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Consulte o glossario de simbolos no fim do folheto informativo.

UTILIZAGAO PRETENDIDA

O BD ProbeTec ET Legionella pneumophila (LP) Amplified DNA Assay (Ensaio de ADN Amplificado de Legionella
pneumophila BD ProbeTec ET), para utilizacdo com o Sistema BD ProbeTec ET, utiliza a tecnologia de Amplificacdo
por deslocamento de cadeia (SDA - Strand Displacement Amplification) para a deteccdo qualitativa directa do ADN de
Legionella pneumophila (grupos serolégicos 1 - 14) em amostras de expectoragdo de doentes nos quais ha suspeita
clinica de pneumonia. Destina-se a auxiliar no diagnéstico presuntivo de doenca do legionario em conjunto com a
cultura e outros métodos.

RESUMO E EXPLICACAO

A doenca do legionario pode ser adquirida por inalacdo de aerossois contendo Legionella ou por microaspiracdo
de agua contaminada. Em estudos realizados na Europa e na América do Norte foi referido que a Legionella é
responsavel por 2 a 15% dos casos de pneumonia adquirida na comunidade (CAP - community acquired
pneumonia) que requerem internamento hospitalar. A taxa de fatalidade dos casos para os doentes com doenca
do legionario é de 5 a 30%, apresentando os doentes idosos e imunocomprometidos um risco de morte mais
elevado.! Foram identificadas quarenta espécies diferentes de Legionella, metade das quais esta relacionada com
doenca em seres humanos. A Legionella pneumophila é responsavel por 90% dos casos nao diagnosticados de
doenca do legionario. Apesar de serem conhecidos catorze grupos serolégicos de L. pneumophila, 80% das
infec¢des por L. pneumophila sdo causadas pelo grupo seroldgico 1.2

A importancia do estabelecimento de um diagndstico de pneumonia e respectiva etiologia é realcada pela
crescente preocupacdo sobre a utilizacdo excessiva de antibioticos. Os resultados dos testes de diagnostico de
L. pneumophila devem ser disponibilizados o mais rapidamente possivel ao médico, uma vez que foi demonstrado
que a mortalidade aumenta se houver um atraso na administracdo de terapéutica apropriada. Nos métodos de
cultura tradicionais, é necessario um periodo minimo de dois dias para o crescimento de microrganismos Legionella
a partir de amostras de expectoracdo positivas e um total de sete dias para finalizar um resultado negativo. Como
auxiliares a cultura, existem kits de imunoensaio enzimatico disponiveis no mercado para detec¢dao do antigénio
de L. pneumophila grupo seroldgico 1 em amostras de urina.3 Contudo, os testes de diagnodstico das infec¢des por
Legionella que fornecem resultados rapidos com boa sensibilidade e especificidade continuam a ser limitados.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O BD ProbeTec ET Legionella pneumophila (LP) Amplified DNA Assay baseia-se na amplificacdo e deteccdo simultaneas
de ADN alvo, utilizando "primers" de amplificacdo e uma sonda de deteccdo com marcagao fluorescente. Os reagentes
de SDA encontram-se liofilizados em dois micropogos individuais descartaveis. A amostra processada é adicionada ao
micropogo de inicializa¢do, que contém os "primers" de amplificacdo, a sonda de detec¢do com marcagdo fluorescente
e outros reagentes necessarios para a amplificacdo. Os "primers" amplificam uma regido com 68 pares de bases do gene
potenciador de infectividade de macréfagos (mip - macrophage infectivity potentiator) da L. pneumophila, que se
mantém em todos os grupos seroldgicos da espécie. Apds a incubacdo, a mistura da reaccdo é transferida para o
micropogo de amplificacdo, que contém duas enzimas (uma ADN polimerase e uma endonuclease de restricao)
necessarias a SDA. Os micropocos de amplificacdo sao selados para impedir a contaminacao e, em seguida, incubados
num leitor de fluorescéncia, com controlo de temperatura, que monitoriza as reac¢ées quanto a formagao de produtos
amplificados. Cada uma das reac¢ées co-amplifica e detecta um Controlo de amplificacdo interno (IAC - Internal
Amplification Control), com o objectivo de verificar se existem as condi¢ées adequadas para a amplificacdo e para
reduzir a possibilidade de apresentacdo de um resultado falso negativo devido a presenca de inibidores do ensaio. A
presenca ou auséncia de ADN de L. pneumophila é determinada pelo calculo dos resultados PAT (Passes After Threshold -
Passagem apds limiar) para a amostra, com base em valores limiares predeterminados. O instrumento apresenta
automaticamente estes resultados como positivos, negativos ou indeterminados.

REAGENTES E MATERIAIS

Cada embalagem de reagentes BD ProbeTec ET Legionella pneumophila (LP) Amplified DNA Assay contém:
Micropogos de inicializagdo de Legionella pneumophila (LP), (1 x 24)

6 oligonucledtidos > 7,5 pmol, dNTP > 15,2 nmol, 2 sondas de deteccdo > 22,5 pmol,

Oligonucleétido sintético > 1500 copias

Micropogos de amplificacdo de Legionella pneumophila (LP), (1 x 24)

Enzima de restricdo: > 33 unidades, ADN polimerase > 14 unidades

10 coberturas de placas de inicializagdo, 16 seladores de placas de amplificagao (1/2), 8 sacos para residuos
BD ProbeTec ET Respiratory and Media Diluent and Control Kit (CF*/LP/MP**):

Conteudo: Diluente Respiratério e de Meios: Bicina, Fosfato de Potassio, Hidroxido de Potassio, DMSO e Proclin;
10 Controlos Positivos (CF/LP/MP): > 1050 ng DNA de Esperma de Salmao, = 47,3 ug Tris, > 9,0 ug EDTA, > 3600 Cépias
de Plasmideo de CF, > 4800 Cépias de Plasmideo de LP, > 5400 Cdpias de Plasmideo de MP; 10 Controlos Negativos
(CF/LP/MP): = 1050 ng DNA de Esperma de Salmé&o, > 47,3 pg Tris, > 9,0 pg EDTA; 100 Tubos de 2 mL com Tampa de
Encaixe

* Refere-se ao Ensaio de DNA Amplificado BD ProbeTec ET para a Familia Chlamydiaceae (CF)

** Refere-se ao Ensaio de DNA Amplificado BD ProbeTec ET Mycoplasma pneumoniae (MP)



Instrumentos, equipamento e acessorios: BD ProbeTec ET Instrument and Instrument Plate (Instrumento e Placa
de Instrumento), BD ProbeTec ET Lysing Heater (Aquecedor para Lise), BD ProbeTec ET Priming and Warming Heater
(Aquecedor para Inicializagdo e Aquecimento), BD ProbeTec ET Pipettor (Pipetador), Suporte e Fonte de Alimentacéo,
Suporte de Tubos de Amostra de 2 mL, BD ProbeTec ET Accessories Kit (Kit de Acessorios), BD ProbeTec ET Pipette
Tips (Pontas de Pipeta).

Material Necessario mas Nao Fornecido: Camara de Seguranca Bioldgica de Classe Il (BSC), agitador vortex,
congelador sem descongelagdo automatica a -20°C e/ou -70°C (ou mais baixa), microcentrifuga com capacidade para
16 000 x g, recipientes de banho-maria, termémetro digital, suporte para recipiente de banho-maria com tampa de
rosca, outros suportes para tubos de amostra apropriados, QIAGEN QlAamp DNA Stool Mini Kits, Etanol a 96 - 100%,
BBL CultureSwab EZ Swabs (Zaragatoas), Tubos de Amostra de 2 mL e Tampas BD ProbeTec ET, luvas descartaveis,
marcadores resistentes a alcool, micropipetas com capacidade para distribuir volumes de 25 - 1000 pL, pontas de
pipeta resistentes a aerossois, agua destilada, L. pneumophila ATCC 33152 (Philadelphia-1), Albumina Bovina (Frac¢do V)
a 0,2% (P/V) em soro fisiologico a 0,85% (P/V), hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com Alconox*.

* Dissolva 7,5 g de Alconox com 1 L de solucdo de hipoclorito de sédio a 1% (v/v) e misture. Prepare diariamente.

Requisitos de Arn nento e Manuseamento: As embalagens de reagentes BD ProbeTec ET LP podem ser
armazenadas entre 2 e 33°C. Ndo utilizar as embalagens de reagentes fechadas apds o fim do prazo de validade.
Depois da abertura de uma bolsa, os micropogos permanecerao estaveis durante 12 semanas, desde que tenham
sido correctamente resselados, ou até ao prazo de validade, o que ocorrer primeiro. Ndo congelar.

