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1. Uso previsto

Para utilizagdo em diagndstico in vitro. Com o kit RIDA°GENE HLA-B27, os alelos
HLA-B27 no DNA gendmico, isolados de amostras de sangue total humano de
EDTA, sao detectados qualitativamente usando a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real. O kit RIDA®GENE HLA-B27 foi projetado para auxiliar no
diagnéstico de pacientes com suspeita de espondilite anquilosana (doenca de
Bechterew) e outras doencgas autoimunes. O teste nao deve ser usado para
tipagem de tecidos.

Os seguintes subtipos HLA-B27 serdo detectados teoricamente (in silico) com os
iniciadores especificos de sequéncia: HLA-B*27:01 a 21,23 a 152 e 154 a 164.
Destes, os seguintes subtipos foram detectados in vitro: HLA-B*27:01 a 05, 08 a 10,
12, 14,23 e 26.

2. Sumario e explicacao do teste

O antigeno leucocitario humano B27 (HLA-B27) é o principal antigeno de superficie
celular do complexo de histocompatibilidade de classe | e é codificado no
cromossomo 6. Sua tarefa é apresentar antigenos microbianos as células T. Quase
todas as células nucleadas do corpo tém moléculas HLA de classe I."

Uma associacdo com doencgas reumaticas inflamatérias especificas, espondiloartrite
(SpA), particularmente espondilite anquilosante (AS), € comum em portadores dos
alelos HLA-B27.23 A associagdo na populagédo caucasiana ¢ particularmente
pronunciada com uma prevaléncia de HLA-B27 de 90 a 95% em pacientes com
AS.*> A prevaléncia de HLA-B27 na populacéo total varia significativamente entre os
grupos étnicos.® AS é uma inflamacao reumatica cronica que afeta principalmente a
coluna vertebral e as articulagdes sacroiliacas. Outras doencgas reumaticas
associadas ao HLA-B27 incluem a sindrome de Reiter, uveite anterior aguda e
doenca inflamatdria intestinal.”

O mecanismo patogénico, no qual o HLA-B27 causa um aumento da suscetibilidade
ao desenvolvimento da doenga artritica, ainda € desconhecido, apesar do intenso
trabalho de pesquisa.

3. Principio do teste

Com o kit RIDA®GENE HLA-B27, os alelos HLA-B27 no DNA gendmico, isolados de
amostras de sangue total humano de EDTA, sdo detectados qualitativamente
usando a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.

Apés o isolamento do DNA, o fragmento do gene especifico e uma sequéncia do
gene humano (IC) como um gene de referéncia (se disponivel) sdo amplificados.

As sequéncias alvo amplificadas sdo detectadas usando as sondas de hidrélise
ligadas a uma extremidade com o inibidor e um marcador de fluorescéncia reporter
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(fluoréforo) na outra extremidade. As sondas hibridam com o fragmento amplificado
na presenca de uma sequéncia alvo. Durante a extensao, a [Tag-polymerase| separa
o repérter do extintor. O repérter emite um sinal fluorescente que é detectado pela
unidade Optica de um instrumento de PCR em tempo real. O sinal fluorescente
aumenta com a quantidade de fragmentos amplificados formados.

4. Reagentes fornecidos

Tab. 1: Reagentes fornecidos (os reagentes fornecidos no kit sdo suficientes para
100 determinacdes.)

1050 pl | amarelo
2 Taqg polymerase| 1x 80 ul | vermelho
N No template control 1x 450 pl | branco
P Positive controll 1x 200 ul | azul

5. InstrucGes de armazenamento

- Todos os reagentes devem ser armazenados longe da luz a -20 °C e podem ser
usados até a data de validade impressa no rétulo. Nenhuma garantia de qualidade
podera ser assegurada apos o término do prazo de validade.

- Todos os reagentes devem ser cuidadosamente descongelados antes do uso (por
exemplo, em uma geladeira entre 2 °C e 8 °C).

- O congelamento/descongelamento repetidos até 20 vezes nao afeta a propriedade
do teste (se necessario, crie aliquotas apds o primeiro descongelamento e congele
0s reagentes imediatamente).

- Arrefecer todos os reagentes durante a preparacao da PCR (2 °C - 8 °C).

RIDA®GENE HLA-B27 2018-05-18 3



6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

O teste de PCR em tempo real RIDA®GENE HLA-B27 pode ser usado com 0s
seguintes tampdes de extracao e dispositivos de PCR em tempo real:

Tab. 2: Equipamento validado

Tampao de extracao

Promega Maxwell® RSC

Roche LightCycler™ 480lI
cobas z 480 Analyzer

Agilent Technologies Mx3005P

Bio-Rad CFX96™

Se quiser usar outras plataformas de extracdo ou instrumentos de PCR em tempo
real, entre em contato com a R-Biopharm em mdx@r-biopharm.de.

