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1. Introdugdo

Em dezembro de 2019, uma nova doenga respiratéria aguda, designada de doenga por Coronavirus 2019 (COVID-19), foi identificada na China e
rapidamente se disseminou pelo mundo inteiro. O agente causador foi identificado como Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2
(SARS-CoV-2, pelo seu acronimo em inglés). Tal como o Coronavirus da SARS (SARS-CoV), este virus (anteriormente conhecido como 2019-nCov),
pertence ao género Betacoronavirus. Os coronavirus sdo virus de ARN de cadeia simples longa, encapsulados e com capacidade de infetar
humanos, assim como um largo espetro de outras espécies animais. Pensa-se que o SARS-CoV-2 tenha origem zoondtica, tendo-se
provavelmente disseminado a partir de grandes mercados de comércio de animais, através do contacto entre humanos e esses animais, na
cidade chinesa de Wuhan. A detegdo precoce do SARS-CoV-2 é vital para permitir o tratamento rdpido de pessoas infetadas e assim reduzir o
contagio e a disseminagdo do virus. A sintomatologia mais frequente da COVID-19 compreende a fadiga, febre e problemas nas vias respiratdrias
inferiores, tais como tosse seca e dispneia. Em casos mais graves, a infe¢do progride para pneumonia aguda, levando ao sindrome respiratério
agudo e perda de fungdo dos érgaos vitais, ameagando a vida do paciente. De acordo com o conhecimento atual, uma proporgao significativa
das infegGes é assintomatica ou com sintomas ligeiros.

2. Utilizagao prevista

O kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech é um teste molecular destinado a rapida detegdo qualitativa
dos acidos nucleicos do virus SARS-CoV-2, recolhidos, por zaragatoa, na nasofaringe ou na orofaringe. Um resultado positivo indica a presenca
de ARN de SARS-CoV-2, mas a correlagdo clinica da anamnese e outras informagdes de diagndstico sdo necessarias para determinar o estado de
infecdo do paciente. Um resultado negativo ndo impede a existéncia de infe¢do por SARS-CoV-2 e ndo deve ser adotado como Unico instrumento
para a decisdo de tratamento do paciente. A testagem deve ser executada por técnicos de laboratdrio especializados e qualificados, sobretudo
na técnica de PCR em tempo real e experiéncia em diagndstico in vitro.

3. Principio do ensaio

O kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech fornece o conjunto de reagentes, primers e sondas para a
detecdo qualitativa do genoma do SARS-CoV-2, através de PCR em tempo real (ver requisitos das especificagdes do equipamento na Sec¢do 6.).
Os genes da ARN polimerase dependente de RNA (RdRp) e da fosfoproteina de nucleocapside (N) foram previamente identificados como
marcadores altamente especificos para o SARS-CoV-2. Os primers e sondas do kit SARS-CoV-2 tém 100% de homologia com >95% das >5M
sequéncias do genoma disponiveis no banco de dados GISAID (novembro, 2021), incluindo identidade completa para as variantes Delta
(B.1.617.2) e Omicron (B.1.1.529). Por outro lado, o conjunto de primers e sonda foram desenhados especificamente para regides genémicas
dos genes RdRp e N de SARS-CoV-2 ndo apresentando homologia significativa com outros genomas nao relacionados, o que traduz a elevada
especificidade e sensibilidade de detegdo do teste, ja que evita a detegdo cruzada de outros organismos causadores de doengas respiratorias. O
controlo interno, incluido no kit, permite confirmar se a extragdo dos acidos nucleicos a partir de amostras bioldgicas humanas foi eficiente,
assim como permite detetar a presenca de inibidores de PCR que possam influenciar a reagdo de amplificagdo, entre outros. Adicionalmente, o
kit inclui dois controlos externos (controlo positivo fornecido em baixa concentragdo e controlo negativo), tal como descrito adiante. O controlo
positivo consiste em fragmentos de acidos nucleicos contendo as trés sequéncias alvo detetadas pelo kit (genes SARS-CoV-2 RdRp e N e gene RP
humano). A selegdo natural a que o SARS-CoV-2 esta sujeito implica que novas sequéncias do seu genoma viral possam vir a ser disponibilizadas
apos a criagao deste kit, o que reflete as estratégias de adaptagao adquiridas pelo SARS-CoV-2. Desta forma, a NZYtech revisita periodicamente
as sequéncias dos genes alvo do SARS-CoV-2 e, caso seja necessario, pode disponibilizar uma nova versado deste kit.

