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Informacdes gerais

Utilizacdo prevista

O Aptima Zika Virus Assay (Ensaio do Aptima virus Zika) é um teste de amplificacao
mediada por transcricdo que se destina a ser utilizado na dete¢ao qualitativa de RNA do
virus Zika em soro, plasma ou urina processada. Os espécimes sao testados utilizando o
Panther™ System para processamento, amplificacdo e detegdo automatizados de
espécimes. Os resultados destinam-se a identificar o RNA do virus Zika.

Resumo e explicacdo do teste

O virus Zika (ZIKV) é um virus de RNA membro da familia Flaviviridae e do género
Flavivirus." Transmite-se aos humanos por mosquitos pertencentes ao género Aedes.?

O ZIKV foi identificado pela primeira vez em 1947 num macaco Rhesus infetado, na floresta
Zika do Uganda, e em 1952 foram relatados os primeiros casos observados em seres
humanos no Uganda e na Republica Unida da Tanzéania.’ Desde ai, foram documentados
surtos esporadicos de ZIKV em diversas regides de Africa e do Sudeste Asiatico. A primeira
ocorréncia de um surto de ZIKV fora da Asia ou de Africa verificou-se em 2007, quando se
produziu um enorme surto na ilha Yap do Pacifico, nos Estados Federados da Micronésia.*

Em 2013 e 2014, foi relatado um enorme surto da doenga do virus ZIKV, associado a
complicagdes clinicas, na Polinésia Francesa.® Em Maio de 2015, confirmaram-se no Brasil
os primeiros casos autoctones de infe¢cdo pelo ZIKV no continente americano.®” Em
Dezembro de 2016, a Organizagdo Mundial da Saude informou que 75 paises e territérios
haviam relatado evidéncias da transmissao do virus Zika por mosquitos desde 2007, 69 dos
quais comegaram a efetuar essas notificagdes a partir de 2015.® O ZIKV esta normalmente
associado a enfermidades humanas que vao desde infegdes subclinicas a enfermidades
ligeiras semelhantes a gripe, mas a infegcao pelo ZIKV tem sido igualmente associada a
casos graves e, por vezes, fatais do sindrome de Guillain-Barré.® O virus foi igualmente
associado a microcefalia e a outras anomalias congénitas em criangas nascidas de maes
infetadas.” Apesar de a principal via de infecdo parecer ser a mordida de um mosquito,
também se relataram casos de contagio do ZIKV por transmisséo sexual" e, possivelmente,
por transfusdes’™.

Principios do procedimento

O Aptima Zika Virus Assay foca-se em duas regides altamente conservadas nas regides
NS2 e NS4/NS5 para ter uma maior tolerancia a eventuais mutagdes. O ensaio envolve trés
passos principais que se realizam num unico tubo, no Panther System automatico:
preparagao da amostra, amplificacdo do alvo de RNA do ZIKV através de amplificacdo
mediada por transcricdo (TMA),” e detecdo dos produtos amplificados (produto da
amplificacdo) através de um ensaio de protegédo da hibridagdo (HPA)."” O ensaio incorpora
um controlo interno (IC) para monitorizar a captura, a amplificacdo e a detecido de acidos
nucleicos, bem como erros do operador ou do instrumento.

Durante a preparagdo da amostra, o RNA ¢é isolado dos espécimes através da captura do
alvo. O espécime é tratado com um detergente para solubilizar o invélucro viral, desnaturar
as proteinas e libertar o RNA gendmico viral. Os oligonucledtidos (“oligonucleétidos de
captura”) homologos a regides altamente conservadas do ZIKV sédo hibridados com a
captura do alvo do RNA, se presente, no espécime de teste. O alvo hibridado é depois
capturado por microparticulas magnéticas que sao separadas do espécime num campo
magnético. Utilizam-se passos de lavagem para remover componentes estranhos do tubo de
reagdo. A separacdo magnética e os passos de lavagem realizam-se com um sistema de
captura do alvo.
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A amplificagdo do alvo ocorre via TMA, que é um método de amplificacdo de acidos
nucleicos baseado na transcricao que utiliza duas enzimas: a transcriptase reversa MMLV e
a T7 RNA polimerase. A transcriptase reversa ¢é utilizada para criar uma copia de DNA (com
uma sequéncia promotora para a T7 RNA polimerase) da sequéncia-alvo do RNA. A T7
RNA polimerase produz varias copias do produto da amplificagdo do RNA a partir do modelo
da cépia do DNA. O Aptima Zika Virus Assay utiliza o método da TMA para amplificar
regides de RNA do ZIKV.

A detecgdo € alcangada mediante a utilizagédo por parte do HPA de sondas de acidos nucleicos
de cadeia unica com marcadores quimioluminescentes, que sao complementares ao produto
da amplificagdo. As sondas de acido nucleico marcadas hibridam-se especificamente com o
produto da amplificacdo. O reagente de selec¢do estabelece a diferenga entre as sondas
hibridadas e n&o hibridadas através da desativagcdo dos marcadores das sondas nao
hibridadas. Durante a fase de detecao, o sinal quimioluminescente produzido pela sonda
hibridada € medido num luminémetro, sendo registado como unidades de luz relativas
(Relative Light Units, RLU).

O controlo interno é adicionado a cada espécime de teste e ao calibrador do ensaio através
do reagente de captura do alvo de trabalho. O controlo interno do Aptima Zika Virus Assay
controla as fases de processamento, amplificacdo e detecdo dos espécimes. O sinal do
controlo interno é discriminado do sinal do ZIKV pela cinética diferencial da emissao de luz
das sondas com diferentes marcadores.” O produto da amplificagdo especifico do controlo
interno é detetado por meio de uma sonda com uma emissao rapida de luz (sinal
intermitente). O produto da amplificagao especifico do ZIKV é detetado por meio de sondas
com uma cinética relativamente mais lenta de emissao de luz (sinal continuo). O ensaio
cinético Dual (DKA) é um método utilizado para estabelecer a diferenca entre os sinais
intermitentes e os sinais continuos.™

Os calibradores do Aptima Zika Virus Assay sao utilizados para determinar o cutoff do
ensaio e para avaliar a validade da série analitica em cada execugdo. Consulte a secgao
Controlo de qualidade para obter mais detalhes.

Adverténcias e precaucdes
A. Para fins de diagnostico in vitro.

B. Para reduzir o risco de resultados invalidos, leia atentamente todo o folheto informativo e
o Manual de instrugbes do Panther System antes de executar este ensaio.

Relacionadas com o laboratério

C. Este procedimento s6 deve ser executado por pessoal com a devida qualificagdo na
utilizagdo do Aptima Zika Virus Assay e no manuseamento de materiais infeciosos. Se
ocorrer um derrame, desinfete imediatamente seguindo os procedimentos adequados do
local.

D. Utilize apenas os artigos de laboratério descartaveis que sejam fornecidos ou
especificados.

E. Tome todas as precaucdes laboratoriais de rotina. Nao pipete com a boca. Nao coma,
nao beba, nem fume nas areas de trabalho designadas. Use luvas sem p6 descartaveis,
protecdo ocular e batas de laboratério quando manusear espécimes e reagentes de um
kit. Lave bem as mé&os depois de manusear os espécimes e o0s reagentes do kit.
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F. As superficies de trabalho, as pipetas e outro equipamento devem ser regularmente
descontaminados com solugao de hipoclorito de sédio de 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M).

G. Elimine todos os materiais que tenham estado em contacto com espécimes e reagentes
de acordo com os regulamentos europeus, nacionais e locais.”'"'®" Limpe e desinfete
minuciosamente todas as superficies de trabalho.

H. O reagente enzimatico contém azida de sddio como conservante. Ndo utilize tubos de
metal para a transferéncia de reagentes. Se as solugbes com compostos de azida de
soédio forem eliminadas num sistema de canalizacao, deverdo antes ser diluidas e
irrigadas com agua corrente em abundancia. Estas precaugdes sao recomendadas para
evitar a acumulacédo de depdsitos em canos metalicos onde se poderiam desenvolver
condicoes explosivas.

Relacionadas com os espécimes

I. Os espécimes podem ser infeciosos. Utilize as Precaugdes universais'""® quando
executar este ensaio. Devem estabelecer-se métodos adequados de manuseamento e
de eliminagéo, de acordo com os regulamentos locais.” Este procedimento sé deve ser
executado por pessoal com a devida qualificagdo na utilizagdo do Aptima Zika Virus
Assay e com formacdo no manuseamento de materiais infeciosos.

J. E obrigatério seguir os procedimentos de colheita, transporte, armazenamento e
processamento de espécimes indicados neste folheto informativo para realizar o ensaio
nas condicoes ideais. A colheita, transporte ou armazenamento indevido dos espécimes
pode dar origem a resultados incorretos.

K. Mantenha condi¢des de conservagao adequadas durante o transporte de espécimes
para garantir a integridade do espécime. A estabilidade do espécime em condi¢des de
transporte além das recomendadas nao foi avaliada.

L. Evite a contaminacido cruzada durante os passos de manuseamento dos espécimes.
Tenha especial cuidado para evitar a contaminacao por disseminacdo de aerossois
quando desapertar ou destapar espécimes. Os espécimes podem conter niveis de
organismos extremamente elevados. Certifique-se de que os recipientes de espécimes
nao entram em contacto uns com os outros e deite fora os materiais usados sem passa-
los por cima de recipientes abertos. Mude de luvas se estas entrarem em contacto com
0 espécime.

Relacionadas com o ensaio
M. Nao utilize o kit de reagentes ou os calibradores apos o prazo de validade.

N. Na&o troque, misture, nem combine reagentes do ensaio de kits com numeros de lote
mestre diferentes. Os fluidos do ensaio podem pertencer a niumeros de lote diferentes.

O. Evite a contaminagdo microbiana ou com nuclease dos reagentes.

Tape e conserve todos os reagentes do ensaio as temperaturas especificadas.

O desempenho do ensaio pode ser afetado pela utilizagdo de reagentes conservados de
forma incorreta. Consulte as sec¢des Requisitos de conservacdo e manuseamento dos
reagentes e Procedimento de teste no Panther System para obter mais informacoes.
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Q. Nao combine quaisquer reagentes ou fluidos do ensaio sem instru¢des especificas para
tal. Nao adicione reagentes ou fluidos. O Panther System verifica os niveis dos reagentes.

R.

Alguns reagentes deste kit estdo marcados com simbolos de risco e de seguranca e
devem ser manuseados em conformidade com os mesmos.

Nota: para obter informa¢des sobre quaisquer declaracdes de perigo e de precaucao
gue possam estar associadas a estes reagentes, consulte a Biblioteca de fichas de
dados de seguranca (Safety Data Sheet Library) em www.hologicsds.com.

