VIASURE
by [(Yjtest

Real Time PCR Detection Kit

HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay
for BD MAX™ System

Instrucdes de utilizacao




1U0-444222pt0725.00TO0

Estas Instrugdes de utilizagdo aplicam-se as seguintes referéncias:

PRODUTO REFERENCIA
VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System 444222

Tabela A 1. Referéncia do produto a usar com o BD MAX™ System.

EN For download IFUS from other languages, please enter in certest.es/viasure/labeling. Once you be there, please following the

instructions for access to the language that you need. If you need additional information, please contact: viasure@certest.es.

BG 3a ga usternute IFUS Ha gpyrv esmum, moas, otuaeTte Ha certest.es/viasure/labeling. Cnep ToBa cnepggaiite MHCTPYKUMUTE, 33 43

nosyymTe AOCTbN A0 Heobxogumusa BM e3MK. AKO MMaTe HyXAa OT AonbAHMTeNHa MHOOPMaLMA, MONA, CBbPMKETe ce C:

viasure@certest.es.

CS Chcete-li si stahnout IFUS v jinych jazycich, pfejdéte na stranku certest.es/viasure/labeling. Jakmile se tam dostanete, postupujte

podle pokyn( pro pfistup k poZzadovanému jazyku. Pokud potfebujete dalsi informace, kontaktujte prosim: viasure@certest.es.

DA Hvis du vil downloade IFUS pa andre sprog, kan du ga til certest.es/viasure/labeling. Nar du er der, skal du fglge instruktionerne for

at fa adgang til det sprog, du har brug for. Hvis du har brug for yderligere oplysninger, kan du kontakte: viasure@certest.es.

DE Um den IFUS in anderen Sprachen herunterzuladen, gehen Sie bitte zu certest.es/viasure/labeling. Wenn Sie dort sind, folgen Sie

den Anweisungen, um auf die gewiinschte Sprache zuzugreifen. Wenn Sie weitere Informationen benétigen, wenden Sie sich an:

viasure@certest.es.

EL T va kateBdoete to IFUS o dAdes YAwooes, petafeite otn SievbBuvon certest.es/viasure/labeling. MOAG @Tdoete ekKel,

akoAovBnote T 08nyleg yia va anoktroete npdofacn ot yAwooa nov xpeldleote. Eqv xpelaleote mpoobeteg mAnpogopleg,

EMKOLVWVNOTE PE T SlevBuvon: viasure@certest.es.

ES Para descargar las IFUS en otros idiomas, por favor, entre en certest.es/viasure/labeling. Una vez esté alli, siga las instrucciones para

acceder al idioma que necesite. Si necesita informacion adicional, contacte: viasure@certest.es.

ET IFUSI allalaadimiseks teistes keeltes kiilastage certest.es/viasure/labeling. Kui olete seal, jargige juhiseid, et saada juurdepaas

vajalikule keelele. Kui vajate lisateavet, vGtke palun Ghendust: viasure@certest.es.

FR Pour télécharger I'IFUS dans d'autres langues, veuillez vous rendre sur certest.es/viasure/labeling. Une fois sur place, suivez les

instructions pour accéder a la langue dont vous avez besoin. Si vous avez besoin d'informations supplémentaires, contactez:

viasure@certest.es.

HR Za preuzimanje IFUS-a s drugih jezika unesite certest.es/viasure/labeling. Kada ste tamo, slijedite upute za pristup jeziku koji vam je

potreban. Ako trebate dodatne informacije, obratite se na: viasure@certest.es.

HU Az IFUS mas nyelveken torténd letdltéséhez kérjik, latogasson el a certest.es/viasure/labeling weboldalra. Ha ott van, kdvesse az

utasitasokat a kivant nyelv eléréséhez. Ha tovabbi informdciéra van sziiksége, kérjik, forduljon a kbvetkezé cimre: viasure@certest.es.

IT Per scaricare I'lFUS in altre lingue, vai su certest.es/viasure/labeling. Una volta che sei li, segui le istruzioni per accedere alla lingua di

cui hai bisogno. Se hai bisogno di ulteriori informazioni, contatta: viasure@certest.es.
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LT Norédami atsisiysti IFUS kitomis kalbomis, eikite j certest.es/viasure/labeling. Ten atlikite nurodymus, kad pasiektuméte reikiama

kalba. Jei reikia papildomos informacijos, kreipkités adresu: viasure@certest.es.

LV Lai lejupieladétu IFUS citas valodas, lGdzu, apmeklgjiet certest.es/viasure/labeling. Péc tam izpildiet noradijumus, lai pieklatu

vajadzigajai valodai. Ja nepiecieSama papildu informacija, lGdzu, sazinieties ar: viasure@certest.es.

NB For & laste ned IFUS fra andre sprak, ga inn pa certest.es/viasure/labeling. Nar du er der, kan du fglge instruksjonene for & fa tilgang

til det spraket du trenger. Hvis du trenger ytterligere informasjon, kan du kontakte: viasure@certest.es.

PT Para baixar o IFUS em outros idiomas europeus, acesse certest.es/viasure/labeling. Uma vez |3, siga as instru¢cdes para acessar o

idioma que vocé precisa. Se vocé precisar de informagdes adicionais, entre em contato: viasure@certest.es.

RO Pentru a descérca IFUS in alte limbi, va rugdm s3 accesati certest.es/viasure/labeling. Accesat site-ul, urmati instructiunile pentru a

selectiona limba necesara. Pentru informatii suplimentare, contactati: viasure@certest.es.

SV For att ladda ner IFUS fran andra sprak, vanligen ga in pa certest.es/viasure/labeling. Nar du &r dar féljer du instruktionerna for att

fa tillgang till det sprak du behdver. Om du behdver ytterligare information, vanligen kontakta: viasure@certest.es.

SK Ak si chcete stiahnut IFUS v inych jazykoch, prejdite na stranku certest.es/viasure/labeling. Ked' sa tam dostanete, postupujte podla

pokynov a ziskajte pristup k poZadovanému jazyku. Ak potrebujete dalsie informacie, obratte sa na: viasure@certest.es.

FI Lataa suomeksi turvallinen kiyttéopas osoitteesta certest.es/viasure/labeling. Kun olet siell3, seuraa ohjeita. Jos tarvitset lisitietoja,

ota yhteytta: viasure@certest.es.

Consulte certest.es/viasure/labeling caso o seu idioma n3o se encontre na lista. Contacte viasure@certest.es caso o seu idioma n3o se

encontre no website.

Nota: O utilizador deve notificar o fabricante e as autoridades competentes do Estado-Membro no qual estd estabelecido como utilizador

e/ou doente de qualquer incidente grave relacionado com o produto.
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PORTUGUES

1. Finalidade prevista

O VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System é um ensaio de gPCR automatizado concebido
para a detecdo qualitativa simultanea do DNA do virus de herpes simples 1 (HSV-1), virus de herpes simples 2 (HSV-2) e
Treponema pallidum (Sifilis) em amostras de esfregacos de lesdes cutdaneas anogenitais e orais em doentes com suspeita
de infegdo por HSV-1, HSV-2 e T. pallidum pelo respetivo profissional de satde (PS). Este ensaio destina-se a ser utilizado
como um auxiliar no diagnéstico de infegdo pelos microrganismos acima mencionados em combinagdo com os sinais e
sintomas clinicos do doente e/ou fatores de risco epidemioldgicos. Os resultados positivos indicam a presenca de acidos
nucleicos (NA) alvo, mas ndo excluem a presenca de outros agentes patogénicos ndo detetados pelo ensaio. Os resultados
negativos nao excluem a presencga dos NA alvo, e ndo devem ser utilizados como Unico fundamento para o tratamento ou
outras decisGes de gestdo do doente. O ensaio utiliza o sistema BD MAX™ para a extracdo automatizada de DNA e gPCR
subsequente empregando os reagentes fornecidos em conjunto com reagentes universais e descartaveis para o sistema BD
MAX™. O DNA é extraido das amostras, amplificado utilizando gPCR e detetado utilizando oligonucleétidos especificos e

sondas marcadas com moléculas fluorescentes para HSV-1, HSV-2 e T. pallidum.

O produto destina-se a ser utilizado por pessoal de laboratério qualificado e com formagao, especificamente instruido e
treinado nas técnicas de PCR em tempo real e procedimentos de diagndstico in vitro (incluindo formagdo no instrumento

de PCR em tempo real (termociclador) e no sistema de extragdo de acido nucleico).

2. Resumo e explicagao

O virus de herpes simples (HSV) humano tipos 1 e 2 sdo dois dos virus mais prevalentes em todo o mundo, que estdo
geralmente associados a doencgas tais como herpes labial, herpes genital, ceratite estromal herpética, meningite e
encefalite (Zhu & Viejo-Borbolla, 2021). O HSV afeta principalmente a pele e as membranas mucosas, causando infe¢Ges
persistentes consistindo em periodos de quiescéncia (laténcia) e doenga recorrente (reativagdo) (Cole, 2020; Minaya et al.,
2017). A transmissdo do HSV-1 e do HSV-2 ocorre através do contacto oral, enquanto as infe¢cdes por HSV-2 ocorrem mais
tarde, normalmente através de transmissdo sexual, sendo as manifesta¢des clinicas destes virus altamente varidveis:
assintomaticas, ligeiras ou potencialmente fatais (Cole, 2020; WHO, 2023; Zhu & Viejo-Borbolla, 2021). Na maioria dos
individuos imunocompetentes, o HSV causa doenga ligeira e autolimitada (Zhu & Viejo-Borbolla, 2021). No entanto, a
infecdo por HSV também estd associada a elevada morbilidade e mortalidade em certos individuos, tais como doentes
imunocomprometidos que sofrem infegao recorrente por HSV (Cole, 2020; Zhu & Viejo-Borbolla, 2021). Foi observado que
uma infecdo com um tipo de HSV gera tipicamente imunidade que previne a reinfegdo com o mesmo serotipo, mas nao

com o outro (Zhu & Viejo-Borbolla, 2021).

A espiroqueta Treponema pallidum é reconhecida como o agente causador da sifilis venérea, bouba, sifilis endémica e pinta,
todas elas infe¢Ges de multiplas estagios que sé podem ser distinguidos com base em critérios clinicos, epidemioldgicos e

geograficos (Mercuri et al., 2022; Peeling et al., 2023; Radolf et al., 2016; Tudor et al., 2022). A T. p. pertenue esta associada
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a framboesia, a T. carateum a pinta e a T. p. endemicum a sifilis endémica, mas a T. pallidum subespécie pallidum é a Unica

subespécie associada a sifilis venérea (Mercuri et al., 2022; Tudor et al., 2022).

A sifilis progride através de multiplos estagios, cada um apresentando sinais e sintomas distintos, tais como cancros duros
na sifilis primaria e erupgdes cutaneas ou Ulceras na sifilis secunddria (CDC, 2023; Mercuri et al., 2022; Peeling et al., 2023).
De facto, devido a variedade de manifestagdes clinicas, a sifilis é apelidada de “a grande imitadora” (Peeling et al., 2023;
Tudor et al., 2022). Esta doenga tem afetado varias populagdes de risco ao longo da histéria, e embora tenha sido quase

erradicada em 1998, a sua incidéncia tem vindo a aumentar desde 2000 (Mercuri et al., 2022).

E sempre aconselhével realizar ensaios para diferenciar o HSV-1 do HSV-2, uma vez que isto influencia tanto o prognéstico
como o tratamento. Os CDC recomendam a confirmagdo do diagndstico clinico com ensaios viroldgicos e seroldgicos
especificos por tipo (Cole, 2020). Um método laboratorial fidvel para o diagndstico de infe¢bes genitais agudas por HSV é a
detecdo de DNA de HSV-1 e HSV-2 através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Cole, 2020). No que diz respeito ao T.
pallidum, a detegdo direta e os ensaios seroldgicos tém sido utilizados para o diagndstico laboratorial, uma vez que este
agente patogénico ndo pode ser cultivado (Forrestel et al., 2020). No entanto, os ensaios serolégicos ndo sdo capazes de
distinguir a sifilis de outras infe¢des treponémicas devido a elevada semelhancga genética entre os treponemas patogénicos
(Forrestel et al., 2020). As técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos, como a PCR, permitem a dete¢do de DNA bacteriano
em amostras clinicas nas fases iniciais da doenga, oferecendo uma potencial estratégia para o controlo da epidemia de

sifilis devido a sua elevada sensibilidade (Peeling et al., 2023).

