos da qualidade

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

9 PROCEDIMENTO do ELITe InGenius

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

Table 6

PASSO 1 | Verificagdo da prontiddo do sistema

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

Preparacao da

PASSO 2 Sessi0

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

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

1) Validagéo dos resultados do Positive Control e Negative Control

PASSO 3 Revisdo e aprovagao

2) Validagao dos resultados das amostras
de resultados

3) Elaboracéo do relatério do resultado da amostra

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

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

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

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

9.2 PASSO 2 - Configuragao da sessao

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

B. Execucgao de amostras eluidas (PCR Only [Apenas PCR]),
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C. 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 sao
automaticamente carregados quando o Protocolo de ensaio € selecionado.

O ELITe InGenius pode ser ligado ao “Laboratory Information System” (Sistema de Informagdes Laboratoriais
- LIS), que permite descarregar a informagao da sess&o. Consulte o0 manual do instrumento para obter mais
informacoes.

Antes de configurar uma execucéo:

Descongele os tubos PCR Mix necessarios a temperatura ambiente durante 30 minutos. Cada tubo é suficiente
para 12 testes em condi¢des otimizadas (2 ou mais testes por sessao). Misture suavemente e, em seguida,
centrifugue o conteudo durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco de refrigeragéo.

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

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

Table 7

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

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

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

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

Se necessario, transfira 200 uL da

amostra para um tubo de extragéo
anteriormente identificado.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Nao aplicavel

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

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

Selecione o Assay Protocol
(Protocolo de Ensaio) na coluna
"Assay” (Ensaio) (ver "Amostras e
Controlos"). Introduza o numero do
lote e a data de validade do Positive
Control e da agua de grau biolégico
molecular.

Certifique-se de que o "Protocol"
(Protocolo) apresentado é: “Extract +
PCR”(Extrair + PCR).

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

Certifique-se de que “PCR Only”
(Apenas PCR) esté4 selecionado na
coluna “Protocol” (Protocolo).
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Table 7 (continued)
A. Execugao da amostra (Extract + | B. Execugao de amostras eluidas C. Execucéao do Positive e Negative
PCR) [Extrair+PCR] (PCR Only [apenas PCR]) Control (PCR Only [apenas PCR])

7 Selecione a posigéo de Certifique-se de que a posic¢édo de Certifique-se de que a posic¢ao de
carregamento da amostra como carregamento da amostra na coluna | carregamento da amostra na coluna
“Extraction Tube” (Tubo de extragédo) | “Sample Position” (Posi¢édo da “Sample Position” (Posicao da
ou “Primary tube” (Tubo primario) na | amostra) é “Elution Tube (bottom amostra) é “Elution Tube (bottom
coluna “Sample Position” (Posicéo row)” (Tubo de eluigéo [linha row)” (Tubo de eluigéo [linha inferior]).
da amostra). inferior]).

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

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

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

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

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

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

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

15 | Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.

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

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

NOTE

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

NOTE

No final da operagao, a PCR Mix pode ser retirada do instrumento, tapada e armazenada a -20 °C ou abaixo
ou pode ser mantida no bloco frigorifico durante até 7 horas (durante 2 sess6es de 3 horas cada e o tempo ne-
cessario para iniciar uma terceira sesséo), misture suavemente e centrifugue o conteudo durante 5 segundos
antes de iniciar a proxima sessao.

NOTE

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

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

NOTE

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

9.3 PASSO 3 - Revisao e aprovacao dos resultados

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

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

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

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

3. Elaboracéao do relatério do resultado da amostra.

9.3.1 Validacao da amplificagao dos resultados de Positive Control e Negative Control

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

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

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

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

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

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

O ELITe InGenius Software interpreta os resultados de PCR para os alvos (canais FV, Fll, MTHFR) e o Internal
Control (canal IC) com os parametros do protocolo de ensaio 52M ELITe_WB_200_200, 52M ELITe_FIl_WB_
200_200, 52M ELITe_FV_WB_200_200, 52M ELITe_MTHFR_WB_200_200 ou 52M ELITe_FVFII_WB_200_
200.

Os resultados sédo mostrados no ecréa “Result Display”.

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

Table 8
1) Positive Control Estado
52M Positive Control APROVADO
2) Negative Control Estado
Negative Control de 52M APROVADO

Os resultados da amostra sdo automaticamente interpretados pelo ELITe InGenius Software usando os
parametros do protocolo do ensaio. Estéo listadas na tabela abaixo as possiveis mensagens de resultado.

Para cada amostra, o sistema apresenta uma combinagéo das seguintes mensagens, especificando se os alelos
alvo sdo discriminados, com base no protocolo de ensaio selecionado (singleplex, duplex ou triplex).

Table 9
Resultado da execugédo da amostra Interpretagao

FV: Tipo selvagem para o Fator V A amostra possui um genétipo de tipo selvagem para o Fator V SNP
loco G1691A.

FV: Heterozigdtico para o Fator V Leiden A amostra possui um gendtipo heterozigético mutado (Leiden)
para o Fator V SNP loco G1691A.

FV: Homozigético para o Fator V Leiden A amostra possui um genétipo homozigético mutado (Leiden) para
o Fator V SNP loco G1691A.

Fll: Tipo selvagem para o Fator Il A amostra possui um gendtipo de tipo selvagem para o Fator Il SNP
loco G20210A.

Fll: Heterozigoético para o fator 11 20210A A amostra possui um genétipo heterozigético mutado (20210A)
para o Fator V SNP loco G20210A.

Fll: Homozigético para o fator [ 20210A A amostra possui um genétipo homozigético mutado (20210A)
para o Fator V SNP loco G20210A.

MTHFR: Tipo selvagem para MTHFR A amostra possui um gendétipo de tipo selvagem para o MTHFR
SNP loco C677T.