Reagente de amplificacéo
ADVERTENCIA

H315 - Provoca irritagdo cutanea
H319 - Provoca irritagdo ocular grave

Reagente enzimatico

ADVERTENCIA

H315 - Provoca irritagdo cutanea

H319 - Provoca irritacdo ocular grave

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros

QO

Reagente de selecéo

Acido boérico 1 - 5%

Hidroxido de sédio <1%

ADVERTENCIA

H315 - Provoca irritagdo cuténea

H319 - Provoca irritagdo ocular grave

H371 - Pode afetar os 6rgéos

H373 - Pode afetar os 6rgdos apds exposicdo prolongada ou repetida

P264 - Lavar o rosto, as maos e qualquer porgdo de pele exposta cuidadosamente apds o
manuseamento

P280 - Usar luvas de protecao/vestuario de protegao/protegdo ocular/protecéo facial

P305 + P351 + P338 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar
cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal
Ihe for possivel. Continuar a enxaguar

P337 + P313 - Caso a irritagdo ocular persista: consulte um médico

P302 + P352 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e agua
abundantes

P332 + P313 - Em caso de irritagdo cutanea: consulte um médico

P362 - Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar

Requisitos de conservagcdo e manuseamento dos reagentes

A. A tabela seguinte mostra as condi¢des de conservagao e de estabilidade dos reagentes
e dos calibradores.

Conservacéo Kit aberto (descongelado)®
Reagente de produtos - —
por abrir Conservagéao Estabilidade
Reagente de amplificagao -35°Ca-15°C 2°Ca8°C 30 dias®
Reagente enzimatico -35°Ca-15°C 2°Ca8°C 30 dias®
Reagente de sonda -35°Ca-15°C 2°Ca8°C 30 dias®
Controlo interno -35°Ca-15°C 15°Ca30°C 8 horas antes de combinar
como TCR
Reagente de captura do alvo (TCR) 2°Ca8°C n/d n/d
Reagente de captura do alvo de trabalho n/d 2°Ca8°C 30 dias®
(WTCR)
Reagente de selegéo 15°Ca30°C 15°Ca30°C 30 dias®
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Frasco descartavel
NCAL (Calibrador negativo) -35°Ca-15°C n/d Utilizar num periodo de
8 horas

Frasco descartavel
PCAL (Calibrador positivo) -35°Ca-15°C n/d Utilizar num periodo de
8 horas

? As condicdes de armazenamento e estabilidade do kit aberto baseiam-se em ensaios similares validados.
® Quando os reagentes sdo removidos do Panther System, devem ser imediatamente devolvidos as respetivas
temperaturas de conservagao adequadas.

B. Elimine qualquer reagente previamente preparado que n&o tenha sido utilizado e o
reagente de captura do alvo de trabalho decorrido um periodo de 30 dias.

C. A estabilidade dos reagentes conservados dentro do Panther System é de 120 horas
(acumuladas). O Panther System regista cada uma das vezes que os reagentes séo
carregados.

D. Se ocorrer a formagao de precipitado no reagente de captura do alvo (TCR) durante o
armazenamento, consulte as instrugbes fornecidas na secgéo Preparacdo de um novo
kit. NAO COLOCAR NO VORTEX. NAO CONGELAR O TCR.

E. Apos a descongelacao inicial, ndo congele novamente os reagentes de controlo interno,
de amplificagdo, enzimaticos e de sonda.

F. Os calibradores sao frascos de utilizagao unica e devem ser eliminados apos a respetiva
utilizagao.

G. Se ocorrer a formagao de precipitado no reagente de selegcéo, no reagente de sonda, no
calibrador negativo ou no calibrador positivo, consulte as instru¢gbes fornecidas na
seccao Procedimento de teste no Panther System.

H. A ocorréncia de alteragbes no aspeto fisico do reagente fornecido pode indicar a
instabilidade ou deterioracdo desses materiais. Se observar alteragdes no aspeto fisico
dos reagentes (por exemplo, alteragdes 6bvias na cor do reagente ou turvagao sao
indicadores de contaminagdao microbiana), ndo os utilize.

I. Depois de descongelar os calibradores, a solugdo deve estar limpida, ou seja, sem
turvacédo ou precipitados.

A\ J. O reagente de sonda ¢ fotossensivel. Proteja o reagente da luz durante a conservagéo e
a preparagao para utilizagao.

Colheita e conservacao de espécimes
O Aptima Zika Virus Assay pode ser usado com espécimes de soro, plasma e urina processada.

Um espécime de urina processada é constituido por urina pura adicionada a meio de
transporte de urina num tubo de transporte de espécimes de urina Aptima.

Nota: manuseie todos 0s espécimes como se contivessem agentes potencialmente
infeciosos. Use as Precaucdes universais.

Nota: tenha cuidado para evitar a contamina¢do cruzada durante os passos de
manuseamento das amostras. Por exemplo, elimine o material usado sem passar por cima
de tubos abertos. Podem ocorrer resultados positivos falsos se a contaminagéo cruzada de
espécimes ndo for controlada de forma adequada durante o manuseamento e o
processamento dos espécimes.
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Nota: o volume minimo de soro ou plasma para tubos de colheita primarios € de 1200 pl e
para tubos de aliquotas de espécime (SATs) o volume minimo é de 700 ul para se obter
500 pl de volume de reacéo.

A. Instrucdes de colheita

Consulte o folheto informativo do kit de colheita de espécimes adequado para obter
instrugdes de colheita.

1. Espécimes de plasma e soro

Podem utilizar-se espécimes de sangue total colhidos nos seguintes tubos de vidro
ou de plastico, de acordo com as instrugcbes do fabricante:

+ Tubos com anticoagulantes de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), acido de
citrato e dextrose adenina (ACD-A) ou citrato de sddio (NAC)

* Tubos de preparagédo de plasma (Plasma Preparation Tubes, PPTs)
* Tubos de soro
» Tubos de separacado de soro (Serum Separator Tubes, SSTs)

No caso de soro, aguarde até o coagulo se formar antes de continuar o
processamento.

2. Espécimes de urina
Os espécimes de urina devem ser colhidos de acordo com as instru¢des do fabricante.

B. Transporte e armazenamento de espécimes antes do teste
1. Espécimes de plasma e soro

O plasma e o soro podem ser armazenados durante um total de 13 dias desde a
data da colheita até a data do teste, nas seguintes condi¢des:

+ Os espécimes de sangue total devem ser centrifugados num periodo maximo
de 72 horas apés a colheita.

* Os espécimes devem ser armazenados a uma temperatura situada entre os
2 °C e os 8 °C, a menos que sejam congelados. No entanto, os espécimes
podem ficar armazenados durante 72 horas a temperaturas até 25 °C e
durante 24 horas a temperaturas até 30 °C.

a. Se necessitar de um periodo de armazenamento mais prolongado, congele o
plasma e o soro em separado dos glébulos e armazene-os a uma temperatura de
-20 °C ou -70 °C. Nao congele o sangue total.

b. N&o se observou qualquer efeito adverso no desempenho do ensaio apds a
sujeicdo dos espécimes de plasma e de soro a trés ciclos de congelacio-
descongelagao.

c. Certifigue-se de que os espécimes de plasma e de soro possuem um volume de
amostra suficiente por cima do separador de gel ou da interface dos glébulos
vermelhos.

d. Os espécimes com precipitados visiveis ou material fibrinoso devem ser
clareados com recurso a uma centrifugacdo de 10 minutos entre 1000 e 3000g
antes do teste.
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2. Espécimes de urina

a. A urina deve ser transferida para um tubo de transporte de espécimes de urina,
o qual contém meio de transporte de urina, e bem misturada num periodo de
72 horas. Consulte o folheto informativo do kit de colheita adequado.

b. Guarde os espécimes de urina misturados e processados a uma temperatura
situada entre 2 °C e 30 °C e teste-os num periodo de 30 dias apds a colheita.
Se necessitar de um periodo de armazenamento mais prolongado, congele o
espécime de urina processado a uma temperatura de -20 °C ou -70 °C.

c. Nao se observou qualquer efeito adverso no desempenho do ensaio apés a
sujeigdo da urina processada a trés ciclos de congelagdo-descongelagao.

d. Certifigue-se de que os espécimes possuem um volume de amostra suficiente.

e. Os espécimes com precipitados visiveis ou material fibrinoso devem ser
clareados com recurso a uma centrifugagcao de 10 minutos entre 1000 e 3000g
antes do teste.

C. Armazenamento de espécimes apds o teste

1. Os espécimes testados devem ser armazenados em posi¢ao vertical num suporte.

2. Os tubos de espécimes devem ser cobertos com uma pelicula de plastico nova e
limpa ou com folha de aluminio.

3. Se as amostras testadas tiverem de ser congeladas ou expedidas, coloque novas
tampas nos tubos de espécimes. Se os espécimes tiverem de ser expedidos para
serem testados noutro local, mantenha as temperaturas recomendadas. Antes de
retirar as tampas de amostras anteriormente testadas e tapadas, centrifugue os
tubos de espécimes por breves instantes (5 minutos a 5009) para deslocar o liquido
para o fundo do tubo. Evite salpicos e contaminacdo cruzada.

Nota: os espécimes devem ser transportados de acordo com os regulamentos de transporte
nacionais, internacionais e regionais em vigor.
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Panther® System

Os reagentes do Aptima Zika Virus Assay para o Panther System s&o indicados abaixo.
Os simbolos de identificagao do reagente também estdo indicados ao lado do nome do
reagente.

Reagentes e materiais fornecidos

Os kits do calibrador do Aptima Zika Virus devem ser adquiridos em separado. Consulte o
numero do kit de catalogo individual abaixo.

Kit do Aptima Zika Virus Assay, 1000 testes (4 x 250 testes) Codigo de produto PRD-04232
(3 caixas de ensaios)

Caixa do Aptima Zika Virus Assay
(conservar a uma temperatura entre -35 °C e -15 °C apds a recegao)

Simbolo Componente Quantidade
A Reagente de amplificacéo 4 %26 ml
Acidos nucleicos néo infeciosos em solucéo tamponada.
E Reagente enzimatico
Transcriptase reversa e polimerase de RNA em solucio tamponada com 4x13,4 ml
HEPES.
P Reagente Qe_sonc_ia i . 4%34.7 ml
Sondas quimioluminescentes em solu¢do tamponada com succinato.
IC Reagente do controlo interno 4%x28ml
Uma solucdo tamponada com HEPES, com detergente e transcrito de RNA. :
Ficha de Cédigos de Barras do Lote Mestre 1 folha
Caixa do Aptima Zika Virus Assay
(conservar a uma temperatura entre 15 °C e 30 °C apo6s a recegao)
Simbolo Componente Quantidade
S Reagente de selecéo 4 %91 ml
Solucéo tamponada com borato a 600 mM e com surfactante.
Caixa do Aptima Zika Virus Assay
(conservar a uma temperatura entre 2 °C e 8 °C apds a recegao)
Simbolo Componente Quantidade
TCR Reagente de captura do alvo
Acidos nucleicos em solucéo salina tamponada com fase sélida, acidos 4x161 ml

nucleicos ndo infeciosos.
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Materiais necessarios mas disponiveis separadamente
Nota: os materiais disponiveis na Hologic tém a indicacdo dos cédigos de produto, a menos
que o contrario seja especificado.

