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1. Utilizagao Prevista

O RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 é um teste de diagndstico in vitro baseado
na tecnologia de PCR em tempo real para a deteccdo e quantificagdo do ARN
especifico do virus da hepatite E (VHE).

2. Componentes do Kit

Cor cobertura Componente Numero de frascos | Volume [ul/tubo]
Master A 8 60
Violeta Master B 8 240
Internal Control 1 1000
Vermelho QS1-4* 4 550
Branco Water (PCR grade) 1 500

* ORealStar® HEV RT-PCRKit 2.0 contém Padrées de Quantificagdo em quatro concentragdes
diferentes (veja o capitulo 6. Descrigdo do Produto)

Internal Control (IC) = Controle interno

Water (PCR grade) = Agua de PCR

3. Armazenamento

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

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

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

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

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

4. Materiais e Dispositivos requeridos mas nao forneci-
dos

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

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

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

» Centrifuga com um rotor para placas de microtitulacdo, aquando da utilizagéo
de placas de reagdo com 96 pocgos

» Agitador vortex

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

* Pipetas (ajustaveis)
» Pontas de pipeta com filtros (descartaveis)

* Luvas sem po (descartaveis)

NOTA

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

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

O virus da Hepatite E (VHE) é um virus de cadeia simples com um genoma ARN de
aproximadamente 7,5 kb de comprimento. E o tinico membro do género Hepevirus
na familia Hepeviridae. Consiste num capsideo icosaédrico, sem invélucro, de
aproximadamente 33 nm de diametro.

As infe¢cdes por VHE sdo um problema de saude publica significativo. Estima-se que
2,3 milhdes de milhdes se encontram infetados a nivel global. O VHE é responsavel
por quase 50% das hepatites virais agudas nos paises em desenvolvimento da
Asia, Africa e América Latina. As infecdes agudas afetam, principalmente, os
adultos, com 15 a 40 anos de idade e sdo normalmente ligeiras. Mas, a taxa de
mortalidade é particularmente elevada (10% - 40%) entre mulheres gravidas.
Foram comunicadas infegdes por VHE crénicas em pessoas imunossuprimidas.
Os estudos em regides endémicas indicam taxas de seroprevaléncia elevadas,
variando entre 15% e 60%.

O VHE foi classificado em quatro grupos de genétipos, divididos em varios subtipos.
Enquanto os gendtipos 1 e 2 do VHE séo hiperendémicos na Asia e na Africa, onde
causam surtos e hepatite aguda esporadica, o gendtipo 3 do VHE é prevalecente
em nagdes desenvolvidas, onde foi identificada a hepatite aguda esporadica devido
a este virus.

Devido a formagdo molecular relativamente rdpida e aos virus

ARN, existe um risco inerente relativamente a qualquer sistema de
1 teste baseado em RT-PCR de a acumulacao de mutagées ao longo
do tempo poder resultar em resultados falsos negativos.
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6. Descricao do Produto

O RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 é um teste de diagndstico in vitro baseado
na tecnologia de PCR em tempo real para a deteccdo e quantificagdo do ARN
especifico do virus da hepatite E (VHE).

O ensaio inclui um sistema de amplificacdo heterdloga (Controlo Interno) para
identificar possiveis inibicdes da RT-PCR e para confirmar a integridade dos
reagentes do kit.

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

As sondas especificas para o ARN do VHE estdo marcadas com o fluoréforo
FAM™._ A sonda especifica para o Controlo Interno esta marcada com o fluor6foro
JOE™,

A utilizagcdo de sondas associada a coloragbes distinguiveis permite a detecéo
paralela do ARN especifico do VHE e do Controlo Interno nos canais de detegéo
correspondentes do instrumento de PCR em tempo real.

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

» Transcriptase reversa do ARN para ADNc alvo e do Controlo interno
* Amplificagdo de PCR do ADNc alvo e do Controlo Interno

» Detecao simultanea de amplicbes de PCR por sondas marcadas com corante
fluorescente
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O RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 consiste em:

» Dois reagentes Master (Master A e Master B)

« Controlo Interno

* Quatro Padrdes de Quantificagdo (QS1 - QS4)
« Agua de grau PCR

Os reagentes Master A e Master B contém todos os componentes (tampdo de
PCR, transcriptase reversa, ADN polimerase, sal de magnésio, primers e sondas)
necessarios para permitir a transcriptase reversa, a amplificacdo mediada por PCR
e a detegdo de alvos do ARN especifico do VHE assim como do Controlo Interno
numa preparagao de reagao.