O BD ProbeTec ET Respiratory and Media Diluent and Control Kit (CF/LP/MP) pode ser armazenado entre 2 e 33°C.
Nao utilizar os reagentes apos o fim do prazo de validade. Nao congelar.

Adverténcias e Precaucdes

Para diagnéstico in vitro.

1. Nas amostras podem existir microorganismos patogénicos, incluindo os virus das hepatites e o virus da
imunodeficiéncia humana. No manuseamento de todos os itens contaminados com sangue e outros fluidos
corporais, devem ser seguidas as "Precau¢bes padrdo"47 e as linhas de orientacdo da instituicdo.

2. O manuseamento e preparacdo das amostras do tracto respiratério inferior antes do passo de incubacdo a 70°C
devem ser executados numa Camara de seguranca biologica de classe Il (BSC).

3. Durante o passo de incubagdo a 70°C, utilizar um suporte para recipiente de banho-maria com uma tampa de
rosca, para possibilitar uma contencdo adicional relativamente a amostras do tracto respiratorio inferior com
potencial risco biolégico.

4. O BD ProbeTec ET Respiratory and Media Diluent contém dimetil sulféxido (DMSO). O DMSO é altamente
téxico por inalagdo, em contacto com a pele ou por ingestdo. Evitar o contacto com os olhos e usar sempre luvas
durante o manuseamento. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediatamente com agua abundante e
consultar um médico. Em caso de contacto com a pele, lavar imediata e abundantemente com agua.

5. Consultar o QlAamp DNA Stool Mini Kit Handbook para obter informagdes de seguranca sobre os reagentes
QIAGEN utilizados neste procedimento. Ndo eliminar os reagentes QIAGEN para solu¢des com lixivia. Ndo expor
os reagentes QIAGEN a lixivia.

6. Tém havido relatérios que sugerem que os kits de extraccdo de ADN QIAGEN néo sdo adequados para a reacgao
em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) da Legionella devido a possibilidade de os reagentes
serem contaminados com ADN de Legionella.8 Apesar da probabilidade desta ocorréncia ser baixa, e de terem
sido identificadas nestes estudos outras espécies de Legionella além de L. pneumophila, o utilizador deve verificar
o desempenho de todos os novos lotes de reagentes QIAGEN antes de os utilizar com amostras de doentes.

7. Apesar de ndo serem necessarias areas de trabalho dedicadas, pelo facto de o desenho do BD ProbeTec ET
reduzir a possibilidade de contaminacdo por produtos de amplificagdo no ambiente de teste, sdo necessarias
outras precau¢bes para controlar a contaminacdo, especialmente para evitar a contaminacdo de amostras
durante o processamento.

8. As bolsas de reagente que contenham micropocos de inicializacdo e de amplificagdo ndo usados DEVEM ser
cuidadosamente seladas apds a abertura. Antes de voltar a selar as bolsas de reagente, verificar se contém dessecante.

9. A placa que contém os micropogos de amplificagdo DEVE ser correctamente selada com o selador da placa de
amplificagdo, antes de deslocar a placa do Aquecedor para Inicializagdo e Aquecimento BD ProbeTec ET para
o instrumento BD ProbeTec ET. A selagem garante uma reaccdo fechada para amplificacdo e deteccdo e é
necessaria para evitar a contaminacdo do instrumento e da éarea de trabalho com produtos da reaccdo de
amplificagdo. Nunca retirar o material de selagem dos micropocos.

10. Os micropogos de inicializagdo com liquido residual (apos transferéncia de liquido dos micropogos de
inicializacdo para os micropocos de amplificacdo) representam uma fonte de contaminagdo. Selar
cuidadosamente os micropogos de inicializacdo com o selador de placas, antes de os eliminar.

11. Para evitar a contaminagdo do ambiente de trabalho com produtos da reac¢ao de amplificagdo, utilizar os sacos
para residuos fornecidos nas embalagens de reagentes para eliminar micropogos de amplificacdo testados.
Certificar-se de que todos os sacos estao correctamente fechados, antes de os eliminar.

12. TROCAR AS LUVAS nos passos especificados durante o processamento de amostras e procedimento de ensaio,
de forma a evitar a contaminagdo cruzada das amostras. Se as luvas contactarem com a amostra, trocar
imediatamente de luvas para evitar contaminar outras amostras.

13. Caso a éarea de trabalho ou o equipamento sejam contaminados com amostras ou controlos, limpar
minuciosamente a drea contaminada com hipoclorito de s6dio a 1% (v/v) com Alconox e lavar minuciosamente
com agua. Antes de prosseguir com outros testes, deixar a superficie secar completamente. Antes de limpar
eventuais reagentes de processamento de amostras QIAGEN, limpar as areas afectadas com agua antes de
utilizar a solucao de hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com Alconox.

14. Utilizar apenas o Pipetador BD ProbeTec ET e as Pontas de Pipeta BD ProbeTec ET para transferéncia de amostras
processadas para os micropocos de inicializagdo e transferéncia de amostras dos micropogos de inicializacdo para
os micropogos de amplificagao.

15. Para eliminacdo de pontas de pipetas, tubos de ensaio, micropogos e outros materiais descartaveis usados,
seguir as praticas laboratoriais estabelecidas. Eliminar os materiais descartaveis com cuidado. Selar e eliminar
os reservatorios de residuos, quando atingirem 3 da capacidade ou diariamente (o que ocorrer primeiro).

16. Nao permutar nem misturar micropogos, controlos ou reagentes de processamento provenientes de kits com
nameros de lote diferentes.

17. Contactar os Servicos Técnicos, se ocorrem situagdes invulgares, tais como derrame no instrumento BD ProbeTec ET
ou contaminacdo com ADN que ndo possa ser removida através de limpeza.
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COLHEITA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS
1. Colheita de amostras

A colheita de amostras deve ser efectuada de acordo com as recomendacdes do Clinical Microbiology Procedures
Handbook'® (Manual de Procedimentos de Microbiologia Clinica) ou do manual de procedimentos do seu
laboratério.

2. Armazenamento e transporte de amostras
¢ As amostras podem ser armazenadas/transportadas entre 18 e 33°C durante um periodo inferior a 6 h.
¢ As amostras podem ser refrigeradas entre 2 e 8°C durante um periodo inferior a 3 dias.

¢ As amostras podem ser refrigeradas a uma temperatura inferior ou igual a -20°C durante um periodo inferior
a 14 semanas.

PROCEDIMENTO DO TESTE
Consulte o Manual do Utilizador do Sistema BD ProbeTec ET para obter instru¢des especificas sobre a utilizagao e
manutenc¢do dos componentes do sistema.
A. Preparacéao do Instrumento:
1. O instrumento deve estar ligado; todos os instrumentos deverdo aquecer antes de iniciar o ensaio.
a. O aquecedor para inicializagdo e aquecimento requer aproximadamente 90 min para aquecimento e estabilizagdo.
A temperatura definida para o componente de inicializacdo do aquecedor para inicializagdo e aquecimento
éde 72,5°C.
A temperatura definida para o componente de aquecimento do aquecedor para inicializacdo e aquecimento é
de 54°C.
b. Oinstrumento BD ProbeTec ET é controlado através de software e requer aproximadamente 30 min para aquecer.

2. As temperaturas dos aquecedores devem ser verificadas antes do inicio do ensaio. Registe as temperaturas no
Registo de Manutencao do Sistema BD ProbeTec ET.

a. Aquecedor para inicializacdo e aquecimento
O termémetro do aquecedor para inicializacdo deve situar-se entre 72 e 73°C.
O termdédmetro do aquecedor para aquecimento deve situar-se entre 53,5 e 54,5°C.
3. Verifique a temperatura exibida no ecra do instrumento BD ProbeTec ET. A temperatura deve situar-se entre 47,5 e
55°C. Registe as temperaturas no Registo de Manutencao do Sistema BD ProbeTec ET.
B. Pipetador:

Consulte o Manual do Utilizador do Sistema BD ProbeTec ET, para obter explicaces pormenorizadas sobre as func¢des
do teclado do Pipetador BD ProbeTec ET. Para além disso, é necessario limpar o Pipetador BD ProbeTec ET apés cada
utilizacdo. Consulte o representante dos Servicos Técnicos para obter orientagdes sobre a limpeza e manutencdo
correctas do Pipetador BD ProbeTec ET.