Neste kit, a determinagdo qualitativa de ARN viral é baseada na técnica de RT-PCR em tempo real, a qual constitui um método sensivel e fidedigno
para detetar com exatiddao o SARS-CoV-2. O principio do kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech, consiste
na utilizagdo do ARN viral isolado e purificado através de um sistema de extragdo (IVD), sendo o mesmo retro transcrito (RT) em ADNc e
posteriormente amplificado por PCR, numa Unica reagdo, através de trés conjuntos de primers /sonda altamente especificos e baseados no
principio TagMan®. Em alternativa, as amostras quando recolhidas num meio de transporte especifico (ver colheita e preparagdo da amostra na
Secgao 7.) podem ser usadas diretamente na reagdo de RT-PCR apds tratamento térmico. Na presenca de ARN viral, as sondas TagMan® ligam-
se especificamente a regides conservadas dos genes RdRp e N do SARS-CoV-2, que se encontram flanqueadas por dois pares de primers
igualmente especificos. Um terceiro conjunto de primers/sonda funciona como controlo interno, detetando uma sequéncia de acidos nucleicos
do gene humano RNAse P (RP), o que permite, deste modo, confirmar a eficacia do processo de extracdo do material bioldgico recolhido do
paciente. Adicionalmente, o controlo interno permite demonstrar se ocorreu ou ndo inibigdo da reagdo pela presenca de inibidores de PCR nas
amostras clinicas. Para permitir a identificagdo da amplificagdo dos trés alvos especificos em uma Unica reagdo, as sondas especificas para SARS-
CoV-2 e RNase P humana s3ao marcadas com fluoréforos emissores diferentes, FAM™ e JOE™, respetivamente. Assim, este kit consiste num
ensaio triplex em que no mesmo canal ético FAM sdo detetados dois alvos do SARS-CoV-2, possibilitando-se potenciar a robustez e sensibilidade
de detegdo do SARS-CoV-2. Além disso, estes conjuntos de primers/sondas sdo fornecidos em concentragdes otimizadas para garantir que a
amplificagdo do ARNm humano, mesmo quando presente em concentragdes extremamente altas, ndo limita a eficiéncia dos primers /sonda
especificos para o ARN viral SARS-CoV-2.

4. Descri¢ao do produto

O kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech fornece o conjunto de reagentes suficientes para realizar 96
reagOes de RT-PCR num Unico passo.



- VOLUME NUMERO DE TUBOS
COMPOSICAO DO KIT
(PORTUBO) | mD04831 | MD04832
SARS-CoV-2 MMix (RdRp & N) Mistura er_12|mat|ca NZYSupreme One-step RT-qPCR 1050 L 1 4
Master Mix
SARS-CoV-2 PPMix (RdRp & N) SARS-CoV-2 (genes RdRp & N)/ mistura de primers 205 L 1 4
/sondas RP
SARS-CoV-2 POS (RdRp & N) SARS-CoV-2 (genes RdRp & N )/ Controlo positivo RP 105 L 1 4
NTC Controlo negativo 105 pL 1 4

5. Armazenamento, conservagéo € manuseamento

O kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD é enviado refrigerado. Apos recegdo do kit, todos os componentes devem
ser imediatamente armazenados de -85 °C a -15 °C. Quando estdo a ser utilizados, os componentes do kit devem ser colocados prontamente no
congelador depois da sua utilizagdo, de forma a minimizar o tempo de exposi¢do a temperatura ambiente. Atender ainda a:

E aconselhavel reduzir o nimero dos ciclos de congelagdo/descongelacdo através do armazenamento de aliquotas com solugdes de
trabalho. Se apropriado, os componentes do kit podem ser aliquotados em volumes menores apds descongelagao.

O componente SARS-CoV-2 (RdRp & N genes)/RP mistura primers/sonda (SARS-CoV-2 PPMix, RdRp & N) deve ser armazenado num local
protegido da luz. Em particular, ndo expor o componente NZYSupreme One-step RT-qPCR Master Mix (SARS-CoV-2 MMix, RdRp & N)
diretamente a luz do sol depois de adicionar o componente SARS-CoV-2 (RdRp & N genes)/RP mistura primers /sonda (SARS-CoV-2 PPMix,
RdRp & N).

Contactar imediatamente a NZYtech se, ao receber o kit, a embalagem estiver danificada.

Tenha em atengdo a data de validade indicada na embalagem. A NZYtech ndo recomenda a utilizagdo do kit apds a data de validade. Nessa
altura, o kit deve ser descartado seguindo as instrugdes descritas na Secgao 8.2.

Materiais e instrumentos necessarios nao fornecidos

Equipamento de PCR em tempo real com dete¢do para os fluoréforos FAM™ e JOE™ (nos comprimentos de onda de emissdo de 520 e
555 nm, respetivamente). Ver na Secg¢do 11. os modelos dos equipamentos em que o kit foi validado.

Equipamento e consumiveis para isolar ARN viral das amostras clinicas.

Consumiveis de plastico livres de RNase/DNase: tubos de PCR, tiras, tampas, placas de 96 pogos e adesivos.

Pipetas e pontas de filtro de baixa retengdo (livres de RNase/Dnase).

Luvas descartdveis.

Agitador do tipo Vortex e centrifuga.

Agua DEPC (por favor contacte a NZYtech para adquirir o produto DEPC-treated water, referéncia MB43701).

7. Colheita e preparacdao da amostra

Diferentes fatores, tais como, o protocolo para a colheita de amostras bioldgicas das vias respiratérias (zaragatoas nasofaringeas ou orofaringeas,
ou expetoragdo), transporte da amostra, armazenamento e duragdo do tempo de processamento, sdo criticos para atingir os resultados 6timos.
As amostras recolhidas devem ser testadas o mais rapidamente possivel. As amostras que nao forem testadas num periodo de 24 horas devem
ser armazenadas de -85 °C a -15 °C. Além disso, devem ser transportadas e armazenadas a baixas temperaturas em concordancia com os
regulamentos de biosseguranca.

