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1. Uso previsto

Para diagndstico in vitro. O teste RIDA®GENE Parainfluenza, realizado no Roche
LightCycler®480 I, ¢ um RT-PCR em tempo real multiplex para a deteccdo
qualitativa direta e diferenciacao da parainfluenza 1, parainfluenza 3 e parainfluenza
2/4 RNA em esfregacos nasais/garganta humana néo tratados de pessoas com
sinais e sintomas de infeccao do trato respiratorio aguda.

O teste RIDA®GENE Parainfluenza se destina a apoiar o diagndstico de infecgoes
virais (parainfluenza 1, parainfluenza 3, e parainfluenza 2/4) em pacientes com
sintomas de infecgdo do trato respiratério em conexdo com outros achados clinicos
e laboratoriais.

Resultados negativos ndo excluem a infeccao pelo virus da parainfluenza
(parainfluenza 1, parainfluenza 3 e parainfluenza 2/4) e ndo devem ser usados como
Unica base para o diagnaéstico.

O produto é destinado ao uso profissional.

2. Sumario e explicacao do teste

Os virus da parainfluenza humana (HPIVs) sao virus RNA de cadeia simples da
familia Paramyxoviridae!'-3). Podem causar véarias doengas respiratorias, infectando
inicialmente o epitélio mucociliar pseudostratificado das vias aéreas do nariz e da
orofaringe antes de se espalharem para as vias aéreas grandes e pequenas'’.
HPIVs séo a segunda principal causa de internacdes em criangas menores de 5
anos® e s&o responsaveis por até 17 % das internagoes®.

HPIVs podem ser divididos geneticamente e antigenicamente em quatro serétipos
gue podem infectar humanos: HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3, e HPIV-4(1-2 HPIV-1 e -3
pertencem ao genus Respirovirus, enquanto HPIV-2 e-4 sao classificados no genus
Rubulavirus®-3). A apresentacao clinica varia de tipo para tipo: Os HPIV-1 e -2
causam frequentemente sintomas de crupe e gripe, enquanto o HPIV-3 esta
normalmente associado a pneumonia e bronquiolite. Até agora, o HPIV-4 nao esta
muito bem caracterizado, mas suspeita-se que tenha uma apresentacéo clinica
semelhante a do HPIV-3(2). Mesmo o padr&o sazonal é diferente entre os quatro
serotipos: O HPIV-1 geralmente ocorre no outono dos anos impares, enquanto
HPIV-2 ocorre no outono dos anos pares. As infeccdes por HPIV-3 surgem
anualmente de Abril a Junho® e sio, portanto, a principal causa de infecgoes
clinicamente significativas entre os virus da parainfluenza‘. Por exemplo, 60 % das
criangas com 2 anos de idade estao infectadas com HPIV-3, enquanto o nimero
aumenta para 80 % entre as criangas até aos 4 anos de idade®. Geralmente, bebés,
criangas, idosos e pessoas com sistema imunolégico comprometido tém um risco
mais elevado de uma infecgéo grave por HPIV, enquanto a infeccao por HPIV em
adultos saudaveis esta normalmente limitada a sintomas ligeiros das vias
respiratorias superiores® 3. O HPIV é normalmente transmitido de humano para
humano através do ar, por tosse e espirro, por contato humano préximo, ou por
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toque nas méaos ou objetos contendo HPIV e depois tocando na boca, olhos ou
nariz.

3. Principio do teste

O teste RIDA®GENE Parainfluenza é um RT-PCR em tempo real multiplex para a
deteccdo qualitativa direta e diferenciacao da parainfluenza 1, parainfluenza 3 e
parainfluenza 2/4 em esfregacos nasais/garganta humana.

Apoés o isolamento do RNA, os fragmentos de genes especificos (se presentes) de
parainfluenza 1, parainfluenza 3 e parainfluenza 2/4 (gene HN) sdo amplificados.
As sequéncias-alvo amplificadas sédo detectadas usando sondas de hidrélise que
sao etiquetadas com um supressor em uma extremidade e um corante de repérter
fluorescente (fluor6foro) na outra. As sondas hibridam com o fragmento
amplificado na presenca de uma sequéncia-alvo. Durante a extensao, a

| Tag-Polymerase | separa o repérter do supressor. O repérter emite um sinal
fluorescente que é detectado pela unidade 6ptica de um instrumento de PCR em
tempo real. O sinal fluorescente aumenta com a quantidade de fragmentos
amplificados formados. O teste RIDA®GENE Parainfluenza contém

um | Internal Control RNA | para ser capaz de controlar o preparo da amostra e/ou
qualquer potencial de inibicdo de PCR.

