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UTILIZAGCAO PRETENDIDA

O BD ProbeTec ET Chlamydia trachomatis (CT) Amplified DNA Assay (Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis [CT]),
quando testado com o Sistema BD ProbeTec ET, utiliza a tecnologia de Amplificagéo por Deslocamento de Cadeia (SDA — Strand
Displacement Amplification) para detecgao qualitativa de ADN de Chlamydia trachomatis em zaragatoas endocervicais, zaragatoas
uretrais colhidas em individuos do sexo masculino e em amostras de urina de individuos do sexo masculino e do sexo feminino
como prova de infecga@o por C. trachomatis. As amostras podem ser colhidas em doentes sintomaticos e assintomaticos. Um controlo
de amplificagédo independente constitui uma opgao para o teste de inibigdo (BD ProbeTec ET CT/AC Reagent Pack [Embalagem de
Reagentes CT/AC]). O ensaio BD ProbeTec ET CT pode ser realizado utilizando o Sistema BD ProbeTec ET ou uma combinacéo
do Sistema BD ProbeTec ET com o aparelho BD Viper.

RESUMO E EXPLICAGAO

Ainfecgéo por Chlamydia trachomatis é a doenga bacteriana sexualmente transmissivel mais frequente nos Estados Unidos da
América. Neste pais, estima-se que ocorram aproximadamente 4 milhées de novos casos de clamidiose por ano. As estimativas a
nivel mundial indicam cerca de 50 milhdes de novos casos por ano.-3 Em 1996, a incidéncia de infecgdes por clamidia nos E.U.A.
foi de 186,6 em cada 100.000 mulheres. O nimero total de infecgdes por clamidia nos E.U.A. em 1996 foi de 490.080.2

As clamidias sédo bactérias Gram-negativas intracelulares obrigatérias. Formam inclusdes intracelulares caracteristicas, que podem
ser observadas em cultura celular, através de microscopia dptica, apos coloragéo especial.4 A Chlamydia trachomatis causa
cervicite, uretrite, salpingite, proctite e endometrite em mulheres e uretrite, epididimite e proctite em homens. As infec¢cdes agudas
sao referidas com maior frequéncia em homens, uma vez que, muitas vezes, as mulheres sao assintomaticas. Estima-se que

cerca de 70 a 80% das mulheres e até 50% dos homens infectados nao apresentem sintomas. Nas mulheres, muitas infec¢des por
clamidia permanecem sem tratamento, o que podera provocar inflamagéo ligeira das trompas de Faldpio, um factor importante para
a ocorréncia de infertilidade. Este organismo também pode ser transmitido no canal do nascimento, podendo provocar conjuntivite
e/ou pneumonia por clamidia em recém-nascidos.45

Os métodos actuais para detecgéo de C. trachomatis incluem culturas, imunoensaios, sondas sem amplificacéo e sondas sem
amplificag&0.4.6.7 O desenvolvimento de métodos de amplificagdo demonstrou duas vantagens em relagdo aos métodos sem
amplificacdo: aumento de sensibilidade e aplicabilidade a varios tipos de amostras. Historicamente, a cultura tem sido o método
de referéncia para deteccéo de C. trachomatis. No entanto, o seu rendimento apresenta grandes variagdes entre laboratérios e
sua pratica de rotina € menos sensivel do que os métodos com amplificacdo. A combinagéo de resultados de varios métodos de
deteccéo de CT aumenta a exactidao para avaliar novos testes em que possam ser identificados com maior fiabilidade doentes
infectados e nao infectados.

O Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET, quando utilizado com o Sistema BD ProbeTec ET,
utiliza a tecnologia de Amplificagdo por Deslocamento de Cadeia (SDA) como método de amplificagéo e a transferéncia de energia
(ET — Energy Transfer) fluorescente como método de deteccao, para testar a presenca de C. frachomatis em amostras clinicas.8-10
PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET baseia-se na amplificagdo e detecgéo simultaneas do
ADN alvo, utilizando “primers” de amplificagdo e uma sonda de detecgdo com marcagao fluorescente.9.10 Os reagentes de SDA
encontram-se liofilizados em duas tiras de micropogos individuais descartaveis. A amostra processada € adicionada ao micropogo
de aparelhamento, que contém os “primers” de amplificacédo, a sonda de detecgdo com marcagao fluorescente e outros reagentes
necessarios para a amplificagcdo. Apds a incubagéo, a mistura da reaccéo é transferida para o micropogo de amplificagéo, que
contém duas enzimas (uma ADN polimerase e uma endonuclease de restricdo) necessarias a SDA. Os micropogos de amplificagao
sdo selados para impedir a contaminagdo e, em seguida, incubados num leitor de fluorescéncia, com controlo de temperatura, que
monitoriza cada reacgdo quanto a formacéo de produtos amplificados. A presenga ou auséncia de CT é determinada relacionando
os resultados de BD ProbeTec ET MOTA (Method Other Than Acceleration — Método que n&o o da aceleragédo) para a amostra com
valores limite pré-determinados. O resultado MOTA é utilizado para avaliar a grandeza do sinal produzido em resultado da reacgao.

Este folheto informativo descreve os procedimentos de teste para duas configuragdes do kit de ensaio: a Embalagem de Reagentes
CT e a Embalagem de Reagentes CT/AC. Se for utilizada a Embalagem de Reagentes CT, as amostras e os controlos sdo testados
num micropoco especifico do ensaio. Os resultados sdo apresentados como positivos ou negativos, através de um algoritmo. Se
for utilizada a Embalagem de Reagentes CT/AC, as amostras e os controlos sdo testados em dois micropogos independentes:

C. trachomatis e o controlo de amplificagdo. O objectivo deste controlo é identificar uma amostra que possa inibir a reacgéo de
SDA. Os resultados sédo apresentados como positivos, negativos ou indeterminados, através de um algoritmo.

REAGENTES

Cada BD ProbeTec ET CT Reagent Pack (Embalagem de Reagentes CT) contém:

Micropogos de aparelhamento de Chlamydia trachomatis (CT), 4 x 96:

4 oligonucleétidos = 7 pmol; dNTP = 35 nmol; sonda de detecg&o = 25 pmol; com tampdes e estabilizadores.
Micropogos de amplificacéo de Chlamydia trachomatis (CT), 4 x 96:

Enzima de restricdo = 30 unidades; ADN polimerase = 25 unidades; dNTP = 80 nmol; com tampdes e estabilizadores.



Além dos reagentes acima indicados, a BD ProbeTec ET CT/AC Reagent Pack contém também:
Micropogos de aparelhamento do controlo de amplificagdo (AC — Amplification Control), 4 x 96:

4 oligonucleétidos = 7 pmol; dNTP = 35 nmol; sonda de detecgéo = 25 pmol; = 1.000 cépias do plasmideo linearizado pGC10; com
tampdes e estabilizadores.

Micropogos de amplificagdo do controlo de amplificagdo (AC), 4 x 96:

Enzima de restricdo = 15 unidades; ADN polimerase = 2 unidades; dNTP = 80 nmol; com tampdes e estabilizadores.

NOTA: Cada embalagem de micropogo contém um saco com dessecante.

Acessorios: Coberturas de placas de aparelhamento; vedantes de placas de amplificagdo, 40 cada; sacos para residuos, 20 cada.

Conjunto de Controlo BD ProbeTec ET (CT/GC), 20 controlos positivos CT/GC (50 pL, liofilizado) que contém 750 cépias de
plasmideo linearizado pCT16* e 250 cépias de plasmideo linearizado pGC10* com = 5 ug de ADN de testiculos de salméao; 20
controlos negativos CT/GC (50 pL, liofilizado) com = 5 ug de ADN de testiculos de salméo; Tubos de Diluente BD ProbeTec ET
CT/GC — 400 tubos; contendo cada um 2 mL de diluente de amostras com fosfato de potassio, DMSO, glicerol, Polisorbato 20 e
Proclin (conservante) a 0,03% (conservante); Diluente BD ProbeTec ET (CT/GC) — 225 mL de diluente de amostras, contendo
fosfato de potassio, DMSO, glicerol, Polisorbato 20 e Proclin a 0,03% (conservante).

* A concentracao deste ADN foi determinada, através de espectrofotometria, a 260 nm.

Aparelho, equipamento e acessoérios: BD ProbeTec ET Instrument e Instrument Plates (Aparelho e Placas do Aparelho

BD ProbeTec ET), BD ProbeTec ET Lysing Heater (Estufa de Lise BD ProbeTec ET), Placa e suporte de Lise, BD ProbeTec

ET Priming and Warming Heater (Estufa de Aparelhamento e Aquecimento BD ProbeTec ET), BD ProbeTec ET Pipettor
(Pipetador BD ProbeTec ET) e Power Supply (Fonte de Alimentagao Eléctrica), BD ProbeTec Urine Preservative Transport Kits
(Kits de Transporte e Conservagao de Urina BD ProbeTec), BD ProbeTec ET Sample Tubes, Caps e Pipette Tips (Tubos de
Ensaio, Tampas e Pontas de Pipeta BD ProbeTec ET), BD ProbeTec ET Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC)
Amplified DNA Assay Endocervical Specimen Collection and DRY TRANSPORT Kit (Kit de Colheita de Amostras Endocervicais

e de TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC)

BD ProbeTec ET) ou BD ProbeTec ET Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) Amplified DNA Assay Collection Kit
for Endocervical Specimens (Kit de Colheita de Amostras Endocervicais para Ensaio de ADN Amplificado Chlamydia trachomatis/
Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) BD ProbeTec ET), BD ProbeTec ET Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC)
Amplified DNA Assay Male Urethral Specimen Collection and DRY TRANSPORT Kit (Kit de Colheita de Amostras Uretrais de
Individuos do Sexo Masculino e TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis/Neisseria
gonorrhoeae (CT/GC) BD ProbeTec ET) ou BD ProbeTec ET Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) Amplified
DNA Assay Collection Kit for Male Urethral Specimens (Kit de Colheita de Amostras Uretrais de Individuos do Sexo Masculino para
Ensaio de ADN Amplificado Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) BD ProbeTec ET).

Materiais Necessarios mas Nao Fornecidos: Centrifugadora com capacidade para 2.000 x g, agitador vortex, luvas, pipetas com
capacidade para distribuir 1 mL, 2 mL e 4 mL, ELIMINase, DNA AWAY ou hipoclorito de sddio a 1% (v/v) com Alconox*, recipiente
limpo adequado para conservar aliquotas de diluente, temporizador, papel absorvente, copos para colheita de amostras de

urina estéreis.

* Adicionar 7,5 g de Alconox por 1 L de hipocloreto de sédio a 1% (v/v) e misturar. Prepare diariamente.

Requisitos de Armazenamento e Manuseamento: Os reagentes devem ser armazenados entre 2 e 33 °C. As embalagens de
reagentes ndo abertas permanecerao estaveis até a data de expiragdo do prazo de validade. Depois da abertura de uma bolsa, os
micropogos permanecerao estaveis durante 4 semanas, desde que estejam correctamente selados ou até a data de expiragéo da
validade, o que ocorrer primeiro. Nao congelar.

Avisos e Precaugoes:

Para Diagnéstico in-vitro

1. Utilizar equipamento de proteccdo pessoal, incluindo protecgéo ocular, durante o manuseamento de espécimes biolégicos.

2. Esta embalagem de reagentes destina-se a testes de zaragatoas endocervicais e zaragatoas uretrais de individuos do sexo
masculino e a testes de amostras de urina de individuos de ambos os sexos com o Sistema BD ProbeTec ET.

3. Para colheita de amostras com zaragatoas endocervicais, foram validados apenas o Kit de Colheita de Amostras Endocervicais
e de TRANSPORTE A SECO para Ensaio de DNA Amplificado de Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC)
BD ProbeTec ET e o Kit de Colheita para Ensaio de DNA Amplificado de Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae
(CT/GC) BD ProbeTec ET para Amostras Endocervicais.

4. Para colheita de amostras com zaragatoas uretrais, foram validados apenas o Kit de Colheita de Amostras Uretrais e
de TRANSPORTE A SECO para Ensaio de DNA Amplificado de Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC)

BD ProbeTec ET e o Kit de Colheita para Ensaio de DNA Amplificado de Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae
(CT/GC) BD ProbeTec ET para Colheita de Amostras Uretrais de individuos do sexo masculino.

5. Para amostras de urina, foram apenas validados a Bolsa de Processamento de Urina (UPP) BD ProbeTec ET, o Kit de
Transporte e Conservacao de Urina (UPT) BD ProbeTec e urina ndo conservada (limpa).

6. Os laboratoérios podem validar ouros dispositivos de colheita e transporte de amostras com zaragatoa ou de urina com o
ensaio BD ProbeTec ET CT, de acordo com “Verification and Validation Procedures in the Clinical Microbiology Laboratory”
(Procedimentos de Verificagdo e Validagdo no Laboratério de Microbiologia), Cumitech 31, B.L. Elder et al., American Society
for Microbiology, Washington D.C., February, 1997.

7. Nao testar o tubo de Diluente CT/GC a partir de Kits de Colheita para Ensaio Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC, quando
estes forem recebidos no laboratério sem a zaragatoa. Podera ocorrer um resultado de teste falso negativo.



8. Utilizar o Pipetador e as pontas de Pipetas BD ProbeTec ET apenas na transferéncia das amostras processadas para os
Micropogos de Aparelhamento e na transferéncia das amostras dos Micropogos de Aparelhamento para os Micropogos
de Amplificagao.

9. Nao permutar nem misturar reagentes provenientes de kits com nimeros de lote diferentes.

10. Nas amostras podem existir microorganismos patogénicos, incluindo os virus das hepatites e o virus da imunodeficiéncia
humana. No manuseamento de todos os itens contaminados com sangue e outros fluidos corporais, devem ser seguidas as
“Precaugdes padrao”!!-14 e as linhas de orientagéo da instituicao.

11. Seguir as praticas de laboratério estabelecidas para descartar as pontas de pipeta, os tubos de ensaio, os Micropogos de
Aparelhamento e os outros materiais descartaveis utilizados. Eliminar cuidadosamente os descartaveis. Selar e eliminar os
reservatorios de residuos, quando atingirem 3/4 da capacidade ou diariamente (0 que ocorrer primeiro).

12. As bolsas de reagentes que contenham Micropogos de Aparelhamento e Micropogos de Amplificagdo ndo usados DEVEM
ser cuidadosamente seladas apds a sua abertura. Antes de selar novamente a bolsa de reagentes, confirmar a presenga de
um exsicante.

13. Aplaca que contém os Micropogos de Amplificacéo deve ser correctamente selada com o Vedante de Amplificagcéo, antes de ser
deslocada da Estufa de Aparelhamento e Aquecimento BD ProbeTec ET para o aparelho BD ProbeTec ET. A selagem garante
uma reacgéao fechada para a amplificacao e a detecgao, além de ser necessaria para evitar a contaminacéo do aparelho e da
area de trabalho com produtos da amplificagéo. Nao retirar o material vedante dos micropogos em nenhum momento.

14. Os Micropogos de Aparelhamento com liquido residual (apos a transferéncia do liquido dos Micropogos de Aparelhamento
para os Micropogos de Amplificacdo) representam uma fonte de contaminagao. Selar cuidadosamente os Micropogos de
Aparelhamento com o vedante de placas, antes de os eliminar.

15. Para evitar a contaminagao do ambiente de trabalho com produtos da reacgao de amplificagdo, utilizar os sacos para residuos
fornecidos nas embalagens de reagentes para eliminar micropogos de amplificagéo testados. Verificar se os sacos estdo bem
fechados, antes de os descartar.

16. Embora néo sejam requeridas areas de trabalho dedicadas, porque a configuracdo do BD ProbeTec ET reduz a possibilidade
de contaminacdo no ambiente de analises, sdo necessarias outras precauc¢des para controlar a contaminagéo, principalmente
para evitar a contaminagao das amostras durante o processo.

17. MUDAR DE LUVAS depois de retirar e eliminar tampas de amostras e controlos lisados, para evitar a contaminagao cruzada
das amostras. Se as luvas contactarem com a amostra ou parecerem estar molhadas, troque imediatamente de luvas para
evitar contaminar outras amostras. Mudar de luvas antes de sair e ao entrar na area de trabalho.

18. No caso de a area de trabalho ou 0 equipamento serem contaminados com amostras ou controlos, limpar minuciosamente
a area contaminada com Eliminase, DNA AWAY ou hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com Alconox e enxaguar com agua
abundante. Antes de prosseguir, deixar secar completamente a superficie.
19. Em caso de derrame sobre o Suporte de Lise: Mergulhar o suporte em Eliminase, DNA AWAY ou hipoclorito de sddio a
1% (v/v) com Alconox, durante 1 a 2 min. Nao exceder 2 min. Enxaguar o suporte com agua abundante e deixar secar ao ar.
20. Diariamente, limpar toda a area de trabalho — tampos de bancadas e superficies do aparelho — com Eliminase, DNA AWAY ou
hipoclorito de sddio a 1% (v/v) com Alconox. Enxaguar com agua abundante. Antes de prosseguir com outros testes, deixar
secar completamente as superficies.
21. Contactar os Servigos Técnicos, no caso de ocorrer uma situagdo anormal, por exemplo, uma infiltragdo no aparelho
BD ProbeTec ET ou contaminagdo com ADN que n&o possa ser removida através de limpeza.

COLHEITA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

O Sistema BD ProbeTec ET foi concebido para detectar a presenca de Chlamydia trachomatis em zaragatoas endocervicais, em

zaragatoas uretrais de individuos do sexo masculino e em amostras de urina de individuos de ambos os sexos, utilizando o método

de colheita apropriado.

