VIASURE
by [(Yjtest

Real Time PCR Detection Kit

Mycoplasma genitalium with Macrolide

Resistance Assay for BD MAX™ System

Instrucoes de utilizacao




IUo-444224pt0226.00T00

Estas Instrugdes de utilizagdo aplicam-se as seguintes referéncias:

PRODUTO REFERENCIA

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™

System 444224

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

EN To download IFUs in other languages, please visit certest.es/viasure/labeling. Once there, please follow the

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

BG 3a ga usternuTte MHCTPYKUMUTE 3d ynoTpeba (IFU) Ha gpyru e3unum, Mond, otuaeTe Ha certest.es/viasure/labeling.
Cnepn ToBa cnefpaiite MHCTPYKUMUTE, 30 Ad MOAYyYMTe OOCTbN OO0 Heobxogmmms Bu esnk. Ako mMaTe Hy»kgd oT

LOMb/IHUTENTHA MHAOPMALLMSA, MOJIS, CBbPXKETE Ce C: viasure@certest.es.

CS Chcete-li si stdhnout ndvody k pouziti (IFU) v jinych jazycich, prejdéte na strdnku certest.es/viasure/labeling. Jakmile
se tam dostanete, postupujte podle pokynl pro pfistup k pozadovanému jazyku. Pokud potfebujete dalsi informace,

kontaktujte prosim: viasure@certest.es.

DA Hyvis du vil downloade brugsanvisninger pd andre sprog, kan du ga til certest.es/viasure/labeling. Nér du er der, bedes
du felge instruktionerne for at f& adgang til det sprog, du har brug for. Hvis du har brug for yderligere oplysninger, kan

du kontakte: viasure@certest.es.

DE Um die IFUs in anderen Sprachen herunterzuladen, gehen Sie bitte zu certest.es/viasure/labeling. Wenn Sie dort sind,
folgen Sie den Anweisungen, um auf die gewlinschte Sprache zuzugreifen. Wenn Sie weitere Informationen benétigen,

wenden Sie sich an: viasure@certest.es.

EL I AMqym twv 08nyies xpriong (IFUs) og dAdes yAbooes, PetaBeite ot StevBuvon certest.es/viasure/labeling. MoA gtdoete

exel, akolovOnote T 0dnyieg ya va amoktioete TpocBacn otn yAwooa Tov xpewdleote. Eav ypeldleote mpodobeteg

TIAnpo@opies, erukovwvnote Pe T Stevbuvon: viasure@certest.es.

ES Para descargar las Instrucciones de Uso (IFU) en otros idiomas, por favor, entre en certest.es/viasure/labeling. Una
vez esté dalli, siga las instrucciones para acceder al idioma que necesite. Si necesita informacién adicional, contacte:

viasure@certest.es.

FR Pour télécharger la notice d'utilisation (IFU) dans d'autres langues, consultez certest.es/viasure/labeling. Une fois sur
le site, suivez les instructions pour accéder & la langue de votre choix. 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 A haszndlati utasftdsok (IFU-k) mds nyelveken torténd letoltéséhez kérjilk, IGtogasson el a certest.es/viasure/labeling
weboldalra. Ha ott van, kdvesse az utasitdsokat a kivant nyelv eléréséhez. Ha tovdbbi informdcidra van sziksége, kérjik,

forduljon a kdvetkezd cimre: viasure@certest.es.
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IT Per scaricare le istruzioni per I'uso (IFU) in altre lingue, vai su certest.es/viasure/labeling. Una volta che sei li, segui le
indicazioni per accedere alla lingua di cui hai bisogno. Se hai bisogno di ulteriori informazioni, contatta:

viasure@certest.es.

LT Norédami atsisiysti naudojimo instrukcijg kitomis kalbomis, apsilankykite adresu certest.es/viasure/labeling. Atidare
§j tinklalapj vykdykite rodomas instrukcijas, kol rasite reikiamg kalbg. Jei reikia daugiau informacijos, kreipkités adresu:

viasure@certest.es.

LV Lai lejupieladétu lietoSanas pamacibu citds valodads, 1Gdzu, apmeklégjiet vietni certest.es/viasure/labeling. Péc vietnes
lapas atvérdanas izpildiet noradijumus, lai pieklitu vajadzigajai valodai. Ja nepiecieSama papildu informacija, ladzu,

sazinieties ar: viasure@certest.es.

NB Hvis du vil laste ned en bruksanvisning (IFU) pd et annet sprdk, kan du gé inn pd certest.es/viasure/labeling. Folg

instruksjonene pd nettsiden for & f& tilgang til det sprdket du ensker.. Hvis du trenger ytterligere informasjon, kan du

sende en e-post til: viasure@certest.es.

PT Para transferir instrugdes de utilizagdo (IFU) noutros idiomas europeus, aceda a certest.es/viasure/labeling. Uma vez
14, siga as instrucdes para acessar ao idioma que pretende. Se necessitar de informagdes adicionais, entre em contacto

connosco através do: viasure@certest.es.

RO Pentru a descdrca instructiunile IFU in alte limbi, vd rug&im sd accesati certest.es/viasure/labeling. Dupd ce ati accesat
site-ul, urmati instructiunile pentru a selectiona limba necesard. Pentru informatii suplimentare, contactati:

viasure@certest.es.

SV For att ladda ner bruksanvisningen pd andra sprdk, gé in pd certest.es/viasure/labeling och folj instruktionerna. Om

du behdver ytterligare information, kontakta: viasure@certest.es.

SK Ak si chcete stiahnut ndvody na pouzitie v inych jazykoch, prejdite na strdnku certest.es/viasure/labeling. Po otvorenf{
strdnky postupujte podla pokynov na pristup k poZadovanému jazyku. Ak potrebujete dalSie informdcie, obrdtte sa na:

viasure@certest.es.

Fl Lataa suomenkielinen turvallisuusopas osoitteesta certest.es/viasure/labeling. Seuraa annettuja ohjeita. Mikdli tarvitset

lisatietoja, ota yhteyttd: viasure@certest.es.

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

idioma ndo 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 Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System é um teste de
gPCR automatizado concebido para a detecdo qualitativa de DNA de Mycoplasma genitalium e mutagoes
pontuais especificas (conferidas por substituicdes de base no 235 rRNA) implicadas na resisténcia aos
macrdlidos em esfregagos vaginais e amostras de urina de homens e mulheres, provenientes de doentes com
suspeita de infe¢cdo por M. genitalium pelo respetivo profissional de saude (PS). Este teste destina-se a ser
utilizado como um auxiliar no diagndstico de infe¢do por M. genitalium e na detecdo de potencial resisténcia
aos macrdlidos, em combinacdo com os sinais e sintomas clinicos do doente e/ou fatores de risco
epidemioldgicos. Os resultados positivos indicam a presenca de dcidos nucleicos (NA) alvo, mas ndo excluem
a presenca de NA de outros agentes patogénicos ndo detetados pelo teste. Os resultados negativos ndo
excluem a presenca dos NA alvo, e ndo devem ser utilizados como Unico fundamento para o tratamento ou
outras decisdes de gestdo do doente. O ensaio utiliza o BD MAX™ System para a extragdo automatizada de
DNA e gqPCR subsequente empregando os reagentes fornecidos em conjunto com reagentes universais e
descartdveis para o BD MAX™ System. O DNA ¢é extraido a partir de amostras, amplificado utilizando gPCR
e detetado utilizando oligonucledtidos especificos e sondas marcadas com moléculas fluorescentes para M.

genitalium e mutagdes no gene do 235 rRNA associadas & resisténcia aos macrdlidos.

O produto destina-se a ser utilizado por pessoal de laboratdrio qualificado e com formagdo, especificamente
instruido e treinado nas técnicas de PCR em tempo real e procedimentos de diagndstico /n vitro (incluindo

formagdo no instrumento de PCR em tempo real (termociclador) e no sistema de extragdo de dcido nucleico).

2. Resumo e explicagdo

As infegOes sexualmente transmissiveis (IST) constituem um problema de saude publica importante a nivel

mundial, afetando a qualidade de vida e causando morbilidade e mortalidade graves.

O Mycoplasma genitalium (MG) é uma causa comum de uretrite ndo gonocdcica (UNG) e uretrite ndo
clamidica em homens e cervicite em mulheres, sendo também referido como estando associado & doenca
inflamatdria pélvica, infertilidade e parto prematuro (Baumann et al., 2018; Jensen et al., 2022; van der Schalk
et al,, 2020). O MG é um organismo em forma de frasco com um orgdnulo terminal ligeiramente curvado,
capaz de causar inflamagdo no trato urogenital por adesdo das células epiteliais do hospedeiro,
desencadeando sinais inflamatérios agudos através de sensores imunoldgicos inatos altamente expressos
(Gnanadurai & Fifer, 2020). Este microrganismo é um organismo de crescimento lento conhecido por ser o
procarionte mais pequeno capaz de replicagdo independente, que surgiu nas ultimas décadas como um
agente patogénico de transmissdo sexual devido & sua capacidade de colonizar o trato reprodutor de
homens e mulheres (Gnanadurai & Fifer, 2020; Jensen et al., 2022). A infe¢do por MG durante a gravidez tem

sido associada a parto prematuro e pode desempenhar um papel na perda precoce da gravidez e em
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infecbes neonatais (Heavey, 2017). Pode coexistir com Chlamydia trachomatis e outras infegses

sexualmente transmissiveis, tornando dificil determinar os seus efeitos independentes (Heavey, 2017).

Os macrdlidos s@o uma classe de fdrmacos utilizados no tratamento de vdrias infecdes bacterianas, como
pneumonia, sinusite, faringite, amigdalite, infe¢des cut@ineas ndo complicadas e otite média ou infegdo por
Helicobacter pylorii mas também sdo frequentemente utilizados para tratar infe¢des sexualmente
transmissiveis, como infe¢bes gonocdcicas e clamidicas (Patel & Hashmi, 2023). O mecanismo de acgdo
consiste na ligagdo & subunidade ribossémica 50S bacteriana (préxima do sitio da peptidil transferase
(regi@o V)) ou aos residuos A2058 e A2059 (numeraglo de Escherichia col)) de 23S rRNA, causando a

cessacdo da sintese proteica bacteriana (van der Schalk et al., 2020).

A crescente questdo da resisténcia aos macrdlidos é uma preocupacdo séria, com taxas de resisténcia global
variando entre 30% e 100% (Gnanadurai & Fifer, 2020). As bactérias desenvolvem resisténcia aos
macrdélidos principalmente através de dois mecanismos: polimorfismos de nucleotideo uUnico (SNP) e
metilagdo de rRNA. No entanto, uma vez que o MG ndo possui as enzimas necessdrias para a metilagdo, sé
pode desenvolver resisténcia através da modificagdo do alvo através de SNP (van der Schalk et al., 2020). A
resisténcia resulta frequentemente de uma mutagdo de base Unica na posigdo A2058 ou A2059 (com base
na numeracdo Escherichia colj no 23S rRNA, com impacto minimo na aptiddo bacteriana, permitindo a
continuagdo da transmissdo (Gnanadurai & Fifer, 2020). A azitromicina é o macrdlido mais utilizado para
tratar infe¢bes por MG, embora a josamicina e a pristinamicina também estejaom a ser recomendadas

(Gnanadurai & Fifer, 2020; Jensen et al., 2022; van der Schalk et al., 2020).

A cultura de MG é dificil, pois requer semanas a meses de crescimento, tornando os testes de suscetibilidade
padrdo impraticdveis. Embora os testes de suscetibilidade a antibidticos usando estirpes de MG cultivadas
em culturas de células Vero tenham produzido resultados semelhantes aos métodos tradicionais de diluicdo
em caldo, esta abordagem ndo € vidvel para laboratérios de diagndstico primdrio ou para a maioria dos

laboratdrios de referéncia (Gnanadurai & Fifer, 2020).

Devido & auséncia de parede celular, o MG ndo é visivel em secrec¢des genitais coradas por Gram. Além disso,
os testes seroldgicos baseados em anticorpos ndo sdo fidveis devido & reatividade cruzada com outros
micoplasmas, incluindo Mycoplasma pneumoniae (Gnanadurai & Fifer, 2020). No entanto, os testes de
amplificagdo de dcidos nucleicos (nucleic acid amplification tests, NAATs), como a reagdo em cadeia da
polimerase e a amplificagdo mediada por transcrigdo, fornecem uma detegdo precisa do MG (Baumann et
al.,, 2018; Heavey, 2017; Jensen et al., 2022). Os NAATs podem ser realizados em vdrios tipos de amostras
genitais, mas os esfregacos vaginais no caso das mulheres e as amostras de urina da primeira micgdo no
caso dos homens parecem fornecer os melhores resultados ao testar para MG (Heavey, 2017). Devido & alta
taxa de resisténcia antimicrobiana, recomenda-se a realizacdo de testes simultGneos de resisténcia

genotipica para orientar o tratamento adequado (Gnanadurai & Fifer, 2020).
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3. Principio do procedimento

O VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System foi concebido
para a detegdo e diferenciagdo qualitativa simultéinea de DNA de Mycoplasma genitalium e de marcadores
genéticos especificos associados d resisténcia e sensibilidade aos macrdlidos em esfregagos vaginais e
amostras de urina de homens e mulheres. Apds o isolamento do DNA, a identificacdo de M. genitalium e
marcadores genéticos de resisténcia e sensibilidade aos macrdlidos é realizada pela amplificagéio de uma
regidio especifica do gene da adesina MgPa de M. genitalium e do gene 235 rRNA, cujas mutagdes pontuais
especificas estdo implicadas na resisténcia e sensibilidade aos macrdlidos, utilizando oligonucleétidos
especificos e sondas marcadas com fluorescéncia. A populagdo-alvo do teste inclui individuos com sinais ou
suspeita de infecdo sexualmente transmissivel, parceiros sexuais de individuos com infegdo por M. genitalium
e populagdes de alto risco, como homens que fazem sexo com homens (HSH), individuos com VIH e doentes

que frequentam clinicas de satde sexual.

O VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System baseia-se na
atividade de exonuclease 5' da polimerase do DNA. Durante a amplificagdo do DNA, esta enzima hidrolisa a
sonda ligada & sequéncia de DNA complementar, separando o fluoréforo do quencher. Esta reagdo gera um
aumento no sinal fluorescente que é proporcional & quantidade do modelo-alvo. Esta fluorescéncia é

monitorizada no BD MAX™ System.

O VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System contém em cada
tubo todos os componentes necessdrios para realizar o ensaio PCR em tempo real (oligonucleétidos/sondas
especificos, dNTPs, tampdo, polimerase) num formato estabilizado?!, bem como um Controlo Interno
Enddgeno (EIC) (gene ”RNAse P humano) para o seguimento da integridade da amostra, para monitorizar o
processo de extracdo e/ou descartar a inibicdo da atividade da polimerase. Os genes de manutencgdo
(housekeeping) humanos estdo envolvidos na manutengdo celular bdsica e, por conseguinte, espera-se que

estejam presentes em todas as células humanas nucleadas e mantenham niveis de expressdo relativamente

constantes.
Alvo ‘ Canal Gene
Resisténcia aos macrdlidos 475/520 (FAM) 235 rRNA
Sensibilidade aos macrdlidos 530/565 (HEX) 235 rRNA
Mycoplasma genitalium 585/630 (ROX) Adesina MgPA
Controlo Interno Endégeno (EIC) 680/715 (Cy5h.5) RNAse P

Tabela 1. Alvo, canais e genes.

Tenha em atengdo que os termos "estabilizado" e "liofilizado" séo utilizados de forma indistinta e como sinénimos ao longo de todo o
documento.
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4. Reagentes fornecidos

O VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System inclui os

seguintes materiais e reagentes detalhados na Tabela 2:

Intervalo de
Reagente/Material Descrigto -
concentragdo
Lioprotetores e estabilizadores +6 g/100 mL*
Mycoplasma genitalium with Desoxirribonucleotideos +1 mM* 2 envelopes de 12
Macrolide Resistance fosfatados (dNTP) Folha 1F tubos
reaction tube Oligonucledtidos e sondas 0,2-1 nMol/pL* transparentes
Enzimas 10-100 U/reagdo*
Mistura de solugdo salina +13 mM 1 envelope de 24
Rehydration Buffer tube Selo 11 tubos
Tampdes (TRIS, pH) +67 mM transparentes

Tabela 2. Reagentes e materiais fornecidos com o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™
System com o N.° de Catdlogo 444224.
* Para componente em formato estabilizado, o intervalo de concentragdo indica o intervalo apds reidratagdo.

5. Reagentes e equipamentos necessdrios e ndo fornecidos

A seguinte lista inclui os materiais que sdo necessdrios para a utilizagdo, mas que ndo estdo incluidos no

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

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

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

o Vortex.

e Micropipetas (entre 2 e 1000 pL).

e Agua sem 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 como positivas ou negativas. A selegdo e validacéo do EPC e do
ENC devem ser feitas de acordo com os regulamentos locais, estaduais e/ou federais aplicdveis e com
os procedimentos padrdo 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.
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6. CondigOes de transporte, armazenamento e utilizagdo

e Os kits podem ser transportados e armazenados entre 2 a 30°C até & data de validade indicada na
etiqueta do kit.

e Evitar vibragdes durante o transporte, de modo a prevenir fugas de liquido.

e Apds aabertura 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:
Condicoes de o~ Condigdes em
Componente Condi¢des de armazenamento S o
transporte utilizacdo
* Consultar as
VIASURE Mycoplasma genitalium N ..

. . . Antes da utilizagdo: 2-30°C durante o prazo de condigcbes durante a
with Macrolide Resistance Assay validade indicado na etiqueta do kit utilizagdo de cada
for BD MAX™ System completo q ’ ¢

componente.

2-30°C durante o | Antes da utilizag@o: 2-30°C durante o prazo de

Mycoplasma genitalium with prazo de validade | validade indicado na etiqueta do kit.

Macrolide Resistance reaction tube
(folha 1F)

. . Temperatura ambiente.
indicado na Uma vez aberto o envelope com o gel de silica:

etiqueta do kit. 2-30°C por um perfodo mdximo de 28 dias.

Antes da utilizagGo: 2-30 °C durante o prazo de

. validade indicado na etiqueta do kit. .
Rehydration Buffer tube Temperatura ambiente.

Uma vez aberto o envelope com o gel de sflica:
2-30°C por um periodo mdximo de 28 dias.

Tabela 3. Resumo das condi¢Ses de transporte, armazenamento e utilizagdo do produto VIASURE Mycoplasma genitalium with
Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System e de cada componente.

7. Precaucgdes para o utilizador

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

e Para utilizagdo em diagndstico /n vitro.

e Asinstrucdes de utilizacdo do produto VIASURE e o Manual do utilizador do BD MAX™ System devem
ser lidos atentamente antes da utilizagdo do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide
Resistance Assay for BD MAX™ System. N&o realizar o ensaio antes de terem sido compreendidas as
informagdes sobre procedimentos, precaugdes de seguranca e limitagdes descritas neste documento.

e Ndo utilizar reagentes e/ou materiais apds a data de validade.

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

e Ndo utilizar os reagentes se o estojo exterior estiver aberto ou danificado aquando da recegdo.

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

danificados aquando da recegdo.

10



IUo-444224pt0226.00T00

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

Nd&o remover o material dessecante dos envelopes de aluminio.

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

Ndo 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 exposi¢do prolongada & 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 reacdo num formato estabilizado, normalmente depositada no fundo do
tubo, diferente do habitual (sem um formato cénico, ndo homogénea, de tamanho menor/maior e/ou
uma cor diferente de esbranquicado) ndo altera a funcionalidade do teste.

Assegurar que o tubo de reacgdo e o tubo de tampdo de rehidratacdo ficam bem encaixados durante a
preparacdo do suporte para tubos do BD MAX™ System.

No caso de outros testes de PCR serem realizados dentro da mesma drea geral do laboratdério, deve ter-
se o cuidado de assegurar que o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for
BD MAX™ System, o kit de extragGio BD MAX™ ExK™ TNA-3 ou quaisquer outros reagentes adicionais
que sejam necessdrios para realizar os testes e o sistema BD MAX™ ndo est@o contaminados. Evitar
sempre a contaminagdo microbiana e por ribonuclease (RNAse)/desoxirribonuclease (DNAse) dos
reagentes. Recomenda-se a utilizagdo de pontas de pipeta estéreis, descartdveis, sem RNAse/DNAse,
resistentes a aerosséis ou de deslocamento positivo. Utilizar uma ponta nova para cada espécime. E
necessdrio mudar de luvas antes da manipulacdo dos reagentes e dos cartuchos (BD MAX™ PCR
Cartridge).

De modo a evitar a contaminagdo do ambiente por amplices, n@o quebrar o BD MAX™ PCR Cartridge
apds a utilizagdo. Os selos do BD MAX™ PCR Cartridge foram concebidos para evitar a contaminagdo.
Conceber um fluxo de trabalho unidirecional. Deve-se comecar na drea de extracdo e, em seguida,
passar padra a drea de amplificagdo e de detegdo. Ndo colocar as amostras, os equipamentos e os
reagentes utilizados em contacto com a drea onde foi realizado o passo anterior.

Seguir as boas prdticas do laboratério. Utilizar vestudrio de protecdo, luvas descartdveis, éculos e
mdscara. Ndo comer, beber, fumar ou aplicar produtos de cosmética na drea de trabalho. Lavar as mdos
apéds terminar o teste. Evitar a contaminagdo e o contacto com a pele, olhos e roupa.

As amostras devem ser tratadas como potencialmente infeciosas e/ou com risco bioldgico, bem como
todos os reagentes e materiais que tenham sido expostos Gs amostras, e devem ser manuseados de
acordo com os regulamentos de seguranca nacionais. Tomar as precaugdes necessdrias durante a

colheita, transporte, armazenamento, tratamento e eliminagdo de amostras.
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e As amostras e reagentes tém de ser manuseados numa cdmara de seguranga bioldgica. Utilizar
equipamento de protecdo individual (EPI) consistente com as orientacdes atuais para o manuseamento
de amostras potencialmente infeciosas. Eliminar os residuos em conformidade com os regulamentos
locais e nacionais.

e Recomenda-se a descontaminagdo periddica dos equipamentos utilizados habitualmente, em especidal
de micropipetas e das superficies de trabalho.

e Em conformidade com o Regulamento (CE) n.° 1907/2006 (REACH), os ensaios VIASURE para o BD
MAX™ System ndo requerem Fichas de dados de seguranca devido & sua classificagdo como ndo
perigosos para a saude e o ambiente, porque ndo contém substéncias e/ou misturas que cumpram os
critérios de classificacdo de perigos disponiveis no Regulamento (CE) n.° 1272/2008 (CLP), ou que
estejam presentes em concentracdes superiores ao valor estabelecido no regulamento mencionado para
a sua declaracdo. Pode ser solicitada a Certest Biotec S.L. uma declaragdo que indique a dispensa da
Ficha de Dados de Segurancga do Material.

e Assegurar que a definicdo do programa de teste de PCR no BD MAX™ System ¢é feita seguindo as
instrucdes da seccdo "Protocolo de PCR" (par&metros de extracdo de amostras, cédigos de barras
personalizados, definicdes de PCR, etc.).

e Consultar o manual do utilizador do BD MAX™ System para obter informagdes sobre adverténcias,
precaucoes 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 teste

8.1. Colheita, transporte e conservac¢do de amostras

O VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System foi testado em
amostras de esfregacgos vaginais colhidos por profissionais de satde utilizando Copan eSwab® (zaragatoas
de eluigdo liquida Amies da Copan) e em amostras de urina de primeira miccdo de homens e mulheres
autocolhidas num recipiente estéril para recolha de amostras sem conservantes. Outros tipos de amostras

tém de ser validados pelo utilizador.

A colheita, conservacdo e transporte de espécimes devem ser realizados segundo as condi¢des 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 teste. Os espécimes submetidos a testes

moleculares tém de ser armazenados em condigbes controladas, de modo a que os dcidos nucleicos ndo se
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degradem durante o armazenamento. Devem ser evitados ciclos de congelagdo-descongelacdo para

prevenir a degradagdo da amostra e dos dcidos nucleicos.

Os espécimes clinicos tém de ser colhidos transportados e armazenados de acordo com orientagdes

laboratoriais e/ou manuais de politicas de laboratério apropriados.

Foi realizado um estudo de estabilidade de amostras interno com o VIASURE Mycoplasma genitalium with
Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System utilizando matriz vaginal negativa colhida em Copan
eSwab®, matriz de urina feminina e masculina inoculada com a estirpe de referéncia sensivel aos macrélidos
(Amplirun® Total Macrolide Resistant MGE Control) na concentragdo de 3xLoD. A estabilidade foi analisada
por meio de dois ensaios diferentes: estabilidade primdria (25°C: 4 horas e 2 dias; 4°C: 1 e 2 dias; -20°C: 12
meses), e estabilidade aninhada. Para o ensaio de estabilidade aninhada, as amostras incubadas a 25°C
durante 4 horas e as amostras incubadas a 4°C durante 1 dia foram analisadas 3 dias apds a adi¢do ao tubo
de tampdo de amostra (SBT); as amostras incubadas a 25°C durante 2 dias e as amostras incubadas a 4°C
durante 2 dias foram analisadas 7 dias apds a adigdo ao SBT. Além disso, as amostras foram analisadas
apds serem submetidas a cinco ciclos de congelacdo (a -80°C) e descongelagdo (a 25°C). Os resultados
mostraram um bom desempenho das amostras armazenadas em todas as condigdes testadas, cumprindo

os critérios de aceitacdo estabelecidos inicialmente.

8.2. Preparacdo da amostra e extracdo de DNA

Realizar a preparacdo das amostras de acordo com as recomendacdes nas instrugoes de utilizagdo do kit de

extracdo utilizado, BD MAX™ ExK™ TNA-3.

1. Pipetar 400 pL de esfregaco vaginal ou 750 pL de amostra de urina para um BD MAX™ ExK™ TNA-3
Sample Buffer Tube e fechar o tubo com uma tampa com septo. Assegurar uma mistura completa
através de agitacdo em vértex durante 1 minuto a alta velocidade. Prosseguir com o BD MAX™ System

Operation.

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

a homogeneizagdo adequada da amostra.

Ter em atengdo que os procedimentos de preparagdo para a extragdo especifica da aplicagdo devem ser
desenvolvidos e validados pelo utilizador e que algumas outras amostras podem requerer pré-

processamento.

8.3. Protocolo de PCR

Nota: Consultar o manual do utilizador do BD MAX™ System para obter instru¢cdes mais detalhadas.
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8.3.1. Programacgdo do teste de PCR para o VIASURE Mycoplasma genitalium with
Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System

Nota: Se jé tiver criado o teste para o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance 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

testes).
2) Clicar no botdo "Create" (Criar).

No separador "Basic Information" (Informacgées bdsicas):

3) No campo "Test Name" (Nome do teste), escrever o nome do teste: por ex., VIASURE MGM.
Nota: O nome do teste tem de ser Unico e pode ter um mdximo de vinte carateres.
4) No menu de lista pendente "Extraction Type" (Tipo de extracdo), 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
tampdo de reidratacdo).

6) No campo "Sample Extraction Parameters" (Parémetros de extracdo da amostra), selecionar "User

Defined" (Definidos pelo utilizador) e ajustar os valores dos seguintes par@metros (Tabela 4).

