ealtonae

DIAGNOSTICS

Instrucoes de uso

RealStar®
Bordetella PCR Kit 1.0

01/2017 PT

@
| &
(0]
b
N
(¢
()
o




MAN-531010-PT-S01

RealStar®
Bordetella PCR Kit 1.0

Para utilizagdo com

Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene)
VERSANT® kPCR Molecular System AD (Siemens Healthcare)
ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems)

ABI Prism® 7500 Fast SDS (Applied Biosystems)
Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research)

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

CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

Ce

531013
\/ 96
[T] 012017
al

altona Diagnostics GmbH « Mérkenstr. 12 « D-22767 Hamburg



RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0

Conteudo

1. U L] [ Toz= Vo T ad (= = - T 6
2, Componentes do Kit........ccococmirmrininir e 6
3. Armazenamento ........cooooccoiirieieeeee e e e e e s 6
4. Materiais e Dispositivos requeridos mas nao fornecidos.........ccccceeeeunnn 7
5. INfOrmagao de Base ........ccccceeiiiiicceeiee e s s e e e 8
6. Descrigao do Produto.........cccceeiiecimeeerisssssnneessssssssr e s ssssssns e s sssssmsne e s nsssnnnes 1
6.1 Instrumento de PCR em tempo real.........ccveeeeiieiiiiiie i 12
7. AViISOS € PreCauGOes ........cevrrmriirsirinsie s s s s ssn s 13
8. Procedimento ... e 14
8.1 Preparacao de AMOSIas. .......couiiiiiiiiiiiie e 14
8.2  Preparagao da Master MiX .........ccooouiieiiieeiiiie e 15
8.3 Preparagao da REAGAD .......cccocuviiiiiiiiiiiieeeeeeee et 17
9. Programacgao dos instrumentos de PCR em tempo real...................... 18
9.1 DEfINIGOES ...ttt a e 18
9.2  Detetores de fluorescéncia (Corantes) ........c.cceeeereiiieeeniieeniiee e 18
9.3 Perfil de Temperatura e Aquisigdo de Corante..............cccoveeeeieiiiiieeceecnns 19
10.  Anadlise de Dados ........cccirieiiiniieinie s 20
10.1 Validade dos Processamentos do Teste de Diagnostico..........cccoovveeeeenn. 20
10.1.1 Processamento de Teste de Diagndstico Valido...........coooviiiiiiiineen. 20
10.1.2 Processamento de Teste de Diagndstico Invalido ... 20
10.2 Interpretag@o dos Resultados ...........coooviiiiiiiiiiiiiiiec e 21
10.2.1 Analise QUAlItAtiVA ......cccuiiiiiiii e 21
4

RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0

1.

1.2
1.3

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Avaliagdo do Desempenho...........ccouceririininsnnine e, 22
Sensibilidade AnalitiCa ..........ccoiiiiiiii 22
Especificidade AnalitiCa ..........ooouiiiiiiiiiii 24
PrECISA0 ... 25
Limitagoes .....ccviiiieeriiir i 26
Controlo de Qualidade..........ccccverinmriinnin 27
W2 oY oY Lo =T o3 1o o X S 27
Bibliografia .......cccuceeriiiirii e 28
Marcas Comerciais e Isen¢gdes de Responsabilidade.............ccceueeeee. 28
Explicagado de Simbolos........ccccvniiriniiinnenni e 29



RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0

1. Uti|iza§5° Prevista * O armazenamento entre +2 °C e +8 °C n&o deve exceder um periodo de duas
horas.
O RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 é um teste de diagndstico in vitro baseado na - Proteger o Master A e o Master B da luz.

tecnologia de PCR em tempo real para a detec¢do qualitativa e diferenciagcdo do

ADN especifico do Bordetella pertussis e do Bordetella parapertussis. L. . . . . .
4. Materiais e Dispositivos requeridos mas nao forneci-

dos

2. Componentes do Kit

* Instrumento de PCR em tempo real adequado (consulte o capitulo 6.1.
Cor cobertura Componente Numero de frascos | Volume [ul/tubo]