Amostras bioldgicas sujeitas a extra¢do de acidos nucleicos: o ARN ou acidos nucleicos totais, extraidos segundo um protocolo VD,
constituem o material inicial para o ensaio usando o kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech. Por
favor, assegure-se de que as amostras de ARN s3o adequadas em termos de pureza, concentragao e integridade dos acidos nucleicos. Um
valor de ~2 para a razdo entre a absorvéncia a 260 e a 280 nm (Azs0/250) € geralmente indicativo de ARN puro. Uma vez que o etanol é um
forte inibidor do PCR em tempo real, é necessario eliminar completamente este componente antes da eluigdo dos acidos nucleicos
aquando de processo de extragdo. O kit da NZYtech contém um controlo interno que tem como alvo o ARN humano co-purificado com o
ARN viral. O ARN humano é amplificado com o conjunto de primers/sonda do gene Rnase P (RP). A introdug¢&o do controlo interno é (til
da amostra.

Amostras bioldgicas usadas diretamente no protocolo de RT-PCR: as amostras nasofaringeas devem ser recolhidas usando zaragatoas
Greiner Bio-One (referéncia CM-FS913) e colocadas diretamente no meio de transporte e armazenamento VACUETTE®, Tubo de
estabilizagdo de virus Greiner Bio-One (referéncia 456161). Pipetar aliquotas de 50 pL de cada amostra, transferir para placas de PCR de
96 pogos que devem ser seladas e realizar imediatamente um passo de tratamento térmico a 95 °C, durante 5 minutos, usando um
termociclador com tampa aquecida. Alternativamente, pipetar aliquotas de 200 puL e proceder a sua inativagdo em tubos eppendorf de
1,5 mL usando um bloco de calor.

8. Adverténcias e precaugoes

Como em qualquer procedimento de testagem, as boas praticas de laboratdrio sdo essenciais. Siga cuidadosamente os procedimentos e
indicagOes fornecidas neste manual de forma a assegurar que o teste é feito corretamente. Qualquer alteragdo dos mesmos pode resultar na
falha do ensaio ou causar resultados erréneos. Devido a elevada sensibilidade do kit, deve ser dada especial atengdo aos reagentes e as misturas
de amplificagdo, de forma a manté-los livres de contaminagdes.

O protocolo de RT-PCR direto foi validado exclusivamente para amostras nasofaringeas transportadas e armazenadas no meio VACUETTE®, Tubo
de estabilizagdo de virus (Greiner Bio-One, referéncia 456161). Assim, o protocolo de RT-PCR direto do kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit,
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RdRp and N target genes, IVD n3o foi validado em amostras transportadas e armazenadas em meios de colheita do tipo “VTM/UTM” (que
incluem tiocianato de guanidina como agente inativante), pelo que recomendamos que utilize exclusivamente apenas o meio de transporte e
armazenamento referido acima. O uso de outros meios de transporte pode traduzir-se em resultados falso-negativos. Se outro meio de colheita
for usado, o kit deverd ser validado pelo utilizador usando amostras previamente caracterizadas (positivas e negativas).

8.1. Informacao de seguranca

Antes de utilizar o kit, por favor consulte a ficha de dados de segurancga (SDS) que esta disponivel no website da NZYtech (www.nzytech.com). A
detegdo do virus SARS-CoV-2 deve ser realizada somente por profissionais especializados com formagdo nos procedimentos técnicos e nas
normas de seguranga, em laboratdrios devidamente equipados. Os regulamentos internacionais e nacionais de biosseguranga de laboratdrios
devem ser seguidos em todas as circunstancias.

8.2. Manuseamento e procedimentos adequados

= Apenas para uso profissional de diagndstico in vitro.

= Nao utilizar este kit apds a data de validade.

= Nao utilizar os componentes do kit se a embalagem estiver danificada.

=  N&o misturar reagentes de diferentes lotes de produgao.

= Nao utilizar reagentes de outros fabricantes juntamente com os reagentes deste kit.

=  Devem ser usados consumiveis de pldstico e pipetas livres de ADNase/ARNase em todos os procedimentos.

=  Asdiferentes etapas relativas a preparagdo das amostras, preparagdo da reagdo e amplificagdo devem ser realizadas em diferentes zonas
de trabalho.

= O controlo positivo contém um elevado nimero de cdpias; deve ser aberto e processado longe das amostras e dos componentes do kit de
forma a evitar contaminagao cruzada.

= Utilizar sempre o NTC fornecido no kit.

= Em caso de utilizagdo do protocolo direto, recomenda-se que seja realizado um segundo controlo negativo utilizando a dgua DEPC
(NZYtech, referéncia MB43701) que sera adicionada as amostras a testar por RT-PCR direto.

= Nofinal de cada testagem, limpar as superficies das zonas de trabalho e equipamentos com solugdo desinfetante apropriada para remogao
de ADN/ARN.

=  Manusear as placas apds amplificagdo com cuidado e descarta-las imediatamente no final da testagem; as placas devem ser sempre
descartadas no contentor de riscos bioldgicos.

= As amostras bioldgicas devem ser manuseadas como sendo infeciosas e seguindo as precaugdes de biosseguranga adequadas.

=  Residuos de compostos quimicos e outras preparagdes sdo geralmente considerados residuos perigosos. O descarte deste tipo de residuos
esta regulado por leis nacionais e regionais.

=  Todos os resultados devem ser interpretados por um profissional de saiide no contexto do historial médico e sintomas do paciente.

= Este teste ndo pode excluir doengas causadas por outros patégenos.

=  Um resultado negativo para qualquer teste de PCR ndo exclui a possibilidade de infe¢do.

