HOLOGIC Amplified MTD"

TESTE AMPLIFIED PARA A DETECCAO DIRECTA DAS MICOBACTERIAS
DO COMPLEXO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Embalagem de 50 testes
(bioMérieux ref. 39006/Hologic Cat. No. 301001F)

UTILIZACAO .....cocovevnr.
ADVERTENCIA
PRECAUGCOES DE UTILIZAGAO ......ov ittt 2
INTRODUGAD . .....coeiiteeeee ettt ettt ettt ettt et e st tensstete e saeanenana 4
PRINCIPIO ..ottt 5
REAGENTES (Embalagem de 50 teSTeS).....ccciiiiiiiiiiiee it 5
(0101 N LS =1 237X 7Y @ 1RO 6
COLHEITA/COLETA, CONSERVACAO, TRANSPORTE E TRATAMENTO
DAS AMOSTRAS ...ttt e e e et e e e e e e e e e e e 7
Colheita/coleta e conservagao da amoStra ........ccueeieiieeiiiiiiiiee e 7
T r AN S P OT TR L. 7
Tratamento (descontaminag@o € CONCENIragan) .......ceeevrvrieeriieeeiniiieesrieee e 7
Conservacao das amostras tratadas ........c..eeveeeiiiiiiiieee e 7
MATERIAL .ooiiiiiiiiiiiiiii 7
PROCEDIMENTO ....ccititiiiiiiiiiii ettt ettt ettt ettt ettt et et e e e e e e e e e e eeeeeeeaees 9
CONETOIOS .ttt 9
Preparac&o do MAaterial .........ccoviiiieiiiiiii et 11
PreparaC8o dO rEAgENTE ... ....ei it 12
Preparac@o das @mMOSTIIAS ......ceiia ittt a e e e e e e e eneneeeeee s 12
Lise das amostras
AMPLITICAGEAD ittt e e e e s e e e e e st a e e e e
[ [T o g o L4 of- To PRSP
ST=TL=T o] o= Lo TP 15
D= (=T o o= Lo JN PRSP 15
=TT 4T oF= (o I Lo I (=T (PRSP 15
N O T A ittt ettt ettt ettt ettt et et et ettt et et e e e e et e e e e e e aaaaaes 15
INTERPRETACAO DO TESTE .....ootiuiietieceeteeee ettt 17
APRESENTAGCAQO DOS RESULTADOS .....coovivieecvetee et 17
LIMITES . ettt e ettt e e s et e e e e e et e e e e e e as 18
VALORES ESPERADOS ... ...ttt e e 19
COMPORTAMENTO FUNCIONAL ... 20
RESOLUGCAO DE INCIDENTES ....coouiiiitieeieteeeetetee ettt st eneneneen e 24
NOTAS ettt bttt bbbt bt b ettt e e 26
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt 27
TESTE AMPLIFIED PARA A DETECGCAO DIRECTA DAS 1 AW-12601-601 Rev. 001 (PT)

MICOBACTERIAS DO COMPLEXO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS



UTILIZAGAO Amplified MTD"

UTILIZACAO

O teste Hologic AMPLIFIED PARA A DETECCAO DIRECTA DAS MICOBACTERIAS DO
COMPLEXO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS (MTD™) é um teste que utiliza uma
sonda de acido nucleico dirigida contra um alvo amplificado, permitindo a deteccéo in vitro
dos é&cidos nucleicos das micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis. Este
teste efectua-se a partir de amostras provenientes de expectoragdes (induzidas ou
expectoradas), de colheitas/coletas brénquicas (lavagens bronco-alveolares ou aspiracfes
brénquicas) ou de aspiracdes traqueais.

ADVERTENCIA

A eficacia deste teste ndo foi demonstrada para a detec¢éo directa de ARNr de

M. tuberculosis a partir de outras amostras clinicas (sangue, urina ou fezes, por exemplo).
O comportamento funcional do teste MTD foi estudada apenas para as amostras tratadas
com a técnica descrita e conservadas respeitando o tempo e temperaturas especificadas
nesta ficha técnica.

As amostras que derem resultados positivos devem ser colocadas em cultura para
determinar a presenca eventual de micobactérias atipicas juntamente com as do complexo
M. tuberculosis permitindo efectuar testes de sensibilidade aos agentes
anti-micobacterianos. Devem ser efectuadas culturas para a detec¢éo de bacilos
acido-alcool-resistentes (BAAR) para precisar que tipo de sub-espécie do complexo

M. tuberculosis esta presente (M. bovis, por exemplo).

No decurso de ensaios clinicos, foram submetidas ao teste amostras provenientes de
criancas, de pacientes VIH-positivos e de pacientes infectados com micobactérias atipicas.
No entanto, 0 nUmero destes ensaios ndo permitiu comparar estatisticamente o
comportamento funcional do teste para estes diferentes grupos.

O comportamento funcional do teste em amostras provenientes de pacientes sob
tratamento anti-tuberculose, no intuito de efectuar um seguimento terapéutico ou de
confirmar uma cura, ndo foi avaliada.

As amostras com muito sangue ndo devem ser analisadas com o dispositivo MTD.

PRECAUCOES DE UTILIZACAO

A. Somente para uso em diagndstico in vitro.

B. O teste MTD é especifico para as micobactérias do complexo M. tuberculosis, ou seja,
M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, e M.canetti (13), mas
nao as diferencia. M. celatum e M. tipo-terrae podem provocar reaccdes cruzadas se
estiverem presentes concentracdes superiores a 30 UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) por teste. No entanto, M. celatum e M. tipo-terrae sao raramente isoladas em
clinica.

C. Um resultado negativo ndo exclui a presenca de uma micobactéria do complexo
M. tuberculosis na amostra. A qualidade dos resultados esta ligada a qualidade da
colheita e do seu transporte, a variabilidade das colheitas/coleta, aos erros técnicos do

TESTE AMPLIFIED PARA A DETECGAO DIRECTA DAS 2 AW-12601-601 Rev. 001 (PT)
MICOBACTERIAS DO COMPLEXO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS



Amplified MTD" PRECAUCOES DE UTILIZACAO

laborat6rio, aos erros de identificagdo das amostras e aos erros de transcricdo dos
resultados.

D. O teste destina-se apenas a deteccdo das micobactérias do complexo M. tuberculosis, a
partir de amostras preparadas segundo os métodos NALC-NaOH ou NaOH que sé&o
recomendados pelos Centers for Disease Control (CDC)’. Este teste deve ser utilizado
unicamente para amostras concentradas, preparadas a partir de expectoracdes
(induzidas ou expectoradas), de aspiracdes traqueais ou de colheitas/coleta brénquicas
(lavagens bronco-alveolares ou aspiragdes bronquicas). Quando proceder a suspensao
da amostra na solucéo de tampé&o fosfato, verificar se a concentracdo de fosfato é de
67 mM’.

E. Evitar qualquer contacto dos Reagentes de Deteccéo | e Il (bioMérieux ref.
39300/ Cat. No. 201791) com a pele, olhos ou mucosas. Caso haja contacto, lavar
com 4gua. Se estes reagentes forem entornados, dilui-los com 4gua antes de limpar.

F. Ter as precaucdes habituais na realizacdo deste teste*. A preparacdo das amostras
fluidificadas e descontaminadas, bem como as etapas do teste MTD, devem ser
efectuadas respeitando as regras de seguranca microbiolégica do nivel 2°.

G. Utilizar unicamente o material fornecido ou material de laboratério de utilizacao Unica.

H. As bancadas, pipetas e material devem ser descontaminados com uma solucéo de
lixivia diluida a 1/2 (metade de lixivia, metade de agua), como descrito no paragrafo
« PROCEDIMENTO». Deixar a lixivia actuar durante 15 minutos, depois lavar com agua
e enxugar para eliminar tracos de lixivia.