Instrumentos de PCR em tempo real)

Master A 8 60
» Sistema ou kit de extragcao de acido nucleico adequado
Violeta Master B 8 180 ) B
Internal Control 1 1000 » Centrifuga de bancada com um rotor para tubos de reacéo de 2 ml
Vermelho Positive Control 1 250 « Centrifuga com um rotor para placas de microtitulagéo, aquando da utilizagdo
Branco Water (PCR grade) 1 500 de placas de reagdo com 96 pogos

* Agitador vortex

Internal Control = Controle interno . - .
* Placas de reagéo com 96 poc¢os ou tubos de reagdo adequados com material

Positive Control = Controle positivo

i de fecho (6ticos) correspondente
Water (PCR grade) = Agua de PCR

» Pipetas (ajustaveis)
3. Armazenamento » Pontas de pipeta com filtros (descartaveis)
* Luvas sem po (descartaveis)

* O RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 é enviado em gelo seco. Os componentes

do kit devem chegar congelados. Se um ou mais componentes n&o estiverem NOTA

congelados no momento da recepgdo, ou se algum tubo tiver ficado ® Certifique-se de que todos os instrumentos utilizados foram
comprometido durante o envio, contacte a altona Diagnostics GmbH para 1 instalados, calibrados, verificados e mantidos de acordo com as
obter assisténcia. instrug6es e recomendacées do fabricante.

» Todos os componentes devem ser conservados entre -25 °C e 15 °C depois -
° E altamente recomendada a utilizagdo do rotor de 72 po¢cos com

tubos de reagao de 0,1 ml adequados, se utilizando o Rotor-Gene®
6000 (Corbett Research) ou o Rotor-Gene® Q 5/6 plex (QIAGEN).

do momento da entrega.

* Deve-se evitar o congelamento e descongelamento repetido de reagentes 1

Master (mais do que duas vezes), pois isto podera afetar o desempenho do
ensaio. Os reagentes devem ser congelados em aliquotas se a sua utilizagéo
prevista for intermitente.
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5. Informacao de Base

Bordetella pertussis e Bordetella parapertussis sao agentes patogénicos
responsaveis por tosse convulsa, uma doenga altamente contagiosa de tosse aguda
em humanos [1, 2]. Outras espécies do género Bordetella podem também causar
doencgas respiratérias em humanos. Bordetella holmesii foi mais recentemente
associada a doengas como a pertussis [3, 4] e Bordetella bronchiseptica infeta uma
ampla variedade de mamiferos, incluindo humanos, ocasionalmente causando
doencas relacionadas com tosse. As infegdes graves podem ocorrer em pessoas
que se encontram imunocomprometidos [5].

Todas as espécies Bordetella que causam doencgas respiratérias em humanos
transportam elementos de ADN transponivel, as denominadas sequéncias de
insercao (IS). Estas sequéncias de insergdo encontram-se normalmente presentes
em copias multiplas por genoma (ver tabela 1), permitindo a concegéo de sistemas
PCR que apresentam uma alta sensibilidade

Tabela 1: Sequéncias de insergéo 1S481 e IS1001 da Bordetella adaptadas de
Loeffelholz [6]

Presenca/n.° de copias por genoma™

Sequéncia de . ) " .
B. pertussis ~ B. parapertussis  B. holmesii  B. bronchiseptica™

insergéo
1S481 +/>50 -/INA +/8-10 (+)°/ND
1S1001 -INA +/~20 -/INA (+)41-7

' Simbolos e abreviaturas: +, presente em todos os isolados; (+), presente em alguns
isolados; -, ausente em todos os isolados; NA, nao aplicavel; ND, ndo determinado.

