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1. Utilizagao Prevista

O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 consiste num teste de diagnoéstico in vitro,
baseado em tecnologia PCR em tempo real, para a detegcdo qualitativa do ARN
especifico do Virus do Nilo Ocidental (WNV).

2. Componentes do Kit

Volume [ul/tubo]

Cor cobertura Componente Numero de tubos

Master A 8 60
Violeta Master B 8 180

Internal Control 1 1000
Vermelho Positive Control 1 250
Branco Water (PCR grade) 1 500

Internal Control = Controlo Interno
Positive Control = Controlo Positivo

Water (PCR grade) = Agua de PCR

CUIDADO

Antes da primeira utilizacdo, verifique o produto e os seus

componentes relativamente a integralidade com respeito ao
A_ numero, tipo e contetidos. Nao utilize um produto com defeitos ou

incompleto, pois o desempenho podera estar comprometido.
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3. Armazenamento

*+ O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 é enviado em gelo seco. Os
componentes do kit devem chegar congelados. Se um ou mais componentes
ndo estiverem congelados no momento da recegdo, ou se algum tubo tiver
ficado comprometido durante o envio, contacte a altona Diagnostics GmbH
para obter assisténcia.

» Todos os componentes devem ser conservados entre -25 °C e -15 °C depois
do momento da entrega.

* Deve-se evitar o congelamento e descongelamento repetido de reagentes
Master (mais do que duas vezes), pois isto podera afetar o desempenho do
ensaio. Os reagentes devem ser congelados em aliquotas se a sua utilizagéo
prevista for intermitente.

» O armazenamento entre +2 °C e +8 °C ndo deve exceder um periodo de duas
horas.

* Proteger o Master A e o Master B da luz.

CUIDADO

Condigbées de armazenamento incorretas podem comprometer o
desempenho do produto.

CUIDADO

Ndo exceda a sequéncia descongelar-congelar e as duragées
de manuseamento, conforme especificado nestas Instrugées de

>

Utilizagéao.

CUIDADO

Né&o utilize componentes de produtos para além da data de validade
indicada na etiqueta do componente.
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4. Materiais e Dispositivos requeridos mas nao forneci-
dos

* Instrumento de PCR em tempo real adequado (consulte o capitulo 6.1.
Instrumentos de PCR em tempo real)

» Sistema ou kit de extragdo de acido nucleico adequado (consulte o capitulo
8.1 Preparacédo de Amostras)

» Centrifuga de bancada com um rotor para tubos de reacdo de 2 ml

» Centrifuga com um rotor para placas de microtitulagdo, aquando da utilizagao
de placas de reagdo com 96 pogos

* Agitador vortex

* Placas de reagédo com 96 pocos ou tubos de reagéo adequados com material
de fecho (6ticos) correspondente

* Pipetas (ajustaveis)

* Pontas de pipeta com filtros (descartaveis)

* Luvas sem po (descartaveis)

NOTA

P Certifique-se de que todos os instrumentos utilizados foram
I instalados, calibrados, verificados e mantidos de acordo com as
instrugoes e recomendacdes do fabricante.

NOTA

P E altamente recomendada a utilizagdo do rotor de 72 pocos com
1 tubos de reacao de 0,1 ml adequados, se utilizando o Rotor-Gene®
6000 (Corbett Research) ou o Rotor-Gene® Q 5/6 plex (QIAGEN).
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5. Informacao de Base

O Virus do Nilo Ocidental (WNV) & uma espécie de virus que pertence a familia
Flaviviridae. O genoma de ARN de flavivirus é de cadeia simples e tem uma
orientagéo positiva [(+)ssRNA]. Os genes estao localizados num Unico segmento
de aproximadamente 9-12 kb de comprimento. A extremidade 5' dos genomas
contém sequéncias especificas que se juntam em conformacgdes relativamente
estaveis. Estas, assim denominadas, sequéncias de entrada ribossomal permitem
a traducao direta e a sintese de proteina por ribossomas hospedeiros.

