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1. GLOSSARIO

Atencdo, consulte as instru¢des de utilizagdo.

Data de validade.

IVD Dispositivo médico para o diagndstico In vitro.

LoT Lote

25°C
Guardar a temperatura ambiente.

20°

8°C
Guardar a temperaturas entre 42 Ce 82 C

4°C

-18°C o o
Guardar a temperaturas entre —302 Ce — 182 C

- 30



2. DESCRICAO DO PROTOCOLO

A Pneumo CLART bacteria® deteta a presenga da bactéria principal causadora das infe¢des respiratdrias em
humanos nas seguintes amostras clinicas: cuspo, lavagens nasofaringeas / exsudadas / aspiradas, lavagem
bronco-alveolar e sucgdo bronquica.

As bactérias detetadas estdo indicadas a seguir:

Staphylococcus aureus **
e Streptococcus pneumoniae2
»  Haemophilus influenzae’
e Haemophilus spp*

»  Moraxella catarrhalis®

e Mycoplasma pneumoniae
e Bordetella pertussis

e Bordetella parapertusis

e Bordetella bronchiseptica
*  Bordetella holmesii

e Bordetella spp.’

A detecdo é efetuada pela amplificagdo especifica de cada micro-organismo na amostra, originando um
fragmento varidvel entre 150 e 550 pares de bases.

A fim de evitar resultados de falsos negativos, cada mistura inicial da RCP inclui os seguintes controlos:

e Controlo interno da amplificacdo. A sua dete¢do garante a prestacdo adequada do processo de
amplificacdo.

e Controlo genédmico do ADN. A detecdo deste fragmento confirma o isolamento de material genético
durante a etapa de extragdo.

A detecdo do produto amplificado pela RCP é efetuada por intermédio de uma plataforma micro matriz de
baixa densidade: CLART® (Clinical Arrays Technology — Tecnologia de Matriz Clinica). A plataforma baseia-se
num principio muito simples, mas, ao mesmo tempo, custo-eficaz. Consiste numa micro matriz impressa no
fundo do alvéolo da placa de microtitulagdo (CLART Strip® — CS) (figura 1), que simplifica a totalidade do
processo de hibridizacdo e visualizagao, quando comparado com sistemas classicos de micro matrizes.

Figura 1. Plataforma CLART Strip® — CS na forma de uma tira de 8 alvéolos

Y Incluindo a detecio do transposdo responsavelgpeicecimento da resisténcia & meticilimacA. A presenca denecA
pode ser devida, ndo s6. a deteca®.dmireus, mas, também, de quaisquer outros estafilococagutase negativos
(ECN) presentes na amostra. O estojo deteta, gp@naecA positivo na presenca Seureus.

2 Estes micro-organismos podem estar presentesors dbmensal do paciente huma base regular, por dsslquer
resultado positivo obtido em relacdo a essas hastédevera ser avaliado, tendo em conta as changias,
anteriormente, mencionadas.

% O resultado positivo deordetella spp sera referenciado, no caso do software néo displeseformacéo suficiente para
diferenciar o subtipo e detecéo de quaisquer qEcEs déordetella acima mencionadas.



O sistema de detecdo da Pneumo CLART bacteria® baseia-se na precipitacdo de um produto insoltivel naquelas
areas de micro matrizes em que tem lugar a hibridizacdo de produtos de amplificacdo com sondas especificas.
Durante a RCP os produtos amplificados sdo etiquetados com biotina. Apds a amplificacdo, estes produtos sdo
hibridizados com as respetivas sondas complementares especificas que estdo imobilizadas em areas
especificas e bem conhecidas de micro matrizes. Em seguida, sdo incubados com um conjugado de peroxidase
de estreptavidina. O conjugado fica ligado, através da estreptavidina, a biotina presente nos produtos
amplificados (que estdo agregados as respetivas sondas especificas) e a atividade de peroxidase implica o
aparecimento de um produto ndo sollvel, na presenga do substrato de o-dianisidina, que se precipita nas
areas de micro matrizes, onde ocorre a hibridizacdo (figura 2).
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Figura 2:Diagrama do método de visualizagdo. As sondas, imobilizadas na superficie, capturam os respetivos produtos
complementares amplificados e etiquetados da biotina. Com a ajuda da biotina, colam-se ao conjugado, neste caso a
estreptavidina-HRP (Horse Radish Peroxidase - “peroxidase de rabano”). O substrato de O-dianisidina, por a¢do da HRP,
produz um precipitado na zona onde ocorre a hibridizagdo.



