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1. Finalidade prevista

O kit InviScreen® SARS-CoV-2 RT-PCR 4G é um dispositivo de
diagndstico in vitro baseado na tecnologia de amplificacéo de acidos
nucleicos por PCR em tempo real (RT-PCR), para a detegéo
de RNA de SARS-CoV-2 isolado de exsudados nasais,
nasofaringeos e orofaringeos obtidos de individuos com suspeita
de COVID-19. Em conjunto com outros dados clinicos e
epidemiologicos relevantes, os resultados da detecdo do RNA viral
em amostras humanas servem de auxilio ao diagnéstico da
COVID-19 por parte de profissionais de saude habilitados para o
efeito. O kit e os seus componentes devem ser primariamente
utilizados por profissionais de saude e técnicos de laboratério
devidamente treinados e com formagdo especifica em
procedimentos de diagnostico in vitro, em laboratérios de analises
clinicas. Pode também ser utilizado de modo secundario por
profissionais de saude (médicos) em ambiente hospitalar/clinico que
utilizam o resultado teste de diagndstico in vitro como suporte a
deciséo sobre o tratamento médico adequado.

. Principio do método

A técnica de RT-PCR é uma forma de reacdo de PCR que utiliza a
enzima transcriptase reversa (RT) para converter RNA em DNA
complementar (cDNA), sendo que a amplificagdo dessa sequéncia de
cDNA é depois monitorizada em tempo real através do uso de sondas
de hidrolise (sondas Tagman). Durante a fase de extensao do ciclo de
PCR, a atividade nuclease 5 da Taq polimerase degrada as sondas
Tagman, levando a separagcdo do fluoréforo do seu quencher
respetivo, com consequente aumento do sinal de fluorescéncia. Este
sinal de fluorescéncia é monitorizado a cada ciclo de PCR pelo
instrumento de RT-PCR (termociclador em tempo real). Um aumento
do numero de cépias do gene alvo durante a reacdo de PCR conduz,
por conseguinte, a um aumento na intensidade de fluorescéncia,
medida a cada ciclo.

O kit InviScreen® SARS-CoV-2 RT-PCR 4G foi desenvolvido para
detetar especificamente regides altamente conservadas do
genoma do SARS-CoV-2 correspondentes a dois genes
especificos: a poliproteina  ORF1ab e fosfoproteina da
nucleocapside (N). Mais ainda, o kit permite também a detegéo
da proteina estrutural do envelope (E) especifica do subgénero
Sarbecovirus. As regides genémicas utilizadas como alvos, bem
como as sequéncias dos primers e sondas Tagman, foram
baseadas nas recomendacdes fornecidas pela Organizagéo
Mundial de Saude (OMS), Centro de Controlo de Doencgas (CDC)
e Diregdo Geral de Saude (DGS). Adicionalmente, o kit
disponibiliza primers e sonda de hidrdlise para detetar o gene da
Ribonuclease P (RNase P) humana que serve como um controlo
enddégeno do procedimento de extracdo de &cidos nucleicos, do
processo de amplificagcdo, da integridade dos reagentes do kit e da
amostra (em caso de degradacdo de RNA viral). A detecdo dos
fragmentos de DNA amplificados € conseguida recorrendo a
diferentes canais de fluorescéncia (FAM, HEX, Cal Red 610 e Cy5)
disponiveis nos termocicladores em tempo real.

. Conteudo do kit

REF. COMPONENTES COLOR DA TAMPA QUANTIDADES
COVo05 Primer/Probe Mix [ ] 1 tubo, 500 pl
COV06 Enzyme Mix [ ) 1 tubo, 1000 pl
Ccovo7 Negative Control 1 tubo, 100 pl
Ccovos Positive Control [ ] 1 tubo, 100 pl

. Armazenamento

Os reagentes devem ser armazenados selados a -20 + 5°C e podem
ser utilizados até a data de validade indicada no rotulo da
embalagem. Do estudo das condigbes de estabilidade do kit
considera-se que o kit InviScreen® SARS-CoV-2 RT-PCR 4G na sua
embalagem original, cumprindo as especificagbes recomendadas
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para armazenamento, uso e transporte, & estavel até a data de
validade especificada na embalagem e esta nado devera ser
excedida. Os reagentes Primer/Probe Mix e Enzyme Mix devem
ser armazenados no escuro. Manusear todos os reagentes em
refrigeragdo e evitar ciclos de congelagdo/descongelacéo (>3x)
correndo o risco de comprometer a sensibilidade do ensaio.

