RTS094
Mycoplasma pn. Q — PCR Alert Kit

Instrucdes de Uso

USO PRETENDIDO

O produto MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert AmpliPROBE é parte de um
ensaio guantitativo de amplificacdo de acidos nucleicos para deteccdo de
DNA de Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae) em amostras de DNA
extraidas de saliva, lavagem Dbroncoalveolar (BAL) e aspirado
broncotraqueal.

O produto deve ser usado, com dados clinicos e outros testes
laboratoriais, na diagnose e monitoramento de infeccdes de M. pneumoniae.

O produto fornece a mistura de sondas fluorescentes AmpliPROBE
para amplificacdo em tempo real em uma solucao estabilizada, pré-dosada
em aliguotas em quatro tubos teste descartdveis. Cada tubo teste contém
110pL de solucao, suficiente para 24 reacoes.

A sonda M peneumoniae, marcada com o fluoréforo FAM e bloqueada
pelo grupo MGB-NFQ, é especifica para a regido do gene que codifica
citoadesao P1 de M. pneumoniae.

A sonda para adequacao do teste interno da amostra, marcada com o
fluoréforo VIC e blogueada pelo grupo MGB-NFQ, é especifico para a regiao
promotora e 5’ UTR do gene da betaglobina humana.

O procedimento envolve uma reacao de amplificacao em tempo real
em um termociclador para tempo real.

A padronizacao do sistema foi realizada na Applied Biosystems ABI
PRISM™ 7000 series instruments.

O produto fornece 96 determinacdes, incluindo padrdes e controles.

PRINCIPIO DE ACAO E REACAO

O procedimento envolve uma reacao de amplificacao em Tempo Real
em microplaca em um equipamento com termostato programavel fornecido
com sistema 6ptico de deteccao fluorescente (RT-PCR = termociclador em
tempo real).

Em cada poco, uma reacao de amplificacdo é realizada para uma
regiao do gene gue codifica P1 de citoadesao de M. pneumoniae e para a
regiao do gene de betaglobina humana (teste de adequacdo interna da
amostra) usando o DNA extraido da amostra a ser testada. Uma sonda
especifica para M. pneumoniae marcada com o fluoréforo FAM é ativada
guando hibridizada com o produto especifico da reacdo de amplificacdo M.
pneumoniae.

Outra sonda especifica para o gene da beta globina marcada
com o fluoréforo VIC é ativado quando hibridizado com o produto da reacao
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de amplificacao para o gene da beta globina humana. A emissao de
fluorescéncia aumenta a medida que os produtos especificos da reacdo de
amplificacdo aumentam e é medida e gravada no egquipamento. O
processamento dos dados determina a presenca e a titulacdo do DNA de M.
pneumoniae na amostra inicial.

A partir do momento que a sonda TagMan® for ligada a parte
especifica do gabarito de DNA depois da desnaturacao (alta temperatura) e
resfriamento da reacao, os primers anelam-se ao DNA.

Assay Chemistry Summary (M&B)
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A TagPolimerase entdo adiciona nucleotideos e remove a sonda
TagMan® do DNA gabarito. Isso separa o quencher do reporter, e permite o
reporter emitir sua energia. isso é entdo quantificado usando um
computador. Quanto mais ocorrer a desnaturacao e anelamento, mais
oportunidades a TagMan® terd de se ligar, e em contra partida, mais luz
emitida serd detectada.
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A padronizacao do sistema foi realizada nos instrumentos da Applied
Biosystems ABI PRISM série 7000.
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COMPONENTES FORNECIDOS

Componente Descricao Quantidade Composicao
Mycoplasma Q- Mistura de primers Oligonucleotideos,
PCR Alert :
. de 4 x 110 uL  [TRIS (base e cloridrato),
AmpliMIX oligonucleotideos Glicerol, Triton X-100
- RTS094-M '
Mistura de sondas
Mycoplasma Q- fluorescentes Oligonucleotideos
PCR Alert marcadas com FAM 4x110 L fluorescentes, TRIS
AmpliPROBE / MGB-NFQ (base e cloridrato),
- RTS094-P e com VIC / MGB- Glicerol, Triton X-100
NFQ
TRIS (base e
cloridrato), Glicerol,
Mistura de . Mg.C|2’ ,
reagentes 4 x 340 pl Desorllboxmucleotlde
optimizados 03 trllfosfat.os, BOX,
Q-PCR Alert Uracil-N-glicosilase,
AmpliMASTER Taq DNA polimerase
- RTS000 hot start
Microplaca com
96 pocinhos de 0,2 3 Pléstico PP
mi
Lamina adesiva 3 Plastico e cola
vedante

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS

Equipamentos necessarios, mas nao fornecidos:

- Capela de fluxo laminar.
- Agitador tipo Vortex.

- Microcentrifuga de mesa (12.000 - 14.000 RPM).
- Micropipetas simples, volume variavel.

- Real Time ABI PRISM 7000, completo, com microcomputador.

Material de Consumo:

- EPI

- Ponteiras com filtro
- Agua ultrapura
- Tubos de microcentrifugacao (1,5 mL a 2,0 mL)

Amostras:
- DNA extraido por metodologia definida pelo usuario, seguindo as normas e
padroes de amostras exigidos na descricao abaixo.
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CONDICOES DE ARMAZENAMENTO

Componente Aererenca Quantidade Estocagem
modelo
Mycoplasma Q-PCR Alert o
AmpliMIX RT5094-M 4 x 110 uL -20°C
Mycoplasma Q-PCR Alert R
AmpliPROBE RT5094-P 4 x 110 uL -20°C
Q-PCR Alert AmpliMASTER 4 x 340 uL + 2°/+8°C
. - . Temp.
Microplaca para amplificacao RTS000 3 Ambiente
Lamina adesiva para 3 Temp.
amplificacao Ambiente

PRECAUCOES

Este kit é reservado para uso exclusivo em diagnéstico /in vitro.

