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1. Uso previsto

Para utilizagdo em diagnéstico in-vitro. O teste RIDA®GENE Flu & RSV, realizado no
Roche LightCycler® 480Il, é um RT-PCR em tempo real multiplex para a detecgéo
qualitativa direta e diferenciacao de RNA do virus influenza (influenza A e

influenza B) e RNA do virus sincicial respiratorio (RSV A e B) em esfregacos nasais
e da garganta de humanos e lavado broncoalveolar (BAL) de pessoas com sinais e
sintomas de infeccao respiratéria aguda.

O teste RIDA®GENE Flu & RSV se destina a apoiar o diagnéstico diferencial de
infecgdes causadas por virus influenza (influenza A e influenza B) e virus sinciciais
respiratérios (RSV A e B) em pacientes com sintomas de infecg¢ao respiratéria em
conexao com outros achados clinicos e laboratoriais.

Os resultados negativos ndo excluem a infecg¢é@o por virus influenza (influenza A,
influenza B) ou virus sincicial respiratério (RSV A e B) e ndo devem ser usados
como Unica base para o diagnéstico. O produto é destinado ao uso por profissionais
que trabalham em laboratérios hospitalares, laboratérios de referéncia, laboratérios
particulares ou laboratérios publicos.

2. Sumario e explicacao do teste

Também chamada de gripe, a influenza é uma das doencgas respiratérias infecciosas
mais significativas e € causada pelos virus influenza.

Em todo o mundo, trés a cinco milhdes de pessoas contraem gripe todos os anos e,
aproximadamente, entre 290.000 a 650.000 pessoas morrem da doenca. As
epidemias anuais de influenza podem ter grandes impactos no sistema de saude e
na economia.’

Na temporada 2018/19, as estimativas colocam o nimero de consultas médicas
relacionadas a influenza na Alemanha em cerca de 3,8 milhdes. O nimero de
hospitalizagdes relacionadas a influenza de estabelecimentos de primeiro
atendimento foi estimado em 18.000 casos.?

O Grupo de Trabalho sobre Influenza (AGI) do Instituto Robert Koch estima que haja
entre um e sete milhées de consultas médicas relacionadas a influenza a cada ano.
Durante uma onda severa de gripe, como na temporada 2012/2013, houve cerca de
30.000 hospitalizacdes relacionadas a influenza e 20.000 mortes. Em contraste, em
estacdes amenas (como 2013/14) apresentam apenas 3.000 hospitalizacdes
estimadas, e o excesso de mortalidade associado a influenza néo é detectado.?

Os virus influenza sao virus de RNA pertencentes a familia Orthomyxoviridae e sao
divididos nos subtipos A, B e C. A caracteristica dos virus influenza é sua alta
variabilidade dos antigenos de superficie hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA)
devido a mutagdes (variacao antigénica). Os tipos de influenza A e B causam as
epidemias de gripe anuais, enquanto as infecgdes pelo virus influenza C causam
apenas doencas leves.

Epidemiologicamente, os virus influenza A sdo os mais importantes devido a sua
diversidade: sdo os responsaveis por trés pandemias no século XX, bem como pela
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maioria das epidemias de gripe. A maior parte das infeccoes de influenza do tipo A
nos seres humanos sao causadas pelos subtipos HIN1 e H3N2. Além da variacao
antigénica resultante da mutacéo, a mistura de uma cepa de influenza A humana e
nao humana pode criar novos subtipos de influenza A (variacdo antigénica), que
pode desencadear uma pandemia. O subtipo A de influenza H1N1 esta associado as
ultimas e potenciais novas epidemias de gripe (por exemplo, a Gripe Espanhola em
1918/19 e a Gripe Suina 2009). Atualmente, este subtipo de influenza A é chamado
de H1N1v. Os virus influenza sao transmitidos por goticulas e aerossdis. O periodo
de incubacao é de um a quatro dias. Os sintomas clinicos sao graves,
principalmente doencas do trato respiratério acompanhadas de tosse e febre alta. E
caracteristico o inicio subito dos sintomas. No curso de doencgas graves, podem
ocorrer pneumonias e superinfeccdes bacterianas, que podem ser fatais,
especialmente para idosos e criangas.*

