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Instrucéo de Uso -

Kit IBMP Biomol Febre Amarela
IU-IVD-001
Revisao: 14

1. NOMECOMERCIAL
Kit IBMP Biomol Febre Amarela

2. DADOSDO FABRICANTE

INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR DO PARANA —
IBMP

CNPJ: 03.585.986/0001-05

RUAPROFESSOR ALGACYR MUNHOZ MADER, 3.775
CEP 81350-010 - CURITIBA— PARANA — BRASIL

Horario de atendimento: segunda a sexta-feira, das 8:30 as
16:30 (exceto feriados)

Suporte e Assessoria Cientifica: 0800 400 4267
sac@ibmp .org.br| www.ibmp.org.br

3.  APRESENTACAO

Kit de amplificacdo de RNA viral com total de 26
determinagfes (24 amostras clinicas, 01 pogo para Controle
Positivo e 01 pogo para Controle Negativo).

4.  FINALIDADE

Teste molecular para detecgdo de presengaouauséncia de
RNA do virus da Febre Amarela em amostras de soro ou
plasma humano de pacientes com suspeita de Febre
Amarela.

USO EM DIAGNOSTICOIN VITRO.

5.  USUARIO PRETENDIDO

O teste deve ser realizad o por profissionais da area de salde
com conhecimento em biologia molecular, especificamente
em testes de diagndsticos baseados em qPCR.

6. INDICACOESDEARMAZENAMENTOOU MANUSEIO
O transporte do M6 dulo de Amplificagéo - Kit IBMP Biomol
Febre Amarela deve ser realizado em gelo seco e o
armazenamento deve ser feito entre-30 e -15°C.

7.  PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

O Kit IBMP Biomol Febre Amarela utiliza atécnicade reagao
em cadeia da polimerase em tempo real com transcri¢éo
reversa (RT-gPCR). A RT-qPCR permite a detecgéo de
sequéncias especificasem umaamostrade RNAextraido a
partir de medidas de intensidade de fluorescénciadurante o
andamento dareacdo. Nessatécnicaocorre, inicialmente,
uma transcricao reversa(gerando afitade cDNAapartir do
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RNA da amostra) seguida pela reacdo em cadeia da
polimerase emtempo real (QPCR), onde afluorescéncia é
captadaparacadaalvo.

O Kit permite aidentificag&o do virusda Febre Amarela, além
do Controle Intemo (Cl) dareag&o. Adeteccdodapresenca
de RNAviral do patdgeno e do Controle Internoéfeita pelo
uso de sondas (oligonucleotideos marcados com
fluorescéncia) especificas para cada alvo molecular. O teste
é realizado em uma reagdo multiplex, onde existem
reagentes especificos para o alvo do patégeno e parao
Controle Interno.Destaforma, o kitapresenta uma reacgéao
multiplex, sendo ela: Febre Amarela/Cl.

A amplificagdo do Controle Internoindicao funcionamento
adequadodareacgdo (reagentese operador) e a qualidade
do RNA extraido. Em resultados negativos, apenas o
Controle Interno é detectado, indicando o funcionamento d a
reacdo de amplificacdo. J& a amplificagdo de material
genético de patdgeno juntamentecom a amplificacdo do
Controle Interno indica presenca de RNAviralnaamostra

O kit possui um Controle Positivo que avaliaareagdo para 0os
dois alvos (Febre Amarela e Cl) e comporta-se como um
referencial de qualidade dosreagentes e do processo como
um todo, avaliando desde a extracdo até a andlise dos
resultados.

Este kit foi desenvolvido paraarealizagdo de andlises de
perfil qualitativo, ou seja, permite a avaliagdo da
presencaou ausénciade cadaalvo molecular.

8. TIPO DE AMOSTRAS OU MATRIZES APLICAVEIS
Amostras de soro ou plasma humano de pacientes com
suspeitade Febre Amarela.

8.1. Condicbes de coleta, manuseio, preparo ou

preservagcdo de amostras

Cuidados com as amostras de plasma e/ou soro:

. Apb6s acoletae processamento das amostras,manter
os soros/plasmas estocados entre 2 e 8°C por até 6
horas;

. Para estocagensporperiodossuperiores, preparar
aliquotas e congelarentre -90 e -65°C;

. As amostras de soro/plasma nao devem ser
descongeladas maisde umavez. Ciclosrepetidos de
congelamento/descongelamento podem desnaturar e
precipitar as proteinas, causando redugdodos titulos
virais e, subsequentemente, do RNA extraido. Além
disto, caso seja verificada a formagcdo de
crioprecipitados, elespodem obstruiramembrana da
coluna utilizada para extragdo de RNA. Caso 0s
crioprecipitados sejam visiveis, podem sereliminados

centrifugando aamostraa 6.800 X g durante 3 minutos.
O sobrenadante deve serretirado sem misturarcom o
precipitado;
. N&o vortexaras amostras antes da extra¢éo, somente
uma breve centrifugag&o (spin), pararetirar g oticulas
detampas.