I. Devem ser utilizadas “as pipetas da bancada de trabalho ou as pipetas da camara de
fluxo laminar” equipadas de pontas com filtro para efectuar este teste. Devem utilizar-se
pontas extra-longas para transferir o lisado dos tubos de lise para os tubos de
amplificacdo. Mudar de ponta em cada etapa. Evitar passar por cima dos outros tubos
do suporte. As pontas usadas devem ser imediatamente deitadas num recipiente
destinado aos detritos biolégicos.

J. Quando utilizar uma pipeta de repeticdo para a distribuicdo dos reagentes, depois da
introducéo do lisado nos tubos, evitar tocar no tubo com a ponta da pipeta para reduzir
0s riscos de contaminacao entre tubos. Os reagentes devem ser distribuidos contra a
parede do tubo para evitar projeccdes. O cuidado na distribuicdo dos reagentes
permitird reduzir os riscos de contaminacao cruzada.

K. Nao utilizar as mesmas pipetas para as etapas anteriores e posteriores a amplificacao.

L. Depois da leitura dos resultados no luminémetro, descontaminar os tubos e elimina-los
como descrito nos paragrafos «<PROCEDIMENTO» e «NOTAS» para evitar a
contaminacéo do laboratério com amplicons.

M. NUNCA usar novamente as folhas autocolantes e as tampas utilizadas durante uma
etapa anterior. As tampas devem ser eliminadas num recipiente apropriado,
imediatamente apos té-las retirado, para evitar qualquer contaminagao cruzada. As
folhas autocolantes devem ser aplicadas firmemente no cimo dos tubos reaccionais.
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INTRODUGAO Amplified MTD"

N. N&ao cobrir o banho-maria durante as incubacgdes, especialmente se as tampas forem
utilizadas (a condensagéo na tampa pode ser uma fonte de contaminacao).

O. E necessario efectuar uma boa homogeneizacio em Vortex depois da adi¢do do
Reagentes de Seleccéo para obter resultados precisos.

P. E recomendado utilizar uma area separada para a etapa de Ensaio de Proteccdo de
Hibridizagdo (HPA / Hybridization Protection Assay) para minimizar a contaminagao por
amplicons no ensaio. Esta area deve estar separada da area onde é efectuada a
preparacdo da amostra, a preparacao do reagente e a amplificacao.

Q. Para evitar que as areas do laboratério fiqguem contaminadas por amplicons, o
laboratério deve estar organizado de uma forma uni-direccional de trabalho. Por
exemplo, efectuar em primeiro lugar a preparacédo da amostra e do reagente numa area,
em seguida a amplificagdo noutra, e por ultimo o HPA noutra area. As amostras,
equipamento e reagentes ndo devem voltar para a area onde foi efectuada uma etapa
anterior. Além disso, o pessoal de laboratorio ndo deve voltar para uma area de trabalho
anterior sem ter as devidas precaugdes de anti-contaminag&o. E vivamente
recomendado que a area de seguranca biolégica usada para o processamento da
amostra ndo seja usada para efectuar o teste MTD.

INTRODUCAO

O teste MTD utiliza os métodos TMA (Transcription-Mediated Amplification) e HPA
(Hybridization Protection Assay)? para detectar qualitativamente o ARN ribossémico (ARNTr)
das micobactérias do complexo M. tuberculosis. O teste MTD detecta o ARN dos
organismos cultivaveis e néo cultivaveis. O complexo M. tuberculosis é constituido pelas
sub-espécies M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti e M.
canetti*>!3. O teste MTD detecta todos os microrganismos do complexo M. tuberculosis. No
entanto, M. microti infecta apenas os animais e M. bovis raramente se transmite dos
animais para o homem. M. africanum é responsavel pela tuberculose pulmonar na Africa
Tropical*2. M. tuberculosis é ,de longe, o mais comum, sendo responsavel por uma
morbidez significativa no mundo inteiro. O CDC relatou, recentemente, um aumento dos
casos de tuberculose nos pacientes atingidos com SIDA e nos imigrantes, e um aumento
da transmisséo da doenca nas populagées de alto risco®®. Observa-se igualmente o
aumento de numero de estirpes/cepas resistentes, ou seja, multi-resistentes aos
anti-tuberculostaticos!!. As consequéncias sédo consideraveis no dominio da salde publica.

Os métodos de cultura convencionais permitem observar o crescimento de M. tuberculosis
num prazo de 1 a 8 semanas’*°. O teste MTD permite a deteccdo do ARNr das
micobactérias do complexo M. tuberculosis em 2,5 a 3,5 horas. Mesmo néo permitindo
efectuar o antibiograma, o teste MTD detecta o M. tuberculosis fiavel e rapidamente. Isto
permite uma melhor utilizacéo dos servigos de isolamento dos hospitais, comecar
rapidamente um tratamento apropriado e prevenir a propagacédo da doenca gragas a
identificacdo precoce e ao isolamento das pessoas contaminadas?®.
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PRINCIPIO

O teste MTD é um teste em duas fases (amplificac@o e detec¢do) que se efectuam no
mesmo tubo. Primeiro, a sonicacdo provoca a libertagédo dos acidos nucleicos das
micobactérias. O calor é utilizado para desnaturar estes acidos nucleicos e romper a
estrutura secundaria do ARNr. O método de amplificacdo Transcription-Mediated
Amplification (TMA) amplifica em seguida um alvo especifico do ARNr micobacteriano
através de um intermediario de ADN, a uma temperatura constante de 42°C. Produzem-se
assim multiplas copias de ARNr micobacteriano (amplicons).

As sequéncias de amplicons de ARNr, especificas das micobactérias do complexo

M. tuberculosis, séo detectadas em seguida pelo método de hibridizacao entre 4cidos
nucleicos Hibridization Protection Assay (HPA)?, da . O Reagente de Hibridizac&o do teste
MTD contém uma sonda ADN monocatenaria conjugada com um marcador
quimioluminescente. Esta sonda é complementar das sequéncias de ARN especificas das
micobactérias do complexo M. tuberculosis. A sonda forma, com estas sequéncias
especificas, hibridos estaveis ARN:ADN. Apéds a etapa de selecc¢édo, o sinal luminoso
emitido pelas sondas hibridizadas € medido no luminémetro

Leader.

REAGENTES (Embalagem de 50 testes)

Nota: Para obter informacdes sobre quaisquer declaracbes de perigo e de precaucdo que
possam estar associadas a estes reagentes, consulte a Biblioteca de fichas de dados de
seguranca (Safety Data Sheet Library) em www.hologic.com/sds.

