o
<
=l
=
L
¥}
=
o
=
Ll
|-
w
(V¥
—

Instrucao de Uso - IBMP MixFit Il - MasterMix
IU-RUO-002

Reviséo: 00

20/05/2024

1. NOME COMERCIAL
IBMP MixFit Il — MasterMix

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. APRESENTAGAO
Conjunto de reagentes, suficiente para 96 reagdes.

4. FINALIDADE
Este produto se destina ao uso em ensaio qPCR para
deteccdo de material genético extraido de amostras de
diferentes alvos.

USO EXCLUSIVO EM PESQUISA (RUO — RESEARCH USE
ONLY)

5. USUARIO PRETENDIDO
O teste deve ser realizado por equipe técnica com
conhecimento em biologia molecular.

6. CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO OU MANUSEIO

O armazenamento do produto deve ser feito entre -30°C e -
15°C. A temperatura indicada para manipulagéo do produto é
entre 15°C e 30°C.

A manipulagdo dos reagentes deve ser feita com luvas
descartaveis sem po.

7. PRINCIiPIO DE FUNCIONAMENTO

O conjunto IBMP MixFit Il — MasterMix utiliza a técnica da
reagéo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR).

A reagcdo de qPCR permite a deteccdo de sequéncias
nucleotidicas especificas, em DNA extraido de organismos
diversos, a partir da avaliagéo da intensidade de fluorescéncia
capturada ao final de cada ciclo da PCR.

O IBMP MixFit Il - MasterMix permite a avaliagdo de amostras
de DNA, através da amplificacdo de alvos moleculares. A
deteccéo da presenga de acidos nucleicos é feita através da
utilizagéo de sondas de hidrolise especificas para cada alvo
(oligonucleotideos marcados com fluorescéncia), em reagéo
singleplex ou multiplex.
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A geragao de uma curva de amplificagdo com formato tipico
para os alvos moleculares pesquisados demonstra uma
reacao com resultado detectavel para a amostra. Sugere-se o
uso de um controle interno para avaliagdo da qualidade das
amostras e/ou da extragao.

8. TIPO DE AMOSTRAS OU MATRIZES APLICAVEIS
Amostras de DNA extraido de diferentes alvos.

8.1 Extragdo de DNA

Deve-se realizar a extragdo de DNA das amostras primarias
utilizando metodologia adequada para a matriz bioldgica
preconizada para o teste, e que permita obter DNA cuja
qualidade e integridade permita a avaliagédo das amostras.

8.2 Cuidados no armazenamento e manuseio do DNA OU
RNA extraido

- DNA extraido deve ser armazenado entre -80°C e -15°C;

- Usar sempre luvas descartaveis sem p6 durante o manuseio
do DNA para prevenir contaminacdo por nucleases. Maos e
particulas de poeira podem carrear bactérias e fungos, que
séo as fontes mais comuns desse tipo de contaminante;

- Manter os tubos contendo DNA fechados durante os
procedimentos. Abrir um tubo de cada vez para realizar a
adicao a mistura de reagéo, para evitar que haja contaminagéo
cruzada entre as amostras.

9. DESCRIGAO DO PRODUTO

O conjunto IBMP MixFit Il — MasterMix é composto por:

- 01 microtubo de Mistura de PCR (IBMP MM Il 4x) contendo
500 pL;

- 01 microtubo de enzima IBMP TagFit | contendo 40 pL.

9.1. Materiais necessarios nao fornecidos com o produto
- Agua nuclease free;

- Adesivo nao-6ptico;

- Adesivo 6ptico;

- Agitador tipo vortex;

- Banho de gelo ou estante refrigerada para microtubos de 1,5
ou 2,0 mL;

- Cabine do tipo PCR Workstation;

- Caneta para marcagéo permanente em plastico;

- Centrifuga para microtubos de 1,5 a 2,0 mL;

- Centrifuga para placas de 96 posicdes;

- Consumiveis e materiais para coleta e armazenamento da
amostra primaria;

- Equipamento de PCR em tempo real;
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- Equipamentos de protegdo individual (jaleco, mascara
descartavel, touca, luvas descartaveis sem po, protetores de
barba, 6culos de seguranca);

- Iniciadores e sondas;

- Kit de extragéo de DNA;

- Micropipetas de precisdo (Indicar os volumes necessarios);
- Microtubos de 1,5 ou 2,0 mL, estéreis e livres de nucleases;
- Placa de PCR (96 pogos);

- Ponteiras esterilizadas livre de RNAses e DNAses, com filtro;
- Recipientes para descarte de residuos;

- Referéncia passiva, quando aplicavel;

- Suporte/estante para microtubos de 1,5a 2,0 mL.

10. ESTABILIDADE DO PRODUTO EM USO

Esse é um produto de uso multiplo.

O estudo de estabilidade demonstrou que o produto mantém
sua qualidade por até 5 ciclos de descongelamento, apds os
quais eventuais sobras de reagentes devem ser descartadas.

11. PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS ANTES DA
UTILIZAGAO DO PRODUTO

No momento do uso, os reagentes e amostras de DNA
extraido devem ser descongelados, centrifugados brevemente
e mantidos sob refrigeracdo utilizando banho de gelo ou
estante refrigerada.