Para efectuar o ensaio BD ProbeTec ET LP sdo necessarios os seguintes programas: O programa 1 transfere liquido
das amostras processadas para os micropogos de inicializacdo LP. O programa 5 transfere liquido dos micropogos de
inicializagdo LP para os micropocos de amplificacdo LP. Programe o pipetador da seguinte forma:

Programa 1:

1. LIGUE o pipetador. O pipetador ird emitir um sinal sonoro, mostrar rapidamente "ZERO", mostrar rapidamente
o n.° de versdo do software e, por fim, emitira novo sinal sonoro.

2. Prima a tecla azul "Prog" (Programa). Prima a tecla "Vol" (Volume), até ser exibido "1", para seleccionar o
programa 1. Prima "Enter".

3. Para entrar no modo de programacdo, prima e mantenha premida a tecla "Prog". Mantendo a tecla "Prog"
premida, prima em simultaneo a tecla de funcdo especial com uma ponta de pipeta ou a extremidade de um
clipe de papel.

4. Prima "Fill" (Encher). Prima a seta para cima, até ser exibido 200. Prima "Enter".

5. Prima "Disp" (Distribuir). Prima a tecla de seta para cima, até ser exibido 150. Prima "Enter".

6. Prima novamente "Enter", para guardar o programa e sair. Sera emitido um sinal sonoro para indicar que a
programacao foi concluida.

7. Verifique o seu programa, premindo o gatilho para avancar passo a passo. A medida que efectua cada um dos
passos, estabeleca a velocidade de aspiragao/distribuicao utilizando a tecla "Vol". Em cada passo, aparecera o
indicador de velocidade. Utilize a tecla "Vol" para regular o indicador de velocidade, de forma a mostrar 2
quadrados para os passos "Encher" e "Distribuir".

Programa 5

1. Prima a tecla "Prog". Prima a tecla "Vol", até ser exibido "5", para seleccionar o programa 5. Prima "Enter".

2. Para entrar no modo de programagdo, prima e mantenha premida a tecla "Prog". Mantendo a tecla "Prog"
premida, prima em simultaneo a tecla de funcdo especial com uma ponta de pipeta ou a extremidade de um
clipe de papel.

3. Prima "Fill". Prima a seta para cima, até ser exibido 100. Prima "Enter".

4. Prima "Disp". Prima a tecla de seta para cima, até ser exibido 100. Prima "Enter".

5. Prima "Mix" (Misturar). Prima a tecla de seta para cima, até ser exibido 50. Prima "Enter".

6. Prima novamente "Enter", para guardar o programa e sair. Sera emitido um sinal sonoro para indicar que a
programacao foi concluida.

7. Verifique o seu programa, premindo o gatilho para avancar passo a passo. A medida que efectua cada uma dos
passos, estabeleca a velocidade de aspiragao/distribuicdo/mistura utilizando a tecla "Vol". Em cada passo,
aparecera o indicador de velocidade. Utilize a tecla "Vol" para ajustar o indicador de velocidade, de forma a
mostrar 2 quadrados para as funcdes de aspiracao e distribuicdo. Utilize a tecla "Vol" para regular a velocidade
de mistura, de forma a serem mostrados 3 quadrados.

Revisao de Programa

Os programas devem ser revistos antes do inicio do procedimento. Para rever o programa, LIGUE o pipetador. Prima
a tecla azul "Prog". Prima a tecla "Vol", até ser exibido o numero de programa apropriado (1 ou 5). Prima a tecla
"Enter". Utilize o gatilho do pipetador para avancar através de cada um dos passos do programa.
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Programa 1: Este programa aspira 200 pL; distribui 150 pL para o micropogo LP. O visor do pipetador devera exibir:
Fill 200 yL- SN
Dispense 150 yL - SR

Programa 5: Este programa aspira 100 pL; distribui 100 pLI e mistura trés vezes 50 pL. O visor do pipetador devera exibir:
Fill 100 yL-SHN

Dispense 100 uL - Sl

Mix 50 pL - SHml

Zero (intermitente)

C. Disposicédo da Placa:

O instrumento BD ProbeTec ET elabora um Relatério de Disposicao da Placa, depois de o tipo de ensaio, a identificacao
da amostra, os nimeros de lote do controlo e do kit serem introduzidos no sistema. Este relatério mostra a disposicao
fisica de amostras e controlos para cada placa a ser testada. Esta orientacao é utilizada para a placa de micropogos de
inicializacdo e para a placa de micropogos de amplificacdo. Para o ensaio LP, os micropogos de inicializacdo sdo tiras de
micropocos de cor cinzenta uniforme. Os micropogos de amplificacdo sao tiras de micropogos com riscas cinzentas.

D: Processamento de Amostras do Tracto Respiratoério Inferior:

Notas sobre o Procedimento:

¢ Antes de iniciar o procedimento, reveja o QIAGEN QIAamp DNA Stool Mini Kit Handbook relativamente a notas
e precaugdes importantes.

e Antes de iniciar o processamento de amostras, encha um recipiente de banho-maria com agua destilada e
aqueca a 70°C (x 5°C).
e  Utilize marcadores resistentes ao alcool para identificar os recipientes e os tubos.

e Troque as pontas de pipeta entre todas as transferéncias de liquido. Recomenda-se a utilizacdo de pontas com
barreira contra aerossois.

e Antes da utilizacdo, aguarde até que o BD ProbeTec ET Respiratory and Media Diluent (CF/LP/MP) atinja a
temperatura ambiente e misture suavemente, por inverséo.

e Distribua uma aliquota da quantidade necessaria de BD ProbeTec ET Respiratory and Media Diluent (CF/LP/MP)
para um recipiente limpo. Para calcular a quantidade necessaria, utilize 0,4 mL para cada amostra e adicione 1 a
2 mL, para maior facilidade de pipetagem. Para evitar a contaminacéo do diluente - ndo verta o diluente
excedente novamente para dentro do frasco.

1. Prepare os reagentes QIAGEN (consultar "Preparacao de reagentes" no QlAamp DNA Stool Mini Kit Handbook).
2. Deixe as amostras atingirem a temperatura ambiente.
3. Identifique um tubo com tampa de pressdo de 2 mL para cada amostra a ser testada.

Todos os passos indicados a seguir devem ser executados numa Camara de Seguranca Biolégica (BSC):

4. Agite as amostras no vortex durante 5 a 15 s, para homogeneizar.
5. Pipete 350 pL de amostra para o tubo identificado.

NOTA: Podera ser dificil pipetar com exactiddo as amostras de expectoracdo. Nesse caso, utilize as graduagdes
existentes na face lateral do tubo para ajudar a garantir que é colocado no tubo o volume correcto. Em alternativa,
utilize um tubo com 350 pL de agua, para servir como guia.

6. TROQUE DE LUVAS apds a adi¢ao de amostras.

7. Pipete 150 pL de tampao QIAGEN ASL para cada um dos tubos de ensaio.

8. Pipete 25 pL de Proteinase K QIAGEN para cada um dos tubos de ensaio.

9. Pipete 500 pL de tampao de lise QIAGEN AL para cada um dos tubos de ensaio.

10. Tape os tubos e agite no vortex durante 5s. Coloque os tubos num suporte de recipiente para banho-maria com
uma tampa de rosca.

Todos os passos indicados a seguir devem ser executados numa Camara de Seguranca Biolégica (BSC):

11. Incube os tubos num recipiente de banho-maria a 70°C (+ 5°C) durante 15 min.

12. Ap0s este periodo, retire os tubos do recipiente de banho-maria e centrifugue (16 000 x g) durante
aproximadamente 5 s.

13. Retire os tubos da centrifuga. Abra os tubos e adicione 500 pL de etanol a 96-100%.

14. Volte a tapar os tubos e agite no vortex durante 5 s.

15. Centrifugue as amostras (16000 x g) durante aproximadamente 5 s.

16. Para cada amostra, identifique uma coluna de centrifugacdo e um tubo de colheita QIAGEN.

17. Transfira 700 pL de amostra para a coluna de centrifugacdo QIAGEN correctamente identificada.

18. Centrifugue os tubos (16 000 x g) durante 1 min.

19. Transfira as colunas para os novos tubos de colheita QlAamp. Elimine os tubos que contém o filtrado.
20. Transfira, com cuidado, mais 700 pL da amostra para a coluna apropriada.

