ampliCube Coronavirus Panel

InstrugBes de uso (portugués)

1 Finalidade

O ampliCube Coronavirus Panel é um teste qualitativo in vitro para a
deteccéo especifica do RNA do Sindrome respiratéria por coronavirus
do Oriente Médio (MERS-CoV), do RNA do recém-surgido SARS-
CoV-2, do SARS-CoV, assim como do Bat SARS-like CoV (CoV do
tipo SARS de morcego) e do RNA do coronavirus humano (HCoV)
(NL63, OC43, 229E, HKU1) a partir de esputo, esfregago, LBA (lavado
broncoalveolar), secrecao traqueal ou fezes de origem humana.

2 Areade utilizac&o

A Sindrome respirat6ria por coronavirus do Oriente Médio (MERS-
CoV) e os coronavirus humanos (HCoV) das espécies NL63, OC43,
229E e HKU1 fazem parte da familia Coronaviridae e sdo importantes
patégenos causadores de infec¢des respiratdrias leves até sindrome
respiratdria aguda grave. Cerca de um terco de todos os resfriados é
causado pelo HCoV, sendo a diarreia um sintoma comum. O MERS-
CoV é responsavel pela sindrome respiratéria do Oriente Médio, uma
doenca que se manifesta como doenga respiratoria aguda, geralmente
grave, semelhante a gripe, com pneumonia e falta de ar. O diagnésti-
co diferencial de MERS-CoV deve ser considerado, especialmente
caso tenha ocorrido contato com pessoas infectadas por MERS-CoV
nas ultimas 2 semanas antes do inicio da doenga em um pais da
Peninsula Arabica.

Os SARS-coronavirus, como o SARS-CoV-2 (agente etiologico da
pandemia COVID-19), propagam-se principalmente por meio de
goticulas respiratdrias, transmitindo-se de pessoa para pessoa. Os
sintomas variam desde febre, tosse e dificuldades respiratorias até
pneumonia e sindrome respiratéria aguda, podendo acabar levando a
morte de pessoas com comorbidades.

O ampliCube Coronavirus Panel é utilizado para a detecgéo e a
diferenciac¢éo entre MERS-CoV, SARS-CoV (especialmente SARS-
CoV-2) e HCoV.

3 Principio de teste

O teste consiste em um sistema PCR de RT (transcriptase reversa) de
tempo real (real time). Ele utiliza primers especificos e sondas marca-
das para a transcricdo de RNA em cDNA, amplificacéo e detecgéo do
RNA de MERS-CoV, SARS-CoV-2, SARS-CoV, Bat SARS-like CoV e
HCoV (NL63, OC43, 229E, HKU1).

Para assegurar que os acidos nucleicos extraidos da amostra do
paciente ndo contenham substancias inibidoras de PCR RT, um con-
trole interno (IC) é adicionado a amostra durante a extragéo dos Aaci-
dos nucleicos. Esse IC é transcrito em cDNA, amplificado e detectado
na mesma preparagao de PCR. Desse modo, é possivel excluir re-
sultados de teste falsos negativos devidos a uma inibicao da reagéo
de PCR RT. Ao mesmo tempo, o IC serve como comprovacao da
extragdo de acidos nucleicos da amostra do paciente.

As sondas para a detecgéo especifica dos acidos nucleicos do agente
patogénico estdo marcadas com os corantes reporter FAM (MERS-
CoV), HEX (SARS-CoV-2, SARS-CoV, Bat SARS-like CoV) e ATTO
Rho 12 (HCoV), as sondas para a detecgéo do controle interno, com
ATTO 647N. Assim, é possivel detectar simultaneamente todas as
sequéncias-alvo numa Unica preparagdo de reacéo.

O valor Ct (cycle threshold) descreve a parte da curva em que a fluo-
rescéncia apresenta, pela primeira vez, um aumento exponencial
acima do nivel de fundo.

4 Reagentes

4.1 Contelido da embalagem

Os reagentes contidos em um pacote séo suficientes para 50 determi-
nacoes.

