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1. Sobre estas instrugoes de utilizagao

Ao longo deste manual, os termos ATENCAO e NOTA tém os seguintes significados:

Destaca os procedimentos ou as instrugdes de funcionamento que, se
nao forem seguidos corretamente, podem resultar em lesdées pessoais
ou afetar o desempenho do produto. Contacte o apoio técnico da altona
Diagnostics para obter assisténcia.

NOTA

® . . o - < =
Consiste em informagdes Uteis para o utilizador mas que ndo sao
1 essenciais para a tarefa em questé&o.

Leia as instru¢des de utilizagao cuidadosamente antes de utilizar o produto.

2. Utilizacao prevista

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 consiste
num teste de diagndstico in vitro, baseado em tecnologia PCR em tempo real,
para a detegdo qualitativa e diferenciacdo de ARN especifico de norovirus do
genogrupo | (Gl), norovirus do genogrupo Il (Gll) e rotavirus em amostras de fezes
humanas.

Destina-se a ser utilizado como auxiliar de diagndstico na infegcdo por norovirus e
rotavirus.

Os resultados obtidos com o FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR
Detection Mix 1.5 tém de ser interpretados juntamente com outros dados clinicos
e laboratoriais.

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 destina-se a
ser utilizado por profissionais com formagéo em técnicas de biologia molecular e
procedimentos de diagndstico in vitro.
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3. Conteudo do produto

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 contém os
seguintes componentes:

Tabela 1: Componentes do kit

Volume nominal
[ul/tubo]

Cor da tampa Componente Numero de tubos

Detection Mix"
Vermelho PC?
Branco NTC? 2 250

" Contém material biolégico de origem animal
2 Positive Control (controlo positivo) (ARN especifico de norovirus Gl, norovirus Gll e
rotavirus)

3 No Template Control (controlo negativo)

Antes da primeira utilizagao, verifique o produto e os seus componentes
relativamente a integralidade quanto ao numero, tipo e contetidos. Nao
utilize um produto defeituoso ou incompleto, o desempenho do produto
poderia ficar comprometido.
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4. Armazenamento

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 é enviado
em gelo seco. Os componentes do produto devem chegar congelados. Se um
ou mais componentes nao estiverem congelados no momento da recegéo, ou
se os tubos tiverem ficado comprometidos durante o envio, contacte o apoio
técnico da altona Diagnostics para obter assisténcia (consulte o capitulo 15.
Apoio técnico).

Todos os componentes devem ser armazenados entre -25 °C e -15 °C
imediatamente a chegada.

Deve evitar-se o descongelamento e congelamento repetido do componente
Detection Mix, porque pode afetar o desempenho do produto.

Deve evitar-se o descongelamento e congelamento repetido do Positive
Control (PC, controlo positivo) e do No Template Control (NTC, controlo
negativo) (mais de 4 vezes), porque pode afetar o desempenho do produto.

O armazenamento a temperatura ambiente (max +30 °C) ndo deve exceder
um periodo de 2 horas.

Proteja o componente Detection Mix da luz.

Q Condi¢cdes de armazenamento incorretas podem comprometer o

desempenho do produto.

manuseamento conforme especificado nestas instrugdes de utilizagao,

t N&o ultrapasse a sequéncia descongelar-congelar e a duragéo de

>

pois tal poderia comprometer o desempenho do produto.

Nao utilize produtos para além da data de validade. A utilizagdo de
produtos expirados pode comprometer o desempenho do produto.
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5. Informacgao de base

Norovirus

O género Norovirus (norovirus) pertence a familia Caliciviridae e era anteriormente
conhecido como Norwalk-like virus. Os norovirus sao virus ARN de cadeia simples,
descobertos em 1972 através de microscopia eletronica. Sao caracterizados pelo
seu elevado grau de variabilidade gendémica. Os norovirus foram classificados em
dez genogrupos (Gl a GX) com base na sequéncia por comparacéo da polimerase
de ARN e da regido da capside do genoma. Os genogrupos |, Il e IV s&o associados
a infecdes em humanos. Até a data, os genogrupos Gl e GIl sdo os grupos
clinicamente mais relevantes e subdividem-se em pelo menos 9 e 27 gendtipos,
respetivamente.

Os norovirus sédo responsaveis pela maioria das gastroenterites agudas néo
bacterianas em humanos em paises industrializados. Os sintomas de vomitos e
diarreia ocorrem ap6s um curto periodo de incubagéo de 8 a 72 horas. Os norovirus
séo altamente infeciosos.

As infegbes com norovirus podem ser causadas por alimentos e/ou agua potavel
contaminados ou pela transmissédo do virus entre pessoas. Os norovirus podem
causar situagdes de grandes surtos em contextos de estreito contacto humano, tal
como em hospitais, lares, navios de cruzeiro, etc. [1,2,3].

Rotavirus

Os rotavirus pertencem a familia Reoviridae e dividem-se nas espécies A-G. As
espécies A-C séo infeciosas para o ser humano, sendo a espécie A (Taxonomia:
Rotavirus A) o grupo que causa >90 % das infegbes em seres humanos. O
genoma é dsRNA segmentado com 11 segmentos. As espécies sao classificadas
por comparagao da sequéncia do segmento VP6. O genoma do rotavirus € muito
heterogéneo em todos os segmentos. O rotavirus A encontra-se subdividido em
varios genotipos.

