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1. NOME COMERCIAL
Instrugédo de Uso - Kit IBMP Biomol OneStep/COVID-19

2. DADOS DO FABRICANTE

INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR DO PARANA —
IBMP

CNPJ: 03.585.986/0001-05

RUA PROFESSOR 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 (exceto feriados)

sac@ibmp.org.br | www.ibmp.org.br

3. APRESENTACAO
Kit de amplificagdo de acidos nucleicos com total de 96
determinacdes (94 amostras e 2 controles).

4. FINALIDADE

Teste molecular para detec¢édo de presenca ou ausénciad e
acidos nucleicos do novo Coronavirus ( SARS- CoV- 2) em
amostras swab de naso e orofaringe em meios de
manutencédo viral e saliva de pacientes suspeitos de
infecgdo. Produto destinado a auxilio no diagnodstico de
pacientes com suspeita de infecgao.

PRODUTO PARA USO EM DIAGNOSTICO IN VITRO.

5. USUARIO PRETENDIDO

O teste deve ser realizado por profissionais da area de saude
com conhecimento em biologia molecular, especific amente
em testes de diagnosticos baseados em gPCR.

6. INDICACOES DE ARMAZENAMENTO OU MANUSEIO
O armazenamento do produto deve ser feito entre -30 e -
15°C. O transporte do produto deve ser feito entre -35°C e —
80°C.

7. PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

O Kit IBMP Biomol OneStep COVID-19 utiliza a téc nic a de
reagdo em cadeia da polimerase em tempo real com
transcricdo reversa (RT-qPCR). A RT-gPCR permite a
deteccao de sequéncias especificas em uma amostra de
RNA extraido a partir de medidas de intensidade de
fluorescéncia durante o andamento da reagéo. Nessa técnica
ocorre, inicialmente, uma transcri¢éo reversa (gerando a fi ta
de cDNA a partir do RNA da amostra) seguidapela reagéo
em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), onde a
fluorescéncia é captada para cada alvo.
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O kit permite a identificagdo do virus causador de COVID- 19
através de dois alvos: regido conservada ORF1ab e reg i do
da proteina do nucleocapsideo N.

A detecgdo da presenca de acidos nucleicos do patégeno é
feita pelo uso de sondas (oligonucleotideos marc ados ¢ om
fluorescéncia) especificas para cada alvo molecular.

O kit apresenta em sua composigdo um controle i nterno de
reagao que é analisado amostra a amostra e p 0 ssui ¢ omo
alvo um gene enddégeno humano que permite mo nitorar o
desempenho do processo de detecgdo do RNA viral d e s ua
extragdo até sua detecgdo final pelo equipamento. A
amplificagdo do Controle Interno i ndic a o fun ¢ ionamento
adequado da reagéo (reagentes e operador) e a q ual i dade
do RNA extraido. Em resultados negativos, apenas o
Controle Interno é detectado, indicando o funcionamento d a
reacdo de amplificacdo. Ja a amplificacdo de material
genético de patogeno juntamente c o m a amp | ific agdo d o
Controle Interno, ou mesmo sem a amplificagdo do Control e
Interno, indica presenga de RNA viral na amostra.

Além do controle interno, o kit contém um controle n egativo
(NTC - Agua) e um controle positivo (plasmideo — d eri vado
de OGM classe |) para avaliagao de seu d es empenho. O's
controles negativo e positivo devem ser analisados em
reagOes separadas das reagdes destinadas as amostras.

Este kit foi desenvolvido para a realizagao de analises de
perfil qualitativo, ou seja, permite a avaliagdo da
presenga ou auséncia de cada alvo molecular.

8. TIPO DE AMOSTRAS OU MATRIZES APLICAVEIS
Amostras de swab de naso e orofaringe em meio de
manutencgao virale amostras de saliva.

8.1. Condicbes de coleta, manuseio, preparo ou
preservagcdao de amostras Cuidados com as
amostras de pacientes:

As amostras devem ser coletadas conforme métodos de

coleta de rotina. Caso haja necessidade de armazenamento

das amostras coletadas, manté-las entre -15 e -30°C porn o

maximo 03 meses ou a temperaturas inferiores a -70°C por

periodos superiores a 03 meses.

Ciclos de congelamento e descongelamento d e amo stras

devem ser evitados para que o RNA viral ndo seja

degradado.

