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1. Resumo e contextualizacao

A dermatofitose é uma infeccdo fungica superficial comum que afeta entre 20 e 25% da
populacdo mundial. Nos Ultimos anos, houve um crescimento no nimero de casos com
apresentagfes incomuns, atipicas e cronicas/recidivantes/recalcitrantes, resultando em
um problema de salde publica. Varios casos de onicomicose, tinea pedis e tinea
corporis, causadas pelos fungos Trichophyton rubrum e Trichophyton interdigitale/T.
mentagrophytes, resistentes a terbinafina foram relatados na Europa e na Asia, com alta
incidéncia na india. A terbinafina, um antifngico alilamina usado por via oral e tépica,
€ considerada uma droga de primeira linha na terapia de infeccdes dermatdfitas. A
resisténcia a terbinafina tem sido predominantemente atribuida as mutacdes pontuais
ndo sinbnimas (Leu:, Phe®*’) no gene SQLE, que codifica a esqualeno mono-
oxigenase. Atualmente, os testes laboratoriais de dermatofitose muitas vezes ainda sédo
baseados em microscopia e cultura, técnicas que possuem sensibilidade limitada, mais
propensas a erros. Além disso, testes de susceptibilidade antifingica raramente sao
realizados.

O kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR (PN-303) é capaz dedetectar mutacées
pontuais no gene SQLE que resultam na resisténcia a terbinafina e séo diferenciadas
de dermatofitos com SQLE do tipo selvagem. Além disso, o kit DermaGenius®
Resistance Multiplex PCR detecta e diferencia as espécies dermatdfitas Trichophyton
rubrum (T. rubrum) e Trichophyton interdigitale (T. interdigitale)/Trichophyton
mentagrophytes (T. mentagrophytes). Outras espécies de Trichophyton, incluindo
Trichophyton violaceum (T. violaceum), Trichophyton soudanense (T. soudanense),
Trichophyton tonsurans (T. tonsuranos), T. mentagrophytes ITS tipo IV e Trichophyton
schoenleinii (T. schoenleinii)/ Trichophyton quinckeanum (T. quinckeanum) também
podem ser detectados, mas informagdes limitadas estdo disponiveis sobre seus perfis
de resisténcia a terbinafina.

O kit de Extragdo PathoNostics (PN-502) é recomendado para extracdo eficiente de
DNA de amostras de unhas, cabelos e pele.

2. Utilizacao pretendida

O kit destina-se apenas para uso em pesquisa (RUO).
O produto destina-se a ser utilizado apenas por profissionais de laboratério.

3. Principio do ensaio

O kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR (PN-303) foi concebido para a deteccdo
de DNA fungico em amostras de cultura, unhas, cabelos e pele e identifica muta¢des no
gene SQLE e os dermatdfitos T. rubrum/T. soudanense, T. interdigitale/T.
mentagrophytes, T. violaceum, T. tonsurans, T. mentagrophytes ITS tipo IV e T.
schoenleinii/T. quinckeanum. O kit € composto por uma mix pronta para uso que contém
primers e sondas especificos para a deteccéo e identificacdo dessas espécies comuns
de Trichophyton com mutagbes em SQLE. O kit DermaGenius® Resistance Multiplex

PCR é baseado na tecnologia de PCR em tempo real, que € ativada por sondas
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fluorescentes presentes nas mix. A deteccdo € realizada através da amplificacdo e
analise da curva de melting equipamentos de PCR em tempo real, capazes de detectar
fluorescéncia nos canais de deteccéo verde, amarelo, laranja e vermelho.

Um Controle Interno (CI) € incluido no kit para discriminar entre amostras negativas
verdadeiras e falsas , que podem ser resultado de degradacdo de &cido nucleico,
inibicdo de PCR ou falha no teste. Um controle positivo (CP) também é fornecido, que
deve ser integrado em cada execugao.

O material usado com o kit € o DNA extraido obtido de amostras de unhas, cabelos e
pele ou material de cultura. A preparacao das amostras e a extragédo de acido nucleico
sdo descritas na se¢éo 10 desse manual.

4. Produtos e alvos

Uma visdo geral do kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR e seus alvos
correspondentes pode ser encontrada na tabela 1.

O kit de Extracdo PathoNostics (PN-502) esta disponivel para a extracdo de DNA de
amostras de unhas, cabelos e pele. O kit Universal Colorcomp (PN-501) esta disponivel
para usuarios finais do LC480 II.

Tabela 1: Alvos do kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR

Kit DermaGenius® Resistance (PN-303)

Patégeno Alvo

Espécies de Trichophyton SQLE

T. interdigitale/T. mentagrophytes ITS
T. tonsurans ITS

T. mentagrophytes ITS tipo IV ITS
T. schoenleinii/T. quinckeanum ITS
T. rubrum/T. soudanense ITS

T. violaceum ITS

Controle Interno Fagos M13

5. Materiais fornecidos

Componentes do kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR (PN-303)
Todos os materiais incluidos no kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR (PN-
303) estéo listados na tabela 2.
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Tabela 2. Materiais fornecidos no kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR (PN-303).
O kit realiza 25 reacg0es.

Cor datampa de

Referéncia do
Componentes

Volume (pl)

componente rosca
DG Master Mix CNP2092A >250 Azul
Taq polimerase CNP2102A >37,5 Roxo
Tampéo de diluicdo CNP0012B >950 Transparente
Controle interno CNP2043A >500 Preto
Controle Positivo de Resisténcia DG CNP2093A >125 Azul

DermaGenius® Resistance - Instru¢cbes de Uso
Fichas de Dados de Seguranca do Material (FISPQ)
Certificado de andlise

Kit de extracdo PathoNostics (PN-502)

O kit de extracéo PathoNostics (PN-502) pode ser encomendado em conjunto com o kit
DermaGenius® Resistance Multiplex PCR (PN-303). O kit de extracdo PathoNostics é
adequado para a extragdo de DNA de amostras de unhas, cabelos e pele (ver se¢éo
10). Todos os materiais incluidos no kit de extracdo PathoNostics estdo listados na
tabela 3.

Tabela 3. Materiais fornecidos no kit de extracdo PathoNostics (PN-502).
O kit é adequado para 50 reacdes.

Numero do Cor datampa de
Componentes . Volume (pl) P
componente rosca
Solugdo A 3x CNP2032B 3x > 1700 Azul
Solucéo B 1x CNP2033A 1x >700 Amarelo

Fichas de Dados de Seguranca do Material (FISPQ)
Certificado de analise

Observacdo: O DNA obtido usando o kit de extragdo PathoNostics (PN-502) n&o pode
ser usado para andlise de sequenciamento pois ndo foi otimizado para esta aplicagdo.

6. Materiais necessarios, mas nao fornecidos

O kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR é adequado para instrumentos de PCR
em tempo real que possuem no minimo 4 canais de deteccao fluorescentes diferentes
(especificados na sec¢do 11). O kit foi testado nos equipamentos LightCycler® 480 I
(LC480 II; Roche), Rotor-Gene® Q (RGQ; QIAGEN), CFX96™ (Bio-Rad), QuantStudio
5 (QS5; Thermo Fisher Scientific) e Magnetic Induction Cycler (Mic gPCR cycler; BMS).
Certifiqgue-se de que os instrumentos de PCR em tempo real foram verificados e
calibrados de acordo com as recomendacdes e diretrizes de qualidade do fabricante.