Os rotavirus séo considerados como o agente responsavel num elevado nimero
(>500000; OMS) de casos fatais de diarreia em criangas com idade inferior a
5 anos a nivel mundial, especialmente em paises em desenvolvimento. Mas



FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5

também as criangas com mais de 5 anos e os adultos podem ser afetados por
este agente patogénico, com uma evolugdo grave e até mesmo casos fatais.
Maioritariamente, os casos fatais sdo devidos a falta de servicos médicos e mas
condicdes de higiene em paises em desenvolvimento. Os surtos de rotavirus
ocorrem mais frequentemente no inverno (CDC), sendo o pico em margo ("diarreia
de inverno").

Os sintomas séo diarreia, vomitos, febre e cdlicas abdominais. O tempo de
incubacao é de 1-3 dias e o ciclo dura cerca de 4—7 dias. O rotavirus é transmitido
através da infegao por esfregacos, agua e alimentos contaminados com uma dose
infeciosa reduzida (<100 particulas de virus). O virus possui uma alta tenacidade e
a carga viral pode ser até 10'° particulas de virus/g de fezes.

Até agora néo existe tratamento médico, e as sequelas de infecdo sé podem ser
reduzidas através de tratamento preventivo [4,5].

NOTA

. Devido a evolugéo molecular relativamente rapida dos virus ARN, existe

um risco inerente relativamente a qualquer sistema de teste baseado

1 em RT-PCR de a acumulagdo de mutag¢des ao longo do tempo poder
resultar em resultados falsos negativos.

6. Descricao do produto

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 consiste num
teste de diagnodstico in vitro. Utilizado em combinagdo com o FlexStar® (RT-)
PCR Amplification Mix 1.5 permite a detecdo qualitativa e diferenciagdo de ARN
especifico de norovirus do genogrupo | (Gl), norovirus do genogrupo Il (Gll) e
rotavirus em amostras de fezes humanas.

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 baseia-se em
tecnologia RT-PCR em tempo real, utilizando a reagédo da transcriptase reversa
(RT) para converter ARN em ADN complementar (cADN), a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) para a amplificacdo de sequéncias-alvo especificas de
norovirus Gl, norovirus Gll e rotavirus e das sondas especificas para o alvo com
marcagao fluorescente para a detecdo do cADN amplificado.

10
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Para além dos sistemas de amplificacdo e detecdo especificos do ARN de
norovirus Gl, norovirus Gll e rotavirus, o FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus
RT-PCR Detection Mix 1.5 inclui oligonucleotideos para a amplificagdo e detegao
do controlo interno (IC, AltoStar® Internal Control 1.5). O IC é automaticamente
adicionado no inicio do procedimento de purificagdo de acido nucleico no AltoStar®
Automation System AM16 (doravante sintetizado como AltoStar® AM16). Para mais
detalhes, consulte as instrugées de utilizagdo do AltoStar® Internal Control 1.5.

As sondas especificas para o ARN do norovirus Gl estdo marcadas com o
fluoréforo Cy5, as sondas especificas para o ARN do norovirus Gll estdo marcadas
com o fluoréforo ROX™ e as sondas especificas para o ARN do rotavirus estao
marcadas com o fluoréforo FAM™, respetivamente. A sonda especifica para o IC
esta marcada com o fluoréforo JOE™.

A utilizacdo de sondas associada a coloragbes distinguiveis permite a detecéo
paralela de norovirus Gl, norovirus Gll, rotavirus e do IC nos canais de detegéo
correspondentes do instrumento PCR em tempo real.

6.1 Componentes

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 contém reagentes
suficientes para 96 reagdes. O produto consiste nos seguintes componentes:

« Detection Mix"
- PC?
e NTC?

" Contém material bioldgico de origem animal

2 Positive Control (controlo positivo) (ARN especifico de norovirus Gl, norovirus Gll e
rotavirus)

3 No Template Control (controlo negativo)

11
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A excegdo da polimerase do ADN e da transcriptase reversa, que estéo incluidas
no FlexStar® (RT-)PCR Amplification Mix 1.5, o componente Detection Mix contém
todos os reagentes (tampdo PCR, sais de magnésio, primers e sondas) para
permitir a detecao e diferenciagdo do norovirus Gl e do norovirus Gll e a detecéo
do ARN especifico do rotavirus, bem como do ARN especifico do IC.

O PC contém ARN especifico do norovirus Gl e norovirus Gll bem como do
rotavirus. Utiliza-se para verificar a funcionalidade dos sistemas de amplificagdo e
detecao especificos do ARN do norovirus Gl, norovirus Gll e rotavirus.

O NTC néo contém ARN especifico de norovirus Gl, norovirus Gll ou rotavirus, mas
contém o modelo de IC. O NTC é utilizado como controlo negativo para a PCR em
tempo real especifica do ARN de norovirus Gl, norovirus Gll e rotavirus e indica a
possivel contaminagdo do componente Detection Mix.

6.2 Instrumentos PCR em tempo real

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 foi desenvolvido
e validado para utilizagdo com os seguintes instrumentos PCR em tempo real:

*+ CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad)

+  CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

* QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)

NOTA

3 Certifique-se de que todos os instrumentos utilizados foram instalados,
1 calibrados, verificados e mantidos de acordo com as instrugbes e
recomendagdes do fabricante.