Sample Extraction Parameters Value (units)
(Par&metros de extragéio 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 da ponta da amostra) 1600 (steps)

500 (pL) (protocolo de amostras de urina)

S /e Vol Vol d t
ample Volume (Volume da amostra) 425 (uL) (protocolo de amostras vaginais)

Wash Volume (Volume de lavagem) 500 (pL)
Neutralization Volume (Volume de neutralizagdo) n.a.
DNase Heat Time na

(Tempo de aquecimento de DNase)
Tabela 4. Par@metros de extragto de amostras realizada com o BD MAX™ ExK™ TNA-3. n.a. = Ndo aplicdvel.

7) No campo "Ct Calculation" (Cdlculo 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 versdo posterior e estiverem a ser
utilizados tubos de encaixe com selo e cddigo de barras, no campo "Custom Barcodes" (Personalizar

cédigos de barra) selecionar a configuragdo seguinte:

d. "Snap-In 2 Barcode” (Cédigo de barras da posicdo de encaixe 2): 1F (relativamente a

Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance reaction tube).
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b. "Snap-In 3 Barcode” (Cédigo de barras da posicdo de encaixe 3): 11 (relativamente ao

Rehydration Buffer tube).

No separador "PCR Settings" (Definicdes de PCR):

9) No campo "PCR Settings" (Definigdes de PCR), introduzir os seguintes parGmetros descritos na

Tabela 5: "Alias" (até sete caracteres alfanuméricos), "PCR Gain" (Ganho de PCR), "Threshold"

(Limite), "Ct Min" (Ct Min.) e "Ct Max" (Ct Mdx.).

PCR Gain Threshold Ct Min Ct Max

(Ganho de PCR) (Limite) (Ct Min.) (Ct Mdx)
475/520 (FAM) Res 40 200 0 40
530/565 (HEX) Sen 40 200 0 40
585/630 (ROX) Mg 40 200 0 40
630/665 (Cyb) - - - - -

680/715 (Cy5.5) EIC 60 200 0 35/40*

Tabela 5. PCR settings (Definigdoes 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 interpretagéio 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.

*Devido & variabilidade do nimero de células humanas presentes nas amostras de uring, o valor do limite para o alvo do Controlo
Interno Endégeno (EIC) é de 35 para as amostras de esfregagos vaginais e de 40 para as amostras de urina de mulheres e homens,
de modo a garantir uma colheita adequada da amostra.

10) No campo "Color compensation” (Compensagdo de cor), introduzir os seguintes par&imetros (Tabela

6).
False Receiving Channel (Canal recetor falso)
Ul 175520 530/565  585/630  630/665 680/715
(Canal)
475/520 - 3,0 0,0 0,0 0,0
Excitation Channel EEEER 3.0 _ 0.0 0.0 0.0
(Canal de 585/630 0,0 0,0 - - 0,0
excitogdo) 630/665 0,0 0,0 0,0 0,0 -
680/715 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 6. Parmetros de "Compensagdo de cor”.

No separador "Melt Settings" (DefinicGes de fusdo) ndo é necessdria qualquer acdo, ndo é aplicdvel a este

produto.

No separador "Test Steps" (Etapas do teste):

11) Introduzir o nome da etapa (até vinte carateres) e programar os seguintes parGmetros 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
detecdo (Tabela 7). Clicar no botdo "Add" (Adicionar) para adicionar um novo passo e repetir até

serem definidos todos os passos necessdrios.
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Nota: O campo "Type" (Tipo) tem de estar vazio.

(Nome da etapa)

Step name Profile Type Cycles Time (s) Temperature  Detect

(Tipo de perfil) (Ciclos) (Tempo (s)) (Temperatura) (Detetar)

Initial denaturation

P IN-denaturation Hold 1 120 95°C -
(Desnaturacdo inicial)

Denaturation and
Annealing/Extension 10 95°C -
(Data collection)
(Desnaturagdo e
hibridizagdo/Extenséo 58 60°C v
(recolha de dados))

Annealing/Extension | 2-Temperature 45

Tabela 7. Protocolo de PCR.

No separador "Result Logic" (Légica de resultados):

12) No campo "Target" (Alvo), atribuir um nome do seu alvo: ou seja, Res (até sete caracteres
alfanuméricos). Repetir os passos 12-15 para cada alvo (ou seja, Sen ou Mg) seguindo as tabelas

especificas para o alvo que estd 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 Alias Type Analyze

(Comprimento de onda) (Alias) (Tipo) (Analisar)
475/520 Res PCR v
680/715 EIC PCR v

Tabela 8. Selegdo de canais de PCR em "Result logic" (Légica de resultados) para o alvo Res (Resisténcia aos macrdlidos).

Wavelength Alias Type Analyze

(Comprimento de onda) (Alias) (Tipo) (Analisar)
530/565 Sen PCR v
680/715 EIC PCR v

Tabela 9. Selegtio de canais de PCR em "Result logic" (Légica de resultados) para o alvo Sen (Sensibilidade aos macrélidos).

Wavelength Alias Type Analyze

(Comprimento de onda) (Alias) (Tipo) (Analisar)
585/630 Mg PCR v
680/715 EIC PCR v

Tabela 10. Selegdo de canais de PCR em "Result logic" (Légica de resultados) para o alvo Mg (Mycoplasma genitalium).

14) Clicar no botdo "Edit Logic" (Editar Iégical).

15) Na janela "Edit Logic" (Editar |dgica), sdo listadas todas as combinagdes de tipos de resultados. Para
cada linha, no menu pendente "Result" (Resultado), selecionar o resultado correspondente quando

se cumprem as condic¢des dessa linha, seguindo as Tabelas 11-13 para as amostras vaginais e as

Tabelas 14-16 para as amostras de urina.
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Amostras de esfregagos vaginais

Result Res EIC
(Resultado) (475/520) (680/715)
POS Valid (Vdlido) Valid (Vdlido)
UNR Valid (Vdlido) Invalid (Invdlido)
NEG Invalid (Invdlido) Valid (Vdlido)
UNR Invalid (Invdlido) Invalid (Invdlido)

Tabela 11. Lista da combinagdo de tipos de resultados e I6gica de resultados para o alvo Res (Resisténcia aos macrélidos) no
protocolo de amostras vaginais. Os resultados disponiveis sdo POS (Positivo), NEG (Negativo) e UNR (Ndo resolvido).

Result Sen EIC
(Resultado) (530/565) (680/715)
POS Valid (Vdlido) Valid (Vdlido)
UNR Valid (Vdlido) Invalid (Invdlido)
NEG Invalid (Invdlido) Valid (Vdlido)
UNR Invalid (Invdlido) Invalid (Invdlido)

Tabela 12. Lista da combinagdo de tipos de resultados e lI6gica de resultados para o alvo Sen (Sensibilidade aos macrélidos) no
protocolo de amostras vaginais. Os resultados disponiveis sdo POS (Positivo), NEG (Negativo) e UNR (Ndo resolvido).

Result Mg EIC
(Resultado) (585/630) (680/715)
POS Valid (Vdlido) Valid (Vdlido)
UNR Valid (Vdlido) Invalid (Invdlido)
NEG Invalid (Invdlido) Valid (Vdlido)
UNR Invalid (Invdlido) Invalid (Invdlido)

Tabela 13. Lista da combinagdo de tipos de resultados e légica de resultados para o alvo Mg (Mycoplasma genitalium) no
protocolo de amostras vaginais. Os resultados disponiveis sdo POS (Positivo), NEG (Negativo) e UNR (Ndo resolvido).

Amostras de urina

Result Res EIC
(Resultado) (475/520) (680/715)
POS Valid (Vdlido) Valid (Vdlido)
POS Valid (Vdlido) Invalid (Invdlido)
NEG Invalid (Invdlido) Valid (Vdlido)
UNR Invalid (Invdlido) Invalid (Invdlido)

Tabela 14. Lista da combinagdo de tipos de resultados e I6gica de resultados para o alvo Res (Resisténcia aos macrélidos) no
protocolo de amostras de urina. Os resultados disponiveis sdo POS (Positivo), NEG (Negativo) e UNR (Ndo resolvido).

Result Sen EIC

(RES Vi ele[o)] (530/565) (680/715)
POS Valid (Vdlido) Valid (Vdlido)
POS Valid (Vdlido) Invalid (Invdlido)
NEG Invalid (Invdlido) Valid (Vdlido)
UNR Invalid (Invdlido) Invalid (Invdlido)

IUo-444224pt0226.00T00

Tabela 15. Lista da combinagdo de tipos de resultados e l6gica de resultados para o alvo Sen (Sensibilidade aos macrélidos) no
protocolo de amostras de urina. Os resultados disponiveis sdo POS (Positivo), NEG (Negativo) e UNR (Ndo resolvido).
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8.3.2. Preparagdo do suporte para tubos do BD MAX™ System

1)

Result Mg EIC
(Resultado) (585/630) (680/715)
POS Valid (Vdlido) Valid (Vdlido)
POS Valid (Vdlido) Invalid (Invdlido)
NEG Invalid (Invdlido) Valid (Vdlido)
UNR Invalid (Invdlido) Invalid (Invdlido)

Tabela 16. Lista da combinagdo de tipos de resultados e Iégica de resultados para o alvo Mg (Mycoplasma genitalium) no
protocolo de amostras de urina. Os resultados disponiveis séio POS (Positivo), NEG (Negativo) e UNR (Ndo resolvido).

Nota: De acordo com o Ct Mdx. definido previamente (Tabela 5):

i. O tipo de resultado para os canais Res (475/520), Sen (530/565) ou Mg (585/630) é

considerado “Valid” (Vdlido) quando o valor de Ct obtido é <40; e “Invalid” (Invdlido)

quando o valor de Ct obtido é >40.

ii. O tipo de resultado para o canal EIC (680/715) é considerado “Valid” (Vdlido) quando o

valor de Ct obtido é <35 para amostras de esfregagos vaginais e <40 para amostras de

uring; e “Invalid” (Invdlido) quando o valor de Ct obtido é >35 e >40, respetivamente.

* Embora o valor-limite para o alvo do EIC em amostras de urina seja 40, é possivel ndo

observar a curva de amplificagdo no EIC em caso de sinal positivo no alvo Res ou Sen e

no alvo Mg. Neste caso, a légica de resultados é POS (Positivo). Consultar a Secgdo 9.

Interpretagdo dos resultados.

16) Clicar no botdo "Save" (Guardar) para guardar o teste.

Para cada amostra 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.

Determinar e separar o nimero de tubos de reagente de extragdo necessdrios (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 posicdo correspondente dentro da tira de reagentes TNA (Posicdo de

encaixe 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.

Determinar e separar o nimero apropriado de Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance

reaction tubes (folha 1F) e encaixe-los nas posicdes correspondentes na tira (Posicdo de encaixe 2,

cédigo de cor verde no suporte. Ver Figura 1).

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

18



IUo-444224pt0226.00T00

b. Para uma reidratacgdo correta, deve certificar-se de que o produto liofilizado estd no fundo do
tubo e ndo agarrado & drea 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 numero necessdrio de Rehydration Buffer Tubes (selo 11) e colocd-los nas posicdes
correspondentes na tira (Posi¢do de encaixe 3, cédigo sem cor no suporte para tubos. Ver Figura 1).

d. 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 estd no
fundo do tubo e ndo agarrado & drea superior do tubo ou ao vedante de aluminio. Bater
levemente cada tubo sobre uma superficie dura para se certificar que todo o tampdo se

encontra no fundo do tubo.

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

. Reservatdério de residuos
Tubos de encaixe

Pontas de pipetas

I T I I

#1 #2  #3 #4

ol|leo||o|e
Tubo de Tubo de
lise/libertacdo re0§.002 e|le||o]||o
(opcional)
Tlampao de W,
avagem
Tubo de reagente vag ollallollo
de extragdo N
Tampdo de AN
Tubo de eluicdo
reagdo 1 #1 #2 #3 #4
Tampéio de Tampdo de

rehidratac@o neutralizagdo

8.3.3. Configuracdo do instrumento BD MAX™

1) Selecionar o separador "Worklist" (Lista de trabalho) no ecrd "Run" (Executar) utilizando o software
v4.50A ou superior do BD MAX™ System.
2) No menu de lista pendente "Test" (Teste), selecionar o teste pretendido, ou seja, VIASURE MGM (se
ainda ndo tiver sido criado, consultar a secgdo 8.3.1).
3) 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.
4) Introduzir o nimero de identificacdo do Sample Buffer Tube no campo "Sample tube" (Tubo de
amostra), quer através da digitalizagdo do cddigo de barras com o leitor ou através de entrada

manual.
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5)

6)
/)

8)
9)

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 cddigos de barras dos Sample Buffer Tubes.
Certificar-se de que a identificacio 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 necessdrio de BD MAX™ PCR Cartridge no BD MAX™ System.

Fechar a porta do BD MAX™ System.

10) Clicar em "Start" (Iniciar) para iniciar o procedimento.

8.3.4. Relatdrio de resultados do BD MAX™

1)
2)
3)

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

Os botdes "Print" (Imprimir) e "Export" (Exportar) na parte inferior do ecrd serdo ativados.

Para imprimir os resultados:

1. Clicar no botdo "Print" (Imprimir).

2. Na janela de pré-visualizagdo "Print" (Imprimir) do relatdrio de execugdo, selecionar: "Run
Details" (Detalhes da execucdo), "Test Details" (Detalhes do teste) e "Plots" (Grdficos).

3. Clicar em "Print" (Imprimir) para imprimir o relatério ou clicar em "Export" (Exportar) para

exportar um PDF do relatério para uma pen USB.

Para exportar os resultados:

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

Export" (Exportacdo de resultados).