Consumiveis

e Ponteiras descartaveis contendo filtros hidrofébicos;

e Tubos estéreis de 1,5 ml livres de DNAse;

e Tubos estéreis de 1,5 ml isentos de DNAse com fechadura de seguranca;

Instrugdes de Uso (IU) PN-
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Tubos de PCR de 0,1 ou 0,2 ml isentos de DNAse (QIAGEN®, codigo de produto
981103 ou Thermo Scientific, cédigo de produto AB-0620) para utilizacdo de
instrumentos RGQ;

Placas de PCR Multiwell plate 96 (Roche, cddigo de produto 04 729 692 001) para
utilizacdo em instrumentos LC480 II;

Tubos e tampas livres de DNAse Mic (BMS, ref 60653) para uso no ciclador Mic
gPCR;

Placas de PCR Hard-shell® de 96 pocos, parede fina (Bio-Rad, Hsp9655) para uso
no CFX96™:.

Placas de PCR MicroAmp Fast Optical 96-well 0,1 ml (Applied Biosystems, ref
4346906).

Equipamento

Pipetas ajustaveis: 2-20 pul, 20-200 pl, 200-1000 pl;

Rack de tubos de 1,5 ml;

Bloco de gelo ou estante gelada para tubos de 1,5 ml (para Tag polimerase)

Bloco de resfriamento de PCR ou gelo para tubos de reagédo de PCR e placas de 96
poGos;

Misturador Vortex;

Termoshaker ou bloco de aquecimento (aquecimento = 98°C);

Centrifuga de bancada com rotor para tubos de 2,0 ml;

Cabine de fluxo laminar;

Centrifuga adequada para placas de PCR (necessaria para LC480, CFX96 e QS5);
Equipamentos LightCycler® 480 Il (Roche), Rotor-Gene® Q (QIAGEN), CFX96™
(Bio-Rad), QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific) ou Mic gPCR (Bio molecular
systems).

Reagentes, consumiveis e equipamentos adicionais para extracdo de DNA de
culturas

7.

Componentes de extracdo de DNA: Reagentes de extracdo de NUcliSENS®
easyMag®

Beads apropriadas (recomendacdo: MagNA Lyser® Green Beads da Roche, cédigo
de produto 03 358 941 001)

Bead-beater (recomendacao: MagNA Lyser®, Roche)

Kit de extracdo NUcliSENS® easyMag®

Precaucdes gerais

A realizagdo de atividades de laboratério deve ser sempre feita em conformidade com
0s regulamentos gerais de seguranca. Para obter mais informacdes sobre produtos
guimicos, consulte as fichas de dados de seguranga de materiais (FISPQ) apropriadas,
que podem ser solicitadas.

Instrugdes de Uso (IU) PN-
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As seguintes precaucdes devem ser tomadas para evitar a contaminacdo e permitir o
desempenho e a reprodutibilidade ideais da PCR:

8.

Este ensaio molecular s6 deve ser realizado por pessoal de laboratério
qualificado.

Ao trabalhar com produtos quimicos, use sempre um jaleco de laboratério
adequado, luvas descartaveis e 6culos de protecéo.

Separe fisicamente os locais de trabalho, conforme descrito na tabela 4.

Use ponteiras descartaveis contendo filtros hidrofébicos para evitar a
contaminagéo cruzada.

Use tubos de PCR livres de DNAse.

Mantenha as enzimas sempre no gelo ou em um bloco de resfriamento
guando retiradas do freezer. Manuseie as enzimas com cuidado e misture muito
suavemente.

Quando descongelado, faga uma breve centrifugagcdo nos reagentes por 5
segundos e misture suavemente pipetando para cima e para baixo.

O programa de ciclagem deve ser programado no instrumento de PCR em tempo
real antes de executar o ensaio ou pedir ao seu distribuidor local um arquivo de
modelo de execucéo.

Faca uma breve centrifugagdo na placa de PCR antes de transferir para o
termociclador em tempo real (ndo necessario para RGQ e Mic).

Nao abra os tubos/placas de PCR ap6s a amplificacao.

Armazenamento e manuseamento de reagentes

Os componentes do kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR devem ser
armazenados protegidos da luz entre -15 °C e -30 °C. A data de validade estaé
indicada no rétulo do kit. O descongelamento e o congelamento repetidos devem ser
evitados.

Os componentes do kit de extracdo PathoNostics (PN-502) devem ser protegidos da luz
e armazenados em ambiente seco a temperatura ambiente (+15°C a +25°C). O prazo
de validade esta indicado no rotulo da caixa externa.

Para evitar a contaminacdo, recomendamos realizar as atividades em trés areas
separadas e armazenar 0s controles positivos em uma area separada (tabela 4).

Tabela 4. Procedimentos de manuseio em diferentes areas

Localizacéo Manipulacéo

Area 1 Master mix, Taq polimerase, tampéo de diluicdo

Preparacdo da mix de amplificacéo

Kit de controle positivo e controle interno,
Area 2 o Extracao dt? DNA .
Adicao do DNA extraido a Master Mix
Adicao de controles positivos
Area 3 Reacéo de PCR em tempo real
Instrucdes de Uso (IU) PN-
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9. Armazenamento e manuseamento de amostras

Os resultados do kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR dependem fortemente
da qualidade e quantidade de amostra colhida como entrada para a extragdo de DNA.
Uma série de recomendacgdes para o manuseio e coleta ideais de amostras:

o Certifiqgue-se de que as amostras sdo coletadas da parte infectada e/ou regido
da unha (figura 1), pele (figura 2) e cabelo (figura 3) para identificagdo do agente
causador.

¢ A quantidade de material biolégico necessario para cada tipo de amostra como
entrada para a extracéo de DNA esta listada na tabela 5 e nas figuras 1-3.

e Evite grandes partes das unhas e unhas com fragmentos de sangue (0 que pode
resultar na inibicdo da PCR).

e Observe que o0 manuseio de pelos (use pingas) pode ser dificil devido ao
comportamento estéatico dos pelos em tubos de plastico. As amostras de cabelo
com flocos de foliculo/pele, que séo suspeitos de infec¢éo fungica, devem ser
selecionadas usando pincas antes de serem transferidas para o tubo de 1,5 ml.

Tabela 5. Material da amostra, tipo e quantidade necessérios para a extragdo do DNA.

Amostra

Tipo de amostra

Amostra retirada da parte

Quantidade de amostra para extracédo de

DNA
Use pequenas partes infectadas da unha

Unha . . .
infectada da unha (ver figura 1). Evite cortar a unha.
Use escamas de pele (< 20 pecas; veja a
Pele Escamas de pele de raspagens _p ( pes )
figura 2)
Cabelo com foliculo ligado, Use uma quantidade limitada (<10 cabelos)
Cabelo comprimento maximo de 2 cm do | de cabelos curtos (2 cm do couro cabeludo)
couro cabeludo com foliculo/pele presa (ver figura 3)
. . Recolha material de cultura (~3 mm?2) com
Micélio dermatofito em uma placa S L . N .
Cultura bisturi estéril ou alga de inoculagéo e evite

de agar

transferir agar para a extragcdo de DNA.

Figura 1. Amostras de unhas. (A) Como obter as amostras, (B, C) quantidade de amostra de
unha para a extragdo de DNA.

A

B

Cc
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Figura 2. Amostras de pele. (A) Como obter amostras de pele, (B, C) quantidade de amostra
de pele para a extracdo de DNA.

Figura 3. Amostras de cabelo. (A) Como obter amostras de cabelo, (B, C) quantidade de
amostra de cabelo para a extracdo de DNA.