Manuseio: € necessario, aoc manusear o kit e as amostras com EPI
adequado ao tipo de laboratério onde os testes serdo realizados, devido a
natureza da amostra — material bioldgico humano. Tratar como potencialmente
infecciosos por ser a amostra de origem humana.

Ndo beba ou coma na area de trabalho.

A area de trabalho deve ser ambiente limpo e com ventilacao
adequada. Deve se trabalhar dentro de capela de exaustao / fluxo laminar.

Nao manuseie o kit sem luvas.

Adverténcias e precaugoes gerais

Manipular e eliminar todas as amostras biolégicas, reagentes e materiais
usados como se fossem agentes infecciosos. Evitar o contato direto com as
amostras biolégicas. Evitar a formacao de aerosol durante o procedimento - evite
respingar material ao redor da area de trabalho ou fora dela. O material que esta
em contato com as amostras biol6gicas deve ser tratado com Hipoclorito de sédio
a 3 % pelo menos por 30 minutos ou ainda tratado em autoclave a 121°C durante
uma hora antes de ser eliminado. O material descartdvel combustivel deve ser
incinerado. Os residuos liquidos que contém &cidos ou bases devem ser
neutralizados antes da eliminacao.

Nao pipetar nenhuma solugao com a boca.

Lavar bem as maos depois de haver manipulado as amostras e os reagentes.

Eliminar reagentes e residuos conforme as normas vigentes.

Ler todas as instrucdes fornecidas no kit antes de realizar o teste.

Respeitar as instrucdes fornecidas no kit durante a execucao do teste.

Respeitar a data de validade do kit.

Utilizar somente o0s reagentes presentes no kit e aqueles
aconselhados pelo fabricante.

Nao intercambiar reagentes procedentes de diferentes lotes.

Nao utilizar reagentes procedentes de kits de outros fabricantes.
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Adverténcias e precaucdes para a biologia molecular

Os procedimentos de biologia molecular, como a extracao, a
transcricdo reversa, a amplificacdo e a deteccao de acidos nucleicos,
requerem pessoal especializado para evitar o risco de resultados incorretos,
em particular por causa da degradacao dos acidos nucleicos das amostras
ou da contaminacao das amostras por parte de produtos de amplificacao.

E  necessario dispor de uma &4rea separada para a
extracao/preparacao das reacbes de amplificacdo e para a
amplificacao/deteccao dos produtos de amplificacdo (dreas de pré e pos-
PCR). Nunca introduzir um produto de amplificacdo na area de
extracao/preparacao das reacdes de amplificacao.

E necesséario uso de EP| adequado a cada uma das areas de trabalho
em laboratério de biologia molecular.

As amostras devem ser destinadas exclusivamente a este tipo de
analise. As amostras devem ser manipuladas em uma camara de fluxo
laminar. Os tubos que contém amostras diferentes nunca devem ser abertos
ao mesmo tempo. As pipetas utilizadas para manipular as amostras devem
ser destinadas exclusivamente a este uso. As pipetas devem ser do tipo
deslocamento positivo ou usar ponteiras com barreira / filtro. As ponteiras
utilizadas devem ser estéreis, sem a presenca de DNAse e RNAse, sem a
presenca de DNA e RNA.

Os reagentes devem ser manipulados em camara de fluxo laminar.
Os reagentes necessarios para a amplificacdo devem ser preparados de
modo a ser utilizados em uma Unica vez. As pipetas utilizadas para
manipular os reagentes devem ser destinadas exclusivamente para aquela
area de trabalho. As pipetas devem ser do tipo de deslocamento positivo ou
usar ponteiras com barreira / filtro. As ponteiras utilizadas devem ser
estéreis, sem a presenca de DNAse e RNAse, sem a presenca de DNA e
RNA.

Os produtos de amplificacdo devem ser manipulados de modo a
limitar ao méximo a dispersdao no ambiente para evitar a possibilidade de
contaminacgdes. As pipetas utilizadas para manipular os produtos de
amplificacdo devem ser destinadas exclusivamente para sua drea de
trabalho.

Adverténcias e precaucdes especificas para os componentes

Os tubos teste contendo AmpliPROBE sao descartaveis e sendo assim,
devem ser usados apenas uma vez na prepara¢ao da mistura de reacao.

A AmpliPROBE possui 0s seguintes avisos de seguranca (S):

S 23-25 Né&o aspire gas/fumaca/vapor/spray. Evite o contato com os
olhos.
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CUIDADOS COM A AMOSTRA BIOLOGICA

Este produto deve ser usado com DNA extraido das seguintes
amostras bioldgicas: lavado broncoalveolar (BAL) e aspirado broncotragueal
(BA).

As amostras de lavado broncoalveolar e aspirado broncotragueal que
serao usadas para extracao de DNA devem ser colhidas de acordo com as
direcbes do laboratério, em solucdo fisiolégica estéril, transportadas a
+2°C/+8°C e armazenadas a +2°C/+8°C por no maximo trés dias.

Nao congele lavado broncoalveolar e aspirado broncotraqueal para
evitar lise celular e perda na titulacao do DNA bacteriano.

InstrucOes para pré-tratamento das amostras clinicas, se aplicéveis, e
para a extracao de DNA estao no manual de instrucao do EXTRAcell®.

A amostra deve ser tratada como potencialmente infecciosa.

