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3 - FINALIDADE E MODO DE USO DO PRODUTO

Teste para deteccao de Acido Nucléico de HIV (Virus da Imunodeficiéncia Adquirida), HCV (Virus
da hepatite C) e HBV (Virus da hepatite B) em servicos de hemoterapia, visando diminuir o risco
transfusional causado por esses agentes.

Material fornecido para 96 reagoes.

“Uso em diagnéstico in vitro”.

4 - INDICAGCAO DAS CONDICOES ADEQUADAS DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE
DO PRODUTO

4.1 - Armazenamento do Produto

* Médulo de Controles: armazenar de -80 °C a -60 °C;
* Médulo de Extragao: armazenar de 15 °C a 25 °C;
* Médulos de Amplificacao: armazenar de -30 °C a -15 °C.

4.2 - Transporte do Produto

* Os médulos de Controle e de Amplificacao serao transportados em gelo seco (-80 °C a -20 °C),
* Médulo de Extracao sera transportado sem condigoes especiais de temperatura (15 °C a 44 °C)

5 - PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO DO TESTE

A metodologia NAT nacional, multiplex para HIV, HCV e HBV, tem como base a plataforma de PCR
em tempo real.

Os testes NAT foram desenvolvidos para deteccao de acido nucléico viral no periodo que precede a
producao sistémica de anticorpos: a fase inicial da infecgcao chamada de janela imunolégica. Com
teste NAT HIVVHCV/HBV de Bio-Manguinhos, a janela imunolégica sera reduzida para 10 a 12 dias
para HIV, HCV, HBV aumentando, assim, a seguranca transfusional.

A reacao de amplificacao é baseada em alvos RNA e DNA. Para amplificagao dos virus com genoma
RNA é necessaria uma etapa prévia de transcricao reversa (RT).

O fluxo metodoldgico segue abaixo:

(a) Preparo amostras em mini pool de seis ou individual;

(b) extracao de acido nucléico da amostra biolégica (plasma);
(c) amplificacao do acido nucléico;

(d) deteccao do mesmo por PCR em tempo real.

ESQUEMA DO TESTE
[ Extracéo ]—»[Amplificagées]—»[ Deteccoes ]
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* Etapa de Preparo de Pool

A etapa de preparo do pool, com 6 amostras utilizando 100 uL. de cada uma, é feita através de plataforma
automatica JANUS® (Perkin Elmer®) (Item 13) utilizando-se tubos primarios, dedicados ao NAT, de
flebotomia a vacuo do tipo PPT (K, EDTA, com gel de poliéster para separacao de plasma e fracao
celular do sangue total). A transferéncia é feita para tubos secundarios, de poliestireno de 15 mL.

Amostra
Biologica

Quando ocorrer resultado detectavel para o pool, todas as 6 amostras que o compdem serao
obrigatoriamente retestadas individualmente (single).



* Adicao da Particula calibradora (PC)

A particula calibradora tem objetivo de controlar a condicao da reacao (intra-ensaio) validando o
resultado das determinacoes (pool e single). Esta particula calibradora devera ser adicionada aos tubos
secundarios pelo JANUS®, cada determinagao com uma quantidade constante (~10.000 cépias/mL).

* Etapa de Extracao

A extracao é totalmente automatizada pelo BioRobot MDx (Qiagen) (Item 14) e utiliza tecnologia
com alta recuperacao de acido nucléico, baseada nas propriedades de ligagao seletiva da membrana
de silica. As amostras sao lisadas com tampao de lise e protease sob condicdes desnaturantes (a
temperatura de 56 °C). O etanol permite a a exposicao do acido nucléico e, sua ligacao a membrana
de silica, com auxilio do carreador de RNA. O material genético é adsorvido pela membrana através
de uma etapa de vacuo. O acido nucléico ligado a membrana passa por etapas de lavagem sob
vacuo. As condicoes de sal e pH dos tampoes de lavagem garantem que as impurezas e os inibidores
de PCR nao se liguem a membrana. A primeira lavagem é realizada com a adicao do Tampao de
Lavagem 1 e subsequente vacuo. Em seguida realiza-se a adicao do Tampao de Lavagem 2 e vacuo.
Posteriormente, ocorre a adicao do tampao de eluicao, fluido TE e vacuo para fins de eluicao. O
produto final eluido é livre de albumina sérica, outras proteinas, nucleases, sais inorgéanicos e orgéanicos
e outros possiveis interferentes.

* Etapa de Amplificacao

A metodologia de amplificacéo especifica do alvo com sondas marcadas com fluorescéncia é usada
para determinar a presenca de: HIV, HCV e PC, em um modulo, e de HBV e PC em outro médulo, de
forma discriminatéria. O equipamento utilizado na etapa de amplificacao e deteccao é o 7500 Real
Time PCR System (Thermo Fisher Scientific).

* Etapa de Deteccao

A técnica possibilita a dosagem dos produtos de PCR durante o transcorrer da mesma em tempo
real. Isto é conseguido através de uma sonda de DNA sintético que tem duas modificacoes em suas
extremidades. A emissao de luz é diretamente proporcional a massa de produto de PCR que esta
sendo sintetizado, possibilitando a dosagem em tempo real.

6 - AMOSTRAS

* A coleta das amostras de sangue periférico deve ser feita, preferencialmente, em tubo PPT contendo
anticoagulante K, EDTA e gel de poliéster para separacao de plasma e fragao celular do sangue total.
Coletar 5 mL de sangue total;

* Homogeneizar a amostra por inversao apos a coleta;

* Centrifugar o tubo até oito horas apds a coleta a 800 g (em uma centrifuga com 100 mm de raio,
corresponde a 2700 rpm) por 10 minutos;

* Nao utilizar tubos de coleta reciclados;
* Nao congelar o tubo apds a coleta, pois o gel pode se desprender e alterar a carga viral do paciente;
* Nao utilizar tubos com anticoagulante heparina;

* Recomendamos apés a centrifugacao conservar as amostras refrigeradas entre 2 °C e 8 °C. Se
necessario, apo6s a coleta seguida de centrifugacao, as amostras podem ser armazenadas entre 2 °C
e 25 °C por até 168h e sem centrifugacao por até 144h, sem variacao significativa nos resultados.



