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Uso em diagndstico in vitro

1. NOME COMERCIAL
Kit Febre Amarela-Bio-Manguinhos

2. FINALIDADE E MODO DE USO DO PRODUTO

Teste molecular para deteccao de presenca ou auséncia de RNA viral da Febre Amarela em
amostras de soro ou plasma humano de pacientes com suspeita de Febre Amarela.

Produto destinado exclusivamente para uso em diagnéstico in vitro.

3. CONDICOES DE ARMAZENAMENTO, TRANSPORTE E MANUSEIO

O transporte do Médulo de Amplificacao — Kit Febre Amarela- Bio- Manguinhos deve ser
realizado em gelo seco e o armazenamento deve ser feito entre -30 e -15 °C.

4. PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO DO TESTE

O Kit Febre Amarela- Bio- Manguinhos utiliza a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real com transcricao reversa (RT-gPCR). 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 reacao. Nessa técnica ocorre, inicialmente, uma transcricao reversa
(gerando a fita de cDNA a partir do RNA da amostra) seguida pela reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (qPCR), onde a fluorescéncia é captada para cada alvo.

O kit permite a identificacdo do virus da Febre Amarela, além do Controle Interno (Cl) da
reacao. A deteccao da presenca de RNA viral do patégeno e do Controle Interno é feita pelo
uso de sondas (oligonucleotideos marcados com fluorescéncia) especificas para cada alvo
molecular. O teste é realizado em uma reacao multiplex, onde existem reagentes especificos
para o alvo do patdgeno e para o Controle Interno. Desta forma, o kit apresenta uma reacao
multiplex, sendo ela: Febre Amarela/CI.

A amplificacao do Controle Interno indica o funcionamento adequado da reacao (reagentes
e operador) e a qualidade do RNA extraido. Em resultados negativos, apenas o Controle
Interno é detectado, indicando o funcionamento da reacao de amplificacao. Ja a amplificacao



de material genético de patdégeno juntamente com a amplificacao do Controle Interno indica
presenca de RNA viral na amostra.

O kit possui um Controle Positivo que avalia a reacao para os dois alvos (Febre Amarela e
CI) e comporta-se como um referencial de qualidade dos reagentes e do processo como um
todo, avaliando desde a extracao até a analise dos resultados.

Este kit foi desenvolvido para a realizacao de analises de perfil qualitativo, ou seja, permite
a avaliacao da presenca ou auséncia de cada alvo molecular.

5. TIPOS DE AMOSTRAS, CONDICOES PARA COLETA, MANUSEIO, PREPARO E
PRESERVACAO

Amostras de soro ou plasma humano de pacientes com suspeita de Febre Amarela.

5.1. Cuidados com as amostras de plasma e/ou soro:

* ApOs a coleta e processamento das amostras, manter os soros/plasmas estocados entre
2 e 8 °C por até 6 horas;
e Para estocagens por periodos superiores, preparar aliquotas e congelar entre -90 e -65 °C;

* As amostras de soro/plasma nao devem ser descongeladas mais de uma vez. Ciclos
repetidos de congelamento/descongelamento podem desnaturar e precipitar as proteinas,
causando reducao dos titulos virais e, subsequentemente, do RNA extraido. Além disto,
caso seja verificada a formacao de crioprecipitados, eles podem obstruir a membrana da
coluna utilizada para extracao de RNA. Caso os crioprecipitados sejam visiveis, podem ser
eliminados centrifugando a amostra a 6.800 g durante 3 minutos. O sobrenadante deve ser
retirado sem misturar com o precipitado;

e Nao vortexar as amostras antes da extracéo, somente uma breve centrifugacéo (spin), para
retirar goticulas de tampas.

5.2. Cuidados no manuseio das amostras de RNA extraido:

e (dtilizar técnicas assépticas;

e (Usar sempre luvas de latex ou vinil durante o manuseio do RNA para prevenir contaminacao
por RNases. Maos e particulas de poeira podem carrear bactérias e fungos que sao as fontes
mais comuns de contaminag¢ao por RNases;

e Trocar as luvas frequentemente e manter os tubos fechados durante os procedimentos;
e Manter o RNA no gelo ou armazenar em temperatura entre -80 °C e -60 °C.