21. Centrifugue os tubos (16 000 x g) durante 1 min.

22. Transfira as colunas para os tubos de colheita QlAamp limpos. Elimine os tubos que contém o filtrado.
23. Abra as colunas QlAamp e adicione 500 pL de tampao de lavagem QIAGEN AW1 a cada coluna.

24. Centrifugue os tubos (16 000 x g) durante 1 min.

25. Transfira as colunas para os novos tubos de colheita QlAamp. Elimine os tubos que contém o filtrado.
26. Abra as colunas QlAamp e adicione 500 pL de tampé&o de lavagem QIAGEN AW2 a cada coluna.

27. Centrifugue os tubos (16 000 x g) durante 3 min.

28. Transfira as colunas para tubos de colheita QIAamp finais, correctamente identificados. Elimine os tubos que
contém o filtrado.

NOTA: Neste momento, o tubo de colheita deve ser identificado.



NOTA: Tenha cuidado para assegurar que nao existe liquido aderente ao fundo da coluna. A transferéncia de
lavagem residual para o tubo de colheita pode afectar os resultados.

29.
30.
31.
32.
33.
34.

Abra as colunas e adicione 225 pL de tampéo de eluicdo QIAGEN AE a cada coluna.

Incube 1 min a temperatura ambiente.

Centrifugue os tubos (16 000 x g) durante 1 min.

Elimine as colunas.

Identifique um tubo com tampa de rosca de 2 mL para cada amostra.

Transfira 400 pL de Respiratory and Media Diluent (CF/LP/MP) para cada um dos tubos com tampa de rosca.

NOTA: Encha um recipiente de banho-maria com agua destilada e ferva para utilizagdo no passo 38.

35.

36.
37.

38.
39.
40.

Transfira 200 pL de liquido de eluicdo para o tubo correctamente identificado com 400 pL de Respiratory and
Media Diluent (CF/LP/MP).

Tape o tubo e agite no vortex durante 5 s.

Prepare os controlos. Consultar Preparacdo de controlo de amostras do tracto respiratério inferior
(Seccao E).

Transfira as amostras e os controlos para um suporte para recipiente de banho-maria.

Coloque o suporte no recipiente de banho-maria a ferver durante 5 min.

No fim deste periodo de tempo, retire o suporte no recipiente de banho-maria e deixe os tubos arrefecerem a
temperatura ambiente durante 15 min.

ADVERTENCIA: tenha cuidado para evitar queimaduras provocadas pela 4gua a ferver, o suporte para recipiente de
banho-maria ou as superficies do recipiente de banho-maria que possam estar quentes.

41.

Depois de os tubos arrefecerem, centrifugue-os (16 000 x g) durante aproximadamente 5 s.

NOTA: Depois de ferver as amostras:

42.

a. Podem ser armazenadas entre 18 e 33°C durante um periodo maximo de 6 h e podem ser testadas sem ser
necessario repetir a fervura.

b. Podem ser armazenadas até 3 dias, entre 2 e 8°C. Antes de serem testadas, as amostras devem voltar a ser
agitadas no vortex e fervidas.

c. Podem ser armazenadas até 14 semanas, & temperatura de < -20°C. E necessario descongelar as amostras a
temperatura ambiente, voltar a agitar no vortex e repetir a fervura, antes de serem testadas.

As amostras estdo prontas para o Procedimento de teste do Ensaio BD ProbeTec ET LP (Seccéo F).

E. Preparacdo do Controlo de Amostras do Tracto Respiratorio Inferior:

1.
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10.
11.
12.

Para cada série de tubos (placa) a ser testada, prepare um tubo de controlo negativo (CF/LP/MP) e um tubo de
controlo positivo (CF/LP/MP). Se uma placa contiver mais de um nimero de lote da embalagem de reagente, os
controlos devem ser testados com cada lote.

Inverta suavemente o tamp&ao QIAGEN AE e o diluente de amostras do tracto respiratério e de meios, antes da
utilizacao.

Retire a tampa do tubo de controlo negativo (CF/LP/MP).

Utilizando uma pipeta nova para cada um dos tubos de controlo, adicione 200 pL de tamp&o QIAGEN AE.

Utilizando uma pipeta nova para cada um dos tubos de controlo, adicione 400 pL de diluente de amostras do
tracto respiratorio e de meios.

Recoloque as tampas nos tubos, apertando bem.
Retire a tampa do tubo de controlo positivo (CF/LP/MP).
Utilizando uma pipeta nova para cada um dos tubos de controlo, adicione 200 pL de tampao QIAGEN AE.

Utilizando uma pipeta nova para cada um dos tubos de controlo, adicione 400 pL de diluente de amostras do
tracto respiratorio e de meios.

Recoloque as tampas nos tubos, apertando bem.
Agite os tubos de controlo no vortex durante 5 s.

Os controlos estdo agora prontos para serem fervidos. Consultar Processamento de amostras do tracto
respiratorio inferior (Seccao D).

F. Procedimento de Teste para o Ensaio BD ProbeTec ET LP:

NOTA: Antes de efectuar este procedimento de reste, disponha as amostras e os controlos processados num suporte
com capacidade para tubos de ensaio de 2 mL, tais como o suporte de tubos de ensaio BD ProbeTec ET de 2 mL,
compativel com o Pipetator BD ProbeTec ET.

1.
2.
3.

o~

Retire e elimine as tampas das amostras e controlos arrefecidos.

Antes de prosseguir, TROQUE DE LUVAS para evitar a contaminacéo.

Utilizando o Relatério de Disposicao da Placa, prepare a placa do micropogo de inicializacdo - consultar Disposicdao

da placa (Seccéo C).

Volte a selar as bolsas do micropoco, conforme indicado a sequir.

a. Coloque a bolsa numa superficie plana. Com uma m&o, mantenha a extremidade aberta plana.

b. Enquanto aplica pressao, deslize os dedos através da face exterior do selo, de uma extremidade da bolsa
para a outra.

c. Examine para garantir que a bolsa est4 fechada.

Seleccione o programa 1 no Pipetador BD ProbeTec ET.

Encaixe as pontas de pipetas. Expanda o Pipetador BD ProbeTec ET, puxando totalmente o botdo de afastamento.

NOTA: Certifique-se de que as pontas estdo bem encaixadas no pipetador, para evitar derrames.

Aspire 200 pL da 12 coluna de amostras.

Esvazie suavemente o pipetador, toque com as pontas das pipetas nas paredes laterais dos pocos e distribua 150 pL

na coluna correspondente de micropocos de inicializagdo (1 A - H).

NOTA: Nao esvazie o pipetador sobre as amostras ou micropogos, pois podera ocasionar contaminacdo. Os

movimentos abruptos poderao originar a formagao de goticulas ou aerossois.
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10.
11.

12
13.
14.

17.
18.
19.

20.

21.

22.

23.

24,
25.

26.

27.

28.

29.

Elimine as pontas. Pressione o gatilho do pipetador para redefinir o pipetador.
NOTA: Elimine as pontas com cuidado para evitar a ocorréncia de derrames ou goticulas que possam
contaminar a area de trabalho.

Encaixe novas pontas, expanda o pipetador e aspire 200 pL da 2 coluna de amostras.

Esvazie suavemente o pipetador, toque com as pontas das pipetas nas paredes laterais dos pocos e distribua 150 pL
na coluna correspondente de micropogos de inicializagdo (2 A - H).

Elimine as pontas.
Continue a transferir as restantes amostras para essa série.

Tape a placa do micropoco de inicializacdo com a cobertura de placa de inicializacdo e deixe a placa incubar a
temperatura ambiente durante, pelo menos, 20 min. (Pode permanecer até 6 h.) NOTA: Volte a tapar as
amostras processadas com novas tampas. TROQUE DE LUVAS.

. No fim da incubacdo da reaccdo de inicializagdo, prepare a placa do micropoco de amplificacdo. Configure os

micropocos de amplificacdo na placa de forma a corresponderem ao Relatério de Disposicdo da Placa (igual a
placa de inicializagdo). Volte a selar a bolsa do micropoco, conforme descrito no passo n.° 4.

. Retire a cobertura da placa de micropogos de inicializacdo e transfira a placa para o aquecedor para inicializacdo.

Coloque IMEDIATAMENTE a placa de micropocos de amplificagdo no aquecedor para aquecimento.

Marque 10 min no temporizador. (NOTA: O tempo neste passo é fundamental.)

No fim do periodo de incubagdo de 10 min (x 1 min), seleccione o programa 5 no pipetador.