8.2 Cuidados no manuseio das amostras de RNA
extraido:
«  Utilizar técnicas assépticas.
« Usar sempre luvas de latex ou vinil durante o manus ei o
do RNA para prevenir contaminacéo por RNases. Méos e
particulas de poeira podem carrear bactérias e fun g os

N iy 3 F

que séo as fontes mais comuns de c ontaminagéo p or
RNases.

« Trocar as luvas frequentemente e manter os tubos
fechados durante os procedimentos.

* Manter o RNA no gelo ou armazenar em temperatura
entre -60°C e —80°C.

9. DESCRIGAO DO PRODUTO

O Kit IBMP Biomol OneStep COVID-19 é composto por:

e 01 frasco contendo 1100 uL de Agua RNase Free.

e 01 frasco contendo 450 pL de Tampao de
Ressuspensao.

e 01 frasco contendo 110 pL de Oligomix.

e 01 frasco contendo 50 pL de Controle Positivo.

e 01 frasco contendo 50 pL de Controle Negativo.

e 01 frasco para 96 reacdes de Mix/RT (liofilizado).

9.1. Materiais necessarios nao fornecidos com o
produto

e Equipamentos de Protegéo Individual (jaleco, mas c ara
descartavel, o6culos de seguranga, luvas sem po
descartaveis).

e Microtubos de 1,5 ou 2,0 mL estéreis e livres de
nucleases.
Placa de PCR (96 pogos) e adesivo optico.
Micropipetas de precisao (0,5-10 pL; 2,0-20 pL; 10- 100
yL, 20-200 pL e 100-1000 pL).

e Ponteiras esterilizadas RNAse e DNAse Free co m fi | tro

(0,5-10 pL; 2,0-20 pL; 10-100 pL, 20-200 pL e 100-1000

uL).

Suporte/Estante para tubos de 1,5 ou 2,0 mL.

Centrifuga para microplacas.

Centrifuga para microtubos.

Cabine de segurangabioldgica.

Agitador tipo vortex.

Equipamentos de PCR em tempo real recomendados:

7500 Fast, 7500 Real-Time PCR System, QuantStudio 5,

QuantStudio 6 e QuantStudio 7 (Thermo Fisher

Scientific®), LineGene 9600 (Bioer), CFX96 ( Bio- Rad),

LightCycler 480 (Roche) e IntelliQube (Biosearch

Technologies).

e Kit para extragdo de RNA viral QlAamp® Viral RNA Mi ni
Kit (QIAGEN).

10. ESTABILIDADE DO PRODUTO EM USO

Recomenda-se o uso do médulo uma uUnicavez, pois des ta
forma foi observado um desempenho 6timo de amplificagéo.
Quando o mix é ressuspenso e ndo consumido em sua
totalidade de uma s6 vez, recomenda-se utilizar o produto no
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maximo até o terceiro dia apds a reconstituicdo, mantendo- o
em geladeira poreste periodo.

11. PROCEDIMENTOS PARA O USO DO PRODUTO

O procedimento abaixo se aplica aos instrumentos validados
das séries 7500, QuantStudio, CFX96 e LineGene. As
reagdes para o IntelliQube devem ser adaptadas para as
condigdes do equipamento, conforme i ns trugdes no i tem
11.4, enquanto as reagdes para o LightCycler 480 n o i tem
11.5.

11.1. Ressuspensdo do mix de enzimas liofilizado
Importante: Descongelar os reagentes a temperatura
ambiente e centrifuga-los (spin).

e Ressuspender o mix de enzimaliofilizada em 400 pyl d o
tampao de ressuspensao.

e Adicionar 100 pyL da mistura de iniciadores e s o ndas
(Oligomix).

e Adicionar 1000 pyl de agua RNase Free, homogeneizar
gentilmente com uma micropipeta realizando 2 a 3
ciclos de pipetagem. Evitar a formagdo de bolhas
durante a ressuspensao.

¢ Incubar a temperatura ambiente por 30 min utos antesda
utilizagao.

11.2. Preparo da mistura de reagao

e Misturar os reagentes por inversdo. Apos o preparo d a
mistura de reagéo, distribuir 15,0 ylemcadapocgoda
placa. Incluir um pogo para analise do controle negativo
e um pogo para analise do controle positivo.

e Se necessario, aplicar adesivo selante (ndo optico) para
vedar os pocos durante transferéncia da p lac a para a
sala de aplicagéo de amostras.

e Adicionar 5,0 yL de RNA de amostra de pacientes
previamente extraidas em seus respectivos pogos para
analise.

e Adicionar 5,0 pL do Controle Positivo no pogo
correspondente.

e Adicionar 5,0 pL de Controle Negativo no pogo
correspondente.

e Selar a placa comadesivo 6ptico e proceder com breve
centrifugagao (spin).