3. COMPONENTES E ARMAZENAMENTO DO ESTOJO

O estojo da Pneumo CLART bacteria® contém reagentes em quantidade suficiente para executar 16 ou 48
andlises de amostras clinicas. Os reagentes contidos no estojo foram agrupados em diversas embalagens,
dependendo da respetiva temperatura de armazenamento. Se forem observadas as recomendacbes de
armazenamento, todos os reagentes deverdo permanecer estdveis até ao fim do prazo de validade do estojo.

3.1.

REAGENTES DE AMPLIFICACAO

Os reagentes sao expedidos e devem ser guardados a — 202 C.

PK (Proteinase K 10 x). Uma vez descongelado deve ser preservado em gelo e guardado a 42 C. Uma
vez descongelado, o PK deve ser utilizado no prazo de um més.

Tubos de amplificagdo (tubo branco). Pronto a usar. Contém 45 pul de mistura reativa. Descongele
sobre o gelo a quantidade exata de tubos de amplificagdo que vao ser utilizados e mantenha os
restantes a— 202 C.

A fim de garantir a integridade dos reagentes e a cadeia de frio do produto, a embalagem do estojo inclui
um indicador de temperatura autoadesivo e irreversivel; o aparecimento de uma cor avermelhada na
janela de visualizacdo indica que, em dado momento, os produtos excederam a temperatura de
armazenamento de — 202 C e nao devem ser utilizados.

3.2.

REAGENTES DE VISUALIZAGCAO

O estojo de visualizagdo é expedido e deve ser guardado a 42 C.

AVISO: Uma vez recebidas, as tiras (CS) CLART® devem ser guardadas a temperatura ambiente.

3.3.

Tiras CS (incluindo todas as sondas especificas). Sdo fornecidas num envelope térmico selado.
Guarde-o a temperatura ambiente (max. 252 C), protegido da luz direta.

SH (Solucdo de Hibridizacdo). Guarde a temperatura de 42 C.

DC (Diluente do Conjugado). Guarde a temperatura de 42 C.

CJ (Conjugado). Guarde a temperatura de 42 C. Centrifugue, uma vez, antes de utilizar.
RE (Solugdo de Desenvolvimento). Guarde a temperatura de 42 C e proteja da luz.

TL (Tampao de Lavagem). Guarde a temperatura de 42 C.

Adaptador e tampa para as tiras de 8 alvéolos:

OUTROS COMPONENTES

Para efeitos de captura e posterior processamento da imagem, é necessario uma unidade de leitura, um
software produzido a medida e uma placa adaptadora:

CAR® (CLINICAL ARRAY READER — “Leitor da Matriz Clinica”): Permite a leitura e interpretagdo
automatica até 12 CS, i. é, até um maximo de 96 amostras.

SAICLART®: software desenvolvido e validado pela GENOMICA para processamento de imagens.
Software especifico do dispositivo Pneumo CLART bacteria® concebido e validado pela GENOMICA



Figura 3: CAR® (CLINICAL ARRAY READER)

4. MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

A seguir apresenta-se uma lista de todos os materiais necessarios mas que ndo sdo fornecidos.

4.1. REAGENTES E MATERIAIS

- Agua destilada.

— Luvas descartaveis.

— Bicos de filtros ou pipetas de deslocamento positivo.
— Recipiente de gelo picado.

— Tubos de 1,5 ml do tipo Eppendorf para autoclave.
— Grade para tubos de 1,5 ml.

— Suporte para tubos de 0,5 ml /0,2 ml.

— Solugdo salina NaCl a 0,9%.

4.2. EQUIPAMENTO

— Micro centrifugador.
— Aparelho de ciclagem térmica.
— Camara laminar de fluxo para o laboratdrio de extragao.

— Trés micropipetas ajustdveis variando de 1 — 20 pl, 20 — 200 pl e 200 — 1000 pl, para o laboratério
de extracao.

— Uma micropipeta ajustavel variando de 1 — 20 ul, para adicionar o material genético aos tubos de
amplificagdo.

— Trés micropipetas ajustdveis variando de 1 — 20 pl, 20 — 200 pl e 200 — 1000 pl, para o laboratério
de visualizagao.

