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HISTORICO DE ALTERAGOES

Rev.

Aviso de alteragao

Data (dd/
Imm/aa)

03

Alargamento da utilizagdo com o ELITe BeGenius
Novos graficos e definicdo de conteudos das instru¢des de utilizagao.

29/11/24

02

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

NOTE

Os numeros de lote indicados na tabela seguinte, e que ainda se encontram no mercado
como Research Use Only (RUO) (utilizagado apenas para pesquisa), ndo serao objeto de
recolha. Estes produtos podem ser utilizados de acordo com o prazo de validade abaixo
indicado. Se tiver estes lotes, utilize-os de acordo com a utilizagao prevista descrita nas
instrugdes de utilizagdo RUO e apenas em associagado com os respetivos produtos
STD115ING e CTR115ING (também em formato RUO). Entre em contacto com o pes-
soal da ELITechGroup para obter instrucdes de utilizagdo RUO.

REF. PRODUTO Numero de lote Data de expiracéo

RTS115ING U0524-001 31/03/2025

N&o utilize o novo produto RTS115ING comercializado como CE-IVDR juntamente com
os respetivos produtos STD115ING e CTR115ING ainda em formato RUO

A utilizagdo do novo produto RTS115ING comercializado como CE-IVDR requer a
utilizagao dos respetivos protocolos de ensaio CE-IVD. Entre em contacto com a equipa
da ELITechGroup para obter todas as informagdes adicionais necessarias.

03/06/24

00—

desenvolvimento de novo produto e alteragdes subsequentes

SCH mRTS115ING_pt 2024-11-29 Revisao 03

2/46



CMV RNA ELITe MGB® Kit

RTS115ING
INDICE

1 UTILIZAGAO PREVISTA ......oeeeeeeeeteesreseesesssssssesesssesssss e sessesssessssssssssesssssssssssssssssssssessessssssssssssans 4
2 PRINCIPIOS DO ENSAIQ..........coeeeeueeurerseasesesssseseesssssessesssssssssssssassssssassasssssssssssesssassssessesasessesanes 4
3 DESCRIGAO DO PRODUTO ....oueuceceeaeseseeseesessssessesesssessssssssesssssessessssssssessessessessesssssessssssaseanes 4
4 MATERIAIS FORNECIDOS NO PRODUTO.......cuomeureueenesesessessessesssssessssssessesesssssssessssasessesesas 5
5 MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS NO PRODUTO........covceeurermrenrernas 5
6 OUTROS PRODUTOS NECESSARIOS .......ooveeererrerrereesseseesssssessesasssssssssssssesssssssasessesasessesenes 5
7 AVISOS E PRECAUGOES .......oooeeececeereteeseeseeseses e sse s sse s ss s ssssssssessssssssssssssesssssssssssesssssssssanes 6
8 AMOSTRAS E CONTROLOS ...ttt seeseses e s ses e ss s sessssssessssssessssssessssssssssssssssssassanes 7
9 PROCEDIMENTO d0 ELITE INGENIUS .....cecueeererereeressessessesesssssesssssssssesssssssssessssssessessesssessessnes 9
10 PROCEDIMENTO d0 ELITE BEGENIUS ......eoceeeeeeeececscsssesesessssessssesssssssssssssssessessessessesses 17
11 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ..........ocueeeeereereeeeesessssesessssssesessessssssesssssassssssassaseas 24
12 REFERENCIAS ........ooreeceueeescscssessessessssssesssssssessesssssssssssssssessesssssesesssssssessssessnesesssssasessessssaneas 34
13 LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO .......cocueereureusessessesssssessesssssessessssssessessssssesssssssasessssassaseas 35
14 RESOLUGAOQO DE PROBLEMAS .........ooooeeeeeeeeeeessssssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssees 36
15 SIMBOLOS.......ooceecucernessessessessessessssssesssssessessssssessessssssssssssssssessessstnesesssssssessesssssnesessensasessesassaseas 39
16 NOTIFICAGAO PARA OS UTILIZADORES.........coosereeeeeeressessessssssssssessessssessssssessessessensesses 39
17 NOTA PARA O ADQUIRENTE: LICENGA LIMITADA ......oooeeeereeuereseeseesessessssssessssssssssesens 39
Appendix A QUICK START GUIDE.........coriereresessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 41

SCH mRTS115ING_pt 2024-11-29 Revisao 03 3/46



CMV RNA ELITe MGB® Kit

[REF| RTS115ING

1 UTILIZAGAO PREVISTA

O produto CMV RNA ELITe MGB® Kit consiste num dispositivo médico de diagndstico in vitro que se destina a
ser usado por profissionais de saude como um ensaio de transcrigao reversa e PCR em tempo real de acidos
nucleicos quantitativa para a dete¢ado e a quantificagdo do mARN do viridao do citomegalovirus humano (ARN
do CMV), extraido de amostras clinicas ndo-celulares.

O ensaio é validado em associagdo com os instrumentos ELITe InGenius® e ELITe BeGenius®, sistemas
automatizado e integrado para a extracdo, transcricdo reversa, PCR em tempo real e a interpretagdo dos
resultados, usando amostras humanas de plasma colhido em EDTA.

O produto destina-se a ser utilizado como auxiliar na monitorizagdo da infegdo por CMV em individuos infetados
por CMV submetidos a terapia antiviral com inibidores do complexo terminase do CMV.

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

Este produto ndo se destina a ser utilizado para detetar a presenga, a exposicdo ou o rastreio de agentes
transmissiveis no sangue, componentes sanguineos, células, tecidos, 6rgdos ou quaisquer dos seus derivados,
a fim de avaliar a sua adequacgao para transfusao, transplante ou administragao de células. Este produto nédo se
destina a ser utilizado para o rastreio de CMV em mulheres gravidas.

2 PRINCIPIOS DO ENSAIO

Este € um ensaio quantitativo de transcrigado reversa e PCR em tempo real de um passo para a dete¢ao de ARN
do CMV de amostras, retrotranscritas e, em seguida, amplificadas usando uma mistura de reagéo completa 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 ELITe BeGenius monitorizam o aumento da fluorescéncia e calculam os ciclos de limite (Ct) e as
temperaturas de fusdo (Tm). A quantidade de ARN do CMV é calculada com base numa curva de calibragéo
armazenada.

Nas sondas ELITe MGB, os fluoréforos sdo inativados no estado de cadeia Unica de espiral aleatéria da sonda.
Os fluoréforos séo ativados no duplex amplicon / sonda dado que o inativador esta espacialmente separado do
fluoréforo. Ressalva-se que o fluoréforo ndo é clivado durante a PCR e pode ser utilizado para a analise da
dissociagdo e o calculo da temperatura de fusao.

3 DESCRIGAO DO PRODUTO

O produto CMV RNA ELITe MGB Kit fornece os seguintes componentes:

* CMV-RNA PCR Mix, uma mistura de PCR otimizada e estabilizada que contém primers e sondas especificos
para:

- UL21.5 mRNA (regido de splicing), detetado no canal ARN do CMV; a sonda é estabilizada por MGB, extinto
pelo Eclipse Dark Quencher® e € marcada com corante FAM.

- Internal Control (IC), especifico para uma regido do ARN genémico MS2 do fago, detetado no Canal IC; a
sonda é estabilizada pelo MGB, extinta pelo Eclipse Dark Quencher e identificada pelo corante AquaPhluor®
525 (AP525).

A CMV RNA PCR Mix também contém tampao, cloreto de magnésio, trifosfatos de nucleétido e hot-start DNA
Polimerase. Cada tubo contém 600 uL de solugao e é suficiente para 24 testes, se processar, pelo menos, 5
amostras por sesséo.

* RT EnzymeMix, uma mistura otimizada e estabilizada de enzimas para a transcrigdo reversa. Cada tubo
contém 20 pL de solugao e é suficiente para 48 testes, se processar, pelo menos, 5 amostras por sessao.

O CMV RNA ELITe MGB Kit contém reagentes suficientes para 96 testes no ELITe InGenius e no ELITe
BeGenius, com 20 yL de CMV RNA PCR Mix e 0,3 yL de RT EnzymeMix usados por reagao.

SCH mRTS115ING_pt 2024-11-29 Revisao 03 4/46



CMV RNA ELITe MGB® Kit

[REF| RTS115ING

4 MATERIAIS FORNECIDOS NO PRODUTO

Table 1
Componente Descrigio Quantidade Classificagao dos
perigos
Mistura de reagentes para a
CMV RNA PCR Mix transcrigao reversa e
4 x 600 pL -
ref. RTS115ING PCR em tempo real em
tubo com tampa BRANCA
RTE Mi Enzimas de transcriptase reversa no
nzymehlix tubo com a 2x20 uL .
ref. RTSO03-RT tampa com a insergio PRETA

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 estéreis com filtro de aerossol ou pontas de deslocagéo positiva estéreis (0,5-10 pL, 2-20
yL, 5-50 pL, 50-200 pL, 200-1000 pL).

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

- Agua de grau de biologia molecular.

6 OUTROS PRODUTOS NECESSARIOS

Os reagentes para extragdo da amostra, o controlo interno da extragéo e inibigao, o positive control e o negative
control de amplificagao, os standards de ADN e os consumiveis nao sao fornecidos com este produto.

Para a extragdo automatica de acidos nucleicos, transcrigao reversa, a PCR em tempo real e a interpretagcao dos
resultados das amostras, sdo necessarios os produtos seguintes:
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Table 2

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) CMVRNA ELITe_STD, protocolo do ensaio com

parametros para a analise dos Calibradores ELITe InGenius SP 1000 (EG SpA, ref. INTO33SP1000)
CMVRNA ELITe_PC, protocolo de ensaio com ELITe InGenius SP 200 Consumable Set (EG SpA, ref.
parametros para analise do Positive Control INT032CS)

CMVRNA ELITe_NC, protocolo de ensaio com ELITe InGenius PCR Cassette (EG SpA, ref. INTO35PCR),

parametros para analise do Negative Control

CMVRNA ELITe_PL_600_50, protocolo de ensaio com
parametros para analise de amostra de plasma

ELITe InGenius Waste Box (EG SpA, ref. F2102-000)

300 pL Filter Tips Axygen (Corning Life Sciences Inc., ref.
TF-350-L-R-S) apenas com o ELITe InGenius

ELITe BeGenius (EG SpA ref. INT040) 1000 pL Filter Tips Tecan (Tecan, Switzerland, ref.

. ~ . 30180118) com o ELITe BeGenius apenas
ELITe BeGenius Software verséo 2.2.1 (ou mais
recente) CMVRNA ELITe_Be_STD, protocolo do ensaio CPE - Internal Control (EG SpA, ref. CTRCPE)

com parametros para a analise dos Calibradores CMV RNA ELITe Standard (EG SpA, ref. STD115ING)
CMVRNA ELITe_Be_PC, Protocolo de Ensaio com CMV RNA - ELITe Positive Control (EG SpA, ref.
parametros para analise do Positive Control CTR115ING)

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

CMVRNA ELITe_Be_PL_600_50, protocolo de ensaio
com parametros para analise de amostra de plasma

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

Manuseie e elimine todos os reagentes e todos os materiais usados na realizagdo do ensaio como se fossem
infeciosos. Evite o contacto direto com os reagentes. Evite salpicos ou vaporizagdes. Os residuos devem ser
manuseados e eliminados em conformidade com as normas de 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 sédio (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 instru¢des 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.