8.2. Cuidados no manuseio das amostras de RNA
extraido:
Utilizar técnicas assépticas;
Usar sempre luvasde latex ou vinildurante o manuseio
do RNA para prevenir contaminagdo por RNases.
Ma&os e particulas de poeira podem carrear bactérias e
fungos que s&@o as fontes mais comuns de
contaminacgdo por RNases;
. Trocar as luvas frequentemente e manter os tubos
fechadosduranteos procedimentos;
. Manter o RNAno geloouarmazenaremtemperatura
entre-80°C e —60°C.

9. DESCRIGCAO DO PRODUTO

O Kit IBMP Biomol Febre Amarela (26 determinacdes) é

composto por:

. 01 microtubo contendo 330 pL de Misturade PCR 2X;

. 01 microtubo contendo 20 pL de Enzima RT
(Transcriptase reversa);

. 01 microtubo contendo 110 L de Iniciadores (alvos:
febre amarelageral e Cl);

. 01 microtubo contendo 60 puL de Sondas (alvos: febre
amarelageral e Cl);
01 microtubo contendo 60 pL de Controle Negativo;
01 microtubo contendo 150 pL de Controle Positivo.

9.1. Materiais necessarios nao fornecidos com o

produto

. Equipamentos de Protecéo Individual (jaleco, mascara
descartavel, 6culos de seguranca, luvas sem po
descartaveis);

. Microtubos de 1,5 ou 2,0 mL estéreis e livres de
nucleases;

Placade PCR (96 pogos) e adesivo 6pticos;
Micropipetasde precisao (0,5-10 pL; 2,0-20 pL; 10-100
uL, 20-200 pL e 100-1000 pL);

. Ponteiras esterilizadas RNAse e DNAse Free comfiltro
(0,5-10 pL; 2,0-20 pL; 10-100 pL, 20-200 pL e 100-
1000 pL);

Suporte/Estante paratubosde 1,50u 2,0 mL;
Centrifuga para microplacas;
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Centrifuga para microtubos;

Cabine de segurangabiolégica;

Agitador tipo vortex;

7500 Real-Time PCR Standard (Applied Biosystems).

10. ESTABILIDADE DO PRODUTOEMUSO

O produto pode ser usado por até 6 ciclos de
congelamento/descongelamento. O estudo apresentou
desempenho satisfatério mesmo apds seis ciclos de
descongelamento. Desta forma, sugere-se quequando nao
utilizado em suatotalidade, o Kit IBMP Biomol Febre Amarela
pode ser usado em até seis vezes.

11. PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS ANTES
DA UTILIZACAO DO PRODUTO

O Controle Positivo fornecidodeve passar pelo processo

de extracdo de RNA viral, assim como as amostras a

serem analisadas.

12. PROCEDIMENTOSDE CONTROLE DE QUALIDADE
Resultados obtidos nas corridas serdovalidos somente se
atenderem aoscritérios de amplificacdo presentes no item
14.2 parao controle positivo e parao controle interno de
reacéo.

13. PROCEDIMENTOS PARA O USO DO PRODUTO

13.1. Preparo da Reacédo de RT-qPCR Febre Amarela
Importante: Descongelar osreagentes e realizarumspin ou
centrifugagéo rapida. Manter osreagentes emgelo durante
todo o processo de preparo dareagao.

Importante: O Controle Positivo deve ser extraido
utilizando a mesma metodologia de extracdo das
amostras a serem testadas.

o Identificarumtubo de 1,5/2,0mL parao preparoda

reacdo. Adicionar no tubo, devidamente identificado, os
volumes conforme a Tabela 01 abaixo:

Tabela01: Volumes de cada reagente a serem pipetados
parapreparo damisturade reagéo

1 determinagéo 26 determinacdes

REAGENTE VOLUME (ul) VOLUME (uL)
Mistura de PCR 11,9 310,0
Iniciadores FA 3,7 96,1

Geral

Sondas FA Geral 18 46,5
Enzima RT 0,47 12,4
TOTAL 17,87 465,0

Sibmp ]

. Misturar os reagentes por inversdo ou com pipeta.
ApGs o preparoda misturade reacdo, realizarumspin
ou centrifugagao rapida e distribuir 15,0 yL damistura
de reacdo em cada pog¢o da placa, conforme o
esquemasugerido na Figura 01:

Q00000000000
Q00000000000
@8 OO000000000

Figura 01: Esquema sugerido para montagem da placa de
amplificagdo. (Legenda: Pogos em verde destinados as
amostras; CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo)

o Se necessario, aplicar adesivo selante (n&o-6tico) para
vedar os pocosdurante transferénciada placa para a
salade aplicagdo de amostras;

o Adicionar 5,0 yL de RNA de amostra de pacientes
previamente extraidas em seus respectivos pogos para
analise,de acordocomo desenho da placa (Figura
01);

° Adicionar5,0 L. de RNA extraido de Controle Positivo
(tem 11) no poc¢o correspondente, conforme o
desenho esquemético (Figura 01);

. Adicionar5,0 yL de Controle Negativo (n&o necessita
extracdo) no pogo correspondente, conforme o
desenho esquematico;

. Selar a placacomadesivo 6tico e proceder combreve
centrifugacéo (spin).

13.2. PCRem tempo real

e  Configurar no software do equipamento 7500 Real-
Time PCR Standard, conforme desenhode placa
estabelecido, as amostras, o controle negativo e o
controle positivo.

Configurar osalvos, naaba Define Targets and Samples,
secdo Define Targets, adicionar 02 alvos clicando no botéo
Add New Target. Incluir nessa se¢ao os dados conforme a
Tabela 02:

Tabela 02: Configuracoes dos alvos dacorrida

Target Name Reporter Quencher Colour
FEBRE
AMARELA FAM NFQ-MGB Red
Cl VvIC NFQ-MGB Blue

. Na aba Assign Target and Samples, selecionar os
pocgosdereacdodeacordo como formato sugerido e
identificar os Targets selecionando os alvos Febre
AmarelaGeral e Cl;

° Selecionar None em Select the dye to use as the
passive reference;

o No submenu Run Method, aba Graphical View,
alterar o volume de reagéo para 20 pL em Reaction
Volume Per Well;

° Alterar o numero de ciclos para 45 em Number of

Cycles. No grafico, alteraras temperaturas e duragdes
paraos seguintesvalores presentes na Tabela 03:

Tabela 03: Pardmetros de ciclagem da reagdo de PCR para serem
inseridos na programagcéo da corrida.

\
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Etapa Temperatura(°C) Duracdo(mm:ss)
Holding Stage 50 15:00
Holding Stage 95 10:00

Cycling Stage 95 00:15

(45x) 60* 00:45

*Capturade fluorescéncia (Data Collection On).
Salvar o arquivo einiciar a corrida no equipamento.

14. ANALISEDOSRESULTADOS

14.1.Parametros de anélise dos resultados

Os parametros de andlise devem ser ajustados conforme
Tabela 04:

Tabela 04: Configuracdo dos parametros de analise para
os alvos Febre Amarela e Cl.

Target Threshold | Baseline Start Ere]\zelme
Febre Amarela Geral 100.000 6 15
Cl 10.000 6 15

. Clicar em Apply Analysis Settings e, em seguida,
Analyse;
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14.2.Interpretacdo dos resultados

Controle Positivo (CP):

. O pocode CPdeve apresentaramplificagdo dos alvos
para febre amarela (FAM) e para o CI (VIC),
mimetizando uma amostra positiva com Ct dos dois
alvos menores que 30.

Controle Negativo (CN):

. O pogo de CN nédo pode apresentar nenhuma
amplificagdo para o alvo febre amarela (FAM);

. Para o alvo Cl, o poco do CN pode apresentar
amplificagdo comCt > 35.

Amostras:

. A amplificagdo tipica, com curva apresentando Ct<45,
juntamente com aamplificacdodo Cl (Ct menor que
30) caracteriza um paciente positivo, conforme Tabela
05:

Tabela 05: Critérios de classificagdo para amostras
avaliadas

¥ ibmp

77N

paciente (Ct do Controle Interno pode
ter um valor elevado, ou ainda, nao
apresentar amplificagdo). Nesse caso,
recomenda-se fazer uma diluicdo 1:10
da amostra de RNA em agua RNase
Free e testé-la novamente

alvo Febre Amarela

Resultado Ctde Febre Amarela Ctde Controle
Interno
Positivo <45 <30
Negativo Auséncia de <30
amplificacéo

14.2.1. Guiaderesolucdo de possiveisresultadosfora
de critério de aceitacao

Resultado forado Procedimento a adotar

critério

N&o amplificacdo de um
ou de ambos os alvos
para o Controle Positivo

Resultados devem ser
desconsiderados. Teste deve ser
repetido

Amplificacdo do alvo
Febre Amarela e/ou
amplificac&o do alvo CI
com Ct<35n0
Controle Negativo