4. Reagentes fornecidos

Os reagentes no kit sdo suficientes para 100 determinacées.

Tabela 1: Reagentes fornecidos

Codlgo
E

PGZ5805RM | Reaction Mix | 1050 pL | amarelo, pronto para us
i vermelho, pronto
PGZ5805EM | 2 | Enzyme Mix | 1 x |80 puL para uso
castanho, pronto para
PGZ5805IC | R [Internal Control RNA] {2 x {1700 pL | P P
PGZ5805NC | N |No Template Control| |1 x |450 uL | branco, pronto para uso
PGZ5805PC P | Positive Control | 1 x [200 uL | azul, pronto para uso
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5. Instrucoes de armazenamento

- Siga as diretrizes de manuseamento da Tabela 2 e guarde o kit diretamente ap6s a
utilizacéo, de acordo com as informacgdes especificadas.

- Todos os reagentes devem ser armazenados longe da luz a -20 °C e, se ndo
abertos, podem ser usados até a data de validade impressa no rétulo. Nenhuma
garantia de qualidade podera ser assegurada apds o término da data de validade.

- Todos os reagentes devem ser cuidadosamente descongelados antes do uso (por
exemplo, em uma geladeira entre 2 °C - 8 C).

- O congelamento/descongelamento repetidos até 20 vezes ndo afeta a propriedade
do teste (se necessario, crie aliquotas apds o primeiro descongelamento e
recongele os reagentes imediatamente).

- Arrefecer todos os reagentes adequadamente durante a preparacédo da PCR
(2 °C -8 °C).

Tabela 2: Condigdes de armazenamento e informacao

Temperatura de Tempo maximo

armazenamento de armazenamento
Pode ser usado até a data de
validade impressa

nao aberto -20 °C

20 ciclos de descongelamento-

aberto -20 °C
congelamento
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6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

6.1 Reagentes fornecidos

Os seguintes reagentes sdo necessarios para realizar o teste RIDA?GENE
Parainfluenza:

Agua PCR (livre de nuclease)

6.2 Equipamento laboratorial

Os seguintes equipamentos sdo necessarios para realizar o teste RIDA®GENE
Parainfluenza:

Equipamentos

Plataforma de extrag&o: Instrumento MagNA Pure 96 (Roche)
Instrumento de PCR em tempo real: LightCycler® 480 Il (Roche)

RIDA"GENE Color Compensation Kit IV (PG0004) (R-Biopharm)

Consumiveis PCR em tempo real (placas (baixo perfil, pogos brancos, armacao
transparente), tubos de ensaio, laminas)

Centrifuga com rotor para placas

Vortexer

Pipetas (0,5-20 pL, 20-200 pL, 100—1.000 pL)
Pontas da pipeta com filtros

Luvas descartaveis sem pé

Para perguntas sobre 0 uso de equipamentos para processamento automatizado,
entre em contato com a R-Biopharm AG em pcr@r-biopharm.de.
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7. Avisos e medidas preventivas para os usuarios

Apenas para uso em Diagndstico in vitro.

Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratério qualificado. As
diretrizes para trabalho em laboratérios médicos devem ser seguidas.

Ao realizar este teste, sempre siga estritamente o manual de operagao.

Nao pipete amostras ou reagentes usando a boca. Evite o contato com membranas
mucosas € pele lesionada.

Utilize equipamentos de segurancga pessoal (luvas adequadas, jaleco, 6culos de
seguranga) ao manusear os reagentes e as amostras, e lave as maos apds concluir
o teste.

Nao fume, coma ou beba em areas onde as amostras estiverem sendo manipuladas.
Salas separadas, vestuario especial e instrumentos para extracao, preparacao de
PCR, o PCR deve ser usado para evitar a contaminacao cruzada e resultados falso-
positivos.

Evite contaminar as amostras e componentes do kit com microbios e nucleases
(DNase/RNase).

As amostras clinicas devem ser vistas como potencialmente infecciosas e devem ser
descartadas adequadamente, como todos 0s reagentes e materiais que entram em
contato com amostras potencialmente infecciosas.

N&ao troque ou combine os componentes (Reaction Mix, Enzyme Mix,

Internal Control RNA, Positive Control, No Template Control) de um lote de um kit
com os componentes de outro lote.

