PLATELIA™ DENGUE NS1 AG
96 TESTES 72830

DETECCAO QUALITATIVA OU SEMI-QUANTITATIVA
DO ANTIGENO NS1 DO ViRUS DA DENGUE NO

SORO OU PLASMA HUMANO, PELO METODO
IMUNOENZIMATICO
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Sempre verifique se a versdo da Instrugdo de Uso constante no rétulo externo
A do seu produto corresponde ao documento obtido no enderecgo eletrénico
http://www.bio-rad.com/pt-br/clinical-diagnostics/support.

Para obter a Instrugdo de Uso em formato impresso, entre em contato com a Bio-Rad:
brz_bulas@bio-rad.com.
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1- INTERESSE CLiNICO

A dengue é uma doenga endémica presente em todas as zonas tropicais e
subtropicais do mundo. E considerada como a mais importante das
arboviroses em termos de morbilidade, mortalidade e impacto sécio-
econdmico. A prevaléncia global da dengue aumentou dramaticamente nos
ultimos anos e a doenca é atualmente endémica em mais de 100 paises,
onde afeta potencialmente 40% da populagdo mundial. A Organizagédo
Mundial de Saude calcula que, em cada ano, entre 50 e 100 milhdes de casos
de infeccdo pelo virus da dengue venham a dar origem a um ndmero entre
250.000 e 500.000 de formas graves e 24.000 mortes.

O virus da dengue ¢ transmitido por mosquitos, pertencentes principalmente
as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus. Existem quatro sorotipos
distintos (DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4). A infecgcdo primaria pelo virus da
dengue provoca uma imunidade protetora definitiva em relagéo ao sorotipo
homologo, mas ndo confere mais que uma prote¢éo parcial e passageira
contra os outros trés sorotipos em caso de re-infecg¢éo (infeccao secundaria)
A infecg@o pelo virus da dengue pode revestir diferentes quadros clinicos,
desde a infecgdo assintomatica, a febre indiferenciada ou a classica dengue
febril, até formas mais graves como a dengue hemorragica e a dengue com
sindrome de choque, para as quais se observam taxas elevadas de
morbilidade e de mortalidade. A dengue caracteriza-se por uma febre durante
3 a 5 dias, dores de cabeca, dores musculares e articulares, rash cutaneo,
mas geralmente com um resultado favoravel para o doente. A dengue
hemorrégica e a dengue com sindrome de choque encontram-se sobretudo
em doentes anteriormente infectados pelo virus. Os sintomas séao
semelhantes aos da dengue febril, mas fazem-se acompanhar de um aumento
da permeabilidade vascular e sinais hemorragicos que levam a hipotensao,
hipovolemia, colapso vascular e morte do doente.

O principal desafio associado ao tratamento de doentes infectados é a rapidez
e a especificidade da detecgao do virus da dengue durante a fase aguda, de
forma a instituir um tratamento eficaz, o mais rapidamente possivel. O
isolamento e a identificagdo do virus ou a detec¢do de acido nucleico viral
permitem um diagnéstico precoce durante a fase febril, mas estes métodos
requerem um ambiente de laboratério especializado e ndo é possivel obter
resultados imediatos. A detecgéo de anticorpos especificos dirigidos contra o
virus da dengue é o método classicamente utilizado no controle de rotina.



No entanto, estes anticorpos surgem apenas apds o aparecimento dos
primeiros sintomas. Na infecgé@o primaria, os anticorpos de tipo IgM e IgG
elevam-se respectivamente cerca de 5 a 14 dias ap6s o aparecimento dos
primeiros sintomas. Na infec¢éo secundaria, as taxas de IgM s&o fracas ou até
indetectaveis, enquanto que as de IgG se elevam, 1 a 2 dias apds o
aparecimento dos sintomas, com taxas muito superiores as observadas
durante uma infecgé@o primaria. Mais recentemente, a detecgdo da proteina
viral ndo estrutural NS1 no soro de doentes foi descrita como um método
alternativo para diagnéstico precoce da infeccdo. O antigeno NS1 encontra-
se na circulagdo desde o primeiro até ao nono dia seguinte ao aparecimento
da febre, e as taxas observadas sdo comparaveis nas formas primarias e
secundarias de infecgéo.

PRINCIPIO DO TESTE

O teste Platelia™ Dengue NS1 Ag é um método imunoenzimatico em uma
fase, de tipo sandwich, em formato microplaca, para detecgé@o qualitativa ou
semi-quantitativa do antigeno NS1 do virus da dengue no soro ou plasma
humano. O testes utiliza anticorpos monoclonais de ratinho (AcM) para a
captura e a revelagéo.

As amostras de doentes e os controles sdo incubados diretamente e em
simultdneo com o conjugado, durante 90 minutos a 37°C, nos pogos da
microplaca sensibilizada pelos AcM. Em presenca do antigeno NS1 na
amostra, forma-se um complexo imune AcM - NS1 - AcM/peroxidase. Apds
as lavagens praticadas no final da incubagao, a presenga do complexo imune
é revelada por adigdo, em cada poco, de uma solucdo de revelacdo
enzimatica que induz o desenvolvimento de uma reagéo de coloragdo. Apos
30 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a reagdo enzimatica é
parada por adicdo de uma solugdo de &cido. A densidade o6ptica obtida a
450/620 nm ¢é proporcional a quantidade de antigeno NS1 presente na
amostra testada. A presenca do antigeno NS1 numa amostra individual é
determinada por comparagao da densidade optica lida nesta amostra e a
obtida no soro do valor de calibrador.



