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Utilizagcdo prevista

O artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit é um teste de realtime RT-PCR destinado a dete¢do
qualitativa de dcido nucleico de SARS-CoV-2 em esfregagos nasofaringeos (Nasopharyngeal
Swab, NPS), esfregacos nasais e esfregacos orofaringeos de individuos com sinais e sintomas
de infecdo ou de individuos sem sintomas ou outros motivos para se suspeitar de infecdo por
COVID-19. Para espécimes de saliva pura, o teste é destinado a individuos com sinais e

sinfomas de infecdo ou suspeitos de COVID-19.

Destina-se a ser utilizado como auxiliar no diagnéstico da COVID-19 durante a fase aguda
da infecdo, em combinagdo com observacdes clinicas, o historial do paciente e informagdes

epidemiolégicas.

O artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit destina-se a ser utilizado num ambiente de laboratério
de biologia molecular por profissionais, como pessoal de laboratério clinico qualificado com

formagdo especifica em técnicas de realtime RT-PCR e em procedimentos de diagnéstico in vitro.

Resultados negativos ndo excluem a presenca de infecdo por SARS-CoV-2 e ndo devem ser

utilizados como a Unica base para decisdes de tratamento de pacientes.

O artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit destina-se a ser utilizado com o Rotor-Gene Q MDx
System, ABI 7500 Fast Dx, QuantStudio 5 Dx, cobas z 480 ou CFX96 Dx como sistemas de
real-time PCR.
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Descricdo e principio
Informagdes sobre agentes patogénicos

Os coronavirus, um género da familia Coronaviridae, sdo grandes virus de ARN de cadeia
positiva envelopados que causam doengas altamente virulentas em humanos e animais
domésticos (1). Consta que os coronavirus séo responsdveis por um terco das infecdes por
constipagdo comum em humanos e representam também uma causa bem conhecida de

infegdes respiratérias nosocomiais do trato respiratério superior em bebés prematuros (2).

Um novo membro da familia dos coronavirus foi responsavel por um surto de doenca
respiratéria na cidade de Wuhan, na China (1, 3). Inicialmente denominado de novo
coronavirus (2019-nCoV), o SARS-CoV-2 difere do SARS-CoV (1, 3), que foi responsavel pelo
surto de 2003, e do MERS-CoV, que circula no Médio Oriente desde 2012. O SARS-CoV-2
é o agente causador da COVID-19. O ARN do SARS-CoV-2 é detetdvel em vdrios espécimes
do trato respiratério superior (esfregacos nasais, orofaringeos e nasofaringeos) e em

espécimes de saliva pura durante as fases precoces e agudas da infegdo (3).

Em conjunto com o historial do paciente e a epidemiologia do SARS-CoV-2, os ensaios de
realtime RT-PCR tornaram-se a norma para o diagnéstico de SARS-CoV-2. O Centro Europeu
de Prevencdo e Controlo das Doengas (European Centre for Disease Prevention and Control,
ECDC) propds combinar ensaios baseados em realtime RT-PCR com imunoensaios para
monitorizar o estado da infe¢do e avaliar a eficécia das medidas restritivas adotadas para

controlar o surfo (4, 5).

O artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit foi concebido para abranger dois alvos (N1 e N2)
do gene N detetados com o mesmo canal de fluorescéncia. Os dois alvos ndo sdo
diferenciados e a amplificagdo de um ou de ambos os alvos produz um sinal de fluorescéncia.
Resultados positivos sdo indicativos da presenca do SARS-CoV-2, mas ndo excluem coinfecdo
por outros agentes patogénicos. Por outro lado, resultados negativos de realtime RT-PCR ndo

excluem uma possivel infecdo.
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Resumo e explicacdo

O artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit é um sistema pronto a utilizar com um simples passo de
preparacdo da amostra, seguido da detecdo de ARN do SARS-CoV-2 utilizando realHime RT-
PCR no sistema RGQ MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 ou QuantStudio 5 Dx

(Figura 1).

O SARS-CoV-2 UM Amp Buffer contém reagentes e enzimas para a amplificacdo especifica de
uma regido de 72 pares de base (pb) e 67 pb do genoma do ARN do SARS-CoV-2 e para a
sua detecdo direta no canal de fluorescéncia "Green" dos instrumentos RGQ MDx e no canal
de fluorescéncia "FAM" do ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 ou QuantStudio 5 Dx.

A mistura de primers e sondas do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit também contém os
oligonucleotideos necessdrios para amplificacdo da RNase P. Quando detetadas no canal
de fluorescéncia "Yellow" do instrumento RGQ MDx, no VIC/HEX do ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 ou QuantStudio 5 Dx, estas amplificagdes garantem a colheita de
uma quantidade suficiente de amostra biolégica. Este controlo é fundamental para assegurar
a presenca de amostras biolégicas em amostras negativas para a SARS-CoV-2. Uma
amplificagdo deve ser sempre defetdvel; caso contrdrio, coloca em causa a qualidade da

amostra.

O artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit também contém um terceiro sistema de amplificagdo
heterélogo para identificar uma possivel inibicdo da realtime RT-PCR. Tal é detetado como um
controlo interno (Internal Control, IC) de ARN no canal de fluorescéncia "Red" dos instrumentos
RGQ MDx ou no Cy5/ATTO647N do ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 ou
QuantStudio 5 Dx. Uma vez que o IC estd incluido no SARS-CoV-2 Amp Primers Mix, a sua
amplificacdo deve ser constante, a menos que exista um inibidor da realtime RT-PCR na

amostra ou na reagdo de PCR que atrase ou impeca a amplificagdo.

Os controlos externos positivos e negativos (SARS-CoV-2 Positive Control e dgua isenta de nuclease
utilizados como controlo sem modelo [No Template Control, NTC], respetivamente) sdo fornecidos

no arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit para comprovar o desempenho do passo de PCR.
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Recomenda-se vivamente a utilizagdo de um controlo negativo de extracdo (SARS-CoV-2

UM Prep Buffer utilizado como controlo negativo de extragcdo [No Extraction Control, NEC])

para verificar a auséncia de inibidores da real-time RT-PCR no tampdo de preparagdo.

No seu conjunto, a eficiéncia da transcrigdo reversa e os passos de PCR sdo monitorizados

por estes controlos.

Aliquotagem de Aquecimento 70 °C, Arrefecimento
= 50-200 pl de 10 minutos no bloco 4°C,

5 Amostra amostra o= de aquecimento == 5 minutos —
i (NPS)/(OPS)/(NS) x G p W » W

Preparagdo de

amostra(s) | 1. Passo de liquefagdo: aquecer a amostra a 95 °C, 15 minutos
: 2. Passos de aliquotagem e de aquecimento R
' Aliquotqgem Aquecimento 95 °C, Manter & temperatura
: de 50 pl de 15 minutos no bloco ambiente durante
: Amosira amostra = de aquecimento == 5 minutos =
: (saliva) < éﬁ » fﬂ ’ @

Preparagdo da H
mistura d Adicionar corante ROX ao
SARS-CoV-2 UM Amp Buffer

SARS-CoV-2
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(apenas na } ROX »
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utilizagdo)
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Formar primers de

mistura de
reagdo

2. SARSCoV-2 UM = SARS-CoV-2 Amp

Formar mistura
de reagdo =

Amp Buffer + ROX

Preparagdo da E
H Primers + IC

SARS-CoV-2 SARS.CoV-2 amplificagdo + IC
Internal Control = Amp Primers
<

v

(continuacdo na pagina seguinte)
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(continuagdio da pdgina anterior)

Preparagdo
do ensaio

1. Tampdo de
preparagdo

Agua para NTC

SARS-CoV-2
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(|
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v
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(O

Preparagdo
do ensaio
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i
E Amostra (aquecida)

TV

Adicionar 8 pl de amostra

Preparagdo do ensaio
3. Mistura de reagdo

;
i Mistura de reagdo
1
1

Adicionar 15 pl de mistura de reagdo
(todos os pogos)

Preparagdo do

Adicionar 10 pl ao pogo de controlo

i 1
, i SARS-CoV-2 positivo = |

ensaio ] o » ;

4 Controlo ; Positive Control |
positivo :_ ____________________________________________________________________________________________ j

| RT-PCR artus SARS-CoV-2

' | Passos Ciclagem  Tempo Temperatura Instrumentos RT-PCR disponiveis:

1 — - 5 o Rotor-Gene® Q MDx i

1| Transcrigdo reversa - 10 min 50 °C ABI® 7500 Fost D '

RT-PCR | L ) o . ast Dx ]

E Ativagdo - 2 min 95 °C — « QuantStudio® 5 Dx 3

1| Desnaturagdo 5s 95 °C o cobas® z 480 !

i | Hibridizagdo/extenséo 30s 58 °C e CFX96™ Dx i

Figura 1. Fluxo de trabalho do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

N.° de catélogo 4511460 4511469
Nomero de reagdes 768 3072
Cor do tubo Cor da Identificacdo ID do tubo Volume (pl)  Volume (pl)
tampa
Transparente Preparation Buffer
Amarelo SARS-CoV-2 UM Prep Buffer ~ (Tampdo de 2 x 930 8 x 930
preparagéo)
Transparente  Azul SARS-CoV-2 UM Amp Buffer Mc.lsler Mlx. . 4x1440 16 x 1440
(Mistura principal)
Transparente  Roxo SARS-CoV-2 Amp Primers Prl[ners I e 4x1680 16x1680
(Primers e sondas)
Internal Control
Transparente  Verde SARS-CoV-2 Internal Control (Controlo interno) 1x 1390 4 x 1390
(ic)
Transparente  Vermelho SARS-CoV-2 Positive Control ~ Positive Conlr.o.l 1 %220 4 x 220
(Controlo positivo)
Transparente Water (Agua)
Transparente ZZOIE Fzrr:”NﬁC) (No Template 1 x 1900 4 x 1900
gua p Control, NTC)
Transparente ROX Reference Dye ROX Dye Ax210
B P (Corante de referéncia ROX) (Corante ROX) 1x210 x
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Componentes do kit

Reagentes

Em cada tubo, os volumes de reagente foram otimizados para 8 lotes de 96 amostras (para
o kit de 768 reacdes) ou 32 lotes de 96 reacdes (para o kit de 3072 reacdes), incluindo um
controlo positivo (Positive Control, PC), um controlo sem modelo (No Template Control, NTC)

e um controlo negativo de extracdo (No Extraction Control, NEC).

E possivel ensaiar um nimero menor ou maior de amostras, mas verificar-se-d uma
subutilizagdo  de  reagentes. E  recomendado  evitar  mdltiplos  ciclos  de
congelacdo/descongelagdo. E possivel proceder & aliquotagem dos reagentes para evitar

mdltiplos ciclos de congelacdo/descongelagdo.

Primers e sondas

Os primers e as sondas que visam as sequéncias de SARS-CoV-2 sdo baseados nos primers

e nas sondas concebidos pela agéncia Centers for Disease Control and Prevention (CDC).

Controlos e calibradores

O ensaio contém 5 controlos para monitorizar a eficiéncia da realtime RT-PCR.

Controlo interno (Internal Control, IC): o controlo interno € um ARN de transcrig¢do in vitro de
cadeia simples que verifica a presenca de contaminantes que podem inibir a transcricdo
reversa. O controlo interno também monitoriza a eficiéncia da transcricdo reversa no controlo
sem modelo (No Template Control, NTC) e no controlo negativo de extracdo (No Extraction
Control, NEC).

Controlo sem modelo (No Template Control, NTC): o controlo sem modelo é composto por
dgua isenta de nuclease. Este é adicionado & placa de PCR para verificar a introducdo de
contaminantes durante a preparacdo da placa de PCR, o que poderia originar uma

interpretacdo errénea dos alvos de SARS-CoV-2.
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Controlo positivo (Positive Control, PC): O controlo positivo é um ADN de cadeia dupla
amplificado com o SARS-CoV-2 Primers and Probes (mistura de primers e sondas). A sua

detecdo verifica a eficiéncia do reagente envolvido no passo de amplificacdo da PCR.

Controlo negativo de extracdo (No Extraction Control, NEC): o controlo negativo de extracdo
é composto pelo SARS-CoV-2 UM Prep Buffer. Este é processado em paralelo com as amostras
clinicas para verificar a introdugdo de contaminantes durante a preparagdo da amostra, o

que poderia originar uma interpretac@o errénea dos alvos de SARS-CoV-2.

Controlo de amostragem: O controlo de amostragem deteta o gene RNase P e é crucial para
garantir a presenca de amostras biolégicas em amostras negativas para a SARS-CoV-2. A
amplificagdo do controlo de amostragem deve ser sempre detetdvel; caso contrdrio, coloca

em causa a qualidade da amostra.

Plataformas e software

Antes de utilizar os instrumentos, certifique-se de que foram objeto de manutencdo e
calibragdo de acordo com as recomendagdes do fabricante. Este kit pode ser utilizado em
cinco fluxos de trabalho que exigem a utilizagdo dos seguintes instrumentos de realtime RT-
PCR e o seu respetivo software:

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM: Software Rotor-Gene Q, versdo 2.3.1 ou superior

e ABI 7500 Fast Dx: Software SDS, versdo 1.4.1 ou superior

® CFX96 Dx com CFX Manager Dx, versdo do software 3.1.3090.1022 ou superior

e cobas z 480 com LightCycler® 480 SW UDF versdo 2.0.0 ou superior

® QuantStudio 5 Dx com QuantStudio 5 Dx IVD, versdo do software 1.0.1 ou superior,

e QuantStudio 5 Dx TD, vers@o do software 1.0.1 ou superior

Instrugdes de utilizagdo do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit (manual)  09/2021 11



Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos
Consumiveis e equipamento

Consumiveis e equipamento habituais

e Centrifuga de bancada com rotor para tubos de reagdo de 2 ml
Pipetas (ajustaveis)

® Agitador de vértex

® Bloco de aquecimento

e Luvas de laboratério isentas de pé talco

e Pontas de pipeta esterilizadas isentas de nuclease com filtros

® Tubos de 1,5 ml ou 2 ml isentos de PCR

® Instrumento de centrifuga com placa de 96 pogos

Consumiveis e equipamento para cada plataforma

Instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

® Tubos de PCR de O,1 ml para utilizagdo com o Rotor-Gene Q MDx (Strip Tubes and Caps,
0.1 ml, n.° de cat. 981103).

® 72-Well Rotor (n.° de cat. 9018903) e Locking Ring 72-Well Rotor (n.° de cat. 2018904

Instrumento ABI 7500 Fast Dx
e 96-Well MicroAmp™ (Thermo Fisher Scientific, n.° de cat. N8010560)
® MicroAmp Optical Adhesive film (Thermo Fisher Scientific, n.° de cat. 4360954)

Instrumento CFX96 Dx
e Hard-Shell® 96-Well PCR Plate, perfil baixo, parede fina, contorno branco/transparente
(Bio-Rad Laboratories Inc., n.° de cat. HSP9601)

® Microseal “B” PCR Plate Sealing Film, adesiva, ética (Bio-Rad Laboratories Inc.,
n.° de cat. MSB1001).
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Instrumento cobas z 480
® LightCycler 480 Multiwell Plate, branca (Roche Group, n.° de cat. 04729692001).

e LightCycler 480 Sealing Foil (Roche Group, n.° de cat. 04729757001).
Instrumento QuantStudio 5 Dx

® MicroAmp EnduraPlate™ Optical 96-Well Clear Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific,
n.° de cat. A36924)

® MicroAmp Optical Adhesive film (Thermo Fisher Scientific, n.° de cat. 4360954)
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Avisos e precaucoes

Tenha em aftencdo que poderd ser necessdrio consultar os regulamentos locais para
comunicar incidentes graves, que possam ter ocorrido em relagdo ao dispositivo, ao

fabricante e & autoridade reguladora da drea de afetagdo do utilizador e/ou do paciente.
Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com substancias quimicas, utilize sempre uma bata de laboratério adequada,
luvas descartdveis e éculos de protegdo. Para obter mais informagdes, consulte as fichas de
dados de seguranca (Safety Data Sheet, SDS) adequadas. Estas estdo disponiveis online no
formato PDF prdtico e compacto em www.qiagen.com/safety, onde é possivel encontrar,
visualizar e imprimir a ficha de dados de seguranca (Safety Data Sheet, SDS) de cada kit

QIAGEN e respetivos componentes.

Utilize sempre equipamento de prote¢do individual adequado, incluindo, mas ndo se
limitando a, luvas descartdveis sem pé talco, bata de laboratério e éculos de protecdo. Proteja
a pele, os olhos e as membranas mucosas. Troque frequentemente de luvas quando manusear

amostras.

Todas as amostras devem ser tratadas como material potencialmente perigoso. Cumpra
sempre as precaugdes de seguranca descritas nas diretrizes relevantes, tal como a diretriz
Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
Guideline (M29) do Clinical and Laboratory Standards Institute® (CLSI) ou outros documentos

apropriados.