- RIDAPGENE Color Compensation Kit IV (PG0004) ao usar

LightCycler® 480Il e cobas z 480 Analyzer
- Consumiveis de PCR em tempo real (placas, tubos de ensaio, laminas)

- Centrifuga com rotor para tubos de ensaio ou placas
- Vértice misturador

- Pipetas (0,5 - 20 pl, 20 - 200 pl, 100 - 1000 pl)

- Pontas de pipeta com filtros

- Luvas descartaveis sem p6

7. Medidas preventivas

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratério treinado. Observe

as diretrizes para trabalho em laboratérios médicos. As instrugées de uso para

realizar este teste devem ser seguidas a risca. Nao pipete amostras ou reagentes
usando a boca. e evite o contato com membranas mucosas ou pele lesionada.

Utilize equipamentos de segurancga pessoal (luvas adequadas, jaleco, 6culos de

seguranga) ao manusear os reagentes e as amostras, e lave as maos apos concluir

o teste. Nao fume, coma ou beba em areas onde as amostras estiverem sendo

manipuladas.

- Certifique-se de que a extragao, a solugdao de PCR e a PCR estao espacialmente
separadas para evitar contaminacdes cruzadas.

- As amostras clinicas devem ser vistas como potencialmente infecciosas e devem
ser descartadas adequadamente, como todos os reagentes e materiais que entram
em contato com amostras potencialmente infecciosas.

- Descarte o kit de teste assim que o prazo de validade expirar.
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Os usuarios sédo os responsaveis por descartar de modo adequado todos 0s
reagentes e materiais apds sua utilizacdo. Obedeca as regulamentacdes de
descarte nacionais.

Para maiores detalhes, consulte as Folhas de Dados de Segurancga (SDSs) em
www.r-biopharm.com.

8. Coleta e armazenamento de amostra

8.1 Armazenamento de amostras

Este teste foi desenvolvido para o exame de amostras de sangue total humano de
EDTA. As amostras devem ser armazenadas em temperatura ambiente por até 24
horas e entre 2 a 8 °C por até 72 horas até a extragdo do DNA.8 Deve ser evitada a
contaminacao microbiana das amostras. A utilizacdo de amostras inativadas pelo
calor, lipémicas, hemoliticas, icteriticas ou opacas podem levar a resultados falsos.

8.2 Preparo das amostras

8.2.1 Isolamento de DNA e EDTA de sangue total

Um kit de isolamento de DNA disponivel comercialmente ou sistema de extracdo de
DNA (por exemplo, Maxwell® RSC Instrument (Promega)) é recomendado para o
isolamento de DNA de EDTA de sangue total. As instrucdes do fabricante devem ser
observadas.

Ao usar instrumentos Maxwell® RCS (Promega), é recomendavel misturar as
amostras de sangue por pelo menos 5 minutos em temperatura ambiente. 30 pl de
proteinase K devem ser adicionados a um tubo de ensaio de 1,5 ml para o preparo
das amostras. 200 ul da amostra de sangue e 300 pl do tampéao de lise também
devem ser adicionados. Misture no vértice a solug¢do por 10 segundos e incube a
56 °C por 20 minutos. Devem ser usados para a extragao 100 pl do tampéao de
eluicdo. Maiores instrugdes do fabricante devem ser observadas.

9. Realizacao do teste

9.1 Preparacao da mistura principal

Deve ser calculado o numero total de reagdes (amostras e reacdes de controle) para
a PCR.

E recomendavel adicionar um volume adicional de 10% a mistura principal para
equilibrar a perda de pipeta (consulte a Tab. 3). Antes de usar, descongele, misture
e centrifugue brevemente o |[Reaction Mix|, a Tag Polymerasel|, o No Template Control|
e o |Positive Control. Sempre resfrie todos os reagentes durante as etapas de
trabalho (2 a 8 °C).
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Tab. 3: Exemplo para o calculo e produgcédo da master mix para 10 reacoes

Componentes da Quantidade por 10 reacoes
mistura principal reacao (mais 10 %)
1 Reaction Mix 19,3 ul 212,3 ul
2 Taq polymerase 0,7 pl 7,7 pl
Geral 20,0 ul 220,0

Misture a mistura principal e, finalmente, centrifugue por pouco tempo.

