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1. Aplicagao

Para utilizagdo em diagnostico in vitro. O teste RIDA®GENE Pediatric Viral Panel,
realizado no instrumento LightCycler® 480 Il real-time PCR ¢ um RT-PCR multiplex
em tempo real para a detecgcido qualitativa direta e diferenciagdo de RNA rinovirus/
enterovirus/ parechovirus, DNA bocavirus e DNA adenovirus em esfregacos
nasais/garganta humanas nao tratados de pessoas com sinais e sintomas de
infecgao respiratoria.

O teste RIDA®GENE Pediatric Viral Panel se destina a apoiar o diagnéstico
diferencial de infecgdes por rinovirus/enterovirus/parechovirus em pacientes com
sintomas de infecgéo respiratoria com outros achados clinicos e laboratoriais.
Resultados negativos ndo excluem a infecgao por rinovirus/enterovirus/parechovirus,
bocavirus ou adenovirus e ndo devem ser utilizados como unica base para o
diagnostico.

O produto ¢é destinado a utilizagao profissional.

2. Sumario e explicacao do teste

As infeccbes respiratérias virais sdo uma das principais causas de hospitalizacoes e
visitas clinicas de criancas e idosos.("6) Além dos virus respiratérios conhecidos
como influenza e SARS-CoV-2, adenovirus, bocavirus, enterovirus, parechovirus e
rinovirus podem causar infecgdes do trato respiratorio.

O grupo de virus Adenovirus Humano (HAdVs) pertence a familia Adenoviridae e ao
género Mastadenovirus. S&o virus de DNA em forma de icosaedro, nao
envelopados, de dupla cadeia com didmetro de 65 a 110 nm. Eles estao divididos
em sete espécies, (A a G), que compreendem cerca de 67 serotipos.’:®)

Os virus do grupo bocavirus humanos (HBoV) sao icosaédricos, pequenos
parvovirus nao envelopados.®'") Possuem cerca de 18 nm a 26 nm de diametro e
DNA de cadeia unica com um genoma de 4 kb a 6 kb (e sequéncias terminais de 32
a 52 nucleotideos). A definicdo dos HBoV como passageiros inofensivos ainda € um
debate controverso, pois eles sao frequentemente isolados em combinagdo com
outros patdégenos. O grupo de HBoV abrange quatro subtipos: HBoV1, HBoV2,
HBoV3 e HBoV4.(:10)

Enterovirus e rinovirus sdo virus RNA de cadeia unica, icosaédricos e nao
envelopados que apresentam um genoma de cerca de 7,2 kb.('21% Antes da
introdugéo de ferramentas moleculares para classificar patégenos, os rinovirus e
enterovirus eram considerados dois patégenos muito diferentes.('® Hoje, sabemos
que estao geneticamente relacionados um ao outro. Ambos pertencem ao genus
enterovirus da familia Picornaviridae.('3-'7) Os enterovirus humanos (HEV)
compreendem quatro espécies, HEV-A, HEV-B, HEV-C e HEV-D, com mais de 200
serotipos diferentes. Os rinovirus sao divididos em trés espécies, rinovirus A,
rinovirus B e rinovirus C, que compreendem cerca de 150 tipos diferentes.(12-18)
Como os enterovirus e rinovirus, os parechovirus humanos (HPeV) pertencem a
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familia Picornaviridae, mas s3o classificados sob o genus Parechovirus.(16.17.19-22) Og
HPeV sao virus de RNA de cadeia unica e ndo envelopados. Os HPeV
compreendem 19 gendtipos (HPeV1 a HPeV19), enquanto o HPeV1 e o HPeV3 sao
os mais comuns.(19:20)

Infeccdes por HAdV que afetam o trato respiratorio sao relatadas com sintomas
comuns de resfriado, incluindo febre, dor de garganta, vémitos e diarréia, e
infecgbes graves séo relatadas com conjuntivite e inflamagéo pulmonar.7:8)
Infecgdes por HBoV provocam chiado e tosse como sintomas comuns. Ambos os
virus estdo presentes em todo o mundo e ocorrem ao longo do ano, enquanto o
HBoV atinge seu pico no inverno e na primavera.(®?9