10. Extragéo de acido nucleico

O kit de extragdo PathoNostics (PN-502) realiza o procedimento de extracdo de DNA e
€ recomendado para amostras de unhas, cabelos e pele. Este método garante um alto
rendimento de DNA com tempo pratico limitado. Além do kit de extracdo PathoNostics
(PN-502), outros procedimentos de extracdo de DNA podem ser usados (por exemplo,
NUcliSENS easyMAG system) para extracdo de DNA de culturas.

10.1. Kit de Extracdo PathoNostics (PN-502) para amostras de unhas, cabelos
e pele

O kit de Extracdo PathoNostics (PN-502) é projetado para extrair DNA de amostras de
unhas, cabelos ou pele. Todos os materiais incluidos no kit de extracao estao listados
na tabela 3 e sdo adequados para 50 reacgdes.

Recomendac@es gerais para a extragdo de DNA

e Realize a extragdo de DNA em uma cabine de seguranca de fluxo de ar laminar
descontaminado. Por favor, tenha cuidado para NAO ativar o fluxo de ar ao
trabalhar com raspagens de unhas, pois isso pode espalhar o material
facilmente pelo fluxo de ar do gabinete. O fluxo de ar pode ser ativado novamente

Instrugdes de Uso (IU) PN-
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quando as amostras forem cobertas com a solugdo A. E aconselhavel
descontaminar a cabine ap6s o uso com uma solucdo de descontaminacéo (e
acionando a luz UV por 30 minutos).

Use o controle interno que esta incluido no kit DermaGenius® Resistance Multiplex
PCR como um controle para o procedimento de extracdo de DNA.

Por favor, note que o DNA também pode ser degradado ao longo do tempo a -20°
C e 4° C e, portanto, recomenda-se testar a amostra diretamente apds a extracao
do DNA. Evite também o congelamento/descongelamento, pois isso pode resultar
em degradacdo do DNA.

Armazenar as amostras a 4°C quando utilizadas no mesmo dia, mas conservar a -
20° C para um armazenamento mais longo.

N&o extraia DNA para mais de 16 amostras de uma s6 vez (caso contrario, o tempo
total de extracdo por amostra sera excedido).

N&o exceda a incubacgéo de 10 minutos a 98° C.

Observacéo geral

Durante a extracdo de DNA com a solucdo A e a neutralizagdo com a solugéo B,
pode-se observar um cheiro de enxofre. O componente contendo enxofre é o sulfeto
de hidrogénio (H.S), responsavel pelo cheiro, mas inofensivo para a saitde humana
porque a concentracdo estd abaixo dos niveis detectaveis. Esta situacdo foi
amplamente avaliada por estudos internos e externos.

Procedimento

1. Adicione uma amostra de unha/cabelo/pele em um tubo estéril de 1,5 ml com trava
de seguranca utilizando um par estéril de pingas (descontaminar entre as amostras
com etanol a 70%);

2. Adicione 100 pl de solugdo A ao tubo de 1,5 ml que contém a amostra de
unhas/pelos/pele;

3. Certifigue-se de que a amostra esta coberta pela solugéo A;

4. Adicione 5 pl de controle interno a solucdo A que contém a amostra de
unha/cabelo/pele e misturar pipetando para cima e para baixo;

e NOTA: Ao extrair mais amostras, uma pré-mistura de solucdo A e controle
interno pode ser preparada.

5. Incube 10 minutos a 98°C em um bloco de aquecimento;

e NOTA: Ndo exceda o tempo de incubacédo de 10 minutos!

6. Faca uma breve centrifugacdo para que as goticulas des¢cam até o fundo do tubo;

7. Adicione 14 pyl de solugdo B a amostra incubada;

8. Leve a solucao ao vortex e apés homogeneizacao da solugdo, centrifugue por 1
minuto a 13000 rpm;

9. Transfira o sobrenadante para um novo tubo de 1,5 ml e guarde a 4° C se for testar
no mesmo dia ou a -20 °C para periodo mais longos.

e NOTA: Evite a transferéncia de partes soélidas das unhas/cabelos/pele (que
podem estar presentes na parte inferior do tubo) para o novo frasco.

Instrugdes de Uso (IU) PN-
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10.2. Extracdo de DNA para culturas

A extracdo de DNA de culturas de dermatofitos com o kit de extracdo PathoNostics ndo
foi extensivamente testada. Caso o kit de extracdo PathoNostics seja usado, uma
pequena quantidade da cultura € necesséria, porque o rendimento de DNA é muito
maior em comparagao com amostras de unhas, cabelos ou pele. Note-se que nenhum
agar deve ser transferido para a solucdo A para evitar a inibicdo da PCR (ver quadro 5).

O procedimento recomendado para extracdo de DNA de culturas de dermatéfitos inclui
a aplicacado de materiais e reagentes da bioMérieux para extracao de DNA utilizando o
NUcliSENS® easyMag®. Recomenda-se realizar a extracdo e preparacdo de &cido
nucleico em um gabinete de fluxo laminar. O procedimento de extracdo pode ser
continuado em uma bancada de trabalho uma vez que a amostra é lisada. E
aconselhavel descontaminar o gabinete de fluxo laminar apés o uso com uma solugao
de descontaminacao apropriada e executar a luz UV por 30 minutos.

Recomendacdes gerais para a extracao de DNA

e Realizar a extracdo e preparacéo de &acido nucleico, incluindo lise, em um gabinete
de seguranca de fluxo de ar laminar descontaminado. O procedimento de extracao
pode ser continuado em uma bancada de trabalho uma vez que a amostra € lisada.
E aconselhavel descontaminar o fluxo ap6s o uso com uma solugdo de
descontaminagéo (e acionando a luz UV por 30 minutos).

e Use o Cl que esta incluido no kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR como
um controle para o procedimento de extracdo de DNA.

e Armazenar as amostras a +4°C quando utilizadas no mesmo dia, mas conservar a -
20° C para periodos mais longos.

Procedimento
Adicione 500 pl de tampéo de lise (do easyMag®) ao tubo verde de beads;
Adicione 10 pl de controle interno ao tampao de lise presente no tubo de beads;
Transfira uma col6nia (sem agar) para o tubo de beads e misture bem;
Encube por 10 minutos a temperatura ambiente;
Leve os tubos ao MagNA Lyser® (Roche) por 45 segundos a 6500 rpm;
Centrifugue por 1 minuto a 13000 rpm (velocidade méxima) para remover a espuma
gue é gerada durante o batimento das beads no MagNA Lyser;
7. Transfira 200 ul do sobrenadante contendo o DNA para a bandeja easyMag®;
e Prepare o0 easyMag® de acordo com as instru¢des do fabricante;
e Selecione 200 ul como volume de entrada e 100 yl como volume de eluigéo;
e Selecione o protocolo genérico;
e Selecione o protocolo de lise (0 easyMag® dispensara o tampdao de lise) e
incube por 10 minutos;
e Prepare a solucéo de beads de silica magnética;
e ApOs alise, adicione as beads de silica magnética preparadas ao tampao de
lise e ressuspenda,;
¢ Inicie a extracdo de DNA no easyMag®;
e ApOs 34-40 minutos, transfira 0 DNA eluido para tubos livres de Dnase.

ook wndE
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10.3. Controle interno (ClI)

O CI no kit é fornecido como uma solu¢cdo de bacteri6fago M13 e é usado para
discriminar amostras realmente negativas de amostras falso-negativas que podem ser
resultado de degradacao de acido nucleico, inibicdo de PCR ou falha no teste.

