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1. NOMECOMERCIAL
KitIBMP Biomol Chagas.

2. DADOSDO FABRICANTE

INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULARDO PARANA —IBMP

CNPJ: 03.585.986/0001-05

RUAPROFESSOR ALGACYR MUNHOZ MADER, 3.775

CEP 81350-010 - CURITIBA—- PARANA — BRASIL

Suporte e Assessoria Cientifica 0800 400 4267

Horario de atendimento: segunda a sexta-feira, das 8:30 as 16:30 h (exceto feriados)
sac@ibmp .org.br| www.ibmp.org.br

3. APRESENTACAO

O Kit IBMP Biomol Chagas contém o médulo de amplificagdo (componentes necessarios para a
realizagdo daPCR emtempo real, incluindo os controles positivo e negativo), suficientespara 44
amostras emduplicata e os controles de reacdo necessarios parauma placade96 pocos.

4. FINALIDADE

Este produto destina-se a deteccdo qualitativa do material genéticode Trypanosoma cruzi em

DNAtotal extraido de amostrasde sangue obtidasem servigos de diagnostico de rotina ou

vigilancia epidemiolégica, com o objetivo de auxiliar e/ou confirmar o diagnéstico clinico dadoenca
deChagas.

PRODUTO PARA USO EM DIAGNOSTICOIN VITRO.

5. USUARIO PRETENDIDO

O teste deve ser realizado por profissionais da area de saide comconhecimento especifico em
biologia molecular, em laboratérios com infraestrutura adequada para realizagdo de testes
moleculares.

6. CONDICOES DE ARMAZENAMENTO OU MANUSEIO
O médulo de amplificagdo do Kit IBMP Biomol Chagasdeve sertransportado em gelo seco e
armazenado entre -30°C e -15°C.

7. PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

O Kit IBMP Biomol Chagas utiliza atécnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo
real, que permite adeteccao de marcadores especificos do material genético do protozoario
Trypanosoma cruzi. Esta detec¢do se da pelo aumento, a cada ciclo de reagdo, do sinal de
fluorescéncia emitido por uma sonda molecular especifica quando o DNA-alvo estapresente na
amostra. O sucessodareacgao € monitorado através deumsegundo sinal de fluorescéncia,
emitido por outra sonda namesmareacao, que aumentanapresencade um Controle Interno de
Amplificacdo (IAC). Este alvo sintético € adicionado aamostraantesda extracdo de DNA, e a
falhanasuadetecc¢é&o indica problemas no procedimento de extragdo de DNA das amostras e/ou
nareacéo de amplificacao, invalidando oresultado. O teste é qualitativo (atesta presenga ou
ausénciado alvo naamostra), ndo sendo validadopara quantificag&o.

8. TIPO DE AMOSTRAS OU MATRIZES APLICAVEIS

8.1.Condic¢des de coleta, manuseio, preparo ou preservagédo de amostras

O teste pode ser aplicado em DNA total extraido de sangue ou misturade sangue totalcom uma
solucédode guanidina-EDTA, na proporcéo de 1:1, conforme instru¢es descritas adiante.
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9. DESCRIGAO DO PRODUTO

CadaKit IBMP Biomol Chagas contém:

e 01 tubo de Misturade PCR contendo 1100 pL;

01 tubo de Oligomix contendo 110 pL;

01 tubo de Agua RNase Free contendo 1000 pL;
01 tubo de controle intemo (IAC) contendo 460 pL;
01 tubo de controle positivo (CP) contendo 90 pL;
01 tubo de controle negativo (CN) contendo 60 L.

9.1. Materiais necessarios ndo fornecidos com o produto

Para arealizagdo dostestes, 0s seguintes materiais devem ser providenciados pelo usuario:

e Consumiveis paraacoletade sangue do paciente (agulha, tubo avacuocom EDTA, seringa
etc.);

e Solucado de Guanidina-EDTA (cloreto de guanidina 6 M contendo EDTA0,2Me compH 8,0) -
guando aplicavel;

e KitDNA High Pure PCR Template Preparation (Roche Life Sciences);

Centrifuga compativel com os requisitos do kit de extrag&o;

Cabine de segurangabioldgica;

Agitador tipo vortex;

Instrumento 7500 Real-Time PCR (Standard/Fast);

Consumiveis para PCR emtempo real (placasde 96 pogos compativeiscomo instrumento,
adesivo selantes 6 pticos);

Etanol Absoluto (Molecular Biology Grade);

Isopropanol;

Pipetas sorologicas;

Pipetadores;

Ponteiras;

Tubos/microtubos de polipropileno (1,50u2mL e 50 mL);

Equipamentos de protecdo individual (luvas, mascara, toucas, jalecos etc.).