2 Apenas isolados de B. bronchiseptica de origem humana.
3 Um dos 73 isolados de origem humana foi positivo.

4 Quatro dos 73 isolados de origem humana foram positivos.

RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0

Com mais de 50 cépias por genoma [7], a sequéncia de insercéo 1S481 é o alvo
favoravel para a detegdo de Bordetella pertussis. Este alvo também se encontra
presente em Bordetella holmesii, com niumeros de cdpia que compreendem 8 a 10
copias por genoma [7] e é encontrado de forma pouco frequente em estirpes [8] de
Bordetella bronchiseptica.

O genoma de Bordetella parapertussis transporta aproximadamente 20 cépias
da sequéncia de inser¢do 1S1001, a qual facilita uma detegdo de PCR altamente
sensivel, mas que também é encontrada em algumas estirpes de Bordetella
bronchiseptica com numeros de copias que compreendem 1 a 7 copias por genoma

[7].

Existem diferengas nas necessidades de diagndstico em clinicas face a contextos
de saude publica. No contexto de uma clinica, o objetivo é otimizar a sensibilidade
(ndo perder casos), fornecendo resultados rapidos em simultaneo. Isto assegura
um tratamento adequado e evita a transmissdes adicionais. No contexto da saude
publica, é necessario um alto grau de especificidade (na maioria dos paises, uma
infecdo por B. pertussis é notificavel, mas ndo uma infegdo por outras espécies
de Bordetella) de forma a evitar intervengbes na saude publica ineficientes e
desnecessarias [9].

Em favor da mais elevada sensibilidade enquanto disponibiliza a mais elevada
especificidade, o RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 atua sobre a 1S481 para a
detecdo de Bordetella pertussis e sobre a 1IS1001 para a detecdo de Bordetella
parapertussis.
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6. Descricao do Produto

O RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 é um teste de diagndstico in vitro baseado na
tecnologia de PCR em tempo real para a deteccdo qualitativa e diferenciagcdo do
ADN especifico do Bordetella pertussis e do Bordetella parapertussis. O ensaio
inclui um sistema de amplificagdo heterdloga (Controlo Interno) para identificar
possiveis inibicdes da PCR e para confirmar a integridade dos reagentes do kit.

A tecnologia de PCR em tempo real utiliza a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para a amplificacdo das sequéncias alvo especificas e das sondas alvo
especificas para a detegdo do ADN amplificado. As sondas estdo marcadas com
reporter fluorescente e corante quencher.

As sondas especificas para B. pertussis (Alvo 1IS481) ADN estdo marcadas com o
fluoréforo FAM™ ao passo que as sondas especificas para B. parapertussis (Alvo
IS1001) ADN estdo marcadas com o fluoréforo Cy®5. A sonda especifica para o
Controlo Interno esta marcada com o fluoréforo JOE™.

A utilizagdo de sondas associada a coloragbes distinguiveis permite a detecao
paralela do B. pertussis (Alvo 1S481) e ADN especifico do B. parapertussis (Alvo
IS1001), assim como do Controlo Interno nos canais de detegédo correspondentes
do instrumento de PCR em tempo real.

O teste consiste em dois processos num Unico tubo de ensaio:
* Amplificacédo de PCR do ADN alvo e Controlo Interno

» Detecgao simultdnea de amplicbes de PCR por sondas marcadas com corante
fluorescente

11
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O RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 consiste em:

Dois reagentes Master (Master A e Master B)
Controlo Interno
Controlo Positivo [Bordetella pertussis + Bordetella parapertussis]

Agua de grau PCR

Os reagentes Master A e Master B contém todos os componentes (tamp&o de PCR,

ADN polimerase, sal de magnésio, primers e sondas) necessarios para permitir a

amplificagcdo mediada por PCR e para a detegéo de alvos do ADN especifico do B.

pertussis (Alvo 1S481) e B. parapertussis (Alvo 1S1001), assim como do Controlo

Interno numa preparacgao de reagao.