Os virus sinciciais respiratorios (RSV) pertencem a familia Pneumoviridae e sao
virus de RNA de fita simples (ssRNA) envelopados. Circulam dois grupos de RSV: A
e B, enquanto o RSV A é predominante na maioria dos anos.®

O RSV é um patdgeno global amplamente difundido e pode causar doengas do trato
respiratério superior e inferior em qualquer idade da vida. Em bebés, principalmente
bebés prematuros e criangcas pequenas, o RSV € um dos patégenos mais
importantes das infecgdes do trato respiratério.®> O RSV é transmitido por contato ou
infeccao por goticulas e se manifesta com sintomas como rinite, resfriado, tosse,
bronquite aguda e até infeccao do ouvido médio. Um curso agudo pode ocorrer se
uma superinfecgao bacteriana estiver presente.® Criancas e bebés geralmente
apresentam um quadro sério do caso que requer hospitalizacao. Os sintomas
incluem febre, congestdo nasal e taquipnéia. Estimativas colocam a incidéncia de
infecgdes por RSV em todo o mundo em 48,5 casos e 5,6 casos graves em cada
1.000 criangas no primeiro ano de vida. Embora 50 a 70% dos bebés e criancas
pequenas tenham uma infecgéo por RSV no primeiro ano de vida, quase 100%
tiveram uma apods o segundo ano de vida.®

3. Principio do teste

O teste RIDA®GENE Flu & RSV ¢ um RT-PCR em tempo real multiplex para a
deteccao qualitativa direta e diferenciacdo de RNA do virus influenza (influenza A e
influenza B) e RNA do virus sincicial respiratorio (RSV A e B) em esfregacos nasais
e da garganta de humanos e lavado broncoalveolar (BAL) (Consulte a secdo 9.4). A
deteccéao é feita em um formato de RT-PCR em tempo real de uma etapa:
transcricdo reversa (RT) e PCR subsequente ocorrem em um tubo de ensaio. No
processo, 0 RNA isolado é transcrito para o cDNA com a ajuda de uma transcriptase
reversa. Os fragmentos de genes especificos para influenza A, influenza B e RSV
(influenza A/B: Gene M e gene NP1; RSV: Gene F) sdo entdao amplificados usando
PCR em tempo real. As sequéncias de alvo amplificadas sao detectadas usando
sondas de hidrélise que sao etiqguetadas com um supressor em uma extremidade e
um corante de repérter fluorescente (fluoréforo) na outra. As sondas hibridam com o

RIDA®GENE Flu & RSV 2020-10-13 3



fragmento amplificado na presenca de uma sequéncia alvo. Durante a extenséao, 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 Flu & RSV contém

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

4. Reagentes fornecidos

Tabela 1:  Reagentes fornecidos (Os reagentes fornecidos no kit sdo suficientes
para 100 determinagdes)

Cédigo Reagente Quantidade Cor da tampa
do kit

Reaction Mix MIX 1050 pl | Amarelo
2 1X 80 ul | Vermelho
R Internal Control RNA 2X 1700 pl | Castanho
N INo Template Control 1x 450 pl | Branca
P Positive Control| 1x 200 pl | Azul

5. Instrucoes de armazenamento

- 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 ap6s o término do prazo de validade.