7 - DESCRICAO DO PRODUTO

7.1 - Relacao dos componentes fornecidos com o produto

MODULO COMPONENTES VOLUME
L Controle AB 2 frascos transparentes com 800 uL cada
E Controle CR 2 frascos transparentes com 800 uL cada
8 Particula calibradora 2 frascos transparentes com 800 uL cada
Tampao de Lise 1 frasco branco com 33 mL
Carreador de RNA 1 frasco transparente liofilizado
Tampao de Lavagem 1 1 frasco branco com 83 mL
Tampao de Lavagem 2 1 frasco branco com 68 mL
Tampao de Eluicao 9 frascos transparentes com 2,0 mL cada
Fluido TE 4 frascos transparentes com 1,4 mL cada
o Placa de vacuo 1 unidade de 96 pocos
léﬂ Placa de eluicao 1 unidade de 96 pocos
E Placa de reacao 1 unidade de 96 pocos
w Protease 1 frasco ambar de 6 mL com protease liofilizada
Solvente de Protease 1 frasco branco com 6 mL
Recipientes Descartaveis 2 unidades com capacidade de 33 mL
Placa Optica 2 unidades de 96 pocos
Selo Optico 2 unidades nas dimensdes da placa Optica
Tubo de 5mL 2 unidades com capacidade de 5 mL
Cartao Bio 1 unidade de papel cartao
o Mistura de PCR 2 frascos transparentes com 900 uL cada
l;’% Enzima RT 2 frascos transparentes com 50 uL cada
E§ Agua/DEPC ou RNAse Free 2 frascos transparentes com 600 uL cada
§ T Sondas HIV/HCV 2 frascos transparentes com 180 uL cada
< Iniciadores HIV/HCV 2 frascos transparentes com 60 uL cada
lg Mistura de PCR 2 frascos transparentes com 900 uL cada
g> Enzima RT 2 frascos transparentes com 50 uL cada
i % Agua/DEPC ou RNAse Free 2 frascos transparentes com 600 uL cada
E Sondas HBV 2 frascos transparentes com 180 uL cada
< Iniciadores HBV

2 frascos transparentes com 60 uL cada




7.2 - Relacao dos materiais de reposicao

e Etanol PA. 96 %;
* Tubo PPT EDTA K2 com gel (600 tubos/rotina);

* Desinfetante amoénia quaternaria 50 % (solugao de uso diluida 1:600.
Ex.: 5 mL de desinfetante para 3 L de agua);

* Frasco plastico de 500 mL para etanol dedicado a utilizagcao no MDx;
* Ponteiras de 1100 uL MDX -caixas com 96 unidades cada;

* Ponteiras de 175 uL. JANUS® - caixas com 96 unidades cada;

* Tubo Secundario - embalagens com 25 unidades cada.

7.3 - Relacao dos materiais necessarios nao fornecidos

. Agua destilada (usada nos equipamentos);

* Luva descartavel sem talco;

* Etiquetas com cdodigo de barras para tubo secundario;
* Proveta de 500 mL calibrada;

* Sacos de descarte de lixo bioldgico;

* Duas pipetas automaticas 1000 uL (calibradas);

* Ponteiras com filtro 1000 uL.

7.4 - Versao do Software:

Todas as versoes do software NAT de Bio-Manguinhos a partir da versao 4.0 interpretam o teste
feito com o produto NAT que possui as caracteristicas especificadas neste documento.

8 - ESTABILIDADE EM USO DO PRODUTO E CONDICOES DE ARMAZENAMENTO.

O Kit NAT HIV/HCV/HBV Bio-Manguinhos deve ser utilizado dentro do prazo de validade determinado
pelo fabricante. Todos os mdédulos deverao ser armazenados nas temperaturas indicadas nos rétulos
externos desde o ato do recebimento até a utilizagao do produto.

Os insumos armazenados fora da temperatura especificada nao sao de responsabilidade do fabricante

Nota: Todas as sobras de reagentes deverao ser descartadas apo6s a utilizagao do kit de acordo com
os procedimentos de cada Laboratério.

O Manual de Instrucao deve ser seguido, caso contrario, o fabricante nao se responsabiliza pelos
resultados obtidos.

O Kit NAT HIV/HCV/HBV Bio-Manguinhos somente pode ser processado na plataforma NAT de
equipamentos por técnicos treinados e habilitados por Bio-Manguinhos.

9 - MANUSEIO PREVIO DO PRODUTO

* Em situagoes excepcionais no ambito de agdées num plano de contingéncia poderao ser usados
tubos alternativos, desde que validados previamente, ao recomendado (PPT K2 EDTA), sem alterar
o desempenho do teste;

NOTA:
Até o momento, Bio-Manguinhos validou os tubos: soro (BD) e EDTA.K3 (BD) - sem batrreira de gel.

* Atemperatura do espaco fisico destinado ao teste deve ser monitorada e mantida entre 15°C e 25°C;

10 - RECOMENDAGOES PARA PROCEDIMENTOS DE CONTROLE DE QUALIDADE

Verificar os resultados da particula calibradora e dos controles AB e CR do Kit NAT HIV/HCV/HBV
Bio-Manguinhos, estes resultados serao analisados e processados para geracao do laudo da rotina
pelo software NAT.



11 - PROCEDIMENTOS DE ENSAIO
11.1 - Preparo de Pool — Equipamento JANUS®

ATENGCAO: Para o funcionamento correto da mini-rede, o computador do equipamento JANUS®
deve ser sempre o primeiro a ser ligado!

