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Bio Gene CMV PCR

FINALIDADE

Teste para detecgdo quantitativa do DNA do Citomegalovirus humano (CMV)
através da reagao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Somente
para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE AGAO

O kit Bio Gene CMV PCR ¢é um ensaio in vitro baseado na deteccédo
quantitativa do DNA do CMV através da PCR em tempo real.

O método de PCR em Tempo Real é usado para amplificar o DNA do
patégeno.

Um termociclador de PCR em Tempo Real é usado para amplificar e detectar
a sonda fluorescente. O software do aparelho calcula a concentragdo do
DNA do CMV, expressa em copias/uL, utilizando a curva padrao gerada a
partir do padrdo quantitativo contido no kit.

Reagente Apresentacao

50 Testes 150 Testes
R1 1 x 55 pL* 1 x 165 pL*
R2 1x 525 pL* 3 x 525 pL*
R3 1x 525 uL 3 x525 pL
R4 1x 55 pL* 1x 165 pL*
R5 1x 600 uL* 1x 600 pL*
R6 1 x50 pL 1x 150 pL
R7 1 x 500 uL* 1x 500 pL*
R8 2x1,5mL 2x1,5mL
R9 1x1mL 1x2mL

*Reagentes liofilizados. Os volumes descritos acima correspondem ao
volume final apo6s a ressuspengéo dos reagentes, conforme descrito no item
PROCEDIMENTO, subitem B. (Preparo dos Reagentes).
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REAGENTES

R1. Solugédo PCR: Primer, Sonda, TRIS-HCI.

R2. Mix Taq: Polimerases, dNTPs, MgCl,, estabilizantes.

R3. Tampao Mix: TRIS-HCI.

R4. Solugao PCR CI: Primer, Sonda, TRIS-HCI.

RS5. Controle Interno: Plasmideo, TRIS-HCI.

R6. Controle Negativo: TRIS-HCI.

R7. Padrao A (2 x 10° copias/uL): Plasmideo, TRIS-HCI, EDTA.
R8. Diluente: TRIS-HCI, EDTA.

R9. Agua: Agua livre de DNase/RNase.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Materiais contidos no kit:

- Reagentes descritos no quadro anterior.

- Instrugdo de uso (manual).

Materiais necessarios, mas néao contidos no kit:

1- Sistema 6tico programavel de detecgéo de fluorescéncia (Termociclador
de PCR em Tempo Real).

2- Capela de fluxo laminar.

3- Tubos de centrifuga de 1,5 mL.

4- Tubos ou placas para reagéo de PCR.

5- Luvas de latex descartaveis livres de p6 ou material similar.

6- Microcentrifuga (3.000 - 12.000 rpm).

7- Vortex.

8- Micrt;pipetas e ponteiras estéreis com filtro (0,5-10uL, 10-100pL, 100-
1000pL).

9- Kit para extragédo de acidos nucléicos.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

Atemperatura de armazenamento é de -20°C (-10 a -30°C).

Apos a ressuspensao dos reagentes liofilizados, o produto é estavel
por 6 meses a partir da data de ressuspensdo. Deve-se evitar o
congelamento e descongelamento.

O transporte pode ser feito em temperaturas entre 2 e 30°C por 7 dias.
Manter ao abrigo da luz e evitar umidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagndstico in vitro profissional.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para a obtengéo de resultados
exatos.

3- Manusear e descartar todas as amostras biolégicas, reagentes e materiais
utilizados para realizagédo do ensaio como se fossem capazes de transmitir
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agentes infecciosos. Evitar contato direto com as amostras bioldgicas e os
reagentes. Evitar derrames ou aerossol. Os residuos devem ser manuseados
e descartados de acordo com as medidas de seguranga adequadas.

4- Procedimentos de biologia molecular, tais como a extragéo de &cidos
nucléicos, transcrigao reversa, amplificagdo e detecgéo requerem pessoal
qualificado para evitar o risco de resultados errados, especialmente devido a
degradacéo de acidos nucléicos contidos nas amostras ou contaminagéo da
amostra por produtos de amplificagéo.

5- E necessario dispor de areas separadas para a extragdo/preparacédo
de reacbes de amplificagdo e para a ampliagdo/deteccdo de produtos
amplificados. Nunca introduzir um produto de amplificagdo na area destinada
para a extragdo ou preparagao de produtos de amplificagdo.

6- Todas as amostras e reagentes devem ser manipulados sob uma capela
de fluxo laminar. As pipetas devem ser usadas com ponteiras com filtro. As
ponteiras empregadas devem ser estéreis, livres de DNases e RNAses.

7- Evitar o congelamento e descongelamento repetido dos reagentes.

8- Armazenar as amostras de DNA a -20°C, caso n&o forem utilizadas
imediatamente.

9- Nao usar o kit apds a data de validade.

10- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de
protecdo ambiental para que o descarte dos reagentes e do material
biolégico seja feito de acordo com a legislagdo vigente.

11- Para obtengdo de informagdes relacionadas a biosseguranga ou em caso
de acidentes com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de Informagdes de
Seguranga de Produtos Quimicos) disponibilizadas no site www.bioclin.com.
br ou através de solicitagdo pelo SAC (Servigo de Assessoria ao Cliente)
da Quibasa.

12- Nao utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

13- E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos utilizados estejam
devidamente calibrados e submetidos as manutengdes periddicas.

AMOSTRAS

Este kit deve ser utilizado com amostras de DNA extraidas de sangue
total e soro. Outros tipos de amostras podem ser utilizadas de acordo com
recomendagdes médicas ou do préprio laboratorio.

As amostras devem ser coletadas de acordo com as recomendacdes
do laboratério para testes moleculares. Devem ser transportadas e
armazenadas conforme descrito abaixo:

Soro: -20°C por 3 dias.

Sangue total: entre 2 e 8°C por 3 dias.
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Utilizar amostras de DNA adequadas a amplificagdo por PCR com pureza e
concentragdo adequadas

Para longo tempo de armazenamento, recomenda-se congelar as amostras
a-70°C. Deve-se evitar o congelamento e descongelamento repetido.

PROCEDIMENTO
A. Extragao do DNA

Os &cidos nucléicos (DNA) das amostras devem ser extraidos seguindo as
instrugdes de uso do kit escolhido. Para o controle do processo de extragéo,
o Controle Interno (R5) deve ser preparado (vide item B,3) e adicionado as
amostras durante a extragdo, conforme descrito abaixo:

1- Adicionar 4uL do Controle Interno (R5) a cada tubo contendo as
amostras ja ressuspendidas em tampé&o de extragdo / lise.

2- Completar o processo de extragao de acordo com as instrugdes de uso
do kit de extragao.

OBS: Nunca adicionar o Controle Interno diretamente a amostra biolégica
pura, pois pode resultar em degradagdo do mesmo.