N&o use reagentes de lotes diferentes.

N&o use reagentes de outros fabricantes.
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7.2 Avisos e precaugoes para biologia molecular

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

Sao necessarias batas de laboratdrio, luvas e ferramentas para preparagao 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 deslocagdo 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 aerossois. As pontas usadas devem ser esterilizadas, estar
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 emanagéao do produto da PCR para o
ambiente e a contaminagédo da amostra e do reagente.

7.3 Avisos e precaucgoes especificos para os componentes
Table 3
Temperatura de Utilizagao a partir da Ciclos de congelagao/
Componente armazenamento primeira abertura Idescongelagao

-20 °C ou menos (ao

abrigo da luz solar) um mes até cinco

CMV RNA PCR Mix

até dez vezes,
RT EnzymeMix -20°C ou inferior um més durante até dez minutos a +2 / +8 °
C

8 AMOSTRAS E CONTROLOS

8.1 Amostras

Este produto destina-se a ser usado no instrumento ELITe InGenius e ELITe BeGenius com amostras clinicas
nao celulares 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 Reduisitos de +16/+26 °C
(temperatura +2/+8°C -20+10°C -70 ¥15°C
ambiente)
Plasma EDTA < 24 horas <24 horas <1 més N&o testado

Recomenda-se a divisdo das amostras em aliquotas antes da congelagéo, para evitar ciclos repetidos de
congelagéo / descongelagdo. Quando utilizar amostras congeladas, descongele as mesmas apenas antes da
extracdo, para evitar uma possivel degradagéo do &cido nucleico.
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As amostras de sangue total para a preparagéo do plasma devem ser colhidas em EDTA, transportadas e ar-
mazenadas a temperatura ambiente ou a +2 / +8 °C durante um maximo de 24 horas antes da centrifugagéo.

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

Table 5 Protocolos de ensaio para CMV RNA ELITe MGB Kit

Nome do protocolo de

i Relatori r risti
ensaio elatério Caracteristicas

Amostra Instrumento

Volume de entrada da extragdo: 600
uL

Volume de eluigédo da extragao: 50 pyL
Internal Control: 10 pL

ELITe InGenius CMVRNA ELITe_PL_600_50 | copias/mL/ | Sonicagado: NAO

Fator de diluigdo: 1,7

Volume de PCR Mix: 20 uL

Volume de entrada de PCR da
plasma amostra: 20 pL
EDTA

Volume de entrada da extragao: 600
uL

Volume de elui¢édo da extragéo: 50 pL
Internal Control: 10 pL

Fator de diluigédo: 1,0

Volume de PCR Mix: 20 yL

Volume de entrada de PCR da
amostra: 20 uL

. CMVRNA ELITe_Be_PL_ -~
ELITe BeGenius 600_50 copias/mL

Para todos os protocolos, 600 uL de amostra de plasma devem ser transferidos para o Extraction Tube (Tubo
de extragdo) (para o ELITE InGenius) ou para o tubo Sarstedt de 2 mL (para o ELITE BeGenius).

A pipetagem de amostras para o Extraction Tube (Tubo de extragédo) ou para o tubo Sarstedt de 2 mL pode
gerar contaminagao. Utilize as pipetas adequadas e siga todas as recomendacgdes reportadas na secg¢ao “Ad-
verténcias e precaugdes”.

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.

N&o use plasma colhido em heparina, a qual € um conhecido inibidor da transcrigéo reversa e da PCR

Consulte "Substancias Potencialmente Interferentes" na seccdo 11 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
page 24 para verificar os dados relativos a substancias interferentes.

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

» Para a curva de calibragao, utilize os quatro niveis de produto CMV RNA ELITe Standard (ndo fornecido com
este kit) com os protocolos do ensaio CMVRNA ELITe_STD ou CMVRNA ELITe_Be_STD.

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 CMV RNA - ELITe Positive Control (n&do fornecido com este kit) com
os protocolos de ensaio CMVRNA ELITe_PC ou CMVRNA ELITe_Be_PC.

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

O ELITe InGenius e o ELITe BeGenius permitem a geragédo e o armazenamento da curva de calibragdo e a
validag&o do controlo de PCR para cada lote de reagente de PCR.

As curvas de validagéo expiram apés 60 dias e, nesse momento, € necessario voltar a executar a calibragao.
Os resultados do controlo da PCR expiram apos 15 dias e, nesse momento, é necessario voltar a executar os
Positive Controls e Negative Controls.

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

» se for usado um novo lote de reagentes,

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

« for realizada qualquer reparagéo ou manutengao significativa no ELITe InGenius ou ELITe BeGenius.

8.3 Controlos da qualidade

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

9 PROCEDIMENTO do ELITe InGenius

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

Table 6
PASSO 1 Verificagao da prontiddo do sistema
A) Execucgéo da amostra (Extract + PCR [Extrair+PCR])
B) Execugao de amostras eluidas (PCR Only [Apenas PCR
PASSO 2 Prepgragéo da ) ¢ ( y[Ap )
Sessao C) Execucéo da calibragdo (PCR Only [Apenas PCR])
D) Execugéo de Positive Control e Negative Control (PCR Only [Apenas PCR])
1) Validacéo da Curva de calibragéo
Revisdo e 2) Validagéo dos resultados do Positive Control e Negative Control
PASSO 3 aprovagéo de
resultados 3) Validagao dos resultados das amostras
4) Elaboragao do relatério do resultado da amostra

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

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

* 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 nao haja controlos de PCR
validos disponiveis para o lote da PCR Mix execute os controlos de PCR conforme descrito nas secc¢bes
seguintes,
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» escolher o tipo de execugdo, seguindo as instrugdes na Interface Grafica do Utilizador (GUI) para a
preparagdo da sessado e utilizando os Protocolos de ensaio fornecidos pela EG SpA. (ver “Amostras e
Controlos”).

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

9.2 PASSO 2 - Configuragao da sessao

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

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

C. Execucgao de calibragio (apenas PCR),

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

Todos os parametros requeridos estédo incluidos nos Protocolos de ensaio disponivel no instrumento e séo
carregados automaticamente quando o protocolo de ensaio é selecionado.

O ELITe InGenius pode ser ligado ao “Laboratory Information System” (Sistema de Informagdes Laboratoriais
- LIS), que permite descarregar a informagéo da sessao do centro de dados laboratoriais. Consulte o manual
do instrumento para obter mais informacdes.

Antes de configurar uma execucéo:

1. Descongele os tubos de PCR Mix necessarios a temperatura ambiente durante 30 minutos. Cada tubo é
suficiente para 24 testes em condi¢des otimizadas (5 ou mais testes por sesséo). Misture por meio de
vortice a baixa velocidade durante 10 segundos trés vezes 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 descongela, dado que este reagente é fotossensivel.

2. Use os tubos RT EnzymeMix necessarios. Cada tubo é suficiente para 48 testes em condigbes otimizadas
(5 ou mais testes por sessao). Misture suavemente e, em seguida, centrifugue o conteddo durante 5
segundos e mantenha em gelo ou no bloco de refrigeracgao.

A RT EnzymeMix nao deve ser exposta a temperaturas superiores a -20 °C durante mais de 10 minutos.

3. Prepare um tubo de 2 mL (Sarstedt, ref. 72.694.005, nao incluido no kit) para a mistura de reagao
completa e identifique-o com um marcador de tinta permanente.

4. Calcule os volumes necessarios de PCR Mix e RT EnzymeMix para preparar a mistura de reagao
completa com base no nimero de amostras (N) a serem analisadas, conforme descrito na tabela seguinte.

Table 7

Numero de amostras (N)

PCR Mix

RT EnzymeMix

1<N<5 (N +1)x 20 uL (N+1)x0,3 L
6<N<11 (N +2)x 20 uL (N+2)x0,3 L
N=12 290 L 4,4 L

5. Prepare a mistura de reagao completa transferindo para o tubo de 2 mL identificado os volumes
calculados dos dois componentes. Misture por meio de vértice a baixa velocidade durante 10 segundos trés
vezes e, em seguida, centrifugue o contetido durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco de
refrigeragao.
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A mistura de reagao completa pode ser usada dentro de 7 horas se mantida num bloco refrigerado (durante
2 sessodes de 3 horas cada e o tempo necessario para iniciar uma terceira sesséo). A mistura de reagdo com-
pleta nao pode ser armazenada para reutilizagao.

NOTE

A mistura da reagao completa é sensivel a luz, ndo a exponha a luz direta.

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

Table 8
B. Execucdo de amostras eluidas (PCR Only
A. Execugdo da amostra (Extract + PCR) [Extrair+PCR] | [apenas PCR])

1 Identifique amostras e, se necessario, descongele a Descongele o tubo de eluigao contendo os acidos
temperatura ambiente, misture suavemente e centrifugue o | nucleicos extraidos a temperatura ambiente. Misture
conteudo durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no suavemente e, em seguida, centrifugue o contetdo
bloco de refrigeragéo. durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco
Para este ensaio, 600 uL da amostra devem ser de refrigeragéo.
transferidos para um Tubo de extragdo anteriormente
identificado. Qualquer volume em excesso sera deixado no
Extraction Tube (Tubo de extragdo) pelo ELITe InGenius.

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

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

3 Certifique-se de que o “Extraction Input Volume” (Volume Certifique-se de que o “Extraction Input Volume”
inicial de extragéo) apresentado é de 1000 pL e que o (Volume inicial de extragéo) apresentado é de 1000 yL
“Extracted Elute Volume” (“Volume de eluigdo do extraido”) | e que o “Extracted Elute Volume” (“Volume de eluigao
é de 50 pL. do extraido”) é de 50 pL.

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

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

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

7 Selecione a posicéo de carregamento da amostra como Certifique-se de que a posicao de carregamento da
“Extraction Tube” *(Tubo de extra¢do) na coluna “Sample amostra na coluna “Sample Position” (Posi¢édo da
Position” (Posicao da amostra). Certifique-se de que o amostra) é “Elution Tube (bottom row)” (Tubo de
“Dilution factor” (Fator de dilui¢éo) é “1,7". eluicdo [linha inferior]). Certifique-se de que o

“Dilution factor” (Fator de diluigéo) & “1,7".

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

9 Carregue a CPE e a mistura de reagdo completa no Carregue a mistura de reagdo completa no
“Inventory Block” (Gestor do reagente) consultando a “Load | “Inventory Block” (Gestor do reagente) consultando a
List” (Lista de carregamentos) e introduza o nimero de lote | “Load List” (Lista de carregamentos) e introduza o
do CPE e PCR Mix, data de expiragao e numero de numero de lote da mistura de PCR, data de validade e
reagdes por cada tubo. o0 numero de reagdes para cada tubo.

10 | Selecione “Next” (Préximo) para continuar. Selecione “Next” (Préximo) para continuar.
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B. Execucdo de amostras eluidas (PCR Only
A. Execugao da amostra (Extract + PCR) [Extrair+PCR] | [apenas PCR])

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

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

13 | Carregue a PCR Cassette, os cartuchos de extragao Elite Carregue a PCR Cassette e os Elution Tubes (Tubos
InGenius SP 1000 e todos os consumiveis e amostras de eluicdo com as amostras extraidas.
necessarios para serem extraidos.