Encaixe novas pontas de pipeta e transfira 100 pL da 1? coluna da placa de micropogos de inicializagdo para a

12 coluna da placa de micropocos de amplificacdo. Deixe as pontas da pipeta tocarem nas paredes laterais dos

pocos e distribua o liquido. Apos a distribuicdo, deixe o pipetador misturar automaticamente o liquido dos

pocos. Levante cuidadosamente o pipetador, afastando-a da placa. Evite tocar noutros pocos.

Elimine as pontas. Encaixe novas pontas e continue a transferir a mistura da reac¢do dos micropogos de

inicializagdo para os micropocos de amplificagdo, coluna a coluna, utilizando pontas novas para cada coluna.

Quando terminar a transferéncia da ultima coluna, retire a protec¢éo do selador da placa de amplificagdo (um

selador de amplificagdo (1/2) cobrira 6 colunas, no maximo. Se a placa exceder 6 colunas, TEM de ser utilizado

um selador completo). Segure o selador pelas extremidades e aplique-o sobre os micropocos. Utilize as guias no

aquecedor para aquecimento, como auxiliar para aplicar o selador. Pressione o selador para baixo, de forma a

garantir que todos os micropocos ficam totalmente selados.

Na interface do utilizador do instrumento BD ProbeTec ET, desloque o transportador para fora, abra a porta e

levante a cobertura da placa. Transfira IMEDIATAMENTE (maximo de 30 s) a placa de micropogos de

amplificacdo selada para o instrumento BD ProbeTec ET e inicie a anélise. (Consulte o Manual do Utilizador do

Sistema BD ProbeTec, para obter instru¢des pormenorizadas.)

Depois de iniciar a analise, prossiga com a parte do procedimento de limpeza descrita a seguir:

a. Sele os micropogos de inicializacgdo com um selador de placa de amplificacéo e retire a placa do aquecedor para
inicializacdo e aquecimento. ADVERTENCIA: A temperatura é superior a 70°C. Utilize uma luva resistente ao calor
para retirar a placa.

b. Deixe a placa arrefecer na bancada durante 5 min.

c. Retire os micropocos de inicializacdo selados da placa, segurando ambos os lados do selador e levantando
os pogos a direito, como uma unidade. Coloque os micropogos selados num saco para residuos e sele.

d. Limpe a placa de metal:
Lave a placa com solucdo de hipoclorito de sédio a 1% (v/v)-Alconox.
Lave a placa com agua.
Envolva a placa numa folha de papel limpa e deixe secar completamente ao ar, antes de voltar a utilizar.

Quando a analise estiver concluida, sera elaborada uma copia impressa dos resultados do teste.

Deslogue o transportador da placa para fora da plataforma, abra a porta e retire a placa. Feche a porta e volte

a colocar a plataforma da placa no interior do instrumento.

Retire os micropogos de amplificacdo selados da placa. ATENGCAO: Nao retire o material de selagem dos

micropocos. Os micropocos selados podem ser facilmente removidos como uma unidade, segurando na parte

superior e inferior do selador e levantando-os a direito para fora da placa. Coloque os micropocos selados num
saco para residuos. Sele o saco.

Limpe a placa de metal:

Lave a placa com solugao de hipoclorito de sédio a 1% (v/v)-Alconox.
Lave a placa com agua.
Envolva a placa numa toalha de papel limpa e deixe secar completamente ao ar, antes de voltar a utilizar.

Apos a ultima anélise do dia, execute os seguintes procedimentos de limpeza:

a. Sature toalhas de papel ou compressas de gaze com solugao de hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com Alconox
e aplique nos topos das bancadas e nas superficies exteriores do aquecedor para inicializagdo e
aquecimento, do suporte de tubos de ensaio de 2 mL, dos recipientes de banho-maria, da centrifuga e do
Instrumento BD ProbeTec ET. Deixe a solugdo actuar nas superficies durante 2 a 3 min. Sature toalhetes de
papel ou compressas de gaze com agua e remova a solucdo de limpeza. Substitua frequentemente os
toalhetes de papel ou as compressas de gaze, quando aplicar a solucdo de limpeza e quando lavar com agua.
Humedeca toalhetes de papel ou compressas de gaze com hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com Alconox e
limpe o manipulo do pipetador (APENAS O MANIPULO). Apds um periodo de 2 a 3 min, limpe o manipulo
com toalhetes de papel ou compressas de gaze humedecidas com agua.

b. Mergulhe o suporte para recipientes de banho-maria e as placas em hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com
Alconox, durante 1 a 2 min. Lave minuciosamente com &gua e deixe secar ao ar.

c. Volte a encher o pipetador.

d. Elimine o saco para residuos e o saco de materiais com risco biologico selados, de acordo com os
procedimentos estabelecidos para eliminagao de residuos contaminados.

Execute os seguintes procedimentos pelo menos uma vez por semana:

a. Elimine a 4gua utilizada nos banhos-maria.

b. Limpe os recipientes de banho-maria com hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com Alconox. Lave com agua e
deixe secar ao ar.

c. Volte a encher com agua destilada.



Controlo de Qualidade

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos ou requisitos de
acreditacdo europeus e/ou nacionais aplicaveis e com os procedimentos padrdo de controlo de qualidade do seu
laboratério. E recomendado que o utilizador consulte as normas do CLSI (anteriormente NCCLS) e os regulamentos da
CLIA que dizem respeito a este assunto, para obter orientagdes sobre as praticas de controlo de qualidade apropriadas.
O diluente de amostras do tracto respiratdrio e de meios e os controlos sdo fornecidos em conjunto no Respiratory and
Media Diluent and Control Kit (CF/LP/MP). Em cada série de ensaios numa placa e para cada novo niimero de lote do
kit de reagentes devem ser incluidos um controlo positivo e um controlo negativo. Os controlos devem ser colocados
de forma aleatoria. O controlo positivo monitoriza falhas substanciais nos reagentes. O controlo negativo monitoriza
a contaminacdo ambiental e/ou de reagentes. Os controlos positivo e negativo devem ser testados como positivo e
negativo, respectivamente, de forma a relatar os resultados da amostra. Se o desempenho dos controlos néo for o
esperado, a série do ensaio é considerada invélida e o instrumento ndo apresenta os resultados do doente. Caso os
controlos da anélise ndo fornecam os resultados esperados, repita toda a série utilizando um novo conjunto de
controlos, novos micropogos e amostras processadas. Se, para um teste de repeticdo, a amostra processada continuar
a ser inadequada, volte a processar outra aliquota da amostra primaria. Se a repeticdo dos controlos ndo apresentar
os resultados esperados, contacte os Servicos Técnicos (consultar "Interpretagdo dos resultados do teste").

No micropoco de inicializagdo encontra-se um Controlo de amplificacao interno (IAC) liofilizado. O IAC contém acido
nucleico alvo, que é amplificado na presenca da matriz da amostra. O IAC foi concebido para confirmar a validade da
reaccdo de amplificacdo e identificar a inibicdo potencial proveniente da amostra processada.

Controlos De Processamento De Amostras

Os controlos de processamento de amostras podem ser testados de acordo com os requisitos dos organismos de
acreditacdo apropriados. Um controlo positivo deve testar todo o sistema de ensaio. Para este fim, amostras com
resultados positivos podem servir como controlos para serem processadas e testadas em conjunto com amostras
desconhecidas. As amostras utilizadas como controlos de processamento devem ser armazenadas, processadas e
testadas de acordo com o folheto informativo do produto. Os controlos de processamento de amostras que simulam
amostras do tracto respiratério inferior também podem ser preparados tal como descrito abaixo:

1. Retire um frasco de L. pneumophila ATCC 33152 (Philadelphia-1) liofilizada do armazenamento a uma temperatura

de -20°C ou inferior.

2. Reidrate com 1 mL de soro fisioldgico a 0,85% (p/v) com albumina bovina (fraccdo V) a 0,2% (p/v).

3. Diluaa L. pneumophila de stock reidratada numa proporc¢ao de 1:100 000 em soro fisioldgico a 0,85% (p/v) com
albumina bovina (fracgao V) a 0,2% (p/v).

4. Pipete 350 pL de L. pneumophila diluida para um tubo com tampa de presséo.
5. Processe conforme descrito em Processamento de amostras do tracto respiratorio inferior (Seccéo D).

Monitorizaciao da Presenca de Contamina¢do com ADN

Pelo menos uma vez por més, devera efectuar os procedimentos de teste descritos em seguida, de forma a
monitorizar a area de trabalho e as superficies do equipamento em relacdo a contaminagdo com ADN. A
monitorizacdo ambiental é essencial para detectar a contaminacdo antes da ocorréncia de um problema.

