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Meio AmnioGrow Plus

INFORMACOES DO PRODUTO

CUIDADO

Manusear de acordo com as praticas de biosseguranca estabelecidas.

RESUMO CARACTERISTICAS DO PRODUTO

INDICACAO

O meio AmnioGrow Plus é destinado para uso em procedimentos de diagndstico in vitro e foi
projetado para estabilizar culturas primarias de células de fluido amniotico humano (AFC) e
amostras vilo-corial, que podem entéo ser utilizado em cari6tipo, hibridizagao fluorescente in-situ
(FISH) e outros procedimentos citogenéticos. O produto foi testado rigorosamente no controle de

gualidade de um laboratorio lider europeu no diagndstico citogenético para esta aplicacao.

JUSTIFICATIVA

O diagndstico pré-natal requer e € dependente de diferentes técnicas invasivas e ndo invasivas
para investigar gestacdo fetal e detectar possiveis disfungbes e anormalidades fetais. A
amniocentese e amostras de biopsia da vilosidade corial (CVS) representam a maior parte dos
procedimentos invasivos usados para diagnostico clinico e sdo métodos comuns na rotina para

investigar anormalidades no feto, defeitos de enzimas metabdlicas e para analise do DNA.

Desde que a cultura de células de fluido amnidtico foi introduzida nos procedimentos
citogenéticos a citogenética e caracteristicas bioguimicas de cada célula mostraram-se uma

ferramenta adequada para analisar o status fetal e portanto este procedimento poderia
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estabelecer propostas para diagnéstico pré-natal. A tecnologia é baseada no cultivo e
cariotipagem de células do fluido amnidtico no qual representam diferentes histotipos. Estas
células tem sido tradicionalmente cultivadas meios de cultura suplementados com soro fetal

bovino.

DESCRICAO DO PRODUTO

AmnioGrow Plus foi desenvolvido especificamente para teste diagnositico pré-natal in vitro de
fluido amniético humano e espécimes CVS e projetado para facilitar o manuseio. Cada
formulagdo foi otimizada por meio de testes de desempenho em fluido amni6tico primario e
amostras de biopsia de vilosidades coribnicas com substancias promotoras de crescimento e de
ligacdo, para minimizar o tempo de preparo por maximizar o crescimento e fixacdo das colbnias.
Cada lote de produto fabricado, € testado com padrdes rigorosos para garantir um desempenho

clinico necessario.

AmnioGrow Plus é fornecido pronto para uso e ja contem antibiéticos, L-Glutamina e FBS,

hormonio e fatores de crescimento oferecendo maior comodidade par ao usuario final.

AmnioGrow Plus é tamponado com bicarbonato de sédio e o fenol red esta presente como
indicador de pH. A formulacdo completa reduz a chance de erro técnico e contaminacdo da
cultura. Além disso, este produto suporta a ligacdo de células e crescimento celular mais

eficiente, resultando em uma analise cromossémica precoce.

CONDICOES DE ARMAZENAMENTO E TEMPO DE VIDA

Freezer: Armazenar a -20°C e no escuro até o prazo de validade indicado no rétulo.
Refrigerador: Armazenar entre 2 a 8°C por até 2 semanas.

Limitacdo: Nao use apos a data de validade.
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INSTRUCOES PARA USO

AmnioGrow Plus é um meio que j4 esta pronto para ser utilizado apés o descongelamento em

banho-maria 37°C ou na geladeira agitando suavemente para assegurar um liqguido homogéneo.

Apos aberto, manter no escuro na geladeira (2 e 8°C) e utilizar dentro de 2 semanas para seu

bom desempenho.

ApOs descongelar, evitar a exposicdo prolongada a luz e o aquecimento repetido do meio.

Evitando assim os grumos decorrentes do soro fetal bovino (SFB).

AmnioGrow Plus € um meio completo, fornecido em formato congelado e estéril. A refiltracdo do

meio ndo é necessaria.

DESCONGELAMENTO

AmnioGrow Plus Medium deve ser descongelado em banho maria a 37°C e misturado por
agitacdo antes de usar. Uma alternativa € descongelar em uma incubadora a 37°C CO2 com a
tampa entre aberta para normalizacao automatica do pH. AmnioGrow Plus Medium também pode
ser descongelado overnight a 4°C. Aquecer o meio em pH adequado é melhor para a incializacao

das culturas.

CONTROLE DO PH

O Amniogrow € um meio fornecido no pH 6,9 a 7,1, mas ocasionalmente pode variar.

Contém fenol red como um indicador de pH:

e A cor rosa indica um pH elevado (muito alcalino) podendo ser corrigido através de uma
pequena abertura na tampa e incubando com 5% de CO2 durante 1h.

e A cor amarela indica um pH baixo (acido~pH 6,7), podendo ser corrigido da mesma forma
acima.

e A cor pode ser comparada a uma garrafa fresca descongelada, se necesséario.



