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artus VZV LC PCR Kit

Para  utilizaggo com o equipamento  LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou
LightCycler 2.0.

1. ConteuUdo

Legenda e N° Art. 4502063 N° Art. 4502065
Contetdo 24 Reacgdes 96 Reacgoes
Azul VZV LC Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
VZVLC/TM QS 1°
Vermelho 1 x 10 cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
VZV LC/TM QS 2°
Vermelho 1 x 10° cop/ul 1 x200ul 1 x 200 ul
VZV LC/TM QS 3°
Vermelho 7 x 102 cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
VZV LC/TM QS 4°
Vermelho 1x 10" cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
vzvLCIC” 1x1.000ul 2 x 1.000 ul
Branco Water (PCR grade) 1 x 1.000 ul 1x1.000ul
Qs = Padréo de quantificagéo
IC = Controlointerno

2. Conservacao

Os componentes do artus VZV LC PCR Kit séo conservados entre -30 e —15 °C
e devem ser utilizados antes do fim da data de validade indicada no rétulo. A
repetida descongelagdo e congelacdo (> 2 x) deve ser evitada, porque, devido
a isto, a sensibilidade poderd ser reduzida. No caso de utilizacéo irregular, os
reagentes devem, por isso, ser divididos 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 aparelhos necessdrios
adicionalmente
* Luvas de laboratério isentas de pé
e Kit de isolamento de ADN (ver capitulo 8.1 Isolamento de ADN)
» Pipetas (reguldveis)
» Pontas de pipetas estéreis com filtros
*  Misturador vértex
» Centrifuga de bancada com rotor para tubos de reaccéo de 2 ml
» Color Compensation Set (Roche Diagnostics, Cat. N°: 2 158 850)
para a criagdo de um arquivo Crosstalk Color Compensation para o
equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0
» LightCycler Multicolor Demo Set (Cat. N°: 03 624 854 001) para o
equipamento LightCycler2.0
» Capilares LightCycler(20 ul)
» LightCycler Cooling Block
» Equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5 (versé@o 3.5 do software) ou
LightCycler 2.0 (versao 4.0 do software)
» LightCycler Capping Tool

4. Medidas gerais de seguranca

O utilizador deve ter sempre em atencéo o seguinte:

» Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.

* Armozenar, purificar e acrescentar & reaccéo materiais positivos
(amostras, controlos, produtos de amplificacdo) separados
fisicamente dos restantes reagentes.

» Antes de iniciar o teste, descongelar totalmente todos os
componentes & temperatura ambiente.

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

* Trabalhar rapidamente em gelo ou no LightCycler Cooling Block.
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5. Informacgoes acerca do agente patogénico

O virus Varicela-Zoster (VWZ) é transmitido de pessoa para pessoa por
goticulas ou por meio de contacto directo. A infeccGo por VVZ provoca febre
ligeira e mal-estar. Caracteristico desta doenca é o exantema polimérfico com
pdpulas, bolhas e crostas juntamente com forte prurido (varicela). Evolugdes
graves da infeccdo VVZ sGo observadas frequentemente em pacientes com
sistema imunolégico fragilizado, resultando em complicagdes graves, como a
pneumonia e encefalite. Apbés a infeccdo aguda, os agentes patogénicos
persistem nos génglios espinhais sensoriais e nos gdnglios dos nervos
cranianos. No caso de supressdo da imunidade, podem provocar

exacerbacdes (p. ex. herpes labiais, zona).

6. Principio da PCR em Tempo Real (Real-Time

PCR)
No diagnéstico por meio de reacc@o de polimerizacdo em cadeia (PCR), séo
amplificadas regides especificas do genoma do agente patogénico. A
deteccdo do material amplificado efectua-se com a ajuda de corantes
fluorescentes na PCR em Tempo Real. Estes estdo acoplados geralmente a
sondas oligonucleotidicas, que se ligom especificamente ao material
amplificado pela PCR. A deteccgo das intensidades de fluorescéncia no
decorrer da PCR em Tempo Real possibilita a deteccdo e a quantificagdo dos

produtos, sem ter que se voltar a abrir os tubos das amostras depois de

concluida a PCR (Mackay, 2004).

