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FINALIDADE

Teste para deteccdo quantitativa do DNA de Cryptococcus spp. em amostras
bioldgicas através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.
Produto desenvolvido para diagnéstico molecular veterinario in vitro. O uso deve
ser restrito a profissionais qualificados e conforme as legislacdes e normas técnicas
aplicaveis.

PRINCIPIO DE AGAO

O kit Bio Gene Vet Cryptococcus spp. PCR é um ensaio in vitro baseado
na detecgdo quantitativa do DNA de Cryptococcus spp. 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 concentragcéo de DNA do
patégeno. expressa em copias/pL, utilizando a curva padrao gerada a partir do
padréo quantitativo contido no kit.

APRESENTAGAO
Apresentacao
Reagente Bio Gene Vet Cryptococcus spp. PCR

50 Testes 100 Testes
R1 1x55 L 1x110 pL
R2 1x 500 pL 1x1,0mL
R3 1x55pL 1x 110 pL
R4 1x250 uL 1 x 500 L
R5 1x750 uL 1x1,5mL
R6 1x 750 pL 1x1,5mL
R7 1x250 pL 1x 500 L
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REAGENTES

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

R2. Mix Taq: Polimerase, dNTPs, MgCl,, Estabilizantes.

R3. Solugéao PCR CI: Primer, Sonda, TRIS-HCI.

R4. Padréo A (2 x 10° cépias/uL): Plasmideo, TRIS-HCI, EDTA.
R5. Diluente: TRIS-HCI, EDTA.

R6. Agua: Agua livre de DNase/RNase.

R7. Controle Interno: Plasmideo, TRIS-HCI.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Materiais contidos no kit:

- Reagentes descritos no quadro anterior.

- Instrugdes de uso (manual).

Materiais necessarios, mas nao contidos no kit:

1- Sistema 6tico programavel de detecgao de fluorescéncia (Termociclador
Real-Time PCR);

2- Capela de fluxo laminar;

3- Tubos de centrifuga de 1,5 mL;

4- Tubos ou placas para PCR;

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

6- Microcentrifuga;

7- Vortex;

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

9- Kit para extracéo de acidos nucléicos;

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

A temperatura de armazenamento e transporte é de -20°C (-10 a -30°C).
Evite realizar mais de cinco ciclos de congelamento e descongelamento
dos reagentes. Caso seja necessaria uma utilizagdo mais frequente,
recomenda-se a aliquotagem dos reagentes para preservar sua
estabilidade e desempenho. Manter ao abrigo da luz e evitar umidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Produto desenvolvido para diagnéstico molecular veterinario in
vitro. O uso deve ser restrito a profissionais qualificados e conforme as
legislagdes e normas técnicas aplicaveis.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para a obtengao de resultados
exatos.
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3- Manusear e descartar todas as amostras bioldgicas, reagentes e
materiais utilizados para realizagéo do ensaio como se fossem capazes
de transmitir agentes infecciosos. Evitar contato direto com as amostras
biolégicas e os reagentes. Evitar derrames ou aerossol. Os residuos
devem ser manuseados e descartados de acordo com as medidas de
seguranca adequadas.

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

5- E necessario dispor de areas separadas para a extragdo/preparagio
de reagdes e para a amplificagao/detecgdo de produtos. Nunca introduzir
um produto de amplificagdo na area destinada para a extragdo ou
preparagao de reagdes.

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- Evite realizar mais de cinco ciclos de congelamento e descongelamento
dos reagentes. Caso seja necessaria uma utilizagdo mais frequente,
recomenda-se a aliquotagem dos reagentes para preservar sua
estabilidade e desempenho.

8- Armazenar as amostras de DNA a -20°C, caso nao sejam 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
bioldgico seja feito de acordo com a legislagédo vigente.

11- Para obtengao de informagdes relacionadas a biosseguranga ou em
caso de acidentes com o produto, consultar as FDS (Ficha com Dados
de Seguranca) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de
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solicitagao 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 fezes, swab
retal, swab orofaringeo, swab nasal, lavado brénquico, liquor, swab ou
exsudato de lesdo cuténea, sangue total em anticoagulante (EDTA) ou
fragmentos de érgdos acometidos. Outros tipos de amostra podem ser
utilizados de acordo com recomendagdes médicas ou do proprio laboratorio.
As amostras devem ser coletadas de acordo com as recomendagdes
do laboratério para testes moleculares. Devem ser transportadas e
armazenadas entre 2 e 8°C ".