9.2 Preparacao da mistura de PCR

Pipete 20 pl da mistura principal no respectivo tubo de ensaio (frasco/placa).

Sem controle de modelo: Adicione 5 pl de [No Template Controll & mistura principal
preparada.

Amostras: Adicione 5 pl de extrato de DNA a mistura principal
preparada das reacdes de amostra.

Controle positivo: Adicione 5 pl de [Positive Control| para a mistura principal
preparada no tubo de ensaio fornecido.

Fechar os tubos de ensaio ou placas, centrifugar brevemente e transferir para o
dispositivo de PCR em tempo real. Inicie a PCR de acordo com as configuracdes do
dispositivo (consulte a Tab. 4, Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7).

9.3 Configuracao do instrumento de PCR
9.3.1Perfil de PCR em tempo real do DNA
Tab. 4: Perfil de PCR em tempo real de DNA para LightCycler® 480ll e cobas z

480 Analyzer
Desnaturagéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
PCR Desnaturagao 10s,95°C
Recozimento/Extensao 15,60 °C

indice da temperatura de transicao /

indice de subida Maximo

Nota: O recozimento e a extensdo acontecem na mesma etapa.
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Tab. 5: Perfil de PCR em tempo real de DNA para Mx3005P e CFX96™

Desnaturacéo inicial
Ciclos

PCR Desnaturagao
Recozimento/Extensao

[ndice da temperatura de transicao /
Indice de subida

1 min, 95 °C

45 ciclos

155,95 °C
30 s, 60 °C

Maximo

Nota: O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.

9.3.2 Perfil de PCR em tempo real universal

Nota: O perfil de PCR em tempo real universal deve ser utilizado apenas
em testes de DNA quando houver a combinacao dos testes
RIDA®GENE DNA e PCR em tempo real de RNA em uma execucao.

Tab. 6: Perfil de PCR em tempo real de DNA universal para LightCycler®480ll e

cobas z 480 Analyzer

Transcricao reversa

Desnaturacéo inicial
Ciclos

PCR Desnaturagao
Recozimento/Extensao

[ndice da temperatura de transicao /
Indice de subida

10 min, 58 °C

1 min, 95 °C

45 ciclos

10s,95°C
155,60 °C

Maximo

Nota: O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.

Tab. 7: Perfil de PCR em tempo real de DNA universal para Mx3005P e CFX96™

Transcricao reversa

Desnaturacéo inicial

Ciclos

PCR Desnaturagao
Recozimento/Extenséo

[ndice da temperatura de transicao /
Indice de subida

10 min, 58 °C

1 min, 95 °C

45 ciclos

15,95 °C
30 s, 60 °C

Maximo

Nota: O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.
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9.4 Configuracao do canal de deteccao

Tab. 8: Selecao de canais de deteccédo adequados

Dispositivo | Registros Canal de Comentario
de PCR em deteccao
tempo real
Roche HLA-B27 465/510 E necessario o RIDA®GENE
LightCycler® Color Compensation Kit IV
480l IC 533/580 (PG0004)
Roche HLA-B27 465/510 E necessario o RIDA®GENE
cobas z 480 Color Compensation Kit IV
Analyzer IC 540/580 (PG0004)
Agilent HLA-B27 FAM
Techn. -
Mx3005P IC HEX
Bio-Rad HLA-B27 FAM
T™M -
CFX96 IC HEX

10. Controle de qualidade

As amostras sdo avaliadas usando o software de analise do respectivo dispositivo
de PCR em tempo real, de acordo com as instrugdes do fabricante.

INo Template Control| e [Positive Control devem ser listados para cada execugéo de
PCR e devem ter resultados corretos (consulte a Tab. 9).

Tab. 9: Uma execucao de PCR vaélida deve atender as seguintes condigcdes:

Amostra Resultados Gene alvo Ct

HLA-B27 IC

Positive control Positivo Positivo Veja o Certificado de Garantia de Qualidade

Sem modelo Negativo Negativo 0

Controle

Se um dos dois controles, No Template Control ou [Positive Control|, ndo estiver de
acordo com as especificacoes, toda a execucao do PCR deve ser repetida.

O Positive Controll contém um modelo sintético de uma sequéncia do gene
HLA-B27 e uma sequéncia do gene humano IC. A prova do |Positive Control e das
amostras humanas deve, portanto, ser positiva no canal de detecgéo IC.