3. Principio do procedimento

O VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System foi concebido para a detecdo qualitativa
simultanea do DNA do virus de herpes simples 1 (HSV-1), virus de herpes simples 2 (HSV-2) e Treponema pallidum (Sifilis)
em amostras de esfregacos de lesGes cutaneas anogenitais e orais. Apos o isolamento do DNA, a identificacdo de HSV-1,
HSV-2 e T. pallidum é realizada pela amplificacdo de uma regido conservada do gene UL1 da glicoproteina L do HSV-1, do
gene US4 da glicoproteina G do HSV-2 e do gene 16S rRNA do T. pallidum, utilizando oligonucledtidos especificos e sondas

marcadas com fluorescéncia.

O VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System baseia-se na atividade de exonuclease 5' da
polimerase do DNA. Durante a amplificagio do DNA, esta enzima hidrolisa a sonda ligada a sequéncia de DNA
complementar, separando o fluoréforo do quencher. Esta reagdo gera um aumento no sinal fluorescente que é proporcional

a quantidade do modelo-alvo. Esta fluorescéncia é monitorizada no BD MAX™ System.

O VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System contém em cada tubo todos os componentes
necessarios para realizar o ensaio PCR em tempo real (oligonucleétidos/sondas especificos, dNTPs, tamp3o, polimerase)
num formato estabilizado?, bem como um Controlo Interno Endégeno (EIC) (gene RNAse P humano) para o seguimento da

integridade da amostra, para monitorizar o processo de extragdo e/ou descartar a inibi¢do da atividade da polimerase. Os

Tenha em atengdo que os termos “estabilizado” e “liofilizado” s&o utilizados de forma indistinta e como sinénimos ao longo de todo o documento.
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genes de manutengdao humanos estdo envolvidos na manutencgdo celular bdsica e, por conseguinte, espera-se que estejam

presentes em todas as células humanas nucleadas e mantenham niveis de expressao relativamente constantes.

Alvo ‘ Canal ‘ Gene
HSV-1 475/520 Gene glicoproteina L UL1
HSV-2 530/565 Gene glicoproteina G US4
T. pallidum 630/665 Gene 16S rRNA
Controlo Interno Endégeno (EIC) 585/630 RNAse P

Tabela 1. Alvo, canais e genes.

4. Reagentes fornecidos

VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System inclui os seguintes materiais e reagentes

detalhados na Tabela 2:

. o Int lod " .
Reagente/Material Descrigao ntervaio ~e Cédigo Quantidade
concentragdo
Lioprotetores e estabilizadores +6 g/100 mL*
HSV-1, HSV-2 & Desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP) +1 mM* 2 envelopes de 12
Treponema pallidum Folha 1E
. Oligonucleétidos e sondas 0,2-1 nMol/uL* tubos transparentes
reaction tube
Enzimas 10-100 U/reacdo*
) Mistura de solug3o salina 13 mM 1 envelope de 24
Rehydration Buffer tube Selo 11
Tampdes (TRIS, pH) 67 mM tubos transparentes

Tabela 2. Reagentes e materiais fornecidos no VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System com Cat. N.° 444222.
* Para componente em formato estabilizado, o intervalo de concentragao indica o intervalo apds reidratagdo.

5. Reagentes e equipamentos necessarios e nao fornecidos

A seguinte lista inclui os materiais que sdo necessarios para a utilizagdo, mas que nao estdo incluidos no VIASURE HSV-1,

HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.

e Equipamento de PCR em tempo real: BD MAX™ System (Ref: 441916).
e  BD MAX™ ExK™ TNA-3 (Ref:442827 ou 442828).

e BD MAX™ PCR Cartridges (Ref: 437519).

e Vortex.

e Micropipetas (entre 2 e1000 pL).

e Aguasem nuclease.

e  Pontas com filtro.

e Luvas descartdveis sem po.

Opcional:
e Os materiais de controlo externos podem ser utilizados como parte do procedimento de controlo de qualidade do
desempenho do ensaio. Podem ser utilizados como controlo positivo externo (EPC) ou controlo negativo externo

(ENC), respetivamente, materiais de controlo disponiveis no mercado e/ou amostras previamente caracterizadas
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como positivas ou negativas. A sele¢do e validagdo do EPC e do ENC devem ser feitas de acordo com os regulamentos
locais, estaduais e/ou federais aplicaveis e com os procedimentos padrido de controlo de qualidade do laboratério.
Além disso, ao utilizar materiais de controlo disponiveis no mercado, o utilizador deve seguir as respetivas instrucdes

de utilizagdo.

6. Condi¢Oes de transporte, armazenamento e utilizacao

e  Os kits podem ser transportados e armazenados entre 2 a 30 °C até a data de validade indicada na etiqueta do kit.
e  Evitar vibragbes durante o transporte, de modo a prevenir fugas de liquido.
e  Apo0s a abertura dos envelopes de aluminio que contém os tubos de reagdo, o produto pode ser utilizado até 28 dias

a 2-30 °C. Manter o frasco afastado da luz.

A tabela seguinte resume as condi¢des de transporte, armazenamento e utilizagdo do kit no geral e de cada componente:

Componente Condigoes de transporte Condigoes de armazenamento Condigoes em utilizagao

Kit completo VIASURE HSV-1, HSV-2
& Treponema pallidum Assay for

* Consultar as condigbes

Antes da utilizagdo: 2-30 °C durante o prazo durante a utilizacdo de cada

de validade indicado na etiqueta do kit.

BD MAX™ System componente.
Antes da utilizagdo: 2-30 °C durante o prazo
HSV-1, HSV-2 & Treponema de validade indicado na etiqueta do kit.
pallidum reaction tube 2-30 °C durante o prazo de Uma vez aberto o envelope com o gel de Temperatura ambiente.
(folha 1E) validade indicado na etiqueta | silica: 2-30 °C por um periodo maximo de 28
do kit. dias.

Antes da utilizagdo: 2-30 °C durante o prazo
de validade indicado na etiqueta do kit.
Rehydration Buffer tube Uma vez aberto o envelope com o gel de Temperatura ambiente.
silica: 2-30 °C por um periodo maximo de 28
dias.

Tabela 3. Resumo das condigbes de transporte, armazenamento e utilizagdo do produto VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD
MAX™ System e de cada componente.

7. Precaugoes para o utilizador

e O produto destina-se a ser utilizado por pessoal de laboratdrio qualificado e com formagao, especificamente instruido
e treinado nas técnicas de PCR em tempo real e procedimentos de diagndstico in vitro.

e  Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

e As instrugdes de utilizacdo do produto VIASURE e o Manual do utilizador do sistema BD MAX™ devem ser lidos
atentamente antes da utilizagdo do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. Ndo
realizar o ensaio antes de terem sido compreendidas as informag&es sobre procedimentos, precaugdes de seguranga
e limitagcGes descritas neste documento.

e N&o é recomendado utilizar o kit apds a data de validade.

e Nao utilizar o kit se a etiqueta de controlo da caixa exterior estiver rasgada ou danificada.

e Naio utilizar os reagentes se o estojo exterior estiver aberto ou danificado aquando da rececdo.

e Nao utilizar os reagentes se os envelopes ou 0s sacos que protegem os tubos estiverem abertos ou danificados

aquando da rececdo.



1U0-444222pt0725.00TO0

Ndo utilizar os tubos de reagao se o material dessecante incluido em cada envelope de aluminio ndo existir ou estiver
danificado.

N3do remover o material dessecante dos envelopes de aluminio.

N3o utilizar os tubos de reagentes se o aluminio protetor estiver rasgado ou danificado.

N3o misturar reagentes de diferentes envelopes e/ou kits e/ou lotes.

Fechar os envelopes de aluminio que protegem os reagentes com o fecho hermético imediatamente depois de cada
utilizagdo, de modo a proteger a mistura principal da luz solar. Antes de fechar os envelopes, eliminar qualquer
excesso de ar.

Proteger os reagentes da humidade. Uma exposicdo prolongada a humidade pode afetar o desempenho do produto.
Para evitar a deterioragdo da etiqueta, ndo utilizar o produto perto de solventes.

O aparecimento da mistura de reagdo num formato estabilizado, normalmente depositada no fundo do tubo,
diferente do habitual (sem um formato cdénico, ndo homogénea, de tamanho menor/maior e/ou uma cor diferente
de esbranquicado) ndo altera a funcionalidade do ensaio.

Assegurar que o tubo de reagdo e o tubo de tampao de rehidratagdo ficam bem encaixados durante a preparagdo do
suporte para tubos do BD MAX™ System.

No caso de outros ensaios de PCR serem realizados dentro da mesma area geral do laboratério, deve ter-se o cuidado
de assegurar que o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System, o kit de extragdo BD
MAX™ ExK™ TNA-3 ou quaisquer outros reagentes adicionais que sejam necessarios para realizar os ensaios e 0
sistema BD MAX™ ndo estdo contaminados. Evitar sempre a contaminagdo microbiana e por ribonuclease
(RNAse)/desoxirribonuclease (DNAse) dos reagentes. Recomenda-se a utilizacdo de pontas de pipeta estéreis,
descartéaveis, sem RNAse/DNAse, resistentes a aerossoéis ou de deslocamento positivo. Utilizar uma ponta nova para
cada espécime. E necessario mudar de luvas antes da manipula¢do dos reagentes e dos cartuchos (BD MAX™ PCR
Cartridge).

De modo a evitar a contaminagdo do ambiente por amplicdes, ndo quebrar o BD MAX™ PCR Cartridge apds a
utilizagdo. Os selos do BD MAX™ PCR Cartridge foram concebidos para evitar a contaminacao.

Conceber um fluxo de trabalho unidirecional. Deve-se comegar na drea de extra¢do e, em seguida, passar para a area
de amplificacdo e de detecdo. Ndo colocar as amostras, os equipamentos e os reagentes utilizados em contacto com
a drea onde foi realizado o passo anterior.

Seguir as boas praticas do laboratdrio. Utilizar vestudrio de protecdo, luvas descartaveis, 6culos e mascara. Nao comer,
beber, fumar ou aplicar produtos de cosmética na area de trabalho. Lavar as mados apds terminar o ensaio.

As amostras devem ser tratadas como potencialmente infeciosas e/ou com risco bioldgico, bem como todos os
reagentes e materiais que tenham sido expostos as amostras, e devem ser manuseados de acordo com os
regulamentos de seguranca nacionais. Tomar as precaucdes necessarias durante a colheita, transporte,
armazenamento, tratamento e eliminagdo de amostras.

As amostras e reagentes tém de ser manuseados numa camara de seguranga bioldgica. Utilizar equipamento de
protecdo individual (EPI) consistente com as orienta¢des atuais para o manuseamento de amostras potencialmente

infeciosas. Eliminar os residuos em conformidade com os regulamentos locais e nacionais.
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e Recomenda-se a descontaminagdo periddica dos equipamentos utilizados habitualmente, em especial de
micropipetas e das superficies de trabalho.

e Em conformidade com o Regulamento (CE) n.° 1907/2006 (REACH), os ensaios VIASURE para o sistema BD MAX™ n3o
requerem Fichas de dados de seguranca devido a sua classificagdo como nao perigosos para a saude e o ambiente,
porque ndo contém substdncias e/ou misturas que cumpram os critérios de classificacdo de perigos disponiveis no
Regulamento (CE) n.° 1272/2008 (CLP), ou que estejam presentes em concentrac¢des superiores ao valor estabelecido
no regulamento mencionado para a sua declaragdo. Pode ser solicitada uma declaragdo a Certest Biotec S.L. indicando
que ndo existe o requisito de Ficha de dados de seguranca.

e Assegurar que a definicdo do programa de ensaio de PCR no BD MAX™ System é feita seguindo as instrugdes da sec¢do
“Protocolo de PCR” (parametros de extracdo de amostras, codigos de barras personalizados, defini¢ées de PCR, etc.).

e Consultar o manual do utilizador do BD MAX™ System para obter informag¢des sobre adverténcias, precaugdes e
procedimentos adicionais.

e O certificado de andlise ndo é fornecido juntamente com o dispositivo; no entanto, pode ser transferido a partir do

website da Certest Biotec S.L. (www.certest.es) em caso de necessidade.

8. Procedimento do ensaio

8.1. Colheita, transporte e conservacao de amostras

O VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System foi testado em amostras de esfregacos de
lesGes cutaneas anogenitais e orais recolhidas utilizando o Copan ESwab® (Copan’s Liquid Amies Elution Swab) (doravante,

amostras naturais de lesGes cutaneas). Outros tipos de amostras tém de ser validados pelo utilizador.