3- COMPOSICAO DO DISPOSITIVO

Etiquetagem Natureza dos reagentes Apresentacao
R1 | Microplate |Microplaca (pronta a utilizar): 12 tiras de 1
8 pocos sensibilizados por AcM anti-NS1,
em bolsas seladas no vacuo
R2 | Concentrate |Solucao de lavagem concentrada (20x):| 1x70 mL
d Washing |Tampao TRIS-NaCl (pH 7,4), 2% Tween®
Solution (20x)20. Conservante: < 1,5% ProClin™ 300
R3 Negative |Controle negativo: Soro humano negativo 1x1,0mL
Control |para o antigeno dengue NS1
Conservante: < 1,5% ProClin™ 300
R4 | Calibrator |Calibrador: Tampao TRIS-NaCl buffer (pH| 1x1,5mL
8,0), antigeno dengue NS1, soro de
albumina de bovino, glicerol, E102, E122
Conservante: < 1,5% ProClin™ 300
R5 Positive |Controle positivo: Tampao TRIS-NaCl 1x1,0mL
Control (pH 8,0), antigeno dengue NS1,
soro de albumina de bovino, glicerol,
E102, E122
Conservante: < 1,5% ProClin™ 300
R6 | Conjugate |Conjugado (50x): AcM anti-NS1 ligado a 1x0,5mL
(50x) peroxidase
Conservante: < 1,5% ProClin™ 300
R7 Diluent |Diluente (pronto a utilizar): Tampao 1x22mL
fosfato, Tween® 20, soro de vitelo fetal
Conservante: < 1,5% ProClin™ 300
R9 | Chromogen |[Cromégeno (pronto para utilizagcao): 1x28mL
T™MB 3,3,5,5" tetrametilbenzidina (< 0,1%),
H,0, (<1%)
R10 | Stopping [Solucao de paragem (pronta a utilizar): 1x28 mL
Solution  |Acido sulfarico 1N
Fita adesiva 4

Para informagdes sobre as condicdes de conservacgdo e prazos de
expiracdo dos reagentes é favor consultar as indicagdes incluidas na
embalagem.
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4- PRECAUCOES DE UTILIZACAO

A qualidade dos resultados depende do cumprimento das seguintes Boas

Praticas de Laboratério:

¢ Nao utilizar reagentes cujo prazo de validade tenha terminado.

e Nao misturar nem associar, numa mesma série, reagentes provenientes
de dispositivos que ostentem nimeros de lote diferentes.

OBSERVAGAQO: Para a solugio de lavagem (R2, identificacdo da etiqueta:
20x cor verde), Cromoégeno (R9, identificacdo da etiqueta: TMB cor
turquesa) e solucao de paragem (R10, identificacdo da etiqueta: 1N cor
vermelha), € possivel utilizar outros lotes para além dos incluidos no Kkit,
desde que estes reagentes sejam estritamente equivalentes e o mesmo
lote seja utilizado dentro da mesma ocorréncia de teste.

OBSERVAGAO: Nio € possivel usar o diluente (R7) provenientes de
outros lotes.

OBSERVAGAO: Para além disso, a solucéo de lavagem (R2, identificacdo
do rdtulo : cor verde 20x) pode ser misturada com as outras 2 solucées
de lavagem incluidas nos kits de reagentes Bio-Rad (R2, identificacbes
dos rétulo: cor azul 10x ou cor laranja 10x) quando adequadamente
reconstituidas, desde que apenas uma mistura seja utilizada num
determinado ensaio.

¢ Antes da utilizagdo, aguardar até que os reagentes atinjam a temperatura
ambiente (+18-30°C).

¢ Reconstituir ou diluir cuidadosamente os reagentes, evitando qualquer
contaminagéo.

¢ Néao efetuar o teste em presenca de vapores reativos (acidos, alcalinos,
aldeidos) ou de poeiras que possam alterar a atividade enzimatica do
conjugado.

o Utilizar recipientes em vidro perfeitamente lavados e enxaguados com agua
destilada ou, de preferéncia, material descartavel.

e Nao deixar secar a placa entre o final das lavagens e a distribuicdo dos
reagentes.

¢ A reacdo enzimatica € muito sensivel a todos os metais ou ions metélicos.
Por conseguinte, nenhum elemento metalico devera entrar em contato
com as diferentes solugdes que contém o conjugado ou a solucao
substrato.

¢ A solugéo de cromoégeno (R9) deve ser incolor. A presenca de uma cor azul
indica que o reagente ndo pode ser utilizado, devendo este ser substituido.

e Utilizar uma ponta de distribui¢do nova para cada soro.