Os Unicos dispositivos que foram validados para a colheita de amostras com zaragatoas para serem testadas no Aparelho

BD ProbeTec ET séo:

» Kit de Colheita de Amostras Endocervicais e de TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia
trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) BD ProbeTec ET

» Kit de Colheita de Amostras Uretrais de Individuos do Sexo Masculino e de TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN
Amplificado de Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) BD ProbeTec ET

»  Kit de Colheita para Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) BD ProbeTec ET
para Amostras Endocervicais

» Kit de Colheita para Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) BD ProbeTec ET
para Amostras Uretrais de Individuos do Sexo Masculino

Nas expedi¢bes dentro dos E.U.A. e internacionais, as amostras devem ser identificadas de acordo com os regulamentos estatais,

federais e internacionais aplicaveis ao transporte de amostras clinicas e agentes etioldgicos/substancias infecciosas. Durante o

transporte, devem ser mantidas as condi¢cdes de temperatura e respeitado o prazo de entrega.

A colheita de amostras de urina deve ser efectuada para um recipiente plastico estéril para colheita de amostras, sem

conservantes. Para amostras de urina, foram apenas validados a Bolsa de Processamento de Urina (UPP) BD ProbeTec ET, o Kit

de Transporte e Conservagao de Urina (UPT) BD ProbeTec e urina ndo conservada (limpa).



Colheita de amostras com zaragatoas
Colheita de amostras com zaragatoas endocervicais, utilizando o Kit de Colheita de Amostras Endocervicais e de
TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC:

1. Retirar o excesso de muco do orificio cervical com a zaragatoa grande de limpeza fornecida no Kit de Colheita de Amostras
Endocervicais e de TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/CG e eliminar.

2. Introduzir a zaragatoa de colheita de amostras endocervicais e de¢ TRANSPORTE A SECO no interior do canal cervical e rodar
durante 15 a 30 segundos.

Retirar a zaragatoa com cuidado. Evitar o contacto com a mucosa vaginal.

Colocar imediatamente a tampa/zaragatoa no tubo de transporte. Verificar se a tampa esta bem fixada ao tubo.
Etiquetar o tubo com as informagdes do doente e a hora/data da colheita.

Transportar para o laboratério.
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Colheita de amostras através de zaragatoas endocervicais, utilizando o Kit de Colheita para Ensaio de ADN Amplificado
BD ProbeTec ET CT/GC para Amostras Endocervicais:

1. Retirar da embalagem a zaragatoa de limpeza.

Utilizando a zaragatoa de limpeza, retirar o excesso de muco do orificio cervical.

Descartar a zaragatoa de limpeza usada.

Retirar da embalagem a zaragatoa de colheita.

Introduzir a zaragatoa de colheita no interior do canal cervical e rodar durante 15 a 30 segundos.
Retirar a zaragatoa com cuidado. Evitar o contacto com a mucosa vaginal.

Destapar o tubo de diluente CT/GC.

Introduzir totalmente a zaragatoa de colheita dentro do tubo de diluente CT/GC.

9. Partir a haste da zaragatoa pela marca. Ter o cuidado de evitar o derramamento do conteudo.
10. Voltar a tapar o tubo, apertando bem.

11. Etiquetar o tubo com as informagdes do doente e a hora/data da colheita.

12. Transportar para o laboratério.
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Colheita com zaragatoa de amostras uretrais de individuos do sexo masculino, utilizando o Kit de Colheita de
Amostras Uretrais de Individuos do Sexo Masculino e de TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN Amplificado
BD ProbeTec ET CT/GC:

1. Introduzir a zaragatoa de colheita de amostras uretrais e de TRANSPORTE A SECO para individuos do sexo masculino cerca
de 2 a 4 cm no interior da uretra e rodar durante 3 a 5 segundos.

2. Retirar a zaragatoa e colocar a tampa/zaragatoa no tubo de transporte. Verificar se a tampa esta bem fixada ao tubo.
3. Etiquetar o tubo com as informagdes do doente e a hora/data da colheita.

4. Transportar para o laboratério.

Colheita com zaragatoa de amostras uretrais de individuos do sexo masculino, utilizando o Kit de Colheita para Ensaio de
ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC para Amostras Uretrais de Individuos do Sexo Masculino

1. Retirar a zaragatoa da embalagem.

Introduzir a zaragatoa cerca de 2 a 4 cm no interior da uretra e rodar durante 3 a 5 segundos.

Retirar a zaragatoa.

Destapar o tubo de diluente CT/GC.

Introduzir totalmente a zaragatoa dentro do tubo de diluente CT/GC.

Partir a haste da zaragatoa pela marca. Ter o cuidado de evitar o derramamento do contetdo.

Voltar a tapar o tubo, apertando bem.

Etiquetar o tubo com as informagbes do doente e a hora/data da colheita.

Transportar para o laboratério.
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Armazenamento e transporte de zaragatoas

Apo6s a colheita, as zaragatoas endocervicais e as zaragatoas uretrais de individuos do sexo masculino devem ser armazenadas

e transportadas para o laboratério e/ou local de teste a temperaturas entre 2 e 27 °C, no prazo de 4 a 6 dias. O armazenamento
durante um periodo maximo de 4 dias foi validado com amostras clinicas; o armazenamento até 6 dias foi demonstrado com
amostras semeadas. Adicionalmente, foi demonstrado o armazenamento a 2—8 °C até 30 dias com amostras semeadas. Consultar
a secgao “Caracteristicas de Desempenho”.

NOTA: Se as amostras ndo puderem ser transportadas directamente para o laboratério a temperatura ambiente (15-27 °C), o
transporte deve ser efectuado num recipiente hermético com gelo; a entrega das amostras no laboratério deve ser efectuada no dia
seguinte ou até 2 dias depois.



Tipo de Amostra a Processar Endocervical Feminina Uretral Masculina

Temperatura adequada para
o transporte para o local de
teste e armazenamento

2-27°C 2-8°C 2-27°C 2-8°C

Processar a amostra de
acordo com as instrugoes

No prazo de 4-6 dias apos
a colheita

No prazo de 30 dias apds
a colheita

No prazo de 4—6 dias apos
a colheita

No prazo de 30 dias apds
a colheita

Colheita, armazenamento e transporte de amostras de urina

Efectuar a colheita da amostra de urina para um recipiente plastico estéril para colheita de amostras, sem conservantes. As
amostras de urina podem ser armazenadas e transportadas de duas formas - (1) sem conservantes (limpa) e (2) utilizando o Kit
de Transporte e Conservagao de Urina (UPT) BD ProbeTec. O grafico seguinte fornece um resumo das condigdes de transporte e
armazenamento de urina limpa e UPT.

Tipo de Amostra de Urina LIMPA UPT
a Processar
Urmaoarmazenada_a Urina armazenada a 2-8 °C -
2-30 °C - Transferir .
Transferir para UPT no prazo
para UPT no prazo 8 h . :
. . de 24 h ap6s a colheita
apos a colheita
Condicao de temperatura
para o transporte 2-30°C 2-8°C 20 °C 2-30°C 2-30°C 20°C
para o local de teste e
armazenamento
No prazo de No prazo de
Processar a amostra de No prazo Qe NO. prazo d.e No prazo de. NF) prazo (.je 30 dias depois | 2 meses depois
. ~ 30 h depois 7 dias depois | 2 meses depois 30 dias depois da . o
acordo com as instrugdes ) ) : P da transferéncia | da transferéncia
da colheita da colheita da colheita transferéncia para UPT
para UPT para UPT

Urina ndo conservada (limpa)

Colheita
1. O doente ndo devera urinar, pelo menos, 1 h antes da colheita da amostra.
2. Efectuar a colheita da amostra para um recipiente estéril para colheita de amostras, sem conservantes.

3. O doente devera colher 15-60 mL de urina do jacto inicial (a primeira parte do jacto - ndo o jacto intermédio) num recipiente
para colheita de urina.

4. Tapar e etiquetar o recipiente de colheita de urina com a identificagdo do doente e a hora/data de colheita.

Armazenamento e transporte
1. Armazenar e transportar a urina limpa do local de colheita para o local de teste a 2-30 °C.

2. O processamento da amostra deve estar concluido no prazo de 30 h depois da colheita se armazenada a 2—30 °C ou no prazo
de 7 dias apds a colheita se armazenada a 2-8 °C.

NOTA: As amostras devem ser enviadas num recipiente hermético com gelo, devendo ser entregues no dia seguinte ou 2 dias depois.
Foi demonstrado um armazenamento de até 7 dias a 2-8 °C com amostras semeadas.
Utilizagao do kit de transporte e conservagao de urina (UPT) bd probetec

Colheita
1. O doente ndo devera urinar, pelo menos, 1 h antes da colheita da amostra.
2. Efectuar a colheita da amostra para um recipiente estéril para colheita de amostras, sem conservantes.

3. O doente devera colher 15-60 mL de urina do jacto inicial (a primeira parte do jacto - ndo o jacto intermédio) num recipiente
para colheita de urina.

4. Tapar e etiquetar o recipiente de colheita de urina com a identificagdo do doente e a hora/data de colheita.

Transferéncia de urina para o UPT

NOTA: A urina devera ser transferida do recipiente de colheita para o UPT no prazo de 8 h apds a colheita desde que a urina tenha

sido armazenado a 2—-30 °C. A urina pode ser conservada durante 24 h antes da transferéncia para o UPT desde que tenha sido

armazenada a 2-8 °C.

Durante o manuseamento do UPT e das amostras de urina, usar luvas limpas. Se as luvas entrarem em contacto com a amostra,

muda-las imediatamente para evitar a contaminagéo das outras amostras.

1. Depois do doente ter colhido a amostra de urina, etiquete o recipiente de colheita de urina.

2. Abra o Kit de Transporte e Conservagao de Urina e retire o UPT e a pipeta de transferéncia. Etiquetar o UPT com a
identificagdo do doente e a hora/data de colheita.

3. Segure no UPT em posicéo vertical e bata levemente com o fundo do tubo numa superficie plana para desalojar quaisquer
gotas grandes presentes no interior da tampa. Repita se necessario.

4. Destape o UPT e utilize a pipeta de transferéncia para transferir a urina para dentro tubo. O volume correcto de urina foi
adicionado quando o nivel de fluido se situa entre as linhas a preto na janela de enchimento localizada no rétulo do UPT. Este
volume corresponde a aproximadamente 2,5-3,45 mL de urina. NAO encha o tubo demais nem de menos.
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5. Elimine a pipeta de transferéncia. NOTA: A pipeta de transferéncia destina-se a ser utilizada com uma Unica amostra.
6. Aperte bem a tampa do UPT.
7. Inverta o UPT 3—4 vezes para garantir que a amostra e o reagente sdo bem misturados.

Armazenamento e Transporte do UPT

Armazene e transporte as amostras de urina no UPT a 2-30 °C e processe-as no prazo de 30 dias da colheita. As amostras podem
ser armazenadas a -20 °C durante dois meses.

PROCEDIMENTO DE TESTE
Consultar o Manual de Operacéo do Sistema BD ProbeTec ET sobre as instru¢des especificas para operagado e manutengao dos
componentes do sistema. Foi demonstrado que as condigdes ambientais 6ptimas para o ensaio CT/GC se situam entre 18 e 23 °C
com valores de humidade relativa entre 25 e 75%, e entre 23 e 28 °C com 25 a 50% de humidade relativa. Ndo é recomendada a
realizagédo do ensaio CT a temperaturas superiores a 28 °C. Para instrugdes especificas sobre a operagéo do aparelho BD Viper,
consultar o respectivo Manual de Operagédo. Para procedimentos de teste especificos com o aparelho BD Viper, consultar a
adenda ao folheto do ensaio BD ProbeTec Et CT/GC (no Manual de Operacéo do aparelho BD Viper).
A. Preparagao do instrumento:

1. Antes de iniciar o teste, ligar a corrente eléctrica do aparelho e deixar aquecer os instrumentos.

a. A Estufa de Lise e a Estufa de Aparelhamento e Aquecimento requerem aproximadamente 90 min para aquecerem
e estabilizarem.

A temperatura definida para o aquecedor para lise € de 114 °C.
A temperatura definida para o componente de Aparelhamento da estufa de aparelhamento e aquecimento é de 72,5 °C.
A temperatura definida para o componente de Aquecimento da estufa de aparelhamento e aquecimento é de 54 °C.

b. O aparelho BD ProbeTec ET é controlado por software e requer um periodo de aquecimento de, aproximadamente,
30 min.

2. As temperaturas das estufas tém de ser verificadas antes de se iniciar o teste.
a. Estufa de Lise
Retirar a cobertura plastica e deixar equilibrar a temperatura durante 15 min.
O termdémetro deve indicar uma tempeatura entre 112 e 116 °C.
b. Estufa de Aparelhamento e Aquecimento
O termdémetro do aquecedor para inicializagao deve situar-se entre 72 e 73 °C.
O termdémetro do aquecedor para aquecimento deve situar-se entre 53,5 e 54,5 °C.
3. Verificar a temperatura apresentada no ecrd do BD ProbeTec ET. A temperatura indicada deve situar-se
entre 47,5 e 55,0 °C.
B. Pipetador:

Consultar o Manual de Operacéo do Sistema BD ProbeTec ET sobre a explicagdo pormenorizada das fungdes do teclado do
Pipetador BD ProbeTec ET.

Para efectuar o ensaio CT sdo necessarios os seguintes programas: O programa 1 € utilizado com a embalagem de
reagentes CT. Transfere liquido das amostras processadas para os micropogos de inicializagdo CT. O programa 2 é utilizado
com a embalagem de reagentes CT/AC. Transfere liquido das amostras processadas para os micropogos de inicializacdo CT e
AC. O programa 5 transfere liquido dos micropocos de aparelhamento para os micropogos de amplificagéo.

Programar o pipetador do seguinte modo:

Programa 1:
1. LIGUE o pipetador. O pipetador emite um sinal sonoro, mostra rapidamente “ZERO” (ZERO), mostra rapidamente o n.° de
versao do software e, por fim, emite novo sinal sonoro.

2. Premir a tecla azul “Prog” (Programa). Premir a tecla “Vol” (Volume), até aparecer “1”, para seleccionar o programa 1.
Premir “Enter”.

3. Para entrar no modo de programagéao, premir e manter a pressao na tecla “Prog”. Mantendo a presséo na tecla “Prog”, premir
em simultaneo a tecla de fungéo especial com uma ponta de pipeta ou a extremidade de um clipe de papel.

4. Premir “Fill” (Encher). Premir a seta de direcgao para cima, até aparecer 200. Premir “Enter”.

5. Premir “Disp” (Distribuir). Premir a tecla com a seta para cima, até aparecer 150. Premir “Enter”.

6. Premir novamente “Enter” para gravar o programa e sair. Sera emitido um sinal sonoro para indicar que a programacao
foi concluida.

7. Para verificar o programa, premir o gatilho para avangar para a acgdo seguinte. A medida que se efectua cada operacéo,
estabelecer a velocidade de aspiragao/distribuicéo, utilizando a tecla “Vol”. O indicador de Velocidade aparece em cada acgéao.
Utilizar a tecla “Vol” para regular o indicador de velocidade, de forma a mostrar 2 quadrados para as operacdes “Fill” e “Disp”.

Programa 2:

1. LIGUE o pipetador. O pipetador ira emitir um sinal sonoro, mostrar rapidamente “ZERO”, mostrar rapidamente o n.° de verséao
do software e, por fim, emitira novo sinal sonoro.

2. Premir a tecla azul “Prog” (Programa). Premir a tecla “Vol” (Volume) até aparecer “2” para seleccionar o programa 2.
Premir “Enter”.



3. Para entrar no modo de programacao, premir e manter a pressao na tecla “Prog”. Mantendo a pressao na tecla “Prog”, premir
em simultaneo a tecla de fungéo especial com uma ponta de pipeta ou a extremidade de um clipe de papel.

Premir “Fill”. Premir a seta de direcgdo para cima, até aparecer 400. Premir “Enter”.
Premir “Disp” (Dispensar). Premir a tecla com a seta para cima, até aparecer 150. Premir “Enter”.
Premir “Disp”. Premir a tecla com a seta para cima, até aparecer 150. Premir “Enter”.

Premir novamente “Enter” para gravar o programa e sair. Sera emitido um sinal sonoro para indicar que a programacao
foi concluida.

8. Para verificar o programa, premir o gatilho para avancar para a acgéo seguinte. A medida que se efectua cada operagéo,
estabelecer a velocidade de aspiracao/distribuicéo, utilizando a tecla “Vol”. O indicador de Velocidade aparece em cada acgéao.
Utilizar a tecla “Vol” para regular o indicador de velocidade, de forma a mostrar 2 quadrados para as operacdes “Fill” e “Disp”.
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Programa 5
1. Premir a tecla “Prog”. Premir a tecla “Vol” até aparecer “5”, para seleccionar o programa 5. Premir “Enter”.

2. Para entrar no modo de programacao, premir e manter a pressao na tecla “Prog”. Mantendo a pressao na tecla “Prog”, premir
em simultaneo a tecla de fungéo especial com uma ponta de pipeta ou a extremidade de um clipe de papel.

Premir “Fill”. Premir a seta de direcgdo para cima, até aparecer 100. Premir “Enter”.
Premir “Disp”. Premir a tecla com a seta para cima, até aparecer 100. Premir “Enter”.
Premir “Mix” (Misturar). Premir a tecla com a seta para cima, até aparecer 50. Premir “Enter”.

Premir novamente “Enter” para gravar o programa e sair. Sera emitido um sinal sonoro para indicar que a programacao
foi concluida.

