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1. NOME COMERCIAL
KIT MOLECULAR SARS-CoV-2 (E/RP) - Bio-Manguinhos

2. FINALIDADE E MODO DE USO DO PRODUTO

O Kit Molecular SARS-CoV-2 (E/RP) - Bio-Manguinhos, se baseia na tecnologia de PCR em
tempo Real e é indicado para o processamento de amostras clinicas, previamente submetidas
a etapa de extracao de acidos nucleicos. O produto foi desenvolvido para ser realizado em
ensaio duplex da transcricao reversa, amplificacao, deteccao e diferenciacao do material
genético (RNA viral) do Coronavirus.

O Kit Molecular SARS-CoV-2 (E/RP) - Bio-Manguinhos se destina ao diagnéstico e vigilancia
epidemiolégica do Coronavirus.

Produto destinado para uso em diagnéstico in vitro.

3. CONDICOES DE ARMAZENAMENTO, TRANSPORTE E MANUSEIO
Conjunto de Reagentes: -30 °C a -10 °C.

Obs.: Todos os reagentes deverao ser armazenados nas temperaturas indicadas no rétulo
externo, desde o ato do recebimento até a utilizacao do conjunto.

4. PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO DO TESTE

A metodologia para detecgcao molecular do virus SARS-CoV-2 tem como base a plataforma
PCR em tempo real.

O fluxo metodolégico segue abaixo:

(a) etapa prévia de extracao de acido nucléico da amostra biolbgica
(b) amplificacao do acido nucléico;

(c) deteccao do acido nucleico por RT-PCR em tempo real.



ESQUEMA DO TESTE:

AMOSTRA

BIOLOGICA EXTRACAO |——p| AmpLIFicacA0 | 3| DETECCAO

KIT MOLECULAR SARS-CoV-2 (E/RP)
- BIO-MANGUINHOS

Manual: Vide Manual de Instrucdes do fabricante do Kit de Extracao.

ETAPA DE EXTRACAO
Opcoes

Nota: Se os controles e as amostras extraidas (RNA) nao forem amplificados imediatamente
apo0s a extracao, deverao ser armazenados de -30°C a -10°C por no maximo 15 dias. Apds
esse periodo os mesmos devem ser descartados

ETAPA DE AMPLIFICACAO E DETECCAO

As sequéncias de iniciadores e sondas do Kit Molecular SARS-CoV-2 (E/RP) Bio-Manguinhos
sao do Protocolo de Berlim (Corman VM et al, 2020).

A transcricao reversa do RNA em cDNA antecede a amplificacdao. A metodologia de
amplificacado especifica do alvo com sondas marcadas com fluorescéncia é usada para
determinar a presenca de SARS-COV-2 e de RNAse P. O equipamento utilizado na etapa de
amplificacao e de deteccao é o 7500 Real Time PCR System.

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

Amostras de aspirado de nasofaringe e/ou de swab triplo combinado. Outras amostras podem
ser utilizadas de acordo com recomendacdes médicas ou do laboratério/usuario, visando a
potencial deteccao de material genético do Coronavirus.

6. DESCRICAO DO PRODUTO

6.1 Relacao dos componentes fornecidos com o produto

CONJUNTO DE REAGENTES COMPONENTES VOLUME (uL)
Controle Negativo 1 frasco com 50 uL
CONTROLES
Controle Positivo 1 frasco com 50 uL
Mistura de PCR 1 frasco com 500 uL
AMPLIFICACAO ROX 1 frasco com 15 uL
MIX E/RP 2 frascos com 380 uL

6.2 Materiais necessarios nao fornecidos

¢ Kit de extracao de acido nucléico

e Acessoérios para automacao das etapas de extracao e de preparo da Mistura de RT-PCR.
¢ Luva descartavel sem talco

e Sacos de descarte de lixo biolégico

® Microcentrifuga

¢ Ponteiras para uso unico, com filtro e estéreis, de 20 pyL, 100 pL, 200 pL e 1000 pL

¢ Placa 6ptica de 96 reacoes.



7. VERSAO DO SOFTWARE BIOLAUDOS
A partir da versao 2.0.0

8. ESTABILIDADE EM USO DO PRODUTO E CONDICOES DE ARMAZENAMENTO
Conjunto de Reagentes: -30 °C a -10 °C.

Obs.: Todos os reagentes deverao ser armazenados nas temperaturas indicadas no rétulo
externo, desde o ato do recebimento até a utilizacao do conjunto.

Nao sao de responsabilidade do fabricante:

* Insumos armazenados fora da temperatura especificada;
¢ Os procedimentos da etapa de extracao;
e Ocorréncia de contaminacgao ambiental (amplicon);

Todas as sobras de reagentes deverao ser descartadas apos a utilizacao do kit de acordo
com os procedimentos de cada Laboratério.