Material Cédigo de produto

Panther System —

Kit de fluidos do Aptima Assay (também conhecido como Kit de fluidos universais) 303014 (1000 testes)
contém solugdo de lavagem Aptima, tampao para o fluido de desativagdo Aptima e
reagente de 6leo Aptima

Kit Auto Detect Aptima 303013 (1000 testes)
Unidades Multitubos (MTUs) 104772-02

Kit de sacos de residuos Panther 902731

Tampa do recipiente de residuos Panther 504405

ou, Kit de execugédo do Panther System 303096 (5000 testes)

contém MTUs, sacos de residuos, tampas de recipientes de residuos, Auto Detect e
fluidos de ensaio

Pontas, condutoras de 1000 pl, detegcdo de liquido 10612513 (Tecan)

Kit de calibradores do Aptima Zika Virus PRD-04233
NCAL. Calibrador negativo, solugdo tamponada com detergente, 15 x 2,2 ml
PCAL. Calibrador positivo, transcrito de RNA em solucéo tamponada com detergente,
15x 22 ml

Lixivia, solu¢do de hipoclorito de sédio de 5% a 7% (0,7 M a 1,0 M) —

Luvas sem p6 descartaveis —

Tampas nao perfuraveis de substituicao 103036A
Tampas de substituicdo para reagentes, para frascos de 250 testes

Reagentes de amplificacéo e de sonda CL0041 (100 tampas)

Reagente enzimético 501616 (100 tampas)

TCR e reagentes de selegdo CL0040 (100 tampas)

Coberturas de bancada laboratorial com forro de plastico —
Toalhetes que ndo larguem pélos —
Pipetador —
Pontas —

Podem utilizar-se tubos de colheita de sangue primarios com as seguintes dimensdes: —
13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga —

Misturador vortex —
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Materiais opcionais

Material Cédigo de produto
Tubos de aliquotas de espécime Aptima (SAT) (100 por embalagem) 503762
Tampa de tubo de transporte (100 por embalagem) 504415

tampa para SAT
Pipetas de transferéncia —
Zaragatoas com ponta de algodéo —
Dispositivo de agitagao de tubos por oscilagao —
Kit de colheita de espécimes de urina Aptima 301040
ou Tubos de transporte de espécimes de urina Aptima 105575
Sistema de equilibrio de reagentes SB100™ (SB100-RES) —

Banho de agua —

Procedimento de teste no Panther System

Nota: consulte o Manual de instrucBes do Panther System para obter mais informacdes
sobre o procedimento.

Nota: consulte a Ficha de Aplicacdo do Sistema de equilibrio de reagentes SB100 para
obter informacfes opcionais sobre a preparacdo dos reagentes.

A. Preparacao da area de trabalho

1. Limpe as superficies de trabalho onde serao preparados os reagentes. Utilize 2,5% a
3,5% (0,35 M a 0,5 M) de solugdo de hipoclorito de sédio. Deixe a solugao de
hipoclorito de sddio entrar em contacto com as superficies durante pelo menos
1 minuto e depois enxague com agua desionizada (Dl). Nao deixe secar a solugao
de hipoclorito de sédio. Cubra a superficie da bancada com coberturas de bancada
laboratorial com forro de plastico, absorventes e limpas.

2. Limpe uma superficie de trabalho separada onde as amostras serao preparadas.
Siga o procedimento supramencionado (passo A.1).

3. Limpe as pipetas. Siga o procedimento de limpeza supramencionado (passo A.1).

B. Preparagcdo de um novo kit

Adverténcia: evite formar espuma excessiva nos reagentes. A espuma compromete o
sensor de nivel do Panther System.

Nota: o reagente de sonda é fotossensivel. Proteja o reagente da luz durante a
conservagao e durante 0 manuseamento do mesmo.

Nota: os reagentes de amplificacdo, enzimatico e de sonda podem ser descongelados
durante 24 horas a uma temperatura de 2 °C a 8 °C antes de preparar 0s reagentes.

Nota: o controlo interno pode ser descongelado durante 24 horas a uma temperatura de
2 °C a 8 °C ou durante 8 horas a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) antes de
preparar o reagente de captura do alvo de trabalho (WTCR).
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Preparacdo do reagente de captura do alvo (TCR) e dos reagentes de amplificacao,
enzimatico e de sonda

1. Retire um conjunto novo de reagentes do armazenamento. Verifique os nimeros de
lote nos frascos de reagentes para se certificar de que correspondem aos ndmeros
de lote da folha de cédigos de barras do lote mestre.

2. Deixe os reagentes alcancarem a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) utilizando
uma das trés opcdes descritas abaixo:

Preparacdo com o instrumento SB100-RES (Opcéo 1)

1. Imediatamente depois de retirar o TCR do local de armazenamento (a uma
temperatura entre 2 °C e 8 °C), inverta o frasco do reagente vigorosamente para
misturar o gel com a solugéo (realize um minimo de 10 inversdes até ja nao se
observarem vestigios de gel na seccéao inferior). NAO COLOCAR NO VORTEX.

2. Prepare o TCR e os reagentes de amplificagdo, enzimatico e de sonda com o
instrumento SB100-RES.

3. Depois de descarregar os reagentes, registe a data de descongelagdo dos reagentes
de amplificagao, enzimatico e de sonda no espago fornecido na etiqueta.

Preparacdo com o banho de agua (Opcao 2)
Adverténcia: a temperatura do banho de agua nao deve exceder os 30 °C.

Nota: consulte as instrugbes de preparacdo a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C)
para preparar o TCR. N&o utilize um banho de agua para preparar o TCR.

1. Depois de retirar os reagentes de amplificacdo, enzimatico e de sonda do
armazenamento (a temperaturas situadas entre -35 °C e -15 °C ou 2 °C e 8 °C),
coloque-0s em posicao vertical num banho de agua dedicado a temperatura
ambiente (entre 15 °C e 30 °C). A cada 10 minutos, inverta cuidadosamente os
reagentes para os misturar bem e examine-os visualmente para confirmar a
dissolugao dos precipitados. Continue a inverter cuidadosamente e a examinar
visualmente até deixar de observar a presenca de precipitados.

2. Certifique-se de que os precipitados se dissolveram. Nao utilize um reagente se
apresentar a formacao de gel, precipitado ou um tom turvo.

3. Registe a data de descongelagado dos reagentes de amplificagcao, enzimatico e de
sonda no espacgo fornecido na etiqueta.

Preparacdo a temperatura ambiente (Opcao 3)

Nota: a descongelacdo completa do reagente de sonda armazenado a uma temperatura
situada entre -35 °C e -15 °C pode demorar cerca de 4 horas a temperatura ambiente
(entre 15 °C e 30 °C) com inversdes suaves a, pelo menos, cada 10 minutos.

1. Para preparar o TCR, proceda da seguinte forma:

a. Imediatamente depois de retirar o TCR do local de armazenamento (a uma
temperatura entre 2 °C e 8 °C), inverta o frasco do reagente vigorosamente para
misturar o gel com a solugéo (realize um minimo de 10 inversdes até ja ndo se
observarem vestigios de gel na secgéo inferior). NAO COLOCAR NO VORTEX.

b. Deixe o frasco de TCR permanecer a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C)
durante, pelo menos, 45 minutos. A cada 10 minutos, inverta cuidadosamente o
frasco de TCR (minimo de 10 inversdes) para o misturar bem e examine-o
visualmente para confirmar que ndo esta presente qualquer gel.

c. Antes da utilizac&o, assegure-se de que o gel esta dissolvido e de que as
particulas magnéticas estdo em suspenséo.
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Nota: se estiverem presentes vestigios de gel, ndo o utilize. Coloque novamente o
frasco de TCR no armazenamento (2 °C a 8 °C) para utiliza-lo posteriormente. Retire um
novo frasco de TCR do armazenamento (2 °C a 8 °C) e repita os passos l.a a l1.c.

2. Para preparar os reagentes de amplificagdo, enzimatico e de sonda, proceda da
seguinte forma:

a. Depois de retirar os reagentes do armazenamento (a temperaturas situadas entre
-35°C e -15°C ou 2 °C e 8 °C), coloque-os em posigao vertical a temperatura
ambiente (15 °C a 30 °C). A cada 10 minutos, inverta cuidadosamente os
reagentes para os misturar bem e examine-os visualmente para confirmar a
dissolucdo dos precipitados. Continue a descongelar até deixar de observar a
presenca de precipitados.

3. Certifique-se de que os precipitados se dissolveram. Nao utilize um reagente se
apresentar a formagao de gel, precipitado ou um tom turvo.

4. Registe a data de descongelagao dos reagentes de amplificacdo, enzimatico e de
sonda no espaco fornecido na etiqueta.

Preparacdo do controlo interno e do reagente de captura do alvo de trabalho
(WTCR)

Nota: ndo utilize o instrumento SB100-RES para preparar 0 controlo interno.

1. Para preparar o controlo interno, proceda da seguinte forma:
a. Retire um tubo de controlo interno do armazenamento (-35 °C a-15°C ou 2 °C a
8 °C).
b. Depois de retirar o controlo interno do armazenamento (a temperaturas situadas

entre -35 °C e -15 °C ou 2 °C e 8 °C), coloque-o a temperatura ambiente (15 °C
a 30 °C) durante um minimo de 30 minutos.

Opcao: o tubo do controlo interno pode ser colocado hum banho de agua a temperatura
ambiente (15 °C a 30 °C).

c. A cada 10 minutos, inverta cuidadosamente o tubo do controlo interno para o
misturar bem e examine visualmente a presencga de gel. Antes de utilizar,
certifique-se de que o gel esta dissolvido.

Opcao: durante a preparacdo a temperatura ambiente, o tubo do controlo interno pode ser
colocado num dispositivo de agitacdo de tubos por oscilacdo para ser bem misturado.

Nota: se ocorrer a formacgéo de gel, serd necessério dissolvé-lo antes de o utilizar, dentro
do periodo de 8 horas de descongelacdo a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C). Se
continuarem presentes vestigios de gel, ndo o utilize. Elimine o tubo, obtenha um novo
tubo de controlo interno e repita os passos l.a a 1.c.

2. Para preparar o wTCR, proceda da seguinte forma:
a. Assim que o TCR estiver pronto a utilizar, deite todo o conteudo do tubo do
controlo interno no frasco de TCR. Tape o frasco de TCR e inverta
cuidadosamente para misturar bem.

b. No espaco indicado no frasco de TCR, registe a data de adi¢do do controlo
interno, o prazo de validade do wTCR (a data de adicao do controlo interno mais
30 dias), o numero de lote do controlo interno (IC LOT) e as iniciais do operador.

c. Guarde o tubo do controlo interno pois ira ser necessario para ler a etiqueta de
codigo de barras no Panther System.
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Preparacdo do reagente de selecéo
Nota: ndo utilize o reagente se tiver precipitado ou apresentar um tom turvo.