10. ESTABILIDADE DO PRODUTO EMUSO
O produto pode ser utilizado até o quinto ciclo de descongelamento dos componentes. Eventuais
sobras apos este ciclo devem serdescartadas.

11. PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS ANTES DA UTILIZACAO DO PRODUTO

Os recipientesde coletade sangue e os tubos nos quais as amostrasserdo misturadas com a
guanidina-EDTA devem ser devidamente identificados. As superficies devemser sanitizadas com
etanol 70% ou solucéo comercial validada no laboratério.

12. RECOMENDAQOES PARA PROCEDIMENTOS DE CONTROLE DE QUALIDADE

e Cuidadoscom oscontroles positivos e com o controle interno: deve-se manusear os controles
positivos e o IAC com cuidado e atencdo para evitar possiveis contaminag8es nos pogos de
amostras e/ou no ambiente, o que pode gerar resultados falso-positivos;

e Cuidados de contaminagdo: para o bom funcionamento do Kit IBMP Biomol Chagas, o
manuseio dosreagentes deve ser feito dentro de cabines de manipulagdodereacdes de PCR,
com as superficies devidamente descontaminadas. O operador deve estar devidamente
paramentado (mascara, touca, jaleco, luvas sem pd e protetoresde barba). Devem ser utilizadas
somente ponteiras com filtro;

e Para evitar acontaminacio recomenda-se 0 uso de areas segregadas para preparo da reagdo
de PCR, pipetagem do DNA e corrida no equipamento;
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e Osequipamentos utilizados devem estar d evidamente calibrados.

13. PROCEDIMENTOS PARA O USO DO PRODUTO

13.1 Processamento das Amostras

O Kit IBMP Biomol Chagas é compativel com o processamentode amostras de sangue total
(quando o uso é imediato) ou sangue total misturado com a solug&o de guanidina-EDTA em um
frasco adequado (razdo amostra/guanidinal:1) (GEB). Amistura (chamada de GEB) deve ser
aquecidaa95°C por 15 minutos e pode, entdo, ser armazenada a 4°C por tempo indeterminado.
Para autilizagao com o Kit IBMP Biomol Chagas, 5 uL do Controle Intemo de amplificagdo (I1AC)
devem ser adicionados a amostra antes da extracdo. Estaaliquota deve ser utilizada para a
extracdo de DNA com o kit DNA High Pure PCR Template Preparation (Roche Life Sciences),
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, excetopelouso de 100 uL de volume de
eluicdo, ao invésde 200 L.

Ao usar a mistura GEB, a Organizag&o Pan-Americanada Saude recomendausar o volume de
300 L de GEB paraextracao, e, na etapa em que se adiciona Binding Buffer, eluir o DNA com
100 pL do tampé&o recomendado, ao invésdos 200 pL do protocolo original.

13.2 Diluigéo do Controle Positivo

O Controle Positivo é fornecido na concentragéo de 1.000 cOpias/pL e deveraser diluido para as
concentragdes, 100 e 10 copias/uL em agua (Agua RNAseFree fornecida com o kit), no momento
do uso, seguindo as orienta¢les a seguir:

a. lIdentificardois microtubosde 1,50u 2,0 mL como “100 cépias/pL” e “10 copias/pL”;

b. Adicionar45pL daaguafornecidanostubos“100 cépias/uL” e “10 cépias/uL”;

c. Homogeneizaro tubo de Controle Positivo fornecido, agitar em vortex poraproximadamente
15 segundos e centrifugar por cercade 5 segundos;

d. Utilizando uma micropipeta, transferir 5 uL do Controle Positivo fornecido (item c), para o tubo
identificado como “100 cépias/yL”;

e. Agitar o tubo “100 cépias/uL”em vortex poraproximadamente 15 segundos e centrifugar por
cercade5segundos;

f. Transferir 5pL do tubo “100 cépias/pL” para o tubo identificado como “10 cépias/pL”. Agitar o
tubo em vortex por aproximadamente 15 segundos e centrifugar porcerca de 5 segundos. As
diluicBes deverdo ser mantidasem gelo até o momento de utilizag&o.