7. Para verificar o programa, premir o gatilho para avangar para a acgdo seguinte. A medida que se efectua cada operagéo,
estabelecer a velocidade de aspiracao/distribuicdo/mistura, utilizando a tecla “Vol”. O indicador de Velocidade aparece em
cada acgéo. Utilizar a tecla “Vol” para ajustar o indicador de velocidade, de forma a mostrar 2 quadrados para as fungdes de
aspiracgao e distribuigdo. Utilizar a tecla “Vol” para regular a velocidade de mistura, de forma a aparecerem 3 quadrados.
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Revisdo do Programa

Os programas devem ser revistos antes de se iniciar o procedimento. Para rever os programas, ligar o pipetador (posicdo ON).
Premir a tecla azul “Prog” (Programa). Premir a tecla “Vol” (Volume), até aparecer o numero de programa apropriado (1, 2 ou 5).
Premir a tecla “Enter”. Utilizar o gatilho de pipetagem para avangar uma acgéo de cada vez no programa.

Programa 1: Este programa aspira 200 pL; distribui 150 yL para o micropogo CT. O visor do pipetador deve apresentar a
seguinte leitura:

Fill 200 L - SI1
Dispense 150 L - SI1

Programa 2: Este programa aspira 400 pL; distribui 150 yL para o micropogo CT e 150 uL para o micropogo AC. O visor do
pipetador deve apresentar a seguinte leitura:

Fill 400 pL - SH1

Dispense (Distribuir) 150 pL - SI1
Dispense 150 pL - SII

Rever o programa 5 da mesma forma:

Programa 5: Este programa aspira 100 pL, dispensa 100 pL e mistura 50 pL trés vezes. O visor do pipetador deve apresentar a
seguinte leitura:

Fill 100 pL - SHI

Dispense 100 uL - S

Mix 50 pL - ST

Zero (intermitente)

C. Configuragao da Placa:

O Relatorio de Configuragédo da Placa é criado pelo aparelho BD ProbeTec ET a seguir ao tipo de teste, a identificagdo da amostra
e aos numeros de controlo dos lotes, sendo os nimeros de lote dos conjuntos registados no sistema. O Relatério de Configuragéo
da Placa mostra a configuragao fisica das amostras e controlos de cada placa a testar. O software do sistema agrupa localizagdes
de placas adjacentes para os pogos necessarios para um ensaio especifico. Para o ensaio de ADN amplificado CT as colunas
adjacentes sao atribuidas a CT. Para o ensaio de ADN amplificado CT/AC as colunas séo atribuidas do seguinte modo: CT/AC.

Esta orientacéo aplica-se a placa do Micropogo de Aparelhamento e a placa do Micropogo de Amplificagéo.
Os micropocos de inicializagdo sao as tiras de micropocos de uma s6 cor (CT — verde; AC — preto, se aplicavel).
Os micropocgos de amplificagao sao as tiras de micropogos com riscas (CT — verde listrado; AC — preto listrado, se aplicavel).

D. Processamento de zaragatoas:

As amostras colhidas através de zaragatoa devem ser processadas no prazo de 4 a 6 dias apds a colheita, desde que sejam
armazenadas entre 2 e 27 °C, ou no prazo de 30 dias apos a colheita, desde que sejam armazenadas entre 2 e 8 °C.

NOTA: As zaragatoas e os tubos de diluente CT/GC devem estar a temperatura ambiente antes de serem utilizados.



Procedimento de processamento para zaragatoas colhidas com o Kit de Colheita de Amostras Endocervicais e de
TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC ou o Kit de Colheita de Amostras Uretrais
de Individuos do Sexo Masculino e de TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC:

1. ldentifique um tubo de diluente CT/GC para cada zaragatoa que pretende processar.

Retirar a tampa do tubo e introduzir a zaragatoa. Misturar a zaragatoa no diluente, agitando durante 5 a 10 segundos.
Espremer a zaragatoa da amostra contra a parede interior do tubo, de forma que o liquido escorra para o fundo do tubo.
Retirar a zaragatoa com cuidado, para evitar derramamentos.

Nota: Os derramamentos podem contaminar a area de trabalho.

Colocar a zaragatoa novamente no tubo de transporte e descartar.

Voltar a colocar a tampa no tubo de diluente CT/GC, apertando bem.

Centrifugar o tubo durante 5 s.

Utilizando o Relatério de Configuragao da Placa, colocar o tubo na respectiva ordem no suporte de lise.

9. Repetir as operagbes 1 a 8 para outras zaragatoas com amostras.

10. Fixar as amostras no suporte de lise.

11. As amostras estao agora prontas para serem lisadas.

NOTA: Em alternativa, se houver um vortex para varios tubos, saltar a operagdo 7 e misturar todo o suporte de lise no vortex,
durante 15 a 20 segundos. Esta operagéo deve ser efectuada depois da operacédo 10 e antes de lisar.

NOTA: As amostras processadas que ainda nao foram lisadas podem ser armazenadas a temperatura ambiente durante um
periodo maximo de 6 h, ou de um dia para outro, quando armazenadas entre 2 e 8 °C.

H>oDn

© N oo

Procedimento de processamento para zaragatoas colhidas com o Kit de Colheita para Ensaio de ADN Amplificado
BD ProbeTec ET CT/GC para Amostras Endocervicais ou o Kit de Colheita para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec
ET CT/GC para Amostras Uretrais de Individuos do Sexo Masculino:

1. Centrifugar o tubo de diluente CT/GC no vortex durante 5 segundos.

NOTA: Em alternativa, se houver um vortex para varios tubos, executar as operagdes 2 e 3; em seguida, agitar todo o suporte
de lise no vortex, durante 15 a 20 segundos, e avangar para a operagao 4.

2. Utilizando o Relatério de Configuragéo da Placa, colocar os tubos de ensaio e de controlo na respectiva ordem no suporte
para lise.

3. Fixar as amostras no suporte de lise.
4. As amostras estdo agora prontas para serem lisadas.

E. Processamento de urina:

Procedimento de processamento para amostras de urina ndo conservada (limpa)
As amostras de urina limpas devem ser processadas no prazo de 30 h depois da colheita se armazenadas a 2-30 °C, no prazo de
7 dias apos a colheita se armazenadas a 2—-8 °C e no prazo de 2 meses ap0s a data da colheita de armazenadas a -20 °C.
NOTAS:

O Diluente BD ProbeTec ET (CT/GC) deve estar a temperatura ambiente antes de ser utilizado.

Deitar uma aliquota da quantidade necessaria de Diluente BD ProbeTec ET (CT/GC) num recipiente limpo. Para estimar a
quantidade necessaria, multiplicar o numero de amostras por 2 e adicionar 1 a -2 mL, para maior facilidade de pipetagem.
Para evitar a contaminagao do diluente - nao verter o diluente excedente novamente para dentro do frasco.

1. Etiquetar um Tubo de Ensaio BD ProbeTec ET para cada amostra de urina a processar.
2. Agitar o recipiente para misturar a urina e abrir com cuidado.
NOTA: Abrir com cuidado para evitar derramamentos ou salpicos que possam contaminar a area de trabalho.

NOTA: Amostras de urina congeladas devem ser descongeladas e homogeneizadas completamente antes da transferéncia
para o Tubo de Ensaio.

Pipetar 4,0 mL de urina para o tubo correctamente etiquetado. Colocar novamente a tampa, apertando bem.

Repetir as operagdes 2 e 3 para amostras de urina limpa. Utilizar uma nova pipeta ou ponta de pipeta para cada amostra.
Introduzir os tubos de ensaio no suporte de lise BD ProbeTec ET.

Introduzir o suporte de lise dentro da estufa de lise para pré-aquecer as amostras.

Aquecer as amostras durante 10 min.

Apo6s 10 minutos, retirar o suporte de lise da estufa de lise e deixar arrefecer os tubos a temperatura ambiente, durante um
periodo minimo de 15 minutos ou maximo de 6 h.

NOTA: Nao coloque os tubos de ensaio no frigorifico nem congelador depois dos 10 minutos de pré-aquecimento.
9. Centrifugue os tubos a 2.000 x g durante 30 min.
10. No fim da centrifugacéo, retirar cuidadosamente os tubos da centrifugadora.

11. Destapar o primeiro tubo e decantar cuidadosamente o sobrenadante. Terminar o movimento de decantagdo com um
movimento brusco do pulso, para retirar o liquido residual do tubo.

NOTA: Este € um passo critico; o excesso de amostra residual podera causar inibigdo. Os tubos podem ser colocados
individualmente em folhas separadas de papel absorvente para aumentar a remogéao de urina residual.

12. Colocar a tampa no tubo, sem apertar.
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13.
14.
15.

16.

Repetir as operagdes 11 e 12 para cada amostra de urina centrifugada.
Pipetar 2,0 mL de diluente para cada tubo. Utilizar uma nova pipeta ou ponta de pipeta para cada tubo.

Voltar a tapar os tubos de ensaio, apertando bem, e misturar no vortex durante 5 segundos para ressuspender completamente
o sedimento no diluente.

As amostras estao agora prontas para serem lisadas.

NOTA: As amostras processadas que ainda nao foram lisadas podem ser armazenadas a temperatura ambiente durante um
periodo maximo de 6 h, ou de um dia para outro, quando armazenadas entre 2 e 8 °C.

Procedimento de processamento para amostras de urina colhidas usando o Kit de Transporte e Conservagao de Urina
(UPT) BD ProbeTec

NOTAS:

As amostras de UPT podem ser conservadas entre 2 e 30 °C e processadas no prazo de 30 dias subsequentes a colheita.
O Diluente BD ProbeTec ET (CT/GC) deve estar a temperatura ambiente antes de ser utilizado.

Deitar uma aliquota da quantidade necessaria de Diluente BD ProbeTec ET (CT/GC) num recipiente limpo. Para estimar a
quantidade necessaria, multiplicar o nimero de amostras por 2 e adicionar 1 a 2 mL, para maior facilidade de pipetagem.
Para evitar a contaminagao do diluente - ndo verter o diluente excedente novamente para dentro do frasco.

Certifique-se de que o volume de urina em cada tubo esta entre as linhas indicadas no rétulo do tubo. Um enchimento
deficiente e enchimento excessivo do tubo podem afectar o desempenho do ensaio.

1.

w

8.
9.
10.
1.

12.

Introduzir os tubos UPT no suporte de lise BD ProbeTec ET.

NOTA: Se amostras tiverem sido congelados, certifique-se de que séo totalmente descongeladas e misturadas por inversao
antes do aquecimento.

Introduzir o suporte de lise dentro da estufa de lise para pré-aquecer as amostras.
Aquecer as amostras durante 10 min.

Ap6s 10 minutos, retirar o suporte de lise da estufa de lise e deixar arrefecer os tubos a temperatura ambiente, durante um
periodo minimo de 15 minutos ou maximo de 6 h.

NOTA: Néo coloque os tubos de ensaio no frigorifico nem congelador depois dos 10 minutos de pré-aquecimento.
Centrifugue os tubos UPT a 2.000 x g durante 30 min.
No fim da centrifugacao, retirar cuidadosamente os tubos da centrifugadora.

Destapar o primeiro UPT e decantar cuidadosamente o sobrenadante. Terminar o movimento de decantagdo com um movimento
brusco do pulso, para retirar o liquido residual do tubo e ESVAZIAR cada tubo numa folha individual de papel absorvente.

Colocar a tampa no tubo, sem apertar.
Repetir as operagdes 7 e 8 para cada amostra de urina centrifugada.
Pipetar 2,0 mL de diluente para cada tubo. Utilizar uma nova pipeta ou ponta de pipeta para cada tubo.

Voltar a tapar os tubos de UPT, apertando bem, e misturar no vortex durante 5 segundos para ressuspender completamente o
sedimento no diluente.

As amostras estao agora prontas para serem lisadas.

NOTA: As amostras processadas que ainda nao foram lisadas podem ser armazenadas a temperatura ambiente durante um
periodo maximo de 6 h, ou de um dia para outro, quando armazenadas entre 2 e 8 °C.

F.

Preparacgéo do controlo de qualidade:

NOTA: Os Controlos e o Diluente BD ProbeTec ET (CT/GC) devem estar a temperatura ambiente antes de serem utilizados.

1.
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Para cada ensaio (placa) a testar, preparar um novo tubo de controlo negativo CT/GC e um novo tubo de controlo positivo
CT/GC. Se uma placa contiver mais de um numero de lote da embalagem de reagente, os controlos devem ser testados com
cada lote.

Retirar a tampa do tubo de controlo negativo CT/GC. Utilizando uma nova ponta de pipeta ou pipeta, adicionar 2,0 mL de diluente.
Volte a tapar o tubo e agite no vortex durante 5 segundos.

Retirar a tampa do tubo de controlo positivo CT/GC. Utilizando uma nova ponta de pipeta ou pipeta, adicionar 2,0 mL de diluente.
Voltar a tapar o tubo e agitar no vortex durante 5 segundos.

Os controlos estdo agora prontos para serem lisados.

Lise de amostras e de controlos:
Introduzir o suporte de lise dentro da estufa de lise.
Aquecer as amostras durante 30 min.

Ap6s 30 min, retirar o suporte de lise da estufa de lise e deixar arrefecer a temperatura ambiente, durante um periodo minimo
de 15 min.

NOTA: Apés o lise, as amostras:

a. Podem ser conservadas entre 18 e 30 °C durante um periodo maximo de 6 h e podem ser testadas sem ser necessario
lisa-las de novo.

b. Podem ser conservadas até 5 dias, entre 2 e 8 °C. Antes de serem testadas, tém de ser centrifugadas e submetidas a
novo lise.



c. Podem ser conservadas a -20 °C até 98 dias. Antes de serem testadas, tém de ser descongeladas a temperatura
ambiente, centrifugadas e submetidas a novo lise. As amostras lisadas podem ser submetidas a dois ciclos de
congelagao/descongelagao.

H.1 Procedimento de teste para a embalagem de reagentes CT:
NOTA: Os micropocos de aparelhamento e de amplificagdo devem estar a temperatura ambiente antes de serem utilizados.

1.

»

1.

12.
13.

14.
15.
16.

17.

18.

19.
20.
21.

22.

Para as amostras colhidas com o Kit de Colheita de Amostras Endocervicais e de TRANSPORTE A SECO para Ensaio de
ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC ou o Kit de Colheita de Amostras Uretrais de Individuos do Sexo Masculino e de
TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC e amostras de urina processadas, retirar e
eliminar as tampas de amostras e de controlos lisados e arrefecidos.

Para as zaragatoas colhidas com o Kit de Colheita para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC para Amostras
Endocervicais ou o Kit de Colheita para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC para Amostras Uretrais
Individuos do Sexo Masculino, proceder da seguinte forma:

a. Destapar o tubo e pressionar suavemente a zaragatoa contra a face lateral do tubo para remover o excesso de liquido.

b. Puxar a tampa/zaragatoa para fora do tubo. Nao pressione contra a parede do tubo, para evitar a libertagdo de goticulas
que podem causar contaminagéo cruzada.

c. Descartar a tampa/zaragatoa.
Para amostras de urina processadas, destapar o tubo e eliminar a tampa.
Antes de prosseguir, mudar de luvas para evitar a contaminacgao.

Utilizando o Relatdrio de Disposicao da Placa, prepara a placa de inicializagéo, colocando os micropogos de inicializagédo CT
(verdes) numa placa. A placa deve estar configurada, conforme indicado no Relatério de Disposicao da Placa.

Selar novamente as bolsas de micropogos, conforme indicado a seguir.

a. Colocar a bolsa numa superficie plana. Com uma mao, manter plana a extremidade aberta.

b. Aplicando presséo, deslizar os dedos através da face exterior do selo, de uma extremidade da bolsa para a outra.
c. Inspeccionar para verificar se a bolsa esta selada.

Seleccionar o Programa 1 no Pipetador BD ProbeTec ET.

Adaptar as pontas de pipetas. Expandir o pipetador, puxando totalmente o botdo de espagamento.

NOTA: Verificar se as pontas estao firmemente adaptadas no pipetador, para evitar fugas.

Aspirar 200 pL da primeira coluna de amostras.

. Colapse suavemente o pipetador, toque com as pontas das pipetas nas paredes laterais do pogo e distribua 150 pL na primeira

coluna de micropocgos de inicializagao (1 A-H).
NOTA: Nao apertar o pipetador sobre as amostras ou os micropogos, para evitar a contaminagado. Os movimentos bruscos
podem dar origem a salpicos ou aerossois.

NOTA: A distribuicdo de liquidos contra a parede interior dos micropogos € importante para garantir exactidao e preciséo e
para evitar contaminagéo cruzada.

Descartar as pontas. Premir o gatilho de pipetagem para rearmar o pipetador.

NOTA: Eliminar as pontas com cuidado para evitar a ocorréncia de salpicos ou aerossoéis que possam contaminar a area
de trabalho.

Adaptar novas pontas e aspirar 200 uL da 22 coluna de amostras.

Colapse suavemente o pipetador, toque com as pontas das pipetas nas paredes laterais do pogo e distribua 150 yL na
segunda coluna de micropogos de inicializagéo (2 A-H).

Descartar as pontas.

Continuar a transferir as outras amostras da série.

Tapar a placa de micropocos de aparelhamento com a tampa de aparelhamento e deixar a placa incubar a temperatura
ambiente durante, pelo menos, 20 min. (Pode incubar até 6 h.)

NOTA: Tapar novamente as amostras processadas com novas tampas para manter os tubos com as amostras.

No fim da incubagéo da reacgao de aparelhamento, preparar a placa de amplificagdo. Configurar os micropogos de
amplificagéo na placa de acordo com o Relatério de Configuragéo da Placa (igual a placa de aparelhamento). Selar novamente
as bolsas de micropogos, conforme descrito na operagéo n.° 6.

Retirar a tampa da placa de micropogos de aparelhamento e colocar a placa na estufa de aparelhamento. Colocar
IMEDIATAMENTE a placa de micropogos de amplificagao na estufa de aquecimento.

Regular o temporizador para 10 min. (NOTA: Nesta operagao, o tempo é fundamental).

No fim do periodo de incubagéo de 10 min (+/— 1 min), seleccionar o programa 5 no pipetador.

