INSTRUCOES DE USO

XGEN MASTER MTB
KIT MASTER PARA DETECCAO DE DNA DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

1. FINALIDADE E MODO DE USO

O Kit XGEN MASTER MTB é destinado para a deteccao qualitativa do DNA de Mycobacterium
tuberculosis (MTB) em amostras clinicas de escarro, lavado bronco alveolar, liquido
cefalorraquidiano, fezes, com controle simultaneo de reacdo de extracao/amplificacdo através
do Controle Interno (Cl).

O kit foi otimizado para uso nos aparelhos de PCR em Tempo Real.
Produto para uso em diagnostico in vitro.

1. 1 INTRODUGAO

Mycobacterium tuberculosis (WTB) é o agente causador de uma grave doenca respiratoria,
a tuberculose (TB). Atualmente esta doenca cresce significativamente devido a ocorréncia de
cepas multirresistentes, ao crescente nimero de pacientes imunodeficientes e as taxas
crescentes de migracao da populacao. A infeccao pela MTB ocorre principalmente nos pulmoes
e pode ser detectada em amostras de escarro, lavado bronco alveolar (LBA) e bidpsias do
pulmao. Infeccoes também podem aparecer em locais atipicos causando meningite basilar,
tuberculose ganglionar, infeccoes urogenitais, infeccoes nas articulacoes e infeccoes nos olhos.

Os testes classicos designados para o diagnostico da tuberculose sao baseados na coloracao
acidéfila do MTB e microscopias, acompanhadas por uma cultura para confirmacao. Estes
métodos tradicionais além de requererem bastante tempo (a cultura, por exemplo, necessita
de 2 a 4 semanas), possuem uma baixa sensibilidade. Portanto, as metodologias baseadas em
PCR sao rapidas e sensiveis, tornando-se gradativamente procedimentos padronizados para o
diagnéstico da tuberculose. Estes métodos sao capazes de registrar pequenas quantidades de
patégeno em ampla diversidade de material clinico.

O resultado positivo do exame de deteccao de Mycobacterium tuberculosis por PCR deve ser
considerado apenas como prova da doenca. A deteccdo pelo método molecular pode ser
negativa em casos de localizacdo extrapulmonar, estado latente do portador ou devido a
amostra clinica inadequada.

IMPORTANTE: A presenca de bactérias mortas apos a terapia anti-TB deve ser levada em
conta na interpretacao dos resultados de PCR. Além disso, detec¢des positivas (em qualquer
tipo de amostra) em pacientes idosos, assintomaticos e/ou “infectados latentes”, podem
ser representativas de MTB presentes em quantidades muito baixas que ndo reagem a
qualquer tipo de tratamento.

2. ARMAZENAMENTO E MANUSEIO
O Kit XGEN MASTER MTB deve ser armazenado entre -15°C e -25°C.
O produto estocado corretamente é estavel até a data de validade impressa no rétulo.

Repetidos ciclos de congelamento e descongelamento da MasterMix, do Controle Interno e
do Controle Positivo devem ser evitados, pois podem resultar em uma baixa qualidade de
deteccao. Sendo assim, recomenda-se fazer a aliquotas de 30 pL da MasterMix em tubos para
PCR livres de DNAse e RNAse e manté-las armazenadas entre -80°C a -20°C.
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0 Kit quando em uso, apresenta uma estabilidade de até 6 horas a temperatura ambiente e
em condicoes de luz normal.

Minimizar a exposicdo a luz dos componentes do kit.

Os componentes armazenados sob outras condicdes que nao as especificadas no roétulo
podem nao proporcionar um desempenho correto, afetando negativamente os resultados dos
testes.

3. PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

O Kit XGEN MASTER MTB detecta especificamente cepas do complexo Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. canettii, M. pinnipedi,
M. caprae, M. orygis, M. mungi E vaccination strain Bacillus Calmette-Guérin) e também cepas
de vacinas (por exemplo: BCG). A presenca de M. tuberculosis é indicada pelo aumento da
fluorescéncia do fluoréforo FAM. O Controle Interno, detectado no canal de fluorescéncia do
fluoréforo HEX/JOE, é incluido no processo de extracdo de DNA, controlando uma possivel
inibicdo da reacao de PCR. O kit de deteccao aproveita a tecnologia "hot start”, minimizando
reacoes nao especificas e garantindo a maxima sensibilidade. A MasterMix é pronta para o uso
e contém Uracilo-DNA-Glicosilase (UDG), eliminando possiveis contaminacées da reacao de PCR
por produtos de amplificacao

4. AMOSTRA

4.1 TIPOS

Usualmente sdo utilizadas amostras do trato respiratério para diagnosticar a presenca de M.
tuberculosis. Geralmente a infeccao nao é disseminada, portanto a deteccdo em amostras de
sangue periférico ndo é importante para fins de diagndsticos.

4.2 CONDICOES PARA COLETA
e As amostras clinicas devem ser coletadas e rotuladas adequadamente em recipientes
limpos com ou sem meio de transporte (dependendo do tipo de amostra) e processadas o
mais rapidamente possivel para garantir a qualidade do teste.
e Erecomendada a utilizacio de amostras frescas.

4.3 MANUSEIO

Recomenda-se o uso de amostras frescas para o teste. Para longos periodos de
armazenamento, recomenda-se que todas as amostras fiquem a -20°C ou, idealmente, a -80°C
até a extracao.

4.4 PREPARO E PRESERVACAO

A amostra devera ser totalmente descongelada e levada a temperatura ambiente antes do
teste. Homogeneizar bem a amostra antes da preparacao. Ciclos repetidos de congelamento e
descongelamento devem ser evitados para impedir a degradacdo da amostra e dos acidos
nucleicos. Realizar a preparacao da amostra de acordo com as recomendacoes descritas nas
instrucoes de uso do kit de extracao utilizado. Para extracao de DNA a partir de amostras
clinicas, pode ser utilizado qualquer kit de extracao de DNA comercialmente disponivel, tanto
manuais quanto automatizados, seguindo as instrucées do fabricante.

IU - XGEN MASTER MTB - Rev. 04 - abr/2024



“e
- -
o -
.. h—
5. DESCRICAO DO PRODUTO, ACESSORIOS E SOFTWARE
0 formato padrao do kit contém reagentes para 25 e 100 testes.
) QUANTIDADE
COMPONENTES CONTEUDO
25 TESTES 100 TESTES

Mistura de enzima,
MMIX sondas, primers, 1 x 750 pL 4 x 750 pL
tampao e dNTPs
Controle Positivo

102 copias/ L de 1 x 200 pL 2 x 200 pL
Mycobacterium tuberculosis
Controle Interno 1 x 1.000 pL 2 x 1.000 pL
CN Controle Negativo 1 x 500uL 1 x 500uL
Guia rapido Guia Rapido 1un 1un

5.1 PREPARO E PRESERVACAO DOS REAGENTES
Os componentes do Kit XGEN MASTER MTB sao prontos para o uso.

A extracao do DNA deve ser realizada por kits especificos disponiveis no mercado de acordo
com os protocolos especificos para extracao particular de MTB.

Deve-se adicionar o Controle Interno diretamente na amostra no inicio do processo de
extracao. Ao final do processo, devera conter 0,1 pL do Controle Interno em 1 pL de Volume
de Eluicao.

Volume de Eluicao 25 L 50 pL 100 pL 200 pL
Volume de Controle Interno 2,5uL 5L 10 pL 20 L

IMPORTANTE: O valor de Ct do Controle Interno é usado para avaliar se o procedimento de
extracao foi realizado corretamente.

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 descontaminacées 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;

A NN (RN

Cabine de fluxo laminar;
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v' Termociclador para PCR em Tempo Real devidamente calibrado conforme orientacao do

fornecedor;

v Microplacas de PCR, recomendados pelo fabricante do equipamento de PCR em tempo

real;

v" Filme selador.