1. Ligar o computador do equipamento JANUS®.

2. Ligar o equipamento JANUS® e selecionar o %W
icone do sistema WinPREP for JANUS® (figura ao lado). e
IENUSE

3. Seguir as instrugoes para a realizagao das etapas de inicializacao do robé (este procedimento
podera levar alguns minutos):

Para a realizacao da etapa de inicializagao do rob6, clicar no icone Initialize (seta vermelha), na barra
de ferramentas do sistema WinPrep conforme figura abaixo:

‘il WinPREP®
File Utilities View Window Help \

j 4 Initialize JANUS

New Open

4l
1
41

Obs.: Esse procedimento podera levar alguns minutos.

X
4. Selecionar o icone do sistema JANUS® Application Assistant (Figura ao lado).. %}m
Enplicatom

JHESEEEng
5. Remocéao de bolhas e lavagem do sistema (Flush and wash Tips).
Selecionar a opcao Select > FlushSysLiq > Run > Start, conforme figuras abaixo:

UL 3 Place 2 4.Run 5. Cleanup A, Maintain

&/ 5.Ceanup A Maintain

ATENCAO: Repetir o procedimento 5 até que nao se observem mais bolhas de ar nas
mangueiras do equipamento.




Tubos primarios (doadores)

Os tubos primarios devem ser carregados somente nas
estantes que foram destinadas para este uso. Recomendamos
que as estantes sejam separadas em 4 grupos de 10 estantes
cada. Identificar os grupos por letras: A, B, C, D e numerar
as estantes de 1 a 10. As estantes de 1 a 9 serao carregadas
com tubos que sofrerao o pooling, enquanto as estantes com
o numero 10 serao carregadas somente em rotinas que terao
abertura de pooling.

Verificar se os tubos primarios (EDTA com gel centrifugado)
contém volume suficiente (minimo de 1 mL) para a analise
e apresentam coagulos. Recomenda-se que a amostra nao
seja processada se a mesma apresentar vestigio de coagulo
ou volume insuficiente.

Retirar as tampas e colocar todos os tubos primarios que serao
processados (ja etiquetados) nas estantes do equipamento,
de forma a deixar as etiquetas de cédigos de barras voltadas
para a janela de leitura.

Tubos primaérios (doadores), encaixados
corretamente na estante do equipamento Janus®

ATENGCAO: Os tubos primarios e secundarios devem estar bem encaixados nas
respectivas estantes, para evitar colisoes com o brago robotico.

Tubos secundarios

Os tubos secundarios devem ser carregados somente nas
estantes que estiverem identificadas com as letras “TS”.
Assim como nas estantes destinadas aos tubos primarios, as
estantes para tubos secundarios também estdao numeradas
(TS1 e TS2, com as letras A, B, C e D).

O servico de Hemoterapia deve gerar etiquetas com cédigos
de barras suficientes para os tubos secundarios (pool de seis
amostras) e etiqueta-los na vertical, imediatamente acima da
marcacao de 2 mL do tubo (foto abaixo).

Tubos secundarios, encaixados corretamente
na estante do equipamento MDX.




6. No sistema JANUS® Application Assistant, clique sobre a
Select > Pooling de Amostras > Run > Start, conforme figuras abaixo:

¥ JANUS® Application Assistant

[ ——

PROTOCOL: Pooling de Amostras
PerkinElmer

b -

" 775 1 Select { gy 2. Gather @ 3. Place ‘E 4. Run & 5-Cleanup a\ Maintain

Select Protocol

Protocol Name Last Run Date
Pooling de Amostras 25/5/2011 07:36:13
Reacao de PCR 25/5/2011 10:42:35
Consolidacao de Dados 24/5/2011 18:39:37
FlushSysLiq 25/5/2011 07:23:59
'Al'mr Questions

\ J

7. Colocar as caixas de ponteiras no local indicado pelo sistema.
8. Clicar com o mouse em Disposable Tips1, de modo que fique selecionado.

g JANUS® Application Assistant
[ R

PerkinElmer

A rrOTOCOL: Pooling de Amostras

+ 5-Cleanup q\ Maintain

-~
( Pause ] ( Abort J Started 3:43 PM Estimated Completion 4:48 PM

Status

Reset Tip Boxes |[ yerify Labware Location

Name Labware

Procedure Name
Initial User Query (1 of 1)

Disposable TipsL  175ul Conductive Filter  Left Deck [A1] L Flush/Wash

RoboRack Tips 2. Load Bar Code Cassette Loop

Disposable Tips2 175ul Conductive Filter Left Deck [C1]

VTS || f—TO—

+ SetUp

7

Previous Step Next Step

9. Clicar em Fill.




10. Repetir os procedimentos 8 e 9 para as Disposables Tips 2 a 7.

11. Clicar em OK.
12. A janela abaixo abrira automaticamente.
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13. Escolher o Modo de Carregamento, de acordo com
a rotina: “Teste com novas amostras” para rotinas com
pooling de amostras ou “Ensaio de Amostras Simples” para
rotinas completas com 92 amostras em single.

14. Inserir no campo Numero de Amostras Primarias o
numero de tubos primarios que sofrerao o pooling (maximo
de 552 e minimo de 312 amostras).

15. Caso tenha amostras para abertura de pooling, inserir
a quantidade de tubos no campo Numero de Amostras
Possiveis Positivas (nenhuma ou maximo de 48 amostras).
Para a opcao de “Ensaio de Amostras Simples” inserir 92
amostras.

VWodo de L ave)wrsrds

Tads O MR T

| Hamero de amostraz primanas [0-552]

1] W

Mimero de amostras pozsiveis pozitivas [0-48)

1] W

16. Clicar no botdo Mapa de Amostra. Mapa de Amostras

17. O mapa da mesa de trabalho sera preenchido de acordo com o quantitativo de tubos inseridos

nos passos 13 a 15.
18. Clicar em Proximo.

19. Colocar os tubos secundarios nas estantes identificadas com TS, de forma a deixar as etiquetas

de cddigos de barras voltadas para a janela de leitura.