- Todos os reagentes devem ser cuidadosamente descongelados antes do uso (por
exemplo, em uma geladeira entre 2 °C a 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 preparacao da PCR
(2°Ca8-°C).
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6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

O teste RT-PCR em tempo real multiplex RIDA®GENE Flu & RSV foi verificado
usando a seguinte combinacao da plataforma de extracao e instrumento de PCR em
tempo real:

Tabela 2a: Equipamento necessario (verificado)

Tampao de extracao

Promega Maxwell® RSC

Dispositivos PCR em tempo real
Roche LightCycler™ 480lI

Além disso, o teste de RT-PCR em tempo real multiplex RIDA®GENE Flu & RSV é
compativel com o uso com a seguinte plataforma de extragédo e instrumentos de
PCR em tempo real:

Tabela2: Equipamento necessario (compativel)

Tampao de extracao

R-Biopharm RIDA® Xtract
Dispositivos PCR em tempo real
R-Biopharm RIDA®CYCLER
Agilent Technologies Mx3005P
Applied Biosystems ABI 7500 Fast Dx
Bio-Rad CFX96™
QIAGEN Rotor-Gene Q
Nota: Ao usar o Rotor-Gene Q (QIAGEN), utilize apenas tubos de ensaio
de 0,1 ml.

Se tiver que usar outros procedimentos de extracao ou dispositivos de PCR em
tempo real, entre em contato com a R-Biopharm para verificar a compatibilidade em
mdx@r-biopharm.de.

- Sistema de coleta de esfregaco esterilizado (por exemplo, meio eSwab® Amies,
Copan Diagnostic Inc.)

- RIDAPGENE Color Compensation Kit IV (PG0004) ao usar o LightCycler™ 480lI

- Consumiveis de PCR em tempo real (placas, tubos de ensaio, filmes)

- Centrifuga com rotor para tubos de ensaio ou placas

- Vortexer

- Pipetas (0,5 a 20 pl, 20 a 200 pl, 100 a 1,000 pl)

- Pontas de pipeta com filtros

- Luvas descartaveis sem po6

- Agua PCR (livre de nuclease)
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7. Avisos e medidas preventivas para os usuarios

Apenas para diagnostico in vitro.

- Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratorio treinado. As
diretrizes para trabalho em laboratérios médicos devem ser seguidas.

- Sempre cumpra estritamente as instrucées de uso para a realizagao desse teste.

- N&o pipete amostras ou reagentes usando a boca. Evite o contato com membranas
mucosas e pele lesionada.

- Utilize equipamentos de segurancga pessoal (luvas adequadas, jaleco, 6culos de
seguranga) ao manusear os reagentes e as amostras, e lave as maos ap6s concluir
o teste.

- Nao fume, coma ou beba em areas onde as amostras estiverem sendo
manipuladas.

- Garanta que a extracao, a preparacao da PCR e a PCR sejam realizadas em salas
diferentes, a fim de evitar contaminacdes cruzadas.

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

- Descarte o kit de teste assim que o prazo de validade expirar.

- Os usuarios sao os responsaveis por descartar de modo adequado todos os
reagentes e materiais apds sua utilizacao. Para o descarte, cumpra com o0s
regulamentos nacionais.

Para maiores detalhes, consulte as Folhas de Dados de Segurancga (SDSs) em
www.r-biopharm.com.

8. Coleta e armazenamento de amostra

8.1 Preparacao de RNA de esfregacos nasais e da garganta

Um kit de extragao de acido nucleico disponivel no mercado (por exemplo,

RIDA® Xtract (R-Biopharm)) ou sistema de extragao de acido nucleico (por exemplo,
Maxwell” RSC (Promega)) é recomendado para a preparagdo de RNA a partir de
esfregacos nasais e da garganta. As instrugdes do fabricante devem ser
observadas.