Nao use o kit ap6s o prazo de validade. Os usuarios sao 0s responsaveis por
descartar de modo adequado todos os reagentes e materiais apds sua utilizagao.
Para o descarte, cumpra com os regulamentos nacionais.

As substancias perigosas sdo indicadas de acordo com as obrigatoriedades de
marcagao. Para mais detalhes, consulte as Folhas de Dados de Segurancga (SDS).

Para usuarios na Unido Europeia: Comunicar todos os eventos adversos graves
associados ao produto a R-Biopharm AG e as autoridades nacionais
competentes.

O resumo de seguranca e desempenho (SSP) deste produto estara disponivel
em https://ec.europa.eu/tools/eudamed assim que a Base de Dados Europeia de
Dispositivos Médicos (EUDAMED) for iniciada. Na base de dados, procure o
dispositivo usando o UDI-DI localizado na embalagem externa do dispositivo.
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8. Coleta e armazenamento de amostras

8.1 Preparacao de RNA de esfregacos nasais e da garganta

Para a preparacédo de RNA a partir de esfregacos nasais e de garganta, recomenda-
se o kit MagNA Pure 96 DNA/Viral NA SV no equipamento MagNA Pure 96 (Roche).
Para isso, use o protocolo Pathogen Universal 200 e elua em 50 pL. As instrucdes
do fabricante devem ser observadas.

O teste RIDA®GENE Parainfluenza contém um | Internal Control RNA | que indica
potencial inibicado da PCR, verifica a integridade dos reagentes e confirma a extracao
bem-sucedida de &cido nucleico. O | Internal Control RNA | pode ser utilizado apenas
como controle de inibicdo ou como controle de processo (controle de extracéo e
inibicao).

Se o Internal Control RNA | for usado apenas como controle de inibicdo para
amplificacéo, deve ser adicionado 1 pL de | Internal Control RNA | & Mistura Principal
(consulte a Tabela 4).

Quando o | Internal Control RNA | for usado como controle de extracdo para o
preparo de amostras e como controle de inibicdo para amplificacdo, entao 20 pL
de | Internal Control RNA | deve ser usado durante a extragdo. Recomendamos a
adicao do RNA de Controle Interno ao cartucho de amostra antes de adicionar a
amostra, se possivel. Recomendamos pipetar 1 pL de | Internal Control RNA | por
reacao a mistura de PCR do controle negativo e do controle positivo.
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9. Realizacao do teste

9.1 Preparacao da Mistura Principal

O numero total de reagdes necessarias para a PCR (amostras e reacdes de
controle) deve ser calculado. Em cada teste realizado, devem ser incluidos um
controle positivo e um controle negativo.

Recomenda-se acrescentar um volume adicional de 10 % a Mistura Principal a fim
de compensar qualquer perda da pipetagem (consulte a Tabela 3, Tabela 4). Antes

o |No Template Control | e | Internal Control RNA |, misture bem (exceto a mistura de
enzimas) e centrifugue por um curto periodo de tempo. Os reagentes devem ser
sempre resfriados adequadamente durante as etapas de trabalho (2 °C - 8 °C).

Tabela 3: Exemplo de calculo e preparacao da Mistura Principal para 10 reacdes
(ICR como controle de extracao e inibicao)

Codlgo do | Componentes da Quantidade por 10 reacoes (mais
Mistura Principal reacao 10%)

| Reaction Mix | 19,3 uL 212,3 uL
2 | Enzyme Mix | 0,7 uL 7,7 uL
Total 20 pL 220 L

Misture a Mistura Principal e depois centrifugue por pouco tempo.

Tabela 4: Exemplo do calculo e preparacao da mistura principal para dez
10 reacoes (ICR apenas como controle de inibicao)

Cddigo do | Componentes da Quantidade por 10 reacoes (mais
kit Mistura Principal reacao 10%)

| Reaction Mix | 19,3 uL 212,3 uL
2 | Enzyme Mix | 0,7 uL 7,7 uL
R  Internal Control RNA|| 1,0 uL 11 pl
Total 21,0 pl 231,0 pl

Misture a Mistura Principal e depois centrifugue por pouco tempo.
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9.2 Preparacao da mistura de PCR

Pipete 20 pl da Mistura Principal em cada tubo de ensaio (placas).

Controle negativo: Pipete 5 uL do | No Template Control | & mistura principal
pré-pipetada.