9. Interpretacdo dos resultados

Para uma descricdo 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 instrucbes de utilizacdo do

fabricante. O software do BD MAX™ System disponibiliza os valores de Ct e mostra as curvas de

amplificacdo 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 amplificag@io mostra um "0" como valor de Ct, é necessdrio analisd-la

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

do Ct Mdx. estabelecido (valor-limite).

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

com a ldgica de resultados definida, segundo as orientagdes de interpretacdo descritas nas Tabelas 17-18.

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 hd nenhum relatério de anomalia do BD MAX™
System. Tenha em atencdo que, de acordo com a légica de resultados definida, é possivel ndo observar a
curva de amplificacdo no EIC em amostras de urina em caso de sinal positivo nos alvos Mg e Res ou Sen.

Leia atentamente a interpretagdo para amostras de urina individuais do doente (Tabela 18).

Os resultados devem ser lidos e analisados utilizando as tabelas seguintes:

Interpretacdo de resultados para amostras de esfregagos vaginais

Resisténcia aos | Sensibilidade aos
macrélidos macrdlidos
(nome do alvo: (nome do alvo:
Res) Sen)

M. genitalium
(nome do alvo: Interpretagdo de amostras individuais do doente

Mg)

DNA de sensibilidade aos macrélidos e de M.
NEG POS POS genitalium detetado, DNA de resisténcia aos
macrdlidos ndo detetado

DNA de resisténcia aos macrdlidos e de M.
POS NEG POS genitalium detetado, DNA de sensibilidade aos
macrdlidos ndo detetado

DNA de resisténcia aos macrdlidos, sensibilidade
POS POS POS aos macrélidos e M. genitalium detetado
RESULTADO INCONCLUSIVO!

DNA de resisténcia aos macrdlidos e de
sensibilidade aos macrélidos detetado, DNA de M.
genitalium ndo detetado.
RESULTADO INCONCLUSIVO?

DNA de resisténcia aos macrdlidos detetado, DNA
POS NEG NEG de sensibilidade aos macrélidos e de M. genitalium
ndo detetado. RESULTADO INCONCLUSIVO!?

DNA de sensibilidade aos macrdélidos detetado,

NEG POS NEG DNA de resisténcia aos macrélidos e de M.
genitalium ndo detetado.

RESULTADO INCONCLUSIVO!

DNA de M. genitalium detetado, DNA de resisténcia
NEG NEG POS aos macrélidos e de sensibilidade aos macrdlidos
ndio detetado. RESULTADO INCONCLUSIVO!?

POS POS NEG

NEG NEG NEG DNA de resisténcia aos macrdlidos, sensibilidade
aos macrdlidos e M. genitalium ndo detetado
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Resisténcia aos | Sensibilidade aos

- i M. genitalium
macrélidos macrdlidos g

(nome do alvo: Interpretagdo de amostras individuais do doente
Mg)

(nome do alvo: (nome do alvo:
Res) Sen)

Resultado ndo resolvido (UNR) obtido na presenca
de inibidores na reacgdo de PCR, de amostras abaixo
UNR UNR UNR do limite de detegtio ou quando ocorre um problema
geral (ndo indicado por um cdédigo de erro) nas
etapas de processamento efou amplificagdo da

amostra.?
Resultado indeterminado do ensaio (IND). Devido a
IND IND IND anomalia do BD MAX™ System. Resultado do ensaio

apresentado no caso de falha do instrumento
associado a um cédigo de erro.4
Resultado incompleto do ensaio (INC). Devido a

INC INC INC anomalia do BD MAX™ System. Resultado do ensaio
apresentado no caso de falha de uma execugdo
completa. 4

Tabela 17. Interpretagdo de resultados para amostras de esfregagos vaginais.

1 E necessdrio repetir o teste. Recomenda-se a repeticéio do ensaio a partir do mesmo Sample Buffer Tube (SBT) ou da amostra
primdria, preparando um novo SBT. Em caso de resultado inconclusivo novamente, obter uma nova amostra (mais concentrada,

se possivel) e repetir o teste.

NOTA: As amostras de esfregacos vaginais podem ser mantidas sem transferéncia para o SBT durante um periodo mdximo de 2
dias, se armazenadas a 25°C ou 4°C. No caso de repetir o teste a partir do mesmo SBT, recomenda-se agitar manualmente o SBT
para garantir a homogeneizagdo adequada da amostra. Tenha em atengdo que as amostras de esfregacos vaginais podem ser
armazenadas no SBT durante um mdximo de 7 dias a 25°C ou 4°C (se anteriormente armazenadas a 25°C ou 4°C durante um

mdximo de 2 dias).

2 O kit deteta as seguintes mutagSes associadas a resisténcia aos macrélidos: gene 23S rRNA (A2058T, A2058C, A2058G,
A2059C, A2059G). Em caso de presenca de outra mutagdo, o kit ndo estd validado para a sua detecdo, portanto, a amplificagdo
serd observada no canal ROX (detecdo de M. genitalium) e ndo nos canais FAM e HEX (detecdo de resisténcia aos macrdlidos e

sensibilidade aos macrdlidos, respetivamente).

3 O Controlo Interno Endégeno (EIC) deve apresentar um sinal de amplificagdio com valor de Ct < 35 para ser considerado. Se
houver auséncia de sinal para o EIC ou o valor de Ct for >35, o resultado € considerado N&o Resolvido (UNR) e é necessdrio repetir
o teste. Verificar o relatério de resultados e os valores de Ct dos alvos selecionados e proceder em conformidade tendo em conta

o seqguinte:

I. Quando os resultados dos genes-alvo sdo invdlidos (Ct > 40), é necessdrio repetir o ensaio a partir do mesmo SBT ou da
amostra primdria, preparando um novo SBT. Se for novamente obtido um resultado UNR, devem ser considerados dois
cendrios. Por um lado, a concentracdo da amostra pode estar abaixo do LoD, portanto, recomendar-se-ia obter uma
amostra mais concentrada. Por outro lado, deve ser considerada a potencial presenca de inibidores na reagdo de PCR e
recomendar-se-ia diluir estas amostras 1/10. Seguir as diretrizes do laboratdério e/ou os manuais de politicas do

laboratdrio de microbiologia.

Il.  Quando os resultados dos genes-alvo de resisténcia aos macrdlidos, sensibilidade aos macrdlidos e/ou M. genitalium
sdo vdlidos (Ct < 40), é possivel ndo ver nenhuma amplifica¢@o ou amplificacdo de EIC com um valor de Ct > 35 ao testar
amostras altamente concentradas, devido a uma amplificagdo preferencial de dcidos nucleicos especificos do alvo. Se
for considerado necessdrio, diluir estas amostras na proporgdo de 1/10, preparar novamente o Sample Buffer Tube (SBT)

e repetir o teste. Seguir as diretrizes do laboratdrio e/ou os manuais de politicas do laboratdrio de microbiologia.
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4 Podem ser obtidos resultados Indeterminados (IND) ou Incompletos (INC) devido a uma falha do sistema e é necessdrio repetir

o teste. Consultar o manual do utilizador do BD MAX™ System para a interpretagdo dos cddigos de aviso e de erro.

Interpretacdo de resultados para amostras de urina

Resisténcia aos  Sensibilidade aos

o i M. genitalium
macrdlidos macrélidos g

(nome do alvo: Interpretacdo de amostras individuais do doente
Mg)

(nome do alvo: (nome do alvo:
Res) Sen)

DNA de sensibilidade aos macrdélidos e de M.
NEG POS POS genitalium detetado, DNA de resisténcia aos
macrélidos ndo detetado

DNA de resisténcia aos macrélidos e de M.
POS NEG POS genitalium detetado, DNA de sensibilidade aos
macrdlidos ndo detetado

DNA de resisténcia aos macrdlidos, sensibilidade
POS POS POS aos macrdélidos e M. genitalium detetado
RESULTADO INCONCLUSIVO!

DNA de resisténcia aos macrélidos e de
sensibilidade aos macrdlidos detetado, DNA de M.
genitalium ndo detetado. RESULTADO
INCONCLUSIVO!

DNA de resisténcia aos macrélidos detetado, DNA
POS NEG NEG de sensibilidade aos macrélidos e de M. genitalium
ndo detetado. RESULTADO INCONCLUSIVO!

DNA de sensibilidade aos macrélidos detetado,
DNA de resisténcia aos macrélidos e de M.
genitalium ndo detetado. RESULTADO
INCONCLUSIVO!

DNA de M. genitalium detetado, DNA de resisténcia
NEG NEG POS aos macrdélidos e de sensibilidade aos macrélidos
ndo detetado. RESULTADO INCONCLUSIVO12

POS POS NEG

NEG POS NEG

DNA de resisténcia aos macrdlidos, sensibilidade

NEG NEG NEG
aos macrdélidos e M. genitalium ndo detetado

DNA de sensibilidade aos macrdélidos e M.
UNR POS POS genitalium detetado, DNA de resisténcia aos
macrélidos ndo detetado 3

DNA de resisténcia aos macrdlidos e de M.
POS UNR POS genitalium detetado, DNA de sensibilidade aos
macrélidos ndo detetado 3

Resultado ndo resolvido (UNR) obtido na presenga
de inibidores na reagdo de PCR ou quando ocorre
UNR UNR UNR um problema geral (n&o indicado por um cédigo de
erro) nos passos de processamento e/ou
amplificagtio da amostra.*

POS POS UNR Nd&o resolvido (UNR) — Repetir teste *
POS UNR UNR Ndo resolvido (UNR) — Repetir teste !
UNR POS UNR Ndo resolvido (UNR) — Repetir teste ¢
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Resisténcia aos  Sensibilidade aos
macrdlidos macrdlidos
(nome do alvo: (nome do alvo:
Res) Sen)

M. genitalium
(nome do alvo: Interpretagdo de amostras individuais do doente

Mg)

UNR UNR POS Ndo resolvido (UNR) — Repetir teste *

Resultado indeterminado do ensaio (IND). Devido a
anomalia do BD MAX™ System. Resultado do

IND IND IND
ensaio apresentado no caso de falha do
instrumento associado a um cédigo de erro.5
Resultado incompleto do ensaio (INC). Devido a
1 ™
INC INC INC anomalia do BD MAX™ System. Resultado do

ensaio apresentado no caso de falha de uma
execugdo completa.®

Tabela 18. Interpretagdo de resultados para amostras de urina.

1 E necessdrio repetir o teste. Recomenda-se a repeticéio do ensaio a partir do mesmo Sample Buffer Tube (SBT) ou da amostra
primdria, preparando um novo SBT. Em caso de resultado inconclusivo novamente, obter uma nova amostra (mais concentrada,

se possivel) e repetir o teste.

NOTA: As amostras de urina podem ser mantidas sem transferéncia para o SBT durante um periodo mdximo de 4 horas, se
armazenadas a 25°C, ou durante 1 dia, se armazenadas a 4°C. Em caso de repeti¢do do teste a partir do mesmo SBT, recomenda-
se agitar manualmente o SBT para assegurar a homogeneizagdo adequada da amostra. Tenha em atengdo que as amostras de
urina podem ser armazenadas no SBT durante um mdximo de 3 dias a 25°C (se anteriormente armazenadas a 25°C durante um

mdximo de 4 horas) ou durante um mdximo de 3 dias a 4°C (se anteriormente armazenadas a 4°C durante um mdximo de 1 dia).

2 O kit deteta as seguintes mutagbes associadas a resisténcia aos macrdlidos: gene 235 rRNA (A2058T, A2058C, A2058G,
A2059C, A2059G). Em caso de presenca de outra mutagdo, o kit ndo estd validado para a sua detegdo, portanto, a amplificagdo
serd observada no canal ROX (detecdo de M. genitalium) e ndo nos canais FAM e HEX (detecdo de resisténcia aos macrdlidos e

sensibilidade aos macrdlidos, respetivamente).

3 Embora o valor-limite para o alvo do Controlo Interno Enddgeno (EIC) em amostras de urina seja 40, devido ao baixo nimero
de células humanas na urina, é permitido ndo observar a curva de amplificag@o no EIC no caso de sinal positivo nos alvos
resisténcia aos macrdlidos (canal FAM) ou sensibilidade aos macrdlidos (canal HEX) e Mycoplasma genitalium (canal ROX). Neste
caso, ndo existe risco de relato de um resultado falso positivo porque a amplificag@o deve ser observada simultaneamente em

dois canais diferentes.

4 O 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 Ndo Resolvido (UNR) e é necessdrio repetir o teste. Recomenda-se a
repeticdo do ensaio a partir do mesmo SBT ou a partir da amostra primdria preparando um novo SBT, ou obter uma amostra mais
concentrada. Também pode acontecer que o resultado Ndo Resolvido (UNR) se deva & presenca de inibidores na reagdo de PCR;
nestes casos, recomenda-se a diluicdo destas amostras na razdo de 1/10. Seguir as diretrizes do laboratdrio e/ou os manuais de

politicas do laboratério de microbiologia.

5 Podem ser obtidos resultados Indeterminados (IND) ou Incompletos (INC) devido a uma falha do sistema e é necessdrio repetir

o teste. Consultar o manual do utilizador do BD MAX™ System para a interpretacdo 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). Quando ocorre uma falha de controlo externo, é necessdrio

repetir o teste.
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Em caso de um resultado ambiguo continuo, é recomenddvel reler as instrugdes de utilizagdo, o processo de
extracdo 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 teste devem ser avaliados por um profissional de sadde no contexto da histdria clinica,

sintomas clinicos e outros testes diagndsticos.