MTHFR: Heterozigético para o MTHFR 677T A amostra possui um genotipo heterozigético mutado (677T) para
0 MTHFR SNP loco C677T.

MTHFR: Homozigotico para o fator MTHFR 677T A amostra possui um gendtipo homozigético mutado (677T) para o
MTHFR SNP loco C677T.

Cl: Amostra valida A amostra possui um valor Ct do IC menor que 26,5 e é valida

Inconclusivo - Volte a testar a amostra Resultado do ensaio inconclusivo devido a um problema na
amostra.

Invalid-Retest Sample (Invalido-Testar novamente | Resultado do ensaio invalido devido a falha do Internal Control (p.

a amostra) ex., extragado incorreta, transferéncia de inibidores). O teste deve ser
repetido.
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Amostras reportadas como “Inconclusivo - Voltar a testar a amostra” ndo sdo adequadas para a interpretagéo
dos resultados, devido a ndo ter sido possivel detetar a temperatura de fusdo (Tm) dos alelos selvagem e
mutados. Neste caso, a analise da curva de dissociagdo nao foi realizada com éxito devido a problemas na
amostra (transferéncia de inibidores na eluicdo ou presenca de outro SNP interferentes), que pode causar
resultados incorretos.

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, degradagéo ou perda do ADN durante a extragédo ou inibidores na
eluicdo), que pode causar resultados incorretos.

Se subsistir volume da eluigéo suficiente, o eluato pode ser novamente testado (tal como esta ou diluido) através
de uma execugdo da amplificacdo 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 14 RESOLUCAO DE PROBLEMAS page 29).

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

Ao aprovar os resultados do ensaio, certifique-se sempre de verificar o resultado do instrumento, observando
os graficos da curva de fusdo no relatério da sessio de trabalho. As temperaturas de fusao (Tm) do tipo selva-
gem e/ou alelos mutados de cada gene na analise tém de corresponder aos picos mostrados nos graficos da
curva de fuséo.

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

9.3.3 Elaboracgao 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 do track).

* O “Sample Report” (Relatério da amostra) apresenta os detalhes dos resultados pela amostra selecionada
(SID).

* O “Track Report” (Relatdrio 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 doCoagulation ELITe MGB Kit com o ELITe BeGenius € composto por trés passos:

Table 10

PASSO 1 | Verificagdo da prontiddo do sistema

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

Preparacao da

PASSO 2 SessE0

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

C) Execucao de Positive Control e Negative Control (PCR Only [apenas PCR])
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Table 10 (continued)

1) Validagéo dos resultados do Positive Control e Negative Control

PASSO 3 Revisdo e aprovagao

2) Validagao dos resultados das amostras
de resultados

3) Elaboracéo do relatério do resultado da amostra

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

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

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

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

10.2 PASSO 2 - Configuragao da sessao

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

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

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

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

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

Antes de configurar uma execucéo:

Descongele os tubos PCR Mix necessarios a temperatura ambiente durante 30 minutos. Cada tubo é suficiente
para 12 testes em condigbes otimizadas (2 ou mais testes por sessao). Misture suavemente e, em seguida,
centrifugue o conteudo durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco de refrigeragéo.

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

Para configurar um dos trés tipos de execugao, siga os passos abaixo diante da GUI:
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A. Execugao da amostra (Extract
+ PCR) [Extrair+PCR]

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

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

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

Se necessario, transfira 200 pL da
amostra para um tubo Sarstedt de
2 mL anteriormente identificado.

Descongele os tubos de eluigao
contendo os acidos nucleicos
extraidos a temperatura ambiente.
Misture suavemente e, em seguida,
centrifugue o conteddo durante 5
segundos e mantenha em gelo ou no
bloco de refrigeragéo.

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

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

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

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

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

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

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

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

n.ow«

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

Selecione o “Run mode”: “PCR Only”.

Selecione o “Run mode”: “PCR Only”.

Carregue as amostras no
“Sample Rack” (Suporte de
amostras). Quando os tubos
secundarios “2 mL Tubes” forem
carregados, use adaptadores azuis
para o “Sample Rack” (Rack da
amostra).

Carregue as amostras no “Elution
Rack”(Rack de eluigéo).

Carregue os tubos de Positive
Control e Negative Control no
“Elution Rack”.

Insira o “Sample Rack” na “Cooler
Unit” comegando a partir da “Lane
5” (L5).

Se necessario, insira a “Sample ID”
(SID) para cada “Position” usada
(se os tubos secundarios estiverem

carregados, sinalize o “2 mL Tube”.

Se os tubos secundarios nao
possuirem coédigo de barras, digite
manualmente a “Sample ID”).

Insira o “Elution Rack” na “Cooler
Unit” comegando a partir da “Lane 3”
(L3).

Se necessario, para cada “Position”
(Posigao), insira a “Sample ID”
(Identificagdo da  amostra), a
“Sample matrix” (Matriz da amostra),
o “Extraction kit” (Kit de extragdo), o
“Extracted eluate vol.” (Volume de
eluato extraido) e o Internal Control.

Insira o “Elution Rack” na “Cooler
Unit” comegando a partir da “Lane 3”
(L3).

Se necessario, para cada “Position”
(Posigao) introduza o “Reagent name”
(Nome do reagente) e o “S/N” (numero
de série), o “Lot No.” (numero de lote),
a “Exp. Date” (data de expiragdo) e o
“T/R” (namero de reagdes).

Selecione “Next” (Préximo) para
continuar.

Selecione “Next” (Proximo) para
continuar.

Selecione “Next” (Proximo) para
continuar.

Certifique-se de que o “Extraction
Input Volume” (Volume de entrada
de extragédo) é de 200 uL e que o
“Extracted Elute Volume” (“Volume
de eluigdo extraido”) é de 200 pL

Nao aplicavel

Nao aplicavel

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

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

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

10

Selecione “Next” (Préximo) para
continuar.