Utilizar amostras de DNA com pureza e concentracdo adequadas para
amplificagdo por PCR. 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
extragdo, o Controle Interno (R7) deve ser adicionado as amostras
durante a extragé@o, conforme descrito abaixo:

1- Adicionar 5 pL do Controle Interno (R7) a cada tubo contendo as
amostras ja ressuspendidas em tampao de extracéo / lise.

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

OBS.: Nunca adicionar o Controle Interno (R7) diretamente a amostra
biolégica pura, pois pode resultar em degradagéo do mesmo.
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B. Preparo dos reagentes

Os reagentes R4 e R7 contém molde de DNA. Eles devem ser
manipulados em area apropriada para evitar a contaminagdo dos demais
reagentes.

1- Centrifugar (pulso spi?_‘) os reagentes Solugdo PCR (R1), Solugao
PCR CI (R3), Padrao A (R4) e Controle Interno (R7) antes da aberfura
dos microtubos.

2- O Mix Taq (R2) n&o contém fluordforo de referéncia passiva (ROX).

C. Dilui¢ao dos Padrées Quantitativos*

1- Separar 3 microtubos (ndo fornecidos no kit) adequados para a
diluicdo seriada do Padrao A (R4).

2- Pipetar 90 pL do Diluente (R5) em cada microtubo e nomea-los como
B, C e D respectivamente.

3- Em seguida, pipetar 10 yL do Padrao A (R4) no microtubo B e
homogeneizar.

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

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

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

Padrao A— 2 x 10° copias/pL

Padrao B — 2 x 10* copias/pL

Padrao C — 2 x 10° copias/uL

Padrdo D — 2 x 102 copias/pL

*A diluicdo da curva padréo deve ser realizada para o teste quantitativo.

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 solugéo de PCR final de acordo com o nimero de

Portugués 7



Cryptococcus spp. PCR BIO VET

Bioc/in- QuiBAsa

reagOes a ser realizadas.

1 25 50 100

Reagentes Reagéo/ Reagdes/ Reagdes/ Reagbes/
Teste Testes Testes Testes
Mix Taq (R2) 10 L 250 pL 500 L 1mL
Solugdo PCR 1L 25 L 50 uL 100 pL

(R1)
Solugéo PCR

Cl (R3) 1pL 25puL 50 pL 100 pL
Agua (R6) 3L 75 pL 150 pL 300 pL

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

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

4- Adicionar 5 pL do DNA extraido da amostra ou 5 pL do Padrdo
Quantitativo ou 5 pL de Agua (R6), usada como controle negativo.

5- Homogeneizar bem.

6- Observe que o volume total da reagédo € de 20 L, e cada corrida de
PCR deve incluir os controles relevantes (Controle Negativo e Padroes
Quantitativos).

7- Homogeneizar bem.

8- Transporte os tubos/placa para o termociclador.

E. Defini¢ées do termociclador para a PCR em Tempo Real

Verificar o manual de operagdo do equipamento de PCR em tempo real
para a programacgao do experimento.
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1- Defina o tipo de experimento:
Teste Quantitativo com Curva Padréo ou Teste Qualitativo.

OBS.: No caso do teste qualitativo, o Padrao A (R4) pode ser utilizado
como Controle Positivo de amplificagéo.

2- Defina os detectores (sondas) fluorescentes como:

Alvo Detector Quencher
Cryptococcus spp. FAM
NFQ-MGB
Controle Interno VIC

OBS.:

* Os Padrées Quantitativos ndo apresentam o Controle Interno (VIC), pois
o mesmo ¢é utilizado para o controle da extragéo e da amplificagéo das
amostras.

« As amostras extraidas devem ser marcadas com os detectores FAM
e VIC.