Os sintomas relatados de infec¢des do trato respiratorio do HVE incluem tosse, falta
de ar, chiado e febre.(') As infecgbes por HVE sdo mais comuns no veréao e no
outono em climas temperados e ocorrem durante todo o ano em regides tropicais.('3)
Os rinovirus estao presentes em todo o mundo, com maior prevaléncia na primavera
e no outono.('>19 Eles ocorrem normalmente em pacientes com pneumonia,
bronquiolite ou infecgao do ouvido médio e podem ocorrer com ou sem
copatogenos. Os rinovirus causam sintomas como rinorreia, dor de garganta, tosse,
dor de cabega, congestdo nasal e mal-estar.(*®) Os sintomas comuns de uma
infeccdo por HPeV s&o os mesmos sintomas de uma resfriado, como nariz entupido
e febre, bem como tosse.(?0-21.23)

Normalmente as infecgdes respiratérias virais provocadas por esses virus sao
limitadas ou assintomaticas, mas especialmente criancas, idosos e pacientes com
imunodeficiéncia podem ser afetados por doengas graves.(7-9.14-16.19.22)

3. Principio do teste

O teste RIDA®GENE Pediatric Viral Panel € um teste RT-PCR multiplex em tempo
real para a detecgao quantitativa e diferenciacao direta de RNA de
rinovirus/enterovirus/parechovirus, DNA de bocavirus e DNA de adenovirus
esfregacos nasais/garganta humana.

Apos o isolamento do DNA, (se presente) os fragmentos de genes especificos de
rinovirus/enterovirus/parechovirus (5'UTR), bocavirus (5'NTR) e adenovirus (hexon)
sao amplificados. As sequéncias-alvo amplificadas sao detectadas usando sondas
de hidrdlise que sao etiquetadas com um supressor em uma extremidade € um
corante de repérter fluorescente (fluoréforo) na outra. As sondas hibridizam com o
amplicon na presencga de uma sequéncia alvo. Durante a extenséo,

a | Tag-Polymerase | separa o indicador do silenciador. O indicador emite um sinal
fluorescente detectado pela unidade 6ptica de um instrumento de PCR em tempo
real. O sinal fluorescente aumenta com a quantidade de amplicons formados. O
teste RIDA®GENE Pediatric Viral Panel contém | Internal Control RNA | para
conseguir controlar o preparo da amostra e/ou qualquer potencial inibicdo de PCR.
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4. Reagentes fornecidos

Os reagentes no kit séo suficientes para 100 determinagoes.

Tabela 1: Reagentes fornecidos

do kit

1 | Reaction Mix | 1050 uL | amarelo, pronto para utilizagéo
2 | Enzyme Mix | 1 x 80 pL | vermelho, pronto para utilizagédo
R  Internal Control RNA|| 2 % | 1700 yL | marrom, pronto para utilizagéo
N |No Template Control || 1 % | 450 uL | branco, pronto para utilizagéo

P | Positive Control | 1 x| 200 yL | azul, pronto para utilizagéo

5. Instrugdes de armazenamento

- Siga as orientagcdes de manuseio da Tabela 2 e armazene o kit diretamente apos a
utilizacdo, conforme as informacdes especificadas.

- Todos os reagentes devem ser armazenados longe da luz a -20 °C e, caso néo
abertos, podem ser utilizados até a data de validade impressa no rétulo. Nenhuma
garantia de qualidade podera ser assegurada apés 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 e descongelamento repetido até 20 vezes nao afeta a propriedade
do teste (se necessario, divida em por¢des apds o primeiro descongelamento e
congele os reagentes imediatamente).

- Descongele todos os reagentes adequadamente durante a preparagao do PCR
(2°C-8°C).