Os espécimes e as amostras sdo potencialmente infeciosos. Elimine as amostras e os residuos

dos ensaios de acordo com os procedimentos de seguranca locais.
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Precaucoes

® Observe os procedimentos laboratoriais normais para manter a édrea de trabalho limpa
e descontaminada. Reserve uma drea com equipamento especifico para manipular
ARN.

® Siga as boas prdticas de laboratério para minimizar o risco de contaminagdo cruzada.

® Tenha atencdo para evitar a contaminagdo com RNase durante a experiéncia e utilize

material de pléstico isento de RNase.

e Certifique-se de manter uma boa rastreabilidade através de registos, em especial no que

diz respeito & identificagdo de amostras.
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Armazenamento e manuseamento de reagentes

Devem ser observados os prazos de validade e as condicdes de armazenamento impressos
na caixa e nos rétulos de todos os componentes. Nao utilize componentes que estejam fora

do prazo de validade ou que tenham sido armazenados de forma incorreta.

O artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit pode ser conservado a uma temperatura entre —30 °C

e —15 °C durante seis meses ou até ao fim do prazo de validade.

Transporte, armazenamento e manuseamento de
espécimes

O artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit destinase a ser utilizado com esfregagos
nasofaringeos, nasais e orofaringeos e espécimes de saliva pura. Todas as amostras devem
ser tratadas como material potencialmente perigoso. As agéncias Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) e Public Health England forneceram orientagdes para colheita de
amostras, manuseamento e testagem de espécimes clinicos. Para obter mais informagdes,
consulte estas orientagdes ou outros protocolos de laboratérios de referéncia nacionais

relevantes.

Colheita, transporte e armazenamento de esfregagos nasofaringeos, nasais e
orofaringeos

Para a colheita, o armazenamento e o transporte de esfregagos, consulte as recomendagdes
do fabricante. Os esfregacos devem ser totalmente submersos em meios de transporte de
modo a preservar a integridade das amostras. As amostras de esfregago nasofaringeo

permanecem estdveis e podem ser armazenadas a:

® 4°C(2a8°C)até 72 horas

e -70 °C durante 2 semanas
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As amostras de esfregaco nasofaringeo permanecem estdveis ao longo de 3 ciclos de

congelagdo/descongelagéo.

Colheita, transporte e armazenamento de amostras de saliva pura

As amostras de saliva pura devem ser colhidas em recipientes esterilizados sem quaisquer

conservantes, tampdes ou outros aditivos.
Instrugdes para a colheita de saliva pura:

e Evitar tossir antes da colheita de saliva pura.

® NG&o comer, beber, fumar, mastigar pastilha eldstica ou escovar os dentes 30 minutos

antes da colheita da amostra de saliva pura.
® Nado devem ser realizados tratamentos ou exames dentdrios 24 horas antes da colheita

de saliva pura.

As amostras de saliva pura permanecem estdveis e podem ser armazenadas a:

e Temperatura ambiente (18-26 °C) até 72 horas
4°C (2 a 8 °C) até 72 horas

e Um armazenamento combinado & temperatura ambiente, depois a 4 °C e, em seguida,
a-20°C (-30 a-15 °C) até 12 dias
-20°C (30 a-15 °C) até 1 més

As amostras de saliva pura permanecem estdveis ao longo de 3ciclos de

congelacdo/descongelacdo.

Se as condicdes de armazenamento da amostra ndo seguirem estas indicagdes, deve validar

as suas préprias condicdes de armazenamento.
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Protocolo: Preparacdo de amostras e detecdo de
SARS-CoV-2 no RGQ MDx 5plex HRM

Este protocolo descreve a preparacdo da amostra e da realtime RT-PCR para a detegdo dos

alvos de SARS-CoV-2 em esfregacos nasais, nasofaringeos ou orofaringeos humanos

armazenados em meios de transporte e em amostras de saliva pura no instrumento de real-
time RT-PCR RGQ MDx 5plex HRM associado & versdo do software Rotor-Gene Q 2.3.1.49

(ou superior).

Pontos importantes antes de iniciar

Certifique-se de que os prazos de validade e as condigdes de armazenamento impressos
na caixa e nos rétulos de todos os componentes em questdo sdo respeitados. N&o utilize
componentes que estejam fora do prazo de validade ou que tenham sido armazenados

de forma incorreta.
Utilize equipamento sujeito a manutengéo e calibragdo adequadas.

Tenha atencdo para evitar a contaminagdo com RNases durante a experiéncia e utilize

material pldstico isento de nuclease.

Passos a seguir antes de iniciar o procedimento

As amostras do trato respiratério podem ser conservadas & temperatura ambiente
(15-25 °C) durante os passos de preparagdo e a preparagdo da reacdo, mas é

recomendado que sejam conservadas em gelo ou a 4 °C numa rack de arrefecimento.

As amostras de saliva podem ser conservadas em gelo ou a 4 °C numa rack de
arrefecimento, mas é recomendado que sejam conservadas & temperatura ambiente

(15-25 °C) durante os passos de preparagdo e a preparagdo da reagdo.

Antes da utilizacdo, permita que o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, o SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer, o SARS-CoV-2 Amp Primers, o SARS-CoV-2 IC, a dgua para NTC e o SARS-CoV-2
Positive Control descongelem completamente & temperatura ambiente. Mantenha os tubos

& temperatura ambiente e ao abrigo da luz até & sua utilizagdo.
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® Antes da utilizagdo, homogeneize o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer e o SARS-CoV-2 UM
Amp Buffer invertendo-os 2-3 vezes (ndo agite em vértex) e, em seguida, aplicando
uma breve rotagdo. Todos os restantes reagentes individuais podem ser
homogeneizados através de agitacdo em vértex pulsado durante 3-5 segundos ou

invertendo-os 2-3 vezes e, em seguida, aplicando uma breve rotagdo.

® O SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inibe as RNases presentes nas amostras clinicas para o
passo de detecdo, mas ndo é uma solucdo de inativagdo de virus. Todas as amostras

devem ser tratadas como material potencialmente perigoso.

e Verifique se as condicdes de ciclagem da plataforma de real-time RT-PCR sdo as

especificadas no presente protocolo.

® [ possivel proceder & aliquotagem dos reagentes para evitar mdltiplos ciclos de

congelacdo/descongelagdo.
® Prepare a mistura de reag@o no momento (<2 h antes da execugdo da placa de RT-PCR).

® Para minimizar a contaminagdo, é necessdrio que as preparacdes de amostras e da

RT-PCR sejam realizadas em zonas distintas.

Procedimento

Preparacdo da amostra: Para espécimes do trato respiratério (esfregagos nasais,
orofaringeos e nasofaringeos), siga o passo 1. Para amostras de saliva, avance para o

passo 2.

1. Para amostras do trato respiratério (esfregacos nasais, orofaringeos e nasofaringeos):
la. Agite vigorosamente o esfregaco que contém a amostra.
Tb. Proceda & aliquotagem de 50-200 pl de amostra em tubos de 1,5 ml isentos de
PCR.
lc. Execute o passo de aquecimento a 70 °C durante 10 minutos num bloco de
aquecimento. Arrefeca as amostras em gelo durante, pelo menos, 5 minutos e, em

seguida, mantenha as amostras em gelo a 4 °C.
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2. Amostras de saliva:

2a.

2b.

2c.
2d.

Liquefagdo (para facilitar a pipetagem): aquega a amostra de saliva a 95 °C
durante 15 minutos (volume, recipiente ou dispositivo de aquecimento ndo
especificados).

Homogeneize a amostra pipetando cuidadosamente para cima e para baixo
8-10 vezes.

Proceda & aliquotagem de 50 pl da amostra num tubo de 1,5 ml isento de PCR.
Execute o passo de aquecimento a 95 °C durante 15 minutos num bloco de
aquecimento e, em seguida, mantenha a amostra & temperatura ambiente durante

pelo menos 5 minutos até ao seu carregamento num poco ou tubo de PCR.

3. Na primeira utilizagdo, complemente o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer com o ROX

Reference Dye.

3a.
3b.

3c.

Adicione 32,8 pl de corante ROX a um tubo de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
Feche a tampa do tubo que contém o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer e o corante
ROX e inverta o tubo 3 vezes.

Centrifugue o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer contendo corante ROX até que a

solucdo se deposite no fundo do tubo.

4. Para uma placa RGQ MDx completa (72 pogos), prepare uma mistura de aliquota de
SARS-CoV-2 Amp Primers com SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Transfira os volumes necessdrios de SARS-CoV-2 Amp Primers e SARS-CoV-2
Internal Control de acordo com a Tabela 1 para um novo tubo de 1,5 ml isento de
PCR.
4b. Feche a tampa e inverta o tubo 3 vezes ou agite o tubo em vértex pulsado durante
3 a 5 segundos.
4c.  Centrifugue o SARS-CoV-2 Amp Primers contendo IC até que a solugdo se deposite
no fundo do tubo.
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Tabela 1. Preparacéo da mistura SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

NUmero de reagoes

IC total

Volume (pl)
- - 72 reagoes
Reagentes Concentrago  Concentragdo | reacéio (+20% de volume
de stock final .
adicional*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 626,4
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/ypl 10 cp/pl 1,5 129,6
Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + 8,75 756

* Nota: Ajuste os volumes de SARS-CoV-2 Amp Primers e SARS-CoV-2 Internal Control de acordo com o nimero de
amostras a testar. Pondere a utilizagdo de volume adicional para compensar o volume morto.

5. Prepare uma mistura de reagdo de acordo com a Tabela 2 e misture bem invertendo o

tubo 3 vezes.

Tabela 2. Preparagéo da mistura de reacdo

Mistura de reagdo de RT-PCR

NoUmero de reagoes

Volume (pl)
C tracé C tracd 72 reagées
Reagentes onceniracao onceniragdo reagdo (+20% de volume
de stock final ™
adicional*)
Mistura de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer + Ix Ix 6,25 540
ROX
Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC 2,9x 1x 8,75 756
Volume de reagdo total = 15,00 1296

* Nota: Ajuste os volumes de SARS-CoV-2 Amp Buffer e SARS-CoV-2 Amp Primers de acordo com o ndmero de
amostras a testar. Pondere a utilizagdo de volume adicional para compensar o volume morto.

6. Dispense 8 pl de &gua isenta de nuclease no tubo de PCR atribuido ao NEC.

7. Dispense 10 pl de dgua isenta de nuclease no tubo de PCR atribuido ao NTC.
8. Dispense 2 pl de SARS-CoV-2 UM Prep Buffer em cada tubo de PCR atribuido ao NEC e

nas amostras preparadas.

9. Adicione 8 pl da amostra preparada a um tubo de PCR contendo o SARS-CoV-2 UM

Prep Buffer. Misture pipetando para cima e para baixo 5 vezes.

Instrucdes de utilizacdo do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit (manual)

09/2021 21




10. Adicione 15 pl da mistura de reagdo preparada no Passo 5 aos tubos dedicados a
amostras e controlos (a Figura 2 é fornecida como exemplo). Misture pipetando para
cima e para baixo 5 vezes e, em seguida, feche as tampas dos tubos de PCR, &

excecdo do reservado como SARS-CoV-2 Positive Control.
Nota: Verifique se os tubos estdo bem fechados para evitar contaminagdo cruzada.

11. Dispense 10 pl de SARS-CoV-2 Positive Control no tubo de PCR apropriado. Misture

pipetando para cima e para baixo 5 vezes.

12. Configure o programa de RT-PCR do RGQ MDx 5plex HRM de acordo com as

especificacdes na Tabela 3.

Nota: A aquisicdo de dados deve ser efetuada durante o passo de

hibridizacdo/extensdo.

13. Cologue os tubos no ciclador de PCR em tempo real (a Figura 2 representa um exemplo

da disposigdo dos tubos) e inicie o programa de ciclagem conforme descrito na Tabela 3.

Nota: Tenha o cuidado de seguir a mesma posicdo e a mesma ordem dos tubos desde

a preparagdo do ensaio até aos passos do ciclador de PCR em tempo real.

Tabela 3. Programa SARS-CoV-2 Prep&Amp UM

Passos Tempo Temperatura (°C) Nomero de ciclos Aquisicdo
Transcrigdo reversa 10 min 50 1 Nao
Ativagdo inicial da PCR 2 min 05 1 Néo
por calor
Ciclagem de 2 passos
Desnaturacdo 5s 95 40 Nao
Hibridizagdo/extensdo 30s 58 Green, Yellow e Red
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- - 1: CP

s 2: NTC

» 3: NEC

)i * 4: Amostra 1
! ;' 5: Amostra 2
Yy . 6: Amostra 3
!. s 7

Figura 2. Exemplo da disposi¢éo dos tubos na plataforma RGQ MDx 5plex HRM

14.Clique em Gain Optimization (Otimizagdo do ganho) na caixa de didlogo "New Run
Wizard" (Assistente de novo ensaio) e abra a caixa de didlogo Auto-Gain Optimization

Setup (Configuragdo da otimizagdo do ganho automdtico).

15.Verifique se os canais de aquisicdo estdo definidos conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Configuracdo do RGQ MDx 5plex HRM

Nome Posicdo do tubo de CP  Leitura min. (Fl)  Leitura max. (Fl) Ganho min. Ganho méx.
Green 1* 5 Fl 10 Fl -10 10
Yellow 1* 5F 10 FI -10 10
Red 1* 5F 10 FI -10 10

* Nota: Isto tem de ser alterado de acordo com a posicéo do tubo de SARS-CoV-2 Positive Control.

16.Selecione Perform optimization before the first acquisition (Efetuar otimizagdo antes da
primeira aquisi¢cdo).

17.Inicie o ensaio.

18.Uma vez concluido o ensaio, analise os resultados (consulte a seccdo Resultados).
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Protocolo: Preparacdo de amostras e detecdo de
SARS-CoV-2 no ABI 7500 Fast Dx

Este protocolo destina-se & preparacdo e & detecdo de alvos de SARS-CoV-2 em esfregacos
nasais, nasofaringeos ou orofaringeos humanos armazenados em meios de transporte e em

amostras de saliva pura no instrumento de real4ime RT-PCR ABI 7500 Fast Dx.

Pontos importantes antes de iniciar

e Certifique-se de que os prazos de validade e as condigdes de armazenamento impressos
na caixa e nos rétulos de todos os componentes em questdo sdo respeitados. N&o utilize
componentes que estejam fora do prazo de validade ou que tenham sido armazenados
de forma incorreta.

e Utilize equipamento sujeito a manutengdo e calibragdo adequadas.

e Tenha atengdo para evitar a contaminagdo com RNases durante a experiéncia e utilize
material pldstico isento de nuclease.

® Ao utilizar o ABI 7500 Fast Dx e antes da primeira utilizagdo, é necessdrio adicionar
corante ROX ao tubo de mistura principal.

Passos a seguir antes de iniciar o procedimento

® As amostras do trato respiratério podem ser conservadas & temperatura ambiente
(15-25 °C) durante os passos de preparacdo e a preparacdo da reagdo, mas é
recomendado que sejam conservadas em gelo ou a 4 °C numa rack de arrefecimento.

® As amostras de saliva podem ser conservadas em gelo ou a 4 °C numa rack de
arrefecimento, mas é recomendado que sejam conservadas & tfemperatura ambiente
(15-25 °C) durante os passos de preparacdo e a preparacdo da reagéo.

e A utilizagdo do ABI 7500 Fast Dx requer corante ROX.

® Os dados devem ser adquiridos com a configuracdo de corante passivo ROX.
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® Antes da utilizagdo, permita que o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, o SARS-CoV-2
UM Amp Buffer, o SARS-CoV-2 Amp Primers, o SARS-CoV-2 IC, a dgua para NTC e o
SARS-CoV-2 Positive Control descongelem completamente & temperatura ambiente.

Mantenha os tubos & temperatura ambiente e ao abrigo da luz até & sua utilizagdo.

® Antes da utilizagdo, homogeneize o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer e o SARS-CoV-2
UM Amp Buffer invertendo-os 2-3 vezes (ndo agite em vértex) e, em seguida, aplicando
uma breve rotagdo. Todos os restantes reagentes individuais podem ser
homogeneizados através de agitacdo em vértex pulsado durante 3-5 segundos ou

invertendo-os 2-3 vezes e, em seguida, aplicando uma breve rotagdo.

® O SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inibe as RNases presentes nas amostras clinicas para o
passo de detecdo mas ndo é uma solucdo de inativagdo de virus. Todas as amostras

devem ser tratadas como material potencialmente perigoso.

e Verifique se as condicdes de ciclagem da plataforma de real-time RT-PCR sdo as

especificadas no presente protocolo.