Os reagentes para o teste MTD séo fornecidos como segue:

EMBALAGEM DE REAGENTES PARA AMPLIFICACAO

Nome do reagente Volume
Tampéo de Diluicdo das Amostras (SDB) 1x25ml
Solugédo Tampdo Tris contendo < 3 % de detergente

Reagente de Amplificacao (A) 1x3ml
Acidos nucleicos liofilizados numa solugio tampZo Tris contendo 5 % de (ap6s reconstituigdo)

agente espessante

Tampao de amplificacéo (AB) 1x3ml
Solugéo aquosa contendo conservantes

Reagente dleo de amplificagéo (6leo para reacgédo de amplificacao) (O) 1x210ml
Oleo de silicone

Reagente Enzimatico (E) 1x15ml
Transcriptase inversa e ARN polimerase liofilizadas numa solugcédo (apés (ap6s reconstituigdo)
reconstituicdo) tampdo HEPES contendo < 10 % de agente espessante e

> 15 mM de N-Acetil-L-Cisteina

Tampé&o de Diluigcdo Enzimética (tampé&o de diluicdo das enzimas) 1x1,5ml
(EDB)
Solugéo tampéo Tris contendo um surfactante e glicerol
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EMBALAGEM DE REAGENTES PARA A HIBRIDIZACAO

Nome do reagente Volume
Reagente de Hibridizagdo (H) 1x6ml
< 100 ng/frasco de sonda ADN néo infecciosa conjugada com um (ap0s reconstituicao)

marcador quimioluminescente, liofilizado numa solu¢do tamp&o succinato
contendo um agente espessante e um detergente

Tampé&o de Hibridizagdo (HB) 1x6mil
Solugdo tampéo succinato contendo < 4 % de detergente

Reagente de Seleccéo (S) 1x 15 ml
Solugéo tampao borato contendo um surfactante

Tubos de Lise (LT) 2 x 25 tubos
Esferas de vidro, agente espessante

CONSERVACAO

A. As solugdes ou os componentes ndo reconstituidos seguintes devem ser conservados a

2°C- 8°C e sao utilizaveis até a data de validade indicada:

e Tampao de Diluicdo das Amostras (SDB)

o Reagente de Amplificacdo (A)

o Tampéo de Amplificacéo (AB)

e Reagente Enzimatico (E)

e Tampéo de Diluicdo Enzimatica (EDB)

¢ Reagente de Hibridizac&o (H)
O Reagente de Amplificacéo reconstituido (A) é utilizavel durante 2 meses e
conserva-se a 2°C - 8°C. O Reagente de Hibridizag&o (H) e o Reagente Enzimatico (E)
sao utilizaveis um més a 2°C- 8°C apds reconstituicdo, ou dois meses a uma
temperatura igual ou inferior a -20°C, se forem distribuidos em aliquotas e congelados

no dia da reconstituicdo. As aliquotas congeladas devem ser utilizadas no préprio dia da
descongelagdo. Nao utilizar congelador com descongelagédo automatica.

B. Os componentes que se seguem devem ser conservados entre 2°C e 25°C e séo
utilizaveis até a data de validade indicada:
o Reagente 6leo de amplificacao (O)
e Tampéo de Hibridizag&o (HB)
e Reagente de Selecc¢éo (S)
e Tubos de Lise (LT)
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Amplified MTD" COLHEITA/COLETA, CONSERVAGAO, TRANSPORTE E
TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

COLHEITA/COLETA, CONSERVACAO, TRANSPORTE E
TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Colheita/coleta e conservacado da amostra

As amostras devem ser colocadas em recipientes de plastico estéreis e conservadas a
2°C - 8°C antes do seu transporte e tratamento. No decurso dos ensaios clinicos, as
amostras foram conservadas menos de 4 dias (geralmente, menos de 24 horas) antes do
seu tratamento.

Transporte

Transportar as amostras para o laboratdrio o mais rapidamente possivel, em conformidade
com as regulamentacdes em vigor.

Tratamento (descontaminacao e concentracao)

As amostras com muito sangue ndo devem ser testadas com MTD. Este teste foi concebido
para detectar o ARNr das micobactérias do complexo M. tuberculosis utilizando amostras
preparadas segundo os métodos de descontaminacdo NALC-NaOH ou NaOH utilizando
1% a 1,5% de NaOH durante 15 a 20 minutos e uma centrifugacdo com uma velocidade
>3000¢g".

Conservacao das amostras tratadas

As amostras podem ser conservadas, no maximo, durante 3 dias a 2°C - 8°C antes do
teste. Podem também conservar-se entre -20°C e -70°C durante 6 meses ou mais. N&o
utilizar congeladores com descongelacao automatica.

MATERIAL

A. Material fornecido

EMBALAGEM DE REAGENTES PARA AMPLIFICACAO

Composicdo da embalagem 50 testes
(bioMérieux ref. 39006 / Hologic Cat. No. 301001F)

Tampéo de Diluicdo das Amostras (SDB) 1x25ml
Reagente de Amplificacdo (A) 1x3ml

(ap6s reconstituicao)
Tampéo de Reconstituicao (AB) 1x3ml
Reagente de dleo (6leo para reaccao de amplificagéo) (O) 1x10ml
Reagente Enzimatico (E) 1x15ml

(apos reconstituicdo)

Tampao de Diluicdo Enziméatica (EDB) 1x15ml
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EMBALAGEM DE REAGENTES PARA HIBRIDIZAGAO

Composicdo da embalagem 50 Test
(bioMérieux ref. 39006 / Hologic Cat. No. 301001F)

Reagente de Hibridizacdo (H) 1x6ml

(ap0s reconstituicao)
Tampéo de Hibridizacdo (HB) 1x6ml
Reagente de Seleccéo (S) 1x15ml
Tubos de Lise (LT) 2 x 25 tubos
Cartas de proteccao (folhas autocolantes) 1 pacote

B. Material necessario ndo fornecido:

e Micropipetas capazes de distribuir 25 pl, 50 pl, 100 pl, 200 pl, 300 ul e 450 pi
e \Vortex

e Agua estéril (filtrada ou autoclavada) Tubos de cultura

e Esferas de vidro estéreis de 3 mm

e Tubos para microcentrifuga com tampas de enroscar

e Suporte para tubos reaccionais

e Pontas de pipeta com filtro (1 000 pl)

e Testemunhos Positivos de Amplificacdo (por ex. M. tuberculosis, ATCC 25177
ou ATCC 27294)

e Testemunhos Negativos de Amplificacao (por ex. M. gordonae, ATCC 14470
ou M. terrae, ATCC 15755)

e Lixivia (solugéo de hipoclorito a 5,25%)

¢ Folhas de proteccéo plastificadas para bancada

e Pipetas de repeticdo
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C. Material suplementar disponivel no distribuidor Hologic:

Cat. No.
Sonicador 901104
(bioMérieux ref. 39409)
Blocos de aquecimento” 105524,10554F,
(42°C £ 1°C, 60°C £ 1°C, 95°C + 5°C)
(bioMérieux ref. 39405, 39406, 39407) 105524
Luminémetro Leader 50i 103100i
(bioMérieux ref. 39400)
Embalagem de Reagente de Detecgdo 201791
(bioMérieux ref. 39300)
Controlos de Amplificacdo MTD 301043F
(bioMérieux ref. 39223)
Suporte de tubos para o sonicador 104027
(bioMérieux ref. 39313)
Suporte de tubos reaccionais 104769
(bioMérieux ref. 39311)
Pontas de pipeta longas com filtro (1250 pl) 104316
(bioMérieux ref. 39315)
Tubos em polipropileno, 12 x 75 mm 102440
(bioMérieux ref. 39308)
Tampas em polipropileno para tubos de 12 x 75 mm 400713

(bioMérieux ref. 39320)

PROCEDIMENTO

Controlos

As células usadas para o Controlo de Amplificacdo Positivo devem fazer parte do complexo
M. tuberculosis, tal como a H37Ra ndo-virulenta (ATCC 25177) ou a H37Rv virulenta
(ATCC 27294). As células usadas para o Controlo Negativo devem ser MOTT, tal como

M. gordonae (ATCC 14470) ou M. terrae (ATCC 15755). Os controlos devem ser
preparados antes de efectuar o teste da amostra.