B. Preparo dos Reagentes

OBS.: Os reagentes R5 e R7 contém molde de RNA/DNA. Eles devem
ser manipulados (ressuspendidos) em darea apropriada para evitar a
contaminag&o dos demais reagentes.

1- Centrifugar (pulso spin) os reagentes: Solugdao PCR (R1), Solugdo PCR
Cl (R4), Controle Interno (R5) e Padrao A (R7) antes da abertura dos
microtubos.

2- Ressuspender cada frasco do reagente Mix Taq (R2)* com 525uL do
reagente Tampao Mix (R3).

*Para a apresentacdo de 150 testes ressuspender os frascos de Mix Taq
(R2) conforme necessidade de uso.

*O Mix Taq (R2) ndo contém fluoréforo de referéncia passiva (ROX).
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3- Ressuspender os reagentes, Solugdo PCR (R1) e Solugédo PCR CI (R4)
com o reagente Agua (R9) de acordo com a tabela abaixo:

Apresentacao
Reagentes
50 Testes 150 Testes
Solugdo PCR (R1) 55 uL 165 L
Solugao PCR CI (R4) 55 uL 165 pL

4- Ressuspender os reagentes, Controle Interno (R5) e Padrao A (R7)
com o reagente Diluente (R8) de acordo com a tabela abaixo:

Apresentacao
Reagentes
50 Testes 150 Testes
Controle Interno (R5) 600 pL 600 pL
Padréo A (R7) 500 L 500 L

C. Dilui¢do do Padrao Quantitativo

1- Separar 3 microtubos (ndo fornecido no kit) adequados para a diluicdo
seriada do Padréo A (R7) ja ressuspendido.

2- Pipetar 90uL do Diluente (R8) em cada microtubo e nomea-los como
B, C e D respectivamente.

3- Em seguida, pipetar 10uL do Padrdo A (R7) no microtubo B e
homogeneizar.

4- Trocar a ponteira e pipetar 10uL do microtubo B no microtubo C e
homogeneizar.

5- Trocar a ponteira e pipetar 10uL do microtubo C no microtubo D e
homogeneizar.

6- No final da diluicdo temos padrdo A, B, C e D com as seguintes
concentragoes:

Padréo A - 2 x 10° copias/pL
Padréo B - 2 x 10*copias/pL
Padrdo C - 2 x 10° copias/pL
Padrdo D - 2 x 102 cépias/pL
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D. Preparo da PCR

1- Separar previamente os microtubos/pogos a serem utilizados, de
acordo com o numero de amostras, Controles e Padrées Quantitativos
a serem analisados.

2- Preparar o volume da solugao de PCR final de acordo com o numero
de reagdes a ser realizadas.

Reagentes ! = 25. 50. 109
Reagdao | Reagdes | Reagdes | Reagoes

Mix Taq (R2) 10uL | 250 L | 500 pL 1 mL
Solugéo PCR (R1) 1L 25 pL 50 uL 100 uL
Solugao PCR CI (R4) 1L 25 L 50 uL 100 uL
Agua (R9) 3L 75 L 150 yL 300 pL

Para o preparo de numero de reagdo diferente deve-se multiplicar o
volume dos reagentes para 1 reagao pelo nimero de reagdes necessarias.

3- Pipetar 15pL da solugéo de PCR final nos tubos ou pogos determinados
para as reagoes.

4- Adicionar 5uL do DNA extraido das amostras ou 5uL dos Padrées
Quantitativos ou 5uL do Controle Negativo (R6) nos tubos previamente
determinados.

5- Homogeneizar bem.

6- Observar que o volume total da reagao é de 20pL, e cada corrida de
PCR deve incluir os controles relevantes (Controle Negativo, Controle
Interno e Padrdes Quantitativos).

7- Transportar os tubos/placa para o termociclador e seguir o descrito
na secgao E (Definicdes do Termociclador para a PCR em Tempo Real).

E. Definigées do Termociclador para a PCR em Tempo Real

Verificar o manual de operagéo do equipamento de PCR em tempo real
para a programacao do experimento.

1- Defina o tipo de experimento:
Teste Quantitativo com Curva Padré&o.
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2- Defina os detectores (sondas) fluorescentes como:

Alvo Detector Quencher
CMV FAM
NFQ-MGB
Controle Interno VIC

Obs: O Controle Negativo e os Padrbées Quantitativos ndo apresentam o
Controle Interno, pois 0 mesmo é utilizado para o controle da extragédo e
da amplificagdo das amostras.

3- Defina os Padroes Quantitativos (Standards) como:
Padrao A — 2 x 10° copias/uL
Padrao B — 2 x 10* copias/pL
Padrédo C — 2 x 10° copias/pL
Padrédo D — 2 x 102 copias/pL

4- Defina as condigdes dos ciclos:

Etapas Temperatura Tempo Ciclos
1 95°C 2 minutos 1
95°C 10 segundos
2 50
60°C 60 segundos

Defina “Data Collection” como “stage 2, step 2 (60@0:60)".
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F. Validagao do Resultado

1- Curva Padrao

Curva Padrio Faixa Permitida Amplificagao
| Detecgéao

Coeficiente de 2 B

correlagéo (R?) 0,99 <R“<1,00 Vélida

Se o valor de R? ndo ficar entre os limites da faixa permitida, o resultado
é considerado invalido e o teste deve ser repetido.

2- Controle Negativo

CT Controle Negativo [P
Resultado An[l)pltlflcagaol
FAM viC etecgao
Indeterminado Indeterminado Negativo Valida
3- Amostras
CcCMV
Resultado Deteccéao
FAM vIC
Concentrag&o 25<CT <31 Positivo Valida
determinada | cT<250uCT>31 | Positivo Invalido*
Concentragao 25=CT=<31 Negativo Vaélida
indeterminada | cT<250uCT>31| Negativo Invalido*

*Os valores de CT do Controle Interno variam de acordo com as
condigdes do processo, como a eficiéncia da extragdo do DNA/RNA, a
concentragdo das amostras e as configuragdes do termociclador. Logo
estas condigdes devem ser avaliadas quando os valores de CT n&o forem
adequados e, se pertinente, os resultados podem ser validados.
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Exemplo: Amostras com alto nimero de copias de DNA/RNA podem,
em alguns casos, inibir a amplificagdo do Controle Interno resultando em
valor de CT fora da faixa ideal, este resultado ndo invalida o teste.

Se os requisitos acima nao forem cumpridos, o ensaio é considerado
invalido e o teste deve ser repetido.

G. Interpretagao do Resultado

O kit é capaz de detectar de 10 a 1.000.000 de copias por reagéo.

O software do termociclador calcula automaticamente a concentragao
das amostras.

Exemplo: Se o programa mostrar uma concentragdo como 2.00E+005,
entdo a concentragdo da amostra sera 2.0 x 10° copias/uL.

