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Instrugdes de Utilizacao (IFU) g SpeeDX
1 Utilizagdo prevista

O ensaio ResistancePlus® MG FleXible é um teste de PCR em tempo real de diagnéstico qualitativo multiplexado in vitro
para identificagdo de M. genitalium e detecdo de mutacdes no gene ARNr 23S (A2058G, A2059G, A2058T e A2058C,
numeracao de Escherichia coli), associadas a resisténcia a azitromicina (antibiético macrolideo). Destina-se a ajudar no
diagnostico de M. genitalium e deteta mutagdes associadas com a resisténcia a azitromicina na M. genitalium e deve ser
utilizado em conjunto com informagdes clinicas e outras informagdes laboratoriais.

O ensaio ResistancePlus® MG FleXible pode ser utilizado com os seguintes tipos de espécimes: urina masculina e
feminina, esfregaco vaginal, esfregaco do colo uterino, esfregaco retal e esfregaco da uretra, de pacientes sintomaticos e
assintomaticos.

Resultados negativos ndo excluem infegées por M. genitalium e ndo confirmam suscetibilidade a azitromicina, uma vez
que podem existir outros mecanismos de fracasso do tratamento.

O ensaio ResistancePlus® MG FleXible destina-se a ser utilizado em ambientes profissionais, tais como hospitais ou
laboratorios de referéncia ou do Estado. Ndo se destina a autodiagnostico, utilizagdo domiciliaria, ou utilizagdo no
consultério médico.

O ensaio ResistancePlus® MG FleXible é realizado em Sistemas de Instrumentos GeneXpert®.

2 Resumo e explicagéo do teste

2.1 Descrigao do patégeno

A M. genitalium é uma pequena bactéria que se encontra no trato urogenital humano e que foi associada a uma variedade
de infegdes sexualmente transmissiveis (IST). Nos homens, é a segunda maior causa de uretrite ndo-gonocécica (UNG),
e é responsavel por 15-40% dos casos?, e esta também associada com prostatite, epididimite e balanopostite, inflamacédo
da glande e do preptcio 2. Nas mulheres, esta associada com cervicite, doenga inflamatéria pélvica (DIP), incluindo
endometrite (inflamac&o do revestimento do endométrio) e salpingite (inflamacéo das trompas de Falopio)2-2-4,

A azitromicina é frequentemente usada para o tratamento de M. genitalium e para a gestéo sindromica de IST como UNG
e cervicite. A azitromicina pertence a classe de antibiéticos macrolideos e atua ligando-se ao ARNr 23S para inibir a sintese
proteica. Mutagdes pontuais no gene ARNr 23S da M. genitalium, A2058G, A2059G, A2058T, A2058C e A2059C
(numeragédo de E. coli), foram associadas com o fracasso do tratamento e/ou resisténcia in vitro a azitromicina®-%. As
mutag8es mais frequentes sdo A2058G e A2059G-.

2.2 Principio do procedimento

O ensaio ResistancePlus® MG FleXible é um teste de PCR em tempo real de diagndstico in vitro para a identificagéo de
M. genitalium e dete¢&o de mutagdes no gene ARNr 23S (A2058G, A2059G, A2058T e A2058C, numeracao de Escherichia
coli), associadas a resisténcia a azitromicina (antibiético macrolideo). O ensaio ResistancePlus® MG FleXible é realizado
nos Sistemas de Instrumentos Cepheid GeneXpert®.

Os Sistemas de Instrumentos Cepheid GeneXpert® incluem purificagdo de amostra, amplificagdo de acido nucleico,
detecdo de PCR em tempo real, e relatério dos resultados. O sistema é composto por um instrumento e um computador
pessoal, com um software pré-instalado para executar os ensaios e visualizar os resultados. Para mais informacdes,
consulte o Manual do Operador relevante do Sistema de Instrumentos GeneXpert®.

O ensaio ResistancePlus® MG FleXible exige cartuchos FleXible descartaveis, aos quais o utilizador junta a amostra e a
Mistura de Reacédo PCR, para serem carregados no instrumento.

O ensaio ResistancePlus® MG FleXible inclui um Controlo Interno para monitorizar a eficiéncia da extrac&o e a inibicdo da
PCR. As Células de Controlo Interno contém o template de ADN para controlo interno, que é adicionado a amostra e é co-
extraido e co-amplificado na reagdo de PCR em tempo real. A interpretacdo dos resultados do ensaio ResistancePlus®
MG FleXible é automatizada pelo software do Sistema GeneXpert® Dx ou Infinity Xpertise, a partir de sinais fluorescentes
medidos e algoritmos de célculo integrados, para determinar a dete¢do de M. genitalium e de mutagdes do ARNr 23S.

O ensaio ResistancePlus® MG FleXible utiliza bases PlexPrime® para a amplificagéo sensivel e especifica dos alvos de
mutacdo do ARNr 23S e enzimas PlexZyme® para a detegdo multiplexada de PCR em tempo real sensivel e especifica de
sequéncias alvo.

2.3 Principio da tecnologia

A PCR em tempo real (QPCR) pode ser utilizada para amplificar e detetar acidos nucleicos-alvo especificos de patégenos.
PlexPCR® ¢ uma tecnologia de PCR em tempo real que utiliza enzimas PlexZyme® que detetam e assinalam o produto
amplificado, através da geragéo de um sinal fluorescente (Figura 1). As bases PlexPrime® podem ser utilizadas para a
amplificagéo especifica de sequéncias com mutacéo, que é emparelhada com a detecdo PlexZyme® especifica da mutagio
(Figura 2).
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As enzimas PlexZyme® sdo complexos de ADN cataliticos, compostos por dois oligos de ADN, denominados “Enzimas
Parciais”. Cada Enzima Parcial tem uma regido especifica do alvo, um nucleo catalitico e uma regido de ligagdo da sonda
universal. Quando o produto-alvo esti presente, as duas Enzimas Parciais ligam-se de forma adjacente, para formar a
PlexZyme® ativa, que tem atividade catalitica para clivar uma sonda etiquetada. A clivagem separa os corantes fluoréforo
e supressor, produzindo um sinal fluorescente que pode ser monitorizado em tempo real. As enzimas PlexZyme® tém
especificidade adicional quando comparadas com tecnologias de detecdo alternativas, uma vez que é necessaria a ligacédo
de duas Enzimas Parciais para haver detegdo. As enzimas PlexZyme® também s&o enzimas de rotatividade mdiltipla, e
varias sondas podem ser clivadas durante cada ciclo de PCR, resultando num sinal forte e sensivel. Os ensaios PlexZyme®
sdo altamente sensiveis e especificos e sdo ideais para a detegdo multiplexada de patégenos.

As bases PlexPrime® tém trés regides funcionais. A regido longa de 5' fixa a base a uma determinada localizagéo, e a
regido curta de 3’ dirige-se seletivamente a extensdo da base mutante. Entre as regides de 5’ e 3’ fica uma sequéncia de
Insercdo, que funciona como uma estrutura intercalar que insere uma sequéncia independente do alvo no amplicon
resultante e aumenta a press&o seletiva da regido de 3'. Em multiplex, cada base PlexPrime® é concebida para se dirigir a
uma base mutante especifica e ird incorporar uma sequéncia de Inserg&o Unica, produzindo assim distintas sequéncias de
amplicon mutante. Ao contrario de outras tecnologias de detecdo baseadas em sondas, a enzima PlexZyme® pode ser
sobreposta a base PlexPrime® para se dirigir ao amplicon mutante especifico que contém a base mutante e a sequéncia
de Insergdo incorporada. A combinacdo Unica das bases PlexPrime® acopladas a enzimas PlexZyme® permite a
amplificagdo especifica de sequéncias mutantes e a detecéo especifica em multiplex.

Figura 1. Representagédo esquematica da detecg&o e sinalizagdo universal PlexZyme®
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Figura 2. Representagédo esquematica da base PlexPrime® emparelhada com a detegdo PlexZyme®. A base
PlexPrime® amplifica especificamente a sequéncia mutante e as enzimas PlexZyme® detetam especificamente o
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3 Conteudo do kit

Numero de testes: 10 reacdes

Tabela 1. Contetdo do kit ResistancePlus® MG FleXible

Caixa N.° | PecaN.° Contetdo Descricao Quantidade

Plex Mastermix Mistura inicial com componentes necessarios

Azul (Mistura Inicial Plex), para gPCR incluindo dNTPs, ADN polimerase 1 x 440 pL
2x e tampéo

. . Mistura com oligonucleotideos” para
Castanha mg:ggg)leé)((Mstura amplificacéo e detegdo de M. genitalium, 1 x50 pL
’ mutacdes do ARNr 23S e controlo interno

Internal Control Cells Células de controlo interno com template de

Vermelha (Células de Controlo ADN de controlo interno para monitorizar a 1 x 100 pL

1 2000410-R Interno)* eficiéncia de extragao e amplificacéo
i ®

Re5|§tancePIus MG Etiquetas para cartuchos, com cédigo de
FleXible Labels o p

N/A (Etiquetas barra_s especifico do It_)te, Numero de L9te 10 etiquetas
ResistancePlus® MG Egnénpal, prazo de validade e informagdes
FleXible)*
MG FleXible Mix label Etiqueta para identificar a mistura de reag&o

NIA ﬁAEi%queta MG FleXible MG FleXible (utilizacéo facultativa) 1 efiqueta

2000410- ResistancePlus® MG
CART FleXible Cartridge Cartucho descartavel para processamento de 10
2 N/A (Cartucho amostras, amplificacdo e detecéo de acido cartuchos

ResistancePlus® MG nucleico
FleXible)

# Armazenar os tubos para templates separadamente das misturas de oligo, i.e. numa sala de manuseamento de templates ou de acido

nucleico

~ Os oligonucleotideos séo pares de bases PCR (incluindo bases PlexPrime®), enzimas PlexZyme® e sondas fluorescentes

* N&o eliminar as etiquetas dos cartuchos

4 Transporte e armazenamento

- Osreagentes do ensaio (contidos na Caixa 1) dos kits de ResistancePlus® MG FleXible sdo expedidos em embalagens
com gelo seco ou com gel congelado. Armazenar os componentes de ensaio a -25°C a -15°C ap0s recegéo.
Recomenda-se que os ciclos de congelamento/descongelamento se limitem a menos de 8. Consultar a Secgéo 8.2
para condigcbes de armazenamento e recomendaces de congelamento/descongelamento da mistura de reagao
combinada MG FleXible.

- Os cartuchos de ResistancePlus® MG FleXible sdo expedidos e armazenados a temperaturas entre 2 °C — 28 °C.

- Quando armazenado nas condigdes recomendadas e corretamente manuseado, a atividade do kit é preservada até ao
prazo de validade referido no rétulo. Nao utilizar ap6s o prazo de validade.

- Qualguer incidente grave deve ser comunicado a SpeeDx para o endereco de e-mail tech@speedx.com.au

5  Adverténcias e precaucdes

5.1 Geral
- Exclusivamente para utilizag&o para diagndstico in vitro.

- Leia cuidadosamente estas Instru¢des de Utilizagdo antes de usar. Cumpra estritamente os procedimentos tal como
descritos, para garantir a fiabilidade dos resultados dos testes. Quaisquer desvios a estes procedimentos podem afetar
o desempenho dos testes.

- Os utilizadores devem ter formagdo adequada na utilizagdo do ensaio ResistancePlus® MG FleXible.