6.1 Instrumento de PCR em tempo real

O RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 foi desenvolvido e validado para utilizagdo com

os seguintes instrumentos de PCR em tempo real:

12

Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene)

VERSANT® kPCR Molecular System AD (Siemens Healthcare)
ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems)

ABI Prism® 7500 Fast SDS (Applied Biosystems)

Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research)

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

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

CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0

7. Avisos e Precaucgoes

Leia as instrugbes de utilizagao cuidadosamente antes de utilizar o produto.

Antes da primeira utilizagao, verifique o produto e os seus componentes
relativamente a:

o Integridade

o Totalidade no que diz respeito ao numero, tipo e conteldos (consulte o
capitulo 2. Componentes do Kit)

> Rotulagem correta

o Congelado aquando o momento da entrega

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

Os espécimes devem ser sempre tratados como sendo infeciosos e/ou
nocivo, segundo os procedimentos laboratoriais de seguranca.

Utilize luvas protetoras descartaveis sem po6, uma bata de laboratério e
protecao ocular quando manusear as amostras.

Evite contaminagdo microbiana e por nuclease (DNase/RNase) dos
espécimes e dos componentes do kit.

Utilize sempre pontas de pipeta descartaveis sem DNase/RNase, com
barreiras de aerossois.

Use sempre luvas protetoras descartaveis sem pé quando manusear os
componentes do kit.

Utilize areas de trabalho separadas e isoladas para (i) a preparagédo da
amostra, (ii) a preparagdo da reagéo e (iii) as atividades de amplificagao/
detegdo. A ordem das tarefas no laboratério deve ser unidirecional. Utilize
sempre luvas descartaveis em cada area e troque-as antes de entrar numa
area diferente.

Selecione materiais e equipamentos especificos para cada area de trabalho
individual e ndo os transfira de uma area para outra.

13
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* Guarde o material positivo e/ou potencialmente positivo separado de todos os
outros componentes do Kit.

* Nao abra os tubos/placas de reagdo pods-amplificacdo para evitar a
contaminagao com amplicées.

* Os controlos adicionais poderéo ser testados segundo as diretrizes ou
requisitos de regulamentagdes estatais e/ou federais ou organizagbes
acreditadas.

* Nao utilize a autoclave para os tubos de reagdo apos a PCR, dado que nao
iria degradar o acido nucleico amplificado e iria suportar o risco de contaminar
a area de laboratorio.

* Nao utilize componentes do kit que tenham passado do prazo de validade.

» Deite fora os residuos de amostras e ensaios respeitando as regulamentacdes
de seguranca locais.

8. Procedimento

8.1 Preparacao de Amostras

O ADN extraido é o material inicial para o RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0.

A qualidade do ADN extraido tem um impacto profundo no desempenho de todo o
sistema de teste. E necessario assegurar que o sistema utilizado para a extragéo de
acido nucleico é compativel com a tecnologia de PCR em tempo real. Os seguintes
kits e sistemas sdo adequados para a extragao de acido nucleico:

*  QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN)

*  QIAsymphony® (QIAGEN)

*  NucliSENS® easyMag® (bioMérieux)

* MagNA Pure 96 System (Roche)

* m2000sp (Abbott)

*  Maxwell® 16 IVD Instrument (Promega)

*  VERSANT® kPCR Molecular System SP (Siemens Healthcare)
14
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Os seguintes kits e sistemas de extragdo de acido nucleico também podem ser
adequados. A adequagdo do procedimento de extragdo de acido nucleico para
utilizagdo com RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 deve ser validada pelo utilizador.

No caso da utilizacdo de um procedimento de preparagdo de amostras baseado
numa coluna de centrifugagdo, incluindo tampdes de lavagem contendo etanol,
recomenda-se vivamente um passo de centrifugagcdo adicional de 10 min. a
aproximadamente 17 000 x g (~ 13 000 rpm), utilizando um tubo de colheita novo,
antes da eluigéo do acido nucleico.