10.4. Controle positivo (CP)

O controle positivo (CP) no kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR consiste em
fragmentos sintéticos de DNA e cobre regifes-alvo que sdo detectadas no ensaio. O CP
deve ser manuseado como um extraidot normal de &cido nucleico e devera ser usado
como controle para o procedimento correto de PCR em tempo real. O procedimento de
extracdo de DNA néo € necessério para o CP.

11. Configuracdes do instrumento de PCR em tempo real

O kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR é testado nos instrumentos em tempo
real RGQ, LC480 Il, CFX96, QS5 e Mic gqPCR cycler utilizando quatro canais de
deteccdo diferentes. Paratodos os instrumentos em tempo real mencionados, um
arquivo de modelo de protocolo PCR e um guia de instalagdo especifico estédo
disponiveis. Isso pode ser solicitado a PathoNostics ou ao seu distribuidor local.

Configuracgdes de filtro

As configuragdes de filtro do RGQ, LC480 Il e QS5 para detecgéo de fluorescéncia nos
guatro canais estdo listadas na tabela 6. Esses formatos de fonte/detector (também
conhecidos como espectros de emissdo/excitagdo) devem ser configurados no
instrumento RGQ, LC480 Il e QS5 e ajustados de acordo com as configuragbes da
tabela 6. As indicacbes dos quatro diferentes canais de deteccdo do CFX96 e do Mic
também séo mostradas na tabela 6. A programacao dos instrumentos deve ser efetuada
de acordo com as instru¢des do fabricante. A deteccdo de sinal nos quatro canais deve
ser ativada.

Tabela 6. Configuragdes de filtro para deteccdo ideal de sondas do kit DermaGenius®
Resistance Multiplex PCR

QuantStudio 5

MuIFlpIAex Qe Rotor-Gene (nm) LC480 Il (nm) Mic qPCR
resisténcia
Fonte  Detector =~ Fonte  Detector
SQLE 470 510 465 510 FAM FAM Verde
T. interdigital/
T. 530 555 533 580 HEX Amarelo
VIC
mentagrophytes
T. rubrum 585 610 533 610 ROX ROX Laranja
Cl 625 660 618 660 cvs CY5 Vermelho
Instrucdes de Uso (IU) PN-

303 e PN-502
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Configuragcdes de ganho (RGQ)

As configuracBes de ganho para um instrumento RGQ sao selecionadas para evitar a
saturacao nos canais de detecgéo. Antes da execugéo RGQ, as configuracdes de ganho
corretas devem ser determinadas. A funcdo de otimizacdo de ganho é recomendada
tanto para amplificacdo quanto para melting.

1. Selecione a otimizacdo de ganho no assistente de perfil do software Rotor-Gene;

2. Selecione 'executar otimizacao a 55 graus no inicio da execucao';

3. Clique em 'otimizar aquisicao', isso deve permitir a otimizacdo de ganho para verde,
amarelo, laranja e vermelho depois de gerar o protocolo correto de PCR de
resisténcia DermaGenius®;

4. Selecione 'Posicdo do tubo', selecione o0s quatro canais e selecione 5 a 10 FlI
(intensidade de fluorescéncia minima e maxima) e -10 a 10 para uma faixa de ganho
aceitavel (minima e maxima). Use 10 a 15 Fl para o canal verde. Um exemplo é
fornecido na figura 4;

5. Além disso, selecione também a otimiza¢éo de ganho durante o procedimento de
melting e selecione 50 para o ganho "dando a maior fluorescéncia" (figura 5). Isso
pode ser importante para evitar a saturagcdo do sinal de melting.

B ™y

O ptimization :
T Auto-Gain Dptimization will read the luorezence on the inzerted sample at
'\% different gain lesels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of lluorescence you are looking for depends on the
chemistry pau are perfarming.

Set termperature to |5 jdegrees.

Optimize Al | Optimize Acquinng |

[~ Perform Optimisation Before 15t Acquisition
[v Perfarm Optimisation At 55 Degrees At Beginning OF Fun

Channel Settingz

' ==

Mame | Tube Paosiion | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |
Green 1 10FI 15F1 -10 10
Orange 1 5F| 10F1 10 10 _ Bemove |
Red 1 AF T0F1 -10 10 Remove &)

1 BF 10F1 -10 10

Tellow

4 [ 1 P

| | Cloge | Help | ]

Figura 4. Configuracédo de otimizac&o de ganho no software Rotor-Gene. Exemplo da tela
de otimizacdo de ganho durante a amplificacéo.
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# Edit Profile X
2 8 H @
New Open SaveAs | Help

The run will take approximately 148 minute(s) to complete. The araph below represents the run to be performed :
Click on a cycle below to modify it :

Hald Insert after..

Cycling

Hold 2 Insert before..

Remove

Ramp from ,Fj‘ degrees to ,Fj‘ degrees,

Rising by ,1_ j‘ deqree(s) each step,

Wait for ,BD— seconds of pre-melt conditioning on first step,
Wwait for ,5_ j‘ seconds for each step aftenwards.

Acquire to Melt A on Green, Orange, Yellow

Gain Optimisation
[v Dptimise gain before melt on all tubes.

The gain giving the highest fluorescence less than |50 :II

will be selected.

Figura 5. Exemplo para o melt no software Rotor-Gene. Selecione otimizar o ganho antes
do melt em todos os tubos.

Compensacéao de cor (LC480 I1)

Devido a sobreposicao dos espectros de emisséo dos diferentes corantes, pode ocorrer
cross-talk entre os canais de deteccdo. No instrumento LC480 II, o cross-talk pode ser
compensado usando um arquivo de compensacdo de cores. Esse arquivo de
compensagdo de cor necessério pode ser gerado executando um experimento de
compensacdo de cores com o kit Colorcomp, que é fornecido separadamente pela
PathoNostics mediante solicitacdo (Universal Colorcomp; PN-501).

Selecione o tipo de placa correto (CFX 96)

Use os canais de deteccdo preparados pelo fabricante: FAM, HEX, ROX e Cy5. Esses
canais de deteccdo sdo calibrados para placas transparentes e brancas. Selecione o
tipo de placa correto (branco ou transparente) antes de executar uma PCR em tempo
real.

Selecione as propriedades corretas (QS5)

Use as seguintes configuracdes na tela de propriedades do QuantStudio™ Design &
Analysis Software:

¢ Curva Padréo Relativa como Tipo de Experimento;

e Reagente SYBR® Green como Quimica;

e Padrdo como modo de execugao.

Devido a sobreposicao dos espectros de emisséo dos diferentes corantes, pode ocorrer
diafonia entre os canais de deteccdo. O QS5 requer uma calibracdo Custom Dye para
o canal 470-520 nm, que pode ser gerado com o kit PathoNostics Color Calibration (PN-
507).

Instrucdes de Uso (IU) PN-
303 e PN-502
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Programa de PCR em tempo real

O protocolo de PCR em tempo real para o kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR
(PN-303) inclui amplificag@o por 45 ciclos e subsequente analise de curva de melting
para identificagdo de mutante SQLE ou tipo selvagem. O programa de PCR em tempo
real esta listado na tabela 7.