A colheita, conservacdo e transporte de espécimes devem ser realizados segundo as condi¢Ges validadas pelo utilizador.
No geral, as amostras clinicas devem ser colhidas e etiquetadas adequadamente em recipientes limpos com ou sem meio
de transporte (dependendo do tipo de amostra). Apds a colheita, os espécimes devem ser colocados num saco para
materiais com risco bioldgico e devem ser transportados e processados assim que possivel, de modo a garantir a qualidade
do ensaio. As amostras devem ser transportadas a temperatura ambiente (TA) ou a 2+2°C durante um periodo maximo de
48 horas, em conformidade com os regulamentos locais e nacionais para o transporte de material patogénico. Para
transportes de longa duracdo, recomenda-se o envio a uma temperatura de -20°C ou inferior?. Os espécimes submetidos a
ensaios moleculares tém de ser conservados em condi¢Ges controladas, de modo a que os acidos nucleicos ndo se
degradem durante a conservagao. Recomenda-se a utilizagdo de amostras recentes para o ensaio, mas no caso de ndo ser
possivel ou no caso de um estudo retrospetivo, as amostras devem ser conservadas preferencialmente a -70 ou -80 °C e,

como segunda op¢3o, a -20 °C3.

2 |DSA guideline (Miller, J. M., Binnicker, M. J., Campbell, S., ... & Pritt, B. S. (2018). A guide to utilization of the microbiology laboratory for diagnosis of
infectious diseases: 2018 update by the Infectious Diseases Society of America and the American Society for Microbiology. Clinical Infectious Diseases,
67(6), el-e94))

3 Sanchez-Romero, M. |., Garcia-Lechuz Moya, J. M., Gonzalez Ldpez, J. J. & Orta Mira, N. Collection, transport and general processing of clinical specimens
in Microbiology laboratory. Enfermedades Infecc. y Microbiol. Clin. (English ed.) 37, 127-134 (2019).
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Os espécimes clinicos tém de ser colhidos transportados e armazenados de acordo com orientagdes laboratoriais e/ou
manuais de politicas de laboratdrio apropriados. Como exemplo, consultar o guia da IDSA (Miller, J. M., Binnicker, M. J.,
Campbell, S., ... & Pritt, B. S. (2018). A guide to utilization of the microbiology laboratory for diagnosis of infectious diseases:
2018 update by the Infectious Diseases Society of America and the American Society for Microbiology. Clinical Infectious
Diseases, 67(6), e1-e94) ou Sanchez-Romero, M. |., Garcia-Lechuz Moya, J. M., Gonzalez Lépez, J. J. & Orta Mira, N.
Collection, transport and general processing of clinical specimens in Microbiology laboratory. Enfermedades Infecc. y

Microbiol. Clin. (English ed.) 37, 127-134 (2019).

Nota: As condi¢Ges de recolha, transporte e conservagao de amostras indicadas acima sdo sugeridas com base nas
recomendagdes para amostras do trato geniturinario destinadas a dete¢do de acidos nucleico, tal como apresentadas nos
guias de referéncia anteriormente mencionadas. No entanto, recomendamos que siga as diretrizes do laboratério e/ou o

manual de politicas de laboratdrio para o transporte e conservagdo apropriados das amostras.

Foi realizado um estudo interno de estabilidade de amostras com o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay
for BD MAX™ System utilizando uma matriz natural negativa de lesdo cutanea contaminada com herpesvirus humano 1,
estirpe KOS (ATCC® VR-1493 Ref. FR-310 (IRR)), virus de herpes simples tipo 2, estirpe MS (Ref. 0810006CF, Zeptometrix) e
Treponema pallidum, estirpe SS14 (Washington University) em concentragdo de 3xLoD. A estabilidade foi analisada através
de trés ensaios diferentes: estabilidade primdria da amostra aninhada com estabilidade no SBT a 2+2 °C e 25+2 °C,
estabilidade da amostra primaria a -20+2 °C e ciclos de congelagdo (-80 °C) - descongelagdo (25 °C). Os resultados
mostraram um bom desempenho das amostras conservadas em todas as condi¢Ges testadas. Em conclusdo, no que diz
respeito a estabilidade das amostras primarias, as amostras de lesdes cutaneas naturais sdo estdveis apds 48 horas a 2+2 °C
e 25+2 °C. No que diz respeito a estabilidade no SBT, as amostras sdo estaveis apds 7 dias no SBT a 2+2 °C e 25+2 °C (tendo
permanecido até 48 h a 2+2 °C e 2542 °C antes da adi¢do ao SBT). Além disso, as amostras sdo estaveis apds 6 meses de

conservagao a -20x2 °C e durante, pelo menos, 5 ciclos de congelagdao-descongelacao.

8.2. Preparacao da amostra e extracao de DNA

Realizar a preparagdo das amostras de acordo com as recomendagdes nas instrugdes de utilizacdo do kit de extragdo

utilizado, BD MAX™ ExK™ TNA-3.

1. Pipetar 500 uL de amostra para um tubo com tampao de amostra BD MAX™ ExK™ TNA-3 Sample Buffer Tube e fechar
o tubo com uma tampa septada. Assegurar uma mistura completa centrifugando a amostra durante 1 minuto a alta

velocidade. Prosseguir com o BD MAX™ System Operation.

Nota: Certifique-se de que a agitagdo em vortex é realizada alguns minutos antes de iniciar a execugdo. Se for utilizado
o mesmo tubo BD MAX™ ExK™ TNA-3 Sample Buffer Tube para repetir o ensaio, recomenda-se agitar manualmente o

tubo durante alguns minutos antes de iniciar o ensaio, para garantir a homogeneiza¢cdo adequada da amostra.

Ter em atencdo que os procedimentos de preparac¢do para a extracdo especifica da aplicacdo devem ser desenvolvidos e

validados pelo utilizador e que algumas outras amostras podem requerer pré-processamento.
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8.3. Protocolo de PCR
Nota: Consultar o manual do utilizador do BD MAX™ System para obter instrugdes mais detalhadas.

8.3.1. Programacao do ensaio de PCR para o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay
for BD MAX™ System

Nota: Se ja tiver criado o ensaio para o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System, pode
ignorar o passo 8.3.1 e avancar diretamente para o passo 8.3.2.

1) No ecrd “Run” (Executar) do BD MAX™ System, selecionar o separador “Test Editor” (Editor de ensaios).

2) Clicar no botdo “Create” (Criar).

No separador “Basic Information” (Informacdes basicas):

3) No campo “Test Name” (Nome do ensaio), escrever o nome do ensaio: por ex., VIASURE HHT.
Nota: O nome do ensaio tem de ser Unico e pode ter um mdaximo de vinte carateres.
4) No menu de lista pendente “Extraction Type” (Tipo de extragdo), selecionar “ExK TNA-3”.

5) No menu de lista pendente “Master Mix Format” (Formato de mistura principal), escolher “Type 5: Concentrated

Lyophilized MM with Rehydration Buffer” (Tipo 5: MP liofilizada concentrada com tamp3&o de reidratacgdo).

6) No campo “Sample Extraction Parameters” (Parametros de extragdo da amostra), selecionar “User Defined”

(Definidos pelo utilizador) e ajustar os valores dos seguintes parametros (Tabela 4).

Sample Extraction Parameters Value (units)
(Parametros de extragao da amostra) (Valor (unidades))
Lysis Heat Time (Tempo de lise por calor) 15 (min)
Lysis Temperature (Temperatura de lise) 55 (°C)
Sample Tip Height (Altura de ponta da amostra) 1600 (passos)
Sample Volume (Volume da amostra) 475 (uL)
Wash Volume (Volume de lavagem) 500 (pL)
Neutralization Volume (Volume de neutralizagdo) N/A
DNase Heat Time (Tempo de aquecimento de DNase) N/A

Tabela 4. Parametros de extragdao de amostras realizada com o BD MAX™ ExK™ TNA-3.
7) No campo “Ct Calculation” (Célculo Ct) selecionar “Call Ct at Threshold Crossing” (Ativar Ct aquando do

cruzamento do limite) (selecionado por defini¢do).

8) Se estiver a ser utilizada a versdo 5.00 do software ou uma versao posterior e estiverem a ser utilizados tubos de
encaixe com selo e codigo de barras, no campo “Custom Barcodes” (Personalizar cddigos de barra) selecionar a

configuragdo seguinte:

a. “Snap-In 2 Barcode” (Cddigo de barras da posicdo de encaixe 2): 1E (em relacdo ao HSV-1, HSV-2 &

Treponema pallidum reaction tube).
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b. “Snap-In 3 Barcode” (Cédigo de barras da posigdo de encaixe 3): 11 (relativamente ao Rehydration Buffer

tube).

No separador “PCR Settings” (DefinicGes de PCR):

9) No campo “PCR Settings” (Defini¢cdes de PCR), introduzir os seguintes parametros descritos na Tabela 5: “Alias”
(até sete caracteres alfanuméricos), “PCR Gain” (Ganho de PCR), “Threshold” (Limite), “Ct Min” (Ct Min.) e “Ct
Max” (Ct Max.).

Channel (Canal) Alias (Alias) PCR Gain (Ganho de PCR)

Threshold (Limite) Ct Min (Ct Min) Ct Max (Ct Max.)

475/520 (FAM) HSV1 40 200 0 40
530/565 (HEX) HSV2 60 200 0 40
585/630 (ROX) EIC 40 200 0 40
630/665 (Cy5) TRE 60 200 0 40
680/715 (Cy5.5) - 0 0 0 0

Tabela 5. PCR settings (Defini¢des de PCR).

Nota: Recomenda-se o estabelecimento dos valores-limite minimos acima indicados para cada canal como valores de partida, mas os valores
finais tém de ser determinados pelo utilizador final durante a interpretagao do resultado, de modo a assegurar que os limites estdo dentro da
fase exponencial das curvas de fluorescéncia e acima de qualquer sinal de fundo. O valor-limite para diferentes instrumentos pode variar devido

a diferentes intensidades do sinal.

10) No campo “Color compensation” (Compensagado de cor), introduzir os seguintes parametros (Tabela 6).

Channel (Canal)

Excitation Channel
(Canal de excitag¢do)

475/520

False Receiving Channel (Canal recetor falso)

475/520 530/565 585/630

630/665

680/715

_ss07s

530/565

585/630

630/665

680/715

Tabela 6. Parametros de “Compensagao de cor”.

No separador “Melt Settings” (Definicdes de fusdo) ndo é necessaria qualquer agdo, ndo € aplicavel a este produto.

No separador “Test Steps” (Etapas do ensaio):

11) Introduzir o nome da etapa (até vinte carateres) e programar os seguintes parametros para definir cada etapa do

protocolo de PCR: “Profile Type” (Tipo de perfil), “Cycles” (Ciclos), “Time” (Tempo) e “Temperature”

(Temperatura) e selecionar o campo “Detect” (Detetar) para definir a etapa de detegao (Tabela 7). Clicar no botdo

“Add” (Adicionar) para adicionar um novo passo e repetir até serem definidos todos os passos necessarios.

Nota: O campo “Type” (Tipo) tem de estar vazio.

Step

Step name

Profile Type

Cycles

Time (s)

Temperature

Detect

(Passo)
Initial denaturation

(Nome do passo)

(Tipo de perfil)

(Ciclos)

(Tempo(s))

(Temperatura)

(Detetar)

. IN-denaturation Hold 1 120 98 °C -
(Desnaturagdo inicial)
Desnaturagdo e 10 95 °C -
hibridizagdo/Extensdo Annealing/Extension 2-Temperature 45
(recolha de dados) 41 63°C v

Tabela 7. Protocolo de PCR.
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No separador “Result Logic” (Légica de resultados):

12) No campo “Target” (Alvo), atribuir um nome ao seu alvo: ou seja, HSV1 (até sete caracteres alfanuméricos).
Repetir os passos 12-15 para cada alvo (ou seja, HSV2 ou TRE) seguindo as tabelas especificas para o alvo que esta

a ser definido.

13) Clicar na caixa de verificagdo “Analyze” (Analisar) para incluir os comprimentos de onda desejados (canais de PCR)

na andlise de resultados do alvo (Tabelas 8-10).

Wavelength (Comprimento de onda) Alias (Alias) ‘ Type (Tipo) Analyze (Analizar)

PCR v
PCR v

475/520
585/630

HSV1
EIC

Tabela 8. Sele¢do dos canais de PCR no separador “Result logic” (Légica de resultados) para o alvo HSV1 (virus de herpes simples 1).