Adaptar novas pontas e transferir 100 yL da 12 coluna da placa de micropogos de aparelhamento para a 12 coluna da placa

de micropogos de amplificagdo. Encostar as pontas de pipeta as paredes dos pocos e dispensar o liquido. Apos a distribuicéo,
deixar o pipetador misturar automaticamente o liquido dos pocos. Levantar cuidadosamente o pipetador, afastando-o da placa.
Evitar tocar nos outros pogos.

Descartar as pontas. Adaptar novas pontas e continuar a transferir a mistura da reacgéo dos micropogos de aparelhamento
para os micropogos de amplificagdo, coluna a coluna, utilizando pontas novas para cada coluna.
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23. Depois de terminar a transferéncia da ultima coluna, retirar a protecgao de um vedante de amplificacéo (retirar metade
da protecgao do vedante, se 0s micropogos ocuparem 6 colunas ou menos; retirar toda a protecgao se os micropogos
ocuparem 7 ou mais colunas). Segurar o vedante pelas extremidades e centra-lo sobre a placa. Utilizar as guias da estufa de
aquecimento como auxiliares para centrar o vedante. O vedante estende-se sobre os micropogos, nos dois lados da placa.
Exercer pressao sobre o vedante para garantir que todos os micropogos ficam totalmente selados.

24. Na interface do utilizador do BD ProbeTec ET, deslocar o transportador para fora e abrir as portas. Transferir
IMEDIATAMENTE (no espaco de 30 segundos) a placa de Micropogos de Amplificagéo selada para o Aparelho
BD ProbeTec ET e iniciar a série. (Para mais informagdes, consultar o Manual de Operagéo do Sistema BD ProbeTec ET).

25. Depois de iniciar a série, completar a fase do procedimento de limpeza descrita a seguir:

a. Selar os micropogos de aparelhamento com um vedante de placa de amplificagao e retirar a placa da estufa de
aparelhamento e aquecimento.

ADVERTENCIA: Temperatura superior a 70 °C. Utilizar uma luva resistente ao calor para retirar a placa.
b. Deixar arrefecer a placa em cima da bancada durante 5 min.

c. Retire os micropogos de inicializagéo selados da placa, segurando na parte superior e inferior do selador e levantando os
pogos a direito, como uma unidade. Colocar os micropogos num saco para eliminagéo residuos e selar.

d. Limpar a placa de metal:
Lavar a placa com Eliminase, DNA AWAY ou a solugao de hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com Alconox.
Enxaguar a placa com agua.
Envolver a placa numa toalha limpa e deixar secar completamente ao ar, antes de voltar a utilizar.
26. Quando a analise estiver concluida, sera criada uma cépia impressa dos resultados do teste.

27. Retirar da plataforma o transportador da placa, abrir a porta e retirar a placa. Fechar a porta e colocar a plataforma da placa
novamente dentro do aparelho.

28. Retirar os micropogos de amplificagdo selados da placa. PRECAUGAO: Néo retirar o material de selagem dos micropogos.
Os micropogos selados podem ser facilmente retirados como uma unidade, segurando o selo em cima e em baixo e levantando
a direito, para fora da placa. Colocar os micropogos selados no Saco de Eliminagéo. Selar o saco.

29. Limpar a placa de metal:
Lavar a placa com Eliminase, DNA AWAY ou a solugéo de hipoclorito de sodio a 1% (v/v) com Alconox.
Enxaguar a placa com agua.
Envolver a placa numa toalha limpa e deixar secar completamente ao ar, antes de voltar a utilizar.

30. Apos a ultima analise do dia, execute os seguintes procedimentos de limpeza:

a. Saturar toalhetes de papel ou compressas de gaze com Eliminase, DNA AWAY ou solugao de hipoclorito de sodio a
1% (v/v) com Alconox e aplicar nos tampos das bancadas e nas superficies exteriores da estufa de lise, da estufa de
aparelhamento e aquecimento e do aparelho BD ProbeTec ET. Deixar actuar a solugdo nas superficies durante 2 a 3 min.
Saturar toalhetes de papel ou compressas de gaze com agua e remover a solugao de limpeza. Mudar varias vezes os
toalhetes ou as compressas de gaze durante as operacgdes de aplicagdo da solucdo de limpeza e da sua remogéo com
agua. Humedecer toalhetes de papel ou compressas de gaze com Eliminase, DNA AWAY ou hipoclorito de sédio a 1% com
Alconox e limpar a pega do pipetador (APENAS A PEGA). Ap6s um periodo de 2 a 3 min, limpe o manipulo com toalhetes
de papel ou compressas de gaze humedecidas com agua.

b. Mergulhar o suporte de lise, a base e a cobertura do suporte de lise e as placas em Eliminase, DNA AWAY ou hipoclorito de
sodio a 1% (v/v) com Alconox, durante 1 a 2 min. Enxaguar com agua abundante e deixar secar ao ar.

c. Recarregar o Pipetador.
d. Descartar o saco de eliminacdo de residuos e o saco de materiais de risco bioldgico selados, de acordo com os
procedimentos estabelecidos para eliminagéo de residuos bioldgicos contaminados.
H.2 Procedimento de teste para a embalagem de reagentes CT/AC:
NOTA: Os micropogos de inicializagdo e de amplificacdo devem estar a temperatura ambiente antes de serem utilizados.

1. Para as amostras colhidas com o Kit de Colheita de Amostras Endocervicais e de TRANSPORTE A SECO para Ensaio de
ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC ou o Kit de Colheita de Amostras Uretrais de Individuos do Sexo Masculino e de
TRANSPORTE A SECO para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC e urinas processadas, retirar e eliminar as
tampas de amostras e de controlos lisados e arrefecidos.

2. Para as zaragatoas colhidas com o Kit de Colheita para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC para Amostras
Endocervicais ou o Kit de Colheita para Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT/GC para Amostras Uretrais de
Individuos do Sexo Masculino, proceder da seguinte forma:

a. Destapar o tubo e pressionar suavemente a zaragatoa contra a face lateral do tubo para remover o excesso de liquido.

b. Puxar a tampa/zaragatoa para fora do tubo. N&o pressione contra a parede do tubo, para evitar a libertacdo de goticulas
que podem causar contaminagéo cruzada.

c. Descartar a tampa/zaragatoa.
3. Para amostras de urina processadas, destapar o tubo e eliminar a tampa.
Antes de prosseguir, mudar de luvas para evitar a contaminagéo.

5. Utilizando o Relatério de Configuracdo da Placa, preparar a placa de aparelhamento. Os micropogos de aparelhamento
devem ser colocados na placa pela ordem seguinte: CT (micropogos verdes) e AC (micropogos pretos). Repetir até a placa
estar configurada como o Relatério de Configuragéo da Placa.

1"
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12.

13.

14.
15.
16.

17.

18.

19.
20.
21.

22.

23.

24.

25.

26.
27.

Selar novamente as bolsas de micro pogos, conforme indicado a seguir.

a. Colocar a bolsa numa superficie plana. Com uma mao, manter plana a extremidade aberta.

b. Aplicando presséo, deslizar os dedos através da face exterior do selo, de uma extremidade da bolsa para a outra.
c. Inspeccionar para verificar se a bolsa esta selada.

Seleccionar o Programa 2 no Pipetador BD ProbeTec ET.

Adaptar as pontas de pipetas. Expandir o pipetador, puxando totalmente o botdo de espagamento.

NOTA: Verificar se as pontas estao firmemente adaptadas no pipetador, para evitar fugas.

Aspirar 400 pL da primeira coluna de amostras.

. Vazar suavemente o pipetador, tocar com as pontas de pipeta nas paredes laterais dos pogos e distribuir 150 yL em cada uma

das 2 colunas correspondentes de micropogos de aparelhamento (1 A-H; 2 A-H).

NOTA: Nao apertar o pipetador sobre as amostras ou os micropogos, para evitar a contaminagado. Os movimentos bruscos
podem dar origem a salpicos ou aerossois.

NOTA: A distribuigcdo de liquidos contra a parede interior dos micropogos € importante para garantir exactidao e preciséo e para
evitar contaminagao cruzada.

Descartar as pontas. Premir o gatilho de pipetagem para rearmar o pipetador.

NOTA: Eliminar as pontas com cuidado para evitar a ocorréncia de salpicos ou aerossoéis que possam contaminar a area
de trabalho.

Adaptar novas pontas e aspirar 400 uL da 22 coluna de amostras.

Vazar suavemente o pipetador, tocar com as pontas de pipeta nas paredes laterais dos pogos e distribuir 150 yL em cada uma
das 2 colunas correspondentes de micropogos de aparelhamento (3 A-H; 4 A-H).

Descartar as pontas.
Continuar a transferir as outras amostras da série.

Tapar a placa de micropocos de aparelhamento com a tampa de aparelhamento e deixar a placa incubar a temperatura
ambiente durante, pelo menos, 20 min. (Pode incubar até 6 h.)

NOTA: Tapar novamente as amostras processadas com novas tampas para manter os tubos com as amostras.

No fim da incubagéo da reacgao de aparelhamento, preparar a placa de amplificagdo. Configurar os micropogos de
amplificagéo na placa de acordo com o Relatério de Configuragéo da Placa (igual a placa de aparelhamento). Selar novamente
as bolsas de micropogos, conforme descrito na operagéo n.° 6.

Retirar a tampa da placa de micropogos de aparelhamento e colocar a placa na estufa de aparelhamento. Colocar
IMEDIATAMENTE a placa de micropogos de amplificagao na estufa de aquecimento.

Regular o temporizador para 10 min. (NOTA: Nesta operagao, o tempo é fundamental).
No fim do periodo de incubagéo de 10 min (+/— 1 min), seleccionar o programa 5 no pipetador.

Adaptar novas pontas e transferir 100 yL da 12 coluna da placa de micropogos de aparelhamento para a 12 coluna da placa

de micropogos de amplificagdo. Encostar as pontas de pipeta as paredes dos pocos e dispensar o liquido. Apos a distribuicéo,
deixar o pipetador misturar automaticamente o liquido dos pocos. Levantar cuidadosamente o pipetador, afastando-o da placa.
Evitar tocar nos outros pogos.

Descartar as pontas. Adaptar novas pontas e continuar a transferir a mistura da reacgéo dos micropogos de aparelhamento
para os micropogos de amplificagdo, coluna a coluna, utilizando pontas novas para cada coluna.

Depois de terminar a transferéncia da ultima coluna, retirar a protecgéo de um vedante de amplificacéo (retirar metade

da protecgéo do vedante, se os micropog¢os ocuparem 6 colunas ou menos; retirar toda a protec¢éo se 0s micropogos
ocuparem 7 ou mais colunas). Segurar o vedante pelas extremidades e centra-lo sobre a placa. Utilizar as guias da estufa de
aquecimento como auxiliares para centrar o vedante. O vedante estende-se sobre os micropogos, nos dois lados da placa.
Exercer presséo sobre o vedante para garantir que todos os micropogos ficam totalmente selados.

Na interface do utilizador do BD ProbeTec ET, deslocar o transportador para fora e abrir as portas. Transferir IMEDIATAMENTE
(no espago de 30 segundos) a placa de Micropogos de Amplificacéo selada para o Aparelho BD ProbeTec ET e iniciar a série.
(Para mais informagdes, consultar o Manual de Operagéo do Sistema BD ProbeTec ET).

Depois de iniciar a série, completar a fase do procedimento de limpeza descrita a seguir:

a. Selar os micropogos de aparelhamento com um vedante de placa de amplificagado e retirar a placa da estufa de
aparelhamento e aquecimento.

ADVERTENCIA: Temperatura superior a 70 °C. Utilizar uma luva resistente ao calor para retirar a placa.
b. Deixar arrefecer a placa em cima da bancada durante 5 min.

Retirar os micropocos de aparelhamento selados da placa, segurando na parte superior e inferior do vedante e levantando os
pogos a direito, como uma unidade. Colocar os micropogos num saco para eliminagéo residuos e selar.

d. Limpar a placa de metal:
Lavar a placa com Eliminase, DNA AWAY ou a solugéo de hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com Alconox.
Enxaguar a placa com agua.
Envolver a placa numa toalha limpa e deixar secar completamente ao ar, antes de voltar a utilizar.
Quando a analise estiver concluida, sera criada uma cépia impressa dos resultados do teste.
Retirar da plataforma o transportador da placa, abrir a porta e retirar a placa. Fechar a porta e colocar a plataforma da placa
novamente dentro do aparelho.
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28. Retirar os micropogos de amplificagdo selados da placa. PRECAUGAO: N3o retirar o material de selagem dos micropogos.
Os micropogos selados podem ser facilimente removidos como uma unidade, segurando pela parte superior e inferior do
vedante e levantando-os a direito para fora da placa. Colocar os micropogos selados no Saco de Eliminagéo. Selar o saco.

29. Limpar a placa de metal:
Lavar a placa com Eliminase, DNA AWAY ou a solugao de hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com Alconox.
Enxaguar a placa com agua.
Envolver a placa numa toalha limpa e deixar secar completamente ao ar, antes de voltar a utilizar.

30. Apods a ultima série do dia, efectuar o seguinte processo de limpeza:

a. Saturar toalhetes de papel ou compressas de gaze com Eliminase, DNA AWAY ou solugéo de hipoclorito de sédio a
1% (v/v) com Alconox e aplicar nos tampos das bancadas e nas superficies exteriores da estufa de lise, da estufa de
aparelhamento e aquecimento e do aparelho BD ProbeTec ET. Deixar actuar a solugdo nas superficies durante 2 a 3 min.
Saturar toalhetes de papel ou compressas de gaze com agua e remover a solugéo de limpeza. Mudar varias vezes os
toalhetes ou as compressas de gaze durante as operagdes de aplicagdo da solugao de limpeza e da sua remogéo com
agua. Humedecer toalhetes de papel ou compressas de gaze com Eliminase, DNA AWAY ou hipoclorito de sédio a 1% com
Alconox e limpar a pega do pipetador (APENAS A PEGA). Ap6s um periodo de 2 a 3 min, limpe o manipulo com toalhetes
de papel ou compressas de gaze humedecidas com agua.

b. Mergulhar o suporte de lise, a base e a cobertura do suporte de lise e as placas em Eliminase, DNA AWAY ou hipoclorito de
sodio a 1% (v/v) com Alconox, durante 1 a 2 min. Enxaguar com agua abundante e deixar secar ao ar.

c. Recarregar o Pipetador.

d. Descartar o saco de eliminagao de residuos e o saco de materiais de risco biolégico selados, de acordo com os
procedimentos estabelecidos para eliminagéo de residuos biolégicos contaminados.

Controlo de qualidade

O conjunto de controlo positivo e negativo de Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae BD ProbeTec ET é fornecido em
separado. Em cada série de ensaios e para cada novo nimero de lote do kit de reagentes devem ser incluidos um controlo positivo
e um controlo negativo. Os controlos podem estar posicionados ao acaso. O controlo positivo CT/GC monitorizara apenas falhas
substanciais nos reagentes. O controlo negativo CT/GC monitoriza os reagentes e/ou a contaminagao ambiental.

O controlo positivo apresenta regides alvo CT e GC clonadas, que néo representam necessariamente o ADN alvo do organismo
detectado pelo ensaio nem matrizes de amostras (urina e suspensées de células epiteliais), indicadas para utilizagdo com o
Sistema BD ProbeTec ET. Estes controlos podem ser utilizados para controlo de qualidade interno ou os utilizadores poderéao
desenvolver o seu material de controlo de qualidade interno, conforme descrito na norma CLSI C24-A3.15 Poderéo ser testados
controlos adicionais, de acordo com as orientagdes ou requisitos dos regulamentos locais e/ou nacionais ou organismos de
acreditagdo. Consultar a norma CLSI C24-A3 para mais orientagdes sobre praticas adequadas em testes de controlo de qualidade
interno. O controlo positivo contém 750 cépias por reacg¢éo do plasmideo linearizado pCT16 e 250 copias por reacgao do
plasmideo linearizado pGC10. Ambos os organismos possuem varias copias do alvo. O volume da reac¢éo de amplificagdo no
BD ProbeTec ET é de 100 pL de controlo re-hidratado.

O posicionamento correcto das tiras de micropogos € importante para apresentagéo de resultados correctos. Consultar a secgéo
H de “Procedimento de teste” sobre o posicionamento correcto das tiras de micropogos. Os controlos positivos CT/GC e negativos
CT/GC devem ser testados como positivo e negativo, respectivamente, de forma a relatar os resultados da amostra. Se o
desempenho dos controlos nao for o esperado, a série do ensaio € considerada invalida e o aparelho néo apresenta os resultados
do doente. Quando o CQ n&o atingir os resultados esperados, repetir toda a série utilizando um novo conjunto de controlos,

novos micropogos e amostras processadas. Se a repeticdo do CQ nao apresentar os resultados esperados, contactar os Servigos
Técnicos. (Consulte “Interpretacéo dos resultados”.)

Consulte a secgao F de “Procedimento do teste”, para obter instru¢cdes sobre a preparagéo de controlos. Apds a preparagao dos
controlos, prosseguir com os testes, conforme descrito na secgao G de "Procedimento de teste”.

Um controlo de amplificagé@o (AC) independente constitui uma opgéo para teste de inibicdo e é fornecido na embalagem de
reagentes CT/AC. Quando a embalagem de reagentes CT/AC for utilizada, deve ser incluido um AC para cada amostra do doente e
para cada controlo. Os micropogos do controlo de amplificagdo contém 2 1.000 cépias por reacgéo do plasmideo linearizado pGC10,
que deve ser amplificado na matriz da amostra. O controlo de amplificagéo foi concebido para identificar amostras que possam
conter inibidores de amplificagéo, os quais poderédo impedir a deteccdo de ADN de CT. (Consulte “Interpretacéo dos resultados”.)