O Virus do Nilo Ocidental é transmitido através de vetores artropodes (diferentes
mosquitos do género Culex, Aedes ou Ochlerotatus). Pode infetar uma variedade
de diferentes espécies hospedeiras como cavalos, aves e, finalmente, humanos.
O virus foi identificado pela primeira vez em 1937 no Uganda e, desde entao, foi
continuamente encontrado em aves, cavalos e humanos em Africa, no Médio
Oriente e no Sul da Europa. Em 1999 o virus alcangou a América do Norte. Um
mosquito transmissor do virus foi provavelmente transportado de Israel para Nova
lorque. Foram registados varios surtos nos EUA desde ent&o.

Na maioria dos casos (70-80 %), a infecdo é assintomatica em humanos. Em
casos sintomaticos de febre podem ser observados outros sinais e sintomas como
cefaleia, dores nas articulagbes, vémitos e outras doengas bastante inespecificas.
Em alguns casos, cerca de 1% de todas as infegdes, irdo ocorrer complicagdes
neuroldgicas graves. Estes doentes desenvolvem cefaleias graves, pescogo rigido,
coma ou paralisia como consequéncia. 10% destes doentes irdo falecer devido a
infecdo por WNV.

Nao existe tratamento especifico disponivel para curar infegdes por WNV. Pode
ser administrada medicag&o para reduzir a febre e dores e os casos graves irao
receber tratamento de apoio e ser hospitalizados.

O virus pode ser detetado a partir do dia 2-3 até 14-19 dias apds a infegdo no
soro/plasma de doentes. Curiosamente, a detegédo do virus ARN a partir da urina é
possivel mesmo apds este ter desaparecido do sangue.
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A serologia ¢ dificil, dado que os anticorpos apresentam reatividade cruzada com
outros flavivirus. Podem ser detetadas as IgM e IgG em doentes, 4-8 dias apds
a detegdo do virus no sangue. O teste serologico mais especifico é o teste de
neutralizagédo por reducao em placas, mas este requer a cultura de virus e s6 pode
ser realizado por laboratérios especializados.

A detecdo do ARN do virus é efetuada sobretudo para dois fins diferentes. Em
primeiro lugar, é realizada a RT-PCR em amostras de casos suspeitos para efetuar
o diagnéstico in vitro. Aqui, a carga viral € normalmente elevada e o limite de
detecao do ensaio € de menor preocupagao. Em segundo lugar, em zonas onde o
WNYV ¢ endémico, a transmiss&o do virus ocorreu através da transfusédo de sangue.
Por conseguinte, deve ser efetuada a despistagem de seguranca das dadivas de
sangue e, para tal, € necessaria uma sensibilidade muito elevada.

NOTA

Devido a formagdo molecular relativamente rapida e aos virus

: ARN, existe um risco inerente relativamente a qualquer sistema de

1 teste baseado em RT-PCR de a acumulagao de mutagées ao longo
do tempo poder resultar em resultados falsos negativos.

6. Descricao do Produto

O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 consiste num teste de diagndstico in vitro,
baseado em tecnologia PCR em tempo real, para a detegcdo qualitativa do ARN
especifico do Virus do Nilo Ocidental (WNV).

O ensaio inclui um sistema de amplificagdo heteréloga (Controlo Interno) para

identificar possiveis inibicdes da RT-PCR e para confirmar a integridade dos
reagentes do kit.

10
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Atecnologia de RT-PCR em tempo real utiliza uma reagéo da transcriptase reversa
(RT) para converter ARN em ADN complementar (ADNc), reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) para a amplificacéo de sequéncias alvo especificas e de sondas
alvo especificas para a detecao de ADN amplificado. As sondas estdo marcadas
com reporter fluorescente e corante quencher.

As sondas especificas do ARN de WNV estdo marcadas com o fluoréforo FAM™.
A sonda especifica para o Controlo Interno (Internal Control, IC) esta marcada com
o fluoréforo JOE™.

A utilizagdo de sondas associadas a coloragbes distinguiveis permite a detegcéo
paralela de ARN especifico de WNV e do Internal Control (Controlo Interno) nos
canais de detecdo correspondentes do instrumento PCR em tempo real.