10. Limitacoes do teste

e Osresultados do teste devem ser avaliados por um profissional de satde no contexto da histéria clinica,
sintomas clinicos e outros testes diagndsticos.

e O VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System apenas foi
validado com esfregacgos vaginais e amostras de urina de homens e mulheres.

e Para o bom desempenho do teste, o produto liofilizado deve estar no fundo do tubo e ndo agarrado &
drea 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 néo exista alvo
a ser detetado, pelo que é necessdrio selecionar apenas os canais onde os alvos estejam amplificados

ao realizar a interpretacgdo dos resultados. Contactar viasuresupport@certest.es para eventuais pedidos

de esclarecimentos.

e A qualidade do teste depende da qualidade da amostra; o dcido nucleico tem de ser corretamente
extraido das amostras clinicas.

e O teste é um teste qualitativo e ndo fornece valores quantitativos, nem indica o ndmero de organismos
presentes. Ndo € 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.

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

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

e Existe a possibilidade de resultados falsos positivos devido a contaminagdo cruzada por amostras de
M. genitalium resistentes aos macrdlidos e/ou amostras de M. genitalium sensiveis aos macrdlidos, que
contém elevadas concentracdes de DNA-alvo ou devido a contaminagdo com produtos de PCR de
reacdes anteriores.

e Resultados falsos negativos podem ser causados por vdrios fatores e respetivas combinagdes, incluindo:

o Métodos incorretos de colheita, transporte, armazenamento e/ou manuseamento de espécimes.
o Procedimentos de processamento incorretos (incluindo extracdo de DNA).

o Degradagdo do DNA durante a expedi¢do/armazenamento e/ou processamento das amostras.
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o Mutagdes ou polimorfismos em regides de ligacdo de oligonucledtidos ou sondas que podem
afetar a detegdo de estirpes novas ou desconhecidas de M. genitalium ou marcadores genéticos
de resisténcia e sensibilidade aos macrdlidos.

o Uma carga bacteriana no espécime abaixo do limite de dete¢do para o ensaio.

o A presenca de inibidores de qPCR ou de outros tipos de substdncias interferentes. Ndo foram
avaliados os efeitos de vacinas, algumas terapéuticas antivirais, antibidticos, fdrmacos
quimioterapéuticos ou imunossupressores, ou de antifingicos utilizados para prevenir infegbes
ou utilizados durante o tratamento da infegdo.

o O efeito de substancias interferentes apenas foi avaliado para as indicadas na secgdo 12.5.1
(estudo de substdncias interferentes) destas Instrugdes de utilizacdo. Consultar esta secgdo
para obter informagdes sobre as substdincias enddgenas e exdgenas mais comuns que induzem
interferéncia total ou parcial na reagdo de gPCR. Outras substéincias ndo indicadas nesta parte
podem conduzir a resultados erréneos.

o A ndo observéncia das instrugées de utilizagdo e do procedimento do ensaio.

O kit deteta as seguintes mutacdes associadas a resisténcia aos macrdlidos: gene 235 rRNA (A2058T,
A2058C, A2058G, A2059C, A2059G). A estirpe de M. genitalium resistente aos macrdélidos que contém
a mutacdo A2059T, que é menos prevalente, ndo pode ser detetada pelo dispositivo. Apenas neste caso,
é possivel observar amplificagdo no canal ROX (detegdo de M. genitalium) e ndo nos canais FAM e HEX
(detegdo de resisténcia aos macrdlidos e sensibilidade aos macrdlidos, respetivamente).

Um resultado de teste positivo ndo indica necessariamente a presenca de microrganismos vidveis e ndo
significa que estes microrganismos sdo infeciosos ou que sdo os agentes causadores de sintomas
clinicos. No entanto, um resultado positivo pode ser indicativo da presenca de sequéncias-alvo de M.
genitalium resistente aos macrdélidos e M. genitalium sensivel aos macrdlidos.

Resultados negativos ndo excluem a presenca de DNA de M. genitalium resistente aos macrdlidos e
sensivel aos macrdélidos numa amostra clinica e ndo devem ser utilizados como Unico fundamento para
o tratamento ou outras decisGes de gestdo do doente. Ndo foram determinados os tipos de espécimes
idedis e 0o momento em que se alcangam os niveis microbianos mdximos durante a infe¢do causada por
M. genitalium. Pode ser necessdria a colheita de vdrios espécimes (tipos e pontos temporais) do mesmo
doente para detetar o agente patogénico.

Se os testes de diagndstico para outras doengas sexualmente transmissiveis (DST) e/ou resisténcia
antimicrobiana forem negativos e as observagdes clinicas, os antecedentes do doente e as informagdes
epidemioldgicas sugerirem a possibilidade de infe¢do por M. genitalium, entdo deve considerar-se o
resultado como um falso negativo e deve discutir-se a possibilidade de testar novamente o doente.

Os valores de fluorescéncia podem variar devido a vdrios fatores, tais como: equipamento de PCR
(mesmo que seja do mesmo modelo), sistema de extracdo, tipo de amostra, tratamento prévio da

amostra, etc., entre outros.
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e Os valores preditivos positivos e negativos sdo altamente dependentes da prevaléncia em todos os
testes de diagndstico in vitro. O desempenho do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide
Resistance Assay for BD MAX™ System pode variar dependendo da prevaléncia e da populagdo
testada.

e Em caso de obtencdo de resultados ndo resolvidos, indeterminados ou incompletos utilizando o
VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System, serd
necessdrio repetir o teste. Os resultados ndo resolvidos podem dever-se & presenca de inibidores na
amostra ou a uma reidratacdo 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 Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System contém um
Controlo Interno Enddgeno (EIC) em cada tubo de reagdo que confirma o desempenho correto da técnica.
Além disso, a utilizagdo de controlos externos (EPC e ENC) permite confirmar o desempenho do ensaio. Os
controlos externos ndo sdo utilizados pelo BD MAX™ System para fins de interpretagdo de resultados, mas
s@o 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 dcidos nucleicos-alvo.

12.Caracteristicas de desempenho analitico

12.1. Linearidade analftica

A linearidade do ensaio foi determinada e confirmada testando uma série de diluices 1:10 sucessivas de
matriz vaginal, de amostras de urina de homens e mulheres contendo uma concentragéo conhecida de DNA
especifico e sintético pertencente a M. genitalium sensivel ou resistente aos macrdlidos (no intervalo de
2E+07 a 2E+00 cépias/pL). Foram calculados a média aritmética, o desvio-padrdo e o coeficiente de variagdo
dos valores de Ct, bem como a eficiéncia e o coeficiente de regressdo da reagdo de PCR, e inclui-se abaixo
exemplos do grdfico de amplificagdo resultante de um ensaio numa das matrizes avaliadas.

Figura 2. Diluigoes em série de um modelo de DNA sintético de M. genitalium sensivel aos macrdlidos (gene 23S rRNA (wild type) + gene
da adesina MgPA) (2E+07 a 2E+00 cépias/pL). Ensaio realizado no equipamento BD MAX™ System (canal 530/565 (HEX)).
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Figura 3. Diluigdes em série de um modelo de DNA sintético de M. genitalium resistente aos macrélidos (gene 23S rRNA (mutacdo
A2058C) + gene da adesina MgPA) (2E+07 a 2E+00 cépias/pL). Ensaio realizado no equipamento BD MAX™ System (canal 475/520
(FAM)).
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Figura 4. Diluigdes em série de um modelo de DNA sintético de M. genitalium resistente aos macrdlidos (gene 235 rRNA (mutagdo
A2058G) + gene da adesina MgPA) (2E+07 a 2E+00 cépias/pL). Ensaio realizado no equipamento BD MAX™ System (canal 475/520
(FAM)).
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Figura 5. Diluigdes em série de um modelo de DNA sintético de M. genitalium resistente aos macrdlidos (gene 235 rRNA (mutacdo
A2058T) + gene da adesina MgPA) (2E+07 a 2E+00 cépias/uL). Ensaio realizado no equipamento BD MAX™ System (canal 475/520
(FAM)).
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Figura 6. Diluigdes em série de um modelo de DNA sintético de M. genitalium resistente aos macrélidos (gene 23S rRNA (mutagdo
A2059C) + gene da adesina MgPA) (2E+07 a 2E+00 cépias/uL). Ensaio realizado no equipamento BD MAX™ System (canal 475/520
(FAM)).
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Figura 7. Diluigdes em série de um modelo de DNA sintético de M. genitalium resistente aos macrélidos (gene 23S rRNA (mutacdo
A2059G) + gene da adesina MgPA) (2E+07 a 2E+00 cépias/pL). Ensaio realizado no equipamento BD MAX™ System (canal 475/520
(FAM)).
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12.2. Sensibilidade analitica. Limite de detecdo (LoD)

A sensibilidade analitica ou o limite de detegdo (LoD) do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide
Resistance Assay for BD MAX™ System foi analisada com trés lotes utilizando matriz vaginal, amostras de
urina de homens e mulheres. As estirpes de referéncia ou DNA sintético (em caso de indisponibilidade de

estirpes), utilizados sdo detalhados na tabela seguinte:

Referénci
Alvo Estirpe/DNA sintético ererencia
externa
ibili
Se:]s;:lr;:giz :os Gene 23S rRNA (wild type) + Mycoplasma genitalium, estirpe 49895™
. gene da adesina MgPA M30
Mycoplasma genitalium
Gene 23S rRNA (mutagdo A2058C) + .
DNA sintét MGRXPC .a.
gene da adesina MgPA sintetico ( ) nd
Gene 23S rRNA (mutagdo A2058G) + AMPLIRUN® TOTAL MACROLIDE MBTC029
gene da adesina MgPA RESISTANT MGE CONTROL
Resisténcia aos
G 23S rRNA (mutagto A2058T,
macrélidos + ene 235 7RIVA (mutagtio )+ DNA sintético (MGRXPC) n.a.
I gene da adesina MgPA
Mycoplasma genitalium
23S rRNA do A2
Gene 235 (mutf]gclo 059C) + DNA sintético (MGRXPC) n.a.
gene da adesina MgPA
Gene 23S rRNA (mutagéo A2059G) + AMPLIRUN® TOTAL MACROLIDE MBTC029
gene da adesina MgPA RESISTANT MGE CONTROL

Tabela 19. Estirpes de referéncia e DNA sintético utilizados para o ensaio do limite de detecdo.

O VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System demonstrou o

limite de deteg¢do indicado na tabela seguinte, com uma taxa positiva de = 95%.
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Limite de detegdo (LoD) (cépias/uL)

M. aenitalium M. genitalium | M. genitalium | M. genitalium | M. genitalium | M. genitalium
. = , resistente aos | resistente aos | resistente aos | resistente aos | resistente aos
Matriz sensivel aos . . . . .
macrélidos macrélidos macrdlidos macrélidos macrdlidos macrdlidos
(A2059G) (A2058G) (A2058C) (A2058T) (A2059C)
Urina
. 3,33E-02 3,00E+00 9,99E-01 6,00E+00 6,00E+00 2,00E+00
feminina
Urina
. 1,00E-01 9,00E-01 3,00E-01 2,00E+00 2,00E+00 2,00E+00
masculina
Vaginal 1,00E-01 2,70E+00 3,33E-01 2,00E+00 6,00E+00 2,00E+00

Tabela 20. Limite de deteg¢do do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

Portanto, os resultados obtidos mostram que a sensibilidade do dispositivo VIASURE é consistente e fidvel

entre os diferentes lotes de producdo.

12.3. Intervalo de medicdo

O intervalo de medicdo do ensaio foi determinado testando uma série de diluicGes 1:10 sucessivas contendo
uma concentracdo conhecida de DNA especifico e sintético pertencente a M. genitalium sensivel aos
macrdlidos e M. genitalium resistente aos macrdlidos. Os resultados permitiram confirmar a detecéo correta

dos alvos no intervalo de medicdo indicado na tabela seguinte:

Intervalo de medigdo (cépias/pL)

Alvo Matriz de urina feminina Matriz de urina masculina Matriz vaginal

M. genitalium 2E+07 2E+01 2E+07 2E+00 2E+07 2E+00
sensfvel aos macrdlidos

M. genitalium resistente
2E+07 2E+00 2E+07 2E+00 2E+07 2E+00
aos macrélidos (A2059G)

M. genitalium resistente
2E+07 2E+01 2E+07 2E+01 2E+07 2E+00
aos macrdlidos (A2058G) * " " " " *

M. genitalium resistente
2E+07 2E+01 2E+07 2E+00 2E+07 2E+00
aos macrélidos (A2058C)

M. genitalium resistente

2E+07 2E+00 2E+07 2E+01 2E+07 2E+01
aos macrdlidos (A2058T)

M. genitalium resistente
2E+07 2E+01 2E+07 2E+01 2E+07 2E+00
aos macrdlidos (A2059C) * " " " " *

Tabela 21. Intervalo de medigdo do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

Em conclusdo, o intervalo de medicdo do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay
for BD MAX™ System foi determinado com sucesso de acordo com os critérios de validacdo de aceitagdo
estabelecidos inicialmente, garantindo resultados fidveis, precisos e reproduziveis num amplo espetro de

cargas bacterianas, o que confirma a sua utilidade em vdrios cendrios de diagndstico clinico.
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12.4. Exatiddo

12.4.1. Veracidade

A veracidade do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System

foi avaliada testando os materiais de referéncia listados a seguir.

1. Fragmentos de cDNA sintéticos

o Fragmento de cDNA sintético para os genes 235 rRNA (wild type) e adesina MgPA de M.
genitalium sensivel aos macrdlidos: MGRXPC, canais HEX e ROX.

o Fragmento de cDNA sintético para os genes 235 rRNA (mutagdo A2058C) e adesina MgPA de
M. genitalium resistente aos macrdlidos: MGRXPC, canais FAM e ROX.

o Fragmento de cDNA sintético para os genes 23S rRNA (mutacdo A2058G) e adesina MgPA de
M. genitalium resistente aos macrdlidos: MGRXPC, canais FAM e ROX.

o Fragmento de cDNA sintético para os genes 235 rRNA (mutagdo A2058T) e adesina MgPA de
M. genitalium resistente aos macrdlidos: MGRXPC, canais FAM e ROX.

o Fragmento de cDNA sintético para os genes 235 rRNA (mutacdo A2059C) e adesina MgPA de
M. genitalium resistente aos macrdlidos: MGRXPC, canais FAM e ROX.

o Fragmento de cDNA sintético para os genes 23S rRNA (mutagdo A2059G) e adesina MgPA de
M. genitalium resistente aos macrdélidos: MGRXPC, canais FAM e ROX.