12
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6.3 Tipos de amostras

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 foi validado
para utilizacdo com o seguinte tipo de amostras:

¢ Fezes humanas

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

7. Material necessario mas nao fornecido

Os instrumentos e consumiveis adicionais seguintes sdo necessarios para a
utilizagéo do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5, mas
nao sao fornecidos com este produto:

e Instrumento PCR em tempo real adequado (consulte o capitulo 6.2
Instrumentos PCR em tempo real)

» Sistema ou kit de extragédo de acido nucleico adequado (consulte o capitulo
9.2 Preparagao de amostras)

» Agitador vortex

» Centrifugadora (por ex. centrifugadora de bancada) para centrifugagdo de
reagentes do kit

» Centrifugadora para centrifugacéo de PCR plates (placas PCR)

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

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

* Luvas sem po (descartaveis)

13
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Reagentes necessarios mas néo incluidos no FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus
RT-PCR Detection Mix 1.5:

FlexStar® (RT-)PCR Amplification Mix 1.5 (N.° de encomenda FS0011515)
AltoStar® Internal Control 1.5 (N.° de encomenda IC15-46)

8. Adverténcias, precaugoes e limitagoes

Antes da primeira utilizagdo, verifique o produto e os seus componentes
relativamente a integralidade quanto ao numero, tipo e conteudos. Nao utilize
um produto defeituoso ou incompleto, o desempenho do produto poderia ficar
comprometido.

Condig¢des de armazenamento incorretas podem comprometer o desempenho
do produto.

N&o ultrapasse a sequéncia descongelar-congelar e a duragdo de
manuseamento conforme especificado nestas instrugdes de utilizagéo, pois
tal poderia comprometer o desempenho do produto.

N&o utilize produtos para além da data de validade. A utilizacdo de produtos
expirados pode comprometer o desempenho do produto.

N&o utilize outros tipos de amostras! A utilizagdo de outros tipos de amostras
pode comprometer o desempenho do produto.

O manuseamento incorreto de componentes e amostras do produto podera
causar contaminagao e pode comprometer o desempenho do produto:
> Na&o troque tampas de frascos ou garrafas.

> Armazene o material positivo e/ou potencialmente positivo separado dos
componentes do kit.

o Utilize areas de trabalho separadas para a preparagdo da amostra/
preparagéo da reacéo e as atividades de amplificagcao/detecao.

o Elimine sempre as luvas apdés manusear material positivo e/ou
potencialmente positivo.

> Nao abra as PCR plates (placas PCR) e/ou tubos apds a amplificagao.

Nao misture componentes de lotes de FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus
RT-PCR Detection Mix 1.5 diferentes, pois tal poderia comprometer o
desempenho do produto.

14
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As amostras devem ser sempre tratadas como sendo infeciosas e com
risco (bioldgico), em conformidade com os procedimentos laboratoriais e de
seguranca. No caso de derrames de material da amostra, utilize imediatamente
um desinfetante apropriado. Manuseie os materiais contaminados como se
se tratassem de materiais com risco bioldgico.

A presenga de inibidores de PCR poderia causar resultados invalidos ou
falsos negativos.

Aeliminagao de residuos perigosos e bioldgicos deve cumprir os regulamentos
nacionais e locais para evitar a contaminagdo ambiental.

O armazenamento de eluatos nas condigdes erradas podera provocar
a degradacdo das sequéncias-alvo do norovirus Gl, norovirus Gll e/ou
rotavirus, o que poderia comprometer o desempenho do produto.

A falta de centrifugagdo dos componentes do produto apds a descongelagao
podera provocar contaminagdo com residuos de reagentes nas tampas, o
que poderia comprometer o desempenho do produto.

N&o exceda o tempo de armazenamento da mistura PCR, pois tal poderia
comprometer o desempenho do produto.

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

No caso de a amostra conter outros agentes patogénicos que nao o
norovirus Gl, o norovirus Gll e/ou o rotavirus, podera haver concorréncia
com a amplificagdo alvo ou reatividades cruzadas, causando resultados de
exames IVD incorretos.

A existéncia potencial de mutagbes nas regides alvo do genoma do
norovirus Gl, norovirus Gll e/ou rotavirus abrangidas pelos primers e/ou
sondas utilizados no kit podera resultar na incapacidade de detecdo da
presenca dos agentes patogénicos.

15
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9. Procedimento

O manuseamento incorreto de componentes e amostras do produto
podera causar contaminagéo e pode comprometer o desempenho do
produto:

- Na&o troque tampas de frascos ou garrafas.

- Armazene o material positivo e/ou potencialmente positivo separado
A dos componentes do kit.

- Utilize areas de trabalho separadas para a preparagao da amostra/
preparacao da reagéo e as atividades de amplificacao/detecao.

- Elimine sempre as luvas apdés manusear material positivo e/ou
potencialmente positivo.

- Néaoabraas PCR plates (placas PCR) e/ou tubos apés a amplificacéo.

Nao misture componentes de lotes de FlexStar® Norovirus Type
A & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 diferentes, pois tal poderia
comprometer o desempenho do produto.

9.1 Recolha, manuseamento e armazenamento de amostras

Antes da utilizagdo, as amostras de suspensdo de fezes ndo devem ser
armazenadas durante mais de 48 horas a temperatura ambiente (+20 °C a +25 °C),
72 horas a uma temperatura entre +2 °C e +8 °C ou 7 dias a uma temperatura entre
-25°Ce-15°C.