9. PROCEDIMENTOS DO ENSAIO

9.1 Procedimento de Amplificacao - Real Time 7500

Retirar do freezer os reagentes descritos abaixo e aguardar o descongelamento, dos mesmos,
a temperatura ambiente;

Antes do preparo da mistura E/RP, centrifugar (spin) os tubos de todos os insumos;
Preparo Manual da mistura de RT-PCR E/RP:

- Identificar um tubo de 1,5 mL; cada um com o respectivo nome da mistura de RT-PCR (E/ RP).
- Adicionar ao tubo o volume de reagentes de acordo com o numero de reacgoes:

Mistura de RT-PCR E/RP

VOLUME (uL)
CONJUNTO DE REAGENTES 1 REAGAO 48 REACOES 96 REACOES
Mistura de PCR 3,75 202,5 393,8
Rox 0,075 4,1 7.9
Mix E/RP 6,18 333,7 648,9

- Homogeneizar a mistura de RT-PCR E/RP com uma pipeta (evitando formacao de bolhas);
- Manter refrigerado até a finalizagcao do preparo de todas as misturas de RT-PCR.

- Distribuir a mistura de RT-PCR E/RP na placa de amplificacéo, de acordo com a sugestéo
de esquema abaixo:

e Adicionar 10 pL da mistura de RT-PCR E/RP nos pocos da placa éptica compreendidos
entre A1 e H6 para meia placa e A1 a H12 para placa cheia.

- Distribuicao do Controle Negativo, do Controle Positivo e das amostras dos pacientes:
e Adicionar 5 pL de Controle Negativo nos pocos G6 para meia placa e G12 para placa
cheia;
¢ Adicionar 5 pL de Controle Positivo nos pogcos H6 para meia placa e H12 para placa cheia;

e Adicionar 5 pL. de amostras de pacientes nos pocos compreendidos entre A1l a F6;/

Mistura PCR E/RP para meia placa e A1 a F12 para placa cheia; ;



- Desenho da placa de amplificacao para meia placa (1x48 reacoes/ o kit fornece insumos
para fazer duas vezes esse desenho de placa de amplificacao) e placa cheia (2x48 reacoes).

Meia
Placa

A

—h

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

9 17 25 33 41
10 18 26 34 42
11 19 27 35 43
12 20 28 36 44
13 21 29 37 45
14 22 30 38 46
15 23 31 39 |CNEG
16 24 32 40 | CPOS
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Placa
Cheia

—h

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89
10 18 26 34 42 50 58 66 74 82 90
11 19 27 35 43 51 59 67 75 83 91
12 20 28 36 44 52 60 68 76 84 92
8 21 29 37 45 53 61 69 77 85 93
14 22 30 38 46 54 62 70 78 86 94
15 23 31 39 47 55 63 71 79 87 | CNEG

H 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 | CPOS
Legenda: CNEG - Controle Negativo | CPOS - Controle Positivo

e Apos a adicao na placa 6ptica da mistura de PCR E/RP, dos controles e das amostras
dos pacientes, utilizar o vortex para homogeneizar as misturas e selar a placa 6ptica com
selo o6ptico.

¢ Centrifugar a placa selada e iniciar a reacao de RT-PCR no equipamento 7500 Real Time
PCR System.
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9.2 Amplificacao e Deteccao

Ligar o computador do equipamento 7500 Real Time PCR System.

Ligar o equipamento 7500 Real Time PCR System.

Centrifugar a placa 6ptica (spin).

Colocar a placa optica no equipamento de deteccao 7500 Real Time PCR System.

Evitar tocar no fundo da placa. Certificar-se de que a posicao Al da placa esta no canto
superior esquerdo; _

Clicar no icone 7500 Software; (21
Apos a inicializagcao do software, clicar no icone Template (abaixo). Templata

Na janela que abrira, selecionar o template SARS_Cov_ERP.edt.




Holding Stage Holding Stage Cycling Stage
Number of Cycles: 40 |3
[] Enable AutoDelta
Starting Cycle: 2 =
950°C 950°C
02:00 100% 00:20
Abrir o arquivo SARS_Cov_ERP.edt e /
salva-lo, antes de iniciar a corrida. e Toges
58,0 °C
50,0°C 00:30
15:.00
00%
ALVO REPORTER QUENCHER
E FAM NFQ
RP VIC N FQ Step 1 Step 1 Step 1 Slep 2
ALVO THRESHOLD BASELINE START BASELINE END
E 0,2 AUTO AUTO
RP 0,15 AUTO AUTO
Nomear a corrida e clicar no icone SAVE; H Save ~ View Plate Layout | View Well Table | _
Select Wells With: - Selectitem -
Clicar no icone Start Run; [N “showinTavle v | GroupBy v |
i ) ) Target Name _
# | Well Om| Sample Name etl
Apbs o fim da corrida, clicar no icone Analyse e clicar na =1 Task
aba View Well Table. Clicar em Group By e selecionar 3 | el
Well Position (column). 3 a1 [ | De
4 B1 [] Flag
5 B1 [ Cr
6 B1 [ 1 ampenc
; g: E Well Position (Row)
9 c1 v | Well Position (Column) |
Para gerar o arquivo .txt, clicar no icone Export. 5 0 ] None _—
%! 7500 Software v2.0.3
File Edit Instument Analysis Tools Help
] New Experiment ~ .5 Open.. (= Save ~ [J Close |.5® Export.. ~| £ PrintReport..
: Export... |
Experiment Menu <« | Experiment: Untit | o i v
B! Ixport Data X