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DO CONTROLO:

Interpretacao do controlo sem AC:

Valor CT MOTA Resultado
Controlo positivo CT/GC MOTA = 2.000 Aceitavel
Controlo negativo CT/GC MOTA < 2.000 Aceitavel
Tolkning af kontrol med AC:

Valor CT MOTA Valor AC MOTA* Resultado
Controlo positivo CT/GC MOTA = 2.000 MOTA 2= 1.000 Aceitavel
Controlo negativo CT/GC MOTA < 2.000 MOTA = 1.000 Aceitavel

* Se 0 AC falhar (MOTA < 1.000), o controlo falha.
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Controlos de processamento de amostras:

Os controlos de processamento das amostras podem ser testados de acordo com os requisitos das organizagdes de acreditagdo
adequadas. Um controlo positivo deve testar todo o sistema de testes. Para esse efeito, podem ser usadas como controlos
amostras positivas conhecidas, sendo processadas e testadas juntamente com amostras desconhecidas. As amostras utilizadas
como controlos de processamento devem ser armazenadas, processadas e testadas de acordo com o folheto informativo. Como
alternativa a utilizagdo de amostras positivas, os controlos de processamento de amostras que simulam o processamento de urina
também podem ser preparados tal como descrito abaixo.

Chlamydia trachomatis:

Caso uma amostra com resultado positivo ndo esteja disponivel, outra abordagem consiste em analisar uma cultura de reserva de
C. trachomatis LGV2 (ATCC n.° VR-902B), preparada da seguinte forma:

1. Descongelar um frasco de células com C. trachomatis LGV2 recebidas da ATCC.

2. Preparar diluigbes em série de 1:10 até uma diluigdo de 10° (pelo menos com um volume final de 5 mL) em soro fisiolégico
com tampao fosfato (PBS).

Colocar 4 mL da diluigdo 105 num tubo de ensaio BD ProbeTec ET.

Processar como uma amostra de urina, comegando na operacao 5 da secc¢ao E de “Procedimento de teste”.
Apos o processamento, lisar a amostra conforme descrito na secgao G de “Procedimento de teste”.
Prosseguir o teste, conforme descrito na sec¢édo H de “Procedimento de teste”.

I

Monitorizagdo da Presenca de Contaminagao por ADN

Pelo menos uma vez por més, deve ser efectuado o procedimento de teste descrito em seguida, de forma a monitorizar a area
de trabalho e as superficies do equipamento em relagdo a contaminagdo com ADN. A monitorizagdo ambiental é essencial para
detectar a contaminagao antes que se desenvolva um problema.

1. Para cada area a testar, utilizar uma zaragatoa de colheita limpa de qualquer um dos sistemas de colheita e transporte de
amostras endocervicais BD ProbeTec ET e um tubo de diluente CT/GC. (Em alternativa, podera utilizar um tubo de ensaio com
2 mL de diluente (CT/GC).)

Mergulhar a zaragatoa no diluente CT/GC e limpar a primeira area* com um movimento de varrimento alargado.
Pressionar a zaragatoa no tubo de diluente CT/GC. Voltar a tapar o tubo e agitar no vortex durante 5 segundos.
Repetir para cada area desejada.

Depois de as zaragatoas terem sido colhidas, pressionadas no diluente e agitadas no vortex, os tubos estédo prontos para lise
(seccdo G) e andlise (seccéo H), de acordo com o “Procedimento de teste”.

*Areas a testar recomendadas: superficie da estufa de lise, do suporte de lise, da estufa de aparelhamento e aquecimento, dos
tabuleiros de micropogos pretos, da pega do pipetador, das teclas tacteis e do teclado do aparelho, do dispositivo de desbloqueio
da porta do aparelho (tecla azulada), do tambor da centrifugadora e da(s) bancada(s) de trabalho, incluindo as areas de
processamento de amostras.

Se uma area produzir um resultado positivo, limpa-la com Eliminase, DNA AWAY ou hipocloreto de sddio fresco a 1% (v/v) com
Alconox. Verificar se toda a area fica molhada com a solucao e deixar actuar na superficie durante, pelo menos, dois min ou
até secar. Se necessario, remover o excesso de solugao de limpeza com um toalhete limpo. Limpar a area com um toalhete
limpo embebido em agua e deixar secar a superficie. Testar novamente a area. Repetir até obter resultados negativos. Se a
contaminacao nao for resolvida, contactar os Servigcos Técnicos para mais informagdes.

INTERPRETAGAO DE RESULTADOS

O ensaio de ADN amplificado de Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET utiliza a transferéncia de energia fluorescente
como método de deteccdo para testar a presenca de C. trachomatis em amostras clinicas. Todos os calculos sédo efectuados
automaticamente pelo software do aparelho.

A presenga ou auséncia de C. trachomatis é determinada relacionando os resultados de BD ProbeTec ET MOTA para a amostra
com valores limite pré-determinados. O resultado MOTA é utilizado para avaliar a grandeza do sinal produzido em resultado da
reacgdo. A grandeza do resultado MOTA néo constitui uma indicagé@o do nivel de organismo presente na amostra. Se os controlos
do ensaio ndo forem os esperados, os resultados do doente ndo devem ser registados. Consultar a secgdo de CQ sobre valores de
controlo esperados. Os resultados apresentados séo determinados como indicado a seguir.

ok wbd
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Para a embalagem de reagentes CT:

C. trachomatis Resultado da interpretacdo sem AC

Valor CT

MOTA Relatério Interpretagao Resultado

> 10.000 ADN de plasmideo de C. trachomatis Valores positivos de viabilidade e/ou infecciosidade do organismo  Positivo?
detectado pela SDA C. trachomatis ndo podem ser inferidos, uma vez que o ADN alvo

pode persistir mesmo quando ndo existem organismos viaveis.

2.000-9.999  ADN de plasmideo de C. trachomatis Provavelmente C. trachomatis. Poderdo ser necessarios testes Fraco positivo!2.3
detectado pela SDA suplementares para confirmar a presencga de C. trachomatis.?

<2.000 ADN de plasmideo de C. trachomatis Negativo presumido para C. trachomatis. Um resultado negativo Negativo
nao detectado pela SDA né&o exclui a infecgdo por C. trachomatis, porque os resultados

dependem da colheita adequada da amostra, da auséncia de
inibidores e da presenca de ADN suficiente para ser detectado.

1 De acordo com as directivas do CDC, “devem ser considerados mais testes de rotina para pessoas com testes positivos no rastreio de C. trachomatis ou
N. gonorrhoeae, quando os dados do factor de risco ou estudos actuais indicarem uma baixa prevaléncia, resultando num PPV mais baixo (p. ex., < 90%).”
Independentemente do método de rastreio utilizado, (p. ex., NAAT, DFA, Sonda de Acido Nucleico), todos ostestes de rastreio positivos devem ser considerados
como supostas provas deinfecgdo”.’® Consultar as directivas do CDC para pormenores sobre testes adicionais e administragdo de doentes ap6s um teste de
rastreio positivo.

2 Consultar abaixo a descrigdo de limite e a figura 2 em “Caracteristicas de desempenho”, para obter mais informagdes sobre a distribuicdo dos valores
CT MOTA, por tipo de amostra, observados nos ensaios clinicos.

3 A grandeza do valor MOTA né&o constitui uma indicagéo do nivel de organismo presente na amostra.
Para a embalagem de reagentes CT/AC:

C. trachomatis Resultado da interpretagcdo com AC

Valor CT Valor AC

MOTA MOTA Relatério Interpretacao Resultado
> 10.000 Qualquer ADN de plasmideo de C. trachomatis Valores positivos de viabilidade e/ou infecciosidade do organismo Positivo?
detectado pela SDA C trachomatis ndo podem ser inferidos, uma vez que o ADN alvo

pode persistir mesmo quando ndo existem organismos viaveis.

2.000-9.999 AQualquer ADN de plasmideo de C. trachomatis Provavelmente C. trachomatis. Poder&o ser necessarios testes Fraco positivo2.3

detectado pela SDA suplementares para confirmar a presenga de C. trachomatis.?
<2.000 21.000 ADN de plasmideo de C. trachomatis Negativo presumido para C. trachomatis. Um resultado negativo ~ Negativo
ndo detectado pela SDA néo exclui a infecgdo por C. trachomatis, porque os resultados

dependem da colheita adequada da amostra, da auséncia de
inibidores e da presenca de ADN suficiente para ser detectado.

<2.000 <1.000 Controlo da amplificagéo inibido. Amostra repetidamente inibidora. Se existir C. trachomatis, ndo Indeterminado
Repetir o teste4 sera detectada pela SDA. Testar outra amostra.

1 De acordo com as directivas do CDC, “devem ser considerados mais testes de rotina para pessoas com testes positivos no rastreio de C. trachomatis ou
N. gonorrhoeae, quando os dados do factor de risco ou estudos actuais indicarem uma baixa prevaléncia, resultando num PPV mais baixo (p. ex., < 90%).”
Independentemente do método de rastreio utilizado, (p. ex., NAAT, DFA, Sonda de Acido Nucleico), todos ostestes de rastreio positivos devem ser considerados
como supostas provas deinfecgdo”.’® Consultar as directivas do CDC para pormenores sobre testes adicionais e administragdo de doentes ap6s um teste de
rastreio positivo.

2 Consultar abaixo a descri¢do de limite e a figura 2 em “Caracteristicas de desempenho”, para obter mais informagdes sobre a distribuicdo dos valores
CT MOTA, por tipo de amostra, observados nos ensaios clinicos.

3 A grandeza do valor MOTA né&o constitui uma indicagéo do nivel de organismo presente na amostra.

4 Repetir o teste BD ProbeTec ET. Para as amostras de urina, repetir a partir da amostra original. Se a amostra original nao estiver disponivel, repetir o teste a
partir do tubo de ensaio processado. Para as zaragatoas, repetir a partir do tubo de ensaio processado. Se, apds a repeti¢éo, os resultados forem positivos ou
negativos, interpretar conforme descrito abaixo. Se, apds a repeticéo, os resultados forem indeterminados, devera ser pedida uma nova amostra.

Determinagao do limite CT/AC:

Os limites do controlo de ensaio e do controlo de amplificacdo para os resultados de amostras CT foram determinados com

base na analise da curva caracteristica de funcionamento do receptor (ROC — Receiver Operating Characteristic) dos valores
MOTA. Estes valores foram obtidos com amostras de doentes (zaragatoas uretrais colhidas em individuos do sexo masculino,
zaragatoas endocervicais e amostras de urina de ambos os sexos) testadas com o ensaio CT BD ProbeTec ET e outro método
de amplificacéo durante estudos pré-clinicos. Os limites foram confirmados em estudos clinicos, através da utilizagéo do ensaio
BD ProbeTec ET CT e de cultura, de teste de anticorpos por fluorescéncia directa (DFA) e de outro método de amplificagdo. Estes
estudos demonstram que, na maioria dos casos, os valores CT MOTA superiores a 2.000 indicam a presenga de C. frachomatis.
Na maior parte dos casos, um valor CT MOTA inferior a 2.000 esta relacionado com resultados de cultura de C. frachomatis. As
zaragatoas uretrais de individuos do sexo masculino, zaragatoas endocervicais de individuos do sexo feminino e amostras de
urina de individuos do sexo masculino com valores CT MOTA entre 2.000 e 4.000 apresentaram uma diminui¢gao da probabilidade
de terem resultados positivos verdadeiros em comparagao com valores MOTA superiores a 4.000. Para amostras de urina de
individuos do sexo feminino, os resultados CT positivos com valores MOTA entre 2.000 e 10.000 também apresentaram uma
diminuigéo de serem positivos verdadeiros em comparagao com resultados com valores MOTA superiores a 10.000. Consultar

a Figura 2 sobre a distribuicéo dos valores CT MOTA, por tipo de amostra, observados no estudo clinico. O valor preditivo
positivo (PPV) dos dados nestas figuras foi calulado através da seguinte férmula: Positivo Verdadeiro/Positivo Verdadeiro + Falso
Positivo. Os dados néo estao ajustados para prevaléncia. Os resultados CT entre 2.000-10.000 MOTA tinham um PPV entre
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56 e 83% em comparagdo com um intervalo de PPV de 82 a 100% para valores MOTA acima de 10.000. Os resultados GC entre
2.000 e 10.000 MOTA rinham um PPV entre 44 e 75% em comparagao com um intervalo de PPV de 90 a 100% para valores
MOTA acima de 10.000. Dependendo dos tipos de amostras testados, das populagdes dadoras e das praticas laboratoriais, pode
ser util efectuar testes complementares para as amostras com valores MOTA entre 2.000 e 10.000. Consultar as directivas do
CDC para pormenores sobre testes adicionais e administragdo de doentes apds um teste de rastreio positivo.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

1. Este método foi testado apenas em zaragatoas endocervicais, zaragatoas uretrais de individuos do sexo masculino e amostras
de urina de individuos de ambos os sexos. Nao foi avaliado o desempenho com outras amostras.

2. O desempenho 6ptimo do teste requer a colheita e 0 manuseamento adequados das amostras. Consulte as secgbes “Colheita
e transporte de amostras” deste folheto informativo.

3. Aadequagao das amostras endocervicais apenas pode ser avaliada através da visualizagdo microscépica de células epiteliais
colunares nas amostras.

4. Acolheita e o teste de amostras de urina com o Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET ndo
se destinam a substituir o exame do cérvix e a colheita de amostras endocervicais para diagnostico de infecgéo urogenital.
A cervicite, uretrite, infecgdes do tracto urinario e infecgdes vaginais podem resultar de outras causas ou de infecgdes
simultaneas por varios organismos.

5. O Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET para teste de urina de individuos do sexo masculino e
do sexo feminino deve ser efectuada em amostras de urina aleatdrias e colhidas no inicio da micg¢éo (definidas como os primeiros
15-20 mL do jacto de urina inicial). Durante a avaliagéo clinica, foram incluidos nas estimativas do desempenho volumes de urina
até 60 mL. Os efeitos por diluigdo em volumes de urina superiores poderéo resultar na diminuigéo da sensibilidade do ensaio. Os
efeitos de outras variaveis, tais como a colheita de urina do jacto intermédio, nao foram determinados.

6. Nao foram igualmente determinados os efeitos de outras varidveis possiveis, tais como descarga vaginal, utilizagdo de
tampoes, duches vaginais e variaveis na colheita de amostras.

7. Um resultado de teste negativo ndo exclui a possibilidade de infecgdo, uma vez que os resultados dos testes podem ser
afectados pela colheita incorrecta de amostras, erro técnico, confusdo de amostras e antibioterapia simultanea; o nimero de
organismos presentes na amostra podera situar-se abaixo da sensibilidade do teste.

8. Tal como com muitos testes de diagndstico, os resultados obtidos com o Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis
BD ProbeTec ET devem ser interpretados em conjunto com outras informagdes clinicas e laboratoriais que o médico possua.

9. O Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET n&o detecta variantes de C. trachomatis
sem plasmideo.

10. O Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET nao deve ser utilizado para avaliagdo de suspeita
de abuso sexual ou para outras indicagdes médico-legais. Sdo recomendados testes adicionais sempre que resultados falsos
negativos ou falsos positivos possam conduzir a consequéncias médicas, sociais ou psicologicas adversas.

11. O sistema BD ProbeTec ET n&o pode ser utilizado para avaliar o éxito ou o fracasso terapéutico, uma vez que os acidos
nucleicos de Chlamydia trachomatis podem persistir apés terapéutica antimicrobiana.

12. O Ensaio de ADN Amplificado Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET fornece resultados qualitativos. Ndo pode ser
estabelecida nenhuma correlagédo entre a grandeza do valor MOTA e o numero de células numa amostra infectada.

13. O valor preditivo de um ensaio depende da prevaléncia da doenga numa determinada populagdo. Consulte a tabela 1, onde
séo indicados os valores preditivos hipotéticos, quando sao testadas diversas populagdes.

14. O posicionamento correcto das tiras de micropogos € importante para apresentagao dos resultados finais. Consulte a secgéo H
de “Procedimento do teste” relativamente ao posicionamento correcto das tiras de micropogos.

15. A utilizagdo do Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET esta limitada a pessoal com formacao
no procedimento de ensaio e no Sistema BD ProbeTec ET.

16. Em estudos laboratoriais, foi demonstrado que a presencga de sangue > 5% (v/v) origina resultados indeterminados (inibidores)
em amostras de urina e em zaragatoas (com AC), e resultados falsos negativos em amostras de urina (com e sem AC). A
presenga de sangue > 5% (v/v) pode causar resultados falsos negativos em amostras colhidas através de zaragatoas (com
e sem AC). Nas amostras que contenham quantidades moderadas a elevadas de sangue, este podera interferir com os
resultados do ensaio BD ProbeTec ET CT. Consultar “Caracteristicas de desempenho” sobre o funcionamento especifico de
amostras colhidas com zaragatoas em mulheres, nas quais foi observado sangue.

17. A presenca na urina de substancias com elevada pigmentagéo, por exemplo, a bilirrubina (10 mg/mL) e a fenazopiridina
(10 mg/mL), pode dar origem a resultados indeterminados ou falso negativos.

18. A existéncia de valores de leucécitos superiores a 250.000 células/mL (zaragatoas com amostras) pode dar origem a
resultados indeterminados ou falso negativos.

19. A presenca de soro, sprays desodorizantes femininos ou p6 de talco pode dar origem a resultados falsos negativos (amostras
de urina).

20. Areprodutibilidade do ensaio BD ProbeTec ET CT foi estabelecida utilizando zaragatoas semeadas e tampao semeado para
simular amostras de urina. Estas amostras foram inoculadas com C. frachomatis e N. gonorrhoeae. Ainda néo foi determinada
a reprodutibilidade de testes realizados em amostras de urina e em amostras que contenham apenas C. trachomatis.