Selecione “Next” (Proximo) para
continuar.

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

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

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

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

Nao aplicavel

11 | Coloque os “Elution tubes" (Tubo | Nao aplicavel Nao aplicavel
de eluigdo) no “Elution Rack" (rack
de eluicdo) (os tubos de eluicdo
podem ser etiquetados com caédigo
de barras para melhorar a
capacidade de localiza¢ao).

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

Quando mais de 12 amostras
forem processadas, repita usando
a “Lane 2" (L2).

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

14 | Carregue a PCR Mix no “Reagent/ | Carregue a PCR Mix no “Reagent/ | Carregue a PCR Mix no “Reagent/
/Elution Rack” (Rack de reagente/ | /Elution Rack” (Rack de reagente/ | /Elution Rack” (Rack de reagente/
/eluigdo). /elui¢do). /eluigao).

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

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

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

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

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

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

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

e 0s consumiveis de extragcao
necessarios.
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Table 11  (continued)

A. Execugdo da amostra (Extract | B. Execugao de amostras eluidas | C. Execugio do Positive e Negative
+ PCR) [Extrair+PCR] (PCR Only [apenas PCR]) Control (PCR Only [apenas PCR])
22 | Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.
23 | Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar).

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

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

NOTE

No final da operagao, a PCR Mix pode ser retirada do instrumento, tapada e armazenada a -20 °C ou abaixo
ou pode ser mantida no bloco frigorifico durante até 7 horas (durante 2 sessbes de 3 horas cada e o tempo ne-
cessario para iniciar uma terceira sesséo), misture suavemente e centrifugue o conteudo durante 5 segundos
antes de iniciar a préxima sesséao.

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 execugao, a PCR Cassette e os outros consumiveis tém de ser eliminados seguindo todos os regu-
lamentos governamentais e ambientais. Evite derramar os produtos de reagéo.

10.3 PASSO 3 - Revisao e aprovagao dos resultados

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

~ou

No final da execugao, é automaticamente apresentado o ecra “Results Display” (Exibicdo dos resultados). Neste
ecra sdo 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 informacgdes.

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

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

3. Elaboragéao do relatorio do resultado da amostra.
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Para mais informagdes, consulte 0 mesmo paragrafo do Procedimento do ELITe InGenius.

11 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica do Coagulation ELITe MGB Kit foi definida no ELITe InGenius (modo apenas PCR) e
verificada no ELITe BeGenius (modo apenas PCR) através do teste de trés amostras (tipo selvagem,
heterozigética e homozigética) em 4 réplicas com cerca de 70 ng por reacgdo, adicionadas a painéis de ADN
genoémico humano certificado para o Fator V e o Fator Il (WHO Reference Reagent Factor V Leiden, Human
gDNA, 1st International Genetic International Panel, NIBSC, Reino Unido, codigo 04/224 e WHO Reference
Reagent Prothrombin Mutation G20210A, Human gDNA, 1st International Genetic International Panel, NIBS,
Reino Unido, cédigo 05/130).

A sensibilidade analitica deste ensaio permite identificar a presencga de cerca de 20.000 moléculas de ADN alvo
(correspondente a genomas de ~ 10.000 células ou ~ 70 ng de ADN gendmico humano) em 20 uL de ADN
extraido na reagao.

Eficiéncia da detegao (inclusividade)

A inclusividade do ensaio, como a eficiéncia da dete¢do dos genes Fator V, Fator || e MTHFR, foi avaliada por
analise in silico. A analise revelou um elevado nivel de conservagao da sequéncia e a auséncia de mutagoes
significativas. Por isso, é esperada uma amplificagcéo e detecéo eficazes.

As sondas fluorescentes permitem detetar os alelos dos genes do Fator V, Fator Il e MTHFR constantes da
seguinte tabela. Os limites de intervalos de Tm relacionados para o ELITe InGenius e ELITe BeGenius foram
calculados analisando dados obtidos em estudos de verificagcao e validagao e os intervalos de Tm utilizados sao
mostrados na tabela seguinte.

Table 12
Intervalo Tm
Gene Alelo detetado
ELITe InGenius ELITe BeGenius
Alelo 1691G (tipo o o o o
selvagem) 53,0°C-57,0°C 52,5°C-56,5°C
Fator V
Alelo 1691A (mutado, ° o ° °
Leiden) 61,0°C-65,0°C 59,5°C-63,5°C
Alelo 20210G (tipo o o o o
selvagem) 56,0°C-61,0°C 55,0°C-60,0 °C
Fator Il
Alelo 20210A (mutado) 64,0°C-69,0 °C 63,0°C-68,0°C
Alelo MTHFR 677C (tipo o o ° o
selvagem) 55,0°C-59,0°C 54,0°C-58,0°C
MTHFR
Alelo MTHFR 677T R o o °
(mutado) 64,0°C-68,0°C 63,0°C-67,0°C

Especificidade analitica

A Especificidade Analitica deste ensaio, bem como a capacidade de nao identificar como Fator Il mutado para
SNP G20210A o gene mutado para SNP C20209T foram verificadas usando ADN de plasmideo que contém o
amplicon do Fator Il com nucleotideo de tipo selvagem (G) na posicado 20210 e o nucleotideo mutante (T) na
posicao 20209.

Além disso, foi verificada a Especificidade Analitica para os seguintes SNP pouco usuais descritos na literatura
cientifica. Existem SNP raros que se enquadram nas proximidades dos SNP de interesse:
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Table 13
Gene SNP raro analisado
Fator V G1689A, C1690T, A1692C, A1696G
Fator Il A20207C, A20218G, T20219A, C20221T
MTHFR C678A, G679A, C684G

A Especificidade Analitica foi verificada usando ADN de plasmideo contendo a regido amplificada dos genes do
Fator V, Fator Il e MTHFR com o nucleétido de tipo selvagem nos SNP de interesse e o nucleétido mutante nos
SNP raros em andlise.