A lavagem dos pocos € uma etapa essencial da manipulagéo: respeitar o
nimero de ciclos de lavagem prescritos e assegurar que todos os pogos
sdo completamente cheios e depois esvaziados. Uma lavagem deficiente
pode dar origem a resultados incorretos.

Nunca utilizar o mesmo recipiente para distribuir o conjugado e a solucdo
de revelagao.

Verificar a exatidao das pipetas e o bom funcionamento dos aparelhos
utilizados.

N&o alterar o modo de procedimento.

INSTRUGOES DE HIGIENE E SEGURANCA

Os materiais de origem humana utilizados na preparagéo dos reagentes
foram testados e comprovados como néo reativos em antigeno de
superficie em relagdo ao virus da hepatite B (Ag HBs), em anticorpos
dirigidos contra o virus da hepatite C (anti-HCV) e em anticorpos dirigidos
contra os virus de imundeficiéncia humana (anti-HIV1 e anti-HIV2). Pelo
fato de nenhum método poder garantir, de forma absoluta, a auséncia de
agentes infecciosos, estes reagentes de origem humana, bem como as
amostras dos doentes, deverdo ser considerados como potencialmente
infecciosos e, como tal, manipulados com as precaucdes habituais.
Considerar o material diretamente em contato com as amostras e os
reagentes de origem humana, bem como as solugdes de lavagem, como
produtos contaminados.

Usar luvas descartaveis na manipulagao dos reagentes.

Nao pipetar com a boca.

Evitar qualquer derramamento das amostras ou das solugcbes que as
contenham. As superficies atingidas deverdo ser lavadas com lixivia a uma
diluicdo de 10%. Se o liquido contaminante for um &cido, as superficies
contaminadas deverdo ser previamente neutralizadas com bicarbonato de
sédio e depois lavadas com lixivia e secas com papel absorvente. O
material utilizado para a limpeza devera ser eliminado em contentor
especialmente reservado a residuos contaminados.

As amostras de origem humana, bem como o material e os produtos
contaminados, deverdo ser eliminados apds descontaminagéo, seja por
imersdo, durante 30 minutos, em lixivia a concentracéo final de 5% de
hipocloreto de sédio, ou por esterilizagdo em autoclave a 121°C durante um
minimo de 2 horas.

A esterilizagdo em autoclave a 121°C, durante um minimo de uma hora, é o
melhor método para inactivar os virus HIV e o virus da hepatite B.

ATENCAO: Nio introduzir na autoclave solucées contendo
hipocloreto de sodio



e Evitar qualquer contato do tampao substrato, do cromdgeno e da
solucdo de paragem com a pele e as mucosas (risco de toxicidade,
irritacdes e queimaduras).

e A manipulagédo e eliminagdo dos produtos quimicos deverao processar-se
de acordo com as Boas Praticas de Laboratério.

, ‘ Atencao: Alguns reagentes contém ProClin™ 300 < 1,5%

R43: Pode causar sensibilizagdo em contato com a pele
S28-37: Apés contato com a pele, lavar imediata e
Xi - Iritante  @bundantemente com &gua e sabdo. Usar luvas adequadas.

5- COLETAS, PREPARACAO E CONSERVAGCAO DAS

AMOSTRAS

1. Os testes sé@o efetuados em amostras de soro ou amostras de plasma
recolhidas em EDTA, citrato ou heparina.

2. Respeitar as instrugées que se seguem quanto a coleta, tratamento e
conservagao destas amostras:

e Coleta as amostras de sangue segundo a pratica habitual.

e No caso das coletas em soro, deixar que o depdsito se forme
completamente, antes de centrifugar.

e Conservar os tubos fechados.

e Apos centrifugagdo, extrair o soro ou o plasma e conserva-lo em tubo
fechado.

e As amostras deverdo ser conservadas a +2-8°C, se os testes forem
realizados nas 24 horas seguintes.

® Se os testes ndo se realizarem no prazo de 24 horas ou se for necessario
transportar as amostras, estas deverdo ser preferencialmente
congeladas a —20°C (ou mais frio).

e Nao utilizar amostras que tenham sido submetidas a mais de trés ciclos
de congelagdo/descongelacdo. Antes de serem testadas, as amostras
deverdo ser cuidadosamente homogeneizadas apds descongelagédo
(vortex).

3. Os resultados ndo sao afetados por amostras que contenham 100 mg/l de
bilirrubina e amostras lipémicas contendo o equivalente a 36 g/l de trioleina
(triglicerido). Pode verificar-se um aumento da razdo de amostras negativas
com concentragdes em albumina de 90g/l ou em amostras hemolisadas
contendo 10mg/mL de hemoglobina.

4. Nao aquecer as amostras.

FUNCIONAMENTO

6.1. MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO
e Agitador tipo vortex.



Aparelho de leitura para microplacas (equipado com filtros
450/620 nm). (*)

Recipiente de banho-maria ou incubadora a seco para microplacas,
com termostato a 37+1°C. (%)

Sistema de lavagem manual, semi-automatico ou automatico para
microplacas. (*)

Contentor de residuos contaminados.