Resultado da Amostra

em Copias/uL (FAM) Cépias por Reagéo

=1x108 > 1.000.000
2 < Quantidade < 9 x 10° Quantidade obtida
<2 <10

A ndo detecgdo do DNA do patédgeno nao exclui a presenga de infecgéo
quando o titulo do patégeno estiver abaixo do limite de detecgao deste kit.
Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados pelo
profissional médico responsavel, ndo sendo o Unico critério para a
determinagao do diagndstico e/ou tratamento do paciente.

Os resultados obtidos devem ser avaliados considerando os dados
clinicos e os exames laboratoriais do paciente.

1- Calculo de conversao para copias/mL

Resultado em Copias/mL= Cdpias/pL* x Volume de elui¢do (pL)**
Volume de amostra extraida (mL)**

*Resultado da quantificagdo da amostra fornecido pelo equipamento em
copias/uL.
**De acordo com protocolo do kit de extragao utilizado.
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Exemplo: Volume de Eluigdo: 30uL
Volume de Amostra: 200uL (0,2 mL)
Quantificagdo da amostra: 5000 cépias/uL

Resultado em cépias/mL = (5000 coplas/gL x 30uL)
0,2m
Resultado em cépias/mL = 750.000 cop|as/mL

LIMITAGOES DO PROCESSO

Contaminagdes cruzadas que ocorrem durante a coleta da amostra,
processamento, transporte e armazenamento poderdo ocasionar
resultados falsos.

Né&o é recomendado o uso de hepanna na coleta de amostras para testes
negativos.

Amostras com presenga de inibidores de PCR devem ser diluidas para
reduzir o seu efeito na reagéo.

DESEMPENHO DO PRODUTO
CONTROLE DE QUALIDADE

Exatidao

COMPARAGAO DE METODOS E ESPECIFICIDADE METODOLOGICA
O kit Bio Gene CMV PCR foi comparado com outro kit para a quantificagdo
do DNA do CMV. Foram realizadas 50 andlises e os resultados foram
avaliados. Os resultados obtidos, entre os kits avaliados, apresentaram
variagdes inferiores a 0,5 Log. Com estes resultados pode-se concluir que o
kit apresenta boa especificidade metodologica.

Precisao

REPETIBILIDADE

Foram realizadas 10 dosagens sucessivas de 2 amostras positivas com
concentracdes distintas, os resultados estdo mostrados na tabela abaixo:

Amostra 1 Amostra 2
Concentragdo Média (Log) 5,114 4,319
Desvio Padréo (Log) 0,070 0,094
Coeficiente de Variagao (%) 1,374 2,198
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REPRODUTIBILIDADE
Foram realizadas 10 dosagens durante 3 dias consecutivos com 1
amostra, obtendo-se os seguintes resultados:

Dia1 Dia 2 Dia 3
Concentragdo Média (Log) 4,319 4,307 4,395
Desvio Padrao (Log) 0,094 0,059 0,061
Coeficiente de Variagao (%) 2,198 1,373 1,403

Sensibilidade Clinica
O kit Bio Gene CMV PCR apresentou sensibilidade clinica de 99,9% e
especificidade clinica de 99,9%.

Método Dados Clinicos
Total
Resultado Positivo Negativo
Bio Gene "
CMV PCR Positivo 25 0 25
Negativo 0 25 25
RESULTADO TOTAL 25 25 50

Sensibilidade Analitica

A sensibilidade analitica encontrada nos estudos de performance
foi 2,40 copias/uL (0,38 log), ou seja, a técnica foi capaz de detectar
aproximadamente 12 moléculas alvos em 5L do produto de extragéo do
DNA adicionado a reagéo de amplificagéo.

Linearidade
A linearidade encontrada nos estudos de performance foi de 2,03 x 10°
copias/pL (5,307 log).

Portugués 13



CMV PCR Bio Gene

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

Citomegalovirus Humano (CMV) pertence a familia Herpesviridae
e ao genéro Cytomegalovirus e atualmente é denominado Human
betaherpesvirus 5 (HHV5). O CMV é um patégeno humano transmitido
através da saliva, contato sexual, perinatal, transplantacdo de 6rgao
ou transfusdo de sangue. Na maioria dos casos, a infecgao permanece
assintomatica. No entanto, a infeccdo pelo CMV pode causar doengas
graves em recém-nascidos e individuos imunodeprimidos, como
pacientes com HIV, cancer ou de pacientes que receberam transplante
de 6rgdos. Durante a terapia imunossupressora, frequentemente ocorre
uma reativagdo do virus latente ou infecgdo primaria. As infecgdes por
CMV podem ser adquiridas antes do nascimento, durante o parto e
mais tarde na vida. Podendo causar graves anomalias congénitas, tais
como microcefalia, deficiéncia motora e retardamento mental. Portanto,
a determinagao primaria de infecgdo materna e sua distingéo da infecgao
latente sé@o importantes. Logo, a detecgdo quantitativa do CMV por PCR
em tempo real tem grande importancia pela precisao e agilidade.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI).
Collection, transport, preparation and storage of specimens for molecular
methods; approved guideline. CLSI document MM13-A. Pennsylvania,
USA: Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005.

2. Baldanti, F.; Lilleri, D.; Gerna, G. Monitoring human cytomegalovirus
infection in transplant recipients. J Clin Virol 2008; 41:237-41.

3. De Vries. J. J; Van der Eijk. A. A; Wolthersc. K. C. Real-time PCR versus
viral culture on urine as a gold standard in the diagnosis of congenital
cytomegalovirus infection. J Clin Virol 2011:2352.

4. Grosse, S. D; Ross, D. S; Dollard, SC. Congenital cytomegalovirus
(CMV) infection as a cause of permanent bilateral hearing loss: a
quantitative assessment. J Clin Virol 2008;41:57-62.

ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR
Servigo de Assessoria ao Cliente
Tel.: 0800 031 5454

E-mail: sac@bioclin.com.br

Numero de registro do kit Bio Gene CMV PCR na ANVISA: 10269360245
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Bio Gene CMV PCR

FINALIDAD

Test para deteccion cuantitativa del DNA del Citomegalovirus humano
(CMV) a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real. Solamente para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACCION

El kit Bio Gene CMV PCR es un ensayo in vitro basado en la deteccion
cuantitativa del DNA del CMV a través de la PCR en tiempo real.

El método de PCR en Tiempo Real es usado para amplificar el DNA del
patégeno.

Un termociclador de PCR en Tiempo Real es usado para amplificar y detectar
la sonda fluorescente. El software del aparato calcula la concentracion del
DNA del CMV, expresa en copias/uL, utilizando la curva patrén generada a
partir de lo patrén cuantitativo contenido en el kit.

