INSTRUCOES DE USO

XGEN MASTER ADV
KIT MASTER PARA QUANTIFICAGCAO DE ADENOVIRUS

1. USO PRETENDIDO

O KIT XGEN MASTER ADV é um teste quantitativo que permite a amplificacdo e
quantificacdo do DNA, através de PCR em Tempo Real, da regido hexon do gene de Adenovirus
em amostras de sangue total, plasma, swab ou lavado nasal.

O kit foi otimizado para uso nos aparelhos de PCR em Tempo Real: ABI 7500 e ABI 7500 Fast
e Rotor-Gene Q.

PRODUTO PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO.

2. INTRODUCAO

Existem 51 subtipos de Adenovirus (ADV) divididos em 7 subgrupos (A a G) que podem causar
infeccoes em humanos. As vias aéreas superiores sao o local mais frequente da infeccao por
adenovirus. Em criancas pequenas e idosos pode causar pneumonia, meningite e encefalite.
Com menor frequéncia podem causar conjuntivite hemorragica, bronquiolite, cistite e
gastroenterite.

A transmissao do virus ocorre através do contato pessoa-a-pessoa e estima-se que de 5 a 6%
das infeccaoes respiratorias sejam provocadas por estes virus. A maioria das infeccées ndao
requer qualquer intervencao terapéutica. As infeccoes graves por adenovirus necessitam, por
vezes, de internamento e de tratamento de suporte especifico, incluindo cuidados intensivos e
ventilacao assistida.

3. PRINCIPIO DO TESTE

A reacao de PCR em Tempo Real explora a atividade exonuclease 5 da DNA Taq polimerase
para clivar uma sonda TagMan durante a amplificacdo. A sonda TagMan é composta por um
corante reporter na extremidade 5 e um corante quencher (silenciador) na extremidade 3'.
Quando a sonda esta intacta, a proximidade do corante reporter com o corante quencher
resulta em supressao da fluorescéncia reporter, principalmente por transferéncia de energia
tipo Forster. Durante a reacao, se o alvo de interesse estiver presente, a sonda se liga
especificamente entre os primers forward e reverse, e a clivagem da sonda resulta nha emissao
de fluorescéncia do reporter, e o acimulo de produtos de PCR é detectado diretamente pelo
aumento da fluorescéncia deste corante.

Especificidade ADV 100% para Virus ADV
Sensibilidade (LOD) 1,02 cépias/pL com probabilidade de >95%

Limite minima de quantificacdao | 2,35 copias/pL
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0 kit é constituido de primers e sondas que permitem a correta identificacao das seguintes
espécies e sorotipos de Adenovirus:

ESPECIE SOROTIPO
A 12/31
B 11/14/18
C 1/2/5/6/57
5 8-10/13/15/17/19/20/22-30/32/33/36-39
/42-49/51/53/54/56
E 4
40/ 41
G 52

4. COMPONENTES

O formato padrao do kit contém reagentes para 48 ou 96 testes.

. 48 TESTES 96 TESTES
COMPONENTES CONTEUDO (XG-ADV-MB-48) | (XG-ADV-MB-96)
mMix de Amplificacao
dNTPs, Tris-HCL, KCL, MgCl,,
MDY Taq Polimerase, UNG, Agua P20 L 3 x 440 pL
livre de nuclease, ROX
Primers e Sondas ADV
PS ADV Mistura de Primers e Sondas 3x130 L 3 x 260 pL
para ADV
DNA clonado da regiao hexon do
gene de ADV na concentracao 3x35puL 3x70pL
de 10° copias/pl
DNA clonado da regiao hexon do
PADRAO ADV 10* | gene de ADV na concentracao 3x35puL 3x70pL
de 10* copias/pl
DNA clonado da regiao hexon do
PADRAO ADV 103 gene de ADV na concentracao 3x35puL 3x70pL
de 103 copias/pl
DNA clonado da regiao hexon do
PADRAO ADV 10% | gene de ADV na concentracao 3x35puL 3x70pL
de 10?% copias/pl
- Controle Interno 3 x 100 pL 3 x 200 pL
CN Controle Negativo 1 x 30 pL 1 x 60 pL

5. ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

O KIT XGEN MASTER ADV deve ser armazenado e transportado na embalagem original em
temperatura controlada de -20°C e é estavel até a data de vencimento indicada no rétulo. O
transporte deve ser realizado em gelo seco.
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Apos a utilizacdo, os componentes devem ser armazenados em temperatura controlada a -
20°C. O congelamento e descongelamento repetido (mais de duas vezes) deve ser evitado, ja
que pode afetar a performance do ensaio. Em uso, os componentes sao estaveis por até 7,5
horas em temperatura ambiente e em condicoes de luz normal.

6. MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

Luvas Descartaveis Sem Talco;

Microcentrifuga (12.000-14.000 rpm);

Micropipetas calibradas (0,5 pL < volume < 200 pL);

Ponteiras Estéreis com Filtro;

Agitador Tipo Vdrtex ou similiar;

Microtubos de 0,2 mL ou Microplacas de PCR, recomendados pelo fabricante do
equipamento de PCR em Tempo Real;

Filme selador;

Banho-seco (para extracao);

Cabine de Fluxo Laminar;

Kit de Extracao de DNA;

Microtubos Livres de Nuclease;

Reagentes para descontaminacao e equipamentos necessarios;
Termociclador para PCR em Tempo Real.

NN NENENR

SN NENENRNEN

ATENCAO: Uma calibracéo valida dos filtros (Pure Spectra Component File) e do background
(Background Component File) deve ser feita rotineiramente

7. AVISOS E PRECAUCOES
7.1. O kit deve ser utilizado somente por pessoal técnico qualificado e devidamente treinado.

7.2. O pessoal técnico deve ser treinado no uso dos termocicladores em Tempo Real, na
manipulacao de reagentes de biologia molecular e qualificados em protocolos de amplificacao
de PCR em tempo real.

7.3. Todo o pessoal envolvido na execucao do teste deve utilizar equipamentos de protecao
individual. O uso de objetos perfuro-cortantes deve ser evitado. Além disso, todos devem ser
treinados em procedimentos de biosseguranca, como recomendado pela legislacao em vigor.

7.4. Os responsaveis pelo manuseio de amostras devem ser vacinados contra tétano, difteria,
hepatite B e os estabelecidos no PCMSO, de acordo com a Norma Regulamentadora 32.

7.5. 0 ambiente do laboratdrio deve ser controlado, a fim de evitar contaminantes como poeira
ou agentes microbianos transportados pelo ar.

7.6. Evitar vibracao na superficie da bancada onde o teste é realizado.

7.7. Apos o recebimento, armazenar o kit a -20°C em freezer ou camara fria com temperatura
controlada.

7.8. Nao trocar os componentes entre diferentes lotes dos kits. Recomenda-se que os
componentes entre dois kits do mesmo lote também nao sejam trocados.
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7.9. Verificar se os reagentes estdo limpos e ndo contém particulas visiveis pesadas ou grumos.
Caso contrario, comunicar o supervisor do laboratorio para iniciar os procedimentos necessarios
para reposicao do kit.

7.10. Manusear e descartar todos os materiais utilizados em local apropriado para descarte de
residuos perigosos. Além disso, deve-se seguir as leis locais para o descarte adequado.

7.11. Manter as areas de extracao e preparacdo de reagentes separada.

8. AMOSTRAS: PREPARACAO E RECOMENDAGOES

O Kit XGEN MASTER ADV pode ser utilizado com DNA extraido de: sangue total, plasma,
swab e lavado nasal. Amostras coletadas devem ser transportadas e armazenadas a +2° a +8°C
e utilizadas em até 3 dias apos a data de coleta. Armazenar a amostra a -20°C caso seja usada
apos 3 dias. Apos armazenamento, as amostras a -20°C sao estaveis por varios anos, verificar o
procedimento interno do laboratério.

