INSTRUGOES DE USO

XGEN MASTER HHV8 (XG-HHV8-MB)
KIT MASTER PARA QUANTIFICACAO DE HERPESVIRUS HUMANO 8

1. FINALIDADE E MODO DE USO

O kit XGEN MASTER HHV8 é um teste quantitativo que permite a amplificacdo e
quantificacdo do DNA, através de PCR em tempo real, do gene da proteina de capsideo menor
do genoma do HHV8 em amostras de sangue total e LCR.

O kit foi otimizado para uso em conjunto com aparelhos de PCR em Tempo Real.
PRODUTO PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO.

1.1 INTRODUCAO

O Herpesvirus Humano 8 (HHV8) é um y-herpesvirus também conhecido como herpesvirus
associado ao Sarcoma de Kaposi (KSHV). O HHV8 causa infeccoes principalmente em individuos
imunocomprometidos e além do Sarcoma de Kaposi, também esta associado com a doenca de
Castleman multicéntrica e linfoma. Os produtos do gene HHV8 promovem a proliferacao de
células do fuso e angiogénese e, portanto, podem eventualmente levar a transformacdo do
tumor.

Varios subtipos de HHV8 ja foram reportados baseado na alta variabilidade do gene K71 e
estao correlacionados com as origens geograficas e étnicas. A soroprevaléncia do HHV8 é maior
em paises do Mediterranea e Africa Subsaariana. No Brasil, a soroprevaléncia na populacdo em
geral é de aproximadamente 2,5%, enquanto pacientes com HIV e Sarcoma de Kaposi, este
numero pode chegar até 98%.

2. ARMAZENAMENTO E MANUSEIO

O kit XGEN MASTER HHV8 deve ser armazenado e transportado na embalagem original em
temperatura controlada de -20°C e é estavel até a data de vencimento indicada no rotulo. O
transporte deve ser realizado em gelo seco.

3. PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

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 na emissao
de fluorescéncia do reporter. O acimulo de produtos de PCR é detectado diretamente pelo
aumento da fluorescéncia deste corante.

A utilizacao do kit XGEN MASTER HHV8 permite a deteccao e quantificacao do HHV8 e
estudos epidemiologicos em populacées de risco.

4. AMOSTRA
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4.1 TIPOS
O ensaio deve ser realizado com acido nucleico extraido de amostras de liquido
cefalorraquidiano (LCR) e amostras de sangue.

4.2 CONDICOES PARA COLETA

e O sangue deve ser colhido assepticamente por puncao venosa.

e Nenhuma influéncia foi observada na preparacao de amostras com citrato e EDTA.

ATENCAO: A heparina afeta as reacdes de PCR. Amostras que foram coletadas em tubos

contendo heparina como anticoagulante nao devem ser utilizadas. As amostras de

pacientes heparinizados também nao devem ser utilizadas.

e Evitar qualquer adicao de conservantes nas amostras.

e As amostras devem ser claramente identificadas com codigos ou nomes, a fim de evitar
resultados com erros de interpretacao.

e Amostras hemolisadas e hiperlipémicas tém de ser descartadas, pois podem gerar falsos
resultados.

e Amostras contendo residuos de fibrinas, particulas pesadas ou filamentos e corpos
microbianos devem ser descartadas, pois podem gerar falsos resultados.

4.3 MANUSEIO
Amostras de sangue devem ser transportadas e armazenadas entre 2° a 8°C e utilizadas em
até 3 dias apos a data de coleta. Amostras de LCR manter armazenado a -20°.

4.4 PREPARO E PRESERVACAO
Quando utilizar amostras congeladas, s6 descongelar no momento da extracdo, a fim de
evitar possiveis casos de degradacado do acido nucléico.
As amostras devem passar por processo de extracao e purificacao do material genético.
Para a extracao de DNA, o Controle Interno podera ser adicionado a mistura de tampao de
lise e amostra, de acordo com a Instrucao de Uso fornecida pelo fabricante do kit de extracao.
Na extracdao, para volume de eluicdo 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 L a 99 pL 5L
2100 pL 10 pL

IMPORTANTE: Adicionar o Controle Interno a cada uma das amostras € uma etapa muito
importante para confirmar o sucesso do procedimento de extracao de acido nucleico e para
verificar possivel inibicao da PCR.