® [ possivel proceder & aliquotagem dos reagentes para evitar mltiplos ciclos de

congelacdo/descongelagdo.
® Prepare a mistura de reagdo no momento (<2 h antes da execugdo da placa de RT-PCR).

e Para minimizar a contaminagdo, é necessdrio que as preparagdes de amostras e da

RT-PCR sejam realizadas em zonas distintas.

Procedimento

Preparacdo da amostra: Para amostras do trato respiratério (esfregacos nasais,
orofaringeos e nasofaringeos), siga o passo 1. Para amostras de saliva, avance para o

passo 2.
1. Para amostras do trato respiratério (esfregacos nasais, orofaringeos e nasofaringeos):

la. Agite vigorosamente o esfregaco que contém amostra.
1b. Proceda & aliquotagem de 50-200 pl de amostra em tubos de 1,5 ml isentos de
PCR.
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1d.

Execute o passo de aquecimento a 70 °C durante 10 minutos num bloco de
aguecimento.
Arrefeca as amostras em gelo durante, pelo menos, 5 minutos e, em seguida,

mantenha as amostras em gelo a 4 °C.

2. Amostras de saliva:
2a. Lliquefacdo (para facilitar a pipetagem): aqueca a amostra de saliva a 95 °C
durante 15 minutos (volume, recipiente ou dispositivo de aquecimento ndo
especificados).
2b. Homogeneize a amostra pipetando cuidadosamente para cima e para baixo
8-10 vezes
2¢c. Proceda & aliquotagem de 50 pl da amostra num tubo de 1,5 ml isento de PCR.
2d. Execute o passo de aquecimento a 95 °C durante 15 minutos num bloco de
aquecimento e, em seguida, mantenha a amostra & temperatura ambiente durante
pelo menos 5 minutos até ao seu carregamento num poco ou tubo de PCR.
3. Na primeira utilizagdo, complemente o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer com o ROX
Reference Dye.
3a. Adicione 32,8 pl de corante ROX a um tubo de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Feche a tampa do tubo que contém o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer e o corante
ROX e inverta o tubo 3 vezes.
3c. Centrifugue o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer contendo corante ROX até que a
solugdo se deposite no fundo do tubo.
4. Para uma placa ABI 7500 Fast Dx completa (?6 pocos), prepare uma mistura de
aliquota de SARS-CoV-2 Amp Primers com SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Transfira o volume necessdrio de SARS-CoV-2 Amp Primers e SARS-CoV-2
Internal Control de acordo com a Tabela 5 para um novo tubo de 1,5 ml isento de
PCR.
4b. Feche a tampa e inverta o tubo 3 vezes ou agite o tubo em vértex pulsado durante
3 a 5 segundos.
4c. Centrifugue o SARS-CoV-2 Amp Primers contendo IC até que a solugdo se deposite
no fundo do tubo.
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Tabela 5. Preparacéo da mistura SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Nimero de reagées
Volume (pl)
- . 96 reagdes
Reagentes Concentrasdio Conc?nrrag:ao 1 reacéo (+20% de volume
de stock final .
adicional*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/yl 10 cp/pl 1,5 172,8
Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + 8,75 1008
IC total

* Nota: Ajuste os volumes de SARS-CoV-2 Amp Primers e SARS-CoV-2 Internal Control de acordo com o nimero de
amostras a testar. Pondere a utilizagdo de volume adicional para compensar o volume morto.

5. Prepare uma mistura de reacdo de acordo com a Tabela 6 e misture bem invertendo o
tubo 3 vezes.

Tabela 6. Preparagéo da mistura de reagdo

Mistura de reagdo de RT-PCR NoUmero de reagoes
Volume (pl)
- - 96 reagdes
Reagentes ConcentragGo Concgnlruguo 1~ (+20% de volume
de stock final reagéo .
adicional*)
Mistura de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer Ix Ix 6,25 720
+ ROX
ll\éisfurc de SARS-CoV-2 Amp Primers + 2,9x Ix 8,75 1008
Volume de reagdo total = 15,00 1728

* Nota: Ajuste o volume de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer e SARS-CoV-2 Amp Primers de acordo com o nimero de
amostras a testar. Pondere a utilizagdo de volume adicional para compensar o volume morto.

o

Dispense 8 pl de &gua isenta de nuclease no pogo atribuido ao NEC.
Dispense 10 pl de dgua isenta de nuclease no pogo atribuido ao NTC.

Dispense 2 pl de SARS-CoV-2 UM Prep Buffer em cada pogo atribuido ao NEC e nas
amostras preparadas.

9. Adicione 8 pl da amostra preparada a um poco contendo o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Misture pipetando para cima e para baixo 5 vezes.
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10.

11.

12.

13.
14.

18.
19.

Adicione 15 pl da mistura de reagéo preparada no Passo 5 aos pogos dedicados a
amostras e controlos (consulte o exemplo na Figura 3). Misture pipetando para cima e
para baixo 5 vezes.

Dispense 10 pl de SARS-CoV-2 Positive Control no pogo apropriado. Misture pipetando
para cima e para baixo 5 vezes.

Vede bem a placa de PCR para evitar contaminagdo cruzada. Certifique-se de que
aplica pressdo uniformemente em toda a placa para obter uma boa estanqueidade em
todos os pogos.

Centrifugue brevemente a placa de PCR para recolher liquido no fundo dos pocos.

Configure o programa de realtime RT-PCR para o modo de ensaio "Standard 7500" do
ABI 7500 Fast Dx de acordo com a Tabela 7.

Nota: Apés clicar em file (ficheiro) e new (novo), verifique se o ensaio é Standard Curve
(Absolute Quantitation) (Curva-padrdo [Quantificacdo absoluta]) e o Run Mode (Modo
de ensaio) estd definido como Standard 7500 (Padrdo 7500). Selecione FAM, VIC e
Cy5 como repérter com o supressor definido como None (Nenhum) e os dados devem

ser adquiridos com ROX como passive reference (referéncia passiva).

Nota: A aquisicdo de dados deve ser efetuada durante o passo de

hibridizacdo/extensdo.

Nota: Consulte as Instrugées de utilizagdo do ABI 7500 Fast Dx para obter mais

informacdes.

. Coloque a placa no ciclador de PCR em tempo real (a Figura 3 representa um exemplo

da disposicdo da placa de PCR) e inicie o programa de ciclagem conforme descrito na
Tabela 7.

. Selecione os pocos utilizados e aplique os corantes repérter FAM, VIC e Cy5. Os dados

devem ser adquiridos com o corante passivo ROX ativado.

. Verifique se a curva-padrdo do ABI 7500 Fast Dx estd configurada para Absolute

Quantitation (Quantificacdo absoluta).
Inicie o ensaio.

Uma vez concluido o ensaio, analise os resultados (consulte a secc@o Resultados).
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Tabela 7. Programa SARS-CoV-2 Prep&Amp UM

Passos Tempo  Temperatura (°C) Nomero de ciclos Aquisi¢do
Transcricdo reversa 10 min 50 1 Nao
Ativacdo inicial da PCR 2 min 05 1 Néo
por calor
Ciclagem de 2 passos

Desnaturagdo 5s 95 40 Néo
Hibridizagdo/extensdo 30s 58 FAM, VIC e Cy5
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Figura 3. Exemplo da disposicdo das placas no ABI 7500 Fast Dx
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Protocolo: Preparacdo de amostras e detecdo de
SARS-CoV-2 no CFX96 Dx

Este protocolo destinase & preparacdo e detecdo de alvos de SARS-CoV-2 em esfregacos

nasais, nasofaringeos ou orofaringeos humanos armazenados em meios de transporte e em
amostras de saliva pura no CFX96 Dx (Bio-Rad Laboratories Inc., n.° de cat. 1845097-VD
[médulo de reacdo dtica)] e 1841000-VD [médulo de termociclagem]) com CFX Manager Dx,
versdo do software 3.1.309001022 ou superior.

Pontos importantes antes de iniciar

Certifique-se de que os prazos de validade e as condigdes de armazenamento impressos
na caixa e nos rétulos de todos os componentes em questdo sdo respeitados. Nao utilize
componentes que estejam fora do prazo de validade ou que tenham sido armazenados

de forma incorreta.
Utilize equipamento sujeito a manutengéo e calibragdo adequadas.

Tenha atengdo para evitar a contaminagdo com RNases durante a experiéncia e utilize

material pldstico isento de nuclease.

Passos a seguir antes de iniciar o procedimento

As amostras do trato respiratério podem ser conservadas & temperatura ambiente
(15-25 °C) durante os passos de preparagéo e a preparagdo da reagéo, mas é

recomendado que sejam conservadas em gelo ou a 4 °C numa rack de arrefecimento.

As amostras de saliva podem ser conservadas em gelo ou a 4 °C numa rack de
arrefecimento, mas é recomendado que sejam conservadas & temperatura ambiente

(15-25 °C) durante os passos de preparagdo e a preparagdo da reagdo.

Antes da utilizacdo, permita que o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
0 SARS-CoV-2 Amp Primers, o SARS-CoV-2 IC, a dgua para NTC e o SARS-CoV-2
Positive Control descongelem completamente & temperatura ambiente. Mantenha os tubos a

temperatura ambiente e ao abrigo da luz até & sua utilizagdo.
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® Antes da utilizagdo, homogeneize o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer e o SARS-CoV-2
UM Amp Buffer invertendo-os 2-3 vezes (ndo agite em vértex) e, em seguida, aplicando
uma breve rotagdo. Todos os restantes reagentes individuais podem ser
homogeneizados através de agitacdo em vértex pulsado durante 3-5 segundos ou

invertendo-os 2-3 vezes e, em seguida, aplicando uma breve rotagdo.

® O SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inibe as RNases presentes nas amostras clinicas para o
passo de detecdo, mas ndo é uma solucdo de inativagdo de virus. Todas as amostras

devem ser tratadas como material potencialmente perigoso.

e Verifique se as condicdes de ciclagem da plataforma de real-time RT-PCR sdo as

especificadas no presente protocolo.

® [ possivel proceder & aliquotagem dos reagentes para evitar mdltiplos ciclos de

congelacdo/descongelagdo.
® Prepare a mistura de reagdo no momento (<2 h antes da execugdo da placa de PCR).

® Para minimizar a contaminacdo, é necessdrio que as preparacdes de amostras e da

realtime RT-PCR sejom realizadas em zonas distintas.

Procedimento:

Preparacdo da amostra: Para amostras do trato respiratério (esfregagos nasais,

orofaringeos e nasofaringeos), siga o passo 1. Para amostras de saliva, avance para o

passo 2.

1. Para amostras do trato respiratério (esfregagos nasais, orofaringeos e nasofaringeos):

Ta. Agite vigorosamente o esfregaco que contém a amostra

1b. Proceda & aliquotagem de 50-200 pl de amostra em tubos de 1,5 ml isentos de
PCR

lc. Execute o passo de aquecimento a 70 °C durante 10 minutos num bloco de
aquecimento.

1d.  Arrefeca as amostras em gelo durante, pelo menos, 5 minutos e, em seguida,

mantenha as amostras em gelo a 4 °C.
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2. Amostras de saliva:
2a. liquefagdo (para facilitar a pipetagem): aqueca a amostra de saliva a 95 °C
durante 15 minutos (volume, recipiente ou dispositivo de aquecimento ndo
especificados).
2b. Homogeneize a amostra pipetando cuidadosamente para cima e para baixo
8-10 vezes.
2c. Proceda & aliquotagem de 50 pl da amostra num tubo de 1,5 ml isento de PCR.
2d. Execute o passo de aquecimento a 95 °C durante 15 minutos num bloco de
aquecimento. Em seguida, conserve a amostra & temperatura ambiente durante
pelo menos 5 minutos até ao seu carregamento num tubo ou pogo de PCR.
3. Na primeira utilizagdo, complemente o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer com o ROX
Reference Dye.
3a. Adicione 32,8 pl de corante ROX a um tubo de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b.  Feche a tampa do tubo que contém o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer e o corante
ROX e inverta o tubo 3 vezes.
3c. Centrifugue o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer contendo corante ROX até que a solugdo
se deposite no fundo do tubo.
4. Para uma placa CFX96 Dx completa (96 pocos), prepare uma mistura de aliquota de
SARS-CoV-2 Amp Primers com SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Transfira o volume necessario de SARS-CoV-2 Amp Primers e SARS-CoV-2 Internal
Control de acordo com a Tabela 8 para um novo tubo de 1,5 ml isento de PCR.
4b. Feche a tampa e inverta o tubo 3 vezes ou agite o tubo em vértex pulsado durante
3 a 5 segundos.
4c. Centrifugue o SARS-CoV-2 Amp Primers contendo IC até que a solugdo se deposite
no fundo do tubo.
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Tabela 8. Preparacdo da mistura SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Nomero de reagées
Volume (pl)
C tracd C tracé 96 reagées
Reagentes onceniracdo oNeENiracde 4 reagdio (+20% de volume
de stock final .

adicional*)

SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2

SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/pl 1,5 172,8

Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + 8,75 1008

IC total

* Nota: Ajuste os volumes de SARS-CoV-2 Amp Primers e SARS-CoV-2 Internal Control de acordo com o nimero de
amostras a testar. Pondere a utilizagdo de volume adicional para compensar o volume morto.

5. Prepare uma mistura de reagdo de acordo com a Tabela 9 e misture bem invertendo o
tubo 3 vezes.

Tabela 9. Preparagéo da mistura de reagdo

Mistura de reagéo de RT-PCR Nomero de reagoes
Volume (pl)
. . 96 reagdes
Reagentes Concentragdo Conct?nlracao 1 reagéio (+20% de volume
de stock final ™
adicional*)
Mistura de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer + Ax Ix 6,25 720
ROX
Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC 2,9x 1x 8,75 1008
Volume de reagdo total = 15,00 1728

*

Nota: Ajuste os volumes de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer e SARS-CoV-2 Amp Primers de acordo com o nimero de
amostras a testar. Pondere a utilizagdo de volume adicional para compensar o volume morto.

6. Dispense 8 pl de &gua isenta de nuclease no pogo atribuido ao NEC.
7. Dispense 10 pl de dgua isenta de nuclease no poco atribuido ao NTC.

8. Dispense 2 pl de SARS-CoV-2 UM Prep Buffer em cada pogo atribuido ao NEC e nas

amostras preparadas.

9. Adicione 8 pl da amostra preparada a um pogo contendo o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Misture pipetando para cima e para baixo 5 vezes.
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13.
14.

18.
19.

. Adicione 15 pl da mistura de reacdo preparada no Passo 5 aos pogos dedicados a

amostras e controlos (a Figura 4 é fornecida como exemplo). Misture pipetando para

cima e para baixo 5 vezes.

. Dispense 10 pl de SARS-CoV-2 Positive Control no poco apropriado. Misture pipetando

para cima e para baixo 5 vezes.

. Vede bem a placa de PCR para evitar contaminagéo cruzada. Certifique-se de que

aplica pressdo uniformemente em toda a placa para obter uma boa estanqueidade em
todos os pogos.
Centrifugue brevemente a placa de PCR para recolher liquido no fundo dos pocos.

No CFX Manager Dx Software (Software CFX Manager Dx) > Startup Wizard (Assistente
de inicializagdo), em run type (tipo de ensaio) selecione user defined (definido pelo

utilizador).

. Separador Protocol (Protocolo): Defina o programa de realtime RT-PCR segundo a

Tabela 10 para 25 pl de volume de reagdo.

Nota: Na janela Protocol Editor (Editor de protocolo), clique no botdo Step Options
(Opgdes dos passos) para ajustar a taxa de rampa em 1,6 °C/s em cada um dos

4 passos do programa de RT-PCR.

Nota: A aquisicdo de dados deve ser efetuada durante o passo de

hibridizacdo/extensdo.

Nota: Consulte as Instrucées de utilizacdo do CFX96 Dx para obter mais informagées.

. Separador Plate (Placa): Selecione os pogos utilizados e aplique os corantes repérter

FAM, HEX e Cy5.

. Coloque a placa no ciclador de PCR em tempo real (a Figura 4 representa um exemplo

da disposicdo da placa de PCR).
Separador Start Run (Iniciar ensaio): clique em Start the run (Iniciar o ensaio).

Uma vez concluido o ensaio, analise os resultados (consulte a seccdo Resultados).
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Tabela 10. Programa SARS-CoV-2 Prep&Amp UM para o CFX96 Dx

Passos Tempo  Temperatura Taxade  Nimero de Aquisicdo
(°C) rampa repeticdes
(°C/s)
1. Transcrigdo reversa 10 min 50 1,6 1 Néo
2.  Ativagdo inicial da PCR por calor 2 min 95 1,6 1 Nao
Ciclagem de 2 passos 39*
Desnaturacdo 5s 95 1,6 1 Néo
Hibridizacdo/extensdo 30 58 1,6 1 FAM HEX e
Cy5

*O CFX funciona por repeticdo. Para que o programa execute 40 ciclos, devem ser definidas 39 repeti¢des para a
ciclagem de dois passos (como passo 5 "GOTO" no software).