ATENCAO: Com os quatro conjuntos de estantes primarias e secundarias (A, B, C e D)
o operador pode carregar 552 tubos primarios (4 x 138) e 92 tubos secundarios (4 x 23).

-9-



20. Colocar as estantes com os tubos primarios no equipamento com a etiqueta da estante voltada
para o operador.

21. Retirar a Particula calibradora do Médulo de Controle do freezer -70 °C, esperar que descongele
completamente.

22. Homogeneizar a Particula Calibradora utilizando uma pipeta automética de 1000 uL (nao fornecida),
de forma a evitar a formacao de bolhas, e colocar no respectivo suporte do equipamento JANUS®
(foto abaixo).

Tubos da particula calibradora, colocados
corretamente na estante do equipamento Janus®.

ATEN(;AO E importante que apos a
homogeneizagao da Particula Calibradora,
o operador certifique-se de que nao ha
bolhas dentro do tubo.

23. Carregar o equipamento com os tubos primarios e secundarios previamente carregados nas
estantes.

24. Apos o término da primeira etapa de preparo de pools de seis amostras, retirar as estantes
contendo os tubos primarios (A) e carregar o equipamento com as estantes (B). Retirar as estantes
contendo os tubos secundarios TS1A e TS2A e carregar o equipamento com as estantes TS1B e
TS2B. Clicar em Préximo.

25. Apds o término desta atividade, substituir as estantes conforme descrito acima seguindo o
sequencial C e posteriormente as racks com a letra D.

26. Ao término do programa, aparecera uma mensagem com o ID da rotina conforme exemplo abaixo:

rAhuln.'a(jo de Execugio de banco d;-aml_“ “—\

| Registro no banco de dados gerado com sucesso para © dataset
163 07072014 _PAT.

27. Recomenda-se anotar a parte o nimero da ID gerada no pooling. O nimero de ID esta na janela
mencionada no item 26 e refere-se a numeracao que antecede a data da rotina.

28. Ao fim do procedimento pressionar OK.

11.2 - Procedimento de Extracao de RNA - Equipamento MDx
1. Ligar o computador do equipamento de extracao — MDx.

2. Ligar o equipamento de extragao MDx. Ele Vew Exscuts [Tools Envionment Help
— ,7_ Init Reinitialize Robot
o= QlAZ

3. Clicar no icone do software QIAsoftMDx H Y’i Elush System...

+, Flush Dispenser...

QIAsafkMDy

. s . Start ¥, P .
4. Inserir o nome do usuério e a senha. oy
Release Reagent Rotor
Open LabHand...

Close LabHand...

Lock Cover

5. Clicar na opgao Tools da barra de ferramentas. Selecionar
Reinitialize Robot.

Unlock Cover

Move To Home

Move frm to,.. »

-10 -



6. Preencher os galées de System Liquid
com agua destilada (galao abaixo do
equipamento e garrafa no carrossel de
reagentes). Ao término deste procedimento,
selecione Flush System.

FLUSH SYSTEM: Parameters

Select Probe to flush;
o

T . |

Select Purp Type: |Wash Pump

L) L<]

Amourt of Liquid [ml]: |30

Airgap after Flush [pl] |EI

[ gk User ta Flush Again [

7. Clicar em OK;

0K

Cancel

Help

ol

8. Ao término deste, selecionar Flush Dispenser (figura acima).

FLUSH DISPENSER: Parameters

Flush %olume: (€] [rnl] ol

e ; Canicel |
The recommended minimal volume is; 30 ml

Mate: The Fluzh Yolume is the exact amount of
liguid uzed. It doez not depend on the number of

channelz of the dizpenze head. Help |

9. Clicar em OK;

10. Seguir as instrucoes para a realizagao das etapas de manutencao diéria;

11. Clicar em Run; L"'
RUH

12. Preparar o equipamento MDx, seguindo as instrugoes do software QlAsoft MDX, protocolo QIAmp

One for all BioM MDx cV98 para preparo dos reagentes e da mesa de trabalho;

Preparo de reagentes:

REAGENTE PROCEDIMENTO

Adicionar 110 mL de etanol (96 %) a uma garrafa contendo 83

'[gr\}ﬁapaeomd? mL de tampao de Lavagem 1. Sinalizar na garrafa que o etanol foi
9 adicionado. Descartar apds o uso.
Tampao de Adicionar 160 mL de etanol (96 %) a uma garrafa contendo 68 mL
Lavap em 2 de Tampao de Lavagem 2. Sinalizar na garrafa que o etanol foi
9 adicionado. Descartar apds 0 uso.
Adicionar 350 mL de etanol (96 %) ao respectivo frasco e acrescentar
Etanol 1:1000 de tampao de lavagem 2, ja reconstituido (ex.: para 350 mL de
etanol, acrescentar 350 uL de tampao de lavagem 2). O etanol devera
ser substituido totalmente a cada rotina.
Adicionar 6 mL de solvente de protease ao frasco contendo a
Protease protease liofilizada. Misturar por inversao, até dissolver, evitando a

formacao de bolhas.

Carreador de RNA  Reconstituir o carreador de RNA com 450 uL de tampéo de eluicao.

Tampao de Lise 130554 de'Lise. Misturar suavemente

Retirar 230 uL do carreador (reconstituido) e adiciona-lo ao frasco de

-11 -




13. Pouco antes de terminar etapa de pool (+ 15 minutos) retirar os Controles AB e CR do freezer, e
esperar que descongelem completamente a temperatura ambiente.
11.3 - Preparo dos Controles e Amostras

1. Retirar as tampas de quatro tubos secundarios novos (de 15 mL), etiqueta-los e coloca-los nas
posicoes 1 a 4 da estante 1 do equipamento MDx (figura abaixo).

Legenda:

- @ Controles AB (Posicao 1 e 2)

- @ Controles CR (Posicao 3 e 4)

- O Amostras dos doadores (Demais posicoes)

MODULOS DE AMPLIFICACAO

CONTROLES HIV/HCV HBV
CONTROLE AB Negativo Negativo
CONTROLE CR Positivo Positivo

2. Utilizando uma pipeta automatica de 1000 uL (calibrada), homogeneizar e adicionar 600 uL do
controle AB nos tubos das posicoes 1 e 2 e 600 uL do controle CR nos tubos das posicoes 3 e 4.