Abrira a janela abaixo. Confirmar se
somente Results estiver selecionado
(circulo vermelho) e colocar o mesmo
nome do arquivo em Export File name e
alterar a opcéao File type para *.txt (circulo
verde). Em Browse (circulo verde)
selecionar area de trabalho/desktop e
selecionar pasta Sars CoV2_txt.

[ Select e tpe of data o export. sekect wheter 19 x50 0% e of 56 then enter export Ale prop: (OFAanaN Cack” Customeze Expert 3 change the eport o)
format 3nd % select fields % export Click *$tar Expert to export your data. y
Export Properties | Customize Export /
[ sampls Setup gmsms )
O3 Raw Data MData
1, S8lsct 33ato Srport
™,
2. Satect ong file of separan: ilks:  One Fie ¥ Sewctio enpom A0 0ot 7 g T O i SEvale 88 f0r 9Ch 0B 1/D8. \
3. Erter export dle propertes:
ExpoctFila Name: | ABDISASL Fils rm\:)
St
ExportFile Locaton | CMooied Biosystams\ 7 S00parments Wowse |
[ Gpandia(s) when export is compiess
[EE |
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Clicar em Start Export. Start Export

Clicar em Close Export Tool.
Fechar o software.
Copiar o arquivo.txt em um CD ou DVD.

10. GERACAO DE LAUDO

10.1 Geracao do Laudo Coletivo (obrigatério)

Clicar no icone do Software Biolaudos;

Fazer o login informando o CPF e a senha;
Clicar em Processar Rotina;

Colocar o nimero do Lote e validade do Lote (campo de preenchimento obrigatério) e clicar
Avancar;

Conferir se o teste é o Kit SARS-CoV-2 (E/RP) e escolher o tipo de material. Clicar em Avancar;

Clicar no icone D e selecionar o arquivo txt referente a rotina a ser processada na area de
trabalho/desktop pasta Sars CoV2;

Processar Rotina

Iol Rotina processada com Sucesso.

Clicar em Processar;

Clicar em Fechar;

Clicar em Consultar Rotina;

Clicar em Consultar;

Clicar duas vezes no icone | | correspondente a rotina a ser analisada;
O laudo estéa disponivel no icone Resultados;

Para preencher o campo de identificacao das amostras, clicar no icone Ler Cdédigos e digitar
ou ler os codigos de barras das amostras seguindo o mapa de aplicacao;

Apos, a identificacao das amostras, ha a possibilidade de importar os dados das amostras
do GAL. Para isso, clicar em Importar do GAL.

Consultar Rotinas
ApOs revisao do laudo, clicar no icone Deseja alterar o status da Analise para Revisada ?
Revisar e clicar em SIM para alterar o Status SIM: Para confirmagdo a revisdo da Analise.
para revisada; MNAQ: Para recusar a revisdo da Analise.
§i|:'n o [ Nio ' Cancelar




Colocar a senha do Revisor;

Se o aprovador for diferente do revisor, o aprovador tem que entrar no sistema com seu login
e CPF. Entrar na rotina desejada e clicar no icone Aprovar;

Consultar Rotinas @

Clicar em SIM para alterar o Status para Liberada; | Deseja alterar o status da Anélise para Liberada ?

Sim l | Mo | | Cancelar

Colocar a senha do Aprovador;

Consultar Rotinas 3

Clicar em Marcar como Impresso caso o laudo Deseja marcar esta Analise como Impressa ?
tenha sido impresso;

O laudo fica disponivel no icone Resultados e a relacao dos pacientes testados no icone
Pacientes;

Os resultados podem ser exportados para o Sistema GAL. Clicar no icone Exportar para GAL.