Os Padrées de Quantificagdo contém concentragbes padronizadas do ARN
especifico do VHE. Estes Padrdes de Quantificagdo foram calibrados segundo a
18t norma internacional da OMS para o Hepatitis E Virus (Quanti) para as técnicas
baseadas na amplificagdo de acido nucleico -Based Assays (PEI cédigo 6329/10).
Os Padrées de Quantificagdo podem ser utilizados individualmente como controlos
positivos ou em conjunto para gerar uma curva padrao, a qual pode ser utilizada
para a determinagéo da concentracdo do ARN especifico do VHE na amostra

Os Padrdes de Quantificagdo possuem as seguintes concentragoes:

Padroes Concentragao
de quantificagao [1U/ul]
QS1 1.00E+04
QS2 1.00E+03
QS3 1.00E+02
QsS4 1.00E+01

10
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6.1 Instrumento de PCR em tempo real

O RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 foi desenvolvido e validado para utilizagdo com
os seguintes instrumentos de PCR em tempo real:

Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene)

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

Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research)

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

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

7. Avisos e Precaucgoes

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

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

o Integridade

o Totalidade no que diz respeito ao numero, tipo e contetidos (consulte o

o

o

capitulo 2. Componentes do Kit)
Rotulagem correta
Congelado aquando o momento da entrega

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.

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

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

11
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12

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 pd quando manusear os
componentes do kit.

Utilize areas de trabalho separadas e isoladas para (i) a preparagédo da
amostra, (ii) a preparacéo da reacdo e (iii) as atividades de amplificagéo/
detecdo. 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.

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

Ndo abra os tubos/placas de reagdo pos-amplificagdo para evitar a
contaminagéo com amplicoes.

Os controlos adicionais poderdao ser testados segundo as diretrizes ou
requisitos de regulamentagbes estatais e/ou federais ou organizagdes
acreditadas.

N&o utilize a autoclave para os tubos de reagédo apés a PCR, dado que nao
iria degradar o acido nucleico amplificado e iria suportar o risco de contaminar
a area de laboratério.

N&o utilize componentes do kit que tenham passado do prazo de validade.

Deite fora os residuos de amostras e ensaios respeitando as regulamentagdes
de seguranca locais.
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8. Procedimento

8.1 Preparagao de Amostras

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

A qualidade do ARN extraido tem um impacto profundo no desempenho de todo o
sistema de teste. E necessario assegurar que o sistema utilizado para a extragdo 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® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN)

*  QIAsymphony® (QIAGEN)

*  NucliSENS® easyMag® (bioMérieux)

*  MagNA Pure 96 System (Roche)

* m2000sp (Abbott)

*  Maxwell® 16 IVD Instrument (Promega)

*  VERSANT® kPCR Molecular System SP (Siemens Healthcare)

Os seguintes kits e sistemas de extracdo de acido nucleico também podem ser
adequados. A adequagéo do procedimento de extragdo de acido nucleico para
utilizagdo com RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 deve ser validada pelo utilizador.

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

13



RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0

ATENGAO

Se o seu sistema de preparagao de amostras utilizar tampées de
lavagem contendo etanol, certifique-se de que elimina quaisquer
vestigios de etanol antes da elui¢cdo do &acido nucleico. O Etanol é
um forte inibidor de PCR em tempo real.

A utilizagdo 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 preparacédo 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 agitacao ligeira em vortex) e centrifugados
brevemente antes da utilizagao.

O RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 contém um Controlo Interno heteroélogo, que
pode ser utilizado como um controlo de inibicdo de RT-PCR ou para controlar o
procedimento de preparagdo de amostras (extragdo de acido nucleico) e como um
controlo de inibicdo de RT-PCR.

