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Xpert® Ebola

Apenas para utilizagdo em diagnostico in vitro.
1 Nome proprietario
Xpert® Ebola

2 Nome comum ou usual
Xpert Ebola Assay (Ensaio Xpert Ebola)

3 Utilizagao prevista

O ensaio Xpert Ebola ¢ um teste de transcrigdo reversa/reac¢do em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo real destinado a
detecgdo qualitativa de ARN do virus Ebola Zaire (detectado no surto de 2014 na Africa Ocidental) em sangue total venoso com
EDTA, sangue periférico obtido por pung¢do digital ou zaragatoa bucal de individuos com sinais e sintomas de doenca por virus
Ebola (EVD), juntamente com factores de risco epidemiolégico.

Nao se devem realizar testes com o ensaio Xpert Ebola se o individuo néo corresponder aos critérios clinicos e epidemioldgicos
para a realizacdo de testes em casos suspeitos.

Os resultados destinam-se a identificagio presumivel do virus Ebola Zaire. A identificagio definitiva da infecgdo por virus
Ebola Zaire exige a realizacio de testes e procedimentos de confirmagio adicionais, consultando as autoridades de satide publica
ou outras autoridades que tenham de ser notificadas. Para além da identificagio do virus Ebola Zaire, o diagnéstico de infecgio
por virus Ebola Zaire tem de ser efectuado com base no historial, nos sinais, nos sintomas, na probabilidade de exposigo e
noutras evidéncias laboratoriais.

Os resultados negativos ndo excluem a infecg@o por virus Ebola Zaire ou outros virus Ebola e ndo devem ser utilizados como a
unica base para decisdes sobre o tratamento dos pacientes.

Desconhece-se o nivel do virus Ebola presente no sangue e na zaragatoa bucal de individuos com infec¢do sistémica precoce.
Como ¢é dificil obter amostras clinicas positivas para Ebola, o ensaio Xpert Ebola foi avaliado com niimeros limitados de
amostras artificiais contaminadas com virus Ebola Zaire vivo ou ARN de virus Ebola Zaire. O ensaio ndo foi avaliado com
sangue e zaragatoa bucal de individuos com infecgdo por virus Ebola Zaire.

Notificagao das autoridades de saude publica: Os organismos de satide publica locais e nacionais devem ser notificados sobre
qualquer paciente que se suspeite ter EVD. Sdo necessarios testes de confirmagdo no laboratério de saude publica para se
obterem resultados de detecgdo positivos, podendo também ser necessarios para resultados de detecgdo negativos. Os
laboratdrios devem consultar as autoridades de saude publica locais ou nacionais sobre qualquer resultado positivo ou negativo
do teste Xpert Ebola, em relacdo a necessidade de testes adicionais e ao transporte adequado das amostras.

4 Resumo e explicagao

A doenga por virus Ebola (EVD) tem ocorrido esporadicamente em toda a Africa Ocidental, tendo havido surtos ao longo de
décadas, mas a epidemia actual ¢ a maior até a data. Em Margo de 2015, existiam mais de 24 000 individuos infectados ¢ mais
de 10 000 6bitos resultantes. A EVD alastrou-se agora para além de Africa, para os EUA e a Europa. O énus para os
profissionais de cuidados de satide nas areas endémicas ¢ também significativo, verificando-se uma taxa de mortalidade superior
a 50%.! Desde a primeira descoberta do virus Ebola, em 1976, descreveram-se cinco espécies de Ebola: virus Ebola Zaire,
Sudio, Costa do Marfim (floresta Tai), Bundibugyo e Reston. Entre estas espécies de virus Ebola, o virus Ebola Zaire foi o que
afectou as areas geograficas mais abrangentes, sendo a causa do surto recente.

O ensaio Xpert Ebola utiliza tecnologia de RT-PCR para obter uma elevada sensibilidade na detec¢do qualitativa de acidos
nucleicos totais de virus Ebola Zaire em amostras.

Para garantir uma detecgdo exacta, o ensaio Xpert Ebola foi concebido para detectar gene de glicoproteina (GP) e/ou gene de
nucleoproteina (NP). Pensa-se que cada alvo estd presente em 100% dos virus Ebola Zaire conhecidos.
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5 Principio do procedimento

O ensaio Xpert Ebola ¢ um teste rapido e automatizado para a detecgio qualitativa do virus Ebola Zaire. O ensaio ¢ realizado
nos sistemas do instrumento GeneXpert da Cepheid.

Os sistemas do instrumento GeneXpert automatizam e integram a preparagdo de amostras, a amplificagdo de acidos nucleicos ¢ a
detecgdo da sequéncia-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando transcri¢do reversa/PCR em tempo real. Os sistemas sdo
constituidos por um instrumento, um computador e software pré-instalado para execugdo de testes e visualizag@o dos resultados. Os
sistemas exigem a utiliza¢@o de cartuchos GeneXpert descartaveis de utilizagdo unica que contém os reagentes de transcricdo
reversa/PCR em tempo real e onde decorrem os processos de transcrigdo reversa em tempo real. Dado que os cartuchos sdo
independentes, ¢ minimizada a contaminagio cruzada entre amostras. Para obter uma descri¢do completa dos sistemas, consulte o
manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx ou o manual do utilizador do sistema GeneXpert Infinity adequado.

O ensaio Xpert Ebola inclui reagentes para a deteccio de acidos nucleicos totais de virus Ebola Zaire em amostras, bem como
um controlo de adequacdo da amostra e um controlo interno para garantir a adi¢do adequada da amostra, o processamento
adequado do alvo e a monitorizacdo da presenca de inibidor(es) nas reac¢des de transcri¢do reversa e PCR. O controlo de
verificagdo da sonda (PCC — Probe Check Control) verifica a reidratacdo dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR no
cartucho, a integridade da sonda ¢ a estabilidade do corante.

(=2}

Reagentes e instrumentos

6.1  Materiais fornecidos
Os kits do ensaio Xpert Ebola contém reagentes suficientes para processar 10 ou 50 amostras ou amostras de controlo de
;; qualidade. Os kits contém o seguinte:

Cartuchos do ensaio GeneXpert Ebola com tubos

de reaccéo integrados 10 por kit 50 por kit

+ Esfera 1, Esfera 2 e Esfera 3 (liofilizadas) 1 de cada por cartucho 1 de cada por cartucho
* Reagente de enxaguamento 0,5 ml por cartucho 0,5 ml por cartucho

+ Reagente de eluigao 2,0 ml por cartucho 2,0 ml por cartucho

» Reagente de fixagdo 2,0 ml por cartucho 2,0 ml por cartucho
Reagente de amostra para Ebola (Reagente de amostra) 10 frascos por kit 50 frascos por kit

» Reagente de lise (tiocianato de guanidina) 10 x 2,5 ml por frasco 50 x 2,5 ml por frasco
Pipetas de transferéncia descartaveis de 1 ml 10 por kit 50 por kit

CD 1 por kit 1 por kit

As Fichas de Dados de Seguranga (FDS) estéo disponiveis em www.cepheidinternational.com no separador SUPPORT

Nota  ,SsISTENCIA).
A seroalbumina bovina (Bovine Serum Albumin, BSA) presente nas esferas deste produto foi produzida e fabricada a partir de
Nota plasma bovino proveniente exclusivamente dos EUA. Os animais ndo foram alimentados com nenhuma proteina de ruminante ou
outra proteina animal e foram aprovados nos testes ante- e post-mortem. Durante o processamento, ndo houve mistura do material
com outros materiais de origem animal.
7 Conservagao e manuseamento

zjﬂﬁ“ . Conserve os cartuchos e reagentes do ensaio Xpert Ebola entre 2 °C e 28 °C.
. Nao utilize nenhum reagente que esteja turvo ou que apresente alteragdo da cor.