= Seguir boas praticas de laboratdrio, vestir roupa de protecdo, usar luvas permanentemente, éculos de protegdo e mascara. Ndo comer,
beber ou fumar na zona de trabalho.

9. Procedimentos de testagem

Por favor, leia cuidadosamente as instrugdes antes de realizar o ensaio. Tenha em atengdo que todos os passos de pipetagem e preparagdo da
placa devem ser feitos em gelo. Depois da placa estar selada, deve-se iniciar imediatamente o protocolo de RT-PCR em tempo real. Durante a
preparagdo das misturas de reagdo, a exposi¢do prolongada a temperatura ambiente pode levar a artefactos que reduzem a sensibilidade da
detegdo. Antes do ensaio, deve misturar gentilmente os tubos de reagao fornecidos, centrifugar por cinco segundos para recolher o contetdo
no fundo do tubo e colocar em gelo. Pipetar sempre o controlo positivo SARS-CoV-2 POS (RdRp & N) em ultimo lugar de forma a evitar
eventuais contaminagoes cruzadas.

9.1. Preparagao das reagoes de RT-PCR

1. Preparar uma mistura de reagdo RT-PCR com o volume suficiente para o nimero de testes SARS-CoV-2/Rnase P a realizar; adicionar 5% de
volume extra para compensar perdas durante a pipetagem. Proceda de acordo com a tabela seguinte, onde estao especificados os volumes para
1 ou n testes (em que n corresponde ao numero total de reagbes):

VOLUME 1 TESTE VOLUME n TESTES (")
COMPONENTE (L) +5% (uL)
SARS-CoV-2 Mmix 10 nx10,5
SARS-CoV-2 PPMix 2 nx21
VOLUME FINAL 12 nx12,6

(*) Para calcular o nimero total de reagbes necessdrias para cada ensaio, contabilize o nimero de amostras e mais duas para os controlos
negativo e positivo, respetivamente).

2. Pipete 12 pL da mistura reagdo RT-PCR para cada pogo de acordo com a configuracdo de testagem da placa de RT-PCR.

3. Para o controlo negativo, adicione 8 uL de NTC no pogo relativo ao controlo negativo, em substituicdo do ARN da amostra. O volume final
deve ser de 20 pL. Caso seja utilizado o protocolo de RT-PCR direto, devera ser incluido um segundo controlo negativo, adicionando 8 plL de agua
DEPC (NZYtech, referéncia MB43701) em substituicdo da amostra bioldgica n3o extraida.

4. a. Para as amostras bioldgicas extraidas, adicione 8 L de cada amostra de ARN nos pogos relativos ao ensaio SARS-CoV-2 (RdRp & N)/Rnase
P, de acordo com a configuragdo de testagem da placa. O volume final deve ser de 20 pL.




b. Para as amostras biolégicas ndo extraidas, apds tratamento térmico a 95 °C durante 5 minutos, adicione 4 L de cada amostra nos pogos
relativos ao ensaio SARS-CoV-2 (RdRp &N)/Rnase P, de acordo com a configuragdo de testagem da placa. A cada amostra adicione 4 uL de agua
DEPC (NZYtech, referéncia MB43701) para perfazer o volume final que deve ser de 20 pL. Ndo exceder o volume de 4 uL de amostra.

5. Para o controlo positivo, adicione 8 puL de SARS-CoV-2 POS (RdRp & N) no pogo relativo ao controlo positivo, em substituicdo do ARN da
amostra. O volume final deve ser de 20 pL.

6. Selar a placa contendo todas a reagdes com um revestimento adesivo apropriado antes de iniciar as etapas de RT-PCR em tempo real para
detecdo das sequéncias.

7. Colocar a placa no equipamento de PCR em tempo real e iniciar o protocolo de RT-PCR de acordo com a sec¢do seguinte.

9.2. Programagao do equipamento de PCR em tempo real

A tabela seguinte exemplifica o protocolo padronizado e otimizado para um determinado nimero de plataformas de PCR em tempo real. Estas
condigbes podem, contudo, ser adaptadas e validadas de forma a satisfazer protocolos especificos em alguns equipamentos.

Definigoes sugeridas para o protocolo RT-PCR

CICLOS TEMPERATURA TEMPO ETAPA
1 50°C 20 min Transcricao Reversa
1 95°C 2 min Ativacao da Polimerase
95°C 5s Desnaturacao
40 60 °C 30s Emparelhamento/Extens3o!*)

(*) Dependendo do instrumento de qPCR selecionar os canais de detegcdo adequados.

Corantes Fluorescentes dos genes alvo e Canais de Deteg¢ao

GENES ALVO CORANTES FLUORESCENTES CANAL DE DETECAO
SARS-CoV-2 FAM™ FAM
Rnase P JOE™ JOE ou VIC ou HEX

O kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech foi validado nos seguintes equipamentos de PCR em tempo
real: Applied Biosystems® 7500 FAST, Applied Biosystems® StepOnePlus, Roche LightCycler® 480 Instrument Il, Applied Biosystems® QuantStudio
6 Pro, Qiagen Rotor-Gene Q e Bio-Rad® CFX96™. Se pretender usar outro equipamento, o kit dever ser validado pelo utilizador usando amostras
previamente caracterizadas (positivas e negativas).