» Se o Controlo Interno for utilizado como um controlo de inibicdo de RT-PCR,

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

14
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Numero de Reagoes

(reagoes)
Master A 5pl 60 pl
Master B 20 pl 240 pl
Controlo Interno 2.5yl 30 pl
Volume da Master Mix 27.5 pl 330 pl

» Se o Controlo Interno for utilizado para o procedimento de preparagéo de
amostras e como um controlo de inibicdo de RT-PCR, adicione o Controlo
Interno durante o procedimento de extragéo 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 eluigdo. Este representa 10% do volume da
eluicdo. Por exemplo, se o acido nucleico vai ser eluido em 60 ul de tampéo
de eluigdo ou agua, deve ser adicionado 6 pl de Controlo Interno por amostra
a mistura de tampao de espécimel/lise.

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

Numero de Reagoes

(reagoes)
Master A 5l 60 pl
Master B 20 pl 240 pl
Volume da Master Mix 25 ul 300 pl

15
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ATENGAO

A Se o Controlo Interno foi adicionado durante o procedimento de
\ preparagdo da amostra, pelo menos o controlo negativo deve

\ incluir o Controlo Interno

Independentemente do método/sistema utilizado para a extragcdo
de acido nucleico, nunca adicione Controlo Interno diretamente

'| ao espécime.

8.3 Preparacao da Reacgao
» Pipete 25 yl 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 25 pl da amostra (eluato da extragao de acido nucleico) ou 25 ul dos
controlos (padréo de quantificagéo, controlo positivo ou negativo).

Preparagao da Reagao

Master Mix 25 pl
Controlo da Amostra 25 pl
Volume Total 50 pl

» Certifique-se de que é utilizado pelo menos um controlo positivo (QS) e um
controlo negativo por processamento.

» Para fins de quantificagcdo devem ser utilizados todos os Padrbes de
Quantificagéo (QS1 a QS4).

» 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.

16
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» Centrifugue a placa de reagdo com 96 pocos numa centrifuga com rotor para
placas de microtitulagdo durante 30 segundos a aproximadamente 1000 x g
(~ 3000 rpm).

9. Programacgao dos instrumentos de PCR em tempo real
Para obter informagdes relativas a configuragédo e programacéo dos diferentes
instrumentos de PCR em tempo real, consulte o manual do utilizador do respetivo

instrumento.

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

9.1 Definigoes

» Configure as seguintes definigdes:

Definicoes
Volume de Reacao 50 pl
Ramp Rate Predefinicao
Predefinicao ROX™

9.2 Detetores de fluorescéncia (corantes)

» Defina os detetores de fluorescéncia (corantes):

Nome do

Detetor Reporter Quencher
ARN especifico do VHE VHE FAM™ (Nenhum)
Controlo Interno (Internal Control) IC JOE™ (Nenhum)

17
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9.3 Perfil de Temperatura e Aquisi¢cao de Corante

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

Ciclo Re- Aquisicio Temperatura
peticoes quisle [°C]

Transcriptase _
Suspenséao
Reversa

Desnaturagdo  Suspenséo

10. Analise de Dados

Tempo
[min:sec]

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

Para obter instrugbes detalhadas relativamente a andlise dos dados gerados com o
RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 em diferentes instrumentos de PCR em tempo real,
contacte o nosso Apoio Técnico (consulte o capitulo 14. Apoio Técnico).

18
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10.1 Validade dos Processamentos do Teste de Diagnéstico

10.1.1 Processamento de Teste de Diagnéstico Valido
(qualitativo)

Um processamento de teste de diagndstico qualitativo é valido, se as seguintes
condigdes de controlo estiverem presentes:

Canal de Detecao

ID do Controlo

Controlo Positivo (QS) + +/-

Controlo Negativo o +

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

10.1.2 Processamento de Teste Invalido (qualitativo)

Um teste qualitativo de diagnostico € invalido, (i) se o processamento néo tiver
sido concluido ou (ii) se alguma das condigdes de controlo para um processamento
de teste de diagnostico valido nao 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.

19
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10.1.3 Processamento de Teste de Diagnédstico Valido
(quantitativo)

Um quantitativo de diagndstico é valido, se existirem todas as condigdes de controlo
para um processamento de teste de diagndstico qualitativo valido [consulte o
capitulo 10.1.1 Processamento de Teste de Diagndstico Valido (qualitativo)]. Os
resultados de quantificagao sdo validos se a curva padrao gerada atinge o valor
do parametro seguinte:

Parametro de Controlo Valor Valido

R quadrado (R?) >0.98

P Nem todos os instrumento de PCR em tempo real apresentam
1 o valor de R quadrado (R?. Para obter informagées detalhadas,
consulte o manual do utilizador do respetivo instrumento.