Wavelength (Comprimento de onda) Alias (Alias) Type (Tipo) Analyze (Analizar)

PCR v
PCR v

530/565
585/630

HSV2
EIC

Tabela 9. Selegdo dos canais de PCR no separador “Result logic” (Légica de resultados) para o alvo HSV2 (virus de herpes simples 2).

Wavelength (Comprimento de onda) Alias (Alias) Type (Tipo) Analyze (Analizar)
v

585/630 EIC PCR
630/665 TRE PCR v

Tabela 10. Seleg¢do dos canais de PCR no separador “Result logic” (Logica de resultados) para o alvo TRE (Treponema pallidum).

14) Clicar no botdo “Edit Logic” (Editar ldgica).

15) Na janela “Edit Logic” (Editar légica), sdo listadas todas as combinagdes de tipos de resultados. Para cada linha,
no menu pendente “Result” (Resultado), selecionar o resultado que é chamado quando se cumprem as condi¢Ges
dessa linha, seguindo as Tabelas 11-13.

Result (Resultado) HSV1 (475/520)  EIC (585/630)

POS Valid (Valido) | Valid (Valido)
UNR Valid (valido) [ Invalid (Invalido)
NEG Invalid (Invalido) | Valid (Vélido)
UNR Invalid (Invalido) | Invalid (Invélido)

Tabela 11. Lista da combinagao de tipos de resultados e légica de resultados para o alvo HSV1 (virus de herpes simples 1). Os resultados

disponiveis sdo POS (Positivo), NEG (Negativo) e UNR (Ndo resolvido).

Result (Resultado) HSV2 (530/565)  EIC (585/630)
POS valid (vélido) | Valid (Valido)
UNR Valid (Vélido) | Invalid (Invalido)
NEG Invalid (Invalido) | Valid (Valido)
UNR Invalid (Invalido) | Invalid (Invalido)

Tabela 12. Lista da combinagdo de tipos de resultados e lgica de resultados para o alvo HSV2 (virus de herpes simples 2). Os resultados

disponiveis sdo POS (Positivo), NEG (Negativo) e UNR (Ndo resolvido).

Result (Resultado)

TRE (630/665)

EIC (585/630)

POS Valid (Valido) Valid (Valido)
UNR Valid (Vélido) | Invalid (Invalido)
NEG Invalid (Invalido) | Valid (Valido)
UNR Invalid (Invalido) | Invalid (Invalido)

Tabela 13. Lista da combinacdo de tipos de resultados e l6gica de resultados para o alvo TRE (Treponema pallidum) . Os resultados disponiveis

sdo POS (Positivo), NEG (Negativo) e UNR (Nao resolvido).
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Nota: De acordo com o Ct Max definido anteriormente (Tabela 5), o resultado dos canais HSV1 (475/520),
HSV2 (530/565), EIC (585/630) e TRE (630/665) é considerado “Valid” (Valido) quando o valor de Ct

obtido é < 40; e “Invalid” (Invalido) quando o valor de Ct obtido é > 40.

16) Clicar no botdo “Save” (Guardar) para guardar o ensaio.

8.3.2. Preparagao do suporte para tubos do BD MAX™ System

1) Paracadaamostra a testar, retirar uma tira de reagentes individual (Unitized Reagent Strips) do BD MAX™ ExK™ TNA-
3 kit. Bater levemente cada tira sobre uma superficie dura para se certificar de que todos os liquidos se encontram
no fundo dos tubos e colocar a tira de reagentes no suporte para tubos do BD MAX™ System.

2) Determinar e separar o numero de tubos de reagente de extragdo necessarios (BD MAX™ ExK™ TNA Extraction Tubes
(B4) (selo branco)) da sua bolsa protetora. Colocar o(s) tubo(s) de reagente de extragdo (selo branco) na sua posigdo
correspondente dentro da tira de reagentes TNA (Posi¢do 1, cédigo de cor branca no suporte para tubos. Ver Figura
1). Eliminar o excesso de ar e fechar as bolsas protetoras com o fecho hermético.

3) Determine e separe o numero apropriado de HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum reaction tubes (folha 1E) e encaixe-
0s nas posi¢cdes correspondentes na tira (posigdo de encaixe 2, cddigo de cor verde no rack. Ver Figura 1).

a. Eliminar o excesso de ar e fechar os envelopes de aluminio com o fecho hermético.

b. Para uma reidratacdo correta, deve certificar-se de que o produto liofilizado esta no fundo do tubo e ndo
agarrado a area superior do tubo ou ao vedante de aluminio. Bater levemente cada tubo sobre uma
superficie dura para se certificar que todo o produto se encontra no fundo do tubo.

4) Remover o nimero necessario de Rehydration Buffer Tubes (selo 11) e coloca-los nas posi¢des correspondentes na
tira (Posigdo de encaixe 3, cédigo sem cor no suporte para tubos. Ver Figura 1).

a. Eliminar o excesso de ar e fechar os envelopes com o fecho hermético.

b. De modo a assegurar uma transferéncia correta, deve certificar-se de que o liquido esta no fundo do tubo
e ndo agarrado a area superior do tubo ou ao vedante de aluminio. Bater levemente cada tubo sobre uma

superficie dura para se certificar que todo o tampao se encontra no fundo do tubo.

Figura 1. Tira de BD MAX™ TNA Reagent (TNA) do kit BD MAX™ ExK™ TNA-3.

Reservatdrio de residuos
Tubos de encaixe

#1  #2 #3 #4 Pontas de pipetas

. [T [T [T [ ]
o|l@o||e|e
Tubo de Tubo de
lise/libertagdo reagdo 2
(opcional) efefele
Tampdo de
lavagem ~—
Tubo de reagente ollellollo
de extragdo .
Tampo de NN
Tubo de eluigio
reagéo 1 #1 #2 #3 #4

Tampéo de rehidratacdo Tampdo de neutralizagdo
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8.3.3. Configuracdo do instrumento BD MAX™

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)
10)

Selecionar o separador “Worklist” (Lista de trabalho) no ecra “Run” (Executar) utilizando o software v4.50A ou
superior do BD MAX™ System.
No menu de lista pendente “Test” (Ensaio), selecionar o ensaio pretendido, ou seja, VIASURE HHT (se ainda ndo
tiver sido criado, consultar a sec¢do 8.3.1).
No menu pendente “Kit Lot Number” (N.° de lote do kit), selecionar o nimero de lote apropriado para o kit
(encontra-se na caixa exterior do kit de extragdo utilizado) (opcional).
Nota: Os nimeros de lote tém de ser definidos no separador “Inventory” (Inventdrio) antes de poderem ser
selecionados aqui.
Introduzir o nimero de identificagdo do Sample Buffer Tube no campo “Sample tube” (Tubo de amostra), quer
através da digitalizacdo do cddigo de barras com o leitor ou através de entrada manual.
Preencher o campo “Patient ID” (ID do doente) e/ou “Accession” (Acesso) e clicar na tecla Tab ou Enter. Continuar
até estarem introduzidos todos os cédigos de barras dos Sample Buffer Tubes. Certificar-se de que a identificagdo
do espécime/doente e dos Sample Buffer Tubes estdo corretamente equiparados.
Colocar o Sample Buffer Tube preparado no(s) suportes BD MAX™.
Colocar o(s) suporte(s) no BD MAX™ System (o suporte para tubos A encontra-se no lado esquerdo do BD MAX™
System e o suporte para tubos B no lado direito).
Colocar o numero necessario de BD MAX™ PCR Cartridge no BD MAX™ System.
Fechar a porta do BD MAX™ System.

Clicar em “Start” (Iniciar) para iniciar o procedimento.

8.3.4. Relatorio de resultados do BD MAX™

1)
2)
3)

Na barra de menus, clicar no botdo “Results” (Resultados).
Clicar duas vezes no ensaio incluido na lista de ensaios ou premir o botdo “View” (Visualizar).

Os botdes “Print” (Imprimir) e “Export” (Exportar) na parte inferior do ecra serdo ativados.

Para imprimir os resultados:

1. Clicar no botdo “Print” (Imprimir).

2. Na janela de pré-visualizagdo “Print” (Imprimir) do relatério de execugdo, selecionar: “Run Details”
(Detalhes da execucdo), “Test Details” (Detalhes do ensaio) e “Plots” (Graficos).

3. Clicar em “Print” (Imprimir) para imprimir o relatdrio ou clicar em “Export” (Exportar) para exportar um

PDF do relatdrio para uma pen USB.

Para exportar os resultados:

1. Clicar no botdo “Export” (Exportar) para transferir o relatdrio (ficheiro PDF e CSV) para uma pen USB.
2. Quando a exportacdo estiver concluida, o icone de sucesso/falha aparece na janela “Results Export”

(Exportacdo de resultados).
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9. Interpretacao dos resultados

Para uma descri¢do detalhada de como analisar os dados, consultar o manual do utilizador do BD MAX™ System.

A andlise dos dados é realizada com o software BD MAX™ de acordo com as instrugdes de utilizacdo do fabricante. O
software do BD MAX™ System disponibiliza os valores de Ct e mostra as curvas de amplificagdo para cada um dos canais de

detecdo de cada amostra analisada da seguinte forma:

- Um valor de Ct de 0 indica que o software ndo calculou nenhum valor de Ct com o limiar especificado (consultar a Tabela

5). Se a curva de amplificagdo mostra um “0” como valor de Ct, é necessdrio analisa-la manualmente.

- Um valor de Ct igual a -1 indica que ndo ocorreu nenhum processo de amplificagdo, que nao foi calculado nenhum valor
de Ct pelo software ou que o valor de Ct calculado estd abaixo do limite especificado ou acima do Ct Max. estabelecido

(valor-limite).

- Qualquer outro valor de Ct deve ser interpretado em correlagdo com a curva de amplificagdo e de acordo com a légica de

resultados definida, segundo as orientagGes de interpretacao descritas na Tabela 14.

Verificar a emissdo do sinal do Controlo Interno Endégeno (EIC) para confirmar o funcionamento correto da mistura de

amplificagdo. Para além disso, verificar se ndo ha nenhum relatério de anomalia do BD MAX™ System.
Os resultados devem ser lidos e analisados utilizando a tabela seguinte:

HSV-1 (nome do HSV-2 (nome do | T. pallidum (nome

Interpretacao de amostras individuais do doente

alvo: HSV1) alvo: HSV2) do alvo: TRE)
POS POS POS DNA de HSV-1, HSV-2 e Treponema pallidum detetado.
DNA de HSV-1 e HSV-2 detetado.
P P NE
0s 0s G DNA de Treponema pallidum nao detetado.
POS NEG POS DNA DE HSV-1e Treponen:a pallidum detetado. DNA de HSV-
2 nao detetado.
NEG POS POS DNA de HSV-2 e Treponenza pallidum detetado. DNA de HSV-
1 ndo detetado.
DNA de HSV-1 detetado.
POS NEG NEG DNA de HSV-2 e Treponema pallidum nao detetado.
DNA de HSV-2 detetado.
NEG POS NEG DNA de HSV-1 e Treponema pallidum ndo detetado.
DNA de Treponema pallidum detetado.

NEG NEG POS DNA de HSV-1 e HSV-2 ndo detetado.

NEG NEG NEG DNA de HSV-1, HSV-2 e Treponema pallidum nao detetado.
Resultado ndo resolvido (UNR) obtido na presenga de

UNR UNR UNR |n|b|dor€s n_a rfeagao de PCR ou’ q_uando ocorre um problema
geral (ndo indicado por um cddigo de erro) nos passos de
processamento e/ou amplificagdo da amostra.!
Resultado indeterminado do ensaio (IND). Devido a anomalia

IND IND IND do BD MAX™ System. Resultado do ensaio apresentado no
caso de falha do instrumento associado a um cédigo de erro.?
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Resultado incompleto do ensaio (INC). Devido a anomalia do
INC INC INC BD MAX™ System. Resultado do ensaio apresentado no caso
de falha de uma execugdo completa.?

Tabela 14. Interpretagdo da amostra.

1 O Controlo Interno Endégeno (EIC) deve apresentar um sinal de amplificagdo com valor de Ct < 40 para ser considerado. Se houver auséncia de sinal
para o EIC ou o valor de Ct for >40, o resultado é considerado N3o Resolvido (UNR) e é necessario repetir o ensaio. Recomenda-se a repeti¢do do ensaio
a partir do mesmo tubo Sample Buffer Tube (SBT), a partir da mesma amostra, preparando um novo SBT ou a partir de uma nova amostra (mais
concentrada, se possivel). Também pode acontecer que o resultado Ndo Resolvido (UNR) se deve a presenca de inibidores na reagdo de PCR. Nestes casos,

recomenda-se diluir estas amostras 1/10.