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

16
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NOTA

. O armazenamento congelado de amostras ndo compromete o

desempenho do kit. Ao trabalhar com amostras congeladas, certifique-

1 se de que as amostras estéo totalmente descongeladas e devidamente
misturadas antes da utilizagao.

9.2 Preparacao de amostras

O ARN extraido é o material inicial para o FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus
RT-PCR Detection Mix 1.5. A qualidade do ARN extraido tem um impacto profundo
no desempenho do produto.

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 foi validado com
amostras de fezes humanas utilizando o AltoStar® AM16 em combinagdo com o kit
AltoStar® Purification Kit 1.5.

Apos a conclusdo da extragdo de acido nucleico utilizando o AltoStar® AM16,
os eluatos na eluate plate (placa de eluato) ndo selada mantém-se estaveis a
temperatura ambiente (max. +30 °C) durante 4 horas.

Os eluatos numa eluate plate (placa de eluato) selada podem ser armazenados a
uma temperatura entre +2 e +8 °C até 24 horas antes do inicio da preparagéo de
uma reagéo. Para obter informagdes detalhadas sobre a selagem de eluate plates
(placas de eluato), consulte as instru¢des de utilizagéo do kit AltoStar® Purification
Kit 1.5.

Os seguintes kits e sistemas alternativos de extragdo de acido nucleico também
podem ser adequados. No entanto, a adequagao do procedimento de extragao de
acido nucleico para utilizacdo com o FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR
Detection Mix 1.5 deve ser validada pelo utilizador.

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

17
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As amostras devem ser sempre tratadas como sendo infeciosas e com
risco (bioldgico), em conformidade com os procedimentos laboratoriais
e de seguranca. No caso de derrames de material da amostra, utilize
imediatamente um desinfetante apropriado. Manuseie os materiais
contaminados como se se tratassem de materiais com risco biolégico.

A presenca de inibidores de PCR poderia causar resultados invalidos
ou falsos negativos.

A eliminagdo de residuos perigosos e bioldgicos deve cumprir os
regulamentos nacionais e locais para evitar a contaminagédo ambiental.

O armazenamento de eluatos nas condi¢des erradas podera provocar
a degradacgao das sequéncias-alvo do norovirus Gl, norovirus Gll e/ou
rotavirus, o que poderia comprometer o desempenho do produto.

>H BHBPH B

Para obter informagdes adicionais e assisténcia técnica relativamente ao pré-
tratamento e preparagdo de amostras, contacte o apoio técnico da altona
Diagnostics (consulte o capitulo 15. Apoio técnico).

9.3 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 FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 esta configurado
para ser utilizado com o FlexStar® (RT-)PCR Amplification Mix 1.5 e o AltoStar®
Internal Control 1.5, que permite controlar o procedimento de preparagdo de
amostras (extragéo de acido nucleico) e a subsequente RT-PCR.

18
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» O IC é automaticamente adicionado no inicio do procedimento de purificagao
de acido nucleico no AltoStar® AM16.

» Ao utilizar outros métodos para a extragdo de acido nucleico, o IC tem de ser
adicionado durante o passo de lise manualmente ou automaticamente pelo
respetivo instrumento.

» Independentemente do método/sistema utilizado para a extragdo de acido
nucleico, nunca adicione o IC diretamente a amostra. O IC deve ser sempre
adicionado a mistura de amostra/lysis buffer (tampao de lise). O volume do
IC que deve ser adicionado depende sempre e apenas do volume da eluigao.
Este representa 50 % do volume da eluigdo. Por exemplo, se o acido nucleico
vai ser eluido em 60 pl de tamp&o de eluicdo ou agua, deve ser adicionado
30 pl de IC por amostra a mistura de amostra/lysis buffer (tamp&o de lise).

» Prepare a master mix de acordo com o esquema de pipetagem seguinte:

Tabela 2: Esquema de pipetagem (preparagao da master mix)

Numero de reagoes (rxns)

Detection Mix 5l 60 pl
Amplification Mix 15 pl 180 pl
Volume da master mix 20 ul 240 pl

A falta de centrifugagdo dos componentes do produto apods a
descongelagdo podera provocar contaminagdao com residuos de
reagentes nas tampas, o que poderia comprometer o desempenho do
produto.
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9.4 Preparagao da reagao

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

» Adicione 10 pl da amostra (eluato da extragao de acido nucleico) ou 10 ul dos
controlos (PC ou NTC).

Tabela 3: Esquema de pipetagem (preparacgéao da reagéo)

Preparagao da reagao

Master mix 20 pl
Amostra ou controlo 10 pl
Volume total 30 pl

» Certifique-se de que é utilizado pelo menos 1 PC e 1 NTC 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 reagdo com as tampas adequadas.

» Centrifugue a placa de reagéo com 96 pocos numa centrifuga com rotor para
placas de microtitulacdo e os tubos de reacdo numa centrifuga apropriada
durante 30 segundos a aproximadamente 1 000 x g (~ 3 000 rpm).

» O NTC ja contém o modelo de IC com a concentragéo correta.

Apbs a concluséo da configuracéo da mistura PCR, a mistura RT-PCR numa PCR
plate (placa PCR) selada mantém-se estavel a temperatura ambiente (max. +30 °C)
durante, no maximo, 30 minutos.