ATENGAO

Se o seu sistema de preparagcao de amostras utilizar tampées de
lavagem contendo etanol, certifique-se de que elimina quaisquer
vestigios de etanol antes da elui¢ao do dcido nucleico. O Etanol é

um forte inibidor de PCR em tempo real.

A utilizacdo de ARN transportador é crucial para a eficiéncia da
extragao e estabilidade do dcido nucleico.

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

8.2 Preparacao da Master Mix

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

O RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 contém um Controlo Interno heterélogo,
que pode ser utilizado como um controlo de inibicdo de PCR ou para controlar o
procedimento de preparagdo de amostras (extragdo de acido nucleico) e como um
controlo de inibicdo de PCR.

15
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» Se o Controlo Interno for utilizado como um controlo de inibicdo de PCR, mas

nao como um controlo para o procedimento de preparagdo de amostras, o
Master Mix é configurado segundo o seguinte esquema de pipetagem:

Numero de Reagoes (reagoes)

Master A 5l 60 pl
Master B 15 ul 180 pl
Controlo Interno (Internal Control) 1 ul 12 pl
Volume da Master Mix 21 pl 252 ul

» Se o Controlo Interno for utilizado para o procedimento de preparagéo de

amostras e como um controlo de inibicdo de PCR, adicione o Controlo Interno
durante o procedimento de extragao de acido nucleico.

» Independentemente do método/sistema utilizado para a extragdo de acido

nucleico, o Controlo Interno nao deve ser adicionado diretamente a amostra.
O Controlo Interno deve ser sempre acrescentado a mistura de tampao de
amostra/lise. O volume do Controlo Interno que deve ser adicionado depende
sempre e apenas do volume da eluigéo. Este representa 10% do volume da
eluicdo. Por exemplo, se o acido nucleico vai ser eluido em 60 ul de tampao
de eluigdo ou agua, deve ser adicionado 6 ul de Controlo Interno por amostra
a mistura de tampéao de espécimel/lise.

» Se o Controlo Interno for acrescentado durante o procedimento de preparagéo
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de amostras, o Master Mix é configurado segundo o seguinte esquema de
pipetagem:

Numero de Reagoes (reagoes)

Master A 5l 60 pl
Master B 15 pl 180 pl
Volume da Master Mix 20 pl 240 pl

RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0

ATENGAO

Se o Controlo Interno foi adicionado durante o procedimento de
preparagcdo da amostra, pelo menos o controlo negativo deve
incluir o Controlo Interno

A de dcido nucleico, nunca adicione Controlo Interno diretamente

Independentemente do método/sistema utilizado para a extragao

ao espécime.

8.3

Preparacao da Reagao

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

Adicione 10 pl da amostra (eluato da extragédo de acido nucleico) ou 10 pl do
controlo (controlo positivo ou negativo).

Preparagao da Reagao

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

Certifiqgue-se de que sao utilizados todos os controlos positivos e pelo menos
um controlo negativo por processamento.

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

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

Centrifugue a placa de reagdo com 96 pogos numa centrifuga com rotor para
placas de microtitulagéo durante 30 segundos a aproximadamente 1000 x g
(~ 3000 rpm).

17
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9. Programacgao dos instrumentos de PCR em tempo real 9.3 Perfil de Temperatura e Aquisigao de Corante

Para obter informacgdes relativas a configuragdo e programacgao dos diferentes » Defina o perfil de temperatura e a aquisigio de corante:

instrumentos de PCR em tempo real, consulte o manual do utilizador do respetivo

instrumento.
Modo de Temperatura Tempo

analise [°C] [min: seg]

Para obter instru¢cdes detalhadas relativamente a utilizagdo do RealStar® Bordetella
PCR Kit 1.0 em instrumentos de PCR em tempo real especificos, contacte o nosso Desnaturagéo ~ Suspensao 1 - 95 02:00
Apoio Técnico (consulte o capitulo 14. Apoio Técnico).