Hipocloreto de sédio (lixivia) e bicarbonato de sédio.

Agua destilada ou deionizada estéril.

Provetas graduadas a 25 mL, 50 mL, 100 mL e 1000 mL.

Luvas descartaveis.

Oculos de protecéo.

Papel absorvente.

Pipetas ou multipipetas, automaticas ou semi-automaticas, reguléveis ou
fixas, com capacidade de medicédo de 50 pL, 100 pL, 300 pL e 1000 pL.
Tubos descartaveis.

(*) Para obter informagdes mais precisas relativamente aos aparelhos
validados pelos nossos servigos técnicos é favor contactar-nos.

6.2. RECONSTITUICAO DOS REAGENTES

R1: Deixar estabilizar a temperatura ambiente (+18-30°C) antes de abrir
a bolsa. Colocar imediatamente na bolsa as tiras ndo utilizadas,
verificando se contém o dessecante. Voltar a fechar cuidadosamente a
bolsa e conserva-la a +2-8°C.

R2: Dilua 1/20 de solugao de lavagem R2 em agua destilada: por
exemplo 50 mL de R2 e 950 mL de agua destilada para obter a solugédo
de lavagem pronta para utilizacdo. Se lavar manualmente, prepare
350 mL de solugéo de lavagem diluida para uma placa de 12 tiras.
R6+R7: O conjugado (R6) é apresentado sob a forma liquida, 50 vezes
concentrado. Homogeneizar antes de utilizar. Diluir a 1/50 com o diluente
(R7). Para uma tira, diluir 20 yL de R6 gsp. 1,0 mL de R7. Multiplicar os
volumes por 12, para uma placa completa.

6.3. CONSERVAGCAO DOS REAGENTES ABERTOS E/OU

RECONSTITUIDOS

O kit deve ser armazenado a uma temperatura entre +2°C e +8°C. Quando
o kit é armazenado entre +2°C e +8°C antes de ser aberto, cada
componente pode ser utilizado até a data de validade indicada na etiqueta
externa do kit.

R1: Apds a abertura, as tiras conservadas na bolsa devidamente
fechada mantém-se estaveis durante 6 semanas a +2-8°C (verificar se
contém o dessecante).



R2: Uma vez diluida, a solucdo de lavagem pode ser guardada durante
2 semanas a uma temperatura entre +2°C e +30°C. A solugé@o de lavagem
concentrada armazenada a uma temperatura entre +2°C e +30°C, na
auséncia de contaminacéo, € estavel até a data de validade indicada na
etiqueta.

R6+R7: Apods diluicdo, a solugédo reconstituida mantém-se estavel
durante 8 horas a temperatura ambiente. (+18-30°C).

R3, R4, R5, R6, R7, R10: Apds a abertura e na auséncia de
contaminagdo, os reagentes conservados a +2-8°C mantém-se
estaveis até ao termo do prazo de validade indicado na etiqueta.

R9: Uma vez aberto e sem qualquer contaminacao, o reagente
armazenado a uma temperatura entre +2°C e +8°C é estavel durante 8
semanas .

6.4. PROCEDIMENTO

Seguir estritamente o protocolo descrito.

Antes de utilizar, aguardar até que todos os reagentes atinjam a
temperatura ambiente (+18-30°C).

Utilizar um controle negativo (R3), dois calibradores (R4) e um controle
positivo (R5) em cada série, para validar os resultados da quantificagéo.

1.

IO TmOoOoO W >

2.

3.

Estabelecer cuidadosamente o plano de distribuicéo e identificagcdo das
amostras de calibrador, controles e de doentes (S1, S2...) como indicado a
seguir:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

R3 |S5
R4 |S6
R4 |S7
R5 |S8
S1 [S9
S2 |S10
S3 [S11
S4 |S12

Retirar o suporte e as tiras (R1) da embalagem de protegao (ver
capitulo 6.2).

Seguir estritamente a sequéncia de distribuigdo descrita, depositando
sucessivamente nos pogos:

e 50pL de diluente (R7)

e 50uL de amostras (calibrador, controlos ou doentes)

e 100puL do conjugado diluido (R6+R7)




Nota: : A distribuicdo do diluente, das amostras e do conjugado pode ser
controlada visualmente nesta fase do protocolo. A adicao da amostra em
estado puro ao diluente traduz-se numa alteragcdo de cor, de amarelo para
laranja. A adicdo do conjugado traduz-se entdo numa alteracao de cor de
laranja para verde. Este controle pode ndo ser eficaz, caso se utilizem
amostras diluidas.

4. Cobrir a microplaca com uma fita adesiva, pressionando bem sobre toda a
superficie para assegurar a estanqueidade.

5. Incubar a microplaca em banho-maria ou numa incubadora seca a
37 + 1°C, durante 90 + 5 minutos.

6. Preparar a solucdo de lavagem diluida (R2) (ver capitulo 6.2).

7. No fim da incubagéo, retirar a fita adesiva, aspirar o conteido de todos
0s pogos para um contentor de residuos contaminados (contendo
hipocloreto de sédio). Lavar a microplaca 6 vezes com a solugdo de
lavagem (R2). Secar a placa por inversdo sobre uma folha de papel
absorvente.