NOTA: as amostras naturais de lesdes cutaneas podem ser mantidas sem transferéncia para o SBT durante um periodo maximo de 48 horas se forem
armazenadas a 212 °C - 2512 °C (expresso em ESwab® da Copan). No caso de repetir o ensaio a partir do mesmo SBT, recomenda-se agitar manualmente
o SBT para garantir a homogeneizagdo adequada da amostra. Tenha em atengdo que as amostras naturais de lesdes cutaneas podem ser mantidas no SBT

durante um periodo maximo de 7 dias a 2+2 °C - 252 °C.

2 Podem ser obtidos resultados Indeterminados (IND) ou Incompletos (INC) devido a uma falha do sistema e é necessario repetir o ensaio. Consultar o

manual do utilizador do BD MAX™ System para a interpretagdo dos codigos de aviso e de erro.

Nota: Quando utilizar controlos externos, estes devem produzir os seguintes resultados esperados: negativos para o ENC e
positivos para o EPC (espera-se que os espécimes positivos conhecidos sejam positivos apenas para os microrganismos
presentes no espécime). Um ENC que produza um resultado de ensaio positivo indica um evento de contaminacdo ou falha
no manuseamento do espécime. Um EPC que produza um resultado negativo indica um problema de
manuseamento/preparac¢do do espécime. Rever a técnica de manuseamento/preparacdo do espécime. Quando ocorre

uma falha de controlo externo, é necessario repetir o ensaio.

Em caso de um resultado ambiguo continuo, é recomendavel reler as instrugbes de utilizagdo, o processo de extragao usado
pelo utilizador; para verificar o desempenho correto de cada passo da PCR e rever os parametros e para verificar a forma

sigmoideia da curva e a intensidade da fluorescéncia.

Os resultados do ensaio devem ser avaliados por um profissional de saide no contexto da histéria clinica, sintomas clinicos

e outros ensaios diagnodsticos.

10. Limitagdes do ensaio

e Os resultados do ensaio devem ser avaliados por um profissional de salide no contexto da histdria clinica, sintomas
clinicos e outros ensaios diagndsticos.

e Embora este ensaio possa ser utilizado com outros tipos de amostras, foi validado apenas com amostras de esfregacos
de lesGes cutaneas anogenitais e orais.

e Para o bom desempenho do ensaio, o produto liofilizado deve estar no fundo do tubo e ndo agarrado a area superior
do tubo ou ao vedante de aluminio. Bater levemente cada tubo sobre uma superficie dura para se certificar que todo
o produto se encontra no fundo do tubo.

e E possivel que seja observada interferéncia em canais vazios do BD MAX™ System caso n3o exista alvo a ser detetado,
pelo que é necessario selecionar apenas os canais onde os alvos estejam amplificados ao realizar a interpretagado dos

resultados. Contacte viasuresupport@certest.es para eventuais pedidos de esclarecimentos.
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A qualidade do ensaio depende da qualidade da amostra; o acido nucleico tem de ser corretamente extraido das
amostras clinicas.

O ensaio é um ensaio qualitativo e ndo fornece valores quantitativos, nem indica o niUmero de organismos presentes.
Ndo é possivel correlacionar os valores de Ct obtidos por PCR com a concentragdo da amostra, pois esses valores
dependem do termociclador utilizado e do préprio ensaio.

Podem ser detetados niveis extremamente baixos de alvos abaixo do limite de dete¢do, mas os resultados podem ndo
ser reproduziveis.

Ter em atengdo o intervalo de medigdo previsto do ensaio, pois amostras com concentragdes acima ou abaixo deste
intervalo podem apresentar resultados erréneos.

Existe a possibilidade de resultados falsos positivos devido a contaminagdo cruzada por HSV-1, HSV-2 e/ou T. pallidum
em amostras contendo elevadas concentragdes de DNA-alvo ou contaminagdo devido a produtos de PCR de reagdes
anteriores.

As combinagdes de oligonucledtidos e sondas especificas para a detegdo do gene UL1 da glicoproteina L do HSV-1, do
gene US4 da glicoproteina G do HSV-2 e do gene 16S rRNA do T. pallidum, utilizadas no VIASURE HSV-1, HSV-2 &
Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System, ndo apresentam homologias combinadas significativas com o
genoma humano, a microflora humana ou outros microrganismos, que possam resultar em falsos positivos previsiveis.
Resultados falsos negativos podem ser causados por varios fatores e respetivas combinacgdes, incluindo:

o Métodos incorretos de colheita, transporte, armazenamento e/ou manuseamento de espécimes.

o Procedimentos de processamento incorretos (incluindo extragdo de DNA).

o Degradacdo do DNA durante a expedi¢do/armazenamento e/ou processamento das amostras.

o Mutagdes ou polimorfismos em regiGes de ligagdo de oligonucleétidos ou sondas podem afetar a detecdo
de novas ou desconhecidas de estirpes de HSV-1, HSV-2 e/ou T. pallidum.

o Uma carga microbiana na amostra abaixo do limite de detegdo para o ensaio.

o A presenca de inibidores de qPCR ou de outros tipos de substancias interferentes. Ndo foram avaliados os
efeitos de vacinas, algumas terapéuticas antivirais, antibidticos, farmacos quimioterapéuticos ou
imunossupressores, ou de antifungicos utilizados para prevenir infe¢cdes ou utilizados durante o tratamento
da infecéo.

o O efeito de substancias interferentes apenas foi avaliado para as indicadas na sec¢do 12.5.1 (estudo de
substancias interferentes) destas instrugbes de utilizagdo. Consultar esta sec¢do para obter informagdes
sobre as substancias enddgenas e exdgenas mais comuns que induzem interferéncia total ou parcial na
reacdo de qPCR. Outras substancias ndo indicadas nesta parte podem conduzir a resultados erréneos.

o A ndo observancia das instrugGes de utilizagdo e do procedimento do ensaio.

Um resultado de ensaio positivo ndo indica necessariamente a presenca de microrganismos vidveis e nao significa que
estes microrganismos sdo infeciosos ou que sdo os agentes causadores de sintomas clinicos. No entanto, um resultado
positivo é indicativo da presenga de sequéncias-alvo HSV-1, HSV-2 e/ou T. pallidum.

Resultados negativos ndo excluem a presenga de DNA de HSV-1, HSV-2 e/ou T. pallidum numa amostra clinica e ndo
devem ser utilizados como Unico fundamento para o tratamento ou outras decisdes de gestdo do doente. Ndo foram

determinados os tipos de amostras ideais e 0 momento em que se alcangam os niveis microbianos maximos durante
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as infecdes causadas por HSV-1, HSV-2 e/ou T. pallidum. Pode ser necessaria a colheita de varios espécimes (tipos e
pontos temporais) do mesmo doente para detetar o agente patogénico.

e Se os ensaios de diagndstico para outras doengas sexualmente transmissiveis (DST) forem negativos e as observagdes
clinicas, os antecedentes do doente e as informagdes epidemioldgicas sugerirem a possibilidade de infe¢cdo por HSV-
1, HSV-2 e/ou T. pallidum , entdo deve considerar-se o resultado como um falso negativo e deve discutir-se a
possibilidade de testar novamente o doente.

e Os valores de fluorescéncia podem variar devido a varios fatores, tais como: equipamento de PCR (mesmo que seja
do mesmo modelo), sistema de extragdo, tipo de amostra, tratamento prévio da amostra, etc., entre outros.

e Os valores preditivos positivos e negativos sdo altamente dependentes da prevaléncia em todos os ensaios de
diagnéstico in vitro. O desempenho do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System
pode variar dependendo da prevaléncia e da populagdo testada.

e Em caso de obtengdo de resultados nao resolvidos, indeterminados ou incompletos utilizando o VIASURE HSV-1, HSV-
2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System, sera necessario repetir o ensaio. Os resultados ndo resolvidos
podem dever-se a presenca de inibidores na amostra ou a uma reidratagdo incorreta do tubo de mistura da reacdo

liofilizada. Se ocorrer uma avaria no instrumento, serdo obtidos resultados indeterminados ou incompletos.

11. Controlo de qualidade

O VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System contém um Controlo Interno Enddégeno (EIC)
em cada tubo de reagdo que confirma o desempenho correto da técnica. Além disso, a utilizagcdo de controlos externos
(EPC e ENC) permite confirmar o desempenho do ensaio. Os controlos externos nao sdo utilizados pelo BD MAX™ System
para fins de interpretacdo de resultados, mas sdo considerados como uma amostra. O Controlo Positivo Externo (EPC)
destina-se a monitorizar uma possivel falha dos reagentes do ensaio, enquanto o Controlo Negativo Externo (ENC) se

destina a detetar a contaminagdo ambiental ou de reagentes por acidos nucleicos-alvo.

12. Caracteristicas de desempenho analitico

12.1. Linearidade analitica

A linearidade do ensaio foi determinada e confirmada testando uma série de dilui¢cées 1:10 de amostras de matriz artificial
de les3o cutanea’ (Artificial Matrix for Cutaneous Lesion, Biochemazone BZ394) contendo uma concentracdo conhecida
(variando de 2E+07 a 2E+01 cépias/pL) de DNA especifico e sintético pertencente ao HSV-1, HSV-2 e T. pallidum. Apresenta-

se abaixo um exemplo do grafico de amplificacdo resultante de um ensaio:

4 Devido a disponibilidade limitada de amostras de esfregagos de lesdes cutdneas anogenitais e orais, foi realizado um estudo de equivaléncia de matriz
natural versus matriz artificial para confirmar que a matriz artificial pode ser utilizada em ensaios de validagdo. Portanto, tanto as matrizes naturais como
as artificiais foram testadas e confirmadas como equivalentes.
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Figura 2. Diluicdes em série de HSV-1 (2E+07 a 2E+01 cépias/pL). Ensaio realizado no sistema BD MAX™ System (canal 475/520 (FAM)).
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Figura 4. Diluicbes em série de T. pallidum (2E+07 a 2E+01 c6pias/pL). Ensaio realizado no sistema BD MAX™ System (canal 630/665 (Cy5)).
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12.2. Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica é frequentemente designada por limite de detecdo (LoD). Na pratica, os pardmetros de LoD e Limite

de Branco (LoB) sdo determinados como parte da avaliagao da sensibilidade analitica.
12.2.1. Limite de Branco (LoB)

Para determinar o “limite de branco” (LoB), foi realizado um ensaio de controlo sem modelo utilizando trés lotes do
VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System e 24 réplicas de trés tipos de amostras: amostras

naturais negativas de lesdo cutdnea, matriz artificial de lesdo cutdnea e Water RNAse/DNAse free.
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Foi verificada a auséncia de sinal nos canais FAM, HEX e Cy5, bem como a presenca de sinal para o Controlo Interno
Enddgeno (EIC) no canal ROX no caso de matriz negativa (matriz de lesdo cutanea natural ou simulada). Em conclusdo, os

resultados obtidos confirmaram que o produto ndo gera amplificagdes inespecificas nas diferentes matrizes testadas.

12.2.2. Limite de deteg¢do (LoD)

O limite de detegdo (LoD) do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System foi analisado com
trés lotes utilizando amostras de lesdo cutanea natural. As estirpes de referéncia utilizadas foram herpesvirus humano 1,
estirpe KOS (ATCC® VR-1493, Ref FR-310 (IRR)), virus de herpes simples tipo 2, estirpe MS (Ref, 0810006CF (Zeptometrix))
e Treponema pallidum, estirpe SS14 (Washington University). Em conclusdo, o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema
pallidum Assay for BD MAX™ System apresentou um LoD de 2,52E+02 TCID50/mL para o HSV-1, 6,30E+00 TCID50/mL para

0 HSV-2 e 6,60E+03 células/mL para o T. pallidum, com uma taxa positiva de > 95%, em amostras naturais de lesdo cutanea.

12.3. Intervalo de medigao

O intervalo de medigdo do ensaio foi determinado testando uma série de diluicGes 1:10 contendo uma concentragdo
conhecida de ADN especifico pertencente ao HSV-1, HSV-2 e T. pallidum. Os resultados permitiram confirmar a detegdo
correta do alvo de 2E+07 para 2E+00 copias/ul para os alvos HSV-1 e T. pallidum, e de 2E+07 para 2E-01 cdpias/ul para o
alvo HSV-2.