Amostras simuladas contendo cerca de 80.000 copias de ADN de plasmideo foram testadas em 6 réplicas (e 24
réplicas para SNP C20209T) no ELITe InGenius. Todas as réplicas foram consideradas “inconclusivas” ou
corretamente determinadas. Nenhuma amostra mutada para SNP em analise foi designada de heterozigética ou
homozigética mutada para o SNP de interesse.

SNP raros que se enquadram na regido de hibridizacdo da sonda podem interferir na detecdo do SNP de
interesse e originar um “mutante homozigoético falso” quando ocorrer em simultdneo com a mutagao do SNP de
interesse no outro alelo.

Organismos potencialmente interferentes: Reatividade cruzada

A potencial reatividade cruzada com outros organismos indesejados que podem ser encontrados em amostras
clinicas de plasma e sangue total foi avaliada pela comparagéo in silico das sequéncias disponiveis nas bases
de dados de nucleétidos. A analise revelou a auséncia de homologias significativas. Por conseguinte, ndo se
prevé que haja reatividade cruzada por organismos potencialmente interferentes.

Organismos potencialmente interferentes: Inibigcao

A potencial inibicdo por outros organismos que podem ser encontrados em amostras clinicas de plasma e
sangue total foi avaliada pela comparagao in silico das sequéncias disponiveis nas bases de dados de
nucledtidos.

A analise revelou a auséncia de homologias significativas. Por conseguinte, ndo se prevé que ocorra a inibigdo
por organismos potencialmente interferentes.

Substancias interferentes

O efeito de substancias potencialmente interferentes foi avaliado através da analise da amostra de sangue total
colhida em EDTA, heterozigético para os trés genes de interesse, reforcado com as seguintes substancias
potencialmente interferentes em concentragdes relevantes.

Os resultados estao resumidos na tabela seguinte:

Table 14
Genotipo
Amostra FV het/ Fll het/ Resultado
MTHFR het

Controlo 3/3 Sem interferéncia
Ciclosporina A 3/3 Sem interferéncia
Ganciclovir 3/3 Sem interferéncia
Heparina 3/3 Sem interferéncia
EDTA 3/3 Sem interferéncia
Ibuprofeno 3/3 Sem interferéncia
Triglicéridos 3/3 Sem interferéncia
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Controlo 3/3 Sem interferéncia
Ampicilina 3/3 Sem interferéncia
Bilirrubina 3/3 Sem interferéncia

Repetibilidade

A repetibilidade intra-sessdo e inter-sessdo dos resultados obtidos com o Coagulation ELITe MGB Kit em
associagado com os instrumentos ELITe InGenius e ELITe BeGenius foi testada através da analise de um painel
de sangue total colhido em EDTA, incluindo uma amostra de gendtipo heterozigético para cada alvo (FIl SNP
G1691A heterozigético (Leiden), FV SNP G20210A e MTHFR SNP C677T).

Um exemplo dos resultados da repetibilidade intra-sessao no ELITe InGenius € mostrado nas tabelas seguintes.

Table 15 Repetibilidade intra-sessao no ELITe InGenius

Amostra de painel Alvo N Ct médio %CV Ct
Heterozigotico FIl SNP G1691A 8 22,07 0,41
Heterozigotico FV SNP G20210A IC 8 22,91 0,76
Heterozigotico MTHFR SNP C677T 8 22,02 1,22
Table 16 Repetibilidade intra-sessao no ELITe InGenius
Amostra de painel Alelo N Tm média %CV Ct
Fator Il tipo 8 58,19 0,207
Heterozigético FIl SNP G1691A selvagem
Fator Il mutado 8 65,66 0,051
Fator V tipo 8 55,18 0,048
Heterozigético FV SNP G20210A selvagem
Fator V mutado 8 62,31 0,120
MTHFR tipo 8 56,73 0,183
Heterozigético MTHFR SNP C677T selvagem
MTHFR mutado 8 65,90 0,169

Um exemplo dos resultados da repetibilidade intrer-sesséo no ELITe InGenius é mostrado nas tabelas seguinte.

Table 17 Repetibilidade inter-sessao no ELITe InGenius

Amostra de painel Alvo N Ct médio %CV Ct
Heterozigdtico FIl SNP G1691A 16 22,12 1,12
Heterozigético FV SNP G20210A IC 16 22,91 0,75
Heterozigdético MTHFR SNP C677T 16 22,10 1,36
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Table 18 Repetibilidade inter-sessao no ELITe InGenius
Amostra de painel Alelo N Tm média %CV Ct

Fator Il tipo 16 58,18 0,182

Heterozigético FIl SNP G1691A selvagem
Fator Il mutado 16 65,78 0,258
Fator V tipo 16 55,18 0,064

Heterozigético FV SNP G20210A selvagem
Fator V mutado 16 62,31 0,116
MTHFR tipo 16 56,73 0,211

Heterozigético MTHFR SNP C677T selvagem
MTHFR mutado 16 65,96 0,257

Um exemplo dos resultados da repetibilidade intra-sess&o no ELITe BeGenius € mostrado nas tabelas seguintes.

Table 19 Repetibilidade intra-sessao no ELITe BeGenius

Amostra de painel Alvo N Ct médio %CV Ct
Heterozigético FIl SNP G1691A 8 22,35 1,90
Heterozigético FV SNP G20210A IC 8 22,95 2,20
Heterozigético MTHFR SNP C677T 8 22,40 1,28
Table 20 Repetibilidade intra-sessao no ELITe BeGenius
Amostra de painel Alelo N Tm média %CV Ct
Fator Il tipo 8 57,64 0,392
Heterozigético FIl SNP G1691A selvagem
Fator Il mutado 8 65,21 0,150
Fator V tipo 8 54,84 0,120
Heterozigético FV SNP G20210A selvagem
Fator V mutado 8 61,56 0,242
MTHFR tipo 8 56,29 0,174
Heterozigético MTHFR SNP C677T selvagem
MTHFR mutado 8 65,30 0,116

Um exemplo dos resultados da repetibilidade intrer-sessdo no ELITe BeGenius € mostrado nas tabelas

seguintes.