21. O ensaio BD ProbeTec ET CT realizado em amostras de urina colhidas em doentes do sexo feminino e utilizado como teste
Unico para identificagédo de infecgdes por clamidia podera néo detectar individuos infectados (17/100 ou 17% de mulheres com
culturas positivas para CT apresentaram resultados negativos quando sé foram testadas amostras de urina).
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22. O desempenho nao foi estabelecido para volumes de enchimento de UPT diferentes dos volumes dentro das linhas negras da
janela de enchimento (aproximadamente 2,5 mL a 3,45 mL).

23. O desempenho de UPT n&o foi estabelecido em instrumentos BD Viper que ndo possuem leitores no aparelho
(N.° de cat. 440740).

RESULTADOS ESPERADOS
A. Prevaléncia

A prevaléncia de amostras positivas para C. frachomatis em populagdes de doentes depende de: tipo clinico, idade, factores de
risco, sexo e método de teste. A prevaléncia observada com o Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET num ensaio clinico
multicéntrico variou entre 4,5 e 28,6% para CT (ver Tabela 4).

B. Valores preditivos positivos e negativos

Os valores preditivos hipotéticos positivos e negativos (PPV e NPV) para o Ensaio de DNA Amplificado BD ProbeTec ET CT séo
mostrados na Tabela 1. Estes calculos basearam-se na prevaléncia hipotética e na sensibilidade e especificidade globais para
CT (quando comparado com o estado de infec¢ao do doente) de 90,7% e 96,6%, respectivamente. Além disso, na tabela 4 sao
mostrados o PPV e o NPV calculados com base na prevaléncia real, na sensibilidade e na especificidade.

C. Distribuicao da frequéncia dos valores MOTA

Em sete laboratérios clinicos foram analisadas 4.131 amostras, provenientes de sete clinicas em diferentes localizagdes
geograficas, para pesquisa de C. trachomatis com o sistema BD ProbeTec ET. A distribuicdo da frequéncia dos valores MOTA
iniciais para AC sdo mostrados na figura 1, por tipo de amostra.

Em sete locais clinicos, foi avaliado um total de 4.108 resultados para C. frachomatis no sistema BD ProbeTec ET. A distribuicao
da frequéncia dos valores MOTA iniciais para CT € mostrada na figura 2. A distribuicéo de resultados falso positivos apenas

BD ProbeTec ET (testes que foram positivos no aparelho BD ProbeTec ET, mas que ndo foram positivos em culturas celulares,
DFA ou AMP 1 em nenhum dos tipos de amostra) e resultados falso negativos encontra-se por baixo da figura 2.

D. Controlos

Durante a avaliagao clinica, foram observadas falhas nos controlos positivos CT/GC em 16 de 386 séries de ensaios CT. Em
relacéo ao controlo negativo, foram observadas falhas em 19 de 386 séries de ensaios CT. Sete das falhas observadas nos
controlos CT e GC ocorreram em resultado da mudanga de controlo positivo e negativo efectuada pelo operador.

Os valores MOTA para os controlos positivos e negativos CT/GC observados nos ensaios clinicos sdo mostrados na tabela que
se segue.

Valor MOTA
Controlo Intervalo 5° percentil Médio Intermédio 95° Percentil
Negativo para CT 0-499 0 113 109,5 262
Positivo para CT 2.055-67 281 8.222 26.816 24.681 52.725

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO:

As caracteristicas de desempenho do Ensaio de ADN Amplificado de C. trachomatis (CT) BD ProbeTec ET foram estabelecidas
num estudo multicentro realizado em sete centros clinicos com diferentes localizagbes geograficas. Foi necessario que cada local
fosse aprovado num painel de proficiéncia, antes da participagéo de doentes no estudo. O estudo incluiu 4.131 amostras colhidas
em 2.109 doentes consultados em clinicas de doengas sexualmente transmissiveis (STD), clinicas de obstetricia/ginecologia,
clinicas de planeamento familiar, clinicas para adolescentes e servigos de urgéncia. Foram excluidos da andlise de dados 22
resultados para CT, devido a contaminacao da cultura celular. Foi ainda excluida outra amostra devido a falta do resultado de
DFA. Assim, na analise dos dados finais foram utilizados 4.108 para CT, colhidos em 2.109 doentes. Em 2.020 dos 2.109 doentes,
foram colhidos pares de amostras (zaragatoa e urina). A maioria das colheitas foi efectuada em doentes consultados em clinicas
de doengas sexualmente transmissiveis e em clinicas de planeamento familiar. Nos doentes do sexo feminino, foram colhidas
quatro zaragatoas e uma amostra de urina. As zaragatoas foram testadas por cultura celular para CT, ensaio BD ProbeTec ET

e um método de amplificagao disponivel no mercado (AMP1). Ao longo do estudo, houve rotacdo da sequéncia de colheita das
zaragatoas endocervicais de forma a minimizar os efeitos da sequéncia de colheita. Nos doentes do sexo masculino, foram
colhidas duas zaragatoas uretrais e uma amostra de urina. A primeira zaragatoa foi utilizada no ensaio BD ProbeTec ET. A
segunda foi utilizada para cultura celular de CT. No local de colheita e antes do transporte para o laboratoério, foi adicionada UPP.

A C. trachomatis foi detectada em cultura celular de zaragatoas endocervicais e de zaragatoas uretrais de individuos do sexo
masculino. A positividade baseou-se na detec¢do de pelo menos uma unidade formadora de incluséo (IFU — inclusion-forming
unit), na primeira ou segunda passagem. Os resultados do ensaio BD ProbeTec ET em amostras de urina de homens e mulheres
foram comparados com os resultados de cultura de amostras de zaragatoas endocervicais e de zaragatoas uretrais individuos do
sexo masculino, respectivamente. Além disso, foi realizado um ensaio de amplificagao disponivel no mercado (AMP1) em todas as
zaragatoas endocervicais e nas amostras de urina. No caso de a cultura celular ter sido positiva e o ensaio de amplificagao ter sido
negativo, foi realizado um teste DFA a partir do meio de transporte das culturas celulares. Para amostras de zaragatoas uretrais de
individuos do sexo masculino, os testes incluiram a cultura celular, mas ndo o método AMP1. Nos casos em que a cultura celular
foi negativa, mas o ensaio BD ProbeTec ET (zaragatoas ou urina) e/ou o teste de urina AMP1 CT foram positivos, foi efectuado um
teste DFA a partir do meio de transporte das culturas celulares. No caso de doentes do sexo masculino com teste de urina AMP1
positivo e zaragatoa e cultura negativas, foi efectuado outro ensaio de amplificagéo disponivel no mercado (AMP2).
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As caracteristicas do desempenho relativamente a CT foram calculadas com e sem o controlo de amplificagéo (AC). Todos os
dados sdo apresentados sem o controlo de amplificagédo. As diferencgas de interpretacdo do ensaio resultantes da utilizagao

do controlo de amplificagdo séo indicadas como nota de rodapé, por baixo de cada tabela. Para os resultados CT positivos
verdadeiros, o nivel alvo é geralmente suficientemente elevado para ultrapassar os efeitos inibidores da matriz da amostra. Estas
amostras séo interpretadas como positivas pelo algoritmo do aparelho, mesmo se o AC for negativo (MOTA < 1.000). Todos os
resultados inicialmente considerados indeterminados foram repetidos. O desempenho foi calculado com base nos resultados dos
testes repetidos. As amostras foram classificadas como positivas, negativas ou indeterminadas. As amostras que apresentaram
inibicdo repetida nao puderam ser interpretadas e foram excluidas dos calculos de sensibilidade e especificidade. Para calcular
o desempenho sem o0 AC, os resultados indeterminados (resultados com AC negativo) foram interpretados como negativos para
CT. Na tabela 2, sdo mostrados os numeros dos resultados indeterminados iniciais e finais por estado de infeccdo do doente. Os
numeros dos resultados indeterminados iniciais e finais por tipo de amostra sdo mostrados na tabela 3.

Num estudo de concordancia clinica prospectivo, quatro locais clinicos geograficamente diversos avaliaram o desempenho de
amostras de urina limpas e amostras de urina processadas com o UPT relativamente a CT versus amostras de urina processados
com UPP. Estas amostras de urina foram colhidas em individuos de ambos os sexos, sintomaticos e assintomaticos. Procedeu-se a
colheita de um total de 1.183 amostras de urina em conformidade CT, que foram divididas entre urina limpa, UPT e UPP e incluidas
na analise indeterminada. Para desempenho sem AC, foi incluido um total de 1.182 amostras em conformidade CT emparelhadas
limpa/UPP de UPT/UPP. Calculou-se o desempenho com o AC para 1.171 amostras em conformidade CT emparelhadas limpas/
UPP. Calculou-se o desempenho com o AC para 1.164 amostras em conformidade CT emparelhadas UPT/UPP. Os resultados de
concordancia de urina limpa comparativamente com UPP para CT, com e sem AC, estéo resumidos no Quadro 13. Os resultados
de concordancia de UPT comparativamente com UPP para CT, com e sem AC, estao resumidos no Quadro 14.

C. trachomatis

Os resultados do ensaio de C. trachomatis BD ProbeTec ET foram comparados com a cultura e o estado do doente infectado.
As estimativas do desempenho para cada tipo de amostra e estado sintomatico sdo mostradas na tabela 3. Um doente foi
considerado infectado se: (1) a cultura foi positiva, (2) foram obtidos resultados positivos no AMP1 (em zaragatoas ou amostras
de urina) e DFA e (3) o AMP1 foi positivo em ambas as amostras emparelhadas (zaragatoa e urina). Os dados sobre mulheres
gravidas sao indicados como nota de rodapé, por baixo da tabela 3. Das 1.419 zaragatoas de individuos do sexo feminino
testadas nas avaliagdes clinicas, através do ensaio BD ProbeTec ET CT, 101 (7,1%) foram classificadas como tendo grande
quantidade de sangue e 242 (17,1%) como tendo quantidades de sangue moderadas. O desempenho do ensaio nas zaragatoas
com estas caracteristicas nao foi estatisticamente diferente do desempenho do ensaio em zaragatoas sem vestigios de sangue
ou com quantidades de sangue reduzidas. A Tabela 4 mostra as estimativas de desempenho para o ensaio BD ProbeTec ET CT,
comparado com o estado de infecgdo do doente por cada local clinico, diferenciado por tipo de amostra.

No ensaio clinico, o ensaio AMP1 foi efectuado em todas as zaragatoas endocervicais e em todas as amostras de urina (homens

e mulheres). Na tabela 5, sdo mostrados os resultados dos ensaios BD ProbeTec ET e AMP1 CT por comparagao com culturas e
DFA (em culturas negativas, amostras positivas no ensaio). A tabela 6 mostra a percentagem de concordancia entre os resultados
de BD ProbeTec ET CT e AMP1.

As tabelas 7 (mulheres) e 8 (homens) apresentam um resumo dos resultados dos testes em amostras emparelhadas. Nestas
tabelas ¢é indicado também o estado de infecgao do doente.

Estudos analiticos
Nota: O volume da reacgao de amplificagédo no BD ProbeTec ET CT é de 100 uL de amostra processada.
Precisao

A precisao do Ensaio de ADN Amplificado BD ProbeTec ET CT foi demonstrada através de testes realizados num painel de cinco
membros constituido por quatro diluigées inoculadas com C. trachomatis no diluente (CT/GC) e uma amostra negativa (diluente
nao inoculado). O painel com cinco membros foi produzido a partir de amostras com valores de 0 a 100 corpos elementares

(EB —Elementary Body) de C. trachomatis por reacgao (EB/rxn). O painel foi analisado em dois locais clinicos e internamente.
Foram analisados seis replicados de cada painel, duas vezes por dia, durante trés dias. Devido ao facto de ndo se ter registado
variabilidade significativa entre ensaios e entre locais, os dados foram reunidos e sdo mostrados no quadro 9. No estudo de
precisdo, nao foram observadas falhas nos controlos positivo ou negativo CT/GC.

Proficiéncial/reprodutibilidade:

Antes da recolha de dados para o ensaio clinico, cada técnico processou e executou dois painéis de proficiéncia. Um painel
era constituido por zaragatoas com amostras semeadas e o0 outro painel era constituido por tampao semeado para simular o
teste de amostras de urina. Cada painel de zaragatoas com 30 membros continha 12 replicados de um nivel semeado com
500 EB/rxn (CT) e 500 células/rxn (GC), 12 replicados de um nivel semeado com 50 EB/rxn (CT) e 30 células/rxn (GC), e seis
amostras nao semeadas. Cada painel de urina com 30 membros continha 12 replicados de um nivel semeado com 600 EB/rxn
(CT) e 500 células/rxn (GC), 12 replicados de um nivel semeado com 115 EB/rxn (CT) e 100 células/rxn (GC), e seis amostras
ndo semeadas.

Os resultados deste estudo de proficiéncia foram reunidos através de 23 operadores e através de todos os niveis de amostras
(negativa, nivel baixo, nivel alto) para estimar a reprodutibilidade. As estimativas da reprodutibilidade para CT sdo mostradas no
quadro 10, como percentagem de resultados correctos versus resultados esperados. No estudo de proficiéncia/reprodutibilidade,
néo foram observadas falhas nos controlos positivos ou negativos CT/GC. Em trés dos locais clinicos, técnicos com graus de
experiéncia variaveis analisaram os painéis duas vezes num dia, para determinar o efeito da realizagdo de varias andlises na
mesma sala e no mesmo dia. Nao se registou diminuicao dos resultados correctos entre a primeira e a segunda analise. Foram
realizados testes de qui quadrado individuais para comparar as duas analises, para as zaragatoas e para as amostras de urina.
Nao se observaram diferengas estatisticas (valor p para zaragatoas com amostras: 0,1769; valor p para amostras de urina: 0,7691).
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Estudos de estabilidade de amostras

O transporte e 0 armazenamento das amostras de teste foram avaliados utilizando as informagdes recolhidas durante os estudos
clinicos, bem como através de estudos analiticos internos realizados e estudos de estabilidade de amostras simuladas.

Estudos Clinicos

A maioria das amostras de urina foi transportada para o laboratério no prazo de um dia, conservada refrigerada ou a temperatura
ambiente e testada no prazo de quatro dias apds a colheita.

Foi realizado um estudo de estabilidade separado em dois locais clinicos para verificar a estabilidade a temperatura ambiente com
zaragatoas clinicas e amostras de urina. Foram colhidas cinco zaragatoas em doentes do sexo feminino (uma para o ensaio AMP1
e quatro para o ensaio BD ProbeTec ET). As amostras de urina foram colhidas em doentes de ambos os sexos. As amostras
iniciais (dia 0) foram processadas até 24 h apos a colheita. Amostras adicionais foram conservadas a temperatura ambiente e
processadas no 2°, 4° e 5° dias. Os resultados obtidos com o ensaio BD ProbeTec ET em cada um destes dias foram comparados
com os resultados obtidos no dia 0. Resultados para CT: Das 101 zaragatoas, 29 foram positivas e 57 foram negativas em cada
um dos dias indicados. As restantes 15 amostras (14,9%) apresentaram resultados variaveis nos diferentes dias. Das 107 amostras
de urina, 27 foram positivas e 68 foram negativas em cada um dos dias indicados. As restantes 12 amostras de urina (11,2%)
apresentaram resultados variaveis nos diferentes dias. Conclusao: A variabilidade diaria para zaragatoas e amostras de urina
situou-se entre 5,6 e 10,9% para CT.

Estudos Analiticos Internos

Foram conduzidos estudos internos em zaragatoas e urina humana semeadas com aproximadamente 200 EB de CT e 200 células
de GC por reacgdo. Ambas as zaragatoas e as amostras de urina, semeadas e ndo semeadas, foram conservadas em condi¢des
de refrigeracao e testadas nos dias 0,1,2,4,5 e 6. Cada uma das amostras positivas e negativas foi testada em triplicado, num total
de 18 pontos de dados positivos e 9 negativos em cada dia. Os dados demonstraram que as zaragatoas e as amostras de urina
permaneceram estaveis até ao 6° dia. As recomendagdes que apoiam a estabilidade das amostras de zaragatoas durante mais
dois dias, a temperaturas entre 15 e 27 °C, basearam-se em estudos internos realizados conforme descrito anteriormente. Os
dados demonstraram que as zaragatoas permaneceram estaveis até ao 6° dia.

Estudos de amostras simuladas

Foram usadas misturas de matriz de zaragatoas endocervicais negativas para CT em experiéncias analiticas para sustentar as
reivindicagbes de estabilidade no armazenamento e transporte de amostras de zaragatoas endocervicais e uretrais. Misturas de
matriz de zaragatoas foram inoculadas com CT serotipo L2 e GC estirpe ATCC 19424, de modo a obter um nivel de inoculagdo
final por reacgao de 200 EB por mL e 200 células por mL, respectivamente. 100 yL da mistura foram adicionados a zaragatoas
endocervicais. Metade das zaragatoas inoculadas foram expressas em tubos de 2 mL de diluente de amostra CT/GC para simular
amostras endocervicais “humedecidas” e armazenadas a 2—-8 °C. As zaragatoas inoculadas restantes simularam zaragatoas
“secas” e foram armazenadas a 2-8 °C e expressas em tubos de 2 mL de diluente de amostra CT/GC no ponto temporal
adequado. Os pontos temporais para este estudo incluiram: dia 0, 16, 20 e 31. Em cada ponto temporal, as amostras foram
retiradas do armazenamento e testadas com o ensaio CT/GC BD ProbeTec no sistema BD ProbeTec. Foram geradas 18 réplicas
para cada ponto temporal. Os dados gerados demonstraram que as zaragatoas se mantiveram estaveis até ao Dia 31 quando
armazenadas a 2-8 °C.