7. Descri¢do do produto

O artus VZV LC PCR Kit é um sistema pronto a utilizar para a detecgéo de
ADN do VZV através da reacgdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) no
Equipamento LightCycler. A VZV LC Master contém os reagentes e enzimas
para a amplificagé@o especifica de uma regiGo de 82 pb do genoma do VZV,
assim como para a detecgdo directa do material amplificado com o

equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0. Ao mesmo tempo,

artus VZV LC PCRKit ~ 01/2015 7



o artus VZV LC PCR Kit contém um segundo sistema heterélogo de

amplificagdo para a comprovagéo de uma possivel inibicgo da PCR.

Produto da PCR Opgéo do canal de fluorescéncia
Equipamento LightCycler ®
1.1/1.2/1.5 Equipamento LightCycler 2.0
vzv F1/F2 530/640
VZV LCIC F3/Back-F1 705/Back 530

A amplificacéo e deteccdo destes Controlos internos (IC) néo reduz o limite
de deteccéo da PCR analitica do VZV (ver capitulo 11.1 Sensibilidade
analitica). S@o fornecidos controlos positivos externos (VZV LC/TM QS 1 - 4),
qgue permitem a determinacdo da carga de agente patogénico (ver capitulo

8.3 Quantificagdo).

Atencdo: O perfil de temperatura para a detecgdo do ADN do virus VZV com
ajuda do artus VZV LC PCR Kit corresponde aos do artus HSV-1/2 LC CR Kit,
do artus EBY LC PCR Kit e do arfus CMV LC PCR Kit. Por esta razéo, as
reacgdes de PCR para esses sistemas artus podem ser realizadas e analisadas
em um sé ensaio. Tenha em atencdo as instrugdes especiais para a andlise

nos capitulos 8.3 Quantificagdo e 9. Anélise dos Dados.

8. Protocolo
8.1 Isolamento de ADN

Os kits de isolamento de ADN podem ser fornecidos por diversos fabricantes.
Em funcéo do protocolo do fabricante seleccionado, recolha a quantidade de
amostra indicada para a purificagdo e efectue o isolamento de ADN conforme
as instrugdes do fabricante. Os seguintes kits de isolamento sé&o

recomendados:
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Material de NOmero de

Amostra Kit de Purificacéo Catélogo Fabricante Carrier-ARN
Soro, plasma, QIlAamp UliraSens ,
LCR (liquido Virus Kit (50) 33704 QIAGEN contém
céfalo- QA
raquidiano), DNA M 51304 QIAGEN | néo contém
rcspogem Vi [ ENY n
LCR (liquido EZ1 DSP ’
cefaloraquidiano) Virus Kit (48)* 62724 QIAGEN contém

*Para ser usado em combinagé@o com o BioRobot EZT DSP Workstation (Cat. No.
9001360) e com o EZ1 DSP Virus Card (Cat. No. 9017707).

Nota importante para o uso do QIAmp UliraSens Virus Kit e do QIAmp DNA
Mini Kit:

* A adicéo de Carrier-ARN é de grande importdncia para a eficiéncia e
com isso para o rendimento do ADN/ARN. Caso o kit de isolamento
utilizado néo contenha Carrier-ARN, recomenda-se, imprescindivelmente,
a adicdo de Carrier-ARN (RNA-Homopolymer Poly(A), Amersham
Biosciences, Cat. No. 27-4110-01) para a extracgdo dos dcidos nucleicos
de liquidos biolégicos sem células ou de materiais com pequena
quantidade de ADN/ARN (p. ex. liquido céfalo-raquidiano). Por favor, siga
as seguintes instrugdes:

a) Para isso, ressuspenda o Carrier-ARN liofilizado em tampdo de
eluicdo (nGo em tampéo de lise) do kit de isolamento (p. ex. tampéo
AE do QlAamp DNA Mini Kit) e crie uma diluicdo com uma
concentracéo de 1 ug/ul. De acordo com a quantidade exigida,
divida a solucdo de Carrier-ARN em aliquotas que devem ser
armazenadas a -20°C. Evite a repetida descongelagdo (> 2 x) de
uma aliquota de Carrier-ARN.