Os controlos devem conter 25 — 150 CFU por 50 pl para obter uma concentracéo final de

1 - 10 CFU por amostra. Esta concentracdo deve ser verificada em cultura. Estes controlos
devem ser utilizados na preparacdo dos Controlos de Processamento da Amostra
(consultar a Preparacdo da Amostra).
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1. Preparacdo recomendada para os Controlos
a. Colocar 3 a 5 esferas de vidro de 3 mm num tubo de cultura limpo.

b. Adicionar 1 a 2 ml de agua estéril. Adicionar o contetdo de vérias ansas (1 pl)
de cultura apropriada. Fechar o tubo e agitar varias vezes a uma grande
velocidade, utilizando um Vortex.

c. Deixar repousar durante 15 minutos.

d. Transferir o sobrenadante para um tubo de cultura limpo. Ajustar a turbidez a
1 McFarland utilizando um nefeldbmetro.

e. Diluir a 1/100 a suspenséo, colocando 100 pl da suspenséo a 1 McFarland em
10 ml de &gua estéril. Fechar e agitar em vortex. Esta é a primeira dilui¢&o.

f. Diluir uma segunda vez a 1/100, colocando 100 pl da diluicdo 1 em 10 ml de
agua estéril. Fechar e agitar em vortex. Esta € a segunda diluicdo. Esta diluicdo
deve conter aproximadamente 25 — 150 CFU por 50 pl.

Aliquotar e Conservar os Controlos

a. As diluicdes devem ser distribuidas em aliquotas (500 pl), em micro-tubos de
centrifuga de 1,5 ml limpos, com tampas de rosca. As aliquotas destinam-se a
uma Unica utilizacao e podem ser conservadas a —20° C durante 6 meses
ou a— 70° C durante 1 ano. N&o utilizar congelador com descongelacdo
automatica.

A utilizacao do controlo positivo para M. tuberculosis servira para monitorizar apenas
a falha substancial do reagente. O controlo positivo foi concebido para verificar se
houve excesso de NaOH e de tampao fosfato nos reagentes utilizados durante o
procedimento. As variagfes dos procedimentos no tempo ou nas temperaturas que
podem afectar a eficiéncia da amplificacdo ou a exactiddo do tempo seleccionado
podem néo ser detectadas utilizando os controlos recomendados. Os controlos
adicionais podem ser testados em conformidade com as directivas ou
recomendacdes especiais.

2. Controlo de inibicdo das amostras

Quando o teste MTD for negativo mas o diagnéstico do médico for favoravel a uma
tuberculose, € possivel verificar se a amostra contém um inibidor, procedendo da
forma seguinte:

a. Colocar 50 yl de Tampao de Diluicdo das amostras em 2 tubos de lise das
micobactérias (identificado com testemunho e sem testemunho).

b. Introduzir 50 pl de Testemunho Positivo de Amplificacdo e 450 pl de amostra
num tubo (com testemunho). Adicionar 450 pl de amostra num segundo tubo
(sem testemunho). Efectuar o teste seguindo o protocolo habitual.
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Interpretacdo

Se o numero RLU (Relative Light Units) obtido no luminébmetro com o tubo com
testemunho for = 30.000 RLU, a amostra ndo contém inibidor de amplificacéo e,
aparentemente, ndo contém alvo a amplificar. Se o nimero de RLU obtido com o
tubo com testemunho for

< 30.000 RLU, a amostra contém um inibidor de amplificagdo e uma outra amostra
deve ser analisada. Se o teste repetido do tubo sem testemunho for positivo, o
resultado do teste MTD pode considerar-se positivo. A explicacdo mais plausivel
para este tipo de resultado,

€ a variabilidade ligada a amostragem: a primeira amostra ndo continha alvo a
amplificar, enquanto a segunda o continha. O nimero de RLU do tubo em
testemunho pode ser positivo ou negativo dependendo da amostra conter ou néo
ARNr de micobactéria pertencente ao complexo M. tuberculosis.

3. Controlo da contaminacédo do laboratorio

Para controlar se o laborat6rio foi contaminado pelos amplicons de M. tuberculosis,
proceder como segue:

a. Colocar 1 ml de agua estéril num tubo limpo. Humidificar uma zaragatoa/swab
estéril de poliester ou dacron com agua estéril.

b. Esfregar a zaragatoa/swab na bancada ou no material a controlar.

c. Colocar a zaragatoa/swab no tubo e misturar suavemente. Retirar a
zaragatoa/swab, espremendo-a na parede do tubo. Eliminar a zaragatoa/swab
num recipiente contendo uma solucao de lixivia diluida a 1/2 (metade de lixivia,
metade de agua).

d. Distribuir 25 ul da solucdo obtida num tubo de amplificacdo contendo 50 pl de
Reagente de Amplificacédo e 200 ul de 6leo para reaccédo de amplificacao.

e. Seguir as instrucdes do paragrafo «<PROCEDIMENTO» para a amplificacdo e a
deteccao.

Interpretacdo

Se os resultados forem = 30.000 RLU, a superficie analisada esta contaminada e
deve ser descontaminada com lixivia seguindo as instrugdes do paragrafo
«PROCEDIMENTO: Preparacao do material». Se se suspeitar de uma
contaminacdo do banho-maria, proceder do mesmo modo que o acima descrito com
25 ul de agua do banho-maria, na condicéo de esta ndo conter nenhum produto
anti-séptico.

Preparacdo do material

1. A agua devera ser desgaseificada para optimizar a transferéncia de energia dos
ultra-sons.

a. Encher o reservatorio do sonicador com agua da torneira a temperatura
ambiente até cerca de 1 cm do bordo.
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2.

b. Para desgaseificar inteiramente a 4gua, colocar o sonicador em funcionamento
durante 15 minutos antes do inicio dos testes.

Regular um bloco de aquecimento a 95° = 5°C, um outro bloco de aguecimento ou
um banho-maria a 60° + 1°C e ainda outro bloco de aquecimento ou um
banho-maria a 42° = 1°C.

Limpar as superficies de trabalho, material e pipetas com uma diluicdo 1:2 de lixivia
antes de comecar a analise. Deixar a lixivia actuar durante, pelo menos, 15 minutos.
Lavar com agua a superficie de trabalho para eliminar os tragos de lixivia. Cobrir a
superficie na qual o teste sera efectuado com uma folha de proteccao plastificada
para bancada.

Preparar o lumindbmetro Leader. Certificar-se de que ha uma quantidade suficiente
de Reagentes de Deteccdo | e Il para efectuar os testes e que os tubos séo
correctamente injectados com os reagentes de deteccdo. Consultar o Manual de
Utilizacdo do lumindmetro para as instru¢des de introducdo dos Reagentes de
Deteccéo (estes reagentes sao vendidos separadamente).

Preparacéo do reagente

Reconstituir o Reagente de Amplificacéo liofilizado (A) no seu frasco (50 testes) com 3 ml
de Tampao de Amplificagdo (AB). Homogeneizar num Vortex. Deixar o reagente
reconstituido repousar a temperatura ambiente até ficar claro. O Reagente de Amplificacéo
reconstituido pode conservar-se durante 2 meses a 2°C - 8°C. A solucao deve ser colocada
a temperatura ambiente antes da utilizacao.

Preparagcéo das amostras

1.

Identificar um ndmero suficiente de Tubos de Lise de Micobactérias (LT) para
analisar as amostras, os controlos de amplificac@o positiva e negativa e os
testemunhos de amplificag&o positivo e negativo.

Retirar e conservar as tampas.

Distribuir 50 yl do Tampao de Diluicdo das Amostras de Micobactérias (SDB) em
todos os tubos de lise de Micobactérias (LT):

Proceder como infra descrito em A e B para os controlos e em C para as amostras.

A. Procedimento para Testemunhos de amplificacdo

Para cada controlo, adicionar 1 ml de solucdo de NALC/NaOH e 3 ml do tamp&o
fosfato utilizado para efectuar o processamento da expectoracdo com 1 ml de
agua estéril no tubo de processamento da amostra.