1. Para cada uma das areas* a ser testada, utilize uma zaragatoa BBL CultureSwab EZ.

2. Identifigue um tubo com tampa de rosca de 2 mL para cada area a ser testada. Pipete 600 pL de diluente de
amostras do tracto respiratdrio e de meios para cada um dos tubos, e adicione 300 pL de tampao QIAGEN AE
ou agua destilada de grau molecular. Agite no vortex durante 5 s, para misturar.

3. Mergulhe a primeira zaragatoa no diluente preparado no passo 2 e limpe a primeira area com um movimento
de varrimento alargado.

4. Rode a zaragatoa no diluente, pressionando contra a face lateral do tubo. Volte a tapar o tubo e agite no vortex
durante 5 s. Elimine a zaragatoa.

Repita o procedimento para todas as areas a serem testadas.

6. Coloque os tubos num suporte para recipiente de banho-maria e aquega num banho-maria de agua a ferver
durante 5 min. Retire o suporte do banho-maria e deixe as amostras arrefecerem 15 min a temperatura ambiente.

7. Depois de os tubos arrefecerem, centrifugue-os (16 000 x g) durante aproximadamente 5 s.

8. Enquanto os tubos estiverem a aquecer, utilize toalhas limpas saturadas com agua para remover residuos da
mistura de tampao das superficies testadas.

9. Logo que as amostras tenham arrefecido, prossiga para o Procedimento de teste do Ensaio BD ProbeTec
ET LP (Seccao F).

*As areas recomendadas para serem testadas incluem: superficies do suporte para recipiente de banho-maria,
microcentrifuga, aquecedor para inicializacdo e aquecimento, placas de micropogos pretos, manipulo do
pipetador, teclas tacteis do instrumento, teclado do instrumento, superficies secas dos recipientes de banho-maria,
superficies dos suportes de amostras e bancadas de trabalho, incluindo as areas de processamento de amostras.

Caso uma area apresente um resultado positivo, limpe a area com solucdo de hipoclorito de sédio a 1% (v/v) com
Alconox, preparada de fresco. Certifique-se de que toda a érea fica molhada com a solugéo de limpeza. Deixe actuar
na superficie durante, pelo menos, 2 min ou até secar. Se necessario, retire o excesso de solucdo de limpeza com
uma toalha limpa. Limpe a area com uma toalha limpa saturada com agua e deixe a superficie secar. Volte a testar
a area. Repita até serem obtidos resultados negativos. Se a contaminagdo nao for resolvida, contacte os Servicos
Técnicos para mais informacgodes.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS DO TESTE

A presenca ou auséncia de ADN de L. pneumophila é determinada pelo calculo dos resultados PAT (Passes After
Threshold - Passagem apds limiar) para a amostra, com base em valores limiares predeterminados. O resultado PAT é
utilizado para avaliar a grandeza do sinal produzido em resultado da reacgdo. Para esta métrica, numeros mais
elevados indicam que o limiar foi alcancado em fases iniciais da amplificacdo, enquanto nimeros mais baixo indicam
que o limiar foi alcancado mais tarde no decurso da reac¢do. A grandeza do resultado PAT ndo constitui uma indicacdo
do nivel de ADN de L. pneumophila presente na amostra.



Se os resultados do controlo do ensaio ndo forem os esperados, ndo apresente o relatério dos resultados do doente.
Consulte a seccdo Controlo de qualidade relativamente aos valores de controlo esperados. Os resultados apresentados
sdo determinados tal como ¢é indicado a seguir:

Resultado PAT

Alvo LP Alvo IAC |Resultado |Interpretaciao Relatorio
>0 >ou=0 Positivo ADN de L. pneumophila Positivo para microrganismos
detectado pela SDA. pertencentes aos grupos

serolégicos 1 a 14 de L. pneumophila,
sugerindo infeccdo actual. Sdo
necessarios testes adicionais para
identificar o grupo seroldgico, se tal
for necessério para fins
epidemioldgicos.

=0 >0 Negativo ADN de L. pneumophila nao | Presumivel negativo para

detectado pela SDA. microrganismos pertencentes aos
grupos seroldgicos 1 a 14 de

L. pneumophila numa amostra do
tracto respiratorio inferior, sugerindo a
auséncia de infeccdo recente ou actual.
A infeccdo por Legionella ndo pode ser
excluida porque: 1) outros grupos
seroldgicos além dos grupos 1 - 14 e
outras espécies de Legionella podem
causar a doenga e 2) o nivel de ADN
presente podera situar-se abaixo do
limite de detecgaodo teste.

=0 =0 Indeterminado Controlo de amplificacdo inibido.
Necessario teste adicional para
interpretacdo do resultado.2

a Repetir o Ensaio BD ProbeTec ET LP a partir do tubo de ensaio processado. Se a amostra processada nao tiver um
volume insuficiente, repita o teste a partir da amostra original. Se, ap6s a repeticao, o resultado for positivo ou
negativo, interprete conforme descrito abaixo. Se, apds a repeticdo, o resultado for indeterminado, devera ser
pedida uma nova amostra.

Determinacdo do limiar para LP e IAC:

Os valores limiares para o ADN alvo de L. pneumophila e IAC foram inicialmente estabelecidos utilizando anélises

da curva caracteristica do operador receptor elaborada com os dados obtidos a partir de controlos positivos e

negativos. Estes valores limiares foram observados em estudos clinicos e com amostras retrospectivas do tracto

respiratério inferior positivas e negativas para L. pneumophila. Os valores limiares foram validados em seguida em
estudos clinicos adicionais.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

1. O Ensaio BD ProbeTec ET LP ¢ especifico apenas para os grupos serolégicos 1 - 14 de L. pneumophila. Ndo
foram testados outros grupos serolégicos de L. pneumophila.

2. O Ensaio BD ProbeTec ET LP nao detectara infec¢es provocadas por outras espécies de Legionella.

3. As caracteristicas de desempenho do Ensaio BD ProbeTec ET LP apenas foram estabelecidas com amostras de
expectoracdo. O desempenho com outros tipos de amostras nao foi determinado.

4. O Ensaio BD ProbeTec ET LP apenas foi avaliado com doentes com idade igual ou superior a 13 anos.

5. Tal como acontece com muitos testes de diagnostico, os resultados obtidos com o Ensaio BD ProbeTec ET LP devem
ser interpretados em conjunto com outras informagdes clinicas e laboratoriais que o médico possua.

6. Um resultado de teste negativo ndo exclui a possibilidade de infeccdo, uma vez que os resultados dos testes
podem ser afectados pela colheita incorrecta de amostras, erro técnico, confusdo de amostras, antibioterapia
simultanea ou a presenca de uma quantidade de ADN de L. pneumophila na amostra abaixo da sensibilidade
analitica do teste.

7. O Ensaio BD ProbeTec ET LP ndo pode ser utilizado para avaliar o sucesso ou a falha de terapéutica, uma vez que
os acidos nucleicos de L. pneumophila podem persistir apos terapéutica antimicrobiana.

8. O Ensaio BD ProbeTec ET LP n&o foi avaliado com amostras ambientais (por exemplo, agua potavel ou em testes
da qualidade da agua).

9. O desempenho dptimo deste ensaio requer a colheita e manuseamento adequados das amostras.

10. A utilizagdo do Ensaio BD ProbeTec ET LP esta limitada a pessoal com formagao no procedimento de ensaio e no
Sistema BD ProbeTec ET.

11. O Ensaio BD ProbeTec ET LP fornece resultados qualitativos. Nao pode ser estabelecida nenhuma correlagao entre
a grandeza do valor PAT e a quantidade de ADN de L. pneumophila presente numa amostra.

RESULTADOS ESPERADOS

A. Prevaléncia

O grau de positividade observado nos testes de L. pneumophila é variavel, dependendo do método de teste
utilizado, da idade do doente, da presenca de factores de risco subjacentes, da localizacdo geografica e, mais
importante, da prevaléncia local da doenca, incluindo possiveis situacdes de surtos.



B. Distribuicdao da Frequéncia dos Resultados PAT

Em quatro centros clinicos dos EUA, Europa e Canada foi colhido um total de 83 amostras retrospectivas de
expectoracdo, que foram testadas com o Ensaio BD ProbeTec ET LP. A distribuicdo da frequéncia dos valores PAT
para LP comparada com cultura é mostrada na figura 1.