1. Para preparar o reagente de selecao, proceda da seguinte forma:

a. Retire um frasco de reagente de selegdo do armazenamento a temperatura
ambiente (15 °C a 30 °C). Verifigue o numero de lote no frasco de reagente para
se certificar de que corresponde ao numero de lote da folha do cddigo de barras
do lote mestre.

b. Inverta cuidadosamente o frasco para misturar bem e examine visualmente para
garantir que ndo apresenta precipitado ou um tom turvo.

c. Registe a data da primeira abertura (Open Date) no espacgo da etiqueta fornecido
para o efeito.

Nota: recuperacdo de reagente de selecdo: se o reagente de selecao tiver sido
acidentalmente armazenado a uma temperatura situada entre 2 °C e 8 °C ou se a
temperatura do laboratorio se situar abaixo dos 15 °C, podera ocorrer a formacéo de
precipitado. Caso se forme precipitado no reagente de selecdo durante o armazenamento,
aqueca a uma temperatura de 60 °C + 1 °C durante um maximo de 45 minutos e misture
cuidadosamente o frasco de forma frequente (a cada 5 a 10 minutos). Assim que o
precipitado se dissolver na solucdo, cologue o frasco num banho de 4gua a temperatura
ambiente (15 °C a 30 °C) e deixe-0 estabilizar durante, pelo menos, 1 hora.

C. Preparacao do calibrador

Nota: evite criar espuma excessiva quando inverter os calibradores. A espuma
compromete o sensor de nivel do Panther System.

Nota: nédo utilize o instrumento SB100-RES para descongelar os calibradores.

1. Depois de retirar os calibradores do armazenamento (a temperaturas situadas entre
-35 °C e -15 °C), coloque-os a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) durante um
minimo de 30 minutos.

Opcéo: os calibradores podem ser colocados num banho de agua a temperatura
ambiente (15 °C a 30 °C) para descongelarem.

2. A cada 10 minutos, inverta cuidadosamente cada tubo para misturar bem. Certifique-
se de que o conteudo do tubo esta totalmente descongelado antes da utilizagao.

Opcéo: durante a preparagdo a temperatura ambiente, os calibradores podem ser
colocados num dispositivo de agitagdo de tubos por oscilagdo para serem bem
misturados.

3. Se observar a formacao de gel, inverta o tubo cuidadosamente até se deixar de
observar vestigios de gel.

Nota: se ocorrer a formacgéo de gel, serd necessério dissolvé-lo antes de o utilizar, dentro
do periodo de 8 horas de descongelagdo a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C). Se
continuarem presentes vestigios de gel, ndo o utilize. Elimine o(s) tubo(s), obtenha um(s)
novo(s) tubo(s) de calibradores e repita os passos C.1 a C.3.

4. Quando o conteudo dos tubos tiver descongelado na totalidade, seque a parte de
fora de cada tubo com um toalhete descartavel, limpo e seco.

5. Para prevenir a contaminacio, nao abra os tubos dos calibradores nesta fase.

D. Preparacdo de reagentes para reagentes previamente reconstituidos
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Preparacao do wTCR e dos reagentes de amplificacdo, enzimatico e de sonda

1. Retire o wTCR e os reagentes previamente preparados do armazenamento.

2. Deixe os reagentes alcangarem a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) utilizando
uma das trés opcdes descritas abaixo:

Preparacdo com o instrumento SB100-RES (Opcéo 1)

1. Imediatamente depois de retirar o TCR do local de armazenamento (a uma
temperatura entre 2 °C e 8 °C), inverta o frasco do reagente vigorosamente para
misturar o gel com a solugéo (realize um minimo de 10 inversdes até ja ndo se
observarem vestigios de gel na secgao inferior). NAO COLOCAR NO VORTEX.

2. Prepare o wTCR e os reagentes de amplificagdo, enzimatico e de sonda com o
instrumento SB100-RES.

Preparacédo com o banho de agua (Opcao 2)
Adverténcia: a temperatura do banho de agua nao deve exceder os 30 °C.

Nota: consulte as instrucbes de preparacdo a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C)
para preparar o wWTCR. N&o utilize um banho de agua para preparar o wWTCR.

1. Depois de retirar os reagentes de amplificacdo, enzimatico e de sonda do
armazenamento (a temperaturas situadas entre 2 °C e 8 °C), coloque-0s em posi¢cao
vertical num banho de agua dedicado a temperatura ambiente (entre 15 °C e 30 °C).
A cada 10 minutos, inverta cuidadosamente os reagentes para os misturar bem e
examine-os visualmente para confirmar a dissolugao dos precipitados. Continue a
descongelar até deixar de observar a presenga de precipitados.

2. Certifique-se de que os precipitados se dissolveram. Nao utilize um reagente se
apresentar a formacao de gel, precipitado ou um tom turvo.

Preparacéo a temperatura ambiente (Opcédo 3)

1. Para preparar o wTCR, proceda da seguinte forma:

a. Imediatamente depois de retirar o wTCR do local de armazenamento (a uma
temperatura entre 2 °C e 8 °C), inverta o frasco do wTCR vigorosamente para
misturar o gel com a solugéo (realize um minimo de 10 inversdes até ja n&o se
observarem vestigios de gel na secgao inferior). NAO COLOCAR NO VORTEX.

b. Deixe o frasco de wTCR permanecer a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C)
durante, pelo menos, 45 minutos. A cada 10 minutos, inverta cuidadosamente o
frasco de wTCR (minimo de 10 inversdes) para o misturar bem e examine-o
visualmente para confirmar que nao esta presente qualquer gel.

c. Antes da utilizacdo, assegure-se de que o gel esta dissolvido e de que as
particulas magnéticas estdo em suspensao.

Nota: se estiverem presentes vestigios de gel, ndo o utilize. Coloque novamente o
frasco de WTCR e 0s respetivos reagentes no armazenamento (2 °C a 8 °C) para
utiliza-lo posteriormente.

2. Para preparar os reagentes de amplificagdo, enzimatico e de sonda, proceda da
seguinte forma:

a. Depois de retirar os reagentes do armazenamento (a temperaturas situadas entre
2 °C e 8 °C), coloque-os em posicao vertical a temperatura ambiente (15 °C a
30 °C). A cada 10 minutos, inverta cuidadosamente os reagentes para os
misturar bem e examine-os visualmente para confirmar a dissolugao do
precipitado. Continue a descongelar até deixar de observar a presenca de
precipitados.
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3. Certifique-se de que os precipitados se dissolveram. Nao utilize um reagente se
apresentar a formagao de gel, precipitado ou um tom turvo.

Preparacdo do reagente de selecéao
Nota: ndo utilize o reagente se tiver precipitado ou apresentar um tom turvo.

1. Retire o frasco correspondente de reagente de selegdo do armazenamento a
temperatura ambiente (15 °C a 30 °C).

2. Inverta cuidadosamente o frasco para misturar bem e examine visualmente para
garantir que n&o apresenta precipitado ou um tom turvo.

Nota: recuperacdo de reagente de selecdo: se o reagente de selecao tiver sido
acidentalmente armazenado a uma temperatura situada entre 2 °C e 8 °C ou se a
temperatura do laboratorio se situar abaixo dos 15 °C, podera ocorrer a formacéo de
precipitado. Caso se forme precipitado no reagente de selecdo durante o armazenamento,
aqueca a uma temperatura de 60 °C + 1 °C durante um maximo de 45 minutos e misture
cuidadosamente o frasco de forma frequente (a cada 5 a 10 minutos). Assim que o
precipitado se dissolver na solucdo, cologue o frasco num banho de 4gua a temperatura
ambiente (15 °C a 30 °C) e deixe o frasco estabilizar durante, pelo menos, 1 hora.

E. Manuseamento de espécimes

1. Deixe os espécimes e os calibradores atingirem uma temperatura de 15 °C a 30 °C
antes do processamento.

2. Certifique-se de que cada tubo de espécime contém volume suficiente para cada tipo
de amostra e cada tipo de tubo.

Misture bem os espécimes frescos ou descongelados.

4. Imediatamente antes de carregar as amostras num suporte de amostras, centrifugue
cada espécime durante 10 minutos em aceleragdes de 1000 a 3000 g. N&do remova
as tampas. A existéncia de bolhas no tubo compromete a detecédo de nivel do
Panther System. Os periodos e as velocidades de centrifugagado para misturar o
liquido e os precipitados devem ser validados pelo utilizador. Se o precipitado nao
regressar a solucao, certifique-se visualmente de que o precipitado nao esta a
impedir a transferéncia do espécime.

Consulte a secgao Preparacdo do sistema, passo F.2 abaixo, para obter mais
informagdes sobre o carregamento do suporte e a remogao das tampas.

w

F. Preparacado do sistema

1. Configure o sistema de acordo com as instrugbes do Manual de instru¢des do
Panther System e da seccdo Notas sobre o procedimento. Certifique-se de que séo
utilizados suportes de reagente e adaptadores de TCR de dimensédo adequada.

2. Carregue as amostras no respetivo suporte. Execute os seguintes passos para cada
tubo de amostra (espécime e, quando necessario, calibrador):

a. Desaperte a tampa de um tubo de amostra, mas nado a remova ja.

Nota: tenha especial cuidado para evitar a contaminacao por disseminacao de
aerossois. Desaperte as tampas das amostras com cuidado.

b. Carregue o tubo de amostra no respetivo suporte.
c. Repita os passos 2.a e 2.b para cada amostra restante.

d. Depois de as amostras terem sido carregadas no suporte de amostras, remova e
elimine a tampa de cada tubo de amostra num suporte de amostras. Para evitar a
contaminagdo, ndo passe uma tampa sobre quaisquer outros suportes de
amostras ou tubos de amostras.
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Nota: as tampas perfuraveis do tubo de transporte de espécimes de urina Aptima
também devem ser retiradas e eliminadas.

e. Se necessario, use uma pipeta de transferéncia descartavel e nova para remover
quaisquer bolhas ou espuma.

f. Depois de removida a ultima tampa, carregue o Suporte de amostras numa
Seccao de amostras.

Nota: se realizar outros ensaios e tipos de amostras ao mesmo tempo, fixe o
Retentor de amostras antes de carregar o Suporte de amostras numa Secc¢éo de
amostras.

g. Repita os passos 2.a a 2.f para o suporte de amostras seguinte.

Notas sobre o procedimento

A

Calibradores

1.

Os tubos do calibrador podem ser carregados em qualquer posigao no suporte de
amostras e em qualquer fila da sec¢do de amostras do Panther System. A pipetagem
de espécimes comeca quando se verificar uma das duas condigbes seguintes:

a. Os calibradores estao a ser processados pelo sistema.
b. S&o registados resultados validos para os calibradores no sistema.

Assim que os tubos dos calibradores forem pipetados e estiverem a ser processados
pelo kit de reagentes do Aptima Zika Virus Assay, os especimes podem ser testados
com o kit associado até um maximo de 24 horas, a menos que:

a. Os resultados do calibrador sejam invalidos.
b. O respetivo kit de reagente de ensaio seja removido do sistema.
c. O respetivo kit de reagente de ensaio tenha ultrapassado os limites de estabilidade.