10. Analise de dados

10.1. Critérios de validagao

Antes de analisar os resultados das amostras, recomendamos que verifique se o teste de PCR em tempo real é valido. Assim, para cada placa,
confirme se os resultados obtidos para os controlos positivo e negativo estdo em acordo com os seguintes critérios:

Controlo positivo: as curvas de amplificacdo para FAM™ (SARS-CoV-2) e JOE™ (RP) s3o positivas. E expectavel que o controlo positivo origine
curvas de amplificagdo com Ct<28, para ambos canais, FAM e JOE. O ndo cumprimento deste critério de controlo de qualidade é uma forte
indicagcdo de que o ensaio foi comprometido.

Controlo negativo (reagdo sem ARN): nenhuma amplificagdo é detetada. Se o controlo negativo origina uma ou duas curvas de amplificagdo
(nos canais FAM e/ou JOE), podera ter ocorrido contaminagdo. Recomendamos que descontamine o laboratdrio, materiais e equipamento e que
repita o procedimento seguindo boas praticas de PCR em tempo real, utilizando um kit selado.

Se os controlos estdao de acordo com o esperado, o teste é considerado valido.
Por favor, proceda com a interpretagdo dos resultados das amostras testadas.

Se em algum dos controlos ndo foi obtido o resultado esperado, o ensaio foi comprometido ou executado incorretamente e deve ser
considerado invalido. Por favor, repita o teste.

Se o problema persistir, contacte o fabricante.

10.2. Interpretagao dos resultados

SARS-CoV-2 é detetado se a curva de amplificagdo do FAM™ ¢é sigmoide com Ct<35, independentemente do resultado obtido para o gene RP
(JOE™).

SARS-CoV-2 ndo é detetado se a curva do FAM™ ndo for positiva (Ct>35), enquanto o gene RP (JOE™) apresenta uma curva positiva sigmoide
com Ct<40.

O teste é invalido se as curvas de amplificagdo do SARS-CoV-2 e RP forem negativas. O teste deve ser repetido, procedendo-se a nova purificagdo
dos acidos nucleicos a partir da amostra.

A tabela seguinte resume a interpretagdo dos resultados principais (deve avaliar a forma das curvas de amplificacdo; apenas curvas de
amplificagdo sigmoides sdo indicativas de uma amplificagdo real).



RESULTADO SARS CO2 RESULTADO R? INTERPRETAGRO DOS RESULTADOS
+(Ct<35) +(Ct<40) SARS-CoV-2 detetado = POSITIVO
+(Ct<35) - (Ct>40) SARS-CoV-2 detetado = POSITIVO
- (Ct>35) + (Ct<40) SARS-CoV-2 ndo detetado - NEGATIVO
- (Ct>35) - (Ct>40) Teste invélido, repetir extragdo de ARN e teste

Nota 1: A NZYtech recomenda repetir a andlise para todas as amostras que apresentem uma curva ambigua ou atipica que néo permita uma
interpretagdo clara dos resultados.

Nota 2: A interpretagéo dos resultados deve ter em conta a possibilidade de resultados falsos negativos e falsos positivos.

=  Resultados falsos negativos podem ser causados por:
—  Recolha, manuseamento e/ou armazenamento incorretos das amostras.
—  Recolha da amostra fora da fase virémica/sintomatica.
—  Falha no seguimento dos procedimentos deste manual.
—  Utilizagdo de kits de extragdo ou plataformas de PCR em real time nao validadas.

= Resultados falsos positivos, podem ser causados por:
—  Manuseamento desadequado de amostras contendo elevadas concentragdes de ARN viral SARS-CoV-2 ou contaminagao cruzada com
o controlo positivo.
—  Manuseamento incorreto do tubo SARS-CoV-2 Pos.
—  Manuseamento incorreto do produto amplificado (placa pés amplificagdo).

Um resultado negativo ndo impede a infegdo por SARS-CoV-2 e ndo deve ser usado como Unico indicador para o tratamento ou outras decisdes
relativas ao paciente. Além disso, este teste ndo pode descartar doengas causadas por outros patogénicos bacterianos ou virais.

11. Avaliagcao de desempenho do teste

O desempenho do Kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech foi validado nos equipamentos de PCR em
tempo real Applied Biosystems® 7500 FAST, Roche LightCycler® 480 Instrument Il, Applied Biosystems® QuantStudio 6 Pro, Qiagen Rotor-Gene
Q e Bio-Rad® CFX96™ Real, tendo sido adicionalmente testado no equipamento Applied Biosystems® StepOnePlus. Se outro equipamento for
usado, o kit devera ser validado pelo utilizador usando amostras previamente caracterizadas (positivas e negativas).

11.1. Resultados esperados

Graficos de amplificagdo tipicos referentes a amostras clinicas contendo acidos nucleicos SARS-CoV-2 encontram-se apresentados na Figura 1.
Os dois casos representam exemplos de amostras clinicas apresentando cargas virais médias (A) e altas (B) do SARS-CoV-2. Em casos de cargas
virais muito altas de SARS-CoV-2 (ver Figura 1B), a curva do canal JOE, correspondente ao gene humano RNase P, pode estar ausente ou exibir
uma forma atipica.

A) B)
R wonr
SARS-CoV-2, RdRp & N genes P SARS-CoV-2, RdRp & N genes
(FAM™ dye) . (FAM™ dye)
o
Human Rnase P
(JOE™ dye)
S Human Rnase P
(JOE™ dye)

Figura 1. Dete¢do em simultaneo das sequéncias alvo SARS-CoV-2 (RdRp and N genes) e do gene humano da RNase P a partir de amostras
clinicas positiva (A) e muito positiva (B). Curva verde: dete¢do das sequéncias alvo de ARN viral SARS-CoV-2 (genes RdRp e N) através do canal
FAM; Curva azul: dete¢do do gene humano RNase P através do canal JOE.

