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1. NOME COMERCIAL
Kit IBMP Biomol Agro T. cruzi

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

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. APRESENTAGAO

O Kit IBMP Biomol Agro T. cruzi € composto pelo moédulo
de amplificagdo contendo 4 tubos com os reagentes
necessarios para a realizagdo da PCR em tempo real,
incluindo os controles positivo e negativo, suficientes para
96 determinagdes.

4. FINALIDADE

Teste molecular recomendado para a detecgao laboratorial
qualitativa (presenca/auséncia), através da técnica de
qPCR, do protozoario Trypanosoma cruzi em amostras de
alimentos, e validado em amostras de agai ou caldo de
cana.

5. USUARIO PRETENDIDO
O teste deve ser realizado por profissionais com
conhecimento especifico em biologia molecular.

6. INDICAGOES DE ARMAZENAMENTO

OU MANUSEIO

O Kit IBMP Biomol Agro T. cruzi deve ser transportado e
armazenado entre -30 e -15 °C.

7. PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

O Kit IBMP Biomol Agro T. cruzi utiliza a técnica de reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Esta
técnica permite a detecgdo de moléculas de DNA com
sequéncias especificas na mistura de acidos nucleicos
purificada das amostras. Esta detecgao se da pelo registro
do aumento da fluorescéncia emitida por sondas marcadas
a cada ciclo de amplificagdo da PCR.
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O Kit IBMP Biomol Agro T. cruzi permite a detec¢cdo do DNA
do protozoario Trypanosoma cruzi, além do DNA vegetal
que funciona como um controle interno (Cl) da reagdo. O
DNA do parasita e o Cl sdo detectados com sondas
marcadas com diferentes fluoréforos e, desta forma, sua
deteccéo ocorre em canais distintos (FAM e VIC). Um sinal
de amplificagéo para o Cl indica que a amostra foi extraida
corretamente e que as enzimas da reacdo funcionam
adequadamente. Um sinal de amplificagdo do DNA do
parasita indica contaminagdo da amostra com
Trypanosoma cruzi. O Kit IBMP Biomol Agro T. cruzi
destina-se a analises de carater qualitativo.

8. TIPO DE AMOSTRAS OU MATRIZES APLICAVEIS

O Kit IBMP Biomol Agro T. cruzi deve ser utilizado com DNA
purificado de amostras vegetais com suspeita de
contaminagédo com T. cruzi.

8.1. Condigcoes de coleta, manuseio, preparo ou
preservagao de amostras:

O kit foi desenvolvido para testar amostras de DNA
purificado de polpa de agai ou de cana-de-agucar. O
método de purificagdo de DNA utilizado deve assegurar que
a extracdo seja eficiente na recuperagdo dos materiais
genéticos tanto do vegetal quanto do parasita. O DNA
purificado pode ser armazenado a -20 °C.

9. DESCRIGAO DO PRODUTO
O Kit IBMP Biomol Agro T. cruzi € composto por:

- 02 tubos de Mistura de PCR contendo 1300 pL;

- 01 tubo de Oligomix contendo 110 pL;

- 01 tubo de Agua RNase Free contendo 1500 L;

- 01 tubo de controle positivo (CP) contendo 15 pL;
- 01 tubo de controle negativo (CN) contendo 15 pL.

9.1. Materiais necessarios nao fornecidos com o
produto

- Equipamento de protegdo individual (jaleco, mascara
descartavel, oculos de segurangca, luvas se po
descartaveis);

- Pipetas de 10, 100 e 1000 pL, devidamente calibrados;

- Tubos para diluicdo e armazenamento de amostras;

- Microtubos de 1,5 ou 2 mL;

- Kit de extragdo de DNA conforme protocolo do fabricante;
- Cabine de seguranga biologica;

- Centrifuga para microtubos;

- Centrifuga para microplacas;
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- Agitador tipo vortex;

- 7500 Real-Time PCR Systems (Thermo Scientific);

- Adesivo optico para placas de 96 pogos, compativel com
o instrumento de PCR em tempo real.

10. ESTABILIDADE DO PRODUTO EM USO
O Kit IBMP Biomol Agro T.cruzi € de uso Unico, sobras
reagentes e controles ndo podem ser utilizados.

11. PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS ANTES
DA UTILIZAGAO DO PRODUTO

- Os tubos devem ser centrifugados brevemente antes da
utilizagdo, de forma a sedimentar o liquido condensado nas
paredes;

- As superficies devem estar limpas e descontaminadas,
preferencialmente com exposigdo a luz UV por no minimo
10 minutos antes da manipulagéo do kit;

- O instrumento de PCR em tempo real deve estar
devidamente calibrado e qualificado  (incluindo
normalizagdo de background, corrida de RNaseP e
calibragéo dos fluoréforos, de acordo com procedimento do
fabricante).

12. RECOMENDAGOES PARA PROCEDIMENTOS DE
CONTROLE DE QUALIDADE

- Cuidados com o CP: deve-se manusear o controle positivo
com cuidado e atengdo para evitar possiveis
contaminagdes do CP nos pogos de amostras, o que pode
acarretar resultados falso-positivos;

- Cuidados para evitar contaminagao cruzada: o kit deve ser
manuseado dentro de cabines de manipulacdo de acidos
nucleicos, devidamente descontaminadas. Devem ser
utilizadas técnicas corretas para evitar a contaminagao
entre amostras. O CI| consiste em um gene vegetal
conservado que ocorre em multiplas copias por genoma.
Desta forma, a manipulagdo de outras amostras vegetais
na mesma cabine sem a descontaminagéo adequada pode
causar amplificagéo inespecifica deste alvo, o que pode
acarretar resultado falso-negativo;

- Descarte: por se tratar da manipulagédo de amostras
bioldgicas potencialmente patogénicas, os componentes do
kit devem ser considerados como contaminantes apds o
uso e devem, portanto, ser descartados conforme
legislagdo vigente e normas institucionais locais.

13. PROCEDIMENTOS PARA O USO DO PRODUTO

13.1. Preparo da reagao
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a. Retirar todos os componentes do freezer e aguardar o
descongelamento completo;

b. Homogeneizar cada componente e centrifugar
brevemente (spin) todos os tubos fornecidos no kit;

c. Preparar a mistura de reagéo conforme a tabela abaixo:

Para 1 Para 96 reagtes (com
reacao excesso)
Misturade PCR 2X 25 uL 2500 pL
Oligomix 50 X 1L 100 pL
#g:a DNase/RNase- 14 L 1400 L
Total 40 pL/poco

d. Adicionar 40 pyL da mistura de reagao preparada desta
forma a cada um dos 96 pocgos da placa;

e. Adicionar 10 pL de amostra, CP ou CN aos pogos
correspondentes, de acordo com o planejamento prévio;

f. Selar a placa e centrifugar brevemente.

13.2. Programacéao do Instrumento de PCR em Tempo
Real e inicio da PCR

a. Ligar o computador e o 7500 Real-Time PCR System e
introduzir na bandeja a placa preparada anteriormente;

b. Abrir o software de operacgédo 7500 software;

c. Iniciar um novo protocolo;

d. Incluir dois Targets conforme quadro abaixo:

Target Name Reporter Quencher
T.cruzi FAM None
Cl VIC None

e. Incluir a identificagdo das amostras que serdo testadas,
além do CP e CN;

f. Associar os dois alvos com todos os pogos da placa e
cada amostra/controle aos pogos correspondentes;

g. Selecionar a referéncia passiva ou interna de
equipamento como “ROX”;

h. Ajustar a ciclagem conforme o quadro abaixo:

Etapa Temperatura Tempo Capturade fluorescéncia
Holding Stage 95 °C 10 minutos NAO
" 95 °C 15 NAO
Cycling Stage (45x) 50°C 50 g STV

i. Salvar o arquivo e iniciar a corrida.
14. ANALISE DOS RESULTADOS

14.1. Parametros de analise dos resultados
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Os parametros baseline e threshold devem ser ajustados
apos a corrida, conforme os valores indicados no quadro
abaixo:

Alvo Baseline Threshold
T. cruzi AUTO 0,25
Cl AUTO 0,05

14.2. Interpretacao dos resultados

a. Para que a corrida seja valida, todas as seguintes
condi¢des devem ser atendidas:

- O CP deve apresentar amplificagdo com Ct inferior a 35
para os dois alvos;

- O CN nao deve apresentar amplificagao para nenhum dos
dois alvos com Ct inferior a 35;

b. A amostra sera considerada positiva para DNA de T. cruzi
quando todas as seguintes condi¢bes forem atendidas:

- O Cl apresentar amplificagdo com Ct entre 16 e 45 €;

- T. cruzi apresentar amplificagdo com Ct entre 16 e 45;

c. A amostra sera considerada negativa para DNA de T.
cruzi quando todas as seguintes condigbes forem
atendidas:

- O Cl apresentar amplificagdo com Ct entre 16 e 45 e;

- T. cruzi ndo apresentar amplificagao;

d. A amostra tera resultado inconclusivo quando o resultado
ndo se enquadrar nas condi¢bes acima.

14.2.1. Guia de resolugao de possiveis resultados fora
de critério de aceitagao

a. Amostras com Ct de T. cruzi ou Cl abaixo de 16: diluir o
DNA extraido de 10 a 100 vezes e repetir o teste. O Ct muito
baixo para o controle interno pode interferir na detecgéo do
DNA de T. cruzi;

b. Amostras sem amplificagdo do Cl: repetir a corrida
utilizando um volume de amostra de até 24 pL, descontado
do volume de agua mencionado no item 13.1, de forma que
o volume final da reagdo continue sendo 50 pL. Caso nao
haja amplificagdo, €é possivel que tenha ocorrido
degradagdo do DNA da amostra, que deve ser extraido
novamente;

c. Amplificacdo no CN com Ct inferior a 35: Verificar as
condigdes de trabalho para assegurar que nado ha
contaminagdo ambiental com DNA de T. cruzi ou DNA
vegetal;

d. Falha na amplificagédo no CP: Verificar as condi¢cdes de
armazenamento do kit e o prazo de validade.
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15. SUBSTANCIAS INTERFERENTES OU LIMITAGOES
DO PRODUTO

Substancias presentes nas amostras em analise podem
promover inibigdo da reagéo de PCR. Em caso de resultado
fora da especificagdo, observar os procedimentos do item
14.2.1.

16. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

16.1. Sensibilidade
O teste foi capaz de detectar 0,038 genoma-
equivalentes/reagdo em pelo menos 95% das repeticdes
nesta concentragao.

16.2. Especificidade

O kit ndo apresentou reagdes cruzadas com Leishmania
amazonensis, Leishmania  braziliensis, Leishmania
guyanensis, Leishmania infantum, Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Escherichia coli, Eimeria tenella,
Eimeria acervulina, Eimeria faecalis, Eimeria cloaceae,
Eimeria  faecium  ou Cyclospora  cayetanensis,
apresentando Especificidade de 100% nas condigdes
testadas.

17. RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS
Nao aplicavel.

18. DESCARTE DE RESIDUOS

Os residuos gerados ap6s o uso do produto devem ser
descartados em locais apropriados e destinados ao
tratamento adequado de acordo com a legislacdo vigente
local.

19. TERMOS E CONDIGOES DE GARANTIA DA
QUALIDADE DO PRODUTO

- O produto deve ser utilizado dentro do prazo de validade
determinado pelo fabricante;

- O fabricante néo se responsabiliza por resultados obtidos
caso o usuario nao siga corretamente as instrugdes de uso
e as condigbes de armazenamento dos insumos;

- Para um melhor desempenho do teste, € necessaria a
utilizagdo de instrumentos de medicdo e detecgéo
devidamente calibrados e/ou qualificados, quando
aplicavel;

- O Kit IBMP Biomol Agro T. cruzi foi validado usando
amostras de agai e caldo de cana, processados utilizando
o kit High Pure PCR Template Preparation (Roche Life
Science, cat. 11796828001) utilizando o protocolo para
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tecidos de mamiferos, com uma centrifugagao adicional a
velocidade maxima (aproximadamente 22.000 g)
imediatamente apds a adi¢cdo de isopropanol, utilizando o
sobrenadante para as etapas subsequentes.
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