Cada conjunto de reagentes contém:
150 pl de mistura Primer & Probe para MERS-CoV,

P&P MIX
SARS-CoV, HCoV e controle interno (tampa verde)

ENZYME 600 pl de mistura de enzimas (tampa branca)
Contém transcriptase reversa e polimerase de DNA. (O
componente apresenta uma coloragéo azul.)

CONTROLJINT] | 250 pl de controle interno (tampa incolor)

CONTROL 170 pl de controle positivo (tampa vermelha)

ICONTROLI - I 2 x 1800 I de controle negativo (tampa azul)
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4.2 Reagentes, materiais e aparelhos adicionalmente

necessarios

e A MIKROGEN oferece reagentes para a calibragao de corante
dependendo do termociclador de PCR em tempo real usado:
MIKROGEN ampliCube Color Compensation (LightCycler® 480 II
(Roche) N° artigo 50502), MIKROGEN ampliCube Color Compen-
sation (cobas z 480 Analyzer (Roche) N° artigo 50503), ou o kit de
calibracéo de corante para o CFX96 (Bio-Rad, N° artigo 50505). A
MIKROGEN oferece modelos de ensaio Mic para o processamen-
to no termociclador de PCR Mic (bms).

e Extrac&o de &cidos nucleicos: sdo recomendados os seguintes
sistemas de extragdo de &cidos nucleicos: sistema MagNA Pure®,
Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche) ou kit alphaClean Mag
RNA/DNA (MIKROGEN) com processamento em sistema de ex-
tracdo M32, M48 ou M96 (Biocomma)

e Termocicladores em tempo real: LightCycler® 480 Il (Roche),
cobas z 480 Analyzer (Roche), CFX96 (Bio-Rad), QuantStudio 5
(Applied Biosystems), Mic (bms), Rotor-Gene Q (Qiagen)

e Placas de PCR de 96 pogos e peliculas: observar as
recomendages do fabricante do termociclador de PCR em tempo
real

e Micropipetas com pontas descartaveis com filtro de 10 pl, 20 pl,
100 pl e 1000 pl

e Agitadores tipo vortex com rotagao elevada (3200 rpm recomen-
dado)

e Minicentrifugadora

e Se necessario, centrifugador de placas

e PBS ou H,0 (grau de PCR) em caso de utilizagao de swabs de

fibra de nylon flocado sem meio de transporte

Luvas protetoras descartaveis sem po

Bloco de refrigeracéo

Validade e manuseio

Antes e apds o uso, armazenar os reagentes entre -25°C e -18°C.

O descongelamento e congelamento repetidos dos componentes

(mais que dez vezes) deve ser evitado. Recomenda-se fazer a ali-

guotagdo dos componentes de teste ap6s o primeiro desconge-

lamento.

4 Durante as etapas de trabalho, refrigerar os reagentes sempre de
forma adequada (+2°C a +8°C).

¢  Proteger os componentes do kit contra incidéncia direta de luz do
sol durante toda a execugéo do teste.

¢  Antes de iniciar o teste, todos os reagentes devem ser desconge-
lados por completo, misturados (brevemente em voértex) e centrif-
ugados.

¢  ApOs o vencimento da data de validade contida nas embalagens,
n&o h4 garantia de qualidade.

4 O teste s6 deve ser realizado por profissionais treinados e autoriz-
ados.

4  Alteragdes substanciais no produto ou nas prescri¢cdes de uso por
parte do usuario podem fazer com que a utilizagéo passe a ser
considerada inadequada pela MIKROGEN.

¢ Uma contaminagado cruzada pode levar a resultados de teste

incorretos. Adicione as amostras de paciente e os controles

cuidadosamente. Esteja atento(a) para que as misturas de reagao
ndo sejam arrastadas para outras cavidades.

® e O

6 Adverténcias e medidas de seguranca

4  Utilizar somente para diagnéstico in vitro.

¢ Todas as amostras de paciente devem ser tratadas como poten-
cialmente infecciosas.