- Qualquer incidente grave deve ser comunicado ao fabricante e a autoridade competente do Estado-Membro onde o
utilizador e/ou o doente estejam estabelecidos
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5.2 Laboratério

- Precaucdes basicas para evitar a contaminacédo de reagGes de PCR incluem a utilizacdo de ponteiras de pipeta
esterilizada com filtro para a preparagéo da Mistura de Reagéo de PCR, a utilizagdo de uma nova ponteira de pipeta
para cada agéo de pipetagem, e a separacao do fluxo de trabalho.

- Recomenda-se que a preparagdo da mistura inicial, a adicdo de amostras e a termociclagem sejam realizadas em
espagos fisicamente separados. No minimo, o instrumento de PCR deve estar idealmente numa diviséo diferente das
areas onde as reagdes sdo preparadas.

- Recomenda-se o cumprimento de precaucdes laboratoriais de rotina. Quando manusear reagentes, utilize
equipamento de protecéo individual, tal como luvas, equipamento de protegdo ocular e bata de laboratério.

- Podem estar presentes organismos patogénicos nos espécimes clinicos, bem como nos cartuchos usados. Trate todos
os espécimes bioldgicos e cartuchos utilizados como potencialmente infeciosos e siga os procedimentos de seguranca
da sua instituicdo para 0 manuseamento de produtos quimicos e amostras bioldgicas.

- Siga os procedimentos de eliminacdo de residuos perigosos da sua instituicdo para a eliminacdo adequada dos
cartuchos utilizados.

5.3 Manuseamento de espécimes

- Os espécimes devem ser colhidos, transportados e armazenados utilizando técnicas laboratoriais padrédo ou de acordo
com as instrucdes do kit de colheita.

5.4 Ensaio/Reagente
- N&o abra a tampa do cartucho exceto para adicionar a Mistura de Reacéo e a amostra.

- Nao utilize um cartucho que apresente danos, tenha caido ou sido sacudido, ou apresente sinais de fuga ou
cristalizagcdo do reagente.

- Nao coloque a etiqueta de ID da amostra na tampa do cartucho nem na etiqueta do codigo de barras.
- Na&o utilize um cartucho que tenha um tubo de reagao danificado.

- Cada cartucho é de uso Unico. N&o reutilize cartuchos processados.

- Nao utilize reagentes, cartuchos e etiquetas com nameros de Lote Principal diferentes.

- Os reagentes de ensaio contém tampéo IDTE, que pode causar irritacdo ocular grave. Recomenda-se que o
manuseamento de reagentes seja feito numa area com boa ventilagdo e que seja usado equipamento de protecéo
individual apropriado, como luvas, 6culos de protecéo e batas de laboratério.

55 Precauc¢des de seguranca

A AVISO - O reagente de lise (contido no cartucho) contém tiocianato de guanidina
Classe de perigo:

- Toxicidade oral aguda 4

- Ligeira irritagdo cutanea 3.

- Ligeira irritagdo ocular 2B.
Adverténcias de perigo:

- H302: Nocivo por ingestéo.

- EUH301: Em contacto com &cidos liberta gases toxicos.
Recomendacg6es de prudéncia:

- P264: Lavar cuidadosamente apds manuseamento.

- P270: Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto.

- P301+P312: EM CASO DE INGESTAO: Em caso de indisposicdo, contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

- P330: Enxaguar a boca.

- P501: Eliminar o contetdo e/ou o recipiente de acordo com a legislac&o local, regional, nacional e/ou internacional.
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Estdo disponiveis Fichas de Dados de Seguranca (FDS) mediante pedido. Contactar o apoio técnico na Sec¢éo 16 para
mais informacdes.

6 Produtos e consumiveis relacionados

Material de controlo positivo

- Kit de controlo positivo ResistancePlus® MG S2A (SpeeDx, n.° de cat. S2A-95004)

Consumiveis gerais de laboratério
- Luvas e batas de laboratério lavadas
- Agitador tipo Vortex
- Centrifugadora de bancada para tubos de 1,5 mL
- Micropipetas abrangendo a gama 10-100 pL
- Ponteiras de pipeta esterilizadas, resistentes a aerossois, isentas de DNAse e RNAse

- Pipetas de transferéncia estéreis com capacidade para transferir um volume minimo de 1mL

Para o instrumento GeneXpert®

- Sistema de Instrumentos GeneXpert®: Instrumento GeneXpert®, computador com software GeneXpert® Versdo 4.7b ou
superior

- Leitor de cédigos de barras

Para o GeneXpert® Infinity-48s ou Infinity-80:

- software Xpertise versao 6.4b ou superior

Material de controlo negativo

- Amostra negativa conhecida (fornecida pelo utilizador final) (A amostra negativa conhecida é um controlo negativo do
processo, baseado numa amostra negativa previamente testada ou numa matriz negativa, que pode ser utilizado
durante o processo para garantir que a extracéo e a amplificagéo funcionaram adequadamente, pois tém o Cl.)

Dispositivos de colheita de amostras

- Kit de colheita de Espécime Vaginal/Endocervical Xpert® (Cepheid, Cat n.° SWAB/A-50)
- Kit de colheita de Espécime de Esfregaco Xpert® (Cepheid, Cat n.° SWAB/G-50)

- Kit de colheita de Espécime de Urina Xpert® (Cepheid, Cat n.° URINE/A-50)

- Copo esterilizado de colheita de urina

- FLOQSwab™ Regular em 3 mL de meio UTM™ (Copan, Cat n.° 346C ou 306C (EUA))
- Meio de PCR Cobas® (Roche, Cat n.° 06466281190)

- Esfregaco seco, ressuspenso em 3 mL de PBS
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Figura 3. Descrigédo do procedimento
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Nota: Os nomes dos reagentes fornecidos aparecem em italico e a cor da tampa do tubo é apresentada a frente, entre
paréntesis.

8.1 Colheita, transporte e armazenamento de amostras

A urina masculina e feminina, o esfregacgo vaginal, o esfregaco do colo uterino, o esfregaco retal e o esfregaco da uretra,
de pacientes sintomaticos e assintomaticos, devem ser colhidos, transportados e armazenados utilizando técnicas
laboratoriais padréo ou de acordo com as instru¢des do kit de colheita.

8.1.1 Dispositivos de colheita de amostras validados

A colheita, a conservagéo e o transporte de amostras inadequado ou inapropriado pode causar resultados de teste falsos.
A formagédo adequada na colheita de amostras € vivamente recomendada para garantir a qualidade e a estabilidade das
amostras.

Os dispositivos de colheita de amostras que foram validados com o kit ResistancePlus® MG FleXible s&o incluidos abaixo
com indicacGes resumidas relativas as instrugdes do fabricante do dispositivo para colheita, manuseamento e transporte.
Estas instrugdes ndo visam substituir ou invalidar quaisquer instru¢des facultadas pelo fabricante. Consulte sempre os
métodos de colheita adequados nas instrugdes do fabricante do dispositivo de colheita de amostras.

Antes de qualquer método de colheita, pessoal qualificado tem de assegurar que compreende adequadamente o dispositivo
e a metodologia. No minimo, deve consultar a descrigdo do teste relativamente ao seguinte: indicagdo do tipo de amostra,
volume suficiente, procedimento(s), materiais de colheita necessarios, preparacao do doente, manuseamento adequado e
instrucdes de conservacao.

8.1.2 Kit de colheita de amostra vaginal/endocervical Xpert® (Cepheid, n.° de cat. SWAB/A-50): colheita, transporte e
conservacéo

8.1.2.1 Colheita, transporte e conservacdo de amostras de exsudado vaginal obtidas por zaragatoa

Abaixo encontram-se resumidas as instru¢gdes para a colheita e o transporte de amostras de exsudado vaginal feminino
obtidas por zaragatoa com o kit de colheita de amostra vaginal/endocervical Xpert® (Cepheid, n.° de cat. SWAB/A-50)

1. Abra a embalagem exterior destacavel (que contém o kit de duas embalagens), identifique a zaragatoa de
limpeza maior, e elimine-a.

2. Abra a embalagem que contém o tubo de reagente de transporte de zaragatoa Xpert com a tampa cor-de-rosa
e a zaragatoa de colheita embalada individualmente. Ponha o tubo de parte antes de comegar a colher a
amostra.

3. Abra o involucro da zaragatoa de colheita, puxando a parte superior do invélucro.

4. Remova a zaragatoa, tendo o cuidado de ndo tocar na ponta nem poisa-la. Se tocar na ponta, poisar ou deixar
cair a zaragota, pe¢a um kit de colheita novo.

5. Segure a zaragatoa com a méo, colocando o polegar e o indicador a meio da haste da zaragatoa.

6. Introduza cuidadosamente a zaragatoa na vagina, cerca de 5 cm dentro da abertura vaginal e gire suavemente
a zaragatoa durante 10 a 30 segundos. Certifique-se de que a zaragatoa toca nas paredes da vagina, de modo
que a humidade seja absorvida pela zaragatoa.

7. Retire a zaragatoa cuidadosamente.

8. Enquanto segura a zaragatoa na mesma mao, desaperte a tampa do tubo de reagente de transporte de
zaragatoa Xpert.

9. N&o derrame o contetdo do tubo. Se o contetddo do tubo for derramado, peca um kit de colheita novo.

10. Coloque imediatamente a zaragatoa de colheita de amostra no tubo de reagente de transporte.

11. Identifique a linha marcada na haste da zaragatoa de colheita. Quebre cuidadosamente a haste da zaragatoa
contra a parte lateral do tubo pela linha marcada e elimine a parte superior da haste da zaragatoa, tendo
cuidado para que o contetido néo salpique.

12. Volte a colocar a tampa no tubo de reagente de transporte de zaragatoa e aperte-a bem.

13. Inverta ou agite suavemente o tubo 3 a 4 vezes para eluir o material da zaragatoa. Evite fazer espuma.

14. Identifique o tubo de transporte com as informagdes de identificagdo da amostra, incluindo a data de colheita,
conforme necessario.

15. Descontamine e elimine todas as amostras, reagentes e outros materiais potencialmente contaminados de
acordo com os regulamentos locais, estaduais e nacionais.

16. Transporte e conserve o tubo de reagente de transporte de zaragatoa Xpert entre 2 °C e 30 °C durante até
60 dias.
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8.1.2.2 Colheita, transporte e conservacéo de amostras obtidas por zaragatoa endocervical

A seguir, encontram-se resumidas as instru¢bes para a colheita e o transporte de amostras obtidas por zaragatoa
endocervical feminina com o kit de colheita de amostra vaginal/endocervical Xpert® (Cepheid, n.° de cat. SWAB/A-50)

1. Abra o kit de colheita de amostra vaginal/endocervical Xpert CT/NG.

2. Antes de colher a amostra endocervical com o kit de colheita de amostra vaginal/endocervical Xpert CT/NG,
remova 0 muco excessivo do orificio cervical e da mucosa circundante, utilizando a zaragatoa de limpeza
embalada individualmente. Abra parcialmente o invélucro da zaragatoa de limpeza maior e retire a zaragatoa.
Limpe o orificio cervical e a mucosa circundante e, em seguida, elimine a zaragatoa.

Nota: em caso de colheita de varias amostras, apenas é necessario remover 0 muco excessivo uma vez.