O teste consiste em trés processos num unico tubo de ensaio:

» Transcriptase reversa do ARN para ADNc alvo e do Controlo Interno (Internal
Control)

* Amplificagdo de PCR do ADNCc alvo e do Controlo Interno (Internal Control)

» Detegao simultanea de amplicbes de PCR por sondas marcadas com corante
fluorescente

O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 consiste em:

*  MasterA

* MasterB

* Internal Control

» Positive Control

» Water (PCR grade)

Internal Control (IC) = Controlo Interno
Positive Control = Controlo Positivo

Water (PCR grade) = Agua de PCR

11
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O Master A e o Master B contém todos os componentes (tampao PCR, transcriptase
reversa, polimerase do ADN, sais de magnésio, primers e sondas) necessarios para
permitir a transcricdo reversa, a amplificagdo mediada por PCR e a detecdo de
ARN especifico de WNV e do Internal Control (Controlo Interno) numa preparagéo
de reagéo.

6.1 Instrumento de PCR em tempo real

O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 foi desenvolvido e validado para ser usado
com os seguintes instrumentos PCR em tempo real:

*+  Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene)

*  VERSANT® kPCR Molecular System AD (Siemens Healthcare)

* ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems)

* ABI Prism® 7500 Fast SDS (Applied Biosystems)

» LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

* Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research)

* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)

« CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

*» CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

6.2 Tipos de amostras

O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 foi validado para utilizagdo com o seguinte
tipo de amostras:

e Plasma EDTA humano
O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 foi validado utilizando o kit AltoStar®
Purification Kit 1.5 no AltoStar® Automation System AM16 (sistema de automagéo)

para a extracao e purificagdo de acido nucleico.

12
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7. Avisos e Precaugoes

» Antes da primeira utilizacdo, verifique o produto e os seus componentes
relativamente a integralidade com respeito ao numero, tipo e conteddos. Nao
utilize um produto com defeitos ou incompleto, pois o desempenho podera
estar comprometido.

* Nao utilize outros tipos de amostras! A utilizagao de outros tipos de amostras
pode comprometer o desempenho do produto.

» Apresenga de inibidores de PCR (por ex., heparina) podera causar resultados
invalidos ou falsos negativos.

* Se a amostra apresentar outros agentes patogénicos diferentes do WNYV,
podera ocorrer concorréncia com a amplificagdo alvo ou reatividades
cruzadas.

» Condigdes de armazenamento incorretas podem comprometer o desempenho
do produto.

» Afalta de centrifugacdo dos componentes do produto apés o descongelamento
pode provocar a contaminagdo dos componentes com os residuos de
reagente nas tampas e, como consequéncia, comprometer o desempenho
do produto.

* N&o exceda a sequéncia descongelar-congelar e as duragbes de
manuseamento, conforme especificado nestas Instrugdes de Utilizagao.

* Nao utilize componentes de produtos para além da data de validade indicada

na etiqueta do componente.

* O manuseamento incorreto dos componentes do produto e das amostras pode
provocar contaminagéo, causando resultados de exame de IVD incorretos.

o Nao troque as tampas de frascos ou garrafas, para evitar o risco de
contaminagao cruzada.

o Para minimizar o risco de contaminagéo por transferéncia, armazene o
material positivo e/ou potencialmente positivo separado dos componentes
do kit.

o Utilize areas de trabalho separadas para a preparagdo de amostras/
preparacéo da reacéo e as atividades de amplificacao/detecao.

13
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o Use sempre luvas descartaveis.

o Nao abra as placas PCR ou os tubos pods-amplificacdo, para evitar a

contaminagao com amplicdes.

O armazenamento de eluatos em condigdes incorretas pode provocar a
degradacao das sequéncias alvo do WNV.

N&o exceda o tempo de armazenamento da Mistura PCR. Tal pode
comprometer o desempenho do produto.

As amostras devem ser sempre tratadas como sendo infeciosas e com risco
bioldgico, em conformidade com os procedimentos laboratoriais de seguranca.
No caso de derrames de material da amostra, utilize imediatamente um
desinfetante apropriado. Manuseie os materiais contaminados como se se
tratassem de materiais com risco bioldgico.

Elimine os residuos perigosos e biologicos apenas em conformidade com os
regulamentos nacionais e locais para evitar a contaminagdo ambiental.