b) Por purificacéo, deve ser adicionado 1 ug de Carrier-ARN por 100 ul
de tampdo de lise. Se o protocolo de extracgdo prevé, por exemplo,
200 ul de tampéo de lise por amostra purificada, entdo adicione 2
uldo Carrier-ARN (1 ug/ul) directamente ao tampéo de lise. Antes
deiniciar qualquer purificacdo, deve ser feita uma mistura nova de

tampao de lise e Carrier-ARN (e se for o caso Controlo interno, ver
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capitulo 8.2 Controlo interno) de acordo com o seguinte esquema de

pipetagem.
Nomero de amostras 1 12

| Tampdo de lise p. ex. 200 ul _p.ex. 2.400 ul
Carrier-ARN (1 ug/ul) 2 ul 24 ul
Volume Total 202 ul 2.424
Yolume para a purificagéo 200 ul cada 200 ul

c) Utilize a mistura de tampéo de lise e Carrier-ARN para a purificagdo
logo apés a preparacdo. Néo é possivel conservar a mistura
* A adicgo de Carrier-ARN é de grande importéncia para a eficiéncia e,
com isso, para o rendimento do ADN/ARN. Para obter uma estabilidade
maior do Carrier-ARN  QlAamp UltraSens Virus Kit  fornecido,
recomendamos o procedimento a seguir, diferente do indicado nas
instrugdes do kit de isolamento:

a. Antes da primeira utilizaggo do kit de isolamento, ressuspenda o
Carrier-ARN liofilizado em 310 ul de tampéao AE ou AVE (tampéo de
eluicéo, concentracéo final 1 ug/ul, ndo utilizar tampéo de lise) e, de
acordo com a quantidade exigida, divida esta solucéo de Carrier-ARN
em aliquotas que devem ser armazenadas a -20°C. Evite a repetida
descongelacdo (> 2 x) de uma aliquota de Carrier-ARN.

b. Antes de iniciar qualquer purificacéo, deve ser feita uma mistura nova
de tampéo de lise e Carrier-ARN (e, se for o caso Controlo interno,
ver capitulo 8.2 Controlo interno) de acordo com o seguinte esquema

de pipetagem.

NUmero de amostras 1 12
_Tampdo de lise AC 800l L 9.600ul
Carrier-ARN (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Volume Total 805,6 ul 9.667,2 ul
Volume para apurificagdo 800 ul cada 800 ul

c. Utilize a mistura de tampéao de lise e Carrier-ARN para a purificagdo

logo apds a preparacdo. Néo é possivel conservar a mistura
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» Através da utilizacgo do QIAamp UltraSens Virus Kit, pode-se obter uma
concentracdo da amostra. Se a amostra ndo se tratar de um soro ou de
plasma, entdo adicione no minimo 50 % (v/v) de plasma humano
negativo @ mesma.

* Nas purificacdes com tampdes de lavagem que contém etanol, efectuar
sempre, antes da eluigdo, uma centrifugacdo adicional (trés minutos,
13.000 rpm) para a eliminagdo dos residuos de etanol. Isto evita

« O artus VZV LC PCR Kit ndo deverd ser utilizado em conjunto com

procedimentos de purificagdo que utilizam fenol comobase.

Nota importante para o uso do EZ1 DSP Virus Kit:

* O uso de Carrier-ARN ¢é critico para o extragdo eficiente e,
conseqUentemente, para o rendimento AND/ARN. Por favor adicione a
quantia apropriada de Carrier-ARN para cada extracéo de acordo com as

instrugdes no manual EZT DSP Virus Kit Handbook.

Importante: O Controlo interno do artus VZV LC PCR Kit pode ser adicionado

directamente na fase de purificacéo (ver capitulo 8.2 Controlo interno).

8.2 Controlo interno

E fornecido um Controlo interno (VZV LC IC) com o qual se tem a
possibilidade de controlar nGo sé a purificaggo do ADN como também uma
possivel inibigdo da PCR (ver Fig. 1) Usando o EZ1 DSP Virus Kit para
extracdo, o Controlo interno deve ser adicionado de acordo com as instrucdes
no manual EZT DSP Virus Kit Handbook. Usando o QlAamp UltraSens Virus Kit
ou o QlAamp DNA Mini Kit, adicione o Controlo interno numa relacéo de 0,1
ul por 1 ul do volume de eluicdo na purificagdo. Se utilizar, por exemplo, o
QlAamp DNA Mini Kit e eluir o ADN em 200 ul de tampdo AE, entdo
adicionar 20 ul de Controlo interno. Se, p. ex., eluir em 100 ul, entéo
adicionar respectivamente 10 ul. A quantidade de Controlo interno
acrescentada depende apenas do volume de eluico. O Controlo interno e