I. Homogeneizar em vortex.

II. Transferir 450 ul de solucdo de tampéao fosfato/NALC/NaOH e 50 ul de
diluicdo de Controlo de Amplificacé@o para o tubo correspondente de lise de
micobactérias (LT) identificado.
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3.
4.

B. Se estiverem a ser usados Controlos de Amplificacéo, transferir 450 ul do
recipiente do Controlo de Amplificacéo para o correspondente tubo de lise de
micobactérias (LT) identificado.

C. Amostras: Transferir 450 pl de cada amostra descontaminada e homogeneizada
do recipiente para o correspondente tubo de lise de micobactérias
identificado (LT).

Fechar os tubos de lise de Micobactérias (LT) apoés a adicdo de cada amostra.

Agitar durante 3 segundos em vortex.

Lise das amostras

1.

Inserir os Tubos de Lise no suporte do sonicador de forma a que a mistura de
reaccdo no fundo dos tubos fique imersa, mantendo as tampas fora de agua.
Colocar o suporte no local. OS TUBOS NAO DEVEM, EM CASO ALGUM, TOCAR
NO FUNDO OU NAS PAREDES DO SONICADOR.

Colocar o sonicador em funcionamento durante 15 minutos, mas nunca mais de
20 minutos. As amostras e testemunhos assim tratados com ultra-sons designam-se
por «lisados». NAO UTILIZAR O Vortex PARA AGITAR OS LISADOS.

Amplificacao

1.

Identificar os tubos de polipropileno para amplificacdo (12 x 75 mm) escrevendo no
topo os numeros correspondentes aos numeros de identificacdo dos Tubos de Lise.
Identificar igualmente os tubos de amplificacdo para os testemunhos de amplificacéo
positivo e negativo.

Introduzir 50 pl de Reagente de Amplificacdo reconstituido no fundo de cada tubo
utilizando uma pipeta repetitiva. Adicionar 200 ul de dleo para reacc¢éo de
amplificacdo (O) em cada tubo utilizando uma pipeta de repeticdo.

NAO UTILIZAR O VORTEX PARA OS LISADOS. Transferir 25 pl de cada lisado
para o fundo do tubo de amplificacdo correspondente, utilizando uma nova ponta
com filtro para cada transferéncia. Os lisados que sobrarem podem ser conservados
a 2°C - 8°C durante 7 dias, ou congelados a uma temperatura igual ou inferior a -
20°C durante 1 més. N&o utilizar congelador com descongelacéo automatica. Se for
necessario efectuar outros testes com os lisados, deixa-los atingir previamente a
temperatura ambiente. NAO UTILIZAR O VORTEX PARA OS LISADOS.

Incubar os tubos num bloco de agquecimento a 95°C durante 15 minutos, mas nao
mais de 20 minutos.

Preparar a Solugdo Enziméatica adicionando 1,5 ml de Tampé&o de Diluicédo
Enzimética (EDB) ao Reagente Enzimatico liofilizado (E). Rodar para misturar. Nao
agitar num Vortex. O Reagente Enzimatico reconstituido é utilizavel durante um més
a 2°C - 8°C ou durante dois meses a uma temperatura igual ou inferior a -20°C, se
for distribuido em aliquotas e congelado® no dia da reconstitui¢édo. Se o teste for
efectuado com aliquotas de enzimas congeladas, coloca-las previamente a
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temperatura ambiente; ndo descongelar as aliquotas colocando-as a uma alta
temperatura. Para homogeneizar as aliquotas descongeladas, aspirar e rejeitar a
solucédo utilizando uma pipeta de repeticdo antes de adiciona-la aos tubos de
amplificacéo.

6. Transferir os tubos para um bloco de aquecimento ou banho-maria a 42° + 1°C e
deixa-los arrefecer durante 5 minutos. NAO DEIXAR OS TUBOS ATINGIREM A
TEMPERATURA AMBIENTE. NAO COBRIR O BANHO-MARIA.

7. uando os tubos estiverem a 42°C, adicionar 25 yl de Reagente Enzimatico em cada
tubo utilizando uma pipeta de repeticdo. Sacudir para misturar. Incubar a 42°C
durante 30 minutos, mas ndo mais de 60 minutos. E necessario utilizar folhas
autocolantes ou tampas durante esta etapa de incubagéo. NAO COBRIR O
BANHO-MARIA.

8. Ap0s o periodo de incubacgdo de 30 minutos, os tubos cobertos podem ser
conservados a 2°C - 8°C durante 2 horas ou a -20°C até ao dia seguinte. Se forem
conservados a -20°C até ao dia seguinte, os tubos devem ser totalmente
descongelados a temperatura ambiente ou, no maximo, a 60°C antes da etapa de
hibridizacdo, e devem ser, de preferéncia, fechados com tampas e ndo com folhas
autocolantes.

Hibridizacéo

1. Reconstituir o Reagente de Hibridizac&o liofilizado (H) com 6 ml de Tampéo de
Hibridizagdo (HB). O Reagente de Hibridizacdo (H) e o Tampé&o de Hibridizacao
(HB) devem estar a temperatura ambiente antes da reconstituicdo. Se o Tampao de
Hibridizacdo (HB) foi guardado no frigorifico, aquecé-lo a 60°C, rodando-o
lentamente para assegurar que todos 0os componentes se dissolvem. Agitar num
Vortex até que a solucao fique clara (o que pode demorar cerca de um minuto) para
assegurar que todos os componentes estdo dissolvidos. O Reagente de
Hibridizacdo reconstituido é utilizavel durante um més a 2°C - 8°C ou durante dois
meses a uma temperatura igual ou inferior a -20°C, se tiver sido distribuido em
aliquotas e congelado® no dia da reconstituicdo. Se o Reagente de Hibridizacdo
reconstituido foi guardado no frigorifico ou congelado, aquecé-lo a 60°C, rodando-o
ligeiramente para assegurar que todos os componentes se dissolvem.

2. Adicionar 100 ul de Reagente de Hibridizacdo reconstituido em cada tubo com uma
pipeta de repeticdo. Cobrir os tubos com folhas autocolantes ou com tampas. Agitar
os tubos com um Vortex, a uma velocidade média, 3 vezes durante, pelos menos,

1 segundoP. Para uma boa homogeneizacéo dos tubos de reaccéo, manté-los na
posicao vertical e deixar a mistura atingir a metade superior da parede do tubo
durante a agitacdo (para evitar qualquer contaminacao ndo deixar a mistura entrar
em contacto com as folhas autocolantes ou com as tampas). Quando a
homogeneizagéo estiver correctamente efectuada, a mistura deve ter uma cor
amarela uniforme.

3. Incubar a 60°C durante 15 minutos, mas nao mais de 20 minutos, num bloco de
aguecimento ou em banho-maria.
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Seleccao

1.

Deteccéo

1.

O Reagente de Selecgéo (S) deve estar a temperatura ambiente antes de comegar
o teste. Retirar os tubos do banho-maria ou do bloco de aquecimento a 60°C e
adicionar 300 ul de Reagente de Selecc¢ao (S) com uma pipeta de repeticao. Cobrir
os tubos com folhas autocolantes ou com tampas. Agitar num Vortex, a uma
velocidade média, 3 vezes durante, pelo menos, 1 segundoP. Para uma boa
homogeneizacédo dos tubos de reacgéo, manté-los na posic¢éo vertical e deixar a
mistura atingir a metade superior da parede do tubo durante a agitagéo (para evitar
qualquer contaminacgdo nao deixar a mistura entrar em contacto com as folhas
autocolantes ou com as tampas). Quando a homogeneizacéao estiver
correcta-mente efectuada, a mistura deve ter uma cor rosa uniforme.

