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Kit para a determinacdo qualitativa do gene N do
virus SARS-CoV-2 em saliva ou amostra nasofaringea.

Uso profissional. Nao automatizado.
Somente para uso diagnéstico in vitro.

LAMPCOV10: 10 testes
LAMPCOV25: 25 testes
LAMPCOV50: 50 testes
LAMPCOV100: 100 testes
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IMPORTANCIA CLINICA

0O virus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), agente
causador do novo coronavirus, gerou a pandemia que trouxe transtornos mundiais e, por
isso, é considerado um problema de satde publica global. O SARS-CoV-2, pertencente
ao género da familia Coronaviridae, é um retrovirus cujo material genético é composto
por uma Unica molécula de RNA positivo (RNA+). Todo o seu genoma contém menos de
30.000 nucleotideos. Sdo conhecidas aproximadamente 29 proteinas virais, sendo as
mais relevantes a proteina S e a proteina N, do nucleocapsideo viral.

0 periodo de incubagdo do SARS-CoV-2 é de 2 a 14 dias, sendo que na maioria das
pessoas os sintomas comegam em torno do quinto dia. Os casos leves representam 80%
dos infectados os quais tem sintomas por um ou dois dias. Aqueles que tem os sintomas
intensificados a partir do sétimo dia sdo considerados casos moderados. Em casos
graves, o virus pode comprometer os pulmdes provocando insuficiéncia respiratéria
grave, além de poder causar lesdes em outros 6rgdos, principalmente rins e figado.

A transmissdo do novo coronavirus ocorre por pessoas infectadas através de secrecdes
como saliva e secre¢des respiratérias ou de goticulas respiratérias expelidas quando a
pessoa tosse, espirra ou fala.

A pandemia demandou o desenvolvimento de novos testes para o diagnéstico da
doenca, particularmente testes rapidos que podem ser realizados em hospitais, clinicas
e laboratdrios com pouca estrutura laboratorial e com custo acessivel.

O PROTHERA LAMP COVID 19 é um teste para diagndstico in vitro qualitativo do
SARS-CoV-2 em amostras de saliva ou swab nasofaringeo de pessoas que comecaram a
apresentar os sintomas da Covid-19, monitoramento de pessoas que tiveram contato
com casos confirmados da doenca e monitoramento de ambientes fechados ou com
maior concentracdo de pessoas, como escritorios ou eventos presenciais.

PRINCiPIO DO METODO

O RNA serd extraido da amostra utilizando um kit de extracdo apropriado. Em seguida, a
amostra serd adicionada ao tubo contendo a mistura reacional, as enzimas e os primers
necessarios para a reacdo de transcricdo reversa, sintetizando o cDNA a partir da fita de RNA
que transformardo o RNA em cDNA, e para a reacdo de amplificagéo isotérmica, onde os
primers se anelardo em regides especificas da sequéncia do SARS CoV-2, se este estiver
presente na amostra. Ao final da reagdo, um reagente revelador serd adicionado ao tubo de
reacdo e, se a amostra for reagente para SARS CoV-2, o revelador intercalard no material
genético amplificado gerando uma cor amarelada; se a amostra for ndo reagente para SARS
CoV-2 a amostra reacional ficard com uma cor alaranjada.

APRESENTACAO DO KIT

LAMPCOV10: 10 testes

1. Microtubos contendo mistura reacional: 10 unidades
2. Solucdo reveladora: 1x 1 mL

3. Tubo de coleta para saliva: 10 unidades

4. Conjunto para coleta nasofaringea: 10 unidades

5. Instrugdes de uso

LAMPCOV25: 25 testes

1. Microtubos contendo mistura reacional: 25 unidades
2. Solucdo reveladora: 1x 1,5 mL

3. Tubo de coleta para saliva: 25 unidades

4. Conjunto para coleta nasofaringea: 25 unidades

5. Instrugdes de uso

LAMPCOV50: 50 testes

1. Microtubos contendo mistura reacional: 50 unidades
2. Solucdo reveladora: 1x 3 mL

3. Tubo de coleta para saliva: 50 unidades

4. Conjunto para coleta nasofaringea: 50 unidades

5. Instrugdes de uso

LAMPCOV100: 100 testes

1. Microtubos contendo mistura reacional: 100 unidades
2. Solucdo reveladora: 1x 6 mL

3. Tubo de coleta para saliva: 100 unidades

4. Conjunto para coleta nasofaringea: 100 unidades

5. Instrugdes de uso

MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO
a. Reagentes e materiais
« Kit de extracdo de RNA viral
« Ponteiras descartaveis para amostra
« Luvas descartaveis
« Agua destilada/autoclavada
« Controle positivo (amostra positiva confirmada, virus SARS-CoV-2 inativado
ou RNA sintético do virus SARS-CoV-2)

b.Equipamentos:
« Termociclador ou bloco de aquecimento
« Micropipeta ajustével 1- 2 pL

PREPARAGAO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES

a) Microtubos contendo mistura reacional: deve ser mantido congelado a temperatura de -
20 °C. Deve-se remover do congelador apenas a quantidade de tubos necessério de
acordo com o nimero de amostras. Os demais tubos devem ser mantidos a — 20 °C.

b) Solucdo reveladora: pode ser mantida refrigerada entre 2 e 8 °C ou congelada a — 20 °C.