3. Abra a embalagem que contém o tubo de reagente de transporte de zaragatoa Xpert com a tampa cor-de-rosa
e a zaragatoa de colheita embalada individualmente. Ponha o tubo de parte antes de prosseguir.

4. Abra o involucro da zaragatoa de colheita, puxando a parte superior do invélucro.

5. Remova a zaragatoa, tendo o cuidado de ndo tocar na ponta nem poisa-la. Se tocar na ponta, poisar ou deixar
cair a zaragota, pega um kit de colheita novo.

6. Introduza a zaragatoa de colheita no canal endocervical.

7. Rode suavemente a zaragatoa para a direita durante 10 a 30 segundos no canal endocervical para garantir a
colheita adequada da amostra.

8. Retire a zaragatoa cuidadosamente.

9. Enquanto segura a zaragatoa na mesma mao, desaperte a tampa do tubo de reagente de transporte de
zaragatoa Xpert CT/NG.

10. N&o derrame o contetido do tubo. Se o contetdo do tubo for derramado, pe¢a um kit de colheita novo.

11. Identifique a linha marcada na haste da zaragatoa de colheita. Quebre cuidadosamente a haste da zaragatoa
contra a parte lateral do tubo pela linha marcada e elimine a parte superior da haste da zaragatoa, tendo
cuidado para que o contelido néo salpique.

12. Volte a colocar a tampa no tubo de reagente de transporte da zaragatoa e aperte-a bem.

13. Inverta ou agite suavemente o tubo 3 a 4 vezes para eluir o material da zaragatoa. Evite fazer espuma.

14. Rotule o tubo de transporte com as informagdes de identificacéo da amostra, incluindo a data de colheita,
conforme necessario.

15. Descontamine e elimine todas as amostras, reagentes e outros materiais potencialmente contaminados de
acordo com os regulamentos locais, estaduais e nacionais.

16. Transporte e conserve o tubo de reagente de transporte de zaragatoa Xpert entre 2 °C e 30 °C durante até
60 dias.

8.1.3 Kit de colheita de amostra por zaragatoa Xpert® (Cepheid, n.° de cat. SWAB/G-50): colheita, transporte e

conservacgao

A seguir, encontram-se resumidas as instru¢des para a colheita e o transporte de amostras retais masculinas e femininas
obtidas por zaragatoa com o kit de colheita de amostra por zaragatoa Xpert® (Cepheid, n.° de cat. SWAB/G-50)

1. Abra o kit de colheita de amostra por zaragatoa Xpert.

2. Abra a embalagem exterior destacavel (que contém o kit de duas embalagens), identifique a zaragatoa de
limpeza maior, e elimine-a.

3. Abra o invélucro da zaragatoa de colheita, puxando parcialmente a parte superior do invélucro.

4. Remova a zaragatoa, tendo o cuidado de néo tocar na ponta nem poisa-la. Se tocar na ponta, poisar ou deixar
cair a zaragota, utilize um novo kit de colheita de amostra por zaragatoa Xpert.

5. Introduza cuidadosamente a zaragatoa cerca de 1 cm apos o esfincter anal (de modo que as pontas de fibra
deixem de estar visiveis) e rode suavemente.

6. Enquanto segura a zaragatoa na mesma mao, desaperte a tampa do tubo de reagente de transporte de
zaragatoa Xpert.

7. N&o derrame o contetdo do tubo. Se o contetido do tubo for derramado, utilize um kit de colheita novo.

Coloque imediatamente a zaragatoa no tubo de reagente de transporte.

9. Identifique a linha marcada na haste da zaragatoa de colheita. Quebre cuidadosamente a haste da zaragatoa
contra a parte lateral do tubo pela linha marcada e elimine a parte superior da haste da zaragatoa, tendo
cuidado para que o contetido ndo salpique. Em caso de exposicéo, lave com agua e sabao.

10. Volte a colocar a tampa do tubo de reagente de transporte de zaragatoa e aperte-a bem.

11. Inverta ou agite suavemente o tubo 3 a 4 vezes para eluir 0 material da zaragatoa. Evite fazer espuma.

12. Identifique o tubo de transporte com as informagdes de identificagdo da amostra, incluindo a data de colheita,
conforme necessario.

13. Transporte e conserve as amostras obtidas por zaragatoa no tubo de reagente de transporte da zaragatoa
Xpert entre 2 °C e 30 °C durante até 60 dias.

©
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8.1.4 Kit de colheita de amostra de urina Xpert® (Cepheid, n.° de cat. URINE/A-50): colheita, transporte e conservacio

A seguir, encontram-se resumidas as instru¢@es para a colheita e o transporte de amostras de urina masculina e feminina

com o kit de colheita de amostra de urina Xpert® (Cepheid, n.° de cat. URINE/A-50)

1. O doente nao deve ter urinado, pelo menos, 1 hora antes da colheita da amostra. As doentes do sexo feminino
ndo devem limpar a area dos labios vulvares antes da colheita da amostra. Os doentes do sexo masculino ndo
devem limpar a ponta do pénis antes da colheita da amostra.

2. Dé instrucdes ao doente para colher o primeiro jato de urina (aproximadamente 20 mL a 50 mL do jato de urina
inicial) para um frasco de colheita de urina sem conservantes. A colheita de volumes de urina maiores pode
resultar na diluicdo da amostra, o que pode diminuir a sensibilidade do teste.

3. Certifiqgue-se de que a urina estd bem misturada no recipiente de urina antes de transferir a amostra para o
tubo de reagente de transporte de urina Xpert.

4. Abra a embalagem de uma pipeta de transferéncia descartavel fornecida com o kit.

Remova a tampa do tubo de reagente de transporte de urina Xpert e do recipiente de colheita de urina.

6. Introduza a pipeta de transferéncia no recipiente de urina, de modo que a ponta fique junto ao fundo. Transfira

aproximadamente 7 mL de urina para dentro do tubo de reagente de transporte de urina Xpert utilizando a

pipeta de transferéncia descartavel. O volume correto de urina foi adicionado quando o nivel atinge a linha

preta tracejada no rétulo do tubo de reagente de transporte de urina Xpert.

Volte a colocar a tampa do tubo de reagente de transporte de urina Xpert e aperte-a bem.

Inverta o tubo de reagente 3 a 4 vezes para garantir que a amostra e o reagente estdo bem misturados.

Feche bem o recipiente de urina.

10. lIdentifique o tubo de transporte com informacgdes de identificacdo da amostra, incluindo a data de colheita,
conforme necessario. Tenha cuidado para ndo obscurecer a linha de enchimento no tubo de reagente de
transporte de urina Xpert.

11. Transporte e conserve as amostras de urina feminina no tubo de reagente de transporte de urina Xpert entre
2 °C e 30 °C durante até 3 dias ou entre 2 °C e 15 °C durante até 45 dias.

12. Transporte e armazene as amostras de urina masculina no tubo de reagente de transporte de urina Xpert entre
2 °C e 30 °C durante até 45 dias.

o
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8.1.5 Recipiente de colheita de urina estéril: colheita, transporte e conservacéo

Pode ser utilizado um recipiente de colheita de urina estéril para colheita de amostras de urina limpa. Devido a variabilidade,
consulte os métodos de colheita apropriados no folheto informativo do fabricante. Transporte e conserve utilizando técnicas
laboratoriais padréo.

8.1.6 FLOQSwab™ normal em 3 mL de meio UTM™ (Copan, n.° de cat. 346C ou 306C [EUA]): colheita, transporte e
conservacéo
A seguir, encontram-se resumidas as instru¢fes para a colheita e o transporte de amostras vaginais femininas obtidas por
zaragatoa com a FLOQSwab™ normal em 3 mL de meio UTM™ (Copan, n.° de cat. 346C ou 306C [EUA])
1. Abra aembalagem do kit UTM e retire o tubo de teste de meio e o saco interno que contém a zaragatoa estéril.
2. Retire a zaragatoa estéril do respetivo saco e colha a amostra clinica; para evitar o risco de contaminacéo,
certifiqgue-se de que a ponta da zaragatoa entra em contacto apenas com o local de colheita.
3. Depois de colher a amostra, desaperte e remova a tampa do tubo de teste, tendo cuidado para ndo derramar o

meio.

4. Introduza a zaragatoa no tubo de teste até que o ponto de quebra esteja nivelado com a abertura do tubo de
teste.

5. Dobre e parta a zaragatoa no ponto de quebra, segurando o tubo de teste afastado do rosto, e elimine a parte
em excesso.

6. Volte a colocar a tampa no tubo de teste e feche-a hermeticamente.

7. Processe a amostra contida no UTM no prazo de 48 horas apés a colheita, conservando o tubo de teste entre
2°Ce25°C.

8. Antes de processar, agite no misturador de vértex durante 20 segundos para fomentar a libertagao da amostra
da zaragatoa e homogeneizar o meio.

8.1.7 Meio de PCR Cobas® (Roche, n.° de cat. 06466281190): colheita, transporte e conservagéo

A seguir, encontram-se resumidas as instrucdes para a colheita e o transporte de urina masculina e feminina em meio PCR
cobas® (Roche, n.° de cat. 06466281190).
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1. Misture e transfira a urina para o tubo de meio PCR cobas® utilizando uma pipeta descartavel (ndo fornecida).
Nota: a urina pode ser armazenada entre 2 °C e 30 °C durante até 24 horas antes de transferir para o tubo de
meio PCR cobas®.

2. O volume correto de urina foi adicionado quando o nivel de fluido esta entre as duas linhas pretas no rétulo do
tubo.

3. Feche bem o tubo de meio PCR cobas®.

Inverta o tubo 5 vezes para misturar. A amostra esta agora pronta para o transporte e o teste.

5. Transporte e conserve o tubo de meio PCR cobas® contendo a amostra de urina estabilizada entre 2 °C e
30 °C.

»

8.1.8 Zaragatoa seca, ressuspensa em 3 mL de PBS: colheita, transporte e conservacgao

As zaragatoas secas podem ser utilizadas para varias amostras colhidas pelos doentes e pelos médicos. Devido a
variabilidade, consulte os tipos de amostra e métodos de colheita apropriados no folheto informativo do fabricante.

8.2 Preparacdo de Mistura de Reagdo MG FleXible

Consultar Tabela 1 para a descri¢do do contetdo dos kits.

Nota: A configuragdo do ensaio tem de utilizar o mesmo nimero de Lote Principal de produto para a Caixa 1 (reagentes
de ensaio), Caixa 2 (cartuchos) e etiquetas ResistancePlus® MG FleXible (Figura 4 indicado a vermelho).

Nota: Verifique a integridade dos cartuchos e certifique-se que o tubo de reacéo esté intacto.

Nota: Verifigue que todos os reagentes e cartuchos estéo dentro do prazo de validade antes de usar e antes de colocar a
etiqueta no cartucho.

Figura 4. O namero de Lote Principal tem de ser o mesmo na Caixa 1 (esquerda; reagentes de ensaio
ResistancePlus® MG FleXible, Ref.2: 2000410-R), na Caixa 2 (centro; Cartuchos ResistancePlus® MG FleXible,
Ref.2: 2000410-CART) e nas etiquetas ResistancePlus® MG FleXible (direita)
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Cole a etiqueta ResistancePlus® MG FleXible na parte frontal do cartucho, como ilustrado em Figura 5.
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Figura 5. Aplicar etiqueta ResistancePlus® MG FleXible

\

éSpeeD; . {J

| ResistancePlus MG® Flaxible
\ o) r |
v

g SpeeDx

Nota: Antes de utilizar reagentes, descongele-os completamente, misture bem, agitando brevemente em Vortex, e

centrifugue

Para fazer a Mistura de Reagdo MG FleXible, pipete 44 pL de mistura MG+23S Mix (CASTANHA) para dentro do tubo de
mistura inicial Plex Mastermix (AZUL), conforme ilustrado em Figura 6. Esta Mistura de Reacgédo é suficiente para 10

reagdes.