Figura 1: Distribuicido da frequéncia dos resultados PAT para LP comparada com cultura
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C. Controlos

Durante a avaliacdo clinica, foram observadas falhas do controlo para o Ensaio BD ProbeTec ET LP em uma entre 46
analises (ou seja, uma analise apresentou um erro de procedimento). Os resultados PAT para LP para as restantes 45
andlises estdo resumidos na tabela 1.

Tabela 1: Distribuicao dos resultados PAT para LP para controlos
de amostras do tracto respiratério e de meios

Controlo N Intervalo 5° percentil Média |Mediana 95° percentil
Negativo para LP| 45 0-0 0 0 0 0
Positivo para LP | 45 29,4 - 50,7 40,1 46,7 47,6 49,7

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Estudo Prospectivo

Durante a época de doengas respiratorias de 2002 - 2003, o Ensaio BD ProbeTec ET LP foi avaliado de forma prospectiva
em sete centros clinicos nos Estados Unidos da América e no Canada. Em cada doente foi colhida uma amostra de
expectoracdo e uma amostra de urina. As amostras de expectoracao foram testadas utilizando o Ensaio BD ProbeTec
ET LP, a cultura de Legionella e um ensaio de anticorpos por fluorescéncia directa. As amostras de urina foram testadas
utilizando um ensaio de antigénios urinarios de L. pneumophila disponivel no mercado.

Um total de 118 doentes cumpriu os critérios para inclusdo no estudo (ou seja, pneumonia evidente em radiografia,
doentes > 13 anos de idade, antibioterapia < 14 dias, colheita de tipos de amostra validos, execu¢do de métodos de
referéncia apropriados, etc.). Dos 118 doentes, houve 114 resultados validos para o Ensaio BD ProbeTec ET LP. Os
resultados da analise das amostras de expectoracdo foram comparados com os resultados de cultura do mesmo tipo de
amostras para calcular as caracteristicas de desempenho. Uma amostra foi considerada positiva se o resultado da
cultura foi positivo. Um resultado foi considerado negativo se o resultado da cultura foi negativo.

Todos os resultados iniciais indeterminados foram repetidos a partir da amostra processada ou da amostra original
(no caso de existir uma quantidade insuficiente de amostra processada). Ndo foram incluidas nas caracteristicas de
desempenho as amostras que obtiveram um resultado indeterminado inicialmente e na repeticdo (ou seja, final). As
amostras que obtiveram um resultado inicial indeterminado e um resultado positivo ou negativo na repeticdo foram
incluidas nas caracteristicas de desempenho. As amostras cujo resultado inicial tenha sido indeterminado mas cuja
analise ndo pode ser repetida devido a um volume de amostra insuficiente, permanecerem com um resultado de
"indeterminado inicial" e ndo foram incluidas nas caracteristicas de desempenho.

A comparacéo entre os resultados da analise das amostras de expectora¢do no Ensaio BD ProbeTec ET LP e da cultura
é resumida na Tabela 2.



Tabela 2: Ensaio BD ProbeTec ET LP - resultados prospectivos comparados com cultura de amostras de

expectoracao
comparacao com cultura
Sensibilidade T Indeterminadoinicial/
Local (IC 95%) Especificidade (IC 95%) final
100% (17/17)
! NA (80,5% - 100%) 00
100% (2/2)
2 NA (15,8% - 100%) 0/0
100% (31/31)
3 NA (88,8% - 100%) 00
100% (33/33) b
6 NA (89,4% - 100%) 20
100% (31/31)
! NA (88,8% — 100%) 3/2¢
100% (114/114)a
Global NA (96,8% — 100%) 5/2

aDas 114 amostras negativas em cultura, todas obtiveram resultados negativos no ensaio de anticorpos por
fluorescéncia directa. Oitenta e sete dos 114 doentes foram igualmente testados com um ensaio de antigénio
urinario, tendo obtido resultados negativos.

b Uma amostra com resultado negativo repetido foi incluida no célculo da especificidade. Uma amostra ndo tinha um
volume suficiente para repeticdo da analise.

¢ Duas amostras mantiveram resultados indeterminados apos a repeticdo da analise. Uma amostra ndo tinha um
volume suficiente para repeticdo da analise.

NA = Nao aplicavel

Estudo Retrospectivo

O Ensaio BD ProbeTec ET LP foi igualmente avaliado com 83 amostras de expectoragdo, retrospectivas, obtidas em

centros clinicos nos Estados Unidos da América, Europa e Canada. As amostras retrospectivas foram congeladas até um

periodo maximo de seis anos, tendo sido a maioria das amostras (65,1%; 54/83) armazenada durante menos de dois anos.

Todos os locais registaram o resultado da cultura original para cada uma das amostras retrospectivas. Todos os locais

testaram as amostras de expectoracdo no Ensaio BD ProbeTec ET LP e compararam os resultados com os resultados

da cultura. Uma amostra foi considerada positiva se o resultado da cultura foi positivo. Uma amostra foi considerada

negativa se o resultado da cultura foi negativa.

A comparagao entre os resultados da analise das amostras de expectoracao, retrospectivas, no Ensaio BD ProbeTec

ET LP e da cultura é resumida na Tabela 3.

Tabela 3: O Ensaio BD ProbeTec ET LP - resultados retrospectivos comparados com cultura
de amostras de expectoracdo

Cultura Estimativas da concordéancia da percentagem (IC 95%)
Local R:;‘:!:T_:" Positiva |Negativa| Total Positiva Negativa Global
6 Positivo 1 0 1
Negativo 0 0 0
100% (1/1) 100% (1/1)
Total 1 0 1 (2,5% - 100%) NA (2,5% - 100%)
8 Positivo 16 5 21
Negativo 1 24 25
941% (16/17) | 82,8% (24129) |  87% (40/46)
Total 7 29 46| (71,3% - 99.9%) | (64,2% - 94,2%) | (73,7% — 95,1%)
9 Positivo 1 3 4
Negativo 0 22 22
100% (1/1) 88% (22/25) 88,5% (23/26)
Total ! 2 26| (2,5% - 100%) | (68,8% - 97,5%) | (69,8% - 97,6%)
10 Positivo 3 0 3
Negativo 1 6 7
75% (3/4) 100% (6/6) 90% (9/10)
Total 4 6 10| (19,4% - 99.4%) | (54,1% - 100%) | (55.5% ~ 99,7%)
Global | Positivo 21 82 29
Negativo 2b 52 54
91.3% (21/23) 86,7% (52/60) 88% (73/83)
uEE & & 8 | (72% -98,9%) | (75.4% -94,1%) | (79% - 94,1%)

a Oito amostras apresentaram resultados negativos na cultura e positivos no Ensaio BD ProbeTec ET LP. Todas as oito
amostras obtiveram resultados positivos num ensaio de antigénio urinario. O teste da PCR foi realizado em seis das
oito amostras; a totalidade das seis amostras obteve um resultado positivo com a PCR.

b Duas amostras apresentaram resultados positivos na cultura e negativos no Ensaio BD ProbeTec ET LP. Ambas as
amostras obtiveram resultados negativos num ensaio de antigénio urinario. O teste da PCR foi realizado em
ambas as amostras. Apenas uma apresentou um resultado positivo neste teste.

¢ As 23 amostras com resultados positivos na cultura apresentaram a seguinte distribuicdo de grupos serolégicos:
47,8% (11/23) do grupo serologico 1; 17,4% (4/23) do grupo seroldgico 3; 13,0% (3/23) do grupo seroldgico 4; 4,3%
(1/23) do grupo seroldgico 5; 4,3% (1/23) do grupo serolégico 6 e 13% (3/23) sem informacao disponivel em relagédo
ao grupo seroldgico.

NA = néao aplicavel
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NOTA: O método de PCR utilizado para testar os resultados discordantes entre a cultura e o Ensaio BD ProbeTec ET LP
ndo foi um método aprovado pela FDA.

Estudos Analiticos
O volume da reac¢do de amplificagdo no Ensaio BD ProbeTec ET LP é de 100 pL de amostra processada.