6. DESCRICAO DO PRODUTO

6.1 Relacao dos componentes fornecidos com o produto:

O Kit Febre Amarela- Bio- Manguinhos (26 determinacoes) é composto por:
¢ 01 frasco contendo 330 uL de Mistura de PCR 2X;

¢ 01 frasco contendo 20 pL de Enzima RT (Transcriptase reversa);

¢ 01 frasco contendo 110 pL de Iniciadores (alvos: febre amarela geral e ClI);
¢ 01 frasco contendo 60 pL de Sondas (alvos: febre amarela geral e CI);

¢ 01 frasco contendo 60 puL de Controle Negativo;

¢ 01 frasco contendo 150 pL de Controle Positivo.

6.2 Materiais necessarios nao fornecidos:

¢ Equipamentos de Protecao Individual (jaleco, mascara descartéavel, 6culos de seguranca,
luvas sem po6 descartaveis);

e Microtubos de 1,5 ou 2,0 mL estéreis e livres de nucleases;

¢ Placa de PCR (96 pocos) e adesivo 6ptico;

¢ Micropipetas de precisao (0,5-10 pL; 2,0-20 pL; 10-100 pL, 20-200 pL e 100-1000 pL);

¢ Ponteiras esterilizadas RNase e DNase Free com filtro (0,5-10 pL; 2,0-20 uL; 10-100 pL,
20-200 puL e 100-1000 pL);



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

¢ Centrifuga para microplacas;

e Centrifuga para microtubos;

e Cabine de seguranca biolodgica;

e Agitador tipo vortex;

e 7500 Real-Time PCR Standard (Applied Biosystems).

7. ESTABILIDADE EM USO DO PRODUTO E CONDICOES DE ARMAZENAMENTO

O produto pode ser usado por até 6 ciclos de congelamento/descongelamento. O estudo
apresentou desempenho satisfatério mesmo apés seis ciclos de descongelamento. Desta
forma, sugere-se que quando nao utilizado em sua totalidade, o Kit Febre Amarela- Bio-
Manguinhos pode ser usado em até seis vezes. O armazenamento deve ser feito entre
-30 e -15 °C.

8. PROCEDIMENTOS DO ENSAIO:

8.1. Procedimentos a serem realizados antes da utilizacao do produto

O Controle Positivo fornecido deve passar pelo processo de extracao de RNA viral, assim
como as amostras a serem analisadas.

8.2. Procedimentos de Controle de Qualidade

Resultados obtidos nas corridas serao validos somente se atenderem aos critérios de
amplificacao presentes no item 9.2 para o controle positivo e para o controle interno de reacao.

8.3. Procedimentos para o uso do produto
8.3.1. Preparo da Reacao de RT-qPCR Febre Amarela

Importante: Descongelar os reagentes e realizar um spin ou centrifugacao. Manter os
reagentes em gelo durante todo o processo de preparo da reacao.

¢ [dentificar um tubo de 1,5/2,0 mL para o preparo da reacao. Adicionar no tubo, devidamente
identificado, os volumes conforme a Tabela 01 abaixo:

Tabela 01: Volumes de cada reagente a serem pipetados para preparo da mistura de reagao.
26 determinacoes

Reagente VOLUME (uL)
Mistura de PCR 310,0
Iniciadores FA Geral 96,1
Sondas FA Geral 46,5
Enzima RT 12,4
TOTAL 465,0

e Misturar os reagentes por inversao ou com pipeta. Apds o preparo da mistura de reacao,
realizar um spin ou centrifugacao rapida e distribuir 15,0 pL da mistura de reacdao em cada
poco da placa, conforme o esquema sugerido na Figura 01;