Tabela 7. Programa de PCR em tempo real.
Passo Tempo Temperatura Funcéo

Ativacdo da Taq/

Desnaturacéo 2 minutos 95°C O
Desnaturacao inicial
. 15 segundos 96°C Desnaturacéo
Cicl 45 x
iclagem (45x) 60 segundos 55°C * Anelamento e extenséo
2 minutos 96°C Desnaturacao
Melting 90 segundos 45°C Hold
*k 45-85°C* Melting

*ativar a detecc¢éo fluorescente, conforme descrito na tabela 6.
** A ramp-rate depende do equipamento de PCR em tempo real, ver tabela 8.

Uma visdo geral da duracdo do protocolo é mostrada na tabela 8. As especificacdes do
melting também estdo incluidas nesta tabela.

Tabela 8. Duragao do programa de PCR em tempo real e observacdes para o procedimento
de melting.
Instrumento de PCR em | Durancédo do programa

Observacdes sobre o melting

tempo real de PCR (em min)
LC480 11 110 1 aquisi¢éo por °C
RGO 150 1 °C/cada passo + 5 segupdos para
cada passo posterior
CFX96 130 incremento de 0,5°C para 0:01
MIC 130 0,3° C/seg
QS5 120 0,04° C/seg

12. Procedimento

Recomendacdes

e Descongele o DNA molde (se congelado) e todos os reagentes e mantenha-os
resfriados;

¢ Mantenha as enzimas sempre em um bloco de resfriamento ou no gelo;

e Prepare uma quantidade um pouco maior do que a necessdria para compensar as
perdas de pipetagem;

Instrugdes de Uso (IU) PN-
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12.1. Area 1: preparacdo da Master Mix

As mix de PCR em tempo real sdo realizadas em um volume final de 25 pl. Prepare a
Master Mix de acordo com a tabela 9:

Tabela 9. Master Mix do kit de PCR DermaGenius® Resistance Multiplex.

Componente Volume/reagao (pl) Volume para 10 amostras (ul)

DG Master Mix 10 100
Taq polimerase* 1,5 15
Tampao de diluicdo 8,5 85
Total Volume 20 200

* Mantenha no gelo ou bloco de resfriamento.

Homogenize a Master Mix cuidadosamente e dispense 20 ul por amostra/controle em
um tubo de PCR ou poco da placa. Mantenha os tubos ou placas de PCR no gelo ou
em um bloco de resfriamento.

12.2. Area 2: Adicionando DNA as misturas de PCR

e Adicionar 5 yl de DNA da amostra extraida (contendo Cl) a um tubo com a Master
Mix dispensada.
o Reacdes NTC: adicione 5 ul de agua livre de nucleases a um tubo/poco da
placa com mistura de PCR em tempo real.
o Reacdes do CP: adicione 5 pl de CP a um tubo/poco da placa com Master
Mix.
e Feche os tubos de PCR ou sele a placa de PCR em tempo real e centrifugue
brevemente (apenas necessario para uma placa de PCR em tempo real). Tente
evitar bolhas de ar na placa.

12.3. Area 3: Inicie o instrumento de PCR em tempo real

o Coloque os tubos de PCR ou a placa de PCR em tempo real no termociclador;
e Selecione o programa de ciclos de PCR em tempo real e iniciar. O programa de
ciclos de PCR em tempo real é demonstrado na tabela 7.

13. Andlise de dados

Geral

As cepas SQLE de tipo selvagem resultam em um valor Tm mais alto do que as
mutantes (= 2°C em comparagcdo com a mutante com o maior Tm) e podem ser
diferenciadas das cepas mutantes. Os picos de melting de todos os tipos de SQLE
detectados com o kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR no Mic sao ilustrados
na figura 6A. Cada pico de melting representa uma mutacdo que resulta na mudanca
de aminoacidos na posicdo 393 ou 397 do gene SQLE (Phe397Leu, Leu393Phe,

Instrucdes de Uso (IU) PN-
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Leu393Ser, Phe397Le ou Phe397Val), no entanto, a diferenciacédo real entre diferentes
cepas mutantes nao € possivel.

A mistura de Resisténcia DG também pode detectar outros dermatofitos, além de T.
interdigitale/T.mentagrophytes e T. rubrum. No entanto, ha informacdes limitadas ou
inexistentes disponiveis se esses dermatofitos também tiverem mutacdes no gene
SQLE. Os picos de melting dessas espécies de dermatéfitos sdo mostrados nas figuras
6B e C.
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Figura 6. Picos de melting para todos os alvos detectados com o DermaGenius®
Resistance Multiplex PCR. (A) SQLE selvagem (verde) e as varias mutagbes SQLE (azul)

detectadas no canal de deteccdo verde. (B) T. schoenleinii (roxo), T.

interdigitale/T.

mentagrophytes (azul), T. mentagrophytes ITS tipo IV (vermelho) e T. tonsurans (verde) no canal
de deteccdo amarelo. (C) T. rubrum/T. soudanense (vermelho/azul) e T. violaceum (verde) no

canal de deteccéo laranja.

Instrucdes de Uso (IU)

303 e PN-502
-18 -

PN-



> ®
DermaGenius® Resistance| IFU | DG-PN33.11E |Maio 2021 PathO/\/OShCS

Threshold: Mic

Para determinar automaticamente os valores de Ct na qPCR, a fun¢do de threshold
automéatico pode ser selecionada. Deve ser selecionado um threshold fixo em cada
canal de deteccdo para a analise da curva de melting. Para obter as configuracfes de
analise mais confiaveis no Mic gPCR, recomenda-se entrar em contato com a
PathoNostics ou seu distribuidor local para obter um modelo de andlise ideal.

Threshold: RGQ

Antes de determinar o valor Ct com o software RGQ, verifiqgue se 0 baseline esta
posicionado corretamente e ajuste, se necesséario, usando a funcdo correta de
inclinacéo. Os thresholds recomendados para as curvas de amplificacdo estao listados
na tabela 10. Por favor, note que esses valores sdo recomendados e baseados na
intensidade maxima de fluorescéncia, mas podem variar entre amostras, execucdes e
diferentes instrumentos. Um exemplo de uma curva de amplificacdo obtida com 0 RGQ
€ ilustrado na figura 7.

Tabela 10. Threshold para curvas de amplificacédo no RGQ

Max FI (Fluorescéncia Threshold

normalizada)

<0,2 0.025
0.2-0.6 0.05
0.6-1.0 0.1

>1,0 0.15

Como as intensidades de fluorescéncia podem variar entre diferentes instrumentos
RGQ, nenhum valor de threshold é recomendado para a analise do pico de melting. Em
geral, um pico de melting observado acima do sinal de fundo nas temperaturas de
melting especificas (Tm) indica um sinal especifico e pode ser indicado como positivo.
O NTC pode ser usado como sinal de fundo. Os valores Tm especificos das sondas
estéo listados na tabela 12.

Exemplo de uma curva de amplificagéo

060

Threshod

5 10 15 20 2 20 35 a0 a5
ycle

Figura 7. Curva de amplificacdo. Exemplo de uma curva de amplificacdo de T. interdigitale no
canal de detec¢do amarelo no RGQ.
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Threshold: LC480 I

Para determinar os valores de Ct com o software LC480 |l, recomendamos o uso da 22
funcdo derivada. Esta funcdo determina automaticamente o valor Ct. No entanto, note
que, com a 22 funcdo derivada, as amostras poderiam ser falsamente indicadas como
positivas. Portanto, sempre verifique se uma curva de amplificacdo normal esta presente
e ajuste se necessario. Além disso, todas as curvas de amplificagdo com valores Ct >
40 sdo chamadas de 40 com a 22 funcao derivada.

