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QIAGEN Sample and Assay Technologies

A QIAGEN ¢ o principal fornecedor de tecnologias inovadoras de
amostragem e ensaio, permitindo o isolamento e a detecdo do conteddo de
qualquer amostra biolégica. Os produtos e servicos avangados e de elevada
qualidade da nossa empresa s@o garantia de sucesso, desde a amostra ao
resultado.

A QIAGEN é uma empresa de referéncia em matéria de:
M Purificagdo de ADN, ARN e proteinas

B Ensaios de 4cidos nucleicos e proteinas

B Investigagdo em microARN e ARNi

B Automatizacdo de tecnologias de amostragem e ensaio

A nossa missdo é permitir ao utilizador alcancar um grande sucesso, bem
como resultados notéveis. Para mais informagdes, visite www.giagen.com.
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Kit artus WNV LC RT-PCR

Para utilizagdo com o instrumento LightCycler.

1. Indice
Rotulagem N.° art. 4509063
e conteddo 24 reagdes
Azul WNV LC Master 2 x 12 reagOes
WNV LC/TM QS 1°
Vermelho 4 x 10° copias/yl 1 x 200 pl
WNV LC/TM QS 2°
Vermelho 4 X 10° copias/yl 1 x 200 pl
WNV LC/TM QS 3°
Vermelho 4% 10° copias/yl 1 x 200 pl
WNV LC/TM QS 4°
Vermelho 4% 10" copias/pl 1x200 pl
WNV LC IC* 1 x 1000 pl
Branco Agua (grau PCR) 1 x 1000 pl
" QS = Padréo de quantificagdo
IC = Controlo interno

2. Conservacdao

Os componentes do kit artus WNV LC RT-PCR devem ser conservados entre
—15 °C e —30 °C e sdo estaveis até ao prazo de validade impresso no rétulo.
A repetida descongelacao e congelagao (> 2 x) deve ser evitada uma vez que
pode reduzir a sensibilidade. Se os reagentes se destinarem a ser usados de
forma intermitente, devem ser congelados em aliquotas. Se houver a
necessidade de conservar os componentes a +4 °C, ndo se deve ultrapassar

um periodo de cinco horas.
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3. Materiais e dispositivos adicionais necessarios

e Luvas de laboratoério isentas de p6

* Kitde isolamento de ARN (ver 8.1 Isolamento de ARN)

* Pipetas (ajustaveis)

* Pontas de pipetas estéreis com filtros

* Misturador vortex

e Centrifuga de mesa com rotor para tubos de reagéo de 2 ml

e Color Compensation Set (n.° decatdlogo 2158 850) para a
instalacéo do ficheiro Crosstalk Color Compensation

* Capilares LightCycler (20 pl)

* Bloco de refrigeracéo LightCycler

¢ Instrumento LightCycler

* Ferramenta de colocagao de tampas LightCycler

4. Medidas gerais de seguranca

O utilizador deve ter sempre em atencdo o seguinte:

e Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.

* Armazenar e extrair materiais positivos (amostras, controlos e
fragmentos amplificados) separadamente dos restantes reagentes e
adiciona-los a mistura de reacdo numa unidade situada num espaco
separado.

* Descongelar completamente todos os componentes a temperatura
ambiente antes de dar inicio a um ensaio.

* De seguida, misturar completamente e centrifugar brevemente os
componentes.

* Trabalhar rapidamente em gelo ou num bloco de refrigeracéo

LightCycler.

5. Informacg@es acerca do agente patogénico

O Virus da Febre do Vale do Nilo (VFVN) pertence a familia dos Flaviviridae
(género Flavivirus). Os mosquitos infetados normalmente mordem e infetam
]
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passaros selvagens — o principal hospedeiro do virus — mas o VFVN
também pode infetar cavalos e outros mamiferos. 80% de todos os humanos
infetados néo apresentam quaisquer sintomas relacionados com o VFVN. As
infecdes por VFVN de pessoas idosas, criangas e doentes imunossuprimidos

poderdo, em casos raros, dar origem a encefalite ou miocardite fatais.

6. Principio da PCR em Tempo Real

O diagnostico de agentes patogénicos pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) baseia-se na amplificacdo de regides especificas do genoma do
agente patogénico. Através da PCR em tempo real, o produto amplificado é
detetado com recurso a corantes fluorescentes. Estes estdo habitualmente
aglutinados a sondas de oligonucleotideos que se ligam especificamente ao
produto amplificado. A monitorizagdo das intensidades de fluorescéncia
durante o ensaio de PCR (ou seja, em tempo real) permite e detecdo e
quantificagdo do produto que se acumula sem ter de reabrir os tubos de
reacdo apds o ensaio de PCR (Mackay, 2004).