Incubar a 60°C durante 15 minutos, mas ndo mais de 16 minutos, num bloco de
aguecimento ou num banho-maria.

Retirar os tubos do banho-maria ou do bloco de aguecimento. Deixar os tubos
atingirem a temperatura ambiente durante, pelo menos, 5 minutos, mas ndo mais de
uma hora. Retirar as folhas autocolantes ou as tampas imediatamente antes da fase
de deteccéao.

Programar o procedimento apropriado no luminémetro. Escolher uma leitura de
2 segundos.

Para eliminar qualquer residuo da superficie dos tubos, limpa-los com um papel
absorvente humido que ndo se desfaca com a humidade, e depois introduzi-los no
luminédmetro seguindo as instru¢cdes do manual de utilizagdo. Os tubos devem ser
lidos na hora a seguir a etapa de selecg¢éo.

Quando a andlise tiver terminado, retirar os tubos do luminémetro.

Apos a leitura dos tubos, enché-los cuidadosamente com uma solugao de lixivia
diluida a 1/10 (um volume de lixivia, 9 volumes de agua, utilizando um esguicho.
Deixar a lixivia actuar durante, pelo menos, uma hora antes de eliminar os tubos,
para evitar a contaminacao do laboratério com amplicons.

Os suportes de tubos devem ser descontaminados por imersdo completa numa
solucédo de lixivia diluida a 1/2 durante, pelo menos, 15 minutos. Em seguida,
devem-se lavar com agua e enxugar, ou secar ao ar.

Descontaminar o laboratério e o material utilizando uma solucéo de lixivia diluida
al/2.

Repeticdo do teste

1. Se tiver de repetir o teste, deixar os lisados atingir a temperatura ambiente.
NAO UTILIZAR O VORTEX PARA OS LISADOS.
2. Seguir o protocolo de «<PROCEDIMENTO» comecando pela etapa de amplificacao.
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NOTAS

A. Reagentes

1. O Reagente Enzimatico ndo deve permanecer a temperatura ambiente mais de
15 minutos apos a reconstituicao.

2. O Tampéo de Hibridizacdo (HB) pode precipitar. Aquecer e agitar o Tampao de
Hibridizacdo (HB) ou o Reagente de Hibridiza¢&o reconstituido a 60°C para
dissolver o precipitado.

B. Temperatura

1. A amplificacéo, a hibridizacdo e a selecgéo séo reacg¢des termo-dependentes;
consequentemente, € imperativo manter o banho-maria ou o bloco de aquecimento
as temperaturas preconizadas.

2. Antes de adicionar o Reagente Enzimatico, deixar arrefecer os tubos a 42°C durante
5 minutos. Esta temperatura permite obter um comportamento funcional 6ptimo de
amplificacéo.

3. E fundamental respeitar a temperatura para a fase de amplificacéo (42° + 1°C).

C. Tempo
E imperativo respeitar os tempos indicados no paragrafo «<PROCEDIMENTO».

D. Banho-maria

1. O nivel de 4gua no banho-maria deve manter-se de forma a que a mistura de
reagentes no fundo dos tubos esteja imersa, mas que a agua nao penetre nos
tubos.

2. Durante a fase de amplificacédo, o banho-maria ndo deve ser coberto para evitar que
haja condensacé&o sobre ou dentro dos tubos.

E. Agitacdo utilizando um Vortex

E importante dispor de uma mistura homogénea durante as etapas de hibridizacéo e de
seleccdo, especialmente apés a adicao do Reagente de Hibridizagdo (H) reconstituido
(a mistura fica com uma cor amarela uniforme) e do Reagente de Selecc¢éo (S)

(a mistura fica com uma cor rosa uniforme).

A agitacdo com Vortex permite obter uma suspensao uniforme. Quando 0s reagentes
sao colocados no tubo de reac¢éo e expostos a uma fonte de energia exterior,
produz-se uma rotacao rapida da solucdo a volta do eixo do tubo. Dai resulta uma
suspensdo uniforme. Para que a homogeneizac¢éo seja correctamente efectuada num
Vortex, os tubos devem segurar-se na parte superior e manter-se na vertical. O liquido
deve entdo atingir a metade superior do tubo durante a agitacdo. Durante as etapas de
hibridizacdo e de seleccao, esta agitacao deve efectuar-se 3 vezes seguidas e durar,
pelo menos, 1 segundo de cada vez.
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INTERPRETACAO DO TESTE

Os resultados do teste AMPLIFIED PARA A DETECCAO DIRECTA DAS
MICOBACTERIAS DO COMPLEXO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS (MTD) séo
interpretados considerando que um resultado negativo inicial (< 30.000 RLU), um resultado
positivo inicial (= 500.000 RLU), ou um resultado equivoco inicial (30,000 a 499,999 RLU).
O teste MTD deve ser repetido a partir do lisado reservado quando um teste inicial é
equivoco. Um resultado repetido do lisado > 30.000 é considerado positivo.

A. Controlo de qualidade e validacdo de resultados

Os controlos devem dar os seguintes valores:
e Controlo negativo de amplificagcdo < 20.000 RLU
e Controlo positivo de amplificagéo = 500.000 RLU
¢ Testemunho negativo < 20.000 RLU
e Testemunho positivo = 1.000.000 RLU

Os resultados dos testes dos pacientes ndo devem ser fornecidos se os valores do
controlo de teste MTD nao estiverem dentro destes critérios. Consultar a tabela de
RESOLUCAO DE INCIDENTES para informag8es complementares.

Cada laboratério deve determinar os valores alvo para cada controlo em funcéo dos
resultados obtidos para cada série de controlos.

B. Resultados de Testes de Pacientes

Se os valores dos controlos ndo estiverem dentro dos valores esperados, os resultados
das amostras de testes de pacientes ndo devem ser validados.

Resultados:

e >500.000 RLU positivo para o ARNr do complexo M. tuberculosis
e < 30.000 RLU negativo para o ARNr do complexo M. tuberculosis
e 30.000 a 499.999 RLU provavel rRNA positivo do complexo de M. tuberculosis;
repetir para verificar os resultados:
Repetir 2 30.000 RLU positivo para o complexo rRNA para M. tuberculosis
Repetir < 30.000 RLU negativo para o complexo rRNA para M. tuberculosis

APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Os resultados do teste MTD devem ser interpretados em conjunto com outros dados
clinicos e laboratoriais. Deve ser considerada a possibilidade de ser testada uma outra
amostra consoante a suspeita clinica existente.

Se o resultado de teste MTD inicial for positivo = 500.000 RLU, ou se o resultado do teste
MTD repetido for positivo = 30.000 RLU, apresentar os resultados da forma seguinte:
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Apresentar: Foi detectado o rRNA do complexo Mycobacterium tuberculosis.
Coloracéo AFB (positiva ou negativa)

Informacéo adicional: Cultura de AFB em crescimento. As amostras podem conter MOTT e
M. tuberculosis ou apenas M. tuberculosis. Este teste ndo deve ser
efectuado isoladamente para o diagndstico M. tuberculosis. O valor
positivo preditivo para uma amostra com coloracdo AFB negativa é
mais baixo que para uma amostra com coloragdo AFB positiva. Tal &
particularmente importante ao testar amostras de popula¢gfes em que
a prevaléncia de M. tuberculosis é baixa e os valores esperados com
métodos de diagndstico correspondentes séo reduzidos.

Se o resultado de teste MTD ou a repeti¢cao deste for negativa < 30.000 RLU, apresentar os
resultados da forma seguinte:

Apresentar: N&o foi detectado o rRNA do complexo de Mycobacterium
tuberculosis. Coloracdo AFB (positiva ou negativa).