. Sugestéo de modelo de placa
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Q00000000000
Q00000000000
000000000000
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. Controle Positive
O Controle Negative

O Amostrade Paciente

Q00000000 00e

Obs.: Para equipamentos em que se utilizam placas
diferentes de 96 pogos, ajustar os volumes
proporcionalmente ao protocolo.

11.3. PCR em tempo real

e Configurar no software do equipamento, conforme
desenho de placa estabelecido, as amostras, o controle
negativo e o controle positivo.

e Configurar as fluorescéncias para cada canal conforme
Tabela 01:

Tabela 01: Alvos e fluorescéncias/canais a serem configurad os
para a analise.

Alvo Fluoréforo Quencher
ORF1ab (ngS-CoV- FAM NFQ-MGB
N gene (SZ?RS'CW' VIC/HEX NFQ-MGB

Controle Interno ROX NFQ-MGB

« Configurar os parametros de ciclagem da reag&o conforme
Tabela 02:

Tabela 02: Parametros de ciclagem da reacéo de PCR para serem

inseridos na programacéo da corrida.
Temp = Numero
Etapa Duragao
[ (°C) o de ciclos

Transcrigao reversa 50 15 minutos 01
Desnaturagao inicial do cDNA 95 3 minutos 01
) o5 15
Desnaturagao segundos
40
Anelamento 55+ 40
segundos
. . - 10
Resfriamento do equipamento 25 segundos 01

Legenda: *Captura de fluorescéncia.
** Esta etapa deve ser desconsideradaemcorridas
do IntelliQube.

« Selecionar a referéncia passiva ou interna do equipamento
como “None”.
« Salvar o arquivo e iniciar a corrida no equipamento.

11.4.Consideragdes para a utilizagdao do kit com o
IntelliQube

O kit é compativel com a plataforma semiautomatizada

IntelliQube.

Porém, é necessario adaptar o protocolo para obter reag des

equivalentes as obtidas com os demais instrumentos:

« Devido ao volume reduzido de amostra utilizado,
recomenda-se avaliar cada amostra e cada controle em
duplicatas. Nesta configuracéo, cada array tape d e 768
pocos pode avaliar 4 placas de amostras. Os reagentes
fornecidos séo suficientes para trés array tapes d e 768
pogos completos;

e Preparo da mistura de PCR (exclusivamente para o
IntelliQube) a mistura de reagdo deve ser preparada
misturando o mix liofilizado com 400 uL de tampao , 500
uL de agua e 100 pL de oligomix. Este mix deve ser
dispensado nos pogos da plac a de en s ai o c onforme
esquema gerado pelo software Intellics;

« Na ciclagem, utilizar os passos descritos n a tabel a 02,
exceto a etapa final a 25°C, que é incompativel c om o
Instrumento e ndo deve ser incluida. Incluir es te p ass o
pode gerar um erro que acarreta a perda dos dados
obtidos da corrida;

« Para interpretacao, considerar a reagéo ¢ omo p osi tiva para
cada alvo se pelo menos uma das replicatas apresentar
amplificacdo no canal correspondente. O resultado
para cada amostra deve ser interpretado conformea
tabela 04.

11.5.Consideragdes para a utilizagao do kit com o
LightCycler 480

Para a utilizagdo do Kit IBMP Biomol OneStep COVID-19

com o instrumento LightCycler 480 sdo necessarias as

seguintes adaptacoes:

« O volume final validado para as reagdes nestaplataformaé
de 10 pL (7 pL de mistura de PCR + 3 yL RNA, CP o u
CN). Desta forma, a mistura preparadaconforme o item
11.1 é suficiente para aproximadamente 200 reagées;

« A utilizagdo do LightCycler 480 requer a c o mpens ag o
de fluorescéncia (color compensation). Esta
compensacao deve ser feita as sondas nos canais FAM,
ROX e VIC separadamente, conforme instrugdes do
manual de operagao do equipamento;

« No software do equipamento, deve-se selecionar a opgéo
Fit Points para o calculo do Ct;
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« Aciclagem, os parametros de andlise e a interpretacéo
dos resultados podem seguir as instrugdes das tabel as
02, 03 e 04, respectivamente.

12. ANALISE DOS RESULTADOS

12.1.Parametros de analise dos resultados

Os parametros de analise devem ser ajustados conforme n a
Tabela 03.

Tabela 03: Parametros de andlise de resultados.