Table 21 Repetibilidade inter-sessao no ELITe BeGenius

Amostra de painel Alvo N Ct médio %CV Ct
Heterozigético FIl SNP G1691A 16 22,26 1,58
Heterozigético FV SNP G20210A IC 16 23,10 2,02
Heterozigético MTHFR SNP C677T 16 22,45 1,75
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Table 22 Repetibilidade inter-sessao no ELITe BeGenius

Amostra de painel Alelo N Tm média %CV Ct

Fator Il tipo 16 57,71 0,494

Heterozigético FIl SNP G1691A selvagem
Fator Il mutado 16 65,24 0,119
Fator V tipo 16 54,82 0,131

Heterozigético FV SNP G20210A selvagem
Fator V mutado 16 61,60 0,218
MTHFR tipo 16 56,29 0,273

Heterozigético MTHFR SNP C677T selvagem
MTHFR mutado 16 65,28 0,099

A repetibilidade em associagdo com o ELITe InGenius e o ELITe BeGenius do Coagulation ELITe MGB Kit
apresentou uma variabilidade maxima dos valores IC Ct e Tm alvo como %CYV inferior a 5%.

Reprodutibilidade

A repetibilidade intra-sessédo e inter-sessao dos resultados obtidos com o Coagulation ELITe MGB Kit em
associagcdo com o ELITe InGenius e o ELITe BeGenius foi testada através da anadlise de um painel de sangue
total colhido em EDTA, incluindo uma amostra de genotipo heterozigdtico para cada alvo (FIl SNP G1691A
heterozigético (Leiden), FV SNP G20210A e MTHFR SNP C677T).

A reprodutibilidade interlote e interinstrumento dos resultados obtidos com o Coagulation ELITe MGB Kit em
associagdo com os instrumentos ELITe InGenius e ELITe BeGenius foi testada através da analise de um painel
de sangue total colhido em EDTA, incluindo uma amostra de genétipo heterozigético para cada alvo (FIl SNP
G1691A heterozigotico (Leiden), FV SNP G20210A e MTHFR SNP C677T).

Os resultados estéo resumidos nas tabelas seguintes.

Table 23 Reprodutibilidade interlote no ELITe InGenius

Amostra de painel Alvo N Ct médio %CV Ct
Heterozigético FIl SNP G1691A 16 22,28 1,28
Heterozigético FV SNP G20210A IC 16 22,46 2,58
Heterozigético MTHFR SNP C677T 16 23,14 1,47

Table 24 Reprodutibilidade interlote no ELITe InGenius

Amostra de painel Alelo N Tm média %CV Ct

Fator Il tipo 16 58,1 0,23

Heterozigético FIl SNP G1691A selvagem
Fator Il mutado 16 65,7 0,12
Fator V tipo 16 55,1 0,10

Heterozigético FV SNP G20210A selvagem
Fator V mutado 16 62,3 0,13
MTHFR tipo 16 56,6 0,32

Heterozigético MTHFR SNP C677T selvagem
MTHFR mutado 16 65,8 0,22
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Table 25 Reprodutibilidade interinstrumento no E~LITe InGenius
Amostra de painel Alvo N Ct médio %CV Ct
Heterozigdtico FIl SNP G1691A 16 22,38 1,53
Heterozigético FV SNP G20210A IC 16 22,45 2,34
Heterozigético MTHFR SNP C677T 16 23,13 1,27
Table 26 Reprodutibilidade interinstrumento no ELITe InGenius
Amostra de painel Alelo N Tm média %CV Ct
Fator Il tipo 16 58,1 0,27
Heterozigético FIl SNP G1691A selvagem
Fator Il mutado 16 65,6 0,12
Fator V tipo 16 55,1 0,21
Heterozigético FV SNP G20210A selvagem
Fator V mutado 16 62,2 0,16
MTHFR tipo 16 56,6 0,35
Heterozigético MTHFR SNP C677T selvagem
MTHFR mutado 16 65,7 0,28
Table 27 Reprodutibilidade interlote no ELITe BeGenius
Amostra de painel Alvo N Ct médio %CV Ct
Heterozigdtico FIl SNP G1691A 16 22,42 1,72
Heterozigético FV SNP G20210A IC 16 22,60 1,99
Heterozigético MTHFR SNP C677T 16 22,80 2,20
Table 28 Reprodutibilidade interlote no ELITe BeGenius
Amostra de painel Alelo N Tm média %CV Ct
Fator Il tipo 16 57,6 0,29
Heterozigético FIl SNP G1691A selvagem
Fator Il mutado 16 65,2 0,11
Fator V tipo 16 54,8 0,11
Heterozigético FV SNP G20210A selvagem
Fator V mutado 16 61,5 0,24
MTHFR tipo 16 56,2 0,27
Heterozigético MTHFR SNP C677T selvagem
MTHFR mutado 16 65,2 0,28
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Amostra de painel Alvo N Ct médio %CV Ct
Heterozigdtico FIl SNP G1691A 16 22,51 1,60
Heterozigético FV SNP G20210A IC 16 22,63 1,68
Heterozigético MTHFR SNP C677T 16 23,15 1,83
Table 30 Reprodutibilidade interinstrumento no ELITe BeGenius
Amostra de painel Alelo N Tm média %CV Ct
Fator Il tipo 16 57,7 0,45
Heterozigético FIl SNP G1691A selvagem
Fator Il mutado 16 65,2 0,13
Fator V tipo 16 54,8 0,16
Heterozigético FV SNP G20210A selvagem
Fator V mutado 16 61,6 0,23
MTHFR tipo 16 56,2 0,30
Heterozigético MTHFR SNP C677T selvagem
MTHFR mutado 16 65,3 0,17

A reprodutibilidade em associagdo com o ELITe InGenius e o ELITe BeGenius do Coagulation ELITe MGB Kit
apresentou uma variabilidade maxima dos valores IC Ct e Tm alvo como %CV inferior a 5%.