Tabela 2: Condig¢des e informagdes de armazenamento

Temperatura de

Tempo maximo de armazenamento

armazenamento
fechado 20 °C Pode ser usadg até a data de
validade impressa
20 ciclos de congelamento e

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

6.1 Reagentes
Nenhum.
6.2 Equipamentos de laboratério

Os seguintes equipamentos sdo necessarios para realizar o teste RIDA®GENE
Pediatric Viral Panel:

Equipamentos

Plataforma de extragéo: 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 para PCR em tempo real (placas (perfil baixo, pogos brancos,
armacao transparente), tubos de reacgao, flmes adesivos)

Centrifuga com rotor para placas

Vortexer

Pipetas (0,5 - 20 pL, 20 - 200 uL, 100 - 1000 pL)

Pontas de pipeta com filtros

Luvas descartaveis sem po

Para questionamentos sobre o uso de equipamentos para processamento
automatizado, entre em contato com a R-Biopharm AG através do e-mail pcr@r-
biopharm.de.
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7. Avisos e precaugoes para os usuarios

Apenas para uso em Diagnéstico in vitro.

Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratoério qualificado. As
diretrizes para trabalho em laboratorios 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 pele
lesionada e membranas mucosas.

Utilize equipamentos de seguranga pessoal (luvas adequadas, jaleco, 6culos de
seguranga) ao manusear os reagentes e as amostras, e lave as maos apés 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 e de analise de PCR devem ser utilizados para evitar a contaminagéo cruzada
e resultados falso-positivos.

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

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.

N&o 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 apds o prazo de validade. Os usuarios sao responsaveis por descartar
adequadamente todos os reagentes e materiais apds sua utilizagao. Para o
descarte, cumpra com os regulamentos nacionais.

Mais detalhes sobre as Folhas de Dados de Seguranga (Safety Data Sheets,
SDS) podem ser encontrados sob o numero do item em https://clinical.r-
biopharm.com/search/.

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

8.1 Preparacao de DNA/RNA de esfregagos nasais e da garganta

Para a preparacao de DNA/RNA a partir de esfregagos 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 Pediatric Viral Panel contém | Internal Control RNA | que indica
a inibicao potencial de PCR, verifica a integridade dos reagentes e confirma a
extracdo bem sucedida do &cido nucléico. O | Internal Control RNA | pode ser
utilizado apenas como um controle de inibicdo ou como um controle de processo
(extragao e controle de inibi¢gao).

Quando o | Internal Control RNA | é usado apenas como controle de inibicdo para
amplificacdo, 1 L do | Internal Control RNA | deve ser adicionado ao Master Mix (ver
Tabela 4).

Quando o | Internal Control RNA | é usado como controle de extragdo para o preparo
da amostra e como um controle de inibicdo para amplificagao, entdo 20 uL

do | Internal Control RNA | devem ser usados durante a extracdo. Se possivel, é
recomendado adicionar o Internal Control RNA ao cartucho da amostra antes de
adicionar a amostra. E recomendado pipetar 1 uL do | Internal Control RNA | por
reagao a mistura de PCR do controle negativo e do controle positivo.
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9. Realizacao do teste

9.1 Preparacao do Master Mix

O numero total de reagbes necessarias para a PCR (amostras e reacgbes 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 % ao Master Mix para
compensar qualquer perda de pipetagem (ver Tabela 3 e Tabela 4). Antes de utilizar,
descongele o | Reaction Mix |, o | Enzyme Mix|, o | Positive Control |,

, misture bem (exceto o Enzyme
Mix) 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 preparagado do Master Mix para 10 reag¢des (ICR
como controle de extragao e inibigao)

Codlgo do | Componentes do Quantidade por 10 reagdes (mais
Master Mix reagao 10%)

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

Misture o Master Mix e depois centrifugue por pouco tempo.

Tabela 4: Exemplo do calculo e preparacao do Master Mix para dez 10 reagdes
(ICR apenas como controle de inibigao)

Codlgo do | Componentes do Quantidade por 10 reagoes (mais
Master Mix reagao 10%)

| Reaction Mix | 19,3 uL 212,3 uL
| Enzyme Mix | 0,7 uL 7,7 uL

R | Internal Control RNA || 1,0 pL 11 uL
Total 21,0 pL 231,0 pL

Misture o Master Mix e depois centrifugue por pouco tempo.
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9.2 Preparagao da mistura de PCR

Pipete 20 pyl do Master Mix em cada tubo de reacgao (placas).