O00000000000
000000000000
L1 0000000000




Figura 01: Esquema sugerido para montagem da placa de amplificacao. (Legenda: Pogos em
verde destinados as amostras; CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo)
¢ Se necessario, aplicar adesivo selante (ndo-6tico) para vedar os pocos durante transferéncia
da placa para a sala de aplicacao de amostras;

e Adicionar 5,0 uL. de RNA de amostra de pacientes previamente extraidas em seus respectivos
pocos para analise, de acordo com o desenho da placa (Figura 01);

¢ Adicionar 5,0 uL de RNA extraido de Controle Positivo (Item 11) no poco correspondente,
conforme o desenho esquematico (Figura 01);

¢ Adicionar 5,0 pyL de Controle Negativo (nao necessita extracao) no poc¢o correspondente,
conforme o desenho esquematico;

e Selar a placa com adesivo 6tico e proceder com breve centrifugacao (spin).

8.3.2.PCR em tempo real

e Ligar o equipamento 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems) e seu computador;

e Abrir o programa do equipamento (7500 Software) e fazer o login utilizando as credenciais
apropriadas;

¢ Inserir a placa no equipamento com as posicdoes dos pogos dispostas como no desenho
esquematico presente na Figura 01;

* Na tela inicial do programa, selecionar New Experiment, como indicado na Figura 02;

b e R e e
e i I

Analyse

Figura 02: Tela inicial do 7500 Software.

e No menu Setup, submenu Experiment Properties, inserir o nome do experimento em
“Experiment Name”, conforme indicado na Figura 03;

e Selecionar 7500 (96 Wells) em “Which instrument are you using to run the experiment?”;
¢ Selecionar Quantitation — Standard Curve em “What type of experiment do you want to set up?”;

¢ Selecionar TagMan® Reagents em “Which reagents do you want to use to detect the target
sequence?”

¢ Selecionar Standard (~2 hours to complete a run) em “Which ramp speed do you want to
use in the instrument run?”
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Figura 03: Pagina Expe}ifnent Pro};erties da secao Setup das configuracdes da corrida.

¢ Ainda no menu Setup, selecionar o submenu Plate Setup;

® Na aba Define Targets and Samples, secao Define Targets, adicionar 02 alvos clicando no
botao Add New Target. Incluir nessa secao os dados conforme a Tabela 02:

Tabela 02: Configuragcoes dos alvos da corrida.

Target Name Reporter Quencher Colour
FEBRE AMARELA FAM NFQ-MGB Red
Cl VIC NFQ-MGB Blue

® Na secao Define Samples, adicionar os campos de amostra e controles clicando no botao
Add New Sample. Identificar os campos correspondentes de acordo com a posicao na placa,
conforme Figura 04.
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Figura 04: Configuracao da aba Define Samples.
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Figura 05: Configuracao da aba_Assi-gn Térgefs and Safnplés.

* Na aba Assign Target and Samples, selecionar os pocos de reacao de acordo com o formato
sugerido e identificar os Targets selecionando os alvos Febre Amarela Geral e CI;

e Selecionar cada poco da placa e atribuir a amostra que corresponde aquele poco na secao
Assign sample(s) to the selected wells, conforme exemplo apresentado na Figura 05;
¢ Selecionar None em Select the dye to use as the passive reference;

® No submenu Run Method, aba Graphical View, alterar o volume de reacao para 20 yL em
Reaction Volume Per Well, conforme Figura 06.
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Figura 06: Pagina Run Method da secao Setup.

¢ Alterar o numero de ciclos para 45 em Number of Cycles. No grafico, alterar as temperaturas
e duracodes para os seguintes valores presentes na Tabela 03;



Tabela 03: Parametros de ciclagem da reacao de PCR para serem inseridos na
programacao da corrida.

Etapa Temperatura(°C) Duragao(mm:ss)
Holding Stage 50 15:00
Holding Stage 95 10:00
Cycling Stage 95 00:15

(45x) 60* 00:45

*Captura de fluorescéncia (Data Collection On).

* No menu Run, clicar no botdo START RUN (conforme indicado na Figura 7). Uma janela
sera aberta e o usuario devera digitar o nome do arquivo da corrida que sera salvo em
formato.eds.