7. Descricdo do produto

O kit artus WNV LC RT-PCR é um sistema pronto a utilizar para a detegdo de
ARN do VFVN através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) no
instrumento LightCycler. O WNV LC Master contém reagentes e enzimas
para a transcricdo reversa e a amplificagdo especifica de uma regido de
72bp do genoma do VFVNe para a detegcdo direta de fragmentos
amplificados especificos no canal de fluorescéncia F1 do instrumento
LightCycler. Ao mesmo tempo, o kit artus WNV LC RT-PCR contém um
segundo sistema de amplificacdo heterdlogo para identificar uma possivel
inibicdo da PCR. Este é detetado como um controlo interno (IC) no canal de
fluorescéncia F3. O limite de detecdo da RT-PCR analitica do VFVN (ver
11.1Sensibilidade analitica) ndo é reduzido. Sdo fornecidos controlos
positivos externos (WNV LC/TM QS 1 — 4) que permitem a determinagao da
carga de agente patogénico. Para mais informagbes, ver a secgdo

8.3 Quantificacao.
|
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8. Protocolo

8.1 Isolamento de ARN

Os kits de isolamento de ARN podem ser fornecidos por diversos fabricantes.
A quantidade de amostras para o procedimento de isolamento de ARN

depende do protocolo usado. Realizar o isolamento de ARN de acordo com

as instrugcbes do fabricante. O seguinte kit de isolamento que se segue é

recomendado.
Material de | Kit de isolamento de | Numero de Fabricante AYR{\
amostra acido nucleico catalogo transportador
Soro, plasma, Kit QlAamp® Viral .
LCR RNA Mini (50) 52 904 QIAGEN contém

e A adicdo de ARN transportador é de grande importancia para a
eficiéncia e, com isso, para o rendimento do ADN/ARN. Para aumentar a
estabilidade do ARN transportador fornecido com o kit QlAamp Viral RNA
Mini, recomendamos o seguinte procedimento que difere do indicado no
manual do utilizador do kit de extragao:

a. Ressuspender o ARN transportador liofilizado antes da primeira
utilizacdo do kit de extragdo em 310 pl de tampdo AE ou tampao
AVE (concentragdo final de 1 pg/ul, ndo utilizar tampao de lise).
Repartir esta solugdo de ARN transportador num nimero de
aliquotas adequadas as necessidades e conserva-las a —20 °C.
Evitar a repetida descongelacdo (>2 x) de uma aliquota de ARN
transportador.

b. Antes de iniciar cada extragcdo, devera ser preparada no momento
uma mistura de tampéo de lise e ARN transportador (e controlo
interno, quando aplicavel, ver 8.2 Controlo interno) de acordo com o

seguinte esquema de pipetagem:

Ndmero de amostras ‘ 1 12

Tampao AVL 560 pl 6720 pl
ARN transportador (1 pg/ul) 5,6 pl 67,2 pl
Volume total 565,6 pl 6787,2 pl
Volume por extragéo 560 pl 560 pl cada

]
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c. Usar o recém preparado tampdo de lise imediatamente para
extragcdo. N&o é possivel conservar a mistura!

* Durante a utlizacdo de protocolos de isolamento com tampbdes de
lavagem que contém etanol, efetuar sempre, antes da eluicdo, uma
centrifugacéo adicional (trés minutos, 13 000 rpm) para a elimina¢éo dos
residuos de etanol. Isto evita possiveis inibicdes da PCR.

e O kit artus WNV LC RT-PCR ndo pode ser usado com métodos de
isolamento a base de fenol.

Importante: O controlo interno do kit artus WNV LC RT-PCR pode ser
adicionado diretamente no procedimento de isolamento (ver 8.2 Controlo

interno).

8.2 Controlo interno

E fornecido um controlo interno (WNV LC IC). Isto permite ao utilizador
controlar o procedimento de isolamento de ARN e verificar a possivel
inibicdo da PCR (ver a Fig. 1). Para este fim, adicionar o controlo interno
numa relagdo de 0,1 pl por 1 pl do volume de eluicdo no isolamento. Por
exemplo, ao utilizar o kit QIAmp Viral RNA Mini, o ARN é eluido em 60 pl de
tampédo AVE. Dai que, devem ser adicionados 6 ul de controlo interno. Se for
eluido, por exemplo, em 50 pl, entdo utilizar o volume correspondente de 5 pl.
A quantidade de controlo interno acrescentada depende apenas do volume
de eluicdo. Ter em atencdo que o controlo interno deve ser adicionado a
mistura de tampao de lise e material de amostra. Em alternativa, o controlo
interno pode ser adicionado diretamente ao tampao de lise. Opcionalmente,
pode-se adicionar o ARN transportador juntamente com o controlo interno ao
tampéo de lise (ver 8.1 Isolamento de ARN). No entanto, ter em atencéo que
a mistura do controlo interno/ARN transportador com o tampéao de lise devera
ser utilizada logo ap6s ser preparada (a conservacdo da mistura a
temperatura ambiente ou no frigorifico pode, em poucas horas, desativar o
controlo interno e diminuir a eficiéncia da extragcdo). Nao adicionar o controlo