. Nao utilize um cartucho com fuga.

2 Xpert® Ebola
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8 Materiais necessarios mas nao fornecidos

Sistema GeneXpert Dx ou sistemas GeneXpert Infinity (o nimero de catalogo varia consoante a configuracao): Instrumento
GeneXpert, computador com software GeneXpert patenteado versdo 4.4a ou posterior, Xpertise 6.2 ou posterior, leitor de
codigo de barras e manual do utilizador

Impressora: Caso necessite de uma impressora, contacte a assisténcia técnica da Cepheid para tratar da aquisicdo de uma
impressora recomendada.

Zaragatoas descartaveis (n.° de catadlogo SWAB/E-50)
Misturador de vortice

Lixivia de cloro

9 Adverténcias e precaugoes

@ .

JH@ *
e

Apenas para utilizacdo em diagndstico in vitro.

Trate todas as amostras bioldgicas, incluindo os cartuchos usados, como sendo capazes de transmitir agentes infecciosos.
Dado que ¢ frequentemente impossivel saber quais as amostras biologicas que poderdo ser infecciosas, todas devem ser
tratadas aplicando as precaucdes padrio. Orientagdes para o manuseamento de amostras estdo disponiveis nos Centers for
Disease Control and Prevention (Centros de Controlo ¢ Prevengdo de Doengas) ¢ no Clinical and Laboratory Standards
Institute (Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais).

Os organismos de saude publica locais, estaduais e nacionais devem ser notificados sobre qualquer paciente que se suspeite
ter doenga por virus Ebola (EVD). Sio necessérios testes de confirmagdo no laboratério de saude publica para se obterem
resultados de deteccdo positivos, podendo também ser necessarios para resultados de detec¢do negativos. Os laboratorios
devem consultar as autoridades de satide publica locais ou nacionais sobre qualquer resultado positivo OU negativo (ndo
deteccdo) no teste para EVD, em relagéo a necessidade de testes adicionais e ao transporte adequado das amostras.

Amostras biologicas, dispositivos de transferéncia e cartuchos usados devem ser considerados como tendo potencial de
transmissdo de agentes infecciosos que exigem precaugdes padrao. Siga os procedimentos relativos a residuos ambientais da
sua institui¢@o relativamente a eliminag@o correta de cartuchos usados e reagentes ndo usados. Estes materiais podem
apresentar caracteristicas de residuos quimicos perigosos que exigem procedimentos de eliminagdo nacionais ou regionais
especificos. Se as regulamenta¢des nacionais ou regionais nao disponibilizarem uma indicagao clara sobre a eliminagao
correta, as amostras bioldgicas e os cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as directrizes relativas ao
manuseamento e a eliminagao de residuos médicos da OMS (Organizagdo Mundial da Saude).

Todos os resultados devem ser interpretados por um profissional com formagao, juntamente com uma analise dos sinais e
sintomas clinicos e do historial do paciente.

Este ensaio s6 deve ser utilizado por profissionais com formagao.

Ao processar mais do que uma amostra de cada vez, comece por abrir apenas um cartucho; adicione a amostra tratada com
reagente de amostra e feche o cartucho antes de processar a amostra seguinte. Troque de luvas entre as amostras

Use luvas descartaveis de protecgao, bata e protec¢@o ocular durante 0 manuseamento de amostras e reagentes. Lave muito
bem as méos ap6s o manuseamento das amostras e dos reagentes do teste.

Siga os procedimentos de seguranca da sua instituicdo quando trabalhar com quimicos e manusear amostras biologicas.
Nao substitua os reagentes do ensaio Xpert Ebola por outros reagentes.

Naio abra a tampa do cartucho do ensaio Xpert Ebola, excepto quando adicionar a amostra tratada com reagente de amostra.
Nao utilize um cartucho se este parecer himido ou se o selo da tampa parecer estar partido.

Nao utilize um cartucho que tiver caido depois de o ter retirado da embalagem.

Nao agite o cartucho. Agitar ou deixar cair o cartucho ap6s a abertura da respectiva tampa pode produzir resultados invalidos.
Nao utilize um cartucho que tenha um tubo de reac¢ao danificado.

Cada cartucho de utilizagdo unica do ensaio Xpert Ebola ¢ utilizado para processar apenas um teste. Nao reutilize cartuchos
gastos.

A pipeta descartavel de utilizagdo tinica ¢ utilizada para transferir apenas uma amostra. Nao reutilize pipetas descartaveis
gastas.

A zaragatoa descartavel de utilizagdo inica € utilizada para colher e/ou transferir apenas uma amostra. Nao reutilize
zaragatoas descartaveis gastas.

Conserve o kit do ensaio Xpert Ebola entre 2 °C e 28 °C

Xpert® Ebola
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Nota
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Importante

Nota

Antes de comecar, remova o frasco que contém o reagente de amostra do kit e aguarde que este se aclimatize a temperatura
ambiente. Consulte a Figura 1. Caso o frasco ndo tenha sido conservado numa posig¢ao vertical, certifique-se de que o tampao esta
depositado no fundo, agitando bem o frasco.

Use luvas descartaveis. Rotule o frasco de reagente de amostra com a identificagdo da amostra.

Perigos quimicos??

. ONU
. Palavra-sinal: ATENCAO
. Adverténcias de perigo GHS da ONU

. Nocivo por ingestao
. Pode ser nocivo em contacto com a pele
. Causa irritagdo ocular

. Recomendacdes de prudéncia GHS da ONU

o Prevencao
. Lavar cuidadosamente apds manuseamento.
. Resposta

. Caso sinta indisposicio, contacte um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.
. Em caso de irritagdo cutinea: consulte um médico.

. SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com dgua durante varios minutos.
Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continuar a enxaguar.

. Caso a irritagdo ocular persista: consulte um médico.

Colheita, transporte e conservag¢ao de amostras

Colheita de sangue total

Colha as amostras de sangue total obtidas por pungdo venosa em tubos com EDTA, seguindo as instru¢des de utilizacdo do
fabricante. O ensaio Xpert Ebola exige 100 pl de sangue total, no minimo. Em alternativa, utilize a zaragatoa (SWAB/E-50) para
colher amostras de sangue obtidas por pung¢éo digital. Assegure a absor¢@o de sangue em pelo menos 2/3 da cabega da zaragatoa.
Transfira imediatamente a zaragatoa para o frasco contendo o reagente de amostra (consulte a Figura 1 nas informagdes relativas
a preparacao da amostra).

Zaragatoa bucal

Utilize a zaragatoa (SWAB/E-50) para colher amostras de zaragatoa bucal de acordo com as orientagdes da OMS para a colheita por
zaragatoa oral em pacientes com Ebola.* Evite tocar na ponta da zaragatoa com as luvas ou o contacto com qualquer superficie. No
caso de pacientes vivos, pega ao paciente que abra a boca e coloque imediatamente a ponta da zaragatoa no interior da bochecha.
Esfregue firmemente com movimentos circulares e pressionando bem durante pelo menos 20 segundos com toda a cabeca da
zaragatoa. No caso de pacientes falecidos, coloque a palma da mao no queixo e pressione firmemente para baixo, para abrir
ligeiramente a boca. Insira a zaragatoa no interior da bochecha e esfregue firmemente com movimentos circulares e pressionando
bem durante pelo menos 20 segundos com toda a cabeca da zaragatoa. Repita para a outra bochecha, caso esteja acessivel.

*Numero de referéncia da OMS: WHO/EVD/Guidance/Lab/14.2

Avance imediatamente para o passo de preparagdo da amostra, para garantir a inactivagdo do virus Ebola.