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

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

16 | Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar).
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Table 9
C. Execugao da calibragao (PCR only [Apenas D. Execugao de Positive Control e Negative Control
PCR]) (PCR Only [Apenas PCR])

1 Descongele os tubos de Q-PCR Stangard Descongele os tubos de Positive Control a temperatura
necessarios (Cal1 :SQ-PCR Standard 107, Cal2:4Q- ambiente durante 30 minutos. Misture suavemente e, em
-PCR Standard 107, Cal3: Q-PCR Standard 10", Cal4: | seguida, centrifugue o conteudo durante 5 segundos e
Q-PCR Standard 107) a temperatura ambiente durante | mantenha em gelo ou no bloco de refrigeracéo.

30 minutos. Misture suavemente e, em seguida, Prepare o Negative Control transfirindo pelo menos 50 L

centrifugue o contetido durante 5 segundos e de agua de grau bioldgico molecular para um “Elution tube”

mantenha em gelo ou no bloco de refrigeragéo. (Tubo de eluicdo), fornecido com o ELITe InGenius SP 200
Consumable Set.

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

3 Certifique-se de que o “Extraction Input Volume” Certifique-se de que o “Extraction Input Volume” (Volume
(Volume inicial de extragéo) apresentado é de 1000 uL | inicial de extragao) apresentado é de 1000 uL e que o
e que o “Extracted Elute Volume” (“Volume de eluigdo | “Extracted Elute Volume” (“Volume de elui¢do do extraido”)
do extraido”) é de 50 pL. é de 50 L.

4 Para o Q-PCR Standard, atribua a “Track” (Track), Para os controlos atribua o “Track”, selecione o Assay
selecione o Assay Protocol (Protocolo de ensaio) Protocol (Protocolo de ensaio) na coluna “Assay” (Ensaio)
(ver "Amostras e Controlos") na coluna “Assay” (ver "Amostras e Controlos"). Introduza o numero do lote e
(Ensaio) e introduza o numero de lote e a data de a data de validade do Positive Control e da agua de grau
expiracdo do reagente. biolégico molecular.

5 Certifique-se de que “PCR Only” (apenas PCR) esta Certifique-se de que “PCR Only” (apenas PCR) esta
selecionado na coluna “Protocol”. selecionado na coluna “Protocol”.

6 Certifique-se de que a posi¢ao de carregamento da Certifique-se de que a posi¢ao de carregamento da
amostra na coluna “Sample Position” (Posicdo da amostra na coluna “Sample Position” (Posigao da amostra)
amostra) é “Elution Tube (bottom row)” (Tubo de € “Elution Tube (bottom row)” (Tubo de eluigéo [linha
elui¢do [linha inferior]). inferior]).

7 Carregue a mistura de reagdo completa no Carregue a mistura de reagdao completa no “Inventory
“Inventory Block” (Gestor do reagente) consultando a Block” (Gestor do reagente) consultando a “Load List”
“Load List” (Lista de carregamentos) e introduza o (Lista de carregamentos) e introduza o nimero de lote da
numero de lote da mistura de PCR, data de validade e | mistura de PCR, data de validade e o numero de reacdes
o numero de reagbes para cada tubo. para cada tubo.

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

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

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

11 | Carregue a PCR Cassette e os tubos de Q - PCR Carregue a PCR Cassette, e os tubos de Positive Control e
Standard. Negative Control.

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

13 | Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.

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

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

No final da execugao a restante amostra extraida no Elution tube (Tubo de eluicdo) deve ser removida do ins-
trumento, tapada, identificada e guardada a -20 °C ou menos durante ndo mais de um més. Evite derramar a
Amostra extraida.
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A mistura de reagao completa pode ser mantida no bloco refrigerado até 7 horas (2 sessdes de 3 horas cada
e durante o tempo necessario para iniciar uma terceira sesséo). Misture suavemente e centrifugue o conteudo
durante 5 segundos antes de iniciar a sessao seguinte. A mistura de reagado completa ndo pode ser guardada
para reutilizagao.

NOTE

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

NOTE

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

NOTE

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

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 controlo interno 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 sdo mostrados os resultados e informagdes sobre a execugado. A partir deste ecrd é possivel aprovar o
resultado, imprimir ou guardar os relatérios (“Sample Report” (Relatério da amostra) ou “Track Report” (Relatério
da calha)). Consulte o manual do instrumento para obter mais informacdes.

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

O ELITe InGenius gera os resultados com oCMV RNA ELITe MGB Kit através do seguinte procedimento:
1. Validagéo da Curva de calibragéo,

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

3. Validagao dos resultados da amostra,
4

Elaboracao do relatdrio do resultado da amostra.

Validagdo da Curva de calibragao

O ELITe InGenius software interpreta os resultados do PCR para o alvo das reagbes do Calibrador com os
parametros do protocolo de ensaio ELITe_STD. A Ct resultante versus a concentragdo produz a curva da
calibragéo.
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As curvas de calibragdo, especificas para o lote de reagentes PCR, sio registadas na base de dados
(Calibragéo). Podem ser visualizadas e aprovadas pelos utilizadores "Administrador" ou "Analista", seguindo as
instrucdes da interface grafica do utilizador.

A curva da calibragdo expira apés 60 dias.

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

Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control da amplificagao

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

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

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

The ELITe InGenius software processes the Positive Control and Negative Control results and generates
Control Charts. Sao usados quatro resultados de Positive Control e do Negative Control aprovados para preparar
o “Grafico de controlo” inicial. Para controlos subsequentes, os resultados sdo analisados pelo software para
garantir que os desempenhos do sistema se encontram dentro dos critérios de aceitagdo, mostrados nos
tragados do Grafico de controlo. Consulte 0 manual do instrumento para obter mais informacgdes.

NOTE

Se o resultado do Positive Control e Negative Control ndo cumprir os critérios de aceitacao, € mostrada a men-
sagem “Failed” (Reprovado) no ecra “Controls” (Controlos). Neste caso, os resultados ndo podem ser aprova-
dos e as execugdes de Positive Control e Negative Control tém de ser repetidas.

NOTE

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

Validagéo dos resultados da amostra

O software ELITe InGenius interpreta os resultados de PCR para o alvo (canal CMV RNA) e o Internal Control
(canal IC) com os parametros do protocolo de ensaio CMVRNA ELITe_PL_600_50. Os valores de Ct do alvo
resultante sdo convertidos em concentracao.

Os resultados sdo mostrados no ecra “Result Display”.

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

Table 10
1) Curva de calibragao Estado
CMV RNA Q-PCR Standard APROVADO
2) Positive Control Estado
CMV RNA Positive Control APROVADO
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Table 10 (continued)

3) Negative Control Estado

CMV RNA Negative Control APROVADO

Os resultados da amostra sdo automaticamente interpretados pelo software ELITe InGenius usando os
parametros do Assay Protocol (Protocolo do ensaio). Estao listadas na tabela abaixo as possiveis mensagens de
resultado.

Para cada amostra o sistema comunica uma combinag¢do das seguintes mensagens a especificar se os ARNs
dos patogénicos foram detetados ou nao detetados.

Table 11
Resultado da execugao da amostra Interpretagao
CMV RNA:RNA detected, quantity equal to “XXX” ARN do CMV foi detetado na amostra no intervalo de medigao
copies/mL (ARN do CMV:ARN detetado, quantidade de ensaio, a sua concentragdo € mostrada.

igual a “XXX” copias/mL)

CMV RNA:RNA detected, quantity below “LLoQ” copies/ | ARN do CMV foi detetado na amostra, a sua concentragéo é
/mL (ARN do CMV:ARN detetado, quantidade abaixo inferior ao ensaio Limite inferior de quantificagao.
“LLoQ” copias/mL)

CMV RNA:RNA detected, quantity beyond “ULoQ” ARN do CMV foi detetado na amostra, a sua concentragéo é
copies/mL (ARN do CMV:ARN detetado, quantidade superior ao ensaio Limite superior de quantificagéo.
além de “ULoQ” copias/mL)

CMV RNA:RNA not detected or below LoD copies/mL ARN do CMV nao foi detetado na amostra. A amostra é
(ARN do CMV:ARN néo detetado ou inferior a LdD negativa para ARN do alvo ou a sua concentracdo esta abaixo
cépias/mL) do limite de detegao do ensaio.

Resultado do ensaio invalido devido a falha do Internal
Control (p. ex., extragao incorreta, transferéncia de inibidores).
O teste deve ser repetido.

NOTE

A quantificacdo do ARN do CMV sé pode ser expressa em cépias/mL e nao pode ser comparada com a unida-
de internacional da OMS, uma vez que esta norma se refere ao ADN genémico do CMV.

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

Amostras reportadas como “Invalid-Retest Sample” (Invélido-Testar novamente a amostra): neste caso, o ARN
do Positive Control ndo foi detetado eficientemente devido a problemas nos passos de colheita, extragao,
transcrigéo reversa ou

PCR da amostra (por ex. amostragem incorreta, degradagédo ou perda do ARN durante a extragédo ou inibidores
no eluato), o 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 amplificagcdo no modo “PCR Only” (Apenas PCR). Se o segundo resultado for invalido, a
amostra deve ser novamente testada comegando a partir da extragdo de uma nova amostra utilizando o modo
“Extract + PCR” (Extrair+PCR) (ver 14 RESOLUCAO DE PROBLEMAS page 36).

Amostras reportadas como “CMV RNA: RNA Not detected or below LoD copies/mL” (ARN do CMV:ARN nao
detetado ou abaixo de LdD coépias/mL) sdo adequadas para analise mas nao foi detetado ARN do CMV. Neste
caso, a amostra pode ser negativa para ARN do CMV ou o ARN do CMV esta presente numa concentragao
abaixo do limite de deteg&o do ensaio (ver 11 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO page 24).

Amostras positivas do ARN do CMV a uma concentragdo abaixo do Limite de Detecdo (e Limite Inferior da
Quantificagao) do ensaio, se detetado, sédo reportadas como “CMV RNA: RNA detected, quantity below LLoQ
copies/mL” (ARN do CMV:ARN detetado, quantidade inferior a LLoQ cépias/mL) (ver 11 CARACTERISTICAS
DE DESEMPENHO page 24).
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S&o detetadas amostras positivas de ARN do CMV no Intervalo de Medicéo Linear (ver 11 CARACTERISTICAS
DE DESEMPENHO page 24) que sao reportadas como “CMV RNA: RNA detected, quantity equal to “XXX”
copies / mL” (ARN de CMV:ARN detetado, quantidade igual a “XXX” copias/mL).

Amostras positivas de ARN do CMV que estdo acima do Limite Superior de Quantificagdo sao reportadas como
“CMV RNA: RNA detected, quantity beyond ULoQ copies/mL” (ARN de CMV:ARN detetado, quantidade além de
ULoQ cépias/mL) e ndo sdo adequadas para quantificagdo. Se necessario a amostra pode ser diluida antes da
extracdo ou PCR e novamente testada de forma a serem obtidos resultados dentro do intervalo de medigao
linear do ensaio.