Em conclusdo, o intervalo de medi¢do do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System foi
determinado com sucesso, garantindo resultados fidveis, precisos e reproduziveis num amplo espetro de cargas

virais/bacterianas, o que confirma a sua utilidade em varios cenarios de diagndstico clinico.

12.4. Exatidao

12.4.1. Veracidade

A veracidade do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System foi avaliada testando o material

de referéncia listado abaixo contaminado com matriz de lesdo cutanea.

1. Fragmentos de DNA sintético
e Fragmento de DNA sintético para o gene glicoproteina L UL1 do HSV-1: HSV1.XPC, canal FAM.
e Fragmento de DNA sintético para o gene glicoproteina G US4 de HSV-2: HSV2.XPC, canal HEX.

e Fragmento de DNA sintético para o gene 16S rRNA de T. pallidum: TREXPC, canal Cy5.

Todos os fragmentos de DNA sintético foram detetados corretamente no canal adequado.
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2. American Type Culture Collection (“ATCC®”)

Referéncia externa Microrganismo Nome do produto Variedade Resultado
VR-1493 Virus do herpes simples do Tipo 1 Human herpesvirus 1 Estirpe KOS Detetado
VR-260 Virus do herpes simples do Tipo 1 Human Herpesvirus 1 Estirpe HF Detetado
VR-539 Virus do herpes simples do Tipo 1 Human Herpesvirus 1 Estirpe Maclntyre Detetado
VR-733 Virus do herpes simples do Tipo 1 Human Herpesvirus 1 Estirpe F Detetado
VR-3393 Virus do herpes simples do Tipo 2 Human Herpesvirus 2 Estirpe G Detetado
VR-1779 Virus do herpes simples do Tipo 2 Human Herpesvirus 2 Estizrgilﬁi'lz'CC— Detetado
BAA-2642SD Treponema pallidum Trg:z;s:::;;zj?;eg; A N/A de:lest: do

Tabela 15. Material de referéncia proveniente da American Type Culture Collection (ATCC®).

Todas as estirpes da ATCC foram corretamente detetadas no canal apropriado e o EIC apresentou amplificagdo com um

valor de Ct < 40, exceto para o Quantitative Synthetic Treponema pallidum DNA (c6digo ATCC BAA-2642SD). Este DNA

sintético inclui fragmentos dos genes polA, 23S, 16S, flaA, proteina 47kDa e bmp, no entanto, a auséncia de detegdo em

concentracdo muito alta (até 4,70E+04 cépias/pL) utilizando o ensaio VIASURE sugere que a sua regido-alvo no gene 16S

nao esta incluida no DNA sintético da ATCC. Portanto, ndo pode ser utilizado como material de referéncia.

3. National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC)

Referéncia externa

Microrganismo

Nome do produto

Variedade

Resultado

, . - 1st WHO IS for Herpes Simplex Virus

16/368 Virus do herpes simples do Tipo 1 type-1 (HSV-1) N/A Detetado
, . ) 1st WHO IS for Herpes Simplex Virus

17/122 Virus do herpes simples do Tipo 2 type-2 (HSV-2) N/A Detetado

Tabela 16. Material de referéncia proveniente do National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC).

Todas as estirpes do NIBSC foram corretamente detetadas no canal adequado e o EIC apresentou amplificagdo com um

valor de Ct <£40.

4. Material de controlo

Referéncia
externa

Proveniéncia

Microrganismo

Nome do produto

Variedade

Resultado

H implex Virus T 2
0810006CF ZeptoMetrix Virus do herpes simples do Tipo 2 erpes S|n?:§;<_2)|rus ype Estirpe MS Detetado
. . AMPLIRUN® TREPONEMA
MBC109 Vircell S.L. Treponema pallidum PALLIDUM DNA CONTROL N/A Detetado
University of . . . . .
N/A Washington Treponema pallidum Heat-killed Treponema pallidum | Estirpe Nichols Detetado
University of . . . .
- E 1 D
N/A Washington Treponema pallidum Heat-killed Treponema pallidum stirpe SS14 etetado

Tabela 17. Material de controlo para HSV-2 e T. pallidum proveniente de Vircell S.L, ZeptoMetrix e University of Washington.

Todas as estirpes e materiais de referéncia utilizados foram corretamente detetados no canal apropriado e o EIC apresentou

amplificagdo com um valor Ct < 40.
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12.4.2. Precisao

Para determinar a precisao do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System, foram realizados
ensaios intra-ensaio (repetibilidade), inter-ensaio, inter-lote e inter-termociclador (reprodutibilidade) com matriz artificial
de lesdo cutanea contaminada com as estirpes de referéncia de herpesvirus humano 1, estirpe KOS (ATCC® VR-1493, Ref.
FR-310 (IRR)), virus de herpes simples tipo 2, estirpe MS (Ref. 0810006CF (Zeptometrix)) e Treponema pallidum, estirpe
S$S14 (Washington University).

Intra-ensaio

O intra-ensaio foi testado analisando seis réplicas de todas as amostras no mesmo ensaio, utilizando o VIASURE HSV-1,

HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. A tabela seguinte apresenta um resumo dos resultados.

Alvo Canal Tipo de amostra Ct (x) c CV%
3xLoD 33,32 0,49 1,48
475/520
HSV-1 (FAM) 5xLoD 32,93 0,12 0,37
Controlo negativo NEG N/A N/A
3xLoD 31,08 0,40 1,28
530/565
. 5xLoD 32,00 0,24 0,74
HSV-2 (HEX)
Controlo negativo NEG N/A N/A
3xLoD 30,42 0,15 0,48
585/630
EIC (ROX) 5xLoD 29,90 0,48 1,60
Controlo negativo NEG N/A N/A
3xLoD 34,17 0,55 1,61
Treponema 630/665
5xLoD
pallidum (Cy5) X 31,95 0,43 1,35
Controlo negativo NEG N/A N/A

Tabela 18. Resultados do intra-ensaio do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. (Ct) = Ciclo-limite. (;) = média
aritmética do valor Ct, ( 6 ) = desvio padrdo, (CV %) = coeficiente de variagdo, NEG = negativo, N/A = n3o aplicavel.

Inter-ensaio

O inter-ensaio foi testado analisando quatro réplicas das diferentes amostras em trés dias diferentes por trés operadores
diferentes, utilizando o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. A tabela seguinte

apresenta um resumo dos resultados.
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Alvo Canal Tipo de amostra Ct (x) c CV%
3xLoD 33,21 0,47 1,41
475/520
HSV-1 (FAM) 5xLoD 31,85 0,78 2,43
Controlo negativo NEG N/A N/A
3xLoD 33,83 0,56 1,66
530/565
- 5xLoD 32,68 0,48 1,48
HSV-2 (HEX)
Controlo negativo NEG N/A N/A
3xLoD 29,82 0,43 1,43
585/630
EIC (ROX) 5xLoD 29,94 0,40 1,33
Controlo negativo 29,78 0,46 1,54
3xLoD 32,61 1,07 3,29
Treponema 630/665
5xLoD
pallidum (Cy5) xto 31,86 1,24 3,88
Controlo negativo NEG N/A N/A

Tabela 19. Resultados do intra-ensaio do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. (Ct) = Ciclo-limite. ( X ) = média
aritmética do valor Ct, ( o ) = desvio padrdo, (CV %) = coeficiente de variacdo, NEG = negativo, N/A = ndo aplicavel.

Inter-lote

Os valores de inter-lote foram determinados com seis réplicas das diferentes amostras utilizando trés lotes do VIASURE

HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. A tabela seguinte apresenta um resumo dos resultados.

Alvo Canal Tipo de amostra Ct (x) c CV%
3xLoD 33,26 0,46 1,38
475/520
HSV-1 (FAM) 5xLoD 33,29 0,33 1,00
Controlo negativo NEG N/A N/A
3xLoD 30,98 0,86 2,78
530/565
- 5xLoD 32,70 0,58 1,79
HSV-2 (HEX)
Controlo negativo NEG N/A N/A
3xLoD 30,04 0,57 1,89
585/630
EIC (ROX) 5xLoD 30,26 0,56 1,86
Controlo negativo 29,97 0,69 2,31
3xLoD 33,53 0,76 2,26
Treponema 630/665
5xLoD
pallidum (Cy5) X 32,24 0,55 1,69
Controlo negativo NEG N/A N/A

Tabela 20. Resultados do inter-lote do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. (Ct) = Ciclo-limite. ( X ) = média
aritmética do valor Ct, ( 6 ) = desvio padrdo, (CV %) = coeficiente de variagdo, NEG = negativo, N/A = n3o aplicavel.

Inter-termociclador

Os valores de inter-termociclador foram determinados com quatro réplicas das mesmas amostras utilizadas para a
avaliacdo intra-ensaio, inter-ensaio e inter-lote, utilizando o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD

MAX™ System e trés sistemas BD MAX™ diferentes. A tabela seguinte apresenta um resumo dos resultados.
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Alvo Canal Tipo de amostra Ct (x) c CV%
3xLoD 33,71 0,52 1,54
475/520
HSV-1 (FAM) 5xLoD 32,68 0,59 1,79
Controlo negativo NEG N/A N/A
3xLoD 33,56 0,80 2,39
530/565
- 5xLoD 32,65 0,42 1,28
HSV-2 (HEX)
Controlo negativo NEG N/A N/A
3xLoD 29,51 0,77 2,59
585/630
EIC (ROX) 5xLoD 29,23 0,39 1,33
Controlo negativo 29,98 0,52 1,75
3xLoD 32,28 0,62 1,93
Treponema 630/665
5xLoD
pallidum (y5) xLo 31,19 0,40 1,29
Controlo negativo NEG N/A N/A

Tabela 21. Resultados do inter-termociclador do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. (Ct) = Ciclo-limite. ( % )=
média aritmética do valor Ct, ( 6 ) = desvio padrdo, (CV %) = coeficiente de variagdo, NEG = negativo, N/A = n3o aplicavel.

Em conclusdo, o estudo de precisdo confirmou o desempenho fidvel e a consisténcia do VIASURE HSV-1, HSV-2 &

Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.

12.4.3. Exatidao

A experiéncia de precisdo foi conduzida através da analise de painéis de programas de avaliacdo de qualidade externa
(EQA). Foram analisadas amostras contendo HSV-1, HSV-2 ou T. pallidum, entre outros microrganismos ndo-alvo. Todos os
resultados dos ensaios, apresentados na tabela seguinte, foram comparados com os relatérios finais fornecidos pelos

organizadores dos programas EQA.

Alvo ORA TP TN FP FN PPA NPA

HSV-1 1(0,51-1) 4 30 0 0 1(0,40-1) 1(0,88-1)

HSV-2 1(0,90-1) 12 22 0 0 1(0,74-1) 1(0,85-1)
Treponema pallidum 0,97 (0,85-0,99) 7 26 0 1 0,88 (0,47-0,99) 1(0,87-1)

Tabela 22. Resultados de precisdo utilizando o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. (ORA) = concordancia geral,
(TP) = verdadeiros positivos, (TN) = verdadeiros negativos, (FP) = falsos positivos, (FN) = falsos negativos, (PPA) = percentagem de concordancia positiva,
(NPA) = percentagem de concordancia negativa.

Em conclusdo, o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System proporciona uma elevada
precisdo na detecdao de DNA de HSV-1, HSV-2 e T. pallidum, com excelentes valores de NPA e PPA em todas as estirpes

testadas.

12.5. Especificidade e reatividade analitica

A especificidade e a reatividade analitica foram avaliadas para o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for
BD MAX™ System in silico e experimentalmente, utilizando diferentes materiais de partida, tais como estirpes de referéncia

certificadas, RNA/DNA de referéncia certificados e materiais de programas de avaliacdo de qualidade externa (EQA).
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12.5.1. Especificidade analitica

A especificidade analitica é a capacidade do ensaio para detetar o alvo pretendido. Existem quatro componentes a
considerar para a especificidade analitica: a reatividade cruzada, a coinfegdo, a interferéncia de agentes microbianos e a
interferéncia de substancias. A reatividade cruzada pode ocorrer quando microrganismos geneticamente relacionados
estdo presentes numa amostra de um doente, enquanto a interferéncia microbiana pode acontecer se esses
microrganismos geneticamente relacionados alterarem a dete¢do dos microrganismos-alvo quando estdo presentes. De
forma semelhante, o estudo de coinfecgdo visa avaliar se os microrganismos-alvo a diferentes concentragGes na mesma
amostra podem alterar a detegdo entre eles. Por ultimo, pode ocorrer interferéncia de substancias se a presenga de

substancias especificas potencialmente presentes na matriz da amostra afetar o desempenho da gqPCR.