Use luvas descartaveis. Rotule o frasco de reagente de amostra com a identificagdo da amostra.

Preparagcdo da amostra de Sangue total venoso colhido em tubos com EDTA: Abra a tampa do frasco de reagente de
amostra. Transfira 0,1 ml de sangue colocando a zaragatoa (SWAB/E-50) no tubo com EDTA e aguardando que esta absorva
sangue durante pelo menos 5 segundos; depois, transfira a amostra inserindo a zaragatoa preparada no frasco de reagente de
amostra (consulte a Figura 1). Segure na zaragatoa pela haste e alinhe a ranhura pequena com o bordo do frasco. Parta a
zaragatoa dobrando-a para um lado. Em alternativa, utilize uma pipeta automatica com pontas de barreira com filtro para
transferir 0,1 ml de sangue do tubo com EDTA.

Xpert® Ebola
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Zaragatoa bucal: Abra a tampa do frasco de reagente de amostra. Insira a zaragatoa preparada no reagente de amostra (consulte
a Figura 1). Segure na zaragatoa pela haste e alinhe a ranhura pequena com o bordo do frasco. Parta a zaragatoa dobrando-a para
um lado.

Sangue colhido por puncio digital: Utilize a zaragatoa (SWAB/E-50) para colher sangue obtido por pungdo digital e aguarde
que absorva 0,1 ml de sangue. Garanta que o sangue cobre pelo menos 2/3 da cabega da zaragatoa e transfira a amostra
inserindo a zaragatoa preparada no frasco de reagente de amostra (consulte a Figura 1). Segure na zaragatoa pela haste e alinhe
a ranhura pequena com o bordo do frasco. Parta a zaragatoa dobrando-a para um lado.

Utilize gaze estéril para minimizar o risco de contaminagéo.

Feche a tampa do frasco de reagente de amostra e misture a amostra num misturador de vértice durante 10 segundos. Deixe
incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos.
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Figura 1. Frasco de reagente de amostra e zaragatoa de colheita de amostra de Ebola do ensaio Xpert Ebola

Transporte e conservagao de amostras

Transporte as amostras tratadas com reagente de amostra para os laboratérios de teste para processamento adicional em
embalagens individuais resselaveis de acordo com as orientacdes da OMS para o transporte de amostras de Ebola: “How to
safely collect blood samples from persons suspected to be infected with highly infectious blood-borne pathogens (e.g. Ebola)”
(“Como colher seguramente amostras de pessoas com infec¢do suspeitada por agentes patogénicos altamente infecciosos
transmitidos por via sanguinea [por ex., Ebola]”). As amostras de sangue tratadas com reagente de amostra podem ser
conservadas durante até 72 horas entre 2 °C e 8 °C, durante até 48 horas a uma temperatura maxima de 28 °C ou durante até
24 horas a uma temperatura maxima de 35 °C. As amostras de zaragatoas bucais tratadas com reagente de amostra podem ser
conservadas durante até 72 horas entre 2 °C e 8 °C e durante até 24 horas a uma temperatura maxima de 28 °C.

Xpert® Ebola 5
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12 Procedimento
121 Preparagao do cartucho

Nota Ha uma fina pelicula de plastico que cobre o anel interior das portas do cartucho do teste. Esta pelicula ndo deve ser retirada.

Importante Inicie o teste dentro de 30 minutos apés a adigdo da amostra ao cartucho.

Use luvas de protecgdo descartaveis.

Inspeccione o cartucho do teste para verificar se existem danos. Nao utilize se estiver danificado.

1
2
3. Rotule o cartucho com a identificagdo da amostra.
4 Abra a tampa do cartucho.

5

Utilize a pipeta de transferéncia de 1 ml (consulte a Figura 2) ou uma pipeta automatica com ponta de barreira com filtro
para transferir 1 ml da amostra tratada com reagente de amostra para a cdmara da amostra do cartucho (consulte a Figura 3).
NAO deite a amostra na cAmara da amostra.

«—— Bolbo

Encha a amostra até a
3 marca na pipeta

|
U

Figura 2. Pipeta de transferéncia de 1 ml do ensaio Xpert Ebola

Camara da amostra
(Abertura grande)

Figura 3. Cartucho do ensaio Xpert Ebola (Vista superior)

6 Xpert® Ebola
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12.2 Iniciar o teste
Importante Antes de iniciar o teste, certifique-se de que o ficheiro de definicido do ensaio Xpert Ebola foi importado para
P o software.

Esta secg¢do discrimina os passos basicos para executar o teste. Para obter instrugdes detalhadas, consulte o manual do utilizador

do Sistema GeneXpert Dx ou o manual do utilizador do Sistema GeneXpert Infinity, dependendo do modelo que estiver a

utilizar.

1. Ligue o sistema do instrumento GeneXpert:

. Se estiver a utilizar o instrumento GeneXpert Dx, comece por ligar o instrumento e, de seguida, o computador. O
software GeneXpert iniciara automaticamente ou pode ser necessario clicar duas vezes no icone de atalho do software
GeneXpert Dx no ambiente de trabalho do Windows®.

ou

. Caso utilize o instrumento GeneXpert Infinity, ligue a alimentagdo do instrumento. O software Xpertise iniciara
automaticamente ou pode ser necessario clicar duas vezes no icone de atalho do software Xpertise no ambiente de
trabalho do Windows.

2. Inicie sessdo no software do sistema do instrumento GeneXpert utilizando o seu nome de utilizador e palavra-passe.

3. Najanela do Sistema GeneXpert Dx, clique em Criar teste (GeneXpert Dx) ou clique em Orders (Encomendas) € em Order
Test (Encomendar teste) (Infinity).

4.  LeiaaID do paciente (opcional). Se digitar a ID do paciente, assegure-se de que digita a ID do paciente correcta. A ID do
paciente é associada aos resultados do teste e é mostrada na janela View Results (Ver resultados).

5. Leiaouintroduza a ID da amostra. Se introduzir a ID da amostra, assegure-se de que introduz a ID da amostra correcta. A ID
da amostra é associada aos resultados do teste € ¢ mostrada na janela View Results (Ver resultados) e em todos os relatorios.
Aparece a caixa de dialogo Scan Cartridge (Ler codigo de barras do cartucho).

6.  Digitalize o codigo de barras do cartucho do ensaio Xpert Ebola. Aparece a janela Create Test (Criar teste). Utilizando a
informagdo do codigo de barras, o software preenche automaticamente as caixas dos seguintes campos: Select Assay
(Seleccionar ensaio), Reagent Lot ID (ID de lote de reagente), Cartridge SN (Numero de série do cartucho).

7. Clique em Iniciar teste (GeneXpert Dx) ou Submit (Enviar) (Infinity). Introduza a sua palavra-passe se lhe for solicitada.

8. Para o Sistema GeneXpert Infinity: coloque o cartucho no tapete rolante. O cartucho sera automaticamente carregado, o teste
sera executado e o cartucho usado sera colocado no recipiente para residuos.

ou

Para o instrumento GeneXpert Dx:

A.  Abra aporta do modulo do instrumento com a luz verde a piscar e carregue o cartucho.

B.  Feche a porta. O teste inicia-se ¢ a luz verde para de piscar. Quando o teste termina, a luz desliga-se.

C.  Espere até que o sistema destranque o fecho da porta antes de abrir a porta do modulo. De seguida, remova o cartucho.

D.  Os cartuchos usados devem ser eliminados nos recipientes apropriados para residuos de amostras, de acordo com as
praticas padrdo da sua institui¢ao.