Consultar Rotinas

Clicar em Sim para exportar os dados da
rotina para o GAL

Deseja exportar o5 dados do resultado da rotina para o GAL 7

10.2 Geracao do Laudo Individual (opcional)
Clicar 2 vezes no icone ;

Preencher os dados obrigatérios marcados em negrito: data da coleta, data do recebimento,
material, n° da visita, nome completo, sexo e nascimento;

Clicar em Gravar;
Para visualizar o laudo, clicar 2 vezes no icone

11. OBTENGAO DOS RESULTADOS

11.1 Critérios de Aceitacao do Controle Negativo e do Controle Positivo

CONTROLE CT RESULTADO
Nao detectavel Rotina Valida
NEGATIVO Ct<ao  Rotinainvalida. -
- Repetir o teste, possivel contaminacao
Ct <37 Rotina Valida
POSITIVO Rotina invalida.
Ct> 37 Repetir o teste, possivel perda de amostra e/ou problema

durante a preparacao das misturas de RT-PCR

-7-



11.2 Interpretacao dos Resultados

ALVOS CT RESULTADO INTERPRETACAO DE RESULTADOS
Ct<40  Detectavel (+) E RP RESULTADO
E 3 ) + + ou- Sars-CoV 2 detectavel
Ct > 40 Nao Detectavel (-)
Ct < 35 Detectavel (+) - + Sars-CoV 2 nao detectavel
RP

. , ) i RP nao detectavel,
Ct > 35 Nao Detectavel (-) repetir extragcéo e RT-PCR

e Todos os resultados deverao ser analisados de acordo com os critérios descritos no
item 11.1 -Critérios de Aceitacdo do Controle Negativo e do Controle Positivo e 11.2 -
Interpretacao de Resultados”.

¢ Valor de Ct do alvo RP acima de 35,0 ¢ indicativo de possiveis problemas na extracao ou
da qualidade da amostra. Neste caso, a extracao devera ser repetida.

* No caso de repeticao do ensaio, mantendo-se o resultado inconclusivo, a amostra devera
ser encaminhada para o Laboratério de Referéncia de Rede Vigilancia de Influenza do SVS/
MS.

12. USUARIO PRETENDIDO

Profissional técnico capacitado para processamento de amostras clinicas, utilizacao de
insumos/Kit e equipamentos necessarios para o diagnostico molecular, com base na tecnologia
de PCR em Tempo Real.

13. INTERFERENTES E LIMITACOES DO ENSAIO
Evitar utilizar swabs alginatados ou de algodao para a coleta, pois interfere na reacao de PCR.

Foram feitas analises de amostras positivas para Influenza A e B e nao houve reacao cruzada
para estes virus.

14. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

14.1 Sensibilidade analitica

A analise de PROBIT (IC de 95%) indicou uma sensibilidade para o alvo E: LOD de 2,48
copias/reacao (50% positividade) e de 8,87 codpias/reacao (95% positividade);
Sumarizando, estabeleceu-se o limite de deteccao para Coronavirus: 50 copias/reacao.

15. RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS

Ao manusear qualquer um dos reagentes observe as precaugoes necessarias. A qualidade
dos resultados obtidos depende do cumprimento as boas praticas de laboratério tais como:

e (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 no descarte
de risco biologico;

e Desprezar a placa 6ptica, apdés a amplificagcao e deteccdo, em descarte biolégico;

* Todas as sobras de reagentes deverao ser descartadas apos a utilizacao de cada modulo
do kit, de acordo com os procedimentos de cada laboratério;

* Nao usar reagentes com a validade vencida;

® Nunca misturar componentes de lotes diferentes.

¢ O teste deve ser usado somente para monitoramento in vitro e USO PROFISSIONAL, de

acordo com as instrugoes fornecidas no Kit.
-8-



16. DESCARTE DO PRODUTO

ApoOs o uso os componentes do produto devem ser descartados em recipientes destinados
ao lixo bioloégico.

Os reagentes de extracao automatizada devem ser descartados de acordo com a orientacao
do fabricante.

17. TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

Este produto foi desenvolvido por meio de procedimentos registrados e instalagdes em acordo
com normas internas de Biosseguranca e Boas Praticas de Laboratério. O fabricante garante
a qualidade do kit mediante seu uso adequado, descrito nestas instru¢oes de uso, bem como
orientacdes dadas durante o treinamento fornecido ao usuaério.

18. RAZAO SOCIAL DO FABRICANTE E SERVICO DE ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR
Registro MS 80142170041
Responsavel técnico: Edimilson Domingos da Silva, CRBio-2 RJ/ES n°: 21433-02.

Fabricado e distribuido por:
Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos — Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ

Av. Brasil, 4365 — CEP: 21040-900 - Rio de Janeiro — RJ
CNPJ 33.781.055/0001-35 - Industria Brasileira

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

Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos — Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ
CNPJ 33.781.055/0001-35

Av. Brasil, 4365 — CEP: 21040-900 - Rio de Janeiro — RJ

SAC: 08000.210.310 ou moleculares@bio.fiocruz.br

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