- 95 00:15
Amplificaga ReElEEEE 45 i 58 00:45
. mplificagcéo sim :
9.1 Defini¢oes PSS de Ciclo
- 72 00:15

» Configure as seguintes definigdes:

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

9.2 Detetores de fluorescéncia (corantes)

» Defina os detetores de fluorescéncia (corantes):

N[;):;:: Reporter Quencher
ADN especifico do B. pertussis Alvo 1S481 FAM™ (Nenhum)
ADN especifico do B. parapertussis Alvo IS1001 Cy®5 (Nenhum)
Controlo Interno (Internal Control) Controlo Interno JO)= (Nenhum)
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10. Analise de Dados

Para obter informagdes basicas relativas a andlise de dados em instrumentos de
PCR em tempo real, consulte o manual do utilizador do respetivo instrumento.

Para obter instrucbes detalhadas relativamente a andlise dos dados gerados com
o RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 em diferentes instrumentos de PCR em tempo
real, contacte o nosso Apoio Técnico (consulte o capitulo 14. Apoio Técnico).

10.1 Validade dos Processamentos do Teste de Diagnéstico

10.1.1 Processamento de Teste de Diagndstico Valido

Para que um processamento de teste de diagnéstico seja valido, devem existir as
seguintes condi¢des de controlo:

Canal de Detegao

ID do Controlo

Controlo Positivo

[Bordetella pertussis + Bordetella parapertussis]

Controlo Negativo - = +

* A presencga ou auséncia de um sinal no canal JOE ™ nao é relevante para a validade
do teste.

10.1.2 Processamento de Teste de Diagnoéstico Invalido

Um processamento de teste de diagnostico é invalido, (i) se o processamento
ndo tiver sido concluido ou (ii) se alguma das condigdes de controlo para um
processamento de teste de diagnéstico valido néo estiver presente.

No caso de um processamento de teste de diagndstico invalido repita o teste

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

20
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10.2 Interpretagado dos Resultados

10.2.1 Analise Qualitativa

Canal de Detecao

Interpretacao de Resultados

Foi detetado o ADN especifico do B. pertussis e

do B. parapertussis.'-?

Foi detetado o ADN especifico do

B. pertussis.’

Foi detetado o ADN especifico do

B. parapertussis .2

Nao foi detetado o ADN especifico do B.
pertussis nem do B. parapertussis. A amostra
nao contém quantidades detetaveis do ADN
especifico do B. pertussis ou do B. parapertussis.

PCR inibi¢édo ou falha ao nivel do reagente.
- - - Repetir teste a partir da amostra original ou

recolher e testar uma nova amostra.

* Nao é necessaria a detegao do Controlo interno no canal de detegdo JOE™ para
resultados positivos no canal de detegdo FAM™ ou no canal de detegdo Cy®5.
Carga(s) elevada(s) do ADN do B. pertussis (Alvo 1S481) e/ou B. parapertussis (Alvo
IS1001) na amostra pode causar a redugao ou auséncia de sinais de Controlo interno.

' Aexisténcia de um sinal positivo no canal FAM™ também pode ser devido a presenca
de ADN de Bordetella holmesii ou B. bronchiseptica na amostra.

2 A existéncia de um sinal positivo no canal Cy®5 também pode ser devido a presenca
de ADN de B. bronchiseptica na amostra.
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11. Avaliagao do Desempenho

11.1 Sensibilidade Analitica

A sensibilidade analitica do RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 define-se como a
concentragao (copias/ul de eluato) de moléculas de ADN especifico do B. pertussis
(Alvo 1S481) ou B. parapertussis (Alvo 1S1001) que pode ser detetada com uma
taxa de positividade de 95%. A sensibilidade analitica foi determinada através da
analise de diluigbes seriadas de ADN quantificado de B. pertussis (Alvo 1S481) e B.
parapertussis (Alvo 1S1001).