¢  Utilizar luvas descartaveis adequadas durante todo o procedimen-
to de teste.

4 Todos os reagentes e materiais que venham a ter contato com
amostras potencialmente infecciosas devem ser tratados com des-
infetantes adequados ou descartados conforme as normas de hi-
giene. As especificagcdes de concentracéo e os tempos de incu-
bacéo dos fabricantes devem ser observados.

¢  NA&o substitua nem misture os reagentes com reagentes de outros
lotes do kit, outros kits de PCR da MIKROGEN ou com reagentes
de outros fabricantes.

¢ Antes de realizar o teste, leia cuidadosamente as instru¢ées de
uso por completo e siga as mesmas com atencéo. Desvios do pro-
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tocolo de teste indicado nas instru¢des de uso podem levar a re-
sultados incorretos.

7 Coletade amostras e preparagcdo dos reagentes
7.1 Material de amostra

O material de base para o ampliCube Coronavirus Panel € o RNA
extraido de esputo, esfregaco, LBA, secrecdo traqueal ou fezes de
origem humana. A qualidade da preparacao do acido nucleico tem
influéncia no resultado do teste. E preciso assegurar que o método de
extracdo escolhido seja compativel com a tecnologia PCR em tempo
real.

7.11 Preparagéo da amostra

Em caso de utilizacdo de swab de fibra de nylon flocado sem meio de

transporte:

1. Incube o swab em 0,5 ml de PBS (em caso de extracéo usando o
sistema MagNA Pure®) ou em 0,5 ml de H,O (em caso de ex-
tragdo usando o alphaClean Mag RNA/DNA) por 5 min. em tem-
peratura ambiente.

2. Descarte o swab e utilize a suspensao de PBS ou H,O para a
extracdo dos acidos nucleicos.

7.2 Extrac&o dos éacidos nucleicos

Extraia os acidos nucleicos da amostra do paciente e do controle
negativo (NC). Recomendamos um volume inicial para a extracéo de
200 pl e um volume de eluicao de 50 pl ou 100 pl, dependendo do
sistema de extragdo usado. ExtragGes (sistema MagNA Pure® (Roche)
de 400 ul de material inicial eluidas em 100 pl apresentaram resulta-
dos comparaveis. Siga as instru¢des do fabricante do kit de extracao.

1. Descongele o controle interno (IC) (tampa incolor) e o controle
negativo (NC) (tampa azul).

Verifiqgue se 0 IC e o NC estéo totalmente descongelados. An-
tes da utilizagdo misture o IC e o NC brevemente em vortex e
centrifugue-os rapidamente!

2. Naextragdo, junte 5 pl de IC a cada amostra de paciente e ao NC.
O IC deve ser adicionado a mistura de tampéo de lise da amostra e
ndo diretamente ao material da amostra.

3. Extraia as amostras de paciente e o NC. (Nota: o NC nao pode ser
introduzido na PCR sem extragao!)

4. O controle positivo ndo é extraido.

Recomenda-se o seguinte sistema de extragéo do acido nucleico que
foi utilizado para a avaliagdo do desempenho:
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Componente 1 reacao
Mistura master de 7.3 15l
Eluato da amostra ou eluato do NC ou o PC 0pl

2. Adicione sempre 10 pl do eluato da amostra para 15 pl da mistura
master.

3. Adicione 10 pl do controle positivo (ndo preparado) para 15 pl da
mistura master.

4. Adicione 10 pl do eluato do controle negativo para 15 pl da
mistura master.

Cada ciclo deve incluir um controle positivo e um controle negativo!
Feche a placa de PCR com uma pelicula 6tica adesiva ou os recip-
ientes de reacdo com as tampas previstas.

As placas de PCR ou os recipientes de reagdo devem
A ser agitados em vortex com rotagdo maxima durante,

no minimo, 5 s e, a seguir, brevemente centrifugados.

Os recipientes de reacao de PCR devem ser agitados em
A vortex com rotacdo méxima durante, no_minimo, 10s

para o termociclador de PCR Mic.