Figura 6. Fazer a Mistura de Reac&o MG FleXible

;}.@
oo
ol

(Opcional) Para guardar restos de Mistura de Reacédo combinada MG FleXible, o contetido pode permanecer no tubo de
mistura inicial Plex Mastermix (AZUL) e o tubo pode ser reetiqguetado com a etiqueta MG FleXible Mix. Registe a data de

preparacao no espaco reservado na etiqueta.

- A Mistura de Reagdo MG FleXible combinada pode ser armazenada a -25°C a -15°C durante até 8 semanas.

Recomenda-se que os ciclos de congelamento/descongelamento se limitem a menos de 8.

Volte a colocar a tampa no tubo de mistura inicial Plex Mastermix (AZUL) e aperte-a. Agite em Vortex e

centrifugue conforme ilustrado em Figura 7.
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Figura 7. Agitar a Mistura de Reacdo MG FleXible em Vortex

~g N

Descarte o tubo de mistura MG+23S Mix (CASTANHO).

Abra a tampa do cartucho.

Pipete 44 pL da Mistura de Reagdo MG FleXible combinada para a Camara de Reagao (pequena abertura no lado esquerdo
do cartucho, conforme ilustrado em Figura 8). Insira a ponta verticalmente o maximo possivel dentro da camara, antes de
expelir solugdo. Bata suavemente com o fundo do cartucho na bancada, para assentar a solucéo.

Figura 8. Carregar a Mistura de Reacdo MG FleXible na Camara de Reacéao

-

.
; ‘ |
o

8.3 Adicao da amostra

Nota: Utilize unicamente pipetas de transferéncia para adicionar a amostra ao cartucho.

Abra a tampa do tubo de amostra, comprima a ampola da pipeta de transferéncia, insira a pipeta no tubo de amostra e
solte lentamente a ampola para encher a pipeta de transferéncia até & marca de 1 mL no tubo da pipeta. A amostra aspirada
néo deve conter bolhas de ar (Figura 9).

Figura 9. Aspirar a amostra para dentro da pipeta de transferéncia

< Wi
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Deite a amostra da pipeta de transferéncia para dentro da Camara da Amostra do cartucho (grande abertura na parte
inferior direita do cartucho) ilustrada em Figura 10.

Figura 10. Adicionar a amostra a Camara da Amostra

|

| 8SpeeDx

| ResistancePlus MG® Flexible |

| [ 1230887 |

| Tieens
P Srapenin

Adicione 10 pL de Células de Controlo Interno (VERMELHO) na Camara da Amostra conforme ilustrado em Figura 11.
Certifiqgue-se de que a ponta esta imersa na amostra antes de expelir as Células de Controlo Interno. Ndo misture nem
agite o cartucho.

Figura 11. Adicionar Células de Controlo Interno

Feche a tampa do cartucho conforme ilustrado em Figura 12.

Figura 12. Fechar tampa

(.

Nota: O cartucho deve ser carregado até 30 min. depois da preparagao.
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9 Programar o instrumento

O ensaio ResistancePlus® MG FleXible deve ser executado num Sistema de Instrumentos GeneXpert®, usando
Software GeneXpert® Vers&o 4.7b ou superior ou Software Infinity Xpertise Vers&do 6.4b ou superior.

O Ficheiro de Defini¢gbes do Ensaio (FDE) ResistancePlus MG FleXible tem de ser importado para o software antes
de executar o teste pela primeira vez.

Nota: Os passos a seguir baseiam-se no Software GeneXpert® Versdo 4.7b e podem diferir se o fluxo de trabalho
predefinido do sistema tiver sido alterado pelo administrador do sistema

9.1 Importar o FDE para o software
No menu principal do software GeneXpert® Dx
Selecione Define Assays (Definir Ensaios) (Figura 13)

Selecione Import (Importar) (Figura 14)

Figura 13. Menu principal — Selecionar Define Assays (Definir Ensaios)

** GeneXpert® Dx System
User Data Management Reports Setup Maintenance Define Assays About

e
] ¢

Create Test Check Status Stop Test View Results Define Assays Define Graphs Maintenance

Figura 14. Menu Define Assays — Selecionar Import (Importar)

| II

Na janela Import Assay (Importar Ensaio), va para a localizagdo do FDE e selecione Import (Importar) (Figura 15)

Figura 15. Navegar até a localizagcdo do FDE (esquerda) e Importar ensaio (direita)

User DataManagement Reports Setup Maintenance Define Assays About

um Data Management Reports Setup Maintenance Define Assays About

"ﬂ 1@ Bl @ |

Test Check Status Stop Test View Results

‘ﬁl T"lﬂ

View Results

BB Import Aszay - — B import Assay
Lookin: | S DVD RW Drive (D) ~| @l &) [o B8 Lookjn: | () GeneXpert Systems ~| (@) @) B8is=
[ Genexpert systems. | || Resistanceptus MG Flexible_t.9xa

| Package Insert

File Name: | &= file Mome:  |ResistancePlus MG FleXible_1.gua P ‘
Files of Type: | Assay Files (gxa) +| [Fl= Filon of Type: | Ausay Files (gxa) vl s
i
== =]
- — & T 5
[ ew || Detete Move To Top | tot || import | mow || Doteto Move ToTop | Lot | import |
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No software Infinity Xpertise, selecione o icone Home (Pagina Inicial) para exibir a area de trabalho da Pagina Inicial do
Software Xpertise

Selecione o botdao Setup (Configurar)
No menu Setup (Configurar), selecione Manage Assays (Gerir Ensaios)

Na area de trabalho Manage Assays (Gerir Ensaios), clique em Import (Importar). E exibida a caixa de didlogo Import
Assay (Importar Ensaio).

Va4 para a localizagdo do FDE, depois clique no botdo Open (Abrir) na caixa de dialogo Import Assay (Importar Ensaio).

9.2 Iniciar o teste

Nota: Os passos a seguir podem diferir se o administrador de sistema tiver alterado o fluxo de trabalho predefinido do
sistema.

No menu principal do software GeneXpert® Dx

Selecione Create Test (Criar Teste) (GeneXpert® Dx Figura 16) ou selecione Orders (Pedidos) e Order Test (Pedir
Teste) (Infinity Xpertise)

Figura 16. Menu Principal — Criar Teste

#* GeneXpert® Dx System
User DataManagement Reports Setup Maintenance About

™ [

Create Test, Check Status Stop Test View Results Define Assays Define Graphs

Na janela Create Test (Criar Teste) do software GeneXpert® Dx (Figura 17) ou na area de trabalho Order Test (Pedir Teste)
do software Infinity Xpertise:

Introduza a Patient ID (ID do Paciente) (opcional) através do leitor ou teclado
Introduza a Sample ID (ID da Amostra) através do leitor ou teclado

Selecione Scan Cartridge Barcode (Digitalizar Coédigo de Barras do Cartucho)

Digitalize o codigo de barras da etiqueta ResistancePlus® MG FleXible. Usando a informag&o do cédigo de barras,
o software preenche automaticamente as caixas dos seguintes campos:

- Select Assay (Selecionar Ensaio)

- Reagent Lot ID (ID de Lote de Reagente)
- Cartridge SN (NS do Cartucho)

- Expiration Date (Prazo de Validade)

Nota: Se o cddigo de barras da etiqueta ResistancePlus® MG FleXible ndo puder ser lido, contacte o apoio técnico (Secgéo
16) para obter instrugcdes sobre como proceder.

Para Select Assay (Selecionar Ensaio)

Verifique se o Name (Nome) é apresentado como “ResistancePlus MG FleXible”

Para iniciar o teste no Instrumento GeneXpert® Dx:
Clique Select Module (Selecionar Médulo) e escolha o0 médulo desejado
Selecione Start Test (Iniciar Teste) (introduza a palavra-passe, se necessario)
Uma luz verde intermitente indica o modulo selecionado

Carregue o cartucho com o tubo de reacéo virado para a parte de tras do médulo
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Feche a porta do moédulo

A luz verde deixa de piscar e permanece acesa, para indicar que o teste esta a decorrer

Para iniciar o teste no Instrumento GeneXpert® Infinity:
Selecione Submit (Submeter) (introduza a palavra-passe, se necessario)
Colocar o cartucho no tapete rolante

O instrumento Infinity carrega automaticamente o cartucho e executa o teste

Quando o teste estiver terminado:
Para o instrumento GeneXpert® DX:
A luz apaga-se e a porta abre-se

Os cartuchos tém de ser retirados manualmente e devem ser eliminados seguindo os procedimentos adequados
para a eliminagéo de residuos perigosos

Para o instrumento GeneXpert® Infinity:

O cartucho usado é automaticamente colocado no contentor de residuos
Figura 17. Janela Criar Teste

** Create Test E|
PatientID |Patient ID |
Sample ID |Samp|e In] \
Name Version
Select Assay | ResistancePlus MG FleXible - |
Select Module hd
R nt Lot ID |31891 | Expiration Date |2020/03/22 Cartridge SIN |0000000402
Test Type | Specimen - ‘
Sample Type | Other - ‘ Other Sample Type | |
Notes
Start Test H | Scan Cartridge Barcode | | Cancel
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10 Controlo de qualidade

Cada teste inclui um Controlo Interno e um Controlo de Verificagdo de Sonda (CVS).

O Controlo Interno (Cl) monitoriza a eficiéncia da extragéo e a inibicdo da PCR. As Células de Controlo Interno séo células
de Escherichia coli que contém o template de ADN para controlo interno que é adicionado a amostra e co-extraido e co-
amplificado na reagdo. O Cl é valido se cumprir os critérios de aceitacdo. Para uma amostra (analito) negativa, o Cl tem
de ser vélido para a amostra ser determinada como um negativo valido. Para uma amostra (analito) positiva, a gama de Cl
nao afeta o resultado global do teste.

Antes do inicio da PCR, é feita uma Verificacido de Sonda pelo Sistema GeneXpert®. O sinal fluorescente é medido para
monitorizar o carregamento da mistura, o enchimento do tubo de reacéo, a integridade da sonda e a estabilidade do
corante. A verificacdo da sonda é aprovada se cumprir os critérios de aceitacéo validados.

Devem ser feitos Controlos Externos (controlos positivo e negativo) em conformidade com os protocolos da sua institui¢do.
O kit de Controlo Positivo ResistancePlus® MG S2A é recomendado como material de controlo positivo para amplificagdo
de &cido nucleico. Consultar a Secgdo 11 para obter instrugdes de utilizagdo dos Controlos Positivos ResistancePlus® MG
S2A. Recomenda-se a utilizagdo de um espécime negativo conhecido como controlo negativo.

11 InstrugGes para Controlo Positivo ResistancePlus® MG S2A

O kit de Controlo Positivo ResistancePlus® MG S2A contém material de controlo positivo para mutages de ARNr 23S de
M. genitalium e ARNr 23S tipo selvagem de M. genitalium (Tabela 2).