10.1.4 Processamento de Teste de Diagndstico Invalido (quan-
titativo)

Um quantitativo de diagnéstico é invalido, (i) se o processamento nao tiver sido
concluido ou (ii) se alguma das condigdes de controlo para um processamento de
teste de diagndstico quantitativo validonao 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.
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10.2 Interpretacao dos Resultados

10.2.1 Analise Qualitativa

Canal de Detegao

Interpretacdo de Resultados

+1 +" Foi detetado o ARN especifico do VHE.

Nao foi detetado o ARN especifico do VHE. A amostra
- + ndo contém quantidades detetaveis de ARN especifico
do VHE.

RT-PCR inibi¢éo ou falha ao nivel do reagente. Repetir

- - teste a partir da amostra original ou recolher e testar

uma nova amostra.

* N&o é necessaria a detegdo do Controlo interno (Internal control) no canal de detegéo
JOE™ para resultados positivos no canal de detegdo FAM™. Uma carga elevada de ARN
do VHE na amostra pode causar a redugéo ou auséncia de sinais de Controlo interno

10.2.2 Analise Quantitativa

O RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 inclui quatro Padrées de Quantificagdo (QS).
Para que seja gerada uma curva padrao para a analise quantitativa, estes padrées
tém de ser definidos como padrées com concentragbes adequadas (capitulo 6.
Descrigdo do Produto). A utilizagdo de padroes concentragdes conhecidas permite
a geracao de uma curva padrao para a analise quantitativa.

C, = Limiar Ciclo
m =  Declive
Ct =m - log (No) +b N, = Concentrag&o inicial

b = Impedir

21
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A partir da curva padrdo, pode-se quantificar amostras positivas de concentragdes

desconhecidas.
(C,-b)/m
N, =10
A B
g 5
g __—t
a o
g S
E 5
- i)
/
71//
Numero de Ciclos Concentragéo Log

Figura 1: Padroes de Quantificagdo (preto), uma amostra positiva (vermelho) e outra
negativa (azul) apresentados no Grafico de Amplificacdo [Um] e uma analise de Curva
Padréo [B]

NOTA
: A concentracdo da "Amostra” é apresentada em IU/ul e refere-se a

1 concentragao no eluato.

Para determinar a carga da amostra original, a seguinte férmula deve ser aplicada:

Volume (Eluém) [pl] - Carga Viral(Eluém) [IU/pl]

Carga Viral (Amostra) [IlU/ml] =
Entrada de amostra [ml]

11. Avaliacao do Desempenho

A avaliagdo do desempenho analitico do RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 foi
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efetuada utilizando a "1.2 norma internacional da OMS para as técnicas baseadas
na amplificagédo de acido nucleico de ARN do ARN PEI cédigo: 6329/10".

11.1 Sensibilidade Analitica

A sensibilidade analitica (limite de detegao: LDD) do RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0
define-se como a concentragéo (1U por pl de eluato) de moléculas de ARN especifico
do HEV que pode ser detetada com uma taxa de positividade de 95%. A
sensibilidade analitica foi determinada através da analise de diluigbes seriadas de
ARN quantificado do VHE ("1 norma internacional da Organizagcdo Mundial da
Saude para ensaios de amplificagdo de acido nucleico (NAT) do ARN especifico
dovirus da hepatite E (VHE)

Tabela 1: Resultados da RT-PCR utilizados para o calculo da sensibilidade analitica no que
respeita a detecdo de ARN especifico do VHE

e | wimeoge | wimod | Tt
[U/ul] Réplicas Positivos [%]
10.000 24 24 100
3.162 24 24 100
1.000 24 24 100
0.316 24 24 100
0.100 24 22 92
0.0316 24 9 38
0.010 24 4 17
0.003 24 2 8

A sensibilidade analitica do RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 foi determinada por
analise Probit:

» Paraadetegédode ARN especifico do VHE, a sensibilidade analitica é de 0.20 1U/pl
[intervalo de confianca (confidence interval, Cl) de 95%: 0.12 - 0.45 1U/ul]
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11.2 Especificidade Analitica

A especificidade analitica do RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 é garantida pela
selecdo 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 VHE
serdo detetados.

