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Utilizacao prevista

O teste cobas® DPX para utilizagdo nos sistemas cobas® 5800/6800/8800 ¢ um teste in vitro para a quantificacao direta do
ADN dos genotipos 1, 2 e 3 do parvovirus B19 e para a detegdo qualitativa direta do ARN dos genétipos I, II e III do virus
da hepatite A (HAV) em plasma humano.

Este teste destina-se a ser utilizado como um teste in vitro para quantificar o ADN do parvovirus B19 isolado, ou para
simultaneamente quantificar o ADN do parvovirus B19 e detetar ARN do HAV em amostras de dadores de sangue total,
componentes sanguineos ou plasma para posterior utilizacao pela industria de fracionamento de plasma. O plasma de
todos os dadores pode ser testado como amostras individuais ou em pools constituidas por aliquotas de amostras
individuais.

Este teste ndo se destina a ser utilizado em amostras de sangue do corddo umbilical.

Este teste ndo se destina a ser utilizado como auxiliar no diagndstico de parvovirus B19 ou HAV.

Resumo e explicacao do teste

Fundamentos: rastreio do sangue para infecoes virais transmitidas por transfusdes

O parvovirus humano B19 é um virus pequeno, ndo envelopado, de ADN de cadeia simples pertencente ao género
Erythrovirus da familia Parvoviridae.' Os eritrovirus humanos sio agrupados em trés genétipos distintos: gendtipo 1
(estirpes B19), genotipo 2 (estirpes A6) e genotipo 3 (estirpes V9/D91/1).>* Praticamente todas as amostras de virus sdo do
genotipo 1. O genoétipo 2 é encontrado esporadicamente nos EUA, na Europa e na América do Sul, principalmente em
pacientes nascidos antes de 1940.! O genétipo 3 ocorre sobretudo no norte e no ocidente de Africa, mas também foi
identificado em Franga.'

O parvovirus B19 (B19V) é um agente patogénico comum, estando distribuido por todo o mundo. A prevaléncia de
anticorpos circulantes B19 IgG, que indica infe¢des anteriores, aumenta com a idade e varia de cerca de 20% para idades
compreendidas entre 1 e 4 anos, para mais de 60% em adultos, e até 85% na populagio idosa.*® Apesar de os anticorpos
serem prevalentes na populagdo geral, a viremia ou a presenca de ADN viral é rara.* A manifestagdo e a gravidade das
doengas clinicas depende dos estados imunoldgico e hematoldgico do individuo afetado.””® Em individuos
imunocompetentes, a infe¢do é frequentemente assintomatica ou podera causar leves enfermidades autolimitativas,
incluindo eritema infeccioso (“quinta doenga”) em criangas ou artropatia em adultos.””® ' O parvovirus B19, contudo,
podera causar doengas graves, tais como a anemia aplastica transitoria em pacientes com distirbios hematoldgicos

a hidropisia fetal, a anemia congénita, e a perda do feto em mulheres gravidas."” "> A prevaléncia de parvovirus B19 em
dadores de sangue e plasma varia entre 0,16% e 0,9%, a maioria com niveis muito baixos de ADN viral.'"*'® Os estudos do
setor de fabrico de plasma reportaram uma prevaléncia inferior."”
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O parvovirus B19 é transmitido normalmente pelas vias respiratorias, mas pode ocorrer a transmissao por produtos
derivados de plasma, assim como por transfusdo de globulos vermelhos."** A dete¢ao de ADN de parvovirus B19 em
produtos derivados de plasma, incluindo fator VIII concentrado, outros fatores de coagulagio, e pool de plasma tratado com
solvente- detergente, assim como a transmissdo a recetores a partir destes produtos, estd bem descrita na literatura.”>*

A transmissao relacionada com produtos derivados de plasma tem sido associada ao tamanho de pools de plasma;

a incidéncia de infe¢cdes agudas, inaparentes de parvovirus B19; aos niveis elevados de ADN viral (até 10> UIl/ml) em dédivas
virémicas; e a resisténcia do parvovirus B19 a maioria dos passos comuns de inativagdo ou extragdo viral, tais como

o tratamento solvente/detergente (S/D) ou a pasteurizagio.””*"** Tém sido reportados muito poucos casos clinicos de
transmissdo de parvovirus B19 a partir de transfusdes de globulos vermelhos.® Além disso, a transmissdo a recetores de

componentes com niveis baixos a moderados de ADN de parvovirus B19 (< 10° UI/ml) é extremamente rara.”

O HAV é um virus ARN pequeno, ndo envelopado, que pertence ao grupo de hepatovirus da familia Picornaviridae.”

O HAV esta distribuido por todo o mundo e é transmitido por via oral-fecal, principalmente pelo contacto pessoal
proximo.*”** Foram identificados varios gendtipos e subtipos.** As epidemias sdo comuns nos paises em desenvolvimento,
onde os padroes de higiene sao baixos, e a infe¢ao é adquirida normalmente no inicio da vida e resulta numa grande
propor¢ao de populagdo com anticorpos de prote¢do contra o HAV.*** Nos paises industrializados, a diminui¢io da taxa
de incidéncia do virus e a disponibilidade de vacinas causou um desvio da infe¢ao para a idade adulta.’>** No norte da
Europa, no Japao, no Canada, e nos EUA, a prevaléncia do virus na populagdo geral é muito baixa (~0,01%) e os surtos

estdo principalmente associados a grupos de risco, tais como pessoas que viajam para regides endémicas.’ >

As infe¢oes de HAV em humanos variam entre infe¢des assintomaticas, que ocorrem principalmente em criangas de tenra
idade, e a hepatite fulminante, que em alguns casos podera causar a morte.’>** O HAV causa uma infe¢ao aguda, que

¢ solucionada sem alcangar o estado de portador crénico; consequentemente, a infecdo por HAV raramente é relacionada
com transfusdes e os bancos de sangue ndo testam as dadivas relativamente a presenca de HAV, confiando, em vez disso,
no historial clinico dos dadores, para eliminar os dadores com um histérico de hepatite.” Foram reportadas apenas
algumas infe¢oes de HAV transmitidas por transfusdes, as quais resultaram em doenga ligeira do figado.’®*” Apesar de
poder ser encontrado HAV infeccioso no sangue durante o periodo de janela serologica, o risco de transmissao de HAV
por transfusdo é muito baixo.”** Também foi reportada a transmissdo de HAV a partir de dadores num estado virémico
assintomatico.”?* O HAV ndo tem um envelope de lipidos e, assim, ndo ¢ inativado facilmente por tratamento S/D ou por
pasteurizacio, tal como acontece durante o fabrico de derivados de plasma.*> Como resultado, foi reportada a transmissao

de HAV por derivados de plasma, principalmente fatores de coagulagio.’®***

Embora uma déadiva individual possa conter ADN do parvovirus B19 e também ARN do HAV, a prevaléncia de coinfegdo
parvovirus BI9/HAV na populagdo de dadores nao estd bem estudada ou documentada na literatura.*’** Sao conhecidos
casos raros de coinfe¢ao parvovirus humano B19/HAV em bebés e criangas, que ndo fazem parte da populagao de
dadores.** O risco de coinfe¢do podera ser calculado utilizando a prevaléncia de cada virus. Embora a prevaléncia do
HAYV nio esteja bem caracterizada na populagdo de dadores, a prevaléncia na populagao geral é de ~0,01%, e ainda mais
baixa na populagdo de dadores de amostras de origem plasmética (~0,0004%).%**>*-* Utilizando uma prevaléncia de
parvovirus B19 de ~0,9%'", o risco calculado de coinfecdo parvovirus BI9/HAV é de ~0,0000036% (0,0004% x 0,9%) ou
1 em ~28 000 000 dadivas.
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Fundamentos dos testes NAT

Os testes NAT podem ser utilizados para detetar HAV e a contaminagio por parvovirus B19. No inicio de 2000, alguns
fabricantes de plasma iniciaram o rastreio com testes NAT do ARN do HAV e do ADN do parvovirus B19, para o fabrico
posterior de plasma, em resposta a relatdrios de transmissdo de ambos os virus através de produtos derivados do
plasma.*® Os testes de NAT, considerados testes de processamento, tinham por objetivo a remogdo de quaisquer unidades
contaminadas por HAV e a redugdo do parvovirus B19 em pools de plasma.” Em 2004, a Farmacopeia Europeia comegou
a requerer que todos os fabricantes garantissem que os niveis de ADN do parvovirus B19 estivessem abaixo de 10* UI/ml
nas pools utilizadas para a produgdo de imunoglobulina anti-D humana e nas pools de plasma humano, tratado para

a inativa¢do de virus.*® De forma similar, indicagoes da FDA de 2009 recomendam aos fabricantes de produtos derivados
de plasma a execugao de teste NAT de parvovirus B19 em todos os produtos derivados de plasma, para assegurar que

a carga viral de ADN de parvovirus B19 na pool de fabrico nao exceda 10* UI/ml.* Nem as agéncias reguladoras dos EUA
nem as europeias requerem atualmente os testes de NAT de HAV em pools de plasma utilizados para posterior fabrico;
contudo, os requisitos regulamentares europeus indicam que, se os testes de NAT de HAV forem utilizados na pool de
fabrico, como parte dos testes de processamento, o teste é capaz de detetar um controlo que contenha 100 UI/ml de ARN
do HAV.®

Explicacéo do teste

O teste cobas® DPX é um teste duplex que é executado nos sistemas cobas® 5800/6800/8800. O teste cobas® DPX permite
a quantifica¢ao simultanea de ADN dos gendtipos 1, 2 e 3 do parvovirus B19 e a dete¢ao qualitativa de ARN dos
genotipos I, II e III do virus da hepatite A (HAV) em plasma humano.

Principios do procedimento

O teste cobas® DPX por tecnologia de PCR em tempo real baseia-se na preparagao totalmente automatica da amostra
(extragdo e purificagdo do acido nucleico) seguida de amplificagdo por PCR e detegéo.

O sistema cobas® 5800 é constituido por um unico equipamento integrado. Os sistemas cobas® 6800/8800 sdo constituidos
pelo mddulo de abastecimento de amostras, o mddulo de transferéncia, o mdédulo de processamento e o mddulo analitico.
A gestao automatica de dados ¢ executada pelo software cobas® 5800/6800/8800, que calcula resultados quantitativos

(em Ul/ml) para o parvovirus B19, mediante a utilizagdo de um padrao de quantificagdo (QS), diretamente comparavel ao
padrio internacional da OMS de B19.”” O software cobas® 5800/6800/8800 também classifica os resultados de testes para

a presenca do virus da hepatite A como néo reativos, reativos, ou invalidos. Quando for utilizado o sistema

cobas® 5800/6800/8800, os resultados podem ser examinados diretamente no ecra do sistema, impressos em forma de
relatdrio, ou podem ser enviados para um Sistema de gestdao de informagdes laboratoriais (LIMS) ou para outro sistema de
gestdo de resultados.