Reactivo Presentacion

50 Pruebas 150 Pruebas
R1 1x55 pL* 1x 165 uL*
R2 1 x 525 pL* 3 x 525 uL*
R3 1x525 uL 3x525 L
R4 1x55pL* 1x165 pL*
R5 1 x 600 pL* 1 x 600 pL*
R6 1 x50 pL 1 x 150 pL
R7 1x 500 pL* 1x 500 pL*
R8 2x1,5mL 2x1,5mL
R9 1x1mL 1x2mL

*Reactivos liofilizados. Los volimenes arriba descritos corresponden el
volumen final después de la resuspension de los reactivos como se describe
en el item PROCEDIMIENTO, subitem B (Preparacion de los Reactivos).
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REACTIVOS

R1. Solucién PCR: Primer, Sonda, TRIS-HCI.

R2. Mix Taq: Polimerasas, dNTPs, MgCl,, estabilizadores.
R3. Tapén Mix: TRIS-HCI.

R4. Solucién PCR CI: Primer, Sonda, TRIS-HCI.

RS. Control Interno: Plasmido, TRIS-HCI.

R6. Control Negativo: TRIS-HCI.

R7. Patrén A (2 x 10° copias/pL): Plasmido, TRIS-HCI, EDTA.
R8. Diluyente: TRIS-HCI, EDTA.

R9. Agua: Agua libre de DNase/RNase.

EQUIPAMIENTOS E INSUMOS OPERACIONALES

Materiales contenidos en el kit:
- Reactivos descritos en el cuadro anterior.
- Instruccion de uso (manual).

Materiales necesarios, pero no contenidos en el kit:

1- Sistema 6ptico programable de deteccién de fluorescencia (Termociclador
de PCR en Tiempo Real).

2- Camara del flujo laminar.

3- Tubos de microcentrifuga 1,5mL.

4- Tubos o placa para reaccién de PCR.

5- Guantes de latex desechables libres de polvo o material similar.

6- Microcentrifuga (3.000 - 12.000 rpm).

7- Vortice.

8- Micropipetas y punteras esterilizadas con filtro (0,5-10uL, 10-100uL,
100-1000pL).

9- Kit para extraccion de acidos nucleicos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE

La temperatura de almacenamiento es de -20°C (-10 a -30°C).

Después de resuspension de los reactivos liofilizados, el producto es
estable por 6 meses a partir de la fecha de resuspension. Se debe evitar
el congelamiento y descongelamiento.

El transporte puede realizarse a temperaturas entre 2 y 30°C por hasta 7 dias.
Mantener al abrigo de la luz y evitar humedad.
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CUIDADOS ESPECIALES

1- Solamente para el uso diagnéstico in vitro profesional.

2- Seguir con rigor la metodologia propuesta para la obtencién de resultados
exactos.

3- Manipular y desechar todas las muestras bioldgicas, reactivos y materiales
utilizados para la realizacién del ensayo como si fueran capaces de transmitir
agentes infecciosos. Evitar contacto directo con las muestras bioldgicas y los
reactivos. Evitar derrames o aerosol. Los residuos deben ser manipulados y
desechados de acuerdo con las medidas de seguridad adecuadas.

4- Procedimientos de biologia molecular, tales como la extraccion de
acidos nucleicos, transcripcién inversa, amplificacion y deteccion requieren
personal calificado para evitar el riesgo de resultados errados, especialmente
debido a la degradacién de acidos nucleicos contenidos en las muestras o
contaminacion de la muestra por productos de amplificacion.

5- Es necesario disponer de areas separadas para la extraccion/preparacion
de reacciones de amplificacion y para la ampliacién/deteccion de productos
amplificados. Nunca introducir un producto de amplificacion en el area
destinada para la extraccion o preparacion de productos de amplificacion.

6- Todas las muestras y reactivos deben ser manipulados debajo de una
Cémara de flujo laminar. Las pipetas deben ser usadas con punteras con filtro.
Las punteras empleados deben ser estériles, libres de DNases y RNAses.

7- Evitar el congelamiento y descongelamiento repetido de los reactivos.

8- Almacenar las muestras de DNA a -20°C, caso no fueran utilizadas
inmediatamente.

9- No usar el kit después de la fecha de vencimiento.

10- Se recomienda la aplicacion de la ley local, estatal y federal de proteccion
ambiental para la eliminacién de reactivos y material biolégico se hace de
acuerdo con la legislacion vigente.

11- Para obtener informacion relacionada con la seguridad biolégica o en caso
de accidentes con el producto, consultar la FISPQ (Ficha de Informaciones de
la Seguridad de Productos Quimicos) disponibles en el site www.bioclin.com.
br o solicitando a través del SAC (Servicio de Asesoria al Cliente) de Quibasa.
12- No utilice el producto en caso de dafios en su embalaje.

13- Es esencial que los instrumentos y equipos utilizados estén
adecuadamente calibrados y sometidos a mantenimientos periédicos.
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MUESTRAS

Este kit puede ser utilizado con muestras de DNA extraidas de sangre total

o suero. Otros tipos de muestras pueden ser utilizados de acuerdo a las
recomendaciones de médico del laboratorio.

Las muestras deben ser colectadas de acuerdo con las recomendaciones
del laboratorio para las pruebas moleculares. Deben ser transportados y
almacenados como se describe a continuacion':

Suero: -20 ° C durante 3 dias.

Sangre Total: entre 2 y 8 ° C durante 3 dias.

DNA (extraido): Utilizar muestras de DNA adecuadas a la amplificacién por
PCR con pureza y concentracion adecuadas.

Para un largo tiempo de almacenamiento, se recomienda congelar las
muestras a -70°C. Se debe evitar el congelamiento y descongelamiento
repetido.

PROCEDIMIENTO
A. Extraccién de DNA

Los &cidos nucleicos (DNA) de las muestras deben ser extraidos siguiendo las
instrucciones de uso del kit escogido. Para controlar el proceso de extraccién,
el Control Interno (R5) debe ser preparado (ver punto B.3) y afiadido a las
muestras durante la extraccion, como se describe a abajo:

1- Afadir 4pL del Control Interno (R5) a cada tubo conteniendo las muestras
ya resuspendidas en tapén de extraccion/lisis.

2- Completar el proceso de extraccion de acuerdo con las instrucciones de
uso del kit de extraccion.

Obs: Nunca afiadir el Control Interno directamente a la muestra bioldgica
pura, pues puede resultar en degradacion del mismo.
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B. Preparacion de los Reactivos

OBS.: Los reactivos R5 y R7 contienen molde de RNA/DNA. Ellos deben ser
manipulados (resuspender) en area apropiada para evitar la contaminacion
de los demas reactivos.

1- Centrifugar (pulso spin) los reactivos: Solucién PCR (R1), Solucién PCR
Cl (R4), Control Interno (R5) y Patrén A (R7) antes de la abertura de los
microtubos.

2- Resuspender cada botella de lo reactivo Mix Taq (R2)* con 525uL del
reactivo Tapén Mix (R3).

*Para La presentacion con 150 pruebas resuspender las botellas de lo reactivo Mix Taq
(R2) cuando sea necesario utilizar.