13 Visualizagao e impresséao de resultados

Esta sec¢@o discrimina as etapas basicas para a visualizagdo e a impressdo dos resultados. Para obter instru¢des mais detalhadas

sobre como visualizar ¢ imprimir os resultados, consulte o manual do utilizador do sistema GeneXpert Dx ou o manual do

utilizador do sistema GeneXpert Infinity, dependendo do instrumento utilizado.

1. Clique no icone View Results (Ver resultados) para visualizar os resultados.

2. Apds a conclusdo do teste, clique no botdo Report (Relatério) da janela View Results (Ver resultados) para visualizar e/ou
gerar um relatério em ficheiro PDF.
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14 Controlo da qualidade

CONTROL/| Cada teste inclui um controlo de adequagdo da amostra (SAC — Sample Adequacy Control), um controlo interno da Cepheid
(CIC — Cepheid Internal Control) e um controlo de verificagdo da sonda (PCC — Probe Check Control).

Controlo de adequagio da amostra (SAC): O SAC assegura que foram adicionadas células humanas & cdmara da amostra.
O SAC ¢ aprovado se cumprir os critérios de aceitagdo validados.

Controlo interno da Cepheid (CIC): Assegura que a amostra foi correctamentel processada. O CIC ¢ um Armored RNA®
sob a forma de uma esfera seca que esta incluida em cada cartucho para verificar o processamento adequado do virus da
amostra. O CIC verifica se ocorreu a lise do Ebola caso o organismo esteja presente e verifica se o processamento da amostra
foi adequado. Adicionalmente, este controlo detecta a inibi¢ao da reac¢ao de PCR associada a amostra. O CIC deve ser
positivo em amostras negativas e pode ser negativo ou positivo em amostras positivas. O CIC ¢ aprovado se cumprir os critérios
de aceitagdo validados.

Controlo de verificacio da sonda (PCC, QC1, QC2): Antes do inicio do ensaio de transcri¢ao reversa/PCR, o sistema do
instrumento GeneXpert mede o sinal de fluorescéncia de duas das sondas (designadas QC1 e QC2) para monitorizar a
reidratacdo da esfera, o enchimento do tubo de reacgdo, a integridade da sonda ¢ a estabilidade do corante. Como a QCl ¢ a
QC2 sdo medidas na altura da etapa de transcrigdo reversa/PCR (antes da etapa de PCR em tempo real), ndo estdo
disponiveis curvas de crescimento. O PCC ¢ aprovado se cumprir os critérios de aceitagdo atribuidos.

Controlos externos: Devem ser utilizados controlos externos de acordo com as exigéncias de organizag¢des de acreditagido
locais, estaduais e federais, conforme aplicavel.

As amostras negativas de sangue total venoso podem ser utilizadas como controlos negativos externos e executadas como
amostras de pacientes.

Para informagdes sobre como obter materiais opcionais de controlo externo, contacte a Assisténcia Técnica através de
TechSupport@cepheid.com ou do separador SUPPORT (ASSISTENCIA) em www.cepheid.com.

15 Interpretagcao dos resultados

Os resultados sdo interpretados automaticamente pelo sistema do instrumento GeneXpert com base nos sinais fluorescentes
medidos e algoritmos de calculo integrados, sendo apresentados na janela View Results (Ver resultados) (consulte a Figura 4,
Figura 5, Figura 6 e Figura 7). Os resultados possiveis sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados e interpretagao do ensaio Xpert Ebola

Resultado Interpretacao

Ebola GP

(GP de Ebola DETECTADO, NP de Ebola DETECTADO) | . ( sinal do EBOLA para um dos ou ambos os alvos de

DETECTED, Ebola NP DETECTED S30 detectados os alvos de acidos nucleicos do EBOLA.

ou acidos nucleicos tem um limiar de ciclo (Ct — Cycle
Ebola GP DETECTED, Ebola NP NOT DETECTED Threshold) dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto
(GP de Ebola DETECTADO, NP de Ebola NAO final) superior a definigdo minima.
DETECTADO) » SAC: NA (ndo aplicavel); o SAC é ignorado devido a
ou . e :
Ebola GP NOT DETECTED, Ebola NP DETECTED ocorréncia da amplificagdo do alvo de EBOLA.
(GP de Ebola NAO DETECTADO, NP de Ebola « CIC: NA (néo apliCéVel); oCIC é ignora’do devido a
DETECTADO) ocorréncia da amplificagdo do alvo de EBOLA.

» \Verificagdo da sonda: APROVADO,; todos os resultados de
Consulte a Figura 4, Figura 5 e Figura 6. verificagdo da sonda foram aprovados.
Ebola GP NOT DETECTED, Ebola NP NOT DETECTED | N3o s3o detectados os alvos de acidos nucleicos do EBOLA.
(GP de Ebola NAO DETECTADO, NP de Ebola NAO O CIC cumpre os critérios de aceitacao.
DETECTADO) « SAC: APROVADO; o SAC tem um Ct (limiar de ciclo)

Consulte a Figura 7.

dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final)
superior a definigdo minima.

» CIC: APROVADO; o CIC tem um Ct (limiar de ciclo) dentro
do intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a
definigdo minima.

» \Verificagdo da sonda: APROVADO,; todos os resultados de
verificagdo da sonda foram aprovados.

Xpert® Ebola
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Tabela 1. Resultados e interpretacido do ensaio Xpert Ebola (Continuagao)

Resultado

Interpretacgao

INVALID (INVALIDO)

A presencga ou auséncia dos alvos de acidos nucleicos nao
pode ser determinada. Repita o teste de acordo com as
instrucdes da seccao Procedimento de repeticao do teste.

* SAC: FALHOU; o Ct (limiar de ciclo) do SAC nao esta
dentro do intervalo valido e o endpoint (ponto final) é
inferior a definigdo minima.

» CIC: APROVADO; o CIC tem um Ct (limiar de ciclo) dentro
do intervalo valido e um endpoint (ponto final) superior a
definigdo minima.

» Verificagdo da sonda: APROVADO; todos os resultados de
verificagcdo da sonda foram aprovados.

Ou

* SAC: APROVADO; o SAC tem um Ct (limiar de ciclo)
dentro do intervalo valido e um endpoint (ponto final)
superior a definigdo minima.

» CIC: FALHOU; o Ct (limiar de ciclo) do CIC néo esta
dentro do intervalo valido e o endpoint (ponto final) é
inferior a definigdo minima.

» Verificagdo da sonda: APROVADO; todos os resultados de
verificagdo da sonda foram aprovados.

ERROR (ERRO)

A presenca ou auséncia de acidos nucleicos de EBOLA n&o
pode ser determinada. Repita o teste de acordo com as
instrugdes da seccao Procedimento de repeticdo do teste.

+ EBOLA: SEM RESULTADO
« SAC: SEM RESULTADO
+ CIC: SEM RESULTADO

» Verificagdo da sonda: FALHOU; um ou todos os resultados
de verificagdo da sonda falharam.

NO RESULT (SEM RESULTADO)

A presenga ou auséncia dos alvos de acidos nucleicos de
EBOLA n3o pode ser determinada. Repita o teste de acordo
com as instrugdes da secgdo Procedimento de repeticao do
teste. NO RESULT (SEM RESULTADO) indica que os dados
colhidos foram insuficientes. Por exemplo, o utilizador parou
um teste que estava a decorrer.

+ EBOLA: SEM RESULTADO

* SAC: SEM RESULTADO

» CIC: SEM RESULTADO

» Verificagdo da sonda: NA (n&o aplicavel)

As capturas de ecra do ensaio sao apenas exemplificativas e poderao variar em relagédo as apresentadas neste folheto informativo.
Nota “QC1” e “QC2” nas legendas da Figura 4, Figura 5, Figura 6 e Figura 7 controlam a presencga de sondas (consulte Controlo de
verificagdo da sonda na secgdo 14, Controlo da qualidade); ndo sédo geradas curvas de amplificagdo.