Nota: Se o | Internal Control RNA | for usado como um controle de extracdo
para o preparo de amostra e como controle de inibicao,
recomendamos adicionar 1 pL do | Internal Control RNA | a cada
mistura PCR do controle negativo.

Amostras: Adicione 5 pl de eluato a cada Mistura Principal pré-
pipetada.

Controle positivo: Adicione 5 pL de | Positive Control | & mistura principal pré-
pipetada.

Nota: Se o | Internal Control RNA | for usado como um controle de extracio

para o preparo da amostra e como controle de inibicao,
recomendamos adicionar 1 pL do | Internal Control RNA | a cada
mistura de PCR do controle positivo.

Selar as placas, centrifugar brevemente em velocidade lenta e transferir para o
instrumento de PCR em tempo real. Inicie o PCR de acordo com a configuracao do
instrumento de PCR (consulte a Tabela 5, Tabela 6).

9.3 Configuracao do instrumento de PCR

9.3.1 Perfil de PCR em tempo real universal

Para harmonizar os ensaios RIDA®GENE, o ensaio RIDA®GENE Parainfluenza foi
verificado no perfil universal. Isto torna possivel combinar os ensaios de DNA e RNA
um com o outro. A transcrigdo inversa, portanto, vem em primeiro lugar no perfil
universal.

Tabela 5: Perfil de PCR em tempo real universal para o LightCycler®480 I

Transcricao reversa 10 min, 58 °C
Desnaturagéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
PCR Desnaturacao 10s,95°C
Recozimento/extens@o 15s,60 °C

indice da temperatura de transicéo/

indice de subida AERITTE

Nota: O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.
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9.4 Configuracao do canal de deteccao
Tabela 6: Selecao dos canais de deteccdo adequados

Instrumento de

PCR em tempo Deteccao el qe Comentario
deteccao
real
Parainfluenza 1 465/510 .
E necessario o
Roche ICR 533/580 RIDAGENE Color
nghtCycIer® 480 I Parainfluenza 3 533/610 Compensation
Kit IV (PG0004).
Parainfluenza 2/4 618/660

10. Controle de qualidade — Indicacao de instabilidade ou expiracao de
reagentes

As amostras sdo avaliadas usando o software de analise do instrumento de PCR em
tempo real, de acordo com as instrugdes do fabricante. Os controles negativos e
positivos devem mostrar os resultados corretos (consulte a Tabela 7).

O [ Positive Control | esta disponivel em uma concentragdo de 103 copias/pL. E usado
em uma quantidade total de 5 x 108 cépias em cada execucédo de PCR.

Tabela 7: Uma execucado de PCR vaélida deve atender as seguintes condi¢des:

Amostra Resultado ICR Ct Gene-alvo Ct

Controle positivo + N/A *1 Consulte Certificate of
Analysis

Controle negativo - Ct>20 0

*! Um valor de Ct para o ICR n&o é necessario para obter um resultado positivo do controle positivo.

Se o controle positivo nao estiver na faixa Ct especificada, mas o controle negativo
for valido, todas as reacdes precisam ser reanalisadas, incluindo os controles.

Se o controle negativo nao for negativo, mas o controle positivo for valido, todas as
reacdes precisam ser reanalisadas, incluindo os controles.

Se os valores especificados nao forem atingidos, verifique os seguintes itens antes
de repetir o teste:

- Data de validade dos reagentes utilizados
- Funcionalidade do equipamento que esta sendo utilizado
- Execucéo correta do teste

Se as condicdes ainda nao tiverem sido cumpridas apés a repeticao do teste,
consulte o fabricante ou o distribuidor R-Biopharm local.

10 2022-01-20 RIDA®GENE Parainfluenza



11. Interpretacao dos resultados

Neste momento, ndo existe nenhum método de referéncia reconhecido
internacionalmente ou material de referéncia para a padronizacdo. Os materiais de
controle podem ser rastreados metrologicamente até os padrées internos da R-
Biopharm AG com base em amplificadores de RNA especificos.

Para obter mais informacdes sobre rastreabilidade metrolégica, entre em contato
com a R-Biopharm AG.

Os valores ajustados, flutuagdes e outros detalhes podem ser encontrados no
certificado de analise (CoA) anexo.

Os dados s&o avaliados no LightCycler® 480 Il usando o método do ponto de ajuste.
Sinais maiores do que o limiar sdo considerados um resultado positivo.