OBS.: Caso o controle AB apresente fibrina, centrifugar o tubo em micro centrifuga a 5000 rpm
por 1 minuto a 4 °C;

3. Retirar os tubos secundérios gerados pelo equipamento JANUS® e colocé-los a partir da posicao
5 da estante 1, no suporte de tubos do equipamento MDx. Colocar os demais tubos nas estantes
subsequentes do MDx até completarem os 92 tubos secundarios. No final, as 12 estantes estarao
completas

4. Aproximadamente 1h e 30 minutos apds o inicio da extragéo, o equipamento MDx solicitara a
intervencao do usuério para verificagao visual da presenca de coagulo nos pogos:

* Retirar a placa de vacuo do equipamento e verificar se ha algum pogo com coagulo: Se houver
clicar em SIM (na tela aberta no computador), e logo em seguida identificar o(s) pogo(s), para que
os pools correspondentes sejam reprocessados. Se nao houver, clicar em NAO;

* Recolocar a placa de vacuo na posicao e continue o procedimento.

* Apés o término da extracgao, retirar a placa de eluicao (RNA/DNA) do equipamento e coloca-la no
freezer de -80 °C a -60 °C.

OBS.: O tempo de congelamento da placa de eluicao é de 20 minutos a 48 horas.

* Proceda com a limpeza do equipamento MDx conforme indicagao do software QIAsoft.

ATENCAO: Qualquer problema que ocorra no MDx, que interrompa o protocolo antes
da conclusao da extracao, a rotina devera ser reiniciada do pooling.
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11.4 - Procedimento de Amplificagao - Equipamentos JANUS® e ABI 7500 RealTime PCR System
Preparar o JANUS® para a realizacao da reacao de PCR.

1. Ligar o Inheco (bloco refrigerado) do equipamento JANUS® e aguardar que chegue até a temperatura
de trabalho (6 °C = 2 °C).

2. Retirar do freezer o médulo de amplificagao HIV/HCV ou HBV e descongelar todos os insumos no
Inheco.

A. 02 frascos de iniciadores HIV/HCV ou HBV
B. 02 frascos de Sondas HIV/HCV ou HBV

C. 02 frascos de enzima RT

D. 02 frascos de Mistura de PCR

E. 02 frascos Agua DEPC ou RNAse Free

OBS: Apés o descongelamento dos insumos, centrifugar os tubos em micro centrifuga a
5000 rpm por 12 = 3 segundos a 4 °C.

3. Apds os 20 minutos da etapa de congelamento, retirar a placa de eluicao do freezer -80 °C a
-60 °C e colocé-la para descongelar no JANUS® (local indicado pelo sistema).

ATENQAO: ao colocar a placa 6ptica e a placa de eluicao no equipamento JANUS®!
Ambas tém que estar com o poco Al posicionado no canto superior esquerdo.

OBS.: O tempo de descongelamento da placa de eluicao é de aproximadamente 25 minutos a
temperatura ambiente (entre 15 °C e 25 °C). Deve-se observar o descongelamento total da placa.

4. Carregar o equipamento com os reagentes necessarios,

citados no item 2, para a realizacao da reagao de PCR O O O O O Q
(este quantitativo é suficiente para a realizagao da reacao

de PCR para 96 testes: 92 pools + 02 controles AB + 2

S, OOOOO0
Esquema da distribuicao dos reagentes da @ . . Q @
Mistura de PCR no Inheco.

5. Colocar o tubo vazio de 5 mL para a reagao de Mistura de PCR no equipamento JANUS®.

6. No sistema JANUS® Application Assistant, clique sobre a Select > Reacao de PCR_HIV_HCV ou
Reacao de PCR_HBV > Run > Start, conforme figuras abaixo:

27 JANUS® Apphicstion Assistant =]
E

Reacao de PCR HBV

Consolidacao dos dades

Next Step
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7. Ler o cédigo de barras contido na
etiqueta do médulo de amplificacao eSS Y Y s
do HIV/HCV ou HBV, de acordo com - — - —_

o protocolo selecionado.

Answer Questions s

Verificacao do codigo de barras do KIT _gus 1 /3
Coomo oo Barmas 00 Kt 3e AMPINCICIO HIV HCY

PROTOCOL: Reacao de PCR_HBV

#=5 1. Select ﬂ__m_ 2. Gather “2 3. Place & 4 +_ 5. Cleanup K Maintain

Verificacao do codigo de barras do KIT  wowp 1ol ‘

Codigo de Barmas 60 KR de AMPIFKaca0 HBY.

8. Apareceré a tela abaixo na qual LS VTR

deve ser inserido o cédigo de = 1Select gy 2.Gather B 3 place m“{'s.cleanup A Maintain
barras da placa optica com o leitor
manual do equipamento JANUS®.
Selecionar OK.

Status Progress

@ Labware Change Request
Labware: 96 well deep well (QIAGEN)
o 4 1. Deck Layout
Position: ~Right Dack [G7]
Name:  Qiagen RNA © 1. Deck Layout 1
New [D: Qiagen RNA_00L 1. Build Plate Worklist

e E—

3. Water (x Use Well Map )
4. Water (if whole plate) ( x Use Well Map )

5. Primers

J \G.Primers (if whole plate)

Previous Step. Next Step

9. Colocar a placa 6ptica no local indicado no JANUS® (foto abaixo)

AL 2L 20 2L 2L L 2L L L L
' S L L L L B
- U B

. L

0_ '.'._._._._..
S8 es e

Se s 8w

....‘....

-14 -




10. Na préxima tela, deve ser inserido — ot: Reacao de PCR
o coédigo de barras da placa de , 2.Gather 88 3 place

eluicao com o leitor manual do
Status

JANUS®. Selecionar OK.