Andlise in silico da reatividade cruzada

A reatividade cruzada foi avaliada utilizando sequéncias de referéncia dos agentes patogénicos do NCBI Genbank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e com ferramentas de alinhamento como a BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e um software de analise bioinformatica interno.

Os resultados apresentados mostram apenas sequéncias com uma percentagem de homologia superior a 80%. As
sequéncias alinhadas com uma percentagem de alinhamento inferior a 80% de homologia foram consideradas improvaveis

de serem detetadas.

Treponema pallidum

Todas as sequéncias analisadas apresentaram menos de 80% de homologia com o conjunto de oligonucleétidos e sondas

de T. pallidum.

A analise de reatividade cruzada in silico revelou 100% de homologia com Treponema paraluiscuniculi (Taxid ID: 53435 e
545766). No entanto, de acordo com uma pesquisa no NCBI, estas sequéncias revelaram-se heterotipicas ou

taxonomicamente sindnimas e também correspondem ao Treponema pallidum.

Portanto, nenhuma das sequéncias analisadas, incluindo as que apresentam uma homologia superior a 80%, pode afetar

a detegdo correta de Treponema pallidum.

Alfa-herpesvirus humano 1

Todas as sequéncias analisadas apresentaram menos de 80% de homologia com o conjunto de oligonucledtidos e sondas

do HSV-1.

A andlise de reatividade cruzada in silico revelou 98,33% de homologia com a estirpe 105640 do alfa-herpesvirus-1 do
chimpanzé (Taxid ID: 332937). O hospedeiro desta estirpe de alfa-herpes virus é o chimpanzé (Pan troglodytes). Os
herpesvirus sdo altamente especificos do hospedeiro e partilham uma longa evolugdo sincrénica com os seus hospedeiros.
No entanto, estes virus ndo foram identificados em humanos e ndo sdo considerados zoondticos neste momento, pelo que

nao interferem na detegdo do HSV-1.
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Portanto, nenhuma das sequéncias analisadas, incluindo as que apresentam uma homologia superior a 80%, pode afetar

a detegdo correta do HSV-1.

Alfa-herpesvirus humano 2

Todas as sequéncias analisadas apresentaram menos de 80% de homologia com o conjunto de oligonucledtidos e sondas

de HSV-2.

Em conclusdo, os desenhos dos alvos HSV-1, HSV-2 e T. pallidum do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay
for BD MAX™ System nao devem causar falsos positivos na detegao de Treponema pallidum, alfa-herpesvirus humano 1 e

alfa-herpesvirus humano 2 quando estdo presentes outros organismos.

Especificidade analitica: ensaio experimental

Reatividade cruzada: ensaio experimental

A reatividade cruzada do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System foi confirmada testando
um painel de diferentes microrganismos associados a sintomas de infe¢Ges sexualmente transmissiveis ou ambiental e
filogeneticamente relevantes. Quando possivel e estando disponiveis dados de concentragdo, os microrganismos
interferentes foram avaliados em niveis clinicamente relevantes (habitualmente de 1E+05 — 1E+06 UFC (unidade formadora
de coldnias)/mL no caso de bactérias/fungos e de 1E+04 — 1E+05 UFP (unidade formadora de placa)/mL no caso de virus).

Ndo foi detetada nenhuma reatividade cruzada entre nenhum dos seguintes microrganismos testados, exceto os

microrganismos visados.

Ensaio de reatividade cruzada

Acinetobacter baumannii 5377 [NCDC
KC 755]

Haemophilus influenzae, estirpe L-378

Listeria monocytogenes serovar 4b

Aspergillus fumigatus Fresenius 1863
CECT 2071

Hepatitis A HM175/18f

Virus da variola dos macacos

Atopobium vaginae

Virus de herpes simples tipo-1 1st WHO
IS for HSV-1

Mycoplasma genitalium, estirpe M30

Bacteroides fragilis

Virus de herpes simples tipo-2 1st WHO
IS for HSV-2

Mycoplasma hominis, estirpe LBD-4

Candida albicans

Virus Herpes 2, estirpe MS

Neisseria gonorhoeae, estirpe NCTC
8375 [B 5025]

Candida glabrata

Virus herpes humano 1, estirpe HF

Neisseria meningitidis, estirpe M2091

Candida krusei Issatchenkia orientalis
Kudryavtsev 1960 CECT 1433

Virus herpes humano 1, estirpe F

Proteous mirabilis NCDC 2059-70

Candida parapsilosis

Virus herpes humano 1, estirpe KOS
(ATCC-VR-1493)

Pseudomonas aeruginosa, estirpe RH
815

Candida tropicalis (Castellani)

Virus herpes humano 1, estirpe

Serratia marcescens subsp. marcescens

Berkhout 1923 CECT 1005 Maclintyre
chi di " . £ Virus herpes humano 2, estirpe ATCC- Staphylococccus aureus subsp. Aureus,
amydia trachomatis serovar 2011-2 estirpe Seattle 1945

Stenotrophomonas maltophilia, estirpe

Citrobacter freundii Virus herpes humano 2, estirpe G 810-2
, . Treponema pallidum DNA Control,
Enterobacter cloacae subsp. cloacae Virus do papiloma humano 16 Vircell

Enterococcus faecalis, estirpe-tipo
CECT 8120

Virus do papiloma humano 18

Treponema pallidum, estirpe Nichols

Enterococcus faecium vanA, estirpe
CECT 5253

Klebsiella oxytoca, estirpe MIT 10-5243

Treponema pallidum, estirpe SS14
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Ensaio de reatividade cruzada

Virus Epstein-Barr 1st WHO IS for - | Klebsiella pneumoniae, estirpe UHKPC57 | - Trichomonas vaginalis, QCMD TV18S- _

Epstein-Barr Virus EBV 01

Ureaplasma urealyticum T-estirpe 960

ichi j estirpe-ti - Listeria i - -
Escherichia coli estirpe-tipo isteria innocua (CX8) [960, CIP 103755, NCTC 10177]
Gardnerella ;%%lgg]hs 594 [NCTC - Listeria ivanovii subsp. londoniensis - Virus varicela z0ster, estirpe Ellen -
Haemophilus ducreyi Classe | - Listeria monocytogenes serovar 1/2 -

Tabela 23. Microrganismos patogénicos de referéncia incluidos no ensaio de reatividade cruzada. O resultado + ou - refere-se ao resultado positivo ou
negativo obtido nos diferentes canais, consoante o alvo detetado. No caso de um microrganismo testado ser um dos alvos detetados pelo dispositivo,
obtém-se um resultado positivo no canal correspondente, mas obtém-se um resultado negativo nos outros canais.

Em conclusdo, os resultados dos ensaios de reatividade cruzada indicam uma elevada especificidade do VIASURE HSV-1,
HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System, reduzindo assim o risco de resultados falsos positivos. Uma vez
que ndo foram observadas amplificagdes ndo especificas com outros microrganismos relacionados, isto sugere que o

dispositivo é capaz de distinguir com precisdo os alvos.

Estudo de coinfeccdo

Foi realizado um estudo de coinfegdo utilizando estirpes de virus herpes humano 1, estirpe KOS (ATCC® VR-1493, Ref. FR-
310 (IRR)), virus de herpes simples tipo 2, estirpe MS (Ref. 0810006CF (Zeptometrix)) e Treponema pallidum, estirpe SS14
(Washington University) em diferentes concentragdes, para confirmar que a presenca de qualquer um deles,
independentemente da concentracgdo, ndo altera a detec¢do entre eles. Foram analisadas trés amostras naturais de matriz
negativa de lesdo cutanea contaminadas com o material de referéncia, um alvo em baixa concentrag¢do (3xLoD) e os outros

alvos em concentragdo muito alta, geralmente 1E+04 — 1E+05 unidades/mlL, se possivel.

Os resultados confirmam que a dete¢do dos microrganismos-alvo nao é alterada quando analisada com o VIASURE HSV-1,

HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System em coinfec¢do em diferentes concentragdes.

Estudo de agentes microbianos interferentes

Foi realizado um estudo de interferéncia microbiana para analisar os potenciais agentes microbianos interferentes para o
VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. Foi testado um painel de diferentes
microrganismos relevantes do ponto de vista clinico, ambiental e filogenético na presenca dos alvos HSV-1, HSV-2 e T.
pallidum, utilizando uma matriz natural negativa de lesdo cutdnea contaminada com virus herpes humano 1, estirpe KOS
(ATCC® VR-1493, Ref. FR-310 (IRR)), virus de herpes simples tipo 2, estirpe MS (Ref. 0810006CF (Zeptometrix)) e Treponema
pallidum, estirpe SS14 (Washington University). Quando possivel e estando disponiveis dados de concentragado, os virus, as
bactérias e/ou fungos interferentes foram avaliados a niveis clinicamente relevantes (habitualmente de 1E+05 — 1E+06 ufc
(unidade formadora de coldnias)/mL no caso de bactérias/fungos e de 1E+04 — 1E+05 ufp (unidade formadora de placa)/mL

no caso de virus).

Um controlo de matriz positiva (Positive Matrix Control, PMC) e um controlo de matriz negativa (Negative Matrix Control,
NMC) foram incluidos como controlos do ensaio. O PMC corresponde a matriz negativa enriquecida (spiked) com estirpes-
alvo especificas sem qualquer agente microbiano interferente, enquanto o NMC corresponde a matriz negativa sem

qualquer agente microbiano interferente.
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Nome do microrganismo Concentragado testada | Resultado
PMC N/A N.I
NMC N/A N.I
Aspergillus fumigatus Néo disponivel N.I
Atopobium vaginae 4,52E+03 ufc/uL N.I
Candida albicans 4,18E+03 ufc/uL N.I
Candida glabrata 2,46E+03 ufc/uL N.I
Candida parapsilosis N&o disponivel N.I
Candida tropicalis 3,04E+04 cp/uL N.I
Chlamydia trachomatis serovar E 3,20E+06 IFU/mL N.I
Enterobacter cloacae 1,28E+03 ufc/uL N.I
1st WHO IS for Epstein-Barr Virus EBV 5,00E+04 1U/mL N.I
Gardnerella vaginalis 594 [NCTC 10287] 4,40E+05 ufc/mL N.I
Haemophilus ducreyi Classe | 1,40E+02 cp/uL N.I
Haemophilus influenzae 1,20E+03 ufc/uL N.I
Hepatite A 2,80E+03 TCID50/uL N.I
Klebsiella oxytoca N3ao disponivel N.I
Klebsiella pneumoniae Nao disponivel N.I
Listeria innocua N&o disponivel N.I
Listeria ivanovii, subsp. londoniensis N&o disponivel N.I
Listeria monocytogenes (CECT 4031) 2,90E+03 ufc/pL N.I
Listeria monocytogenes (CECT 935) 2,70E+03 ufc/pL N.I
Mycoplasma hominis 4,40E+03 ufc/puL N.I
Mycoplasma genitalium 3,80E+03 ufc/uL N.I
Neisseria gonorhoeae 6,20E+03 ufc/pL N.I
Neisseria meningitidis 5,70E+04 ufc/uL N.I
Pseudomonas aeruginosa 4,90E+04 ufc/uL N.I
Staphylococccus aureus 4,60E+04 ufc/uL N.I
Stenotrophomonas maltophilia 9,20E+03 ufc/pL N.I
Ureaplasma urealyticum 2,00E+04 ufc/pL N.I
Acinetobacter baumannii 5377 [NCDC KC 755] 8,10E+05 ufc/mL N.I
Bacteroides fragilis 3,40E+02 cp/uL N.I
Enterococcus faecalis, estirpe-tipo 5,00E+05 ufc/mL N.I
Enterococcus faecium vanA 3,50E+05 ufc/mL N.I
Virus do papiloma humano 16 1,00E+03 IU/puL N.I
Virus do papiloma humano 18 1,00E+03 IU/puL N.I
Serratia marcescens 2,30E+05 ufc/mL N.I
Virus Varicella-Zoster 7,26E+04 ufc/mL N.I
Citrobacter freundii, estirpe-tipo 6,20E+02 ufc/uL N.I
Escherichia coli, estirpe-tipo 5,20E+02 ufc/uL N.I
Proteous mirabilis 2,55E+01 ufc/pL N.I
Virus da variola dos macacos 1,50E+03 cp/mL N.I

coldnia, (cp): copias, (IFU): unidade infeciosa.

microrganismos testados.