A semelhanca de qualquer outro teste de diagnéstico, os resultados devem ser
interpretados tendo em consideragao todos os dados clinicos e laboratoriais.

A existéncia potencial de mutagbes nas regibes-alvo do genoma do WNV
abrangidas pelos primers e/ou sondas utilizados no kit podera resultar na
incapacidade de deteg&o da presenca do agente patogénico.

Se o seu sistema de preparagdo de amostras utilizar tampdes de lavagem
contendo etanol, certifique-se de que elimina quaisquer vestigios de etanol
antes da eluigdo do acido nucleico. O Etanol € um forte inibidor de PCR em
tempo real.

A utilizacdo de ARN transportador é crucial para a eficiéncia da extragao e

estabilidade do acido nucleico.

Este ensaio ndo pode ser utilizado diretamente na amostra. Devem ser
realizados métodos apropriados de extragdo de acido nucleico antes da
utilizacdo deste ensaio.
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8. Procedimento

CUIDADO

O manuseamento incorreto dos componentes do produto e das
amostras pode provocar contaminagado, causando resultados de
exame de IVD incorretos.

- Nao troque as tampas de frascos ou garrafas, para evitar o risco
de contaminagéao cruzada.

- Para minimizar o risco de contaminacdo por transferéncia,
armazene o material positivo e/ou potencialmente positivo
A separado dos componentes do kit.

- Utilize dreas de trabalho separadas para a preparagao de
amostras/preparagdo da reagcdo e as atividades de amplificagao/
detecdao.

- Use sempre luvas descartaveis.

- Ndo abra as placas PCR ou os tubos poés-amplificagao, para evitar
a contaminagdo com amplicées.

8.1 Preparagao de Amostras

O ARN extraido é o material inicial para o kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0.

O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 foi validado com plasma EDTA humano
utilizando o AltoStar® Automation System AM16 (sistema de automagdo) em
combinagdo com o kit AltoStar® Purification Kit 1.5.

Poderao ser também apropriados sistemas e kits alternativos de extragdo de acido
nucleico (consulte abaixo). A adequagao do procedimento de extracéo de acido nucleico
para utilizagao com o kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 deve ser validada pelo utilizador.

15
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*  QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN)
*  QIAsymphony® (QIAGEN)

*  NucliSENS® easyMag® (bioMérieux)

*  MagNA Pure 96 System (Roche)

* m2000sp (Abbott)

*  Maxwell® 16 IVD Instrument (Promega)

*  VERSANT® kPCR Molecular System SP (Siemens Healthcare)

Caso se utilize um procedimento de preparagao de amostras baseado numa coluna
de centrifugacéo incluindo tampdes de lavagem contendo etanol, recomenda-se
vivamente a realizagdo de um passo de centrifuga¢ao adicional durante 10 minutos
a aproximadamente 17000 x g (~ 13000 rpm), utilizando um novo tubo de recolha,
antes da eluigéo do acido nucleico.

Apds a conclusdo do procedimento de extragdo, os eluatos na placa de eluato
nédo selada mantém-se estaveis a temperatura ambiente (max. 30 °C) durante 6
horas. Os eluatos numa placa de eluato selada podem ser armazenados a uma
temperatura entre 2 °C e 8 °C até 24 horas antes do inicio de uma preparagao da
reagédo PCR.

CUIDADO
f Né&o utilize outros tipos de amostras! A utilizagao de outros tipos

de amostras pode comprometer o desempenho do produto.

ATENCAO

Se o seu sistema de preparacdo de amostras utilizar tampées de
lavagem contendo etanol, certifique-se de que elimina quaisquer

A vestigios de etanol antes da eluigao do dcido nucleico. O Etanol é

um forte inibidor de PCR em tempo real.

ATENGAO

c A utilizagdo de ARN transportador é crucial para a eficiéncia da
extracdo e estabilidade do dcido nucleico.

16
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CUIDADO

As amostras devem ser sempre tratadas como sendo infeciosas
e com risco biolégico, em conformidade com os procedimentos
laboratoriais de seguranca. No caso de derrames de material
da amostra, utilize imediatamente um desinfetante apropriado.
Manuseie os materiais contaminados como se se tratassem de

>

materiais com risco biolégico.