As amostras podem ser testadas individualmente ou, opcionalmente, podem ser testadas em pools constituidas por varias
amostras. No caso de as amostras serem testadas em pools, podera opcionalmente utilizar num passo pré-analitico, os
equipamentos cobas® p 680, ou o software cobas® Synergy com o Hamilton Microlab® STAR/STARIet IVD.
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Os 4cidos nucleicos da amostra e 0 ARN protegido do controlo interno (IC) (que serve como controlo de todo o processo,
desde a preparagdo da amostra até a amplificagdo/dete¢ao) sao extraidos simultaneamente. O IC monitoriza se existe
alguma interferéncia que poderia causar resultados negativos. As amostras potencialmente afetadas sdo invalidadas. As
moléculas de DNA QS também servem como controlo do processo de preparagao da amostra e do processo de
amplificacdo/detegao e sdo extraidas em simultaneo. Os acidos nucleicos virais sdo libertados ao adicionar proteinase

e reagente de lise a amostra. Os acidos nucleicos libertados ligam-se a superficie de silica das particulas de vidro
magnéticas adicionadas. As substancias nao ligadas e impurezas, tais como proteinas desnaturadas, detritos celulares

e potenciais inibidores da PCR (como a hemoglobina), sio removidas com os posteriores passos com reagente de lavagem
e 0 acido nucleico purificado ¢ eluido das particulas de vidro magnéticas com tampao de elui¢do a alta temperatura.

A amplificacgao seletiva do acido nucleico alvo da amostra de dador é conseguida através da utilizacdo de primers diretos
e reversos especificos do virus que sio selecionados de regides altamente conservadas do 4cido nucleico viral. E utilizada
uma enzima de polimerase do ADN termoestavel para a transcri¢do reversa e para a amplificacdo. A mistura principal
inclui trifosfato de desoxiuridina (dUTP), em vez de trifosfato de desoxitimidina (dTTP), que é incorporado no ADN
acabado de sintetizar (amplicdo).”** Qualquer amplicdo de contamina¢io de corridas de PCR anteriores sdo destruido
pela enzima AmpErase [uracil-N-glicosilase], que estd incluida na mistura principal de PCR, quando aquecida no
primeiro passo do termociclagem. No entanto, os amplicdes acabados de formar nao sdo destruidos, uma vez que

a enzima AmpkErase fica inativada quando exposta a temperaturas acima dos 55 °C.

A mistura principal do cobas® DPX contém sondas de dete¢do que sdo especificas para o acido nucleico de QS e IC, assim
como de B19 e HAV. As sondas de detecao especificas do B19, HAV, IC, e QS estao marcadas com um de quatro corantes
fluorescentes unicos, que atua como um sinalizador. Cada sonda tem também um quinto corante, que atua como um
supressor. Os quatro corantes sinalizadores sdo medidos em comprimentos de onda definidos, permitindo assim a dete¢ao
e a discriminagdo simultaneas dos alvos B19, HAV amplificados, IC e QS.>** O sinal fluorescente das sondas intactas

é suprimido pelo corante supressor. Durante o passo de amplificagdo por PCR, a hibrida¢io das sondas para o alvo
especifico de cadeia simples de ADN resulta na clivagem, pela atividade nuclease 5' a 3' da polimerase do ADN, originando
a separagdo dos corantes de sinalizagdo e de supressao e a geracao de um sinal fluorescente. Com cada ciclo da PCR, sao
geradas quantidades crescentes de sondas clivadas, aumentando concomitantemente o sinal cumulativo do corante
reporter. Uma vez que os quatro corantes sinalizadores especificos saio medidos a comprimentos de onda definidos,

é possivel a detecao e discriminagdo simultineas dos alvos amplificados de B19 e HAV e do QS e IC.
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Reagentes e materiais

Reagentes e controlos do cobas® DPX

Todos os reagentes e controlos nao abertos devem ser armazenados conforme recomendado na Tabela 1 até a Tabela 4.

Tabela 1
Conservar entre 2 e 8 °C

Teste cobas® DPX

Cassete de 192 testes (P/N 09171126190)

Mistura Principal
de DPX
(DPX MMX-R2)

Tween 20, EDTA, < 0,06% de dATP, dGTP, dCTP, < 0,14% de dUTP, < 0,01% de primers
ascendente e descendente do parvovirus B19, HAV, primers de padréo de
quantificacdo e controlo interno, < 0,01% de sondas de parvovirus B19 e HAV de
marcacao fluorescente, < 0,01% de sondas de parvovirus B19 QS e HAV IC de
marcacao fluorescente, < 0,01% de aptamero oligonucledtido, < 0,01% de polimerase
do ADN Z05D, < 0,01% de enzima AmpErase (uracil-N-glicosilase) (de origem
microbiana), < 0,1% de azida de sédio

Componentes do kit Ingredientes dos reagentes Quantidade
por kit

Solucéo de proteinase Tampdo Tris, < 0,05% de EDTA, cloreto de célcio, acetato de célcio, 8% de proteinase, 22,3 ml
(PASE) glicerol

EUH210: Folhas de dados de seguranca fornecida a pedido.

EUH208: Contém subtilisina do Bacillus subtilis. Pode desencadear uma reacéo

alérgica.
Controlo interno Tampéo Tris, < 0,05% de EDTA, < 0,01% de estrutura de armored RNA de Controlo 21,2 ml
e padrao de interno (ARN né&o infeccioso encapsulado em bacteriéfagos MS2), < 0,01% de ADN
quantificacdo de DPX ndo infeccioso e sintético do QS B19 encapsulado na proteina do envelope de
(DPX IC/QS) bacteriéfago Lambda, < 0,002% de ARN de Poli rA (sintético), < 0,1% de azida de

sodio
Tampéo de Eluicédo Tampdo Tris, 0,2% de 4-hidroxibenzoato de metilo 21,2 ml
(EB)
Reagente 1 da Acetato de manganés, hidréxido de potdssio, < 0,1% de azida de sédio 7,5 ml
Mistura Principal
(MMX-R1)
Reagente 2 da Tampéo de tricina, acetato de potdssio, glicerol, 18% de sulféxido de dimetilo, 9,7 ml
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Tabela 2

(P/N 09040749190)

cobas® DPX Control Kit
Conservar entre 2 e 8 °C

proteinas, plasma humano normal, ndo
reativo em testes aprovados para
anticorpo do B19, ARN do HAV néo
detetdvel por métodos de PCR, ADN de
B19 néo detetavel por métodos de PCR
ou abaixo do nivel em que é afetada

a funcionalidade do controlo (< 5 Ul/ml)

0,1% de conservante ProClin® 300**

Componentes Ingredientes dos reagentes Quantidade | Simbolo e adverténcia de seguranca*
do kit por kit
Controlo positivo < 0,001% de (armored) ARN sintético do | 8 ml
duplo do DPX HAV encapsulado num bacteriéfago B8 x1ml —
(DPX D(+)O) MS2 revestido com proteinas, \ ,
< 0,001% ADN (de plasmideo) sintético l
(tj)o paI’IV,OVII“US B19 encapsulz_ado num ADVERTENCIA
acteriéfago Lambda revestido com
proteinas, plasma humano normal, n&o H317: Pode provocar uma reacéo alérgica cutanea.
reativo em testes aprovados para H412: Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos
anticorpo do B19, ARN do HAV nao duradouros.
detetével por métodos de PCR, ADN de P261: Evitar respirar as névoas ou vapores.
B19 néo detetavel por métodos de PCR P273: Evitar a libertagcdo para o ambiente.
ou abaixo do nivel em que ¢ afetada P280: Usar luvas de protegéo.
a funcionalidade do controlo (< 5 Ul/ml) P333 + P313: Em caso de irritagdo ou erupgéo cutanea:
0,1% de conservante ProClin® 300** consulte um médico.
P362 + P364: Retirar a roupa contaminada e lava-la
antes de a voltar a usar.
P501: Eliminar o contetddo/recipiente numa instalacéo
de eliminacé&o de residuos aprovada.
55965-84-9 Massa de reacéo de 5-cloro-2-metil-2H-
isotiazol-3-ona e 2-metil-2H-isotiazol-3-ona (3:1).
Controlo positivo < 0,001% ADN (de plasmideo) sintético 8 ml
alto do DPX do parvovirus B19 encapsulado num @x1mh \ap/
(DPX H(+)C) bacteriéfago Lambda revestido com

\II
ADVERTENCIA

H317: Pode provocar uma reacéo alérgica cutanea.
H412: Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos
duradouros.

P261: Evitar respirar as névoas ou vapores.

P273: Evitar a libertagdo para o ambiente.

P280: Usar luvas de protecéo.

P333 + P313: Em caso de irritagcdo ou erupgdo cutanea:
consulte um médico.

P362 + P364: Retirar a roupa contaminada e lava-la
antes de a voltar a usar.

P501: Eliminar o contetddo/recipiente numa instalacéo
de eliminacé&o de residuos aprovada.

55965-84-9 Massa de reacéo de 5-cloro-2-metil-2H-
isotiazol-3-ona e 2-metil-2H-isotiazol-3-ona (3:1).

* A rotulagem relativa a seguranga de produtos baseia-se essencialmente na diretiva GHS da UE

** Substancia perigosa

Tabela 3

Conservar entre 2 e 8 °C

(P/N 09051953190)

cobas® Buffer Negative Control Kit

Componente do kit Ingredientes dos reagentes Quantidade Simbolo e adverténcia
por kit de seguranca

Tampao de controlo negativo Tampdo Tris, EDTA, 0,002% de ARN de poli rA 16 ml Na&o aplicavel

(Buffer-NC) (sintético), < 0,1% de azida de sdédio (16 x 1 ml)

09306838001-02PT
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cobas® DPX

Reagentes cobas® omni para preparacgéo da amostra

Tabela 4 Reagentes cobas® omni para preparagio da amostra*
Reagentes Ingredientes dos reagentes | Quantidade | Simbolo e adverténcia de seguranca**
por kit

cobas® omni Particulas de vidro 480 testes Nao aplicavel

MGP Reagent magnéticas, tampéo Tris,

(mGgP) 0,1% de 4-hidroxibenzoato de

Conservar entre 2 e 8 °C metilo, < 0,1% de azida de

(P/N 06997546190) sodio

cobas® omni Tampéo Tris, 0,1% de 4- 4 x 875 ml N&o aplicavel

Specimen Diluent hidroxibenzoato de metilo,

(SPEC DIL) < 0,1% de azida de sddio

Conservar entre 2 € 8 °C

(P/N 06997511190)

cobas® omni 42,56% (p/p) de tiocianato de | 4 x 875 ml

Lysis Reagent guanidina**, <,

(LYS) 5% (p/v) de polidocanol**, >

Conservar entre 2 e 8 °C 2% (p/v) de ditiotreitol*,

(P/N 06997538190) citrato de sddio dihidratado PERIGO
H302: Nocivo por ingestéo.
H314: Provoca queimaduras na pele e lesbes oculares graves.
H411: Téxico para os organismos aquaticos com efeitos
duradouros.
EUH032: Em contacto com acidos liberta gases muito téxicos.
EUHO071: Corrosivo para as vias respiratdrias.
P273: Evitar a libertacdo para o ambiente.
P280: Usar luvas de protecéo/vestudrio de protecéo/protecdo
ocular/protecao facial/protecdo auditiva.
P303 + P361 + P353: SE ENTRAR EM CONTACTO COM
A PELE (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa
contaminada. Enxaguar a pele com dgua.
P304 + P340 + P310: EM CASO DE INALAGAO: retirar
a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa posicdo
que ndo dificulte a respiragdo. Contacte imediatamente um
CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS/médico.
P305 + P351 + P338 + P310: SE ENTRAR EM CONTACTO
COM 0S OLHOS: enxaguar cuidadosamente com dgua
durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal lhe for possivel. Continue a enxaguar. gontacte
imediatamente um CENTRO DE INFORMAGAO
ANTIVENENOS/médico.
P391: Recolher o produto derramado.
593-84-0 Tiocianato de guanidina
9002-92-0 Polidocanol
3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimercaptobutano-2,3-diol

cobas® omni Citrato de sddio dihidratado, 4,2 Nao aplicavel

Wash Reagent

(WASH)

Conservar entre 15 e 30 °C
(P/N 06997503190)

0,1% de 4-hidroxibenzoato de
metilo

*  Estes reagentes nao estdo incluidos no kit do teste cobas® DPX. Consulte a lista dos materiais adicionais necessarios (Tabela 8 e Tabela 9).
** A rotulagem relativa a seguranga de produtos baseia-se essencialmente na diretiva GHS da UE

*** Substincia perigosa

09306838001-02PT
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cobas® DPX

Requisitos de manuseamento e armazenamento de reagentes

Os reagentes deverdo ser armazenados e manuseados conforme especificado na Tabela 5, Tabela 6 e Tabela 7.