O DNA extraido da amostra inicial ndo deve conter heparina ou
hemoglobina para evitar o problema de inibicao da amplificacao e a
possibilidade de frequentes resultados nao vélidos.

Ndo ha dados disponiveis pertinentes a inibicdo causada por drogas
antivirais, antibiéticos, guimioterdpicos ou imunossupressores.

As influéncias pré-analiticas, tais como, anticoagulantes,
luminosidade, temperatura ou umidade, bem como outras influéncias
fisicas, quimicas ou bioldgicas ja foram descritas acima nos demais cuidados
com a amostra.

PROCESSO DE MEDIGAO

A preparacdo da medicdo, com todas as operacdes necessdrias a
utilizacao correta do produto, incluindo as instru¢des adequadas para
reconstituicao, mistura, diluicao ou outra forma de preparo dos reagentes
de trabalho, bem como citacao das especificacbes do diluente a ser
utilizado:

O produto MYCOPLASMA pn. Q-PCR AlertPROBE deve ser usado com
0s produtos Q-PCR Alert AmpliMASTER e MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert
AmpliMIX para obter a mistura de reacao.

A AmpliPROBE esta pronta para uso, sendo assim deve ser adicionado
diretamente a reacdo de mistura.

O procedimento completo envolve preparacao e execugao de
amplificacao em tempo real em uma microplaca com um termociclador em
tempo real e é descrito em detalhe no manual de instrucbes com o
MYCOPLASMA pn. Q-PCR Alert AmpliMIX.

As caracteristicas de desempenho e limitacdes do procedimento do
ensaio completo para deteccao e dosagem de DNA M. pneumoniae sao
descritos em detalhes no manual de instrucdées com o MYCOPLASMA pn. Q-
PCR Alert AmpliMiX.
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As técnicas de utilizacao dos reagentes e dos demais componentes do

produto, descrevendo os volumes utilizados, os tempos requeridos em cada
etapa ou fase, as condi¢cbes ambientais, bem como os ajustes dos
instrumentos de medicao do produto, da técnica ou da reacao:

Preparo da etapa de amplificagao real time
(Realizado na area de amplificacdo/deteccao dos produtos da amplificacao)
Antes de iniciar a sessao é necessario:

Consultar a documentacao do equipamento, ligar o termociclador
para tempo real, ligar o computador de controle, iniciar software e
abrir a sessao “absolute guantification”;

Consultar a documentacao do instrumento, configurar o “detector”
para a sonda de M. pneumoniae com o “reporter” como “FAM” e o
"guencher” como “nenhum” {NFQ= Quencher nao fluorescente};
Consultar a documentacao do instrumento, configurar o “detector”
para a sonda da betaglobina com o “reporter” como “VIC” e o
"guencher” como “nenhum” {NFQ= Quencher nao fluorescente};
Consultar a documentacao do instrumento, para cada poco usado na
microplaca, configurar os “detectores” (tipo de fluorescéncia a serem
medidas), a “referencia passiva” como “ROX” (normalizacao da
fluorescéncia medida), e o tipo da reacdo (amostra, controle negativo
de amplificacao, controle positivo de amplificacdo, padrao de
guantidade conhecida). Adicione estas informacbes a planilha
adicionada no fim deste manual de instrucées ou imprima a
organizacao da microplaca. A planilha deve ser seguida
cuidadosamente durante a transferéncia da reacdo de mistura e
amostras nos pogos.

llustra-se a seguir, a titulo de exemplo, como pode ser organizada a

andlise de 11 amostras.
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CN: Controle negativo de amplificacao;
CP: Controle positivo da amplificacao
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Consultando a documentacao do equipamento, programar no
termociclador os parametros do ciclo térmico e um volume de reacao

de 25 pL. Para equipamentos Applied Biosystems ABI PRISMTM da
série 7000 escolher a opcao "9600 emulation".

Ciclo térmico para amplificacao
Fase Temperaturas Tempos
Descontaminacao 50°C 2 min.
Desnaturacao inicial 95°(C 10 min.
, 95°C 15 seq.
45 ciclos .
60°C 1 min.

Preparagao da amplificacao
(Realizado na area de extracao/ preparacao da reacao de amplificacao)
Antes de iniciar, é necessério:

am SIOMETRIX

Retirar e descongelar os tubos contendo as amostras a serem
analisadas. Centrifugar os tubos para que o material desca para o
fundo do tubo e manté-los em gelo;

Retirar e descongelar os tubos de AmpliMIX necessarios para o
processo lembrando que o conteldo de cada tubo é suficiente para
preparar 24 reacdes. Centrifugar os tubos por 5 segundos (pulso)
para gue os reagentes descam para o fundo e manté-los em gelo;
Retirar e descongelar um ndmero igual de tubos de AmpliPROBE e
tubos de AmpliMIX. Repita o pulso nesses tubos para que seu
conteldo desca para o fundo tubo. Manté-los em gelo.

Retirar o mesmo numero de tubos de AmpliMASTER quantos os tubos
de AmpliMIX. Escreva “MYCO pn.” e a data no tubo com caneta de
tinta permanente. Dé um pulso nos tubos para gue os reagentes
depois de descongelados, descam para o fundo. Manter em gelo.
Retirar e descongelar os tubos de controle positivo. Pulsar os tubos
para gque os reagentes depois de descongelados, descam para o
fundo. Mantenha em gelo.

Se necessario, corte a placa de amplificacdo para separar a parte que
sera utilizada no ensaio tomando o devido cuidado de manipula-la
com luvas sem talco e de nao causar danos aos pogos.