* Caso a curva fique deformada, é necessario o ajuste manual do
baseline para 2-20, especificamente para o pogo em questéo.

** Parametros ajustados automaticamente apds a compensagédo de
fluorescéncia (veritem 11.5)

= iy
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Observacao: Para que a analise seja valida, os critérios de
aceitagcdo para o controle positivo e para o controle
negativo devem ser atendidos em todas as corridas.

Amostras:

e Para os alvos ORF1ab e gene N, amplificagdes até o Ct
40 sao validas.

e Interpretacdo conforme resultados apresentados na
Tabela 04:

Tabela 04: Critérios de classificacdo para amostras avaliadas.
Resultado Controle

ORF1ab Gene N

para SARS- Interno CP
CoV-2 (FAM) (HEX/VIC) (ROX)

Detectavel + +
Detectavel + + - + -
Detectavel + - + + -
Detectavel + - - + -
Detectavel - + + + o
Detectavel - + - + -
Nao - = + + -
detectavel
Invélido +- +/- +/- +- +
Invalido +/- +/- - - -

Controle
A ORF1ab ene N
Parametro (FAM) (VgICIHEX) Irz;eg;g

AEpIEE Threshold 30.000 40.000 20,000
Biosystems
7500/7500
FAST Real-
Time PCR
e i | Baseline 5-15 5-15 5-15
5/6/7 Real-
Time PCR
System
CFX96™ Threshold 30 50 40
RealTime
PCR . Baseline auto® auto auto
Detection
System
LineGene Threshold auto auto auto
9600 Baseline 5-15 5-15 5—-15

] Threshold 0,05 0,05 0,05
IntelliQube Baseline 3-15 3-15 3-15
Ligrlt*CycIer Iﬁ;?::g;id) auto auto auto
a0 Baseline NA NA NA

12.2. Interpretacao dos resultados

Controle Positivo (CP):

e O pogo de CP deve apresentar amplificagdo para os trés
alvos avaliados ORF1ab (SARS-CoV-2) - FAM, Ngene
(SARS-CoV-2) — HEX/VIC e Controle Interno - ROX com
Cts < 35.

Controle Negativo (CN):

e O pogo de CN nao deveapresentar amp | ific agdo p ara
trés alvos avaliados ORF1ab (SARS-CoV-2) - FAM, N
gene (SARS-CoV-2) — HEX/VIC e Controle Interno —
ROX.

Legenda: + Curva de amplificagdo caracteristica.
- Auséncia de curva de amplificagdo caracteristica.

12.2.1. Guia de resolugao de possiveis resultados fora de
critério de classificacao

Resultado fora do critério Procedimento a adotar

Néo amplificagdo de um ou Resultados devem ser

de ambos os alvos para o desconsiderados. Teste deve ser
Controle Positivo repetido

Resultados devem ser
desconsiderados. Teste deve ser
repetido

Amplificagcdo do Controle
Negativo

13. SUBSTANCIAS INTERFERENTES OU LIMITAGOES
DO PRODUTO

e Procedimentos de coleta, transportee processamento de
amostras inadequados podem gerar resultados fal sos-
negativos.

e Armazenamento inadequado dos reagentes também
pode acarretarresultados falsos-negativos.

e Interferentes comuns para técnicas moleculares p odem
interferir no desempenho do teste.

Obs.: Para que os resultados deste teste sejam garantidos ,
deve-se seguir as instrugdes de uso do produto.

F g

14. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

14.1 Especificidade Analitica

Nao foi verificadareagéo cruzada frente a amostras positivas
para os seguintes patdgenos (e numero de amostras
testadas): Coronavirus cepas: NL63 (9), OC43 (6), HKU1 (2),
229E (3); Adenovirus (5), Bocavirus humano (4), Influenza B
(FLUB) Victoria (1), Influenza B (FLUB) Yamagata (6),
Metapneumovirus (5), Rinovirus (3), Virus Parainfluenza Tipo
1 (5), Virus Parainfluenza Tipo 2 (4), Virus Parainfluenza
Tipo 3 (2), Virus sincicial respiratério (5).

Pode apresentar reagdes cruzadas para coronavirus O C 43,
amplificagdo de 1 amostra entre 7 amostras avaliadas, e,
Bocavirus humano, amplificacdo de 2 amostras entre 6
amostras avaliadas.