Quando os reagentes nao estiverem nos sistemas cobas® 5800/6800/8800, armazene-os a temperatura correspondente

especificada na Tabela 5.

Tabela5 Armazenamento de reagentes (quando o reagente néo se encontra no sistema)

Reagente Temperatura de armazenamento

cobas® DPX - 192 2a8°C

cobas® DPX Control Kit 2a8°C

cobas® Buffer Negative Control Kit 2a8°C

cobas® omni Lysis Reagent 2a8°C

cobas® omni MGP Reagent 2a8°C

cobas® omni Specimen Diluent 2a8°C

cobas® omni Wash Reagent 15a30°C

Requisitos de manuseamento de reagentes para o sistema cobas® 5800

Os reagentes carregados no sistema cobas® 5800 sdo armazenados a temperaturas apropriadas e as respetivas datas de

validade sdo controladas pelo sistema. O sistema apenas permite que os reagentes sejam usados, se as condi¢des indicadas

na Tabela 6 forem satisfeitas. O sistema impede automaticamente a utilizagao de reagentes expirados. A Tabela 6 permite

ao utilizador compreender as condi¢gdes de manuseamento de reagentes exigidas pelo sistema cobas® 5800.

Tabela 6

Condigdes de manuseamento de reagentes exigidas pelo sistema cobas® 5800

Reagente

Prazo de validade Estabilidade do kit

Numero de corridas

Estabilidade a bordo do

ultrapassado a primeira utilizacdo

do kit aberto para as quais este kit equipamento (tempo
pode ser usado acumulado a bordo do
equipamento fora do
frigorifico)
cobas® DPX - 192 Prazo né&o 90 dias desde M4éx. 40 corridas Méx. 36 dias**

ultrapassado o0 carregamento**

cobas® DPX Control Kit Prazo ndo Nao aplicavel* Nao aplicavel Max. 36 dias™*
ultrapassado

cobas® Buffer Negative Control Kit | Prazo néo Nao aplicavel* Nao aplicavel Max. 36 dias™*
ultrapassado

cobas® omni Lysis Reagent Prazo ndo 30 dias desde Nao aplicavel Nao aplicavel
ultrapassado 0 carregamento**

cobas® omni MGP Reagent Prazo ndo 30 dias desde Nao aplicavel Nao aplicavel
ultrapassado 0 carregamento**

cobas® omni Specimen Diluent Prazo ndo 30 dias desde Nao aplicavel Nao aplicavel
ultrapassado 0 carregamento**

cobas® omni Wash Reagent Prazo néo 30 dias desde Né&o aplicavel Nao aplicavel

* Reagentes de utilizagdo tnica.

** O tempo é medido a partir da primeira vez que o reagente é carregado no sistema cobas® 5800.

09306838001-02PT
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cobas® DPX

Requisitos de manuseamento de reagentes para os sistemas cobas® 6800/8800

Os reagentes carregados nos sistemas cobas® 6800/8800 sido armazenados a temperaturas apropriadas e as datas de

validade sao controladas pelo sistema. O sistema apenas permite que os reagentes sejam usados, se as condi¢des indicadas

na Tabela 7 forem satisfeitas. O sistema impede automaticamente a utilizagdo de reagentes expirados. A Tabela 7 permite

ao utilizador compreender as condi¢des de manuseamento de reagentes impostas pelos sistemas cobas® 6800/8800.

Tabela7 Condigdes de manuseamento de reagentes exigidas pelos sistemas cobas® 6800/8800
Reagente Prazo de validade | Estabilidade do kit Nimero de Estabilidade a bordo do
do kit aberto corridas para as equipamento (tempo

quais este kit pode

ser usado

acumulado a bordo do
equipamento fora do
frigorifico)

cobas® DPX - 192

Prazo ndo
ultrapassado

90 dias desde a primeira
utilizagéo

Max. 40 corridas

Max. 40 horas**

cobas® DPX Control Kit

Prazo néo
ultrapassado

Na&o aplicavel*

Né&o aplicavel

Max. 8 horas**

cobas® Buffer Negative Control Kit

Prazo ndo
ultrapassado

Nao aplicavel*

Né&o aplicavel

Max. 10 horas**

ultrapassado

0 carregamento**

cobas® omni Lysis Reagent Prazo nao 30 dias desde Nao aplicavel Nao aplicavel
ultrapassado 0 carregamento**

cobas® omni MGP Reagent Prazo nao 30 dias desde Nao aplicavel Nao aplicavel
ultrapassado 0 carregamento**

cobas® omni Specimen Diluent Prazo nao 30 dias desde Nao aplicavel Nao aplicavel
ultrapassado 0 carregamento**

cobas® omni Wash Reagent Prazo nao 30 dias desde Nao aplicavel Nao aplicavel

* Reagentes de utilizagdo unica.

** O tempo é medido a partir da primeira vez que o reagente é carregado nos sistemas cobas® 6800/8800.

09306838001-02PT
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cobas® DPX

Materiais adicionais necessarios para o sistema cobas® 5800

Tabela8 Material e consumiveis para utilizag8o no sistema cobas® 5800

Material P/N

cobas® omni Processing Plate 24 08413975001
cobas® omni Amplification Plate 24 08499853001
cobas® omni Liquid Waste Plate 24 08413983001
Ponta CORE TIPS com filtro, 1 ml 04639642001
Ponta CORE TIPS com filtro, 300 pl 07345607001
cobas® omni Liquid Waste Container 07094388001
cobas® omni Lysis Reagent 06997538190
cobas® omni MGP Reagent 06997546190
cobas® omni Specimen Diluent 06997511190
cobas® omni Wash Reagent 06997503190
Saco de residuos sélidos 07435967001
ou ou

Saco de residuos sélidos com inserto 08030073001

Materiais adicionais necessarios para os sistemas cobas® 6800/8800

Tabela9 Material e consumiveis para utilizar nos sistemas cobas® 6800/8800

Material P/N

cobas® omni Processing Plate 05534917001
cobas® omni Amplification Plate 05534941001
cobas® omni Pipette Tips 05534925001
cobas® omni Liquid Waste Container 07094388001
cobas® omni Lysis Reagent 06997538190
cobas® omni MGP Reagent 06997546190
cobas® omni Specimen Diluent 06997511190
cobas® omni Wash Reagent 06997503190
Saco de residuos sélidos 07435967001
Saco de residuos sélidos com inserto 08030073001

09306838001-02PT
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cobas® DPX

Equipamentos e software necessarios

O pacote de analise cobas® DPX para o sistema cobas® 5800 devera ser instalado no sistema cobas® 5800. O software
x800 Data Manager para o sistema cobas® 5800 sera fornecido com o sistema. O software cobas® Synergy pode ser
instalado, se aplicavel.

O software cobas® 6800/8800 e o pacote de analise cobas® DPX deverao estar instalados no(s) equipamento(s).
O servidor IG (Instrument Gateway) sera fornecido com o sistema. O software cobas® Synergy pode ser instalado, se
aplicavel.

Tabela 10 Equipamentos

Equipamento P/N

Sistema cobas® 5800 08707464001

Sistema cobas® 6800 (opgdo mdvel) 05524245001 e 06379672001
Sistema cobas® 6800 (fixo) 05524245001 e 06379664001
Sistema cobas® 8800 05412722001

Mddulo de abastecimento de amostras dos sistemas cobas® 6800/8800 06301037001

Opcoes para pipetagem e pooling P/N

Licenga eletrénica do software cobas® Synergy (apenas para o sistema cobas® 5800) 09311246001

Equipamento cobas® p 680 06570577001

Licenga eletrénica do software cobas® Synergy (apenas para os sistemas cobas® 6800/8800) 09311238001

(opcional)

Hamilton Microlab® STAR IVD 04640535001

Hamilton Microlab® STARlet IVD 04872649001

Para informagdes adicionais, consulte a Assisténcia ao utilizador do sistema cobas® 5800 ou dos sistemas cobas® 6800/8800. Para mais informagdes
sobre os tubos de amostra primdrios e secunddrios aceites nos equipamentos, consulte a Assisténcia ao utilizador do equipamento cobas® p 680 ou
a Assisténcia ao utilizador do software cobas® Synergy.

Nota: contacte o representante local da Roche para uma lista detalhada de racks de amostras, racks para pontas obstruidas e suportes de racks aceites
nos equipamentos.

09306838001-02PT
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cobas® DPX

Precaucoes e requisitos de manuseamento
Adverténcias e precaucoes

A semelhanca do que sucede com qualquer procedimento de teste, boas praticas de laboratério sio essenciais para um

desempenho adequado deste ensaio. Em virtude da elevada sensibilidade deste teste, deverdo ser tomadas as devidas

precaugdes para manter os reagentes e as misturas de amplificagao livres de contaminacao.

Apenas para diagnostico in vitro.

Todas as amostras deverdo ser manuseadas como se estivessem infetadas, utilizando boas praticas de laboratério,
conforme descrito em Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories e no Documento M29-A4 do
CLSI.>>>¢ Este procedimento sé deve ser efetuado por pessoal com experiéncia no manuseamento de materiais
com risco bioldgico e na utiliza¢ao do teste cobas® DPX, dos sistemas cobas® 5800/6800/8800, do equipamento
cobas® p 680 (para os sistemas cobas® 6800/8800) ou do Hamilton Microlab® STAR/STARIet IVD com o software
cobas® Synergy.

Todos os materiais de origem humana devem ser considerados potencialmente infeciosos e devem ser
manipulados com as precaug¢des universais. Se ocorrer derrame, desinfete imediatamente com uma solu¢ao
preparada de fresco de hipoclorito de s6dio a 0,6% em agua destilada ou desionizada ou siga os procedimentos
apropriados do laboratoério.

O cobas® DPX Control Kit contém plasma derivado de sangue humano. O material de origem foi submetido

a testes aprovados de anticorpos e considerado como nao reativo para a presenga de anticorpos do B19 IgG e IgM.
Os testes de plasma humano normal por métodos de PCR ndo demonstraram ARN do HAV detetaveis e niveis de
ADN do B19 que ou néo sao detetaveis ou sao suficientemente baixos para ndo terem um impacto na
funcionalidade dos controlos de DPX positivos. Nenhum método de teste conhecido pode oferecer uma garantia
completa de que os produtos derivados do sangue humano nio transmitirdo agentes infeciosos.

Nao congele sangue total.

Recomenda-se a utilizagdo de pipetas esterilizadas descartaveis e de pontas de pipetagem isentas de nucleases. Para
garantir o desempenho ideal do teste, utilize apenas os materiais consumiveis necessarios fornecidos ou
especificados.

Estao disponiveis Folhas de Dados de Seguranca (FDS) que podem ser solicitadas ao representante local da Roche.
Para garantir que o teste é executado corretamente, siga rigorosamente os procedimentos e diretrizes fornecidos.
Qualquer desvio destes procedimentos e diretrizes podera afetar o desempenho ideal do teste.