0 Labware Change Request
Labware: 96 well deep well (QIAGEN)
Position:  Right Deck [G7]

Mame:  Qiagen ANA

“ 1.Deck Layout
“ L Deck Layout_L

NewlD:  Qiagen ANA_DOL

1. Build Plate Workist
2. Flush/Wash
3. Water (x Use Well Map )
4. wiater (if whole plate) ( x Use well Map )

5. Primers.

6 Primers {if whole plate)

— oo

11. Na préxima tela, confirmar [ ROTOCOL: Reacao de PCR
a temperatura do Inheco (bloco ; m 2 Gother B 3pace ST o 5 Cloamip Gy Maintain

refrigerado) clicar em OK. —wm ——
Status

Procedure Name

pApE -

Set the Inheco 1o & degrees C. L. Deck Layout (L of 1)
Place the mastermix component tubet in the correct locations in the Inheco device. s 1. Deck Layout_1
1. Build Flate Workdist
E 2, Flush/wash

3, Water ( x Use Well Map }

4, Water (if whole plate) (x Use well Map )

5. Primers

6. Primers (4 whala plata!

12. Posicionar o tubo de 5 mL no A PROTOCOL: Reacao de PCR _
suporte para tubos, canto inferior ; Tan 2Gather 8 3.piace WS TR, S Cleanup O Maintain

direito e clicar em OK:
Status

Procedure Name a

1. Deck Layout 1
& i Initial User Query (1 of 1)
Place the test tubes in the proper location in the test tube rack. 1. Deck Layout
Place the ABI PCR plate in the proepr location on the JANUS deck. 1. Deck Layout_1 (1 of 1) d

1. Build Plate Worklist
3. Water (x Use Well Map )

4. Water (if whole plate) (x Use Well Map )




13. Colocar a caixa de ponteiras na  [LiSS I NEEER =T

-

posi(;éo indicada pelo Sistema " 1select gy 2.Gather EB 3 piace > 4.Ru 7 5.Cleanup 2 Maintain

s il s G S
r ~

Previous Step l Next Step l

14. Clicar com o mouse em Disposable Tips 8, de modo que fique selecionado.
15. Clicar em Fill.

16. Repetir os procedimentos 14 e 15 para a Disposable Tips 9.

17. Clicar em OK.

18. Ap6s a mistura de PCR ser transferida para a Placa Optica, o sistema do JANUS® solicitara a
Placa de Eluicao.

19. Retirar a tampa a Placa de Eluigao localizada no equipamento JANUS®. Verificar se o material
eluido esta completamente descongelado. Clicar em OK.

ATENCAO: ao colocar a placa optica e a placa de eluicido no equipamento JANUS®!
Ambas tém que estar com o poc¢o A1 posicionado no canto superior esquerdo.

20. Caso seja a primeira PCR setup, retirar os insumos do médulo complementar (HIV/HCV ou HBV).

21. Ap6s o JANUS® transferir os acidos nucleicos da placa de eluicao para a placa 6tica, vedar esta
placa com o selo adesivo 6ptico, com o auxilio da espatula (ABI).

Ao término da transferéncia dos acidos nucleicos, armazenar a placa de eluicao de 2 °Ca 8 °C (+ 2 °C),
até a pipetagem do acido nucleico com o outro médulo.

ATENCAO: E obrigatéria a realizacdo da etapa de PCR setup para os dois médulos (HIV/
HCV e HBV).

11.5 - Amplificacao e Deteccao

1. Ligar o computador do equipamento de PCR em tempo real ABI 7500.
2. Ligar o equipamento ABI 7500.

3. Clicar no icone 7500 System Software (abaixo).

LI

-16 -



4. Entrar com o Login NAT. Clicar em OK.

5. Apés a inicializacao do software, clicar no icone Template (abaixo). Na janela que abrira, selecionar
o arquivo NAT HIV_HCV ou NAT HBV (dependendo do médulo utilizado).

r

Template

6. Abrira a janela abaixo. No
campo Experiment Name,
substituir a palavra Untitled
pelo cédigo de barras da
placa optica (utilizando o
leitor manual de cédigo de
barras do equipamento ABI
7500).

7. Clicar no icone Save.

8. Selecionar Desktop
(circulo vermelho).

®open x|

Loaokin:

| @oEE

Iﬁ templates

& L R

§) 7500 Software v2.0.6

File name: | [

Files oftype: IExperiment Document Template files (* edfy

File Edft Instrument Analysis Tools Help

[i] NewExperiment - (5 Open. [g Save - L3 Close &3 Export. - 3 PrintReport.

Experi Menu «

E; L - Untitled

p
Experiment Properties

@ Enieran experiment name, select ihe insirument iype, select ihe type of experiment lo set up, then select materials and methods forthe PCR reacliens and instrument run.

How do you want to identify this experiment?
[untitied >

Type: Standard Curve Reagents: TagMan® Reagents

* Experiment Nai

Barcode (Optionaly. [

User Name (Optional): [

Comments (Optionaly I

Which instrument are you using to run the experiment?

Analysis

I wwrwen )

Setup, run, and anatyze an experiment using a d- or S-color, 96-well system.

What type of experiment do you want to set up?

[ + Quantitation - Standard Curve ] [

[ ~ 7500 (98 Wells)

Quantitation - Relative Standard Curve I [ Quantitation - Comparative CT (AACT)

[ Mett Curve ] [ Genotyping ] [ Presence/ansence

Use stangarts ta determine the absolute quantty of target nuelele acid sequence in samples.

= Save -

Save in: @' Desktop 2 |§B
o
_ ) My Documents

L&b | j My Computer

MyRecent | &3 Wy Network Places
\'D NAT

My Computer

g File name: | Untitled.eds | [ Save |
My Network | .