5. Equipamento e material necessarios (ndo fornecidos)

« Kit de extragao de RNA Viral

» Termociclador em tempo real

* Placas e/ou tubos para RT-PCR

*» Tubos de microcentrifuga 1,5 mL

» Cabine PCR

* Micropipetas (10, 200 e 1000 pL) e pontas com filtro
* Vortex

* Microcentrifuga

6. Adverténcias e/ou precaugoes a adotar

 Ler cuidadosamente as instrugdes de utilizagéo antes de usar o
kit. Este produto é um dispositivo médico destinado ao
diagnostico in vitro.

» O ensaio deve ser realizado por pessoal competente, qualificado
em técnicas laboratoriais de biologia molecular aplicadas
ao diagndstico.

* O teste InviScreen® SARS-CoV-2 RT-PCR 4G destina-se a
detegcdo de RNA viral de SARS-CoV-2, e ndo se destina a ser
utilizado para a detecéo de quaisquer outros virus ou organismos.
* As amostras biolégicas devem ser manuseadas como se
fossem infeciosas, seguindo as devidas precaugbes de
biosseguranca de acordo com os requisitos e/ou da legislagéo
aplicavel.

» O kit deve ser utilizado de acordo com as Boas Praticas de
Laboratério.

* Nao utilizar o kit nem nenhum dos seus componentes apds a
data de validade.

* O kit deve ser transportado e armazenado a -20 + 5°C. Antes do
uso, os componentes do kit devem ser totalmente
descongelados, agitados e centrifugados. Evitar congelar
e descongelar repetidamente os reagentes do kit.

« Evitar a contaminacdo microbiana e/ou com DNase/RNase das
amostras e dos reagentes do kit.

* Recomenda-se preparar a mistura reacional cuidadosamente em
ambiente controlado, de preferéncia em zona livre de
acidos nucleicos. A adicdo do controlo positivo e do RNA da
amostra deve ser realizada preferencialmente em sala separada.

* Preparar as misturas reacionais em gelo ou sob refrigeragéo.

« Utilizar sempre luvas e pontas estéreis com filtro.

* Evitar a formagéao aerossois.

* Nao usar componentes de outros lotes.

« Descartar placas imediatamente apods término do teste. As
placas devem ser sempre descartadas em recipiente de risco
biolégico adequado apds o uso.

 Descartar as amostras e restos de reagentes de acordo com as
diretivas de seguranca locais e legislacéo aplicavel.

7. Tipo de Amostra, Colheita, Armazenamento e Transporte

O kit InviScreen® SARS-CoV-2 RT-PCR 4G foi validado para
utilizagdo com RNA extraido de amostras colhidas do trato
respiratério superior humano, e de acordo com as instrugbes
fornecidas pela DGS (Orientagdo n°® 15/2020). As amostras devem
ser colhidas em tubos estéreis, extraidas imediatamente ou
refrigeradas a ~2-8 °C (se extraidas em 24h). E da
responsabilidade do utilizador do kit InviScreen® SARS-CoV-2 RT-
PCR 4G garantir o cumprimento dos requisitos de colheita e
transporte de amostras, de modo a ndo comprometer a
sensibilidade do teste. A extracdo de RNA das amostras devera ser
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realizada usado uma metodologia ou kit comercial apropriados para
o efeito. A escolha do kit de extraggo de RNA viral é
da responsabilidade do utilizador, devendo ser previamente
validado pelo utilizador.

8. Procedimento de Ensaio

a. Preparacao da reagao de PCR

Permitir que todos os reagentes descongelem a temperatura
ambiente e centrifugar brevemente para evitar retencdo de
goticulas na tampa do tubo. Para cada reagao, preparar a mistura
reacional em gelo de acordo com a tabela abaixo:

REAGENTE VOLUME
Enzyme Mix 10 pL
Primer/Probe Mix 5puL
Volume Total 15 L
1) Homogeneizar a mistura reacional e pipetar 15 pL da

mistura resultante para pocgos individuais de acordo com a
configuragéo da placa de PCR prevista;