11. Interpretacao dos resultados

Para determinar o limite de detec¢ao (LoD 95 %) (Secao 13.2.1), o limite foi definido
da seguinte forma:

Limiar elevado

DRiScese (% de fluorescéncia total)
Parainfluenza 1 2,39 %

Parainfluenza 2 20,21 %

Parainfluenza 3 9,09 %

Parainfluenza 4A 6,62 %

A interpretacao dos resultados é realizada de acordo com a Tabela 8.
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Tabela 8: Interpretacédo dos resultados*

Parainfluenza1 Parainfluenza 3 Parainfluenza2/4 ICD Resultado

Parainfluenza 1

+ ) ) - | detectavel

) . i - Parain!luenza 3
detectavel

] i + +- Parain!luenza 2/4
detectavel
Parainfluenza 1 e

+ + - +/- | parainfluenza 3

detectaveis
Parainfluenza 1 e
+ - + +/- | parainfluenza 2/4
detectaveis
Parainfluenza 3 e
- + + +/- | parainfluenza 2/4
detectaveis
Parainfluenza 1,
parainfluenza 3, e

+ + + +- parainfluenza 2/4
detectaveis

i i i . Gene-alvo nao
detectavel

. - - - Invalido

* + = positivo
- = negativo

Uma amostra é considerada positiva se 0 RNA da amostra
e | Internal Control RNA | mostrarem amplificagdo no sistema de deteccéo.

Uma amostra também é considerada positiva se 0 RNA da amostra mostrar
amplificacdo, mas o | Internal Control RNA | ndo mostra amplificacdo no sistema de
deteccdo. A detecgado do | Internal Control RNA | ndo é necessaria neste caso, ja que
altas concentracdes do fragmento amplificado podem levar a um sinal fraco ou
ausente do | Internal Control RNA |.

Uma amostra é considerada negativa se o RNA da amostra ndo mostrar
amplificacdo, mas o | Internal Control RNA | mostra amplificagdo no sistema de
deteccdo. A deteccdo do | Internal Control RNA | pode descartar a inibicao da reacdo
PCR.

Uma amostra é considerada invalida quando o RNA da amostra e

o | Internal Control RNA | ndo mostram amplificagéo no sistema de detecgéo. Os
inibidores de PCR estao presentes na amostra ou ocorreu um erro durante o
processo de extracao.
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12. Limitacoes do método

1.

o

10.

O teste RIDA®GENE Parainfluenza detecta a parainfluenza 1, parainfluenza 3, e
parainfluenza 2/4 RNA em esfregagos nasais/garganta humana nao tratados.
Uma conexao entre o nivel do valor Ct determinado e a ocorréncia de sintomas
clinicos graves nao pode ser derivada disso. Os resultados obtidos sempre
devem ser interpretados em combinagdo com os sintomas clinicos como um
todo.

O diagnéstico nao deve ser baseado apenas no resultado da anélise biol6gica
molecular, mas deve sempre levar em conta a histéria médica e os sintomas do
paciente.

Este teste € validado apenas a esfregacos nasais/garganta.

Amostragem, transporte, armazenamento e manuseio inadequados, ou

uma carga patogénica abaixo da sensibilidade analitica do teste pode levar a
falsos resultados negativos.

A presencga de inibidores de PCR pode levar a resultados falsos negativos ou
invalidos.

Como em todos os testes de diagnéstico in vitro baseados em PCR,
concentragcdes extremamente baixas das sequéncias alvo que estdo abaixo do
limite de deteccao (LoD 95 %) podem ser detectadas. Os resultados obtidos
nem sempre sao reproduziveis.

Mutagdes ou polimorfismos nos locais de ligagéo do iniciador ou da sonda
podem interferir na deteccéo de variantes novas ou desconhecidas e podem
levar a resultados falso-negativos usando o RIDA®GENE Parainfluenza.

Um resultado positivo nos testes ndo indica necessariamente a presencga de
organismos viaveis. Um resultado positivo indica que os genes alvo
(parainfluenza 1, parainfluenza 3, e parainfluenza 2/4 (HN gene)) estao
presentes.

Mesmo em pequenas quantidades, as substancias de sangue humano e
paracodina (dihidrocodeina) podem ter propriedades de interferéncia. O sangue
humano interfere a partir de uma concentracao de 2,4 % [v/v]. A paracodina
(dihidrocodeina) interfere a partir de uma concentracao de 3 % [v/V].