Cada tubo do calibrador sé pode ser utilizado uma unica vez. As tentativas para usar
o tubo mais do que uma vez podem dar origem a erros de processamento.

Po6 das luvas

Como em qualquer sistema de reagentes, o excesso de pdé em algumas luvas pode
causar a contaminacao de tubos abertos. Recomenda-se a utilizacdo de luvas sem po.
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Controlo de qualidade

Critérios de aceitacdo do Aptima Zika Virus Assay
A. Validade da execugao

Uma execugdo (também designada por lista de trabalho) € véalida se o nUmero minimo
de calibradores cumprir os critérios de aceitagcado e se forem validos (consulte a secgao
Critérios de aceitacdo da calibracdo e calculo do cutoff).

1. Numa execugdo do Aptima Zika Virus Assay, pelo menos quatro das seis réplicas do
calibrador devem ser validas. Pelos menos duas das trés réplicas do calibrador
negativo e duas das trés réplicas do calibrador positivo devem ser validas.

2. Os critérios de aceitagdo do calibrador sdo automaticamente verificados pelo
software do Panther System. Se for valida uma quantidade inferior ao nimero
minimo de réplicas do calibrador, o software do Panther System invalidara
automaticamente a execugao.

3. Numa execugao valida, os valores de “cutoff” do controlo interno (sinal intermitente) e
do analisado (sinal continuo) sdo automaticamente calculados.

4. Se uma execucéo for invalida, os resultados da amostra serdo apresentados como
invalidos e sera necessario testar novamente todos os espécimes.

B. Validade das amostras

1. Numa execucgao valida, o resultado de uma amostra sera valido se o sinal do IC for
igual ou superior ao “cutoff’ do IC, com as seguintes excec¢oes:
a. Os espécimes com um sinal do analisado (sinal continuo) superior ao “cutoff’ do
analisado n&o sao invalidados mesmo que o sinal do controlo interno (IC) seja
inferior ao cutoff.

b. Os espécimes com um sinal do IC superior a 750.000 RLU s&o invalidados pelo
software e nao é possivel avaliar o estado do reativo. O software também invalida
de forma automatica os calibradores positivos com um sinal do IC superior a
750.000 RLU.

2. Uma amostra também pode ser invalidada devido a erros do instrumento e de
processamento dos resultados. Consulte o Manual de instru¢cdes do Panther System
para obter mais detalhes.

3. E necessario testar novamente todos os resultados individuais de espécimes que
tenham sido considerados invalidos numa execuc¢ao valida.

Critérios de aceitacdo da calibracdo e calculo do cutoff
A. Critérios de aceitagdo do calibrador negativo

No Aptima Zika Virus Assay, o calibrador negativo (NC) é processado em triplicado.
Cada réplica individual do calibrador negativo deve ter um controlo interno (IC) com um
valor superior ou igual a 50.000 RLU e inferior ou igual a 500.000 RLU. Cada réplica
individual do calibrador negativo deve ter igualmente um valor do analisado inferior ou
igual a 40.000 RLU e superior ou igual a 0 RLU. Se um dos valores da réplica do
calibrador negativo for considerado invalido devido a um valor do IC ou a um valor do
analisado fora destes limites, a média do calibrador negativo (NC,) sera novamente
calculada com base nos dois valores aceitaveis. A execugao sera considerada invalida e
devera ser repetida se dois ou mais valores das trés réplicas do calibrador negativo
possuirem valores do IC ou valores do analisado fora destes limites.
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Determinagéo da média dos valores do calibrador negativo (NC,) para o controlo interno
[NC, (Controlo interno)]

Exemplo:

Controlo interno
Unidades de luz

Calibrador negativo relativas

1 235.000

2 200.000

3 210.000

RLU total do controlo interno = 645.000

NC, (controlo interno) = RLU total do controlo interno  _ 215.000

3

Determinagéo da média dos valores do calibrador negativo (NC,) para o analisado
[NC, (Analisado)]

Exemplo:
Analisado
Unidades de luz
Calibrador negativo relativas
1 14.000
2 16.000
3 15.000
RLU total do analisado = 45.000
NC, (analisado) = RLU total do analisado 15.000

3

B. Critérios de aceitagao do calibrador positivo

No Aptima Zika Virus Assay, o calibrador positivo é processado em triplicado. Os valores
individuais do analisado do calibrador positivo (PC) devem ser inferiores ou iguais a
4.000.000 RLU e superiores ou iguais a 400.000 RLU. Os valores do IC ndo podem
exceder 750.000 RLU. Se um dos valores da réplica do calibrador positivo se situar fora
destes limites, a média do calibrador positivo (PC,) sera novamente calculada com base
nos dois valores aceitaveis das réplicas do calibrador positivo. A execucéo sera
considerada invalida e devera ser repetida se dois ou mais dos trés valores do analisado
do calibrador positivo se situarem fora destes limites.

Determinagéo da média dos valores do calibrador positivo (PC,) para o analisado
[PC, (Analisado)]

Exemplo:
Analisado
Unidades de luz

Calibrador positivo relativas

1 1.250.000

2 1.500.000

3 1.150.000

RLU total do analisado = 3.900.000
PC, (analisado) = RLUtotaldoanalisado _ 444 g

3
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C. Calculo do valor do “cutoff” do controlo interno
Valor do “cutoff” do controlo interno = 0,5 X [NC, (Controlo interno)]
Utilizagdo dos valores fornecidos no exemplo anterior do calibrador negativo:
Valor do “cutoff’ do controlo interno = 0,5 X (215.000)
Valor do “cutoff’ do controlo interno = 107.500 RLU

D. Calculo do valor do “cutoff’ do analisado do virus Zika
Valor do “cutoff” do analisado = NC, (Analisado) + [0,03 X PC, (Analisado)]

Utilizacdo dos valores fornecidos nos exemplos anteriores do calibrador negativo e do
calibrador positivo:

Valor do “cutoff” do analisado = 15.000 + (0,03 X 1.300.000)
Valor do “cutoff’ do analisado = 54.000 RLU

E. Resumo dos critérios de aceitagdo do Aptima Zika Virus Assay

Critérios de aceitacéo

Calibrador negativo

Analisado >0e<40.000 RLU

Controlo interno 2> 50.000 e £500.000 RLU

Calibrador positivo

Analisado 2 400.000 e < 4.000.000 RLU

Controlo interno <750.000 RLU

F. Resumo dos calculos do cutoff do Aptima Zika Virus Assay

“Cutoff’ d lisado = RLU média do analisado do NC +
utolt” do analisado = [0,03 X (RLU média do analisado do PC)]

“Cutoff” do controlo interno = 0,5 X (RLU média do IC do calibrador negativo)
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Interpretacdo dos resultados

O software do Panther System realiza todos os célculos descritos anteriormente. Sao
determinados dois cutoffs para cada ensaio: um para o sinal do analisado (sinal continuo)
que se designa por “Cutoff” do analisado e outro para o sinal do controlo interno (sinal
intermitente) que se designa por “Cutoff’ do controlo interno. O calculo destes cutoffs é
mostrado acima. Em cada amostra, determina-se um valor da RLU para o sinal do analisado
e um valor da RLU para o sinal do controlo interno. No relatério, a RLU do sinal do
analisado dividida pelo “cutoff” do analisado surge abreviada como sinal/“cutoff’ do analisado
(S/CO).

Um espécime é negativo se o sinal do analisado for inferior ao “cutoff’ do analisado (i.e.,
S/CO do analisado < 1,00) e se o sinal do controlo interno (IC) for superior ou igual ao
“cutoff” do controlo interno (Cutoff do IC) e inferior ou igual a 750.000 RLU. Um espécime é
positivo se o sinal do analisado for superior ou igual ao “cutoff’ do analisado (i.e., S/CO do
analisado = 1,00) e se o sinal do IC for inferior ou igual a 750.000 RLU. Os resultados sao
designados pelo software. Um espécime € invalido se o sinal do analisado for inferior ao
“cutoff” do analisado (i.e., S/CO do analisado < 1,00) e se o sinal do controlo interno for
inferior ao “cutoff” do controlo interno. Qualquer espécime com valores do controlo interno
superiores a 750.000 RLU é considerado invalido.

Resumo da interpretacao dos espécimes

Interpretacédo dos

L. Critérios
espécimes

S/CO do analisado < 1,00 e
Negativo IC = “Cutoff’do IC e
IC <750.000 RLU

S/CO do analisado = 1,00 e

Positivo IC < 750.000 RLU*
IC > 750.000 RLU ou
Invalido S/CO do analisado < 1,00 e

IC < “Cutoff”

*Nos espécimes com um sinal do IC superior a 750.000 RLU,
0 espécime sera invalidado pelo software.

A. Qualquer espécime considerado Invalido no Aptima Zika Virus Assay deve ser
novamente testado individualmente.

B. Os espécimes com um valor do controlo interno valido e com um S/CO do analisado
inferior a 1,00 no Aptima Zika Virus Assay sao considerados negativos para o RNA do
ZIKV.

C. Os espécimes com um S/CO do analisado superior ou igual a 1,00 e com um sinal do IC
inferior ou igual a 750.000 RLU sao considerados positivos para o RNA do ZIKV.
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Limitacdes

A. A utilizacdo deste ensaio esta limitada a pessoal que tenha recebido formacao relativa
ao procedimento. O ndo cumprimento das instrucdes fornecidas neste folheto informativo
pode levar a resultados erréneos.

B. A fiabilidade dos resultados depende da colheita, transporte, conservagao e
processamento de espécimes adequados.

C. O efeito do armazenamento de longo prazo dos espécimes no desempenho do Aptima
Zika Virus Assay néao foi totalmente avaliado.

D. Apesar de ser raro, poderao ocorrer mutagdes em regides altamente conservadas do
genoma viral abrangido pelos “primers” e/ou sondas do Aptima Zika Virus Assay, que
poderao resultar na falha de detecao do virus.

E. Este ensaio foi desenvolvido para ser utilizado apenas com o Panther System.
A contaminagdo cruzada de amostras pode dar origem a resultados positivos falsos.

G. Os ensaios devem realizar-se e os resultados devem ser interpretados de acordo com os
procedimentos indicados.

H. O incumprimento destes procedimentos, as condi¢cdes desfavoraveis de transporte e/ou
de armazenamento ou o uso de reagentes fora do prazo pode dar origem a resultados
pouco fiaveis.

I. A impossibilidade de obter os resultados previstos indicia a realizacdo de uma execucao
invalida. Entre as eventuais fontes do erro incluem-se a deterioracdo do kit de testes,
erros do operador, o funcionamento defeituoso do equipamento, a deterioragao do
espécime ou a contaminagao dos reagentes.

J. Este ensaio foi testado utilizando apenas os tipos de espécime indicados. O desempenho
com outros tipos de espécime nédo foi avaliado.