eventualmente o
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Carrier-ARN (ver capitulo 8.1 Isolamento de ADN) podem ser acrescentados

apenasa

* uma mistura de tampédo de lise e amostra ou

» directamente ao tampdo de lise

O Controlo interno nédo pode ser adicionado directamente & amostra. Ter em
atengdo que a mistura do Controlo interno com o tampéo de lise/Carrier-ARN
deverd ser utilizada logo apés ser preparada. A conservacdo da mistura &
temperatura ambiente ou no frigorifico pode em poucas horas inactivar o
Controlo interno e diminuir a eficiéncia da purificacdo. N&o pipetar o Controlo

interno e o Carrier-ARN directamente na amostra.

O Controlo interno pode ser utilizado, opcionalmente, exclusivamente para o
controlo de uma possivel inibicdo da PCR (ver Fig. 2). Para isso adicione,para
cada preparacdo, 0,5 ul de Controlo interno directamente a 15 ul deVzV LC
Master. Utilize para cada reaccdo de PCR 15 ul da Master Mix desta forma
produzida e adicione, em seguida, 5 ul de amostra purificada. Se tiver que
preparar um ensaio com vdrias amostras, entdo aumente as quantidades

necessdrias de VZV LC Master e de Controlo interno proporcionalmente ao

numero de amostras (ver capitulo 8.4 Preparagdo da PCR).

O artus HSV-1/2 LC PCR Kit e o artus VZV LC PCR Kit possuem um Controle
Interno (IC) idéntico. O artus EBV LC PCR Kit e o artus CMV LC PCR Kit

também possuem um Controle Interno idéntico.

8.3 Quantificacao

Os Padrées de quantificacgo fornecidos (VZV LC/TM QS 1 - 4) sGo tratados
como uma amostra purificada e utilizados com o mesmo volume (5 ul). Para
criar uma curva padrdo no LightCycler Instrument, utilize todos os quatro

PadrYes de quantificaUUo fornecidos da seguinte forma:

" O aumento de volume causado através da adicdo do Controlo interno é desprezdvel na
preparacgdo da reaccdo de PCR. A sensibilidade do sistema de deteccéo ndo é afectada.
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Equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5

Defina os VZV LC/TM QS 1 - 4 no Sample Loading Screen como padrdes e
introduza as concentracdes indicadas (ver LightCycler Operator’s Manual,

Versdo 3.5, Chapter B, 2.4. Sample Data Entry).

Equipamento LightCycler 2.0

Para a definicdo dos padrées, active a funcéo Analysis Type na janela
Samples do menu e seleccione o item Absolute Quantification. Agora os
VZV LC/TM QS 1 - 4 podem ser definidos como padrdes e as concentracdes
correspodentes adicionadas (ver LightCycler Operator’s Manual, Verséo 4.0,
Chapter 2.2 Entering Sample Information). Ter em atengcdo que a funcéo
Enable Controls p&o deverd ser activada, pois isto leva a limitacdes na
seleccdo das opcdes da andlise de dados (ver capitulo 9.2 Andlise dos

dados da PCR do equipamento LightCycler2.0).

Esta curva padrédo pode ser utilizada também para as préximas
guantificacdes se, durante o ensaio actual, for introduzido no minimo um
padrdo de uma concentracéo definida. Para isso, é necessdrio importar a
curva padrdo previamente criada (ver LightCycler Operator’s Manual, Versdo
3.5, Chapter B, 4.2.5. Quantification with an External Standard Curve ou
Versdo 4.0, Chapter 4.2.2 Saving a Standard Curve). Porém, nesta forma de
guantificacdo, tem que ser levado em consideracdo que, devido &

variabilidade entre os ensaios de PCR, podem ocorrer desvios nos resultados.

Caso tenha sido integrado mais do que um sistema Herpes-artus no seu
ensaio de PCR, entdo certifiqgue-se de que cada um seja analisado com o

respectivo Padréo de quantificagéo separadamente.