Robustez: Teste de contaminagao cruzada

A auséncia de contaminacao cruzada foi verificada através da analise de 6 réplicas de amostras de sangue total
alternadas com 6 réplicas de agua de grau bioldgico molecular com o produto Coagulation ELITe MGB Kit no
ELITe InGenius.

Os resultados estédo resumidos na tabela seguinte.

Table 31
Amostras N Genétipo IC
Fil het MTHFR FV wt Ct<26,5
wt
Sangue total colhido em EDTA 30 30/30 30/30 30/30 30/30
Agua de qualidade para biologia molecular 30 N/A N/A N/A 0/30

O ensaio determina como “Invalida” qualquer amostra de agua testada que apresente auséncia de
contaminagédo cruzada.
Concordancia diagnéstica: confirmagao do genétipo da amostra certificada

A concordancia diagnéstica deste ensaio, como a capacidade de identificar corretamente o genétipo da amostra
certificada, foi avaliada através da analise em associagdo com o ELITe InGenius.

Os resultados estao resumidos nas tabelas seguintes.
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Table 32
Genétipo da Concordancia Concordancia
amostra: N w1 Het. Hom. diagnéstica diagnéstica total
Fator V G1691A 9 g

Tipo selvagem | 108 108 0 0 100%

Heterozigético 57 0 57 0 100% 100%
Homozigotico 53 0 0 53 100%

mutado

Na discriminagao alélica do Fator V SNP loco G1691A, o ensaio devolveu resultados concordantes para todas
as amostras testadas. Neste teste, a concordancia diagnéstica total para o Fator V SNP loco G1691A foi
correspondente a 100%.

Table 33
Genotipo da Concordancia Concordancia
amostra: N WT Het. Hom. diagnéstica diagnéstica total
Fator Il
G20210A
Tipo selvagem 160 160 0 0 100%
Heterozigdtico 59 0 59 0 100%
100%
Homozigdtico 56 0 0 56 100%
mutado
(simulado)

Na discriminagao alélica do Fator Il SNP loco G20210A, ensaio devolveu resultados concordantes para todas as
amostras testadas. Neste teste, a concordancia diagndstica total para o Fator Il loco G20210A foi
correspondente a 100%.

Table 34
Genétipo da Concordancia Concordancia
amostra: N WT Het. Hom. diagnéstica diagnéstica total
MTHFR C677T
Tipo selvagem 63 63 0 0 100%
Heterozigético | 136 0 136 0 100%
Homozigotico 19 0 0 19 100%
mutado
Homozigético | 36 0 0 36 100%
mutado
(simulado)

Na discriminacgao alélica do MTHFR SNP loco C677T, ensaio devolveu resultados concordantes para todas as
amostras testadas. Neste teste, a concordancia diagnéstica total para o MTHFR loco C677T foi correspondente
a 100%.

Dado que o ELITe BeGenius tem desempenhos analiticos equivalentes ao ELITe InGenius, os desempenhos de
diagnéstico do ensaio realizados nos dois instrumentos também foram considerados equivalentes. Por
conseguinte, os desempenhos diagndsticos do ensaio obtidos em associagcdo com o ELITe InGenius também se
aplicam ao ELITe BeGenius.

O valor-limite de Ct do Internal Control (IC Ct) esta definido para 26,5 para o ELITe InGenius e o ELITe BeGenius.
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Os dados e resultados completos dos testes realizados para avaliagdo das caracteristicas de desempenho do
produto com matrizes e o instrumento estao registados no Ficheiro técnico do produto "Coagulation ELITe
MGB Kit", FTP RTSDOOING.
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13  LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Use este produto apenas com amostras clinicas de sangue total colhidas em EDTA.

N&o existem dados disponiveis relativos aos desempenhos do produto com ADN extraido das seguintes
amostras clinicas: saliva.

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 utilizagcao fornecidas com o produto.

Devido a sua elevada sensibilidade analitica, o método de PCR em tempo real usado neste produto é sensivel a
contaminagao a partir de amostras clinicas, dos Positive Controls e dos produtos de PCR. A contaminagao
cruzada causa detegao falsa do alelo alvo.. O formato do produto foi concebido para limitar a contaminacao
cruzada. No entanto, as contaminagdes cruzadas podem ser evitadas simplesmente através de boas praticas
laboratoriais e do cumprimento destas instru¢des de utilizagao.

Este produto deve ser manuseado por pessoal qualificado e com formagdo 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 protecao 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 protegéo individual e instrumentos especificos para preparagéo da
sessao de trabalho, para evitar resultados com detegéo falsa para os resultados do alelo alvo.

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

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

Um resultado com falta de detegédo do alelo alvo obtido com este produto indica que o ADN do alvo néo 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 deteg&o do produto (ver 11 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO page 20).
Neste caso, o resultado podia ser inconclusivo.

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.

Um resultado invalido ou inconclusivo obtido com este produto significa que ndo é possivel detetar com eficacia
o ADN gendmico da amostra ou as temperaturas de dissociagao dos alelos. Neste caso, a analise da amostra
tem de ser repetida com um possivel atraso na obtengao dos resultados.
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Possiveis polimorfismos na regido do ADN alvo abrangidos pelos primarios do produto e as sondas podem
prejudicar a detegdo do ADN alvo e originar resultados incorretos.

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

ao doente.

Tal como acontece com qualquer outro dispositivo médico de diagndstico, existe um risco residual de 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 decisbes 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.