3- Defina os Padrées Quantitativos (Standards) como*:
Padrdo A — 2 x 10° copias/uL
Padréo B — 2 x 10* copias/uL
Padrao C — 2 x 10° cdpias/uL
Padrao D — 2 x 10? cdpias/uL

*Programacéo utilizada no teste quantitativo.
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4- Defina as condigdes dos ciclos:

Etapas Temperatura Tempo Ciclos
1 95°C 3 minutos 1
95°C 15 segundos
2 45
60°C 60 segundos

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

1- Curva padrao

Curva padréo Faixa permitida Amplificagdo/Detecgao

Coeficiente de

<R?2< Ali
correlagio (Rz) 0,99 <R?<1,00 Valida

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

2- Amostras
Cryptococcus spp.
Resultado Detecgao
FAM vIC
= CT=<35 Positivo Valida
Concentragéo
determinada CT>35 Positivo Invalida*
~ CT=<35 Negativo Valida
Concentragao
indeterminada CT>35 Negativo Invalida*

*OBS.: Os valores de CT do Controle Interno variam de acordo com
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as condigdes do processo, como a eficiéncia da extragdo do DNA e as
configuragdes do termociclador. Logo, estas condigdes devem ser avaliadas
quando os valores de CT nao forem adequados e, se pertinente, os resultados
podem ser validados.

Exemplo: Amostras com alto nimero de cépias de DNA podem, em alguns
casos, inibir a amplificagdo do Controle Interno resultando em valor de CT fora
da faixa ideal, porém, este resultado n&o invalida o teste.

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

G. Interpretagdo 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 concentragdo das
amostras.

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

Resultado da Amostra em

copias/uL (FAM) Cépias por reagio

21x10° >1.000.000
2 < Quantidade <9 x 10° Quantidade obtida
<2 <10

A nao detecgdo do DNA do patégeno ndo exclui a presenga de infecgdo quando o
titulo do patégeno estiver abaixo do limite de detecgéo deste kit.

Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados pelo profissional
responsavel, ndo sendo o Unico critério para a determinagédo do diagndstico e/ou
tratamento do paciente.

Os resultados obtidos devem ser avaliados considerando os dados clinicos e os
exames laboratoriais do paciente.
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Limitagdes do Processo
Contaminagdes cruzadas que ocorrem durante a coleta da amostra,
processamento, transporte e armazenamento poderdo ocasionar resultados falsos.

Sensibilidade Analitica
A técnica foi capaz de detectar aproximadamente 2 moléculas alvo em 1 pL do
produto de extragao de DNA adicionado a reagéo de amplificagéo.

OBS.: A sensibilidade analitica do produto pode sofrer interferéncia de fatores
como: a eficiéncia do kit/método utilizado para a extragao dos acidos nucléicos, e a
sensibilidade do equipamento termociclador em tempo real usado.

Significado Clinico

O Cryptococcus spp., representado principalmente pelas espécies Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii, € um fungo de distribuicdo global que pode
causar criptococose em humanos e animais. A infecgdo ocorre principalmente
pela inalagdo de esporos flingicos presentes no solo, matéria organica e fezes
de aves, especialmente pombos. Nos gatos e cées, a doenga pode se manifestar
como uma infecgao respiratdria, neuroldgica ou cutanea, enquanto em humanos
€ uma das principais causas de meningite oportunista, especialmente em
pacientes imunossuprimidos. O C. neoformans é mais frequentemente associado
a infecgdes em individuos imunocomprometidos, enquanto C. gattii pode afetar
individuos imunocompetentes. A detecgdo molecular por PCR em tempo real é
uma ferramenta altamente sensivel para identificar Cryptococcus spp., permitindo
um diagndstico precoce e um tratamento mais eficaz.
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SIMBOLOGIA UNIVERSAL
NUMERO DE CATALOGO FABRICADO POR

NUMERO DO LOTE CONTROLE

DATA DE FABRICACAO CONTROLE POSITIVO

DATA DE VALIDADE

(altimo dia do més) CONTROLE NEGATIVO

o[ [ 1 10w

LIMITE DETEMPERATURA o
(conservara) RISCO BIOLOGICO
O CONTEUDO E SUFICIENTE

PARA <N> TESTE INFLAMAVEL
CONSULTAR INSTRUGOES commosno

o/

B~

PRODUTO PARA

DIAGNGSTICO INVITRO ToxIco

NAO UTILIZAR SE A
EMBALAGEM ESTIVER
DANIFICADA

PROTEGER DA
LUZ ECALOR

NAO REUTILIZE ESTERELIZADO

CUIDADO PERIGO

S

®
N
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