0 reagente de revelacdo deve ser protegido de luz direta e de altas temperaturas. Caso
seja estocado em freezer, é necessério que ele seja mantido em temperatura ambiente
para descongelamento completo antes do uso. Apds descongelar, agitar o frasco para total
homogeneizacdo.

TRANSPORTE

O kit PROTHERA LAMP COVID 19 deve ser transportado refrigerado entre 2 a 8 °C no
intervalo méximo de 48 horas. Apés este periodo, o kit deve ser armazenado em freezer
(—20 °C). Notificar a Khayrés caso a embalagem chegue em temperatura ambiente.

AMOSTRAS
Swab da nasofaringe.
Saliva.

Armazenamento da amostra

E recomendado utilizar a amostra imediatamente apés a coleta. Caso isso ndo seja
possivel, conservar sob refrigeracdo por no méximo 5 dias.

Caso as amostras precisem ser transportadas por um periodo curto (algumas horas), isso
pode ser realizado em temperatura ambiente. No entanto, para periodos mais longos elas
devem ser refrigeradas. Nao congele a amostra coletada.

Apds a etapa de extragdo de RNA, o mesmo deve permanecer em freezer (— 20 °C) até o
momento do uso.

N&o é recomendado ciclos de congelamento e descongelamento de amostras de RNA,
por serem muito sensiveis e degradarem com facilidade. Caso seja necessario maior
tempo de armazenamento do RNA extraido, é recomendado que seja mantido em freezer
(—80°C).

A RT-LAMP foi padronizada utilizando um kit de extracdo de RNA viral comercial (Virus
RNA+DNA Preparation Kit — DPK115 — CELLCO). No entanto, outros kits e extragdes in house
de RNA podem ser utilizadas sem prejudicar a eficacia do PROTHERA LAMP COVID 19.

COLETA E PREPARO DA AMOSTRA

COLETA DA AMOSTRA DE NASOFARINGE

1. Introduzir o swab estéril na narina do paciente, paralelamente ao palato superior, até
sentir a resisténcia da parede posterior da nasofaringe.

2. Girar o swab por alguns segundos delicadamente.

3. Retirar o swab da cavidade nasal do paciente e repetir o processo na segunda narina.

4. Retirar o swab da cavidade nasal e coloca-lo imediatamente no tubo contendo o
tampado fornecido no kit.

COLETA DA AMOSTRA DE SALIVA

1. Escovar os dentes e permanecer em jejum de alimentos e liquidos por 30 minutos.

2. Coletar a saliva no tubo enviado junto com o kit, de acordo com o volume necessério
para o método de extragdo de RNA utilizado.

3. Armazenar a saliva em geladeira.

4. Remover a saliva da geladeira no momento da etapa de extracdo, de acordo com o
indicado pelo kit de extracdo de RNA utilizado.

PREPARO DA AMOSTRA

1. Proceder a etapa de extracdo de RNA de acordo com as instrucdes do kit utilizado.

2. Utilizar o RNA extraido imediatamente na reacdo de PROTHERA LAMP COVID 19 ou
estocar o RNA em freezer (— 20°C) até o momento do uso.

PROCEDIMENTO
1. Apds a extragdo do RNA, retirar os microtubos com a mistura reacional do congelador.
Fazer um movimento brusco para baixo em cada microtubo para assegurar que toda a
mistura reacional esteja contida no fundo do tubo.
2. Apliquar 1 uL de dgua autoclavada em um microtubo, fechar e nomear como controle
negativo.
3. Aplicar 1uL de RNA extraido em cada um dos demais microtubos.
4. Agitar vigorosamente e inserir os tubos no termociclador/bloco de aquecimento
conforme o protocolo a seguir:
a.37°C por 2 min
b. 65°C por 40 min
€. 95°C por 2 min
5. Apés a reacdo, retirar os tubos do termociclador/bloco e levar para o local de revelagéo.



REVELAGAO

1. Remover a solugdo reveladora do congelador ou geladeira deixar chegar a
temperatura ambiente.

2. Agitar o frasco para homogeneizar a solucdo reveladora.

3. Adicionar 1 gota do revelador em cada microtubo, fechar e agitar brevemente.

4. Dispor os tubos sob uma superficie e observar a coloragdo.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

NEGATIVO: surgimento de uma coloracdo alaranjada.