Atencéo: Os Padrées de quantificacgo sdo definidos em cépias/ul. Para a
conversdo dos valores apurados com base na curva padrédo em cépias/ml de

amostra, deve-se utilizar a seguinte férmula:

Resultado (copias/ul) x Volume de eluicao (ul)

Resultado (copias/ml) =
Volume de amostra (ml)
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Ter em atencdo que sempre deverd ser introduzido na férmula o volume
inicial. Isto deve ser considerado quando o volume da amostra for alterado
antes da purificacdo dos dcidos nucleicos (p. ex.: reducdo através da
centrifugacdo ou aumento através do complemento do volume recomendado

para apurificacdo).

Importante: Para a simplificagdo da avaliacdo quantitativa de sistemas artus

no equipamento LightCycler1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0 existe em

www.qiagen.com/Products/BylLabFocus/MDX um guia (Technical Note for
quantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument).

8.4 Preparacdo da PCR

Certifique-se de que o Cooling Block com o adaptador nele contido (acessério
do LightCycler Instrument) tenha sido pré-refrigerado a aproximadamente
+4°C. Coloque para as reacgdes planeadas a quantidade necesséria de
capilares LightCycler no adaptador do Cooling Block. Certifique-se de que
sejam introduzidos, por ensaio de PCR, no minimo um Padréo de
quantificagdo, assim como um controlo negativo (Water, PCR grade). Para a
criacéo de uma curva padrdo, por favor utilizar, por ensaio de PCR, todos os
Padrdes de quantificacéo fornecidos (VZV LC/TM QS 1 - 4). Todos os
reagentes devem ser totalmente descongelados & temperatura ambiente,
bem misturados (pipetando para cima e para baixo vérias vezes ou
misturando brevemente no vértex) e em seguida centrifugados antes do inicio

do teste.

Se desejar controlar, com o Controlo interno, ndo sé a purificagdo do ADN
como também uma possivel inibicdo da PCR, o Controlo interno |& deverd ter
sido introduzido previamente na fase de purificagdo (ver capitulo

8.2 Controlo interno). Neste caso, utilize o seguinte esquema de pipetagem

(ver também o esquema reproduzido na Fig. 1):
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Quantidade de Amostras 1 12

. VZV LC Master 15 ul 180 ul

1. Preparagéo
da Master Mix vZvicic Ol Ol
Volume Total 15 ul 180 ul
2. Preparagdo Master Mix 15 ul cada 15 ul
da Reacgéo de Amostra 5 ul cada 5 ul
PCR Volume Total 20 ul cada 20 ul

Se desejar utilizar o Controlo interno exclusivamente para o controlo de
uma inibigdo da PCR, entGo adicione-o directamente ao VZV LC Master.
Neste caso, utilize o seguinte esquema de pipetagem (ver também o

esquema reproduzido na Fig. 2):

Qua aade de-Rr O O

- VZV LC Master 15 ul 180 ul
1. Preparagdo
da Master Mix VzZv LCIC 0,5 ul * 6 ul :
Volume Total 15,5 ul 186 ul
2. Preparagéo Master Mix 15ul cada 15 ul’
da Rechao de Amostra 5 ,UI cada 5 /JI
PCR Volume Total 20 ul cada 20 ul

Pipete para o reservatério de pldastico de cada capilar 15 ul do Master Mix. Em
seguida, adicione 5 ul de eluido do isolamento de ADN. De forma
correspondente, devem ser colocados, como controlo positivo, 5 ul de pelo
menos um dos Padrées de quantificacdo (VZV LC/TM QS 1 - 4) e, como
controlo negativo, 5 ul de dgua (Water, PCR grade). Tape os capilares. Para
deslocar o volume preparado do reservatério de pldstico para dentro dos
capilares, centrifugue os adaptadores e os capilares nele contidos numa
centrifuga de bancada durante dez segundos, no méximo a 400 x g (2.000

rpm).

" O aumento de volume causado através da adigdo de Controlo interno é desprezével na
preparacgéo da reaccdo de PCR. A sensibilidade do sistema de deteccéo ndo é afectada.

|
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Adigéo do Controlo interno para a purificagéo

Fig. 1:  Fluxo esquemdtico da operacdo para o controlo da
purificagdo e da inibigdo daPCR.

*

Em cada passo de pipetagem, certifique-se, sempre, de que
as solucdes a serem utilizadas tenham sido totalmente
descongeladas, bem misturadas e  brevemente
centrifugadas.
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Adigéo do Controlo interno para o artus Master

Fig. 2:  Fluxo esquemdtico da operacdo para o controlo da inibigéo
da PCR.