11.2. Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica foi definida como a concentragdo mais baixa do analito que pode ser detetada com 95% de confianga. Para amostras
isoladas e purificadas através de um sistema de extragdo, este parametro foi avaliado através de ensaios com diferentes nimeros de cépias dos
acidos nucleicos do SARS-CoV-2 individualmente ou misturadas com ARN extraido de amostras negativas da orofaringe, usando 3 lotes de kit
diferentes e seguindo as condigOes de reagdo recomendadas. Os testes foram repetidos duas vezes por dia, durante 4 dias, produzindo 48
réplicas para cada concentra¢do de SARS-CoV-2 testada. A analise conjunta dos dados revelou que o kit deteta 0,15 c6pias/uL de ARN viral SARS-
CoV-2 com uma confianga 295%. Assim, a sensibilidade analitica do kit, expressa como o Limite de Detec&o (LoD), é de 0,15 cépias/uL ou de 150
cépias/mL. O LoD do kit foi confirmado por dois operadores diferentes usando 3 lotes de kit num ensaio de 48 testes, assegurando-se assim que
a sensibilidade analitica se mantém em diferentes condi¢Ges de testagem. A capacidade do Kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N
target genes, IVD da NZYtech para detetar diferentes cargas virais (de 5 x 106 até 5 copias por reagdo) é apresentada na Figura 2
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Figura 2. Sensibilidade do Kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdARp and N target genes, IVD. Curvas de amplificagdo (nimero de ciclos versus
fluorescéncia - ARN) de dilui¢Ges seriadas de 1:10 de ARN viral SARS-CoV-2, desde 5 x 106 copias até 5 copias por reagdo através do canal FAM.

NTC, controlo negativo.

Para as amostras ndo sujeitas a um protocolo prévio de extragdo de acidos nucleicos e simplesmente recolhidas no meio de colheita acima
referido, a sensibilidade analitica foi, numa primeira fase, avaliada comparando os valores de Ct de amostras clinicas sujeitas ou ndo ao processo
de extragdo. Assim, o ARN de 50 amostras clinicas anteriormente confirmadas como positivas foi extraido e utilizado para detegdo de SARS-CoV-
2 por comparagdo com o teste efetuado diretamente com a amostra ndo extraida, somente no meio de cultura. Do total das 50 amostras clinicas
positivas testadas (com o protocolo direto ou sujeitas a extragdo prévia) o Ct minimo observado foi 16,1 e o Ct maximo foi 34,9. Os resultados
indicaram que para a dete¢do de SARS-CoV-2 a diferenca média de Cts entre os dois procedimentos foi de 0,1. Esta proximidade de valores
sugere que o LoD ndo se altera quer a amostra seja ou ndo sujeita a um protocolo prévio de extragdo do ARN. Assim, o LoD do kit quando se
procedeu a detegdo sem extragdo prévia de acidos nucleicos foi reavaliado e confirmado por dois operadores diferentes num ensaio de 48 testes.
Os resultados confirmaram que o kit deteta 0,15 cdpias/uL de ARN viral SARS-CoV-2 com uma confianga >95%, quando ¢é utilizado no formato
de testagem direta.

11.3.Inclusividade, Reatividade Cruzada e Substancias Interferentes

A inclusividade e a reatividade cruzada do Kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR kit, genes RdRp e N, IVD, foram avaliadas por analise in silico em
comparagdo com patdgenos evolutivamente préximos do SARS-CoV-2 e com patdgenos que causam infe¢es com sintomas semelhantes,
respetivamente. Através da analise in silico, conclui-se que o ensaio permitiu detetar todas as estirpes do virus SARS-CoV-2. Por outro lado, ndo
foi demonstrada reatividade com espécies ndo relacionadas ao SARS-CoV-2.

Os ensaios in vitro para reatividade cruzada (exclusividade) foram realizados para confirmar que o kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp
and N target genes, IVD ndo reage com outros microrganismos colonizadores e patogénicos comumente encontrados em amostras clinicas
humanas. Este estudo foi realizado usando trés painéis comerciais de patdégenos respiratorios comercializados pela ZeptoMetrix, nomeadamente
o RP Multimarker Controls (# MDZ001), NATtrol ™ Respiratory Pathogen Panel-1 (# NATRPP-1) e NATtrol ™ RP Controls (# NATRPC-NNS). Esses
painéis incluem pesquisas de amostras representativas de verdadeiros espécimes clinicos humanos, incluindo Influenza A H3N2 (Brisbane /
10/07), Influenza A HIN1 (NYO2 / 2009), Rinovirus Tipo 1A, Adenovirus Tipo 3; Parainfluenza Tipo 1, Parainfluenza Tipo 2, Parainfluenza Tipo 3,
Parainfluenza Tipo 4, Metapneumovirus (Peru 6-2003), Chlamydophila pneumoniae (CWL-029), Mycoplasma pneumoniae (M-129),
Coxsackievirus (Tipo A1), Influenza A HIN1 ( A / New Cal / 20/99), Influenza A HIN1 (A / Singapore / 63/04), Influenza B (B / Florida / 02/06),
Virus Sincicial Respiratério A, Virus Sincicial Respiratério B (CH93 (18) - 18), Coronavirus (HKU-1 recombinante), Coronavirus (OC43), Coronavirus
(NL63), Coronavirus (229E), Bordetella pertussis (A639), Bordetella pertussis (A747), Bordetella holmesii (FO61), Legionella pneumophila
(Philadelphia) e Human Bocavirus. Quer a extragdo de todas as amostras quer os ensaios foram feitos em triplicado. Adicionalmente a analise in
silico, foi realizado o ensaio RT-PCR para o SARS-CoV-2 utilizando 4cidos nucleicos de microrganismos comuns do trato oral e respiratério,
incluindo Bacteroides ovatus, Bacteroides thetaiotaomicron, Burkholderia vietnamiensis, Dickeya dadantii, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium mageritense, Mycobacterium smegmatis, Nocardia nova, Pseudomonas mendocina,
Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptomyces avermitilis, Streptomyces albidoflavus. Os resultados
obtidos, utilizando-se trés lotes de diferentes deste kit, confirmaram que nenhum dos microrganismos testados interferiu no desempenho do
SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD ao originar uma amplificagdo de sinal detetavel quer fosse resultado falso positivo
ou um sinal inespecifico.