Tabela 2. Contetdo do kit de Controlo Positivo ResistancePlus® MG S2A

Cor da tampa Conteudo Descricdo Quantidade
MG, 23S rRNA wild type . ~ .

Branca (MG, ARNr 23S  tipo Zin’jl;ralgtsesdtnia gosrz;r\%o l|:rc]>13|t|vo para detecédo de M. genitalium, 2 X100 pL
selvagem) p 9

Vemk MG, 23s rRNA A2058G | Template de controlo positivo para dete¢do de M. genitalium, 2% 100 Ul
(MG, ARNr 23S A2058G) mutagdo ARNr 23S A2058G H

. MG, 23S rRNA A2059G | Template de controlo positivo para detecdo de M. genitalium,

e (MG, ARNr 23S A2059G) mutagao ARNr 23S A2059G 2x100 pL

il MG, 23S rRNA A2058T | Template de controlo positivo para detecédo de M. genitalium, 2 % 100 ul
(MG, ARNr 23S A2058T) mutagdo ARNr 23S A2058T H
MG, 23S rRNA A2058C | Template de controlo positivo para detecdo de M. genitalium,

AEUEEL (MG, ARNr 235 A2058C) | mutacdo ARNF 23S A2058C 2x100 pt
Dilution Buffer (Solugéo- ; 10x1mL

N tampao de diluicao) Diluente

11.1  Instrucdes de utilizagédo

Nota: Antes de utilizar reagentes, descongele-os completamente, misture bem, agitando brevemente em Vortex, e

centrifugue

Prepare a Mistura de Reagéo MG FleXible conforme descrito na Secc¢éo 8.2.

1111

Preparacdo da amostra de Controlo Positivo com uma micropipeta

- Pipete 1 mL de Solugao-tampéo de diluicdo (NEUTRA) para dentro de um tubo de Controlo Positivo (por ex. MG, ARNr

23S tipo selvagem (BRANCO)).

- Volte a colocar a tampa e aperte-a. Agite no Vortex e centrifugue.

- Adicione 1 mL da amostra de Controlo Positivo diluida a um cartucho, conforme descrito na Seccéo 8.3.

- Inicie o teste de Controlo Positivo conforme descrito na Secgéo 9.2.
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11.1.2  Preparacédo da amostra de Controlo Positivo com uma pipeta de transferéncia

- Abraatampa do tubo de Solucdo-tampé&o de diluigdo (NEUTRA). Aperte a ampola da pipeta de transferéncia, introduza
lentamente a ponta da mesma no tubo de Solug&o-tampao de diluicdo até cerca de um quarto a contar do fundo. Alivie
suavemente a pressao na ampola, para encher a pipeta de transferéncia, enquanto faz avangar lentamente a ponta
da mesma até ao fundo do tubo (Figura 18). Certifique-se de que a pipeta de transferéncia enche aproximadamente
até a marca de 1 mL.

- Insira a pipeta de transferéncia no tubo de Controlo Positivo (por ex. MG ARNr 23S tipo selvagem (BRANCO)), de
modo a tocar a parede interior, e liberte suavemente a Solugdo-tampéao de Diluigdo da pipeta de transferéncia. Retire
a pipeta de transferéncia do tubo.

- Aperte a ampola da pipeta de transferéncia, introduza suavemente a ponta da pipeta de transferéncia no Controlo
Positivo diluido até abaixo do nivel do liquido, e solte suavemente a ampola, enquanto faz avancar lentamente a ponta
da mesma até ao fundo do tubo. Certifique-se de que a pipeta de transferéncia enche aproximadamente até a marca
de 1 mL.

- Deite 1 mL da amostra de Controlo Positivo diluida num cartucho, conforme descrito na Secc¢éo 8.3.
- Inicie o teste de Controlo Positivo conforme descrito na Secg¢éo 9.2.
Consulte a Seccao 13 para exemplos de resultados.

Figura 18. Adicionar 1 mL de Solugao-tampao de Diluicdo ao Controlo Positivo MG

- Dilution Buffer

" MG Positive Control

12 Interpretacdo de resultados

A interpretacdo de resultados do ensaio ResistancePlus® MG FleXible é automatizada pelo software do Sistema
GeneXpert®a partir de sinais fluorescentes medidos e algoritmos de céalculo integrados.

No menu principal do software GeneXpert® Dx
Selecione View Results (Ver Resultados) (Figura 19) > Selecione View Test (Ver Teste)
Na janela Select Test to Be Viewed (Selecionar Teste a Apresentar)

Selecione o teste desejado e selecione OK

IF-1IV0012 v7 (Janeiro de 2024) Pagina 22 de 42



Instrugdes de Utilizacao (IFU)

Figura 19. Visualizar Resultados (a apresentacédo pode variar dependendo da configuragao do utilizador)

#* GeneXpert® Dx System
User DataManagement Reports Setup Maintenance View Resulis About

I El

g SpeeDx

EIBX]

Save Changes || Export || Report

Patient ID

+* Select Test To Be Viewed

Module
Name

tus Stop Test View Results Define Assays Define Graphs Maintenance
| TestResult = Analyte Result | Detail | Errors | History = Support
‘ ‘ Assay Mame ResistancePlus MG FleXible Version 1
P [
i imary Curve LLE LU, genitalium DETECTED;
Sample ID 23S rRNA mutation DETECTED)
‘536 High_1 ‘ i
Assay ResistancePlus MG FleXibl i
Version 1 4 [For In Witro Disgnostic Use Only.
Test Type | Specimen H
Sample Type | Other -
Other Sample Type i
Noies : Views Legend
1| IResuit view 800 vl 7] M.genitalium; Primary B
“fPrimary Curve [ Qnaml Control; Primary
o [v || 23S rRNA mutation; Primary
£ 400 /
5
Module Name A1 2 P
2!
Reagent Lot ID* 31891 g
Start Time  07/121912:02:42 o 200
End Time 07/12/18 13:59:58 7
Status Done
User speedx

User Result

Start
Date

530G High_2 A2 speedy M_genitaliu. . |ResistancePlus . Done Ok 0721181203 |~
s — —
586G High_1 A1 speedx M. genitaliu.. ResistancePlus.. Done oK 0711219 12:02 |«

Na janela View Results (Ver Resultados)

Em Views (Vistas) > Selecionar Result View (Ver Resultados)

> Selecione o separador Test Result (Resultado do Teste) para ver o resultado global do teste

> Selecione o separador Analyte Result (Resultado do Analito) para ver os valores Ct para todos os analitos

Em Views (Vistas) > Selecione Primary curve (Curva primaria) para ver a curva de amplificacédo

No software Infinity Xpertise, selecione o botdo Results (Resultados) E apresentado o menu Results (Resultados).

No menu Results (Resultados), selecione o botéo View Results (Ver Resultados). E apresentada a janela View Results

(Ver Resultados).

Na janela View Results (Ver Resultados)

> Selecionar o separador Test Result (Resultado do Teste) para ver o resultado global do teste

> Selecione o separador Analyte Result (Resultado do Analito) para ver os valores Ct para todos os analitos

> Selecione Amplification Curve (Curva de Amplificagdo) para ver curvas de amplificagdo

NOTA: Recomenda-se firmemente que se proceda a revisdo das curvas de amplificagdo para todas as amostras positivas.
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13 Exemplos de resultados

Os seguintes exemplos mostram o Resultado Global do Teste a partir do separador Test Result (Resultado do Teste), e
curvas de amplificacé@o e Cts de Analito do separador Analyte Result (Resultado do Analito) dentro da janela View Results
(Ver Resultados) do software GeneXpert® Dx.

Exemplo 1. M. genitalium, amostra do mutante ARNr 23S

Result view > Test Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Teste)

Test Result
Assay Name FResistancePlus MG FleXible Version 1

Test Result . genitalium DETECTED;

23S rRNA mutation DETECTED

For InYitro Diagnostic Use Only.

Result view > Analyte Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Analito)

Analyte t EndPt Analyte Prabe

Mame Result Check

Result
M. genitalivm 20.6 364 POS FASS
Internal Contral 20.4 527 [ FASS
235 rERMNA mutation (211 334 POS FASS

Primary Curve (Curva Priméria)

Legend
00 [] [.7] M.genitalium; Primary
[¥l || Internal Control; Primary
500 [¥l || 23S rRNA mutation; Primary
o400
=
b
2 300
L=
=
200
100
Resultado do Teste Interpretagao
M. genitalium DETETADA; Detetado ADN-alvo de M. genitalium e de mutagdo ARNr 23S
Mutagdo ARNr 23S DETETADA * A amplificagio de PCR dos alvos de M. genitalium e de mutagdo ARNr 23S

déo Cts dentro do intervalo valido
« Controlo interno: N&o aplicavel (NA) quando é detetada M. genitalium

* Verificagéo da sonda: PASS; Todos os resultados da verificagdo da sonda
aprovados
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Exemplo 2. Amostra com M. genitalium, ARNr 23S tipo selvagem

g SpeeDx

Result view > Test Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Teste)

Test Result

Assay Name ResistancePlus MG FleXible Version 1

Test Result . genitalium DETECTED;

For In Yitro Diagnastic Use Only.

Result view > Analyte Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Analito)

Analyte Ct EndPt Analyte Frohe
Mame Result Check
Result
M genitalium 1.2 408 FOS PASS
Internal Cantral 19.4 418 A PASS
235 rEMA mutation (339 243 FOS PASS
Primary Curve (Curva Priméria)
[ Legend
500 ¥ [./] M.genitalium; Primary
[l |Z Internal Control; Primary
[vi || 23S rRNA mutation; Primary
400
g 200
Z 200
100
i
10 20 30 40 50
Cycles

Resultado do Teste

Interpretagao

M. genitalium DETETADA,;
Mutag&o ARNr 23S NAO DETETADA

23S

aprovados

Detetado o ADN-alvo de M. genitalium; ndo detetado o ADN-alvo de mutagcdo ARNr

+ A amplificagdo de PCR do alvo de M. genitalium d&a uma Ct dentro do intervalo
vélido; o alvo de mutagdo ARNr 23S esta ausente ou fora do intervalo valido

» Controlo interno: Ndo aplicavel (NA) quando é detetada M. genitalium
» Verificagdo da sonda: PASS; Todos os resultados da verificacdo da sonda
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Exemplo 3. Amostra negativa para M. genitalium

Result view > Test Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Teste)

Test Result
Assay Name ResistancePlus MG FlexXihle Version 1

L L . genitalium NOT DETECTED;
23S rRNA mutation NOT DETECTED

For In Vitro Diagnostic Use Qnly,

Result view > Analyte Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Analito)

Analyte Ct EndPt Analyte Fraohe

Mame Result Check

Result
M.genitalium 0.0 1 NEG PASS
Internal Control 20.3 575 PASS PASS
238 rRMA mutation 0.0 4 NEG PASS

Primary Curve (Curva Priméria)

Legend
[ [.#] M.genitalium; Primary
[ [./] nternal Control; Primary
[v] || 23S rRNA mutation; Primary

600

400

Fluorescence

200

10 20 30 40 a0
Cycles

Resultado do Teste Interpretacao
M. genitalium NAO DETETADA; ADN-alvo de M. genitalium néo detetado
Mutac&o ARNr 23S NAO DETETADA * Alvo de M. genitalium ausente ou fora do intervalo valido

« Controlo interno: PASS; A amplificagdo de PCR do Controlo Interno da uma
Ct dentro do intervalo valido

» Verificagdo da sonda: PASS; Todos os resultados da verificacdo da sonda
aprovados
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Exemplo 4 Amostra invélida

g SpeeDx

Result view > Test Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Teste)

| Test Resut

Assay Name ResistancePlus MG FleXihle

Version 1

Test Result INVALID

For In Yitro Diagnostic Use Only.