Nao exceda o tempo de armazenamento da mistura PCR, pois tal
poderia comprometer o desempenho do produto.
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10. Programacgéo do instrumento PCR em tempo real

Para obter informagdes relativas a configuragdo e programacéo dos diferentes
instrumentos PCR em tempo real, consulte o manual do utilizador do respetivo
instrumento.

Para obter instrugcbes de programacao detalhadas relativamente a utilizacdo do
FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 em instrumentos
PCR em tempo real especificos, contacte o apoio técnico da altona Diagnostics
(consulte o capitulo 15. Apoio técnico).

10.1 Definigoes

» Configure as seguintes definigdes:

Tabela 4: Definigdes de processamento

Definicoes
Volume de reacao 30 pl
Taxa de rampa Predefinicao
Referéncia passiva Nenhuma

10.2 Detetores de fluorescéncia (corantes)

» Defina os detetores de fluorescéncia (corantes):

Tabela 5: Detetores de fluorescéncia

N::;:: Reporter Quencher
ARN especifico do norovirus Gl Norovirus Gl Cy5 (Nenhum)
ARN especifico do norovirus GlI Norovirus GlI ROX™ (Nenhum)
ARN especifico do rotavirus Rotavirus FAM™ (Nenhum)
Internal Control (controlo interno) Internal Control NOEE (Nenhum)
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10.3 Perfil de temperatura e aquisi¢cao de corante

» Defina o perfil de temperatura e a aquisi¢do de corante:

Tabela 6: Perfil de temperatura e aquisigao de corante

Repeti-
- .. . Temperatura
¢oes do Aquisicao o
. [°C]
ciclo
T .
ranserigao g spensao 1 - 52 05:00
reversa
Desnaturagdo  Suspensao 1 - 95 00:05
P - 95 00:05
Amplificagao Reallz.a 40 45
de ciclo Sim 58 00:25

11. Analise de dados

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

Para obter instru¢cdes detalhadas relativamente a andlise dos dados gerados com
o FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 em diferentes
instrumentos PCR em tempo real, contacte o apoio técnico da altona Diagnostics
(consulte o capitulo 15. Apoio técnico).
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11.1 Validade dos processamentos de teste de diagnéstico

11.1.1 Processamento de teste de diagnoéstico valido

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

Tabela 7: Condigdes de controlo para um processamento de teste valido

Canal de detecao

ID do Controlo

Controlo Positivo (ARN especifico
de norovirus GlI, norovirus Gll e
rotavirus)

Nao
aplicavel

Controlo negativo - = - -

11.1.2 Processamento de teste de diagnoéstico invalido

Um processamento de teste de diagndstico € invalido, (i) se o processamento néo
tiver sido concluido ou (ii) se alguma das condigbes para um ensaio de diagndstico
valido n&o existir.

No caso de um processamento de teste de diagnostico invalido, repita o teste
usando os restantes acidos nucleicos purificados ou comece novamente a partir
das amostras originais.

11.2 Interpretacao dos resultados

devem ser interpretados tendo em consideragéo todos os dados clinicos

: A semelhanga de qualquer outro teste de diagndstico, os resultados
e laboratoriais.

23



FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5

11.2.1 Analise qualitativa
Tabela 8: Interpretagao de resultados

Canal de detegao

Cy5 Interpretacio de resultados
(noro-

virus Gl)

Detetado ARN especifico do norovirus Gl e

+ + = +/-*
norovirus GII.

. ) Detetado apenas ARN especifico do
norovirus Gl.

_ . _ ) Detetado apenas ARN especifico do
norovirus GlI.

) _ + e Detetado apenas ARN especifico do
rotavirus.

. . )t Detetado ARN especifico do norovirus Gl e
rotavirus.

_ . . ) Detetado ARN especifico do norovirus Gll e
rotavirus.

. Detetado ARN especifico do norovirus Gl,
+ + + +/-

norovirus Gll e rotavirus.

Nao foi detetado ARN especifico do
norovirus Gl nem do norovirus Gll nem

- - - + do rotavirus. A amostra ndo contém
quantidades detetaveis de ARN especifico
do norovirus Gl, norovirus Gll ou rotavirus.

Inibicdo de RT-PCR ou falha do reagente.
- - - - Repetir teste a partir da amostra original ou
recolher e testar uma nova amostra.

* N&o é necessaria a detegao do IC no canal de detegdo JOE™ para resultados positivos no
canal de detecéo Cy5 e/ou ROX™ e/ou FAM™ Uma carga elevada de ARN de norovirus Gl
e/ou norovirus Gll e/ou rotavirus na amostra pode causar a redugédo ou auséncia de sinais
de IC.
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12. Avaliagao do desempenho

O desempenho do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5
foi avaliado utilizando material do virus comercialmente disponivel de norovirus Gl,
norovirus GlI e rotavirus.

12.1 Fezes

12.1.1 Sensibilidade analitica

Para determinagéo do limite de detegao (LDD) do norovirus Gl e norovirus Gll, foi
gerada uma série de diluicbes de material do virus comercialmente disponivel em
fezes artificiais. Para determinacdo do limite de detegéo (LDD) do rotavirus, foi
gerada uma série de diluigbes de material do virus comercialmente disponivel em
suspensao de fezes.