7. ESTABILIDADE EM USO

Repetidos ciclos de congelamento e descongelamento da MasterMix, do Controle Interno e
do Controle Positivo devem ser evitados, pois podem resultar em uma baixa qualidade de
deteccao. Sendo assim, recomenda-se fazer a aliquotas de 30 pL da MasterMix em tubos para
PCR livres de DNAse e RNAse e manté-las armazenadas entre -15°C a -25°C.

E indicado minimizar a exposicio dos componentes do kit a luz. Os componentes
armazenados sob outras condicées que nao as especificadas no rotulo podem nédo proporcionar
um desempenho correto, afetando negativamente os resultados dos testes. Caso sejam
utilizados de forma intervalada, sugere-se que sejam realizadas aliquotas em tubos livres de
DNAse e RNAse, de acordo com a necessidade.

8. ORIENTACOES GERAIS

O 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
amplificacdo 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.
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 biologicas do
laboratorio, conforme legislacao em vigor.

9. RECOMENDAGOES PARA CONTROLE DE QUALIDADE

Nao utilizar reagentes ou materiais fora da data de validade.

Verificar se os componentes liquidos ndo estdao 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 configuracdes 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 n&o sejam trocados.

0 ambiente do laboratoério deve ser controlado, a fim de evitar contaminantes.

Utilizar ponteiras descartaveis, trocando-as apos a manipulacdo de cada reagente para
evitar contaminagdes cruzadas. Da mesma forma, trocar as ponteiras apos a manipulacdo
de cada amostra.
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e O fluxo de trabalho no laboratorio 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 (pos-PCR). Nao
compartilhar reagentes e equipamentos entre as diferentes areas.

IMPORTANTE: A circulacao de pessoas e equipamentos provenientes da area de amplificacao

para a area de preparo de reagentes deve ser evitada fortemente, para que nao 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, INTERPRETAGCAO

10.1 CONTROLE DE AMPLIFICACAO

O kit XGEN MASTER MTB contém controles positivo e negativo que devem ser incluidos em
cada execucao para interpretar corretamente os resultados. Além disso, o controle interno (Cl)
adicionado em cada amostra testada confirma o desempenho correto da técnica.

10.2 PROCEDIMENTO DE AMPLIFICACAO

e Adicionar 30 pL da MMIX em cada poco de acordo com o nimero de reacdes necessarias,
incluindo amostras e controles.

e Adicionar 10 uL de DNA extraido de cada amostra, CP e CN em seus respectivos pocos e
fechar a placa/microtubos.

e Centrifugar brevemente a placa/microtubos.

e Colocar a placa/microtubos no termociclador de PCR em Tempo Real.

e Ap0s configurar a programacao como descrito no subitem 10.3 PROGRAMACAO DA PCR E
10.4 SELECAO DOS DETECTORES, iniciar a corrida no termociclador.

Q00000000000
Q00000000000
- Q00000000000
Q00000000000
Q00000000000

Q00000000000
Q00000000000

Exemplo de gabarito para posicionamento das amostras e reagentes na placa de PCR.

LEGENDA:

e A1 - A10 = Amostras

e CP = Controle Positivo

e CN = Controle Negativo

o FUNDO AMARELO: Mistura de Amplificacao (MMIX)
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10.3 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 37°C 2 min 1
Hold 95°C 10 min 1
Ciclo PCR I 55
(*Coleta de Dados) OIS 40's 45
72°C 20s

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

ALVO REPORTER
M. tuberculosis FAM
Controle Interno

10.5 CONFIGURACOES PRE-ANALISE

E necessaria a realizacdo de ajuste de configuracdo para avaliacdo 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 controle positivo 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.

10.6 VALIDACAO DA CORRIDA
Uma verificacao nos controles é realizada sempre que o kit é utilizado a fim de verificar se
os valores de Ct sao os esperados e informados na tabela abaixo.