5. DESCRIQZ\O DO PRODUTO, ACESSORIOS E SOFTWARE
0 formato padrao do kit contém reagentes para 48 ou 96 testes.
QUANTIDADE
48 TESTES 96 TESTES

MM HHV8 Solucao de Master Mix 3x220 L 3 x 440 L
_ Primers e Sondas 3x130 L 3 x260 pL

COMPONENTES CONTEUDO
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DNA clonado na concentracao
de 10° copias/pl 3x35uL 3x70 L
DNA clonado na concentracao
de 10*copias/pl 3x35uL 3x70 L
PADRAO HHV8 DNA clonado na concentracao
103 de 103 copias/pl 3x 35 3x70pL
PADRAO HHV8 DNA clonado na concentracao
10?2 de 10% copias/pl 3x 35 3x70pL
_ Controle Interno 3 x 100 pL 3 x 200 pL
CN Controle Negativo 1 x 30 uL 1 x 60 pL

5.1 PREPARO E PRESERVACAO DOS REAGENTES

5.1.1 MM HHV8
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.

5.1.2 PS HHV8
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.

5.1.3 PADRAO HHV8 10%/10%/103/10?

Solucao pronta para uso para ser utilizada como amostra na etapa de amplificacao.

N&o extrair o Padrao, uma vez que a solucao é constituida por plasmideos e a reacao pode
ser inibida.

5.1.5 CI HHV8
Descongelar o Controle Interno. Antes de utilizar, homogeneizar em agitador tipo vortex e
centrifugar brevemente (pulso).

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

6. ITENS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS
v' Micropipetas (0,5 pL < volume < 1.000 pL);
IMPORTANTE: Devem estar calibradas para distribuir o volume correto necessario para o
teste e devem ser submetidas a regulares descontaminacoes 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%.

Microcentrifuga;

Agitador tipo vortex ou similar;
Racks para tubos;

Ponteiras estéreis com filtro;
Microtubos livre de nuclease;
Luvas descartaveis sem talco;
Cabine de fluxo laminar.

A RSN NN
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Termociclador para PCR em Tempo Real devidamente calibrado conforme orientacao do
fornecedor.

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

Filme selador;

Kit de Extracao de DNA;

7. ESTABILIDADE EM USO

Apds a utilizacdo, os componentes devem ser armazenados em temperatura controlada a -

20°C.

0 congelamento e descongelamento repetido (mais de duas vezes) deve ser evitado, ja

que pode afetar a performance do ensaio. Caso sejam utilizados de forma intervalada, sugere-
se que sejam realizadas aliquotas em tubos livres de RNAse e DNAse, de acordo com a
necessidade. Em uso, os componentes sao estaveis por até 5 horas em temperatura ambiente
e em condicoes de luz normal.

8. ORIENTAGOES GERAIS

0 produto destina-se a ser utilizado por pessoal de laboratorio qualificado e treinado na
manipulacao de reagentes de biologia molecular e qualificados em protocolos de
amplificacao de PCR em Tempo Real.

Todo o pessoal envolvido na execucao do teste deve utilizar equipamentos de protecao
individual. Além disso, todos devem ser treinados em procedimentos de biosseguranca,
como recomendado pela legislacao em vigor.

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.
Tratar todas as amostras como potencialmente infectantes. Todas as amostras de soro
humano, sangue e plasma devem ser manuseadas em Nivel de Biosseguranca 2, como
recomendado pela legislacao em vigor.

Os residuos gerados durante a utilizacdo do kit devem ser descartados de acordo com as
diretrizes e regras de descarte de residuos quimicos e substancias bioldgicas do
laboratorio, conforme legislacdo em vigor.

9. RECOMENDAGOES PARA CONTROLE DE QUALIDADE

Nao utilizar reagentes ou materiais fora da data de validade.

Verificar se os componentes liquidos nao estao contaminados por particulas visiveis ou
grumos. Observar se ha ruptura na caixa de transporte e se nao ha derramamento de
liquido dentro da caixa.

Ligar o termociclador, verificar as configuracoes e conferir se o protocolo de ensaio
esta correto.

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

Nao trocar os componentes entre diferentes lotes do produto. Recomenda-se que os
componentes entre dois kits do mesmo lote também nao sejam trocados.