CUIDADO

A presenca de inibidores de PCR (por ex., heparina) podera causar
resultados invalidos ou falsos negativos.

>

CUIDADO

Este ensaio nao pode ser utilizado diretamente na amostra. Devem

ser realizados métodos apropriados de extragao de dcido nucleico

>

antes da utilizagdo deste ensaio.

CUIDADO

Elimine os residuos perigosos e biolégicos apenas em
conformidade com os regulamentos nacionais e locais para evitar

>

a contaminagao ambiental.

CUIDADO

O armazenamento de eluatos em condigées incorretas pode
provocar a degradacédo das sequéncias alvo do WNV.

>

Para obter informacdes adicionais e assisténcia técnica relativamente ao pré-
tratamento e preparagéo de amostras, contacte o nosso Apoio Técnico (consulte o
14. Apoio Técnico).

8.2 Preparacao da Master Mix

Todos os reagentes e amostras devem ser completamente descongelados,
misturados (através de pipetagem ou por agitacao ligeira em vortex) e centrifugados
brevemente antes da utilizagéo.

17
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O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 contém um Controlo Interno (Internal Control,
IC) heterdlogo, que pode ser utilizado como um controlo de inibicdo de RT-PCR
ou para controlar o procedimento de preparacdo de amostras (extracéo de acido
nucleico) e como um RT-PCR controlo de inibig&o.

» Se o IC for utilizado como um controlo de inibigdo de RT-PCR, mas nao como
um controlo para o procedimento de preparagédo de amostras, prepare o
Master Mix de acordo com o seguinte esquema de pipetagem:

Numero de Reagbes (rxns) 1 12
Master A 5l 60 pl
Master B 15 pl 180 pl
Internal Control

1l 12 pl
(Controlo Interno)
Volume do Master Mix 21 pl 252 pl

» Se o IC for utilizado para o procedimento de preparagéo de amostras e como
um controlo de inibicdo de RT-PCR, adicione o IC durante o procedimento de
extragdo de acido nucleico.

» Independentemente do método/sistema usado para a extracdo de acido
nucleico, o IC néo deve ser adicionado diretamente ao espécime. O IC deve
ser sempre acrescentado a mistura de espécime/Lysis Buffer (tampao de
lise). O volume do IC que deve ser adicionado depende sempre e apenas do
volume da eluigdo. Este representa 10% do volume de eluigdo. Por exemplo,
se 0 acido nucleico vai ser eluido em 60 pl de Elution Buffer (tampéao de
eluicdo) ou agua, deve ser adicionado 6 pl de IC por amostra a mistura de
espécime/Lysis Buffer (tamp&o de lise).

18
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» Se o IC for adicionado durante o procedimento de preparagdo de amostras,
prepare o Master Mix de acordo com o seguinte esquema de pipetagem:

Numero de Reagées (rxns)

Master A 5pl 60 pl
Master B 15 ul 180 pl
Volume do Master Mix 20 pl 240 pl

CUIDADO

A falta de centrifugacdo dos componentes do produto apdés o
descongelamento pode provocaracontaminagao dos componentes

A com os residuos de reagente nas tampas e, como consequéncia,

comprometer o desempenho do produto.

NOTA

P Se o IC (Internal Control - Controlo Interno) for adicionado durante

1 o procedimento de preparacdo de amostras, pelo menos o controlo
negativo tera de incluir o IC.

NOTA

i Independentemente do método/sistema utilizado para a extragdao

de dcido nucleico, nunca adicione IC diretamente ao espécime.

8.3 Preparacgao da Reagao

» Pipete 20 yl da Master Mix para cada pogo necessario de uma placa de
reagao otica com 96 pogos adequada ou um tubo de reagéo 6tico adequado.

» Adicione 10 pl da amostra (eluato da extragcéo de &cido nucleico) ou 10 pl dos
controlos (Controlo Positivo ou Negativo).

19
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Preparagao da Reagao

Master Mix 20 pl
Controlo da Amostra 10 pl
Volume Total 30 ul

» Certifique-se de que é utilizado pelo menos um Controlo Positivo e um
Controlo Negativo por processamento.