CYHTOG=N

Produkte flir Medizin und Forschung GmbH

ANTIBIOTICOS

O meio apresenta 50ug/ml de gentamicina, que é menos agressivo que € menos inibitéria para o

crescimento comparado com Penincilina e Streptomicina.

ESTABILIDADE

e AmnioGrow Plus permanece estavel até a data de validade contida na etiqueta quando
congelado.

e Na&o usar ap0s a data de validade contida na etiqueta.

e AmnioGrow Plus Medium pode ser usado por até 2 semanas descongelado e armazenado
a 4°C, mas eventualmente a glutamina vai degradar. Pode ser suplementado apenas uma
vez com L-glutamina até 2.0mM (Volume de 1/100 de 200mM glutamina armazenada).

e Aquecimento e resfriamento repetido e exposicdo a luz deve ser evitado.

TESTE DE PERFORMACE

O meio AmnioGrow Plus é testado quanto a esterilidade e analisados quanto ao pH e
osmolaridade. Em adicdo a estas especificacdes padrdo, cada lote fabricado é testado para o
crescimento celular por um laboratério de Citogenética independente e o desempenho do produto
€ comparado a uma referéncia padrdo. Um Certificado de Anélise (CoA) esta disponivel mediante

solicitacao.

PRECAUCOES

Por favor, contactar diretamente o Departamento de Vendas e Marketing da Cytogen para
quaisquer preocupacdes relativas ao produto ou pergunte ao seu distribuidor local para fazé-lo

em seu nome.

Nao use o produto se:

- A embalagem parecer comprometida.
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- O produto parecer turvo ou um precipitado visivel for observado.
- A cor néo for um vermelho-alaranjado.

Se o produto é recebido descongelado ou parcialmente descongelado, colocar imediatamente no

freezer -20° e contactar a Cytogen.

PARA USO EM PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO IN VITRO REQUER APENAS O
CULTIVO E CRESCIMENTO DE CELULAS DE FLUIDO AMNIOTICO HUMANO E/OU
AMOSTRAS DE BIOPSIA DE VILOSIDADE CORIONICA (CVS).

A SUPLEMENTACAO ADICIONAL AO MEIO AMNIOGROW PLUS NAO E RECOMENDADA.

LIMITACOES

Cada laboratério deve realizar seus préprios procedimentos de validacdo dos meios antes de
libera-los para rotina de aplicagfes in vitro. A contribuicdo da Cytogen para estes procedimentos
€ simplesmente proporcionar um meio de cultura e portanto a CytoGen nao garante resultado

positivo de qualquer teste baseado apenas no uso de meio Cytogen.

Cada lote de meio AMNIOGROW PLUS fabricado, tem o seu desempenho testado em isolados
de fluido amnidtico primario para garantir o desempenho do produto para uso no diagndstico in

vitro.

- CADA MEDICO/CIENTISTA DEVE FAZER UM JULGAMENTO INDEPENDENTE SOBRE SE
ESTE MEIO E ADEQUADO PARA USO EM APLICACOES DE DIAGNOSTICO IN VITRO
CONDUZIDO EM SEU LABORATORIO.

- CYTOGEN GmbH NAO GARANTE SUCESSO DE QUALQUER DIAGNOSTICO BASEADO
UNICAMENTE NA MARCA DA CYTOGEN.

- A CONTRIBUICAO DA CYTOGEN PARA ESTES PROCEDIMENTOS E SIMPLESMENTE UMA
ETAPA DA CULTURA CELULAR OU MANIPULACAO DO MEIO PARA ESTES
PROCEDIMENTOS.
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Os produtos Cytogen para cultura liquida de células sdo preparados por um processo de assepsia
no qual cada etapa foi validada para garantir que todos os atendam o nivel de garantia de
esterilidade padrdo da industria de 10-3; ou seja, os produtos que demonstram nivel de
contaminacao ndo mais que 1 de 1000 unidades durante o processo de fabricacdo. O alto nivel
de seguranca de garantia de esterilidade (igual ou maior a 10-6) ndo podem ser atingidos sem

esterilizagdo terminal, que é prejudicial para o desempenho de tais produtos de cultura de células.

PROTOCOLOS DE CULTURA CELULAR

Os protocolos abaixo fornecem um guia para cultura AFC e CVS usando o meio AmnioGrow
Plus. Eles podem ser usados para substituir qualquer parte ou a totalidade dos protocolos
existentes para otimizados existentes para cultura AFC e CVS, a critério do usuério. A maioria
dos laboratérios de citogenética tem seu préprio protocolo e o meio AmnioGrow Plus pode, na
maioria dos casos, ser simplesmente substituido no atual protocolos de cultura celular. O método

de cultura mais comum é um sistema “aberto”.
SISTEMA ABERTO/SISTEMA FECHADO

Definicdo de sistema "aberto": culturas crescendo em pratos com tampas ventiladas ou em
frascos / tubos com tampas soltas em uma atmosfera de CO2 a 5% (incubadora de gas) que
permite a troca de gases.
Definicao do sistema "fechado": as culturas crescem numa incubadora padrdo, seco em

recipientes de cultura hermeticamente fechado.
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RECOMENDACOES PARA USO DE SISTEMA ABERTO