. Transferir 100 yL de AmpliMIX no tubo de AmpliIMASTER. Misturar

bem e pipetar trés vezes o volume de 100 uL na mistura.

. Transferir 100 pb de AmpliPROBE no tubo de AmpliMASTER. Misturar

bem e pipetar trés vezes o volume de 100 uL na mistura.

. Misturar em Vortex em baixa velocidade por 5 segundos, evitando

formacao de espuma.
Centrifugar os tubos por 5 segundos (pulso) para que todo liquido va
para o fundo.

. Transferir 20 pL da mistura de reacdo obtida para o fundo de cada

poco na placa de amplificacao, conforme estabelecido na planilha.
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NOTA: Caso nao seja utilizada toda a mistura de reacao, armazene no escuro
a -20°C por no maximo um més em um tubo rotulado como MYCO. pn.
Congele e descongele a mistura de reacao somente uma vez.

6. Transferir, depositando-os cuidadosamente no fundo de seu
respectivo poco, 5 uL de DNA extraido, conforme posicdo definida na
planilha elaborada. Prossiga da mesma forma para as demais
amostras de DNA extraidas.

7. Transferir, depositando cuidadosamente no fundo do poco de controle
negativo, 5 uL de agua ultrapura.

8. Transferir, depositando-os cuidadosamente no fundo de seu
respectivo poco, 5 ub de controle positivo, conforme posicao definida
na planilha elaborada na mistura de reacao.

9. Selar a Microplaca de amplificacdo com a Lamina adesiva de
amplificacao.

10.Transferir a placa de amplificacao para o termociclador para tempo
real, que deve estar em drea especifica de amplificacao/ deteccéo e
inicie o ciclo de amplificacao.

As informacdes sobre procedimentos adicionais relevantes para
executar a medicao e o tempo na gual ela pode ser realizada.
Nao hd outros procedimentos além dos acima mencionados.

CALIBRACAO DO PROCESSO

Ndo é o caso, pois ndo existe procedimento de calibracdo para a
metodologia em guestao.

CALCULOS E OBTENGCAO DOS RESULTADOS

Andlise qualitativa dos resultados
Os valores de fluorescéncia emitida pela sonda especifica para o M.
pneumoniae (FAM) e pela sonda especifica para o Controle interno (VIC) na
reacao de amplificacdo devem ser analisados pelo software especifico.
Antes de analisar, consultar a documentacado do instrumento:
- referindo-se a documentacao do equipamento, programar
manualmente o “baseline” (nivel de fundo fluorescente) do ciclo 6 ao
ciclo 15%;

Observacao: No caso de uma amostra positiva, com um alto titulo de M.
pneumoniae, a fluorescéncia FAM da sonda especifica para M. pneumoniae
pode comecar a crescer antes do 15° ciclo. Neste caso o intervalo de céiculo
da "baseline" deve ser adaptado do ciclo 6 ao ciclo em que a fluorescéncia
FAM comecar a aumentar.
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- programar manualmente o Limiar (Thereshold) para a fluorescéncia
FAM para 0,2;

- programar manualmente o Limiar (Thereshold) para a fluorescéncia
VIC para 0,1.

Os valores de fluorescéncia emitidos para a sonda especifica para M.
pneumoniae na reacao do controle positivo e os valores de Ct sao usados
para validar a sessao de trabalho como mostrado na tabela seguinte:

Ct Controle Positivo o . .
M. pneumoniae (FAM) Resultado Amplificagcao/Detecgao
Determinado Positivo Correto

Se o Ct do controle positivo é indeterminado, significa que o DNA alvo
nao foi detectado. Um problema ocorreu durante a fase de amplificacao ou
deteccao (volume das misturas de reacao incorreto, degradacao da sonda,
degradacao do controle positivo, dispensacao incorreta do controle positivo,
configuracao incorreta da posicao do controle positivo, configuracao
incorreta do ciclo térmico) que pode ter levado a resultados incorretos. A
sessao é invalida e deve ser repetida da fase de amplificacdo.

Os valores de fluorescéncia emitidos por uma sonda especifica para
M. pneumoniae na reacao de amplificacao do controle negativo e o valor de
Threshold sao usados para validar a amplificacdo e deteccao como
mostrado na tabela seguinte:

Ct Controle Negativo . -
M, pneumoniae (FAM) Resultado Amplificagcao/Deteccgao
indeterminado Negativo Correto

Se o resultado da reacao de amplificacdo do Controle negativo é
diferente de Indeterminado, a presenca do DNA alvo foi detectada. Isso
significa que problemas ocorreram na fase de amplificacao {contaminacao)
gue podem ter levado a resultados incorretos e falso positivos. A sessao nao
é valida e deve ser repetida a partir da fase de amplificacao.

Os valores de fluorescéncia emitidos pelas sondas nas reacdes de
amplificacédo de cada amostra e o valor Threshold sao utilizados para
detectar a presenca do DNA alvo e para validar a amplificacao e a deteccao
através pela determinacao do Ciclo Threshold (Ct), o ciclo no qual o valor
Limiar de fluorescéncia foi alcancado.