RESULTADO DO ENSAIO

CRITERIO ALVO CONTROLE INTERNO
>40 ou nenhum sinal <40 Valido
Controle Negativo .
<40 <40 Invalido
Controle Positivo <40* <40** Valido***

" As sondas possuem diferentes niveis de fluorescéncia, por isso as curvas para diferentes
alvos apresentam aspectos diferentes.

“Se o controle interno foi adicionado as amostras apenas no momento da extracao e nao foi

adicionado ao controle positivo no momento da amplificacdo, ndo havera amplificacdo do

Cl no controle positivo.

™ Controle Positivo e qualquer amostra positiva ira mostrar curva exponencial de

fluorescéncia. Qualquer amostra exibindo um traco exponencial é considerada positiva.

IMPORTANTE: Se existir potencial contaminacao na amostra Controle Negativo, os resultados
obtidos ndo sado interpretaveis e toda a corrida (incluindo extracao) deve ser repetida.

Se todos os controles estiverem dentro dos intervalos especificados, validando a corrida,
verificar as amostras clinicas.
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10.7 ANALISE DAS AMOSTRAS
Qualquer amostra exibindo um traco exponencial é considerada positiva.
ALVOS cl RESULTADO DO ENSAIO
Determinado Positivo Valido
Ct <40 .
Indeterminado Positivo Valido*
Ct > 40 ou <40 Negativo Valido
Indeterminado/Nao detectado Ct > 40 ou indeterminado Invalido**

" A concentracao de DNA dos alvos (sinal FAM, ROX e/ou Cy5 positivos) pode levar a um sinal
REDUZIDO ou AUSENTE do Controle Interno devido a competicdo entre os reagentes.

“ Nestes casos podem ocorrer problemas durante a etapa de amplificacao (ineficiéncia ou
auséncia de amplificacdo) ou durante a etapa de extracao (presenca de inibidores ou
amostras iniciais contendo nimero insuficiente de células), o qual pode levar a resultados
incorretos e falsos negativos. O procedimento deve ser repetido iniciando a partir da etapa
de extracao usando amostra fresca vinda do paciente.

11. SUBSTANCIAS INTERFERENTES E LIMITACOES

Para o usuario deste kit recomenda-se a leitura cuidadosa e a compreensao da Instrucdo 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 do fluxo de
trabalho correto, juntamente com a etapa da programacdo cuidadosa do termociclador, é
essencial para resultados precisos e reprodutiveis. A determinacdo positiva em amostra do
paciente tem implicacoes médicas, sociais, psicologicas e econdmicas.

Os resultados obtidos com o kit MASTER para deteccao do complexo Mycobacterium
tuberculosis e micobactérias nao tuberculosas devem ser interpretados pelos responsaveis do
laboratério levando em consideracéo os sintomas clinicos dos pacientes e outros parametros de
laboratorio relacionados as condicoes do paciente.

E recomendado que a confidencialidade, aconselhamento apropriado e avaliacdo médica
sejam considerados aspectos essenciais na sequéncia de 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 deteccdo (LOD) é a menor quantidade de copias
do alvo que pode ser detectada pelo sistema de ensaio com uma probabilidade de 95%. A
sensibilidade do kit XGEN MASTER MTB para deteccao do complexo Mycobacterium tuberculosis.

ALVO SENSIBILIDADE

Sensibilidade (LOD) M.tuberculosis 0,09 copias/uL

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.
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Insercao Especifica de Multiplas Copias da Sequéncia

Gene Alvo 156110

Complexo Mycobacterium tuberculosis

(M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti, M.

Especificidade canettii, M. pinnipedi, M. caprae, M. orygis, M. mungi and
vaccination strain Bacillus Calmette-Guérin) e também
cepas de vacina BCG.

12.3 EXATIDAO
N&o aplicavel.

12.4 PRECISAO

0 ensaio de precisao foi realizado através do resultado de um mesmo analito medido diversas
vezes sob mesmas condicOes operacionais (repetibilidade) e sob condicées operacionais
distintas (reprodutibilidade). O resultado pode ser visualizado através do coeficiente de
variacao (CV%). Assim, os resultados foram estabelecidos conforme tabela abaixo.