Recomendamos que use a quantidade de meio especificada pelo fabricante na
extragdo de acido nucléico do kit de extracao de acido nucléico, ou o sistema de
extracao de acido nucléico, e que siga as instrucdes do fabricante. O teste
RIDA®GENE Flu & RSV contém um [Internal Control RNA| que indica potencial
inibicao da PCR, verifica a integridade dos reagentes e confirma a extracao bem-
sucedida de acido nucleico. O [Internal Control RNA| pode ser utilizado como controle
de inibicdo de PCR ou como controle de extracao para o procedimento de
preparacao de amostra e como controle de inibicao PCR.
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Se o Internal Control RNA| for usado apenas como controle de inibicdo, deve ser
adicionado 1 pl de [Internal Control RNA| & mistura principal para cada reacédo
(consulte a Tabela 4)

Se o |Internal Control RNA| for usado como um controle de extragdo para o preparo
da amostra e como controle de inibicdo, durante o procedimento de extracdo, devem
ser usados 20 pl do |Internal Control RNA| para cada amostra. O

Internal Control RNA| deve sempre ser adicionado & mistura amostra-tampé&o de lise
e nao deve ser adicionado diretamente ao material de amostra. Recomendamos
adicionar 1 pl para cada reacéo do |Internal Control RNA| & mistura de PCR do
controle negativo e do controle positivo.

8.2 Preparacao de RNA de BAL

Um kit de extragé@o de acido nucleico disponivel no mercado (por exemplo,

RIDA® Xtract (R-Biopharm)) ou sistema de extragao de acido nucleico (por exemplo,
Maxwell” RSC (Promega)) é recomendado para a preparagdo de RNA a partir de
BAL. As instrucdes do fabricante devem ser observadas.

Recomendamos que use a quantidade de meio especificada pelo fabricante na
extragdo de acido nucléico do kit de extracdo de acido nucléico, ou o sistema de
extracdo de acido nucléico, e que siga as instrugcoes do fabricante. O teste
RIDA®GENE Flu & RSV contém um [Internal Control RNA| que indica potencial
inibicao da PCR, verifica a integridade dos reagentes e confirma a extracao bem-
sucedida de acido nucleico. O [Internal Control RNA| pode ser utilizado como controle
de inibicdo de PCR ou como controle de extracao para o procedimento de
preparacao de amostra e como controle de inibicao PCR.

Se o |Internal Control RNA| for usado apenas como controle de inibicao, deve ser
adicionado 1 pl de [Internal Control RNA| & mistura principal para cada reacédo
(consulte a Tabela 4) Se o |Internal Control RNA| for usado como um controle de
extracdo para o preparo da amostra e como controle de inibigcéo, durante o
procedimento de extracdo, devem ser usados 20 pl do [Internal Control RNA| para
cada amostra. O |Internal Control RNA| deve sempre ser adicionado a mistura
amostra-tampéao de lise e hao deve ser adicionado diretamente ao material de
amostra. Recomendamos adicionar 1 pl para cada reacéo do |Internal Control RNA| &
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.

E recomendavel adicionar um volume adicional de 10% & mistura principal para
equilibrar a perda de pipeta (consulte a Tabela 3, Tabela 4). Antes de usar,

o [Positive Control, 0

Internal Control RNA|, misture bem (exceto a mistura de
enzimas) e centrifugue por um curto periodo de tempo. Sempre resfrie os reagentes
adequadamente durante as etapas de trabalho (2 °C a 8 °C).

Tabela 3: Exemplo de célculo e preparagéao da mistura principal para dez (10)
reacdes (ICR como controle de extracao e inibigéao)

Caddigo Componentes da Quantidade por 10 reacoes
do kit mistura principal reacao (mais 10%)

Reaction Mix| MIX 19,3 ul 212,3 ul
2 0,7 7,7 4l
Total 20 220 pl

Misture a mistura principal e depois centrifugue por pouco tempo.

Tabela4: Exemplo do célculo e producao da mistura principal para dez
(10) reacodes (ICR apenas como controle de inibicao)

Caddigo Componentes da Quantidade por 10 reacoes
do kit mistura principal reacao (mais 10%)

Reaction |\/|IX 19,3 ul 212,3 ul
2 0,7 ul 7,7 ul
R Internal Control RNA 1,0 pl 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 (frasco/placa).