Os resultados do Ct para cada amostra sao interpretados conforme
mostrado na tabela:

am SIOMETAIX
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Ct da Amostra . M.
i _ C I Adequacgao | Resultado da neumoniae
- pneumoniae iz ol da Amostra Andlise p
(FAM) Interno (VIC) DNA
Ct>350u o
Ct Nao Invalida -
Ct . . Adequada
. indeterminado
indeterminado —
Ct=s 35 Adequada Valida, NAO
- Negativa DETECTADO
Ct> 350u Valida
Ct Adequada* Positiv:a PRESENTE
Ct Determinado |indeterminado
Ct =< 35 Adequada valida, PRESENTE
Positiva

Se o resultado da reacdo de amplificacdo da amostra é Ct
indeterminado para M. pneumoniae e Ct > 35 ou indeterminado para o
controle interno, isto significa que o DNA do Controle Internoc nao foi
detectado de forma eficiente. Neste caso, problemas ocorreram durante a
fase de amplificacao (amplificacdo invalida ou ineficiente) ou na fase de
extracdo (auséncia de DNA ou presenca de inibidores) os quais podem
causar resultados falsos negativos. A amostra nao é adequada, o ensaio é
invalido e precisa ser repetido comecando pela extracdo de uma nova
amostra.

Se o resultado da reacdo de amplificacao de uma amostra é Ct
indeterminado para M. pneumoniae e Ct = 35 para o Controle Interno, isto
significa que o DNA M. pneumoniae nao foi detectado no DNA obtido a partir
da amostra, mas ndo é possivel excluir a presenca de DNA em titulo menor
que o limite de deteccdo do produto (verificar Caracteristicas de
Desempenho). Neste caso o resultado seria um falso negativo.

Os resultados obtidos com este ensaio devem ser interpretados
levando em consideracdo todos os dados clinicos e os outros testes
laboratoriais efetuados no paciente.

Obs.: quando DNA M. pneumoniae é detectado na reacao de amplificacao da
amostra a amplificacdao do Controle Interno pode resultar em Ct > 35 ou
indeterminado. De fato, a baixa eficiéncia da reacao de amplificacdo do
Controle Interno pode ser ocasionada pela alta eficiéncia da reacdo de
amplificacao do DNA de M. pneumoniae. Neste caso, a amostra é adequada
e o resultado positivo do teste é valido.

Calculo do Limite de Detecgao

Quando um método de extracdo em particular é usado e se referem a
uma unidade de medida em particular, o limite de deteccao pode ser
calculado a partir do limite de deteccao do produto de acordo com a férmula
seguinte:

Ve x 10 gEq
Limite de deteccéo (gEq / extragéo) =
Vax Ve
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e Ee: é a eficiéncia da extracao, expressa em décimos; quando utilizado
o Extracell é 1,0 (100% de eficiéncia).

e Ve: é o volume total do produto da extracao, expresso em uL; quando
utilizado Extracell o Ve é 100.

e Va: é o volume do produto da extracdo usado na reacdo de

amplificacao, expresso em pL; quando este produto é utilizado o
parametro é de 5 L.

Quando o kit Extracell é usado o limite é:
Kit de extracao Férmula Simplificada
«EXTRAcell®» Limite de deteccao= 200 gEq / extracao

LIMITACOES DO PROCESSO

Use somente DNA extraido das seguintes amostras humanas com o
produto: lavagem broncoalveolar (BAL), aspirado broncotraqueal (BA).

Ndo utilizar com este produto o DNA extraido das amostras
heparinizadas: a heparina inibe a reacdo de amplificacdo dos acidos
nucleicos e causa resultados invalidos.

Ndo utilizar com este produto DNA extraido contaminado com
hemoglobina. Esta substancia inibe a reacdo de amplificacdo dos acidos
nucleicos podendo causar resultados invalidos.

Ndo estdo disponiveis dados pertinentes a eventuais fendmenos de
inibicdo por parte dos medicamentos antivirais, quimioterdpicos ou
imunossupressores.

Os resultados obtidos com este produto dependem da correta coleta,
transporte, armazenamento e preparacao das amostras; para evitar
resultados incorretos, é necessario, portanto, ter particular atencdo durante
estas fases e seguir atentamente as instrucdes fornecidas com os produtos
para a extracéo dos acidos nucleicos.

Devido a sua alta sensibilidade analitica, o método de amplificacdo
em tempo real dos acidos nucleicos utilizados neste produto estd sujeito a
contaminacdo por amostras clinicas positivas para DNA de M. pneumoniae,
controles positivos e, até mesmo, produtos da reacdo de amplificacdo. As
contaminacdes levam a resultados falsos positivos. O produto foi
desenvolvido de forma a limitar as contaminacbes; mesmo assim estes
fenbmenos podem ser evitados somente com uma boa pratica de
laboratério e seguindo escrupulosamente as instrucbes fornecidas nestas
instrucoes.

Este produto requer pessoal instruido no processamento de amostras
biolégicas potencialmente infecciosas e preparacdes quimicas classificadas
como para evitar incidentes com consequéncias potencialmente graves para
0 usuario ou outras pessoas.

Este produto requer roupa de trabalho (EPI) e drea de trabalho
adequadas a manipulacdo de amostras biolégicas potencialmente
infecciosas e de reagentes classificados como perigosos, para evitar
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incidentes com consequéncias potencialmente graves para o usuario ou
outras pessoas.

Este produto requer pessoal instruido para técnicas de biologia
molecular como extracao, amplificacdo e deteccdo de acidos nucleicos, para
evitar resultados incorretos.

E necessario possuir areas separadas para a extracdo/preparacdo das
reacbes de amplificacdo e para a amplificacao/deteccao de produtos de
amplificacao para prevenir resultados falsos positivos.

Este produto requer o uso de roupas de trabalho (EPI) e instrumentos
destinados a extracao/preparacao das reacdes de amplificacdo e para a
amplificacao / deteccao dos produtos de amplificacao para evitar resultados
falsos positivos.