Controle negativo: Adicione 5 pl do | No Template Control | a cada Master Mix
pré-pipetado.

Observagio: Se o|Internal Control RNA |é usado como controle de extragio
para o preparo da amostra e como controle de inibigao, é
recomendado adicionar 1 pL do | Internal Control RNA | a cada
mistura de PCR do controle negativo.

Amostras: Adicione 5 pL eluido a cada Master Mix pré-pipetado.
Controle positivo: Adicione 5 pL de | Positive Control | a cada Master Mix pré-
pipetado.

Observacio: Se o|Internal Control RNA |é usado como controle de extragio
para o preparo da amostra e como controle de inibigao,
recomendamos adicionar 1 pL do | Internal Control RNA | a cada
mistura de PCR do controle positivo.

Sele as placas, centrifugue brevemente em velocidade lenta e transfira para o
instrumento de PCR em tempo real. Inicie 0 PCR de acordo com a configuragao do
instrumento de PCR (ver Tabela 5 e Tabela 6).

9.3 Configuragao do instrumento de PCR

9.3.1 Perfil de PCR em tempo real universal

Para harmonizar os ensaios RIDA®GENE, o ensaio RIDA®GENE Pediatric Viral
Panel foi verificado em perfil universal. Isto torna possivel combinar os ensaios de
DNA e RNA um com o outro.

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

Transcrigéo reversa 10 min, 58 °C
Desnaturacéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
Desnaturacdo PCR 10s,95°C
Anelamento/extenséo 15,60 °C

indice da temperatura de transicao/

tempo de subida Tempo maximo

Observacao: O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.
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9.4 Configuragao do canal de detecgao

Tabela 6: Selecdo dos canais de detec¢cao adequados

Instrumento de Deteccao Canal de Comentario
PCR em tempo detecgao

real

Rinovirus_/ enterovirus/ 465/510

parechovirus E necessario o
Roche ICR 533/580 RIDA®GENE Color
LightCycler® 480 Il . Compensation Kit IV

Bocavirus 533/610 (PG0004).

Adenovirus 618/660

10. Controle de qualidade — indicagdo de instabilidade ou validade de
reagentes

As amostras sdo avaliadas usando o software de analise do instrumento de PCR em
tempo real, de acordo com as instru¢des do fabricante. Os controles negativos e
positivos devem apresentar os resultados corretos (ver Tabela 7).

O | Positive Control | esta presente em uma concentracdo de 103 copias/pL. E usado
em uma quantidade total de 5 x 103 cépias em cada execucdo de PCR.

Tabela 7: Uma execugao de PCR valida deve atender as seguintes condigdes:

Amostra Resultado ICR Ct Gene alvo Ct

Controle positivo Positivo N/A *1 Ver Certificado de
Analise

Controle negativo Negativo Ct>20 0

*1'Um valor de Ct para o ICR ndo é necessario para obter um resultado positivo do controle positivo.

Se o controle positivo néo 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 n&o forem atingidos, verifique os seguintes itens antes
de repetir o teste:

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

Se as condicbes ainda nao tiverem sido cumpridas apos a repeticdo do teste,
consulte o fabricante ou o distribuidor R-Biopharm local.
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11. Interpretagao dos resultados

Tabela 8: Interpretacédo dos resultados”

Rinovirus/ent
erovirus/pare Bocavirus Adenovirus ICR Resultado

chovirus
+ ) i +/ Rinovirus/enterovirus/
parechovirus detectaveis
- + - +/- | Bocavirus detectavel
- - + +/- | Adenovirus detectavel