Places Files of type: |ExperimentDocument Single files (*.eds) "| | Cancel |




D Selecionar a pasta NAT

HIV_HCV ou pasta HBV ==
(dependendo do médulo i v 2oBsE

utilizado). L;b

My Documents

58

My Computer

£ 3|

‘:g File name: | Unlitled eds 1 [Lsave |
Iy Network . ; —
Places Files oftype:  |Experiment Document Single files (*.eds) v | cancel |

10. Clicar em Save.

11. Colocar a placa 6ptica no equipamento de deteccao ABI 7500 Real Time PCR System. Evitar
tocar no fundo da placa. Certificar-se que a posicao Al da placa esté posicionada no canto superior
esquerdo.

12. Clicar no icone Start Run. START RUN

Logo apods clicar no start run, repetir todo o procedimento a partir do item 11.4 (acima)
com o moédulo complementar. Colocar esta placa em outro equipamento de PCR em
tempo real e realizar as etapas de analise, ao fim de cada corrida

13. Apds o fim da corrida, clicar no icone Analyse e depois em Save.

®| 7500 Software v2.0.3

File Edit Instrument_ Analysis Tools He__lp

14. Clicar no icone Export.

7] Mew Experiment » 5 Open.. |[=4 Save - 3§ Close Sam Export.. | &4 Print Report..

O

. Export... |
Experiment Menu < ‘ Experiment: Untitl 1 =ord o ronera v

15. Abriré a janela abaixo. Selecionar somente a opgao Results (circulo vermelho) e alterar a opgao:
File type para *.txt (circulo verde).

16. No item Export File Name, () St o s oot slectwha o exrion e o e, o papates. Do) CckCusn o ochange e et @
retirar data do final do cédigo sk el bl l"“:/ .
da placa, de maneira que fique [Exwort Properties | Oustowize Bpop o

somente o c4digo de barras da T - o o 7

placa éptica. B

2, Selecionafila o separaz ks One Fils v SR DO Al tite N aN8 T OF (N SE0EFAN TAS [ SaTN ald TDe.
. Enter exporifle propartes

Esport Flla Nama: AQ0ISASL FlaTypf: D) o) + |

ExporiFlla Locaton: | CMARpEed Biogslamsi7 S00kaperimeants Browse. !

[ opantilais) whan xport is compless




17. Clicar em Start Export. | Start Export

18. Clicar em Close Export Tool.
19. Fechar o software.

11.6 - Procedimento do Processamento de dados e Resultados

Este procedimento é realizado no computador do equipamento JANUS®, utilizando o sistema JANUS®

Application Assistant.

1. No sistema JANUS® Application Assistant, clicar sobre a
Select > Consolidacao de Dados > Run > Start, conforme figuras abaixo:

F JhHUSE Applicerian Rsistant

i

il i = pROTOCOL Consolidacao de Dados

"= 1. Select gy 2.Gather =L 3.Place L 4.Run . 5. Cleanup
Select Protocol
Protocal Mame Dewriptian Lant Bun Bratn
Powsling e Amastras LA/E0LE 14AELE
Reacas de PCR 14GO052 183643

TAEE0LE LR

FlussGyshia

2. Abrira a janela abaixo onde se deve clicar em OK.

JRHLIS® Rp plication Ao am

' > A PROTOCOL Consolidacao de Dadas

PrrkinEimar

e T iy 'm —
= 1.Select |.d.I.LLL 2. Gather d‘__l.l. 3. Place _: . e _‘.._.' 5. Cleanup K Maintain

Rawat Tip Bawes | yinty Lawace Location

L Wnite Samgle Tracking Rapen
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3. A tela seguinte aparecera.

4. Selecionar Novos Relatérios e clicar na(s) rotina(s) que deseja consolidar os dados:

Gerar Relatdrio

Relstdnos & gerar

Novos Relatdnos

208_04012012_13_SV_HIV_HCV
208_04012012_13_SV _HBV

“

Exemplo: 208 04012012_13 SV _HIV_HCV e/ou 208 04012012_13_SV_HBV

5. Clicar em Gerar.

6. Quando o software tiver finalizado o processo, clicar em Fechar conforme tela abaixo.

Relaténos » gerw

[.llllIIII'IIIIIIIIIIIIlII.lIl.IIiIlII

v

O Processo de consolidagao dos dados foi finalizado!
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11.7- Procedimento para gerar o laudo de resultados no software NAT

1. Clicar no icone localizado no desktop do computador do JANUS®.

Tela 01: Acesso ao software

"y Login de acesso ®

e —

POLITICA NADIONAL DE | w
SANGLIE F HEMDDERIVADGS |
2. Digitar o login e a senha do usuario.

3. Clicar em OK.

4. Os procedimentos e as diretrizes para a geragao dos laudos das rotinas NAT estao estabelecidos
no DI de “UTILIZACAO DO SISTEMA NAT” no tépico “Geracao de laudo”.

11.8 - Interpretacao dos Resultados

DETECCAO PROCEDIMENTO

Amostra Nao Detectavel

e particula Calibradora OK Liberar o resultado da (s) amostra (s).

Repetir amostra (s) em pool ou single na proxima
rotina. Sg conflr_mar o resultado, acionar a
assisténcia técnica de BM relatando o fato.

Amostra Nao Detectavel
e particula calibradora nao ok

Amostra Detectavel Se em pool, repetir amostras em single na préxima
e particula calibradora OK rotina. Se em single, liberar o(s) resultado(s).
Amostra Detectavel Se em pool, repetir amostras em single na proxima
e particula calibradora nao ok rotina. Se em single, liberar o (s) resultado (s).

Controle AB com resultado Positivo
para pelo menos um dos alvos nas
duas replicatas

Possivel contaminag&o. _ _
Desconsiderar o resultado e repetir toda a rotina.

Controle CR com resultado ndo OK
para pelo menos um dos alvos nas
duas replicatas

Perda de amostra
Desconsiderar o resultado e repetir toda a rotina.
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Importante
Ao término de cada rotina realizar a limpeza conforme descrito abaixo:

EQUIPAMENTO LIMPEZA

Limpar a mesa de trabalho com etanol 70 %.