2. American Type Culture Collection (ATCC®)

Referéncia externa Microrganismo Nome do produto Variedade
49895 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Estirpe M30
33530 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Estirpe G37
49898 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Estirpe TW48-5G
49123 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Estirpe TW10-5G
49899 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Estirpe UMTB-10G
49896 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Estirpe TW10-6G
49897 Mycoplasma genitalium Mycoplasma genitalium Tully et al. Estirpe R32G [R32]

Tabela 22. Material de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC).

3. Controlos

Referéncia

Microrganismo Nome do produto Variedade
externa
AMPLIRUN® TOTAL - Estirpe tipo sensivel
Mycoplasma ~
MBTC029 enitalium MACROLIDE RESISTANT MGE - Mutacgdo A2059G no gene 23 rRNA
1taliu,
g CONTROL - Mutagéo A2058G no gene 23 rRNA

Tabela 23. Material de controlo da Vircell S.L.
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4. Programas de Avaliacdo Externa da Qualidade (EQA)

Referéncia

Proveniéncia Microrganismo Nome do produto Variedade
externa
M / M /
MG23S-03 QCMD yeoplasma Vycoplasma Estirpe G37
genitalium genitalium G37 (WT)
MG235-06 QCMD Myco{o/a.sma A/{yc?p/asma 235 _rDNA mutagdo A,2959G,
genitalium genitalium M6303 resistente aos macrdlidos
MG23S-07 QCMD Myco{o/a.sma A/{yc?p/asma 235 _rDNA mutagdo A,2959G,
genitalium genitalium M6593 resistente aos macrdlidos
M / M /
MG101S-04 QCMD yCOfD a'sma 'yc?p asma Resistente aos macrdlidos
genitalium genitalium M6303
M / M /
MG101S-06 QCMD ycoP a.sma .yc?p asma Resistente aos macrdlidos
genitalium genitalium M6593

Tabela 24. Material de referéncia de programas de avaliagdo de qualidade externa (EQA).

12.4.2. Precisdo

Para determinar a precisdo do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD
MAX™ System, foram realizados ensaios intra-ensaio (repetibilidade), inter-ensaio, inter-lote e inter-
equipamento (reprodutibilidade) utilizando matriz vaginal, matriz de urina feminina e masculing, inoculadas
com uma concentragdo conhecida das estirpes de referéncia: Mycoplasma genitalium, estirpe M30 (Ref.?:
49895™) para M. genitalium sensivel aos macrélidos e AMPLIRUN® TOTAL MACROLIDE RESISTANT MGE
CONTROL (Ref.*: MBTC029) para M. genitalium resistente aos macrdlidos.

Intra-ensaio

O intra-ensaio foi testado analisando seis réplicas de todas as amostras no mesmo ensaio, utilizando o
VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System. A tabela seguinte

apresenta um resumo dos resultados.

Matriz Alvo Amostra Canal Ct (x) o CV %
3xLoD 530/565 (HEX) 32,02 0,27 0,85
Sensfvel aos 5xLoD 530/565 (HEX) 30,98 0,32 1,03
macrélidos
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 31,57 0,34 1,09
Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,72 0,26 0,86
masculina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 34,38 0,80 2,32
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 34,05 0,53 1,55
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 35,23 1,20 3,41
3xLoD 530/565 (HEX) 34,02 0,83 2,44
Urina Sensivel aos 5xLoD 530/565 (HEX) 33,50 0,67 201
feminina macrdlidos
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.
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3xLoD 585/630 (ROX) 33,65 0,28 0,84

M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 33,05 0,54 1,64
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 32,75 0,50 1,53

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 33,22 0,37 1,12
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 3297 0,23 0,71

3xLoD 530/565 (HEX) 32,48 0,29 0,88

Sr:';z{r‘ﬁll d?: 5xLoD 530/565 (HEX) 30,90 071 230
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.

3xLoD 585/630 (ROX) 31,32 0,44 1,41

Vaginal M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,10 0,66 2,19
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,12 0,47 1,50

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,20 0,61 1,97
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 31,23 0,25 0,80

Tabela 25. Resultados intra-ensaio do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System com
a estirpe de M. genitalium sensivel aos macrélidos. (Ct) = Ciclo-limite. (x) = média aritmética do valor Ct, (o) = desvio-padrédo, (CV %) =

coeficiente de variagdo, Neg. = negativo, n.a. = ndo aplicavel.

pe ae ge - - e do d O1lldO
Matriz Alvo Amostra Canal Ct (%) c CV%
) 3xLoD 475/520 (FAM) 36,17 0,62 1,70
Resistente dos 5xLoD 475/520 (FAM) 35,05 0,63 181
macroélidos
Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
. 3xLoD 585/630 (ROX) 35,00 0,99 2,84
Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 34,08 0,50 1,48
masculina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 32,58 1,24 3,80
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 32,12 0,39 1,22
Controlo negativo 680/715 (CYB.5) 33,28 0,66 1,99
. 3xLoD 475/520 (FAM) 33,72 0,51 1,52
Resistente oos 5xLoD 475/520 (FAM) 33,30 0,37 1,12
macrélidos
Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
. 3xLoD 585/630 (ROX) 32,67 0,48 1,48
; Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 31,62 0,27 0.86
eminina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,45 0,29 0,92
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,73 0,56 1,83
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 34,45 0,44 1,27
) 3xLoD 475/520 (FAM) 34,33 1,34 3,90
Resistente dos 5xLoD 475/520 (FAM) 3375 027 0.79
macroélidos
Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 32,55 1,15 3,52
Vaginal M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 32,02 0,34 1,07
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 32,13 0,73 2,28
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,20 0,72 2,29
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 34,15 0,50 1,46

Tabela 26. Resultados intra-ensaio do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System com
a estirpe de M. genitalium resistente aos macrdlidos. (Ct) = Ciclo-limite. (X) = média aritmética do valor Ct, (6) = desvio-padrdo, (CV %)

= coeficiente de variagdo, Neg. = negativo, n.a. = ndo aplicavel.
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Inter-ensaio

O inter-ensaio foi testado analisando quatro réplicas das diferentes amostras em trés dias diferentes por trés

operadores diferentes, utilizando o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for

BD MAX™ System. A tabela seguinte apresenta um resumo dos resultados.

Matriz Alvo Amostra Canal Ct (x) o CV %
3xLoD 530/565 (HEX) 34,48 0,85 2,46
Sensivel aos 5xLoD 530/565 (HEX) 33,66 0,75 222
macrdlidos
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 34,05 0,60 1,75
Urina .
masculina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 33,38 0,56 1,68
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 34,06 1,65 4,85
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 34,04 1,85 5,44
Controlo negativo 680/715 (CYB.5) 34,10 1,74 5,09
3xLoD 530/565 (HEX) 34,36 1,80 5,24
Sensivel aos
macrélidos 5xLoD 530/565 (HEX) 34,01 1,84 5,42
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.
. 3xLoD 585/630 (ROX) 34,56 1,84 533
; Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 33,78 1,33 3,94
eminina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 33,81 1,75 5,18
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 33,29 0,98 2,94
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 34,04 1,39 4,10
3xLoD 530/565 (HEX) 33,06 0,90 2,73
Sensfvel aos 5xLoD 530/565 (HEX) 31,90 0,68 213
macrdlidos
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 32,04 0,89 2,77
Vaginal M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,98 0,69 2,24
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,21 0,51 1,62
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,03 0,55 1,76
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 30,84 0,77 2,49

Tabela 27. Resultados inter-ensaio do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System com

a estirpe de M. genitalium sensfvel aos macrélidos. (Ct) = Ciclo-limite. (x) = média aritmética do valor Ct, (6) = desvio-padrdo, (CV %) =

coeficiente de variagéio, Neg. = negativo, n.a. = ndo aplicével.

pe ae ge - - e do c0

Matriz Alvo Amostra Canal Ct (%) o CV %
. 3xLoD 475/520 (FAM) 35,98 1,00 2,78

Resistente dos BxLoD 475/520 (FAM) 3531 0.90 2,56

macrélidos

Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.

_ 3xLoD 585/630 (ROX) 34,61 1,08 3,12
Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 3352 0,59 1,76

masculina

Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 33,10 0,76 2,30

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 32,54 0,74 2,27

Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 34,65 1,30 3,74
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. 3xLoD 475/520 (FAM) 33,08 1,28 3,87
Resistente aos 5xLoD 475/520 (FAM) 31,98 0,79 248
macrdlidos

Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
. 3xLoD 585/630 (ROX) 31,92 1,01 3,15
; Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,91 0,70 227

eminina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,15 0,43 1,40
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,14 0,54 1,78
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 33,54 1,09 3,25
3xLoD 475/520 (FAM) 34,72 1,34 3,87

Resistente aos

macrdlidos 5xLoD 475/520 (FAM) 34,22 1,27 3,71
Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 32,52 1,16 3,57
Vaginal M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 32,36 1,33 4,11
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 30,61 0,44 1,42
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,59 0,64 2,08
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 30,98 0,55 1,78

Tabela 28. Resultados inter-ensaio do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System com
a estirpe de M. genitalium resistente aos macrdlidos. (Ct) = Ciclo-limite. (x) = média aritmética do valor Ct, (6) = desvio-padrdo, (CV %)

= coeficiente de variag@o, Neg. = negativo, n.a. = ndo aplicavel.

Inter-lote

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

VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System. A tabela seguinte

apresenta um resumo dos resultados.

Matriz Alvo Amostra Canal Ct (%) c CV %
3xLoD 530/565 (HEX) 32,77 0,89 2,71
Sensivel aos
macrélidos 5xLoD 530/565 (HEX) 31,46 0,57 1,81
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 31,70 0,47 1,48
Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,52 0,50 1,64
masculina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 34,74 0,67 1,92
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 34,96 1,48 4,22
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 35,44 1,01 2,85
3xLoD 530/565 (HEX) 34,72 0,81 2,34
Sensivel aos 5xLoD 530/565 (HEX) 33,39 0,77 239
macroélidos
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 34,24 1,19 3,46
] Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 32,96 0,77 2,32
eminina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 35,46 1,79 5,08
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 34,58 1,15 3,32
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 33,53 0,58 1,74
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pe de M. ge e el aos macrdlido
Matriz Alvo Amostra Canal Ct (%) c CV %
3xLoD 530/565 (HEX) 31,62 0,98 3,11

Sne]:i'r‘ge“' dcfss 5xLoD 530/565 (HEX) 30,88 0,83 267

Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.

3xLoD 585/630 (ROX) 31,02 0,94 3,03

Vaginal M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,37 0,73 2,40
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.

3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,29 0,46 1,47

EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,26 0,38 1,23

Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 31,06 0,39 1,27

Tabela 29. Resultados inter-lote do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System com a
estirpe de M. genitalium sensivel aos macrélidos. (Ct) = Ciclo-limite. (X) = média aritmética do valor Ct, (o) = desvio-padréo, (CV %) =

coeficiente de variagdo, Neg. = negativo, n.a. = ndo aplicavel.

pe de ge e e e do d O11dO
Matriz Alvo Amostra Canadl Ct (%) o CV %
3xLoD 475/520 (FAM) 36,46 1 2,73
Ressterl’_ce aos 5xLoD 475/520 (FAM) 35,47 0,76 2,14
macrolidos
Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 34,68 0,76 2,20
Urina M. genitalium BxLoD 585/630 (ROX) 3385 0,63 1,86
masculina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 33,57 1,25 3,73
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 32,55 0,61 1,88
Controlo negativo 680/715 (CYB.5) 32,49 0,73 2,24
3xLoD 475/520 (FAM) 32,81 0,96 2,93
Re5|sten'_ce aos 5xLoD 475/520 (FAM) 32,38 0,84 2,59
macrdlidos
Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 31,27 1,15 3,68
; Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,57 0,92 3,02
‘eminina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 30,25 091 3,02
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,13 0,58 1,92
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 33,61 1,02 3,06
3xLoD 475/520 (FAM) 34,34 1,39 4,05
Resistente aos
macrélidos 5xLoD 475/520 (FAM) 33,96 0,62 1,82
Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 32,66 1,26 3,85
Vaginal M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 32,23 0,51 1,60
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,43 0,75 2,40
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,76 0,58 1,87
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 32,24 1,44 4,46

Tabela 30. Resultados inter-lote do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System com a
estirpe de M. genitalium resistente aos macrdlidos. (Ct) = Ciclo-limite. (X) = média aritmética do valor Ct, (o) = desvio-padréo, (CV %) =

coeficiente de variagto, Neg. = negativo, n.a. = ndo aplicavel.
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Inter-equipamento

Os valores inter-equipamento foram determinados com seis réplicas das mesmas amostras utilizadas para

o intra-ensaio, inter-ensaio e inter-lote, utilizando o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide

Resistance Assay for BD MAX™ System. Estes ensaios foram executados em trés centros laboratoriais com

trés BD MAX™ System diferentes. A tabela seguinte apresenta um resumo dos resultados.