Este ensaio deve ser realizado em conformidade com o regulamento sobre Boas
Praticas Laboratoriais (BPL). Os usuarios devem seguir as instru¢des do
fabricante precisamente ao realizar o teste.

RIDA®GENE Parainfluenza 2022-01-20 13



13. Caracteristicas de desempenho

13.1 Caracteristicas de desempenho clinico
13.1.1 Limite de deteccao (LoD 95%)

O LoD foi determinado medindo uma amostra de controle positivo (esfregacos
nasais/garganta negativos, com espigdes) em cinco etapas de diluicdo (em etapas
de 0,25-log) para cada alvo e matriz com 20 réplicas por etapa em um lote. Isto foi
seguido por uma analise de probit. Em seguida, o LoD calculado foi confirmado com
20 réplicas por alvo e matriz para a etapa/concentracao da diluicao calculada.

Para os testes foram utilizadas as seguintes estirpes:

Parainfluenza 1: ZeptoMetrix (#0810014CF)
Parainfluenza 2: ZeptoMetrix (#0810015CF)
Parainfluenza 3: ZeptoMetrix (#0810014CF)
Parainfluenza 4a: ZeptoMetrix (#0810060CF)

Para a deteccgéo de parainfluenza 1, parainfluenza 3 e parainfluenza 2/4 RNA
utilizando o ensaio RIDA®GENE Parainfluenza, o MagNA Pure 96 Instrument e o
LightCycler® 480 II, foram determinados os seguintes limites de detecgéo (LoD).
Os resultados dessas medicdes sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9: Limite de resultados de deteccéo para o teste RIDA®GENE Parainfluenza
para os parametros Parainfluenza 1, Parainfluenza 3, e Parainfluenza 2/4

Paralnfluenza Paralnfluenza Paralnfluenza Paralnfluenza

0,05 [TCIDso/mL] 354 00 3, 69 67 61
[TCIDso/mL] [TCIDso/mL] [TCIDso/mL]

O LoD para o parametro Parainfluenza 1 no esfregaco nasal/garganta foi determinado
em 0,05 TCIDso*/mL.

O LoD para o parametro Parainfluenza 2 no esfregaco nasal/garganta foi determinado
em 354,00 TCIDso*/mL.

O LoD para o parametro Parainfluenza 3 no esfregaco nasal/garganta foi determinado
em 3,69 TCIDso*/mL.

O LoD para o parametro Parainfluenza 4 no esfregaco nasal/garganta foi determinado
em 67,61 TCIDso*/mL.
13.1.2 Limite de deteccao do dispositivo

Para determinar o limite de detec¢ao do dispositivo, 20 réplicas de uma amostra de
controle (50 cépias/reagéo) foram medidas no LightCycler® 480 Il. Todas as réplicas
foram positivas.

O limite de detec¢ao do dispositivo é, portanto, 50 copias/reagéo.
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13.1.3 Especificidade analitica
Substancias interferentes

A presenca de inibidores de RT-PCR e de substancias interferentes pode levar a
resultados falso-negativos ou invalidos. Portanto, foram investigados os efeitos de
varias substancias que podem existir devido ao seu amplo uso para infecgdes no
trato respiratério ou ocorréncia generalizada nos espécimes correspondentes.

As substancias que poderiam influenciar significativamente os resultados dos testes
foram primeiramente examinadas em uma tela de interferéncia. Varias substancias
que poderiam estar presentes como residuos da extragao, devido ao uso
disseminado em infec¢des do trato respiratério (varias farmacias ou medicamentos
prescritos) ou devido a ocorréncia disseminada nas amostras de controle
correspondentes (por exemplo, mucinas na superficie das membranas mucosas ou
sangue) foram inicialmente examinadas em altas concentragdes (trés vezes a dose
diaria ou simulacao do "pior caso"). Se uma potencial interferéncia foi encontrada
nesta tela de interferéncia para uma substancia examinada, foi estabelecida uma
relacao dose-efeito entre a concentracdo da substancia em questao e a
interferéncia.

N&o foi encontrada nenhuma interferéncia para as substancias listadas na

Tabela 10.