interno diretamente na amostra!
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O controlo interno pode ser utilizado, opcionalmente, exclusivamente para o
controlo de uma possivel inibicdo da PCR (ver a Fig. 2). Para isso,
adicionar 0,5 pl de controlo interno por reacdo, diretamente a 15 pl de
WNV LC Master. Para cada reacio de PCR, utilizar 15 ul de Master Mix’
desta forma produzida e adicionar, de seguida, 5 pl de amostra purificada. Em
caso de preparagédo de um ensaio de PCR para varias amostras, aumentar o
volume de WNV LC Master e de controlo interno proporcionalmente ao

numero de amostras (ver 8.4 Preparacéo da PCR).

8.3 Quantificacéo

Os padrbes de quantificacdo fornecidos (WNV LC/TM QS 1 — 4) séo tratados
como amostras previamente purificadas e utilizados no mesmo volume (5 pl).
Para gerar uma curva padrdao no instrumento LightCycler, devem ser
utilizados os quatro padrdes de quantificacéo e definidos no Sample Loading
Screen como padrbes com as concentragfes especificadas (ver o Manual do
Operador do LightCycler, Versdo 3.5, Capitulo B, 2.4. Sample Data Entry
[Introducdo de dados das amostras]). A curva padrdo gerada, tal como
indicado acima, também pode ser utilizada para ensaios subsequentes,
desde que utlizado, pelo menos, um padrdo de uma determinada
concentragdo no ensaio atual. Para isso, a curva padrdo anteriormente
gerada deve ser importada (ver Manual do Operador do LightCycler,
Versao 3.5, Capitulo B, 4.2.5. Quantitation with an External Standard Curve
[Quantificagdo com uma curva padréo externa]). No entanto, este método de
quantificagdo pode originar resultados erréneos devido a variabilidade entre

diferentes ensaios de PCR.

Atencéo: Os padrées de quantificagdo sdo definidos como cépias/pl. Para a
conversao dos valores apurados com base na curva padrdo em cépias/ml de

amostra, deve-se utilizar a seguinte equacéo:

" O aumento de volume causado através da adi¢&o de controlo interno é desprezavel na

Ereﬁaraﬁéo do ensaio ﬁor PCR. A sensibilidade do sistema de detesao ndo é afetada.
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Resultado (copias/pl) x Volume de
Resultado eluicéo (pl)
(cépias/ml)

Volume de amostra (ml)

Ter em atengdo que, como regra geral, o volume de amostra inicial deve ser
introduzido na equacédo acima representada. Isto tem de ser considerado
guando o volume da amostra tiver sido alterado antes da extragdo do acido
nucleico (por ex.: reduzir o volume por centrifugagdo ou aumentar o volume
adicionando ao volume necessario para o isolamento).

Importante: As diretrizes para a analise quantitativa dos sistemas artus no
instrumento LightCycler séo fornecidas em

www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX (Technical Note for

guantitation on the LightCycler Instrument - Nota técnica para

quantificagdo no instrumento LightCycler).

8.4 Preparacéo da PCR

Certificar-se de que o bloco de refrigeragcdo, assim como os adaptadores
capilares (acessérios do instrumento LightCycler) sdo previamente
arrefecidos até +4 °C. Colocar o numero pretendido de capilares LightCycler
nos adaptadores do bloco de refrigeragdo. Assegurar-se de que, pelo menos,
um dos padrdes de quantificagdo e um controlo negativo (agua, grau de PCR)
sdo incluidos por ensaio de PCR. Para gerar uma curva padrao, utilizar todos
os padroes de quantificacdo fornecidos (WNV LC/TM QS 1 -4) por cada
ensaio de PCR. Antes de cada utilizacé@o, todos os reagentes tém de ser
completamente descongelados, misturados (por pipetagem repetida para
cima e para baixo ou invertendo o tubo varias vezes) e brevemente

centrifugados.

Se se pretender utilizar o controlo interno para controlar o procedimento de

isolamento de ARN e verificar uma possivel inibicdo de PCR, ja devera

ter sido adicionado ao isolamento (ver 8.2 Controlo interno). Neste caso,

utilizar o seguinte esquema de pipetagem (ver esquema reproduzido na Fig.

1):
|
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Namero de amostras 1 12
1. Preparagdo WNV LC Master 15 pl 180 pl
da Master Mix WNVLCIC ou ou
Volume total 15l 180 ul
2. Preparagéo Master Mix 15l 15 pl cada
do ensaio por Amostra 5l 5 pl cada
PCR Volume total 20 pl 20 pl cada

Se se pretender utilizar o controlo interno exclusivamente para o controlo

de uma inibigdo da PCR, entdo adiciona-lo diretamente ao WNV LC Master.