IMPORTANTE: Para utilizacdo do kit com outras amostras devera ser realizada a validacao

para confirmar que os requisitos necessarios para a finalidade pretendida sao atendidos.

9. PREPARACAO DOS COMPONENTES E AVISOS

9.1 MM ADV
Solucao pronta para uso. Antes de utilizar, descongelar, homogeneizar em agitador tipo
vortex e centrifugar brevemente (pulso) para concentrar o componente no fundo do tubo.

9.2 PS ADV
Solucao pronta para uso. Antes de utilizar, descongelar, homogeneizar em agitador tipo
vortex e centrifugar brevemente (pulso) para concentrar o componente no fundo do tubo.

9.3 PADRAO ADV 105/10%/103/10?
Solucao pronta para uso para ser utilizada como amostra na etapa de amplificacao.

Nao extrair o Controle Positivo, uma vez que a solucdo é constituida por plasmideos e a
reacao sera inibida.

9.4 CN
Descongelar o Controle Negativo. Antes de utilizar, homogeneizar em agitador tipo vortex e
centrifugar brevemente (pulso).

9.5 Cl ADV
Descongelar o Controle Interno. Antes de utilizar, homogeneizar em agitador tipo vortex e
centrifugar brevemente (pulso).

IMPORTANTE: Para a extracao de amostras de plasma, swab e lavado nasal, o Controle
Interno deve ser adicionado a mistura de tampao de lise e amostra, de acordo com a
Instrucao de Uso fornecida pelo fabricante do kit de extracao.
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Na extracao, para volume de eluicao de 50 pL, recomenda-se adicionar 5 pL do Controle
Interno ao tampao de lise em cada extracao. Caso seja utilizado volume de eluicao diferente
do descrito acima, adicionar o volume de Controle Interno proporcional.

ELUICAO Cl
50 yL a 99 pL 5L
>100 pL 10 yL

NOTA: Adicionar o Controle Interno a cada uma das amostras e ao Controle Negativo é uma
etapa muito importante para confirmar o sucesso do procedimento de extracdo de acido
nucleico e para verificar possivel inibicao da PCR.

10. EQUIPAMENTOS E FERRAMENTAS USADOS EM COMBINACAO COM O KIT

10.1 Micropipetas

Devem ser calibradas para distribuir o volume correto necessario para o teste e devem ser
submetidas a regulares descontaminacdes das partes que podem acidentalmente entrar em
contato com a amostra. Elas devem ser
certificadas e devem estar com seus certificados validos a fim de mostrar precisao de 1% e
exatidao de +5%.

10.2 Equipamento
O Kit XGEN MASTER ADV é direcionado para uso em combinacdo com os Termocicladores
ABI 7500 e ABI 7500 Fast e Rotor-Gene Q.

NOTA: Os usuarios finais devem seguir estritamente a instrucao de uso fornecida pelo

fabricante.

Para utilizacdo do kit em outros equipamentos devera ser realizada a validacdo para
confirmar que os requisitos necessarios para a finalidade pretendida sao atendidos.

11.  CONTROLE DE PRE-ENSAIO E OPERACOES

11.1. Verificar a data de validade do kit impresso na etiqueta externa da caixa.

11.2. Verificar se os componentes liquidos ndo estdao contaminados por particulas visiveis a
olho nu ou grumos.

11.3. Verificar se ha ruptura na caixa de transporte e se ndo ha derramamento de liquido
dentro da caixa.

11.4. Ligar os termocicladores, verificar as configuracoes e certificar-se de utilizar o protocolo
de ensaio correto.

11.5. Seguir estritamente o manual do equipamento fornecido pelo fabricante para a correta
configuracao do termociclador em Tempo Real.