POSITIVO: surgimento de uma coloragdo amarelada.
OBS: Adicionalmente, pode ser utilizada uma lampada UVA (luz negra: 320 nm — 400 nm)
para observar a coloragdo. Nessa condi¢cdo a amostra POSITIVA apresentard uma
fluorescéncia.
A coloracdo pode ser comparada a foto da bula ilustrativa enviada com cada lote e/ou
com os controles positivo e negativo realizado pelo operador.

Atencdao para evitar contaminacao!

O PROTHERA LAMP COVID 19 deve ser realizado em 2 areas fisicamente separadas e

independentes para evitar contaminacdo, assim como material dedicado:

1. Extracdo e adicdo de amostras: drea onde ¢é realizado o preparo de amostra para
obtengdo do RNA e adicdo do RNA extraido a mistura reacional. Deve possuir
micropipeta (1 - 2 pL) dedicada e ponteiras descartaveis.

. Revelacdo: Local onde é realizada a abertura dos microtubos pés RT-LAMP para
adicdo do reagente de revelacéo. E estritamente recomendado que seja feita em
sala independente e que os materiais, como estante de microtubos, luvas e jaleco
sejam dedicados. Além disso, é recomendado que os materiais e o operador ndo
retornem para as salas de extracdo ou adicdo de amostra apés trabalhar nesta
area, sem a devida higienizacdo.

OBS: para higienizacdo dos materiais é necessario banho de solu¢do de hipoclorito de

sodio (alvejante) 10%. Jalecos devem ser lavados e luvas devem ser descartéveis.

N

CONTROLE DE QUALIDADE

Recomenda-se realizar um controle negativo (dgua autoclavada) e positivo (RNA extraido
do virus inativado COVID-19 ou uma amostra sabidamente positiva) em cada lote de
amostras para garantir que ndo ocorreu contaminagdo durante a realizacdo do teste que
poderia levar a um falso positivo ou falso negativo.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE CLINICAS

Para os estudos de sensibilidade e especificidade analitica, o PROTHERA LAMP COVID 19
foi testado usando um painel de virus inativado e amostras clinicas. Quando utilizado o
painel de virus inativado, os resultados mostraram que a sensibilidade do teste foi de
100% e a especificidade foi de 100%. Como amostras clinicas foram utilizadas salivas
coletadas de pacientes suspeitos (com e sem sintomas). A caracterizagdo das amostras
foi feita utilizando kit comercial de PCR em tempo real, tendo como alvo duas sequéncias
dos genes N e do gene RP como marcador interno. Foram avaliadas um total de 127
amostras de saliva, sendo 39 positivas para SARS-CoV-2 e 88 negativas. Os resultados
obtidos com o PROTHERA LAMP COVID 19 e com a técnica de PCR em tempo real, bem
como a sensibilidade e a especificidade encontradas sdo mostrados nas tabelas a seguir.
A sensibilidade encontrada foi de 85% e a especificidade é de 100%, o que estéd de acordo
com o observado na literatura ¢4,

Comparativo Covid 19 - ?CR em Tempo Real' Resultz?dos
Positivo Negativo Totais
PROTHERA LAMP | Positivo 33 0 33
COvID 19 Negativo 6 88 94
Resultados Totais 39 88 127

Sensibilidade 85%
Especificidade: 100%

Limite de deteccdo

Para o teste de limite de deteccdo analitica foram realizadas dilui¢des seriadas variando a
concentragdo de 1000 a 1 cépias do virus/pL (cultura celular da cepa Sars-Cov-2 inativado).
A seguir, procedeu-se com a extracdo do RNA e aplicacdo do PROTHERA LAMP COVID 19
sendo que o kit foi capaz de detectar amostras contendo a partir de 1 copia do virus/pL.

PRECISAO

Intra-ensaio:

Foram testadas 10 amostras de resultados conhecidos (6 ndo-reagentes e 4 reagentes) em
20 réplicas sob as mesmas condicdes. As amostras foram corretamente identificadas em
100% das vezes.

Inter-ensaio:

Foram testadas 10 amostras de resultados conhecidos (6 ndo-reagentes e 4 reagentes) em
20 réplicas sob condicbes diferentes (lotes, operadores e dias). As amostras foram
corretamente identificadas em 100% das vezes.