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

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

Elaboragao do relatério do resultado da amostra

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

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

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

10 PROCEDIMENTO do ELITe BeGenius

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

Table 12
PASSO 1 Verificagao da prontiddo do sistema
A) Execugéo da amostra (Extract + PCR [Extrair+PCR])
~ B) Execucao de amostras eluidas (PCR Only [Apenas PCR])
PASSO 2 Spéiggga@” da
C) Execugao da calibragdo (PCR Only [Apenas PCR])
D) Execucéo de Positive Control e Negative Control (PCR Only [Apenas PCR])
1) Validagéo da Curva de calibragéo
Revisdo e 2) Validagao dos resultados do Positive Control e Negative Control
PASSO 3 aprovagao de
resultados 3) Validagao dos resultados das amostras
4) Elaboragéao do relatdrio do resultado da amostra

PASSO 1 - Verificagao da disponibilidade do sistema
Antes de iniciar a sessao:

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

* 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 nao estiver carregado no sistema, contacte o Servigo de Apoio ao cliente
da ELITechGroup de sua localidade.

PASSO 2 - Configuragido da sessao

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

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

C. Execucgao de calibragéo (apenas PCR),

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

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

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

Antes de configurar uma execucao:

1. Descongele os tubos de PCR Mix necessarios a temperatura ambiente durante 30 minutos. Cada tubo é
suficiente para 24 testes em condi¢des otimizadas (5 ou mais testes por sesséo). Misture suavemente por
vortice a baixa velocidade durante 10 segundos trés vezes e, em seguida, centrifugue o conteudo durante 5
segundos e mantenha em gelo ou no bloco de refrigeracgao.

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

2. Use os tubos RT EnzymeMix necessarios. Cada tubo € suficiente para 48 testes em condigdes otimizadas
(5 ou mais testes por sessao). Misture e, em seguida, centrifugue os conteudos durante 5 segundos e
mantenha-os em gelo ou no bloco refrigerado.

A RT EnzymeMix n&o deve ser exposta a temperaturas superiores a -20 °C durante mais de 10 minutos.

3. Prepare um tubo de 2 mL (Sarstedt, ref. 72.694.005, nao incluido no kit) para a mistura de reagao
completa e identifique-o com um marcador de tinta permanente.

4. Calcule os volumes necessarios de PCR Mix e RT EnzymeMix para preparar a mistura de reagao
completa com base no numero de amostras (N) a serem analisadas, conforme descrito na tabela seguinte.

Table 13
Numero de amostras (N) PCR Mix RT EnzymeMix
1<Ns5 (N+1)x20puL (N+1)x0,3puL
6<N=<11 (N+2)x20puL (N+2)x0,3 L
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Table 13 (continued)
Numero de amostras (N) PCR Mix RT EnzymeMix
N=12 290 pL 4,4 uL
13sN<18 (N+3)x20uL (N+3)x0,3puL
19<N=<23 (N+4)x20puL (N+4)x0,3puL
N=24 580 uL 8,7 uL

Prepare a mistura de reagdao completa transferindo para o tubo de 2 mL identificado os volumes
calculados dos dois componentes. Misture por meio de vértice a baixa velocidade durante 10 segundos trés
vezes e, em seguida, centrifugue o conteudo durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco de

refrigeragéo.

NOTE

A mistura de reagao completa pode ser usada dentro de 7 horas se mantida num bloco refrigerado (durante
2 sessdes de 3 horas cada e o tempo necessario para iniciar uma terceira sesséo). A mistura de reagdo com-

pleta nao pode ser armazenada para reutilizagao.

NOTE

A mistura da reagao completa € sensivel a luz, ndo a exponha a luz direta.

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

Table 14

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

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

Identifique amostras e, se necessario, descongele a
temperatura ambiente, misture suavemente e centrifugue o
conteudo durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no
bloco de refrigeracao.

Para este ensaio, 600 uL da amostra devem ser
transferidos para um tubo Sarstedt de 2 mL (n&o fornecido)
previamente identificado. Qualquer volume em excesso
sera deixado no tubo pelo ELITe InGenius

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

Se necessario, descongele os tubos de eluigdao
contendo os acidos nucleicos extraidos a temperatura
ambiente. Misture suavemente e, em seguida,
centrifugue o conteuddo durante 5 segundos e
mantenha em gelo ou no bloco de refrigeragéo.

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-0s na mesa
de preparacgéao.

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

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

Selecione o0 “Run mode”: “PCR Only”.

Carregue as amostras no “Sample Rack” (Suporte de
amostras). (Nota; quando os tubos secundarios “2 mL
Tubes” (Tubos de 2 mL) forem carregados, use
adaptadores azuis para o “Sample Rack” (Suporte de
amostras).

Carregue as amostras no “Elution Rack”(Rack de
eluicdo).
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A. Execucao da amostra (Extract + PCR) [Extrair+PCR]

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

6 | Insira o “Sample Rack” (Suporte de amostras) na “Cooler Insira o “Elution Rack” (rack de eluigéo) na “Cooler
Unit” comegando a partir da “Lane 5” (L5). Insira a “Sample | Unit” comegando pela “Lane 3” (L3) Para cada
ID” (Identificagdo da amostra) (SID) para cada “Position” “Position” insira a “Sample ID” (Identificagédo da
usada. Se forem carregados tubos secundarios, assinale “2 | amostra), a “Sample matrix” (Matriz da amostra), o
mL Tube” (Tubo de 2 mL). Se os tubos secundarios n&o “Extraction kit” (Kit de extragdo) e o “Extracted eluate
possuirem cédigo de barras, digite manualmente a “Sample | vol.” (Volume de eluato extraido).

ID”).

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

8 | Certifique-se de que o “Extraction Input Volume” (Volume Certifique-se de que o “Extraction Input Volume”
inicial de extrac&o) é de 600 pL e que o “Extracted Elute (Volume inicial de extragdo) é de 600 pL e que o
Volume” (“Volume de eluigédo do extraido”) é de 50 pL. “Extracted Elute Volume” (“Volume de elui¢do do

extraido”) é de 50 pL.

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

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

11 | Quando forem processadas mais de 12 amostras, repita o Quando forem processadas mais de 12 amostras,
procedimento a partir do ponto 6 repita o procedimento a partir do ponto 6

12 | Coloque os “Elution tubes" (Tubo de elui¢do) no “Elution Nao aplicavel
Rack" (rack de eluigéo) (os tubos de eluicdo podem ser
etiquetados com cédigo de barras para melhorar a
capacidade de localizac¢ao).

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

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

15 | Carregue CPE e a mistura de reagdo completa no Carregue a mistura de reagdo completa no
“Reagent/Elution Rack” (Rack de reagente/elui¢ao). “Reagent/Elution Rack” (Rack de reagente/eluigao).

16 | Insira o “Reagent/Elution Rack” na “Cooler Unit” na “Lane 2” | Insira o “Reagent/Elution Rack” na “Cooler Unit” na
(L2) se estiver disponivel, ou na “Lane 1” (L1). Para cada “Lane 2” (L2) se estiver disponivel, ou na “Lane 1” (L1).
PCR Mix e/ou CPE, insira o “S/N” (numero de série), o “Lot | Para cada PCR Mix, insira 0 “S/N” (nimero de série), o
D‘O- ”(nu[’nero de lote), a Exp. Date” (data de expiragao) € 0 | “Lot No.” (nimero de lote), a “Exp. Date” (data de

T/R” (numero de reagoes). expiragéo) e o “T/R” (nimero de reagdes).

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

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

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

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

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

22 | Carregue o “Extraction Rack” (Rack de extragdo) com os Nao aplicavel
cartuchos de extragédo “ELITe InGenius SP 1000” e os
consumiveis de extragao necessarios.

23 | Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.

24 | Prima "Start" (Iniciar). Prima "Start" (Iniciar).
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C. Execucgéo da calibragido (PCR only [Apenas PCR])

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

1 Descongele os tubos de Q PCR Standard necessarlos Descongele os tubos de Positive Control a
(Cal1: Q-PCR Standard 10 Cal2: Q-PCR Standard 10 temperatura ambiente durante 30 minutos. Misture
Cal3: Q-PCR Standard 10*, Cald: Q-PCR Standard 10 ) suavemente e, em seguida, centrifugue o contetido
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Misture durante 5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco
suavemente e, em seguida, centrifugue o conteudo durante | de refrigeracéo.

5 segundos e mantenha em gelo ou no bloco de Prepare o Negative Control transfirindo pelo menos
refrigeracéo. 50 uL de agua de grau biolégico molecular para um
“Elution tube” (Tubo de elui¢ado), fornecido com o ELITe
InGenius SP 200 Consumable Set.
2 | Selecione “Perform Run” (Executar) a partir do ecra “Home”. | Selecione “Perform Run” (Executar) a partir do ecra
“Home” (Pagina inicial)

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

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

5 | Carregue os tubos de standard de Q-PCR no “Elution Carregue os tubos de Positive Control e Negative
Rack” (Rack de elui¢ao). Control no “Elution Rack” (Rack de eluicéo).

6 | Insira o “Elution Rack” (Rack de eluigdo) na “Cooler Unit” | Insira o “Elution Rack” (Rack de eluigdo) na “Cooler
(Unidade refrigeradora) comegando a partir da “Lane 3” Unit” (Unidade refrigeradora) comegando a partir da
(Via 3) (L3). “Lane 3” (Via 3) (L3).

Se necessario, para cada “Position” (Posi¢éo) introduza o Se necessario, para cada “Position” (Posi¢éo)

“Reagent name” (Nome do reagente) e 0 “S/N” (niumero de | introduza o “Reagent name” (Nome do reagente) e o

série), 0 “Lot No.” (numero de lote), a “Exp. Date” (data de “SIN” (nimero de série), o “Lot No.” (nUmero de lote), a

expiragao) e o “T/R” (nUmero de reagdes). “Exp. Date” (data de expiragéo) e o “T/R” (numero de
reagdes).

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

8 | Certifique-se de que o “Extraction Input Volume” (Volume Certifique-se de que o “Extraction Input Volume”
inicial de extragdo) é de 600 pL e que o “Extracted Elute (Volume inicial de extragdo) é de 600 puL e que o
Volume” (“Volume de eluigédo do extraido”) é de 50 pL. “Extracted Elute Volume” (“Volume de elui¢édo do

extraido”) é de 50 pL.

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

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

11 | Carregue a mistura de reagdao completa no “Reagent/ Carregue a mistura de reagdo completa no
/Elution Rack”(Rack de reagente/elui¢éo). “Reagent/Elution Rack”(Rack de reagente/eluigéo).

12 | Insira o “Reagent/Elution Rack” (Rack de reagente/ Insira o “Reagent/Elution Rack” (Rack de reagente/
/eluicdo) na “Cooler Unit” na “Lane 2” (L2). Para cada PCR | /elui¢édo) na “Cooler Unit” na “Lane 2” (L2). Para cada
Mix, insira o “S/N” (humero de série), o “Lot No.” (nUmero PCR Mix, insira o “S/N” (numero de série), o “Lot No.”
de lote), a “Exp. Date” (data de expiracéo) e o “T/R” (numero de lote), a “Exp. Date” (data de expiragdo) e o
(numero de reagdes). “T/R” (nimero de reagdes).