*El reactivo Mix Taq (R2) no contiene fluoréforo de referencia pasiva (ROX).
3- Resuspender los reactivos, Soluciéon PCR (R1) y Solucién PCR CI
(R4) con el reactivo Agua (R9) de acuerdo con la tabla abajo:

Presentacion

Reactivos
50 Pruebas 150 Pruebas
Solucién PCR (R1) 55 L 165 L
Solucién PCR CI (R4) 55 pL 165 uL

4- Resuspender los reactivos, Control Interno (R5) y Patrén A (R7) con
el reactivo Diluyente (R8) de acuerdo con la tabla abajo:

Presentacion

Reactivos
50 Pruebas 150 Pruebas
Control Interno (R5) 600 pL 600 pL
Patrén A (R7) 500 pL 500 pL

C. Dilucioén de lo Patrén Cuantitativo

1- Separar 3 microtubos (no fornecido en el kit) adecuados para la
dilucion seriada del Patrén A (R7) ya resuspendidas.
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2- Pipetear 90uL del Diluyente (R8) en cada microtubo y nombrarlos
como B, Cy D respectivamente.

3- Anadir 5uL del DNA extraido de la muestra o 5uL de los Patrones
Cuantitativos o 5uL de lo Control Negativo (R6) en los tubos
predeterminados.

4- Cambiar la puntera y pipetear 10uL del microtubo B en el microtubo
C y homogenizar.

5- Cambiar la puntera y pipetear 10uL del microtubo C en el microtubo
D y homogenizar.

6- Al final de la dilucién tenemos patrones A, B, C y D con las siguientes
concentraciones:

Patrén A — 2 x 10° copias/pL
Patron B — 2 x 10* copias/uL
Patrén C — 2 x 10° copias/uL
Patron D — 2 x 102 copias/pL

D. Preparacién de la PCR

1- Separar previamente los microtubos/pozos a ser utilizados, de acuerdo con
el nimero de muestras, Controles y Patrones Cuantitativos a ser analizados.
2- Preparar el volumen de la solucién de PCR final de acuerdo con el nimero
de reacciones que se debe realizar.

. 1 25 50 100
Reactivos ” . X . ;
Reaccion|Reacciones|Reacciones|Reacciones
Mix Taq (R2) 10 uL 250 uL 500 pL 1mL
Solucién PCR (R1) 1L 25 pL 50 pL 100 pL
Solucién PCR CI (R4) 1pL 25 pL 50 pL 100 pL
Agua (R9) 3L 75 uL 150 uL 300 pL

Para la preparacion de un nimero diferente de reaccion se debe multiplicar
el volumen de cada reactivo para una reaccion por el nimero de reacciones
requeridas.
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3- Pipetear 15pL de la solucion de PCR final en los microtubos/pozos a ser
utilizados.

4- Afnadir 5uL del DNA extraido de la muestra o 5uL de los Patrones
Cuantitativos o 5uL de lo Control Negativo (R6) en los tubos predeterminados.
5- Homogenizar bien.

6- Observar que el volumen total de la reaccion es de 20pL, y cada corrida de
PCR debe incluir los controles relevantes (Control Negativo, Control Interno
y Patrones Cuantitativos).

7- Transportar los tubos/placa para el termociclador y seguir lo descrito en
la seccién E (Definiciones del Termociclador para la PCR en Tiempo Real).

E. Definiciones del Termociclador para la PCR en Tiempo Real

Verificar el manual de operaciones del equipamiento de PCR en tiempo real
para la programacion de lo experimento.

1- Defina el tipo del experimiento:
Pruebas Cuantitativas con Curva Patrén.

2- Defina los detectores (sondas) fluorescentes como:

Alvo Detector Quencher
CMV FAM
NFQ-MGB
Control Interno VIC

Obs: El Control Negativo y los Patrones Cuantitativos no presentan el Control
Interno, pues el mismo es utilizado para control de extraccion y amplificacién
de las muestras.

3- Defina los Patrones Cuantitativos (Standards) como:
Patron A— 2 x 10° copias/uL
Patrén B — 2 x 10* copias/pL
Patrén C — 2 x 10° copias/uL
Patrén D — 2 x 10% copias/uL
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4- Defina las condiciones de los ciclos:
Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
1 95°C 2 minutos 1
95°C 10 segundos
2 50
60°C 60 segundos

Defina “Data Collection” como “stage 2, step 2 (60@0:60)".

F. Validacion de lo Resultado

1- Curva Patrén

Curva Patrén

Rango Permitido

Amplificacion
| Deteccion

Coeficiente de
correlacién (R?)

0,99 <R?<1,00

Valida

Si el valor de R? no queda entre los limites del rango permitido, el resultado es
considerado invalido y la prueba debe ser repetida.

2- Control Negativo

CT Control Negativo Resultado Amplificacion/
FAM vIC Deteccion
Indeterminado | Indeterminado Negativo Valida
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3- Muestras
cMV
Resultado Deteccion
FAM vic

Concentracién 25<CT <31 Positivo Valida

determinada | cT<250uCT>31| Positivo Invalido*
Concentracion 25<CT <31 Negativo Valida
indeterminada | cT<250uCT>31 | Negativo Invalido*

*El valor de CT del Control Interno varia con las condiciones del proceso,
tales como la eficiencia de la extraccion de DNA/RNA, la concentracién de
las muestras y los ajustes del termociclador. Por lo tanto, estas condiciones
deben ser evaluadas cuando los valores de CT no son apropiados y los
resultados relevantes se pueden validar.

Ejemplo: Las muestras con un alto nimero de copias de DNA/RNA pueden,
en algunos casos, inhibir la amplificacién del Control Interno resultante en el
valor de CT fuera del rango 6ptimo, este resultado no invalida el test.

Si los requisitos mencionados no fueran cumplidos, el ensayo es considerado
invalido y el test debe ser repetido.

G. Interpretacion de lo Resultado
El kit es capaz de detectar 10 a 1.000.000 copias por reaccion.

El software del aparato calcula automaticamente la concentracion de las
muestras.

Ejemplo: Si el programa muestra una concentracién como 2.00E+005,
entonces la concentracion de la muestra sera 2.0 x 10° copias/pL.
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Resultado de la Muestra en

Copias/uL (FAM) Copias por Reaccion

21x108 > 1.000.000
2 < Cantidad < 9 x 10° Cantidad obtenida
<2 <10

Si el DNA del patégeno no es detectado, esto no excluye la presencia
de infeccion cuando el titulo del patégeno esta por debajo de lo limite de
deteccion de este kit.

Los resultados proporcionados por este kit deben ser interpretados
por el profesional médico responsable, no siendo el unico criterio para
determinar el diagndstico y/o tratamiento del paciente.

Los resultados deben ser evaluados teniendo en cuenta los datos clinicos
y las pruebas de laboratorio del paciente.