IS

[

Figura 4. Exemplo da disposigéo das placas no CFX96 Dx
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Protocolo: Preparacdo de amostras e detecdo de
SARS-CoV-2 no cobas z 480

Este protocolo descreve a preparacdo da amostra e da realtime RT-PCR para a detegdo dos

alvos de SARS-CoV-2 em esfregacos nasais, nasofaringeos ou orofaringeos humanos

armazenados em meios de transporte e em amostras de saliva pura no cobas z 480 com o
LightCycler 480 SW UDF, versdo 2.0.0 (ou superior).

Pontos importantes antes de iniciar.

Certifique-se de que os prazos de validade e as condigdes de armazenamento impressos
na caixa e nos rétulos de todos os componentes em questdo sdo respeitados. N&o utilize
componentes que estejam fora do prazo de validade ou que tenham sido armazenados

de forma incorreta.
Utilize equipamento sujeito a manutencdo e calibragdo adequadas.

Tenha aten¢do para evitar a contaminacdo com RNases durante a experiéncia e utilize

material pldstico isento de nuclease.

Passos a seguir antes de iniciar o procedimento.

As amostras do trato respiratério podem ser conservadas & temperatura ambiente
durante os passos de preparagdo e a preparagdo da reacdo, mas é recomendado que

sejam conservadas em gelo ou a 4 °C numa rack de arrefecimento.

As amostras de saliva podem ser conservadas em gelo ou a 4 °C numa rack de
arrefecimento, mas é recomendado que sejam conservadas & tfemperatura ambiente

(15-25 °C) durante os passos de preparacdo e a preparagdo da reagdo.

Antes da utilizagdo, permita que o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, o SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer, o SARS-CoV-2 Amp Primers, o SARS-CoV-2 IC, a dgua para NTC e o SARS-CoV-2
Positive Control descongelem completamente & temperatura ambiente (15-25 °C).

Mantenha os tubos & temperatura ambiente e ao abrigo da luz até & sua utilizagdo.
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® Antes da utilizagdo, homogeneize o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer e o SARS-CoV-2 UM
Amp Buffer invertendo-os 2-3 vezes (ndo agite em vértex) e, em seguida, aplicando
uma breve rotagdo. Todos os restantes reagentes individuais podem ser
homogeneizados através de agitacdo em vértex pulsado durante 3-5 segundos ou

invertendo-os 2-3 vezes e, em seguida, aplicando uma breve rotagdo.

® O SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inibe as RNases presentes nas amostras clinicas para o
passo de detecdo, mas ndo é uma solucdo de inativagdo de virus. Todas as amostras

devem ser tratadas como material potencialmente perigoso.

e Verifique se as condi¢des de ciclagem da plataforma de real-time RT-PCR sdo as

especificadas no presente protocolo.

e F possivel proceder & aliquotagem dos reagentes para evitar mltiplos ciclos de
congelacdo/descongelagdo.

® Prepare a mistura de reagdo no momento (<2 h antes da execugdo da placa de real-
time RT-PCR).

® Para minimizar a contaminagdo, é necessdrio que as preparagdes de amostras e da

realtime RT-PCR sejam realizadas em zonas distintas.

Procedimento:

Preparacdo da amostra: Para amostras do trato respiratério (esfregagos nasais,
orofaringeos e nasofaringeos), siga o passo 1. Para amostras de saliva, avance para o

passo 2.

1. Para amostras do trato respiratério (esfregagos nasais, orofaringeos e nasofaringeos):
Ta. Agite vigorosamente o esfregaco que contém a amostra.
1b. Proceda & aliquotagem de 50-200 pl de amostra em tubos de 1,5 ml isentos de
PCR
lc. Execute o passo de aquecimento a 70 °C durante 10 minutos num bloco de
aquecimento.
1d.  Arrefeca as amostras em gelo durante, pelo menos, 5 minutos e, em seguida,

mantenha as amostras em gelo a 4 °C.
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2. Amostras de saliva:

2a.

2b.

2c.
2d.

Liquefagdo (para facilitar a pipetagem): aquega a amostra de saliva a 95 °C
durante 15 minutos (volume, recipiente ou dispositivo de aquecimento ndo
especificados).

Homogeneize a amostra pipetando cuidadosamente para cima e para baixo
8-10 vezes.

Proceda & aliquotagem de 50 pl da amostra num tubo de 1,5 ml isento de PCR.
Execute o passo de aquecimento a 95 °C durante 15 minutos num bloco de
aquecimento e, em seguida, mantenha a amostra & temperatura ambiente durante

pelo menos 5 minutos até ao seu carregamento num poco ou tubo de PCR.

3. Na primeira utilizagdo, complemente o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer com o ROX

Reference Dye.

3a.
3b.

3c.

Adicione 32,8 pl de corante ROX a um tubo de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.

Feche a tampa do tubo que contém o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer e o corante

ROX e inverta o tubo 3 vezes.

Centrifugue o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer contendo corante ROX até que a solugdo

se deposite no fundo do tubo.

4. Para uma placa cobas z 480 completa (?6 pocos), prepare uma mistura de aliquota de

SARS-CoV-2 Amp Primers com SARS-CoV-2 Internal Control.

4a.

4b.

4c.

Transfira o volume necessdrio de SARS-CoV-2 Amp Primers e SARS-CoV-2 Internal Control
de acordo com a Tabela 11 para um novo tubo de 1,5 ml isento de PCR.

Feche a tampa e inverta o tubo 3 vezes ou agite o tubo em vértex pulsado durante
3 a 5 segundos.

Centrifugue o SARS-CoV-2 Amp Primers contendo IC até que a solugdo se deposite

no fundo do tubo.

38

Instrugdes de utilizagdo do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit (manual) 09/2021



Tabela 11. Preparacdo da mistura SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Nomero de reacdes
Volume (pl)

Concentragdo  Concentragdo

96 reagdes

Reagentes de stock final 1 reagéo (+ 20‘7? fle volume
adicional*)

SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2

SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/pl 1,5 172,8

Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + 8,75 1008

IC total

* Nota: Ajuste os volumes de SARS-CoV-2 Amp Primers e SARS-CoV-2 Internal Control de acordo com o nimero de
amostras a testar. Pondere a utilizagdo de volume adicional para compensar o volume morto.

5. Prepare uma mistura de reacdo de acordo com a Tabela 12 e misture bem invertendo o

tubo 3 vezes.

Tabela 12. Preparacdo da mistura de reacéo

Mistura de reagdo de RT-PCR

Nomero de reagdes
Volume (pl)

Concentragdo  Concentragdo

96 reagdes

Reagentes de stock final 1 reagdo (+20%' (.ie volume
adicional*)

Mistura de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer Ix Ix 6,25 720

+ ROX

ll\éisfurc de SARS-CoV-2 Amp Primers + 2,9 Ix 8,75 1008

Volume de reagdo total = 15,00 1728

*

Nota: Ajuste os volumes de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer e SARS-CoV-2 Amp Primers de acordo com o nimero de

amostras a testar. Pondere a utilizagdo de volume adicional para compensar o volume morto.

6. Dispense 8 pl de &gua isenta de nuclease no pogo atribuido ao NEC.

7. Dispense 10 pl de dgua isenta de nuclease no poco atribuido ao NTC.

8. Dispense 2 pl de SARS-CoV-2 UM Prep Buffer em cada pogo atribuido ao NEC e nas

amostras preparadas.

9. Adicione 8 pl da amostra preparada a um pogo contendo o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Misture pipetando para cima e para baixo 5 vezes.
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13.
14.

16.

17.
18.

. Adicione 15 pl da mistura de reacdo preparada no Passo 5 aos pogos dedicados a

amostras e controlos (a Figura 5 é fornecida como exemplo). Misture pipetando para

cima e para baixo 5 vezes.

. Dispense 10 pl de SARS-CoV-2 Positive Control no poco apropriado. Misture pipetando

para cima e para baixo 5 vezes.

. Vede bem a placa de PCR para evitar contaminagdo cruzada. Certifique-se de que aplica

pressdo uniformemente em toda a placa para obter uma boa estanqueidade em todos os
pOgos.

Centrifugue brevemente a placa de PCR para recolher liquido no fundo dos pocos.
Primeira utilizacdo: No software Light Cycler 480 SW UDF 2.0.0, clique em open tools
(abrir ferramentas) e selecione detection formats (formatos de detecdo) para definir as
seguintes combinacdes de excitagdo-emissdo: 465-510 (FAM), 540-580 (HEX) e
610670 (ATTO647N).

. Defina o programa de realtime RT-PCR segundo a Tabela 13 para 25 pl de volume de

reacdo.

Nota: No topo da pdging, selecione defection format (formato de detecdo) para

selecionar o formato de detecdo criado no passo 14.

Nota: Utilize uma taxa de rampa personalizada de 1,6 °C/s em cada um dos 5 passos

do programa de realtime RT-PCR.
Nota: A aquisicdo de dados deve ser efetuada durante o passo de hibridizacdo/extensdo.
Nota: Consulte as Instrugées de utilizagdo do cobas z 480 para obter mais informagdes.

Coloque a placa no ciclador de PCR em tempo real (a Figura 5 representa um exemplo

da disposi¢cdo da placa de PCR).
Inicie o ensaio.

Uma vez concluido o ensaio, analise os resultados (consulte a secc@o Resultados).
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Tabela 13. Programa SARS-CoV-2 Prep&Amp UM para o cobas z 480

Passos Tempo Temperatura Taxa de Nomerode  Modo de
(°C) rampa (°C/s) ciclos andlise
Transcrigdo reversa 10 min 50 1,6 1 Nenhum
Ativacdo inicial da PCR 2 min 05 1,6 : Nenhom
por calor
Ciclagem de 2 passos 40 Quantificagdo
Desnaturacdo 5 95 1,6 Nenhum
Hibridizacdo/extensdo 30s 58 1,6 Unico
Arrefecimento 1 min 37 1,6 1 Nenhum
c =
Figura 5. Exemplo da disposigéo das placas no cobas z 480
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Protocolo: Preparacdo de amostras e detecdo de
SARS-CoV-2 no QuantStudio 5 Dx

Este protocolo destina-se & preparacdo e & detecdo de alvos de SARS-CoV-2 em esfregacos

nasais, nasofaringeos ou orofaringeos humanos armazenados em meios de transporte e em

amostras de saliva pura no instrumento de realtime RT-PCR QuantStudio 5 Dx.

Pontos importantes antes de iniciar.

Certifique-se de que os prazos de validade e as condigdes de armazenamento impressos
na caixa e nos rétulos de todos os componentes em questdo sdo respeitados. N&o utilize
componentes que estejam fora do prazo de validade ou que tenham sido armazenados

de forma incorreta.

Utilize equipamento sujeito a manutencdo e calibragdo adequadas.

Tenha atengdo para evitar a contaminagdo com RNases durante a experiéncia e utilize
material pldstico isento de nuclease.

Ao utilizar o QuantStudio 5 Dx e antes da primeira utilizacdo, é necessdrio adicionar

corante ROX ao tubo de mistura principal.

Passos a seguir antes de iniciar o procedimento

As amostras do trato respiratério podem ser conservadas & temperatura ambiente durante
os passos de preparacdo e a preparacdo da reagdo, mas é recomendado que sejam
conservadas em gelo ou a 4 °C numa rack de arrefecimento.

A amostra de saliva pode ser conservada em gelo ou a 4 °C numa rack de arrefecimento,
mas é recomendado que seja  conservada &  temperatura  ambiente
(15-25 °C) durante os passos de preparagdo e a preparagdo da reagdo.

A utilizagdo do QuantStudio 5 requer corante ROX.
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® Antes da utilizagdo, permita que o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
o SARS-CoV-2 Amp Primers, o SARS-CoV-2 IC, a dgua para NTC e o SARS-CoV-2
Positive Control descongelem completomente & temperatura ambiente (15-25 °C).
Mantenha os tubos & temperatura ambiente e ao abrigo da luz até & sua utilizagdo.

® Antes da utilizagdo, homogeneize o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer e o SARS-CoV-2
UM Amp Buffer invertendo-os 2-3 vezes (ndo agite em vértex) e, em seguida, aplicando
uma breve rotacdo. Todos os restantes reagentes individuais podem ser homogeneizados
através de agitagdo em vértex pulsado durante 3-5 segundos ou invertendo-os 2-3 vezes
e, em seguida, aplicando uma breve rotagdo.

® O SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inibe as RNases presentes nas amostras clinicas para o
passo de detecdo mas ndo é uma solucdo de inativagdo de virus. Todas as amostras

devem ser tratadas como material potencialmente perigoso.

® Verifique se as condicdes de ciclagem da plataforma de realtime RT-PCR sdo as

especificadas no presente protocolo.

® [ possivel proceder & aliquotagem dos reagentes para evitar miltiplos ciclos de

congelagdo/descongelagéo.

® Prepare a mistura de rea¢do no momento (<2 h antes da execucdo da placa de realtime
RT-PCR).

® Para minimizar a contaminagdo, é necessdrio que as preparacdes de amostras e da

realtime RT-PCR sejam realizadas em zonas distintas.
Procedimento

Preparagdio da amostra: Para amostras do trato respiratério (esfregacos nasais,
orofaringeos e nasofaringeos), siga o passo 1. Para amostras de saliva, avance para o

passo 2.

1. Para amostras do trato respiratério (esfregacos nasais, orofaringeos e nasofaringeos):
la. Agite vigorosamente o esfregaco que contém a amostra.
Tb. Proceda & aliquotagem de 50-200 pl de amostra em tubos de 1,5 ml isentos de PCR
lc. Execute o passo de aquecimento a 70 °C durante 10 minutos num bloco de

aquecimento.
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1d. Arrefeca as amostras em gelo durante, pelo menos, 5 minutos e, em seguida,

mantenha as amostras em gelo a 4 °C.

2. Amostras de saliva:
2a. liquefagdo (para facilitar a pipetagem): aquega a amostra de saliva a 95 °C durante
15 minutos (volume, recipiente ou dispositivo de aquecimento ndo especificados).
2b. Homogeneize a amostra pipetando cuidadosamente para cima e para baixo
8-10 vezes.
2¢c. Proceda a aliquotagem de 50 pl da amostra num tubo de 1,5 ml isento de PCR.
2d. Execute o passo de aquecimento a 95 °C durante 15 minutos num bloco de
aquecimento e, em seguida, mantenha a amostra & temperatura ambiente durante
pelo menos 5 minutos até ao seu carregamento num pogo ou tubo de PCR.
3. Na primeira utilizagdo, complemente o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer com o ROX
Reference Dye.
3a. Adicione 32,8 pl de corante ROX a um tubo de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Feche a tampa do tubo que contém o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer e o corante
ROX e inverta o tubo 3 vezes.
3c. Centrifugue o SARS-CoV-2 UM Amp Buffer contendo corante ROX até que a solucdo
se deposite no fundo do tubo.
4. Para uma placa QuantStudio 5 Dx completa (96 pogos), prepare uma mistura de
aliquota de SARS-CoV-2 Amp Primers com SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Transfira o volume necessdrio de SARS-CoV-2 Amp Primers e SARS-CoV-2 Internal
Control de acordo com a Tabela 14 para um novo tubo de 1,5 ml isento de PCR.
4b.  Feche a tampa e inverta o tubo 3 vezes ou agite o tubo em vértex pulsado durante
3 a 5 segundos.
4c.  Centrifugue o SARS-CoV-2 Amp Primers contendo IC até que a solugdo se
deposite no fundo do tubo.
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Tabela 14. Preparacdo da mistura SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Nimero de reagées
Volume (pl)
96 reagdes
R te Concentragdo  Concentragdo 1 - "
eagentes de stock final reacao (+ 20/? !Je volume
adicional*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/pl 1,5 172,8
Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + 8,75 1008
IC total

* Nota: Ajuste os volumes de SARS-CoV-2 Amp Primers e SARS-CoV-2 Internal Control de acordo com o nimero de
amostras a testar. Pondere a utilizagdo de volume adicional para compensar o volume morto.
5. Prepare uma mistura de reacdo de acordo com a Tabela 15 e misture bem invertendo o
tubo 3 vezes.

Tabela 15. Preparagéo da mistura de reacdo

Mistura de reagdo de RT-PCR Nomero de reacdes
Volume (pl)
~ ~ 96 reacdes
Reagentes Concentragdo  Concentragdo 1 reacéo % de vol
9 de stock final < (+2°Af de volume
adicional*)
Mistura de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer + Ix Ix 6,25 720
ROX
Mistura de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC 2,9x 1x 8,75 1008
Volume de reagdo total = 15,00 1728

*

Nota: Ajuste os volumes de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer e SARS-CoV-2 Amp Primers de acordo com o nimero de
amostras a testar. Pondere a utilizagdo de volume adicional para compensar o volume morto.