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

14 | Verifique as pontas nos “Tip Rack(s)” (Suporte de Ponta) na | Verifique as pontas nos “Tip Rack(s)” (Suporte de
“Inventory Area” (area dos reagentes) e substitua o suporte | Ponta) na “Inventory Area” (area dos reagentes) e
(s) de pontas, se necessario. substitua o suporte(s) de pontas, se necessario.

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

16 | Coloque 0 “PCR Rack” (Rack de PCR) com a “PCR Coloque o “PCR Rack” (Rack de PCR) com a “PCR
Cassette” na Inventory Area (area dos reagentes). Cassette” na Inventory Area (area dos reagentes).

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

D. Execucgéao de Positive Control e Negative Control
C. Execucgao da calibragao (PCR only [Apenas PCR]) (PCR Only [Apenas PCR])

18 | Feche a porta do instrumento. Feche a porta do instrumento.

19 | 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 eluicdo) deve ser removida do ins-
trumento, tapada, identificada e guardada a -20 °C ou menos durante ndo mais de um més. Evite derramar a
Amostra extraida.

NOTE

A mistura de reagao completa pode ser mantida no bloco refrigerado até 7 horas (2 sessdes de 3 horas cada
e durante o tempo necessario para iniciar uma terceira sesséo). Misture suavemente e, em seguida, centrifu-
gue os conteudos durante 5 segundos antes de dar inicio a sessao seguinte. A mistura de reagcdo completa
nao pode ser guardada para reutilizagao.

NOTE

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

NOTE

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

NOTE

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

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

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

PASSO 3 - Revisao e aprovagao dos resultados

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

At the end of the run, the “Results Display” screen is automatically shown. Neste ecra sdo mostrados os
resultados e informagdes sobre a execugdo. A partir deste ecrd é possivel aprovar o resultado, imprimir ou
guardar os relatérios (“Sample Report” (Relatério da amostra) ou “Track Report” (Relatério da calha)). Consulte o
manual do instrumento para obter mais informacgdes.
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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 CMV RNA ELITe MGB Kit através do seguinte procedimento:
1. Validagao da Curva de calibragao,

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

3. Validagao dos resultados da amostra,
4

Elaboragao do relatério do resultado da amostra.

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

1 CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
1.1 Limite de detecao (LdD)

O limite de detegéo (LdD) do ensaio foi determinado com amostras de plasma no ELITe InGenius com recurso a
diluicdo de material de referéncia de ARN do CMV (Universidade de Turim). Foi efetuada uma analise de
regressdo Probit aos resultados e o LdD foi definido como a concentracdo correspondente a 95% de
probabilidade de um resultado positivo.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte

Table 16 Limite de detecdao para amostras de plasma e ELITe InGenius

intervalo de confianca de 95%
Alvo LdD
Limite inferior Limite superior
0,19 PFU/mL 0,15 PFU/mL 0,29 PFU/mL
ARN do CMV
30 copias/mL N.A. N.A.

O valor do LdD calculado foi verificado através de testes a amostras de plasma enriquecidas com material de
referéncia de ARN do CMV (Universidade de Turim) a concentracdo indicada. Os resultados obtidos
confirmaram a concentragao declarada para o alvo.

O valor do LdD calculado, 30 copias/mL, foi verificado em associagdo com o ELITe BeGenius através de testes a
amostras de plasma enriquecidas com material de referéncia de ARN do CMV (NoToVir) a concentragao
indicada. Os resultados obtidos confirmaram a concentragéo declarada para o alvo.

11.2 Intervalo de medicao linear

O intervalo de medicgéo linear do ensaio foi determinado com amostras de plasma no ELITe InGenius e no ELITe
BeGenius utilizando diluigdes de material de referéncia de ARN do CMV (NoToVir). foi realizada uma regressao
linear dos resultados e foi verificado o intervalo de medigao linear.

Os resultados sdo comunicados nas figuras seguintes.

SCH mRTS115ING_pt 2024-11-29 Revisao 03 24/46



CMV RNA ELITe MGB® Kit

[REF| RTS115ING

Fitted Line Plot ELITe InGenius Fitted Line Plot ELITe BeGenius
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Fig. 1

Os resultados finais estdo resumidos na tabela seguinte.

Table 17 Intervalo de medigao linear para amostras de plasma ELITe InGenius e ELITe BeGenius

Limite inferior de quantificagdo (LIdQ) Limite superior de
quantificagao (LSdQ)

30 cépias/mL 29.392.000 cépias/mL

Os resultados obtidos pelo ELITe InGenius e o ELITe BeGenius foram analisados por regressao ortogonal e
linear para calcular a correlagao entre os métodos.

Os resultados estao resumidos na figura seguinte

Plot of Obtained Log Oty_BeGenius vs Obtained Log QOty_InGenius with Fitted Lines

Error Variance Ratio (Obtained Log Qty_BeGenius/Obtained Log Oty_InGenius) = 1
a == QOrthogonal
— e Lpadt Squares

Obtained Log Qty_BeGenius

! 2 3 4 5 6 7 8
QObtained Log Oty _InGenius

Orthogonall  Obtained Log Qty_BeGenius = Q060 + 0972 Obtained Log Qty_InGenius
Least Squares: Obtoined Log Qfy_BeGenius = Q085 + Q871 Obtained Log Qty_InGemnius

Fig. 2

A analise de regresséao ortogonal gerou uma intercegéo igual a 0,060 (95% CI: -0,015; 0,135) e um declive igual
a 0,972 (95% CI: 0,956; 0,989). A andlise de regressao linear gerou um R2 de 0,997.
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1.3 Incerteza da curva de standard

O valor da incerteza da curva de standard foi calculado combinando os erros aleatérios (DP) das quantificagdes
de todos os niveis e multiplicando o fator de cobertura k = 2 (incerteza combinada alargada) e é igual a 0,1588
Log cépias / reagao.

Table 18
Niveis da curva de Tedrico sD Incerteza combinada
standard Log c/rxn alargada
CMV RNA Standard 10° 5,0000 0,0273
CMV RNA Standard 10* 4,0000 0,0234
0,1588
CMV RNA Standard 10° 3,0000 0,0329
CMV RNA Standard 10° 2,0000 0,0627
1.4 Inclusividade: Eficiéncia de detecao e eficiéncia de quantificagcao em diferentes
genotipos

A inclusividade do ensaio, como eficiéncia de detecao e quantificacao de diferentes gendtipos e estirpes de CMV
foi avaliada por analise in silico das sequéncias disponiveis nas bases de dados de nucleoétidos.

A analise revelou a conservagao da sequéncia e a auséncia de mutagdes significativas nas sequéncias de CMV
disponiveis. Por isso, é esperada uma detegdo e quantificacao eficientes para os diferentes gendtipos e estirpes
de CMV.

A inclusividade do ensaio foi verificada, em associagdo com o ELITe InGenius, ao testar os diferentes materiais
de referéncia de CMV (ATCC e Universidade de Turim) a baixa concentragao.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte

Table 19
Estirpe CMV Pos./Rep. Resultado
AD169 3/3 ARN do CMV detetado,
Towne 3/3 ARN do CMV detetado
Davis 3/3 ARN do CMV detetado
Merlin 3/3 ARN do CMV detetado

Todas as amostras foram corretamente detetadas como positivas para ARN do CMV pelo CMV RNA ELITe MGB
Kit no ELITe InGenius.

1.5 Marcadores potencialmente interferentes: Reatividade cruzada

A reatividade cruzada potencial do ensaio com ADN gendémico do CMV e outros organismos nao pretendidos foi
avaliada através da analise in silico de sequéncias disponiveis na bases de dados de nucleétidos. A analise
revelou incompatibilidades significativas com o ADN gendémico do CMV; por conseguinte, ndo é de esperar
qualquer reatividade cruzada. A analise ndo demonstrou homologias significativas com outros organismos nao
pretendidos; por conseguinte, ndo se espera reatividade cruzada.

A potencial reatividade cruzada com outros organismos que podem ser encontrados nas amostras clinicas de
plasma também foi verificada, em associacdo com o ELITe InGenius, através de testes a um painel de materiais
de referéncia certificados (ATCC e NIBSC) em titulo alto.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte
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Table 20
Amostra Pos./Rep. Resultado
HIV1 0/3 Sem reatividade cruzada
EBV 0/3 Sem reatividade cruzada
HAV 0/3 Sem reatividade cruzada
HBV 0/3 Sem reatividade cruzada
HHV6 0/3 Sem reatividade cruzada
HSV1 0/3 Sem reatividade cruzada
HSV2 0/3 Sem reatividade cruzada
HEV 0/3 Sem reatividade cruzada
RSV 0/3 Sem reatividade cruzada
Vzv 0/3 Sem reatividade cruzada
Virus Influenza A (H1N1) 0/3 Sem reatividade cruzada
Virus Influenza B (Florida) 0/3 Sem reatividade cruzada
Virus do dengue tipo 3 0/3 Sem reatividade cruzada
Adenovirus 2 0/3 Sem reatividade cruzada
Virus West Nile 0/3 Sem reatividade cruzada
Echovirus 4 0/3 Sem reatividade cruzada
Parvovirus B19 0/3 Sem reatividade cruzada
HCV 0/3 Sem reatividade cruzada
Aspergillus fumigatus 0/3 Sem reatividade cruzada
Staphylococcus aureus 0/3 Sem reatividade cruzada
Candida albicans 0/3 Sem reatividade cruzada

Todos os marcadores potencialmente interferentes testados revelaram que ndo ha reatividade cruzada para a
amplificagcdo do alvo ARN do CMV utilizando o CMV RNA ELITe MGB Kit.

11.6 Marcadores potencialmente interferentes: Inibigao

A potencial inibigao do ensaio causada por outros organismos que podem ser encontrados em amostras clinicas
de plasma foi verificada através do teste de um painel de materiais de referéncia certificados (ATCC e NIBSC)
em titulo alto, enriquecidos com material de referéncia de ARN do CMV (Universidade de Turim) a uma
concentragao de 3x o LdD.

Os resultados sao comunicados na tabela seguinte

Table 21
Amostra Pos./Rep. Resultado
HIV1 3/3 Auséncia de inibicdo
EBV 3/3 Auséncia de inibicdo
HAV 3/3 Auséncia de inibicdo
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Table 21 (continued)

Amostra Pos./Rep. Resultado

HBV 3/3 Auséncia de inibicdo
HHV6 3/3 Auséncia de inibicdo
HSV1 3/3 Auséncia de inibicdo
HSV2 3/3 Auséncia de inibi¢do
HEV 3/3 Auséncia de inibicdo
RSV 3/3 Auséncia de inibicdo
Vzv 3/3 Auséncia de inibicdo
Virus Influenza A (H1N1) 3/3 Auséncia de inibigéo
Virus Influenza B (Florida) 3/3 Auséncia de inibigao
Virus do dengue tipo 3 3/3 Auséncia de inibigao
Adenovirus 2 3/3 Auséncia de inibicdo
Virus West Nile 3/3 Auséncia de inibicdo
Echovirus 4 3/3 Auséncia de inibicdo
Parvovirus B19 3/3 Auséncia de inibicdo
HCV 3/3 Auséncia de inibicdo
Aspergillus fumigatus 3/3 Auséncia de inibicdo
Staphylococcus aureus 3/3 Auséncia de inibigao
Candida albicans 3/3 Auséncia de inibicdo

Todos os organismos potencialmente interferentes testados revelaram que n&do ha inibicdo da detegédo e

quantificagdo do alvo de ARN do CMV usando o CMV RNA ELITe MGB Kit.