8 Programacdao do termociclador em tempo real

O ampliCube Coronavirus Panel foi avaliado através do LightCycler®
480 Instrument Il (Roche) e validado no cobas z 480 Analyzer
(Roche), CFX96 (Bio-Rad), QuantStudio 5 (Applied Biosystems), Mic
(bms) e Rotor-Gene Q (Qiagen).

8.1 Ajuste dos canais de deteccdo

LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Controle
SARS-CoV interno (IC)
Bat SARS-
like CoV

Cor verde amarelo laranja vermelho
Corante reporter FAM HEX ATTO Rho12 | ATTO 647N
Excitagdo 465 nm 533 nm 533 nm 618 nm
Emissé&o 510 nm 580 nm 610 nm 660 nm

Volume de amost-
ras

Sistema de extracédo Volume de eluigéo

MagNA Pure® 24 (Roche)

No LightCycler® 480 Instrument Il (Roche) é necessario utilizar pre-
viamente uma Color Compensation (N° artigo 50502) disponibilizada
pela MIKROGEN.

Total NA Isolation Kit 200 Wl S0 ul
M96 Nucleic Acid Extraction
System (biocomma) 200 pl 100

Kit alphaClean Mag RNA/DNA
(MIKROGEN)

cobas z 480 Analyzer (Roche)

Caso queira usar outros métodos de extracéo, contate o fabricante
para esclarecer a compatibilidade.

7.3 Preparagéo da mistura master

1. Descongele a mistura Primer & Probe (tampa verde) e a mistura
de enzimas (tampa branca). Proteja os reagentes da luz.
Certifique-se de que os reagentes estdo totalmente desconge-
lados. Misture os reagentes antes do uso através da agitagdo
em vértex e centrifugue-os brevemente!

2. Prepare a mistura master segundo o seguinte esquema de pipeta-

MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Controle
SARS-CoV interno (IC)
Bat SARS-
like CoV

Cor verde amarelo laranja vermelho
Corante reporter FAM HEX ATTO Rhol2 | ATTO 647N
Excitacdo 465 nm 540 nm 540 nm 610 nm
Emisséo 510 nm 580 nm 610 nm 670 nm

No cobas z 480 Analyzer (Roche) é necessario utilizar previamente
uma Color Compensation (N° artigo 50503) disponibilizada pela

MIKROGEN.

CFX96 (Bio-Rad)

gem:
Componente Mistura master para 1 reagéo
Mistura Primer & Probe 3ul
Mistura de enzimas 12l
Volume total 15l

3. Misture a mistura master completa através da agitagdo em voértex
e centrifugue-a brevemente.
4. Prepare 15 pl da mistura master para cada reacéo de PCR.

7.4 Preparagéo dareacédo de PCR RT

1. Descongele o controle positivo (PC) (tampa vermelha).
Certifique-se de que os reagentes estéo totalmente desconge-
lados. Misture os reagentes antes do uso através da agitacao
em vértex e centrifugue-os brevemente!
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MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Controle
SARS-CoV interno (IC)
Bat SARS-
like CoV
Cor verde amarelo laranja vermelho
Corante reporter FAM HEX ATTO Rhol2 | ATTO 647N
Modo Todos os canais

O registro e a avaliagdo dos dados no CFX96 séo realizados através
do método calc / data acquisition mode: all channels. Uma calibracéo
do CFX96 (Bio-Rad) deve ser realizada previamente para ATTO
Rho12 e ATTO 647N. O kit de calibragcdo de corante necessario pode
ser obtido da MIKROGEN (CFX96 (Bio-Rad), N° artigo 50505).
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QuantStudio 5 (Applied Biosystems)
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9.2 Avaliagéo

A avaliagcdo dos dados pode ser realizada com o respectivo software
de termociclador de PCR ou com uma solucéo de software especial
suportada pela MIKROGEN para a avalia¢do e interpretacdo automa-
tizadas da PCR. Ao utilizar um LightCycler® 480 Il, a avaliagio pode
ser realizada através dos métodos Abs Quant/2nd Derivative Max
(recomendado) ou Abs Quant/Fit Points. Mais informag®es e in-
strucdes respectivas podem ser obtidas sob demanda junto & MIK-

ROGEN.

MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Controle
SARS-CoV interno (IC)
Bat SARS-
like CoV
Cor verde amarelo laranja vermelho
Corante reporter FAM HEX ATTO Rhol12 | ATTO 647N
Excitagao X1/ X2/ X4/ X5/
470 nm 520 nm 580 nm 640 nm
Emisséo M1/ M2/ M4/ M5/
520 nm 558 nm 623 nm 682 nm
Quencher [nenhum] [nenhum] [nenhum] [nenhum]

Selecione em Settings 1. Run mode "standard”, 2. Reference dye
"none", 3. Experiment type "custom".

Mic (bms)
MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Controle
SARS-CoV interno (IC)
Bat SARS-
like CoV
Cor verde amarelo laranja vermelho

Para o processamento, a MIKROGEN oferece modelos de ensaio Mic
validados. Utilize exclusivamente os modelos de ensaio Mic da

MERS-CoV SARS- HCoV Controle
CoV-2 interno
SARS-CoV (IC)
Bat SARS-
like CoV
Cor verde amarelo laranja vermelho
Corante reporter FAM HEX ATTO ATTO
Rho12 647N
c LightCycler 480 11 465-510 533-580 533-610 618-660
S cobas z 480 465-510 540-580 540-610 610-670
S | CFX96 FAM HEX ROX Cy5
& | QuantStudio 5 FAM VIC ROX ATTO 647N
S [ Mic FAM HEX ROX cy5
< Rotor-Gene Q verde amarelo laranja vermelho

MIKROGEN. Os modelos de ensaio Mic atuais da MIKROGEN estao
disponiveis para download gratuito no site da MIKROGEN

(www.mikrogen.de).

Rotor-Gene Q (Qiagen)

Os sinais maiores que o threshold s&o considerados como resultados
positivos. Os campos vazios na tabela sdo considerados como re-
sultado negativo.

Cor MERS-CoV SARS- HCoV Controle
CoV-2 interno (IC)
SARS-CoV
Bat SARS-
like CoV

verde positivo —
amarelo - positivo — —
laranja --- positivo -
vermelho - -- - positivo*

* Em caso de sinais positivos nos canais de detecgéo do patégeno, o sinal do
controle interno ndo é necessario para a interpretagdo do teste. Uma elevada
carga do patégeno na amostra do paciente pode levar a reducédo ou a auséncia
do sinal para o controle interno.

10 Limita¢bes do método, restricdes
e Os resultados dos testes devem ser observados sempre em
relagé@o ao quadro clinico. As consequéncias terapéuticas da

MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Controle
SARS-CoV interno (IC)
Bat SARS-
like CoV

Cor verde amarelo laranja vermelho
Corante reporter FAM HEX ATTO Rho12 | ATTO 647N
Excitacao 470 nm 530 nm 585 nm 625 nm
Emisséo 510 nm 555 nm 610 nm 660 nm
Ganho 5 5 5 5
8.2 Programa PCR
Transcricéo reversa 50°C 8 min.
Desnaturacédo 95°C 3 min.
Amplificacao 45 ciclos
. Desnaturacéo 95°C 10s
. Recozimento/Elongagéo 60°C 45s

Informagdes basicas sobre a programagao dos diversos termo-
cicladores em tempo real constam nas instru¢des do termociclador
utilizado. Consulte o fabricante para obter informacgdes especiais
sobre a programagcéo do termociclador de PCR em tempo real para a
utilizacdo do ampliCube Coronavirus Panel.

9 Resultados
A avaliag&do dos dados no LightCycler® 480 Il realizou-se com a ajuda
do método Abs Quant/2nd Derivative Max.

9.1 Validacéo

1. O controle negativo deve situar-se abaixo do Threshold. O contro-
le interno (IC) no controle negativo deve apresentar uma curva
positiva. Se o controle negativo apresentar uma curva positiva
(contaminag&o) ou se o IC n&o for vélido no controle negativo, ndo
é possivel avaliar o decurso do teste.