2) Adicionar 5 pL do extrato de RNA viral a cada pogo;
Pelo menos uma reacgao de controlo positivo € uma reagéo de
controlo negativo devem ser incluidas no planeamento da analise
de PCR, substituindo nestes pocos a amostra por 5 pL de Controlo
Positivo e 5 pL de Controlo Negativo, respetivamente. E
recomendado preparar a mistura reacional cuidadosamente em
ambiente controlado, de preferéncia em zona livre de acidos
nucleicos. A adigdo do controlo positivo e do RNA da amostra deve
ser realizada preferencialmente em sala separada.

b. Protocolo de amplificagao
As condicdes de amplificagéo séo as seguintes:

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO CICLOS
@ Transcrigdo reversa 50°C 5 min 1
@ Ativagdo enzimatica 95 °C 30 seg 1
©® Desnaturagao 95°C 5 seg
@O Hibridizagao/extensao leitura de placa* 58 °C 30 seg 45

* Os dados de fluorescéncia devem ser obtidos durante esta etapa através dos canais FAM (gene ORF1ab),

HEX (gene N), Cal Red 610 (gene E) e Cy5 (gene RNAse P).

c. Interpretacdo de Resultados
Um resultado é considerado positivo quando Ct < 40.

Gene ORF1a GeneN GeneE  RNaseP

RESULTADO (FAM) (HEX) (CalRed610) (Cy5) Agdes
+ + + +/-
Positivo * * - +-
+ - + +/- -
- + + +/-
Repetir o PCR; se
Positivo presuntivo + - - +/- repetir resultado, teste
Positivo.
. - - +
Negativo - + - + -
- - + +

Teste invalido.
Recomenda-se repetir
a extragdo de RNA ou
diluir a amostra 1:5.
Se repetir resultado,
recomendar nova
colheita.

Inconclusivo - - - -

analitica: 2,5 copias/pl
Nota: A sensibilidade analitica depende do volume da amostra, volume de eluicdo, método de extragdo
do RNA viral e outros fatores.

10.
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Neste caso, as condigbes dos equipamentos, reagentes e

protocolo devem ser verificados e o ensaio repetido.

Limitagées ao Método

a. As caracteristicas de desempenho s6 foram estabelecidas
com os tipos de amostra descritos na secgao “Finalidade Prevista”.
As amostras devem ser colhidas, transportadas e processadas
corretamente.

b. Os resultados do teste sdo apenas para referéncia clinica,
ndo podendo ser usados como Unico critério para o diagnostico ou
exclusdo de casos. O diagndstico clinico e o tratamento dos
pacientes devem ser combinados com os seus sintomas, sinais,
histérico médico, exames laboratoriais, entre outros.

c. Os resultados negativos indicam apenas que a quantidade
de material genético viral na amostra ¢ inferior ao limite de detegéo.
E possivel que um resultado de teste negativo ocorra numa fase
inicial de infecdo, devido a baixas cargas virais. No caso de
agravamento de sintomas devera ser realizado novo teste.
d. O teste permite a detegdo da presenca de RNA do virus
SARS-CoV-2 até um limite de 2.5 copias/uL. Os resultados
positivos ndo excluem infecdo por outros agentes bacterianos ou
virais. Os resultados negativos ndo excluem a presenga de infegéo
por SARS-CoV-2 tendo em conta a janela temporal em que o
material genético do virus é detetavel, e deve ser combinado com
outras informagdes clinicas e epidemiolégicas do paciente para
auxiliar o diagnostico.

Caracteristicas de Desempenho

Precisao: A precisdo do kit InviScreen® SARS-CoV-2 RT-PCR
4G foi determinada com base na variabilidade intra-ensaio
(variabilidade de amostras com a mesma concentragdo num
ensaio), na variabilidade inter-ensaio (variabilidade devida a
utilizagdo de diversos equipamentos e operadores do mesmo
laboratdrio) e na variabilidade inter-lote (variabilidade devida a
utilizacdo de diferentes lotes). A variabilidade total foi
calculada através da combinagdo das trés analises. Os dados
de variabilidade s&o expressos através do desvio padréo e do
coeficiente de variagdo com base nos valores de Ct. Foram
realizados pelo menos seis replicados por amostra quanto as
variabilidades intra-ensaio, inter-ensaio e inter-lote, utilizando
diluicdes sucessivas do material de referéncia para concentragdes
finais de 100000 e 2.5 copias/uL. Uma andlise global aos
resultados demonstra que os coeficientes de variagdo médios
globais dos valores de Ct para as trés variabilidades
analisadas sao inferiores 5%.