A disrupgao das varias camadas célula-plasma ou a difusdo do material apds a centrifugacdo pode originar taxas
de invalidade mais elevadas.

Poderao ocorrer resultados falsos positivos se, durante o manuseamento e processamento das amostras,

o carryover de amostras nao for controlado adequadamente.

Informe as autoridades competentes locais e o fabricante sobre quaisquer incidentes graves que possam ocorrer ao
utilizar este ensaio.

09306838001-02PT
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cobas® DPX

Manuseamento de reagentes

Para evitar carryover de amostras ou controlos, manipule todos os reagentes, controlos e amostras de acordo com
as boas praticas de laboratdrio.

Inspecione visualmente todas as cassetes de reagente, diluentes, reagente de lise e reagente de lavagem, antes dos
mesmos serem utilizados, para se certificar de que nao existem quaisquer sinais de fugas. Se existir algum indicio
de fuga, ndo utilize esse material para testes.

O cobas® omni Lysis Reagent contém tiocianato de guanidina, um produto quimico potencialmente perigoso.
Evite o contacto dos reagentes com a pele, os olhos ou com membranas mucosas. Em caso de contacto, lave
imediatamente a zona afetada com agua abundante para evitar queimaduras.

Os kits de teste cobas® DPX, o cobas® omni MGP Reagent e o cobas® omni Specimen Diluent contém azida

de sédio como conservante. Evite o contacto dos reagentes com a pele, os olhos ou com membranas mucosas. Em
caso de contacto, lave imediatamente a zona afetada com agua abundante para evitar queimaduras. No caso de
derrame destes reagentes, dilua com agua antes de passar com um pano para secar.

Nio permita que cobas® omni Lysis Reagent, que contém tiocianato de guanidina, entre em contacto com solugao
de hipoclorito de sodio (lixivia). Esta mistura pode produzir um gés altamente toxico.

Elimine todos os materiais que tenham entrado em contacto com amostras e reagentes, de acordo com
regulamentagdes nacionais, estaduais e locais.

Boas praticas de laboratdrio

Nao efetue pipetagem com a boca.

Nio coma, ndo beba nem fume nas areas de trabalho.

Use luvas de laboratorio, bata de laboratério e protecao ocular quando manusear amostras e reagentes. Para evitar
contaminacio, as luvas devem ser trocadas entre o manuseamento de amostras e 0 manuseamento de kits

cobas® DPX e reagentes cobas® omni. Evite contaminar as luvas quando manusear amostras e controlos.

Lave muito bem as maos depois de manusear amostras e reagentes do kit, e depois de retirar as luvas.

Limpe e desinfecte cuidadosamente todas as superficies de trabalho do laboratério com uma solugéo preparada de
fresco de hipoclorito de sédio a 0,6% em agua desionizada ou destilada. Em seguida esfregue a superficie com um
pano com etanol a 70%.

Se ocorrer um derrame nos equipamentos cobas® 6800/8800, siga as instrugées do Manual do operador dos
sistemas cobas® 6800/8800 para limpar e descontaminar corretamente as superficies do(s) equipamento(s).

Se ocorrerem derrames no equipamento cobas® 5800, siga as instrugdes indicadas na Assisténcia ao utilizador do
sistema cobas® 5800 para limpar e descontaminar adequadamente a superficie do(s) equipamento(s).

09306838001-02PT
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cobas® DPX

Colheita, transporte, armazenamento e pooling de amostras

Nota: manuseie todas as amostras e controlos tendo em conta a possibilidade de transmitirem agentes infeciosos.
Armazene todas as amostras de dadores as temperaturas especificadas.
A estabilidade das amostras é afetada por altas temperaturas.

Amostras de dadores vivos

e O plasma colhido com anticoagulante EDTA, CPD, CPDA1, CP2D e citrato de s6dio a 4% podem ser utilizados
com o teste cobas® DPX. Para o manuseamento e a centrifugacao, siga as instrugdes do fabricante dos tubos de
amostra/sacos de colheita de amostras.

e O sangue colhido em anticoagulante EDTA, tubos de preparagdo de plasma EDTA Becton-Dickinson (BD PPT™)
podera ser sujeito a centrifuga¢do adicional a 600 x g durante 5 minutos antes de ser carregado, antes de pooling
opcional ou antes de ser testado novamente.

e Os tubos de sangue colhido com anticoagulante CPD, CPDA1, CP2D ou tubos de preparagdo de plasma EDTA
Becton-Dickinson (BD PPT™) poderao ser armazenados até 12 dias nas seguintes condigoes:

o Asamostras devem ser centrifugadas no prazo de 72 horas apos a colheita.

o Para armazenamento acima dos 8 °C, as amostras podem ser armazenadas durante 72 horas
a temperaturas até 25 °C, e até 30 °C durante 24 das 72 horas.

o Além do indicado acima, as amostras podem ser armazenadas a temperaturas entre 2 e 8 °C. Além disso,
o plasma separado dos globulos sanguineos pode ser armazenado até 30 dias a temperaturas < -18 °C com
3 ciclos de congelagdo/descongelagdo. Consulte a Figura 1.

Figura 1 Condigdes de armazenamento de amostras de dadores
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cobas® DPX

e O sangue colhido com anticoagulante EDTA pode ser armazenado durante um maximo de 12 dias nas seguintes
condigoes:

O
O

As amostras devem ser centrifugadas no prazo de 72 horas ap6s a colheita.

Para armazenamento acima dos 8 °C, as amostras podem ser armazenadas durante 72 horas

a temperaturas até 25 °C, e até 30 °C durante 24 das 72 horas.

Além do indicado acima, as amostras podem ser armazenadas a temperaturas entre 2 e 8 °C. Além disso,
o plasma separado dos glébulos sanguineos pode ser armazenado até 12 meses a temperaturas < -18 °C
com 3 ciclos de congelagdo/descongelagao. Consulte a Figura 2.

Figura2  Condigbes de armazenamento de amostras de dadores

30
Anticoagulante EDTA
~ 25
(=}
1)
g
S
)
g
]
=%
E s
[t
Sanque total
2 R
1 3 12
<-18
Plasma congelado
(pode ser congelado/descongelado até 3 vezes)
Dias
0 Meses 12

e O plasma em anticoagulante de citrato de sddio a 4% pode ser armazenado durante um maximo de 30 dias entre
2e8°C.

O
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Para armazenamento acima dos 8 °C, as amostras podem ser armazenadas durante 72 horas

a temperaturas até 25 °C, e até 30 °C durante 24 das 72 horas.

Além do indicado acima, as amostras podem ser armazenadas a temperaturas entre 2 e 8 °C. Além disso,
o plasma separado dos glébulos sanguineos pode ser armazenado até 12 meses a temperaturas < -18 °C
com 3 ciclos de congelagao/descongelagdo (ver a Figura 3).
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cobas® DPX

e Caso seja necessario expedir amostras, estas devem ser embaladas e rotuladas em conformidade com os
regulamentos locais e/ou internacionais aplicaveis ao transporte de amostras e agentes etioldgicos.

Figura3  Condigdes de armazenamento de amostras em anticoagulante citrato de sédio a 4%
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cobas® DPX

Instrucoes de utilizacao

Pooling e pipetagem de amostras automaticos (opcional)

O equipamento cobas® p 680 ou o software cobas® Synergy com o Hamilton MICROLAB® STAR/STARIet IVD pode ser
utilizado como um componente opcional com os sistemas cobas® 6800/8800 para pipetagem e pooling automaticos de
aliquotas de varias amostras primarias para uma amostra em pool.

O software cobas® Synergy com o Hamilton MICROLAB® STAR/STARIet IVD pode ser utilizado como um acessorio do
sistema cobas® 5800 para pipetagem e pooling automaticos de aliquotas de varias amostras primarias para uma amostra
em pool.

Para mais informagdes, consulte a Assisténcia ao utilizador do equipamento cobas® p 680 ou a Assisténcia ao utilizador do
software cobas® Synergy.

Definicdo de cut-off para o parvovirus B19

Sistema cobas® 5800

O sistema cobas® 5800 apresentara o titulo BI9V na interface de utilizador do software cobas® 5800. No entanto, o cutoff
para criar o resultado qualitativo correspondente sé pode ser definido no software cobas® Synergy. Consulte a Assisténcia
ao utilizador do software cobas® Synergy.

Sistemas cobas® 6800/8800

O supervisor do laboratdrio determina o cut-off de titulo B19V, definindo-o para pools de 1. O valor aqui introduzido
¢ utilizado pelo software para atribuir um resultado de “B19V < cut-off” ou “B19V > cut-off” (Tabela 13). O software
calcula automaticamente o resultado, dependendo do cut-off introduzido e do tamanho do pool.

Para atribuir o cut-off de titulo de B19V:

O cut-off de B19V de DPX pode ser encontrado na interface de utilizador (IU) em Administragdo —> Defini¢oes —>
Defini¢oes de processamento —> Testes Roche. Em “Defini¢des” do DPX ASAP e de B19V de DPX ASAP, o valor de cutoff
pode ser definido utilizando o botdao “Editar”.

Ao utilizar a solugdo cobas® Synergy

Em combinag¢do com o DPX-S e DPX-B19-S ASAPs, os resultados finais dos testes B19 e DPX s6 ficam disponiveis no
software cobas® Synergy e nao nos sistemas cobas® 6800/8800.

Para atribuir os valores de cut-off de titulo BI9V (por tamanho do pool em UI/ml), siga a descri¢ao na assisténcia ao
utilizador do software cobas® Synergy. Recomendamos definir o cut-off no software cobas® 6800/8800 para 1.

Notas do procedimento

e Nao utilize reagentes do cobas® DPX, do cobas® DPX Control Kit, do cobas® Buffer Negative Control Kit ou do
cobas® omni depois de expirados os respetivos prazos de validade.

e Nao reutilize consumiveis. Os consumiveis sdo para uma unica utilizagdo.

e Para a manutengdo adequada dos equipamentos, consulte a Assisténcia ao utilizador do sistema cobas® 5800.

e Para a manutengdo adequada dos equipamentos, consulte a Assisténcia ao utilizador dos sistemas
cobas® 6800/8800.
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e Para detalhes dos procedimentos opcionais de pooling e da manutengao adequada dos equipamentos, consulte
a Assisténcia ao utilizador do software cobas® Synergy, conforme aplicavel.

e Resultados invalidos podem ter sido influenciados por varios fatores contribuintes, incluindo, entre outros, as
caracteristicas da amostra, substincias interferentes e fluxos de trabalho pré-analiticos.

Execucéo do cobas® DPX no sistema cobas® 5800

O procedimento de teste é descrito detalhadamente na Assisténcia ao utilizador do sistema cobas® 5800. A Figura 4
a seguir resume o procedimento. Para detalhes dos procedimentos opcionais de pooling, consulte a Assisténcia ao
utilizador do software cobas® Synergy, conforme aplicavel.