1- Calculo de conversion para copias/mL

Resultado en Copias/mL = Copias/uL* x Volumen de elucién (uL)**

Volumen de la muestra extraida (mL)**

* Resultado de la cuantificacion de la muestra proporcionados por lo
equipamiento en copias/pL.

** De acuerdo con protocolo del kit de extraccién utilizado.

Ejemplo: Volumen de elucién: 30uL

Volumen de la muestra: 200uL (0,2 mL)

Cuantificacién de la muestra: 5000 copias/uL

Resultado en copias/mL = (5000 copias/ uL x 30uL)
0,2mL
Resultado en copias/mL = 750.000 copias/mL

12 Espanol



Bio Gene CMV PCR

LIMITACIONES DEL PROCESO

Contaminaciones cruzadas que ocurren durante la colecta de la
muestra, procesamiento, transporte y almacenamiento podran ocasionar
resultados falsos.

No se recomienda el uso de heparina en la toma de muestras para
pruebas moleculares, debido a la inhibicién de la PCR, pudiendo generar
resultados falsos negativos.

Las muestras con presencia de inhibidores de la PCR deben diluirse para
reducir su efecto en la reaccion.

DESEMPENO DEL PRODUCTO
CONTROL DE CALIDAD

Exactitud

COMPARACION DE METODOS Y ESPECIFICIDAD METODOLOGICA
El kit Bio Gene CMV PCR fue comparado con otro protocolo para la
cuantificacion del DNA del CMV. Fueron realizadas 50 andlisis y los
resultados fueron evaluados. La diferencia entre los valores de as
muestras, obtenidos en los dos productos fue < 0,5 log. Con estos
resultados se puede concluir que lo kit presenta buena especificidad
metodoldgica.

Precision

REPETIBILIDAD

Fueron realizadas 10 dosificaciones sucesivas de 2 muestras positivas
con concentraciones distintas, los resultados estan mostrados en la tabla
abajo:

Muestra 1 Muestra 2
Concentracion Promedio (Log) 5,114 4,319
Desvio Patrén (Log) 0,070 0,094
Coeficiente de Variacion (%) 1,374 2,198
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REPRODUCTIBILIDAD
Fueron realizadas 10 dosificaciones durante 3 dias consecutivos con 1
muestra, obteniéndose los siguientes resultados:

Dia 1 Dia 2 Dia3
Concentracion Promedio (Log) 4,319 4,307 4,395
Desvio Patrén (Log) 0,094 0,059 0,061
Coeficiente de Variacion (%) 2,198 1,373 1,403

Sensibilidad Clinica
El kit Bio Gene CMV PCR presentd sensibilidad clinica de 99,9% y
especificidad clinica de 99,9%.

Método Datos Clinicos
Total
Resultado Positivo Negativo
Bio Gene "
CMV PCR Positivo 25 0 25
Negativo 0 25 25
RESULTADO TOTAL 25 25 50

Sensibilidad Analitica

La sensibilidad analitica encontrada en los estudios de desempefio
fue 2,40 copias/uL (0,38 log), o sea, la técnica fue capaz de detectar
aproximadamente 12 moléculas alvos en 5uL del producto de extraccion
del DNA afiadido a reaccion de amplificacion.

Linealidad
La linealidad encontrada en los estudios de rendimiento fue de 2,03 x 10°
copias/pL (5,307 log).
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SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

Citomegalovirus Humano (CMV) pertenece a la familia Herpesviridae e
ao género Cytomegalovirus y que ahora se llama Human betaherpesvirus
5 (HHV5). CMV es un patégeno humano transmitido a través de la saliva,
contacto sexual, perinatal, transplante de érgano o transfusion de sangre.
En la mayoria de los casos, la infeccion permanece

asintomatica. Sin embargo, la infeccién por el CMV puede causar
dolencias graves en recién nacidos e individuos inmunodeprimidos, como
pacientes con HIV, cancer o de pacientes que recibieron transplante de
organos. Durante la terapia inmunosupresora, frecuentemente ocurre
una reactivacion del virus latente o infeccién primaria. Las infecciones por
CMV pueden ser adquiridas antes del nacimiento, durante el parto y mas
tarde en la vida. Pudiendo causar graves anomalias congénitas, tales
como microcefalia, discapacidad motora y retardo mental. Por lo tanto, la
determinacion primaria de infeccion

materna y su distinciéon de la infeccién latente son importantes. Luego,
la deteccién cuantitativa del CMV por PCR en tiempo real tiene gran
importancia por la precision y agilidad.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI).
Collection, transport, preparation and storage of specimens for molecular
methods; approved guideline. CLSI document MM13-A. Pennsylvania,
USA: Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005.

2. Baldanti, F.; Lilleri, D.; Gerna, G. Monitoring human cytomegalovirus
infection in transplant recipients. J Clin Virol 2008; 41:237—41.

3. De Vries. J. J; Van der Eijk. A. A; Wolthersc. K. C. Real-time PCR versus
viral culture on urine as a gold standard in the diagnosis of congenital
cytomegalovirus infection. J Clin Virol 2011:2352.

4. Grosse, S. D; Ross, D. S; Dollard, SC. Congenital cytomegalovirus
(CMV) infection as a cause of permanent bilateral hearing loss: a
quantitative assessment. J Clin Virol 2008;41:57-62.

ASISTENCIA AL CONSUMIDOR
Servicio de Asesoria al Cliente
Tel.: 0800 031 5454

E-mail: sac@bioclin.com.br

Numero de registro del kit Bio Gene CMV PCR en la ANVISA:
10269360245
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FUNCTION

Quantitative detection of Human cytomegalovirus (CMV) DNA through
reverse transcription followed by real-time polymerase chain reaction
(PCR). For in vitro diagnostic use only.

PRINCIPLE OF ACTION

The Bio Gene CMV PCR test is a in vitro assay based on the quantitative
detection of CMV DNA by real-time PCR.

The Real-Time PCR method is used to amplify the pathogen DNA.

A thermocycler for Real-Time PCR is use to amplify and detect the
fluorescent probe. Software calculates the CMV DNA concentration,
expressed in copies/pL, using the standard curve generated from the
quantitative standard, contained in the kit.

Reagent Presentation

50 Tests 150 Tests
R1 1 x 55 pL* 1x 165 pL*
R2 1x525 uL* 3 x 525 pL*
R3 1x525 L 3x525 uL
R4 1x55 pL* 1x 165 pL*
R5 1x 600 pL* 1x 600 uL*
R6 1 x50 pL 1 x 150 pL
R7 1x 500 pL* 1x500 uL*
R8 2x1,5mL 2x1,5mL
R9 1x1mL 1x2mL

*Lyophilized reagents. The volumes described above refer to the final
volume after the reagents resuspension, as described in the item
PROCESS DESCRIPTION, subitem B (Preparation of the Reagents).
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REAGENTS

R1. PCR Solution: Primer, probe, TRIS-HCI.

R2. Mix Taq: Polymerases, dNTPs, MgCIz, stabilizers.