Se os valores especificados ndo forem obtidos, verifique o seguinte antes de repetir
o teste:
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- Data de validade dos reagentes utilizados
- O desempenho funcional do equipamento utilizado (por ex., a calibragéo)
- Realizagdo correta do teste
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Fig. 1: Desempenho correto do |Positive Control e No Template Control no cobas z
480 Analyzer (canal de deteccao 465/510)
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Fig. 2: Desempenho correto do |Positive Control e No Template Control no cobas z
480 Analyzer (canal de deteccao 540/580)
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11. Interpretacao dos resultados

A avaliagdo amostral dos resultados ocorre conforme tabela 10.
Tab. 10: Interpretacio dos resultados (por exemplo, LightCycler®480lI)

Exemplo de amostra 1 Positivo Positivo HLA-B27 positivo
Exemplo de amostra 2 Negativo Positivo HLA-B27 negativo
Exemplo de amostra 3 Positivo Negativo Invalido

Exemplo de amostra 4 Negativo Negativo Invalido

A execucdo de PCR nao pode ser avaliada se o |Positive Control ndo exibir
amplificagdo no sistema de detec¢do. Toda a execucdo do PCR deve ser repetida.

Se o |Positive Control no sistema de detecgao e no sistema IC mostra a amplificagdo
de acordo com a especificacdao, mas a amostra (consulte a Tab. 10, amostra de
exemplo 2) ndo mostra uma amplificacdo no sistema de deteccéo, isso significa que
a amostra contém DNA humano, mas esta amostra € HLA-B27 negativa.

Se o |Positive Controll no sistema de detecgado e no sistema IC mostra a amplificagao
de acordo com a especificacdo, mas a amostra (consulte a Tab. 10, amostra de
exemplo 3 ou amostra de exemplo 4) nao mostra uma amplificacao do IC, entao ou
o DNA néo foi adicionado ou um DNA modelo inadequado (qualidade, inibidor de
PCR) foi usado. A amostra extraida deve ser re-amplificada, ou o isolamento e a
limpeza da amostra devem ser melhorados.

A prova do |Positive Control e das amostras humanas deve, portanto, ser positiva no
canal de deteccao IC (consulte a secao 10, Controle de qualidade).

12. Limitacoes do método

1. O teste nao deve ser usado para tipagem de tecidos.

2. Os resultados que sao obtidos sempre devem ser interpretados em combinacao
com a situacao clinica como um todo.

3. Este teste é valido apenas para amostras de sangue total com EDTA.

4. Os tipos de HLA-B27 listados (HLA-B*27:01 a 21, 23 a 152 e 154 a 164) foram
determinados como 100% detectaveis usando o exame in silico com o banco de
dados IPD-IMGT/HLA (www.ebi. ac.uk/ipd/imgt/hla/) (versdo: Outubro de 2017).
E efetuada uma comparacio regular com a base de dados, mas ndo é possivel
garantir se entretanto foram acrescentados ou retirados dados adicionais da base
de dados.

5. A presenca de inibidores de PCR nao pode levar a resultados avaliaveis.

6. A Lei de Diagnéstico Genético (GenDG) alema exige uma explicagdo completa e
consentimento por escrito dos pacientes para todas as analises genéticas de
acordo com a GenDG.
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13. Caracteristicas de desempenho

13.1 Caracteristicas de desempenho clinico

O ensaio RIDA®GENE HLA-B27 foi validado para amostras de sangue total humano
com EDTA. Observe que, no nivel de enchimento correto, a concentragao de EDTA
em tubos de coleta de sangue padréo (por exemplo, Sarstedt Monovette®KE/9 ml)
deve ser de 1,6 mg por ml de sangue total. Durante o teste de substancias
interferentes, foi adicionada uma concentragéo de 1,8 mg por ml de K:EDTA.
Nenhuma interferéncia com as seguintes substancias foi detectada

(consulte Tab. 11):

Tab. 11: Lista de substancias e concentragdes usadas no teste

Substancias Concentracoes

Heparina 15 U/ml

Colesterol 3,0 mg/ml
Bilirrubina 0,1 mg/ml
Hemoglobina 0,2 mg/ml
K2EDTA 3,4 mg/ml

14. Histoérico de versoes

Numero da versao| Capitulo e designacao

2018-05-18 | Verséo da edicao
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15. Explicacao dos simbolos

Simbolos gerais

Diagnéstico In-vitro

[1i] Observe as instrugdes de uso
Ndmero de lote

9 Data de validade

,ﬂ’ Temperatura de armazenamento
Referéncia do produto

N/ Numero de testes

] Data de fabricagéo

pov | Fabricante
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