Figura4  Procedimento do teste cobas® DPX no sistema cobas® 5800

- Pipetagem e pooling
I

Carregar racks de amostras no sistema:

e Carregar racks de amostras no sistema

o Pedir testes manualmente se néo estiverem disponiveis pedidos do LIS
|

Reabastecer reagentes e consumiveis conforme pedido pelo sistema:

o Carregar a(s) cassete(s) de reagente especifica(s) do teste

o Carregar mini racks de controlo

e Carregar pontas de processamento

¢ Carregar pontas de eluigdo

e (Carregar placas de processamento

e Carregar placas de residuos liquidos

o Carregar placas de amplificagéo

o (Carregar cassete com MGP

¢ Reabastecer diluente de amostras

o Reabastecer reagente de lise

o Reabastecer reagente de lavagem
|

i Iniciar a corrida premindo manualmente o botdo de inicio na interface de

utilizador. Todas as corridas subsequentes iniciardo automaticamente, se
ndo forem adiadas manualmente.
I

Examinar resultados

I
Remover quaisquer tubos de amostra

Limpar o equipamento:

o Esvaziar cassetes de reagente

o Esvaziar mini racks de controlo

Esvaziar gaveta de placas de amplificagdo ja utilizadas
Esvaziar o reservatério de residuos liquidos

Esvaziar o reservatdrio de residuos sélidos
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Execucéo do cobas® DPX nos sistemas cobas® 6800/8800

O procedimento de teste é descrito detalhadamente na Assisténcia ao utilizador dos sistemas cobas® 6800/8800; para
detalhes sobre os procedimentos opcionais de pooling, consulte a Assisténcia ao utilizador do equipamento cobas® p 680
ou a Assisténcia ao utilizador do software cobas® Synergy, conforme aplicavel.

Figura5  Procedimento do teste cobas® DPX nos sistemas cobas® 6800/8800

Reabastecer reagentes e consumiveis conforme pedido pelo
sistema:
o Reabastecer reagente de lavagem, reagente de lise e diluente
e Reabastecer placas de processamento e placas de
amplificagdo
e Reabastecer particulas de vidro magnéticas
o Reabastecer reagentes especificos do teste
¢ Reabastecer cassetes de controlo
¢ Reabastecer racks de pontas
e Substituir rack de pontas obstruidas
|

Iniciar corrida:

e Carregar racks com amostras

e Escolha o botdo de inicio da interface
|

Rever e exportar os resultados

|

Descarregar consumiveis:

e Retirar placas de amplificagdo do médulo analitico
o Descarregar cassetes de controlo vazias

o Esvaziar o reservatério de residuos sélidos
Esvaziar o reservatério de residuos liquidos
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Resultados

Os sistemas cobas® 5800 e cobas® 6800/8800 determinam automaticamente a concentragdo de ADN de parvovirus B19
para controlos e amostras de dadores. A concentragdo de ADN de parvovirus B19 é indicada em Unidades internacionais
por mililitro (UI/ml). Além disso, os sistemas cobas® 5800 e cobas® 6800/8800 detetam automaticamente o ARN do HAV
das amostras e dos controlos.

Controlo de qualidade e validade dos resultados no sistema cobas® 5800

O sistema cobas® 5800 é fornecido com a predefini¢do de executar controlos (positivo e negativo) com cada corrida, mas
pode ser configurado para uma programacao de controlos menos frequente por um técnico de assisténcia da Roche ou
contactando o servigo de apoio ao cliente da Roche, com base nos procedimentos do laboratério e/ou nos regulamentos
locais.

e No relatério e/ou no sistema cobas® 5800, verifique os alarmes e os respetivos resultados associados, para se
certificar da validade do batch.
e Asamostras associadas sdo validas, se ndo aparecer nenhum alarme para nenhum dos trés controlos.

A invalidagdo dos resultados é feita automaticamente pelo sistema cobas® 5800, com base na falha de algum controlo
positivo ou negativo.

Resultados de controlo no sistema cobas® 5800

Os resultados dos controlos estdo indicados no software do cobas® 5800 na app “Controlos”.

® Os controlos estdo assinalados com um “Valido” na coluna “Resultado do controlo” se todos os alvos do controlo
forem considerados validos. Os controlos estdo assinalados com um “Invalido” na coluna “Resultado do
controlo” se um ou todos os alvos do controlo forem considerados invalidos.

e Os controlos assinalados com um “Invalido” apresentam um sinalizador na coluna “Sinalizadores”. Na vista de
detalhes, sdo apresentadas mais informagoes sobre o motivo pelo qual o controlo é indicado como invalido,
incluindo informagdes sobre o sinalizador.

e Se o controlo positivo for invalido, repita os testes dos controlos positivos e todas as amostras associadas. Se
o controlo negativo for invalido, repita os testes de todos os controlos e todas as amostras associadas.

09306838001-02PT
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Tabela 11 Alarmes de controlo dos controlos positivos e negativo no sistema cobas® 5800
Controlo negativo | Sinalizador Resultado | Interpretacéo
(=) Ctrl E indicado um Invalid Se o resultado do (=) Ctrl for invélido, todo o batch é considerado invélido.
sinalizador
Controlo positivo | Sinalizador Resultado | Interpretacido
DPXD (+)C E indicado um Invalid Um resultado invalido ou o resultado de titulagdo calculado para o parvovirus B19
sinalizador nédo se encontra dentro do intervalo atribuido ou o resultado de HAV é néo reativo.
Apenas B19: um resultado invélido devido ao correspondente QS invélido ou ao
resultado de titulagcdo calculado para parvovirus B19 n&o se encontrar dentro do
intervalo atribuido.
Apenas HAV: um resultado invalido devido ao correspondente IC invélido ou ao
resultado de HAV ser néo reativo.
Se o resultado do DPX D (+) C for invélido, todo o batch é considerado invélido.
DPXH(+)C E indicado um Invalid Um resultado invélido ou o resultado de titulagéo calculado do controlo positivo

sinalizador

alto ndo esta dentro do intervalo atribuido.

Se o resultado do DPX H (+) C for invélido, todo o batch é considerado invalido.

Se um dos controlos for invalido, repita os testes do(s) respetivo(s) controlo e todas as amostras associadas.

Controlo de qualidade e validade dos resultados nos sistemas cobas® 6800/8800

e Com cada batch sdo processados um controlo negativo [(-) Ctrl] e dois controlos positivos [DPX D (+) C
e DPX H (+) C].
e No relatério e/ou no software cobas® 6800/8800, verifique os alarmes e os respetivos resultados associados, para se
certificar da validade do batch.
e O batch é vélido se ndo aparecer nenhum sinalizadores para os trés controlos.

A invalidagdo dos resultados é feita automaticamente pelo software cobas® 6800/8800, com base na falha de algum

controlo positivo ou negativo.
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Resultados de controlo nos sistemas cobas® 6800/8800

Tabela 12 Alarmes de controlos negativos e positivos

Controlo negativo

Sinalizador

Resultado

Interpretacéo

(-) Ctrl

Qo2

Invalid

Se o resultado do (=) Ctrl for invélido, todo o batch é considerado invélido.

Controlo positivo

Sinalizador

Resultado

Interpretacéo

DPXD (+)C

Qo2

Invalid

Um resultado invalido ou o resultado de titulagdo calculado para o parvovirus B19 ndo
se encontra dentro do intervalo atribuido ou o resultado de HAV € néo reativo.

Apenas B19: um resultado invélido devido ao correspondente QS invélido ou ao
resultado de titulagdo calculado para parvovirus B19 n&o se encontrar dentro do
intervalo atribuido.

Apenas HAV: um resultado invélido devido ao correspondente IC invélido ou ao
resultado de HAV ser ndo reativo.

Se o resultado do DPX D (+) C for invélido, todo o batch é considerado invélido.

DPXH(+)C

Qo2

Invalid

Um resultado invalido ou o resultado de titulagdo calculado do controlo positivo alto
néo estd dentro do intervalo atribuido.

Se o resultado do DPX H (+) C for invélido, todo o batch é considerado invalido.

Se o batch for invalido, repita os testes de todo o batch, incluindo todas as amostras e controlos.

Interpretacao dos resultados

Para um batch valido, verifique todas as amostras individuais relativamente a sinalizadores no software dos sistemas

cobas® 5800/6800/8800 e/ou nos relatdrios. A interpretagdo do resultado devera ser como se segue:

e Um batch valido podera incluir resultados de amostras de dadores validos e invalidos consoante os alarmes

obtidos individualmente nas amostras.

e Osresultados de amostras apenas sdo validos, se os respetivos controlos positivos e controlos negativos do batch

correspondente forem validos.

Quatro parametros sao medidos em simultaneo para cada amostra: um para o parvovirus B19, um para HAV, um para

o padrio quantitativo e outro para controlo interno. Os resultados de amostra finais do teste cobas® DPX sao indicados

pelo software. As amostras de dadores de uma pool invalidada tém de ser testadas de novo. Os resultados do alvo

individuais serao apresentados no software cobas® 5800/6800/8800 e deverdo ser interpretados como a seguinte descrigdo

na Tabela 13. Além disso, no cobas® 6800/8800, o resultado global é apresentado combinando o resultado dos dois alvos.
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Tabela 13 Resultados do alvo para interpretacéo do resultado do alvo individual

Resultados alvo

Interpretacido

HAV Non-Reactive

Nenhum sinal do alvo detetado para o HAV e sinal do IC detetado.

HAV Reactive

Sinal do alvo detetado para o HAV e sinal do IC podera ter sido ou ndo detetado.

B19 Target Not
Detected

Nenhum sinal do alvo detetado para o ADN de B19 e sinal de QS detetado.

B19 < Titer Min

E detetado B19 e o titulo calculado estd abaixo do limite inferior de quantificacéo (LLoQ) do ensaio.

B19 > Titer Max

E detetado B19 e o titulo calculado estd acima do limite superior de quantificagdo (ULoQ) do ensaio.?

B19 Titer

Resultado de titulo de B19: é detetado B19 e o titulo calculado esta entre o limite superior de quantificagdo (ULoQ)
e o limite inferior de quantificagéo (LLoQ) do ensaio.

B19 < valor de cutoff
(excluindo

cobas® 5800 sem
cobas® Synergy)

O titulo de B19 é inferior ao cut-off tal como foi definido pelo utilizador; o titulo é reportado.

Nota:

cobas® p 680 - o valor de cut-off de B19 é apresentado no software dos sistemas cobas® 6800/8800.
cobas® Synergy - o valor de cut-off de B19 é apresentado no software cobas® Synergy.

B19 > valor de cutoff

O titulo B19 é superior ao cut-off tal como foi definido pelo utilizador; o titulo é reportado.

(excluindo Nota:
bas® 5800
ggb::® Synei;;; cobas® p 680 - o valor de cut-off de B19 é apresentado no software dos sistemas cobas® 6800/8800.
cobas® Synergy - o valor de cut-off de B19 é apresentado no software cobas® Synergy.
Invalid 0 alvo de HAV e/ou o controlo interno ndo cumprem os critérios de validade.

Os resultados ndo reativos para o HAV serdo indicados como invalidos se o titulo de B19 for > 108 Ul/ml.

O sinal do QS de B19 néo é detetado e o sinal do alvo de B19 pode ou néo ser detetado.

* Caso seja desejado um resultado quantitativo, a amostra original devera ser diluida com plasma EDTA negativo para parvovirus B19 e o teste devera
ser repetido. Multiplique o resultado reportado pelo fator de diluigdo. Se utilizar o software cobas® Synergy, a revisio do célculo do resultado final

pode ser feita através do software cobas® Synergy.

Interpretacéo dos resultados no sistema cobas® 5800

Os resultados das amostras sdo indicados no sistema cobas® 5800. Recomenda-se que a revisdo dos resultados seja efetuada

no software cobas®

Synergy.

e Asamostras associadas a um batch de controlo valido (conforme definido pela configuragdo dos controlos do seu
sistema) sdo indicadas como “Valido” na coluna “Resultado do controlo”. As amostras associadas a um batch de
controlo falhado sdo indicados como “Invalido” na coluna “Resultado do controlo”.