Result view > Analyte Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Analito)

Analyte Ct EndPt Analyte Probe

MName Result Check

Result
M. genitaliurm 0.0 3 INYALID PASS
[Internal Contral 0.0 -7 FAIL PASS
[|235 rRMNA mutation 0o 12 ML D PASS

Primary Curve (Curva Priméria)
Legend

¥ [#] M.genitalium; Primary
a0 ¥ || Internal Control; Primary
¥ || 23S rRNA mutation; Primary
w 70
=
)
7 a0
i)
=
Z 30
10
—_\_\_h'_‘_*——hr—___
10 20 an 40 50
Cycles

Resultado do Teste

Interpretacao

INVALIDO

A presenca ou auséncia de ADN-alvo de M. genitalium e mutagdo ARNr 23S ndo
pode ser determinada. Repetir o teste usando a amostra original e avancar a partir
da Secgédo 8.2. Se o teste repetido ndo produzir um resultado valido, colher uma
nova amostra para fazer um novo teste.

+  Controlo interno: FAIL (REPROVADO); O resultado do Controlo Interno esta
ausente ou a Ct esta fora do intervalo valido

» Verificagdo da sonda: PASS; Todos os resultados da verificacdo da sonda
aprovados
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Exemplo 5. Resultado de erro

Result view > Test Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Teste)

Test Result
Assay Name ResistancePlus MG Flexible Version 1

Test Result |EpROR

For In Witro Diagnostic Lise Cnly.

Result view > Analyte Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Analito)

Analyte Result

Analyte ct EndPt Analyte Frohe
Mame Result Check
Result
M.genitalium n.a 0 MO RESULT FAIL
Internal Contral 0.0 1] MO RESULT FAIL
|225 rRMA mutation 0.0 1] MO RESULT FAIL
Resultado do Teste Interpretagéo
ERRO A presenca ou auséncia de ADN-alvo de M. genitalium e mutagdo ARNr 23S ndo

pode ser determinada. Repetir o teste usando a amostra original e avangar a partir
da Secgdo 8.2. Se o teste repetido ndo produzir um resultado valido, colher uma
nova amostra para fazer um novo teste.

«  Controlo interno: NO RESULT (SEM RESULTADO)

» Verificagdo da sonda: FAIL* (FALHA); todos ou um dos resultados da
verificagdo da sonda falharam. A Verificagcdo da Sonda pode ter falhado
porque a mistura de reagéo foi feita de modo incorreto, ou a camara de
reacgao foi enchida de forma inadequada, ou foi detetado um problema de
integridade da mistura.

* Se a verificacdo da sonda tiver sido aprovada, o erro é provocado por falha de um
componente do sistema ou detecao de sinal perdido ou outro erro

IF-1IV0012 v7 (Janeiro de 2024) Pagina 28 de 42



Instrugdes de Utilizacao (IFU) g SpeEDX

Exemplo 6. Sem resultado

Result view > Test Result tab (Ver Resultado > separador Resultado do Teste)

Test Result

Assay Name ResistancePlus MG Fleiible Version 1

Test Result 0 RESULT

Faor In Vitra Diagnostic Use Only,

Resultado do Teste Interpretagao

NO RESULT (SEM RESULTADO) A presenca ou auséncia de ADN-alvo de M. genitalium e mutagdo ARNr 23S néo
pode ser determinada. Repetir o teste usando a amostra original e avangar a partir
da Secgédo 8.2. Se o teste repetido ndo produzir um resultado valido, colher uma
nova amostra para fazer um novo teste.

Dados recolhidos insuficientes para produzir um resultado do teste (por ex., o técnico
interrompeu um teste que estava em curso ou ocorreu uma falha de um componente
do sistema).

IF-1IV0012 v7 (Janeiro de 2024) Pagina 29 de 42



Instrugdes de Utilizacao (IFU) g SpeeDX

- O ensaio ResistancePlus® MG FleXible tem como alvo o gene MgPa para M. genitalium e mutagdes nas posigdes
2058 e 2059 no gene ARNr 23S (A2058G, A2059G, A2058T, A2058C, numeragdo E. coli) que estdo associadas a
resisténcia a azitromicina (antibiético com base em macrolideos).

- Foi demonstrado que o ensaio ResistancePlus® MG FleXible faz reac&o cruzada com as sequéncias mutantes de M.
genitalium, ARNr 23S A2059C.

- O ensaio ResistancePlus® MG FleXible s6 deve ser realizado por pessoal devidamente treinado no procedimento e
deve ser realizado em conformidade com estas Instrugées de Utilizacao.

- Os resultados fiaveis dependem de uma adequada colheita, transporte, armazenamento e processamento de
espécimes. O ndo cumprimento dos procedimentos adequados em qualquer uma destas etapas pode levar a
resultados incorretos.

- O ensaio ResistancePlus® MG FleXible é um ensaio qualitativo e ndo fornece valores quantitativos nem informacédo
sobre a carga de organismos.

- Com espécimes de urina, pode ser observada interferéncia no ensaio na presenca de sangue (>0,4% v/v) ou bilirrubina
(>0,18 mg/mL).

- Os resultados do teste devem ser correlacionados com o historial clinico, dados epidemiolégicos, dados laboratoriais
e quaisquer outros dados que o médico tenha disponiveis.

- A prevaléncia de M. genitalium e resisténcia a macrolideos afeta os valores preditivos positivos e negativos do ensaio.
- A detecdo de marcadores de resisténcia antibiética pode ndo se correlacionar com a expressao fenotipica do gene.

- O fracasso ou sucesso do tratamento ndo pode ser determinado com base nos resultados do ensaio, uma vez que
pode persistir &cido nucleico ap6s terapéutica antimicrobiana adequada.

- Resultados negativos ndo excluem a possibilidade de infe¢ao devido a colheita de espécimes inadequada, erro técnico,
presenca de inibidores, troca de espécimes, ou nimero reduzido de organismos nos espécimes clinicos.

- Resultados negativos para os marcadores de resisténcia ndo indicam suscetibilidade de microrganismos detetados,
uma vez que os marcadores de resisténcia ndo sdo medidos pelo ensaio ou outros mecanismos potenciais de
resisténcia aos antibiéticos podem estar presentes.

- Podem ocorrer resultados falsos-positivos, devido a contaminagdo cruzada por organismos alvo, pelos seus acidos
nucleicos ou por produto amplificado.
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15 Caracteristicas de desempenho

15.1 Desempenho clinico

Foi realizado um estudo clinico prospetivo-retrospetivo no Laboratério STD, Universidade do Alabama, Birmingham,
Alabama, EUA. As amostras foram colhidas de setembro 2018 a margo 2019, e baseadas numa PCR em tempo real pdhD
de M. genitalium (realizadas no Johns Hopkins Center for the Development of Point-of-Care Sexually Transmitted Diseases,
Baltimore, Maryland, EUA); foram selecionadas 21 amostras positivas para M. genitalium e 54 amostras negativas
consecutivas para M. genitalium para inclusao no estudo. Os 76 espécimes consistiram em 38 amostras de urina masculina
(colhida no kit de colheita de espécimes de urina Xpert®) e 38 esfregagos vaginais (colhidos no kit de colheita de espécimes
vaginais/endocervicais Xpert®). Para determinar o desempenho do kit ResistancePlus® MG FleXible, a detecdo de M.
genitalium foi comparada com o resultado de PCR em tempo real pdhD, e a dete¢cdo da mutagédo ARNr 23S foi comparada
com o sequenciamento Sanger. A sensibilidade e especificidade do kit ResistancePlus® MG FleXible para a detegéo de
M. genitalium e detecdo de mutantes de ARNr 23S séo apresentadas em Tabela 3. Um espécime (esfregago vaginal) foi
assinalado como Invélido pelo ResistancePlus® MG FleXible e foi excluido da analise. A andlise da dete¢do de mutagio
de ARNr 23S apenas inclui amostras em que o estatuto de mutante pode ser determinado. A analise dos resultados em
funcédo do tipo de espécime é apresentada em Tabela 4. A andlise de mutacdo ARNr 23S é apresentada em Tabela 5.

Tabela 3. Avaliagdo clinica de ResistancePlus® MG FleXible

Referéncia Referéncia
Detecgéo de M. genitalium Detecéo de mutacdo ARNr
detection 23S
(pdhD qPCR) (Sequenciamento Sanger)
" . Mutante Tipo
MG Positiva MG Negativa selvagem
MG Positiva 21 2 Mutante 13 0
ResistancePlus MG . Mutante néo
FleXible MG Negativa 0 52 detetado ! 7
Total 21 54 Total 14 7
Sensibilidade | 100,0% (IC 95% 83,9 — 100,0%) Sensibilidade 92,9% (IC 95% 66,1 — 99,8%)
Especificidade 96,3% (IC 95% 87,3 — 98,7%) Especificidade 100,0% (IC 95% 59,0 — 100,0%)

Tabela 4. Anélise do resultado clinico em fungéo do tipo de espécime

Esperado Esperado
» Esperado » iy
Espécime . MG positiva, MG positiva,
MG negativa .
ARNr 23S tipo selvagem ARNr 23S mutante
Urina masculina 33/33 11 3/4*
Esfregaco vaginal feminino 22/22 6/6 10/10

# As amostras eram incluidas nesta analise se tivessem um resultado valido tanto do teste de referéncia como do ResistancePlus® MG
FleXible

1 amostra foi erradamente denominada M. genitalium detetada, mutante ARNr 23S n&o detetado

Tabela 5. Anéalise de resultado clinico em funcéo de mutacdo ARNr

23S
Resultado de referéncia Resultado do ResistancePlus® MG FleXible
Tipo selvagem 717
A2059G 8/8
A2058G 5/6*

1 1 amostra foi erradamente denominada M. genitalium detetada, mutante ARNr 23S ndo detetado
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15.2 Desempenho analitico

15.2.1 Reprodutibilidade

Foi realizado um estudo de reprodutibilidade entre centros de testes, instrumentos, lotes, técnicos, ensaios e dias para o
kit ResistancePlus® MG FleXible, usando painéis preparados a partir de uma matriz de urina e esfregago vaginal. Foram
realizados testes em dois centros. Cada painel continha trés réplicas de um membro do painel testado a 3x LOD. Cada
painel continha trés amostras negativas. Os painéis foram testados duas vezes por dia ao longo de trés dias nédo
consecutivos por trés técnicos, dando um total de 54 observag6es por membro do painel (3 réplicas por ensaio x 2 ensaios
x 3 dias x 3 técnicos = 54 observagdes). Pelo menos trés lotes do kit ResistancePlus® MG FleXible foram incluidos no
estudo.

Todas as execucdes de teste validas foram incluidas nas analises da percentagem de concordancia por cada alvo do kit
ResistancePlus® MG FleXible para cada tipo de painel em separado.