Controle negativo: Pipete 5 ul de No Template Control & mistura principal
pré-pipetada.

Nota: Se o [nternal Control RNA for usado como um controle de extracao
para o preparo da amostra e como controle de inibicao,
recomendamos adicionar 1 pl do |nternal Control RNA| a mistura de
RT-PCR do controle negativo.

Amostras: Adicione 5 pul de eluato a mistura principal pré-pipetada.

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

Nota: Se o [nternal Control RNA for usado como um controle de extracdo
para o preparo da amostra e como controle de inibicao,
recomendamos adicionar 1 pl do |nternal Control RNA| a mistura de
RT-PCR do controle positivo.

Selar os tubos de ensaio ou placas, centrifugar brevemente em velocidade lenta e
transferir para o dispositivo de PCR em tempo real. Inicie a PCR de acordo com a
configuracao do instrumento de PCR (consulte a Tabela 5, Tabela 6, Tabela 7,
Tabela 8).
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9.3 Configuracao do instrumento de PCR
9.3.1 Perfil de RT-PCR em tempo real universal

Tabela 5: Perfil de RT-PCR em tempo real universal para a LightCycler® series e
RIDA®CYCLER

Transcricdo reversa 10 min, 58 °C

Desnaturagéo inicial 1 min, 95 °C

Ciclos 45 ciclos

PCR Desnaturacao 10s,95°C
Recozimento/Extensao 15s, 60 °C

indice da temperatura de transicéo/ o

. : Maximo

indice de subida

Nota: O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.

Tabela 6: Perfil de RT-PCR em tempo real universal para Mx3005P, ABI 7500
Fast Dx, Rotor-Gene Q e CFX96™

Transcricdo reversa 10 min, 58 °C
Desnaturagéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
PCR Desnaturacao 155,95 °C
Recozimento/Extensédo 30s, 60 °C

indice da temperatura de transicéo/

. : Maxim
indice de subida aximo
Nota: O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.
Nota: O perfil de PCR em tempo real universal também pode ser utilizado

em testes de DNA se houver a combinacao dos testes
RIDA®GENE DNA e RIDA®GENE RNA em uma execucao.
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Tabela 7:

9.4 Configuracao do canal de deteccao

Dispositivo de

PCR em tempo

real

R-Biopharm
RIDA®CYCLER

Roche
LightCycler®
48011

Agilent
Technologies
Mx3005P

ABI 7500 Fast
Dx

Bio-Rad
CFX96™

Qiagen
Rotor-Gene Q

Deteccao

RSV A/B
ICR
Influenza B
Influenza A
RSV A/B
ICR
Influenza B
Influenza A
RSV A/B
ICR
Influenza B
Influenza A
RSV A/B
ICR
Influenza B
Influenza A
RSV A/B
ICR
Influenza B
Influenza A
RSV A/B
ICR
Influenza B

Influenza A

RIDA®GENE Flu & RSV

Selecao dos canais de deteccado adequados

Canal de

deteccao

Verde
Amarelo
Laranja
Vermelho
465/510
533/580
533/610
618/660
FAM
HEX
ROX
Cy5
FAM
VIC
ROX
Cy5
FAM
VIC
ROX
Cy5
Verde
Amarelo
Laranja

Vermelho

2020-10-13

Comentario

E necessario o
RIDANGENE Color
Compensation Kit IV
(PG0004).

Defina o corante de
referéncia como
nenhum.

Defina o corante de
referéncia passiva
ROX como nenhum.

As configuracoes de
ganho devem ser
definidas como 5
(padrao de fabrica)
para todos os canais.
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10. Controle de qualidade

As amostras sdo avaliadas usando o software de analise do respectivo dispositivo
de PCR em tempo real, de acordo com as instru¢des do fabricante. Os controles
negativos e positivos devem mostrar os resultados corretos (consulte a Tabela 8,

Fig. 1, Fig. 2 e Fig. 3).