Tabela 24. Ensaio de agentes microbianos interferentes. N.l. = Sem interferéncia, (PMC) = positive matrix control, (NMC) = negative matrix control,
(TCID50): dose infeciosa em cultura de tecido 50% (sigla em inglés), (IU): unidades internacionais (sigla em inglés), (ufc): unidades formadoras de

Em conclusdo, ndo foi observada nenhuma interferéncia na detecdo do 4acido nucleico-alvo com nenhum dos
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Estudo de substancias interferentes

Foi realizado um estudo de substancias interferentes para testar o potencial efeito interferente de substancias endégenas
e exogenas sobre o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. Foram adicionadas um total
de 22 substancias potencialmente interferentes a matriz natural negativa de lesdo cutanea contaminada com as estirpes
de referéncia: virus herpes humano 1, estirpe KOS (ATCC® VR-1493, Ref. FR-310 (IRR)), virus de herpes simples tipo 2, estirpe
MS (Ref. 0810006CF (Zeptometrix)) e Treponema pallidum, estirpe SS14 (Washington University); e avaliadas com seis

réplicas.

Um controlo de matriz positiva (Positive Matrix Control, PMC) e um controlo de matriz negativa (Negative Matrix Control,
NMC) foram incluidos como controlos do ensaio. O PMC corresponde a matriz negativa contaminada com estirpes-alvo
especificas sem qualquer substancia interferente, enquanto o NMC corresponde a matriz negativa sem substancias

interferentes nem microrganismos/material de referéncia adicionados. Os resultados seguintes foram obtidos:

Nome da substancia Concentracao testada Resultado
PMC N/A N.I.
NMC N/A N.I.
Aciclovir 6,60E-02 mg/mL N.I.
Albumina 1,00E+01mg/mL N.I.
Sangue total 1,00E+00% (v/v) N.I.
Leucécitos/monécitos 1,00E+06 célula/mL N.I.
Mucina 2,50E+00 mg/mL N.I.
Clamiox (hidrocortisona) 2,50E+00 mg/mL N.1.
Neosayomol (difenhidramina) 3,87E-02 mg/mL N.I.
Letibalm (balsamo labial) 2,50E+00 mg/mL N.I.
Caseina 7,00E+00 mg/mL N.I.
Hemoal (benzocaina) 2,50E+00 mg/mL N.1.
Durex Frescor 5,00E+01 pl/mL N.I.
SOIVRE Intim Oil 5,00E+01 pl/ml !
1,25E+01 pl/mL N.1.
Liade 7,20E+00 mg/mL N.I.
Urina feminina 1,00E+01% (v/v) N.I.
Urina masculina 1,00E+01% (v/v) N.I.
Fezes 2,20E-01 % (v/v) N.I.
Sémen 5,00E+00% (v/v) N.I.
Halibut 2,50E+00 mg/mL N.I.
Creme vaginal 7,50E-01 mg/mL N.I.
Amido de milho 2,50E+00 mg/mL N.1.
2,64E+00% (v/v) [
Talquistina 6,60-01% (v/v) !
3,30E-01% (v/v) |
1,70E-01% (v/v) N.I.
Tioconazol 2,50E+00 mg/mL N.1.

Tabela 25. Potenciais substancias interferentes. N.I: sem interferéncia notificavel / I: interfere.
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Foram testadas diferentes substancias potencialmente interferentes, tanto endégenas como exégenas, no VIASURE HSV-
1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. Foi observada interferéncia ao testar SOIVRE Intim Qil a 50
uL/mL e Talquistina a 2,64% (v/v). Foram realizadas diluicdes até se atingir a concentragdo em que estes efeitos de
interferéncia deixaram de ser observados: 12,5 uL/mL para SOIVRE Intim Qil e 0,17% (v/v) para Talquistina. Os resultados
obtidos conduziram a conclusdo de que, nas concentragdes finais testadas, ndo se observa nenhuma interferéncia de

nenhuma das substancias avaliadas.

12.5.2. Reatividade analitica

A reatividade analitica pode ser definida como a percentagem de estirpes microbianas-alvo ou de amostras de DNA/RNA

que fornecem o resultado positivo correto. A reatividade analitica foi estudada in silico e através de ensaios experimentais.

Andlise in silico da reatividade analitica

A reatividade analitica do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System foi avaliada utilizando
bases de dados de sequéncias de nucledtidos de acesso publico, como o NCBI GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), e um software interno de analise bioinformatica, de modo a demonstrar que os

genes-alvo podem ser corretamente detetados pelo dispositivo em estudo. A andlise in silico do desenho dos
oligonucleétidos e das sondas foi realizada através do alinhamento com um total de 4941 sequéncias analisadas (sequéncias
descarregadas da base de dados com duplicados removidos) para T. pallidum, 9779 para HSV-1 e 8689 para HSV-2. Os

resultados obtidos sdo mostrados na tabela seguinte:

Treponema pallidum

Sequéncias alinhadas: 607

Gene . . Sequéncias com Sequéncias sem Sequéncias com
Sem mismatches Com mismatches ~ ) ~ = A
detecdo confirmada detec¢do deteg¢do desconhecida
16S rRNA 99,84% 0,16% 99,84% 0% 0,16%

Alfa-herpesvirus humano 1

Sequéncias alinhadas: 513

Gene . . Sequéncias com Sequéncias sem Sequéncias com
Sem mismatches Com mismatches . ) ,, Iy .
detecdo confirmada detegdo detecdo desconhecida
uL1 87,33% 12,67% 97,66% 0% 2,34%

Alfa-herpesvirus humano 2

Sequéncias alinhadas: 549

Gene

. . Sequéncias com Sequéncias sem Sequéncias com
Sem mismatches Com mismatches ~ ) ~ = n
detecdo confirmada detegdo detegdo desconhecida
us4 93,44% 6,56% 93,44% 0% 6,56%

Tabela 26. Reatividade analitica, ensaio in silico. “Sequéncias alinhadas” = numero de sequéncias alinhadas sem ou com discrepancias a partir do total
de sequéncias analisadas, “Sequéncias com detecdo confirmada” = sequéncias sem discrepancias ou analisadas experimentalmente cuja deteg¢do é
garantida,”Sequéncias sem dete¢do” = sequéncias previamente analisadas in silico cuja dete¢do experimental ndo pode ser garantida devido a
evidéncias experimentais negativas anteriores,”Sequéncias com detec¢do desconhecida” = sequéncias previamente analisadas in silico cuja detegao
experimental ndo pode ser garantida devido a falta de evidéncias experimentais.

Em resumo, a analise de inclusividade demonstrou uma dete¢do correta dos genes 16S rRNA, UL1 e US4 de T. pallidum,

HSV-1 e HSV-2, respetivamente, com o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.
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Reatividade analitica, ensaio experimental

A reatividade analitica do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System para HSV-1 foi avaliada
comparativamente com o DNA do virus herpes humano 1, estirpe HF (codigo ATCC VR-260), virus herpes humano 1, estirpe
Maclintyre (cddigo ATCC VR-539), virus herpes humano 1, estirpe F (cédigo ATCC VR-733) e “1st WHO IS for Herpes Simplex
Virus type-1 (HSV-1) (NIBSC 16/368)”, apresentando resultados positivos.

A reatividade analitica do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System para HSV-2 foi avaliada
comparativamente com o DNA do virus herpes humano 2, estirpe G (cédigo ATCC VR-3393), virus herpes humano 2, estirpe
ATCC-2011-2 (cédigo ATCC VR-1779) e “1st WHO IS for Herpes Simplex Virus type-2 (HSV-2) (NIBSC 17/122)”, apresentando

resultados positivos.

A reatividade analitica do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System para T. pallidum foi
avaliada comparativamente com o DNA do Treponema pallidum, estirpe Nichols (University of Washington) e Treponema

pallidum DNA Control (Vircell MBC109), apresentando resultados positivos.

12.6. Rastreabilidade metrolégica

Este ensaio ndo foi concebido para fins de medigdo.

13. Caracteristicas de desempenho clinico

O desempenho clinico do VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System foi testado utilizando
amostras de esfregacos de lesGes cutaneas anogenitais e orais recolhidas por pessoal de enfermagem utilizando o Copan
eSwab®. Para a colheita, o esfregaco estéril (FLOQSwab) foi colocado no frasco fornecido contendo 1 mL de Copan’s Liquid

Amies Elution Swab. Os resultados foram os seguintes:

O PO de a O d O de aba O A O

Certest Biotec S.L. HSV-1
Saragoca, Espanha) em colaboragdo com o Hospital Esfregaco de lesdo
( goga, Espanh ) ¢ P N gacode BD MAX™ ExK™ TNA-3 kit + BD
1 Universitario Miguel Servet (Saragoga, Espanha) cutanea anogenital e oral MAX™ Svst HSV-2
stem
utilizando amostras do Biobanco del Sistema de Salud de (Estudo retrospetivo) v
Aragén (BSSA) T. pallidum
. Esfregaco de lesdo . HSV-1
Certest Biotec S.L. . . BD MAX™ ExK™ TNA-3 kit + BD
2 N cutanea anogenital e oral HSV-2
(Saragoga, Espanha) utilizando amostras da Cerba Xpert . MAX™ System
(Estudo retrospetivo) T. pallidum

Tabela 27. Centro, tipo de amostra, fluxo de trabalho e alvo.

Foram calculados os verdadeiros valores positivos e negativos, os valores de falsos positivos e negativos, a sensibilidade, a
especificidade, os valores preditivos positivos (PPV), os valores preditivos negativos (NPV) e os racios de probabilidade (LR)
para o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System. Os resultados e a analise dos diferentes
estudos foram compilados como um Unico valor de referéncia devido ao facto de ambos os estudos terem utilizado o
mesmo método de referéncia, o mesmo tipo de amostras e os mesmos critérios de inclusdo/exclusdo. Os resultados sdo

apresentados na tabela seguinte:
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Ensaio Sensibilidade  Especificidade
comparador
188,4 0,029
0,98 1 1 0,99 ’ ’
Hsv-1 | 50 |96 | 0 | 1 ’ ’ (11,86- (0,006-
(0,90-1) (0,96-1) (0,93-1) | (0,94-0,99) 2992) 014)
Allplex™ Genital 190,2 0,03
0,98 1 1 0,99
142 Ulcer Assay Hsv-2 | 49 |97 | 0 | 1 ’ ’ (11,98- (0,006-
0,89-0,99 0,96-1 0,93-1 0,94-0,99
(Seegene) ( ) ( ) ( ) ( ) 3021) 0,14)
206,36 0,036
a//iT&um 40 11061 0 1 ( 807'?(? 99) (© 917-1) ( 911-1) (© 90é-9: 99) (12,98- (0,007-
P S ' ' 1205 3280) 0,173)

Tabela 28. Valores de verdadeiro positivo (TP) e negativo (TN), valores de falso positivo (FP) e negativo (FN), sensibilidade, especificidade, valores

preditivos positivos (PPV), valores preditivos negativos (NPV) e os racios de probabilidade (LR) para o VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum
Assay for BD MAX™ System.

Em conclusao, os resultados mostram uma concordancia elevada para detetar HSV-1, HSV-2 e T. pallidum utilizando o

VIASURE HSV-1, HSV-2 & Treponema pallidum Assay for BD MAX™ System.
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Marcas comerciais

BD MAX™ é uma marca registada da Becton, Dickinson and Company.
Direitos de modificacdo reservados. Todos os direitos reservados. © Certest Biotec, S.L.

Todas as outras marcas comerciais que possam aparecer neste folheto informativo sdo propriedade dos respetivos titulares.

Certest Biotec, S.L.
J Pol. Industrial Rio Gallego Il, Calle J, N° 1, 50840, San Mateo de Gallego, Zaragoza (Espanha)

Tel. (+34) 976 520 354 | viasure@certest.es | www.certest.es

Informagodes sobre o representante na Australia: Becton Dickinson Pty Ltd., 66 Waterloo Road.
Macquarie Park NSW 2113, Australia
Informagodes sobre o representante na Nova Zelandia: Becton Dickinson Limited, 14B George Bourke Drive.

Mt. Wellington Auckland 1060, Nova Zelandia

Controlo de alteragées

Versao n.’ Alteragées Data

Versdo original
00 Esta versdo é uma tradugdo do documento original em inglés: 27-07-2025
IU0-444222en0725.00

Tabela A 2. Tabela de controlo de alteragées.

Revisdo: 00
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