Rinovirus/enterovirus/

+ + - +/- | parechovirus e bocavirus
detectaveis
Rinovirus/enterovirus/

+ - + +/- | parechovirus e adenovirus
detectaveis

Bocavirus e adenovirus
detectaveis
Rinovirus/enterovirus/

+ + + +/- | parechovirus; bocavirus e
adenovirus detectaveis

- - - + | Genes alvo nao detectaveis

- - - - | Invalido

* + = positivo
- = negativo

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

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

o | Internal Control RNA | no sistema de detecgdo. A detecgéo

do | Internal Control RNA | ndo 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 o RNA da amostra nédo mostrar um sinal de
amplificagdo, mas um sinal de amplificacao for visivel para

o] | Internal Control RNA | no sistema de detecgao. A inibicado da reagao de PCR pode
ser excluida através da deteccdo do | Internal Control RNA |

Uma amostra é invalida se o RNA da amostra e o [Internal Control RNA| ndo
mostrarem um sinal de amplificacdo no sistema de detecgao. Os inibidores de PCR
estao presentes na amostra ou ocorreu um erro durante o processo de extragao.
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12. Limitagoes do método

1.

w

O teste RIDA®GENE Pediatric Viral Panel detecta RNA de
rinovirus/enterovirus/parechovirus, DNA de bocavirus, e DNA de adenovirus em
esfregacos nasais/garganta humana nao tratados. Uma conex&o 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
combinagao com os sintomas clinicos como um todo.

O diagndstico nao deve ser baseado apenas no resultado da analise bioldgica
molecular, mas deve sempre levar em conta o histérico médico e os sintomas do
paciente.

Este teste € validado apenas a esfregacos nasais/garganta.

A amostragem, transporte, armazenamento e manuseio inadequados ou uma
carga patogénica abaixo da sensibilidade analitica do teste podem levar a
resultados falso-negativos.

A presenca de inibidores de PCR pode levar a resultados falso-negativos ou
invalidos.

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

Mutagdes ou polimorfismos nos locais de ligagao do iniciador ou da sonda
podem interferir na detecgao de variantes novas ou desconhecidas e podem
levar a resultados falso-negativos usando o RIDA®GENE Pediatric Viral Panel.
Um resultado positivo nos testes nao indica necessariamente a presenca de
organismos viaveis. Um resultado positivo indica que os genes alvo
(rinovirus/enterovirus/parechovirus (5'UTR), bocavirus (5'NTR) e adenovirus
(hexon)) estao presentes.

As substancias dipropionato de beclometasona e di-hidrocodeina podem ter
propriedades interferentes mesmo em pequenas quantidades. A partir de uma
concentragéo de 5% [v/v], ratioAllerg® 50 ug (dipropionato de beclometasona)
tem um efeito interferente na detecgéo do adenovirus. Gotas de Paracodin® N (di-
hidrocodeina) produzem um efeito interferente na detecgao de
enterovirus/rinovirus/parechovirus e na deteccéo do IC a partir da menor
concentracgao testada de 3,0 % [v/V].

10. Este ensaio deve ser realizado em conformidade com o regulamento sobre Boas

12

Praticas Laboratoriais (BPL). Os usuarios devem seguir precisamente as
instrugdes do fabricante ao realizar o teste.
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13. Caracteristicas de desempenho

13.1 Caracteristicas de desempenho clinico
13.1.1 Limite de detec¢ao do dispositivo

Para determinar o limite de deteccao do dispositivo, 20 replicagdes de uma amostra
de controle (50 cépias/reagao) (rinovirus/enterovirus/parechovirus, bocavirus,
adenovirus)) foram medidas no LightCycler® 480 Il. Todas as replicagdes foram
positivas.

O limite de detecgao do dispositivo €, portanto, de 50 copias/reacgao.

13.1.3 Especificidade analitica
Substancias interferentes

A presenca de inibidores de PCR e de substancias interferentes pode levar a
resultados falso-negativos ou invalidos. Portanto, os efeitos de varias substancias
que poderiam estar presentes devido ao seu amplo uso em infecgdes no trato
respiratorio ou ocorréncia generalizada nas amostras de cultura de nasofaringe ou
orofaringe foram investigadas.