0 ambiente do laboratoério deve ser controlado, a fim de evitar contaminantes.
Utilizar ponteiras descartaveis, trocando-as apds a manipulacao de cada reagente para
evitar contaminacbes cruzadas. Da mesma forma, trocar as ponteiras apds a
manipulacao de cada amostra.
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e Tratar todas as amostras como potencialmente infectantes. Todas as amostras devem
ser manuseadas em Nivel de Biosseguranca Il, como recomendado pela legislacao em
vigor.

e O fluxo de trabalho no laboratério deve proceder de maneira unidirecional, iniciando
com o preparo dos reagentes (pré-PCR), passando para a extracao de amostras (pré-
PCR) e finalizando nas areas de amplificacdo e de analises de dados (pds-PCR). Nao
compartilhar reagentes e equipamentos entre as diferentes areas.

IMPORTANTE: A circulacdo de pessoas e equipamentos provenientes da area de
amplificacao para a area de preparo de reagentes deve ser evitada fortemente, para que
ndo haja a contaminacao das areas pré-PCR com material amplificado.

e Recomenda-se a descontaminacao regular de equipamentos comumente utilizados,
especialmente micropipetas e superficies de trabalho.

10. PROCEDIMENTO DE ENSAIO, CALCULOS, INTERPRETACAO
10.1 CONTROLE DE AMPLIFICACAO

E obrigatorio validar cada sessao de amplificacio com reacdes de controle negativo e os
padroes

10.2 PREPARO DA MISTURA DE AMPLIFICAGCAO
NUMERO DE REACOES

COMPONENTE
x 1 x 16 x 32 x 96
MM 13,75 uL 220 440 pL 1320 pL
PS 8,1 pL 129,6 259,2 uL 776,6 uL
VOLUME TOTAL 21,85 pL 349,6 yL | 699,2 L 2096,6 pL

e Descongelar o reagente MM HHV8, homogeneizar cuidadosamente em agitador vortex e
centrifugar brevemente (pulso) para concentrar todo o conteldo no fundo do tubo.
e Descongelar o reagente PS HHV8, homogeneizar cuidadosamente em agitador vortex e
centrifugar brevemente (pulso) para concentrar todo o contetdo no fundo do tubo.
e Preparar a mistura de amplificacdo, de acordo com o nimero de amostras a serem
analisadas:
e Homogeneizar a mistura de amplificacao em agitador vortex e centrifugar brevemente
(pulso).
IMPORTANTE: Certificar-se de congelar os volumes restantes dos reagentes nao utilizados
logo apos a utilizacao.

10.3 PROCEDIMENTO DE AMPLIFICACAO

e Dispensar 20 pL da mistura de amplificacao em cada microtubo ou poco da microplaca,
conforme gabarito de teste.

e Adicionar 5 pL de cada amostra extraida, CN extraido, dos padrées HHV8 10°/104/103/10?
conforme gabarito de teste.

e Fechar os microtubos ou selar a microplaca.

e 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.

e Apds configurar as operacdes descritas no subitem 10.4 - PROGRAMACAO DA PCR e 10.5
- SELECAO DE DETECTORES, iniciar a corrida no termociclador.
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Exemplo de gabarito para posicionamento das amostras e reagentes na placa de PCR.

LEGENDA:

e P1: Padrao 10° copias/pL

e P2: Padrao 10“ copias/pL

e P3: Padrao 103 copias/pL

e P4: Padrao 10? copias/pL

e CN: Controle Negativo

e A1 - A7: Amostras

e FUNDO AMARELO: Mistura de Amplificacao (MM HHV8 + PS HHV8)

IMPORTANTE: Utilizar somente microplacas recomendadas pelos fabricantes de
termocicladores em tempo real.

10.4 PROGRAMACAO DA PCR
A programacao deve ser feita conforme descrito abaixo. Configurar o equipamento com a
correta programacao da PCR seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

ETAPA TEMPERATURA TEMPO NUMERO DE CICLOS
Hold 50°C 2 min. 1
Hold 95°C 10 min. 1
Ciclo PCR 95°C 15 seg. 45
(*Coleta de Dados) 60°C (*) 1 min.

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

ALVO REPORTER QUENCHER
HHV8 FAM Nao Fluorescente
(o] VIC TAMRA

IMPORTANTE: Configurar ROX como referéncia passiva.
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10.6 CONFIGURAGOES PRE-ANALISE

E necessaria a realizacdo de ajuste de configuracdo para avaliacio dos pardmetros de
validacao da corrida. Recomenda-se definir os valores de limite (threshold) para cada canal
(alvo) independentemente. Use a curva de amplificacao do P1 como ponto de partida durante
a validacao da execucao (antes da interpretacao de resultados amostrais do paciente), a fim
de garantir que os limites estao dentro da fase exponencial das curvas de fluorescéncia e acima
de qualquer sinal de fundo (background). O valor do limite (threshold) para diferentes
instrumentos pode variar devido a diferentes intensidades de sinal.