2. O controle positivo deve mostrar uma curva positiva.

O valor Ct do controle positivo deve ser <33. Um controle positivo
fora desta area é indicio de um problema na amplificacao.

3. O controle interno (IC) em amostras negativas deve apresentar
uma curva positiva. O sinal do IC de uma amostra de paciente
deve ser comparado com o sinal do IC no controle negativo ex-
traido. Uma diferencga de >+3 para o valor Ct do IC de uma amos-
tra em comparagéo com o IC do controle negativo ou a auséncia
de um sinal de IC na amostra podem indicar uma inibi¢&o signifi-
cativa da reacdo de PCR RT. Nesses casos, um resultado de tes-
te negativo ndo é valido.
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avaliacdo devem ser consideradas conjuntamente com os dados

clinicos.

e Um resultado de teste negativo para MERS-CoV, SARS-CoV-2 /
SARS-CoV / Bat SARS-like CoV ou HCoV néo exclui a hipétese
de uma infecgéo pelo respectivo agente patogénico.

11 Caracteristicas de desempenho

11.1  Sensibilidade e especificidade diagndsticas
A sensibilidade e a especificidade foram determinadas com base em
amostras definidas como positivas e definidas como negativas.

Tabela 1: amostras definidas como positivas

ampliCube MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV
Coronavirus Panel (n=4) (n=126) (n=17)
Negativo 0 3 0
Positivo 4 123 17
Sensibilidade [%] 100 97,62 100

Cl [%]

Intervalo de confianga 51,01 -100 | 93,23-99,19 | 81,57 -100
(ing. confidence interval)

Tabela 2: amostras definidas como negativas

ampliCube MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV
Coronavirus Panel (n=24) (n=490) (n=24)
Negativo 24 486 24
Positivo 0 4 0
Especificidade [%] 100 99,18 100

Cl [%]

Intervalo de confianga 86,20 - 100 | 97,92-99,68 | 86,20 — 100
(ing. confidence interval)
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11.2  Sensibilidade analitica

11.2.1  Limite de detecgéo (LoD) em copias/PCR

O limite de deteccao (LoD) do ampliCube Coronavirus Panel foi deter-
minado com séries de diluicdo de DNA gBlock de concentragéo
conhecida em um LightCycler® 480 Il System (Roche). O limite de
deteccéo de 95% foi determinado através da andlise de regressao
probit com o software CombiStats™ vers&o 5.0 (Conselho da Europa).
Em seguida, o limite de deteccao foi confirmado com 20 réplicas cada
no LoD.

Tabela 3a: limite de detec¢do (LoD) MERS e HCoV em cépias/PCR

MIKROGEN
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11.4  Equivaléncia de diferentes materiais de amostra

Foi determinado o coeficiente de variagdo (CV) do valor Ct entre agua
e o extrato do respectivo material de amostra apés o acréscimo de
DNA plasmidico de concentracdo conhecida.

Tabela 5: Equivaléncia de diferentes materiais de amostra

MERS-CoV HCoV

LoD [Copias/PCR]

*
Limite de deteccéo de 95% 414 1241

Bat
"eov | Covz | Toov | SARS: | Heov
CV [%] (LBA, H0) 1,37 2,11 1,62 2,21 0,58
CV [%] (esputo, H20) 2,42 2,32 1,54 3,42 1,01
CV [%] (esfregaco, 1,51 1,28 1,47 1,50 1,08
H20) : : : : :
CV [%] (fezes, Hz0) 1,94 1,33 1,28 1,98 0,85

Cl de 95% [Copias/PCR]
Intervalo de confianca 2,75-9,43
(ing. confidence interval)

8,93 — 22,59

*As indicagOes se referem ao HCoV OC43; também foram testados HCoV 229E,
NL63 e HKU1. Os limites de detecgdo estavam entre 20,54 e 89,48.