Exatiddo: O kit InviScreen® SARS-CoV-2 RT-PCR 4G foi
comparado com outro kit comercialmente disponivel para a
determinagdo da presenca de SARS-CoV-2 em amostras clinicas.
Foram realizadas 94 andlises e os resultados demonstraram
a especificidade metodoldgica do kit InviScreen® SARS-CoV-2
RT-PCR 4G uma vez que detetou 45/45 positivos e 49/49
negativos clinicos.

Reatividade cruzada (exclusividade): A especificidade do
InviScreen® SARS-CoV-2 RT-PCR 4G é, em primeiro lugar,
garantida através da selegdo dos primers e das sondas de
hidrélise, assim como da otimizagdo das condi¢cdes reacionais.
A exclusividade analitica foi avaliada por analise in silico
usando sequéncias depositadas no GenBank de organismos
patégenos evolutivamente proximos do SARS-CoV-2 e de
patégenos que causam infegdes com sintomas semelhantes
ao SARS-CoV-2. Nenhuma reatividade cruzada in silico foi
encontrada para os organismos da lista recomendada tais como
Coronavirus humano 229E, Adenovirus (e.g. C1 Ad. 71),
Coronavirus humano OC43, Metapneumovirus humano (hMPV),

9. Controlo de Qualidade Coronavirus  humano  HKU1, Virus Parainfluenza  1-4,
O ensaio apenas pode ser considerado valido nas seguintes Coronavirus humano NL63, Gripe A, B & C, SARS-
condigbes de controlo: coronavirus, Enterovirus (e.g. EV68), MERS-

coronavirus, Rhinovirus, Chlamydia pneumoniae,
CONTROLOS  GeneORFlab(FAM) GeneN(HEX) GeneE (CalRed610) RNaseP(Cy5) Haemophilus influenzae, Legionella pneumophila,
Controlo Positivo + + . . Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus pneumoniae,
Controlo Negativo B . B " Streptococcus pyogenes, Bordetella _pertussis,
Mycoplasma  pneumoniae, Pneumocystis  jirovecii  (PJP),
O controlo negativo e o controlo positivo servem de calibrador do kit Candida albicans,
e devem ser utilizados em todos os ensaios. Caso nao se verifiquem
todos os critérios acima, o teste é considerado invalido.
4
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Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermis,
Staphylococcus salivarius, Staphylococcus aureus e Legionella ndo
pneumophila. Paralelamente, foi realizada uma avaliagdo in vitro
para a determinacdo da especificidade do InviScreen®
SARS-CoV-2 RT-PCR 4G com um grupo controlo de patogénicos
(n@o detetados pelo kit) que podem estar associados a
amostras  respiratérias  clinicas. Nenhum  dos  agentes
patogénicos testados com o kit apresentou reatividade cruzada,
tais como Infectious Bronchitis Virus (D388 strain), Infectious
Bronchitis  Virus (1/96 strain), Avian Orthoreovirus, Porcine
circovirus 2, Porcine reproductive and respiratory syndrome
virus (DV strain), Porcine reproductive and respiratory syndrome
(Leystad Virus - EU strain), Porcine reproductive and
respiratory syndrome (VR-2332 - US strain), Infectious Bursal
disease Virus (D78 strain), Infectious Bursal disease Virus
(W2512  strain), Avian rhinotracheitis  (ART), Infectious
laryngotracheitis (ILT), Adenovirus, Escherichia coli (NCTC 9001),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Legionella pneumophila
(ATCC 33152), Klebsiella pneumophila (MR35 isolate), Hepatovirus
A (HAV) e Norovirus do Grupo | e Il.