Tabela 2: Resultados da PCR utilizados para o calculo da sensibilidade analitica no
que respeita a detecado de ADN especifico do B. pertussis (Alvo 1S481)

Corlcent.ragao Numero de Numero de Te‘ufa.de
inserida Réplicas Positivos Positividade
[copias/pl] = [%]

31,600

3,160

0,316

0,032

0,003
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Tabela 3: Resultados da PCR utilizados para o calculo da sensibilidade analitica no
que respeita a detegdo de ADN especifico do B. parapertussis (Alvo 1S1001)

Covcent_ragao Numero de Numero de Te_l)fa-de
inserida Réplicas Positivos Positividade
[copias/yl] P [%]

31,600

3,160

0,316

0,032

0,003

A sensibilidade analitica do RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 foi determinada por
analise Probit:

+ Para a detegdo de ADN especifico da 1S481 de Bordetella pertussis, a
sensibilidade analitica € de 0,74 copias/ul para [intervalo de confianca de
95%, 0,39 a 2,08 copias/pl]

» Para a detegdo de ADN especifico da IS1001 de Bordetella parapertussis,
a sensibilidade analitica é de 0,60 copias/ul para [intervalo de confianga de
95%, 0,35 a 1,54 copias/pl]
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11.2 Especificidade Analitica

A especificidade analitica do RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 é garantida pela
selegdo meticulosa dos oligonucleotideos (primers e sondas). Os oligonucleotideos
foram verificados pela analise de comparagdo das sequéncias com sequéncias
publicamente disponiveis, para garantir que todos os gendtipos relevantes do
Bordetella serao detetados.

A especificidade analitica do RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 foi avaliada através
do teste a um painel de ARN/ADN genomico extraido de bactérias relacionadas com
Bordetella pertussis e Bordetella parapertussis e outros agentes patogénicos que
provocam sintomas semelhantes a Bordetella pertussis e Bordetella parapertussis.

O RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 ndo reagiu com nenhum dos seguintes

patogénicos:
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Adenovirus humano 1
Adenovirus humano 4
Enterovirus, Coxsackie A3
Metapneumovirus humano A2
Metapneumovirus humano B2
Virus da gripe A

Virus da gripe B

Virus parainfluenza 1

Virus parainfluenza 2

Virus parainfluenza 3

Virus parainfluenza 4a/b

Virus sincitial respiratorio humano A

Virus sincitial respiratorio humano B
Chlamydophila pneumoniae
Chlamydophila psittaci

Corynebacterium diphteriae

Haemophilus influenzae
Legionella pneumophila
Moraxella catarrhalis
Mycobacterium avium
Mycoplasma pneumoniae
Neisseria meningitidis
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Bordetella petrii
Bordetella trematum
Bordetella hinzii
Bordetella avium

Bordetella bronchiseptica 1S481-
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11.3 Precisao

A precisdo do RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 foi determinada com base na
variabilidade Intra-ensaio (variabilidade dentro de um ensaio), na variabilidade
Inter-ensaio (variabilidade entre diferentes ensaios) e na variabilidade Inter-lote
(variabilidade entre diferentes lotes de produgédo). A variabilidade total foi calculada
através da combinagao das trés analises.

Os dados de variabilidade sdo expressos através do desvio padrao e do coeficiente
de variagédo com base no ciclo limiar - valores (C). Pelo menos seis réplicas por
amostra foram analisadas quanto a variabilidade Intra-ensaio, variabilidade Inter-
ensaio e variabilidade Inter-lote.