Um resultado negativo obtido com este produto indica que o DNA de
M. pneumoniae nao foi detectado no DNA extraido da amostra, mas ele
pode a amostra pode conter DNA de M. pneumoniae a uma titulacao inferior
ao limite de deteccdo do produto (veja capitulo Caracteristicas de
Desempenho), neste caso o resultado serd um falso negativo.

Como para qualquer outro dispositivo diagndéstico, os resultados
obtidos com este produto devem ser interpretados considerando todos os
dados clinicos e os outros exames de laboratério relativos ao paciente.

Como para qualguer outro dispositivo diagnéstico, existe um risco
latente de obter resuitados ndo validos, falsos positivos e falsos negativos
com este produto. Este risco residual nao pode ser eliminado ou reduzido.
Em situactes particulares como diagnésticos de urgéncia, o risco residual
pode contribuir a decisdes incorretas com consequéncias graves para o
paciente.

CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

E absolutamente necesséario confirmar cada sessdo de amplificacio
com reacao de controle negativo e uma reacao de controle positivo.

Para o controle negativo, utilize &agua bidestilada estéril (nao
fornecida com o produto) adicionada a reacdo no lugar do DNA extraido da
amostra.

Para o controle positivo, utilize o produto MYCOPLASMA pn.-Positive
Control.

Controles de Qualidade

E recomendado validar todo o procedimento de andlise para cada
sessao de extracao e amplificacao pelo processamento de uma amostra
negativa e uma positiva que j& foram testadas, ou material de calibracdo de
referéncia.

am SIOMETRIX
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VALORES DE REFERENCIA OBTIDOS EM POPULACOES SADIAS OU VALORES
DEMOGRAFICOS, EPIDEMIOLOGICOS, ESTATISTICOS, DESEJAVEIS,
TERAPEUTICOS OU TOXICOS

Nao existe este tipo de dado para a metodologia em guestao.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Sensibilidade Analitica: limite de deteccao

A sensibilidade analitica deste teste permite identificar a presenca de
aproximadamente 10 moléculas de DNA alvo nos 5 uL de DNA extraido e
acrescentado a reacao de amplificacao.

Em termos de limite de deteccédo, a sensibilidade analitica do ensaio
foi testada usando um DNA plasmidico contendo o produto de amplificacdo
cuja concentracdo inicial foi medida através de espectrofotdmetro. O DNA
plasmidico foi diluido a uma titulacdo de 10 cépias / 5 uL em DNA humano
gendmico a um titulo de 500 ng / 5 pbL. Esta amostra foi usada em 50
repeticbes para realizar a amplificacdo com produtos Nanogen Advanced
Diagnostics S5.P.A.

Os resultados finais sao resumidos na tabela seguinte:

Amostras N Positivos Negativos

10 cépias DNA plasmidico + 500ng de
DNA genbémico humano

50 50 0

Sensibilidade diagnéstica: eficiéncia de deteccdo e quantificacdo nos
diferentes genétipos / subtipos

A sensibilidade diagnédstica do teste, que é a eficiéncia de deteccao e
guantificacdo nos diversos gendtipos /[subtipos, estd avaliada por
comparacao de sequéncias com banco de dados de nucleotideos.

O teste de alinhamento das regides selecionadas para a hibridizacao
do primer de oligonucleotideos AmpliMIX e da sonda fluorescente
AmpliPROBE com as sequéncias disponiveis no banco de dados do gene que
codifica Pl de citoadesao de M. pneumoniae mostrou preservacao e
auséncia de mutacoes significativas.

A sensibilidade diagnostica do ensaio, que é a eficiéncia de deteccao
de diferentes gendtipos/ subtipos, foi avaliada pela andlise de algumas
amostras gue eram positivas para M. pneumoniae.

A sensibilidade diagnéstica do ensaio foi testada usando, como
material de referéncia, amostras certificadamente positivas para DNA de M.
pneumoniae linhagem FH, ATCC 15531 (Vircell SL, Espanha), de M.
pneumoniae NCTC 010119 (Minerva Biolabs GmbH, Alemanha) e M.
pneumoniae de uma amostra clinica. Cada amostra foi usada para realizar a
amplificacédo com produtos Nanogen Advanced Diagnostics. Os resultados
sao mostrados na tabela a seguir:

am SIOMETAIX
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Amostras N Positivos | Negativos
M. pneumoniae linhagem FH 1 1 0
M. pneumoniae NCTC 010119 1 1 0
M. pneumoniae de amostra clinica 1 1 0

Sensibilidade Analitica: marcadores potencialmente interferentes

Em termos de auséncia de reatividade cruzada com interferéncia de
outros marcadores potencialmente interferentes, a especificidade analitica
foi avaliada por comparacao das seqguéncias com nucleotideos de base de
dados.

O teste de alinhamento das regides escolhidas para hibridizacao com
oligonucleotideos primer AMpliMIX e as sondas fluorescentes AmpliPROBE
com as sequéncias disponiveis na base de dados de organismos outros que
de M. pneumoniae, incluindo o genoma completo de Chlamydophila
pneumoniae e de Legionella pneumophila demonstrou a especificidade e
auséncia de homologias significativas.

Em termos de auséncia de reatividade cruzada com outros
marcadores interferentes potenciais, a sensibilidade analitica do ensaio foi
avaliada pela andlise de algumas amostras que eram positivas para DNA de
Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila e Mycoplasma
hominis.