Xpert® Ebola
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Ebola GP DETECTED:
Ebola NP DETECTED

Figura 4. Ebola GP DETECTED, Ebola NP DETECTED
(GP de Ebola DETECTADO, NP de Ebola DETECTADO)

Ebola GP DETECTED;
Ebola NP NOT DETECTED,

RRRERE
INNNNNIN

Figura 5. Ebola GP DETECTED, Ebola NP NOT DETECTED
(GP de Ebola DETECTADO, NP de Ebola NAO DETECTADO)
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Ebola GP NOT DETECTED;
Ebola NP DETECTED

Figura 6. Ebola GP NOT DETECTED, Ebola NP DETECTED
(GP de Ebola NAO DETECTADO, NP de Ebola DETECTADO)

Ebola GP NOT DETECTED;
Ebola NP NOT DETECTED

RRRERE
INNINNNIN

Figura 7. Ebola GP NOT DETECTED, Ebola NP NOT DETECTED
(GP de Ebola NAO DETECTADO, NP de Ebola NAO DETECTADO)
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16
16.1

16.2

17
171

Repeticao de um teste

Motivos para repetir o teste
Se algum dos resultados de teste mencionados abaixo ocorrer, repita o teste de acordo com as instru¢des da secgdo 16.2,
Procedimento de repeti¢do do teste.

. Um resultado INVALID (INVALIDO) indica uma ou mais das ocorréncias abaixo
. O controlo CIC falhou.
. A amostra ndo foi processada adequadamente ou a PCR foi inibida.
. O controlo SAC falhou.
. O volume da amostra adicionada foi insuficiente.

. Um resultado ERROR (ERRO) indica que o ensaio foi abortado. Algumas das causas possiveis s3o: o tubo de reac¢do ndo foi
adequadamente enchido, foi detectado um problema de integridade da sonda de reagente ou o limite méximo de pressao foi
excedido.

. NO RESULT (SEM RESULTADO) indica que os dados colhidos foram insuficientes. Por exemplo, o operador parou um
teste que estava em curso ou a alimentag@o eléctrica falhou.

Procedimento de repeticao do teste

Utilize um cartucho novo (néo reutilize o cartucho) e reagentes novos para repetir o teste apds a obten¢do de um resultado
NO RESULT (SEM RESULTADO), INVALID (INVALIDO) ou ERROR (ERRO).

1. Retire um novo cartucho do kit.

2. Consulte a secgdo 12.1, Preparagao do cartucho e a secgdo 12.2, Iniciar o teste.

Caracteristicas do desempenho

Limite de detecgao para sangue total

Estimou-se o limite de detecgdo (LoD — Limit of Detection) do ensaio Xpert Ebola para ARN de Ebola Zaire e para virus Ebola
Zaire vivo. Os testes foram realizados com trés painéis de dilui¢do, tendo cada um sido testado utilizando um lote de kit de
reagentes. O ARN viral purificado a partir de virus Ebola Zaire Mayinga obtido da agéncia de satde publica da Suécia foi diluido
numa mistura de reagente de amostra e sangue total e os virus Ebola vivos 2014/Gueckedou-C05 e 2014/Gueckedou-C07 foram
diluidos em sangue total com EDTA. Testaram-se, no total, 20 réplicas de ARN e 4 réplicas de virus vivo por nivel e amostra.

O LoD utilizando ARN foi estimado como a menor concentragdo de ARN-alvo de Ebola Zaire que podia ser distinguida com
reprodutibilidade de amostras negativas com 95% de probabilidade utilizando analise pelo método de Probit. O LoD indicado
para ARN de Mayinga foi confirmado analisando pelo menos vinte réplicas diluidas com a concentracdo estimada para o LoD,
utilizando trés lotes de reagente do ensaio Xpert Ebola. 95% das réplicas foram positivas para um lote de reagente ¢ 100% para
dois lotes de reagente. O LoD estimado para o virus vivo foi confirmado como a menor concentragdo de unidade formadora de
placas (UFP) por ml de sangue total com EDTA correspondente a pelo menos 19 de 20 réplicas positivas. Os resultados para
ARN e virus vivo de Ebola Zaire sdo apresentados na Tabela 2 ¢ Tabela 3.

Tabela 2. Limite de detecgdo para ARN de Ebola Zaire com o ensaio Xpert Ebola utilizando regressao Probit

LoD com 95% de

probabilidade estimado

Concentragao Total de Total de Taxa de pelo método de Probit

nominal réplicas positivos positividade (intervalo de confianga

Amostra (copias/ml) (N) (N) (%) de 95%)
700 20 20 100
300 20 20 100
ARN de Ebola 150 20 13 65 232,4 copias/ml

Zaire Mayinga 75 20 12 60 (IC de 95%: 163,1-301,6)
30 20 9 45
15 20 5 25
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Tabela 3. Numero de réplicas positivas por nivel para virus Ebola Zaire Makona-Gueckedou 07 e 05 em ST-EDTA e
confirmacgao do limite de detecgcao

Confirmagao do LoD
Concentragao Total de Total de Taxa de Concentragao Total de Total de
nominal réplicas positivos |positividade nominal réplicas positivos
Amostra (UFP/ml) (N) (N) (%) (UFP/ml) (N) (N)
50 4 4 100
25 4 4 100
V.I’rUS Ebola 12’5 4 4 100
Zaire Makona- 1,0 20 20
-Gueckedou 07 1 4 4 100
0,1 3 1 33
0,01 4 0 0
0,13 4 4 100
Virus Ebola 0,065 4 4 100
Zaire Makona- 0,13 20 20
-Gueckedou 05 0,0325 4 3 75
0,01625 4 1 25

17.2 Limite de detecgao para zaragatoas bucais
Determinou-se o limite de detec¢do (LoD — Limit of Detection) do ensaio Xpert Ebola para zaragatoas bucais com ARN de
Ebola Zaire. Um painel de dilui¢io composto por oito membros foi preparado a partir de uma amostra de ARN de Ebola Zaire
Mayinga e testado com um lote de reagente. O painel de diluigdo foi preparado contaminando um grupo de zaragatoas em SR
com ARN de Ebola, com um intervalo de cerca de 0 a 1000 copias de ARN de Ebola/zaragatoa. O LoD para zaragatoas bucais
utilizando ARN foi estimado utilizando anélise pelo método de Probit. O LoD indicado foi confirmado analisando pelo menos
20 réplicas diluidas com as concentragdes estimadas para o LoD, utilizando dois lotes de reagente do ensaio Xpert Ebola. O
LoD indicado ¢ definido como a concentragdo correspondente a 95% de positivos em pelo menos 20 réplicas por lote de
reagente (Tabela 4). Determinou-se que o LoD para o ensaio Xpert Ebola utilizando zaragatoas bucais contaminadas com ARN
de Ebola Zaire Mayinga corresponde a 350,0 copias/zaragatoa.