® Se os controlos associados a um resultado da amostra forem invalidos, sera adicionado um sinalizador especifico
aos resultados da amostra como se segue:

o QO5D: falha de validagao de resultado, devido a um controlo positivo invéalido
o QO6D: falha de validagao de resultado, devido a um controlo negativo invélido

e Os valores na coluna “Resultados” para os resultados do alvo de amostra individuais devem ser interpretados

como indicado na Tabela 13 acima.

09306838001-02PT

O sistema cobas® 5800 indicara os resultados dos alvos individuais para HAV qualitativo e B19
quantitativo. Um resultado B19, baseado no cutoff definido por um utilizador, ndo esta disponivel no
sistema cobas® 5800; s6 sera apresentado na vista de resultados do software cobas® Synergy

O resultado global nao esta disponivel na interface de utilizador dos sistemas cobas® 5800. Sé sera
indicado na vista de resultados do software cobas® Synergy.

Para informagdes mais detalhadas sobre resultados de amostras e sinalizadores, consulte a Assisténcia
ao utilizador do sistema cobas® 5800.
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Interpretacéo dos resultados nos sistemas cobas® 6800/8800

Para um batch valido, verifique todas as amostras individuais relativamente a sinalizadores no software dos sistemas
cobas® 6800/8800 e/ou nos relatérios. A interpretagao do resultado devera ser como se segue:

e Asamostras estdo assinaladas com “Sim” na coluna “Valido” se todos os resultados dos alvos pedidos indicaram
resultados vélidos. As amostras assinaladas com “Nao” na coluna “Valido” podem necessitar de interpretacao
e acao adicionais.

e Osvalores do resultado do alvo de amostra individual devem ser interpretados como indicado na Tabela 13 acima.

e Parainformac¢oes mais detalhadas sobre resultados de amostras e alarmes, consulte a Assisténcia ao utilizador dos
sistemas cobas® 6800/8800.

Repeticao de testes de amostras individuais

Os tubos de amostra com um resultado final invéalido para um alvo necessitam de repeti¢ao do teste, independentemente
dos resultados vélidos dos outros alvos. O resultado da repeticio de um HAV invélido devido a um titulo de B19 alto

(> 10° UI/ml) permanecerd invalido. Uma centrifugagio adicional a 600 x g durante 5 minutos poderd reduzir a repeti¢ao
de resultados invélidos no caso de sangue colhido em anticoagulante EDTA, tubos de preparagdo de plasma EDTA
Becton-Dickinson (BD PPT™).

Limitagoes do procedimento

e O teste cobas® DPX foi avaliado apenas para utilizagdo em combina¢ao com o cobas® DPX Control Kit,
cobas® Buffer Negative Control Kit, cobas® omni MGP Reagent, cobas® omni Lysis Reagent, cobas® omni
Specimen Diluent e cobas® omni Wash Reagent para utilizagao nos sistemas cobas® 5800/6800/8800.

e A obtencdo de resultados fidveis esta dependente de procedimentos corretos de colheita, armazenamento
e manuseamento da amostra.

e Nao utilize plasma heparinizado com este teste, porque foi verificado que a heparina inibe a PCR.

e A detecio do ADN do parvovirus B19 e do ARN do HAV depende do numero de particulas virais presentes na
amostra e pode ser afetada pelos métodos de colheita, armazenamento e manuseamento de amostra, por fatores
inerentes ao proprio doente (p. ex., a idade, a presenca de sintomas) e/ou o estadio da infe¢do e o tamanho do
pool.

e Embora raras, as mutagdes dentro de regides altamente conservadas de um genoma viral abrangidas pelo teste
cobas® DPX podem afetar a ligagao de primers e/ou sonda, resultando na subquantificagao do virus ou insucesso
na detecdo de presenca do virus.

e Devido a diferencas basicas entre tecnologias, recomenda-se que, antes de mudarem de uma tecnologia para
outra, os utilizadores realizem estudos de correlacdo de métodos nos seus laboratérios, para qualificar as
diferencas tecnoldgicas. Os utilizadores deverao seguir as suas politicas e procedimentos especificos.

Equivaléncia dos sistemas/comparacéo dos sistemas

Foi demostrada a equivaléncia do sistema cobas® 5800 com os sistemas cobas® 6800/8800 através de estudos de
equivaléncia.

Os resultados apresentados nestas Instrugdes de utilizacio, baseiam-se no desempenho equivalente de todos os sistemas.

09306838001-02PT

Doc Rev. 2.0 27



cobas® DPX

Avaliacao do desempenho néao clinico executado nos sistemas
cobas® 6800/8800

Caracteristicas principais de desempenho - amostras de dadores vivos

Limite de detecéo (LoD)

Padroes Internacionais

da OMS

Os limites de detegao (LoD) do teste cobas® DPX para o ARN do HAV e o ADN do parvovirus B19 foram determinados
utilizando os Padrdes Internacionais da OMS para o HAV (c6digo NIBSC 00/560) e o parvovirus B19 (NIBSC 99/802).

Foram preparadas 3 séries de dilui¢do independentes de cada padrao viral com pools de plasma humano negativo para
o virus, colhido com anticoagulante EDTA. Cada série de dilui¢ao foi testada utilizando trés lotes diferentes de kits de

reagente cobas® DPX, com aproximadamente 21 réplicas por lote, num total de cerca de 189 réplicas por concentragao. Os

dados combinados de todas as réplicas testadas para cada virus foram submetidos a analise PROBIT para calcular o limite
de dete¢do (LoD) e os limites inferior e superior do intervalo de confianga de 95%. Os resultados do estudo do Limite de
detecdo estiao resumidos da Tabela 14 até a Tabela 16.

Tabela 14 Resultados da analise PROBIT sobre dados de LoD obtidos com padrdes virais em plasma EDTA

. . . Limite inferior de confianca | Limite superior de confianca
Analito Unidade de medida LoD de 95% de 95%
HAV ul/ml 1,1 0,9 1,3
Parvovirus B19 Ul/ml 139 11,7 17,4

Tabela 15 Resumo das taxas de reatividade para o HAV em plasma EDTA

Concentracédo de ARN

N.° de réplicas

Limite inferior do intervalo

do HAV Nuamero de reativos - % de reativos de confianca de 95%
validas .
(Ul/ml) (unilateral)

6 189 189 100% 98,4%
3 189 189 100% 98,4%
1,5 186 189 98,4% 95,9%
0,75 165 189 87,3% 82,6%
0,375 119 189 63,0% 56,8%

Tabela 16 Resumo das taxas

de reatividade para o pa

rvovirus B19 em plasma

EDTA

Concentracédo de ADN de

Numero de reativos

N.° de réplicas

% de reativos

Limite inferior do intervalo
de confianca de 95%

Parvovirus B19 (Ul/ml) validas (unilateral)
40 187 189 98,9% 96,7%
20 184 189 97,4% 94,500
10 175 189 92,6% 88,7%
5 145 189 76,7% 71,1%
25 91 189 48,1% 42,0%
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Intervalo linear de quantificacéo do parvovirus B19

Foi efetuado um estudo de linearidade de quantificagdo do parvovirus B19 do teste cobas® DPX com uma série de
diluigdes, utilizando um painel de 12 membros, abrangendo o intervalo linear pretendido para o genédtipo 1 do parvovirus
B19 predominante. A avaliagdo foi desempenhada de acordo com a diretiva CLSI EP6-A. Foram analisados trés lotes de

reagentes em trés sistemas cobas® 6800/8800, por trés operadores diferentes e no total 16 réplicas por membro do painel
e por lote ao longo de 12 dias de testes.

O estudo foi efetuado com trés lotes de reagentes. O intervalo linear foi determinado como estando entre 40 UI/ml
e 1,00E+09 Ul/ml (38,5-1,93E+09 Ul/ml) e mostra um desvio absoluto da regressao nao linear mais adequada de menos
de £0,3 log;o em plasma EDTA humano (consultar Tabela 6).

Figura 6 Determinacdo de intervalo linear para o parvovirus B19 em plasma EDTA

104
Observagdes

9| ® ¢ * Dentro do intervalo especificado
Reta de regressdo

8- Modelo cubico

Limite superior de desvio
7 Limite inferior de desvio

Log de titulo observado (unidades de concentracéo)
[¢)]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Log de titulo atribuido (unidades de concentracgéo)
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Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do teste cobas® DPX foi avaliada para trés lotes de reagentes, em trés dias diferentes, quatro
sistemas/operadores individuais e variabilidade de corrida-a-corrida. Os resultados dos lotes de reagente estdo resumidos
na Tabela 17.

Tabela 17 Reprodutibilidade lote-a-lote de reagentes

% de reativos Limite inferior do Limite superior do
Analito Concentracio r:;(;:]ee:fe (reativos/réplicas intervalo de confianca intervalo de confianca
validas) de 95% de 95%
1 100,0% (63/63) 94,3% 100,0%
2 x LoD 2 100,0% (63/63) 94,3% 100,0%
3 100,0% (63/63) 94,3% 100,0%
1 98,4% (62/63) 91,5% 100,0%
HAV 1 x LoD 2 96,8% (61/63) 89,0% 99,6%
3 100,0% (63/63) 94,3% 100,0%
1 79,4% (50/63) 67,3% 88,50
0,5 x LoD 2 90,5% (57/63) 80,4% 96,4%
3 92,1% (58/63) 82,4% 97,4%

Precisao

A precisao do cobas® DPX foi determinada para o parvovirus B19, pela andlise de dilui¢es em série de uma amostra
positiva do parvovirus B19 em plasma EDTA negativo. Foram testados oito niveis de diluigao em 48 réplicas para cada
nivel com trés lotes de reagentes de testes cobas® DPX, utilizando trés equipamentos e trés operadores ao longo de 12 dias.
Cada amostra foi analisada de forma totalmente automatica seguindo todo o procedimento do teste cobas® DPX em
sistemas cobas® 6800/8800. Por conseguinte, a precisdo aqui reportada representa todos os aspetos do procedimento de
teste. Os resultados sao exibidos na Tabela 18.

O cobas® DPX para o parvovirus B19 demonstrou alta precisdo para trés lotes de reagentes testados num intervalo de
concentrac¢do de 1,00E+03 Ul/ml a 2,0E+09 UI/ml
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Tabela 18 Precisdo intralaboratdrio do teste cobas® DPX*

Plasma EDTA
Concentracéo Concentracéo
. o, . . Todos os
nominal atribuida Material de origem Lote 1 Lote 2 Lote 3 lotes
(Ui/ml) (Uli/ml)
DP DP DP DP em pool

2,00E+09 1,93E+09 Amostra clinica 0,08 0,05 0,04 0,06
1,00E+09 9,63E+08 Amostra clinica 0,05 0,06 0,04 0,05
1,00E+08 9,63E+07 Amostra clinica 0,04 0,07 0,04 0,05
1,00E+07 9,63E+06 Amostra clinica 0,04 0,04 0,03 0,04
1,00E+06 9,63E+05 Amostra clinica 0,12 0,04 0,04 0,08
1,00E+05 9,63E+04 Amostra clinica 0,06 0,05 0,02 0,05
1,00E+04 9,63E+03 Amostra clinica 0,06 0,12 0,04 0,08
1,00E+03 9,63E+02 Amostra clinica 0,05 0,09 0,04 0,06

* Os dados de titulagdo sdo considerados como tendo distribuigdo log-normal e sdo analisados de acordo com transformagao logi. As colunas de

desvio padrdo (DP) apresentam a totalidade dos titulos com transformagio logaritmica para cada um dos trés lotes de reagente.