1.7 Substancias potencialmente interferentes: Reatividade cruzada

A reatividade cruzada do ensaio com substancias potencialmente interferentes (endégenas e exdgenas) que
podem ser encontradas nas amostras clinicas de plasma foi avaliada através da analise de um painel de

substancias em concentracao relevante.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte

Table 22
Amostra Pos./Rep. Resultado
Plasma ictérico 0/3 Sem reatividade cruzada
Plasma lipémico 0/3 Sem reatividade cruzada
Sangue altamente hemolitico 0/3 Sem reatividade cruzada
Sangue mediamente hemolitico 0/3 Sem reatividade cruzada
Sangue hemolitico baixo 0/3 Sem reatividade cruzada
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Table 22 (continued)

Amostra Pos./Rep. Resultado

Plasma heparinizado 0/3 Amostra invalida

Plasma em EDTA 0/3 Sem reatividade cruzada
Azitromicina 0/3 Sem reatividade cruzada
Ciclosporina A 0/3 Sem reatividade cruzada
Valganciclovir 0/3 Sem reatividade cruzada
Cidofovir 0/3 Sem reatividade cruzada
Abacavir 0/3 Sem reatividade cruzada
Ganciclovir 0/3 Sem reatividade cruzada
Foscarnet 0/3 Sem reatividade cruzada
Ribavirina 0/3 Sem reatividade cruzada
Letermovir 0/3 Sem reatividade cruzada

O teste mostrou que todas as substancias ndo reagem de forma cruzada com a amplificagdo do alvo ARN do
CMV utilizando o CMV RNA ELITe MGB Kit.

A heparina foi confirmada como sendo capaz de inibir o ensaio, uma vez que estas amostras resultaram
“Invalidas” devido a falha do Controlo Interno (IC Ct > 32) em vez de “Negativas”.

11.8 Substancias potencialmente interferentes: Inibigao

A inibicdo do ensaio com substancias potencialmente interferentes (enddégenas e exdgenas) que podem ser
encontradas em amostras clinicas de plasma foi avaliada, em associagcdo com o ELITe InGenius, através da
analise de um painel de substancias em concentragdes relevantes adicionadas ao material de referéncia de ARN
do CMV (Universidade de Turim) a uma concentragdo de 3x o LdD.

Os resultados sao comunicados na tabela seguinte

Table 23
Amostra Pos./Rep. Resultado

Plasma ictérico 3/3 Auséncia de inibicdo
Plasma lipémico 3/3 Auséncia de inibigao
Sangue altamente hemolitico 3/3 Auséncia de inibigao
Sangue mediamente hemolitico 3/3 Auséncia de inibicao
Sangue hemolitico baixo 3/3 Auséncia de inibigao
Plasma heparinizado 0/3 Amostra invalida

Plasma em EDTA 3/3 Auséncia de inibigao
Azitromicina 3/3 Auséncia de inibigao
Ciclosporina A 3/3 Auséncia de inibigao
Valganciclovir 3/3 Auséncia de inibicao
Cidofovir 3/3 Auséncia de inibicao
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Table 23 (continued)
Amostra Pos./Rep. Resultado
Abacavir 3/3 Auséncia de inibicao
Ganciclovir 3/3 Auséncia de inibicao
Foscarnet 3/3 Auséncia de inibicao
Ribavirina 3/3 Auséncia de inibicao
Letermovir 3/3 Auséncia de inibicao

O teste demonstrou que todas as substancias, com exceg¢ao da heparina, ndo inibem a detecdo e quantificagao
do alvo ARN do CMYV utilizando o CMV RNA ELITe MGB Kit

A heparina foi confirmada como sendo capaz de inibir o ensaio. No entanto, devido a falha do Controlo Interno
(IC Ct > 32), estas amostras resultaram “Invalidas” em vez de falsamente “Negativas”.

1.9 Contaminagao cruzada

A possivel contaminagao cruzada durante a andlise foi avaliada, em associagdo com o ELITe InGenius, através
da analise de 30 amostras de plasma negativas para o ARN do CMV, alternadas com 30 amostras de plasma
com material de referéncia de ARN do CMV (Universidade de Turim) em titulo alto.

Os resultados sdo comunicados na tabela seguinte

Table 24
Amostras N Negativo Positivo Concordancia
Plasma enriquecido com ARN do CMV a ~1x1 0°
copias/mL 30 0 30 100%
Plasma negativo para ARN do CMV 30 30 0 100%

Nenhuma das amostras negativas para ARN do CMV testadas deu resultados falsos positivos. Neste teste, ndo
foi detetada contaminacgao cruzada dentro de uma sessao nem entre sessoes.

11.10 Taxa de falha geral do sistema

A taxa de falha de todo o sistema foi avaliada, em associagdo com o ELITe InGenius, através da analise de um
painel de amostras enriquecidas com material de referéncia de ARN do CMV (Universidade de Turim) a uma
concentragdo de 3x o LdD.

Os resultados sao comunicados na tabela seguinte

Table 25
Amostras N Negativo Positivo Taxa de falha de todo o sistema
Plasma enriquecido para ARN do
oo 50 0 50 0%

Nenhuma das amostras positivas para ARN do CMV testadas deu resultados falsos negativos. Neste teste, a
taxa de falha geral do sistema foi igual a 0%.

11.11  Repetibilidade

A repetibilidade intra-sess&o e inter-sessao do ensaio foi avaliada no ELITe InGenius através da analise de um
painel de amostras de plasma, incluindo uma amostra negativa e duas amostras enriquecidas com material de
referéncia de ARN do CMV (Universidade de Turim) em concentragbes de 3x o LdD e de 10x o LdD.
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Um exemplo dos resultados da repetibilidade intra-sessao (em um dia) sdo mostrados nas tabelas seguintes.

Table 26 Repetibilidade intra-sessao do ELITe InGenius (dia 1)

Amostra Pos./Rep. Ct médio SD % CV Concordancia
Negativo 0/8 N.A. N.A. N.A. 100%
3x o LdD 8/8 33,19 0,43 1,30 100%
10x o LdD 8/8 31,69 0,09 0,27 100%

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

Table 27 Repetibilidade inter-sessao do ELITe InGenius (dia 1 e dia 2)

Amostra Pos./Rep. Ct médio SD % CV Concordancia
Negativo 0/16 N.A. N.A. N.A. 100%
3xoLdD 16/16 33,19 0,34 1,03 100%
10x o LdD 16/16 31,62 0,18 0,56 100%

Nos testes de repetibilidade em associagdo com o ELITe InGenius, o CMV RNA ELITe MGB Kit detetou o alvo
ARN do CMV conforme esperado e apresentou uma variabilidade méaxima dos valores de Ct do alvo como %CV
inferior a 5%.

A repetibilidade intra-sessao e inter-sessao do ensaio foi avaliada no ELITe BeGenius através da analise de um
painel de amostras de plasma, incluindo uma amostra negativa e duas amostras enriquecidas com material de
referéncia de ARN do CMV (NoToVir) em concentragbes de 3x o LdD e de 10x o LdD.

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

Table 28 Repetibilidade intra-sesséo do ELITe BeGenius (dia 1)

Amostra Pos./Rep. Ct médio SD % CV Concordancia
Negativo 0/8 N.A. N.A. N.A. 100%
3xo0LdD 8/8 36,17 0,87 2,40 100%
10x o LdD 8/8 33,64 0,28 0,82 100%

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

Table 29 Repetibilidade inter-sesséo do ELITe BeGenius (dia 1 e dia 2)

Amostra Pos./Rep. Ct médio SD % CV Concordancia
Negativo 0/16 N.A. N.A. N.A. 100%
3xo0LdD 16/16 35,82 0,79 2,22 100%
10x o LdD 16/16 33,54 0,29 0,86 100%

Nos testes de repetibilidade em associacdo com o ELITe BeGenius, o CMV RNA ELITe MGB Kit detetou o alvo
ARN do CMV conforme esperado e apresentou uma variabilidade maxima dos valores de Ct do alvo como %CV
inferior a 5%.
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11.12 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade inter-lote e inter-instrumento do ensaio foi avaliada no ELITe InGenius através da analise de
um painel de amostras de plasma, incluindo uma amostra negativa e duas amostras enriquecidas com material
de referéncia de ARN do CMV (Universidade de Turim) em concentragdes de 3x o LdD e de 10x o LdD.

Um resumo dos resultados de reprodutibilidade inter-lote (com trés lotes) € mostrado nas tabelas abaixo.

Table 30 Reprodutibilidade inter-lote do ELITe InGenius

Amostra Pos./Rep. Ct médio SD % CV Concordancia
Negativo 0/48 N.A. N.A. N.A. 100%
3xoLdD 481748 33,18 0,33 0,99 100%
10x o LdD 481748 31,47 0,31 1,00 100%

Um resumo dos resultados de reprodutibilidade inter-instrumento (com trés instrumentos) € mostrado nas

tabelas abaixo.

Table 31 Reprodutibilidade inter-instrumento do ELITe InGenius

Amostra Pos./Rep. Ct médio SD % CV Concordancia
Negativo 0/24 N.A. N.A. N.A. 100%
3x o LdD 24124 34,53 0,56 1,63 100%
10x o LdD 24124 32,28 0,31 0,97 100%

Nos testes de reprodutibilidade em associagdo com o ELITe InGenius, o CMV RNA ELITe MGB Kit detetou o alvo
ARN do CMV conforme esperado e apresentou uma variabilidade méaxima dos valores de Ct do alvo como %CV
inferior a 5%.

A reprodutibilidade inter-lote e inter-instrumento do ensaio foi avaliada no ELITe BeGenius através da analise de
um painel de amostras de plasma, incluindo uma amostra negativa e duas amostras enriquecidas com material
de referéncia de ARN do CMV (NoToVir) em concentragdes de 3x o LdD e de 10x o LdD.

Um exemplo de resultados de reprodutibilidade inter-lote (num instrumento, com dois lotes) é apresentado nas

tabelas abaixo.

Table 32 Reprodutibilidade inter-lote do ELITe BeGenius

Amostra Pos./Rep. Ct médio SD % CV Concordancia
Negativo 0/8 N.A. N.A. N.A. 100%
3xoLdD 8/8 34,96 0,16 0,46 100%
10x o LdD 8/8 32,80 0,25 0,75 100%

Um resumo dos resultados de reprodutibilidade inter-instrumento (com dois instrumentos) é mostrado nas

tabelas abaixo.
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Table 33 Reprodutibilidade inter-instrumento do ELITe BeGenius

Amostra Pos./Rep. Ct médio SD % CV Concordancia
Negativo 0/16 N.A. N.A. N.A. 100%
3x o LdD 16/16 34,48 0,58 1,67 100%
10x o LdD 16/16 32,58 0,34 1,05 100%

Nos testes de reprodutibilidade em associagdo com o ELITe BeGenius, o CMV RNA ELITe MGB Kit detetou o
alvo ARN do CMV conforme esperado e apresentou uma variabilidade maxima dos valores de Ct do alvo como
%CV inferior a 5%.