K. Os resultados do Aptima Zika Virus Assay devem ser interpretados em conjunto com
outros dados clinicos de que o médico disponha.

L. Um resultado negativo ndo impede uma possivel infegao porque os resultados
dependem da colheita adequada de espécimes. Os resultados do teste podem ser
afetados por uma colheita inadequada de espécimes, um erro técnico, uma mistura de
espécimes ou por niveis alvo inferiores ao limite de detecdo do ensaio.

M. O Aptima Zika Virus Assay fornece resultados qualitativos. Por isso, ndo se pode fazer
uma correlagdo entre a magnitude de um sinal positivo de ensaio e a quantidade de
organismos num espécime.

N. Os clientes devem validar um processo de transferéncia LIS de forma independente.
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Desempenho

Sensibilidade analitica

Limite de detecdo (LoD) dos espécimes de plasma

O limite de detecao (Limit of Detection, LoD) do ensaio define-se como a concentragdo de
RNA do ZIKV que é detetada com uma probabilidade igual ou superior a 95% de acordo
com a norma CLSI EP17-A2.*° O LoD foi determinado através do teste de um espécime de
plasma positivo para o ZIKV, diluido em série em plasma humano desfibrinado e sem
lipidos. O espécime de plasma positivo foi colhido num dador de sangue em 2015, durante
um surto do virus Zika no Brasil. Utilizaram-se dois lotes de reagentes e trés instrumentos
Panther para testar 72 réplicas de cada nivel de cépias por lote de reagente, num total de
144 réplicas por nivel, a excecdo do membro do painel com 90 coépias/ml, o qual foi testado
em 20 réplicas por lote de reagente, num total de 40 réplicas. A Tabela 1 resume os
resultados obtidos.

Tabela 1: Detec&o do ZIKV no plasma

Concentracéo % positividade (IC de 95%)
(copias/ml) Lote 1 (n=72) Lote 2 (n=72) Combinado (n=144)
90 100 (84 - 100)° 100 (84 - 100)° 100 (91 - 100)°
30 100 (95 - 100) 100 (95 - 100) 100 (97 - 100)
10 100 (95 -100) 100 (95 -100) 100 (97 - 100)
3 86 (76 - 92) 92 (83 - 96) 89 (83 - 93)
1 38 (28 - 50) 60 (48 -71) 49 (41 - 57)
0,3 19 (12 - 30) 14 (8 - 24) 17 (12 - 24)
0,1 1(0-7) 6(2-14) 3(1-7)
0 0(0-5) 0(0-5) 0(0-3)
IC = intervalo de confiancga.
®n=20.
®n=40.

As probabilidades de detecido do ZIKV no plasma de 50% e de 95% foram determinadas com
recurso a uma analise Probit, utilizando os dados obtidos nos testes de sensibilidade analitica.
O limite de detecao do ZIKV no Aptima Zika Virus Assay variou entre 0,91 cépias/ml e

1,22 cépias/ml na probabilidade de detecdo de 50% e entre 3,30 copias/ml e 4,41 cépias/ml
na probabilidade de detecdo de 95% (Tabela 2).

Tabela 2: Analise Probit de dete¢&o do ZIKV no plasma

Lote de Limite de detecdo de 50% Limite de detecdo de 95%

reagente (Limites fiduciais de 95%) (Limites fiduciais de 95%)
Lote 1 1,22 (1,01 - 1,47) 4,41 (3,46 - 6,14)
Lote 2 0,91 (0,74 - 1,09) 3,30 (2,63 - 4,44)
Combinado 1,06 (0,92 - 1,20) 3,87 (3,25 -4,78)
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Limite de detecdo dos espécimes de urina

O LoD foi determinado através do teste de um espécime de plasma positivo para o ZIKV,
diluido em série em urina negativa agrupada. Os membros do painel de sensibilidade da
urina foram preparados adicionando um espécime de plasma positivo para o ZIKV, na
concentracdo indicada, a urina antes de se efetuar a mistura com meio de transporte de urina
(UTM) numa propor¢ao de 1:1 (urina processada). Utilizaram-se dois lotes de reagentes e
trés instrumentos Panther para testar 30 réplicas de cada nivel de cépias por lote de
reagente, num total de 60 réplicas por nivel. A Tabela 3 resume os resultados obtidos.

Tabela 3: Detecdo do ZIKV na urina

Concentracao®

% positividade (IC de 95%)

(cépias/ml) Lote 1 (n=30) Lote 2 (n=30)

Combinado (n=60)

90 100 (89 - 100) 100 (89 - 100) 100 (94 - 100)
30 100 (89 - 100) 100 (89 - 100) 100 (94 - 100)
10 97 (84 - 100) 83 (66 - 92) 90 (80 - 95)
3 63 (45 - 78) 43 (27 - 60) 53 (41 - 65)
1 27 (14 - 45) 30 (17 - 48) 28 (18 - 40)
0,3 7(2-22) 3(0-16) 5(2-14)
0,1 0(0-11) 0(0-11) 0(0-6)

0 0(0-11) 0(0-11) 0(0-6)

IC = intervalo de confianca.
& Concentragao na urina anterior ao processamento.

As probabilidades de deteg¢do do ZIKV na urina de 50% e de 95% foram determinadas com
recurso a uma analise Probit, utilizando os dados obtidos nos testes de sensibilidade analitica.
O limite de detecao do ZIKV no Aptima Zika Virus Assay variou entre 2,26 copias/ml e

3,42 cépias/ml na probabilidade de detecao de 50% e entre 8,25 copias/ml e 15,63 copias/ml

na probabilidade de detecdo de 95% (Tabela 4).

Tabela 4: Andlise Probit de detecdo do ZIKV em urina®

Lote de Limite de detecdo de 50% Limite de detecdo de 95%
reagente (Limites fiduciais de 95%) (Limites fiduciais de 95%)
Lote 1 2,26 (1,67 - 3,00) 8,25 (5,89 - 13,53)
Lote 2 3,42 (2,42 - 4,64) 15,63 (10,70 - 27,30)
Combinado 2,81 (2,23 - 3,47) 11,99 (9,17 - 17,04)

& Concentragao na urina anterior ao processamento.

Reprodutibilidade

Reprodutibilidade em espécimes de sangue

A reprodutibilidade do Aptima Zika Virus Assay no Panther System foi avaliada testando um
painel de ZIKV constituido por membros do painel positivo, com uma concentracido de

100 cépias/ml e de 30 copias/ml, e por um membro do painel negativo obtido a partir de
plasma negativo (Tabela 5). Os membros do painel positivo foram criados adicionando um
espécime de plasma positivo para o ZIKV ao plasma negativo. O painel foi testado por trés
operadores, utilizando trés lotes de reagentes diferentes em trés instrumentos Panther
durante varios dias. O Aptima Zika Virus Assay gerou um total de 27 execugdes validas.
Cada membro do painel foi testado num total de 486 réplicas. A taxa geral de invalidez foi

de 0% (0/1458).
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As andlises da reprodutibilidade incluiram a avaliagdo da percentagem de concordancia e as
relacbes médias de sinal para “cutoff’ (S/CO) dos membros do painel, bem como a
avaliagao do desvio padrao (DP) e da percentagem do coeficiente de variagdo (%CV) das
relacbes S/CO de cada um dos cinco fatores de variagdo (Tabela 5). Analisaram-se as
relagdes S/CO médias do analisado para os membros do painel positivo e as relagdes S/CO
médias do controlo interno para 0 membro do painel negativo. A percentagem de
concordéancia entre os resultados do ensaio e o estado real de cada membro do painel foi
calculada com recurso ao S/CO do analisado de todos os membros do painel.

A percentagem total de concordancia dos resultados do teste foi de 100% para os membros
do painel positivo e de 100% para o membro do painel negativo. Nao existiu qualquer
correlagdo entre a taxa reativa e os fatores de variagao testados neste estudo. No que diz
respeito a variabilidade do sinal, a variabilidade dentro da execugéo foi o principal contribuinte
para a variagao total (medida pelos valores de DP) observada no Aptima Zika Virus Assay.

Tabela 5: Reprodutibilidade do Aptima Zika Virus Assay em espécimes de sangue

Entre Entre Intra-

Meml?roldo #HP %A S/COa Entrelotes 4 strumentos operadores Entre dias execucao Total
aine adi

P média® Thooicv DP %CV  DP %CV DP %CV DP  %CV DP  %CV
Alto L 486 486 100 33,22 0,02 0% 0,34 1% 0,17 1% 0,12 0% 1,33 4% 1,38 4%
(100 copias/ml)

BaIXO’. 486 486 100 33,35 0,17 1% 0,27 1% 0,08 0% 0,08 0% 1,27 4% 1,31 4%
(30 cépias/ml)

Negativo 486 0 100 1,94 0,02 1% 0,01 1% 0,01 0% 0,00 0% 0,05 2% 0,05 3%

N = nimero de membros do painel combinado para esta andlise; #P = nimero de positivos; %A = percentagem de concordancia;
S/CO = Relagdo de sinal para “cutoff’ apenas nas réplicas reativas; DP = Desvio padrédo; CV = Coeficiente de variagdo.

@ S/CO média do analisado para os membros do painel positivo (Alto e Baixo); S/CO médio do controlo interno para o
membro do painel negativo.

Reprodutibilidade em espécimes de urina

A reprodutibilidade do Aptima Zika Virus Assay no Panther System foi avaliada testando um
painel de ZIKV constituido por membros do painel positivo, com uma concentragcéo de

100 copias/ml e de 30 cépias/ml, e por um membro do painel negativo obtido a partir de
urina negativa agrupada (Tabela 6). Os membros do painel positivo foram preparados
adicionando um espécime de plasma positivo para o ZIKV a urina negativa agrupada na
concentragao indicada. Todos os membros do painel foram misturados com UTM numa
proporcao de 1:1 para criar painéis de reprodutibilidade da urina processada. O painel foi
testado por trés operadores, utilizando trés lotes de reagentes diferentes em trés
instrumentos Panther durante varios dias. O Aptima Zika Virus Assay gerou um total de

27 execucgdes validas. Cada membro do painel foi testado num total de 486 réplicas. A taxa
geral de invalidez foi de 0% (0/1458).

As andlises da reprodutibilidade incluiram a avaliagdo da percentagem de concordancia e as
relacbes médias de sinal para “cutoff’ (S/CO) dos membros do painel, bem como a
avaliacao do desvio padrédo (DP) e da percentagem do coeficiente de variagdo (%CV) das
relacbes S/CO de cada um dos cinco fatores de variagdo (Tabela 6). Analisaram-se as
relagdes S/CO médias do analisado para os membros do painel positivo e as relagdes S/CO
médias do controlo interno para 0 membro do painel negativo. A percentagem de
concordancia entre os resultados do ensaio e o estado real de cada membro do painel foi
calculada com recurso ao S/CO do analisado de todos os membros do painel.