Especificidade analitica (inclusividade): O kit InviScreen®
SARS-CoV-2 RT-PCR 4G foi desenhado para a detegdo de
sequéncias de RNA viral de SARS-CoV-2. O alinhamento das
regides genomicas utilizadas como alvos (ORF1ab, N e E), bem
como as sequéncias dos primers e sondas de hidrélise, foi
efetuado com todas as sequéncias de isolados clinicos de SARS-
CoV-2 disponiveis na base de dados GISAID (836419) a data de 27
de Abril de 2021, usando a ferramenta  PrimerChecker  (https://
www.epicov.org/epi3/)  de maneira a demonstrar a inclusividade
estimada da detecéo pelo InviScreen® SARS-CoV-2 RT-PCR 4G.
Para o gene alvo ORF1ab, obteve-se 99.4% de correspondéncia
para todas as sequéncias testadas, sendo que apenas 0.063%
das mutagbes foram encontradas na extremidade 3,
reconhecida como sendo critica para o correto emparelhamento
dos primers e sondas. Para o gene alvo N, obteve-se
95.54% de correspondéncia com todas as sequéncias, sendo
que apenas 0.353% das mutagdes foram encontradas na
extremidade 3. No caso do gene alvo E, obteve-se 99.65% de
correspondéncia com todas as sequéncias, sendo que apenas
0.031% das mutagdes foram encontradas na extremidade 3’. Como
tal, com esta combinagéo de primers e sondas, ndo é previsto que
qualquer das incompatibilidades encontradas tenha impacto
significativo no desempenho analitico do kit, dada a localizagéo das
mutacdes nas regides da sonda de hidrdlise e primers das variantes.
Nao ha previsdo de que essas mutagbes afetem adversamente a
ligacdo da sonda de hidrdlise e do primers as sequéncias e/ou
reduzam a eficiéncia do kit. Adicionalmente foram testadas in vitro
estirpes de referéncia das variantes de preocupagdo Alfa,
Beta, Gamma, Delta e Omicron. O kit detetou ambos os genes
virais (ORF1ab, N e E) em todas as estirpes testadas.

Sensibilidade analitica e limite de detegcdo: Os estudos de
sensibilidade analitica determinam a menor concentragéo detetavel
de SARS-CoV-2 em que = 95% de todos os replicados testam
positivo (limite de detegdo). O limite de detegédo (LoD) foi
determinado utilizando diluicbes sucessivas do material de
referéncia preparado como descrito acima no ponto a. O material de
referéncia positivo  (quantificado por ddPCR) foi diluido
sucessivamente (minimo de trés diluigbes sucessivas, geralmente
de base 10), de tal forma que na diluicdo mais baixa (concentracdo
mais alta, 100000 cépias/pL) todos os resultados sejam positivos
(para todos os genes alvo) e na diluicdo seguinte possam existir
resultados positivos e resultados negativos. Na ultima diluicdo
(concentragdo mais baixa, 1 coépias/uL) é esperado que todos os
resultados ou grande parte tenham resultados negativos. A
determinagdo do LoD estimado foi realizada com trés lotes de
reagentes distinto sem pelo menos 20 replicados independentes de
cada diluicdo. A concentracdo com taxas de deteg&o iguais ou
superiores a 95% no estudo de determinacdo do LoD foi de 2.5
copias/uL  para os alvos ORF1ab, N, E e RNaseP.
Intervalo de medigao: O kit InviScreen® SARS-CoV-2 RT-PCR
4G foi desenhado para efetuar a determinagdo qualitativa da
presencga do virus SARS-CoV-2. Neste sentido, verifica-se que a
quantidade minima de cépias/uL de virus possivel de ser detetada
com 95% de confianca é de 2.5 copias/pL (correspondente ao LoD
do método) por reagdo de PCR, tendo sido testado um maximo
de 100000 coépias/uL de genes alvo. Ainda assim, ndo se exclui a
possibilidade de o kit detetar um valor acima a concentracao
maxima testada.
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Reprodutibilidade: Para avaliar a reprodutibilidade foram realizados
2 replicados da diluigdo do material de referéncia interno positivo
numa concentragdo de 100000 copias/uL durante 2 dias
consecutivos, em 4 equipamentos diferentes, com 2 lotes distintos e
realizados por 2 operadores diferentes, num total de 32 observacdes
obtendo-se um coeficiente de variagdo médio global igual a 2.86%
que demonstra a reprodutibilidade do kit.

Rastreabilidade metrolégica dos valores de calibradores e
materiais de controlo: De acordo com a ISO 17511:2020, o material
de referéncia disponibilizado com o kit ndo carece de rastreabilidade
metrolégica uma vez que se destina a ser usado apenas para fins de
controlo de qualidade interno em laboratérios médicos e é fornecido
com intervalos de valores aceitaveis sugeridos que nao sao
metrologicamente rastreaveis a componentes do sistema de
referéncia de ordem superior.
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13. Tabela de Simbolos
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