Tabela 4: Dados de precisdo para a detegdo de ADN especifico do B. pertussis (Alvo
1S481) (Alvo 1S481) e do B. parapertussis (Alvo 1IS1001) (Alvo 1S1001)

B. pertussis (Alvo 1S481) e Ciclo limiar | Desvio | Coeficiente de
B. parapertussis (Alvo 1S1001) médio (C) | Padréo | Variagéo [%]
Variabilidade B. pertussis (Alvo 1S481) 30,84 0,12 0,40
Intra-ensaio B, parapertussis (Alvo 1S1001) 30,44 0,14 0,46
Variabilidade B. pertussis (Alvo 1S481) 30,83 0,12 0,37
Inter-ensaio B, parapertussis (Alvo 1S1001) 30,63 0,20 0,65
Variabilidade B. pertussis (Alvo 1S481) 30,76 0,12 0,38
Inter-lote B. parapertussis (Alvo 1S1001) 30,45 0,10 0,34
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Tabela 5: Dados de preciséo para a detegéo do Controlo Interno

Ciclo limiar Desvio Coeficiente de
meédio (C) Padrao Variagao [%]

Controlo Interno

Variabilidade Intra-ensaio

Variabilidade Inter-ensaio

Variabilidade Inter-lote

12
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. Limitacoes

A rigorosa conformidade com as instrugdes de utilizagdo € necessaria para
resultados otimizados.

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

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

Sao necessarios procedimentos de recolha, transporte, armazenamento e
processamento adequados para o desempenho ideal deste teste.

Este ensaio ndo pode ser utilizado diretamente no espécime. Devem ser
realizados métodos apropriados de extragdo de acido nucleico antes da
utilizacao deste ensaio.

A presenca de inibidores PCR (p.e. heparina) pode provocar falsos negativos
ou resultados invalidos.

RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0

* A existéncia potencial de mutagbes nas regides alvo do genoma do B.
pertussis (Alvo 1S481) e B. parapertussis (Alvo 1S1001) abrangidas pelos
primers e/ou sondas utilizados no kit podera resultar na incapacidade de
detecdo da presenca dos agentes patogénicos.

+ Como em qualquer outro teste diagndstico, os resultados do RealStar®
Bordetella PCR Kit 1.0 tém de ser interpretados tendo em consideragao todas
as conclusdes clinicas e laboratoriais.

* Muitas espécies de Bordetella transportam elementos de ADN transponivel,
as denominadas sequéncias de insergdo (IS). Particularmente a 1S481
encontra-se em numeros de cépias elevados no genoma de Bordetella
pertussis e a 1S1001 ocorre no genoma de Bordetella parapertussis. O
elemento transponivel 1S481 é também encontrado em numeros de cdpias
médios no genoma de Bordetella holmesii e com uma incidéncia muito
reduzida no genoma de algumas estirpes de Bordetella bronchiseptica. O
elemento transponivel IS1001 também pode estar presente em numeros de
cépias reduzidos no genoma de Bordetella bronchiseptica.

13. Controlo de Qualidade

De acordo com o Sistema de Gestao da Qualidade altona Diagnostics GmbH EN
ISO 13485 certificado, cada lote de RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 é testado face
a especificagbes predeterminadas de modo a garantir uma qualidade do produto
consistente.

14. Apoio Técnico
Para recomendagdes técnicas, contacte o nosso Apoio Técnico:

E-mail: support@altona-diagnostics.com
Telefone: +49-(0)40-5480676-0
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16. Marcas Comerciais e Isengoes de Responsabilidade

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

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

como estando desprotegidos pela legislagao.

O RealStar® Bordetella PCR Kit 1.0 é um kit de diagndstico com a marcagéo CE de
acordo com a Diretiva Europeia 98/79/EC relativa ao diagndstico in vitro.

Produto néo licenciado junto da Health Canada e n&o autorizado ou aprovado pela
FDA.

Nao disponivel em todos os paises.

© 2017 altona Diagnostics GmbH; todos os direitos reservados.
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17. Explicagao de Simbolos
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A

Dispositivo médico de diagnostico in vitro
Cédigo do lote

Cor cap

Numero do produto

indice

Numero

Componente

Numero de identificagdo de comércio
Consulte as instrugdes de utilizagéo
Contém o suficiente para "n" testes/reagdes (rxns)
Limite de temperatura

Data de validade

Fabricante

Atencédo

Nota

Verséao
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