Matriz Alvo Amostra Canal Ct () c CV %
3xLoD 530/565 (HEX) 31,96 0,43 1,35
Sensivel aos 5xLoD 530/565 (HEX) 31,00 0,40 1,30
macrdlidos
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 31,78 0,56 1,75
Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 30,88 09 0,94
masculina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 34,48 0,87 2,53
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 34,51 0,87 2,51
Controlo negativo 680/715 (CYB.5) 32,46 0,62 1,92
3xLoD 530/565 (HEX) 34,31 0,97 2,81
Sensfvel aos 5xLoD 530/565 (HEX) 33,72 0,52 1,54
macrdlidos
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 33,85 0,80 2,35
] Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 33,38 0,63 1,88
eminina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 33,16 0,56 1,69
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 33,06 0,44 1,32
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 33,08 0,62 1,87
3xLoD 530/565 (HEX) 32,55 0,81 2,48
Sensivel aos 5xLoD 530/565 (HEX) 32,57 052 1,60
macrélidos
Controlo negativo 530/565 (HEX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 31,42 0,88 2,81
Vaginal M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 31,54 0,44 1,40
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,12 0,33 1,07
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 33,58 0,56 1,68
Controlo negativo 680/715 (CYB.5) 30,84 0,50 161

Tabela 31. Resultados inter-equipamento do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System

com a estirpe de M. genitalium sensivel aos macrélidos. (Ct) = Ciclo-limite. (x) = média aritmética do valor Ct, (6) = desvio-padrdo, (CV
%) = coeficiente de variagdo, Neg. = negativo, n.a. = ndo aplicdvel.
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pe de ge c c e do d O11dO
Matriz Alvo Amostra Canal Ct () c CV %
3xLoD 475/520 (FAM) 36,58 131 3,58
ReS|sten’_ce aos 5xLoD 475/520 (FAM) 35,13 0,53 1,51
macrélidos
Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 34,81 0,86 2,46
Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 34,00 0,44 1,30
masculina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 32,29 0,90 2,79
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,88 0,67 2,11
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 32,89 0,77 2,34
3xLoD 475/520 (FAM) 33,67 0,43 1,28
Resistente aos 5xLoD 475/520 (FAM) 32,85 0,64 1,96
macrdlidos
Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 32,46 0,44 1,35
; Urina M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 31,44 0,42 134
eminina
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,40 0,26 0,82
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 30,66 0,43 1,41
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 34,59 0,65 1,87
3xLoD 475/520 (FAM) 34,47 0,89 2,59
Resistente oos 5xLoD 475/520 (FAM) 33,46 0,61 1,84
macrdlidos
Controlo negativo 475/520 (FAM) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 585/630 (ROX) 32,75 0,77 2,35
Vaginal M. genitalium 5xLoD 585/630 (ROX) 31,77 0,63 1,97
Controlo negativo 585/630 (ROX) Neg. n.a. n.a.
3xLoD 680/715 (CY5.5) 31,87 0,57 1,78
EIC 5xLoD 680/715 (CY5.5) 31,27 0,59 1,88
Controlo negativo 680/715 (CY5.5) 33,72 0,54 1,61

Tabela 32. Resultados inter-equipamento do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System

com a estirpe de M. genitalium resistente aos macrdlidos. (Ct) = Ciclo-limite. (x) = média aritmética do valor Ct, (6) = desvio-padrdo, (CV
%) = coeficiente de variagdo, Neg. = negativo, n.a. = ndo aplicdvel.

Em conclusdo, o estudo de precisd@o confirmou o desempenho fidvel e consistente em todas as matrizes

testadas, cumprindo os critérios de validag¢do de aceitacdo inicialmente estabelecidos.

12.5. Especificidade e reatividade analitica

A especificidade e a reatividade analitica foram avaliadas para o VIASURE Mycoplasma genitalium with

Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System /n silico e experimentalmente, utilizando diferentes

materiais de partida, tais como estirpes de referéncia certificadas, RNA/DNA de referéncia certificados e

materiais de programas de avalia¢do de qualidade externa (EQA).

38



IUo-444224pt0226.00T00

12.5.1. Especificidade analftica

A especificidade analitica é a capacidade do ensaio para detetar o alvo pretendido. Existem dois
componentes a considerar para a especificidade analitica: reatividade cruzada e interferéncia. A reatividade
cruzada pode ocorrer quando estdo presentes sequéncias geneticamente relacionadas numa amostra de um
doente, enquanto a interferéncia pode ocorrer se a presenca de substdncias especificas potencialmente

presentes nas matrizes da amostra afetar o desempenho da gPCR.

Andlise /n silico da reatividade cruzada

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

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), e/ou ferramentas de pesquisa e/ou de alinhamento como

BLAST (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) e um software interno de andlise bioinformdtica. Foi realizada

a andlise BLAST para cada oligonucleétido e sonda utilizando a base de dados de nucleétidos do NCBI

GenBank e um software interno de andlise bioinformdtica.

As sequéncias alinhadas com uma percentagem de alinhamento inferior a 80% de homologia foram

consideradas como sendo de detecdo improvdvel. Os resultados obtidos foram os seguintes:

Mycoplasma genitalium (gene da adesina MgPA)

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

oligonucledtidos e sondas de Mycoplasma genitalium (gene da adesina MgPA).

Por conseguinte, o desenho do alvo de VIASURE Mycoplasma genitalium ndo deverd causar falsos positivos

na detecdo de Mycoplasma genitalium quando estdo presentes outros organismos.

Mycoplasma genitalium (gene 23S rRNA)

A andlise BLAST filtrada pelo gene 235 rRNA de M. genitalium (excluindo M. genitalium) mostra uma elevada
homologia entre os oligonucledtidos e sondas e vdrias sequéncias “Uncultured Mycoplasma sp. (ID
taxondmico: 167967)" e uma sequéncia “Synthetic Mycoplasma genitalium JCVI-1.0 (ID taxondmico:

488339)".

As sequéncias “Uncultured Mycoplasma sp. (ID taxondmico: 167967)” sdo detetadas com os oligonucleétidos
e sondas de M. genitalium resistente e sensivel aos macrdlidos, portanto, ndo existe risco de reatividade
cruzada no produto, uma vez que, para considerar uma amostra positiva, € necessdria a detecdo no canal

do microrganismo (M. genitalium) e no canal da resisténcia ou sensibilidade aos macrdlidos.

A sequéncia “Synthetic Mycoplasma genitalium JCVI-1.0 (ID taxondmico: 488339)” € detetada com os
oligonucledtidos e sonda de sensibilidade aos macrdlidos. Trata-se de uma sequéncia que corresponde ao
microrganismo-alvo e deve ser detetada. Esta sequéncia surge na reatividade cruzada, uma vez que

apresenta um ID taxondmico diferente do utilizado na exclusdo.
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Portanto, nenhuma das sequéncias analisadas, incluindo as que apresentam uma homologia superior a 80%,

pode afetar a dete¢do correta de Mycoplasma genitalium (gene 23S rRNA).

Especificidade analftica: ensaio experimental

Reatividade cruzada: ensaio experimental

A reatividade cruzada do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™
System foi confirmada testando um painel de diferentes microrganismos associados a sintomas de infe¢des
sexualmente transmissiveis ou ambiental e filogeneticamente relevantes. Quando possivel e estando
disponiveis dados de concentracdo, 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
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 | - Haemophilus ducreyi - My Z/t)i iiin;wjgffgum’ -+
Aspergillus fumigatus - Haemophilus influenzae - Mycoplasma genitalium, -J+

estirpe UMTB-10G

Mycoplasma genitalium Tully

) ) ] H imolex virus 2 _ -
Atopobium vaginae €rpes simplex virus et al., estirpe TW10-5G I

Bacteroides fragilis - Human Herpesvirus 1, estirpe HF - Mycoplasma hominis -
Candida albicans - Human papillomavirus 16 - Neisseria gonorhoeae -
Candida dubliniensis - Human papillomavirus 18 - Neisseria meningitidis -
Candida glabrata - Klebsiella oxytoca - Proteous mirabilis -
Candlida krusei - Klebsiella pneumoniae - Pseudomonas aeruginosa -
Candida parapsilosis - Listeria innocua - Serratia marcescens -
Candida tropicalis - Listeria ivanovii subespécie ivanovii - Staphylococcus aureus -
Chiamydia trachomatis - Listeria monocytogenes - | Stenotrophomonas maltophilia | -
Serovars Panel
Enterobacter cloacae - Listeria monocytogenes - Streptococcus pneumoniae -
Fnterococcus faecalis - Mycoplasma genitalium, estirpe G37 -/+ Treponema pallidum -
Mycoplasma genitalium, estirpe R32G . L
Enterococcus faecium - yeop g [R32] P -/+ Trichomonas vaginalis -
Mycoplasma genitalium, estirpe TW10- .
Escherichia coli - veop I 6G P -+ Ureaplasma urealyticum -

Gardnerella vaginalis -

Tabela 33. Microrganismos de referéncia incluidos no ensaio de reatividade cruzada. O resultado +/- 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.
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Em conclusdo, os resultados dos ensaios de reatividade cruzada cumpriram os critérios de validagdo de
aceitacdo e indicam uma elevada especificidade do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide
Resistance Assay for BD MAX™ System para a detecdo de M. genitalium resistente aos macrdlidos e M.
genitalium sensivel aos macrdlidos, 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 agentes microbianos interferentes

Foi realizado um estudo de agentes microbianos interferentes para analisar os potenciais agentes
microbianos interferentes para o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD
MAX™ System. Um painel de diferentes microrganismos clinicamente, ambientalmente e filogeneticamente
relevantes foi testado na presenca das estirpes de referéncia: Mycoplasma genitalium, estirpe M30 (Ref.®
49895™) para M. genitalium sensivel aos macrdlidos e AMPLIRUN® TOTAL MACROLIDE RESISTANT MGE
CONTROL (Ref.* MBTCO029) para M. genitalium resistente aos macrdélidos. 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
e de 1E+04 — 1E+05 UFP (unidade formadora de placa)/mL no caso de virus). Cada andlise pontual foi

realizada uma vez por amostra.

Um controlo de matriz positiva (Positive Matrix Control, PMC) e um controlo de matriz negativa (Negative
Matrix Control, NMC) foram incluidos como controlos do teste. O PMC corresponde & matriz vaginal, matriz
de urina feminina e masculina inoculadas com as estirpes especificas de M. genitalium sensivel e resistente
aos macrdlidos sem qualquer agente microbiano interferente, enquanto o NMC corresponde as matrizes

negativas sem qualquer agente microbiano interferente.

Nome do microrganismo Concentracdo Resultado
testada

PMC - n.a.
NMC - n.a.
Acinetobacter baumannii 8,10E+05 UFC/mL N.1
Gardnerella vaginalis 4,40E+01 UFC/pL N.1
Haemophilus influenzae 5,20E+02 UFC/uL N.I
Virus Herpes Simplex 1 1,60E+05 TCID50/mL N.I
Listeria monocytogenes 5,80E+06 UFC/mL N.1
Mycoplasma hominis 4,70E+06 UFC/mL N.1
Pseudomonas aeruginosa 4,09E+05 UFC/mL N.I
Staphylococcus aureus 4,60E+05 UFC/mL N.1
Streptococcus pneumoniae 1,80E+01 UFC/uL N.I
Treponema pallidum 3,40E+04 células/mL N.I
Klebsiella oxytoca 7,60E+03 copias/uL N.I
Escherichia coli n.a. N.1
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Nome do microrganismo Concentraggo Resultado
testada

Aspergillus fumigatus n.a. N.1
Atopobium vaginae 4,52E+03 UFC/uL N.I
Candlida albicans 4,18E+04 UFC/uL N.I
Candida glabrata 2,46E+03 UFC/uL N.I
Candida tropicalis 2,88E+03 UFC/uL N.I
Chlamydia trachomatis serévar E 6,40E+05 IFU/mL N.I
Enterobacter cloacae 1,28E+03 UFC/uL N.I
Enterococcus faecalis 5,00E+04 UFC/mL N.I
Enterococcus faecium 3,50E+04 UFC/mL N.I
Virus Herpes Simplex 2 7,24E+03 TCID50/mL N.I
Virus do papiloma humano 16 1,00E+02 Ul/pL N.I
Virus do papiloma humano 18 1,00E+02 Ul/uL N.I
Klebsiella pneumoniae 3,65E+03 UFC/uL N.I
Listeria monocytogenes n.a. N.I
Neisseria gonorhoeae 6,20E+03 UFC/pL N.I
Neisseria meningitidis 5,70E+04 UFC/pL N.I
Proteous mirabilis 2,55E+03 UFC/uL N.I
Serratia marcescens n.a. N.I
Stenotrophomonas maltophilia 9,20E+03 UFC/uL N.I
Ureaplasma urealyticum 2,00E+04 UFC/pL N.I

Tabela 34. Ensaio de agentes microbianos interferentes. N.I. = Sem interferéncia., n.a. = ndo aplicdvel.

Em conclusdo, ndo foram observadas interferéncias na detecGo de RNA de M. genitalium sensivel e/ou
resistente aos macrdlidos em matriz vaginal, urina feminina e masculina com qualquer um dos

microrganismos testados.

Estudo de substdncias interferentes

Foi realizado um estudo de substdncias interferentes para testar o potencial efeito interferente de
substéincias enddgenas e exdgenas sobre o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance
Assay for BD MAX™ System. Foram adicionadas 17, 25 e 28 substdincias potencialmente interferentes as
matrizes negativas de esfregagos vaginais, urina masculina e urina feminina, respetivamente, enriquecidas
com as estirpes de referéncia: Mycoplasma genitalium, estirpe M30 (Ref.*: 49895™) para M. genitalium
sensivel aos macrélidos e AMPLIRUN® TOTAL MACROLIDE RESISTANT MGE CONTROL (Ref.?: MBTC029)

para M. genitalium resistente aos macrdlidos, 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 teste. O PMC corresponde & matriz vaginal recolhida
em Copan eSwab®, matriz de urina feminina e masculina inoculadas com as estirpes especificas de M.
genitalium sensivel e resistente aos macrdélidos sem substdincia interferente, enquanto o NMC corresponde
as matrizes negativas sem substdncia interferente nem microrganismos/material de referéncia adicionados.