14 RESOLUGAO DE PROBLEMAS

Table 35

Reacao de Positive Control invalida

Causas possiveis

Solugodes

Erro na configuragéo do instrumento.

Verifigue a posicdo da PCR Mix e do Positive Control (Controlo
positivo).
Verifique os volumes da PCR Mix e do Positive Control.

Degradacao da PCR Mix.

Nao use a PCR Mix durante mais de 7 sessdes independentes (3
horas cada no bloco de refrigeracao da Inventory Area (area dos
reagentes) ou na Cooler Unit).

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

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

Utilize uma nova aliquota da PCR Mix.

Degradacgao da Positive Control.

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

Utilize uma nova aliquota da Positive Control.

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.

Table 36

Reacgéo de Negative Control invalida

Causas possiveis

Solugodes

Erro na configuracéo do instrumento.

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

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.

Contaminagéo da PCR Mix.

Utilize uma nova aliquota da PCR Mix.

Contaminacgao da area de extragdo, 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.

SCH mRTSDOOING_pt 2025-08-27

Revisdo 08-R 29/38



Coagulation ELITe MGB® Kit

Table 37

RTSDOOING

Reacgao da amostra invalida ou inconclusiva

Causas possiveis

Solugodes

Erro na configuragéo do instrumento.

Verifique a posi¢do o PCR Mix e da amostra.
Verifique os volumes do PCR Mix e da amostra.

Degradacao da PCR Mix.

N&o use a PCR Mix para mais de 7 sessdes independentes (3
horas cada na Inventory Area (area dos reagentes) ou na Cooler
Unit).

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

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

Utilize uma nova aliquota da PCR Mix.

Inibicao devido a substancias interferentes na
amostra.

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

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

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.

Table 38

Curva de dissociagdo anémala

Causas possiveis

Solugodes

Auséncia de um pico definido.

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

Verifique a presenga de Ct do alvo inferior a 30.

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

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

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

Table 39

Erro no calculo de Ct

Causas possiveis

Solugodes

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

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

Se nao for observada uma amplificacéo 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 diluicdo 1:10
em agua de grau de biologia molecular numa sesséo “PCR Only”
(apenas PCR).

- repita a extracdo da amostra com uma diluigdo 1:10 em agua de
qualidade para biologia molecular numa sessédo “Extract + PCR”
(Extrair + PCR).
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Table 40

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

Causas possiveis Solugodes

Contaminagdo entre amostras durante os passos pré- | Limpe a micropipeta com uma solugdo de hipoclorito de sddio
-analiticos. (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
deslocagédo positiva ou ser usadas com pontas com filtro de
aerossois.

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

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

Utilize um novo tubo de PCR Mix.

15 SIMBOLOS

Numero de catalogo.
Limite maximo da temperatura.

Cadigo de lote.
Prazo de validade (ultimo dia do més).
Dispositivo médico para diagndstico in vitro.

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

ASEN <BENSHE

o
-
N
w

Identificagdo unica do dispositivo

W Contém suficiente para "N" testes.

Consultar as instrugdes de utilizacéo.

Conteudo.

/'L\ Manter afastado da luz solar.

“ Fabricante.
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16  NOTIFICAGCAO 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 endereco 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 notificagdo
de total funcionalidade da Eudamed ter sido publicada, o “Resumo da Seguranca e Desempenho” foi
disponibilizado ao publico mediante pedido por e-mail para emd.support@elitechgroup.com, em tempo util.

17 NOTA PARA O ADQUIRENTE: LICENCA LIMITADA

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

Os reagentes de detecdo ELITe MGB ® s&o abrangidos por um ou mais dos numeros de patente dos EUA
7319022, 7348146, 7381818, 7541454, 7671218, 7723038, 7767834, 8008522, 8067177, 8163910, 8389745,
8969003, 9056887, 9085800, 9169256, 9328384, 10677728, 10738346, 10890529 e numeros de patente EP
1781675, 1789587, 2689031, 2714939, 2736916, 2997161 bem como pedidos que estejam atualmente
pendentes.

As tecnologias ELITe InGeniuse e ELITe BeGeniuse estdo cobertas por patentes e candidaturas pendentes.

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

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

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

Utilizagao prevista

O produto Coagulation ELITe MGB® Kit € um dispositivo médico de diagnéstico in vitro que se destina a ser
usado por profissionais de salide como um ensaio de PCR em tempo real dos acidos nucleicos qualitativos para
a discriminagéo alélica dos seguintes trés locos:

* gene do fator V de coagulagéo, polimorfismo do nucledétido unico (SNP) G1691A (Leiden),
» gene do fator Il da coagulagdo, SNP G20210A,
» gene da 5,10-metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), SNP C677T.

em singleplex, duplex (Fll e FV) ou triplex (FIl, FV e MHTFR) em amostras de ADN gendémico humano extraidas
de amostras clinicas.

O ensaio é validado em associagdo com os instrumentos ELITe InGenius® e ELITe BeGenius®, automatizados
e integrados para extracdo, PCR em tempo real e interpretacéo de resultados, utilizando amostras humanas de
sangue total colhidas em EDTA.

O produto esta previsto para utilizagdo como auxiliar na avaliagdo do risco de trombose venosa profunda, em
pacientes com suspeita de alteragdes na coagulagéo e em risco de trombose venosa profunda.