A especificidade analitica do RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 foi avaliada através do
teste a um painel de ARN/ADN gendmico extraido de virus relacionados com VHE
e outros agentes patogénicos que provocam sintomas semelhantes a VHE.

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

» Citomegalovirus *  Virus Herpes Simplex 1

*  Virus Epstein-Barr * Virus Herpes Simplex 2

e Virus da Hepatite A * Virus da imunodeficiéncia humana 1
* Virus da Hepatite B » Parvovirus humano B19

* Virus da Hepatite C » Virus Varicella-Zoster

11.3 Linear Range

O intervalo linear do RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 foi avaliado através da analise
de uma série de diluigdes logaritmicas de ARN especifico do VHE utilizando
concentragbes entre 1E+08 - 1E+00 IU/ul. Pelo menos seis réplicas por diluicao
foram analisadas.
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Figura 2: Curvas de amplificagédo [A] e regressao [B] de uma série de
diluigbes analisadas de ARN especifico do VHE

O intervalo linear do RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 foi determinada como sendo
10" IU/pl - 107 1U/pl
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11.4 Precisao

A precisdo do RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 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 produgéo). A variabilidade total foi calculada
através da combinacao das trés analises.

Os dados de variabilidade sédo expressos através do desvio padrao e do coeficiente
de variacédo. Estes dados baseiam-se na analise quantitativa de concentracdes
definidas de ARN especifico de VHE e no valor do ciclo limiar (C) em termos de
Controlo Interno. Pelo menos seis réplicas por amostra foram analisadas quanto a
variabilidade Intra-ensaio, Inter-ensaio e Inter-lote.

Tabela 2: Dados de precisao para a detegdo de ARN especifico do VHE

Concentragao Desvio Coeficiente de
Média [IU/pl] Padrao Variagao [%]

Variabilidade Intra-ensaio

Variabilidade Inter-lote

Tabela 3: Dados de precisdo para a detegdo do Controlo Interno

Ciclo limiar mé- Desvio Coeficiente de

Controlo Int
ontrolo Interno dio (C) Padrio Variagio [%]

Variabilidade Intra-ensaio

Variabilidade Inter-lote
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12.

Limitacoes

A rigorosa conformidade com as instrugdes de utilizagdo é 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 reagdo. Todos os
reagentes devem ser vigiados de perto para evitar impurezas e contaminagéo.
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
utilizagao deste ensaio.

A presengca de inibidores RT-PCR (p.e. heparina) pode provocar sub
quantificagéo, falsos negativos ou resultados invalidos.

A existéncia potencial de mutagbes nas regides alvo do genoma VHE
abrangidas pelos primers e/ou sondas utilizados no kit podera resultar em
sub quantificagdo ou na incapacidade de detecdo da presenca dos agentes
patogénicos.

Como em qualquer outro teste diagnostico, os resultados do RealStar® HEV
RT-PCR Kit 2.0 tém de ser interpretados tendo em consideragéo todas as
conclusdes clinicas e laboratoriais.
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13. Controlo de Qualidade

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

14. Apoio Técnico

Para recomendagoes 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); SmartCycler® (Cepheid); Maxwell®
(Promega); Mx 3005P™ (Stratagene); NucliSENS®, easyMag® (bioMérieux); Rotor-
Gene®, QlAamp®, MinElute®, QlAsymphony® (QIAGEN); VERSANT® (Siemens
Healthcare).

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

como estando desprotegidos pela legislagao.

O RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 ¢ a CE-marked diagnostic kit according to the
European in vitro diagnostic directive 98/79/EC.

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

N&o disponivel em todos os paises.

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

Simbolo Explicacao

1VD Dispositivo médico de diagnostico in vitro

LOT Codigo de lote

CAP Cor cap

by
m
m

Nudmero do produto

CONT Conteudo
@I Numero
COMP| Componente

Numero de identificagdo de comércio internacional

Consult instructions for use

Contém o suficiente para "n" testes/reagdes (rxns)

Limite de temperatura

Data de validade

Fabricante

Atengéao

Nota

Versao

He bPEw=<dB 3
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Notas:
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Notas:
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Notas:

33



RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0

34



always a drop ahead.

altona Diagnostics GmbH
Morkenstr. 12
22767 Hamburg, Germany

phone +49 40548 06760
fax +49 40 548 0676 10
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