11.13 Especificidade do diagnéstico: Confirmagao de amostras negativas

A especificidade de diagndstico do ensaio, avaliada pela concordancia da percentagem negativa com método de
referéncia, foi avaliada através da analise de amostras clinicas de plasma negativas para ADN do CMV testadas
por um laboratério externo com um método de referéncia de diagndstico molecular com marcagéo CE IVD (EG
SpA).

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

Os resultados da especificidade de diagnéstico, apds anadlise da discrepancia, estdo resumidos na tabela
seguinte.

Table 34
L . - Especificidade
Amostras N Positivo | Negativo | Invalido | 5 giagnéstico
Plasma de sangue total negativo para o ADN do CMV 100 0 100 0 100%

A especificidade de diagnostico do CMV RNA ELITe MGB Kit foi igual a 100%.

O valor de corte do Internal Control Ct esta definido em 32 para a matriz de plasma validada.

11.14 Sensibilidade de diagndstico: Confirmag¢ao de amostras positivas

A sensibilidade de diagnéstico do ensaio, avaliada pela concordancia de percentagem positiva com o método de
referéncia e com o material de referéncia, foi avaliada através da analise de:

* Amostras clinicas de plasma positivas para o ADN do CMV de 8 pacientes transplantados submetidos a
terapia antiviral com inibidor do complexo terminase do CMV (Letermovir, PREVYMIS™,  Merck & Co.),
testadas por um laboratdrio externo com um método de referéncia com marcacdo CE IVD (EG SpA) apés
tratamento com DNase (I. Cassaniti et al. 2021),

* amostras clinicas de plasma enriquecidas com material de referéncia de ARN do CMV (Universidade de
Turim) em concentragdes de 3x, 5x, 10x, 30x e 50x o LdD.

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

Os resultados da sensibilidade de diagnéstico, apos analise da discrepancia, estdo resumidos na tabela seguinte.
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Table 35
Amostras N Positivo | Negativo | Invalido dseegisaig:::‘:dsat?ci
Plasma positivo para o ADN do CMV apds tratamento 10 9 1 0 90%
com DNase
Plasma enriquecido com ARN do CMV 70 70 0 0 100%
Todas as amostras de plasma 80 79 1 0 98,75%

A sensibilidade de diagndstico geral do CMV RNA ELITe MGB Kit foi igual a 98,75%.

11.15 Sensibilidade de diagnéstico: Concordéancia do método

A sensibilidade de diagnéstico do ensaio, em concordancia com o método de referéncia utilizando o valor Kappa
de Cohen, foi avaliada através da analise do ADN do CMV negativo e amostras clinicas de plasma positivas para
o ADN do CMV de 27 pacientes transplantados submetidos a terapia antiviral com inibidor do complexo
terminase do CMV (Letermovir, PREVYMIS™, Merck & Co.), testadas por um laboratério externo com um
método de referéncia com marcagéo CE IVD (EG SpA) apos tratamento com DNase (I. Cassaniti et al. 2021).

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

Os resultados da sensibilidade de diagndéstico, apds andlise da discrepancia, estdo resumidos na tabela seguinte.

Table 36
ADN do CMV apés tratamento com
DNase
Pos Neg Total
Pos 9 2 1
CMV RNA ELITe MGB Kit Neg 1 81 82
Total 10 83 93

O CMV RNA ELITe MGB Kit gerou uma area sob a curva (AUC) de 96,8% e um valor Kappa de Cohen igual a
0,839, o que corresponde a uma concordancia perfeita com os resultados obtidos para o ADN do CMV em
plasma tratado com DNase.

Os dados e resultados completos dos testes realizados para avaliagdo das caracteristicas de desempenho do
produto com matrizes e instrumentos estéo registados no Ficheiro técnico do produto “CMV RNA ELITe MGB
Kit’, FTP 115ING.
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13  LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Utilize este produto apenas com as seguintes amostras clinicas: Plasma colhido em EDTA.
Atualmente, ndo existem dados disponiveis relativos ao desempenho do produto com outras amostras clinicas.

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

Nao use o ARN extraido de amostras que contém heparina com este produto: a heparina inibe a reagdo de
amplificacédo de acidos nucleicos e causa resultados invalidos.

Este produto ndo se destina a ser utilizado para detetar a presencga, a exposi¢cdo ou o rastreio de agentes
transmissiveis no sangue, componentes sanguineos, células, tecidos, 6rgaos ou quaisquer dos seus derivados,
a fim de avaliar a sua adequacao para transfusao, transplante ou administragdo de células.

Este produto ndo se destina a ser utilizado para o rastreio de CMV em mulheres gravidas.

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 utilizagao fornecidas com o produto.

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

Este produto deve ser manuseado por pessoal qualificado e com 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 falsos resultados positivos.

Para evitar resultados incorretos, este produto deve ser manuseado por profissionais qualificados e com
formacdo em técnicas de biologia molecular, como extragdo, transcrigdo reversa, PCR e detegdo de acidos
nucleicos.

E necessario ter areas separadas para a preparacdo da mistura de reacdo completa e da extracdo/amplificacdo/
/detecao de produtos de amplificacado para evitar falsos resultados positivos.

Devido a diferengas inerentes entre tecnologias, € recomendado que os utilizadores realizem estudos de
correlagdo do método antes de mudar para um novo produto.

Um resultado negativo obtido com este produto indica que o ARN alvo ndo foi detetado no ARN extraido da
amostra; no entanto, ndo pode negligenciar-se o facto de o ARN alvo ter um titulo mais baixo que o limite de
detecao do produto (Ver Caracteristicas de desempenho). Neste caso, o resultado podia ser um falso negativo.

SCH mRTS115ING_pt 2024-11-29 Revisao 03 35/46



CMV RNA ELITe MGB® Kit

[REF| RTS115ING

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

Possiveis polimorfismos, insergdes ou delegdes na regidao do ARN do alvo abrangida pelos primers do produto e
pelas sondas podem prejudicar a deteg¢ao e quantificagdo do ARN alvo.

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

Tal como acontece com qualquer outro dispositivo médico de diagnoéstico, existe um risco residual de obter
resultados invalidos ou errados com este produto. Este risco residual ndo pode ser eliminado ou ainda mais
reduzido. Em alguns casos, este risco residual pode contribuir para decisdes erradas com potenciais efeitos
perigosos para o doente. 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 RESOLUGCAO DE PROBLEMAS
Table 37

Reac¢ao do Q-PCR Standard, curva standard ou reagédo do Controlo Positivo invalida

Causas possiveis Solugdes

Erro na configuragéo do instrumento. Verifique a posigdo da mistura de reagao completa, dos Q-PCR
Standards e do Positive Control.

Verifique os volumes da mistura de reagdo completa, dos Q-PCR
Standards e do Positive Control.

Erro na preparagéo da mistura de reagédo completa. Verifique os volumes dos reagentes usados durante a preparagao
da mistura de reacdo completa.

Degradagao da mistura de reagdo completa ou dos N&o utilize a mistura de reagdo completa durante mais de 3
respetivos componentes. sessdes consecutivas (7 horas no bloco de refrigeragédo da
Inventory Area (area dos reagentes) ou na Cooler Unit).

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

Nao deixe a RT EnzymeMix a temperaturas superiores a -20 °C
durante mais de 10 minutos.

Prepare novamente a mistura de reagéo completa.
Utilize uma nova aliquota de componentes.

Degradagao dos Q-PCR Standards ou do Controlo N&o use o Q-PCR Standard para mais de 4 sessbes
Positivo. independentes (2 horas cada na area de extragéo ou na Cooler
Unit).

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

Use novas aliquotas dos Q-PCR Standards ou do Controlo positivo
(Positive Control).

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

Causas possiveis

Solugdes

Erro na configuragéo do instrumento.

Verifique a posi¢édo da mistura de reagao completa e do Negative
Control.

Verifique os volumes da mistura de reagdo completa e do Negative
Control.

Contaminacgéo 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 mistura de reagdo completa ou
dos respetivos componentes.

Prepare novamente a mistura de reagdo completa.
Utilize uma nova aliquota de componentes.

Contaminagao 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
laboratoério, substitua os tubos e as pontas utilizadas.

Erro do instrumento.

Contacte a Assisténcia técnica do ELITechGroup.

Table 39

Reagao da amostra invalida

Causas possiveis

Solugdes

Erro na configuragao do instrumento.

Verifique a posigdo da mistura de reagao completa, do controlo
interno e da amostra.

Verifique os volumes da mistura de reagdo completa, do controlo
interno e da amostra.

Erro na preparagéo da mistura de reagédo completa.

Verifique os volumes dos reagentes usados durante a preparagao
da mistura de reacdo completa.

Degradacao da mistura de reagdo completa ou dos
seus componentes.

N&o utilize a mistura de reagdo completa durante mais de 3
sessdes consecutivas (7 horas no bloco de refrigeragédo da
Inventory Area (area dos reagentes) ou na Cooler Unit).

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

Nao deixe a RT EnzymeMix a temperaturas superiores a -20 °C
durante mais de 10 minutos.

Prepare novamente a mistura de reagdo completa.
Utilize uma nova aliquota de componentes.

Degradagao do modelo do Controlo Interno.

Utilize uma nova aliquota de Controlo Interno.

Inibi¢gdo devido a substancias interferentes na
amostra.

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

Repita a extragdo com uma diluigdo 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.
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Curva de dissociagdo anémala

Causas possiveis

Solugdes

Auséncia de um pico definido.

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

Verifique a presenca de Ct do alvo inferior a 30.

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

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

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

Table 41

Erro no calculo de Ct

Causas possiveis

Solugdes

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

Se for observada uma amplificagéo significativa no grafico de
PCR:

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

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

Se for necessario um valor Ct:

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

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

Table 42

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

Causas possiveis

Solugdes

Contaminagéao entre amostras durante os passos
pré-analiticos.

Limpar a micropipeta com uma solugéo de hipoclorito de sédio
(lixivia) a 3% nova ou ADN/ARN mais limpo apds usar a pipeta em
cada amostra.

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

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

Contaminagao pelo ambiente laboratorial.

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

Prepare novamente a mistura de reagéo completa e/ou utilize uma
nova aliquota de reagentes ou CPE.
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15 SIMBOLOS

Numero de catalogo.
Limite maximo da temperatura.

Cadigo de lote.

Prazo de validade (ultimo dia do més).

K 5 = &

IVD Dispositivo médico para diagndstico in vitro.
Cumprimento dos requisitos dos Regulamentos IVDR 2017/746/CE relativo a dispositivos médicos de
0123 diagnéstico in vitro. Certificagao emitida pela TUV Siid Product Service GmbH,Alemanha.

Identificagé@o unica do dispositivo

Contém suficiente para "N" testes.

Consultar as instrugdes de utilizagao.

= <O

Conteudo.

<l
//|Y Manter afastado da luz solar.
a

“ Fabricante.

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 doente se encontram localizados. No
momento da revisdo atual das IDU, ndo ocorreu nenhum incidente grave ou recolha de segurangca com impacto
no desempenho do produto e na seguranga do dispositivo.