Tabela 10: Substancias potencialmente interferentes

_SubstanCIa potencialmente Concentracio
interferente

Amoxicilina 1 mg/mL
Etanol* 5 % [vIV]
Cloridrato de guanidina* 5 % (p/v)
Mucina 60 pg/mL
Mucosolvan 10 % [v/V]
Nasivin/oximetazolina 10 % [v/V]
Cloreto de sédio 10 % [v/V]
Oseltamivir 25 mg/mL
Paracetamol 10 mg/mL

* com base no volume de eluato

Foram observados efeitos inibidores para as substancias sangue humano (2,4 %) e
paracodina (dihidrocodeina) (3 %) (Consulte Limitagdes do método).
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Reatividade cruzada

Varios organismos comumente encontrados em esfregacos nasais/garganta
(bactérias, parasitas, fungos e virus) foram examinados. Os microorganismos a
serem investigados para este ensaio foram escolhidos porque ou eles ocorrem
naturalmente em esfregacos nasais/garganta, ou causam sintomas correspondentes
como patégenos respiratorios. Para as andlises foram usadas culturas bacterianas,
fungicas ou virais; sobrenadantes de culturas bacterianas, fungicas ou virais; e
padroes LGC e NIBSC dos respectivos organismos.

O PCR em tempo real multiplex RIDAPGENE Parainfluenza é especifico para
parainfluenza 1, parainfluenza 3, e parainfluenza 2/4. Nao foram detectadas
reatividades cruzadas para as seguintes espécies (consulte a Tabela 11):

Tabela 11: Organismos potencialmente reativos cruzados

Resultado do teste*

Organismo : . ;
Parainfluenza 1 Parainfluenza 3 Parainfluenza 2/4

Adenovirus 7, humano, estirpe
Gomen

Adenovirus 1, humano, estirpe de
adendide 71

Bordetella pertussis Tohama 1 - - -
Candida albicans - - .
Chlamydia pneumoniae - - .
Enterovirus tipo 71 - - -
Virus Epstein-Barr, virus B95-8 - - -
Haemophilus influenzae - - .
Coronavirus humano 229E - - -
Coronavirus humano OC43 - - .
Coronavirus humano NL63 - - .
Metapneumovirus humano - - -
Influenza A H1N1 Brisbane/59/07 - - -
Influenza A H3N2 Texas/50/12 - - .
Influenza B/Washington/02/2019 - - .
Virus Influenza B/Colorado/6/2017 - - -
Lactobacillus acidophilus - - -
Lactobacillus crispatus estirpe - - -
VPI3199
Legionella pneumophila - - -
MERS-CoV - - .
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Moraxella catarrhalis

Mycoplasma pneumoniae estirpe

(FH de Eaton Agent)

Pneumocystis jirovecii (Controle

de execucgao externa
recombinante NATtrol)
Pseudomonas aeruginosa
Rinovirus 1A estirpe MRC-5
RSV A (estirpe longa)

RSV (estirpe 9320)

SARS

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus salivarius
Streptococcus pneumoniae
(NCTC 7465)
Streptococcus pyogenes

* - = negativo

RIDA®GENE Parainfluenza
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13.1.4 Precisao

A precisao do teste PCR em tempo real multiplex RIDA®GENE Parainfluenza foi
determinada para os seguintes niveis de consideragao.

Preciséo Intraensaio: Determinacao de cinco amostras de controle usando
20 réplicas, cada uma no LightCycler® 480 Il sob condi¢des idénticas.

Precisao interensaio: Determinacao de 5 amostras de controle em 20 execugdes
duas vezes em 10 dias de trabalho (2 execucdes por dia) realizadas por diferentes
operadores em condi¢oes reprodutiveis.

Precisao interlote: Os testes de precisao intra- e interensaio foram realizados
utilizando trés lotes diferentes.

Os dados de precisao foram obtidos utilizando cinco amostras de controle, bem
como 0 PTC e o NTC pertencentes ao ensaio.

Os coeficientes de variagao obtidos de cada medida usando o teste de tempo real
multiplex RIDAPGENE Parainfluenza no LightCycler® 480 Il foram menores que
3,06 %.

Tabela 12: Resultados precisos para o teste RIDA®?GENE Parainfluenza para
parainfluenza 1.