Neste caso, utilizar o seguinte esquema de pipetagem (ver esquema

reproduzido na Fig. 2):

Manual do kit artus WNV LC RT-PCR 12/2014
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Numero de amostras 1 12 ‘
1. Preparacéo WNV LC Master 15l 180 pl
da Master Mix | WNVLCIC 0,5 pl 6 pl
Volume total 155" 186 pl
2. Preparagéo Master Mix 15 pl 15 pl cada
do ensaio por Amostra 5ul 5 pl cada
PCR Volume total 20 ul 20 pl cada

Pipetar 15 pl de Master Mix (mistura principal) para o reservatorio plastico de

cada capilar. De seguida, adicionar 5 pl de ARN da amostra eluida. Da

mesma forma, deverdo ser utilizados 5 pl de, pelo menos, um dos padrdes de
quantificagdo (WNV LC/TM QS 1 —4) como controlo positivo e 5 pl de agua

(agua, grau de PCR) como um controlo negativo. Fechar os capilares. Para

transferir a mistura do reservatério plastico para o capilar, centrifugar os

adaptadores que contém os capilares huma centrifuga de mesa durante dez

segundos a um méaximo de 400 x g (2000 rpm).

" O aumento de volume causado através da adi¢&o de controlo interno é desprezavel na

Manual do kit artus WNV LC RT-PCR 12/2014
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Adicdo do controlo interno para a purificagédo

Fig. 1: Fluxo esquematico da operagcdo para o controlo da
purifica¢&o e da inibicdo da PCR.

*Certificar que as solucdes estdo totalmente descongeladas,
bem misturadas e brevemente centrifugadas.
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Adicdo do controlo interno no artus Master

Fig. 2: Fluxo esquemaético da operacdo para o controlo da inibicao
da PCR.

*Certificar que as solucdes estdo totalmente descongeladas,
bem misturadas e brevemente centrifugadas.
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8.5 Programacéo do instrumento LightCycler

Para a detecdo de ARN do VFVN, criar um perfil de temperatura no instrumento

LightCycler de acordo com os trés passos seguintes (ver Fig. 3 — 6).

A.  Transcricdo reversa do ARN Fig. 3
B. Ativacdo inicial da enzima de comego quente Fig. 4
C. Amplificagdo do ADNc Fig. 5
D. Refrigeragao Fig. 6

Prestar especial atencdo as definicbes de modo de analise, dados dos
programas de ciclo e temperaturas-alvo. Estas definicdes estdo enquadradas
a negrito, nas ilustragbes que se seguem. E possivel encontrar mais
informagdes sobre a programacédo do instrumento LightCycler no Manual do
Operador do LightCycler.

1 Cycle Program Data Analysis Mode e 2
— iy Quantification —
ool
——

Temperature Targets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|—Acquisiti on Mode

o Jevoh Boo o o GG

Fig. 3: Transcricéo reversa do ARN.
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Cycle Program Data

ez
Oyckes|[_1[3 Melting Curves

Temperature Targets
Target Temperature
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/s)
Secondary Target Temperature ('C)
’7 |'Step Size ('C)

Step Delay (cycles)
|—Acqms ition Mode

Fig. 4: Ativagao inicial da enzima de comego quente.

Cycle Program Data
1= s sl

emperature [argets

Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)

(

Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
,—Aoqwsmun Mode

Fig. 5: Amplificagdo do ADNc.
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Fig. 6: Refrigeracéo.
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9. Analise de dados

Em andlises multicolores registam-se interferéncias entre canais de
fluorescéncia. O software do instrumento LightCycler contém um ficheiro
denominado Color Compensation File, que compensa estas interferéncias.
Abrir este ficheiro antes, durante ou apds o ensaio de PCR, ativando o botao
Choose CCC File ou Select CC Data. Caso néo tenha sido instalado qualquer
ficheiro Color Compensation File, gerar o ficheiro seguindo as instrucdes
fornecidas no Manual do Operador do LightCycler. Depois de ativado o
ficheiro Color Compensation File, surgem sinais separados nos canais de
fluorescéncia F1, F2 e F3. Para a andlise dos resultados de PCR obtidos com
o kit artus WNV LC RT-PCR, selecionar as op¢Oes de visualizacdo de
fluorescéncia F1 para a RTPCR analitica do VFVN e F3/Back-F1" para a
RTPCR de controlo interno, respetivamente. Para a analise dos ensaios
guantitativos, seguir as instru¢cdes fornecidas em 8.3 Quantificacdo e na
Technical Note for quantitation on the LightCycler Instrument (Nota
técnica para quantificagdo no instrumento LightCycler) em

www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Os seguintes resultados podem ser obtidos:

1. E detetado um sinal no canal de fluorescéncia F1.
O resultado da analise é positivo: A amostra contém ARN do VFVN.

Neste caso, € dispensavel a detegdo de um sinal no canal F3/Back-F1, uma vez que
concentragdes iniciais elevadas de ARN do VFVN (sinal positivo no canal -F1)
podem originar um sinal de fluorescéncia reduzido ou ausente do controlo interno no

canal F3/Back-F1 (concorréncia).
2. Nao é detetado sinal no canal de fluorescéncia F1. Ao mesmo tempo,
aparece um sinal do controlo interno no canal F3/Back-F1.