.
Em cada passo de pipetagem, certifique-se, sempre, de que
as solucdes a serem utilizadas tenham sido totalmente
descongeladas, bem misturadas e  brevemente
centrifugadas.
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8.5 Programacédo dos equipamentos LightCycler
8.5.1 Programacédo do equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5

Para o deteccdo de ADN do VZV, crie no seu equipamento LightCycler
1.1/1.2/1.5 um perfil de temperatura com os seguintes cinco passos

(conforme as Fig. 3 a 7).

A.  Activacéo inicial da enzima Hot Start Fig. 3
B. Passo TouchDown Fig. 4
C. Amplificagéo do ADN Fig. 5
D. Curvadedissociacéo (opcional) Fig. 6
E. Refrigeragdo Fig. 7

Tenha especial atencdo as configuragdes Analysis Mode, Cycle Program Data
e Temperature Targets. Estas configuracées estdo destacadas nas figuras com
caixa a negro. As indicagdes sobre a programagdo do equipamento
LightCycler® 1.1/1.2/1.5 encontram-se no LightCycler Operator’s Manual. A
criacdo do passo D. Curva de dissociacdo é opcional. Ela sé é necessdria
para a diferenciagdo entre VHS-1 e VHS-2 na utilizagdo

simultdnea com o artus HSV-1/2 LC PCR Kit.
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Cycle Program Dat

1 oo 12

Analysis Mode JNEE
Quantification
Temperature Targets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate (*C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
’7 Step Delay (cycles)

|—Acquisition Mode

2000[50_[5/00 |50 5 NONE |5 @D

Fig. 3: Activagdo inicial da enzima Hot Start.

1 [y cle Program Data P o 2
— [— al Quantification —
Qldﬁli,ﬂ Melting Curves

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)
|— I—Acquisition Mode

s 65 [Slooofdio [Soo [Slo  JETNoNE |5 Qe

o5 (520 |s2000f8ss (50 |5 [Bnone |3 Q@

D2 f:_Ewwkn 500 o |

Fig. 4: Passo Touch Down.
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ICycle Program Data

Cycles Eg

Analysis Mode

None

Quantification
emperature |argets

Melting Curves

Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec]

Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
,—Acquisition Mode
35 [55  [gleooo (g0 [gloo fglo 5 NONE |5 QK

Fig. 5: Amplificagdo do ADN.

q Cycle Program Data Analysis Mode| None 2
- [—Igl Quantification -
M 1)+ Melting Curves
?emperature Targets
Target Temperature ("C)

Incubation Time (hrs:min:sec
Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)
(Step Size ("C)

Step Delay (cycles)
|— I—Acquisiticm Mode
S EER 2000 [fi0 700 [5o 5/ NONE |5 G

o oo 13
3

W0

Fig. 6: Curva de dissociagdo.

|
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Cycle Program Dat

Cycles|| _1J3

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)
I_ [—Acquisition Mode

F2000 [0 (500 [5l0 3] NONE |5 @D |

Analysis Mode IRl

Quantification
Melting Curves

Fig. 7: Refrigeracdo.

8.5.2 Programacdao do equipamento LightCycler 2.0

Para a programacgéo do ensaio de PCR com o equipamento LightCycler 2.0,
activar a opgéo New do menu e seleccione entdo o item LightCycler

Experiment.

Logo a seguir, para a deteccGo de ADN do VVZ, crie no seu equipamento
LightCycler 2.0 um perfil de temperatura com os seguintes cinco passos

(conforme a Tabela 1).

Activacdo inicial da enzima Hot Start
Passo Touch Down
Amplificagdo do ADN

Curva de dissociacéo (opcional)

moow?>

Refrigeracéo

A criagdo do passo D curva de dissociacdo é opcional. Ela sé é necessdria
para a diferenciacéo entre VHS-1 e VHS-2 na utilizagdo simultGnea com o

artus HSV 1/2 LC PCR Kit.
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Certifique-se que antes seja introduzido o nimero de capilares preparados

para este ensaio de PCR (Max. Seek Pos., ver Fig. 8).

Tabela 1: Criagéo do perfil de temperatura.

Ramp Sec Step Step Acq.