Nota 1: O controle positivo para o IAC deve ser feito diluindo-se o IAC fornecido na proporcéao 1:20
em dgua RNAse free, usando 19 uL. de Agua RNase Free e 1 L de IAC 20x. Esta diluicdo deve
ser utilizada como um controle positivo paraareacao do IAC (pogos A3 e B3 no exemplo da figura
no item 13.4 - a). Para controle da extracao, utilizar o contetdo do tubo IAC naconcentragdo em
que é fornecida—20x).

Nota2: Os tubos dediluicdo do CP edo IAC ndo devem ser congelados ou reutilizados.

13.3. Preparo da misturade reagéo

O Kit IBMP Biomol Chagas incluireagentes suficientes para 96 rea¢c6esde 20 uL, dos quais 5 pL
correspondem a amostra a ser testada (ou controle). Amisturade reagdo deve serpreparada de
acordo com o nUmero de amostras a se testar (mais 0s 4 controles positivos, 2 controles
negativos e 2 controles de IAC fornecidos no kit), todos em duplicata, seguindo o procedimento
abaixo:

a. Retirar os componentesdo médulo de amplificagdo do Kit IBMP BiomolChagasdofreezer e
deixar descongelando em temperatura ambiente;

b. Agitar cada componente em vortex com poténcia média por 3s e centrifugar brevemente para
guetodo o conteldo estejano fundo dostubos;

c. Separarumtubo de 2,0 mL e identificar claramente;

G

d. Adicionarao tubo oscomponenteslistados natabelaaseguir,nestaordem,com os ajustes
necessarios para o planejamento definido pelo usuario;

Componente da Volume p/ Volume p/ 96 reagdes com excesso
misturade reacao 1 reacédo de 5%
Agua RNAse Free 4L 403,2 L
Oligomix Chagas 20X 1L 100,8 pL
Mix Biomol Chagas 2X 10 pL 1008 pL

e. Agitar em vortex por 3s em velocidade média e centrifugar brevemente para que todo o
conteudo estejano fundo do tubo;

f. Distribuir15 pL damisturade reacao por pogo de umaplacade PCR de 96 po¢os;

g. Se aplicavel, selar a placa paratransferi-la paraaarea de manipulagéo de amostras.

13.4. Aplicacdo das amostras de DNA e dos controles:

Um Kit IBMP Biomol Chagas é suficiente para testar 44 amostras extraidas, bem como os 4
controlesde reagao fomecidos.

a. Aplicar5pL de cadacontrole(CP 1.000 copias/pL; CP 10 cépias/uL; IAC 1:20 (veritem13.2,
nota 1) e CN, em duplicatas) nospogos correspondentesdaplacade PCR (com a misturade
reacao). Umasugestdo de mapada placa é mostrada na figura abaixo;

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

cP 3 1AC Amostal | Amosta2 | Amosta3 | Amostad | Amostas | Amosta6 | Amosta7 | Amostas | Amostag
A
1,000 copiasful | 10 copias/l
cP cp 3 Amostal | Amosia2 | Amosta3 | Amostad | Amosta5 | Amosta6 | Amosta’ | Amostas | Amostad
B
1000 copias/yl | 10 copiasful
Amostal0 | Amostall | Amostalz | Amostald | Amostald | Amostals | Amostals | Amostal7 | Amostals | Amostald | Amosta20 | Amosta2l
c
Amostal0 | Amostall | Amostalz | Amostald | Amostald | Amostals | Amostals | Amostall | Amostals | Amostald | Amosta20 | Amosta2l
0|
Amosta22 | Amosia23 | Amostazd | Amosta2s | Amosta2s | Amosva2/ | Amosta28 | Amosta2d | Amosta30 | Amosta3l | Amostad2 | Amostads
g
Amostaz2 | Amosia23 | Amostazd | Amostazs | Amosta2s | Amosua2’ | Amostazs | Amosia2d | Amosta30 | Amosta3l | Amostad2 | Amosta3s
F
Amostad) | Amostads | Amostad | Amostad7 | Amostads | Amosta3d | Amostad0 | Amostadl | Amostad2 | Amostad3 | Amostradd oN
g
Amostad4 | Amosiads | Amostae | Amosta3l | Amostad8 | Amosta9 | Amostad0 | Amostadl | Amostaf2 | Amostad3 | Amostradd oN
H

b. Aplicar5pL de cadaamostrade DNA extraido nos pogos correspondentes;

c. Selara placacomselante adesivo 6ptico para PCR emtempo real, tomandocuidado para que
as bordas dos pocos estejam devidamente vedadas;

d. Centrifugar aplacapor30s a 1000 x g e manter ao abrigodaluzaté o momento da PCR em
tempo real.