Inclusividade do gendétipo - HAV

Foi avaliado o desempenho do teste cobas® DPX para detetar trés genotipos de HAV, através de testes a um total de
12 amostras clinicas tnicas, ao padrao da OMS de HAV (cddigo NIBSC 00/560) e a oito isolados de cultura de HAV com
genotipos conhecidos. Todas as amostras clinicas e isolados de cultura foram quantificados com o teste cobas® DPX,

utilizando o método de dilui¢oes seriadas do calibrador. Todas as amostras clinicas foram testadas puras e apds dilui¢ao

com plasma EDTA humano normal e negativo para o virus (HAV) para 3,6 x LoD do teste cobas” DPX. Todos os oito

isolados de cultura e o padrao da OMS de HAV foram testados apds a dilui¢do com plasma EDTA humano normal

e negativo para o virus (HAV) para 3,6 x LoD do teste cobas® DPX. As amostras clinicas e os isolados de cultura foram
todos detetados puros e/ou a 3,6 x LoD (Tabela 19).

Tabela 19 Amostras clinicas e isolados de cultura do HAV

Amostras clinicas Isolados de cultura
Genétipo % de reativas % de reativas % de reativas
(reativas/amostras testadas) (reativas/amostras testadas) (reativas/amostras testadas)

puras diluidas a 3,6 x LoD diluidas a 3,6 x LoD
1A 100,0% (11/11) 100,0% (12/12)** Nao testada*
1B 100,0% (1/1) 100,0% (1/1) 100,0% (1/1)
A Né&o testada* N&o testada* 100,0% (1/1)
IIB Né&o testada* Néo testada* 100,0% (1/1)
1A Né&o testada* Néo testada* 100,0% (3/3)
B Né&o testada* Néo testada* 100,0% (2/2)

* Volume insuficiente para testar pura/diluida.
** Incluindo o padriao da OMS de HAV (cédigo NIBSC 00/560).
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Verificacao de gendtipos de parvovirus B19
O desempenho do teste cobas® DPX nos gendtipos do parvovirus B19 foi avaliado por:
e Verificagdo do limite de dete¢ao dos genotipos 1,2 e 3

e Verificagdo da linearidade dos genétipos 2 e 3

Verificacdo do limite de detecdo dos genétipos 1 a 3

As amostras clinicas de ADN do Parvovirus B19 para trés genotipos diferentes (1, 2, 3a) foram diluidas para o mesmo
nivel de concentragdo, em plasma EDTA. O plasmideo parvovirus B19 do gendtipo 3b estava diluido a um determinado
nivel de concentragdo em plasma EDTA. A determinagdo da taxa de reatividade foi realizada com 21 réplicas. Os testes
foram efetuados com um lote de reagentes de cobas® DPX. Os resultados de plasma EDTA sao exibidos na Tabela 20. Estes
resultados verificam que o teste cobas® DPX detetou ADN do parvovirus B19 para trés genotipos diferentes, em
concentragdes de 10,3-17,4 UI/ml, com uma taxa de reatividade de 100%.

Tabela 20 Inclusividade do gendtipo do parvovirus B19

. Limite inferior do Limite superior do
L. n % de reativos . " . "
Genétipo Concentracéo (reativos/réplicas validas) intervalo de confianca intervalo de confianca

P de 95% de 95%
1 17,4 Ul/ml 100% (21/21) 83,9% 100,0%
2 10,3 Ul/ml 100% (21/21) 83,9% 100,0%
3a 10,3 Ul/ml 100% (21/21) 83,9% 100,0%
3b 17,4 Ul/ml 100% (20/20) 83,20 100,0%

Verificacdo do intervalo linear dos genétipos 2 e 3a

No estudo de verificagdo de linearidade dos genétipos do teste cobas® DPX, foram utilizadas séries de diluicdo de um
painel de sete membros, que abrangia o intervalo de linearidade pretendido. Os membros de titulo elevado do painel
foram preparados a partir de um stock de ADN de plasmideo de titulo elevado, enquanto que os membros de titulo mais
baixo do painel foram feitos a partir do 1° Painel de referéncia internacional da OMS para genétipos do parvovirus B19
(NIBSC 09/110). O painel de linearidade foi concebido para ter uma sobreposigao de titulo de aproximadamente 2 logio
entre estes dois materiais de origens diferentes. O intervalo linear do teste cobas® DPX estendeu-se desde LLoQ (40 UI/ml)
ao ULoQ (1,00E+09 UI/ml) e incluiu um ponto de decisdo clinica. Os testes foram efetuados com um lote de reagente do
cobas® DPX; foram testadas 11 réplicas por nivel em plasma EDTA. O intervalo linear do teste cobas® DPX foi verificado
para ambos os genotipos (2 e 3a). O desvio maximo entre a regressdo linear e o método de regressao nao linear mais
adequado foi igual ou inferior a 0,3 logio.
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Especificidade analitica

A especificidade analitica do teste cobas® DPX foi avaliada para reatividade cruzada, testando um painel de

27 microrganismos a 10° particulas, UL, cépias ou CFU/ml, tal como é mostrado na Tabela 21. Os microrganismos foram
adicionados a uma pool de plasma humano normal, negativo quanto a virus, e testados com e sem HAV ou parvovirus
B19 adicionados a uma concentracao de aproximadamente 3 x LoD para HAV ou 5 x LLoQ para parvovirus B19 do teste
cobas® DPX. Foram obtidos resultados nao reativos com o teste cobas® DPX em todas as amostras de microrganismos sem
HAYV ou parvovirus B19 adicionados e foram obtidos resultados reativos em todas as amostras de microrganismos com
HAYV ou parvovirus B19 adicionados. Além disso, o titulo médio de logi, de cada uma das amostras positivas para
parvovirus B19 contendo organismos com potencial de reatividade cruzada estava 0,5 logi dentro do titulo médio de
logio do respetivo controlo. Os microrganismos testados ndo apresentaram reagdo cruzada com o teste cobas® DPX.

Os microrganismos testados ndo interferem com o teste cobas® DPX.

Tabela 21 Microrganismos testados relativamente a especificidade analitica

Virus Flavivirus Bactérias Leveduras
Adenovirus 5 Virus do Nilo ocidental Escherichia coli Candida albicans
(WNV)

Virus chikungunya Virus do dengue tipo 1 | Propionibacterium acnes -
Citomegalovirus (CMV) Virus Usutu Staphylococcus aureus -

Virus de Epstein-Barr (EBV) - Staphylococcus epidermidis |-

Virus da hepatite B (HBV) - Staphylococcus haemolyticus |-

Virus da hepatite C (HCV) - Streptococcus viridans -

Virus da hepatite E (HEV) - - _
Virus da hepatite G (GBV C) - - _
Virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) - - -

Virus herpes simplex tipo 2 (HSV-2) - - -
Virus do herpes humano tipo 6A (HHV-6) - - -

Virus da imunodeficiéncia humana adquirida
(subtipos HIV-1M e HIV-2)

Virus linfotrépico da célula T humana de tipo | (HTLV I) - - -

Virus linfotrépico da célula T humana de tipo Il (HTLV II) - - -

Virus da gripe A - - -

Virus varicella zoster (VVZ) - - _

Foram testadas amostras de plasma de cada um dos outros estados de doenga indicados na Tabela 22, com e sem HAV ou
parvovirus B19 adicionados a uma concentragio de aproximadamente 3 x LoD para HAV e 5 x LLoQ para parvovirus B19
do teste cobas® DPX. O teste cobas® DPX produziu resultados ndo reativos para todas as amostras sem HAV nem
parvovirus B19 adicionados. O teste cobas® DPX produziu resultados reativos para todas as amostras com HAV ou
parvovirus B19 adicionados. Além disso, o titulo médio de logi, de cada uma das amostras positivas para parvovirus B19
contendo organismos com potencial de reatividade cruzada estava +0,5 log;o dentro do titulo médio de logy, do respetivo
controlo. Estes estados de doencas néo interferiram com o teste cobas® DPX.
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Tabela 22 Amostras de estados de doenca testadas relativamente a especificidade analitica

Agentes causadores de doenca

Adenovirus tipo 5 Virus da hepatite C Virus linfotrépico da célula T humana tipo |
Citomegalovirus Virus da hepatite E Virus linfotrépico da célula T humana tipo Il
Virus do dengue Virus herpes simplex tipo 1 Virus do Nilo Ocidental
Virus de Epstein Barr Virus herpes simplex tipo 2 -

. . Virus da imunodeficiéncia humana adquirida
Virus da hepatite B (HIV-TMD -

Especificidade analitica — substancias interferentes
Substancias com interferéncia endégena

Amostras de plasma com niveis anormalmente elevados de triglicéridos (até 33 g/1), de hemoglobina (até 2 g/1), de
bilirrubina ndo conjugada (até 0,2 g/1), de bilirrubina conjugada (até 0,2 g/1) de albumina (até 60 g/1), ou de ADN humano
(até 1,8 mg/1) foram testadas com e sem HAV ou parvovirus B19 adicionado a uma concentra¢do de aproximadamente

3 x LoD para HAV e 5 x LLoQ para parvovirus B19 do teste cobas® DPX. As amostras contendo estas substancias
enddgenas ndo interferiram com a sensibilidade, a quantifica¢ao ou a especificidade do teste cobas® DPX.

Substancias com interferéncia exégena

Amostras de plasma EDTA humano normal, negativo quanto a virus, contendo concentragdes anormalmente elevadas de
farmacos (Tabela 23) foram testadas com e sem HAV e parvovirus B19 adicionados a uma concentragdo de 3 x LoD para
HAV e 5 x LLoQ para parvovirus B19 do cobas® DPX. Estas substancias exdgenas nao interferiram com a sensibilidade,

a quantifica¢ao ou a especificidade do teste cobas® DPX.

Tabela 23 Amostras clinicas testadas com farmacos

Nome do farmaco testado Concentracido
Acetaminofeno 1324 pmol/I
Acido acetilsalicilico 3620 umol/I
Acido ascérbico 342 pmol/l
Atorvastatina 600 pg eq/I
Fluoxetina 11,2 ymol/I
Ibuprofeno 2425 pmol/I
Loratadina 0,78 pmol/I
Nadolol 3,88 umol/I
Naproxeno 2170 pmol/I
Paroxetina 3,04 pmol/I
Fenilefrina HCI 491 pmol/l
Sertralina 1,96 umol/I
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Correlacéo
Avaliagdo do desempenho do teste cobas® DPX em comparagio com o teste cobas® TaqScreen DPX

O desempenho do teste cobas® DPX e do teste cobas® TaqScreen DPX foi comparado utilizando 84 amostras de plasma
positivas para HAV NAT, 100 amostras positivas para NAT de parvovirus B19, e 100 amostras negativas para HAV
e parvovirus B19.

As amostras negativas demonstraram uma especificidade de 100%, ao gerar 100 de 100 resultados nao reativos com ambos
os métodos.

Para amostras positivas do HAV, o teste cobas® DPX e o teste cobas® TaqScreen DPX foram concordantes para 84 de
84 amostras (Tabela 24). Isto resulta numa concordéancia na percentagem de positivos de 100%.

Tabela 24 Correlagdo de amostras positivas/negativas do HAV

Métodos Resultados do HAV
cobas® TaqScreen DPX cobas® DPX Amostras positivas Amostras negativas
Na&o reativo Na&o reativo 0 100
Reativo Na&o reativo 0 0
Na&o reativo Reativo 0 0
Reativo Reativo 84 0
Total 84 100

As amostras positivas do parvovirus B19 foram testadas com o teste cobas® DPX e o teste cobas® TaqScreen DPX em
duplicados. Foi realizada uma analise de regressiao de Deming. O desvio médio de titulo das amostras testadas com os dois
testes foi de 0,15 logio. Além disso, dentro do intervalo de titulagdao de 1,0E+03-1,0E+06 UI/ml o desvio médio com os
dois testes foi de 0,14 logio.