INTERFERENTES

Foram realizados testes com diferentes reagentes potencialmente interferentes (incluindo
medicamentos de venda livre) que poderiam influenciar na deteccdo do SARS-CoV-2 no
teste. Cada substancia foi testada em triplicata adicionando-as em amostras na auséncia
ou presenca de SARS-CoV-2. Foram avaliadas as seguintes substancias: mucina, sangue
humano, gel nasal, gotas nasais, spray nasal, spray para dor de garganta, pastilha para
garganta, medicamento antiviral, medicamento gripal, antibiético, pomada nasal,
medicamento para alergia, medicamento antiinflamatério, tabaco, dlcool, vitamina C,
alimento, creme dental, enxaguante bucal e cafeina.

Nenhuma interferéncia foi observada com as substancias avaliadas.

REACOES CRUZADAS

Para a avaliacdo de possiveis reacées cruzadas do produto, submetemos o kit a amostras
positivas para infeccdo por Adenovirus, Rhinovirus/Enterovirus, Virus Sincicial Respiratdrio
(VSR), MERS-CoV, Coronavirus OC43, Coronavirus 229E, Virus Parainfluenza Tipo 1, Tipo 2,
Tipo 3 e Tipo 4a, Influenza A H3N2, Influenza A HIN1 e Influenza B. Também foi avaliada a
reacdo cruzada com diferentes microrganismos agentes de doencas de alta prevaléncia e
flora normal ou patogénica que sdo razoavelmente provéveis de serem encontrados em
amostras clinicas: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila, Mycobacterium tuberculo-
sis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus salivarius,
Candida albicans.

Nenhuma reatividade cruzada foi observada com as doengas listadas acima.

LIMITACOES DE USO

O PROTHERA LAMP COVID 19 é um teste de triagem para determinar qualitativamente a
presenca do virus SARS-CoV-2 em amostras de saliva e swab. O valor quantitativo ndo pode
ser determinado com esse teste. A intensidade da cor ndo estd necessariamente relaciona-
da a concentragdo de virus na amostra.

O PROTHERA LAMP COVID 19 somente indicara a presenca de virus SARS-CoV-2 nas
amostras, ndo devendo ser usado como critério exclusivo para o diagndstico de infecgdo
por SARS-CoV-2. Como em todos os testes diagnésticos, os resultados devem ser interpre-
tados junto com outras informacdes clinicas disponiveis para 0 médico.

Se o resultado do teste for negativo e os sintomas clinicos persistirem, um teste adicional
apods alguns dias ou realizado com outros métodos clinicos é recomendado. Um resultado
negativo ndo exclui a possibilidade de infeccdo por SARS-CoV-2.

PRECAUCOES E ADVERTENCIAS

1. N&o utilizar os reagentes caso a embalagem de transporte esteja em temperatura
ambiente, e/ou caso os microtubos ou solugdo reveladora se encontre abertos ou
danificados. Neste caso, entre em contato com a Khayrés.

2. Todo material é destinado para ser utilizado por profissional treinado.

3. Limpar as areas de trabalho antes e ap6s o uso de cada lote de amostras, com alcool
70% e/ou solucdo de hipoclorito de sédio (alvejante) 10%.

4. Todo material de trabalho fornecido ou ndo (estantes, tubos, luvas, pipetas, ponteiras)
é exclusivo para cada area (extracdo e adicdo de amostras e revelacao) de acordo com
a necessidade.
5. E obrigatorio o uso de luvas descartaveis, dedicadas para cada uma das areas e
trocé-las apds o uso.
6. Usar ponteiras descartdveis e demais descartdveis — dedicadas para cada uma das
dreas, quando necessaria.
7. Micropipetas, quando necessdrias, dedicadas e higienizadas ao final do uso com alcool
70% e/ou solucdo de hipoclorito de sddio (alvejante) 10%.
8. Somente para uso diagnéstico in vitro.
9. N&o substituir componentes deste kit com o de outros fabricantes, nem usar
componentes de lotes e codigos diferentes.
10. N&o usar o kit apds a data de validade.
11. Ler cuidadosamente as instrucdes de uso antes de realizar o teste.
12. Ndo expor o kit a temperatura fora da recomendada, pois isto causara deterioragdo
irreversivel.
13. N&o usar o kit quando qualquer componente apresentar caracteristica visual em
desacordo com a especificada na FISPQ do produto.
14. Manipular os componentes mantendo os cuidados habituais de seguranca. Todas as
amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.
15. Descartar todo o material conforme a regulamentacao local (RDC n° 222 de 29/03/18
da ANVISA).
16. Conservar, manusear e descartar os materiais utilizando as Boas Praticas de
Laboratério (BPL).

AVISO IMPORTANTE

Considerando que os testes podem ser afetados por fatores ambientais e/ou erro do
usudrio e que os testes sdo realizados em ambiente fora do controle do fabricante, a
Khayrés ndo se responsabiliza por quaisquer implicacdes decorrentes direta ou indireta-
mente de resultados obtidos com o uso incorreto deste produto.
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