10.7 VALIDACAO DA CORRIDA

Os valores de slope, R?, e eficiéncia da corrida, assim como o valor de Ct do Padrdo 1 devem
ser verificados, a fim de garantir a qualidade da execucao, e devem estar de acordo com tabela
abaixo.

CRITERIO FAIXA DE ACEITE
Eficiéncia da PCR 90% < eficiéncia < 100%
R? 0,99 <R?<1
Slope -3,6 < Slope < -3,2
Valor de Ct do Padrao 1 Ct<25

IMPORTANTE: Se a reacdo de amplificacio o PADRAO 1 produzir um Ct > 25 ou
indeterminado, a sessdo ndo podera ser considerada valida e devera ser repetida.

10.8 ANALISE DAS AMOSTRAS

Para cada amostra, o usuario deve realizar uma analise cuidadosa no grafico de amplificacao
e para todos os alvos apo6s os parametros serem configurados, para confirmar a presenca ou
auséncia do traco exponencial.

HHV8 (FAM) Cl (VIC) Resultado do Ensaio Resultado Amostra
) il 28.ou Invalido* Repetir
Ct INDETERMINADO = indeterminado
Ct<28 Valido** Negativo
Ct<28 Valido Positivo
Ct DETERMINADO
g 28.ou Valido** Positivo

indeterminado

* Caso uma amostra apresente HHV8 com resultado indeterminado e controle interno com
Ct > 28, pode significar problemas nas etapas de extracdao e/ou amplificacdo. Portanto, a
amostra deve ser repetida.

** Os valores de Ct para a sonda especifica de controle interno (B-globina) sao usados para

validar a sessao de analise, desde o processo de extracao até a etapa de deteccdo. Um bom
desempenho de extracao apresenta um Ct entre 22 e 25.

*** Pode-se considerar validas as amostras com Ct > 28 para o controle interno e alta
concentracao de DNA de HHV8. Neste caso, a natureza competitiva da reacao de PCR pode
esconder ou prejudicar a amplificacao do controle interno.
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IMPORTANTE: Se existir potencial contaminacao na amostra Controle Negativo, os resultados
obtidos ndo sao interpretaveis e toda a corrida (incluindo extracao) deve ser repetida.

10.9 QUANTIFICACAO

A concentracao dos padrdes 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 eluicdo de amostra (ul)

Fator de conversao (Fc) =
(Fe) Volume inicial de amostra na extra¢do (mL)

Para cada amostra positiva detectada com o KIT XGEN MASTER HHV8, a correta quantificacao
da carga viral de HHV8 podera ser aplicada, de acordo com a tabela abaixo.

DADO ANALITICO DADO DIAGNOSTICO
Dado Corrida HHV8 (cépias/pL) Carga Viral HHV8 (copias/mL)

Quantidade > 1,29 QUANTIFICACAO*

Quantidade < 1,29 Carga Viral abaixo do LOQ

Calculo para quantificacéo:
Carga viral (copias/mL) = Dadoda corrida (copias) x Fc

11. SUBSTANCIAS INTERFERENTES E LIMITAGOES

Para o usuario deste kit recomenda-se a leitura cuidadosa e a compreensao da instrucao de
uso. A adesao estrita ao protocolo é necessaria para a obtencao 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 programacao cuidadosa do termociclador, é
essencial para resultados precisos e reprodutiveis. A determinacao positiva em amostra do
paciente tem implicacoes médicas, sociais, psicologicas e econdmicas.

Os resultados obtidos com o Kit XGEN MASTER HHV8 devem ser interpretados pelos
responsaveis do laboratorio levando em consideracao os sintomas clinicos dos pacientes e outros
parametros de laboratorio relacionados as condices do paciente.

E recomendado que a confidencialidade, aconselhamento apropriado e avaliacio médica
sejam considerados como aspectos essenciais na sequéncia dos testes.