Na amostra ndo é detetavel ARN do VFVN. Pode ser considerada

negativa.

" Caso se utilizem versdes de software mais antigas (versao 3.3 e anteriores) a opg&o de

visualiza(.;éo F3/Back--F1 n&o se encontra disgonivel. Neste caso, selecionar F3/F1.
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No caso de uma RTPCR negativa para o VFVN, o sinal detetado do controlo interno

exclui a possibilidade de inibi¢cdo da PCR.
3. Nao é detetado sinal nos canais F1 ou F3/Back-F1.

N&o é possivel fazer uma avaliagédo diagnoéstica.

E possivel encontrar informagées sobre fontes de erros e respetivas

solugbes em 10. Resolucéo de problemas.

Séo fornecidos exemplos de reacdes de PCR positivas e negativas na Fig. 7 e Fig. 8.

]
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Fig. 7: Detecdo dos padrdes de quantificagdo (WNV LC/TM
QS 1-4) no canal de fluorescéncia F1. NTC: non-template
control (controlo negativo).

Eons-
o017+
04
oms]
ogi4-
Iw:J:
o024

_n.nll-;
M":-
000

Fig. 8: Detecédo do controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
F3/Back-F1 com amplificagdo simultanea dos padrdes de
quantificacdo (WNV LC/TM QS 1-4). NTC: non-template
control (controlo negativo).
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10. Resolucéo de problemas

Nenhum sinal com controlos positivos (WNV LC/TM QS 1 —-4) no canal

de fluorescéncia F1:

e O canal de fluorescéncia selecionado para analise dos dados de PCR
ndo cumpre o protocolo.

- Para a andlise de dados, selecionar o canal de fluorescéncia F1 para
a RTPCR analitica do VFVN e o canal de fluorescéncia F3/Back--F1
para a PCR de controlo interno.

e Programagdo incorreta do perfil de temperatura do instrumento
LightCycler.
= Comparar o perfil de temperatura com o protocolo (ver 8.5

Programacéo do instrumento LightCycler).

* Configuracéo incorreta da reacdo de PCR.

- Rever 0s passos com ajuda do esquema de pipetagem (ver
8.4 Preparacdo da PCR) e, se for o caso, repetir a PCR.

* As condi¢cdes de conservagao para um ou mais componentes do kit ndo
cumprem as instrucdes fornecidas em 2.0 prazo de validade
de Conservacéo ou do kit artus WNV LC RT-PCR expirou.

- Verificar as condi¢cdes de conservacdo e a data de validade (ver
etigueta do kit) dos reagentes e usar um novo kit, caso seja

necessario.

Sinal fraco ou ausente do controlo interno no canal de fluorescéncia
F3/Back--F1 e auséncia simultanea de sinal no canal -F1:
¢ As condi¢des de PCR ndo cumprem os requisitos do protocolo.

- Verificar as condigdes da PCR (ver acima) e repetir a PCR com as

defini¢cdes corrigidas, caso seja necessario.
* APCR foiinibida.

- Certificar-se de que é utilizado um procedimento de isolamento
recomendado (ver 8.1 Isolamento de ARN) e cumprir estritamente as
instrugdes do fabricante.

- Certificar-se de que é efetuado o passo recomendado de
centrifugacdo adicional para completa eliminacdo de residuos de
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etanol antes da elui¢cdo no isolamento de ARN (ver 8.1 Isolamento de
ARN).

¢ Ocorreram perdas de ARN durante a extragao.

- Se o controlo interno tiver sido adicionado a extracéo, a auséncia de
um sinal do controlo interno pode indicar a perda de ARN durante a
extragdo. Certificar-se de que é utilizado um procedimento de
isolamento recomendado (ver 8.1 Isolamento de ARN) e cumprir
estritamente as instru¢des do fabricante.

* As condi¢Bes de conservacdo para um ou mais componentes do kit ndo
cumprem as instrugdes fornecidas em 2.0 prazo de validade
de Conservacao ou do kit artus WNV LC RT-PCR expirou.

- Verificar as condi¢cdes de conservacdo e a data de validade (ver
etiqueta do kit) dos reagentes e usar um novo kit, caso seja

necessario.