Nota: E importante evitar qualquer derramamento dos reagentes
durante as fases de aspiracgo e de lavagem.

8. Num local escuro, distribua rapidamente em cada pogo 160 pL de
solucado de comoégeno (R9). Deixe a reagao ocorrer no escuro,
durante 30 minutos + 5 minutos a uma temperatura ambiente (entre
+18°C e +30°C). Néo utilize selante de placa adesivo durante esta
incubacgéao.

9. Pare a reagdo enzimatica adicionando 100 pL de solugédo de paragem
(R10) em cada pogo. Utilize a mesma sequéncia e proporgédo de
distribuicdo da solucéo de desenvolvimento.

10. Secar cuidadosamente a superficie inferior das placas. Proceder a leitura da
densidade o6ptica a 450/620 nm por meio de um leitor de placas, nos 30
minutos que se seguem a parada da reagdo (Conservar as tiras ao
abrigo da luz, antes de efetuar a leitura).

11. Antes da transcrigdo dos resultados, assegurar a concordancia entre os
dados de leitura e o plano de distribui¢céo e de identificacdo das placas e
das amostras.

7- CALCULO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

7.1. CALCULO DO VALOR DE "CUT-OFF"

O valor de "cut-off" (CO) corresponde ao valor médio das densidades
opticas das duplicagdes do Calibrador (R4).



7.2. CALCULO DA RAZAO DE AMOSTRAS

Os resultados s&o expressos sob a forma de uma razéo com a ajuda da férmula
seguinte, em que S é a densidade 6ptica (DO) obtida para a amostra:
¢ Razdo Amostra = S/CO

7.3. CONTROLE DE QUALIDADE
Para validar a manipulagao é necessario respeitar os critérios seguintes:
e Valor de densidade éptica:

- CO > 0,200

* Razbes:
- Razdo R3 < 0,40 (Razdo R3 = DOgs / CO)
- Razdo R5 > 1,50 (Razédo R5 = DOgs / CO)

Se estas especificagdes ndo forem respeitadas, efetuar de novo a
manipulagéo.

7.4. INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS
Consultar o quadro seguinte para a interpretagéo dos resultados.

Razéao Resultado Interpretacao
R < 0,50 Negativo |A amostra é considerada néo reactiva para o antigeno
NS1 do virus da dengue.
0,50 <R Equivoco |A amostra é considerada dubia quanto ao antigeno
<1,00 NS1 do virus da dengue.
R =1,00 Positivo |A amostra é considerada reativa para o antigeno NS1
do virus da dengue.

Observacdo: As densidades Opticas obtidas em amostras fortemente

reativas podem atingir a densidade dptica maxima susceptivel de ser lida pelo

espectrofotémetro.

7.5. EXPLICACAO DAS CAUSAS DE ERRO

A origem de reagdes ndo validadas ou ndo reprodutiveis esta, muitas

vezes, relacionada com as causas seguintes:

e Lavagem insuficiente das microplacas.

e Contaminacdo das amostras negativas por um soro ou um plasma
fortemente concentrado.

e Contaminagdo pontual da solugdo de revelagdo por agentes quimicos
oxidantes (lixivia,ions metdlicos ...).

e Contaminacgédo pontual da solugdo de paragem.
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DESEMPENHOS
8.1. SENSIBILIDADE - ESPECIFICIDADE

e Sensibilidade

A sensibilidade foi avaliada por analise retrospectiva de 177 soros de doentes
que sofriam de infec¢é@o aguda pelo virus da dengue, confirmada por RT-PCR.
Nesta populagdo, o teste Platelia™ Dengue NS1 Ag revelou ser positivo em
91% dos casos (intervalo de confianga a 95%: 85,8%-94,8%).
Comparativamente, a sensibilidade obtida com um teste comercializado
Dengue IgM EIA foi de 17,5%.

A sensibilidade era significativamente mais elevada na populagéo de amostras
negativas em IgG provenientes de infecgdes primarias (sensibilidade de
98,5%, n= 66) do que na de amostras positivas em IgG (sensibilidade de
85,6%), n=90) (Teste de %2, p=0,004).

Nao se observou qualquer diferenga significativa em funcdo do sorotipo de
virus da dengue responsavel (ver Quadro 1).

Quadro 1: Sensibilidade do teste Platelia™ Dengue NS1 Ag em fungéo do
sorotipo (n=177).

Sorotipo N° de soros _Sensibilidade do teste
Platelia™ Dengue NS1 Ag (IC 95%)
1 93 88,9% (85,8% - 94,8%)
2 31 87,1% (70,1% - 96,3%)
3 24 100,0% (85,6% - 100,0%)
4 29 93,3% (77,9% - 97,9%)

A precocidade do diagnéstico com a ajuda do teste Platelia™ Dengue
NS1 Ag foi estudada em soros de doentes para os quais a data de
aparecimento da febre estava documentada. As sensibilidades mais
elevadas sdo obtidas desde o aparecimento dos sinais clinicos e mantém-
se elevadas ao longo de todo o episodio febril (ver Quadro 2).