Resultados de Reprodutibilidade dos Painéis de Urina: A percentagem de concordancia para todas as amostras foi
de 100% (Tabela 6). A analise de componentes de variacdo (Tabela 7 - Tabela 9) dos valores Cq realizada nos
membros de painel positivos gerou intervalos globais de CV de 0,00% a 4,07%, 0,54% a 4,23% e 0,25% a 6,04% para 0s
alvos MgPa, IC e 23S respetivamente.

Resultados de Reprodutibilidade dos Painéis de Esfregago Vaginal: A percentagem de concordancia para todas as
amostras foi de 100% (Tabela 10). A analise de componentes de variacdo (Tabela 11 - Tabela 13) dos valores Cq
realizada nos membros de painel positivos gerou intervalos globais de CV de 0,10% a 2,69%, 0,02% a 2,57% e 0,18% a
2,86% para os alvos MgPa, IC e 23S respetivamente.

Tabela 6. Amostras de urina: Percentagem de concordancia

Centro 1 Centro 2
Concordancia total por alvo
M. genitalium (GeneXpert® XVI) (GeneXpert® Infinity-48s)
Tipo ARNr 23S e Tava e N Taxa de /N Taxa de
acertos (%) acertos (%) acertos (%)
A2058C 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058G 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058T 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2059G 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
WT 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0

2n/N = nimero de amostras identificadas corretamente/nimero total de amostras testadas

Tabela 7. Amostras de urina: Resumo de dados de reprodutibilidade para o alvo MgPa

M Entre-lotes Entre-dias t’Ent‘re- Elires e

ik . écnicos ensaios instrumentos
genitalium n/N® Concordan Cq
Tipo ARNr cia (%) média v SV - o &

23S

Pl [Pl [P | ] e || ®

A2058C 54/54 100 27,93 | 0,66 2,38 0,23 0,81 0,47 1,66 0,69 2,47 0,57 2,03
A2058G 54/54 100 28,78 | 1,10 3,88 0,42 1,46 0,62 2,17 0,79 2,78 0,76 2,63
A2058T 54/54 100 31,27 | 1,12 3,62 0,30 0,98 1,04 3,36 1,21 3,90 1,27 4,07
A2059G 54/54 100 29,42 | 0,77 2,62 0,59 2,01 0,09 0,32 0,77 2,62 0,00 0,00
Tipo 54/54 100 30,81 0,62 2,01 0,38 1,25 0,21 0,68 0,51 1,65 0,24 0,78
selvagem
M.
genitalium 54/54 100 - - - - - - - - - - -
negativa

2n/N = nimero de amostras identificadas corretamente/ndmero total de amostras testadas

IF-1IV0012 v7 (Janeiro de 2024) Pagina 32 de 42



Instrugdes de Utilizacao (IFU)

g SpeeDx

Tabela 8. Amostras de urina: Resumo de dados de reprodutibilidade para o alvo de mutacdo ARNr 23S

. Entre- Entre- Entre-
M. Sitrerleize Enireriles técnicos ensaios instrumentos
genitalium n/NE Concordan Cq
Tipo ARNr cia (%) média &y G ~ & av
23S
DP (%) DP (%) DP (%) DP (%) DP (%)
A2058C 54/54 100 28,47 | 1,09 3,83 0,61 2,15 0,59 2,07 0,94 3,29 0,85 2,98
A2058G 54/54 100 3354 | 0,25 0,74 0,15 0,45 0,26 0,77 0,74 2,21 0,09 0,25
A2058T 54/54 100 32,18 | 0,73 2,30 0,09 0,28 0,46 1,44 1,21 3,80 0,40 1,23
A2059G 54/54 100 30,02 1,04 3,47 1,20 3,97 1,48 4,88 1,83 6,04 1,24 4,14
Tipo 54/54 100 - - - - - - - - - - -
selvagem
M.
genitalium 54/54 100 - - - -- - - -- - - -- -
negativa

@ n/N = nimero de amostras identificadas corretamente/ndmero total de amostras testadas

Tabela 9. Amostras de urina: Resumo dos dados de reprodutibilidade para o alvo

M Entre-lotes Entre-dias Entre- Entre- Ll

ML técnicos ensaios instrumentos
genitalium n/N? Concordan Cq
Tipo ARNr cia (%) média - - - - -

23S

Pl [Pl [P | ] e || @

A2058C 54/54 100 19,46 | 0,72 3,77 0,34 1,78 0,67 3,49 0,68 3,54 0,82 4,23
A2058G 54/54 100 18,82 0,44 2,37 0,36 1,91 0,11 0,61 0,39 2,09 0,10 0,54
A2058T 54/54 100 19,07 0,29 1,55 0,31 1,62 0,28 1,45 0,57 3,02 0,25 1,31
A2059G 54/54 100 19,17 0,79 4,19 0,17 0,87 0,65 3,45 0,62 3,28 0,80 4,18
Tipo
selvagem 54/54 100 19,21 0,66 3,44 0,49 2,57 0,54 2,82 0,67 3,54 0,66 3,43
M.
genitalium 54/54 100 19,72 0,69 3,562 0,42 2,12 0,22 1,13 0,53 2,67 0,27 1,38
negativa

2n/N = nimero de amostras identificadas corretamente/ndmero total de amostras testadas

Tabela 10. Amostras de esfregaco vaginal: Percentagem de concordancia

Centro 1 Centro 2
Concordancia total por alvo
M. genitalium (GeneXpert® XVI) (GeneXpert® Infinity-48s)
Tipo ARNr 23S N Taxa de - Taxa de /NG Taxa de
acertos (%) acertos (%) acertos (%)
A2058C 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058G 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058T 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2059G 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
WT 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0

2n/N = nimero de amostras identificadas corretamente/ndmero total de amostras testadas
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Tabela 11. Amostras de esfregaco vaginal: Resumo de dados de reprodutibilidade para o alvo MgPa

. Entre- Entre- Entre-
M. Sitrerleize Enireriles técnicos ensaios instrumentos
genitalium n/NE Concordan Cq
Tipo ARNr cia (%) média &y G ~ & av
23S
DP %) DP %) DP %) DP %) DP %)
A2058C 54/54 100 26,49 | 0,09 0,35 0,22 0,85 0,25 0,94 0,41 1,57 0,30 1,12
A2058G 54/54 100 25,69 | 0,15 0,58 0,17 0,66 0,39 1,53 0,55 2,13 0,19 0,73
A2058T 54/54 100 27,00 | 0,45 1,68 0,03 0,10 0,64 2,36 0,69 2,55 0,14 0,51
A2059G 54/54 100 27,16 | 0,15 0,53 0,12 0,45 0,08 0,29 0,37 1,38 0,10 0,36
Tipo 54/54 100 28,38 | 0,48 1,71 0,32 1,14 0,43 1,52 0,76 2,69 0,44 1,56
selvagem
M.
genitalium 54/54 100 - - - -- - - -- - - -- -
negativa

@ n/N = nimero de amostras identificadas corretamente/ndmero total de amostras testadas

Tabela 12. Amostras de esfregaco vaginal: Resumo de dados de reprodutibilidade para o alvo de mutacao

ARNr 23S
. Entre- Entre- Entre-

M. . SEIEEs B técnicos ensaios instrumentos
genitalium /NG Concordan Cq
Tipo ARNr cia (%) média &y & - &y &

23S

DP (%) DP (%) DP (%) DP %) DP (%)

A2058C 54/54 100 27,13 0,09 0,35 0,20 0,74 0,58 2,15 0,59 2,18 0,66 2,45
A2058G 54/54 100 30,64 | 0,47 1,54 0,24 0,78 0,18 0,58 0,61 2,00 0,41 1,35
A2058T 54/54 100 28,89 | 0,46 160 | 005 | 0,18 | 0,17 0,60 | 0,53 184 | 033 | 1,13
A2059G 54/54 100 27,71 | 0,49 1,77 | 0,19 | 0,70 | 0,52 188 | 0,79 | 2,86 | 0,23 | 0,82
Tipo 54/54 100 - - - - - - - - - - -
selvagem
M.
genitalium 54/54 100 - - - -- - - -- - - -- -
negativa

2n/N = nimero de amostras identificadas corretamente/nimero total de amostras testadas
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Tabela 13. Amostras de esfregaco vaginal: Resumo dos dados de reprodutibilidade para o alvo IC

. Entre- Entre- Entre-

M. Sitrerleize Enireriles técnicos ensaios instrumentos
genitalium n/NE Concordan Cq
Tipo ARNr cia (%) média &y G ~ & av

23S
DP (%) DP (%) DP (%) DP (%) DP (%)

A2058C 54/54 100 17,02 0,23 1,36 0,11 0,62 0,24 1,44 0,32 1,89 0,13 0,74
A2058G 54/54 100 17,78 0,33 1,87 0,09 0,51 0,30 1,69 0,42 2,36 0,06 0,32
A2058T 54/54 100 17,06 0,14 0,79 0,10 0,60 0,30 1,76 0,29 1,72 0,36 2,13
A2059G 54/54 100 17,59 0,11 0,65 0,10 0,55 0,09 0,50 0,26 1,47 0,07 0,40
Tipo 54/54 100 1718 | 025 | 1,47 | 030 | 1,72 | 007 | 039 | 031 | 1,83 | 0,00 | 0,02
selvagem
M.
genitalium 54/54 100 17,28 0,45 2,57 0,06 0,35 0,41 2,36 0,41 2,37 0,22 1,27
negativa

@ n/N = nimero de amostras identificadas corretamente/ndmero total de amostras testadas

15.2.2  Sensibilidade analitica

Foram utilizadas estirpes representativas de M. genitalium para avaliar a sensibilidade analitica (Limiar de Dete¢do ou
LOD). Cada estirpe de M. genitalium foi diluida numa matriz de espécime de urina negativo e espécime de esfregaco
vaginal negativo. O LOD define-se & mais baixa concentragéo (expressa como nimero de genomas por amostra) que pode
ser distinguida de forma reproduzivel de amostras negativas com 95% de confianca.

Os resultados para cada estirpe de M. genitalium séo apresentados em Tabela 14.

Tabela 14. LOD de cada alvo do kit ResistancePlus® MG FleXible

Urina Esfregaco vaginal
M. genltallzu?r‘gtlpo ARNr Estirpe LoD LoD
(genomas por amostra) (genomas por amostra)

WT G37 157 157

A2058C M6302 317 317
A2059G M6593 147 220
A2058G M6604 387 387
A2058T M6926 151 151

15.2.3 Inclusividade

Foi realizado um estudo de inclusividade para testar a reatividade do kit ResistancePlus® MG FleXible com 8 estirpes de
M. genitalium. Os isolados de M. genitalium representavam diferentes mutantes de ARNr 23S de variadas localiza¢des
geograficas (os isolados vieram dos seguintes paises, com nimero de estirpes apresentado entre paréntesis): Australia
(2), Dinamarca (3), Noruega (1), Reino Unido (1), EUA (1). Cada estirpe foi diluida numa matriz de espécime de urina
negativo e espécime de esfregaco vaginal negativo. Todos os isolados foram testados a uma concentragéo de 2x LOD em
réplicas de trés, usando um lote do kit ResistancePlus® MG FleXible. Todas as estirpes foram corretamente detetadas.