» Misture cuidadosamente as amostras e os controlos com a Master Mix através
de pipetagem para cima e para baixo.

» Feche a placa de reagdo com 96 pogos com as tampas adequadas ou uma
pelicula adesiva o6tica e os tubos de reagao adequados.

» Centrifugue a placa de reagdo com 96 pog¢os numa centrifuga com rotor para

placas de microtitulagéo durante 30 segundos a aproximadamente 1000 x g
(~ 3000 rpm).

Apds a conclusdo da Preparacdo da Reagdo PCR, a Mistura PCR ¢é estavel a
temperatura ambiente (max. 30 °C) durante 30 minutos.

CUIDADO

Né&o exceda o tempo de armazenamento da Mistura PCR. Tal pode
comprometer o desempenho do produto.
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9. Programacao dos instrumentos de PCR em tempo real
Para obter informagbes relativas a configuragdo e programacao dos diferentes
instrumentos de PCR em tempo real, consulte o manual do utilizador do respetivo

instrumento.

Para obter instrugées detalhadas relativamente a utilizagdo do RealStar® WNV
RT-PCR Kit 2.0 em instrumentos de PCR em tempo real especificos, contacte o
nosso Apoio Técnico (consulte o capitulo 14. Apoio Técnico).

9.1 Definigoes

» Configure as seguintes definigdes:

Definigoes
Volume de Reacao 30 pl
Taxa de rampa Predefinicao
Referéncia Passiva ROX™

9.2 Detetores de fluorescéncia (corantes)
» Defina os detetores de fluorescéncia (corantes):

Nome do
Detetor

Reporter Quencher

ARN especifico do WNV WNV FAM™ (Nenhum)

Internal Control

IC JOE™ (Nenhum)
(Controlo Interno)
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9.3 Perfil de Temperatura e Aquisi¢cao de Corante

» Defina o perfil de temperatura e a aquisigdo de corante:

Repeticoes . . Temperatura
A
do Ciclo | ~auisieae [°Cl

Transcriptase .
Suspenséao
Reversa

Desnaturagdo  Suspenséo

10. Analise de Dados

Tempo
[min: seg]

Para obter informacgdes basicas relativas a analise de dados em instrumentos de

PCR em tempo real, consulte 0 manual do utilizador do respetivo instrumento.

Para obter instrugbes detalhadas relativamente & analise dos dados gerados com
o kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 em diferentes instrumentos de PCR em tempo
real, contacte o nosso Apoio Técnico (consulte o capitulo 14. Apoio Técnico).
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10.1 Validade dos Processamentos do Teste de Diagnéstico

10.1.1 Processamento de teste de diagnéstico valido

Um processamento de teste de diagndstico é considerado valido se as seguintes
condicdes de controlo forem cumpridas:

Canal de Detegao

ID do Controlo

Controlo Positivo + +/-

Controlo Negativo = +

* A presenca ou auséncia de um sinal no canal JOE™ nao é relevante para a validade da
analise processada.

10.1.2 Processamento de teste de diagnéstico invalido

Um processamento de teste de diagndstico é considerado invalido, (i) se o
processamento nao tiver sido concluido ou (ii) se qualquer uma das condigdes de
controlo para um processamento de teste de diagnéstico valido n&o for cumprida.

No caso de um processamento de teste de diagnostico invalido, repita o teste

utilizando os acidos nucleicos purificados restantes ou comece novamente a partir
das amostras originais.

10.2 Interpretagdo dos Resultados

CUIDADO

A semelhanca de qualquer outro teste de diagnéstico, os resultados
A devem ser interpretados tendo em consideragcdo todos os dados
clinicos e laboratoriais.
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10.2.1 Analise Qualitativa

Canal de Detegao

Interpretacao de Resultados

+ + Foi detetado ARN especifico do WNV.

Nao foi detetado ARN especifico de WNV. A amostra
- + nao contém quantidades detetaveis de ARN especifico
de WNV.

Inibicdo da RT-PCR ou falha do reagente. Repita o teste
- - a partir da amostra original ou recolha e teste uma nova

amostra.