Quadro 2: Sensibilidade do teste Platelia™ Dengue NS1 Ag em fungéo do
aparecimento dos sinais clinicos (n=177).

Dias apés o Sensibilidade Sensibilidade do
aparecimento da |N° de soros| do teste Platelia™ |teste Dengue IgM
febre Dengue NS1 Ag EIA
0 10 100,0% 0,0%
1 33 87,8% 51%
2 40 92,5% 6,1%
3 20 95,0% 15,0%
4 27 96,3% 48,1%
5 19 52,6% 94,1%
=6 28 35,7% 100,0%

¢ Especificidade

A especificidade foi avaliada em 618 amostras, compreendendo 563 amostras

recolhidas em doadores de sangue e 55 amostras recolhidas em doentes
hospitalizados. Nao foi observado qualquer resultado positivo na populagédo

estudada, ou seja, a especificidade do teste é de 100,0% (intervalo de

confianca a 95%: 99,4% - 100,0%).

8.2. PRECISAO

¢ Precisao intra-ensaio (repetibilidade)

Para avaliar a repetibilidade intra-ensaio, uma amostra negativa e trés
amostras positivas foram testadas 30 vezes numa mesma série. A razdo
(S/CO) foi determinado para cada amostra testada. A média, o desvio
padréo (SD) e o coeficiente de variagao (%CV) para cada uma das quatro
amostras estdo indicados no Quadro 3.

Quadro 3: Precisao intra-ensaio.

e Amostra Amostra Amostra
N=30 . fracamente | medianamente | fortemente

negativa . s -

positiva positiva positiva

Razao da amostra (S/CO)

Média 0,10 1,32 3,79 6,24
SD 0,01 0,08 0,29 0,45
% CV 13,1 6,2 7,7 7,2




¢ Precisao inter-ensaios (reprodutibilidade)

Para avaliar a reprodutibilidade inter-ensaios, as quatro amostras (uma
negativa e trés positivas) fora individualmente testadas em duplicado, em duas
séries por dia, ao longo de um periodo total de vinte dias. A razao (S/CO) foi
determinada para cada amostra testada. A média, o desvio padréo (SD) e o
coeficiente de variagdo (%CV) para cada uma das quatro amostras sédo
indicados no Quadro 4.

Quadro 4: Precisdo inter-ensaios.

el Amostra Amostra Amostra
N=40 N fracamente | medianamente | fortemente

negativa " - -

positiva positiva positiva

Razdo de amostra (S/CO)

Média 0,10 1,17 3,85 6,20
SD 0,03 0,21 0,67 0,96
% CV 33,8 17,8 17,4 15,5

8.3. REATIVIDADE CRUZADA

Um painel de 38 soros contendo substancias potencialmente interferentes
foi testado com o teste Platelia™ Dengue NS1 Ag: anticorpos
antinucleares (n=10), fator reumatoéide (n=9), anticorpos heterdfilos (n=9),
soros de doentes atingidos com mieloma (n=10). Além disso, um painel
de 162 soros de doentes atingidos com outras doengas, que nao a
dengue (West Nile, febre amarela, CMV, HSV, VZV, etc...) foi igualmente
testado. As 200 amostras testadas revelaram-se todas negativas com o
teste Platelia™ Dengue NS1 Ag.

LIMITES DO TESTE

O diagnéstico de uma infecgéo recente pelo virus da dengue s6 podera
ser definitivamente estabelecido quando acompanhado de um conjunto
de dados clinicos e biolégicos. O resultado de um Unico teste nao
constitui, s6 por si, prova suficiente para o diagnéstico de uma infeccéo
recente.



10- CONTROLE DA QUALIDADE DE FABRICAGAO

Todos os produtos fabricados e comercializados pela empresa Bio-Rad sao
submetidos a um sistema de garantia de qualidade, desde a recepcao das
matérias primas até a comercializagdo do produto final. Cada lote do produto
final é objeto de um controle da qualidade, sendo comercializado apenas
quando em total conformidade com os critérios de aceitagdo. A
documentacao relativa a producé@o e controle de cada lote é arquivada pelo
fabricante.
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q3

(US) - CE marking (European directive 98/79/CE on in vitro diagnostic medical devices) \
(F) - Marquage CE (Directive européenne 98/79/CE relative aux dispositifs médicaux de diagnostic in vitro)
(E) - Marcado CE (Directiva europea 98/79/CE sobre productos sanitarios para diagnoéstico in vitro)

(U} - Marchiatura CE (Direttiva europea 98/79/CE relativa ai dispositivi medico-diagnostici in vitro)
(D) - CE Konformitatskennzeichnung (Europaische Richtlinie 98/79/EG tiber In-vitro-Diagnostika)
(P) - Marcagao CE (Directiva europeia 98/79/CE relativa aos dispositivos médicos de diagnéstico in vitro)

(S) - CE-markning (Europeiskt direktiv 98/79/EG om medicintekniska produkter fér in vitro-diagnostik)
(DK) - CE-maerkningen (Europa direktiv 98/79/EF om medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik)