— Bloco térmico com adaptador de placa, tampa e agitacdo ajustavel a 252 C, 302 C e 562 C.
compativel com placas de 96 alvéolos.



Vortice.

Sistema de vacuo.

5. RECOMENDAGOES E PROCEDIMENTOS DE MANIPULAGCAO

Leia, atentamente, antes de iniciar o ensaio, a fim de evitar a contaminag¢do! Leia, atentamente, antes de
iniciar a técnica.

5.1.

1.

5.2

RECOMENDAGOES GERAIS

Este ensaio deve ser executado em duas zonas fisicamente separadas, a fim de evitar a con-
taminagcdo da amostra com o produto, previamente, amplificado. Devem estar disponiveis,
separadamente, materiais de trabalho, em cada zona (pipetas, bicos, tubos, grelhas, luvas, etc.) e
qgue nunca devem ser utilizados fora dessas mesmas zonas.

1. Zona pré-RCP: A extracdo do ADN, preparagao de amostras e adicdo do material extraido aos
tubos de amplificacdo sdo efetuados nesta zona. A manipulacdo das amostras deve ser
efetuada dentro de um gabinete de biossegurancga (GBS).

2. Zona p6s-RCP: A amplificagdo e visualizagdo do produto amplificado sdo efetuados nesta zona.
O material desta zona nunca deve entrar em contacto com o material da zona de extragao.
Evite entrar na zona de pré-RCP depois de ter trabalhado na zona de visualizacao.

Utilize, sempre, luvas. Veja a sec¢do 5.2.

Recomenda-se que as luvas sejam substituidas com frequéncia e é obrigatério substituir as luvas
antes de iniciar os trabalhos em cada uma das zonas anteriormente citadas. Devem ser, sempre,
utilizadas luvas novas quando se adiciona o ADN aos tubos de amplificacao.

Limpe as zonas de trabalho (prateleiras dos laboratdrios, capotas, grelhas, pipetas), rigorosamente,
com uma solugdo diluida de lixivia a 10% depois de cada processamento de amostras em lote; é
obrigatdrio desinfetar todas as zonas de trabalho no caso de contamina¢cdo. Recomenda-se, com
referéncia aos aparelhos de ciclagem térmicas e misturadores térmicos, que os mesmos sejam
limpos antes e depois do uso, nestas mesmas condicdes.

Utilize, sempre, bicos de filtro e pipetas de deslocamento positivo a fim de evitar a contaminacao
devido as micropipetas. Devem ser usadas, em cada zona, diferentes conjuntos de pipetas.

Deite fora o bico da micropipeta depois de utilizar a mesma.
Utilize material laboratorial descartavel e esterilizavel em autoclave.

Nunca misture reagentes de dois frascos diferentes, ainda que os mesmos pertengcam ao mesmo
lote.

Encerre os tubos de reagentes, imediatamente depois de os utilizar, a fim de evitar qualquer
contaminagao.

A GENOMICA ndo é responsavel pelos resultados obtidos com o estojo se forem usadas outras
amostras, diferentes das indicadas.

PRECAUCOES A TER COM A EXTRAGAO E ADICAO DE MATERIAL EXTRAIDO AO TUBO DE AMPLIFICACAO

Visto que a maior parte das detecGes da Pneumo CLART bacteria® estdao presentes na superficie da pele, é,
por isso, muito importante evitar a contaminagcdo com estes micro-organismos. Para se proceder em
conformidade, devem ser seguidas as seguintes precaucdes:

Utilize um gel desinfetante ou etanol a 70% para a limpeza das mdos e a pele dos antebragos.



Cubra as mesmas com luvas de Manga comprida.

¢ Minimize o contacto com a superficie externa das luvas, ao calca-las.

* Evite tocar na pele e no cabelo, enquanto estiver a manusear as amostras. Se tocar nas mesmas,
troque de luvas.

e Limpe as superficies de trabalho das estantes com uma solucdo diluida de lixivia a 10%.

e Ligue o fluxo laminar e a lampada de UV, pelo menos, 20 minutos antes da extragdo. Desligue a
lampada de UV quando a mesma estiver a trabalhar dentro do armario.

e A preparacdo das amostras antes da extracdo deve ser efetuada dentro do armario.