14.2 Sensibilidade Analitica

Com uma confianga de 95% os limites de d etecg¢ &0 s &o <
6,363 copias/reacédo parao alvo N e < 18,705 copias/reacéo
para o alvo ORF1ab. Com relagdo a quantidade de cépias do
virus/UL de amostras, os resultados obtidos representam
LoDese de 1,27 copias/uL (alvo N) e 3,74 copias/uL (alvo
ORF1ab), uma vez que séo adicionados 5 yL d e amo s tras
por reagao.

14.3 Sensibilidade e Especificidade Diagnéstica

A caracterizagdo do desempenho diagndsti co d o tes te fo i
realizada utilizando um painel de 240 amostras c | inicas d e
swab de orofaringe, das quais 163 negativas e 77 p o sitivas
para o SARS-CoV-2. O Kit IBMP Biomol OneStep COVID-19,
dessas 240 amostras, 143 amostras como negativas e 97
amostras como positivas. O resultado de concordancia do Kit
IBMP Biomol OneStep COVID-19 frente a referén ci a foi d e
92%. A sensibilidade diagnostica foi de 100%, uma v ez q ue
as 77 amostras positivas para SARS-CoV-2 apresentaram
amplificagcdo de acordo com o perfil estabelecido p ara es te
kit. A especificidade diagnostica foi de 88%, uma vez que das
163 amostras negativas, 143 apresentaram amplificagdo
somente do genecontrole humano, indicando que a amostra
€ negativa. Por outro lado, o teste foi capaz de detectar
SARS-CoV-2 em 20 amostras caracterizadas previamente
como negativas. Cabe mencionar que todas as amostras sao
provenientes de pacien tes com suspeita de COVID e infec¢ao
por SARS-CoV-2.

14.4 Precisao

Para todas as amostras queapresentaram amplificagdes dos
alvos ORF1ab e Gene N (alvos especificos para SARS-CoV-
2) o desvio padréo relativo (DPR%) entre todas as r ép licas
analisadas ndo ultrapassaram os 10% do critério de
aceitagdo, conforme esperado.
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e Consumiveis de laboratorio ndo devem ser reutilizados.

O produto foi validado usando kit extragdo de RNA viral
QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN), seguindo
estritamente os protocolos recomendados pelos
respectivos fabricantes.

e Devem ser utilizados equipamentos de medicao
(micropipetas) calibrados e o equipamento d e PCR em
tempo real deve ser calibrado e qualificado.

e O fabricante ndo garante os resultados obtidos, ¢ aso o
produto nédo seja armazenado nas condi¢cdes d escr itas
nessainstrugao.

o Deve-se utilizar equipamento de protecao individual (EPI)
como luvas e jalecos descartaveis. Luvas devem ser

nasofaringeo) trocadas regulamente para evitar contaminagéo cruzada.

14.5 Exatidao

Ao avaliar a proximidadedos resultados obtidos pelos testes
de precisdo de medigao entre analistas, fo i v erific ado que
todos os resultados foram satisfatérios, por estarem dentro
do critério de aceitagdo de 90% a 110%.

O resultado comparativo entre o método de referéncia (swab
nasofaringeo) e aqueles obtidos a partir das amostras de
saliva apresentaram concordancia de 96%, s en si bi li dade
diagndstica de 92% e especificidade diagndstica de 98%.

Referéncia (swab

Positivo Negativo e A manipulagdo de amostras deve ser realizada em
cabines de seguranca bioldgica de classe Il certificadas
em laboratérios com nivel de Biosseguranga NB-2.

Detectado 216 13 229 L .
e O Controle Positivo deve ser manuseado ¢ om c uidado
s para evitar a contaminag&o das amostras avaliadas.
@
Nao-
Detectado 1° 568 587
Total 235 581 816

15. DESCARTE DE RESIDUOS

Os residuos gerados apds o uso do produto devem ser
descartados em locais apropriados e destinados ao
tratamento adequadode acordo com a leg is lagéo v i gente
local.
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16. TERMOS E CONDIGOES DE GARANTIA DA
QUALIDADE DO PRODUTO

e Este produto deve ser manipulado por profi ssi onais d e
acordo com esta instrugdo de uso. Caso contrario, o
fabricante ndo se responsabiliza pelos resultados
obtidos.

e A coleta de amostras deve ser realizada por profissionais
treinados e apds extraidas devem ser armazenadas em
condicbes que mantenham sua estabilidade até o
momento de execugao do teste.

e O produto deve ser utilizado dentro do prazo de validade
determinado pelo fabricante.

e Deve-se utilizar areas especificas para as etapas de
preparo de mistura de PCR, distribuicdo d e RNA e
amplificagdo, para que sejam evitadas ¢ ontami nagdes
cruzadas.
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