(GR) - Xapakmpiopos CE (evpwmaikn 0dnyux 98/79/CE mepu in Vitro StaryvwoTikes laTpikes TuoKeves)
(PL) - CE oznaczenie (Dyrektywa unijna 98/79/CE dotyczaca produktéw medycznych do badan in vitro)

(LT) - CE Zenklas (Europos sajungos direktyva 98/79/CE dél in vitro diagnostikos medicinos prietaist)

(H) - CE jelzés (98/79/CE Eurdpai Iranyelv az in vitro orvosi diagnosztikai eszkézokra)

(EST) - CE méirgistus (Euroopa direktiiv 98/79/CE in vitro diagnostikameditsiiniseadmete kohta)

(SK) - GE oznatenie o zhode (Eurdpska direktiva 98/79/CE pre in vitro diagnostické zdravotnicke postupy)

(C2Z) - CE zna&ka (Evropska direktiva 98/79/CE o diagr tedcich in vitro)

(N) - CE-merking (EU-direktiv 98/79/CE om medisinsk utstyr til in vitro-diagnostikk)

(RO) - Marca CE (Directiva europeana 98/79/CE pentru dispozitive medicale de diagnostic in vitro)

(BG) - CE mapkuposka (Eponencka avpektusa 98/79/CE 3a MH BUTPO AMArHOCTUYHUTE MEAULIMHCKU U3AeNUs)

(US) - For in vitro diagnostic use (US) - Catalogue number

(F) - Pour diagnostic in vitro (F) - Référence catalogue

(E) - Paradiagndstico in vitro (E) - Ndmero de catalogo

m - Per uso diagnostico in vitro (U] - Numero di catalogo

(D) - In-vitro-Diagnostikum (D) - Bestellnummer

(P) - Para uso em diagnéstico in vitro (P) - Ndmero de catalogo

(S) - In vitro-diagnostik (S) - Katalognummer

(DK) - In vitro diagnose (DK) - Katalognummer

(GR) - I in vitro Suacyvworukn xpmom (GR) - Apubjios kaTakoyou

(PL) - Do stosowania in vitro (PL) - Numer katalogu

(LT) - in vitro diagnostikai (LT) - Katalogo numeris

(H) - Csak in vitro diagnosztikai alkalmazasra (H) - Cikkszam

(EST) - In vitro diagnostiliseks kasutamiseks (EST) - Katalooginumber

(SK) - Na diagnostiku in vitro (SK) - Katalogove &islo

(C2) - Pro diagnostiku in vitro (C2) - Katalogové &islo

(N) - Tilin vitro-diagnostikk (N) - Katalognummer

(RO) - Pentru diagnostic in vitro (RO) - Numar de catalog

(BG) -3a uH BUTPO ANarHoCTMKa (BG) - KaTanoxeH Homep

(US) - Manufacturer (US) - Authorised Representative
(F) - Fabricant (F) - Représentant agréé

(E) - Fabricante (E) - Representante autorizado
(U} - Produttore m - Distributore autorizzato
(D) - Hersteller (D) - Bevollméachtigter

(P) - Fabricante (P) - Representante Autorizado
(S) - Tillverkad av (S) - Auktoriserad representant
(DK) - Fremstillet af (DK) - Autoriseret repreesentant

(GR) - Efovriodomnpievos avrimpoowmos
(PL) - Upowazniony Przedstawiciel

(GR) - Kataokevaotns
(PL) - Producent

(LT) - Gamintojas (LT) - |galiotasis atstovas
(H) - Gyarts (H) - Meghatalmazott Képviseld

(EST) - Tootja (EST) - Volitatud esindaja

(SK) - Vyrobca (SK) - Autorizovany zastupca

(C2) - vyrobce (C2Z) - Zpinomocnény zastupce

(N) - Produsent (N) - Autorisert representant

(RO) - Producitor (RO) - Reprezentant autorizat

(BG) - MpoussoauTen (BG) - YnbaHoMoleH npeacTasuTen

(US) - Batch code (US) - Expiry date YYYY/MM/DD

(F) - Code du lot (F) - Date de peremption AAAA/MM/JJ
(E) - Cddigo de lote (E) - Estable hasta AAAA/MM/DD

m - Codice del lotto 0] - Da utilizzare prima del AAAA/MM/GG
(D) - Chargen-Bezeichnung (D) - Verwendbar bis JJJJ/MM/TT

(P) - Cddigo do lote (P) - Data de expiragdo AAAA/MM/DD

(S) - Batchnr (S) - Utgangsdatum AAAA/MM/DD

(DK) - Batchkoden (DK) - Anvendes for AAAA/MM/DD

(GR) - Kodikas Taprdas (GR) - Huepopnuia Anéns YYYY/MM/DD
(PL) - Numer serii (PL) - Data waznosci YYYY/MM/DD

(LT) - Serijos numeris (LT) - Galioja iki YYYY/MM/DD

(H) - Gyartasi szam (H) - Szavatossagi id6 EEEE/HH/NN

(EST) - Partii kood (EST) - Aegumistahtaeg AAAA/KK/PP

(SK) - Gislo sarze (SK) - Pouzitelné do RRRR/MM/DD

(C2) - Cislo sarze (C2) - Datum exspirace RRRR/MM/DD

(N) - Partikode (N) - Utlepsdato AAAA/MM/DD

(RO) - Numér de lot (RO) - Data expirarii AAAA/LL/ZZ.