Cada diluigao foi testada em 8 réplicas em 3 processamentos diferentes (total n =
24 por diluigado) utilizando combinagdes de:

+ 3 lotes de FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5
» 3 lotes de FlexStar® (RT-)PCR Amplification Mix 1.5

+ 3 lotes do kit AltoStar® Purification Kit 1.5

+ 3 lotes do AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

Para cada virus, os dados de todos os processamentos foram combinados e foi
realizada uma analise de probit para determinar o valor do LDD de 95 %.
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Tabela 9: Resultados PCR utilizados para calcular a sensibilidade analitica do FlexStar®
Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 para o norovirus Gl em suspensao
de fezes artificiais

chZc[:::/ar‘:I?o N [total] N [positivo] posi:;?/)i(ja(:ii [%]
1,00E+05
____
1,00E+04
____
1,00E+03
____
1,00E+02
____
1,00E+01

O LDD do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 para
a detecao de norovirus Gl em suspenséao de fezes artificiais € de 5939 copias/ml
(intervalo de confiancga de 95 %: 3673—12942 cépias/ml).
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Tabela 10: Resultados PCR utilizados para calcular a sensibilidade analitica do FlexStar®
Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 para o norovirus Gll em suspenséo
de fezes artificiais

chZc[:::/ar‘:I?o N [total] N [positivo] posi:;?/)i(ja(:ii [%]
1,00E+05
____
1,00E+04
____
1,00E+03
____
1,00E+02
____
1,00E+01

* Uma amostra nao foi processada.

O LDD do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 para
a detecao de norovirus Gll em suspenséo de fezes artificiais € de 5228 copias/ml
(intervalo de confianga de 95 %: 2790-13 337 cépias/ml).
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Tabela 11: Resultados PCR utilizados para calcular a sensibilidade analitica do FlexStar®
Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 para o rotavirus em suspenséo de
fezes

CFCT'::::?!\GI?O N [total] N [positivo] posi-tl;?/)i(c?ac:lz [%]
1,00E+05 24 24 100
3,16E+04 24 24 100
1,00E+04 24 23 96
3,16E+03 24 14 58
1,00E+03 24 3 13
3,16E+02 24 1 4
1,00E+02 24 0 0
3,16E+01 24 0 0

O LDD do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 para a
detegdo de rotavirus em suspenséo de fezes é de 11133 copias/ml (intervalo de
confianga de 95 %: 7126—-23 522 cépias/ml).

12.1.2 Especificidade analitica

A especificidade analitica do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR
Detection Mix 1.5 é garantida pela selegdo meticulosa dos oligonucleotideos
(primers e sondas). Os oligonucleotideos foram verificados por analise de
comparagédo das sequéncias com sequéncias publicamente disponiveis, para
garantir que todos os gendtipos de norovirus e rotavirus relevantes serao detetados.

Para verificagdo da especificidade analitica do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus
RT-PCR Detection Mix 1.5, foram realizados os seguintes ensaios (consulte os
capitulos 12.1.2.1 Amostras negativas a 12.1.2.3 Reatividade cruzada).
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12.1.2.1 Amostras negativas

Foram testadas 32 amostras de fezes negativas de norovirus Gl, norovirus Gl|
e rotavirus de dadores individuais com o FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus
RT-PCR Detection Mix 1.5. Todas as amostras testadas (32 de 32) apresentaram
resultados negativos para o ARN especifico de norovirus Gl, norovirus Gll e
rotavirus e positivos para o IC. A especificidade analitica do FlexStar® Norovirus
Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 para amostras de fezes &€ = 95 %.

12.1.2.2 Substancias interferentes

Para avaliar a influéncia de substancias endogenas e exdgenas potencialmente
interferentes no desempenho do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR
Detection Mix 1.5, foram fortificadas substancias selecionadas em suspensao de
fezes artificiais contendo norovirus Gl, norovirus Gll e rotavirus numa concentracao
de 3 xLDD (17817 copias/ml, 15684 copias/ml e 33 399 copias/ml, respetivamente)
e em suspensdo de fezes artificiais ndo contendo norovirus Gl, norovirus Gll e
rotavirus.

Os resultados obtidos de amostras com substancias potencialmente interferentes
foram comparados com os resultados gerados de suspenséo de fezes artificiais
sem interferente adicionado. Cada amostra foi processada em 3 réplicas.

Nao foi observada qualquer interferéncia para as amostras contendo niveis
elevados de:

* Substancias endogenas

o Colesterol

> ADN genémico humano
o Sangue total humano

> Mucina

o Triglicéridos
* Substancias exdgenas

o Cloreto de benzalcoénio
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o Etanol

o Hidrocortisona

o Mesalazina

> Naproxeno sédico

o Nistatina

A presenca de inibidores de PCR poderia causar resultados invalidos
ou falsos negativos.

12.1.2.3 Reatividade cruzada

A especificidade analitica do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR
Detection Mix 1.5 no que respeita a reatividade cruzada com outros agentes
patogénicos que ndo o norovirus Gl, norovirus Gll e rotavirus foi avaliada testando:

* Agentes patogénicos relacionados com o norovirus Gl, norovirus Gll e
rotavirus

» Agentes patogénicos que provocam sintomas semelhantes a uma infecao
com norovirus Gl, norovirus Gll ou rotavirus

» Agentes patogénicos com a probabilidade de estarem presentes em doentes
com uma infegdo por norovirus Gl, norovirus Gll ou rotavirus

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 ndo reagiu com
qualquer um dos seguintes agentes patogénicos:

* Astrovirus » Escherichia coli

e Campylobacter coli » Salmonella enterica
e Campylobacter jejuni » Sapovirus

» Clostridium difficile » Vibrio cholerae

» Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC)
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Além disso, foram testados norovirus Gl, norovirus Gl e rotavirus. O FlexStar®
Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 n&o gerou sinais falsos
positivos no canal de detegdo especifico do norovirus Gl (Cy5) ao testar o
norovirus Gll e rotavirus, no canal de detecéo especifico do norovirus Gl (ROX™)
ao testar o norovirus Gl e rotavirus ou no canal de detegéo especifico do rotavirus
(FAM™) ao testar o norovirus Gl e norovirus GlI.