O |Positive Control vem em uma concentracdo de 103 cépias/ul. E usado em uma

quantidade total de 5 x 108 cépias em cada execucdo de PCR.

Tabela 8: Uma execucao de PCR valida deve atender as seguintes condicoes:

Amostra

Controle positivo

Controle negativo

Resultado ICR Ct
Positivo N/A *1
Negativo Ct>20

Gene alvo Ct

Veja o Certificado
de Garantia de
Qualidade

Nao detectavel

“"Um valor de Ct para o ICR nao é necessario para obter um resultado positivo do controle positivo.

Se o controle positivo ndo estiver dentro da 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 ndo forem atingidos, verifique o seguinte antes de

repetir o teste:

- Data de validade dos reagentes utilizados

- Funcionalidade do equipamento que esta sendo utilizado

- Realizagao correta do teste

12
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Amplification Curves
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5,467
4,767
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2,667
1,967
1,267
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2 i 3 [ 10 12 14 15 18 N 2 28 % 28 T 2 3 3 38 40 42 41

Fig. 1: Execucéao correta do controle positivo (vermelho) e controle negativo
(verde) (RSV) no LightCycler” 480lI

Amplification Curves

7.523

6,823
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1 2 3 4 & B 7 & 8 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 71 22 23 24 25 28 27 28 24 a0 71 32 33 34 35 45 A7 38 a3 40 41 42 43 44 45
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Fig. 2: Execucéo correta do controle positivo (vermelho) e controle negativo
(verde) (influenza B) no LightCycler™ 480lI
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Amplification Curves
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Fig. 3: Execucéao correta do controle positivo (vermelho) e controle negativo
(verde) (influenza A) no LightCycler™ 480lI
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11. Interpretacdo das amostras

A interpretacao dos resultados é realizada de acordo com a Tabela 9.

Tabela 9: Interpretacdo das amostras

Gene F Gene NP1 Gene M

(RSVA/B) (influenzaB) (influenzaA)  '°h Resultado
positivo negativo negativo gg;:;;’vcz RSV detectavel
negativo positivo negativo ggg:;;’vcz Ln;tlggtnézvaelB
negativo negativo positivo 2:;23’:; Ln;tlgggzvif

. . . positivo/ | RSV e influenza B
positivo positivo negativo negativo | detectaveis
. . - ositivo/ | RSV e influenza A
positivo negativo positivo gegativo detectaveis
. InfluenzaB e
negativo positivo positivo 22323'\% influenza A
9 detectaveis
Influenza A,
positivo positivo positivo positivo | influenza B e RSV
detectaveis
negativo negativo negativo positivo S;Zi-tgl\‘/’; nao
negativo negativo negativo negativo | Invalido

Uma amostra é positiva caso a amostra e o Internal Control RNA| apresentem um
sinal de amplificagdo no sistema de deteccao.

A amostra também é positiva se 0 RNA da amostra mostrar um sinal de
amplificacdo, mas nenhum sinal de amplificagdo puder ser visto para o

Internal Control RNA| no sistema de deteccdo. A detecgado do |Internal Control RNA|
nao é necessaria neste caso, porque as altas concentragdes de fragmentos
amplificados podem causar um sinal fraco ou ausente do [Internal Control RNA/.

Uma amostra é negativa se 0 RNA da amostra ndo mostrar um sinal de
amplificacdo, mas um sinal de amplificagao for visivel para o [Internal Control RNA|
no sistema de deteccao. A inibicdo da reacao de PCR pode ser excluida através da
deteccdo do |Internal Control RNA!.

Uma amostra é invalida se o0 RNA da amostra e o [Internal Control RNA| néo
mostrarem um sinal de amplificacdo no sistema de deteccéo. Existem inibidores de
PCR na amostra ou ocorreu um erro durante o processo de extragdao. A amostra
extraida deve ser diluida de 1:10 com agua de PCR e re-amplificada, ou o
isolamento e a purificacdo da amostra devem ser melhorados.
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. Limitacoes do método

. Este teste destina-se apenas a esfrecacos nasais/garganta e BAL.
. Amostragem, transporte, armazenamento e manuseio inadequado de amostras

ou carga de patdégenos abaixo da sensibilidade analitica do teste podem levar a
resultados falso-negativos.