5.3.  PRECAUCOES A TOMAR NA AMPLIFICACAO

e Coloque os tubos de amplificacdo no aparelho de ciclagem térmica quando o bloco estiver acime
de 902 C, minimizando, assim, eventuais amplificacdes ndo especificas devido a incubac¢do abaixo

da temperatura de hibridacdo.

5.4. PRECAUCOES A TOMAR NA VISUALIZACAO

1.

Evite que o bico da pipeta ou o sistema de aspiracdo toque no fundo do alvéolo, uma vez que
isto pode danificar as sondas impressas no fundo do alvéolo.

Recomenda-se que todas as solugdes sejam adicionadas junto a parede do alvéolo CS e nunca,
diretamente, no fundo.

E conveniente que n3o se adicione a solugdo SH (solugdo de hibridizac3o) até que os produtos
desnaturados de RCP estejam prontos.

A matriz ndo pode permanecer seca.

No seguimento da incubacdo com a solucdo CJ, é muito importante lavar, rigorosamente, a
micro matriz, de modo a evitar quaisquer residuos que possam reagir com a solucdo RE,
podendo, daqui, resultar uma precipitacdo ndo especifica que podera levar a falsas inter-
pretacdes do resultado.

Evite a formacdo de espuma quando estiver a adicionar qualquer reagente.

Quando se estiver a visualizar a imagem no leitor, certifique-se que os marcadores de posi¢cao
aparecem e que ndo existem borbulhas, fibras ou manchas que interfiram com a leitura. Caso
contrario, limpe a face exterior do alvéolo com papel celuldsico.

6. AMOSTRAS

O estojo da Pneumo CLART bacteria® foi concebido e validado para ser utilizado com o ADN extraido das

amostras respiratorias: cuspo, lavagens nasofaringeas / exsudadas / aspiradas, lavagem bronco-alveolar e
succdo bronquica. A GENOMICA n3o é responsavel pelos resultados obtidos se outros tipos de amostras, dife-

rentes das indicadas, forem usadas.

Guarde as amostras a 42 C se estas forem processadas num prazo inferior a 12 horas. Caso contrario, devem

ser guardadas congeladas a — 202 C.

7. PROTOCOLO DE TRABALHO

7.1. EXTRAGAO AUTOMATICA DO ADN NA NucliSENS ™ EasyMag DA BIOMERIEUX

e Por cada série de amostras a serem analisadas, deve ser incluido um controlo de extra¢do negativo
(cloreto de sédio a 0,9%), a fim de confirmar que as amostras ndo foram contaminadas durante os



7.2.

processos de extragao, amplificacdo e visualizagdo, o que poderia conduzir a um resultado positivo
falso.

Para amostras liquidas, transfira 200 ul da amostra para um tubo eppendorf. Para amostras densas,
adicione 1 ml de tampao salino, utilize o vortex e transfira 200 pl para um tubo de 1,5 ml.

Adicione 50 pl de proteinase K (PK).

Incube durante 30 minutos, a 562 C, agitando a 550 rpm, por outro lado e utilizando o vortex de 10
em 10 minutos.

Transfira 250 pl de amostra para o extrator. Execute-o na unidade de extracdao NucliSENS ™
EasyMag, selecionando a lise interna e a extragdo regular, de acordo com o protocolo “GENERICO”
do fabricante. Coloque o volume de eluicdo a 25pl.

Se for utilizado outro sistema de extra¢do, o volume de elui¢do deve ser otimizado na faixa de 20 —
30 pl.

A GENOMICA, apenas validou esta extragdo automdtica para que haja pequenas diferengas em
relacdo a métodos diferentes.

REACAO DE AMPLIFICACAO

Recomendacgdes especificas para a amplifica¢do:

Trabalhe na zona de Pré-RCP, usando, sempre, um armario e seguindo as recomendagdes
mencionadas na sec¢ao 5.1.

O ADN é, sempre, adicionado num compartimento, seguindo as recomendacdes mencionadas na
seccdo 5.1. Durante o processo, mantenha os tubos separados e refrigerados.

1. Descongele um tubo de amplificacdo para cada amostra a analisar. Guarde no gelo e ndo utilize

temperaturas acima de 372 C para o descongelamento.

2. Centrifugue os tubos de amplificacdo durante alguns segundos, para que todo o liquido se concentre
no fundo dos tubos (para o caso de ndo ter adaptadores de micro centrifugadores disponiveis para os
tubos, podem-se utilizar tubos maiores depois de se terem cortado as respetivas tampas).