Dispense 8 pl de dgua isenta de nuclease no pogo atribuido ao NEC.

7. Dispense 10 pl de dgua isenta de nuclease no poco atribuido ao NTC.

8. Dispense 2 pl de SARS-CoV-2 UM Prep Buffer em cada pogo atribuido ao NEC e nas
amostras preparadas.

9. Adicione 8 pl da amostra preparada a um pogo contendo o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Misture pipetando para cima e para baixo 5 vezes.

Instrucdes de utilizacdo do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit (manual) 09/2021 45



10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.
18.

Adicione 15 pl da mistura de reagéo preparada no Passo 5 aos pogos dedicados a
amostras e controlos (a Figura 6 é fornecida como exemplo). Misture pipetando para

cima e para baixo 5 vezes.

Dispense 10 pl de SARS-CoV-2 Positive Control no pogo apropriado. Misture pipetando
para cima e para baixo 5 vezes.

Vede bem a placa de PCR para evitar contaminagéo cruzada. Certifique-se de que aplica
pressdo uniformemente em toda a placa para obter uma boa estanqueidade em todos os
pogos.

Centrifugue brevemente a placa de PCR para recolher liquido no fundo dos pocos.

Primeira utilizagdo: O modelo deve ser criado no QuantStudio 5 Dx TD, versdo do software
1.0.1 ou superior, e publicado antes de iniciar o ensaio no software QuantStudio 5 Dx IVD.
Configure o modelo em conformidade:

Nota: No separador Properties (Propriedades), configure Experiment type (Tipo de
experiéncia) como Standard Curve (Curva-padréo) e Run mode (Modo de ensaio) como
Standard (Padréo).

Nota: No separador Method (Método), configure o programa de realtime RT-PCR para
um volume de reacdo de 25 pl (Tabela 16).

Nota: A aquisicdo de dados deve ser efetuada durante o passo de
hibridizacdo/extensdo.

Nota: No separador Plate (Placa), selecione ROX como Passive Reference (Referéncia
passiva) e configure FAM, VIC e Cy5 como Targets with no Quencher (Alvos sem

supressor) (selecione None [Nenhum]).

Nota: Consulte as Instrugées de utilizacdo do QuantStudio 5 Dx para obter mais

informacdes.

No software QuantStudio 5 Dx IVD, carregue o modelo criado previamente no passo
14. Selecione os pogos utilizados e aplique os alvos FAM, VIC e Cy5.

Coloque a placa no ciclador de PCR em tempo real (a Figura 6 representa um exemplo
da disposi¢do da placa de PCR).

Inicie o ensaio.

Uma vez concluido o ensaio, analise os resultados (consulte a seccdo Resultados).
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Tabela 16. Programa SARS-CoV-2 Prep&Amp UM para o QuantStudio 5 Dx

Fase Passo Tempo Temperatura ~ Nmero de Aquisicdo
(°C) ciclos
Emespera 1.  TranscrigGo reversa 10 min 50 1 Néo
2. Ativagdo inicial da PCR por 2 min 05 1 Nao
calor
PCR Ciclagem de 2 passos 40
Desnaturagdo 5s &5 1 Néo
Hibridizo;éo/ex’rensao 30s 58 1 FAM, VIC e Cy5
c <
Figura 6. Exemplo da disposicdo das placas no QuantStudio 5 Dx
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Resultados

Andlise no RGQ MDx 5plex HRM

No RGQ MDx 5plex HRM, os dados s&o analisados com o software Rotor-Gene Q, versdo
2.3.1 (ou superior) de acordo com as instrugdes do fabricante (Manual do utilizador do Rotor-
Gene Q MDx, revisdo 7, setembro de 2018).

Para a andlise de dados, deve ser utilizada a eliminagéo de ciclos (Figura 7): Abra o Raw
Channel (Canal ndo processado) Cycling A.Green. Aceda a Options (Opgdes) > Crop Start
Cycles (Eliminar ciclos de inicio) e introduza 5 na caixa de didlogo. Serd gerado um novo
canal chamado Cycling A (from 5). Green. O mesmo deve ser efetuado para os canais néo

processados Red e Yellow para gerar os canais Cycling Alffrom 5).Red e Cycling Alfrom
5).Yellow.

 Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - 20210617_LoD-LoB_Run12_R0D_RGQ_RD12-035_CLM (1)
File Analysis Run Gain View Window Help

AN e & @ W B W B E B

New Open Save Seftings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Repors Anange

Channels Cycling A.Green Cycling A Vellow Cycling A.Red Cycling Afrom 5).Green Cycling A(from 5).Vellow C

~
100

2

Fluorescence

20

0 T u T u u

E 5 10 15 20 2

Cycle
Adjust Scale... | AutoScale| Defaul Scale | Opt=-- ==
Normalise to Cycling A.Yellow

Nermalise to Cycling ARed
Normalise to Cycling A(from 5).Green
Normalise to Cycling A(from 5).¥ellow
Normalise to Cycling A(from 5).Red
Crop starfcycles

Crop end cycles

v

Figura 7. Capturas de ecra da definicGo da eliminacéo de ciclos para a andlise de ensaio no RGQ MDx 5plex HRM
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Abra o menu de andlise (Figura 8) e, para cada canal Cycling A(from 5) gerado, aplique os
seguintes pardmetros de andlise, de forma a manter a consisténcia entre as diferentes andlises

(Tabela 17).
Tabela 17. Pardmetros de andlise para o RGQ MDx 5plex HRM

Canais Green Red Yellow
Limiar de fluorescéncia 0,03 0,03 0,03
Corregdo de declive Sim Sim Sim
Tubo dindmico Sim Sim Sim
Ponto de remogdo Néo 10-20 10-20
Remog&o de valores atipicos: Sim Nao Néo
Limiar de eficiéncia da reagdo Ativado 0%
Ciclos de inicio eliminados 5 5 5
Ciclos de cut-off Ct>38,00 ¢ Néo Ct>35,00 ¢
considerado considerado
como 40,00 como 40,00

No software do RGQ, os resultados dos ensaios estdo disponiveis na grelha de resultados de
quantificacdo aberta durante a andlise. Os dados podem ser exportados em formato de texto
de valores separados por virgulas (.csv): Na janela do software RGQ, selecione File (Ficheiro)
> save as (guardar como) > Excel analysis sheet (Folhas de andlise Excel). Antes de exportar

os resultados, certifique-se de que seleciona todas as amostras (Figura 8).

Analysis n
25td Curves (Rel) | Other.. |
Quantitation l el

v {8 i F P
" Cycling &lfrom 5).Red (Page
% Cycling Affrom 5).vellow (Pac
Cycling A.Green

Cycling A& Red

Cycling & Yellow

Show Hide

I~ Auto-ghrink, windaw

Figura 8. Captura de ecrd de canais selecionados para a aplicacdo de pardmetros de andlise e a exportacgo de
resultados (andlise de ensaio no RGQ MDx 5plex HRM).
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Andlise no ABI 7500 Fast Dx

No ABI 7500 Fast Dx, os dados sdo analisados com o sistema 7500 Fast System, versdo do
software 1.4.1 (ou superior), de acordo com as instrugdes do fabricante. No separador setup
(configuragdo), selecione um grupo de pogos ou toda a placa disponivel na andlise e clique
com o botdo direito do rato para abrir as janelas do inspetor de pogos. Os 3 fluoréforos
(FAM, VIC e Cy5) devem ser selecionados e ROX deve ser selecionado como Passive
reference (Referéncia passiva). Para que haja consisténcia entre as diferentes andlises, sdo

necessdrios os seguintes parémetros (Tabela 18).

Tabela 18. Pardmetros de andlise para o ABI 7500 Fast Dx

Canais FAM Cy5 VIC

Corante passivo ROX ROX ROX

Limiar de fluorescéncia 0,13 0,025 0,05

Linha de base definida Auto Auto Auto

Ciclos de cut-off Ct > 39,00 é considerado Néo Ct > 35,00 é considerado
como 40,00 como 40,00

No software ABI SDS, os valores Ct de um grupo selecionado de pogos ou de toda a placa
estdo disponiveis na folha data (dados) da secgdo principal de Results (Resultados). Os dados
podem ser exportados em formato de texto de valores separados por virgulas (.csv): Na janela
do software SDS, selecione File (Ficheiro) > Export (Exportar) > Results (Resultados) (o item de

menu Ct fambém pode ser selecionado). Selecione o formato do ficheiro exportado como .csv.
Andlise no CFX96 Dx

No CFX96 Dx, os dados sdo analisados com o sistema CFX Manager Dx, versdo do software
3.1.3090.1022 (ou superior), de acordo com as instrugdes do fabricante. Devem ser
selecionados FAM, HEX e Cy5 para todos os pogos utilizados na experiéncia. Para que haja

consisténcia entre as diferentes andlises, sdo necessdrios os seguintes parémetros (Tabela 19).
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Tabela 19. Parémetros da andlise para o CFX96 Dx

Canais FAM HEX Cy5
Modo de determinagdo de Cq: Sim Sim Sim
Limiar Gnico

Defini¢cdo da linha de base:
o ajuste da curva subtraido Sim Sim Sim

o Aplicar correcdo do desvio da Sim Sim Sim
fluorescéncia

Limiar (RFU) 250 300 100
Ciclos de cut-off Ct >39,00 é Ct>35,00 ¢ Nao
considerado como considerado como
40,00 40,00

No software CFX manager Dx, os valores Ct (denominados Cq no software) de um grupo
selecionado de pogos ou de toda a placa estdo disponiveis na folha de dados da secgdo
Quantification Data (Dados da quantificagdo). Os dados podem ser exportados em formato
de texto de valores separados por virgulas (.csv) selecionando Export (Exportar) > Custom

Export (Exportagdo personalizada) e definindo os parémetros de acordo com a Figura 9.
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Figura 9. Pardmetros de ficheiro de dados brutos para o CFX96 Dx
Andlise no cobas z 480

No cobas z 480, os dados séo analisados com o LightCycler 480 SW UDF, versdo do
software 2.0.0 (ou superior), de acordo com as instrugdes do fabricante. Crie um subconjunto
de amostras apenas com os pogos utilizados na experiéncia. Para cada canal, crie uma
pdgina de andlise Abs Quant/Fit Points (Quant abs/pontos de ajuste) e utilize os seguintes
parémetros para consisténcia entre diferentes experiéncias (Tabela 20).
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Tabela 20. Pardmetros da andlise para o cobas z 480

Canais FAM (465-510) HEX (540-580) ATTO647N (610-670)
Separador Cycle range
(Intervalo do ciclo) 1.40 140 6.40

o Primeiro - Gltimo ciclo

e Contexto 5/10 5/10 6/11
Separador Noise band
(Banda de ruido) Multiplicador STD Multiplicador STD Multiplicador STD

o Método

e Valor do multiplicador 50 40 25

STD

Separador Analysis 2 2 2
(Andlise)

o Pontos de ajuste

e Método do limiar Auto Auto Auto
Ciclo de cut-off Ct >39,00 é considerado  Ct >35,00 é considerado Néo

como 40,00 como 40,00

No LightCycler 480 SW UDF, versdo 2.0.0 (ou superior), os valores Ct (denominados Cp no

software) de um grupo selecionado de pogos ou de toda a placa estdo disponiveis na seccdo

analysis (andlise) (Figura 10). Os dados podem ser exportados num formato de ficheiro de

texto (.xt) por canal clicando com o botdo direito do rato na tabela de resultados e

selecionando Export table (Exportar tabela).
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Figura 10. Captura de ecrd dos dados exportados no LightCycler 480 SW UDF, verséo 2.0.0 (ou superior).

Andlise no QuantStudio 5 Dx

No QuantStudio 5 Dx, os dados sdo analisados com o QuantStudio 5 Dx IVD, versdo do
software 1.0.1 (ou superior), de acordo com as instrugdes do fabricante. Na janela Assign
Targets and Samples (Atribuir alvos e amostras), devem ser selecionados os 3 fluoréforos
(FAM, VIC e Cy5) para todos os pogos utilizados na experiéncia e deve ser selecionado ROX
como Passive reference (Referéncia passiva). Para que haja consisténcia entre as diferentes

andlises, sGo necessdrios os seguintes pardmetros (Tabela 21).
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Tabela 21. Pardmetros de andlise para o QuantStudio 5 Dx

Canais FAM VIC Cy5

Corante passivo ROX ROX ROX

Limiar de fluorescéncia 0,21 0,062 0,04

Linha de base definida Auto Auto Auto

Ciclos de cut-off Ct >39,00 é considerado  Ct >35,00 é considerado Néo
como 40,00 como 40,00

Os dados podem ser exportados como uma folha de célculo ou em formato de texto
(s, xIsx, .ixt). No separador Export (Exportar) da janela do software QuantStudio 5 Dx
IVD, selecione todas as opcdes na secgdo content (conteido) e selecione a opgdo unify the
above content into one file (unificar os contetdos acima num Unico ficheiro).
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Interpretacdo de resultados

O controlo positivo (Positive Control, PC) e os genes N1 e N2 sdo defetados no canal de
fluorescéncia Green com o RGQ MDx 5plex HRM ou no canal fluorescente FAM no ABI 7500
Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 e QuantStudio 5 Dx.

O controlo de amostragem, composto por RNase P, é detetado no canal de fluorescéncia Yellow
com o RGQ MDx 5plex HRM ou no canal de fluorescéncia VIC/HEX no ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 e QuantStudio 5 Dx. Todas as amostras clinicas devem apresentar uma
amplificagdo de controlo de amostragem. No PC, é possivel observar-se uma amplificagdo
amarela, apesar da auséncia de sequéncias humanas. Neste caso, é possivel ignorar um
sinal no canal Yellow do PC, dado que o forte sinal de fluorescéncia no canal Green é
suscetivel de contaminar o canal Yellow. O controlo interno (Internal Control, IC) estd incluido
no SARS-CoV-2 Amp Primers. E detetado no controlo sem modelo (No Template Control, NTC),
no controlo negativo de extracdo (No Exiraction Control, NEC), no controlo positivo (Positive
Control, PC) e nas amostras clinicas com o canal de fluorescéncia Red com o RGQ MDx 5plex
HRM ou no canal de fluorescéncia Cy5/ ATTO647N com o ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx,
cobas z 480 e QuantStudio 5 Dx. Para que um ensaio de realtime RT-PCR seja vdlido, os
controlos PC, NTC e NEC devem ter o desempenho indicado na Tabela 22 e na Tabela 23.

Tabela 22. Critérios de validacdo de ensaios e interpretacdo de resultados para o RGQ MDx 5plex HRM

Controlo Dete¢do no Detegdo no canal  Detegdo no Interpretacdo
canal Green Yellow canal Red
Ct< 38,00 Indiferente Indiferente PC é vdlido.
Controlo positivo o
[Positive Control, PC) Ct>38,00 o Indiferente Indiferente GO el
sem Ct
Controlo sem modelo (No Ct > 38,00 ou Ct>35,00 ou Sim N,Tli/NEC é
Template Control, NTC) ou sem Ct sem Ct vaiido.
Controlo negativo de extragéo . _— 4
A Quaisquer oufras combinagdes com . NTC/NEC é
(No Extraction Control, NEC) [ Indiferente invalido.
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Tabela 23. Critérios de validacdo de ensaios e interpretacéo de resultados para os instrumentos de real-time RT-PCR
ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 e QuantStudio 5 Dx

Controlo Detecdo no Dete¢do no Dete¢do no Interpretacdo
corante FAM* corante corante
VIC/HEX* Cy5/ATTO647N*
Ct < 39,00 Indiferente Indiferente PC é vdlido.
Controlo positivo P ¢ il
[Positive Control, PC) sef;:?jf’OO ov Indiferente Indiferente e & vl et

Controlo sem modelo (No Ct > 39,00 ou Ct > 35,00 ou NTC/NEC é vdlido.

Template Control, NTC)ou  sem Ct sem Ct Sim

Controlo negativo de . L 3
extragio (No Extraction Ouals.c!uer ?utras combinagdes com Indiferente -NTFZ./NEC é
Control, NEC) amplificagdo em FAM ou VIC/HEX invélido.