11.6. Verificar se as micropipetas estao configuradas para o volume necessario.

11.7. Verificar se todos os outros equipamentos estao prontos para uso.
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11.8. Em caso de problemas, ndo continuar o teste e comunicar ao responsavel pelo
laboratorio.

12. PROTOCOLO

IMPORTANTE: Um exemplo de gabarito para dispensacao dos reagentes € informado no item
Gabarito do Teste. Favor consultar o item antes de comecar a ler as instrucdes abaixo.

IMPORTANTE: Utilizar somente microplacas recomendadas pelos fabricantes de
termocicladores em Tempo Real.

12.1 CONTROLES DE AMPLIFICACAO
E obrigatorio validar cada sessiao de amplificacdo com reacdes de controle negativo e
controle positivo.

12.2 PREPARAGCAO DA MISTURA DE AMPLIFICAGAO

a) Descongelar o reagente MM ADV, homogeneizar cuidadosamente em agitador tipo
vortex e centrifugar brevemente (pulso) para concentrar todo o contetdo no fundo do
tubo.

b) Descongelar o reagente PS ADV, homogeneizar cuidadosamente em agitador tipo vortex
e centrifugar brevemente (pulso) para concentrar todo o contetido no fundo do tubo.

c) Preparar a mistura de amplificacdo, de acordo com o nimero de amostras a serem

analisadas:
Componente X1 X 32 X 64 X 96
MM 13,75 ul 440 ul 880 ul 1.320 ul
PS 8,1 ul 259,2 ul 518,4 ul 776,6 ul
Volume total | 21,85ul | 699,2ul | 1.398,4ul | 2.096,6 ul

d) Homogeneizar a mistura de amplificacdo em agitador tipo vortex e centrifugar
brevemente (pulso).

IMPORTANTE: Certificar-se de congelar os volumes restantes dos reagentes nao utilizados
logo apos a utilizacao.

12.3 PROCEDIMENTO DE AMPLIFICAGAO

a) Dispensar 20 pL da mistura de amplificacao em cada microtubo ou poco da microplaca,
conforme gabarito de este.

b) Adicionar 5 pL de cada amostra extraida, CN extraido e padroes ADV conforme gabarito
de teste.

c) Fechar os microtubos ou selar a microplaca.
NOTA: em caso de termociclador Rotor-Gene Q, selar cada tubo com a tampa apropriada.
d) Centrifugar brevemente os microtubos ou a microplaca a 2.000 rpm.

e) Colocar os microtubos ou a microplaca no Termociclador de PCR em Tempo Real.
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f) Apos configurar as operacdes descritas no no subitem “Programacao da PCR”, iniciar a
corrida no termociclador.

12.4 PROTOCOLO DE PCR

A programacao deve ser feita conforme descrito abaixo.

PROGRAMA DE PCR

50°C 2 min. 1

95°C 10 min. 1

95°C 15 seg.

60°C 1 min. 45
(Coleta de Dados)

AVISO: Configurar o equipamento com a correta programacao da PCR seguindo as instrucdes
fornecidas pelo fabricante.

a) Selecao de Detectores

Selecionar os detectores informados na tabela abaixo, conforme o manual de instrucao do
equipamento a ser utilizado.

1. ABI 7500, ABI 7500 Fast

Deteccéo Reporter Quencher
ADV TAMRA
CONTROLE INTERNO (B-globina) VIC TAMRA

Configurar ROX como referéncia passiva.

2. Rotor-Gene Q

Reporter Ganho
ﬁ 2

Amarelo 2

Laranja 5

13. GABARITO DO TESTE

Exemplo de gabarito para posicionamento das amostras e reagentes para uma analise
qualitativa.
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Legenda:

P1 = Padrao 10° cépias/pL

P2 = Padrao 10* cépias/pL

P3 = Padrdo 103 copias/pL

P4 = Padrao 10?% cépias/pL

CN = Controle Negativo

A1 - A8 = Amostras

FUNDO AMARELO = Mistura de Amplificagdo (MM ADV + PS ADV)

14. CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO

a) Anadlise de Dados
Uma verificacao é realizada nos Padroes sempre que o kit é utilizado a fim de
verificar se os valores de Ct sao os esperados e informados na tabela abaixo. Além disso, os
valores de SLOPE e R? sdo verificados, a fim de garantir a qualidade da execucao. Os seguintes
requisitos devem ser cumpridos:

Critério Faixa de aceite
Padrao 10%/ pL (FAM) Ct<25
R2 0,990 < rz <1
Slope -3,6 < Slope <£-3,2
Eficiéncia da PCR 90 < eficiéncia < 100

AVISO: Se a reacao de amplificacao o PADRAO ADV 10° produzir um Ct> 25 ou indeterminado,
a sessao nao podera ser considerada valida e devera ser repetida.

Para cada amostra os reporters fluorescentes sao adotados para validar a deteccao de DNA
de ADV como descrito na tabela abaixo:
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ADV - FAM Cl - VIC/Hex Resultado do Resultado
Ensaio Amostra
. ce> 28.ou Invalido Repetir
Ct INDETERMINADO indeterminado
Ct <28 Valido Negativo
Ct<28 Valido Positivo
Ct DETERMINADO
. ce> 28‘ou Valido Alto Positivo
indeterminado

NOTA:
0s valores de Ct para a sonda especifica de controle interno (B-globina) sao usados para validar
a sessao de analise, do processo de extracao até a etapa de deteccao. Um bom desempenho de
extracao apresenta um Ct entre 22 e 25.
ZCaso uma amostra apresenta ADV com resultado indeterminado e um controle interno com Ct>
28, significa que houve problemas no estagio de extracdo ou no estagio de amplificacdo.
Portanto, a amostra deve ser repetida.
3Pode-se considerar validas as amostras com Ct> 28 para o controle interno e alta concentracao
de DNA de ADV. Neste caso, a natureza competitiva da reacao de PCR pode esconder ou
prejudicar a amplificacao do controle interno.
“4Se existir potencial contaminacao na amostra Controle Negativo, os resultados obtidos nao
sdo interpretaveis e toda a corrida (incluindo extracdo) deve ser repetida.

15.  QUANTIFICACAO

A concentracao dos padrées de quantificacao é expressa em copias/ L.
A concentracdo do genoma viral por mL para cada amostra de paciente é calculada
aplicando a formula a seguir:

Volume de Eluicao da Amostra (pL)
Fator de conversdo (Fe) = yo1yme de Amostra na Extracao (mL)

Para cada amostra positiva detectada com o produto, a correta quantificacao da carga
viral de ADV podera ser aplicada, de acordo com a tabela abaixo.

DADO ANALITICO DADO DIAGNOSTICO
Corrida ADV Carga Viral ADV
(cépias/pL) (c6pias/mL)

Quantidade > 1,02 QUANTIFICACAO*

Quantidade < 1,02 Carga Viral abaixo do LOQ

Calculo para conversao de unidade:
*Carga Viral ADV (copias/mL) = Dado corrida (cépias/pL) x Fc

Os resultados obtidos com o Kit XGEN MASTER ADV devem ser interpretados pelos responsaveis
do laboratorio levando em consideracao os sintomas clinicos dos pacientes e outros parametros
de laboratorio relacionados as condi¢des do paciente.

16. SOLUGAO DE PROBLEMAS
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PROBLEMA CAUSA SOLUGCAO
1-Configuracao incorreta da 1- Comparar se a configuracdo esta de
temperatura na programacdo acordo com a instrucdo de uso.
da PCR no equipamento 2.a- Verificar as etapas de trabalho por
2-Configuracdo incorreta da = meio do esquema de pipetagem e repetir o
Auséncia de reacdo de PCR. procedimento, se necessario.
sinal de 3-Manuseio incorreto dos 2.b-Checar a calibracao das micropipetas.
amplificacao controles positivos. 3-Homogeneizacao inadequada ou
no Co.n.trole 4-Condicoes de descongelamento em temperatura diferente
Positivo armazenamento para um ou do ambiente.
mais componentes do kit ndo = 4- Checar as condicdes de armazenamento e
estao de acordo com a a data de validade (verificar na etiqueta do
instrucao de uso ou a data produto) dos reagentes e repetir o
de validade do kit expirou. procedimento, se necessario.