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 EG S.p.A. e respetivas sucursais e a Thermo Fisher Scientific. O preco de
compra deste produto inclui direitos exclusivos, ndo transmissiveis, de utilizacdo apenas desta quantidade do
produto exclusivamente para atividades do comprador que estejam diretamente relacionadas com diagnésticos
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.
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Os reagentes de detecdo ELITe MGB® sido abrangidos por um ou mais dos numeros de patente dos EUA
7319022, 7348146, 7381818, 7541454, 7671218, 7718374, 7723038, 7759126, 7767834, 8008522, 8067177,
8163910, 8389745, 8969003, 9056887, 9085800, 9169256, 9328384, 10677728, 10738346, 10890529 e
numeros de patente EP 1687609, 1781675, 1789587, 2689031, 2714939, 2736916, 2997161 bem como pedidos
que estejam atualmente pendentes.

O "Método de detegéo e quantificagdo do citomegalovirus humano através de ARNs de virides" esta coberto
pela patente italiana 102020000007357 e por pedidos pendentes.

As tecnologias ELITe InGenius® e ELITe BeGenius® estao cobertas por patentes e pedidos pendentes.

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

MGBe, Eclipse Dark Quenchere, AquaPhluore, ELITe MGBe, o logotipo ELITe MGBe, ELITe InGeniuse e ELITe BeGeniuse sdo marcas
registadas do ELITechGroup na Unido Europeia. AcroMetrix™ é uma marca comercial registada da Thermo Fisher Scientific Inc.
PREVYMIS™ ¢ uma marca comercial da Merck & Co.
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Appendix A CMV RNA ELITe MGB Kit usado em associagcao 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 CMV RNA ELITe MGB® Kit consiste num dispositivo médico de diagndstico in vitro que se destina a
ser usado por profissionais de saude como um ensaio de transcrigao reversa e PCR em tempo real de acidos
nucleicos quantitativa para a detecao e a quantificagdo do mARN do viriao do citomegalovirus humano (ARN
do CMV), extraido de amostras clinicas nao-celulares.

O ensaio é validado em associagdo com os instrumentos ELITe InGenius® e ELITe BeGenius®, sistemas
automatizado e integrado para a extracdo, transcricdo reversa, PCR em tempo real e a interpretagdo dos
resultados, usando amostras humanas de plasma colhido em EDTA.

O produto destina-se a ser utilizado como auxiliar na monitorizagdo da infegdo por CMV em individuos infetados
por CMV submetidos a terapia antiviral com inibidores do complexo terminase do CMV.

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

Este produto ndo se destina a ser utilizado para detetar a presenga, a exposi¢ao ou o rastreio de agentes
transmissiveis no sangue, componentes sanguineos, células, tecidos, 6rgaos ou quaisquer dos seus derivados,
a fim de avaliar a sua adequacéo para transfusao, transplante ou administragao de células. Este produto nao se
destina a ser utilizado para o rastreio de CMV em mulheres gravidas.

Sequéncia amplificada

Sequéncia Gene Fluoréforo Canal
Al UL21.5 mRNA (regiao de FAM ARN do CMV
Vo splicing)
Internal Control fago MS2 AP525 IC

Matrizes validadas

¢ Plasma colhido em EDTA
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CMV RNA ELITe MGB Kit
(RTS115ING)

CMV RNA ELITe Standard
(STD115ING)

CMV RNA - ELITe Positive
Control

(CTR115ING)

X4

RT
x2

() ()
X2

X2

CMV RNAPCR Mix

4 tubos de 600 L

96 reacgdes por kit

5 ciclos de congelagéo-
-descongelacéo

RT EnzymeMix
2 tubos de 20 pyL
96 reacgdes por kit

10 ciclos de congelagao-
-descongelacéo

Pronta a utilizar, 4 niveis:
10°,10%, 10°, 10°

2 conjuntos de 4 tubos de 160
ML

4 ciclos de congelagéo-
-descongelagéo

Positive Control pronto a usar
2 tubos de 160 uL

8 reagdes por kit

4 ciclos de congelagao-
-descongelagéo

Prazo de conservagdo maximo: 18 meses
Temperatura de armazenamento: -20 °C

Prazo de conservagao
maximo: 24 meses
Temperatura de
armazenamento: -20 °C

Prazo de conservagao
maximo: 24 meses
Temperatura de
armazenamento: -20 °C

Outros produtos necessarios nao fornecidos no kit

e ELITe InGenius
INTO32CS.

* Instrumento ELITe InGenius: INT030.
* Instrumento ELITe BeGenius: INT040.
+ ELITe InGenius SP 1000: INT033SP1000.
SP 200 Consumable Set:

« ELITe InGenius PCR Cassette: INTO35PCR.
* ELITe InGenius Waste Box: F2102-000.

» CPE - Internal Control: CTRCPE
» Pontas de filtro Axigen de 300 pL: TF-350-L-R-S.
* Pontas de filtro Tecan de 1000 uL: 30180118.

Protocolo do ELITe InGenius e do ELITe BeGenius

Table 43

» Volume de entrada da 600 pL » Volume de PCR Mix 20 yL

extragao 10 L » Frequéncia dos controlos 15 dias

» Volume CPE 50 pL » Frequéncia da calibragdo 60 dias

» Volume de elui¢éo da extragéo | 20 uL » Unidade do resultado quantitativo copias/mL

» Volume de entrada de PCR da

amostra
Desempenhos ELITe InGenius e ELITe BeGenius

Matriz Limite de detecao Sensibilidade Especificidade
-~ 98,75% 100%
30 copias/mL i
Plasma EDTA P 80 amostras testadas 100 amostras testadas
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Preparagao da amostra

Este produto destina-se a ser usado no instrumento ELITe InGenius e ELITe BeGenius com amostras clinicas
nao celulares identificadas e manuseadas de acordo com as diretrizes laboratoriais, e colhidas, transportadas e

armazenadas sob as condi¢des seguintes:

Table 44
Condicoes de transporte / armazenamento
Amostra Requisitos de +16/+26 °C
(temperatura +2/+8°C -20+10°C -70 ¥15°C
ambiente)
Plasma EDTA < 24 horas <24 horas <1més Nao testado

Procedimentos ELITe InGenius

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

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

Antes da analise

1. Ligue o ELITe InGenius.

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

Selecione o0 modo “CLOSED”
(Fechado).

2. Verifique os calibradores: Q-PCR
Standard no menu “Calibration”
(Calibragao). Verifique os controlos:
Positive Control e Negative Control
no menu “Controls” (Controlos).

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

3. Descongele a PCR Mix (ao abrigo
da luz) e os tubos de CTRCPE.

Submeta a vortice suave.
Centrifugue durante 5 s.

Mantenha o RT EnzymeMix em gelo
ou bloco de refrigeragao.

4. Prepare a mistura de reagao completa

NUmero de amostras

(N)

PCR Mix

RT EnzymeMix

5. Submeta a vortice suave

Centrifugue durante 5 s
Mantenha mistura de reagado completa

em gelo. Nao exponha a luz direta.

1<N<5 (N +1)x 20 uL (N+1)x0,3 L
6<N<11 (N +2)x 20 uL (N+2)x0,3 L
N =12 290 L 4,4 L

Procedimento 1 - Execugédo completa: Extract + PCR (Extrair+PCR) (p.

ex., amostras)

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

2. Verifique os volumes de extragao:
Entrada: “1000 yL”, eluicao: “50 pL”.

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

4. Selecione o “Assay Protocol”

PL_600_50

(Protocolo do ensaio): CMVRNA ELITe_

5. Selecione o método “Extract +
PCR” (Extrair+PCR) e a posicao da
amostra “Extraction Tube” (Tubo de
extragéo).

”. Certifique-se de que o “Dilution
factor” (Fator de diluigdo) é “1,7”

6. Carregue a mistura de reagao
completa no Inventory Block (Gestor do
reagente).

extragao, Tubo de eluigdo, Cassete de
pontas, Racks do tubo de extragao.

7. Carregar: PCR cassette, Cartucho de

8. Feche a porta. Iniciar a execugéo.

9. Visualize, aprove e guarde os
resultados.
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NOTE

Se for necessario um modo Apenas extragéo, consulte o0 manual do utilizador do instrumento para obter infor-
macodes sobre o procedimento.

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

1. a 4. Siga o procedimento 1 descrito
acima (selecione a opgéo Protocolos
de ensaio: CMVRNA ELITe PCe
CMVRNA ELITe_NC ou CMVRNA
ELITe_STD ou CMVRNA ELITe_PL_
600_50)

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

6. Carregue a mistura de reagéo
completa no Inventory Block (Gestor
do reagente)

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

9. Visualize, aprove e guarde os

8. Feche a porta. Iniciar a execugéo
resultados

Procedimentos ELITe BeGenius

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

Antes da analise

2. Verifique os calibradores: Q-PCR
Standard no menu “Calibration”
(Calibragao). Verifique os controlos:
Positive Control e Negative Control
no menu “Controls” (Controlos).

3. Descongele a PCR Mix (ao abrigo
da luz) e os tubos de CTRCPE.

Submeta a vortice suave.
Centrifugue durante 5 s.

1. Ligue o ELITe BeGenius.

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

Selecione o0 modo “CLOSED”

(Fechado). Nota: todos devem ter sido executados, | Mantenha o RT EnzymeMix em gelo
aprovados e n3o ter expirado. ou bloco de refrigerag&o.
4. Prepare a mistura de reagao completa:
Numero de amostras PCR Mix RT EnzymeMix
(N)
1<N<5 (N+1)x20pL (N+1)x0,3puL
5. Submeta a vortice suave
6<N=<11 (N +2)x20puL (N+2)x0,3puL Centrifugue durante 5 s.
Mantenha mistura de reagao completa
N=12 290 pL 4,4 uL em gelo. Ndo exponha a luz direta.
13<N<18 (N +3)x20pL (N+3)x0,3puL
19<N<23 (N +4)x20pL (N+4)x0,3puL
N=24 580 pL 8,7 uL
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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: “1000 uL”, eluato: “50 pL”

4. Selecione o “Assay Protocol”
(Protocolo do ensaio):
(CMVRNA ELITe_Be_PL_600_50)

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

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

6. Carregue a mistura de reagéo
completa e o Internal Control no
“Reagent/Elution Rack” (Rack de
reagente/elui¢éo) e insira-o na Cooler
Unit

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

8. Feche a porta. Iniciar a execugao

9. Visualize, aprove e guarde os
resultados

magdes sobre o procedimento.

NOTE

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

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

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

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

3. Verifique os volumes de extracgao:
Entrada: “1000 uL”, eluato: “50 pL”

4. Selecione o “Assay protocol”
(Protocolo de ensaio) de interesse
(CMVRNA ELITe_Be_PC e (CMVRNA
ELITe_Be_NC ou (CMVRNA ELITe_
Be_STD ou (CMVRNA ELITe_Be_PL_
600_50)

5. Carregue a mistura de reagéo
completa no “Reagent/Elution Rack”
(Rack de reagente/elui¢éo) e insira-o
na Cooler Unit

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

7. Feche a porta. Iniciar a execugao

8. Visualize, aprove e guarde os
resultados
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