Para validar as amostras testadas, as amostras devem ser amplificadas e detetadas conforme

o previsto.
Tabela 24. Critérios de validacdo de amostras e interpretacdo de resultados para o RGQ MDx 5plex HRM
Detecdo no Detecdo no Dete¢do no Interpretagdo
canal Green canal Yellow canal Red
Ct < 38,00 Indiferente Indiferente A amostra é positiva para ARN de SARS-CoV-2.
Ct > 38,00 ou Ct < 35,00 Indiferente A amostra é negativa, ARN de SARS-CoV-2 ndo
sem Ct detetado.
Ct> 38,00 ou Ct> 35,00 ou Si Amostra invdlida. Né&o foi detetado material humano ou
sem Ct sem Ct 'm este & insuficiente. E necessdrio repetir a amostragem.
Ct > 38,00 o Ct > 35,00 o i Atnr?stra invélida. A reagdo de realtime RT-PCR foi
Nao inibida.
sem Ct sem Ct . L. .
E necessdrio repetir o teste.

Tabela 25. Critérios de validagdo de amostras e interpretacéo de resultados para os instrumentos ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 e QuantStudio 5 Dx real-time RT-PCR.

Dete¢do no Dete¢do no Dete¢do no Interpretagdo
corante FAM* corante corante
VIC/HEX* Cy5/ATTO647N*
Ct < 39,00 Indiferente Indiferente A amostra é positiva.
Ct > 39,00 ou Ct < 35,00 Indiferente A amostra é negativa, SARS-CoV-2 n&o detetado.
sem Ct
Ct > 39,00 ou Ct> 35,00 ou Si Amostra invdlida. Néo foi detetado material humano.
sem Ct sem Ct 'm E necessdrio repetir a amostragem.
Ct > 39,00 o Ct > 35,00 o i Atnr?stra invélida. A reagdo de realtime RT-PCR foi
Nao inibida.
sem Ct sem Ct . L. .
E necessdrio repetir o teste.
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Limitacoes

Apenas para utilizacdo em diagnéstico in vitro.

Os resultados do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ndo se destinam a ser utilizados
como a Unica base para diagnéstico, tratamento ou outras decisdes de tratamento de
pacientes. Resultados negativos ndo excluem a presenca de infecdo por SARS-CoV-2 e

ndo devem ser utilizados como a Unica base para decisdes de tratamento de pacientes.

O produto deve ser utilizado por pessoal com formagdo especifica em procedimentos de

diagnéstico in vitro e devidamente instruido para o efeito.

Para a obtencdo de resultados étimos de PCR, é necessdrio que o manual do utilizador

da plataforma de realtime RT-PCR (Rotor-Gene Q 5-plex HRM MDx, ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 ou QuantStudio 5 Dx) seja rigorosamente observado.

Deverd ser dada atengdo aos prazos de validade impressos na caixa e nos rétulos de

todos os componentes. N&o utilize componentes fora do prazo de validade.

O desempenho deste teste ndo foi determinado para espécimes de saliva de pacientes

sem sinais ou sintomas de infecdo respiratéria.

Para evitar o risco de obter um resultado falso-negativo caso seja testada uma amostra
clinica fracamente positiva quando sdo observados vestigios de sangue no tubo, tal deve
ser registado e se a amostra tiver um resultado negativo ao utilizar o artus SARS-CoV-2
Prep&Amp UM Kit, esta deve ser novamente colhida do paciente e deve ser testada
novamente utilizando o arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.
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Desempenho

Sensibilidade analitica (limite de detecdo)

A sensibilidade andlitica (ou limite de detecdo) é definida como a menor concentragdo na
qual 295% das amostras analisadas geram um resultado positivo. O limite de detecao (Limit
of Detection, LoD) foi aferido através da andlise de diluicdes em série de amostras
nasofaringeas negativas e amostras de saliva pura liquefeitas, preparadas com stocks de alta
titulagdo de particulas virais inativadas obtidos de fornecedores comerciais (ZeptoMetrix®).
Foram utilizados dois pools de amostras para cada espécime para as experiéncias do limite
de detecdo (Limit of Detection, LoD). Para confirmar a concentragdo de limite de detegdo (Limit
of Detection, LoD) estabelecida, a taxa de detecdo de todas as réplicas deve ser >295% (pelo

menos 19/20 réplicas devem gerar um sinal positivo).

A concentragdo do limite de detecdo (Limit of Detection, LoD) foi verificada em espécimes
nasofaringeos e de saliva nas plataformas de realtime RT-PCR declaradas (RGQ MDx,
ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, QuantStudio 5 Dx e cobas z 480).

Amostras nasais, orofaringeas e nasofaringeas

O limite de detecdo (Limit of Detection, LoD) é declarado a 950 cp/ml para o RGQ MDx,
ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx e QuantStudio 5 Dx e a 475 cp/ml para o cobas z 480

(consulte a Tabela 26)

Amostras de saliva pura

O limite de detegdo (Limit of Detection, LoD) é declarado a 950 cp/ml para o RGQ MDx e a
1200 cp/ml para o ABI 7500 Fast Dx, cobas z 480, QuantStudio 5 Dx e CFX96 Dx (consulte
a Tabela 26).
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Tabela 26. Resumo dos resultados do limite de detegdo (Limit of Detection, LoD) para cada plataforma de real time
RT-PCR

Plataforma Tipo de espécime Limite de detec&o (Limit of Detection,
LoD) verificado (cp/ml)
RGQ MDx NPS 950
Saliva pura 950
ABI 7500 Fast Dx NPS 950
Saliva pura 1200
QuantStudio5 Dx NPS 950
Saliva pura 1200
cobas z 480 NPS 475
Saliva pura 1200
CFX96 Dx NPS 950
Saliva pura 1200

Estudos de especificidade analitica (inclusividade e exclusividade/
reatividade cruzada)

Inclusividade

A inclusividade do arfus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes foi aferida através de uma
andlise in silico em sequéncias disponiveis na base de dados GISAID (www.gisaid.org). Foi
analisado um total de 722 488 sequéncias (disponiveis a 23/03/2021) no site COVID CG
(https:/ /covideg.org), alimentado por metadados do GISAID. As sequéncias foram alinhadas
com a sequéncia de referéncia WIVO4 (100% idéntica & Wuhan-Hu-1/NC_045512.2, &
excecdo do comprimento da cauda poli-A), e as variantes de nucledtido simples (Single
Nucleotide Variation, SNV) foram analisadas na regido gendémica visada pelos primers e
pelas sondas do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. A prevaléncia das variantes de
nucledtido simples (Single Nucleotide Variation, SNV) identificadas manteve-se abaixo de
1%, bem como a frequéncia das mutagdes coocorrentes. Néo se identificou qualquer variante
de nucledtido simples (Single Nucleotide Variation, SNV) localizada nos dltimos 1 a 3
nucledtidos da extremidade 3’ nos respetivos oligonucleotideos, o que se esperaria tfer
afetado o desempenho. O artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit possui a capacidade de
detetar 100% das sequéncias publicadas.
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Exclusividade/reacdo cruzada
Andlise in silico

A exclusividade do artus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes foi aferida através de uma
andlise in silico em sequéncias armazenadas na base de dados do NCBI. A andlise in silico
revelou que alguns dos agentes patogénicos testados t&m mais de 80% de homologia com
um dos primers ou sondas do arfus SARS-CoV-2. Entre estes, encontram-se Candida albicans,
SARS-CoV-1, Streptococcus pyogenes e Streptococcus salivarius. Pseudomonas aeruginosa
apresentou menos de 80% de homologia com um dos primers/sondas do ensaio de
SARS-CoV-2. No entanto, o artus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes ndo revelou qualquer
possivel amplificagdo com as diferentes sequéncias armazenadas na base de dados de
proteinas/nucledtidos ndo redundantes do NCBI.

Foi analisado um total de 36 estirpes bacterianas, viricas e fingicas por PCR in silico
(Tabela 27) com um potencial tamanho de amplicon limitado a 500 pb. Foram recolhidas
sequéncias de agentes patogénicos da base de dados do NCBI; contudo, nenhum destes
agentes patogénicos sofreu amplificagdo in silico. A Tabela 27 apresenta a lista de agentes
patogénicos analisados in silico.

Tabela 27. Lista de agentes patogénicos testados in silico.

Agentes patogénicos Estirpe/tipo ID de taxonomia Resultados de PCR /n silico
Adenovirus Tipo 3 Tipo 3 45659 Sem correspondéncia
Adenovirus Tipo 4 Tipo 4 28280 Sem correspondéncia
Adenovirus Tipo 5 Tipo 5 28285 Sem correspondéncia
Adenovirus Tipo 7A Tipo 7A 85755 Sem correspondéncia
Adenovirus Tipo 14 Tipo 14 10521 Sem correspondéncia
Adenovirus Tipo 31 Tipo 31 10529 Sem correspondéncia
Bordetella pertussis A639 520 Sem correspondéncia
Candida albicans 5(2322?4 5476 Sem amplificagdo possivel*T
Chlamydia pneumoniae ﬁv\/\\jljog%f 115713 Sem correspondéncia
Enterovirus Tipo 68 42789 Sem correspondéncia

* Correspondéncia de sequéncia com um dos primers/sondas apresentou <80% de homologia.
T Correspondéncia de sequéncia com um dos primers/sondas apresentou 280% de homologia.
(continuacdo na pagina seguinte)
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Tabela 27. (Continuagéo da pagina anterior)

Agentes patogénicos Estirpe/tipo ID de taxonomia Resultados de PCR in sifico
Haemophilus influenzae KwW20 727 Sem correspondéncia
Coronavirus humano 229E 11137 Sem correspondéncia
Coronavirus humano NL63 277944 Sem correspondéncia
Coronavirus humano HKU-1 290028 Sem correspondéncia
Coronavirus humano OC43 OC43 31631 Sem correspondéncia
Coronavirus humano MERS-CoV 1335626 Sem correspondéncia
Metapneumovirus humano n/a 162145 Sem correspondéncia
Influenza A HIN1 114727 Sem correspondéncia
Influenza A H3N2 119210 Sem correspondéncia
Influenza B n/a 11520 Sem correspondéncia
Mycoplasma pneumoniae MF]'_?Q 272634 Sem correspondéncia
Virus parainfluenza Tipo 1 12730 Sem correspondéncia
Virus parainfluenza Tipo 2 2560525 Sem correspondéncia
Virus parainfluenza Tipo 3 11216 Sem correspondéncia
Virus parainfluenza Tipo 4 2560526 Sem correspondéncia
Pneumocystis jirovecii RU7 42068 Sem correspondéncia
Pseudomonas aeruginosa PAO1 287 Sem amplificagdo possivel*
Virus sincicial respiratério Tipo A (RSV A) 208893 Sem correspondéncia
Virus sincicial respiratério Tipo B (RSV B) 208895 Sem correspondéncia
Rinovirus Tipo A 147711 Sem correspondéncia
Rinovirus Tipo B 147712 Sem correspondéncia
Coronavirus SARS Tor2 694009 Sem amplificacdo possivelt
Staphylococcus epidermidis n/a 1282 Sem correspondéncia
Streptococcus pyogenes n/a 1314 Sem amplificagdo possivel
Streptococcus salivarius ATCC(Z%?_@;;) 24D5 1304 Sem amplificagéo possivel
Streptococcus pneumoniae A,;‘rgfr:czﬂ%ggq 1313 Sem correspondéncia

* Correspondéncia de sequéncia com um dos primers/sondas apresentou <80% de homologia.
T Correspondéncia de sequéncia com um dos primers/sondas apresentou 280% de homologia.
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Andlise in vitro

A reatividade cruzada foi verificada in vitro com agentes patogénicos que apresentavam
>80% de homologia com o SARS-CoV-2 Amp Primers na andlise in silico. Foram preparadas
amostras através da adi¢do de organismos com potencial de reagdo cruzada & matriz de
esfregaco nasofaringeo a 10° cp/ml, exceto para SARS-CoV-1, que foi testado ndo diluido
de acordo com as recomendagdes do fabricante. Nenhum destes agentes patogénicos
apresentou reatividade cruzada in vitro.

A interferéncia microbiana do ensaio artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit foi avaliada
in vitro num painel de agentes patogénicos recomendados (Tabela 28). Foram preparadas
amostras através da adigdo de um mdaximo de cinco agentes patogénicos — a
105 TCID50/ml para alvos virais, 106 cp/ml para alvos bacterianos e fingicos ou & méxima
concentragdo possivel com base na concentragdo de stock — a esfregagos nasofaringeos
negativos enriquecidos com particulas de SARS-CoV-2 inativadas (Zeptometrix) a 2,87 x limite
de detegdo (Limit of Detection, LoD). Os painéis NATtol™ e o SARS-CoV-1 foram enriquecidos
diretamente com particulas de SARS-CoV-2 inativadas (Zeptometrix) a 2,87 x limite de
detecdo (Limit of Detection, LoD). Os resultados para cada pool de microrganismos testado e
as respetivas concentragdes estdo resumidos abaixo.

A Tabela 28 apresenta a lista de agentes patogénicos analisados na interferéncia microbiana.

Tabela 28. Lista de agentes patogénicos testados in vitro em interferéncia microbiana.

ID do . . . Concentragdo R
pool/ID da  Microrganismo Origem final Unidade  Resultado
amostra
SARSCoV-2 (ZNeif?sm:;sl.Tc ov2IERQ) 2726403 cp/ml
Coronavirus humano 229E Zeptometrix (0810229CFHI) 1.43E+05  TCID50/ml
Pool 1 Coronavirus humano OC43  Zeptometrix (0810024CFHI) 5.86E+04  TCID50/ml inter?eerrgncic
Coronavirus humano NL63 Zeptometrix (0810228CFHI) 2.84E+04 TCID50/ml
Adenovirus T3 Zeptometrix (0810016CFHI) 1.43E+05  TCID50/ml
Virus parainfluenza 1 Zeptometrix (0810014CFHI) 9.14E+06  TCID50/ml
SARS-CoV-2 (ZSZ*;’S:T,;'S'TC ov21RQ) 2726403 cp/ml .
Pool 2 Adenovirus T31 Zeptometrix (081007 3CFHI) 1.67E+04  TCID50/ml interferéncia
Virus parainfluenza 2 Zeptometrix (0810015CFHI) 4.29E+04  TCID50/ml
Influenza B Florida/02/2006 Zeptometrix (0810037 CFHI) 1.43E+05 TCID50/ml
Rinovirus T TA Zeptometrix (08 10012CFNHI)  2.86E+04  TCID50/ml

(continuacdo na pégina seguinte)
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Tabela 28 (continuagéo da pagina anterior)

ID do Concentragdo
pool/ID da  Microrganismo Origem final ¢ Unidade Resultado
amostra <
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2}-ERC) 2.72E+03 cp/ml
Virus parainfluenza T3 Zeptometrix (0810016CFHI)  1.43E+07  TCID50/ml
| Haemophilus influenzae ~ ATCC (51907D-5) 1.00E+06 CFU/ml Sem
Pool 3 . -
Streptococcus pneumoniae ATCC (700669DQ) 3.30E+06  CFU/m|  inferferéncia
Candida albicans Zeptometrix (0801504DNA)  1.00E+06 CFU/ml
Staphylococcus ATCC (12228DQ) 4.60E+06  CFU/ml
epidermidis
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2.73E+03 cp/ml
Adenovirus T7A Zeptometrix (0810021CFHI)  1.02E+06  TCID50/ml
Sem
Pool 4 Streptococcus pyogenes  ATCC (700294DQ) 1.00E+07 CFU/ml  interferéncia
Mycoplasma pneumoniae  Zeptometrix (0801579DNA)  1.00E+08 CFU/ml
Pseudomonas aeruginosa  ATCC (47085DQ) 1.00E+07 CFU/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2}-ERC) 2.72E+03 cp/ml
X'sr\‘;;s'”c'c"" respiralono 7 otometrix (0810482CFHI) ~ 7.14E404  TCID50/ml
Sem
Pool 5 '(’:‘Erifonri‘i‘aA HINT Zeptometrix (0810165CFHI)  1.43E+04  TCID50/ml  inferferéncia
Grupo principal de Zeptometrix (0810300CFHI)  1.43E+05  TCID50/ml
enterovirus tipo 68
Adenovirus T14 Zeptometrix (0810108CFHI)  2.86E+04  TCID50/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2}-ERC) 2.73E+03 cp/ml
Coronavirus MERS Zeptometrix (0810575CFHI)  1.43E+04  TCID50/ml
| Adenovirus T4 Zeptometrix (0810070CFHI)  1.43E+05  TCID50/ml Sem
Pool 6 . L
0 Metapneumovirus humano interferéncia
(Human Metapneumovirus, Zeptometrix (0810156CFHI)  7.14E+03  TCID50/ml
hMPV) tipo B
Virus sincicial respiratério .
fipo B (RSV-8) Zeptometrix (0810040CFHI) 1.43E+03  TCID50/ml
(continuacdo na pagina seguinte)
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Tabela 28 (continuagéo da pagina anterior)