Sensibilidade Analitica

A sensibilidade analitica (limite de detec¢édo ou LOD) do Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET foi
determinada diluindo 15 serovars de C. trachomatis em diluente (CT/GC). As culturas de CT quantificadas foram diluidas para 0, 5,
15, 35, 70 e 200 EB por reaccao, para cada serovar. As amostras foram processadas e analisadas em triplicado.

O LOD dos serovars de C. trachomatis variou entre 5 e 200 EB por reacgdo, com uma mediana de 35 EB por reacg¢éo. Os 15
serovars de CT, com os LOD correspondentes entre paréntesis (expresso como EB/reac¢éo), sdo os seguintes: A (15), B (35),

Ba (35), C (5), D (70), E (35), F (200), G (35), H (15), 1 (200), J (70), K (200), LGV-1 (35), LGV-2 (15), LGV-3 (35). A quantificagdo
de C. trachomatis (CT) com base nos EB foi considerada mais exacta e reprodutivel do que a quantificagéo através de unidades
formadoras de inclusao (IFU). A quantificacdo de IFU tende a ser variavel e apresenta consistentemente nimeros inferiores, quando
comparada com a quantificagao directa (DFA) de EB. Para determinar a correlagao entre a quantificagdo por DFA e os titulos de IFU,
todos os 15 serovars de CT foram cultivados em culturas de tecidos. Em seguida, foram colhidos os EB, que foram quantificados
através de DFA e de IFU. Foi calculada a razéo entre as contagens de EB (obtidas por DFA) e os titulos de IFU para cada serovar.
Arazdo média entre EB e IFU para os 15 serovars de CT (A a LGV-3) foi de 167 EB para cada IFU. Para o grupo de doengas
sexualmente transmissiveis (serovars de CT D a K), a razdo média foi de 317 EB para cada IFU. Estas razdes sao representativas
das variagdes encontradas entre serovars. Com estas conversdes, a sensibilidade analitica do ensaio CT seria < 1 IFU.

Especificidade analitica

A Tabela 11 identifica as bactérias, virus e leveduras avaliados com o Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis

BD ProbeTec ET. Os isolados bacterianos foram testados utilizando, pelo menos, 108 unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
ou cépias equivalentes de ADN genomico, excepto conforme indicado. Os virus foram testados utilizando, pelo menos, 108
unidades formadoras de placa (UFP)/mL ou cépias equivalentes de ADN gendmico. Os organismos testados incluem organismos
geralmente encontrados no tracto urogenital, bem como outros organismos.

Para Chlamydia trachomatis, todos os resultados foram negativos, conforme esperado.

Susbstancias Interferentes

Foram testadas com o Ensaio de ADN Amplificado de Chlamydia trachomatis BD ProbeTec ET substancias potencialmente
interferentes que podem ser encontradas em zaragatoas e/ou em amostras de urina. As substancias potencialmente interferentes
foram avaliadas na auséncia de alvo ou com 200 EB CT por reacgao (ou seja, 1.000 EB/mL de urina ou 4.000 EB por zaragatoa).
O resumo dos resultados é apresentado na tabela 12.
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APRESENTAGAO
Encontram-se também disponiveis os seguintes produtos BD ProbeTec ET:

N.° Cat.
220142

220143

440450
440451

440452
440453
440455
440456
440457

440458
440461

440476

440474
440478
440479
440480
440482
440483
440487
440502
440704
440705
440928

Descricao

BD ProbeTec ET Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) Amplified DNA Assay Collection Kit for
Endocervical Specimens, 100 unidades.

BD ProbeTec ET Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) Amplified DNA Assay Collection Kit for Male
Urethral Specimens, 100 units.

BD ProbeTec ET CT/GC/AC Reagent Pack (Embalagem de Reagentes CT/GC/AC BD ProbeTec ET) 384 testes.

BD ProbeTec ET CT/GC Control Set (Conjunto de Controlo CT/GC BD ProbeTec ET) 20 controlos positivos e
20 controlos negativos.

BD ProbeTec ET CT/GC Diluent Tubes (Tubos de Diluente CT/GC BD ProbeTec ET) 2 mL x 400.
BD ProbeTec ET Diluent (CT/GC), 4 x 225 mL.

BD ProbeTec ET Sample Tubes and Caps (Tubos de Ensaio e Tampas BD ProbeTec ET) 4 x 100.
BD ProbeTec ET Caps (Tampas BD ProbeTec ET) 4 x 100.

BD ProbeTec ET Accessories (Acessorios BD ProbeTec ET) (20 tampas de aparelhamento, vedantes de amplificagdo e
sacos para eliminagao de residuos, 20 de cada).

BD ProbeTec ET Pipette Tips (Pontas de Pipeta BD ProbeTec ET) 6 x 120.

BD ProbeTec ET Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) Amplified DNA Assay Male Urethral Specimen
Collection and DRY TRANSPORT Kit, 1 x 100.

BD ProbeTec ET Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/GC) Amplified DNA Assay Endocervical Specimen
Collection and DRY TRANSPORT Kit, 100 de cada.

BD ProbeTec ET CT/GC/AC Reagent Pack, 384 testes.
BD ProbeTec ET Instrument.

BD ProbeTec ET Priming and Warming Heater, 220V.
BD ProbeTec ET Priming and Warming Heater, 120V.
BD ProbeTec ET Lysing Heater, 220V.

BD ProbeTec ET Lysing Heater, 120V.

BD ProbeTec ET Pipettor.

BD ProbeTec ET Lysing Rack.

BD ProbeTec ET CT Reagent Pack, 384 testes.

BD ProbeTec ET CT/GC Reagent Pack, 384 testes.
BD ProbeTec Urine Preservative Transport Kit, 100/caixa.

A estirpe seguinte & comercializada pela:
American Type Culture Collection (ATCC)

10801 University Boulevard

Manassas, VA 20110-2209, EUA.

ATCC n.° VR-902B Chlamydia trachomatis LGV2
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Interpretacao das Tabelas

Simbolos, abreviaturas, palavras e terminologia

Simbolos

(+) Positivo

) Negativo

©) Indeterminado

# Numero

% Percentagem

Abreviaturas

A Assintomatico

AMP1 Método de amplificagéo 1

AMP2 Método de amplificacéo 2
Cells/rxn Células por reaccao

C.L Intervalo de confianga

Ccv Coeficiente de variacédo

DFA Fluorescéncia directa

EBs/rxn Corpos elementares por reacgéo
FN Falso negativo

FP Falso positivo

FS Zaragatoa feminina

FU Amostra de urina, feminina
Interp. Interpretagéo

MOTA Método que ndo o da aceleragao
MS Zaragatoa masculina

MU Amostra de urina, masculina

n Numero

na Nao aplicavel

NPA Concordancia Percentual Negativa
NPV Valor preditivo negativo

NV Estimativa do componente de variancia negativa
PA Acordo percentual

PPA Concordancia Percentual Positiva
PPV Valor preditivo positivo

S Sintomatico

SD Desvio padrao

Palavras e frases
Agreement / Concordancia
and/e
Between Run / Entre séries
Buffer seed level / Nivel de sementes no tampéao
Clinical Site / Local clinico
Correct / Correcto
Correct vs. Expected / Correcto versus Esperado
Endocervical culture / Cultura endocervical
Final / Final
Frequency / Frequéncia
Initial / Inicial
Mean / Média
Patient Infected Status / Estado de infecgdo do doente
Patients / Doentes
Performance Compared to Culture / Desempenho comparado com a cultura
Performance Compared to Patient Infected Status / Desempenho comparado com o estado de infecgédo do doente
Prevalence / Prevaléncia
Repeat / Repetir
Sensitivity / Sensibilidade
Specificity / Especificidade
Specimen Type / Tipo de amostra
Swab / Zaragatoa
Total / Total
Urethral culture / Cultura uretral
Urine / Urina
With AC / Com AC
Within Run / Intra-série
Without AC / Sem AC
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Figura 1: Distribuicdo da frequéncia para o Ensaio BD ProbeTec ET AC - Resultados iniciais
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FS 7 1 1 2 5 13 15 22 185 266 287 566 51 5 1426
FU 63 43 70 56 45 77 72 71 305 198 135 200 7 0 1342
MS 0 1 2 0 0 0 4 5 48 82 114 323 102 2 683
MU 9 14 19 27 16 29 29 33 121 85 67 188 41 2 680
Total 79 59 92 85 66 119 120 131 659 631 603 1277 201 9 4131
Figura 2: Distribuicdo da frequéncia para o Ensaio BD ProbeTec ET CT - Resultados iniciais
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CT MOTA

0- 101- | 251- | 501- | 1001- | 1501— | 2001- | 3001- | 4001- | 5001— | 10001-|15001—-|20001—| 40001 | 60001—
100 250 500 1000 | 1500 | 2000 | 3000 | 4000 | 5000 | 10000 | 15000 | 20000 | 40000 | 60000 | 80000
n 1944 | 1007 280 223 62 1" 14 18 12 60 33 40 261 125 18
Total 5 8 2 15 6 4 10 2 0
FS 3 3 0 3 0 1 3 0 0
FP1 FU 0 1 0 6 1 0 3 0 0
MS 1 1 0 5 3 3 1 0
MU 1 3 2 1 5 0 1 1 0
FN Total 24 12 4 3 2 2
FS 5 1 2 1 0 0
FU 14 6 1 1 0 2
MS 2 1 0 1 0
MU 2 3 0 1 1 0

1 Inclui unicamente os falso positivos BD ProbeTec ET (amostras que s&o positivas no aparelho BD ProbeTec ET, mas que ndo s&opositivas por culturas
celulares, DFA ou AMP1 em nenhum dos tipos de amostra).

Tabela 1: Valores preditivos tedricos negativos e positivos de CT comparados com o estado deinfec¢dao do doente

Prevalence Sensitivity Specificity PPV NPV
(%) (%) (%) (%) (%)
2 90.7 96.6 35.3 99.8
5 90.7 96.6 58.4 99.5
10 90.7 96.6 74.8 98.9
15 90.7 96.6 82.5 98.3
20 90.7 96.6 87.0 97.7
Tabela 2: Ensaio BD ProbeTec ET CT - Resultados indeterminados por estado de infec¢do do doente
Patient Infected Specimen S/IA n Initial (5) Repeat (=)1
Status Type (%) (%) (%) (%)
S 62 0 0
FS
A 63 0 0
FU S 61 4 (6.6%) 2 (3.3%)
“ A 62 1(1.6%) 1(1.6%)
+
S 111 0 0
MS
A 19 0 0
S 110 0 0
MU
A 19 0 0
s S 537 3(0.6%) 1(0.2%)
A 757 6 (0.8%) 0
o s 513 67 (13.1%) 32 (6.2%)
o A 700 89 (12.7%) 46 (6.6%)
S 381 1 (0.3%) 0
MS
A 167 1(0.6%) 0
U S 378 20 (5.3%) 10 (2.6%)
A 168 14 (8.3%) 3 (1.8%)

1 Durante o estudo clinico, as amostras com resultados iniciais indeterminados foram repetidasa partir da amostra processada. Muitos dos resultados
indeterminados deste estudo poderaoter sido causados pela existéncia de urina residual devido a decantagéo inadequada.
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Tabela 3: Resultados BD ProbeTec ET CT comparados com a cultura e o estado de infecgdao do doente

Specimen| S/A Performance Compared to Culture Performance Compared to Patient Infected # DFA or AMP1 (+)
Type Status Init?a(II;i)nal in swab or urine /
Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity (With AC) # BD ProbeTec ET (+);
95% C.I. 95% C.I. 95% C.I. 95% C.I. Patient Infected Status (-)
FS S 90.9% (50/55) 97.6% (531/544) 88.7% (55/62) 98.5% (529/537) 31 38
80.0-97.0 95.9-98.7 78.1-95.3 97.1-99.4
A 100% (47/47) 96.1% (743/773) 96.8% (61/63) 97.9% (741/757) 6/0 8/16
92.5-100 94.5-97.4 89.0-99.6 96.6-98.8
Total 95.1% (97/102) 96.7% (1274/1317) | 92.8% (116/125) | 98.1% (1270/1294) o 11/24
88.9-98.4 95.6-97.6 86.8-96.7 97.3-98.8
FU? S 75.9% (41/54)2 97.3% (506/520) 77.0% (47/61)3 98.2% (505/513) 71/34 48
62.4-86.5 95.5-98.5 64.5-86.8 97.0-99.3
A 91.3% (42/46) 96.9% (694/716) 83.9% (52/62)4 98.3% (688/700) 00/47 512
79.2-97.6 95.4-98.1 72.3-92.0 97.0-99.1
Total® 83.0% (83/100) 97.1% (1200/1236) 80.5% (99/123) 98.4% (1193/1213) 161/81 9120
74.2-88.2 96.0-98.0 72.4-87.1 97.4-99.0
MS S 95.8% (92/96) 89.9% (356/396) 95.5% (105/110) 92.9% (355/382) 10 16/27
89.7-98.3 86.5-92.7 89.7-98.5 89.9-95.3
A 88.2% (15/17) 95.9% (162/169) 89.5% (17/19) 97.0% (162/167) 110 2/5
63.6-98.5 91.7-98.3 66.9-98.7 93.2-99.0
Total 94.7% (107/113) 91.7% (518/565) 94.6% (122/129) 94.2% (517/549) 20 18/326
88.8-98.0 89.1-93.8 89.1-97.8 91.9-96.0
Mu* S 95.8% (91/95) 86.5% (340/393) 95.4% (104/109) 89.4% (339/379) 20110 28/40
89.6-98.8 82.7-89.7 89.6-98.5 85.9-92.4
A 88.2% (15/17 94.7% (161/170) 89.5% (17/19) 95.8% (161/168) 16/3 5/7
63.6-98.5) 90.2-97.6 66.9-98.7 91.6-98.3
Total 94.6% (106/112) 89.0% (501/563) 94.5% (121/128) 91.4% (500/547) 36/13 33/477
88.7-98.0 86.1-91.5 89.1-97.8 88.7-93.6
Total® 92.0% (393/427) | 94.9% (3493/3681) | 90.7% (458/505) | 96.6% (3480/3603) 208/95 71/123
89.1-94.4 94.1-95.6 87.8-93.1 95.9-97.1

1 A comparagao de culturas para amostras de urina masculinas e femininas foi realizada, respectivamente, em amostras de zaragatoas endocervicais e de
zaragatoas uretrais masculinas.
2 Com AC, foram referidos dois resultados finais indeterminados (em vez de falso negativos), resultando num aumento da sensibilidade de 75,9 para 80,8% e
numa diminuigéo da especificidade de 97,3 para 96,9%.
3 Com AC, foram referidos dois resultados finais indeterminados (em vez de falso negativos) e um positivo recuperado (em vez de falso negativos), resultando
num aumento da sensibilidade de 77,0 para 81,4% e numa diminuicdo da especificidade de 98,2 para 98,1%.
4 Com AC, foi referido um resultado final indeterminado (em vez de falso negativos), resultando num aumento da sensibilidade de 83,9 para 85,2% e numa
diminuigao da especificidade de 98,3 para 98,2%.
5 Com AC, a sensibilidade e a especificidade de amostras de urina feminina para cultura foi, respectivamente, de 85,7% e 96,8%. Para o estado de infecgdo do
doente, foi, respectivamente, de 83,3% e 98,1%.
6 13 das 16 amostras de urina positivas no teste AMP1 foram confirmadas através do teste AMP2.
7 4 das 30 amostras de urina positivas no teste AMP1 foram confirmadas através do teste AMP2.
8 Com AC, a sensibilidade e especificidade totais para culturas foi, respectivamente, de 92,7% e 94,7%; e foi, respectivamente, de 91,4% e 96,5% para o estado
de infecgéo do doente.