13.5. Configuracéo do 7500 Real-Time PCR paraacorrida:

a. Ligar o equipamento 7500 Real-Time PCR, standard ou Fast (Applied Biosystems®, EUA) e
seucomputador e inserira placanoinstrumento, orientada como indicado na bandeja;

b. Abrir o programa (7500 software) e fazer o login utilizando as credenciais apropriadas;

c. Inseriraplacanoequipamentocomas posicdesdospocos dispostas como no desenho
esquematico apresentado anteriormente;

d. No programa, selecionar New Experiment:
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e. No menu Setup (do lado esquerdo da tela), submenu Experiment Properties, inserir o nomedo
ensaio utilizado no campo Experiment Name;

f. No campo “Which instrument are you using to run the experiment?,” selecionar 7500 (96 Wells);
g. No campo “What type of experiment do you want to set up?,” selecionar Quantitation — Standard
Curve;

h. No campo “Which reagents do you want to use to detect the target sequence?,” selecionar
Tagman® Reagents;

i. Por fim, no campo “Which ramp speed do you want to use in the instrumentrun?”, selecionar
Standard (~2 hours to complete a run).

j-Aindanomenu Setup, selecionar o submenu Plate Setup;

k. Clicar na aba Define Targets and Samples;

I. Na secdo Define Targets, adicionar doisalvos (clicando no botdo Add New Target). Incluiros
alvos T.cruzie IAC de acordo com atabelaa seguir:

—x=3

b. Ao término do programa, removeraplacado equipamento e descartaremlocal apropriado.
O produto de PCR gerado nos pogos pode contaminarreagdes futuras e, portanto, deve-seevitar
remover o adesivo selante da placaapds areacéo;

c. Procederparaaanélise dosresultados.

14. ANALISEDOSRESULTADOS

14.1. Parametros de anélise dos resultados

Terminadaacorridao painel de anélisedo experimento deve se abrir automaticamente. Casoisto
ndo ocorra, basta clicar no menu Analysis, a esquerdadatela. Seguiras instrugdes abaixo para a
andalisedosdados:

a. Clicar nobotao Analysis Settings, no canto superiordireito do painel de andlise;

b. Inserir os valores de Threshold, Baseline Start e Baseline End como indicados na tabela
abaixo:

Target Name Reporter Quencher
T. cruzi FAM NFQ-MGB
IAC HEX (VIC) NFQ-MGB

Target Threshold Baseline Start Baseline End
T. cruzi 0,2 AUTO AUTO
IAC 0,02 AUTO AUTO

m. Na se¢do Define Samples, clicar no botdo Add New Sample até que o nimero de amostras
chegue na quantidade desejada (maximo de 44 amostras e 4 controles—48 amostras). Nomear
as amostras e controlesde forma a facilitar aanélise;

n. Clicar naabaAssign Targets and Samples;

0. Selecionartodosos pogosdasecgao View Plate Layout, marcar os dois alvos (T. cruzi e IAC)
em todos0spogos;

p. Selecionaros pogoscom amostras e selecionar U para ambos os alvos;

g. Selecionaros pogoscom controles positivos e selecionar S paraambos osalvos;

r. Selecionaros pogoscom controle negativo e selecionar N paraambososalvos;

s. Para cadaamostraou controle, selecionar os pocos correspondentes e marcar 0 nome
correspondente na sec¢éo Assign sample(s)to the selected wells;

t. Nasecao Selectthe dyeto use as the passive reference, selecione ROX;

u. No lado esquerdo datela, selecionar o menu Run Method. Na aba Graphical View, alterar o
valor do campo Reaction Volume Per Wellpara 20 pL;

v. No campo Number of Cyclesinseriro valor45;

x. No diagramade temperaturas, inserir os estagios, temperaturas etemposde acordo com a
tabela abaixo:

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Holding Stage 95 10:00
95 00:15
Cycling Stage
60* 01:00

*Certificar-se de que a captura de fluorescéncia ocorra neste estagio.

a. No lado esquerdo, selecionar o menu Run. No topo datela, clicarno botéo verde Start Run.
Se a corridaaindando tiver sido salva, uma caixa de dialogo seraaberta para salvar o arquivo.eds
resultante da corrida. Uma vez salvo, a corrida tera inicio e a reagdo seguira o programa
determinado;

c. Clicar no botdo Apply Analysis Settings para aplicar os ajustes e, em seguida, clicar em
Reanalyse.