Tabela 3b: limite de deteccédo (LoD) SARS-CoV-2/SARS-CoV/Bat SARS-like
CoV em copias/PCR

SARS-CoV-2 SARS-CoV Bat SARS-
like CoV

LoD [Copias/PCR]

Limite de deteccéo de 95% 2.9 6,74 6,35

Cl de 95% [Copias/PCR]
Intervalo de confianca 19-64 4,12 - 14,68 4,14 — 14,43

(ing. confidence interval)

11.2.2  Limite de detecgéo (LoD) SARS-CoV-2 em unidades inter-
nacionais
Além disso, o LoD foi definido para as regi6es-alvo de SARS-CoV-2
com trés séries de diluicdo independentes (cada uma com 7 niveis de
dilui¢cdo) de acordo com o padrdo da OMS (Primeiro Padréo Internac-
ional da OMS para RNA do SARS-CoV-2 (codigo NIBSC: 20/146))
incl. extragdo de &cidos nucleicos (kit alphaClean Mag RNA/DNA no
M96 Biocomma) em um LightCycler® 480 Il System (Roche) e andlise
de regresséao probit subsequente (software CombiStatsTM versao 6.0
(Conselho da Europa)). O limite de detec¢éo do ampliCube Corona-
virus Panel é indicado em Unidades Internacionais (IU) por pl padréo
da OMS usado.

Tabela 3c: limite de deteccéo (LoD) SARS-CoV-2 em IU/ul padréo OMS

SARS-CoV-2

LoD [Iu/pl]

Limite de detecg&o de 95% 2,72

Cl de 95% [1U/pl]
Intervalo de confianca 1,53 -6,55

(ing. confidence interval)

11.3 Especificidade analitica

A pesquisa BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) mostra que os pri-
mers e sondas selecionados do ampliCube Coronavirus Panel de-
tectam especificamente os patégenos selecionados.

Além disso, a especificidade foi determinada através da andlise do
DNA/RNA gendmico de outros virus e bactérias patogénicos hu-
manos.

Tabela 4: bactérias e virus que foram testados para mostrar a especificidade
analitica do ampliCube Coronavirus Panel.

Bactérias Virus

Bordetella holmesii Adenovirus A

Bordetella parapertussis Citomegalovirus

Bordetella pertussis Enterovirus

Chlamydia pneumoniae Virus Epstein-Barr

Mycoplasma pneumoniae Influenza A
Influenza B

Virus do sarampo

Virus da caxumba

Virus parainfluenza

Virus sincicial respiratério (VSR) A

Rinovirus 58 (A)

Nenhuma dessas amostras apresentou um sinal positivo. Os primers e

sondas utilizados no ampliCube Coronavirus Panel ndo apresentaram
nenhuma reacéo cruzada com os agentes patogénicos listados na
tabela 4. O controle interno (IC) foi valido em todos os testes.
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O coeficiente de variagéo (CV), com base no valor Ct (cycle threshold)
entre agua e os extratos de acido nucleico (obtidos a partir dos diver-
sos materiais de amostra) foi, em todos os genes-alvo, <3,42%.
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13 Explicacéo sobre os simbolos
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['NSTRU] Instrucdes de uso
[:[i] Observar as instrugdes de uso
[TonT] Conteudo, contém
Diagnéstico in vitro
Numero do lote/versdo
Namero de pedido

Vélido até

Data de validade

x
(¢}

T

Armazenamento de x’C a y’C

wl

Fabricante

14 Dados de versao e fabricante

ampliCube Coronavirus Panel

N° artigo: 50142

Instrucdes de uso
Valido a partir de

GAACCV004PT
2023-04

MIKROGEN GmbH

Anna-Sigmund-Str. 10
82061 Neuried

Tel.
Fax

Alemanha

E-Mail
Internet

+49 89 54801-0

+49 89 54801-100
mikrogen@mikrogen.de
www.mikrogen.de

ce

GAACCV004

GAACCVO004PT_2023-04

MIKROGEN

D

I A G

N O s T 1

K

5/5