* N&ao é necessaria a detegéo do Controlo Interno no canal de detegdo JOE™ para resultados
positivos no canal de detegdo FAM™. Uma carga elevada de ARN de WNV na amostra
pode causar a redugéo ou auséncia do sinal de Controlo Interno.

11. Avaliacdao do Desempenho

A avaliagdo do desempenho analitico do kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 foi
efetuada utilizando o Virus do Nilo Ocidental (estirpe NY2001-6263) fornecido pela
ZeptoMetrix®.

11.1 Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica do kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 define-se como a
concentragao (copias/ml) de moléculas de ARN especifico do WNV que podem
ser detetadas com uma taxa de positividade de 95%. A sensibilidade analitica foi
determinada por analise de séries de diluicdes do WNV em plasma EDTA humano.
O material do Virus do Nilo Ocidental (estirpe NY2001-6263) foi fornecido pela
ZeptoMetrix®.
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Cada diluigao foi testada em 8 réplicas em 3 dias diferentes (total n = 24 por diluigéo)
utilizando combinagdes de 3 lotes de kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0, 3 lotes de
kit AltoStar® Purification Kit 1.5 e 3 lotes de AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo
interno). Foram efetuados processamentos utilizando 3 instrumentos diferentes de
AltoStar® Automation System AM16 (sistema de automagao) e CFX96™ Deep Well
Real-Time PCR Detection System (sistema de detegdo).

Os dados de todos os processamentos foram combinados e foi realizada uma
analise probit para determinar o valor do LDD de 95 %.

Tabela 1: Resultados RT-PCR utilizados para calcular a sensibilidade analitica no que
respeita a detecdo de ARN especifico de WNV

Conc. de Entrada Numero de Numero de PoTe.ai:::i:: de

[copias/ml] Réplicas Positivos [%]
3,16E+03 24 24 100
1,00E+03 24 24 100
3,16E+02 24 24 100
1,00E+02 24 19 79
3,16E+01 24 9 38
1,00E+01 24 7 29
3,16E+00 24 1 4
1,00E+00 24 0 0

A sensibilidade analitica do kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 foi determinada por
analise probit:

» Para a detegdo de ARN especifico do WNV, a sensibilidade analitica é de
258 copias/ml [intervalo de confianga (IC) de 95 %: 150 - 599 cépias/ml]
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11.2 Especificidade Analitica

A especificidade analitica do RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 é assegurada pela
selecdo cuidadosa dos oligonucledtidos (primers e sondas). Os oligonucledtidos
foram verificados por analise de comparagdo de sequéncias em relagdo a
sequéncias publicamente disponiveis para assegurar a detecdo de todos os
genotipos de WNYV relevantes.

A especificidade analitica do kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 no que respeita a
reatividade cruzada com outros agentes patogénicos que ndo o WNYV foi avaliada
através do teste de virus relacionados com o WNV, agentes patogénicos que
causam sintomas semelhantes a uma infegdo com WNV, e agentes patogénicos
provavelmente presentes em doentes que sofrem de infegdo por WNV.

O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 ndo reagiu com nenhum um dos seguintes
patogénicos:

* Virus da Dengue 1 * Virus da encefalite de Murray

»  Virus da Dengue 2 Valley

«  Virus da Dengue 3 * Neisseria meningitidis

«  Virus da Dengue 4 * Virus da encefalite de St. Louis

«  Virus da Hepatite A « Streptococcus pneumoniae

«  Virus da Hepatite C * Virus da encefalite da carraca
(FSME)

* Virus da Hepatite E

*  Virus Herpes Simplex 1 » Virus Usutu

* Virus da febre-amarela

e Virus Zika

* Virus Herpes Simplex 2
* Virus da imunodeficiéncia humana 1

» Virus da encefalite japonesa
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O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 é capaz de detetar o WNV a partir de linhagens
1e2:

* Linhagem 1 (NY99)
* Linhagem 2 (Heja, B-956 Uganda, 1986)

CUIDADO

Se a amostra apresentar outros agentes patogénicos diferentes
A do WNV, podera haver concorréncia com a amplificagao alvo ou
| reatividades cruzadas.