A sensibilidade analitica do ensaio foi avaliada usando, como material
de referéncia, amostras que eram certificadamente positivas para DNA de
C. pneumoniae linhagem CM-1, ATCC VR-1360 (vircell 5L, Espanha) e DNA
de Legionella pneumophila, sorogrupo 1, ATCC 33152 (Minerva Biolabs
GmbH, Alemanha). Estes microorganismos causam infeccdes respiratdrias e
sao frequentemente encontrados em amostras clinicas. Cada amostra foi
usada para realizar o procedimento completo para analise, extracdo e
amplificacdo com os produtos Nanogen Advanced Diagnostics 5.P.A.Os
resultados sao mostrados na tabela a seguir:

Amostras Positivos | Negativos
Chlamydophila pneumoniae 0 1
Legionella pneumophila 0 1

am SIOMETRIX

A especificidade analitica do ensaio foi avaliada usando o material de
referéncia de amostras clinicas que foram testadas como positivas para
DNA de Mycoplasma hominis. Cada amostra foi usada para realizar o
procedimento completo de andlise, extracao e amplificacdo com os
produtos da Nanogen Advanced Diagnostics S.P.A. Os resultados sao
mostrados na tabela a seguir:

Amostras N | Positivos | Negativos

Amostras positivas para DNA de M. Hominis 5 0 5
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Especificidade diagndstica: amostras negativas

A especificidade diagnédstica do teste, confirmando amostras clinicas
negativas, foi verificada analisando amostras celulares que foram negativas
para DNA de M. pneumoniae e o resultado foi de 96.1%

A especificidade diagndstica foi avaliada utilizando como material de
referéncia amostras clinicas de BAL e BA que eram negativas para DNA de
M. pneumoniae, testadas usando ensaio de amplificacdo nested. Cada
amostra do painel foi empregada para realizar um procedimento completo
de andlise, extracdao e amplificacdo com produtos Nanogen Advanced
Diagnostics S.P.A.

Os resultados sao referidos na tabela seguinte:

Amostras N Positivos | Negativos

Negativas para DNA de M. pneumoniae 55 2 50

Duas amostras produziram um resultado positivo conflitante com os
produtos Nanogen Advanced Diagnostics 5.P.A. Estas amostras foram
testadas novamente e produziram um teste positivo. A amostra foi
analisada quantitativamente e mostraram uma titulacao abaixo de 10 gEq /
reacdo, o que é abaixo do limite de deteccdo do produto e do sistema de
amplificacao nested usada para testar as amostras. Amostras podem
produzir resultados positivos ao acaso em titulacdes tao baixas.

Trés amostras forneceram resultados invalidos.

Vigor: efeito da matriz - Controle Positivo

O vigor do ensaio, ou seja, o efeito da matriz que leva a resultados
falso negativos, foi testado pela andlise um painel de extratos de amostras
clinicas positivas para DNA de M. pneumoniae a uma alta titulacao préxima
ao limite de deteccao.

O efeito da matriz foi testada usando, como material de referéncia,
amostras de DNA extraidos de BAL e BA negativos para Dna de M.
pneumoniae (testados usando um ensaio de amplificacao nested) e
tornados positivos com DNA plasmatico diluido a uma titulacao de 30
copias / 5 pbL (3 vezes o limite de deteccao). Estas amostras foram usadas
para realizar a amplificacao com produtos Nanogen Advanced tecnologies
5.P.A. Os resultados sao mostrados na tabela abaixo:

Amostras N |Positivos | Negativos
Extratos .tornados positivos para DNA M 50 |50 0
pneumoniae

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BARBEYRAC B., et al. (1993) C/in inf Dis 17: 583 - 589
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CTR094
Mycoplasma pn. — Controle Positivo

Instrucdes de Uso

USO PRETENDIDO

O produto «Mycoplasma pn. - Controle Positivo » é destinado ao uso
como um controle positivo em ensaios qualitativos de amplificacao de
acidos nucleicos para a deteccao do DNA de Mycoplasma pneumoniae (M.
pneumoniae) com os produtos «Q - PCR Alert AmpliMASTER», « Mycoplasma
pn. Q - PCR Alert AmpliMIX» e « Mycoplasma pn. Q - PCR Alert AmpliPROBE»
da Nanogen Advanced Diagnostics 5.P.A.

DESCRICAO DO PRODUTO

O produto Controle Positivo fornece uma solucao estabilizada de
plasmideos contendo a sequéncia requerida dividida em dois tubos de
aliquotas prontas para uso. Cada tubo teste contém 65 pL de solucgdo,
suficiente para 12 sessées.

O plasmideo contém a regidao amplificada do gene que codifica a
citoadesina P1 do M. pneumoniae. A deteccao do DNA alvo durante a reacao
de amplificacao confirma a habilidade de identificar a presenca do DNA do
M. pneumoniae.

O kit possibilita a execucao de 25 reacdes de amplificacao usando 5 pL
por reacao.

MATERIAIS FORNECIDOS

Componente Descricao Quantidade Composicao
Plasmideo, TRIS
Myco. pn. ~ base, TRIS
Controle S(I)z!\l:r;:f?i:: 2 x65uL cloridrato, EDTA,
Positivo P RNA total de
levedura

e Armazenar a -20°C ou inferior.

am SIOMETAIX
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MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS

- Fluxo laminar.

- Luvas descartaveis sem talco.

- Microcentrifuga de bancada (12.000 - 14.000 RPM).

- Micropipetas estéreis e ponteiras com filtro ou deslocamento positivo (0,5-
10 uk, 2-20 pL, 5-50 uk, 50-200 ul}).

- Agua bidestilada estéril.

- Real Time ABI PRISM 7000, completo com computador.