Nao é possivel introduzir um threshold horizontal para os picos de melting. Os valores
de Tm dos picos de melting sdo automaticamente determinados pela funcdo Tm-calling
do software LC480.

Sempre verifique se um pico de melting especifico esta presente, comparando-o com o
NTC, que é uma referéncia. Se necessario, use o método Tm manual, pois essa funcao
permite uma identificagdo Tm mais precisa (figura 8). Para este proposito, selecione a
caixa de espessura do método Tm manual abaixo dos graficos e ajuste o threshold
vertical manual para identificar a Tm correta.

Melting Peaks

0,873
0,773
0673
0573
0,473
0,373
0,273

0173 ///—\/ \\_/_Hm
0.073]

0,027
0,127 v

0,227

-(¢l/dT) Fluorescence (465-510)

5D 55 ED E5 70 75 a0 85
Temperature [*C]

Figura 8. Selecdo manual Tm no software LC480. Selecione Tm 1 e/ou Tm 2 para selecionar
manualmente um threshold vertical para uma identificagcdo mais exata de Tm.

Threshold: CFX96

Para determinar os valores de Ct com o software CFX, recomenda-se usar o modo de
determinacgéo de Cq e selecionar regressao. Esta funcdo determina automaticamente o
valor Ct. A opcéo threshold Unico pode ser selecionada para a selecdo de um threshold
manual, mas néo é recomendada, pois ndo é padronizada. Observe que os valores de
Ct obtidos com o0 modo de regressédo sdo menores do que quando um threshold
manual é usado.

Os valores Tm séo fornecidos automaticamente ao usar um threshold para os picos de
melting. Em geral, um pico de melting observado acima do sinal de fundo nas
temperaturas de melting especificas (Tm) indica um sinal especifico e pode ser indicado
como positivo. O NTC pode ser usado como sinal de fundo. Os valores Tm especificos
dos objetivos sdo enumerados no quadro 12.
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Threshold: QS5

Os valores de Ct sédo determinados por um threshold automatizado. Isso pode ser
ajustado no menu de configuracdes para manual, mas isso ndo é recomendado, pois
néo é padronizado.

14. Interpretacdo dos resultados

14.1. Interpretacdo dos dados do kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR

A interpretacdo dos dados do DermaGenius® Resistance Multiplex PCR é mostrada na
tabela 11 (amplificacdo). Se nenhum sinal de amplificagdo em qualquer canal de
detecgéo for observado ao usar o kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR, a
amostra foi inibida, uma das etapas do ensaio no procedimento falhou ou ocorreu um
erro manual. Consulte a secdo 15 "solucéo de problemas” para saber como proceder.

Tabela 11. Interpretacdo dos sinais de amplificacdo de amostras de unha/cabelo/pele
utilizando a mistura DG Resistance do kit de PCR multiplex DermaGenius® Resistance.

0 oF e 0 A D acao De a e ® Re a e
480 533-580 | 533-610
RGQ amarelo | laranja
HEX/VIC ROX Re ado
amarelo | laranja
Q VIC ROX
T. interdigitale/T.
mentagrophytes, T.
ot . ) . tonsurans, .
T.mentagrophytes ITS tipo
IV, T. schoenleinii/T.
quinckeanum
i ) + . T. rubrum/T. soudanense,
T. violaceum
) ) ) . Nenhuma espécie de
Trichophyton, CI Positivo
Cl inibido pela alta carga
+/- +/- +/- - de DNA, resultado ainda é
vélido
- - - - Invalido

*SQLE pode ser negativo caso haja pouco DNA do dermatdfito (Ct = 30), ver também secao 15.

A andlise da curva de melting é necesséria para identificar espécies mutantes ou
selvagens para SQLE (canal de deteccdo verde) e confirmar quais espécies de
Trichophyton estdo presentes (canal de detec¢cdo amarelo e laranja). As temperaturas
de melting especificas (valores de Tm) sdo enumeradas no quadro 12. Note que as
gamas especificas de Tm podem variar entre execucdes e maquinas diferentes.
Sempre compare os valores de Tm obtidos com o CP.
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Tabela 12. Valores de Tm usando a Master Mix de resisténcia DG do kit DermaGenius®
Resistance Multiplex PCR. Os valores de Tm sdo obtidos apds a extracdo com o Kit
PathoNostics

Valores de Tm para DermaGenius® Resistance (°C)

Canal RGQ LC480 CFX96 MIC

SQLE

66,5 69,0 | 66,0—690 | 650-680 | 665-695 | 645-68,0
Selvagem
SOLE Mutante | 56,0~ 66,0 | 56,0 —65,5 | 54,0640 | 585-665 | 54,0640
T.
interdigitale/T. | oo ¢ 610 | 58.0-610 | 57.0-600 | 59.0-615 | 57.0-59,5
mentagrophyte
s*

Amarelo T. tonsurans | 65,0-68,0 | 645-67,5 | 64,0-67,0 | 65,0-68,0 63,0 - 66,0
533-580 T.
HEX/VIC | mentagrophyte | 61,0-64,0 | 61,0-64,0 | 60,0-63,0 | 61,5-64,5 59,5 -62,0
s ITS tipo IV*
T.

schoenleinii/T. | 55,5 -58,5 55,5-58,0 | 54,0-56,5 56,5 -59,0 54,0 -57,0
quinckeanum
Laranja T. rubrum/
533-610 | T. soudanense

ROX T. violaceum | 68,0-71,0 | 68,0-710 | 66,5-69,5 | 68,0-71,5 66,5 - 695

575-605| 575-605 | 56,0-59,0 | 58,0-61,0 56,0 -59,0

Controle

m pi meltin
Intermno Sem pico de melting

*ver secdo 15 para mais informacdes sobre a diferenciacdo de T. interdigitale / T. mentagrophytes

14.2. Controles

Todos os controles devem ser avaliados antes da analise dos dados das amostras para
garantir a confiabilidade dos resultados antes da sua interpretacdo. Para verificar se
existe um procedimento correto de extracdo de DNA (Cl) e de PCR (Cl e CP), os valores
de Ct para todos os controles devem situar-se no intervalo aceitavel (quadro 13). O valor
de Ct para o Cl depende fortemente da matriz da amostra, do procedimento de extracao
de DNA e da presenca de multiplos patégenos. No entanto, um sinal positivo para o ClI
deve ser detectado em amostras negativas, mas os valores de Ct podem ser variaveis.
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Quadro 13: Valores de Cte Tm dos controles. Os valores de Ct sdo determinados usando as
configuracdes de threshold recomendadas descritas neste manual. Por favor, note que os
valores Tm do Controle Positivo podem ser ligeiramente mais baixos (-1,0° C) do que os das
amostras, uma vez que se trata de DNA sintético e de DNA gendmico obtidos apés extracao de

DNA com o kit de Extracao PathoNostics.

RGQ LC480 Il CFX96 MIC Qs5
25 - 65,5 — 65,5 — 64,5 — 66,5 — 64,5 —
O SQLE 29 68,5 67,5 69,5 67,5
T. ??rgarses'g 25- | 575- | 575- | 555- | 585- | 555-
cP1 interdigital HEX/VIC 29 60,5 58,5 61,5 58,5
Laranja
26 - 57,0 - 57,5 - 55,5 - 58,5 - 55,5 -
T. rubrum | 533-610 ' ' ; ' '
ROX 30 60,5 58,5 61,5 58,5
Cl Sem pico de melting
Cl Fagos Sem pico de meltin
M13 P 9

15. Solucionando problemas

Esta secédo de resolucéo de problemas pode ser (til para resolver quaisquer problemas

gue possam surgir (quadro 14).