A percentagem total de concordancia dos resultados do teste foi de 100% para o membro
do painel positivo alto, de 96,5% para o membro do painel positivo baixo e de 100% para o
membro do painel negativo. Nao existiu qualquer correlagdo entre a taxa reativa e os fatores
de variagao testados neste estudo. No que diz respeito a variabilidade do sinal, a
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variabilidade dentro da execugéao foi o principal contribuinte para a variagao total (medida
pelos valores de DP) observada no Aptima Zika Virus Assay.

Tabela 6: Reprodutibilidade do Aptima Zika Virus Assay em espécimes de urina

Entre Entre Intra-

Mem.broado N #P % A S/C_Ob Entre lotes instrumentos operadores Entre dias execucgao Total
painel média’ T T 6cv DP %CV  DP  %CV DP %CV DP %CV DP 9%CV

Alto 486 486 100 34,36 009 0% 025 1% 008 0% 007 0% 131 4% 1,34 4%

(100 copias/ml)

Baixo 486 469 96,5 32,02 101 3% 030 1% 046 1% 146 5% 521 16% 553 17%

(30 copias/ml)

Negativo 486 0 100 1,99 002 1% 001 1% 002 1% 001 0% 004 2% 005 2%

N = nimero de membros do painel combinado para esta analise; #P = nimero de positivos; %A = percentagem de concordancia;
S/CO = Relagao de sinal para “cutoff” apenas nas réplicas reativas; DP = Desvio padrdo; CV = Coeficiente de variagdo.

& Concentragao na urina anterior ao processamento.

® S/CO média do analisado para os membros do painel positivo (Alto e Baixo); S/CO médio do controlo interno para o membro
do painel negativo.

Interferéncia

Substancias interferentes em espécimes de sangue

O potencial de interferéncia de substancias endogenas foi avaliado com a realizagéo de
testes a espécimes provenientes de pacientes com doengas autoimunes e outras doencas.
Avaliaram-se dez espécimes de plasma de cada grupo de pacientes com as seguintes
doencgas autoimunes e outras condicdes: ictéricos, lipémicos, hemolisados, anticorpos
antinucleares, mieloma multiplo, lupus eritematoso sistémico e fator reumatéide. Cada
espécime foi dividido em duas aliquotas. Uma das aliquotas foi enriquecida com plasma
positivo para o ZIKV numa concentracdo de 18 copias/ml. As aliquotas enriquecidas e as
aliquotas nao enriquecidas foram testadas com o Aptima Zika Virus Assay. Todas as
amostras ndo enriquecidas obtiveram resultados negativos. Todas as amostras enriquecidas
obtiveram resultados positivos, exceto uma aliquota enriquecida proveniente de um paciente
com lupus eritematoso sistémico. Uma nova aliquota da amostra foi enriquecida e testada.
Apdbs o novo teste, o resultado foi positivo.

O potencial de interferéncia das substancias enddgenas foi ainda avaliado com a realizagao
de testes as seguintes substancias enriquecidas com plasma: albumina (60.000 mg/l),
hemoglobina (2.000 mg/l), bilirrubina (200 mg/l) e lipidos (30.000 mg/l). Nao foi observada
qualquer interferéncia ao avaliar a especificidade e a sensibilidade.

Para avaliar a interferéncia dos anticoagulantes e do dispositivo de colheita, procedeu-se a
comparagao do soro e dos espécimes de plasma no Aptima Zika Virus Assay. Colheu-se o
sangue de 10 dadores normais com recurso aos seguintes tipos de anticoagulante e de tubo:
1) Acido etilenodiaminotetracético dipotassico (K2 EDTA), 2) Acido etilenodiaminotetracético
tripotassico (K3 EDTA), 3) Acido de citrato e dextrose adenina (ACD-A), 4) Citrato de sédio
(NAC), 5) Tubos de preparagao de plasma (PPT), 6) Tubo de preparagédo do soro (SST) e 7)
Tubo de soro (Soro). Em cada um dos 10 dadores, colheu-se sangue com recurso a cada um
dos sete tipos de tubo. A amostra de cada dador foi dividida em duas aliquotas. Uma das
aliquotas foi enriquecida com plasma positivo para o ZIKV até uma concentragédo de

18 coépias/ml. Tanto as aliquotas enriquecidas como as aliquotas ndo enriquecidas foram
testadas com o Aptima Zika Virus Assay.

Nas aliquotas ndo enriquecidas, as 70 amostras resultaram negativas nos Aptima Zika Virus
Assay. As relagbes S/CO médias do IC variaram entre 1,83 e 1,90 com as percentagens do
coeficiente de variagcao (%CVs) a variarem entre 2% e 3% para cada tipo de tubo (Tabela 7).
Nas aliquotas enriquecidas, as 70 amostras resultaram positivas no Aptima Zika Virus

Assay. A relacdo S/CO média do analisado de cada um dos sete tipos de tubo variou entre
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31,90 e 34,20 com as percentagens do coeficiente de variacdo (%CVs) a variarem entre 3%
e 4% (Tabela 8). Nao se observou qualquer interferéncia dos anticoagulantes e do

dispositivo de colheita.

Tabela 7: Resultados do Aptima Zika Virus Assay em amostras ndo enriquecidas de plasma e soro colhidas

em diversos tipos de tubo

Tubo de S/COdo IC S/CO do analisado
) N #P %P , :
colheita Média DP cv Média DP cVv
K2EDTA 10 0 0% 1,89 0,06 3% 0,00 0,01 N/D
K3EDTA 10 0 0% 1,87 0,04 2% 0,00 0,00 N/D
ACD-A 10 0 0% 1,87 0,04 2% 0,00 0,00 N/D
PPT 10 0 0% 1,83 0,04 2% 0,00 0,00 N/D
NAC 10 0 0% 1,84 0,06 3% 0,00 0,00 N/D
Soro 10 0 0% 1,85 0,06 3% 0,00 0,00 N/D
SST 10 0 0% 1,90 0,05 3% 0,00 0,00 N/D

N = ndmero de espécimes; #P = nimero de positivos; %P = percentagem de positivos; IC = Controlo Interno;
S/CO = Relagao de sinal para “cutoff’; DP = Desvio padrédo; CV = Coeficiente de variagdo; N/D = n&o disponivel.

Tabela 8: Resultados do Aptima Zika Virus Assay em amostras enriquecidas de plasma e soro colhidas em

diversos tipos de tubo

Tubo de S/ICOdo IC S/CO do analisado
colheita N #P P Média DP Ccv Média DP CcVv
K2EDTA 10 10 100% 2,05 0,45 22% 32,77 1,23 4%
K3EDTA 10 10 100% 1,99 0,39 20% 32,63 0,82 3%
ACD-A 10 10 100% 1,88 0,44  23% 32,02 1,32 4%
PPT 10 10 100% 1,92 0,25 13% 32,32 1,24 4%
NAC 10 10 100% 1,91 0,50 26% 31,90 1,31 4%
Soro 10 10 100% 1,78 0,31 18% 34,20 1,34 4%
SST 10 10 100% 1,77 0,51 29% 32,52 1,32 4%

N = numero de espécimes; #P = nimero de positivos; %P = percentagem de positivos; IC = Controlo Interno;
S/CO = Relagao de sinal para “cutoff’; DP = Desvio padrédo; CV = Coeficiente de variagdo; N/D = nao disponivel.

Substancias interferentes em espécimes de urina

Para testar os efeitos dos metabolitos da urina, diluiu-se Controlo anormalmente alto com
analise urinaria do urobilinogénio KOVA-Trol | em meio de transporte de urina (UTM) em vez
de urina. Este material de controlo para analise urinaria a base de urina humana contém
substancias potencialmente interferentes, tais como proteinas (albumina), glucose, cetonas,
bilirrubina, glébulos vermelhos, nitritos, urobilinogénio e leucdcitos. Além disso, testou-se
urina com sangue total a uma concentragéo de 5% volume/volume. Nao se observou
qualquer interferéncia com qualquer uma das substancias, quando enriquecidas com ZIKV
até uma concentracao final de 18 cépias/ml ou nao enriquecidas com ZIKV, testadas no

Aptima Zika Virus Assay.
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Reatividade cruzada

Reatividade cruzada nos espécimes de sangue

Testaram-se outros patégenos sanguineos de espécimes de sangue quanto a reatividade
cruzada e interferéncia. A reatividade cruzada do Aptima Zika Virus Assay foi avaliada com
a realizacao de testes a espécimes clinicos de 10 pacientes com as seguintes infegcbes
viricas: Virus do dengue, virus da Hepatite A (HAV), virus da Hepatite B (HBV), virus da
Hepatite C(HCV), virus da Imunodeficiéncia Humana 1 e 2 (HIV-1/2), Parvovirus B19 e virus
do Nilo Ocidental (WNV). Foram igualmente testados espécimes de 10 individuos que
haviam recebido a vacina do HBV. Os espécimes foram obtidos a partir de uma fonte
comercial e caracterizados pelos vendedores através de métodos validados. Além disso,
procedeu-se a avaliagdo de plasma negativo agrupado enriquecido com o virus da Hepatite
E (HEV) numa concentragédo de 1 x 10° copias/ml e de plasma negativo agrupado
enriquecido com o virus Chikungunya numa concentragdo de 1 x 10° U/ml. Cada uma das
amostras acima descritas foi dividida em duas aliquotas. Uma aliquota foi utilizada para
fazer a avaliacdo da reatividade cruzada. A outra aliquota foi enriquecida com plasma
positivo para o ZIKV e utilizada como espécime artificial na avaliacao clinica. Para avaliar a
reatividade cruzada, as aliquotas das amostras de dadores com infegbes de origem natural
ou que haviam recebido a vacina do HBV foram testadas uma vez. As amostras
enriquecidas com HEV e Chikungunya foram testadas em réplicas de 10.

Os resultados do Aptima Zika Virus Assay foram negativos em todas as amostras. Nao se
observou qualquer reatividade cruzada nos espécimes provenientes de sujeitos infetados
com outros patdgenos sanguineos, nos espécimes provenientes de individuos que haviam
recebido as vacinas do HBV ou nos espécimes enriquecidos com virus. O potencial de
interferéncia foi testado com uma aliquota de cada espécime, enriquecida com ZIKV numa
concentragao de 18 coépias/ml, e todos os resultados foram positivos. Nao se observou
qualquer reatividade cruzada ou interferéncia nos espécimes com outros patégenos
sanguineos.

Testaram-se micro-organismos adicionais relativamente a reatividade cruzada e a
interferéncia. Utilizou-se plasma negativo para preparar espécimes enriquecidos com 1 x 10°
unidades formadoras de coldnias (CFU/mI) ou unidades formadoras de inclusdo por ml
(IFU/ml) com cada um dos seguintes micro-organismos: Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Corynebacterium diphtheriae, Propionibacterium acnes, Candida
albicans, Neisseria gonorrhoeae ou Chlamydia trachomatis. A reatividade cruzada foi testada
com espécimes nao enriquecidos com ZIKV e todos os resultados foram negativos.