Tabela 4. Limite de detecgdo para ARN de Ebola Zaire em amostras bucais com o ensaio Xpert Ebola utilizando
regressao Probit e confirmagao do limite de detecgao

LoD com 95% de Confirmagao do LoD
Concentragao probabilidade pelo Concentragao
nominal Total de Total de Taxa de método de Probit nominal Total de Total de
(copias/ réplicas positivos |positividade | (intervalo de confianga (copias/ Lote de réplicas positivos
Amostra zaragatoa) (N) (N) (%) de 99,9%) zaragatoa) reagente (N) (N)
600 20 20 100
400 20 19 95
200 20 18 90 1 20 20
ARN de 250,0 copias/
E.bOIa 100 20 18 90 zaragatoa
Zaire em o . 350
zaragatoas 50 20 ° 25 (IC de 99,9%:
. 149,3-350,0)
bucais 25 20 5 25
2 20 20
12,5 20 1 5
0 20 0
Xpert® Ebola 13
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Equivaléncia de tipos de amostra (sangue total venoso com EDTA e sangue total obtido por puncao digital)
Utilizando o ensaio Xpert Ebola e amostras de vinte individuos saudaveis, demonstrou-se a equivaléncia do desempenho para dois

tipos de amostra diferentes — sangue total venoso com EDTA e sangue total obtido por pung¢go digital. O sangue obtido por

pungéo venosa foi colhido num tubo com EDTA e transferido para o frasco de reagente de amostra, enquanto o sangue colhido por
puncdo digital foi imediatamente colocado no reagente de amostra. Ambos os tipos de amostra foram contaminados com ARN de

Ebola Mayinga a 1500 copias/ml, efectuando-se uma analise comparativa. Demonstrou-se a equivaléncia do desempenho entre os

tipos de amostra.

Intervalo linear

Determinou-se a linearidade do ensaio Xpert Ebola para os alvos de GP ¢ NP de Ebola analisando-se um painel de seis membros
preparado com dilui¢des em série da amostra de ARN de Ebola Mayinga, com um intervalo de 3 x 10%a1x 10’ copias/ml de
sangue total. Cada membro do painel foi analisado em réplicas de seis utilizando um lote de reagente. Os resultados sdo
apresentados na Figura 8 e Figura 9, demonstrando-se que o ensaio ¢ linear num intervalo de 3 x 10%a 1 x 107 copias/ml com
um valor de R? (produto de uma curva padrio) de 0,99 para o alvo de GP de Ebola ¢ de 0,98 para o alvo de NP de Ebola.

Ct para GP de Xpert Ebola

35

30

20

15

Alvo de GP de Ebola

™~

e

y = -3,3519x + 47,675 -
R? = 0,9943
2 3 4 5 6 7

Concentragdao nominal (log copias/ml)

Figura 8. Linearidade do alvo de GP de Xpert Ebola
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Alvo de NP de Ebola
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Concentrag¢do nominal (log copias/ml)

Figura 9. Linearidade do alvo de NP de Xpert Ebola

17.3  Reactividade analitica (Inclusividade)
Determinou-se a reactividade analitica (inclusividade) do Xpert Ebola para quatro estirpes de Ebola Zaire distintas da Mayinga,
disponiveis sob a forma de virus Ebola vivo ou ARN viral. Além disso, realizou-se a analise in silico de todas as outras
sequéncias (ndo testadas) das estirpes de Ebola Zaire disponiveis. As amostras de teste foram preparadas contaminando sangue
total com EDTA negativo para Ebola com cada amostra individual ou, no caso da utilizagdo de ARN preparado a partir de virus,
sangue total com EDTA negativo para Ebola misturado com reagente de amostra (SR — Sample Reagent). Cada amostra foi
testada em réplicas de 20 e uma amostra de controlo negativo, composta por sangue total com EDTA negativo para Ebola, foi
testada em réplicas de trés utilizando um lote de kit de reagentes. Os resultados dos testes para amostras positivas para Ebola sio
apresentados na Tabela 5. Todas as amostras de controlo negativo para Ebola foram indicadas como Ebola GP NOT DETECTED
(GP de Ebola NAO DETECTADO), Ebola NP NOT DETECTED (NP de Ebola NAO DETECTADO).

Tabela 5. Reactividade analitica para o ensaio Xpert Ebola

Total de Total de Taxa de
Tipo de Concentragao réplicas positivos | positividade
Estirpe Ebola Zaire | amostra de teste (N) (N) (%)
Guiné Virus vivo 1 x LoD 20 20 100%
Ekron Virus vivo 3 x LoD 20 20 100%
Gabao Virus vivo 3 x LoD 20 20 100%
Kikwit ARN 5 x LoD 20 20 100%

Realizou-se uma analise in silico para prever o desempenho do ensaio Xpert Ebola na detecgdo de todas as sequéncias de
variantes de Ebola Zaire disponiveis no GenBark; desde os dados da primeira sequéncia Zaire publicados em 1976 até as
sequéncias do actual surto na Africa Ocidental. As duas sequéncias de produto da amplificagio de Xpert Ebola derivadas de
genes de glicoproteina (GP) e nucleoproteina (NP) Zaire foram submetidas ao algoritmo BLAST (NCBI). Além disso, todas as
seis sequéncias de oligonucledtidos de Xpert Ebola foram verificadas individualmente numa base de dados de alinhamento local
contendo todas as sequéncias de Ebola Zaire disponiveis no GenBank. As analises mostraram que os oligonucledtidos de NP e
GP de Ebola Zaire correspondem completamente a todas as sequéncias Zaire existentes no GenBark.
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17.4

Especificidade analitica (exclusividade)

Avaliou-se a especificidade analitica do ensaio Xpert Ebola testando-se virus e bactérias nio Ebola e estirpes de Ebola ndo Zaire
a0s niveis clinicamente relevantes. As amostras foram preparadas contaminando sangue total com EDTA negativo para Ebola
com cada organismo individual ou, no caso da utilizagdo de ARN/ADN gendmico do organismo, sangue total com EDTA
negativo para Ebola misturado com reagente de amostra. Os resultados de especificidade analitica sdo apresentados na Tabela 6
e Tabela 7. A especificidade analitica do ensaio Xpert Ebola para os organismos avaliados foi de 100%.

Tabela 6. Determinagio da especificidade analitica do ensaio Xpert Ebola, amostras positivas para Ebola nio Zaire

Conc. de teste
(conc. das
. . _p_artlculas Unidade Resultados | Resultados
Organismo Tipo de amostra | utilizadas para (ng ou N ositivos | neaativos
isolamento de | UFP/ml de ST) P 9
acidos
nucleicos)
Ebola Costa do Marfim Acidos nucleicos 5462 ng/ml 0 3
Ebola Reston Acidos nucleicos 3,0x10° UFP/mI 0 3

a. Concentracdo de ARN no material de referéncia

Tabela 7. Determinagio da especificidade analitica do ensaio Xpert Ebola, amostras nio Ebola

Conc. de teste
(conc. das particulas
utilizadas para Unidade
Tipo de isolamento de (ng ou Resultados | Resultados
Organismo amostra acidos nucleicos) | UFP/ml de ST) | N | positivos | negativos
Virus Chikungunya (181/25) Acidos nucleicos 27982 ng/ml 3 0 3
Coxiella burnetti Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Virus da febre hemorragica da Acidos nucleicos 3,4 x 108 UFP/mlI 3 0 3
Crimeia-Congo (Dubai)
Virus Dengue (Tipo 2) Acidos nucleicos 2,7 x 10° UFP/ml 3 0 3
Haemophilus influenzae Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Virus da gripe A (HON2) Acidos nucleicos 1,0 x 10° UFP/ml 3 0 3
Virus de Lassa (Pinneo) Acidos nucleicos 5,7 x 103 UFP/ml 3 0 3
Marburgo (Angola) Acidos nucleicos 2,6 x 10° UFP/ml 3 0 3
Marburgo (Angola) Virus vivo 5,0 x 10%° UFP/ml 3 0 3
Marburgo (Musoke) Acidos nucleicos 6,0 x 10* UFP/ml 3 0 3
Marburgo (Musoke) Virus vivo 5,0 x 10%° UFP/ml 3 0 3
Marburgo (Ravn) Acidos nucleicos 4,8 x10° UFP/ml 3 0 3
Mosquito Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Pseudomonas aeruginosa Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Rickettsia conorii Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Rickettsia prowazekii Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Rickettsia typhi Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Virus da febre do vale do Rift Acidos nucleicos 7,5 x 10° UFP/ml 3 0 3
(SA51)
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Tabela 7. Determinagéo da especificidade analitica do ensaio Xpert Ebola, amostras nado Ebola (Continuagéo)

Conc. de teste
(conc. das particulas
utilizadas para Unidade
Tipo de isolamento de (ng ou Resultados | Resultados
Organismo amostra acidos nucleicos) | UFP/ml de ST) | N | positivos | negativos
Salmonella bongori Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Salmonella typhi Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Shigella flexneri Tipo 2 Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Streptococcus pneumoniae Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Carraga Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Febre-amarela (OBS-6745) Acidos nucleicos 1,0 x 10° UFP/mlI 3 0 3
Yersinia enterocolitica Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3
Yersinia pestis Acidos nucleicos 50 ng/ml 3 0 3

a. Concentragdo de ARN no material de referéncia
b.  Concentragdo de teste do virus vivo.