Informacé&o adicional: N&o foi detectado o rRNA do complexo de Mycobacterium tuberculosis
Cultura de AFB em crescimento. As amostras podem nédo conter
M. tuberculosis, o resultado pode ser falso negativo devido a baixos
ndmeros de M. tuberculosis na presenca ou auséncia de MOTT, ou
o resultado pode ser falso negativo devido a interferéncia de inibidores
da amostra. E recomendado testar uma nova amostra do paciente se,
clinicamente, houver forte suspeita de tuberculose ou se houver
suspeita de inibicao.

LIMITES

Este teste destina-se apenas a detec¢do das micobactérias do complexo M. tuberculosis a
partir de amostras preparadas segundo os procedimentos NALC-NaOH ou NaOH
recomendados pelo CDC’. Este teste s6 pode ser efectuado com amostras preparadas a
partir de expectoragdes (induzidas ou expectoradas), de colheitas/coletas brénquicas
(lavagens bronco-alveolares ou aspiragdes bronquicas) ou de aspiragdes traqueais.

O teste MTD ¢é especifico das micobactérias do complexo M. tuberculosis, ou seja,

M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti e M. canetti, mas ndo as
diferencia entre si. M. celatum e M. tipoterrae podem provocar reacc¢oes cruzadas se
estiverem presentes em concentracdes superiores a 30 UFC por teste. No entanto,

M. celatum e M. tipo-terrae sé@o raramente isoladas em clinica.

A qualidade dos resultados do teste esta ligada a qualidade da colheita/coleta e ao seu
transporte, a variabilidade das colheitas/coletas, aos erros técnicos do laboratorio, aos erros
de identificacdo das amostras e aos erros de transcrigcdo dos resultados. Um teste negativo
ndo exclui a presenca de uma micobactéria do complexo M. tuberculosis na amostra.
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VALORES ESPERADOS

A. Intervalo dos valores de controlo obtidos no decurso de ensaios clinicos

O intervalo dos valores obtidos para os controlos (RLU) no decurso dos ensaios clinicos
efectuados em 7 locais, foi:

RLU (N=704)
Intervalo Média
556.245 to

Testemunho Positivo de Amplificagdo >2.000.000 >2.000.000

Testemunho Negativo de Amplificagdo 904 to 18.754 3.041

B. Intervalo dos valores obtidos para amostras clinicas

Para 127 amostras MTD-positivas, os valores estavam compreendidos entre
35.777 e > 2.000.000 RLU.

Para 577 amostras MTD-negativas, os valores estavam compreendidos entre
573 € 19.176 RLU.

A distribuicdo dos resultados em RLU para todas estas amostras, apés resolucéo das
discordancias, encontra-se aqui abaixo: a resolucdo das discordancias baseia-se na
analise de outras amostras, positivas em cultura, provenientes do mesmo paciente
e/ou com diagnostico final do médico.
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Quadros dos resultados obtidos a partir de amostras
Provenientes de pacientes nao tratados (7 locals)
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COMPORTAMENTO FUNCIONAL

A. Avaliacao clinica

O comportamento funcional do teste MTD na sua forma original foram avaliadas no
decurso de ensaios clinicos efectuados em seis laboratérios, comparando os resultados
obtidos por exame de esfregacos com os resultados da cultura, em 6.079 amostras
provenientes de 2.609 pacientes. Entre estas, 4.000 amostras provinham de

1.898 pacientes que nao receberam tratamento anti-tuberculose. Os seis locais
representavam zonas geogréficas diferentes: cinco hospitais de grandes cidades
americanas, com um servi¢o especializado para a tuberculose, e um laboratério publico.

O comportamento funcional do teste MTD na sua forma actual foram avaliadas em sete
locais, comparando os resultados do teste MTD com os resultados da cultura. Os sete
hospitais que participaram no teste representavam zonas geogréficas diferentes: seis
hospitais de grandes cidades americanas, com um servi¢o especializado para a
tuberculose, e um laboratério publico nacional de micobacteriologia. As amostras
analisadas eram provenientes de pacientes que nao receberam tratamento
anti-tuberculose. 132 deram resultados positivos na cultura para as micobactérias do
complexo M. tuberculosis. MTD detectou 119 destas amostras cultura-positivas;

7 amostras continham micobactérias ndo tuberculosas para além das M. tuberculosis.
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AMOSTRAS
PROVENIENTES DE PACIENTES NAO TRATADOS

Comparacdo MTD / cultura (N=704)

POR PACIENTE POR PACIENTE
(antes daresolucéo das discordancias) (ap6s resolucéo das discordancias)
Cultura + - Cultura + -
MTD + 54 4 MTD + 56 2
MTD - 4 221 MTD — 4 221
POR AMOSTRA + - POR PACIENTE
(antes daresolucéo das discordancias) (ap6s resolucéo das discordancias)
Cultura Cultura + -
MTD + 119 8 MTD + 125 2
MTD — 13 564 MTD — 13 564

Foram incluidos neste estudo pacientes suspeitos de terem uma tuberculose pulmonar
activa, e ndo estando sob tratamento. A prevaléncia total dos pacientes que tiveram
uma cultura positiva para M. tuberculosis foi de 20,5%.

Foram determinadas, por paciente, uma sensibilidade média de 93,3% e uma
especificidade média de 99,1% em relacao a cultura. Foram determinadas, por amostra,
uma sensibilidade média de 90,6% e uma especificidade média de 99,6% em relacéo a
cultura. O quadro abaixo da a sensibilidade, especificidade, valor predictivo positivo
(VPP) e o valor predictivo negativo (VPN), com intervalos de confianca de 95%, para as
estimativas do comportamento funcional. Todos os dados séo apresentados apés
resolucéo das discordancias, baseada na existéncia de outras amostras, com cultura
positiva, provenientes do mesmo paciente e/ou com diagndstico final do médico.

Por paciente:

Percentagem Numero Intervalo de
média / Total confianga de 95%
Sensibilidade 93.3% 56/60 83.8 —98.2%
Especificidade 99.1% 221/223 96.8 — 99.9%
VPP 96.6% 56/58 88.1 —99.6%
VPN 98.2% 221/225 95.5 - 99.5%
Por amostra:
Percentagem NUumero Intervalo de
média / Total confianca de 95%
Sensibilidade 90.6% 125/138 84.4 —94.9%
Especificidade 99.6% 564/566 98.7 — 100%
VPP 98.4% 125/127 94.4 —99.8%
VPN 97.7% 564/577 96.2 — 98.8%
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Das 564 amostras com cultura e MTD negativas para o complexo M. tuberculosis,

114 amostras continham micobactérias atipicas, detectadas em cultura, 64 provinham
de pacientes em que outras amostras permitiram isolar micobactérias atipicas em
cultura e 169 provinham de pacientes em que nao foi isolada nenhuma micobactéria em
cultura.

B. Precisao

Foram analisados, em trés locais, dois painéis de amostras, consistindo em 2 amostras
negativas, 2 amostras fracamente positivas (2 100 UFC/ teste) e 2 amostras
moderadamente positivas (2 1000 UFC/ teste). As amostras positivas foram preparadas
adicionando quantidades conhecidas de M. tuberculosis a um pool de amostras
moderadamente inibidor. Tanto as amostras como os testemunhos de amplificacdo
positivo e negativo foram testados em triplicado, duas vezes por dia, durante 3 dias em
trés locais.

N&o houve variabilidade significativa de resultados de um local para outro ou de um dia
para outro e assim, os resultados dos trés locais puderam ser consolidados e
apresentam-se aqui abaixo. Os valores de leitura medidos em RLU estao limitados pela
resolucéo do tubo fotomultiplicador do luminémetro. Por esta razéo, os valores
superiores a 2.000.000 RLU foram truncados. Nem os desvios-padrdo, nem os
coeficientes de variacdo sdo indicados.