Intedote

Interensaio

Intraensaio

Ct-

Va’lo_r Lote 1 Lote2 Lote3 Lotef Lote2 Lote3 1"_‘;:32
meédio/CV dokit dokit dokit dokit dokit do kit Kit
Ct - - - - - - -
1
CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Ct 30,9 30,7 30,8 30,8 30,6 30,5 30,6
° CV (%) | 068% | 0,78% | 0,82% | 1,06 % | 1,07 % | 1,01 % | 1,11 %
Ct 31,1 30,7 30,9 30,6 30,5 30,5 30,6
° CV (%) | 091% | 1,06% | 1,183% | 1,19% | 0,91 % | 0,90 % | 0,99 %
Ct 27,3 27,0 27,1 26,9 26,9 27,0 26,9
) CV (%) | 057% | 1,09% | 0,70% | 1,28% | 1,39% | 1,30 % | 1,32 %
Ct 23,4 23,7 23,8 23,7 23,6 23,7 23,6
° CV (%) | 087% | 1,19% | 0,65% | 1,39% | 1,51 % | 1,25% | 1,39 %
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Tabela 13: Resultados precisos para o teste RIDA?GENE Parainfluenza para
parainfluenza 3.

Ct-

Intraensaio

Interensaio

Intedote
Lotes

Valor Lote1 Lote2 Lote3 Lote1 Lote2 Lote3
UCEILAAAE dokit dokit dokit dokit dokit do kit 1'|fit°'°
Ct - - - - - - -
CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Ct 31,3 31,1 30,8 30,8 30,8 30,5 30,7
CV (%) | 0,74% | 1,08% | 1,30% | 1,55% | 1,37 % | 1,16 % | 1,45 %
Ct 32,2 31,9 31,7 31,3 31,6 31,5 31,5
CV (%) | 092% | 1,383% | 1,08% | 2,04% | 1,39% | 1,44% | 1,69 %
Ct 26,0 25,7 25,5 25,0 25,4 25,2 25,2
CV (%) | 1,06% | 1,57 % | 1,17 % | 2,78 % | 2,61 % | 1,85% | 2,51 %
Ct 22,5 22,7 21,9 21,8 22,0 21,9 21,9
CV (%) | 1,12% | 1,48% | 1,39% | 263% | 2,32% | 1,98 % | 2,35 %
RIDA®GENE Parainfluenza 2022-01-20 19



Intraensaio

Interensaio

Tabela 14: Resultados precisos para o teste RIDA?GENE Parainfluenza para
parainfluenza 2/4.

Intedote
Lotes

Lote1 Lote2 Lote3 Lote1 Lote2 Lote3 1-3 do
dokit dokit dokit dokit dokit do kit -
Ct - - - - - - -
CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Ct 31,6 32,0 | 316 | 321 31,5 | 316 31,7
CV (%) | 1,29% | 1,44% | 246% | 1,55% | 2,02% | 1,90% | 2,05 %
Ct 31,9 322 | 322 | 318 | 319 | 318 31,8
CV (%) | 1,88% | 3,06% | 260% | 211% | 2,12% | 2,30 % | 2,14 %
Ct 27,0 26,9 26,8 26,5 26,6 26,9 26,7
CV (%) | 1,48% | 266% | 242% |2,46% | 2,92% | 2,13% | 2,56 %
Ct 22,7 23,6 | 233 | 232 | 231 23,1 23,1
CV (%) | 1,30% | 205% | 2,03% | 1,90% | 2,86 % | 2,28 % | 2,38 %
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13.1.5 Reatividade analitica

A reatividade do teste PCR em tempo real multiplex RIDA®GENE Parainfluenza foi
investigada usando varias estirpes de parainfluenza (Tabela 15).

Tabela 15: Testes de reatividade analitica

Resultado*

Estirpe UL UENEDR porainfluenza  Parainfluenza Parainfluenza

1 3 2/4
Parainfluenza 1 C35 0,417 ng + - -
Parainfluenza 2 Greer 0,01005 ng i i .
Parainfluenza 3 C243 0,0201 ng - + -

. 10325

Parainfluenza 4a M-25 TGIDsy/0.2 mL - - +
Parainfluenza 4b CH
19503 1,524 ng - - +

* + = positivo
- = negativo

14. Histoérico de versoes

Numero da versao| Secao e designacao

2021-10-27 Versao anterior

2022-01-20 Revisao geral:
4. Reagentes fornecidos
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15. Explicacao dos simbolos

Simbolos gerais

Para diagnéstico in vitro

[:E] Cumpra com o0 manual de instrucdes
Ndmero do lote

= Data de validade

A Temperatura de armazenamento
Numero do item

N/ Numero de testes

dl Data de fabricacao

d Fabricante

Simbolos especificos do teste

| Reaction Mix | Reaction Mix

| Enzyme Mix| Enzyme Mix

| Internal Control RNA|  Controle de extragao/inibigao

|No Template Control|  Controle negativo

| Positive Control | Controle positivo
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