Resultados devem ser
desconsiderados. Teste deve ser
repetido

N&o amplificacéo do
Controle Interno

Teste da amostra que ndo possuiu
amplificagcdo do Controle Interno deve
ser repetido

Excesso de ruido ou
sinal de fluorescéncia
muito baixo

Possibilidade de degradacdo de RNA
de amostra ou processo de extragdo de
RNA malsucedido (principalmente
quando ndo ha amplificacdo do
Controle Interno no teste de uma
amostra). Nesse caso, recomenda-se
repetir o processo de extragdo para a
amostra e testa-lanovamente

Cts muito baixos para o

Possibilidade de elevada carga viral do

15. SUBSTANCIAS INTERFERENTES OU LIMITAQC)ES
DO PRODUTO
. O produto é de carater qualitativo, ou seja, permite
deteccdode presencaou ausénciado acido nucléico
do alvo febre amarela. Nao é destinado a quantificagao
decargaviral;
. Residuosde etanol podem interferir nareagéo de PCR.
Recomenda-se a utilizacdo do kitde extracdode RNA
QlAamp Viral RNA Minikit®.

16. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A sensibilidade do Kit IBMP Biomol Febre Amarela é de
92,6%, e o limite de detecgdo € 0,932 copias de RNA viral
por reacdo, o que equivale a 80 copias de virus/mL de
amostrade paciente. Aespecificidade analitica é de 95%.
Nao foram observadasreagdes cruzadas quando o kit foi
avaliado frente aamostras de outros virusrelacionados, tais
como Dengue(sorotipos 1, 2 e 3), Zikae Chikungunya.

17. RISCOSRESIDUAISIDENTIFICADOS

. Utilizar equipamentos de protec¢éo individual (EPI) tais
como jaleco, luvas descartaveis sem po6, 6culos de
seguranca e mascara cirurgica (recomendavel) durante
0 uso deste produto;

. As reacdes de amplificacdo possuem um Controle
Interno cujo alvo é umgene humano, sendo assim, é
necessario manipularo produtocom as precaugdes
devidas para evitarcontaminagéesdas reagdes com
material genético dos operadores. Medidas como
realizar alimpeza adequada do ambiente, bancadas e
dos equipamentosonde o produto sera manipulado,
alémdo uso detubose plasticos
esterilizados, RNase/DNase Free e descartaveis, bem
como utilizagdo de EPIs como luvas e mascaras
reduzem o risco de contaminagéo do produto com
material genético proveniente de outras fontes que n&o
sejamaamostraem teste;

. O Controle Positivo (CP) deve ser tratado como uma
amostra positiva. Embora ndo apresente risco de
contaminacgdo parahumanos, este produto deve ser
manipulado com extremo cuidado paraque n&o ocorra

contaminag&o de amostras manipuladas emparalelo,
evitando assim, resultados falsos-positivos;

. Para reduzir o risco de contaminacdo de reagentes,
amostras e reacfes, recomenda-se realizar 0s
processos de extragdo de RNA viral, preparo de
reacOes e PCR em areas distintas;

. Realizar amanipulacdo de reagentes eamostras em
cabines de seguranga biol6gica e/ou estacdes de
trabalho;

. Ao término dareagdo, evitarabriras placas de PCR
parareduzir risco de contaminag&o do ambiente com
produtos de PCR.

18. DESCARTEDERESIDUOS

Os residuos gerados ap6s o uso do produto devem ser
descartados em locais apropriados e destinados ao
tratamento adequadode acordo comalegislagéo vigente
local.

19. TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA DA
QUALIDADE DO PRODUTO

. Este produto deve sermanipulado por profissionais d e
acordo comestainstrucdo de uso. Caso contrario, o
fabricante ndo se responsabiliza pelos resultados
obtidos;

. N&o utilizar reagentes vencidos. O produto deve ser
utilizado dentro do prazo de validade determinado pelo
fabricante

. A temperatura do ambiente indicada para manipulacdo do
produto é de até 25°C. O fabricante ndo se responsabiliza
pelos resultados quando os insumos ndo forem armazenados e
utilizados nas condicbes determinadas;

. Para um melhor desempenho do teste, utilizar equipamentos
de medicao calibrados/qualificados, conforme instrucbes de
seus fabricantes;

. Para que o produto atinja seu desempenho 6timo, os kits de
extracdo validados para o processo de extracdo de RNA viral
foram o kit de extracdo de RNA QlAamp Viral RNA Mini kit® e
o kit de extracao de RNA viral - IBMP.
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