Run Status

Nol Started

Amplincation PRol

Figura 07: Botao Start Run na secao Run.
9. OBTENCAO DOS RESULTADOS

9.1. Parametros de analise dos resultados
* No menu Analysis, selecionar Analysis Setting (conforme indicado na figura 08).
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Figura 08: Botao Analysis Settings na secao Analysis.
¢ (Uma janela de configuracoes de analise abrira, conforme Figura 08. Nessa janela, na aba Ct
settings, desafixar os itens Use Default Settings, Automatic Threshold e Automatic Baseline
para cada alvo e inserir os valores representados na Tabela 04;
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Tabela 04: Configuracao dos parametros de analise para os alvos Febre Amarela e Cl.

Target Threshold Baseline Start Baseline End
Febre Amarela Geral 100.000 6 15
Cl 10.000 6 15

¢ Clicar em Apply Analysis Settings e, em seguida, Analyse;
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Figura 09: Secao Analysis para configuracao dos parametros de analise.
9.2. Interpretacao dos resultados

Controle Positivo (CP):

® O poco de CP deve apresentar amplificacao dos alvos para febre amarela (FAM) e para o
CI (VIC), mimetizando uma amostra positiva com Ct dos dois alvos menores que 30.

Controle Negativo (CN):

¢ O poco de CN nao pode apresentar nenhuma amplificacao para o alvo febre amarela (FAM);
¢ Para o alvo CI, o poco do CN pode apresentar amplificacao com CT> 35.

Amostras:

e A amplificacao tipica, com curva apresentando Ct < 45, juntamente com a amplificacao
do CI (Ct menor que 30) caracteriza um paciente positivo, conforme Tabela 05;

Tabela 05: Critérios de classificacao para amostras avaliadas.

Resultado Ct de Febre Amarela Ct de Controle Interno
Positivo < 45 < 30

Negativo Auséncia de amplificacao < 30




9.2.1. Guia de resolucao de possiveis resultados fora de critério de aceitacao

Resultado fora do critério Procedimento a adotar
Nao amplificacao de um ou
de ambos os alvos para o Resultados devem ser desconsiderados. Teste deve ser repetido

Controle Positivo

Amplificacao do alvo Febre
Amarela e/ou amplificacao
do alvo Cl com Ct < 35 no
Controle Negativo

Nao amplificacao do Analise da amostra que nao possuiu amplificacao do Controle
Controle Interno Interno deve ser repetida

Possibilidade de degradacao de RNA de amostra ou processo
de extracao de RNA malsucedido (principalmente quando nao
ha amplificagao do Controle Interno no teste de uma amostra).
Nesse caso, recomenda-se repetir o processo de extracao
para a amostra e testa-la novamente

Possibilidade de elevada carga viral do paciente (Ct do
Controle Interno pode ter um valor elevado, ou ainda, nao
apresentar amplificacao). Nesse caso, recomenda-se fazer
uma diluicao 1:10 da amostra de RNA em agua RNase Free e
testa-la novamente.

Resultados devem ser desconsiderados. Teste deve ser repetido

Excesso de rui_do ou sinal
de fluorescéncia muito baixo

Cts muito baixos para o alvo
Febre Amarela

10. USUARIO PRETENDIDO

O Kit Febre Amarela Bio- Manguinhos ¢ indicado para uso por profissionais capacitados de
acordo com as instrucoes fornecidas.

11. INTERFERENTES E LIMITAGOES DO ENSAIO

e O produto é de carater qualitativo, ou seja, permite deteccao de presenca ou auséncia do
acido nucléico do alvo febre amarela. Nao € destinado a quantificacao de carga viral;

e Residuos de etanol podem interferir na reacao de PCR. Recomenda-se a utilizacao do kit
de extracdao de RNA QIAamp Viral RNA Mini Kit®.

12. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

12.1 Sensibilidade, especificidade, exatidao e precisao

A sensibilidade analitica do Kit Febre Amarela- Bio- Manguinhos é de 0,932 cépias de RNA
viral por reacao, o que equivale a 80 cépias de virus/mL de amostra de paciente. Nao foram
observadas reacdes cruzadas quando o kit foi avaliado frente a amostras de outros virus
relacionados, tais como Dengue (sorotipos 1, 2 e 3), Zika e Chikungunya.

13. RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS

e (tilizar equipamentos de protecao individual (EPI) tais como jaleco, luvas descartaveis sem
po, 6culos de seguranca e mascara cirtrgica (recomendavel) durante o uso deste produto;

* As reacoes de amplificacao possuem um Controle Interno cujo alvo € um gene humano,
sendo assim, é necessario manipular o produto com as precaucoes devidas para evitar
contaminagoes das reagcdes com material genético dos operadores. Medidas como
realizar a limpeza adequada do ambiente, bancadas e dos equipamentos onde o produto
sera manipulado, aléem do uso de tubos e plasticos esterilizados, RNase/DNase Free e
descartaveis, bem como utilizacao de EPIs como luvas e mascaras reduzem o risco de
contaminacao do produto com material genético proveniente de outras fontes que nao
sejam a amostra em teste;

e O Controle Positivo (CP) deve ser tratado como uma amostra positiva. Embora nao
apresente risco de contaminacao para humanos, este produto deve ser manipulado com
extremo cuidado para que nao ocorra contaminacao de amostras manipuladas em paralelo,
evitando assim, resultados falsos-positivos;
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Para reduzir o risco de contaminacao de reagentes, amostras e reagcoes, recomenda-se
realizar os processos de extracao de RNA viral, preparo de reacoes e PCR em éareas distintas;
Realizar a manipulacao de reagentes e amostras em cabines de seguranca bioldgica e/ou
estacoes de trabalho;

Ao término da reacao, evitar abrir as placas de PCR para reduzir risco de contaminacao
do ambiente com produtos de PCR.

14. DESCARTE DO PRODUTO

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

15. TERMOS E CONDIGCOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO
¢ Este produto deve ser manipulado por profissionais de acordo com esta instrucao de uso.

Caso contrério, o fabricante nao se responsabiliza pelos resultados obtidos.

Nao utilizar reagentes vencidos. O produto deve ser utilizado dentro do prazo de validade
determinado pelo fabricante

A temperatura do ambiente indicada para manipulacao do produto é de até 25 °C. O
fabricante nao se responsabiliza pelos resultados quando os insumos nao forem armazenados
e utilizados nas condicoes determinadas;

Para um melhor desempenho do teste, utilizar equipamentos de medicao calibrados/
qualificados, conforme instrucoes de seus fabricantes;

Para que o produto atinja seu desempenho 6timo, os kits de extracao validados para o
processo de extracao de RNA viral foram o kit de extracao de RNA QIAamp Viral RNA Mini
kit® e o kit de extracao de RNA viral — IBMP.

16. RAZAO SOCIAL DO FABRICANTE E SERVICO DE ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR
ANVISA 80142170046
Responsavel técnico: Edimilson Domingos da Silva, CRBio-02 N° 021433/02

Fabricante:

Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos

Aw. Brasil, 4.365 — Manguinhos — CEP: 21040-900 - Rio de Janeiro - RJ
CNPJ: 33.781.055/0015-30 - Industria Brasileira

Regularizado por:

Fundacao Oswaldo Cruz — Fiocruz

Av. Brasil, 4.365 — CEP: 21040-900 - Rio de Janeiro - RJ
CNPJ 33.781.055/0001-35

Orientacoes técnicas adicionais a respeito deste produto poderao ser obtidas junto ao:

Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos — Bio- Manguinhos/ FIOCRUZ
Av. Brasil, 4365 — CEP: 21040-900 - Rio de Janeiro — RJ- Brasil

CNPJ 33.781.055/0001-35

SAC: 0800 021 0310 ou moleculares@bio.fiocruz.br

Para versao impressa deste manual, entre em contato com o SAC.

PROIBIDA VENDA AO COMERCIO
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