Os resultados estdo resumidos em Tabela 15.
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Tabela 15. Estirpes de M. genitalium testadas quanto a

inclusividade

M. genitalium .
) Estirpe
Tipo ARNr 23S
M2300
M2321
Tipo selvagem
M2341
M30 Inicial
A2058G M6271
M6303
A2059G
M6320
A2058C M6848

15.2.4  Reatividade cruzada a outras mutacdes de ARNr 23S

Uma estrutura de ADN sintético com alvos de M. genitalium MgPa e ARNr 23S A2059C foi testada a 5000 cOpias num
fundo de input de ADN 35 ng por amostra. Os resultados demonstraram que o teste ResistancePlus® MG FleXible tem
reacdo cruzada com o alvo M. genitalium, ARNr 23S A2059C a uma taxa de acerto > 90%. O desempenho analitico do
teste ResistancePlus® MG FleXible na detecdo desta mutagdo n&o foi avaliado.

15.2.5 Especificidade analitica

Foi realizado um estudo para avaliar a reatividade cruzada com o kit ResistancePlus® MG FleXible kit quando estio
presentes organismos ndo-alvo em concentragdes elevadas. Foi avaliado um painel de 42 microrganismos composto por
bactérias, virus, fungos e protozoarios representantes de patdégenos ou flora frequentemente presentes no sistema
urogenital, ou estreitamente ligados a M. genitalium. Cada estirpe bacteriana foi testada a 1 x 10° genomas/mL, salvo
indicagdo em contrério. As estirpes virais foram testadas a 1 x 10° genomas/mL, salvo indicagdo em contrario. Todos os
outros organismos foram testados nas concentracdes referidas. Todos os organismos bacterianos e virais foram
quantificados usando qPCR, exceto os listados como quantificados com Unidades Formadoras de Colonias (UFC) ou
Unidades Formadoras de Placas (UFP) (Tabela 16). Todos os microrganismos foram testados em triplicado quanto a
reatividade cruzada com o kit ResistancePlus® MG FleXible. Todos os microrganismos testados foram diluidos em
matrizes clinicas negativas (urina).

Os resultados indicaram que nenhum destes organismos produziu resultados falsos-positivos na matriz de urina negativa
para M. genitalium (Tabela 16).

Também foi realizada uma analise in silico para avaliar se os oligonucleotideos no kit ResistancePlus® MG FleXible podiam
amplificar e detetar sequéncias de acido nucleico de organismos ndo-alvo disponiveis em BLAST. Nao foram detetadas
interagdes significativas.
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Organismo Concentragao Organismo Concentracéo Organismo Concentracéo

(genomas/mL) (genomas/mL) (genomas/mL)
Actinomyces israelii 1x 108 Fusobacterium nucleatum 1x 108 Neisseria gonorrhoeae 1x 108
Bacteroides fragilis 1x 108 Haemophilus ducreyi 1x 108 Pentatrichomonas hominis 1x 105"
Bifidobacterium adolescentis 1x108 Herpes simplex virus | 1x10° Peptostreptococcus anaerobius 1x10°
Campylobacter jejuni 1x 108 Herpes simplex virus Il 1x 108 Prevotella bivia 1x 108
Candida albicans 1x10° HPV tipo 18 (células HelLa) 1 x 105+ Propionibacterium acnes 1x10°
Candida glabrata 1x 108 Klebsiella oxytoca 1x 108 Proteus mirabilis 1x 108
Candida parapsilosis 1x 108 Lactobacillus acidophilus 1x 108 Proteus vulgaris 1x 108
Candida tropicalis 1x10° Lactobacillus crispatus 1x10° Pseudomonas aeruginosa 1x10°
Chlamydia trachomatis 1x 108 Lactobacillus jensenii 1x 108 Staphylococcus aureus 1x 108
Clostridium perfringens 1x 108 Lactobacillus vaginalis 1x 108 Staphylococcus saprophyticus 1x 108
Corynebacterium genitalium 1x 108 Listeria monocytogenes 1x 108 Streptococcus agalactiae 1x 108
Enterobacter aerogenes 1x108 Mycobacterium smegmatis 1x10° Streptococcus pyogenes 1x10°
Enterobacter cloacae 1x108 Mycoplasma hominis 1x 108 Trichomonas vaginalis 1x10%
Enterococcus faecalis 1x 108 Mycoplasma pneumoniae 1x 108 Ureaplasma urealyticum 1x10°

* Quantificado como PFU/mL
" Quantificado como CFU/mL

15.2.6

Substancias potencialmente interferentes

Foi realizado um estudo de substéncias interferentes para examinar se substancias ou condicdes que podem estar
presentes em espécimes clinicos podem afetar o desempenho do kit ResistancePlus® MG FleXible. O painel foi composto
por substancias enddgenas, tais como sangue, mucina, leucécitos e medicamentos (sujeitos e ndo sujeitos a receita
médica) que podem ser usados para tratar doengas urogenitais. Todas as substancias foram testadas na presencga e na
auséncia de uma estirpe representativa de M. genitalium A2058G a 3x LOD. Todas as amostras de teste foram testadas
em triplicado. As substancias foram diluidas em matriz clinica negativa (urina ou esfregago vaginal), conforme adequado.

Exceto nos casos de bilirrubina, sangue total e p6 intimo Vagisil, os resultados indicaram que nenhuma das substancias e
condigbes interferiu com a detecdo da estirpe representativa de M. genitalium A2058G ou produziu resultados falsos-

positivos nas matrizes negativas para M. genitalium nas concentragdes referidas.

Com espécimes de urina, pdde ser observada interferéncia com o ensaio na presenca de:

- Sangue numa concentracdo superior a 0,4% viv

- Bilirrubina a uma concentragéo superior a 0,18 mg/mL

Com espécimes de esfregago vaginal, pdde ser observada interferéncia com o ensaio na presenca de:

- Pé intimo Vagisil numa concentragdo superior a 0,1% w/v

Os resultados encontram-se resumidos em Tabela 17 e Tabela 18.
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Classe/Substancia

Nome do produto

Concentracéo de teste

Sangue total - 0,4% viv®h
Sémen - 5,0% viv
Muco Mucina 0,8% wiv
Antibidtico Azitromicina 1,8 mg/mL
Analgésico Paracetamol 3,2 mg/mL

Hormonas intravaginais

Progesterona; Estradiol

7 mg/mL Progesterona + 0
mg/mL Beta Estradiol

,07

Leucocitos - 10° células/mL
Albumina Albumina de soro bovino 10 mg/mL
Glucose - 10 mg/mL
Bilirrubina - 0,18 mg/mL*
Urina &cida (pH 4,0) Urina + N-Acetil-L-Cisteina pH 4,0
Urina alcalina (pH 9,0) Urina + Citrato de Amonia pH 9,0

*pode ser observada interferéncia em amostras contendo mais do que 0,18 mg/mL de bilirrubina

" pode ser observada interferéncia em amostras contendo mais do que 0,4% de sangue total

Tabela 18. Substancias potencialmente interferentes em amostras de esfregaco

vaginal

Classe/Substancia

Nome do produto

Concentragdo de teste

0z x 8 embalagens)

Vagisil Anti-ltch Créme (1.0 0z) 0,25% wiv
K-Y Jelly (4.0 0z) 0,25% wiv

Gel contracetivo Vaginal o
Options Gynol Il 0,25% wiv

Creme Vaginal Walgreens o
Produtos vaginais e Clotrimazole (1.5 0z) 0,25% wiv

contracetivos de venda livre
Vagi-gard douche 0,25% wiv
Gel hidratante interno Vagisil

ProHydrate Natural Feel (0.2 0,25% wiv

P6 desodorizante Vagisil Daily
Intimate (8.0 0z)

0,10% wiv*

Spray desodorizante

receita médica

estradiol, USP 0,01%)

. Z 0,
Desodorizante e P6s Summer's Eve (2.0 02) 0,25% viv
Creme para hemorroidas Creme para hemorroidas 0,25% wiv
p Preparation H (0.9 0z) ’
. . ® .
Medicamentos sujeitos a Estrace® (creme vaginal com 0.25% wiv

*pode ser observada interferéncia em amostras contendo mais do que 0,1% w/v de p6 intimo Vagisil
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15.2.7  Estudo de contaminacéo cruzada

Foi realizado um estudo para demonstrar que os cartuchos descartaveis GeneXpert® previnem contaminagdo cruzada em
amostras negativas testadas depois de amostras muito positivas no mesmo médulo GeneXpert®. O estudo consistiu numa
amostra negativa processada no mesmo moédulo GeneXpert® imediatamente depois de uma amostra com uma
concentragio de MG elevada (ADN sintético; 10° copias/mL de A2058C alvo). As amostras foram testadas em dois médulos
GeneXpert® num total de 40 ensaios, resultando em 20 positivos e 20 negativos. N&do foram observados falsos-positivos
com as amostras negativas, indicando que ndo ocorre contaminag&o cruzada entre ensaios no GeneXpert®.
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16 Assisténcia técnica e apoio ao cliente

Antes de contactar a Assisténcia Técnica Cepheid, retina as seguintes informacgées:
- Nome do produto
- Ndmero de lote
- Numero de série do instrumento
- Mensagem de erro (se aplicavel)

- Verséao do software e, se aplicavel, o nimero de etiqueta do Servico ao Computador

Tabela 19. Informagdes de contacto da assisténcia técnica

Regido Telefone E-mail

Australia e Nova Zelandia +1800130821 techsupportANZ@cepheid.com
+0800 001 028

Austria +43 720 380 091 support@cepheideurope.com

Franca +33 563 825 319 support@cepheideurope.com

Alemanha +49 21 513 280 100 support@cepheideurope.com

Italia +39 800 902 567 support@cepheideurope.com

Espanha +34 919 90 67 62 support@cepheideurope.com

Polénia +48 225 048 523 support@cepheideurope.com

Portugal +351 800 913 174 support@cepheideurope.com

Reino Unido +44 3303 332 533 support@cepheideurope.com

Bélgicai:ﬁsjrggixos e +33 563 825 319 support@cepheideurope.com

Outros paises europeus, do +33 563825 319 support@cepheideurope.com
Médio Oriente e Africanos +971 4 253 3218

Esta disponivel informagdo de contacto de outros gabinetes de apoio Cepheid em www.cepheid.com ou
www.cepheidinternational.com no separador SUPPORT (ASSISTENCIA). Selecione a opcdo Contact Us (Contacte-nos).
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18 Glossario

C€o0123 REF 't LOT

Conformidade Europeia NuUmero de catélogo Lote principal Cadigo de lote
para Utilizacao para
Diagnéstico In Vitro

EC |REP “ /ﬂf

Representante Autorizado Fabricante Data de fabrico Limitac&o de temperatura
na Comunidade Europeia

N 2 A ®

Contém o suficiente para Prazo de validade Aviso Na&o reutilizar
<n> determinacdes

I:E] CONTROL|+ P/N

Consultar instrug@es de Controlo positivo Referéncia Importador Europeu
utilizacéo

UK
CA

Avaliacédo de conformidade
no Reino Unido

Os produtos SpeeDx podem estar abrangidos por uma ou mais patentes locais ou estrangeiras. Consultar
www.plexpcr.com/patents para informacdes completas sobre patentes.

PlexPCR®, ResistancePlus®, PlexPrime® e PlexZyme® sdo marcas comerciais da SpeeDx. Outros direitos de autor e
marcas comerciais séo propriedade dos respetivos proprietarios.

© Copyright 2024 SpeeDx Pty. Ltd.
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