MDx As pecas deverao ser lavadas com detergente
amoOnia quaternaria 50 % (1:600), conforme
instrucao do software.

JANUS® Limpar a mesa de trabalho com etanol 70 %.

ABI 7500 Real Time PCR System Descartar a placa de reacao.

12 - INTERFERENTES

Nao foram observadas interferéncias no resultado do teste na presenca de EDTA, bilirrubina, lipideos
e hemoglobina nas amostras.

Foram feitas analises de amostras positivas para doenca de Chagas, Sifilis, HTLV, Zika virus,
Chikungunya e Dengue e nao houve reacao cruzada para estes virus.

Nao utilizar amostras coletadas em heparina devido a inibicao da reacao de PCR.

13 - CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

13.1 - A sensibilidade clinica ou analitica

e que os limites de sensibilidade do produto, considerando a testagem de painéis internacionais de
referéncia NIBSC, seriam de 85 cépias/mL* (142 Ul/mL) para HIV e de 60 Ul/mL para HCV, sendo
detectadas 8 replicatas das referidas diluicoes. Para o HBV, foi utilizado o painel internacional PHM
936, onde a aliquota 7 (carga viral de 8,70E+03) foi diluida até 2,5 Ul/mL, sendo detectadas 8
replicatas até 10 UI/mL.

A andlise Probit (SPSS Statistics 20.0), considerando taxa de 95% de positividade e intervalo de
confianga de 95% (IC 95%), apresentou sensibilidade estimada em 72,5 cépias/mL* (121 Ul/mL)
para HIV, e 81,3 Ul/mL para HCV e 6,2 Ul/mL para HBV.

O teste é capaz de detectar amostras com concentracao de 100 cépias/mL de HIV, 100 dI/mL de
HCV e 50 UI/mL de HBV, em cada testagem.

O kit NAT HIV/HCV/HBV Bio-Manguinhos é capaz de detectar amostra, com a taxa de 95% de
positividade e IC 95%, cerca de 600 cépias/mL de HIV, 600 Ul/mL de HCV e 300 dl/mL de HBV,
quando processadas em pool de 6 amostras.

*Uma copia de RNA do HIV-1 é equivalente a 1,67 UI, com base no 1.° padréao internacional da OMS
para o RNA do HIV-1 para técnicas baseadas no acido nucleico (nat) (NIBSC 97/656).

14 - RISCOS

A Particula Calibradora e os Controles AB e CR nao possuem capacidade replicativa in vivo e, portanto,
sao biosseguros (nao infecciosos).

Este kit contém produtos quimicos, podendo representar uma fonte de risco. Ao manusear qualquer
um dos reagentes observe as precaugoes necessarias. A qualidade dos resultados obtidos depende
do cumprimento as boas préticas de laboratério tais como:

* O teste deve ser usado somente para monitoramento in vitro e USO PROFISSIONAL, de acordo
com as instrugdes fornecidas no Kkit;
* Os reagentes contém agentes irritantes e devem ser manipuladas com cuidado.

Observar as recomendacoes em relacao as medidas de seguranca dos reagentes;
-22 -



* Tampao de Lise e Tampao de Lavagem 1 contém cloridrato de guanidina, que pode formar
compostos reativos quando combinado com hipoclorito de sédio, é perigoso e irritante se ingerido
ou em contato com olhos e pele;

* Protease contém subtilisina: sensibilizante, irritante se inalado (prejudicial para o sistema respiratério
e para a pele), também acarretara risco quando em contato com os olhos;

* (tilizar equipamento de protecao individual (EPI) tais como luvas descartaveis (sem talco) e jaleco
em todas as etapas do teste;

* Apds o uso, desprezar ponteiras, tubos, placas, reagentes, insumos/produtos bem como os itens
consumiveis (tubos de coleta e secundarios, entre outros) no descarte de risco biologico;

* Os tubos com as amostras deverao ser descartados de acordo com os procedimentos de cada
Hemocentro e encaminhados para um local apropriado para descarte de residuos bioldgicos;

* Desprezar a placa Optica apés a amplificagao e deteccao em descarte nao reciclavel;

* Todas as sobras de reagentes deverao ser descartadas apds a utilizagao de cada médulo do kit, de
acordo com os procedimentos de cada Hemocentro;

* Nao usar reagentes com a validade vencida;
* Nunca misturar componentes de lotes diferentes.

15 - REQUISITOS DE INSTALAGOES / QUALIFICAGOES DO USUARIO DO PRODUTO

« E importante que somente a equipe técnica capacitada para processar o Kit NAT HIV/HCV/HBV
Bio-Manguinhos e outros colaboradores autorizados pela chefia do laboratério tenham acesso a
sala de testes, evitando, assim, possiveis riscos de contaminagao de amostra/rotina e a manipulagao
equivocada dos equipamentos;

* E imprescindivel que a sala onde o teste é realizado esteja completamente livre de caixas, sacos
plasticos e qualquer outro material que possa acumular poeira e sujeira;

* Recomendamos que nao sejam colados papéis nas paredes e bancadas. Neste sentido, deve-se
manter o menor volume possivel de papéis no interior do laboratério;

* Os materiais como insumos ou acessoérios devem ser guardados no interior de armarios, quando
possivel, ou estocados fora do laboratério;

* Alimpeza de superficies, bancadas e equipamentos deve ser realizada antes e depois de cada rotina
de processamento de amostras;

* O lixo deve ser recolhido diariamente.

16 - DESCARTE DO PRODUTO

Os residuos gerados pelos equipamentos devem ser descartados de acordo com as normas de
biosseguranca de cada servico de hemoterapia integrante da rede NAT.

17 - DATA DA EMISSAO DA ULTIMA INSTRUCAO DE USO
05/08/2019

Aprovacéo da Arte: maio| 2020 Arte: BM-BUL-110-03-R DI 12070 REV. 01 Texto: MI_NAT_HIV HCV HBV_010_CR
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