No caso de a amostra conter outros agentes patogénicos que ndo o
norovirus Gl, o norovirus Gll e/ou o rotavirus, podera haver concorréncia
com a amplificagao alvo ou reatividades cruzadas, causando resultados
de exames IVD incorretos.

12.1.3 Precisao

A precisao do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 foi
avaliada utilizando um painel constituido por:

« 1 amostra de suspensdo de fezes artificiais altamente positiva para
norovirus Gl [50 x LDD (2,97E+05 copias/ml)]

« 1 amostra de suspensdo de fezes artificiais altamente positiva para
norovirus GII [50 x LDD (2,61E+05 cépias/ml)]

» 1 amostra de suspensdo de fezes artificiais altamente positiva para
rotavirus [50 x LDD (5,57E+05 copias/ml)]

e 1 amostra de suspensdo de fezes artificiais fracamente positiva para
norovirus Gl [3 x LDD (1,78E+04 copias/ml)]

+ 1 amostra de suspensdo de fezes artificiais fracamente positiva para
norovirus Gll [3 x LDD (1,57E+04 copias/ml)]

1 amostra de suspensdo de fezes artificiais fracamente positiva para
rotavirus [3 x LDD (3,34E+04 copias/ml)]

1 amostra de suspensdo de fezes artificiais negativa para norovirus Gl,
norovirus Gll e rotavirus

Cada componente do painel foi testado em 6 réplicas por processamento.
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Foram realizados 5 processamentos em 5 dias diferentes utilizando combinagdes
de:

» 3 lotes de FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5
* 3 lotes de FlexStar® (RT-)PCR Ampilification Mix 1.5

+ 3 lotes do kit AltoStar® Purification Kit 1.5

+ 3 lotes do AltoStar® Internal Control 1.5

« 3 instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

A repetibilidade (variabilidade intraprocessamento), a variabilidade entre lotes e a
reprodutibilidade (variabilidade total) foram determinadas com base em:

*  Valores do ciclo limiar (Cq*) para as amostras altamente positivas para
norovirus Gl, norovirus Gll e rotavirus (consulte as tabelas 12—14)
» Valores do ciclo limiar (C_*) para o IC nas amostras negativas para norovirus

Gl, norovirus Gl e rotavirus (consulte a tabela 15)

* Tenha em atencgdo que o termo Cq escolhido é equivalente a designagéo de C, que podia
ser utilizada por outros cicladores que ndo o CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad).

Tabela 12: Dados de preciséo (CV % baseada em valores Cq) para amostras de
suspenséo de fezes artificiais altamente positivas para norovirus Gl

Amostra altamente positiva para norovirus Gl
(CV % baseada em valores Cq)

0,26-0,78

0,97

0,81

Todas as amostras testadas a 3 x LDD (amostras fracamente positivas) foram
detetadas como positivas para norovirus Gl.
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Tabela 13: Dados de preciséo (CV % baseada em valores Cq) para amostras de
suspensao de fezes artificiais altamente positivas para norovirus Gll

Amostra altamente positiva para norovirus Gli
(CV % baseada em valores Cq)

0,28-0,80

2,26
1,85

Todas as amostras testadas a 3 x LDD (amostras fracamente positivas) foram
detetadas como positivas para norovirus GlI.

Tabela 14: Dados de preciséo (CV % baseada em valores C ) para amostras de
suspensao de fezes artificiais altamente positivas para rotavirus

Amostra altamente positiva para rotavirus
(CV % baseada em valores Cq)

0,43-0,64

0,66

1,61

Todas as amostras testadas a 3 x LDD (amostras fracamente positivas) foram
detetadas como positivas para rotavirus.

Tabela 15: Dados de precisao (CV % baseada em valores C ) para o IC em amostras de
suspenséo de fezes artificiais negativas para norovirus Gl, norovirus Gll e rotavirus

0,81-1,28

1,48

2,10

33



FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5

12.1.4 Taxa de insucesso total

A solidez do FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5
foi avaliada através do teste de 33 amostras de fezes humanas negativas para
norovirus Gl e norovirus Gll e 32 amostras de fezes humanas negativas para
rotavirus de dadores individuais, fortificadas com norovirus Gl, norovirus GlI
e rotavirus para uma concentragdo final de 3 x LDD (1,78E+04 copias/ml,
1,57E+04 copias/ml e 3,34E+04 copias/ml). Todas as amostras testadas
(33 de 33 e 32 de 32) apresentaram resultados positivos nos canais de detecéo
por fluorescéncia especificos do norovirus Gl e norovirus GIl (Cy5 e ROX™,
respetivamente) e no canal de detecéo por fluorescéncia especifico do rotavirus
(FAM™),

12.1.5 Transferéncia

A transferéncia é essencialmente um risco dependente da ordem das tarefas e
independente do ensaio PCR utilizado. Para a AltoStar® Workflow, utilizou-se
o kit AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5 como modelo exemplar. A potencial
contaminagéo cruzada através de transferéncia de amostras altamente positivas
foi avaliada testando alternativamente amostras altamente positivas do parvovirus
B19 (1,00E+07 Ul/ml) e amostras negativas (n = 44 cada por processamento;
2 processamentos) com o kit AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5. Nao foi
observada transferéncia, ou seja, todas as amostras negativas do parvovirus B19
tiveram um resultado negativo.