Sinais com controlos negativos no canal de fluorescéncia F1 da PCR
analitica.
¢ Ocorreu uma contaminacéo durante a preparagao da PCR.
- Repetir a PCR com novos reagentes nos replicados.
- Se possivel, fechar os tubos de PCR diretamente apo6s adicionar a
amostra a ser testada.
- Pipetar o controlo positivo sempre no fim.
- Assegurar que o0 espaco de trabalho e os instrumentos sé&o
descontaminados regularmente.
¢ Ocorreu uma contaminagdo durante a extracao.
- Repetir a extragdo e a PCR da amostra a ser testada usando novos
reagentes.
- Assegurar que o espago de trabalho e os instrumentos sé&o

descontaminados regularmente.

Em caso de duvidas ou problemas, contactar a nossa assisténcia técnica.
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11. Especificagdes
11.1 Sensibilidade analitica

Para determinar a sensibilidade analitica do kit artus WNV LC RT-PCR, foi
criada uma série de diluicbes padrao de 40 a 0,01265 nominais de cépias de
ARN transcritas por microlitro do material amplificado do VFVN e analisadas
com o kit artus WNV LC RT-PCR. As analises foram efetuadas em trés dias
diferentes em oito replicagdes. Os resultados foram apurados com a ajuda de
uma andlise de probit. E apresentada uma ilustracéo gréfica da andlise de
probit em Fig. 9. O limite de detegcdo do kit artus WNV LC RT-PCR é
2,4 cépias/pl (p = 0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de 95% de

o limite 2,4 cépias/pl ser detetado.

Andlise de probit: Virus da Febre do Vale do Nilo (LightCycler)

100y P

0.38047 2 2.4 copiesipl (95%)

Froportions

3 2 4 0 1 2 3
log (dosa)

Fig. 9: Sensibilidade analitica do kit artus WNV LC RT-PCR.

]
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11.2 Especificidade

A especificidade do kit WNV LC RT-PCR é, em primeiro lugar, garantida
através da selecdo dos primers e das sondas, assim como da selegédo de
condicdes de reagdo otimizadas. Os primers e as sondas foram verificados
mediante uma andlise de comparacdo de sequéncia quanto a eventuais
homologias com todas as sequéncias publicadas em bancos de genes. A
detetabilidade de todas as estirpes de VFVN relevantes foi assim assegurada

por alinhamento de uma base de dados.

Adicionalmente, foi testada a influéncia de ADN gendmico na detecdo de
amostras positivas para o VFVN. Foi demonstrado que quantidades elevadas
de ADN gen6mico num ensaio de PCR podem inibir a reagdo de PCR. Por
conseguinte, o kit artus WNV LC RT-PCR apenas dever ser usado materiais

de amostra pobres em células.

Além disso, a especificidade foi validada com 30 amostras diferentes de
plasma e liquido cefalorraquidiano negativos para o VFVN. Estas nao
geraram quaisquer sinais com os primers e sondas especificos do VFVN, os

quais estao incluidos no WNV LC Master.

Para determinar a especificidade do kit artus WNV LC RT-PCR, foi testado o
grupo de controlo indicado na tabela que se segue (ver Tabela 1) quanto a

reacdes cruzadas. Nenhum dos agentes patogénicos testados era reativo.
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Tabela 1: Testes de especificidade do kit com agentes patogénicos com potencial de
reacdo cruzada.

Grupo de controlo VFVN ‘ Controlo interno ‘
(F1) (F3/Back-F1)
Virus da encefalite de St. Louis - +
Virus da encefalite japonesa - +
Virus da febre amarela - +
Virus do Dengue tipo 1 - +
Virus do Dengue tipo 2 - +
Virus do Dengue tipo 3 - +
Virus do Dengue tipo 4 - +
Virus da leucoencefalite do morcego de _ +
montana
Virus de modoc - +
Virus do herpes humano 1 (virus Herpes- _ +
simplex 1)
Virus do herpes humano 2 (virus Herpes- _ +
simplex 2)
Virus do herpes humano 3 (virus Varicela- _ +
z6ster)
Virus do herpes humano 5 (Citomegalovirus) - +
Virus da Imunodeficiéncia Humana - +
Enterovirus 71 - +
Virus de Coxsackie A7 - +
Virus de Coxsackie A24 - +
Virus de Coxsackie B3 - +
Ecovirus 30 - +
Virus da Hepatite A - +
Virus da hepatite B - +
Virus da Hepatite C - +
Mycobacterium tuberculosis - +
Plasmodium falciparum - +
Listeria welshmerii - +
Listeria ivanovii - +
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11.3 Precisao

Os dados de precisédo para o kit artus WNV LC RT-PCR possibilitam a
averiguagdo da variancia total do ensaio. A variancia total consiste na
variabilidade intra-ensaio (variabilidade de mdltiplos resultados de amostras
da mesma concentracdo dentro de um ensaio), na variabilidade entre
ensaios (variabilidade de resultados multiplos do ensaio gerados nos
diversos instrumentos do mesmo tipo, por diferentes operadores num
laboratério) e a variabilidade entre lotes (variabilidade de resultados
multiplos do ensaio utilizando diversos lotes). Os dados obtidos foram
utilizados para determinar o desvio-padrdo, a variancia e o coeficiente de

variagao para o agente patogénico especifico e a PCR de controlo interno.