Nota: As caracteristicas do desempenho de amostras colhidas em mulheres gravidas foram calculadas em separado. A

sensibilidade foi de 94,4% (17/18) para zaragatoas e de 83,3% (15/18) para urina, por comparagao com o estado de infecgao do
doente. A especificidade foi de 98,4% (122/124) para zaragatoas e de 100% (120/120) para urina, por comparagdo com o estado
de infecgédo do doente.
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Tabela 4: Desempenho do Ensaio BD ProbeTec ET CT por comparagdao com o estado de infecgao do doente
(por local clinico)

Performance Compared to Patient Infected Status
S"Te;g:e" C"S’i'ti:a' F;::g' n | Sensitivity | 95%C.. | Specificity 95% C.1. af dcéé*&) %PPV | %NPV Initit: I(Ii)inal
FS 1 115% | 26 | 100% (3/3) | 29.2-100 | 95.7% (22/23) | 78.1-99.9 0 75.1 100 0/0
2 13.4% | 186 | 92.0% (23/25) | 74.0-99.0 | 95.7% (154/161) | 91.2-98.2 10 76.8 98.7 110
3¢ 9.0% | 111 | 70% (7/10) | 34.8-93.3 | 99.0% (100/101) | 94.6-100.0 2 87.4 97.1 0/0
4 53% | 133 | 100% (7/7) | 59.0-100 | 100% (126/126) | 97.1-100 1 100 100 40
5 4.4% | 498 | 95.5% (21/22) | 77.2-99.9 | 99.2% (472/476) | 97.9-99.8 3 84.6 99.8 2/0
6 151% | 171 | 92.3% (24/26) | 74.9-99.1 | 98.6% (143/145) | 95.1-99.8 7 92.1 98.6 21
7 10.9% | 294 | 96.9% (31/32) | 83.8-99.9 | 96.6% (253/262) | 93.6-98.4 7 777 99.6 0/0
FU 1 125% | 24 | 100% (3/3) | 29.2-100 | 100% (21/21) | 83.9-100 0 100 100 0/0
2 13.5% | 185 | 72.0% (18/25) | 50.6-87.9 | 97.5% (156/160) | 93.7-99.3 10 81.8 95.7 15/8
3 9.0% | 111 | 50.0% (5/10) | 18.7-81.3 | 100% (101/101) | 96.4-100 2 100 95.3 8/7
4 4.8% | 125 | 100% (6/6) | 54.1-100 |99.2% (118/119)!| 95.4-100 1 86.3 100 11/1
5 4.8% | 439 | 95.5% (21/22)2 | 77.2-99.9 | 98.3% (410/417) | 96.6-99.3 3 73.9 99.8 62/37
6 15.1% | 164 | 76.0% (19/25)2 | 54.9-90.6 | 97.1% (135/139) | 92.8-99.2 7 823 95.8 22/11
7 11.6% | 275 | 84.4% (27/32)3 | 67.2-94.7 | 98.4% (252/256) | 96.1-99.6 7 87.4 98.0 43/17
MS 2 19.4% | 294 | 98.2% (56/57) | 90.6-99.9 | 94.5% (224/237) | 90.8-97.0 16 81.1 995 2/0
3* | 19.8% | 197 | 89.7% (35/39) | 75.8-97.1 | 98.1% (155/158) | 94.6-99.6 9 92.1 975 0/0
4 91% | 11 | 100% (1/1) | 2.5-100 | 100% (10/10) | 69.2-100 0 100 100 0/0
6 17.8% | 169 | 96.7% (29/30) | 82.8-99.9 | 89.2% (124/139) | 82.8-93.8 7 66.0 99.2 0/0
7 286% | 7 50% (1/2) | 1.3-98.7 | 80.0% (4/5) | 28.4-99.5 1 50.0 80.0 0/0
MU 2 19.4% | 295 | 98.2% (56/57) | 90.6-99.9 | 92.4% (220/238) | 88.3-95.5 16 75.6 995 12/3
3* | 19.4% | 196 | 89.5% (34/38) | 75.2-97.1 | 93.7% (148/158) | 88.7-96.9 9 774 97.4 15/5
4 10.0% | 10 | 100% (1/1) | 2.5-100 100% (9/9) | 66.4-100 0 100 100 0/0
6 18.0% | 167 | 96.7% (29/30) | 82.8-99.9 | 86.9% (119/137) | 80.0-92.0 7 61.8 99.2 /5
7 286% | 7 50% (1/2) | 1.3-98.7 | 80.0% (4/5) | 28.4-99.5 1 50 80.0 0/0

1 Com AC, foi referido um resultado falso positivo, que resultou numa diminuigdo da especificidade de 99,2% para 98,3%.

2 Com AC, foram referidos um resultado indeterminado no local nimero 5 e dois resultados indeterminados finais no local nimero 6 (em vez de falso negativo(s)),
resultando num aumento da sensibilidade de 95,5% para 100% e de 76,0% para 82,6%, respectivamente.

3 Com AC, a recuperagéo de resultado falso positivo resultou num aumento da sensibilidade de 84,4% para 87,5%.

*Nota: As amostras de quatro doentes, trés do sexo feminino e um do sexo masculino, tiveram resultados positivos em cultura,
mas negativos nos testes BD ProbeTec ET e AMP1 com zaragatoas e urina. O DFA também foi negativo. Quando a cultura destas
amostras foi repetida, o resultado foi negativo.
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Tabela 5: Desempenho dos ensaios BD ProbeTec ET e AMP1 CT comparados com cultura celular e DFA em
populagdes sintomaticas e assintomaticas

Specimen S BD ProbeTec ET AMP1
Type Sensitivity 95% C.I. Specificity 95% C.I. Sensitivity 95% C.1. Specificity 95% C.I.
FS S 91.2% (52/57) 80.7-97.1 | 98.0% (531/542) | 96.4-99.0 89.7% (52/58) 78.8-96.1 | 98.5% (533/541) 97.1-99.4
100% (55/55) 93.5-100 | 97.1% (743/765) | 95.7-98.2 100% (54/54) 93.4-100 98.0% (751/766) 96.8-98.9
FS Total 95.5% (107/112) | 89.9-98.5 |97.5% (1274/1307)| 96.5-98.3 | 94.6% (106/112) | 88.7-98.0 |98.2% (1284/1307)| 97.4-98.9
U S 77.2% (44/57)2 64.2-87.3 | 97.9% (506/517)3 | 96.2-98.9 71.9% (41/57) 58.5-83.0 | 98.1% (507/517) 96.5-99.1
92.2% (47/51) 81.1-97.8 | 97.6% (694/711) | 96.2-98.6 84.0% (42/50) 70.9-92.8 | 98.0% (698/712) 96.7-98.9
FU Total 84.3% (91/108) 76.0-90.6 |97.7% (1200/1228) | 96.7-98.5 77.6% (83/107) 68.5-85.1 [98.0% (1205/1229)| 97.1-98.7
MU S 96.4% (106/110) | 91.0-99.0 | 89.9% (340/378) | 86.5-92.8 | 93.6% (102/109) | 87.2-97.4 | 92.3% (350/379) 89.2-94.8
89.5% (17/19) 66.9-98.7 | 95.8% (161/168) | 91.6-98.3 89.5% (17/19) 66.9-98.7 | 95.2% (160/168) 90.8-97.9
MU Total 95.3% (123/129) | 90.2-98.3 | 91.8% (501/546) | 89.1-93.9 | 93.0% (119/128) | 87.1-96.7 | 93.2% (510/547) 90.8-95.2
Total* 92.0% (321/349) | 88.6-94.6 |96.6% (2975/3081)| 95.9-97.2 | 88.8% (308/347) | 85.0-91.9 |97.3% (2999/3083)| 96.6-97.8

1 A comparagéo de culturas para amostras de urina masculinas e femininas foi realizada, respectivamente, em amostras de zaragatoas endocervicais e de
zaragatoas uretrais masculinas. O teste DFA foi efectuado a partir do meio de transporte de cultura de zaragatoas.

2 Com AC, foram referidos dois resultados indeterminados finais (em vez de falso negativos), que resultou num aumento da sensibilidade de 77,2% para 81,8%.
3 Com AC, foi referido um resultado falso positivo, que resultou numa diminuigéo da especificidade de 97,9% para 97,5%.

4 Com AC, a sensibilidade e especificidade de totais para todos os tipos de amostra foi, respectivamente, de 92,8% e 96,1%.

Tabela 6: Resultados de BD ProbeTec ET CT comparados com AMP1

Specimen Type S/IA % Agreement 95% C.I.
S 98.2% (588/599) 96.7-99.1

A 98.0% (804/820) 96.9-98.9

Total 98.1% (1392/1419) 97.2-98.7

S 97.4% (559/574) 95.7-98.5

A 96.6% (736/762) 95.0-97.8

Total 97.0% (1296/1336) 96.0-97.8

MU S 94.9% (463/488) 92.5-96.7
A 96.3% (180/187) 92.4-98.5

Total 95.3% (643/675) 93.4-96.7

Total 97.1% (3331/3430) 96.5-97.6
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Tabela 7: Analise de CT em amostras emparelhadas colhidas em doentes do sexo feminino (sem AC)

Patient Endocervical ) DFA BD ProbeTec ET # Patients
Infected Culture AMP1 Swab AMP1 Urine X
Status Swab Urine S A
(+) + + + + + 36 35
+ + + + — 1 2
+ + + - + 1 0
+ + - + + 3 6
+ + — + - 7 2
+ - - + + + 1 0
+ - - + - 1 0
+ - - - - 4 0
— + + + + + 2 3
- + + + - + 1 0
- + + - + + 3 5
- + + - + - 0 2
- + + - - - 1 1
- - + + - - 0 1
- + - + + + 0 2
— + — + + — 0 2
(=) - + - - + + 1 1
- + - - + - 2 3
- + - - - + 0 1
- - + - + + 0 2
- - + - + - 1 0
- - + - - + 3 1
- - - + + - 0 1
_ — - - + + 0 1
- + - - - - 1 2
- - + - - - 2 3
- - - - + - 4 8
- - - + - - 1 1
- - - - - + 4 6
- - - - - - 21 46
- - - - - 473 624
Total 574 761
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Tabela 8: Analise de CT em amostras emparelhadas colhidas em doentes do sexo masculino (sem AC)

Patient Urethral AMP1 Urine DFA BD ProbeTec ET # AMP2 # AMP2 (+) # Patients
Infected Culture
Status Swab Urine S A
(+) + + + + + 5 0
+ + + + 80 12
+ + + - + 0 1
+ + + — 1 1
+ + - + + 0 1
+ + — + 2 0
+ - + + 4 1
+ - + - 1 0
+ _ — - 3 1
_ + + + + 15 14 13 2
_ + + - - 1 0
-) - + - + + 13 11 14 0
_ + — + - 2 2 1 1
- + - - + 15 3 11 4
- - + + + 1 0
~ - + - + 1 0
- - + + - 1 1
- - - + + 5 1
- + - - - 5 1 3 2
- - - + - 5 2
- - - - + 8 1
- - - - - 4 1
- - —/na - - 324 154
Total 488 186
Tabela 9: Dados de precisdo de BD ProbeTec ET CT/GC
CT (without AC)
Within Run Between Run
Panel Member n % Correct Mean MOTA SD %CV SD %CV
0 EBs/rxn1 108 99.1% 192 380 - NV NV
25 EBs/rxn 108 100% 21426 10498 49 869 4
50 EBs/rxn 108 100% 27181 8818 32 NV NV
75 EBs/rxn 108 100% 27878 9888 35 2209 8
100 EBs/rxn 108 100% 30534 9678 32 885 3
AC
Within Run Between Run
CT Panel Member n Mean MOTA SD %CV SD %CV
Negative 108 22201 10989 - 530 -
25 EBs/rxn CT 108 24100 12163 50 NV NV
50 EBs/rxn CT 108 24830 13041 53 NV NV
75 EBs/rxn CT 108 25949 12586 49 1546 6
100 EBs/rxn CT 108 28245 11431 40 1079 4

1 Com AC: 1/108 (0,9%) positivos, 106/108 (98,1%) negativos e 1/108 (0,9%) indeterminados.
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Tabela 10: Reprodutibilidade de BD ProbeTec ET CT

cT!

Swab seed level

0 EBs/rxn

50 EBs/rxn
10,000 EBs/swab

500 EBs/rxn
1,000 EBs/swab

% Correct vs. Expected

99.3%2 (137/138)

92.4% (255/276)

100% (276/276)

Buffer seed level

0 EBs/rxn

115 EBs/rxn
575 EBs/mL

600 EBs/rxn
3,000 EBs/mL

% Correct vs. Expected

97.1%3 (134/138)

92.4% (255/276)

99.3%1 (274/276)

1 As amostras para estudo foram inoculadas com C. trachomatise N. gonorrhoeae. Consulte a secgéo “Caracteristicasdo desempenho”, para obter a descrigdo
pormenorizada da concepgao do estudo.

2 Quando o resultado de AC foi incorporado, uma amostra foi considerada indeterminada.
3 Quando o resultado de AC foi incorporado, trés amostras foram consideradas indeterminadas.

Nota: Neste estudo, os resultados foram reunidos através de 23 operadores e através de todas as amostras (negativa,positiva
fraco, positiva elevada). Dezoito dos 23 (78%) operadores apresentaram uma reprodutibilidade de, pelomenos, 95% com
zaragatoas de CT; 14/23 (61%) operadores apresentaram uma reprodutibilidade de, pelo menos,95% com amostras tampéao de CT.

Tabela 11: Microorganismos testados relativamente a especificidade analitica

Acinetobacter calcoaceticus

Enterococcus faecalis

Mobiluncus mulerieris

Peptostreptococcus asaccharolyticus

Acinetobacter Iwoffii

Enterococcus faecium

Moraxella lacunata

Peptostreptococcus productus

Actinomyces israelii

Epstein-Barr Virus

Moraxella osloensis

Plesiomonas shigelloides

Adenovirus

Escherichia coli

Morganella morganii

Propionibacterium acnes

Aeromonas hydrophila

Flavobacterium meningosepticum

Mycobacterium gordonae

Proteus mirabilis

Alcaligenes faecalis

Fusobacterium nucleatum

Mycobacterium smegmatis

Providencia stuartii

Bacillus subtilis

Gardnerella vaginalis

Mycoplasma hominis

Pseudomonas aeruginosa

Bacteroides fragilis

Gemella haemolysans

Neisseria cinerea (3)

Salmonella minnesota

Branhamella catarrhalis (5)

Group A Streptococcus

Neisseria elongata (3)

Salmonella typhimurium

Candida albicans

Haemophilus ducreyi

Neisseria flava (5)

Staphylococcus aureus

Candida glabrata

Haemophilus influenzae

Neisseria flavescens (4)

Staphylococcus epidermidis

Candida tropicalis

Herpes Simplex Virus, type |

Neisseria gonorrhoeae

Streptococcus agalactiae

Chlamydia pneumoniae

Herpes Simplex Virus, type Il

Neisseria gonorrhoeae ss. kochii (5)

Streptococcus mitis

Chlamydia psittaci HIV-I Neisseria lactamica (7) Streptococcus mutans
Chlamydlia trachomatis ™" HPV type 16 Neisseria meningitidis (11) Streptococcus pneumoniae
Citrobacter freundii HPV type 18 Neisseria mucosa (5) Streptomyces griseus
Clostridium perfringens Kingella kingae Neisseria perflava (8) Treponema pallidum
Corynebacterium renale Klebsiella pneumoniae Neisseria polysaccharea (2) Trichomonas vaginalis

Cryptococcus neoformans

Lactobacillus acidophilus

Neisseria sicca (5)

Ureaplasma urealyticum

Cytomegalovirus

Lactobacillus brevis

Neisseria subflava (16)

Veillonella parvula

Edwardsiella tarda

Lactobacillus jensenii

Neisseria weaverii (3)

Vibrio parahaemolyticus

Enterobacter cloacae

Listeria monocytogenes

Peptostreptococcus anaerobius

Yersinia enterocolitica

*** Produziu um resultado positivo, conforme esperado.

(n) = n° de estirpes testadas.
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Tabela 12: Substancias interferentes para os ensaios BD ProbeTec ET CT/GC

Vaginal lubricants
Hemorrhoidal cream

Antiviral cream

Nonoxinol-9 containing products

Interpretation Swab Urine

No Interference Observed Blood 5% Mucus
Seminal fluid Seminal fluid
Mucus Albumin
Common vaginosis ointments and creams Glucose

Acidic urine (pH 4)
Alkaline urine (pH 8)
Amoxicillin
Metronidazole
Tetracycline
Cefotaxime
Sulfamethoxazole
Trimethoprim
Erythromycin
Acetamidophen
Acetylsalicylic
Beta-naphthalene acetic acid
Ethinyl-estradiol
Norethindrone

May cause false negative results’

Leukocytes
Blood > 5%

Leukocytes

Blood

Serum

Feminine deodorant sprays
Bilirubin

Talcum powder
Phenazopyridine

1Ao utilizar o AC, estas substancias também poderdo causar resultados indeterminados.

Tabela 13: Resultados de Concordancia de Urina Limpa Comparativamente com UPP para CT, Sem e Com CA*

n PPA NPA Overall PA = Initial Neat = Final Neat
% PPA 95% ClI % NPA 95% CI % PA 95% CI
CT 1182 97.8 94.8- 98.8 97.8— 98.6 97.7- na na
(218/223) 99.3 (947/959) 99.3 (1165/1182) 99.2
CT/AC | 1171 97.8 94.8— 98.8 97.9- 98.6 97.8- 0.2% 0.0%
(218/223) 99.3 (937/948) 99.4 (1155/1171) 99.2 (2/1183) (0/1183)

* Resultados de Concordéancia para Urina Limpa comparativamente com UPP para CT quando o célculo com AC naoincluiu amostras produzindo resultados

finais indeterminados.

Tabela 14: Resultados de Concordancia de UPT Comparativamente Com UPP Para CT, Sem e Com CA*

n PPA NPA Overall PA = Initial UPT = Final UPT
%PPA | 95%Cl % NPA 95% Cl % PA 95% Cl
cT 1182 97.3 94.2— 98.6 97.7- 98.4 97.5- na na
(217/223) 99.0 (946/959) 99.3 (1163/1182) 99.0
CT/IAC 1164 97.3 94.2— 98.7 97.8- 98.4 97.6- 0.8% 0.8%
(217/223) | 99.01 (929/941) 99.3 (1146/1164) 99.1 (10/1183) (10/1183)

* Resultados de Concordancia para UPT comparativamente com UPP para CT quando o calculo com AC néo incluiuamostras produzindo resultados

finais indeterminados.
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utiliza pana la / Micnonb3osatk o / Pouzite do / Upotrebiti do / Anvand fére / Son kullanma tarihi / Bukopuctatu golline / i 4 1k H 1

YYYY-MM-DD / YYYY-MM (MM = end of month)

rrrr-MM-Aa4 / TTrr-MM (MM = kpast Ha meceLia)

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = konec mésice)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutning af maned)

JJII-MM-TT / JJJJ-MM (MM = Monatsende)

EEEE-MM-HH / EEEE-MM (MM = 1éAog Tou prjva)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = fin del mes)

AAAA-KK-PP / AAAA-KK (KK = kuu 16pp)

AAAA-MM-JJ / AAAA-MM (MM = fin du mois)

GGGG-MM-DD / GGGG-MM (MM = kraj mjeseca)

EEEE-HH-NN / EEEE-HH (HH = hénap utolsé napja)

AAAA-MM-GG / AAAA-MM (MM = fine mese)

HAOKAK-AA-KK / HKAKIK-AA / (AA = aiifibiH, COHpl)

YYYY-MM-DD/YYYY-MM(MM = ¢12)

MMMM-MM-DD / MMMM-MM (MM = ménesio pabaiga)

GGGG-MM-DD/GGGG-MM (MM = ménesa beigas)

JJJJ-MM-DD / JJJJ-MM (MM = einde maand)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutten av maneden)
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