Método in situ

1. Concentrar as células por centrifugacao do liquido amnidtico, a baixa velocidade.

2. Retirar 90-95% do sobrenadante e ressuspender o pellet celular no restante do volume de
liqguido amnidtico préprio do paciente. Dilui-se a suspensao de células com concentrado suficiente
de meio AmnioGrow Plus para permitir o volume de chapeamento final de 0,5 ml por placa (total
de 4 placas) ou 2 mi por garrafa.
3. Incubar as culturas a 37 ° C numa atmosfera de 5% de CO2.
4. Adicionar 2 mi de AmnioGrow para  cada cultura no dia 2.
5. Verifique culturas de crescimento depois de 4 a 5 dias. Alimente culturas uma vez que o
crescimento tenha sido observado. Para alimentar as culturas, aspirar cuidadosamente todos os
meios de cultura substituir com 2ml de AmnioGrow.Culturas de alimentacdo: Recomendacao a
cada 2 dias.
6. Verifique culturas para o crescimento em / ou apds o dia 5, e da colheita, quando as colbnias
séo observadas.

7. Para melhores resultados, alimentar culturas com AmnioGrow um dia antes da colheita.
Método do Frasco:

1. Concentrar as células por centrifugacdo do liquido amniético, a baixa velocidade.
2. Remover 90-95% do sobrenadante e ressuspender o pellet celular no restante
volume de liquido amniodtico proprio do paciente. Dilui-se a suspensdo de células com
concentrado suficiente de AmnioGrow Plus para permitir volume de chapeamento final de 0,5 ml
por placa (total de 4 placas) ou 2 ml por garrafa.
3. Incubar as culturas a 37 ° C numa atmosfera de 5% de CO2.
4. No dia 5 de selegcéo para crescimento. Remova o meio e substitua por AmnioGrow fresco e
veja se 0 crescimento de células é observado.

5. Verifique a cultura para o crescimento e mude completamente o meio a cada dois dias, depois
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olhar para  saber se as coloénias sao suficientes para a  colheita.

6. Para melhores resultados, alimentar culturas com AmnioGrow um dia antes da colheita.

RECOMENDACAO PARA USO DE SISTEMA FECHADO

O meio AmnioGrow pode ser utilizado para cultura de células em um sistema "fechado", desde
gue o pH permaneca fisiolégico (pH = 6,9-7,4). Os sistemas fechados precisam ter a capacidade
intrinseca de tamponamento do meio na auséncia do beneficio proporcionado pelo equilibrio
entre o bicarbonato e o meio a 5% de CO2 presente em uma incubadora de sistema aberto. Os
sistemas fechados funcionam melhor na clonagem de aplicacdes com baixa densidade celular,
uma vez mais altas, as densidades celulares produzem metabdlitos 4cidos que pode acidificar o
meio. Manutencdo do pH pode ser realizado num sistema fechado por um dos trés métodos

seguintes:

* Método 1: Suplemento AmnioGrow Além Médio com 2% (v / v) de solugao estéril de 1,0 M de
HEPES solucéo estoque. Os HEPES 1,0 M esterilizados devem ser ajustadas para um pH de 7,0
a 20 ° C com 1,0 M NaOH. Os meio HEPES suplementado é entdo combinado com as células e
incubados a 37 ° C, com o frasco de cultura fechada.

» Método 2: frascos de cultura pré-equilibrados contendo AmnioGrow e células em com sistema

aberto de 5% incubadora de CO2 por uma hora antes de fechar a tampa e cultura em 37 ° C.

» Método 3: Pingar em cada frasco de cultura 0 meio AmnioGrow em células com 5% de CO2 -
95% de ar a partir de uma pipeta esterilizada, durante 20 segundos. Em seguida, feche a tampa
de cultura num sistema fechado, a 37 ° C. (Recomenda-se que uma pipeta Pasteur estéril seja

ligado a fonte de CO2 para assegurar a esterilidade do gas de entrada).
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MAIS INFORMACOES

Para mais informacdes sobre este ou outros produtos Cytogen, contacte os Servigcos Técnicos no
seguinte: 49 27 72-57 20 587

Fora da Alemanha, consulte as informac¢des do produto para o Cytogen hotline em seu territorio.
Vocé também pode contatar o seu Representante de Vendas Cytogen
Para uso diagnaostico in vitro.

ATENCAO: N&o para uso terapéutico humano ou animal. Outros usos que néo o rotulada
uso pretendido pode ser uma violacéo da lei local.

FABRICANTE

Cytogen - Produkte fur Medizin + Forschung GmbH
Bienenweg 28
D - 35764 Sinn

Alemanha

Tel. 49-2772 - 57 20 587
Fax +49 - 2772-570 945
E-Mail: CytoGen@Eurobiz.de
Web: www.CytoGen.Info

11