11.3 Precisao

A precisdo do kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 foi determinada com base na
variabilidade intraensaio (variabilidade dentro de uma experiéncia), variabilidade
interensaio (variabilidade entre experiéncias diferentes) e na variabilidade entre
lotes (variabilidade entre diferentes lotes de produgdo). A variabilidade total foi
calculada combinando as 3 analises.

Os dados de variabilidade s&o expressos em termos do coeficiente de variagdo
com base nos valores do ciclo limiar (C)). Foram analisadas pelo menos 4 réplicas
por amostra quanto a variabilidade intraensaio, variabilidade interensaio e entre
lotes.

Tabela 2: Dados de preciséo (CV % [valores C]) para amostras de plasma EDTA muito
positivas de WNV

Amostra muito positiva de WNV [CV %
baseada nos valores C|]

0,32 -0,95
0,02 - 0,40
1,38
1,21
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Todas as amostras testadas a 3x LDD (amostras pouco positivas) foram detetadas
como positivas para o WNV.

Tabela 3: Dados de precis&o (CV % [valores C]) para o Internal Control (Controlo Interno)
nas amostras de plasma EDTA negativo de WNV

12.

28

Internal Control (controlo interno)

0,18 - 0,67
0,04 - 0,32
0,61

1,52

Limitacoes

A rigorosa conformidade com as Instru¢des de Utilizagdo & necessaria para
resultados otimizados.

A utilizagéo deste produto esta limitada a pessoal especialmente instruido
e formado em técnicas de PCR em tempo real e em procedimentos de
diagndstico in vitro.

A boa pratica laboratorial é essencial para que este ensaio tenha um
desempenho adequado. Deve-se ter um cuidado extremo para preservar
a pureza dos componentes do kit e as configuragdes da reagédo. Todos os
reagentes devem ser vigiados de perto para evitarimpurezas e contaminagéo.
Qualquer reagente duvidoso deve ser rejeitado.

Sao necessarios procedimentos de recolha, transporte, armazenamento e

processamento de amostras adequados para o desempenho ideal deste
teste.
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13. Controlo de Qualidade

De acordo com o Sistema de Gestéo da Qualidade altona Diagnostics GmbH EN
ISO 13485 certificado, cada lote de kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 é testado
face a especificagbes predeterminadas de modo a garantir uma qualidade do
produto consistente.

14. Apoio Técnico
Para apoio ao cliente, contacte o nosso Apoio Técnico através do

e-mail: support@altona-diagnostics.com

telefone: +49-(0)40-5480676-0
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16. Marcas Comerciais e Isengoes de Responsabilidade

AltoStar®, RealStar® (altona Diagnostics); ABI Prism® (Applied Biosystems); CFX96 ™
(Bio-Rad); FAM™  JOE™ (Life Technologies); LightCycler® (Roche); Maxwell®
(Promega); Mx 3005P™ (Stratagene); NucliSENS®, easyMag® (bioMérieux);
Rotor-Gene®, QlAamp®, QlAsymphony® (QIAGEN); VERSANT® (Siemens
Healthcare); ZeptoMetrix®.

Os nomes registados, marcas comerciais, etc. utilizados neste documento, mesmo
onde nao estao especificamente marcados como tal, ndo devem ser considerados

como estando desprotegidos pela legislagao.

O kit RealStar® WNV RT-PCR Kit 2.0 € um kit de diagnéstico com a marcagao CE
de acordo com a Diretiva Europeia 98/79/CE relativa ao diagndstico in vitro.

Produto nao licenciado junto da Health Canada e ndo autorizado ou aprovado pela
FDA.

Nao disponivel em todos os paises.

© 2020 altona Diagnostics GmbH; todos os direitos reservados.
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17. Explicagao de Simbolos

i Explicagao

1VD Dispositivo médico de diagnostico in vitro

&
3
<3
o
o

LOT Cédigo do lote

(]

Srbew-<2JEEHEHEE

A

Y

Cor cap

Numero de catélogo

Conteudo

Numero

Componente

Numero de identificacdo de comércio internacional
Consulte as instrugdes de utilizagdo

Contém o suficiente para “n” testes/reagdes (rxns)
Limite de temperatura

Data de validade

Fabricante

Atencgéo

Nota

Versao
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Notas:
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Notas:
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Notas:
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