Os dados de precisdo do kit artus WNV LC RT-PCR foram recolhidos
utilizando o padrédo de quantificagdo com a menor concentracdo (QS 4; 40
copias/ul). O teste foi realizado com oito replicacdes. Os dados de precisao
foram calculados com base nos valores de Ct das curvas de amplificagéo (Ct:
ciclo limite, ver Tabela 2). Além disso, foram determinados dados de precisao
para resultados quantitativos em copias/pl, utilizando os valores de Ct
correspondentes (ver Tabela 3). De acordo com estes resultados, o intervalo
estatistico de uma amostra qualquer com a concentracdo indicada é de
0,79 % (Ct), ou 10,12 % (concentracéo), para a detecdo do controlo interno
4,28 % (Ct). Estes valores baseiam-se na totalidade de todos os valores

individuais das variabilidades determinadas.
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Tabela 2: Dados de precisdo com base nos valores Ct.

Coeficiente de

Variabilidade intra-ensaio:

Desvio-padréo Variancia

variacéo [%)]

Controlo interno

0,07 0,01 0,22
WNV LC/TM QS 4
Variabil — -

anabllld.ade intra-ensaio 014 0,02 0,46
Controlo interno
Variabilidade entre ensaios: 0.30 0,09 0,91
WNV LC/TM QS 4
Varlabllldgde entre ensaios: 0.32 0,10 1,09
Controlo interno
Variabilidade entre lotes: 013 0,02 0,40
WNV LC/TM QS 4
Varlabllld.ade entre lotes: 128 1,63 4,62
Controlo interno
Variancia total: 0,26 0,07 0,79
WNV LC/TM QS 4
Variancia total:

ariancia total 1,23 1,51 4,28

Tabela 3: Dados de precisdo com base nos valores quantitativos (em cépias/l).

Desvio-padréo

Variancia

Coeficiente de
variagéo [%]

Variabilidade intra-ensaio:

WNV LC/TM QS 4

2,16 4,65 5,38
WNV LC/TM QS 4
Variabilidade entre ensaios:

5,63 31,73 13,95
WNV LC/TM QS 4
Variabilidade entre lotes:

2,53 6,40 6,31
WNV LC/TM QS 4
Variancia total: 407 16,56 1012
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11.4 Robustez

A verificagdo da robustez permite apurar a taxa total de erro do kit artus
WNV LC RT-PCR. Para isso, foram misturadas 30 amostras de plasma e
liguido cefalorraquidiano negativas para o VFVN com 7,2 copias/ul por
volume de eluicdo de ARN integral de Virus da Febre do Vale do Nilo (trés
vezes a concentracédo dos limites de sensibilidade analitica). Apds a extragdo
utilizando o kit QlAamp Viral RNA Mini (ver 8.1 Isolamento de ARN), estas
amostras foram analisadas com o kit artus WNV LC RT-PCR. A taxa de erro
para o VFVN foi de 0% para a totalidade das amostras. A robustez do
controlo interno foi verificada adicionalmente através da purificacdo e da
analise de 30 amostras de plasma e liquido cefalorraquidiano negativas para
o VFVN. A taxa total de erro foi de 0%. N&o foram observadas inibigdes.

Deste modo, a robustez do kit artus WNV LC RT-PCR é de > 99%.

11.5 Reprodutibilidade

N&o se encontram disponiveis testes interlaboratoriais atualizados para a
detecdo de PCR em tempo real de ARN do Virus da Febre do Vale do Nilo.
Serdo colhidos dados de reprodutibilidade em estudos de validacéo externa e
beta e em comparagdo com outros produtos em estudos de diagndstico (ver
11.6 Avaliacéo diagndstica).

11.6 Avaliagéo diagnoéstica

Atualmente, o kit artus WNV LC RT-PCR esta a ser submetido a uma série de

estudos de avaliacao.

12. Limita¢c8es da utilizacdo do produto

* Todos os reagentes devem ser utilizados exclusivamente para o
diagndéstico in vitro.

e O produto deve apenas ser utilizado por pessoal com formagéo
especifica em procedimentos de diagndstico in vitro e devidamente

instruido para o efeito.
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e Para resultados de PCR 6ptimos, é necessario que as instrugées do
manual do utilizador sejam rigorosamente observadas.

* Atengdo aos prazos de validade impressos na caixa e nos rétulos de
todos os componentes. Nao utilizar componentes cujo prazo de
validade tenha expirado.

e Embora rara, a ocorréncia de mutagdes nas regides altamente
conservadas do genoma viral cobertas pelos iniciadores (primers)
e/ou sonda do kit pode resultar em sub-quantificacdo ou falha em
detetar a presenca do virus. A validade e o desempenho do ensaio

sdo revistos regularmente.