Os resultados seguintes foram obtidos:
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ole[lale
Nome da substéncia Concentragdo testada Resultado
PMC - n.a.
NMC - n.a.
Aciclovir 6,60E-02 mg/mL N.I.
Metronidazol 1,23E-01 mg/mL N.I.
Clotrimazol 2,50E+00 mg/mL N.I.
Nitrato de miconazol 2,50E+00 mg/mL N.I.
Gel contrqceti\_/o Conceptrol 2,50E+00 mg/mL NLL
(Nonoxinol-9)
Tioconazol 2,50E+00 mg/mL N.I.
Leucécitos/monécitos 2,00E+06 célula/mL N.I.
Premeno d,ut? (dci,do. hialurénico e 2, 50E+00 mg/mL NLL
dcido ldctico)
Desodorizante feminino em spray 5,00E+01 pL/mL N.I.
Lubrificante vaginal liquido — & base 5,00E+01 pL/mL NLL
de dgua, Durex Frescor
LUbnﬂcantse&s/?qIEC:L;g t())c?lse de dleo, 5,00E+01 pL/mL NLL
DermoVagisil creme vaginal 2,50E+00 mg/mL NI
Estradiol 7,50E-03 ng/mL N.I.
Progesterona 6,00E+00 ng/mL N.I.
Sémen 5% N.I.
Sangue total 1% N.I.

Tabela 35. Substdncias potencialmente interferentes na matriz vaginal. N.I: sem interferéncia notificdvel / I: Interfere, n.a. = ndo aplicdvel.

a ma a

Nome da substéncia Concentragdo testada Resultado
PMC - n.a.
NMC - n.a.
Ibuprofeno 2,19E-01 mg/mL N.I.
Naproxeno 3,60E-01 mg/mL N.I.
Amoxicilina 5,40E-02 mg/mL N.I.
Azitromicina 1,10E-02 mg/mL N.I.
Ceftriaxona 8,40E+01 mg/dL N.I.
Eritromicina 1,38E-01 mg/mL N.I.
Metronidazol 1,23E-01 mg/mL N.I.
Sulfametoxazol 1,12E+00 mg/mL N.I.
Cloridrato de tetraciclina 2,40E-02 pg/mL N.I.
Trimetoprima 4,20E-02 pg/mL N.I.
Albumina 1,00E+01 mg/mL N.I.
Bilirrubina 4,00E-01 mg/mL N.I.
Glicose (Dextrose) 1,00E+01 mg/mL N.I.
Leucdcitos/mondcitos 2,00E+06 célula/mL N.I.
pH baixo (HCI) n.a. NLI
pH alto (NaOH) n.a. NLI

43



IUo-444224pt0226.00T00

Sémen 5% N.I.

Ureia 1,20E+00 mg/mL N.I.

Acido trico 2,35E-01 mg/mL N.I.

1% IL*

Sangue total 0,25% N.I.
0,125% N.I.

(arando Vci‘rg;;ﬁ: :;gcrocarpon) 1,09E-01 mg/mL NI
Talquistina 2,64E+00 mL Talg/mL dvte N.I.
4-Acetamidofenol 1,56E-01 mg/mL N.I.
Cloridrato de fenazopiridina 1,60E-01 mg/mL N.I.
Acido salicflico 1,50E-01 mg/mL N.I.

Tabela 36. Substéncias potencialmente interferentes na matriz de urina masculina. N.I: sem interferéncia notificavel / I: Interfere, n.a. =

ndo aplicdvel.

* Inibi¢Go observada apenas para o alvo Mycoplasma genitalium resistente aos macrélidos.

0 de a fe a

Nome da substéincia Concentragdio testada Resultado
PMC - n.a.
NMC - n.a.
Ibuprofeno 2,19E-01 mg/mL N.I.
Naproxeno 3,60E-01 mg/mL N.I.
Amoxicilina 5,40E-02 mg/mL N.I.
Azitromicina 1,10E-02 mg/mL N.I.
Ceftriaxona 8,40E+01 mg/dL N.I.
Eritromicina 1,38E-01 mg/mL N.I.
Metronidazol 1,23E-01 mg/mL N.I.
Sulfametoxazol 1,12E+00 mg/mL N.I.
Cloridrato de tetraciclina 2,40E-02 pg/mL N.I.
Trimetoprima 4,20E-02 pg/mL N.I.
Albumina 1,00E+01 mg/mL N.I.
Bilirrubina 4,00E-01 mg/mL N.I.
Glicose (Dextrose) 1,00E+01 mg/mL NI
Leucdcitos/mondcitos 2,00E+06 célula/mL N.I.
pH baixo (HCI) 4 n.a. |.*
pH baixo (HCI) 5 n.a. |.*
pH baixo (HCI) 6 n.a. NI
pH alto (NaOH) n.a. NI
Sémen 5% N.I.
Ureia 1,20E+00 mg/mL N.I.
Acido drico 2,35E-01 mg/mL N.I.
Sangue total 1% N.I.
(arando Vci‘r;;c'r?zz] ;;gcrocarpon) 1,09E-01 mg/mL NI
Talquistina 2,64E+00 mL Talg/mL dvte N.I.
1,56E-01 mg/mL I*
4-Acetamidofenol 3,90E-02 mg/mL N.I.
9,75E-03 mg/mL N.I.
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Cloridrato de fenazopiridina 1,60E-01 mg/mL N.I.
Acido salicflico 1,50E-01 mg/mL N.I.

17-a etinilestradiol 7,50E-03 ng/mL N.I.
Noretindrona 1,60E+01 ng/mL N.I.
Desodorizante feminino em spray 5,00E+01 pL/mL N.I.

Tabela 37. Substancias potencialmente interferentes na matriz de urina feminina. N.I: sem interferéncia notificdvel / I: Interfere, n.a. =
ndo aplicdvel.

* |Inibi¢do observada apenas para o alvo Mycoplasma genitalium sensfvel aos macrélidos.
Em conclusdo, foram testadas diferentes substéncias potencialmente interferentes, tanto endégenas como
exdgenas, no VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System. Os

resultados obtidos conduziram & conclusdo de que, nas concentracdes testadas, ndo se observa nenhuma

interferéncia de nenhuma das substéncias 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 /n silico e através

de ensaios experimentais.

Andlise /n silico da reatividade andlitica

A reatividade analitica do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™
System foi avaliada utilizando bases de dados de sequéncias de nucleétidos de acesso publico, como o NCBI

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), e um software interno de andlise bioinformdtica, de modo

a demonstrar que os genes-alvo podem ser corretamente detetados pelo dispositivo em estudo. A andlise /in
silico do desenho dos oligonucledtidos e das sondas foi realizada através do alinhamento com um total de
2399 sequéncias analisadas (sequéncias descarregadas da base de dados com duplicados removidos). Os

resultados obtidos s@io mostrados na tabela seguinte:

Mycoplasma genitalium ‘

Sequéncias alinhadas: 486

Gene Sem Com Seqtéeer;;n%socom Sequéncias sem Seqlg:;:l%'socom
mismatches mismatches rec detecdo cao
confirmada desconhecida
Adesina MgPA 74,07% 25,93% 74,07% 0% 25,93%*

Mycoplasma genitalium

Sequéncias alinhadas: 17

Gene Sem Com Seql:jzr;g%socom Sequéncias sem Seql:jzr;g%zcom
mismatches mismatches ves detecdo cao
confirmada desconhecida
23S RNA 82,35% 17,65% 100% 0% 0%

Tabela 38. Reatividade analitica, ensaio /n silico. "Sequéncias alinhadas" = nimero de sequéncias alinhadas sem ou com mismatches a
partir do total de sequéncias andlisadas, "Sequéncias com dete¢do confirmada" = sequéncias sem mismatches ou analisadas
experimentalmente cuja detecdo é garantida,"Sequéncias sem detegdo" = sequéncias previamente analisadas in silico cuja detegdo
experimental ndo pode ser garantida devido a evidéncias experimentais negativas anteriores,"Sequéncias com detegdo desconhecida”
= sequéncias previamente analisadas /in silico cuja detegdo experimental ndo pode ser garantida devido & falta de evidéncias
experimentais.
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* Deve notar-se que 20,78% do total de sequéncias alinhadas (101/486) apresentaram mismatches ndo criticos, que sdo considerados
detetdveis.

Em resumo, a andlise de inclusividade demonstrou uma detecdo correta dos genes da adesina MgPA e 23S
rRNA de M. genitalium com o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD
MAX™ System.

Reatividade analitica, ensaio experimental

A reatividade analitica do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™
System no caso do Mycoplasma genitalium foi avaliada em relagdo ao DNA das seguintes estirpes,

apresentando resultados positivos:

—  Mycoplasma genitalium, estirpe G37 (cédigo ATCC: 33530)

—  Mycoplasma genitalium, estirpe TW48-5G (cédigo ATCC: 49898)
- Mycoplasma genitalium, estirpe TW10-5G (cédigo ATCC: 49123)
—  Mycoplasma genitalium, estirpe UMTB-10G (cdédigo ATCC: 49899)
—  Mycoplasma genitalium, estirpe TW10-6G (cédigo ATCC: 49896)
—  Mycoplasma genitalium, estirpe R32G [R32] (cédigo ATCC: 49897)

12.6. Rastreabilidade metrolégica

Este ensaio ndo foi concebido para fins de medigdo.

13. Caracter(sticas de desempenho clinico

O desempenho clinico do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™

System foi testado utilizando amostras de esfregacgos vaginais e de urina. Os resultados foram os seguintes:

e O DO Ge d O d O ae apd O A O

Certest Biotec S.L. Mycoplasma genitalium
em colaboragdo com o | BD MAX™ ExK™ TNA-3 kit + BD MAX™ sensivel aos macrdlidos
1 . . L Esfregacos vaginais

Hospital Universitario Miguel System Mycoplasma genitalium
Servet (Saragoga, Espanha) resistente aos macrdlidos
Certest Biotec S.L. Mycoplasma genitalium

5 (Saragoca, Espanha) Uring BD MAX™ ExK™ TNA-3 kit + BD MAX™ sensfvel aos macrdlidos

i

utilizando amostras da Cerba System Mycoplasma genitalium
Xpert resistente aos macrdlidos

Tabela 39. Centro, tipo de amostra, fluxo de trabalho e alvo.
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Os valores verdadeiros positivos e verdadeiros negativos, valores falsos positivos e falsos negativos, valores

de sensibilidade, valores de especificidade, valores preditivos positivos (PPV), valores preditivos negativos

(NPV) e razoes de probabilidade (LR) para o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance

Assay for BD MAX™ System foram calculados em relagdio a cada ensaio comparador conforme indicado na

tabela

seguinte:

Ensaio

Centro FP FN Sensibilidode Especificidade
comparador
resi'\s/ltinte 0,96 1,00 1.00 098 183,46 0,055
Allplex™ MG aos 43 | 96 0 2 © 85’_0 99) © 96'_1 00) (0,91- (0,93- (11,55- | (0,016-
. & AZiR acrhdos 1,00) 1,000 | 2914) | 0,182)
Assay
(Seegene) | MG sensivel 0.96 0.97 0,94 098 | 2853 | 0,040
aos 50 | 86 | 3 2 © 87V—O 99) © 91‘_0 99) (0,85- (0,92- (9,37- | (0,010-
macrdlidos ’ ’ ’ ’ 0,99) 1,00) 86,88) 0,155)
MG
resistente a4 10 0 0 1,00 1,00 1,00 (é’gg_ (21:;34? (883]%-
Allplex™ MG aos 7 (0,92-1) (0,97-1) (0,92-1) 1) 3304) | 0.176)
2 & AziR macrélidos ’
Assay
(Seegene) MG sensivel 096 1.00 1.00 0,98 183,6 0,044
aos 54 | 95 0 2 ’_ ! _ ! . (0,93- (11,6- (0,013-
macrélidos (0.88-0.99) (0.96-1) (0.93-1) 1 5 99 2916) | 0,148)

Tabela 40. Valores verdadeiros positivos (TP) e verdadeiros negativos (TN), valores falsos positivos (FP) e falsos negativos (FN),
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos (PPV), valores preditivos negativos (NPV) e rdcios de razdes de probabilidade
(LR) para o VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

Em conclusdo, os resultados mostram uma elevada concordéncia para detetar Mycoplasma genitalium

sensivel aos macrdlidos e resistente aos macrdlidos, utilizando o VIASURE Mycoplasma genitalium with

Macrolide Resistance Assay for BD MAX™ System.

14.Resumo de segurang¢a e desempenho

O resumo de seguranga e desempenho do VIASURE Mycoplasma genitalium with Macrolide Resistance

Assay for BD MAX™ System pode ser transferido a partir da pdgina Web: certest.es/viasure/rotulagem. Este

resumo também estard disponivel no website da EUDAMED (https://ec.europa.eu/tools/eudamed).
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BD MAX™ ¢ 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 s@o propriedade dos

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

Informacgdes sobre o representante na Austrdlia: Becton Dickinson Pty Ltd., 66 Waterloo Road.

Macquarie Park NSW 2113, Austrdlia

Informacgdes sobre o representante na Nova Zel@ndia:  Becton Dickinson Limited, 14B George Bourke Drive.
Mt. Wellington Auckland 1060, Nova Zeldndia

Controlo de alteragdes

Versdo n.° Alteracdes Data

Versdo original.
00 Esta versdo é uma tradugdo do documento original em inglés: | 18-02-2026
IUo0-444224en0226.00

Tabela A2. Tabela de controlo de alteragGes.

Revisdo: 18 de fevereiro de 2026
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