Tabela 14. Solucdo de problemas de resultados obtido com o kit DermaGenius®

Resistance Multiplex PCR.

Problema

foi adicionado.

O controle positivo

~ o armazenado
ndo amplificou.

corretamente.

PCR incorreta.

Possivel causa

Um dos componentes ndo

O controle nao foi

Perfil / programacédo de

Recomendacdes

Certifiqgue-se de que todos os
componentes foram adicionados.

Verifique as condicfes de
armazenamento e a data de validade do
kit (indicada na etiqueta da caixa).

Verifique a programacao do termociclador
em tempo real.

Confira todas as etapas realizadas no
esquema de procedimento/pipetagem e
verifique a calibragdo da maquina de PCR
em tempo real e pipetas.
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Cl permanece
negativo em
amostras
negativas.

Degradacéao do acido
nucleico ou inibicdo da
reacdo de PCR.

Mistura incorreta de PCR.

As condi¢Bes de PCR néo
estdo em conformidade
com o protocolo.

Cl insuficiente ou nao foi
adicionado.

Utiliza-se um
procedimento de extracéao
de DNA que nao é testado
e resulta num rendimento
de extracdo de Cl menos

eficiente.

Repita a extra¢do de acordo com o
protocolo.

Verifique se séo adicionadas Taq
polimerase, mistura de PCR e amostra
suficientes.

Verifique as condic6es de PCR e repita a
PCR com as configuracfes corretas, se
necessario.

Repetir a extracdo e preparar uma mistura
de solucéo A com Cl e,
subsequentemente, dispensar 105 pl por
amostra.

Entre em contato com a PathoNostics
para obter experiéncia com a plataforma
de extracdo de DNA especifica. Pode-se
recomendar repetir a extragdo com mais

Cl, dependendo do procedimento de

extracdo de DNA.

Controle Negativo
gera um sinal de
fluorescéncia.

Transferéncia /
contaminacao.

Repita o experimento de PCR em tempo
real com reagentes frescos, manipule
amostras, componentes do kit e
consumiveis conforme prescrito e
homogenize os reagentes antes da
pipetagem.

Se o problema ainda ocorrer, repita
também a extracdo de DNA.

Certifique-se de executar todas as etapas
antes da extracdo de DNA em uma cabine
de seguranca de fluxo de ar laminar ou
estacdo de trabalho de gabinete UV para
evitar contaminacao.

Adicione controles positivos estritamente
na Ultima etapa.

Certifiqgue-se de que os espacgos e
instrumentos de trabalho s&o
descontaminados regularmente.

Sinais de
fluorescéncia
muito fracos
também para

controles.

Configuragdes incorretas
do instrumento.

Combinacao incorreta de
PCR em tempo real.

Verifique as configuragfes de temperatura
de desnaturacéo e canal/ganho.

Verifigue se a Master Mix esta preparada
de acordo com o protocolo.
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Verificar a data de validade e as
condi¢cdes de armazenamento.

Curvas de
amplificacéo
inesperadas e/ou
picos de melting

Configuragdes incorretas

) Usar colorcomp (LC480).
do instrumento.

para o CP.
Cultura de dermatéfitos diluidos (100-
1000x).
Para alta concentracdo Realize um re-melt
(Ct< 15). '
Curvas de . :
o A Se o problema ainda ocorrer, repita o
amplificagdo sem Concorréncia com o Cl.

procedimento de extragdo de DNA desta

picos de melting .
amostra em particular.

Configuragdes incorretas

do instrumento (QS5). . ~ .
(QS9) Selecione "Curva Padréo Relativa" para o

tipo de experimento e "Reagentes verdes
SYBR®" para Quimica.

Problemas na analise de dados que podem surgir

T. mentagrophytes/T.interdigitale

A taxonomia de dermatofitos foi revisada em 2017 com base em técnicas moleculares
e varios neotipos e cepas de referéncia foram atribuidos (De Hoog et al,
Mycopathologia, 2017 Feb;182(1-2):5-31). No entanto, a diferenciacdo de espécies com
base na identificagdo molecular nem sempre coincide com 0s conceitos existentes que
séo guiados por varios principios. A partir desta nova reviséo, a identificacdo de T.
interdigitale e T. mentagrophytes estdo em discussao, levando em conta a grande
variacao e o aparecimento dos sintomas e a origem da infec¢cdo. Com base na analise
do gene ITS, uma classificacdo mais rigorosa foi feita, com T. interdigitale ITS tipo | e
T.interdigitale ITS tipo Il sendo considerados como dermatdfitos antropofilicos distintos
que quase exclusivamente causam Tinea Pedis e Tinea onychomycosis. Portanto, os
sinais de T. interdigitale/T. mentagrophytes obtidos com o kit DermaGenius® Resistance
apés a extracdo de DNA podem ser considerados verdadeiras infeccGes por T.
interdigitale. T. mentagrophytes é considerado um dermatéfito zodfilo, com transmisséo
geralmente sendo através de varios roedores, mas também de outros animais e,
portanto, ndo esta predominantemente associado a um hospedeiro especifico (Kupsch
et al., J Dtsch Dermatol Ges, 2019 de maio; 17(5): 493-501). As infec¢cbes causadas por
T. mentagrophytes ocorrem em todo o corpo, com excec¢do dos pés, e sdo mais
prolongadas/graves do que as infecgbes por T. interdigitale. Os varios gendtipos de T.
mentagrophytes parecem estar associados a areas geograficas especificas e
manifestacdes fenotipicas (Taghipour et al., Mycoses, 2019 Nov; 62 (11): 1084-1091).
Existem 8 genotipos diferentes de T. mentagrophytes atualmente identificados com
base em dados de sequéncia ITS, dos quais 3 tipos sédo prevalentes na Europa. Destas
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cepas europeias, a T. mentagrophytes Alemanha tipo 2 (ITS tipo IV) é detectada
separadamente com o DermaGenius® Resistance Multiplex PCR.

Resultados recentes mostraram que essa classificacdo estrita é discutivel. Por
exemplo, T. mentagrophytes Tailandia (ITS tipo VII) é classificado de acordo com a
taxonomia como um dermatdfito zodfilo que, no entanto, s6 ocorre como uma infecgéo
sexualmente transmissivel, que € uma transmissao antropofilica (Kupsch et al., J Dtsch
Dermatol Ges, 2019 maio; 17(5): 493-501). O mesmo se aplica a T. mentagrophytes
India (ITS tipo VIII), onde ainda ndo ha evidéncias de transmisséo zoofilica, o que sugere
que é de origem antropofilica. As varias fontes animais (ndo necessariamente animais
de estimagéo) e, possivelmente, também fontes humanas tornam a diferenciacao de T.
mentagrophytes e T. interdigitale ndo essencial. Além disso, a classificagcdo atual de T.
interdigitale/T. mentagrophytes baseada na genotipagem parece ndo ser mais
sustentavel e é confusa. As evolu¢bes V sdo baseadas apenas em um Unico gene e
analises moleculares futuras usando uma abordagem multilocus precisam estabelecer
a validade das variantes de T. interdigitale/T. mentagrophytes (Singh et al., Fungal
Genet Biol, 2019 Sep 3; 133 e Chowdhary et al., Mycoses, 2019 Ja; 62 (1): 11-15)).
Portanto, os sinais de T. interdigitale/T. mentagrophytes obtidos com o kit
DermaGenius® Resistance Multiplex PCR apos extracdo de DNA da pele devem ser
considerados como infecgdes por T. interdigitale/T. mentagrofitos.