ID do Concentragd
pool/ID da  Microrganismo Origem ° Cﬁn chqo Unidade  Resultado
amostra <
SARS.CoV-2 Aeplomatrix 2736403 cp/ml
(NATSARS(COV2)-ERC) : P
, Zeptometrix
Adenovirus T5 (0810020CFHI) 6.43E+05  TCID50/ml
. . Zeptometrix Sem
Pool 7 Virus parainfluenza 4B (0810060BCFHI| 7.14E+04  TCID50/ml interferéncia
Influenza A H3N2 Zeptometrix
Switzerland/9715293/13  (0810511CFHI) e
N Zeptometrix
Streptococcus salivarius (BAA-1024D-5) 1.00E+06 CFU/ml
SARSCoV-2 Zeplomelrix 2.73E+03 /ml
° (NATSARS(COV2)-ERC) : P
NATrol Panel RP1 — Influenza A
H3N2 (Brisbane/10/07),
Influenza A HIN1
(NY/02/2009), Rinovirus Sem
Pool 8 (tipo 1A), Adenovirus T3, interferéncia
Parainfluenza T1, Virus Zeptometrix (MDZ0O1)  Desconhecido* N/A
parainfluenza T4,
Metapneumovirus (Peru 6-2003)
C. pneumoniae (CWL-029),
M. pneumoniae (M129),
Coxsackievirus (tipo A1)
SARS.CoV-2 2SI 2.73E+03 /ml
© (NATSARS(COV2)-ERC) : 7
NATrol Panel RP2 — Influenza A
H1 (New Caledonia/20/99),
Pool 9 Influenza B (Florida/02/06), - :erf )
RSV-A, Parainfluenza T2, . L Interrerencia
Parainfluenza T3, Coronavirus Zeptometrix (MDZ0O1)  Desconhecido N/A
HKU recombinante, Coronavirus
(OC43, NL63, 229E),
Bordetella pertussis (A639)
Zeptometrix
| SARS-CoV-2 ey R cp/ml o
Pool 10
- 3 interferéncia
SARS-CoV-1 Zeptometrix (NATSARS Desconhecido* N/A

sT)

* Concentragdo ndo comunicada pelo fabricante.
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Substancias interferentes

Amostras de esfregacos nasais, orofaringeos e nasofaringeos

O efeito de substancias interferentes putativas (para as substincias indicadas na Tabela 29) foi
avaliado para o desempenho do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Foram realizados testes
em 3 pools de esfregacos nasofaringeos negativos e em 3 pools de esfregacos nasofaringeos
positivos enriquecidos com particulas virais de SARS-CoV-2 inativadas (Zeptometrix) a 4 x limite
de detegdo (Limit of Detection, LoD). As experiéncias foram realizadas na plataforma RGQ MDx

5plex HRM (em quatro instrumentos) por um operador com um kit piloto.

Cada pool foi dividido em dois para testar a substancia interferente dissolvida num solvente
(amostra de teste) ou apenas o solvente (amostra de controlo). As taxas de incidéncia nos
canais de fluorescéncia Green e Red foram comparadas entre o feste e as suas amostras de
controlo correspondentes. Na auséncia de inferferéncia, o teste e as suas respetivas amostras

de controlo apresentam a mesma taxa de incidéncia.

A Tabela 29 mostra que nenhuma das substancias testadas interfere com o desempenho do
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit no canal de fluorescéncia Green.
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Tabela 29. Lista de substéncias interferentes e as taxas de incidéncia obtidas no canal Green.

Resultados da taxa de

Resultados da taxa de
incidéncia num esfregaco

1/15*

Substancias Fungdo Concentragdo incidéncia num esfregaco nasofaringeo positivo
interferentes festada nasofaringeo negativo  (4x limite de detecdo [Limit of
Detection, LoD])
bromici Antibistico Sem interferéncia Sem interferéncia
Tobramicina sistémico 1 mg/ml 0/15 15/15
Bemiels el Sem interferéncia Sem interferéncia
Mupirocina P 6,6 mg/ml
antibidtica 0/15 15/15
Corticosteroide Sem interferéncia Sem interferéncia
Fluticasona 5% (v/v)
nosol 0/]5 ]5/]5
Mentol Anestésico e Sem interferéncia Sem interferéncia
(pastilhas para a analgésico oral 0,5 mg/ml 0/15 15/15
garganta)
" Sem interferéncia Sem interferéncia
Oximetazolina Pulverizador 10% (v/v)
nosol 0/]5 ]5/]5
Sem interferéncia Sem interferéncia
Oseltamivir Farmaco antiviral 3,3 mg/ml 15/15
0/15
Mucina Sem interferéncia Sem interferéncia
15/15
(glandula 2,5 mg/ml 0/15 /
submandibular
bovina, tipo I-S)
. Anei Sem interferéncia
Sangue fofal 4% (/) Sem interferéncia

15/15

*

Foi detetada uma amplificagéo correspondente a um artefacto.

Instrucdes de utilizacdo do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit (manual)

09/2021

67




Amostras de saliva pura

O efeito de oito substancias inferferentes putativas (para as substdncias indicadas na
Tabela 30) foi avaliado para o desempenho do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Foram
realizados testes em 1 pool de amostras de saliva pura negativas, o qual foi dividido ao meio
para efetuar dois niveis de diluigo: (1) amostras de saliva pura negativas e (2) amostras de
saliva pura positivas artificiais (obtidas através da adicdo de 3x limite de detegdo [Limit of
Detection, LoD] [3600 cp/ml]) com particulas virais de SARS-CoV-2 inativadas [Zeptometrix]
no pool negativo). As amostras de saliva pura foram analisadas com a plataforma cobas z

480 por 3 operadores utilizando um kit comercial.

Para cada substancia interferente, os duplicados de amostra foram divididos em dois para
testar a substdncia interferente dissolvida num solvente (amostra de teste) ou apenas o solvente
(amostra de controlo). As taxas de incidéncia nos canais de fluorescéncia Green, Red e Yellow
foram comparadas entre o teste e as suas amostras de controlo correspondentes. Na auséncia
de inferferéncia, o teste e as suas respetivas amostras de controlo apresentam a mesma taxa

de incidéncia.

Em termos de andlise qualitativa (estado da amostra), as oito substéncias interferentes testadas
(consulte a Tabela 30) ndo tiverem qualquer impacto nos resultados do arfus SARS-CoV-2

Prep&Amp UM Kit em amostras de saliva positivas e negativas.

A Tabela 30 mostra que nenhuma das substéncias testadas interfere com o desempenho do
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit no canal de fluorescéncia Green.
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Tabela 30. Lista de substéncias interferentes e as taxas de incidéncia obtidas no canal Green.

Substancia Fungdo Concentragéo Resultados de taxa Resultados da
interferente* testada de incidéncia em taxa de incidéncia
amostras de saliva em amostras de
pura negativas saliva pura
positivas (3 a 5x
limite de detecdo
[Limit of Detection,
LoD])
Sangue total Substéncias 1% v/v Sem interferéncia* Sem
endégenas: 0/8 interferéncia*
ADNg humano, 8/8
leucécitos,
eritrécitos
Altoids® Rebucado 2% p/v Sem interferéncia Sem interferéncia
0/8 8/8
Aspirina Farmaco anti- 1% p/v Sem interferéncia Sem interferéncia
inflamatério 0/8 8/8
Listerine® Elixir oral antissético 1% v/v Sem interferéncia Sem interferéncia
0/8 8/8
Ricola® Rebugado 1% p/v Sem interferéncia Sem interferéncia
0/8 8/8
Pasta dentifrica Pasta dentifrica 0,1% p/v Sem interferéncia Sem interferéncia
Colgufe.® Total SF branqueadora 0/8 8/8
Whitening™
Xarope Tussidane® Férmaco antitdssico 1% v/v Sem interferéncia Sem interferéncia
0/8 8/8
Pulmofluide® Farmaco mucolitico 1% v/v Sem interferéncia Sem interferéncia
0/8 8/8

*Para o sangue total, foi observado um efeito interferente para a detegéo do IC no canal Red (10-40% de inibicdo)
sem afetar a validade da amostra. No canal Green, o estado da amostra ndo foi afetado pelo sangue total, mas foi
observado um ligeiro desvio de Ct (em média 1,35 Ct posteriormente com sangue total em comparagdo com a
amostra de controlo).

Para evitar o risco de obter um falso-negativo no caso de uma amostra clinica fracamente positiva analisada

se forem observados vestigios de sangue no tubo, tal deve ser registado e se a amostra tiver um resultado

negativo utilizando o arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit, deve ser novamente colhida saliva pura do

paciente e a amostra deve ser analisada novamente com o artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.
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Estudo de estabilidade da amostra

O estudo de estabilidade da amostra foi realizado para avaliar o impacto de diferentes
condicdes de armazenamento de amostras nos resultados qualitativos (andlise da taxa de
incidéncia) e quantitativos (andlise do desvio de Ct) dos arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kits.
Foram realizadas experiéncias analisando dois niveis de diluicdo: (1) amostras negativas e (2)
amostras positivas artificiais obtidas através da adicdo de particulas virais de SARS-CoV-2
inativadas (Zeptometrix). Para confirmar a estabilidade das amostras (saliva e esfregaco
nasofaringeo [Nasopharyngeal Swab, NPS]) foi necessdrio que 295% dos duplicados tivessem
a mesma taxa de incidéncia e um desvio de Ct <10% do momento O para cada condi¢do de

estabilidade ocorrida.

Amostras nasais, orofon’nqeas e ncsoforinqecs:

As diferentes condicdes de estabilidade analisadas estdo listadas nas Tabela 31. Foram
realizados festes utilizando 3 pools de amostras. Através da plataforma ABI 7500 Fast Dx,
foram analisadas amostras de NPS negativas, 5x limite de detegdo (Limit of Detection, LoD)
(4750 cp/ml) de amostras de NPS positivas artificiais e trés lotes de amostras de libertagdo
do lote BRS1 (sequéncia N2, 1000 cp/10pl), BRS2 (gblock de RNase P, 1000 cp/10yl) e
BRS3 (sequéncia N1, 1000 cp/10yl).

Com base nos resultados da andlise qualitativa e quantitativa, as condicdes de
armazenamento de amostras NPS analisadas ndo afetaram a taxa de incidéncia (foi detetado
o mesmo estado, tal como esperado) e ndo levaram a desvios de Ct significativos dos
resultados do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Assim, o desempenho do kit foi estdvel
apesar de todas as diferentes condi¢des de armazenamento das amostras de NPS analisadas

(consulte a Tabela 31).

A Tabela 31 apresenta as condicdes de estabilidades das amostras nasofaringeas
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Tabela 31. Condigdes de estabilidade da amostra nasofaringea.

Condices Alegagdo da estabilidade da amostra
F/T 3F/T

4°C (2°Ca8°C) 72h

-70°C 2 semanas

Amostras de saliva pura

As diferentes condicdes de estabilidade analisadas estdo listadas nas Tabela 32. Foram
realizados testes utilizando 2 pools de amostras. Foram analisadas amostras de saliva pura
negativas e 3x limite de detecdo (Limit of Detection, LoD) (3600 cp/ml) de amostras de saliva

pura positivas artificiais utilizando a plataforma ABI 7500 Fast Dx.

Com base nos resultados da andlise qualitativa e quantitativa, as condigdes de
armazenamento analisadas ndo afetaram a taxa de incidéncia (foi detetado o mesmo estado,
tal como esperado) e ndo levaram a desvios de Ct significativos dos resultados do artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Assim, o desempenho do kit foi estével apesar das diferentes

condigdes de armazenamento das amostras de saliva pura analisadas.

A Tabela 32 apresenta as condicdes de estabilidades da saliva pura.

Tabela 32. Condigdio de estabilidade da amostra de saliva pura

Condi¢do combinada: (6 h & temperatura ambiente
combinado com 72 h a 4 °C (2 a 8 °C) combinado
com 8 dias a 20 °C

((30°Ca-15°C)

20°C 30 °C a-15 °C)

Condicées Alegagdo da estabilidade da amostra
F/T 3F/T
Temperatura ambiente (18 °C a 26 °C) 72h
4°C(2°Ca8°C) 72 h

6 h & temperatura ambiente seguido de 72 h a 4 °C
(2 a 8 °C) e, em seguida, 7 dias a -20 °C
((30°Ca-15°C)

1 més (30,5 dias)
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Precisdo

O estudo de precisdo avaliou a reprodutibilidade (a mesma amostra é repetida em ensaios e

condigdes diferentes: 5 dias, 3 lotes de kits, 3 operadores e 2 instrumentos) e a repetibilidade

(a mesma amostra é repetida no mesmo ensaio e condi¢do). Foram realizados testes em

amostras nasofaringeas negativas e em amostras nasofaringeas negativas enriquecidas a
5 x limite de detegdo (Limit of Detection, LoD) no RGQ MDx.

Para cada nivel de diluicdo, foram recolhidos 204 pontos de dados. Os dados de

repetibilidade e reprodutibilidade foram utilizados para deferminar o desvio-padrdo (Standard

Deviation, SD) e o coeficiente de variagdo (Coefficient of Variation, %CV) dos alvos de
SARS-CoV-2 nos canais Green, Yellow e Red. A Tabela 33 mostra que o artus SARS-CoV-2
Prep&Amp UM Kit tem uma precisdo geral de 0,63 SD (2,03% CV) no canal Green, 0,54 SD
(2,22% CV) no canal Yellow e de 1,28 SD (4,10% CV) no canal Red.

Tabela 33. Desvio-padréo e coeficiente de variagdo do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.

Amostras e canal Entre Entre Entre Entre No

~ Total . Entre lotes . . .
de detecdio dias operadores instrumentos ~ ensaios  ensaio

Desvio-padrdo (Standard Deviation, SD)
(Coeficiente de variacdo [Coefficient of Variation, %CV])
NPS negativo 0,54 0,09 0,10 0,06 0,11 0,09 0,50
Canal Yellow (2,22) (0,37) (0,42) (0,27) (0,47) (0,36) (2,05)
NPS negativo 1,15 0,0 0,55 0,00 0,12 0,39 0,92
Canal Red (3,68) (0,000  (1,76) (0,00) (0,40) (1,26 (2,96)
NPS enriquecido 0,63 0,18 0,31 0,00 0,08 0,00 0,51
Canal Green (2,03) (0,59) (1,00) (0,00) (0,25) (0,00) (1,64)
NPS enriquecido 0,47 0,13 0,24 0,05 018 000 033
Canal Yellow (1,93 (0,53) (0,98 (0,20) (0,73) (0,000  (1,38)
NPS enriquecido 1,28 0,12 0,58 0,11 0,00 0,49 1,02
Canal Red (4,10) (0,37) (1,84) (0,34) (0,00) (1,57) (3,27)
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Desempenho clinico

Esfregacos nasofaringeos
O desempenho clinico do ensaio artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp foi avaliado utilizando

espécimes de esfregago nasofaringeo retrospetivos em meio de transporte, consistindo em

150 espécimes clinicos.

Todas as amostras foram colhidas de pacientes com sinais e sinftomas de infegdo por

COVID-19 e foram armazenadas congeladas até & sua utilizagdo.

A validagdo clinica foi realizada no ABI 7500 Fast Dx. A Tabela 34 apresenta o desempenho
do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit face a um método de referéncia.

Tabela 34. Desempenho clinico do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit face a um método de referéncia.

Estado da N % de positivos IC de 95% % de negativos IC de 95%
amostra
Positivos 52 98,1 89,9-99,7 1,9 -
(51/52) (1/52)
Negativos 98 5,1 - 94,9
88,7-97.,8
(5/98) (93/98)

Os resultados discordantes foram aferidos através de um terceiro método e reanalisados com
uma tabela de contingéncia. Os resultados gerais do desempenho clinico sdo expressos como
Concordéncia na percentagem de positivos (Positive Percent Agreement, PPA) e
Concordéncia na percentagem de negativos (Negative Percent Agreement, NPA] e sdo

apresentados na Tabela 35.
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Tabela 35. Desempenho clinico do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit apés andlise de resultados discordantes.

Estado da N % de positivos IC de 95% % de negativos IC de 95%

amostra

Positivos 52 98,1 89,9-99,7 1,9 -
(51/52) (1/52)

Negativos 98 5,1 - 94,9 88,7-97.8
(5/98) (93/98)

Segue-se a fragdo de amostras em concorddncia e em concordéncia na percentagem de
positivos e negativos ([Positive Percent Agreement], PPA e [Negative Percent Agreement],

NPA, respetivamente) com os estados esperados das amostras:

Concordéncia na percentagem de positivos
(Positive Percent Agreement, PPA): 51/52 =98,1% (IC 95%: 89,9%-99,7%)
Concordéncia na percentagem de negativos
(Negative Percent Agreement, NPA):  93/98 = 94,9% (IC 95%: 88,6%—97,8%)
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Esfregacos nasofaringeos incluindo individuos assintomdticos

O desempenho clinico do ensaio artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp foi avaliado utilizando
espécimes de esfregago nasofaringeo retrospetivos em meio de transporte, consistindo em

153 espécimes clinicos.