CRITERIO RESULTADO
Repetibilidade CV% < 5%
Reprodutibilidade CV % < 5%

13. RISCOS RESIDUAIS

N&o aplicavel.

14. INTERVALOS DE REFERENCIA

Nao aplicavel.

15. REQUISITOS

Usuario profissional com conhecimentos em biologia molecular.

16. SOLUCOES DE PROBLEMAS

Os resultados obtidos com o kit MASTER para deteccao do complexo Mycobacterium
tuberculosis e micobactérias nao tuberculosas deve ser interpretado pelos responsaveis do
laboratério levando em consideracéo os sintomas clinicos dos pacientes e outros parametros de
laboratorio relacionados as condicdes do paciente.

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

PROBLEMA CAUSA SOLUCAO

Configuracao incorreta da
temperatura na programacao da
CONTROLE POSITIVO SEM PCR no equipamento.
SINAL DE AMPLIFICACAO Verificar as etapas de trabalho
Aplicacao incorreta do CP. por meio do esquema de
pipetagem e repetir o

Verificar se a configuracdo esta
de acordo com a instrucao de uso.
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procedimento, se necessario.

Homogeneizacao inadequada ou
descongelamento em temperatura
diferente da ambiente.

Conferir a calibracao das
micropipetas.

Condicoes de armazenamento para Verificar as condicoes de
um ou mais componentes do kit armazenamento e a data de
nao estao de acordo com a validade (verificar na etiqueta do
instrucao de uso ou a data de | produto) dos reagentes e repetir
validade do kit expirou. o procedimento, se necessario.
Verificar as condicoes da PCR e
As condicbes da PCR nao cumprem repetir o procedimento de acordo
o protocolo. com a instrucao de uso, se
necessario.
Verificar se nenhum potencial
inibidor de PCR contaminou os
tubos.

. o e £
CONTROLE INTERNO COM  Possibilidade de inibicdo, errono " POsitivo muito forte

SINAL FRACO OU SEM procedimento ou mau de um alvo pode, por vezes, inibir
SINAL DE AMPLIFICACAO = funcionamento do equipamento. a fluoresclerlaa do Controle
nterno.

Verificar se as analises foram
realizadas com a configuracao
correta do equipamento.

Verificar se 0 método de extracao

utilizado é compativel com o kit e

se o procedimento foi executado
corretamente.

Problemas durante a extracao.

Repetir a PCR com novo
reagentes em replicatas.

E recomendado realizar a
CONTROLE NEGATIVO pipetagem do Controle Positivo

Contaminacao durante a extracao ,
COM SINAL DE ou durante a preparacio da PCR apos todos os outros reagentes.
AMPLIFICACAO ’ ’

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

IMPORTANTE: A 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 laboratorio sao transmitidos do laboratorio para o centro de informatica, deve-se prestar muita
atencao para evitar erro na transferéncia de dados.

17. ALERTAS E PRECAUCOES

N&o aplicavel.

18. GARANTIA

A Mobius Life Science fornece garantia de todos os produtos por ela revendidos.
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O produto MASTER para deteccao do complexo Mycobacterium tuberculosis e micobactérias
nao tuberculosas é garantido contra defeitos de producéo pelo periodo de validade do produto,
salvo especificacées em contrario a constar da proposta.

18.1 EXCECOES NA GARANTIA

o Todos os produtos com defeitos oriundos de mau uso, impericia, conservacdao ou
armazenagem inadequada.

18.2 EXTINCAO DA GARANTIA
» Quando nao for utilizado de acordo com sua finalidade de aplicacao.

» A Mobius nado se responsabiliza por resultados/diagnosticos que sejam obtidos através da
utilizacao de equipamentos e amostras nao previstas na instrucao de uso.

19. INFORMAGOES DO FABRICANTE LEGAL E INPORTADOR

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

20. REGISTRO ANVISA
80502070029
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