As substancias que poderiam potencialmente influenciar significativamente os
resultados do teste foram examinadas inicialmente em altas concentragées (o triplo
da dose diaria ou simulagao do pior caso) em uma tela de interferéncia. Se uma
potencial interferéncia foi encontrada nesta tela de interferéncia para uma substéncia
examinada, foi estabelecida uma relagao dose-efeito entre a concentracédo da
substancia em questao e a interferéncia.

Nao foi encontrada nenhuma interferéncia para as substancias listadas na
Tabela 10.

Tabela 10: Substancias potencialmente interferentes

Substancia potencialmente interferente

Co'mprimidos revestidos por.p.elll'cula de Amoxicilina 1 mg/mL
ratiopharm® 1000 mg (amoxicilina)

e n ormy 0TS | 4 g
Sangue humano 2 % [viv]
Mucinas 60 pug/mL
Spray nasal Nasenspray ratiopharm® (xilometazolina) 10 % [v/v]
Cloreto de sodio 10 % [v/v]
Spray Neo-angin® (cloridrato de benzidamina) 10 % [v/V]
Fosfato de oseltamivir 25 mg/mL
Comprimidos 500 mg Paracetamol ratiopharm® (paracetamol) | 10 mg/mL
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Foram observados efeitos inibidores para as substancias ratioAllerg® 50 ug
(dipropionato de beclometasona) (5 % [v/v]) e gotas de Paracodin® N (di-
hidrocodeina) (3,0 % [v/Vv]) (ver Limitagdes do método).

Reatividade cruzada

Foram investigados varios organismos (bactérias, virus, fungos) que sdo comumente
encontrados na matriz de esfregagos nasais/gargantas. Os microorganismos a
serem investigados para este ensaio foram escolhidos porque ou eles ocorrem
naturalmente na matriz de cultura ou causam sintomas correspondentes como
patdgenos respiratorios. Para as analises foram usadas culturas bacterianas (entre
10% e 10° UFC*/mL), culturas fungicas ou virais, sobrenadantes de culturas
bacterianas, virais ou fungicas e padrées LGC e NIBSC dos organismos em
particular.

O RIDA®PGENE Pediatric Viral Panel multiplex real-time RT-PCR é especifico para
rinovirus/enterovirus/parechovirus, bocavirus e adenovirus. Nao foram detectadas
reatividades cruzadas para as seguintes espécies (consulte a Tabela 11):

Tabela 11: Organismos com potencialmente reatividade cruzada

Organismo Resultado do teste*

Rinovirus/enter

ovirus/parechov| Bocavirus | Adenovirus

irus
Acinetobacter baumannii estirpe 5377 - - -
Aspergillus terreus - - -
Bordetella parapertussis estirpe 12822 - - -
Bordetella pertussis estirpe Tohama 1 - - -
Candida albicans - - -
Chlamydophila pneumoniae - - -
Chlamydia psittaci - - -
Clostridium perfringens - - -
Corynebacterium diphtheriae - - -
Virus Epstein-Barr, estirpe B95-8 - - -
Escherichia coli (O157:H7) - - -
Enterobacter cloacae - - -
Haemophilus influenzae - - -
Virus Herpes Simplex 1, estirpe Mcintyre - - -
Virus Herpes Simplex 2, estirpe MS - - -

Coronavirus humano 229E - - -

Coronavirus humano OC43 - - -
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Coronavirus humano SARS-CoV-2
(isolado: Italia-INMI1)

MERS-CoV estirpe: Florida/EUA-2 Arabia
Saudita 2014

Citomegalovirus humano
Metapneumovirus humano

Virus parainfluenza humana 1, estirpe C35
Virus parainfluenza humana 2, estirpe
Greer

Virus parainfluenza sorotipo 3

Virus parainfluenza 4a, estirpe M-25

Virus sincicial respiratério humano, estirpe
longa

Virus sincicial respiratério humano, estirpe
9320

Influenza A/Hong Kong/2671/2019 (H3N2)
Influenza A/Victoria/2570/2019 (H1N1)
Influenza B/Washington/02/2019

Influenza B/Phuket/3073/2013 (linhagem
Yamagata)

Klebsiella pneumoniae estirpe MGH 78578
Legionella pneumophila subespécie
pneumophila

Moraxella catarrhalis

Mycoplasma pneumoniae estirpe FH de
Agente de Eaton

Neisseria meningitidis estirpe FAM18
Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pneumoniae estirpe NCTC
7465

Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius

- = negativo

RIDA®GENE Pediatric Viral Panel
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13.1.4 Precisao

A precisdo do teste RIDA®GENE Pediatric Viral Panel real-time RT-PCR foi
determinada para os seguintes niveis de consideragéo.