O impacto da potencial interferéncia de substancias encontradas em amostras de exsudado nasofaringeo na sensibilidade de detegdo viral pelo
kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD, foi avaliada num ensaio de substancias interferentes (tabela em baixo). Neste
estudo foram utilizadas amostras artificiais constituidas pelo virus SARS-CoV-2 inativado numa matriz de exsudado nasofaringeo negativo. As
amostras artificiais foram preparadas adicionando o virus na concentragdo 3x LoD a uma matriz clinica negativa tendo sido também preparada
uma amostra controlo sem virus. As substdncias potencialmente interferentes foram adicionadas as amostras artificiais em concentragdes que
representam os niveis mais elevados esperados em amostras respiratdrias artificiais com base na revisdo da literatura. Foi também incluido um
controlo negativo utilizando-se d4gua como substancia adicionada. Estes ensaios demonstraram que todas estas substancias nao interferem na
sensibilidade de detegdo do virus pelo SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech. Todas as experiéncias
realizaram-se no instrumento de PCR em tempo real Applied Biosystems® 7500 FAST.



POTENCIAL INTERFERENTE SUBSTANCIA ATIVA Fllc\lzll\.liliN;:/IAg:r?(A IS':JJIE(Z';E’\:}EQC(:{I\)
Agua do Mar isoténica (Rhinomer) Nacl 15% v/v N
Spray para a garganta, anestésico e analgésico oral (Strepfen) Flurbiprofeno 5% v/v N
Solugdo de lavagem nasal (Spray para alergias — Vibrocil) Propionato de Fluticasona 5% v/v N
Corticosteroides em spray nasal (Nasomet) Furoato de Mometasona 5% v/v N
Corticosteroides em spray nasal (Pulmicort) Budesonida 5% v/v N
Antimicrobiano, Sistémico (Trobex) Trobacina 10 pg/mL N
Solugdo bucal anti-inflamatdria, analgésica e anti-séptica (Pyralvex) | Extrato de Ruibardo e Acido salicilico 5% v/v N
Topico orofaringeo, antifliingico e Antimicrobiano (Daktarin) Nitrato de Miconazol 5 mg/mL N
Elixir Bucal Antisséptico (Eludril Gé) glls:;:tzt:ocljiecrlm:)i;\};z)r(::;r:ja(; 5% v/v N
Xarope Antitussico (Codipront) Codeina, Citrato de feniltoloxamina 5% v/v N
Sangue (humano) - 4% v/v N
Antiviral (Tamiflu) Oseltamivir 7,5 mg/mL N
Mucolitico (Mucosolvan) Cloridrato de ambroxol 5% v/v N
Solugdo gotas nasais (Nasarox) Cloridrato de Oximetazolina 10% v/v N
Antibidtico, pomada nasal (Bactroban) Mupirocina 5 mg/mL N
Saliva (humana) - 25% v/v N
Etanol absoluto Alcool 5% v/v N

11.4. Precisao

A precisdo do ensaio do kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech foi determinada pela testagem repetida
de 4cidos nucleicos SARS-CoV-2 representativos de duas cargas virais, 5 (1,67x LoD) e 150 (50x LoD) cépias por reacgdo (0,25 e 7,5 copias/uL),
individualmente ou misturadas com ARN extraido de amostras negativas da orofaringe, usando 3 lotes de kit diferentes e seguindo as condigdes
de reagdo tipicas. A precisdo foi expressa através da média de Cq, do coeficiente de variagdo Cq e da percentagem (%) de detegdo dos replicados,
conforme descrito de seguida para cada caso. Os dados sdo resumidos na tabela apresentada na pagina seguinte.

11.4.1. Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada pela analise de 36 réplicas para cada amostra (5 e 150 cdpias por reagdo), contabilizando um total de 72 testes
executados.

11.4.2. Reprodutibilidade diaria

A reprodutibilidade diaria foi avaliada pela andlise de 72 réplicas de cada amostra (5 e 150 cdpias por reagdo), durante 4 dias com 18 réplicas
por cada concentragdo por dia (num total de 144 ensaios).