Preciséao
NUmero de % de Intervalo Média
observacgdes resultados (RLU) (RLU)
correctos
Amostras 1:
- 108 100% 154.103 - >2.000.000 >2.000.000
Positivas fortes
A t 2:
mostras 108 99,1% 16.324 - >2.000.000* >2.000.000
Positivas fracas
A t 3:
mostras 108 100% 2.004 - 5.693 2.689
Negativas
Test h
estemunho 54 100% >2.000.000 >2.000.000
positivo
Testemunho
. 54 100% 2.272 - 4.241 2.944
negativo

*Observou-se um resultado negativo.

C. Reprodutibilidade

O estudo da reprodutibilidade foi efectuado com 25 amostras, intercaladas com
testemunhos de amplificacdo negativos para um total de 50 amostras. O painel de
reprodutibilidade foi testado em quatro locais.

No total, 100% (120/120) das amostras negativas e 98,8 % (79/80) das amostras
positivas deram os resultados esperados.
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D. Especificidade analitica

A especificidade do teste MTD foi avaliada com bactérias, fungos e virus. No caso das
bactérias e dos fungos, os testes de especificidade incluirem 160 estirpes/cepas

(151 espécies provenientes de 62 géneros) de micobactérias muito préximas de

M. tuberculosis, outros microrganismos responsaveis por doencas respiratérias, e um
painel filogenético de microrganismos da flora comensal do aparelho respiratério. As
estirpes/cepas-tipo eram culturas ATCC (American Type Culture Collection), e

5 estirpes/cepas foram fornecidas por laboratérios de andlises. Os lisados, preparados a
partir de culturas em crescimento activo (ou de ARNr, em trés casos) foram analisados
seguindo o procedimento do teste MTD com cerca de 5 x 10’ UFC por teste. S6 as
estirpes/cepas do complexo M. tuberculosis deram resultados positivos, exceptuando as
estirpes/cepas M. celatum e M. tipo-terrae.

Com concentracdes superiores a 30 UFC por teste, as estirpes/cepas de M. celatum e
algumas estirpes/cepas de M. tipo-terrae deram resultados positivos (26.772 RLU para
M. celatum e de 19.470 a 49.976 RLU para M. tipo-terrae).

E. Limite de deteccdo

Foram detectadas, com o teste MTD, trinta estirpes/cepas de M. tuberculosis
provenientes de regibes geogréaficas muito variadas, incluindo representantes de
estirpes/cepas resistentes e de estirpes/cepas sensiveis aos antibiéticos. O teste MTD
detectou até 1 UFC por teste, de cada uma destas estirpes/cepas.

F. Teste de sobrecarga

Foram analisados os ARNr de Mycobacterium tuberculosis , com uma concentracdo de
25 fg (equivalente a 5 UFC por teste), ha presenca de cerca de 540.000 UFC por teste
(450 pl) dos organismos néo alvo seguintes: Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium
gordonae, M. avium, M. kansasii, M. terrae, Nocardia asteroides, N. otitidis-caviarum,
Corynebacterium pseudotuberculosis, C. diphtheriae, Gordona sputi e Rhodococcus
bronchialis. Todos os resultados foram positivos para o ARNr de M. tuberculosis ha
presenca destes organismos naoalvo, os quais, portanto, ndo criaram interferéncia.
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RESOLUCAO DE INCIDENTES

OBSERVACAO

CAUSAS POSSIVEIS

RECOMENDAGCOES

Controlo negativo de
amplificacéo elevado ou
Controlo negativo de
Processamento da
amostra (= 20.000 RLU)

Controlo Positivo de
Amplificacao Baixo ou
Controlo Positivo de
Processamento da
Amostra (< 500.000 RLU)

Homogeneizacéo insuficiente
apos adicdo do Reagente de
Seleccéo (S) ou volume
insuficiente de Reagente de
Seleccao.

Amplificacdo de contaminantes
introduzidos por falta de
precaucdo no decurso da
preparacéo das reaccoes.

Omisséo da etapa de
arrefecimento de 5 minutos.

Contaminagéo do laboratério
ou dos reagentes.

Omisséo da limpeza dos tubos

antes da leitura no luminémetro.

Desrespeito das temperaturas
preconizadas na etapa de
amplificacéo.

Adicdo do Reagente de
Amplificacdo deitando o liquido
sobre as paredes do tubo e nédo
directamente no fundo.

Homogeneizac¢éo insuficiente
apos adicdo do Reagente de
Hibridizagdo reconstituido.

Volume excessivo de Reagente
de Seleccéo.

Voltar a homogeneizar correctamente.
Respeitar os volumes indicados.

Verificar o aparecimento de uma solucéo de
cor rosa uniforme apés a agitacao.

Deve ter-se muito cuidado com a

utilizacdo das pipetas na distribuicdo dos
reagentes. Os tubos usados devem ser
descontaminados com uma solugéo de lixivia
a 1/10, como indica-do no paragrafo
«PROCEDIMENTO». As bancadas, blocos de
aquecimento, banhos-maria e pipetas devem
ser descontaminados com uma solucéo de
lixivia diluida a 1/2 como indicado no
paragrafo «<PROCEDIMENTO».

Os tubos devem limpar-se com papel
absorvente humido que nao se desfaca, antes
da leitura no luminémetro.

Verificar a temperatura do banho-maria e/ou
do bloco de aquecimento e ajusta-la, se
necessario, para respeitar as temperaturas
preconizadas.

Agitar cuidadosamente num Vortex, como
especificado (consultar o paragrafo
«Hibridizac&o/ 2»). Verificar a for-macéo de
uma solucdo de cor amarela uniforme apos a
agitacao.

Verificar a regulacdo do volume na pipeta.
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OBSERVACAO CAUSAS POSSIVEIS RECOMENDACOES
Desrespeito do tempo preconiza- Respeitar os 15 minutos de incubac¢éo a 60°
do para a etapa de selecgéo. C, no decurso da etapa de Seleccéo.

A temperatura dos tubos desceu a Transferir directamente os tubos do bloco de
menos de 42°C ap0s a incubagdo aquecimento a 95° C para banho-maria / bloco
a95°C. de aquecimento a 42° C.
Os tubos de passagem do Lavar os tubos com &gua quente como
Reagente de Deteccéo estdo indicado no manual de utilizacdo do aparelho.
entupidos.
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NOTAS
A. Os blocos de aquecimento devem conter pogos previstos para tubos de 12 x 75 mm.

Aconselha-se a utilizagéo dos blocos de aquecimento .

Para a conservagédo das aliquotas congeladas recomenda-se a utiliza¢éo de tubos de
microcentrifuga com tampa. As aliquotas congeladas individualmente podem ser
descongeladas apenas uma vez. Nao devem ser usados congeladores com
descongelagdo automética.

Recomenda-se a utilizagdo de frascos de congelacdo de 5 ml para a conservacao das
aliquotas congeladas. As aliquotas congeladas individualmente podem ser
descongeladas apenas uma vez. Ndo devem ser usa-dos congeladores com
descongelacéo automética.

. As performances dos Vortex podem variar consoante o material utilizado podendo, por

iSS0, ser necessario adaptar o tempo de agitacdo. Regular a velocidade do aparelho e
seguir as instru¢cdes do «PROCEDIMENTO, paragrafo E», para deixar a mistura de
reaccao atingir a metade superior da parede do tubo. E indispensavel uma boa
homogeneizagéo para obter resultados precisos. O tempo de agitacao pode ir até 15
segundos, sem afectar os resultados.
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