Diferenca de valor de Tm para controle positivo e DNA obtido com diferentes métodos
de extracao

Os valores de Tm podem diferir ligeiramente entre o CP (DNA sintético) e o alvo de DNA
gendmico obtido com o kit de extracdo PathoNostics como resultado de diferentes
concentracdes. Essa diferenca é observada principalmente para a regido-alvo de T.
interdigitale no CP. O Tm é ligeiramente menor em compara¢cdo com o DNA genémico
de T. interdigitale e, como resultado, esse pico de melting de CP é observado entre o
pico de melting de T. schoenleinii/T. quinckeanum e o pico de T. interdigitale/T.
mentagrophytes. Esse efeito foi observado em todos os instrumentos de PCR, exceto
no instrumento Mic.

As diferencas de Tm também podem ocorrer como resultado de diferentes metodologias
de extracdo de DNA. O kit de extragdo PathoNostics ndo inclui etapas de lavagem e
purificacdo de DNA, o que pode resultar em valores de Tm mais altos. As diferencas de
Tm foram, no entanto, limitadas tanto para SQLE quanto para ITS (< 1° C) e
provavelmente ndo influenciardo a andlise dos dados. No entanto, outros procedimentos
de extracdo de DNA utilizados para culturas ainda podem resultar em maiores
diferencas de Tm em comparacédo com extraidos obtidos com o PathoNostics Extraction
Kit.

Nenhuma diferenciacéo de tipos mutantes SQOLE

O alvo SQLE pode ser usado para diferenciar o tipo selvagem das cepas mutantes, mas
a diferenciacdo entre os varios tipos mutantes é muito dificil, pois os valores Tm dos
diferentes mutantes estdo em um intervalo limitado.
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A mutacdo Leu393Ser resulta no maior valor de Tm e esta proximo do tipo selvagem
com uma diferenca de Tm de 2,0 — 3,0° C, dependendo do software de PCR e das
definicdes utilizadas (ver também figura 6A). A diferenca é, no entanto, suficiente para
a diferenciacdo e esta mutacao ndo € comum em comparagdo com as outras possiveis
mutacdes no gene SQLE.

Diferenca de Ct entre 0 alvo SQLE e os alvos ITS

A deteccédo de espécies de dermatofitos € possibilitada por sondas especificas para o
ITS, o que resulta em alta sensibilidade. A identificacdo de uma possivel resisténcia a
terbinafina baseia-se na detec¢do de mutagBes no gene SQLE de cépia Unica. Como
resultado, os valores de Ct obtidos para o alvo SQLE (no canal de detec¢ao verde) sédo
sempre superiores aos valores de Ct obtidos com os alvos das espécies de dermatdfitos
(no canal de deteccdo amarelo e laranja). Portanto, 0 SQLE pode ser negativo quando
os valores de Ct para os alvos das espécies de dermatofitos sdo altos (Ct = 30),
indicando uma concentragdo limitada de DNA do dermatdfito. Observe que esse valor
de Ct pode variar ligeiramente dependendo do software do instrumento de PCR e se
um threshold automatizado ou manual esté selecionado.

Picos de melting de SQLE mutantes para T. schoenleinii e E. floccosum

Os picos de melting de SQLE ndo selvagens nem sempre sdo especificos para
mutacgdes, dependendo da espécie Trichophyton. Para T. schoenleinii, o pico de melting
de SQLE é sempre observado a um baixo valor de Tm (57 - 58° C), que € normalmente
especifico para cepas SQLE mutantes. No entanto, T. schoenleinii difere na sequéncia
da regido-alvo de SQLE em comparagdo com outras espécies de Trichophyton. Esta
sequéncia diferente ndo codifica aminoacidos diferentes e, portanto, ndo reflete a
resisténcia a terbinafina.

Esta sequéncia diferente na regido-alvo de SQLE também pode ocorrer em outras
espécies de dermatéfitos, mas agora sO é observada para T. schoenleinii e E.
floccosum. Para E. floccosum, o valor da Tm do SQLE também é baixo (53 - 54°C), mas
os alvos do ITS permaneceréo negativos, pois ndo se destinam a detectar E. floccosum.

Cepas resistentes a terbinafina com SQLE tipo selvagem

E possivel que as cepas de dermatofitos tenham um perfil elevado de resisténcia a
terbinafina na presenca de um pico de melting com SQLE do tipo selvagem. Além das
mutacdes no SQLE, outros mecanismos ou muta¢des no gene SQLE em outros locais
provavelmente também estdo envolvidos na resisténcia a terbinafina, mas estes ainda
nao estdo suficientemente investigados.

Formacgdo de picos de melting sobressalentes para SQLE no RGQ

Os picos SQLE podem ser observados no RGQ como resultado da taxa de rampa
limitada durante o procedimento de melting. Este efeito € mais pronunciado ao usar o
rotor 36 em comparagdo com o rotor 72. Portanto, recomenda-se testar amostras no
RGQ com o rotor 72.
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16. Aviso ao Comprador

O kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR e o kit PathoNostics Extraction s&o
fabricados pela PathoNostics B.V., Maastricht, Holanda, dentro de sistemas de
gualidade acreditados pela ISO 13485:2016. Este produto € vendido para uso apenas
pelo usuério final e s6 pode ser revendido, distribuido ou reembalado com a aprovacao
da PathoNostics e somente por distribuidores licenciados.

Reagentes de diferentes lotes de do kit DermaGenius® Resistance Multiplex PCR e
PathoNostics Extraction ndo devem ser combinados.

Se um kit de PCR DermaGenius® Resistance Multiplex e o kit de extragdo PathoNostics
forem recebidos em embalagens danificadas, entre em contato com a PathoNostics ou
com o distribuidor local da PathoNostics.
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17. Simbolos

<N>Contém reagentes suficientes para reacdes de <N>

Uso por
Numero de catalogo

NuUmero de lote

Limitag&o de temperatura

Fabricante

= BB AW <

Consulte as instrucdes de uso

a
™

AN
() Manter afastado da luz
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18. Contato

Para assisténcia técnica e mais informacdes, entre em contato conosco enviando um e-
mail para info@pathonostics.com ou ligue para +31-43-3030423. Para obter assisténcia
técnica, consulte o numero de catédlogo PN-3 03, PN-501 ou PN-502.

Fabricante:

PathoNostics B.V. Randwycksingel 45 6229 EG Maastricht
Telefone: +31 (0)43 3030423

Fax: +31(0)84 7469245

E-mail: info@pathonostics.com

Site www.pathonostics.eu

IMPORTADO E DISTRIBUIDO POR:

Mobius Life Science Industria e Comércio de Produtos para Laboratérios Ltda.
Rua Jandaia do Sul 441 — Pinhais — PR - CEP: 83.324-440

Telefone: (41) 3401-1850 | 0800-7101850

E-mail: suporte@mobiuslife.com.br | Website: www.mobiuslife.com.br

CNPJ: 04.645.160/0001-49

REGISTRO ANVISA

Nao passivel de registro.

Marcas: QIAGEN®, LightCycler® 480, Roche®, bioMérieux®, NUucliSENS® easyMag®,
Bio-Rad®, ThermoFisher Scientific™, Bio Molecular Systems, PathoNostics®,
DermaGenius®.

Nota: Este documento é referente a revisdo 01 da Mobius Life Science.
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