R3. Mix Buffer: TRIS-HCI.

R4. IC PCR Solution: Primer, probe, TRIS-HCI.

RS. Internal Control: Plasmid, TRIS-HCI.

R6. Negative Control: TRIS-HCI.

R7. Standard A (2 x 10° copies/uL): Plasmid, TRIS-HCI, EDTA.
R8. Diluent: TRIS-HCI, EDTA.

R9. Water: DNase/RNase free water.

EQUIPMENTS AND OPERATIONAL INPUTS

Materials in the kit:
- Reagents described in the previous item.
- Usage instructions (manual).

Materials needed but not contained in the kit:
1- Real-time PCR thermocycler.

2- Laminar flow hood.

3- 1.5 ml microcentrifuge tubes.

4- PCR reaction tubes or plate.

5- Powder free latex gloves or similar material.
6- Microcentrifuge (3,000 - 12,000 rpm).

7- Vortex.

8- Micropipettes and sterile filter pipette tips (0.5-10uL, 10-100pL, 100-
1000pL).

9- Nucleic acid extraction kit.

TRANSPORTATION AND STORAGE CONDITIONS

The required storage temperature is -20°C (-10to -30°C). After resuspension
of lyophilized reagents, the product is stable for 6 months from the
date of resuspension. Avoid freezing and thawing.

The kit may be transported between 2 and 30°C for 7 days. Protect from
light and avoid moisture.

SPECIAL CARE
1- For professional in vitro diagnostic use only.
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2- Strictly follow the methodology proposed to obtain accurate results.
3-Handle and dispose of all biological samples, reagents and materials
as it contain infectious agents. Avoid direct contact with biological
samples and reagents. Avoid spills and aerosol. Handle and dispose of
wastes in accordance with appropriate security procedures.

4- It is require skilled personnel for the molecular biology procedures in
order to minimize the risk of erroneous results, degradation of nucleic acids
contained in the samples or even sample contamination by amplicons.

5- It is necessary to have separate areas for the extraction / preparation
of amplification reactions and for the amplification / detection of amplified
products. Never introduce an amplification product in the area intended
for the extraction or preparation of amplification products.

6- All samples and reagents should be handled inside a laminar flow hood.
It is necessary to use sterile and DNAse/RNAse free filter pipettes tips.
7- Avoid repeated thawing and freezing of the reagents.

8- Store the DNA samples at -20°C in case they will not be used
immediately.

9- Do not use reagents after expiration date.

10- We recommend applying the local, state and federal rules for
environmental protection, so that disposal of reagents and biological
material can be made in accordance with current legislation.

11- To obtain information related to biosafety or in case of accidents with
the product, consult the MSDS (Material Safety Data Sheet) available on
the website www.bioclin.com.br or upon request by the SAC (Customer
Advisory Service) of Quibasa.

12- Do not use the product in case of damaged packaging.

13- It is essential that the instruments and equipments used are properly
calibrated and subjected to periodic maintenance.

SAMPLES

This kit should be used with DNA samples extracted from serum and
whole blood. Samples should be collected according to laboratory
recommendations for molecular testing. They must be transported and
stored as described below":

Serum: at -20 °C for 3 days.

Whole Blood: between 2 and 8 ° C for 3 days.

DNA (extracted): Use DNA samples suitable for PCR amplification with
adequate purity and concentration.

For long-term storage, it is recommended to freeze samples at -70°C.
Avoid repeated freezing and thawing of the samples.
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PROCESS DESCRIPTION
A. DNA Extraction

The nucleic acids (DNA) must be extracted in accord to the procedure
of the chosen extraction kit.

For control of the extraction process, the Internal Control (R5) must be
prepared (see item B.3) and added to the samples during the extraction
as described below:

1- Add 4pL of the Internal Control (R5) to each tube containing the
resuspended samples in extraction/lysis buffer.

2- Complete the extraction procedure according to the usage
instructions of the extraction kit.

Note: Never add the Internal Control directly to pure biological sample.
This may result in degradation of the sample.

B. Preparation of the Reagents

Note: R5 and R7 reagents contain RNA/DNA template. They need to be
handle (resuspended) in a separated area.

1- Before open, spin (spin pulse) each of the following reagents: PCR
Solution (R1), IC PCR Solution (R4), Internal Control (R5) and
Standard A (R7).

2- Resuspend each vial of Mix Taq (R2)* reagent with 525uL of Mix Buffer
(R3) reagent.

*For the presentation of 150 tests resuspend the Mix Taq (R2) vials as need of use.
*The Mix Taq (R2) reagent does not contain passive reference Dye (ROX).

3- Resuspend the reagents, PCR Solution (R1) and IC PCR Solution (R4)
with Water (R9) reagent, in according to the following table:
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Presentation

Reagent
50 Tests 150 Tests
PCR Solution (R1) 55 uL 165 pL
IC PCR Solution (R4) 55 pL 165 pL

4- Resuspend the reagents, Internal Control (R5) and Standard A (R7)
with Diluent (R8) reagent, in according to the following table:

Presentantion

Reagent
50 tests 150 tests
Internal Control (R5) 600 pL 600 pL
Standard A (R7) 500 pL 500 L

C. Dilution of Quantitative Standard

1- Select 3 microtubes (not supplied in the kit) suitable for serial dilution of
resuspended Standard A (R7).

2- Pipette 90pL of the Diluent (R8) in each microtube and name them as
B, C and D respectively.

3- Pipette 10uL of Standard A (R7) in microtube B and mix.

4- Replace the tip and pipette 10uL of microtube B in microtube C and mix.
5- Replace the tip and pipette 10pL of microtube C in microtube D and mix.
6- At the end of dilution procedure, it will be available 4 standards with the
following concentrations:

Standard A - 2 x 10° copies/uL
Standard B - 2 x 10* copies/uL
Standard C - 2 x 10° copies/uL
Standard D - 2 x 102 copies/uL

D. PCR Preparation
1- Prior beginning the assay, select sufficient number of microtubes/wells

to be used on the reaction, in accord to the number of samples, Controls
and Quantitative Standards to be used.
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2- Prepare the final PCR solution in accord with reactions number
required.

Reagents 1 25 50 100
g Reaction | Reactions | Reactions | Reactions
Mix Taq (R2) 10 pL 250 pL 500 pL 1mL
FCR Solution 1L 25 L 50 uL 100 pL
(R1)
IC PCR Solution
(R4) 1uL 25 uL 50 uL 100 yL
Water (R9) 3L 75 L 150 pL 300 pL

To prepare different reaction number must be multiplied the volume of
reagents for a reaction by the number of required reactions.

3- Pipette 15pL of the final PCR solution in microtubes or wells previously
determined.

4- Add 5pL of extracted DNA sample or 5uL of Quantitative Standards or
5uL of Negative Control (R6) in previously determined tubes.

5- Mix well.