. A presenca de inibidores de PCR pode levar a resultados ndo avaliaveis.
. Mutacgdes ou polimorfismos nos locais de ligacao do iniciador ou da sonda podem

interferir na detecgéo de variantes novas ou desconhecidas e podem levar a
resultados falso-negativos usando o RIDA®GENE Flu & RSV.

. Como em todos os testes de diagndstico in vitro baseados em PCR, podem ser

detectadas concentracdes extremamente baixas das sequéncias alvo abaixo do
limite de deteccao (LoD). Os resultados obtidos nem sempre sao reproduziveis.

. Este teste ndo pode ser usado para detectar o virus influenza C.
. Um resultado positivo no teste ndo indica necessariamente a presencga de

organismos capazes de reproducdo. Um resultado positivo indica que os genes
alvo (influenza A/B: Gene M e gene NP1; RSV: Gene F) estao presentes.

. Em uma concentracéo testada de 3,0% e acima, a paracodina mostra um efeito

inibitério.

. A .uma concentracao testada de 17,5 mg/ml e superior, a ciprofloxacina mostra um

efeito inibidor.
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13. Caracteristicas de desempenho

13.1 Sensibilidade analitica

O teste RT-PCR em tempo real multiplex RIDA®GENE Flu & RSV tem um limite de
deteccao de = 50 cépias/reacao de RNA para RSV, influenza B e influenza A.

As Figuras 4, 5 e 6 abaixo mostram a série de diluicdes de RSV, influenza B e
influenza A (cada uma com 5 x 10%a 5 x 10" copias/reacdo de RNA) no
LightCycler® 480Il.

Amplification Curves

8.212

7.a12

6812

B.112

5,412

4,712

4012

3312

2,812

1.912

1.212

0512 Fa,

2 3 [3 [ 10 12 14 16 18 20 2 24 % 28 20 2 En ® ES 40 2 44
Cycles

Fig. 4:  Séries de diluicdo de RSV (5 x 10° a 5 x 10" copias/reacio de RNA) no
LightCycler® 480l
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Amplification Curves
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Fig.5:  Séries de diluicdo de influenza B (5 x 10° a 5 x 10" cépias/reacdo de RNA)
no LightCycler® 480lI

Amplification Curves
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Fig. 6:  Série de diluicdo de influenza A (5 x 10°a 5 x 10" cépias/reagdo de RNA)
no LightCycler® 480l

O limite de deteccao do processo geral depende da matriz da amostra, da extracao
de RNA e da concentracao de RNA.
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13.2 Especificidade analitica

O RT-PCR em tempo real multiplex ® GENE Flu & RSV é especifico para RSV A/B,
influenza A e influenza B. Nenhuma reatividade cruzada com as seguintes espécies
foi detectada (consulte a Tabela 10).

Tabela 10: Testes de reatividade cruzada

Acinetobacter
baumannii cepa
5377

Corynebacterium
diphteriae

Coxsackievirus
humano B4

Pneumocystis
Jirovecii
(Controle de
execucao
externa
recombinante
NATtrol)