(BG) -MapTuaeH Homep (BG) - Cpok Ha roaHOCT roanHa/meceu/aeH j
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(US) - Storage temperature limitation (US) - Consult Instruction for use \

(F) - Limites de températures de stockage (F) - Consulter le mode d'emploi
- Temperatura limite (E) - Consulte las instrucciones de uso
(U] - Limiti di temperatura di conservazione (U] - Consultare le istruzioni per uso
(D) - Lagertemperatur (D) - Siehe Gebrauchsanweisung
(P) - Limites de temperatura de armazenamento (P) - Consulte o folheto informativo
(S) - Temperaturbegréansning (S) - Se bruksanvisningen
(DK) - Temperaturbegraensning (DK) - Se instruktion fer brug
(GR) - Iepropuo ke (GR) - SupBovkevberte Tis odmyLes xpnoms
(PL) - Temperatura przechowywania (PL) - Sprawdz instrukcje
(LT) - Saugojimo temperatiriniai apribojimai (LT) - leskokite informacijos vartojimo instrukcijoje
(H) - Térolasi hémérsékleti hatérok (H) - Olvassa el a hasznélati utasftast
(EST) - Piirangud silitustemperatuurile (EST) - Kasutamisel vaata instruktsiooni
(SK) - Skladovacia teplota od do (SK) - Katalégové &islo
(C2) - Teplotni rozmezi od do (C2) - Viz névod k pouiti
(N) - Oppbevaringstemperatur (N) - Se bruksanvisninger
(RO) - Limitele de temperaturé la stocare (RO) - Consultati prospectul de utilizare
(BG) - TemnepaTypHu rpaHuuM Ha CbXpaHeHne (BG) - Bk MHCTpyKuMaTa 3a ynotpeba

(US) - The other languages which are required in conformity to the European Directive can be obtained from your local Bio-Rad
agent.

(F) - Les autres langues requises par la Directive Européenne sont disponibles auprés de votre représentant Bio-Rad local.

(E) - Los otros idiomas que se requieren para la conformidad de la Directiva Europea puede ser obtenida en su oficina
local Bio-Rad.

m - Le altre lingue che sono richieste in conformita con le Direttive Europee possono essere ottenute dal locale agente
Bio-Rad.

(D) - Die anderen Sprachen, die in Ubereinstimmung mit der europaischen IVD Direktive benétigt werden, erhalten Sie tiber
Ihre lokale Bio-Rad Niederlassung.

(P) - As restantes linguas, obrigatérias em conformidade com a Directiva Europeia, podem ser obtidas através da
subsidiaria Bio-Rad mais proxima de si.

(8) - Ovriga sprak som kravs i enlighet med EG-direktivet kan erhallas fran din lokala Bio-Rad-representant.
(DK) - De ovrige sprog som kraeves i henhold til EU direktiv kan fas ved henvendelse til den lokale Bio-Rad leverander.

(GR) - Tis VTONOLTTES YAOGOES TOV ATALTOUPTAL YL GULILOPE®IT TNV EVPOTALKT 0dMNYLL [LTOPELTE Vot TLs Tpopndevdeure
Q0 TOV TOTKO oas avTumpoowo Bio-Rad.

(PL) - Tlumaczenie w innych jezykach ktére sa wymagane w Dyrektywie Unijnej moze byé otrzymane od lokalnego przedstawiciela
firmy Bio-Rad.

(LT) - Vertimus, reikalingus pagal Europos sajungos direktyvos reikalavimus, j kitas kalbas galite gauti i$ vietinio Bio-Rad atstovo.

(H) - Aleirés az Eurépai Irényelv éltal elirt egyéb nyelveken hozzaférhets a Bio-Rad helyi kirendeltségeinél.

(EST) - Teised vastavalt Euroopa Direktiivile nutavad keeled on saadaval kohaliku Bio-Radi edasi

(SK) - Ostatné jazykové verzie, ktoré sii vyzadované v zhode s Eurdpskou direktivou, mozno obdrzat od vasho lokalneho zéstupcu
Bio-Rad.

(C2) - Dalsi jazykové verze vyzadované ve shodé s evropskou direktivou jsou k dispozici u lokalniho zastoupeni firmy Bio-Rad.
(N) - Ovrige sprak som kreves i henhold til EU-direktivet, fs fra din lokale Bio-Rad-representant.
(RO) - Alte traduceri cerute in conformitate cu Directiva Europeana se pot obtine de la Reprezentanta Bio-Rad locala.

(BG) - OCTaHanuTe e3uum, KOUTO Ce M3MCKBAT ChbriacHo EBponeiickata AMpeKTvBa, MOraT Aa Bu 6bAaT MpeaocTaseky oT
NIOKaNHWUA NpeacTasuTen Ha buo-Pas.
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