14.2. Interpretacao dos resultados
Ap0s os ajustesdos parametrosde analise:
a. OsCtsobtidosparaos controles devem ser inspecionados. Paraque acorridasejavalida, os

Cts dos controles positivos devem estar dentro das seguintes faixas:
Ctminimo Ct maximo
Cnizrelly aceitavel aceitavel Gl
CP (1000 R ) ~ o
copiasiyL) Né&o restrito 30 N&o deve haver amplificagédo no canal VIC
cp (10 Na trit 40 Né&o d h lifi a IviC
cépias/ul) o restrito 8o deve haver amplificagéo no canal
IAC 17,8 24,3 N&o deve haver amplificagcéo no canal FAM

b. O Controle Negativo ndo deve apresentar amplificacdo emnenhumdos dois canais. Caso
haja amplificag&o, resultados positivos sdo invalidos nesta corrida;

c. Paracadaamostra, avaliar aamplificacdo do alvo IAC (canal VIC). Paraque a reagao seja
valida, este alvo deve apresentar amplificagdo dentro da faixaapresentada na tabela acima.

d. A amostra sera considerada positiva para DNA de Trypanosoma cruzi se apresentar
amplificacdo do alvo T. cruzi(canal FAM) com Ctentre 17 e 45, com amplificagdo concomitante
do alvolAC (canal VIC), inclusive paraoscasos em que apenas 1 reacdo dentrodas replicatas
apresenteamplificagéo;

e. AamostraseraconsideradanegativaparaDNAde T. cruzicaso ndohaja amplificagdo no
canal FAM, mas haja amplificagéo do alvo IAC (canal VIC);

f. Caso ocorraamplificagdo doalvo T. cruziou IAC com Ctabaixo do limite inferior, esta amostra
deveraser diluida e novamente testada;

g. Amostras extraidas simultaneamente devem apresentar Ct parao IAC com desviode + 1 dentro
do conjunto. Caso alguma amostra se apresente fora dessa especificacdo, deve ser
reprocessada.
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15. SUBSTANCIAS INTERFERENTES OU LIMITACOES DO PRODUTO

O Kit IBMP Biomol Chagas apresentoureacdo positivana presencade DNA extraidod e células
de Toxoplasma gondii cultivadas in vitro, porémcom resultados n&o lineares ao longo de diluicbes
seriadas do mesmo DNA.

16. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O teste foi capaz de detectar 0,096 parasita-equivalentes/reacdo em pelo menos 95% das
repeticdes nesta concentragdo. A sensibilidade e a especificidadediagnésticas foram de 100%
guando o teste foi comparado com método molecularanaliticamente compativel. Estes dados
foram obtidos deuma coorte especifica e serdo revisados a medida em que dados de utilizag&o
em centros de referéncia sejamcoletados e analisados.

17. RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS
Nenhum risco residual identificado.

18. DESCARTE DE RESIDUOS

Os residuos das extragc8es de amostras devem ser considerados infectantes e descartados co mo
tais. Os reagentes fornecidos devem ser descartados como substancias téxicas, de acordo com a
legislag&o vigente e regulamentos locais aplicaveis.

19. TERMOSE CONDICOES DE GARANTIADA QUALIDADE DO PRODUTO

e Oprodutodeve serutilizado dentro do prazo da validade determinado pelo fabricante. O
fabricante néo se responsabiliza pelos resultados obtidos caso o usuario utilize o produtofora d o
prazo de validade estabelecido.

« OKit IBMP Biomol Chagasfoivalidado utilizando o kitdeextragdo de DNA High Pure PCR
Template Preparation (Roche Life Sciences) de acordo com as modificagdes propostas pela
Organizagao Pan-Americana de Saude. O fabricante nao seresponsabiliza pelos resultados
obtidos caso o usuério utilize kit de extragado diferente do que foi validado.

* O fabricante ndo se responsabiliza pelos resultados obtidos caso o usuério ndo siga
corretamente as instruces de uso ou as condi¢des de armazenamento d 0s insumos;

* Paraummelhor desempenho do teste é necessaria a utilizagdo de instrumentos de medicdo e
deteccdo devidamente calibrados e/ou qualificados, quando aplicavel.

70N
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