3. Adicione 5 pl do ADN extraido a todos os tubos de amplificacdio e misture varias vezes com a
micropipeta. Mantenha os tubos, sempre, refrigerados.

4. Programe os seguintes ciclos de temperatura no aparelho de ciclagem térmica:

1 ciclo 952 C 15 min

952 C 30 seg.

45 ciclos 592 C 60 seg.

722 C 60 seg.

1 ciclo 722 C 10 min

49 C continuamente até a recolha do tubo (opcional)

5. Inicie o programa e coloque os tubos no aparelho de ciclagem térmica quando o bloco exceder 902 C.



7.3. VISUALIZACAO DO PRODUTO AMPLIFICADO NO CLART-Strip® (CS)

Recomendacgdes especificas antes de comecar a visualiza¢do:

O PROTOCOLO QUE A SEGUIR SE DESCREVE DEVE SER, SEMPRE, EXECUTADO NA ZONA POS-RCP. NAO LEVE
O PRODUTO AMPLIFICADO PARA A ZONA PRE-RCP.

1. Ligue o CAR® (CLINICAL ARRAY READER — “Leitor da Matriz Clinica”) antes de iniciar todo o processo. A
autocalibragem do equipamento demora alguns minutos e €, também, necessario inserir o nome das
amostras no programa, antes da leitura.

2. Certifique-se que, antes do inicio da hibridizacdo, a temperatura do misturador térmico atingiu 562 C
durante, pelo menos, 1 hora.

3. Mantenha a solugdo SH no misturador térmico a 562 C, que é a temperatura de hibridiza¢ao.

4. Prepare uma nova solucdo de lavagem antes de cada ensaio; ndo volte a utilizar de novo solugGes,
previamente, preparadas, ou residuos.

5. Utilize diferentes bicos filtrados para cada alvéolo e mude-os sempre que se adiciona um reagente.

6. No caso de se utilizarem bombas de vacuo equipadas com um pente de 8 bicos para a aspiragdo das
solucdes, deite fora os pentes depois de cada utilizagdo, ou descontamine-os com uma solugao diluida
de lixivia a 10% depois de cada ensaio. Certifique-se que a bomba aspira adequadamente e ndo deixa
vestigios no fundo do alvéolo.

7. Aspire as diferentes solugdes, por completo, sem tocar na matriz.

VISUALIZACAO:

1. Desnaturagao
Coloque os tubos de amplificacdo no aparelho de ciclagem térmica quando este atingir 952 C e incube
os tubos durante 10 min. N3o ultrapasse o tempo de 10 min de desnaturacao, a fim de evitar que os
tubos se abram e haja o risco de contaminacao.
Remova os tubos da incubacdo de 952 C e coloque-os, imediatamente, em gelo.

2. Preparacgdo da solugdo diluida de TL
Por cada tira de CS (total de 8 alvéolos), prepare 10 ml de solugdo diluida de lavagem adicionando 1 ml
da solucdo TL a 9 ml de dgua destilada e misture, lentamente.

3. Pré-lavagem da CS
Antes de se iniciar o ensaio, torna-se necessdrio lavar as tiras, adicionando, a cada alvéolo, 200 pl de
solucdo diluida de TL. Misture-a com a pipeta multicanal 10 a 15 vezes, tendo em conta que a
superficie da matriz ndo deve ser tocada. Aconselha-se que esta lavagem seja efetuada enquanto as
amostras amplificadas estiverem a ser desnaturadas e que a solugao de lavagem se mantenha no
alvéolo até as amostras poderem ser adicionadas ao mesmo. Deite fora a solucdo diluida de TL com
uma pipeta, ou, preferencialmente, com uma bomba de vacuo.
A matriz deve estar isenta de residuos da solucdo, embora nunca deva permanecer seca. Adicione,
imediatamente, a solucao seguinte.

4. Hibridizacao

Antes de utilizar a solugdo SH, a mesma deve ser aquecida até aos 562 C, até a completa diluicdo dos
sais. Uma vez desnaturados os produtos da RCP, adicione a cada alvéolo CS 100 pl da solucdo SH (evite
a formacdo de espuma). Seguidamente, adicione 5 pl do produto RCP desnaturado do tubo de
amplificacdo. Utilize uma matriz por amostra.