Foram realizadas analises in silico para prever o risco de reactividade cruzada dos oligonucleodtidos-alvo (GP e NP) de Zaire do
ensaio Xpert Ebola com virus de Ebola ndo Zaire, bem como com todos os agentes patogénicos de doenca de exclusividade
indicados na Tabela 7 ¢ Tabela 8. As analises mostram que as sequéncias do iniciador e da sonda do Xpert Ebola sao especificas
¢ ndo deverdo originar resultados de Ebola Zaire falsos positivos com os organismos avaliados.

Tabela 8. Especificidade analitica com organismos em analise in silico

Organismo

Ebola Sudao-Boniface

Ebola Suddo-Bundibugyo
Ebola Suddo-Gulu
Adenovirus

Borrelia recurrentis

Enterovirus

Virus da gripe B

Género Leptospira
Marburgo (Ci67)

Neisseria meningitidis

Plasmodium falciparum

Plasmodium malariae

Plasmodium ovale

Plasmodium vivax

Rickettsia africae

Rotavirus

Virus respiratdrio sincicial

Trypanosoma

Vibrio cholerae
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17.5

17.6

Substéancias que podem interferir

Avaliou-se a susceptibilidade do ensaio Xpert Ebola a interferéncia de niveis elevados de substancias enddgenas existentes no
sangue total. Para as substincias endogenas, testou-se sangue total com EDTA negativo para Ebola e sangue total com EDTA
positivo para Ebola contaminado com as substancias. Para preparar as amostras positivas para Ebola, adicionou-se ARN de Ebola
Zaire Mayinga (2500 copias/ml) ao reagente de amostra, sendo depois misturado com sangue total com EDTA contaminado
individualmente com cada substancia interferente. Avaliaram-se cinco substancias, no total, com as concentragdes indicadas na

Tabela 9. Foram testadas seis réplicas de cada amostra utilizando um lote de kit de reagentes. Demonstrou-se que niveis elevados das
substincias endogenas indicadas na Tabela 9 niio afectaram a especificidade do ensaio nem interferiram na detecgio de Ebola.

Tabela 9. Substancias enddgenas e concentracao testadas

Substancias endégenas Concentracao testada
Albumina 90,0 mg/ml
Bilirrubina 0,300 mg/ml

ADN humano 4,0 ug/ml
Hemoglobina 5,0 mg/ml
Triglicéridos 30,0 mg/ml

Testes com amostras clinicas artificiais

Avaliaram-se as caracteristicas do desempenho do ensaio Xpert Ebola utilizando amostras clinicas artificiais. Os dados indicados
a partir destas amostras clinicas artificiais foram obtidos através de estratégias de ocultagdo. Como ¢ dificil obter amostras
clinicas de pacientes infectados por Ebola, as amostras artificiais foram preparadas contaminando amostras de sangue total (ST)
com EDTA obtidas de diferentes individuos negativos para Ebola com virus Ebola vivo ou ARN viral de Ebola. O ST foi
contaminado com virus Ebola ou ARN viral de Ebola com concentragdes varidveis, desde niveis proximos do LoD até niveis
elevados (até 200x superior ao limite de detec¢@o [LoD]). Além disso, também se testaram amostras de ST-EDTA néo

contaminadas de diferentes dadores individuais negativos. Foi utilizada ocultacdo ao testar as amostras com o ensaio Xpert
Ebola.

A concordancia positiva percentual (PPA — Positive Percent Agreement) para ARN de virus Ebola Mayinga foi de 100,0%
(50750, [IC de 95%: 92,9-100,0]), para virus vivo Ebola Makona-Gueckedou 05 foi de 100,0% (50/50, [IC de 95%: 92,9-100,0])
e para virus vivo Ebola Makona-Gueckedou 07 foi de 84,0% (42/50, [IC de 95%: 71,5-97,1]). A concordéncia negativa
percentual foi de 100,0% (50/50 [IC de 97,5%: 92,9-100,0]) para cada estudo. A Tabela 10, Tabela 11 e Tabela 12 mostram os
resultados tanto para as amostras negativas como para as amostras contaminadas com Ebola.

Tabela 10. Niumero de resultados de teste positivos e negativos para amostras contaminadas com ARN de
Ebola Zaire Mayinga e amostras de controlo negativo

Concentragao Resultados
nominal N Resultados positivos negativos
0 50 0 50
1 x LoD 25 25 0
3 x LoD 10 10 0
10 x LoD 10 10 0
100 x LoD 5 5 0
IC de 95%
Concordancia positiva 50/50 100% 92,9%-100%
percentual
Concordancia negativa 50/50 100% 92,9%-100%
percentual
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Tabela 11. Niimero de resultados de teste positivos e negativos para amostras contaminadas com virus Ebola
Makona-Gueckedou 05 e amostras de controlo negativo

Concentragao Resultados
nominal N Resultados positivos negativos
0 50 0 50
1 x LoD 25 25 0
3 x LoD 10 10 0
10 x LoD 10 10 0
100 x LoD 5 5 0
IC de 95%
Concordancia positiva 50/50 100% 92,9%-100%
percentual
Concordancia negativa 50/50 100% 92,9%-100%
percentual

Tabela 12. Numero de resultados de teste positivos e negativos para amostras contaminadas com virus Ebola
Makona-Gueckedou 07 e amostras de controlo negativo

Concentragao Resultados
nominal N Resultados positivos negativos
0 50 0 50
2 x LoD 25 21 4
6 x LoD 10 10 0
20 x LoD 10 6 4
200 x LoD 5 5 0
IC de 95%
Concordancia positiva 42/50 84,0% 71,5%-97,1%
percentual
Concordancia negativa 50/50 100% 92,9%-100%
percentual

Uma investigagdo das diferengas nos resultados de PPA para as amostras artificiais contaminadas com virus Ebola Makona-
-Gueckedou 07 (Tabela 12), quando comparados com os outros dois conjuntos de amostras artificiais (Tabela 10 ¢ Tabela 11),
revelou inconsisténcias na preparagdo das amostras. As zaragatoas nao foram completamente submergidas nas amostras contendo
sangue total contaminado com Ebola Makona-Gueckedou 07, limitando a quantidade de amostra disponivel para o teste. Repetiu-
-se o teste para as amostras artificiais contaminadas com virus Ebola Makona-Gueckedou 07 utilizando 50 amostras individuais de
ST com as concentragdes finais e o volume correctos para cada amostra. A Tabela 13 mostra um resumo dos resultados para cada
concentragdo testada ¢ a concordéncia positiva e negativa percentual para a repetigdo do estudo.