12.1.6 Desempenho clinico

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 foi avaliado num
estudo comparativo com o Allplex™ Gl-Virus Assay (Seegene) com marcagéo CE.
Retrospetivamente, foram testadas em paralelo 99 amostras de fezes humanas
individuais:

O Allplex™ GI-Virus Assay (Seegene) foi utilizado em combinagédo com o STARMag
96 X 4 (Seegene) e o NIMBUS (Seegene).
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O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 foi utilizado
em combinagdo com o FlexStar® (RT-)PCR Amplification Mix 1.5, o kit AltoStar®
Purification Kit 1.5 e o AltoStar® Internal Control 1.5 no AltoStar® AM16 e no
CFX96™ DW Dx.

Para a andlise qualitativa, foram excluidas todas as amostras com um resultado
invalido para um ou ambos os ensaios.

Os resultados para as restantes amostras (94 para o norovirus Gl e norovirus Gll e
96 para o rotavirus) sdo apresentados nas tabelas 16 e 17, respetivamente.

Tabela 16: Resultados da avaliagdo da sensibilidade e da especificidade de diagndstico
do norovirus Gl e norovirus Gll em amostras de fezes

Allplex™ Gl-Virus Assay (Seegene)

POSITIVO NEGATIVO
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A sensibilidade e a especificidade de diagndstico do FlexStar® Norovirus Type &
Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 em comparagdo com o Allplex™ GI-Virus
Assay (Seegene) para o norovirus Gl e norovirus Gll foram de 100 % (intervalos de
confianca 90,26 %—100 % e 93,62 %—100 %, respetivamente).
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Tabela 17: Resultados da avaliagédo da sensibilidade e da especificidade de diagndstico
do rotavirus em amostras de fezes

Allplex™ GI-Virus Assay (Seegene)

POSITIVO NEGATIVO
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A sensibilidade e a especificidade de diagndstico do FlexStar® Norovirus Type
& Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 em comparagdo com o Allplex™ GlI-
Virus Assay (Seegene) para o rotavirus foram de 100 % (intervalos de confianga
84,56 %—100 % e 95,14 %—100 %, respetivamente).

13. Eliminacgao
Elimine os residuos perigosos e bioldgicos em conformidade com os regulamentos

nacionais e locais. Os residuos e os componentes excedentes ndo devem entrar
em contacto com redes de esgoto, cursos de agua ou o solo.

As amostras devem ser sempre tratadas como sendo infeciosas e com
risco (bioldgico), em conformidade com os procedimentos laboratoriais
A e de seguranca. No caso de derrames de material da amostra, utilize
imediatamente um desinfetante apropriado. Manuseie os materiais
contaminados como se se tratassem de materiais com risco biologico.
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A eliminagdo de residuos perigosos e bioldgicos deve cumprir os
regulamentos nacionais e locais para evitar a contaminagédo ambiental.

14. Controlo de qualidade

De acordo com o sistema de gestdo da qualidade da altona Diagnostics GmbH
certificado pela EN ISO 13485, cada lote de FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus
RT-PCR Detection Mix 1.5 é testado face a especificagdes predeterminadas de
modo a garantir uma qualidade do produto consistente.

15. Apoio técnico

Para apoio ao cliente, contacte o apoio técnico da altona Diagnostics:

e-mail: support@altona-diagnostics.com
telefone: +49-(0)40-5480676-0

NOTA

3 Qualquer incidente grave que tenha ocorrido em relagéo a este produto
deve ser comunicado a altona Diagnostics e a autoridade competente
do seu pais.
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17. Marcas comerciais e isengoes de responsabilidade

AltoStar®, FlexStar® (altona Diagnostics); QuantStudio™ (Applied Biosystems);
CFX96™ (Bio-Rad); JOE™ (Life Technologies); Rotor-Gene® (QIAGEN); Allplex™
(Seegene); FAM™ ROX™ (Thermo Fisher Scientific).

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

O FlexStar® Norovirus Type & Rotavirus RT-PCR Detection Mix 1.5 é um kit de
diagndstico com a marcacdo CE de acordo com a Diretiva Europeia 98/79/EC
relativa ao diagnostico in vitro.

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

N&o disponivel em todos os paises.

© 2022 altona Diagnostics GmbH; todos os direitos reservados.
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18. Explicagao de simbolos
I I

IVD Dispositivo médico de diagnostico in vitro
Numero de item de comércio internacional

LO Cédigo do lote

pr

Conteudo

Cor da tampa

>

Numero de catélogo

Numero

Componente

Consulte as instrugdes de utilizacédo

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

Limite de temperatura

Data de validade

Fabricante

Atencao

forw-<an fEEEEEE

AT Numero de material
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E]:] Verséo

i Nota

Contém material biolégico de origem animal
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19. Historico de revisoes
Tabela 18: Historico de revisdes

Data de

Identificador emissao Modificagoes
[més/ano]

MAN-FS0071540-

PT-S01 05/2022 Lancamento inicial
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