” dicéies da PCR né 1-Verificar as condicdes da PCR e repetir
Auséncia de “AS ONdicoes da nao o procedimento de acordo com a instrucao
cumprem o protocolo.

sinal / Sinal de uso, se necessario.
2-A PCR foi inibida, nao

fraco de o 2.a-Verificar se o método de extracao
amplificacao houve adicao ou o vc?lume de utilizado é compativel com o kit.
no Controle Controle Interjgiadicionado 2.b-Sinal positivo muito forte de um alvo
[T na etapa de extracao nao foi I P o R
B ficiente) pode, por vezes, inibir a fluorescéncia do
Controle Interno.
1.a-Repetir a PCR com novos reagentes em
replicatas.
Sinal de 1-Contaminacao durante a | 1.b-E recomendado realizar a pipetagem do
amplificacao extracao ou durante a Controle Positivo apos todos os outros
no Controle preparacao da PCR. reagentes.
Negativo

1.c-Certificar-se de que o local de trabalho
e os instrumentos sao descontaminados em
intervalos regulares.

IMPORTANTE: Interpretacao dos resultados deve ser feita sob a supervisao do responsavel
do laboratorio para reduzir o risco de erros e resultados mal interpretados. Quando os
resultados do laboratério sdo transmitidos do laboratorio para o centro de informatica, deve-
se prestar muita atencao para evitar erro na transferéncia de dados.

Se um ou mais dos problemas descritos na tabela acima acontecer, depois da
investigacao, informe qualquer problema residual ao supervisor para futuras acoes.

17.  LIMITACOES

Para o usuario deste kit recomenda-se a leitura cuidadosa e a compreensao da instrucao de
uso. A adesao estrita ao protocolo € necessaria para a obtencédo de resultados confiaveis.

Em particular, a veracidade da amostra, a pipetagem de reagentes, a aplicacao de fluxo de
trabalho correto, juntamente com a etapa da programacdo cuidadosa do termociclador é
essencial para resultados precisos e reprodutiveis. A determinagdo positiva em amostra do
paciente tem implicacoes médicas, sociais, psicologicas e econdmicas.
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E recomendado que a confidencialidade, aconselhamento apropriado e avaliacio médica
sejam considerados como aspectos essenciais na sequéncia dos testes.

18. GARANTIA DA QUALIDADE

A Mobius Life Science fornece garantia de todos os produtos por ela revendidos dentro dos
seguintes termos:

18.1 GARANTIA

O produto XGEN MASTER ADV é garantido pela Mobius contra defeitos de producao pelo
periodo de validade do produto, salvo especificacdes em contrario a constar da proposta.

e A garantia abrange defeitos de producao.

18.2 EXCEGOES NA GARANTIA

e Todos os produtos com defeitos oriundos de mau uso, impericia, conservacdo ou
armazenagem inadequada.

18.3 EXTINCAO DA GARANTIA
e Quando nao for utilizado de acordo com sua finalidade de aplicacao.

19. INFORMACOES DO FABRICANTE
Clonit Srl
Via B. Quaranta 57
20139 Milao - Italia

Distribuido por:

Mobius Life Science Comércio de Produto para Laboratdrios Ltda.

Rua Paraiso do Norte, 866 - Pinhais - PR - CEP: 83.324-221

Telefone: +55 (41) 3401-1850 . 0800-7101850

E-MAIL: suporte@mobiuslife.com.br | WEBSITE: www.mobiuslife.com.br
CNPJ: 04.645.160/0001-49

20. REGISTRO ANVISA
80502070079
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