6- The total volume of the reaction is 20uL. Each PCR run should include
the relevant controls: Negative Control, Internal Control and Quantitative
Standards.

7- Transport the tubes/plate to the thermocycler and follow the instructions
in the section E (Thermocycler Settings for Real-Time PCR).

E. Thermocycler Settings for Real-Time PCR

Check the operation manual of the Real-time PCR thermocycler to
program the experiment.

1- Set the type of experiment:
Quantitative Test with Standard Curve.
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2- Set the fluorescent probes:
Target Detector Quencher
CMV FAM
NFQ-MGB
Internal Control VIC

Note: The Negative Control and Quantitative Standards do not present
the Internal Control, because it is used for extraction and amplification
control of the samples.

3- Set the quantitative standards:

Standard A - 2 x 10° copies/uL
Standard B - 2 x 10* copies/uL
Standard C - 2 x 10° copies/uL
Standard D - 2 x 102 copies/uL

4- Set the cycling conditions:

Stage Temperature Time Cycles
1 95°C 2 minutes 1
95°C 10 seconds
2 50
60°C 60 seconds

Set “Data Collection” as “stage 2, step 2 (60@0:60)".

English



CMV PCR Bio Gene

F. Result Validation

1- Standard Curve

Standard Curve Permitted Range Amplification
| Detection
Correlation ) ]
Coefficient (R?) 0,99 =R?<1,00 Valid

If the R? value does not fall within the limits of range, the result must be
considered invalid and the test must be repeated.

2- Negative Control

CT Negative Control e
Result Argpllflcgtlonl
FAM VvIC etection
Undetermined Undetermined Negative Valid
3- Samples
CMV
Result Detection
FAM VIC
Determined 25<CT<31 Positive Valid
concentration | cT<250uCT>31 | Positive Invalid*
Undetermined 25<CT=<31 Negative Valid
concentration | cT<250uCT>31| Negative Invalid*

*The CT values of Internal Control vary with the process conditions,
as the extraction efficiency of the DNA/RNA, the concentration of the
samples and the thermocycler settings. Therefore, these conditions must
be evaluated when the CT values are not appropriated and, in case it is
relevant, the results can be validated.
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Example: In some cases, the samples with high numbers of copies of
DNA / RNA can inhibit the amplification of the Internal Control, resulting
in CT value outside the optimal range, this does not invalidate the test
results.

If the above requirements are not achieved, the assay must be considered
invalid and must be repeated.

G. Result Interpretation
This kit is able to detect from 10 to 1.000.000 copies of DNA per reaction.

The thermocycler software calculates automatically the samples
concentration.

Example: If the program shows a concentration of 2.00E+005, this means
that the sample concentration is 2.0 x 10° copies/uL.

?‘:inp"ipel :l:}Le 7: Ilbfl\;lr)‘ Copies per Reaction
21x10° >1.000.000
2 < Quantity <9 x 10° Quantity obtained
<2 <10

The non-detection of the pathogen DNA does not exclude the presence
of infection when the pathogen title is below the detection limit of this kit.
The results provided by this kit must be interpreted by the medical
professional responsible, not being the only parameter for the
determination of diagnosis and/or treatment of the patient.

The results obtained must be evaluated considering the clinical data and
laboratory tests of the patient.
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1- Conversion calculation for copies/mL

Result in copies/mL = Copies/pL* x Elution volume (uL)**
Extracted sample volume (mL)**

*Result of quantification of the sample provided by the equipment in copies/pL.
**According to the protocol of the extraction kit used.

Example: Elution volume: 30uL
Sample volume: 200 pL (0.2 mL)
Quantification of the sample: 5000 copies/uL

Result in copies/mL = (5000 copies/pL x 30uL)
0.2mL
Result in copies/mL = 750.000 copies/mL

PROCESS LIMITATIONS

Cross contamination that eventually occurs during the sample collection,
processing, transportation and storage may give false results.

The heparin use in the samples collection for molecular tests is not
recommended, due to the PCR inhibition which can generate false
negative results.

The samples with presence of PCR inhibitors should be diluted to reduce
their effect on the reaction.

PRODUCT PERFORMANCE
QUALITY CONTROL

Accuracy

COMPARISON OF METHODS AND METHODOLOGY SPECIFICITY
The Bio Gene CMV PCR test was compared with another protocol for
the quantification of the CMV DNA. 50 analyzes were performed and the
results were evaluated. Comparing the two tests, the difference between
the results obtained was < 0.5 log. This show that the test has good
methodological specificity.

Precision

REPEATABILITY

The repeatability was calculated from 10 successive determinations,
using 2 positive samples with different concentrations, obtaining the
following results:
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Sample 1 Sample 2
Average Concentration (Log) 5.114 4.319
Standard Deviation (Log) 0.070 0.094
Coefficient of variation (%) 1.374 2.198

REPRODUCIBILITY

The reproducibility was calculated from 10 successive determinations
for 3 consecutive days, using 1 sample with different concentrations,
obtaining the following results:

Day 1 Day 2 Day 3
Average Concentration (Log) 4.319 4.307 4.395
Standard Deviation (Log) 0.094 0.059 0.061
Coefficient of variation (%) 2.198 1.373 1.403

Clinical Sensitivity
The Bio Gene CMV PCR showed clinical sensitivity of 99.9% and a
clinical specificity of 99.9%.

Method Clinical Data
Total
Result Positive Negative
Bio Gene "
CMV PCR Positive 25 0 25
Negative 0 25 25
TOTAL 25 25 50
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Analytical Sensitivity . "

It was found in the performance study that the analytical sensitivity of the
kit is 2.40 copies/uL (0.38 log). This means the assay is capable to detect
approximately 12 target molecules in 5uL DNA extraction product, used on
the amplificafion reaction.

Linearity . i .
The linearity found in the performance studies was 2.03 x 10° copies/uL
(5.307 log).

DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE . .
Human cytomegalovirus (CMV) belongs to Herpesviridae family and
enus Cxlgom%%ﬁlowrus and is now called Human betaherpesvirus 5
HV5). The V is a human pathogen transmitted through saliva,
sexual contact, perinatal, organ transplant or blood transfusion. In
most cases, the infection is asymptomatic. However, CMV infection
can cause serious illness in ‘neonatal and immunocompromised
individuals, such as patients with HIV, cancer or patients who have
received organ transplants. During immunosuppressive therapy,
often there is a reactivation of a latent virus or a primary infection.
CMV infections can be acquired before birth, during birth and later
in life. It is may cause serious birth defects such as microcephaly,
physical disabilities and _mental retardation. Because of that, the
[)rlmary determination, of maternal infection and its distinction of
atent infection are so important. . X
Therefore, the quantitative detection of CMV by real time PCR is very
important due to its accuracy and agility.
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CUSTOMER SERVICE
Customer Advisory Service
Phone: 0800 031 5454
E-mail: sac@bioclin.com.br

ANVISA registration for Bio Gene CMV PCR: 10269360245
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