O potencial de interferéncia microbiana foi testado com uma aliquota de cada espécime,
enriquecida com ZIKV numa concentracdo de 18 cépias/ml, e todos os resultados foram
positivos. Nao se observou qualquer reatividade cruzada ou interferéncia nos espécimes
com bactérias ou fungos.

Reatividade cruzada nos espécimes de urina

A reatividade cruzada e a interferéncia de micro-organismos na urina foram testadas para o
Aptima Zika Virus Assay. Utilizou-se urina negativa agrupada para preparar espécimes
enriquecidos com 1 x 10° unidades formadoras de colénias (CFU/mI) ou unidades
formadoras de inclus&o por ml (IFU/ml) com cada um dos seguintes micro-organismos:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, Chlamydia trachomatis (5 x 10° IFU/ml), Trichomonas vaginalis,
Mycoplasma genitalium, Gardnerella vaginalis, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus jensenii ou Proteus mirabilis (1 x 10° rRNA/mI). A reatividade cruzada foi
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testada com espécimes nao enriquecidos com ZIKV e todos os resultados foram negativos.
O potencial de interferéncia microbiana foi testado com uma aliquota de cada espécime,
enriquecida com ZIKV numa concentracdo de 18 cépias/ml, e todos os resultados foram
positivos. Nao se observou qualquer reatividade cruzada ou interferéncia nos espécimes
com tais micro-organismos.

Avaliacéo clinica

Avaliacdo clinica dos espécimes de sangue

Obtiveram-se vinte e seis (26) espécimes de plasma de trés fontes comerciais. Os

26 espécimes foram considerados pelos fornecedores como positivos para o virus ZIKV,
com base nos resultados do CDC TrioPlex Assay (dois fornecedores) ou num teste validado
de RT-PCR em tempo real. Os espécimes foram novamente analisados com um teste
validado de RT-PCR em tempo real diferente e 24 dos 26 espécimes confirmaram os
resultados positivos. Os dois espécimes que obtiveram resultado negativo na repeticdo da
analise sao considerados negativos para o resultado de referéncia na analise mostrada
abaixo. O Aptima Zika Virus Assay obteve resultados positivos nos 26 espécimes clinicos.
A Tabela 9 mostra os resultados dos 24 espécimes positivos de referéncia.

Tabela 9: Resultados dos 24 espécimes clinicos positivos para o ZIKV no Aptima Zika Virus Assay

Identificacdo

Resultado do

S/CO do

do espécime Pais de origem Ct/Cp de referéncia Aptima Aptima Assay
Assay
08847156 Coldmbia 34,14 Positivo 30,5
08847163 Colémbia 34,90 Positivo 31,3
08847229 Coldmbia 31,43 Positivo 31,3
08847260 Colémbia 32,75 Positivo 32,5
08847264 Coldmbia 36,32 Positivo 32,8
08847284 Colémbia 33,14 Positivo 32,5
08847325 Coldmbia 36,22 Positivo 31,2
08847716 Colémbia 31,76 Positivo 29,8
1043-TDS-0112 Republica Dominicana 31,80 Positivo 30,9
1043-TDS-0114 Republica Dominicana 35,20 Positivo 31,8
1043-TDS-0115 Republica Dominicana 24,74 Positivo 32,3
1043-TDS-0119 Republica Dominicana 30,69 Positivo 32,1
1043-TDS-0122 Republica Dominicana 35,05 Positivo 30,6
1043-TDS-0129 Republica Dominicana 37,24 Positivo 31,8
1043-TDS-0130 Republica Dominicana 34,23 Positivo 33,4
1043-TDS-0131 Republica Dominicana 29,66 Positivo 30,3
1043-TDS-0134 Republica Dominicana 37,30 Positivo 31,0
1043-TDS-0135 Republica Dominicana 34,07 Positivo 32,1
1043-TDS-0137 Republica Dominicana 29,54 Positivo 31,7
1043-TDS-0141 Republica Dominicana 30,71 Positivo 32,0
1043-TDS-0143 Republica Dominicana 28,73 Positivo 29,6
1043-TDS-0144 Republica Dominicana 34,19 Positivo 29,8
1043023924 Colémbia 34,69 Positivo 30,3
8798593 Colémbia 22,75 Positivo 31,7
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Preparou-se um total de 90 espécimes artificiais com a adigdo de plasma positivo para o
ZIKV em espécimes individuais de plasma com uma concentracdo de 18 copias/ml. Os
90 espécimes incluiam 10 espécimes individuais de plasma de pacientes positivos para o
Parvovirus B19, Dengue, HAV, HBV, HCV, HIV ou WNV; 10 espécimes de plasma de um
dador vacinado com HBV; e 10 espécimes de plasma de dadores normais.

Utilizou-se um total de 72 amostras individuais de plasma com espécimes negativos para o
ZIKV. Setenta (70) espécimes incluiam 10 espécimes individuais de plasma com as
seguintes caracteristicas: resultados positivos para anticorpos antinucleares, hemolisados
(hemoglobina elevada), ictéricos (bilirrubina elevada), lipémicos (lipidos elevados), mieloma
multiplo, artrite reumatdide ou lupus eritematoso sistémico. Foram igualmente incluidos dois
espécimes com resultados positivos no teste inicial de referéncia mas com resultados
negativos na repeticdo do teste. Estes dois espécimes obtiveram resultados positivos com o
Aptima Zika Virus Assay. A Tabela 10 resume os resultados da avaliagao clinica.

Tabela 10: Resultados da avaliagao clinica do Aptima Zika Virus Assay

Aptima Zika Virus Assay

Categoria do especime Ql:g;\tt;(?jzde ZIKV positivo  ZIKV negativo
Espécimes naturais positivos para o Zika 24 24 /24 0/24
Espécimes clinicos artificiais positivos para o Zika (3 x LoD) 90° 90/90 0/90
Espécimes clinicos previstos negativos para o virus Zika 72° 2172 70/72

Percentagem de concordéancia positiva

100% (114 / 114)
IC de 95%: 96,7% a 100%

Percentagem de concordancia negativa

97,2% (70 / 72)°
IC de 95%: 90,4 a 99,2%

IC = intervalo de confianca.

? Inclui as aliquotas enriquecidas com ZIKV dos 90 espécimes de plasma avaliados nos estudos da interferéncia.
® Inclui duas amostras do paciente com resultado positivo no teste inicial de referéncia e resultado negativo na repeticdo do
teste com um método PCR alternativo e que foram consideradas falsas positivas.

Avaliacdo clinica dos espécimes de urina

Obtiveram-se dez (10) espécimes combinados (espécimes combinados de plasma/soro/urina
colhidos em 10 pacientes sintomaticos) de uma fonte comercial. Os 10 pacientes sintomaticos

foram considerados pelo fornecedor como positivos para o virus ZIKV, com base nos

resultados dos espécimes séricos testados com um teste validado de RT-PCR em tempo real.

Os espécimes de urina foram processados antes do teste. Os dez espécimes de urina

processados foram testados em conjunto com amostras de plasma e soro de cada um dos
10 pacientes no Aptima Zika Virus Assay. Todos os espécimes obtiveram resultados positivos

apos os testes iniciais. A Tabela 11 mostra os resultados dos 10 espécimes combinados.

Tabela 11: Resultados dos 10 espécimes clinicos combinados positivos para o ZIKV no Aptima Zika Virus Assay

Identificacdo  Pais de

Cp de Plasma Soro Urina processada

. . ) referéncia
do espécime origem

(Soro) Resultado S/CO Resultado S/CO Resultado S/CO

Republica

1043-TDS-0159 o 36,31 Positivo 33,1 Positivo 31,7 Positivo 32,9
Dominicana

1043-TDS-0163 | epublica 32,54 Positivo 33,4 Positivo 33,4 Positivo 17,0
Dominicana

1043-TDs-0165  <epublica 40,38 328  Positvo 326  Posivo 337
Dominicana

Aptima Zika Virus Assay
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Tabela 11: Resultados dos 10 espécimes clinicos combinados positivos para 0 ZIKV no Aptima Zika Virus Assay

e N . Cp de Plasma Soro Urina processada
Identificacdo  Pais de refeFr)éncia P
do espécime  origem (Soro) Resultado S/CO Resultado S/CO Resultado S/CO
1043-TDS-0173 ~ epublica 33,15 Positivo 326  Posivo 328  Posiivo 34,1
Dominicana
1043-TDS-0206 ~ Xepublica 36,62 Positivo 31,6 Positivo 30,8 Positivo 32,4
Dominicana
1043-TDS-0221 ~ epublica 38,11 Positivo 17,8 Positivo 33,5 Positivo 32,8
Dominicana
1043-TDS-0223 epublica 32,50 Positivo 34,0 Positivo 33,4 Positivo 31,9
Dominicana
1043-TDS-0224 ~ Republica 31,81 Positivo 33,8 Positivo 31,6 Positivo 33,6
Dominicana
1043-TDS-0230 _epublica 30,51 Positivo 33,8 Positivo 33,7 Positivo 34,7
Dominicana
1043-TDS-0231 ~ epublica 35,63 Positivo 31,6  Posivo 338  Posiivo 344
Dominicana

Preparou-se um total de 99 espécimes artificiais de urina enriquecidos com plasma positivo
para o ZIKV em espécimes individuais de urina: 33 espécimes foram enriquecidos com uma
concentragdo de 20 cépias/ml, 33 espécimes foram enriquecidos com uma concentragao de
36 coépias/ml e 33 espécimes foram enriquecidos com uma concentracdo de 100 copias/ml.
Cada espécime de urina enriquecido foi processado com o Aptima Zika Virus Assay antes
dos testes. Todos os espécimes artificiais de urina processados obtiveram um resultado
positivo.

Utilizou-se um total de 123 espécimes individuais de urina com espécimes negativos para o
RNA do ZIKV. Destes, 87 espécimes de urina foram colhidos junto de uma populagao
normal: 36 espécimes individuais de urina feminina foram colhidos junto de uma populagéo
de pacientes (7 pacientes com cancro da mama, 6 pacientes com doenga renal crénica,

6 pacientes com lupus eritematoso sistémico, 4 pacientes com pneumonia, 8 pacientes com
diabetes e 5 pacientes com infecédo do trato urinario). Cada espécime de urina foi
processado com o Aptima Zika Virus Assay antes dos testes. Todos os espécimes obtiveram
um resultado negativo. A Tabela 12 resume os resultados da avaliagéo clinica.

Tabela 12: Resultados da avaliagdo clinica dos espécimes de urina processados

Aptima Zika Virus Assay

Categoria do especime Qli:g:;%ide ZIKV positivo ZIKV negativo
Espécimes naturais positivos para o Zika 10 10/10 0/10
Espécimes clinicos artificiais positivos para o Zika 929 99/99 0/99
Espécimes clinicos previstos negativos para o virus Zika 123 0/123 123/123

100% (109/109)

Percentagem de concordancia positiva IC de 95%: 96,6% a 100%

100% (123/123)

Percentagem de concordéancia negativa IC de 95%: 97.0% a 100%

IC = intervalo de confianca.
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