Sensibilidade Analitica

A sensibilidade analitica do Ensaio BD ProbeTec ET LP em 14 grupos seroldgicos diferentes de L. pneumophila foi
determinada através da diluicdo de suspensdes bacterianas para niveis de 0, 150, 300 e 450 unidades formadoras de
colénia (UFC) por reacgdo. As amostras foram processadas e analisadas em triplicado. Com base em 100% de
positividade, a sensibilidade analitica para os grupos serolégicos 2 - 10 e 12 foi de 150 UFC/reacgdo; contudo, o limite
de detecgdo (LOD - Limit of Detection) real pode ser inferior ao nivel mais baixo testado. Com base em 100% de
positividade, a sensibilidade analitica para os grupos serolégicos 1 e 11 foi de 300 UFC/reac¢do; foi de 450 UFC/reaccdo
para o grupo serolégico 13 e 700 UFC/reacgdo para o grupo serolégico 14.

A sensibilidade analitica do Ensaio BD ProbeTec ET LP na presenca de uma matriz de amostras do tracto respiratério
inferior foi determinada através da adicdo de um stock de L. pneumophila grupo serolégico 1 infectadas com
macréfagos a expectoracdo em niveis de 0, 150, 300 e 450 UFC por reaccdo. As amostras foram processadas e
analisadas em triplicado. Com base em 100% de positividade, a sensibilidade analitica para as amostras do tracto
respiratorio inferior adicionadas foi de 150 UFC/reaccao; contudo, o limite de deteccdo real pode ser inferior ao nivel
mais baixo testado.

Especificidade Analitica

Utilizando o Ensaio BD ProbeTec ET LP avaliaram-se 79 microrganismos (69 bactérias, uma levedura e nove virus).
Os isolados bacterianos foram testados em concentracdes que variaram entre 1 x 106 UFC/mL a 1 x 108 UFC/mL. Os
virus foram testados numa concentracdo de 1 x 106 particulas viraissmL. Coccidioides immitis foi preparado como
uma suspensao de micélios equivalente a um padrdo n.° 5 de McFarland. Nenhum dos microrganismos testados

produziu um resultado positivo ou foi inibido pelo IAC (tabela 4).
Tabela 4: Ensaio BD ProbeTec ET LP - Especificidade analitica

Acinetobacter
calcoaceticus

Actinomyces israelii
Adenovirus-5
Aeromonas hydrophila
Blastomyces dermatitidis

Bordetella
bronchiseptica

Bordetella parapertussis
Bordetella pertussis
Branhamella catarrhalis
Candida albicans

Chlamydia trachomatis,
serotipo L2

Chlamydophila
pneumoniae, AR-39

Citrobacter freundii
Coccidioides immitis
Corynebacterium
diphtheriae
Corynebacterium
jeikeium
Cryptococcus
neoformans
Cytomegalovirus
Eikenella corrodens
Enterobacter aerogenes

Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterovirus (Echovirus)
Escherichia coli

Fusobacterium
nucleatum

Haemophilus influenzae

Haemophilus
parainfluenzae

Herpesvirus-1
Histoplasma capsulatum
Virus influenza A

Virus influenza B
Kingella kingae
Klebsiella pneumoniae
subsp. ozaenae tipo 4

Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae

Lactobacillus acidophilus
Legionella anisa
Legionella bozemanii
Legionella cherrii

Legionella
cincinnatiensis

Legionella dumoffii

Legionella erytha
Legionella fairfieldensis
Legionella feeleii
Legionella gormanii
Legionella hackeliae
Legionella jordanis
Legionella longbeachae
Legionella maceachernii
Legionella oakridgensis
Legionella sainthelensi
Legionella spiritensis
Legionella worsleiensis
Moraxella osloensis

Mycobacterium
tuberculosis

Mycoplasma
pneumoniae

Neisseria gonorrhoeae
Neisseria meningitidis
Neisseria mucosa
Virus parainfluenza |

Peptostreptococcus
anaerobius

Porphyromonas
asaccharolytica

Prevotella oralis

Pseudomonas
aeruginosa

Virus sincicial respiratério,
estirpe longa

Rhinovirus

Salmonella choleraesuis
serotipo Enteriditis
Salmonella choleraesuis
serdtipo Typhi

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus,
produtor de proteina A

Staphylococcus aureus,
nao produtor de
proteina A
Staphylococcus
epidermidis
Stenotrophomonas
maltophilia
Streptococcus do Grupo B
Streptococcus mutans

Streptococcus
pneumoniae

Streptococcus pyogenes

Tatlockia (Legionella)
micdadei

Veillonella parvula

Substancias Interferentes

Substéncias potencialmente interferentes, que se podem encontrar em amostras do tracto respiratério inferior,
foram testadas com o Ensaio BD ProbeTec ET LP na auséncia de alvo ou na presenca de 750 UFC/reaccdo de
L. pneumophila. Nas concentragdes apresentadas na Tabela 5 e na auséncia de alvo, nenhuma das substancias
testada produziu um resultado positivo ou inibiu o IAC. Quando o alvo estava na presen¢a das substancias nas
concentracdes apresentadas na Tabela 5, todas as amostras testadas produziram um resultado positivo.
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Tabela 5: Ensaio de LP BD ProbeTec ET - Substancias pesquisadas relativamente a interferéncia

Amostras do tracto respiratorio inferior

Substéancias testadas Concentracao
Sangue total (heparina) 2,65%
Lidocaina a 2% 0,21%
Solucdo de indugdo de expectoracdo (NaCl a 3%) 0,32%
Azitromicina 0,42 pg/mL
Penicilina G 17 pg/mL
Tetraciclina 2,3 ug/mL
Doxiciclina 26,5 pg/mL
Ciprofloxacina 4,88 pg/mL
Mycoplasma pneumoniae 5 x 106 cells/mL
Chlamydophila pneumoniae 1,06 x 107 EBs/mL
Mycoplasrpa pneumoniae e Chlamydophila 1,06 x 107 céIuIas/qu e 1,06 x 107 CE/mL,
pneumoniae respectivamente

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do Ensaio BD ProbeTec ET LP foi avaliada em trés laboratoérios, através do teste de um painel
constituido por 24 amostras adicionadas a PBS/BSA. O painel era composto por 12 amostras negativas para
L. pneumophila; trés eram amostras positivas fracas (300 UFC/reaccdo) e trés eram amostras positivas elevadas
(500 UFC/reaccao) para L. pneumophila; e trés amostras positivas fracas (30 corpos elementares/reacgao,
300 UFC/reacgao, 900 células/reacgdo, respectivamente) e trés amostras positivas elevadas (50 corpos elementares/reacgao,
500 UFC/reaccdo, 1500 células/reaccdo, respectivamente) contendo Chlamydophila pneumoniae (CP), L. pneumophila
(LP) e Mycoplasma pneumoniae (MP). Um operador em cada local testou os painéis uma vez por dia, durante trés
dias. E apresentado um resumo dos resultados na Tabela 6.

Tabela 6: Estimativas de reprodutibilidade do tracto respiratério inferior por nivel de amostra

Em dias diferentesNo| Em diferentes
mesmo local locais

Membro do painel N | % correcto | PAT médio DP % CV DP % CV
LP-HIGH 27 100,0% 47,2 0,94 2,00 1,42 3,02
LP-LOW 27 100,0% 44,8 0,44 0,98 2,06 4,59
CP/LP/MP-HIGH 27 100,0% 46,2 1,13 2,45 1.79 3,88
CP/LP/MP-LOW 262 100,0% 43,0 0,00 0,00 2,59 6,01
Negativo 108 100,0% 0,0 - - - -
IAC com amostras negativas para LP | 108 100,0% 47,8 0,43 0,91 0,34 0,70

aUma amostra excluida da analise devido a um erro de procedimento.

APRESENTACAO
Estdo disponiveis os seguintes produtos BD ProbeTec ET:

N.° de Cat. Descricdao
440728 BD ProbeTec ET Legionella pneumophila (LP) Amplified DNA Assay
440731 BD ProbeTec ET Respiratory and Media Diluent and Control Kit

440457 BD ProbeTec ET Accessories Kit
(10 coberturas de placas de inicializagdo, 16 seladores de placas de amplificacdo 1/2 e 8 sacos para residuos)

440458 BD ProbeTec ET Pipette Tips 6 x 120

440661 BD ProbeTec ET 2 mL Sample Tubes and Caps, 200 cada
440679 BD ProbeTec ET 2 mL Caps, 100

440477 BD ProbeTec ET Instrument, Fora dos EUA

440478 BD ProbeTec ET Instrument, E.U.A. e Canada

440479 BD ProbeTec ET Priming and Warming Heater, 220V
440480 BD ProbeTec ET Priming and Warming Heater, 120V
440487 BD ProbeTec ET Pipettor

440502 BD ProbeTec ET Lysing Rack
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