13.Informacdes de seguranca

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre equipamento de laboratério
adequado, luvas descartaveis e o6culos de protecdo. Para obter mais
informag0es, consultar as fichas de dados de seguran¢a (SDSs) adequadas.
Estas estdo disponiveis online no formato PDF, pratico e compacto, no

enderego www.giagen.com/safety onde é possivel encontrar, visualizar e

imprimir as fichas de dados de seguranca para cada kit QIAGEN® e

respetivos componentes.

Eliminar as amostras e os residuos do ensaio de acordo com os

regulamentos de seguranga locais.

14.Controlo da qualidade

De acordo com o Sistema de Gestao da Qualidade Total da QIAGEN, todos
os lotes do kit artus WNV LC RT-PCR séo testados face a especificacdes

predeterminadas, para garantir uma qualidade constante do produto.

15. Referéncias
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16. Explicagédo dos simbolos

2 Prazo de validade

LOT

Cadigo de lote

Fabricante

REF

Numero de catalogo

A Numero do material

Manual

Dispositivo médico para diagnostico in vitro
Componentes

Contém

Numero

Numero do item de comércio mundial

{E[Ee =

\

Contém o suficiente para <N> testes

o

Limites de temperatura
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[:Ii:-l Consultar as instrugGes de utilizagéo
Qs Padrao de quantificacéo

Ic Controlo interno
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Kit artus WNV LC RT-PCR

Marcas comerciais e renincia de responsabilidade
QIAGEN®, QlAamp®, artus® (QIAGEN Group); LightCycler® (Roche Diagnostics).

A aquisicdo deste produto permite ao comprador o seu uso para efetuar servicos de diagnéstico em
processos de diagnéstico humano in vitro. Néo é aqui concedida patente geral ou outra licenga de
qualquer tipo além deste direito de utilizagao especifico a partir da compra.

A AQUISICAO DESTE PRODUTO GARANTE AO COMPRADOR DIREITOS AO ABRIGO DE UMA OU
MAIS DAS PATENTES NUMEROS 6,174,670, 7,160,998, 6,569,627 E 6,245,514 NOS ESTADOS
UNIDOS DA AMERICA E RESPETIVOS HOMOLOGOS ESTRANGEIROS PARA UTILIZAGAO EXCLUSIVA
DESTE PRODUTO EM SERVICOS DE DIAGNOSTICO IN VITRO EM HUMANOS E ANIMAIS. NAO E
AQUI CONCEDIDA PATENTE GERAL OU OUTRA LICENGCA DE QUALQUER TIPO ALEM DESTE DIREITO
DE UTILIZACAO ESPECIFICO RESULTANTE DA COMPRA.

Acordo de licenca limitada

A utilizagéo deste produto implica a concorddancia por parte de qualquer comprador ou
utilizador do kit artfus WNV LC RT-PCR com os seguintes termos:

1. O kit artus WNV LC RT-PCR sé pode ser usado de acordo com o Manual do Kit artus
WNV LC RT-PCR e apenas para utilizagdo com os componentes contidos no kit. A
QIAGEN néo concede qualquer licenga ao abrigo de sua propriedade intelectual para usar ou
incorporar os componentes englobados neste kit com qualquer componente néo incluido neste kit,
exceto conforme descrito no Manual do Kit artus WNV LC RT-PCR e em quaisquer protocolos
adicionais disponiveis em www.giagen.com.

2. Aexcecdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que
este kit e/ou a sua utilizagéo ou utilizagdes néo infrinjam os direitos de terceiros.

3.  Este kit e os seus componentes estdo licenciados para uma Unica utilizagéo e ndo podem ser
reutilizados, renovados ou ser objeto de revenda.

4. A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenga, expressa ou implicita, & excegéo das
expressamente declaradas.

5. O comprador e utilizador do kit concorda em néo tomar nem permitir que qualquer outro tome
medidas que possam conduzir a ou facilitar qualquer dos atos acima proibidos. A QIAGEN pode
fazer cumprir as proibicées deste Acordo de Licenga Limitada em qualquer Tribunal e ird recuperar
todos os seus custos legais e de investigagdo, incluindo honorérios de advogados, em qualquer
processo destinado a fazer cumprir este Acordo de Licenca Limitada ou qualquer dos seus direitos
de propriedade intelectual relativos ao kit e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, visite www.giagen.com.

Kit QlAamp Viral RNA Mini

Para obter informagées de licenciamento atualizadas e rentncia de responsabilidades especificas do
produto, consultar o manual do utilizador ou o manual de instrugées do kit QIAGEN respetivo. Os
manuais do kit QIAGEN e do utilizador estéo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser pedidos &
Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.

© 2007-2014 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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