Xpert® Ebola
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Tabela 13. Resumo dos resultados e concordancia positiva e negativa percentual para as amostras clinicas

18

artificiais contaminadas com virus Ebola Makona-Gueckedou 07 — Texas

Resultados
negativos

6
5
0
0
0
IC de 95%
78,6%-95,7%

Concentragao
nominal

0
1 x LoD
3 x LoD
10 x LoD
100 x LoD

Resultados positivos
0
20
10
10
5

25
10
10

Concordancia positiva 45/50 90,0%

percentual

Concordancia negativa 6/6 100% 61,0%-100%

percentual

Eficacia virucida

Avaliou-se a eficacia do reagente de amostra (SR — Sample Reagent) Xpert Ebola na inactivagio do virus Ebola (EBOV) apos
20 minutos de incubagdo em SR adicionando 4,6x10° UFP de virus Ebola Zaire Guiné vivo a 2,5 ml de SR. Depois da
inactivagdo, a mistura EBOV/SR foi submetida a didlise utilizando um dispositivo de dialise de equilibrio rapido de utilizagado
tinica. O controlo utilizado para a experiéncia de inactivagio foi virus Ebola Zaire Kikwit vivo (~1x107 UFP/ml) diluido

10 vezes em tampao de lise AVL completo e inactivado durante 5 minutos a 90 °C. O virus Zaire Guiné vivo (4,6x10° UFP) foi
utilizado como controlo positivo. Estudou-se a eficiéncia virucida do SR adicionando a mistura virus/SR a células Vero E6
confluentes e monitorizando o efeito citopatico (CPE — Cytopathic Effect) em duas passagens (7 + 7 dias) em réplicas de trés.

O SR Xpert Ebola inactivou completamente o virus EBOV adicionado, demonstrando ser 100% eficaz para até 6 log de EBOV.

19

Limitagdes do ensaio

Os resultados de teste negativos ndo excluem a infecg@o por virus Ebola e ndo devem ser utilizados como base inica para o
tratamento ou outras decisdes sobre o atendimento dos pacientes.

Todos os resultados de teste devem ser interpretados por um profissional com formagdo, juntamente com uma analise do
historial e dos sinais e sintomas clinicos do paciente.

Este teste foi avaliado apenas para utilizagdo com sangue total humano e amostras de zaragatoa bucal.

As amostras de pacientes a quem tenham sido administradas terapéuticas ou vacinas com base em sequéncias de acidos
nucleicos derivadas do virus Ebola Zaire poderdo apresentar resultados de teste falsos positivos ou outros resultados que
suscitem perplexidade.

Este teste ¢ um teste qualitativo e ndo fornece um valor quantitativo para o virus existente na amostra.

A interpretagdo de resultados do ensaio Xpert Ebola tem de considerar a possibilidade de resultados falsos positivos e falsos
negativos.

Os resultados falsos positivos podem ser provocados por contaminagéo cruzada pelo organismo-alvo, pelos respectivos
acidos nucleicos ou pelo produto da amplificagdo de PCR.

Caso ndo se sigam os procedimentos do ensaio, podero obter-se resultados falsos.
Os inibidores presentes nas amostras podem provocar resultados falsos negativos.

Podem ocorrer resultados erroneos devido a incorrecgdes na recolha, no manuseamento ou no armazenamento da amostra,
troca de amostras ou por o nimero de organismos na amostra ser demasiado baixo para detecgdo pelo teste. E necessario
cumprir cuidadosamente as instrugdes deste folheto informativo para evitar resultados erréneos.

Mutagdes ou polimorfismos nas regides de ligag@o do iniciador (primer) ou da sonda podem afectar a deteccdo de variantes
novas ou desconhecidas e podem originar um resultado falso negativo.
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20 Referéncias

1.
2.

WHO Ebola Situation Reports http://apps.who.int/ebola/en/ebola-situation-reports.

REGULATION (EC) No 1272/2008 OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL of 16 December
2008 on the classification labeling and packaging of substances and mixtures amending and repealing, List of Precautionary
Statements, Directives 67/548/EEC and 1999/45/EC (amending Regulation (EC).

Occupational Safety and Health Standards, Hazard Communication, Toxic and Hazard Substances (March 26, 2012)
(29 C.FR., pt. 1910, subpt. Z)

21 Locais das sedes da Cepheid

Sede corporativa Sede europeia

Cepheid Cepheid Europe SAS

904 Caribbean Drive Vira Solelh

Sunnyvale, CA 94089 81470 Maurens-Scopont
USA France

Telefone: + 1 408 541 4191 Telefone: + 33 563 825 300
Fax: + 1 408 541 4192 Fax: + 33 563 825 301
www.cepheid.com www.cepheidinternational.com

22 Assisténcia Técnica

Antes de contactar a Assisténcia Técnica da Cepheid, retina as seguintes informagoes:

Nome do produto

Numero de lote

Numero de série do instrumento
Mensagens de erro (se houver alguma)

Versdo de software e, caso se aplique, nimero de Service Tag (etiqueta de servigo) do Computador

Informagées de Contato

EUA Franca
Telefone: + 1 888 838 3222 Telefone: + 33 563 825 319
Email: techsupport@cepheid.com Email: support@cepheideurope.com

As informagdes de contacto para outros escritorios da assisténcia técnica da Cepheid estdo disponiveis no nosso website:
www.cepheid.com/en/CustomerSupport.

Termos e Condigdes da Cepheid podem ser encontrados em
http://www.cepheid.com/en/support/support-solutions/customer-order-administration.
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23 Tabela de simbolos

Simbolo Significado
Numero de catalogo
IVD Dispositivo médico para diagndstico in vitro

')
m

Marca CE — Conformidade Europeia

Nao reutilizar

o)

Cadigo do lote

Consulte as instrugdes de utilizagao

Fabricante

Pais de fabrico

<R || =H|5] ®

Conteudo suficiente para <n> testes

[ConTRoL

Controlo

Limites de temperatura

Riscos biolégicos

Adverténcia

Prazo de validade

Representante autorizado na Suica

2
l)C|<> -
@E B>| =<

Importador
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Cepheid
Réntgenvagen 5
SE-171 54 Solna
Sweden

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Zurcherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

C€ [IvD

Xpert® Ebola 23
301-4826-PT, Rev. E Dezembro de 2022



Xpert® Ebola

24 Xpert® Ebola
301-4826-PT, Rev. E Dezembro de 2022



	Xpert® Ebola
	1 Nome proprietário
	2 Nome comum ou usual
	3 Utilização prevista
	4 Resumo e explicação
	5 Princípio do procedimento
	6 Reagentes e instrumentos
	6.1 Materiais fornecidos

	7 Conservação e manuseamento
	8 Materiais necessários mas não fornecidos
	9 Advertências e precauções
	10 Perigos químicos
	11 Colheita, transporte e conservação de amostras
	11.1 Colheita de sangue total
	11.2 Zaragatoa bucal
	11.3 Transporte e conservação de amostras

	12 Procedimento
	12.1 Preparação do cartucho
	12.2 Iniciar o teste

	13 Visualização e impressão de resultados
	14 Controlo da qualidade
	15 Interpretação dos resultados
	16 Repetição de um teste
	16.1 Motivos para repetir o teste
	16.2 Procedimento de repetição do teste

	17 Características do desempenho
	17.1 Limite de detecção para sangue total
	17.2 Limite de detecção para zaragatoas bucais
	17.3 Reactividade analítica (Inclusividade)
	17.4 Especificidade analítica (exclusividade)
	17.5 Substâncias que podem interferir
	17.6 Testes com amostras clínicas artificiais

	18 Eficácia virucida
	19 Limitações do ensaio
	20 Referências
	21 Locais das sedes da Cepheid
	22 Assistência Técnica
	23 Tabela de símbolos



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