11.4.3. Reprodutibilidade entre lotes

A reprodutibilidade entre lotes foi avaliada pela analise de 144 réplicas de cada amostra (5 e 150 cdpias por reagdo) usando 3 lotes diferentes
do kit com 48 réplicas por cada lote.

11.4.4. Reprodutibilidade entre operadores

A reprodutibilidade do operador foi avaliada pela testagem de 72 réplicas de cada amostra (5 e 150 cdpias por reagdo), por quatro operadores,
num total de 36 testes por operador (96 réplicas realizadas por amostra).

11.4.5. Reprodutibilidade entre equipamentos

A reprodutibilidade entre equipamentos foi avaliada pela testagem de 36 réplicas por cada amostra (5 e 150 cdpias por reagdo), em dois
equipamentos de PCR em tempo real diferentes (Applied Biosystems® 7500 e Applied Biosystems® StepOnePlus), num total de 72 testes por
equipamento e reag3o.

Precisao of kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech
SARS-CoV-2 (COPIAS/REAGAO)

VARIAVEL TESTADA

5 150

REPETIBILIDADE n 36 36
Média Cq 31,72 26,30

Coeficiente de Variagdo (%) 1,94 1,60

% Réplicas detetadas 100 100

REPRODUTIBILIDADE DIARIA n 72 72
Média Cq 31,42 26,13

Coeficiente de Variagdo (%) 1,50 1,55

% Réplicas detetadas 100 100




REPRODUTIBILIDADE ENTRE LOTES n 144 144

Média Cq 31,49 26,24
Coeficiente de Variagdo (%) 1,61 1,46
% Réplicas detetadas 100 100
REPRODUTIBILIDADE ENTRE n 72 72
OPERADORES Média Cq 31,45 26,21
Coeficiente de Variagdo (%) 1,41 1,61
% Réplicas detetadas 100 100
REPRODUTIBILIDADE ENTRE n 72 72
EQUIPAMENTOS Média Cq 31,81 26,46
Coeficiente de Variagdo (%) 1,61 1,35
% Réplicas detetadas 100 100

11.5. Avaliagao clinica

A avaliagdo do desempenho do kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech foi realizada a partir de amostras
de esfregaco nasofaringeo extraidas e foi levada a cabo em trés laboratdrios de testagem externos. No total, 340 amostras clinicas negativas e
386 amostras clinicas positivas foram testadas. Os resultados revelaram uma concordancia de 100% para as amostras positivas e negativas
analisadas. A avaliagdo do desempenho do kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD, foi também realizada a partir de
amostras de esfregago nasofaringeo ndo sujeitas a um protocolo prévio de extragdo de acidos nucleicos. No total, 104 amostras clinicas negativas
e 51 amostras clinicas positivas foram testadas. Os resultados revelaram uma concordancia de 100% para as amostras positivas e negativas
analisadas.

12. Controlo de qualidade

Todos os componentes do kit SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD da NZYtech foram testados seguindo os protocolos
descritos anteriormente. O sistema triplex de RT-PCR permite detetar as sequéncias alvo descritas para a identificagdo do ARN viral SARS-CoV-2
(gene RdRp) e do ARNm humano (gene RNase P, RP). Amplificagdes positivas foram observadas para os genes alvo, controlo positivo e controlos
internos através dos canais FAM e JOE, de acordo com os conjuntos de primers /sonda.

13. Apoio técnico
Para apoio técnico, por favor contactar por telefone a nossa equipa dedicada de apoio técnico: +351 213643514 ou através do correio eletrénico:
info@nzytech.com.

14. Marcas registadas e direitos de propriedade

Todas as marcas registadas que surgem neste manual sdo propriedade dos seus respetivos representantes.

15. Tabela de simbolos

Consultar instrugdes para
utilizagdo

Dispositivo de diagndstico
IVD médico in vitro

Usado por

LOT Cédigo do lote

Limite de temperatura W Suficiente para

\/
~
Manter fora do alcance da luz

. —
CONTROL |+ Controlo positivo / solar (mistura primer/sonda)

[
1
R E F Ndmero de catdlogo M Fabricante
J -
N
a

CONTROL - Controlo negativo
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16. Declaragdo de conformidade
Nome do produto: SARS-CoV-2 One-Step RT-PCR Kit, RdRp and N target genes, IVD
Numero de catalogo: MD04831/MD04832
Utilizagao: Detegdo qualitativa de SARS-CoV-2
Classificagdo: Outros (ndo abrangidos pelo Anexo Il ou ndo destinados ao auto-diagndstico) segundo a Diretiva 98/79/CE
Fabricante: NZYtech - Genes & Enzymes,
Estrada do Pago do Lumiar, Campus do Lumiar, Edificio E, R/C
1649-038, Lisboa
Portugal
No6s, NZYtech, Lda —Genes & Enzymes, declaramos que este produto, a que esta declaragdo de conformidade diz respeito, esta em conformidade

com as normas padrdo I1SO 9001:2015 e ISO 13485:2016, seguindo as disposi¢des da diretiva 98/79/EC e do regulamento (EU) 2017/746 aplicado
aos dispositivos médicos para diagndstico in vitro, transposta para as leis nacionais dos Estados Membros da Unido Europeia.

A ficha técnica do produto é mantida na NZYtech, Estrada do Pago do Lumiar, Campus do Lumiar - Edificio E, R/C, 1649-038 Lisboa, Portugal.

57

Joana Bras, PhD
Diretora Técnica
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