Adenovirus 1,
humano, cepa
de adendide 71

Echovirus 11

Citomegalovirus
humano

Proteus vulgaris

] Virus Epstein- Metapneumovirus Pseudomonas
Adenovirus 4 - .
Barr, cepa B95-8 humano aeruginosa
] Virus
Adenovirus 7, Escherichia coli parainfluenza Serratia
humano, cepa ) -
(O26:H-) humana 1, cepa marcescens
Gomen
C35
Virus Streptococcus
Adenovirus 31 Escherichia coli parainfluenza | | pneumoniae,
(O6) humana 2, cepa cepa NCTC
Greer 7465
] Escherichia coli \_/wus Streptococcus
Adenovirus 34 (0157:H7) parainfluenza |- oaenes
' sorotipo 3 pyeg
Virus
Adenovirus 37 Enterobacter parainfluenza | Sz‘repz"ocqccus
cloacae humana 4a, cepa salivarius
M-25
Aspergillus Enterovirus tipo Genogrupo A de Staphylococcus
71, cepa 2003 o
terreus . rinovirus humano aureus
isolada
Boraetella . Haemophilus K/ebs'/ ella Staphylococcus
parapertussis influenzae pneumoniae cepa | - epidermidis
cepa 12822 MGH 78578
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Bordetella Virus Herpes .

) . Lactobacillus
pertussis Simplex 1, cepa lantarum -
Tohama 1 Mclntyre P

. Legionella
Candida Y|rus Herpes pneumophila
. Simplex 2, cepa -
albicans subesp.
MS .
Pneumophila
Chlamydophila Coronavirus Moraxella ]
pneumoniae humano OC43 catarrhalis
Mycoplasma
Chlamydia Coronavirus pneumoniae cepa |
psittaci humano 229E FH de Eaton
Agent
- Coxsackievirus Neisseria
Clostridium o
erfrinaens humano A2, cepa meningitidis cepa | -
P g Fleetwood FAM18

13.4 Reatividade analitica

A reatividade do RT-PCR em tempo real multiplex do RIDA® GENE Flu e RSV
RT-PCR foi examinada usando diferentes cepas de virus influenza A/influenza B e
RSV (consulte a Tabela 11).

Tabela 11: Testes de reatividade analitica
Subtipo Estirpe RSV Influenza B | Influenza A
H1N1v Influenza A/Brisbane/02/2018 negativo negativo positivo
H1N1v Influenza A/PR/45/2015 negativo negativo positivo
H1N1v Influenza A/Califérnia/7/2009 negativo negativo positivo
H1N1 Influenza A/Brisbane/59/2007 negativo negativo positivo
H3N2 Influenza A/Kansas/14/2017 negativo negativo positivo
Hang | nfluenza A/g(i)r;%e/tgg:eglNFlMHJ 6- negativo negativo positivo
H3N2 A/Hong Kong/4801/2014 negativo negativo positivo

20
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H3N2 | Influenza A/Suica/9715293/2013 negativo negativo positivo
H3N2 Influenza A/Texas/50/2012 negativo negativo positivo
H3N2 Influenza A/Victoria/361/2011 negativo negativo positivo
H3N2 Influenza A/Perth/16/2009 negativo negativo positivo
H3N2 Influenza A/Brisbane/10/2007 negativo negativo positivo
Influenza A/Austrélia . , o
H3N2 Meridional/34/ 2019 negativo negativo positivo
H7N9 Influenza A/Anhui/1/2013 negativo negativo positivo
Influenza B/Colorado/06/2017/ neqativo ositivo neaativo
linhagem Victoria g P g
Influenza B/Brisbane/60/2008/ neqativo ositivo neqativo
linhagem Victoria g P g
Influenza B/Washington/02/2019/ . . .
: A negativo positivo negativo
linhagem Victoria
Influenza B/
Massachusetts/2/2012/ negativo positivo negativo
linhagem Yamagata
Influenza B/Phuket/3073/2013/ . . :
: negativo positivo negativo
linhagem Yamagata
Influenza B/Wisconsin/1/2010/ . - ,
) negativo positivo negativo
linhagem Yamagata
RSV A (isolado: 2006 isolado) positivo negativo negativo
RSV A cepa longa positivo negativo negativo
RSV B (cepa: CH93(18)-18) positivo negativo negativo
RSV B cepa 9320 positivo negativo negativo
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Simbolos especificos do teste

Internal Control RNA|

INo Template Control

Positive Control
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