Precisao Intraensaio: Determinagao de cinco amostras de controle usando
20 replicagbes, cada uma no LightCycler® 480 Il sob condigdes idénticas.

Precisao Interensaio: Determinagao de cinco amostras de controle em 20 execugdes

em duplicidade em dez dias de trabalho (duas execug¢des por dia) realizadas por
dois técnicos diferentes em condi¢des reproduziveis.

Os testes de preciséao intra e interensaio foram realizados utilizando trés lotes
diferentes.

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

O coeficiente de variagdo maximo obtido das medi¢cdes com o teste RIDA®GENE

Pediatric Viral Panel real-time RT-PCR no LightCycler® 480 Il foi de 3,16 %.

Tabela 12: Resultados da preciséo do teste RIDA®GENE Pediatric Viral Panel para
rinovirus/enterovirus/parechovirus.

Intraensaio Interensaio Interlote

Lotes

1-3 do
kit
Ct neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Ct 31,0 30,6 30,9 31,9 31,9 31,6 31,8

’ CV (%) | 111% | 1,49% | 0,75% | 2,09% | 2,43 % | 2,06 % | 2,23 %
Ct 32,0 31,9 31,8 33,3 32,8 33,0 33,0

° CV(%)|122% | 1,29% | 1,19% | 2,04 % | 2,50 % | 1,91 % | 2,26 %
Ct 22,8 22,8 22,5 23,9 23,7 23,7 23,8

) CV(%) | 112% [ 0,96% | 091 % | 2,87 % | 3,16 % | 2,45% | 2,84 %
Ct 26,1 25,9 26,2 27,2 26,9 27,0 27,1

° CV (%) | 0,83% | 0,83% | 0,78% | 2,12% | 2,00% | 2,19% | 2,13 %
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Tabela 13: Resultados da precisdo do teste RIDA®GENE Pediatric Viral Panel para

bocavirus.
Intraensaio Interensaio Interiote
Lotes
1-3 do
kit
Ct neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Ct 30,5 30,5 30,5 30,9 30,9 30,8 30,9
CV (%) | 091% | 0,67% | 0,70% | 1,25% | 1,083% | 1,16 % | 1,16 %
Ct 31,4 31,5 31,6 32,2 32,1 32,2 32,2
CV (%) | 091% [ 0,77% | 1,15% | 1,24 % | 1,43% | 1,83% | 1,52 %
Ct 22,5 23,0 22,6 23,5 23,4 23,4 23,4
CV (%) | 1,03% | 0,76 % | 0,53 % | 1,26 % | 1,66 % | 1,56 % | 1,50 %
Ct 25,7 25,7 26,2 26,5 26,5 26,6 26,5
CV (%) | 069% | 049% | 0,74% | 1,17 % | 1,115% | 0,96 % | 1,10 %
RIDA®GENE Pediatric Viral Panel 2022-03-03 17



Tabela 14: Resultados da precisdo do teste RIDA®?GENE Pediatric Viral Panel para

adenovirus.
Intraensaio Interensaio Interiote
Lotes
1-3 do
kit
Ct neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Ct 31,1 31,3 31,3 31,7 31,8 31,8 31,7
‘ CV (%) | 1,15% | 1,08 % | 1,38 % | 1,50 % | 1,51 % | 1,09% | 1,38 %
Ct 32,7 32,5 32,4 33,0 32,9 33,0 33,0
° CV(%)| 087% [ 080% | 1,11% | 2,05% | 1,39% | 1,66 % | 1,72%
Ct 23,7 23,9 23,6 24,3 244 244 24,4
) CV (%) | 1,05% | 0,77 % | 0,65% | 1,98% | 1,46 % | 1,69% | 1,72%
Ct 27,1 26,8 27,4 27,3 27,4 27,5 27,4
° CV (%) | 093% | 0,83% | 0,68% | 1,85% | 1,65% | 1,23% | 1,62%
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13.1.5 Reatividade analitica

A reatividade do teste RIDA®GENE Pediatric Viral Panel real-time RT-PCR foi
examinada em um painel definido de estirpes/subtipos (consultar a Tabela 15).