Misture varias vezes, tendo o cuidado para ndo tocar no fundo do alvéolo. Recomenda-se que se



carregue cada tira independente e separadamente das restantes, a fim de evitar contaminacgGes.
Cubra a placa de microtitulagdo com a tampa de plastico fornecida e incube na misturadora térmica
durante 1 hora, a 562 C, agitando a 550 rpm.

Apds esta incubacgdo, retire a placa da misturadora térmica e aspire a solucdo SH da CS com uma
pipeta, ou, preferencialmente, com uma bomba de vacuo. A matriz deve estar isenta de residuos da
solucdo, embora nunca deva permanecer seca. Adicione, imediatamente, a solucao seguinte. Depois
da incubacdo, programe a misturadora térmica para 302 C e em movimento, para que possa ser
utilizada, mais tarde, no passo 6.

5. Dupla lavagem

Adicione 200 pl da solugdo diluida de TL a cada alvéolo CS e suspenda 10 a 15 vezes com a pipeta
multicanal. Deite fora a solugdo diluida de TL com uma pipeta, ou, preferencialmente, com uma
bomba de vacuo multicanal sem deixar residuos. Repita o procedimento. Este passo deve ser levado
a cabo com diferentes bicos para cada alvéolo, em ambas as lavagens. Ao chegar a este passo, se a
misturadora térmica ndo tiver atingido os 302 C, os alvéolos devem manter a solucdo de TL até a
misturadora térmica atingir aquela temperatura.

6. Bloqueio e conjugado

Recomenda-se que a solucdo de elevada afinidade CJ seja centrifugada durante 10 segundos antes da
sua utilizacdo. Seguidamente, prepare a solugao diluida de CJ da seguinte forma: para cada tira de CS,
misture 1 ml da solugao DC e 7,5 pl da solugao de elevada afinidade ClJ.

Deite fora a solugdo diluida de TL sem deixar quaisquer residuos da solu¢do e adicione 100 ul da
solucdo diluida de CJ a cada alvéolo CS. Incube durante 15 minutos exatos na misturadora térmica, a
302 C, agitando a 550 rpm. Apds esta incubacdo, retire a placa e deite fora a solugdo, rapidamente,
com uma pipeta ou uma bomba de vacuo multicanal. Uma vez terminada a incubacdo, coloque a
misturadora térmica a 252 C e em movimento, para que a mesma possa ser utilizada, posteriormente,
no passo 8.

7. Lavagem tripla

Adicione, imediatamente, 20 pul de solucdo diluida de TL a cada alvéolo CS, misturando 10 a 15 vezes
com a pipeta multicanal e deite fora a totalidade da solugdo com a pipeta ou a bomba de vacuo.
Repita o procedimento mais duas vezes.

E muito importante evitar quaisquer residuos da solugdo de CJ, uma vez que as mesmas podem reagir
com a solucdo RE, gerando um sinal inespecifico.

8. Desenvolvimento com a solugdo RE

Retire, por completo, a soluc¢do diluida de TL e adicione 100ul de solucdo RE a cada alvéolo CS e incube
durante 10 minutos a 252 C na misturadora térmica, sem agitagdo.

Aviso! E muito importante a utilizagdo da misturadora térmica, sem agitagdo.
9. Deite fora toda a solugdo TL através de uma pipeta ou um sistema de vacuo
10. CAR® (Leitor da Matriz Clinica)

Coloque na prateleira do CAR® e a placa por cima deste. Uma vez fechada a prateleira, a leitura
processa-se, automaticamente.

8. LEITURA DOS RESULTADOS
Os dados obtidos de cada andlise sdo processados, automaticamente. O sistema de leitura e andlise (CAR®)

disponibiliza um relatdrio a indicar os resultados.

O monitor apresenta uma tabela com duas colunas; na coluna da esquerda listam-se as espécies que se
encontram caracterizadas na matriz. Na coluna da direita lista-se o resultado analitico: positivo, negativo,



inconclusivo, ndo valido.

9. INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

Uma das grandes desvantagens da amplificacdo gendmica é a utilizacdo de amostras de ADN de fraca
qualidade (pela retirada de uma quantidade insuficiente da amostra, degradacdao do ADN devido ao
armazenamento incorreto da amostra, perda do ADN da amostra durante a extracdo) ou a presenca de
inibidores da polimerase do ADN nas amostras a serem analisadas, interferindo, por isso, com a amplificacdo
gendmica, resultando, daqui, falsos negativos.