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

Sequéncia amplificada

Sequéncia Gene Fluoréforo Canal

AIVG 1 Fator V, S[\IP G1691A AP639 FV
(Leiden)

Alvo 2 Fator I, SNP G20210A FAM Fll

Alvo 3 MTHFR, SNP C677T AP593 MTHFR

Internal Control Gene beta globina humana AP525 IC

Matriz validada

» Sangue total colhido em EDTA
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Conteudo do Kit e produtos relacionados

Coagulation ELITe MGB Kit Coagulation - ELITe Positive Control
(RTSDOOING) (CTRDOOING)
()
X8 X3
52M PCRMix 52M Positive Control
8 tubos de 280 uL 3 tubos de 160 uL
12 reagdes por tubo 4 reagdes por tubo
96 reacgdes por kit 12 reagoes por kit
7 ciclos de congelagao-descongelacao por tubo 4 ciclos de congelag&o-descongelacao por tubo
Prazo de conservagéo 24 meses Prazo de conservagéo 24 meses
maximo: maximo
Temperatura de <-20°C Temperatura de <-20°C
armazenamento armazenamento

Outros produtos necessarios nao fornecidos no kit

* Instrumento ELITe InGenius: INT030. » Consumiveis ELITe InGenius e ELITe BeGenius
« Instrumento ELITe BeGenius: INT040 (ver instrugdes de utilizagdo ELITe InGenius e

ELITe BeGenius)
+ ELITe InGenius SP 200: INT032SP200.

Protocolo ELITe InGenius e ELITe BeGenius

* Volume de entrada de PCR

* Volume da amostra 200 pL eluato ;8 pt
, M
* Volume de eluicio total 200 pL * Volume de PCR Mix 15 dias

* Frequéncia dos controlos

Desempenhos ELITe InGenius e ELITe BeGenius

Genétipo da amostra: Fator V Sensibilidade analitica Concordancia diagnostica
G1691A
Tipo selvagem ADN de 70ng/reacéo 100%
Heterozigdtico ADN de 70ng/reagao 100%
Homozigoético mutado ADN de 70ng/reacéo 100%
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Genétipo da amostra:Fator Il

Sensibilidade analitica

Concordancia diagnéstica

G20210A
Tipo selvagem ADN de 70ng/reacéo 100%
Heterozigdtico ADN de 70ng/reacéo 100%
Homozigoético mutado ADN de 70ng/reacéo 100%

Genotipo da amostra: MTHFR

Sensibilidade analitica

Concordancia diagnéstica

Ce77T
Tipo selvagem ADN de 70ng/reacéo 100%
Heterozigético ADN de 70ng/reagao 100%
Homozigotico mutado ADN de 70ng/reacéo 100%

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.

Table 41
Condicoes de transporte/armazenamento
Amostra Requisitos de colheita +16/+26 °C
(temperatura +2/+8°C -20+10°C -70x15°C
ambiente)
Sangue Total EDTA <3d <7d <30d <1ano

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

Procedimentos ELITe InGenius

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

Antes da analise

1. Ligue o ELITe InGenius. 2. Verifique os controlos: Positive

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

Control e Negative Control no menu
“Controls” (Controlos).

Nota: Ambos devem ter sido

3. Descongele os tubos de PCR Mix.
Submeta a vértice suave.

Selecione o modo “CLOSED” Centrifugue durante 5 s.

(Fechado). executados, aprovados e nao ter

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

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

2. Verifique os volumes de extracao:
Entrada: “200 pL”, eluigdo: “200 pL”

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

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

52M ELITe_WB_200_200
52M ELITe_FIl_WB_200_200

52M ELITe_FV_WB_200_200
52M ELITe_MTHFR_WB_200_200
52M ELITe_FVFII_WB_200_200

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

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

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

8. Feche a porta. Iniciar a execugéo

9. Visualize, aprove e guarde os
resultados

macgodes sobre o procedimento.

NOTE

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

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

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

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

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

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

52M ELITe_PC ou
52M ELITe_NC ou

52M ELITe_WB_200_200

52M ELITe_FIl_WB_200_200

52M ELITe_FV_WB_200_200
52M ELITe_MTHFR_WB_200_200
52M ELITe_FVFII_WB_200_200

5. Selecione o método “PCR Only”
(Apenas PCR) e a posigao da amostra:
"Elution tube" (Tubo de elui¢ao)

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

7. Carregar: Rack de PCR Cassette e
rack de Elution tube (Tubo de eluigéo)
com o acido nucleico extraido

8. Feche a porta. Iniciar a execugéo

Visualize, aprove e guarde os
resultados

Procedimentos ELITe BeGenius

O utilizador é guiado passo a passo pela interface gréafica do utilizador (GUI) do software ELITe BeGenius para
configurar a execucado. Todos os passos: extracdo, PCR em tempo real e a interpretagdo dos resultados sao
realizados automaticamente. Estao 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.

2. Verifique os controlos: Positive
Control e Negative Control no menu
“Controls” (Controlos)._Nota: Ambos
devem ter sido executados, aprovados

3. Descongele os tubos de PCR Mix.
Submeta a vortice suave.
Centrifugue durante 5 s.

Selecione o modo  “CLOSED” - .
(Fechado). e nao ter expirado.
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Procedimento 1 - Execugao completa: Extract + PCR (Extrair+PCR) (p. ex., amostras)

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

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

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

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

52M ELITe_Be_WB_200_200
52M ELITe_FIl_Be_WB_200_200

52M ELITe_FV_Be_WB_200_200

52M ELITe_MTHFR_Be_WB_200_200
52M ELITe_FVFII_Be_WB_200_200

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 elui¢ao e insira-o na Cooler
Unit

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

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

8. Feche a porta. Iniciar a execugéo

9. Visualize, aprove e guarde os
resultados

macodes sobre o procedimento.

NOTE

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

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

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

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

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

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

52M ELITe_Be_PCou

52M ELITe_Be_NC ou

52M ELITe_Be WB_200_200

52M ELITe_FIll_Be_WB_200_200

52M ELITe_FV_Be_WB_200_200
52M ELITe_MTHFR_Be_WB_200_200
52M ELITe_FVFII_Be_WB_200_200

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

6. Carregue o “PCR Rack” com “PCR
Cassette”

7. Feche a porta. Iniciar a execugéo

8. Visualize, aprove e guarde os
resultados
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