Tabela 15: Testes de reatividade analitica

Rinovirus/
enterovirus/
parechovirus

Estirpe Concentragao

Adenovirus 1, humano,
estirpe Adenoid 71 1 x 10 ug/mL -
(subgrupo C)

Adenovirus 40, humano,
estirpe Dugan (subgrupo F) 1,26 UimL i
Adenovirus 41, humano,

1 -
estirpe Talk (subgrupo F) 1,17 x 10" TCIDso/mL

Adenovirus tipo 2 8,51 x 10° TCIDso/mL )
(subgrupo C)

Adenovirus tipo 3 1% 1052 U/mL )
(subgrupo B)
Adenovirus tipo 4 1,41 UlmL i
(subgrupo E)

Adenovirus tipo 11 (subgrupo
B)

Adenovirus tipo 31 (subgrupo
A)

Adenovirus tipo 37 (subgrupo
D)

Adenovirus estirpe tipo 5 N/A
(subgrupo C)

1 x 10%2° U/mL -
1 x 10%%° U/mL -
1 x 10198 U/mL -

1:100 -

Adenovirus tipo 7A (subgrupo 1 % 103% U/mL _

B)

Bocavirus, HBoV1 1:108 -
Enterovirus A -

Coxsackievirus A2 1,51 x 102 U/mL +

estirpe Fleetwood

Enterovirus A - enterovirus
tipo 71 4,57 TCIDso/mL +
cepa 2003 isolada

Enterovirus B -
Coxsackievirus B4

Enterovirus B - echovirus 11 5,89 x 10" U/mL +

1 x 10%% U/mL +

RIDA®GENE Pediatric Viral Panel 2022-03-03
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Enterovirus C -

coxsackievirus A21, estirpe 1 x 10%2° U/mL + - -
Kuykendall
Enterovirus C -
coxsackievirus A24, estirpe 1:10* + - -
DN-19
Enterovirus D - enterovirus 5

+ - -
tipo 68, estirpe 2007 isolada 1,26 x 10° TCIDso/mL
Enterovirus D - enterovirus 1:105 + i i

tipo 70, estirpe J670/71
Parechovirus tipo 1, estirpe

+
1
1

3,39 x 10* U/mL

Harris

Parechovirus tipo 3 4,07 x 10% TCIDso/mL + - -
Rinovirus tipo 1A 4,17 x 10" U/mL + | - -
Rinovirus A16 1,26 x 10% U/mL + | - -
Rinovirus A80 1,17 x 10" U/mL + ‘ - -
Rinovirus B14 1,05 x 10" TCIDso/mL + ‘ - -
Rinovirus B42 2,45 x 102 U/mL + ‘ - -
Rinovirus B70 1,70 x 102 U/mL + ‘ - -

*+ = positivo (pelo menos 2 de 3 replicacdes positivas)
- = negativo

14. Histoérico de versoes

Numero da versao Secgao e designagao

2022-03-03 | Versao da edigio
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15. Explicagao de simbolos

Simbolos gerais

Para utilizacdo em diagnostico in vitro
Consulte o manual de operagao
Numero do lote

Data de validade

Temperatura de armazenamento
Numero do item

Numero de testes

Data de fabricacao

LL<g~"F5 8

Fabricante

Simbolos especificos do teste

| Reaction Mix | Reaction Mix

| Enzyme Mix| Enzyme Mix

| Internal Control RNA|  Controle de extragaol/inibigao

|No Template Control|  Controle negativo

| Positive Control | Controle positivo
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