Todos os espécimes foram colhidos de individuos sem sintomas ou outros motivos para se

suspeitar de infecdo por COVID-19.

A validacdo clinica foi realizada no ABI 7500 Fast Dx. Dezasseis amostras foram excluidas
da andlise apés a testagem com o artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit devido a um estado

invélido, de acordo com os critérios de validacdo de amostras (Tabela 23).

A Tabela 36 compara o desempenho do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit face a um
método de referéncia, o que é expresso como concordéncia na percentagem de positivos
(Positive Percent Agreement, PPA) e concordancia na percentagem de negativos (Negative

Percent Agreement, NPA).

Tabela 36. Desempenho clinico do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit face a um método de referéncia

Estado da N % de positivos IC de 95% % de negativos IC de 95%
amostra
Positivos 50 64,0 50,1-75,9 36,0 -
(32/50) (18/50)
Negativos 87 1,15 - 98,85
93,8-99,8
(1/87) (86/87)

Foram aferidos dezanove resultados discordantes através de um terceiro método e
reanalisados com uma tabela de contingéncia. Os resultados gerais do desempenho clinico
sdo expressos como Concorddncia na percentagem de positivos (Positive Percent Agreement,
PPA) e Concordéncia na percentagem de negativos (Negative Percent Agreement, NPA) e
sdo apresentados na Tabela 37.
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Tabela 37. Desempenho clinico do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit apés andlise de resultados discordantes.

Estado da N % de positivos IC de 95% % de negativos IC de 95%

amostra

Poitivos 32 100,0 89,3-100,0 0(0/32) -
(32/32)

Negativos 105 0,95 - 99,05 94,8-99,8
(1/105) (104/105)

Dezoito amostras falso-negativas foram reclassificadas como verdadeiras negativas, enquanto

a amostra falso-positiva permaneceu falso-positiva.

Segue-se a fracdo de amostras em concorddncia e em concorddncia na percentagem de
positivos e negativos ([Positive Percent Agreement], PPA e [Negative Percent Agreement],

NPA, respetivamente) com os estados esperados das amostras:

Concordéncia na percentagem de positivos

(Positive Percent Agreement, PPA): 32/32 = 100,0% (IC 95%: 89,3%-100,0%)
Concordéncia na percentagem de negativos

(Negative Percent Agreement, NPA):  104/105 = 99,05% (IC 95%: 94,8%-99,8%)

Amostras de saliva pura

O desempenho clinico do ensaio artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp foi avaliado utilizando

espécimes de saliva pura, consistindo em 142 espécimes de saliva.

Todos os espécimes foram colhidos de pacientes com sinais e sintomas de infe¢do por
COVID-19. A validacéo clinica foi realizada no ABI 7500 Fast Dx. Doze amostras foram
excluidas da andlise apés a testagem com o arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit e o método
de referéncia devido ao facto de ambos os testes produzirem um estado invdlido de acordo

com os critérios de validade de amostras.

A Tabela 38 apresenta o desempenho do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit face a um

método de referéncia.
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Tabela 38. Desempenho clinico do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit face a um método de referéncia.

Estado da N % de positivos IC de 95% % de negativos IC de 95%
amostra
Positivos 45 93,33 82,14-97,71 6,67
(42/45) (3/45)
Negativos 85 0 - 100 95 68-100 00
(0/85) (85/85) ! '

Foram avaliados trés resultados discordantes através de um ferceiro método e reanalisados
com uma tabela de contingéncia. Os resultados gerais do desempenho clinico sdo expressos
como concorddncia na percentagem de positivos (Positive Percent Agreement, PPA) e
concordéncia na percentagem de negativos (Negative Percent Agreement, NPA) e sdo

apresentados na Tabela 39.

Tabela 39. Desempenho clinico do arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit apés andlise de resultados discordantes.

Estado da N % de positivos IC de 95% % de negativos IC de 95%
amostra
Positivos 43 97,67 87,94-99,59 2,32
(42/43) (1/43)
Negativos 87 0 - 100 95,68-100,00
(0/87) (87/87)

Dois resultados falso-negativos foram reclassificados como verdadeiros negativos, enquanto

um resultado falso-negativo permaneceu falso-negativo.

Segue-se a fracdo de amostras em concorddncia e em concorddncia na percentagem de
positivos e negativos ([Positive Percent Agreement], PPA e [Negative Percent Agreement],

NPA, respetivamente) com os estados esperados das amostras:

Concordéncia na percentagem de positivos

(Positive Percent Agreement, PPA): 42/43 = 97,67% (IC de 95%: 87,94%-99,59%)
Concordéncia na percentagem de negativos

(Negative Percent Agreement, NPA):  87/87 = 100,00% (IC de 95%: 95,68%-100,00%)
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Guia de resolucdo de problemas

Este guia de resolugcdo de problemas pode ser util para resolver quaisquer problemas que

possam surgir. Para obter mais informagdes, consulte também a pdgina de perguntas

frequentes (Frequently Asked Questions, FAQ) no nosso Centro de assisténcia técnica:

www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

o

.
C rios e sug

Sinal verde fraco ou ausente (FAM) no controlo positivo (Positive Control, PC)

a) O canal de fluorescéncia
selecionado para andlise de dados
de RT-PCR ndo respeita o protocolo.

b) Programagéo incorreta do perfil de
temperatura.

c) Configuracdo incorreta da reagdo de

PCR

d) As condigdes de armazenamento de
um ou mais componentes do kit ndo
estd em conformidade com as
instrucdes ou o arfus SARS-CoV-2
RT-PCR Kit expirou.

e) Configuracdo incorreta da
plataforma de real time RT-PCR
durante a configuracdo de dados.

fj A PCR foi inibida.

Para a andlise de dados, selecione o canal de fluorescéncia FAM
(Green) para os alvos de RT-PCR analiticos de SARS-CoV-2, o canal de
fluorescéncia HEX/VIC/JOE (Yellow) para o controlo de amostragem e
Cy5/Atto (Red) para o controlo inferno.

Compare o programa de RT-PCR com o protocolo.

Verifique os seus passos de trabalho ao longo do esquema de
pipetagem e repita a PCR, se necessdrio.

Obedega &s condigdes de armazenamento, verifique o prazo de
validade dos reagentes e, se necessario, utilize um novo kit.

Aplique as configuragdes recomendadas relacionadas com a sua
plataforma de real time RT-PCR descritas no presente manual.

Siga as boas prdticas de laboratério de biologia molecular para evitar
a introducdo de contaminantes.

Certifique-se de que o espago de trabalho e os instrumentos sdo
descontaminados regularmente.

Siga o protocolo indicado no presente manual. Verifique o prazo de
validade do reagente e, se necessdrio, utilize um novo kit. Repita o
ensaio com outra amostra.

Sinal verde (FAM) no controlo sem modelo ou no controlo negativo de extragéo

Ocorreu contaminagdo com sequéncias
de SARS-CoV-2 durante a preparagdo da
placa de RT-PCR.

Repita a RT-PCR com novos reagentes.

Siga as boas prdticas de laboratério de biologia molecular para evitar
a introdugdo de contaminantes. Siga o protocolo indicado no presente
manual.

Certifique-se de que o espago de trabalho e os instrumentos sdo
descontaminados regularmente.
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C tarios e sugest

Sinal vermelho fraco ou ausente (Cy5/Atto) do controlo interno

a)

b)

<)

Sinal amarelo fraco ou ausente (VIC/HEX) do

Foi introduzido um interferente na
reacdo de RT-PCR. A PCR foi inibida.

O controlo interno estd degradado.

Configuragdo incorreta da
plataforma de real time RT-PCR
durante a configuragdo de dados.

Siga as boas prdticas de laboratério de biologia molecular para evitar
a introducdo de contaminantes.

Certifique-se de que o espago de trabalho e os instrumentos sdo
descontaminados regularmente.

Siga o protocolo indicado no presente manual.
Repita a experiéncia com uma amostra recém-colhida.

Siga as boas prdticas de laboratério de biologia molecular para evitar
a introdugdo de RNases. Siga as recomendagdes indicadas no
presente manual.

Certifique-se de que o espago de trabalho e os instrumentos sdo
descontaminados regularmente.

Obedega &s condigdes de armazenamento, verifique o prazo de
validade dos reagentes e, se necessario, utilize um novo kit.

Aplique as configuragdes recomendadas relacionadas com a sua
plataforma de real time RT-PCR descritas no presente manual.

controlo de amostragem

a) A amostra clinica estd degradada. Siga as recomendagdes fornecidas pelo fornecedor do dispositivo de
colheita relativamente ao seu armazenamento, manuseamento e
transporte.

Siga o protocolo indicado no presente manual, incluindo os passos de
preparacdo de amostras com o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Cumpra as condi¢des de armazenamento, verifique o prazo de
validade dos reagentes, como o SARS-CoV-2 UM Prep Buffer e, se
necessdrio, utilize um novo kit.

b) A amostra ndo foi devidamente Siga as recomendagdes fornecidas pelo fornecedor do dispositivo de

colhida. A quantidade de células colheita para a colheita e o manuseamento de amostras.
humanas colhidas no esfregaco ou
transferidas no meio de transporte
ndo foi suficiente.
c) Configuracdo incorreta da Aplique as configuragdes relacionadas com a sua plataforma de real

plataforma de realtime RT-PCR time RT-PCR descritas no presente manual.
durante a configuragdo de dados.

80 Instrugdes de utilizagdo do artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit (manual) 09/2021



Simbolos

Os seguintes simbolos poderdo aparecer nas instrugdes de utilizagdo ou na embalagem e nos

rétulos:

Definicéio do simbolo

Contém reagentes suficientes para 768 ou 3072 reacdes

Prazo de validade

zZl |3 © - Y |E

V Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

Némero de catdlogo

LOT Némero de lote
Componentes
Conteldo
Nomero
GTIN Nimero global de item comercial

R refere-se a revisdo das Instrucdes de utilizacdo e n é o
nUmero da revisdo

-~
=

Limitagdo de temperatura

—
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Simbolo

Definicéio do simbolo

= K

=)

>

Fabricante

Consultar as instrucdes de utilizacdo

Manter afastado da luz solar

Aviso/cuidado
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Informacdes de contacto

Para obter assisténcia técnica e mais informacdes, contacte os Servicos de Assisténcia da

QIAGEN em support.qiagen.com.
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Informacdes de encomenda

Produto Contetddo N.° de cat.
artus SARS-CoV-2 Para 768 reagdes: Tampdo de preparagdo, 4511460
Prep&Amp UM Kit corante ROX, mistura principal, primers e
(768) sondas, controlo interno, dgua (No Template

Control, NTC) e controlo positivo
artus SARS-CoV-2 Para 3072 reagdes: Tampdo de preparagéo, 4511469
Prep&Amp UM Kit corante ROX, mistura principal, primers e
(3072) sondas, controlo interno, dgua (No Template
Control, NTC) e controlo positivo
Instrumento e acessérios
PCR tubes, 0.1 ml Para utilizacdo com rotor de 72 pogos, tubos de 981103
for Rotor-Gene Q tiras e tampas
5-plex HRM MDx
Rotor-Gene Q Software  Rotor-Gene Q, versdo 2.3.1
software (ou superior)
Rotor-Gene Q 5-plex Ciclador de realtime PCR com 5 canais, 9002032
HRM MDx analisador de fusdo de alta resolucdo, software,
computador portétil e acessérios; 1 ano de
garantia em pecas e mdo de obra, instalagdo
72-Well Rotor Para conter Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, com 9018903
volumes de reagdo de 10-50 pl
Locking Ring Para bloguear Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, no 9018904
72-Well Rotor 72-Well Rotor

Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e rendncias de responsabilidade
especificas do produto, consulte o respetivo manuais do kit QIAGEN ou manual do utilizador.
Os manuais do tilizador e os manuais dos kits QIAGEN estdo disponiveis em
www.qiagen.com ou podem ser solicitados aos Servicos de Assisténcia da QIAGEN ou ao

seu distribuidor local.
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Histdrico de revisoes do documento

Revisdo Descricdo
R1, abril de 2021 Versdo inicial.
R2, julho de 2021 Extensdo da alegagdo: O teste foi estabelecido para individuos assintomdticos. A

utilizacdo prevista foi atualizada para incluir individuos sem sintomas ou outros
motivos para se suspeitar de infe¢do por COVID-19. Foi adicionada uma sec¢do sobre
desempenho clinico incluindo individuos assintométicos aos dados de desempenho.

R3, setembro de Extensdo da alegagdo:
2021 1

2. Modificacdo do fluxo de trabalho.

. Adig&o de testagem utilizando espécimes de saliva.

3. Para utilizagéo com trés plataformas adicionais e o respetivo software: CFX96 Dx
com CFX Manager Dx, versdo do software 3.1.3090.1022 (ou superior), cobas z
480 com LightCycler 480 SW UDF versdo 2.0.0 (ou superior) e QuantStudio 5 Dx
com QuantStudio 5 Dx IVD, vers&o do software 1.0.1 (ou superior).

4. O limite de detegdo de trés plataformas adicionais (CFX96 Dx, cobas z 480,
QuantStudio 5 Dx) foi adicionado & seccdo de desempenho para amostras de

esfregago nasofaringeo, nasal e orofaringeo.

5. A secgdo de carateristicas de desempenho foi atualizada.

6. Foram mantidos apenas canais de fluorescéncia (Green, Red, Yellow) para os
instrumentos RGQ (os nomes do corante entre parénteses foram eliminados).

7. Foram mantidos nomes dos corantes apenas para o CFX96 Dx, ABI7500 Fast Dx,

cobas z 480 e QuantStudio 5 Dx.

8. Para o ABIZ500 Fast Dx, os filtros de fluorescéncia A/1, B/2 e E/5 foram eliminados.
Apenas foram mantidos os nomes de corantes (Fam, Vic, and Cy5).

9. Alteragdes nas Tabelas 34-37 na secgdo de desempenho clinico para clarificar a

apresentagdo.
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Acordo de licenga limitada para o artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
A utilizagdo deste produto implica a aceitagdio dos seguintes termos por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto:

1. O produto deverd ser usado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com o presente manual e recorrendo & utilizagdo
exclusiva dos componentes contidos no kit. Nos termos dos direitos de propriedade infelectual, a QIAGEN ndo concede nenhuma licenga para usar ou incluir os
componentes englobados neste kit com qualquer componente ndo incluido neste kit, salvo conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, no presente
manual e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com. Alguns dos referidos protocolos adicionais foram fornecidos por utilizadores QIAGEN
para utilizadores QIAGEN. Os referidos protocolos néo foram testados de forma exaustiva ou otimizados pela QIAGEN. A QIAGEN ndo assegura nem garante que
os referidos protocolos ndo infringem os direitos de terceiros.

2. Aexcegdo de licengas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este painel e/ou a sua utilizagdo ou utilizagdes néo infrinjam
os direitos de terceiros.

3.  Este painel e respetivos componentes estdo licenciados para uma Gnica utilizagéo e ndo podem ser reutilizados, recondicionados ou objeto de revenda.

4. A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenca, expressa ou implicita, & excecdo das expressamente declaradas.

5. O comprador e o utilizador do painel concordam em néo tomar nem permitir que terceiros tomem medidas que possam conduzir a ou facilitar qualquer dos atos

acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes do presente Acordo de licenciamento limitado em qualquer tribunal e deverd recuperar todas as custas
de tribunal e de investigagdo em que incorra, incluindo honordrios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir o presente Acordo de licenciamento
limitado ou qualquer um dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao painel e/ou aos seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, visite www.qiagen.com.
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Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample to Insight®, artus®, Prep&Amp™, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection); CFX96™,
Hard-Shell® (BioRad Laboratories, Inc.); Clinical and Laboratory Standards Institute®, CLSI® (Clinical and Laboratory Standards Institute, Inc); Zeptometrix®, NATtrol™
(Cole-Parmer); Colgate®, Total SF Whitening™ (Colgate-Palmolive Company); Listerine® (Johnson & Johnson); Tussidane® (Laboratoires Des Realisations Therapeutiques
Elerte); Pulmofluide® (Laboratoires Gerda); Excel® (Microsoft Corporation); Ricola® (Ricola Group); cobas®, LightCycler® (Roche Group); ABI®, MicroAmp™,
EnduraPlate™, QuantStudio®, Thermo Fisher Scientific® (Thermo Fisher Scientific or its Subsidiaries); Altoids® (Wm. Wrigley Jr. Company). Os nomes registados, as
marcas comerciais efc. utilizados neste documento, mesmo quando néo assinalados especificamente como tal, ndo devem ser considerados como néo protegidos
por lei.

09/2021 HB-2850-003 © 2021 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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