Com o estojo da Pneumo CLART bacteria® os falsos negativos sdo removidos pela adicdo de um controlo
interno ao tubo de amplificacdo, o que é indicativo da eficacia da rea¢do de amplificacdo.

Estd incluido, também, no tubo, um controlo de extracdo gendmica do ADN para detetar falsos negativos,
devido a falhas na extracao.

Deve ser incluido, em cada conjunto de andlises, um controlo de extra¢cdo negativo, para confirmar que as
amostras ndao foram contaminadas durante a extragdo, amplificacdo e visualiza¢gdo, dando origem a um falso
positivo.

O tubo de amplificacdo contém as seguintes subcapas de amplificagdo:

e Um par de oligonucleétidos que ampliam um fragmento do gene R-globina humano como um controlo
gendmico do ADN do paciente.

e Um par de oligonucleétidos que ampliam um plasmideo modificado, incluido no tubo de amplificagao,
que é utilizado como controlo de amplificacdo da reacdo da RCP.

e Oligonucleétidos especificos para os alvos dos patogénicos a serem detetados.

O tubo de reacdo foi desenhado a fim de favorecer a amplificagdo de micro-organismos por comparagao com
os dois outros controlos. A amplificacdo do ADN gendmico devera ser executada entre estes dois controlos,
comparando, preferencialmente com o controlo da reacao de amplifica¢ao.

A raz3o deste desenho é:

O controlo genédmico do ADN seria, apenas, essencial para confirmar um resultado negativo, uma vez que nos
informa que a extracdo do ADN, a partir de amostras de fezes, foi conduzida com sucesso, ainda que nao
tenha havido qualquer amplificagdo do patogénico.

O controlo da RCP seria, apenas, essencial, quando ndo se encontra qualquer amplificagdo no tubo, porque
ajudara a distinguir entre uma RCP inibida e uma amostra em que ndo esteja presente qualquer ADN.

Ha 3 resultados possiveis para uma amostra:
1. Resultado positivo: a presenca de determinada bactéria na amostra do paciente.
2. Resultado negativo: a auséncia de determinada bactéria na amostra do paciente.

3. Resultado incerto: ha trés diferentes possibilidades a explicar este resultado:

3.1.Incerto com o controlo de amplificacdo da RCP inibido. Podera haver um problema que afete a
amplificacdo e / ou a extracdo. O processo devera ser reiniciado a partir do passo de extracdo.

3.2.Incerto sem qualquer controlo gendmico interno, devido a uma falha numa etapa da extragado.
Todo o processo deve ser reiniciado a partir da etapa de extracao.

3.3.Incerto com ambos os controlos concluidos com sucesso. Ha duas possibilidades: uma em que as
réplicas dos pontos na matriz sdo demasiado diferentes uns dos outros; outra em que a
intensidade do sinal de absorvéncia ndo normalizada se encontra no limite de dete¢do do ensaio,



cuja amplitude foi estabelecida, especificamente, pelo software, para cada micro-organismo.

Em ambos os casos o passo de visualiza¢do deve ser repetido.

10. ESPECIFICACOES TECNICAS E OPERACIONAIS

10.1. CONTROLO DE INTERFERENCIAS CONHECIDAS

Os falsos negativos sdo um dos inconvenientes na detecdo pela amplificagdo gendmica, quer devido a uma
qualidade inadequada do ADN extraido (devido a quantidade insuficiente da amostra, degradagao do ADN,
armazenamento inadequado ou perda do ADN durante a extragdo), quer devido a presenca de inibidores
da polimerase do ADN nas amostras que devam ser processadas (alcool, sais, etc.).

A fim de se evitarem estas interferéncias, devem ser seguidas as indicacdes das seccbes 5, 6 e 7 deste
manual.