ACESSORIOS

Os reagentes para amplificacdo e deteccao do DNA nao estao
inclusas neste produto. Para realizar estes passos analiticos, os produtos a
seguir sao recomendados:

e «Q - PCR Alert AmpliMASTER» {(RTS000), combinacao de reagentes
otimizados, microplacas e adesivos para PCR em tempo real e
determinacao alélica; total de 96 reacdes.

e « Mycoplasma pn. Q - PCR Alert AmpliMIX» (RT5094-M), primers
oligonucleotideos para PCR em tempo real; total de 96 reacdes.

e « Mycoplasma pn. Q - PCR Alert AmpliPROBE» (RT5094-P}, sondas
fluorescentes para PCR em tempo real; total de 96 reacdes.

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES
Este produto é exclusivamente para uso /n vitro.

Adverténcias e precaucgodes gerais

Manuseie e descarte todas as amostras biolégicas como
potencialmente infecciosas. Evite o contato direto com amostras bioldgicas.
Evite respingos. Os materiais gque entram em contato com amostras
biolégicas devem ser tratados com hipoclorito de sédio 3% por, no minimo,
30 minutos, ou autoclavados a 121°C por uma hora antes de serem
descartados.

Manuseie e descarte todos o0s reagentes e materiais como
potencialmente infecciosos. Evite contato direto com reagentes. Evite
respingos. Os residuos devem ser tratados e descartados de acordo com
normas de seguranca. Residuos liquidos contendo écidos ou bases devem
ser neutralizados antes do descarte.

Use jaleco, luvas e 6culos de protecao.

Nunca pipete solucbes com a boca.

Ndo coma, beba, fume ou aplique cosméticos dentro da érea de
trabalho.

Lave as maos cuidadosamente ap6s manusear amostras e reagentes.

Descarte as sobras de reagentes e residuos de acordo com as normas

am SIOMETAIX
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de seguranca.

Leia as instrucdes de uso antes de utilizar o produto. Siga as
instrucoes.

Nao use produtos apds o prazo de validade estabelecido.

Somente use os reagentes fornecidos no kit e aqueles recomendados
pelo fabricante.

Nao misture reagentes de diferentes lotes.

Nao utilize reagentes de outros fabricantes.

Adverténcias e precaugodes de biologia molecular

Os procedimentos de biologia molecular, como a extracao, a
transcricdo reversa, a amplificacdo e a deteccédo de &cidos nucleicos,
requerem pessoal especializado para prevenir o risco de resultados
incorretos, em particular devido a degradacéo dos &acidos nucleicos das
amostras ou devido a contaminacdo das amostras por produtos de
amplificacao.

E necessario dispor de uma &rea separada para a extracio/preparacio
das reacbes de amplificacao e para a amplificacao/deteccao dos produtos
de amplificacdo (éreas de pré e pdés-PCR). Nunca introduzir um produto de
amplificacdo na érea de extracdo/preparacado das reacoes de amplificacdo.

E necessério uso de EPI adequado a cada uma das areas de trabalho
em laboratério de biologia molecular. Nunca transfira materiais da area de
amplificacdo/deteccdo para a area de extracdo/preparacdo de reacdes.

As amostras devem ser empregadas exclusivamente a este tipo de
analise. As amostras devem ser manipuladas em uma camara de fluxo
laminar. Os tubos que contém amostras diferentes nunca devem ser abertos
ao mesmo tempo. As pipetas utilizadas para manipular as amostras devem
ser destinadas exclusivamente a este uso. As pipetas devem ser do tipo
deslocamento positivo ou serem usadas com ponteiras com barreira / filtro.
As ponteiras utilizadas devem ser estéreis, sem a presenca de DNAse e
RNAse, sem a presenca de DNA e RNA.

Os reagentes devem ser manipulados em camara de fluxo laminar.
Os reagentes necessarios para a amplificacdo devem ser preparados de
modo a ser utilizados em uma Unica vez. As pipetas utilizadas para
manipular os reagentes devem ser destinadas exclusivamente a este
propdsito. As pipetas devem ser do tipo de deslocamento positivo ou usar
ponteiras com barreira / filtro. As ponteiras utilizadas devem ser estéreis,
sem a presenca de DNAse e RNAse, sem a presenca de DNA e RNA,

Os produtos de amplificacdo devem ser manipulados de modo a
limitar ao méximo a dispersdao no ambiente para evitar a possibilidade de
contaminacdes. As pipetas utilizadas para manipular os produtos de
amplificacdo devem ser destinadas exclusivamente para sua édrea de
trabalho.

Adverténcias e precaugdes para componentes especificos
Os tubos contendo Controle Positivo podem ser congelados e
descongelados por no maximo 12 vezes. Um nUmero maior de ciclos de
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congelamento e descongelamento pode causar uma reducao do titulo.
O Controle Positivo apresenta as seguintes adverténcias (5):
S 23-25 Nao inalar vapores. Evitar contato com os olhos.

PROCEDIMENTO

O produto « Mycoplasma pn. - Controle Positivo » deve ser usado com
a mistura de reacao obtida com os produtos «Q - PCR Alert AmpliMASTER»,
« Mycoplasma pn. Q - CR Alert AmpliMIX» e « Mycoplasma pn. Q - PCR
Alert AmpliPROBE».

O Controle Positivo esté pronto para o uso, portanto deve ser usado
adicionando 5 uL diretamente na mistura de reacao.

O procedimento completo envolve preparacaoc e execucao de
reacao de amplificacdo com termociclador com sistema éptico de
deteccdo de fluorescéncia. E descrito em detalhes nas instrucbes de
uso do produto « Mycoplasma pn. Q - PCR Alert AmpliMIX», bem como
informacdes sobre as caracteristicas de performance e limitacbes do
procedimento.

NOTA: O Controle Positivo pode ser congelado e descongelado por no
maximo 12 vezes.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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