Os resultados da regressao de Deming estdo indicados na Figura 7.
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Figura7  Andlise de regressio do cobas® DPX vs teste cobas® TagScreen DPX, 100 amostras de parvovirus B19 positivo
9
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Falha global do sistema

A taxa de falha global do sistema para o teste cobas® DPX foi determinada, testando 100 réplicas de plasma EDTA
adicionadas de HAV e parvovirus B19. Estas amostras foram testadas a uma concentragao alvo de aproximadamente

3 x LoD e a respetiva corrida foi executada em pools de uma (nao diluidas). O estudo foi realizado utilizando o sistema
cobas® 8800 com o equipamento cobas® p 680 (pipetagem e pooling).

Os resultados do estudo determinaram que todas as réplicas eram reativas para o parvovirus B19, originando uma taxa de
falha global do sistema de 0%. O intervalo de confianga bilateral exato de 95% foi de 0% para o limite inferior e de 3,62%
para o intervalo superior [0%: 3,62%].

Os resultados do estudo determinaram que 99 em 100 réplicas eram reativas para HAV, originando uma taxa de falha
global do sistema de 1%. O intervalo de confianga bilateral exato de 95% foi de 0% para o limite inferior e de 5,45% para
o intervalo superior [0%: 5,45%].

Contaminacdo cruzada

A taxa de contaminagao cruzada do teste cobas® DPX foi determinada ao testar 239 réplicas de tampao de controlo
negativo e 223 réplicas de uma amostra do parvovirus B19 de titulo elevado a 1,00E+08 UI/ml. O estudo foi realizado
utilizando o sistema cobas® 8800. No total, foram executadas cinco corridas com amostras positivas e negativas numa
configuracao de “tabuleiro de xadrez”.

Todas as 239 réplicas do tampao de controlo negativo foram nao reativas, originando uma taxa de contaminagao cruzada
de 0%. O intervalo de confianga bilateral exato de 95% foi de 0% para o limite inferior e de 1,53% para o intervalo superior
[0%: 1,53%)].
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Desempenho clinico
Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do cobas® DPX foi estabelecida testando um painel de 16 membros, composto por dois plasmas
negativos relativamente a HAV e inferiores ao limite inferior de quantificagao (LLOQ) para o parvovirus B19, assim como
por 14 amostras de plasma positivas constituidas por duas amostras positivas relativamente a HAV em cada uma das

3 concentragoes diferentes (aproximadamente 0,5 x, 1,0 x e 3,0 x LoD do cobas® DPX relativamente a HAV) e por duas
amostras do parvovirus B19 em cada uma das 4 concentragdes diferentes (variando de 10° a 10° UI/ml).

Os operadores em cada um dos trés locais do cobas® DPX realizaram cinco dias de testes, utilizando 3 lotes de reagentes
do cobas® DPX para obter dois batches validos por dia. Foram testadas duas réplicas por concentragao para produzir até
180 testes por virus de membro de painel em cada um das trés concentragdes de HAV e em cada uma das quatro
concentragdes para o parvovirus B19.

Relativamente a HAV, foram analisados todos os batches e resultados de testes validos calculando a percentagem de
resultados de teste reativos para cada membro do painel e a percentagem de resultados nao reativos para o painel negativo
de controlo (Tabela 25). Este estudo demonstrou que o cobas® DPX revela um desempenho reprodutivel ao longo das
variaveis avaliadas (lote, local/equipamento, dia, batch e dentro de batch) em cada uma das trés concentragoes de HAV
diferentes testadas.

Tabela 25 Resultados de testes de HAV resumidos por local/equipamento, lote, dia e batch (membros positivos do painel)

Numero de testes reativos/Niimero total de resultados validos

Concentracdo| Ct Ct | CV% . .
de HAV médio | DP |de Ct Lote Local/equipamento Dia Batch
Reativo/ Reativo/ Reativo/ Reativo/
0, 0, 0, 0,
D\ “vatido | ® (™| valido | ® ™| valide | * |'°| valido Yo

0,5 x LoD 37,50 | 0,799 | 2,1 1 53/60 883 |1 48/60 80,0 | 1 30/36 833 |1 76/90 84,4

2 48/60 80,0 | 2 51/60 850 | 2 33/36 91,7 | 2 77/90 85,6
3 52/60 86,7 | 3 54/60 90,0 | 3 31/36 86,1

4 26/36 72,2

5 33/36 91,7

1,0 x LoD 37,04 | 0,763 | 2,1 1 57/59 966 | 1 55/60 91,7 | 1 34/36 944 |1 88/89 98,9

2 58/60 96,7 | 2 59/59 1000 | 2 35/35 1000 | 2 85/90 94,4
3 58/60 96,7 | 3 59/60 983 | 3 36/36 100,0

4 34/36 94,4

5 34/36 94,4

3,0 x LoD 3595 | 0,725 | 2,0 1 60/60 100,0 | 1 60/60 1000 | 1 36/36 1000 | 1 90/90 100,0

2 60/60 100,0 | 2 60/60 1000 | 2 36/36 100,0 | 2 90/90 100,0
3 60/60 100,0 | 3 60/60 1000 | 3 36/36 100,0

4 36/36 100,0

5 36/36 100,0

Nota: Ct = limite do ciclo.
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Todos os batches e resultados de teste validos foram analisados relativamente ao parvovirus B19 calculando o desvio
padrio para cada uma das variaveis (lote, local/equipamento, dia, batch e dentro do batch) e o desvio padrao de precisio
total para cada uma das concentragoes B19 (Tabela 26). Este estudo demonstrou que o cobas® DPX revela um
desempenho reprodutivel ao longo das variaveis avaliadas (lote, local/equipamento, dia, batch e dentro de batch) em cada
uma das quatro concentragdes do parvovirus B19 diferentes testadas.

Tabela 26 Resultados de testes do parvovirus B19 resumidos por local/equipamento, lote, dia e batch (membros positivos do painel)

Concentracéo u .. | Concentracéo Desvio
Concentracéo | Concentracéo . ~
de ADN - média padréo total
de ADN média de ADN o Dentro
de B19 lognormal N.° de Local/ . da
de B19 de B19 »| Lote . Dia | Batch do 5
esperada de ADN testes equip. concentracéo
esperada (logio batch
(logo (UI/mD) UI/mi) de B19 de ADN de
Ul/ml) i/mi)2 B19 log+o
3,000 1.000 3,09 1252 176 0,0444 | 0,0092 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0559 0,072
4,000 10.000 4,04 11.008 178 0,0348 | 0,0141 | 0,0248 | 0,0135 | 0,0543 0,072
5,000 100.000 5,04 111.745 179 0,0305 | 0,0221 | 0,0000 | 0,0265 | 0,0663 0,081
6,000 1.000.000 6,08 1.216.471 179 0,0248 | 0,0181 | 0,0166 | 0,0141 | 0,0718 0,081

)

f+6°e1.151
* Média lognormal = 10 onde a média e o desvio padrao sdo estimados a partir de efeitos aleatorios de modelos de componentes de
variancia.

® Numero de testes com carga viral detetavel. Foram planificados pelo menos 180 testes/membros do painel. Nao foram repetidos testes invélidos.
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Informacoes adicionais

Caracteristicas principais do teste

processada

Tipo de amostra Plasma*
Quantidade de amostra 1000 pl
necessaria

Quantidade de amostra 850 pl

* Os tubos utilizados para os testes podem ter volumes mortos diferentes e poderdo precisar de mais ou menos volume minimo. Para mais

informagdes, contacte o representante local da assisténcia da Roche.
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Simbolos

Os seguintes simbolos sdo utilizados em etiquetas de produtos de diagnéstico por PCR da Roche.

Tabela 27 Simbolos utilizados em etiquetas de produtos de diagndstico por PCR da Roche

Ag e/DOB| Idade ou data de nascimento

Software auxiliar

sSw

Intervalo atribuido

| Assigned Range [copies/mL] | (copias/m)

| Assigned Range [1U/mL] | I{Sﬁ:::glo atribuido

Representante autorizado na
EC . .
Comunidade Europeia

LTI Folha de dados de cédigos
BARCODE | de barras

LOT
(‘\% Risco bioldgico

REF

Ndmero do lote

Numero de catélogo

Marcacédo de conformidade CE;

este dispositivo estd em
conformidade com os requisitos
aplicéveis para marcagéo CE de

um dispositivo médico de
diagnéstico in vitro

Collect Date| Data da colheita
® | Consulte as instrugdes
1 de utilizagdo
Contetdo suficiente
para <n> testes
CONTENT

Controlo

& Data de fabrico
e
” Dispositivo para testagem
junto do paciente
[ 4

e
Dispositivo de
A\ autodiagnéstico

Contetido do kit

09306838001-02PT

Dispositivo ndo para
testagem junto do paciente

Dispositivo ndo se destina
a autodiagnéstico

Distribuidor
(Nota: o pais/regido aplicavel podera estar
indicado por baixo do simbolo.)

Nao reutilizar

Mulher

Apenas para avaliagdo
do desempenho IVD

Global Trade ltem Number

Importador

Dispositivo médico para
diagnéstico in vitro

IVD

Limite inferior do intervalo
atribuido

r—
F
=

Homem

Fabricante

E.Q

CONTROL = Controlo negativo

Néo esterilizado

P

)

Nome do paciente

Numero do paciente

=lRe—1e
=

Abra aqui

2

4

CONTROL Controlo positivo

[S copies / PCR |

UI QS por reagéo PCR, utilize
as Unidades Internacionais
o's IU/PCR QS (UN) por reagdo PCR no

calculo dos resultados.

Numero de série

SN

Site Centro

| Procedure | Standard | Procedimento padrao

Esterilizado com 6xido
STERILE E de etileno

@ Armazenar no escuro
/#/- Limite de temperatura
TDF

Ficheiro de defini¢do de teste

Este lado para cima

——

| Procedure | UltraSensitive | Procedimento ultrassensivel

Identificador Unico do
dispositivo

UDI
Limite superior do intervalo

UI-R atribuido
N — Linha de enchimento
Urine Fill Line da urina

Para os EUA: Atencéo: a Lei
federal dos Estados Unidos

RX On Iy restringe a venda deste
dispositivo a um médico ou
a pedido deste.

g Prazo de validade

Cépias QS por reagdo PCR, utilize as cépias QS
por reagdo PCR no célculo dos resultados.
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Apoio técnico
Para apoio técnico (assisténcia), entre em contacto com a sua filial local:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide. htm
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Adicionado o equipamento cobas® 5800 ao longo do documento.

Informacgdes de marcas e de registo atualizadas em todo o documento.

Seccéo Principios do procedimento atualizada.

Secgdo Requisitos de manuseamento de reagentes para o sistema cobas® 5800 adicionada.
Seccédo Materiais adicionais necessarios para o sistema cobas® 5800 adicionada.

Seccdo Equipamentos e software necessarios atualizada.

Seccdo Precaucdes e requisitos de manuseamento atualizada.

Seccéo Instrugdes de utilizagdo atualizada.

Seccéo Resultados atualizada e seccdo Equivaléncia dos sistemas/comparacéo dos sistemas
adicionada.

Rx Only removido da primeira pagina.

Atualizada a pédgina de simbolos harmonizados.

Se tiver quaisquer questdes, por favor contacte o representante local da Roche.

O resumo de relatorio de segurancga e de desempenho pode ser encontrado utilizando o seguinte link:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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