10.2. ESPECIFICACOES TECNICAS

Parametros de processamento:

* Sensibilidade analitica. A sensibilidade analitica foi determinada pela amplificagdo de diluigdes em série
de plasmideos recombinantes para cada uma das mutagdes detetadas pelo estojo. Cada um deles tem o
produto amplificado inserido (incluindo a parte que é complementar as sondas de detecdo especificas).
A visualizacao foi efetuada no CS, dando aso aos seguintes resultados (Tabela 1):

Micro-organismo Cépias / 5 pl
Moraxella catharralis 10°
Mycoplasma pneumoniae 10
Streptococcus pneumoniae 10°
Haemophilus influenzae 10°
mec A 10°
Staphylococcus aureus 10°
Bordetella pertussis 10°
Borderella parapertussis 10°
Bordetella holmesii 10°
Bordetella bronchiseptica 10°

Tabela 1. Relagdo do nimero de cépias do plasmideo recombinante necessarias para obter uma sensibilidade
de 100% na deteg¢do de cada um dos micro-organismos.

* Especificidade analitica. Foram efetuadas experiéncias de especificidade em plasmideos
recombinantes, em que se observa que uma dete¢do inespecifica de outros micro-organismos
diferentes dos que sdo determinados ndo é produzida. Por isso, considera-se que a técnica atinge
uma especificidade analitica de 100%.

Parametros do utilitario do diagndstico

A fim de determinar os parametros do diagndstico do estojo, foi levada a cabo uma avaliagdo comparativa



do estojo da Pneumo CLART bacteria® contra a cultura das técnicas de referéncia e, ou a RCP. Para esta
avaliacdo colaboramos com os seguintes laboratorios:

e Departamento de Microbiologia, Hospital Universitario Trias i Pujol, Badalona, Espanha.
e Departamento de Microbiologia, Hospital Universitario Ramon y Cajal, Madrid, Espanha.

A presenca de cada um dos micro-organismos que foi detetado com o estojo, foi analisada a partir de
material genético de amostras respiratdrias. Analisdamos um total de 267 amostras.

O resultado é considerado verdadeiro para cada amostra, se houver concordancia entre a referéncia
técnica e a técnica da Pneumo CLART bacteria®. As discrepancias entre as duas técnicas foram resolvidas da
seguinte forma:

— Resultado positivo para o padrdo dourado e resultado negativo para a Pneumo CLART bacteria® a
técnica de referéncia é considerada como tendo dados corretos e considera-se falso negativo para
a Pneumo CLART bacteria®

— Resultado negativo para a técnica de referéncia e resultado positivo para Pneumo CLART bacteria®
a discrepancia serd debatida pela RCP especifica aninhada e pela sequenciagdo. O resultado é o que
se pode considerar como verdadeiro.

Tabela 2. Sensibilidade e especificidade do diagndstico do estojo da Pneumo CLART bacteria®

Padrio Sensibilidade Especificidade

(N =267)' dourado (%) (%) PPV (%) NPV (%)
Staphylococcus aureus 63 89,7+2,4 99,75 +0,25 99,1+0,9 96,9+0,7
Streptococcus pneumoniae 89 89,3+1,7 98,6 +0,3 96,9+ 0,6 94,9+0,8
Haemophilus sp./H. influenzae 187 96,8 +0,5 100 100 93,1+1,1
Moraxella catarrhalis 77 98,7+1,3 100 100 99,5+0,5
Bordetella pertussis 10 100 100 100 100
Bordetella parapertussis 1 100 100 100 100

NOTA: devido a sua baixa prevaléncia, ndo tem havido amostras positivas em relacdo aos seguintes
organismos: Mycoplasma pneumoniae, Bordetella bronchiseptica e Bordetella holmesii. Por isso, falhou a
identificacdo da sensibilidade do diagndstico do estojo para estes patogénicos. Em todos os casos, a
sensibilidade analitica foi avaliada pelos plasmideos recombinantes do ADN e estirpes da colheita (colheita da
DSMZ).

e Especificidade do diagndstico

A técnica foi validada, tanto com amostras respiratérias negativas como com amostras respiratdrias positivas,
para outros micro-organismos ndo incluidos no estojo e os resultados ndo apresentaram qualquer reacgdo
cruzada com os mesmos.

e Reprodutibilidade e repetibilidade do diagnédstico por tipo de amostra

A reprodutibilidade e repetibilidade do diagndstico foram processadas a partir da extracdo da amostra até a

1175 cuspos, 12 aspirados nasofaringeos, 6 lavdgénguicas, 69 aspirados bronquicos, 4 exsudagssfaringeos, 1
secrecao respiratoria.



visualiza¢do na CS.

%

Repetibilidade (n = 58) 93,7

Reprodutibilidade (n = 53) 88,7
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