12. DESEMPENHO

12.1 SENSIBILIDADE

A sensibilidade analitica é a capacidade de um método analitico obter resultados positivos
frente a resultados positivos obtidos pelo método de referéncia, até a menor quantidade do
analito que pode ser mensurada. O limite de deteccao (LOD) é a menor quantidade de copias
do alvo que pode ser detectada pelo sistema de ensaio com uma probabilidade de 95%.

CRITERIO RESULTADO

Limite de deteccao 0,61 copias/pL com probabilidade de >95%
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12.2 ESPECIFICIDADE
A especificidade analitica é a capacidade de um método analitico de determinar somente o
analito frente a outras substancias presentes na amostra.

CRITERIO RESULTADO
Especificidade 100%

12.3 EXATIDAO
N&o aplicavel.

12.4 PRECISAO
N&o aplicavel.

13. RISCOS RESIDUAIS

N&o aplicavel.

14. INTERVALOS DE REFERENCIA

N&o aplicavel.

15. REQUISITOS
Usuario profissional com conhecimentos em biologia molecular.

16. SOLUCOES DE PROBLEMAS

Os resultados obtidos com o Kit XGEN MASTER HHV8 devem ser interpretados pelos
responsaveis do laboratdrio levando em consideracao os sintomas clinicos dos pacientes e outros
parametros de laboratorio relacionados as condicoes do paciente.

Se um ou mais dos problemas descritos na tabela abaixo forem recorrentes, deve-se realizar
uma investigacao e para que se tomem acdes a fim de evita-los.

PROBLEMA CAUSA SOLUCAO

Verificar as condicdes da
PCR e repetir o
procedimento de acordo
com a instrucao de uso, se

As condicdes da PCR nao
cumprem o protocolo.

necessario.
CONTROLE INTERNO COM ’ PaC;;éo(]) ](;]l:bc])d\i;lzfnoehdo: hi Verificar se o método de
SINAL FRACO OU SEM SINAL X 1. - . .
5 Controle Interno adicionado extracao utilizado é
DE AMPLIFICACAO 1 - : I, .
na etapa de extracao nao foi compativel com o kit.
suficiente.
Sinal positivo muito forte de
Sinal positivo forte do alvo um alvo pode, por vezes,
HHV8 (FAM) inibir a fluorescéncia do

Controle Interno.
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Configuracao incorreta da
temperatura na
programacao da PCR no
equipamento.

Comparar se a configuracao
esta de acordo com a
instrucao de uso.

Checar a calibracao das
micropipetas.

Verificar se os reagentes

Erros de pipetagem estao sendo manuseados
CONTROLE POSITIVO SEM corretamente.
SINAL DE AMPLIFICACAO Homogeneizaco
inadequada.

Checar as condicoes de
armazenamento e a data de
validade (verificar na
etiqueta do produto) dos
reagentes e repetir o
procedimento, se
necessario.

Condicoes de
armazenamento para um ou
mais componentes do kit
nao estao de acordo com a
instrucao de uso ou a data
de validade do kit expirou.

Repetir a PCR com novos
reagentes em replicatas.

E recomendado realizar a
pipetagem da Curva Padrao

SINAL DE AMPLIFICACAO a0l gentes.
preparacao da PCR. Certificar-se de que o local

de trabalho e os

instrumentos sao
descontaminados em
intervalos regulares.

17. ALERTAS E PRECAUCOES
N&o aplicavel.

18. GARANTIA
A Mobius Life Science fornece garantia de todos os produtos por ela revendidos.

0 produto KIT XGEN MASTER HHV8 é garantido contra defeitos de producao pelo periodo de
validade do produto, salvo especificacdes em contrario a constar da proposta.

18.1 EXCECOES NA GARANTIA
e Todos os produtos com defeitos oriundos de mau uso, impericia, conservacao ou
armazenagem inadequada.

18.2 EXTINCAO DA GARANTIA
e Quando nao for utilizado de acordo com sua finalidade de aplicacao.
e A Mobius nao se responsabiliza por resultados/diagnoésticos que sejam obtidos através da
utilizacao de amostras nao previstas na instrucao de uso.
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19. INFORMAGOES DO FABRICANTE LEGAL

Mobius Life Science Comércio de Produto para Laboratérios Ltda.

Rua Jandaia do Sul 441 - Pinhais - PR - CEP: 83.324-440

Telefone: (41) 3401-1850

E-mail: suporte@mobiuslife.com.br | Website: www.mobiuslife.com.br
CNPJ: 04.645.160/0002-20

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

Telefone: (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
80502070083
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