12. PROCEDIMENTOS DE CONTROLE DE QUALIDADE

- Utilizar equipamentos de protegéo individual (EPI) tais como
jaleco, mascara descartavel, touca e Iluvas sem po
descartaveis, protetores de barba e 6culos de seguranca para
a manipulagdo de amostras e reagentes;

- Nao comer, beber, fumar, aplicar cosméticos ou manusear
lentes de contato nas areas laboratoriais;

- Nao utilizar componente do teste que estejam vencidos;

- A utilizagdo das micropipetas deve respeitar a faixa de
operagéao do instrumento;

- Evitar abrir a placa de PCR apo6s a reacédo de amplificagéo
para reduzir riscos de contaminagdo do ambiente;

- Realizar a manipulacdo de reagentes e amostras de DNA no
interior de cabines tipo PCR workstation.

13. PROCEDIMENTOS PARA O USO DO PRODUTO

13.1 Preparo da mistura de reagao

- Identificar o nUmero de reagdes a serem realizadas;

- Elaborar o mapa da placa de reacgéo, identificando os pogos
a serem utilizados e a posi¢ao de aplicagdo de cada amostra;
- Calcular, conforme apresentado na Tabela 1, os volumes
sugeridos para realizagéo da corrida;
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OBS: Os volumes indicados ndo contemplam eventual perda
durante o processo de pipetagem.

Tabela 1. Protocolo sugerido para preparo da mistura de
reacéo do IBMP MixFit Il - MasterMix.

Volume para
Componente uma reacio
IBMP MM Il 4x (Mistura de PCR) 5pL
IBMP TagFit | (Taq DNA Polimerase) 0,4 pL
Iniciadores*
Sondas* Padronizado pelo
Amostra de DNA extraido* usuario
Referéncia passiva (opcional)**
Agua nuclease free g.s.p.' 20 yL

*: Os volumes/concentragdes de iniciadores, sondas e DNA podem
variar para diferentes ensaios. Portanto, devem ser estipulados pelo
usuario.

** Reagente opcional ndo fornecido com o IBMP MixFit I — MasterMix;
1: Quantidade suficiente para completar o volume da reagéo.

- Em érea fisica apropriada, identificar um microtubo de 1,5 ou
2,0 mL para preparo da mistura de reagao;

- Adicionar ao microtubo, devidamente identificado, os
componentes e volumes listados na Tabela 1, ajustado ao
numero de reagdes a serem realizadas;

- Homogeneizar gentilmente por vértex suave, pipetagem ou
tamborilando e centrifugar brevemente (spin);

- Distribuir a mistura de reagdo em cada pogo de uma placa de
PCR de 96 pocos, seguindo o mapa da placa de reagao;

- Selar a placa com adesivo ndo-6ptico para transferi-la até a
area de manipulagdo de amostras de acidos nucleicos.

13.2 Adigcao de amostras

- Em area fisica apropriada e seguindo o mapa da placa de
reacgdo, adicionar a amostra de DNA extraido nos pogos
correspondentes na placa de reagéo;

- Selar a placa de reagdo com adesivo 6tico;

- Centrifugar a placa brevemente (spin).

13.3 Termociclagem

- Configurar o software do equipamento conforme mapa da
placa de reagédo estabelecido pelo usuario, identificando a
posigao de cada amostra;
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- Configurar as fluorescéncias para cada canal de acordo com
os fluoréforos presentes nas sondas;

- Selecionar a referéncia passiva do equipamento como NONE
(ndo ha a presenga de ROX no IBMP MixFit II) ou conforme
adicionado pelo usuario no preparo da reagao;

- Os parametros de termociclagem s&o sugeridos como um
guia e pode ser modificado para melhores resultados;

Tabela 2. Sugestao de termociclagem para o IBMP MixFit Il -
MasterMix.

Temperatur Numero
A a LEIT de ciclos
Ativagao da
Taq DNA 95°C 3 minutos 01
Polimerase
Desnaturagéo 95°C 15 segundos
Anelamento e . LY
= 60°C* 1 minuto
extenséo

*: Estagio para captura de fluorescéncia.
- Salvar arquivo e iniciar a corrida no equipamento.

14. RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS

- Os procedimentos descritos nesta Instrugdo de Uso visam
minimizar o risco de contaminagao cruzada ou ambiental pelo
produto amplificado. No entanto, o risco de contaminagéo com
acido nucléico proveniente de outras fontes deve ser mitigado
por meio da adogao de boas praticas de laboratério;

- Realizar a descontaminagdo periddica de ambientes,
bancadas e instrumentos, utilizando agente descontaminante
apropriado para areas de trabalho em Biologia Molecular;

- Realizar os processos de extragdo de acidos nucleicos, o
preparo de misturas de reacdo e a etapa de PCR em areas
fisicas distintas para reduzir o risco de contaminagédo de
reagentes, amostras e do ambiente;

- Recomenda-se realizar o monitoramento periddico das
instalagbes laboratoriais para garantir que nao haja
contaminagao ambiental por acidos nucleicos ou produtos de
PCR que possam levar a resultados arbitrarios.

15. DESCARTE DE RESIDUOS

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

16. TERMOS E CONDIGOES DE GARANTIA DA
QUALIDADE DO PRODUTO COMERCIAL

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

- O fabricante nao se responsabiliza pelos resultados obtidos,
caso 0 usuario nao siga corretamente as instru¢des de uso e
condigbes de armazenamento dos insumos;

- Devem ser utilizados instrumentos de medi¢cao e deteccao
calibrados e/ou qualificados, sempre que aplicavel;

- As condi¢cdes de coleta e armazenamento do material
impactam diretamente na qualidade do resultado obtido pelo
conjunto IBMP MixFit Il - MasterMix.
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