Program TT:g]e1 [hh':(:fss] Rate Target Size Delay Cycles A';:\"ins
s [°C/s] [°’C]  [cycles)  Mode ode
Activacéo 95 00:10:00 20 0 0 0 None 1 None
95 00:00:05 20 0 0 0 None
Touch

Down 00:00:20 10 None

72 00:00:15 20 0 0 0 None
95 00:00:05 20 0 0 0 None
Amplificacéo AN, . Quanti
do ADN 55 00:00:20 20 0 0 0 Single 40 )
72 00:00:15 20 0 0 0 None fication
95 00:00:01 20 0 0 0 None

Curva de Melting
80 00:00:00 0,1 0 0 0 Cont.
Refrigeracdo | 40 00:00:30 20 0 0 0 None 1 None

Para introduzir as especificagdes das amostras activar o item Samples.

*  Primeiro introduza na janela Capillary View o nimero total de reaccdes
de PCR planeadas para o ensaio de PCR (Sample Count).

* Logo a seguir, coordene os nomes das amostras no Sample Name.

e Além disto, seleccione através do Selected Channels o canal de
fluorescéncia 530 para a deteccéo da PCR analitica do VWZ e 705 para a
detecc@o da PCR do Controlo interno.

* Para a definicdo dos padrées e para a coordenagdo das concentracdes
respectivas, seleccione na Analysis Type a opcdo Absolute Quantification
(ver capitulo 8.3 Quantificagdo).

 Ter em atengdo que a funcéo Enable Controls ndo deverd ser activada,

pois isto leva a limitacdes na seleccdo das opgdes da andlise de dados
(sendo o modo Fit Points ndo estard & disposicdo, ver 9.2 Andlise dos
dados da PCR do equipamento LightCycler 2.0). Sob o item Target Name
, podem ser coordenados os canais de fluorescéncia 530 e 705
seleccionados das sequéncias a detectar (VWWZ ou Controlo interno). O

preenchimento do campo Target Name pode ser facilitado através da
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fungdo Auto Copy... . A definicdo do Target Name serve para a obtengdo
de uma visualisagéo melhor, mas ndo é obrigatoriamente necesséria para
a andlise dos dados.

* Para a criacgo de uma curva padrdo na andlise dos dados, é necessdrio
que os Padrées de quantificaggo sejom definidos com as respectivas
concentragdes. Para isto, seleccione sob o item Sample Type o item
Standard e introduza a concentracéo correspondente sob Concentration.

« O perfil de temperatura programado pode ser salvo no disco rigido
do computador para ser utilizado novamente em outros ensaios. Para
isto, activar a fungdo Save As... do menu File. Na janela aberta em
seguida, seleccione o subitem Run Templates do Templates and Macros e
salve nesta pasta os dados com um nome apropriado.

* Para iniciar o ensaio de PCR, mude para o item Run e active a fungdo

Start Run (ver Fig. 8). O programa da PCR é iniciado apés a introdugéo

do local destinado para salvar os dados.

2 Start Run fl End Frogram | +1 |f_oh: Comp (O] « “ LI Options ~
Progiams | Online Data Display | Aun Notes |
5u|p Progans
Defauk Charvet (530 | | A |ProgramName Cycles Analysis Mode
-~ Initial Activation of the Hot Start Enzyme 1 ~{None >
Seek Temperature: | 30 = X1 2
=k . i, Touch Down Step 10 ~{None 4
1 ’ :I Amplification of the DNA 40 | Quantification -
Instument Type:  [6Ch.  +] LI Melting Curve 1 ~{Melting Curves -
CamaySte m » Cooling 1 ~{None -
e
Program Temperat |
;] Tuget[‘C]]HoldIHtmss)i RampAate | Sec | StepSizei Step Delay ‘ Acquisihion Mode
MG ([ Taget(T)) (C) | (opckes) | 1
#lplac Zoooozmo 2 o 2o 2o None v
id|

Temperature (°C)

88883288

0:00:00 010,08 01827 0:28:59 0:38:26 0:47:46 0:57:06
Time (h:mm:ss)

Fig. 8: Inicio do ensaio da PCR.

artus VZV LC PCRKit ~ 01/2015 23



9. Andlise dos dados

9.1 Andlise dos dados da PCR do equipamento
LightCycler1.1/1.2/1.5

Recomendamos a utilizacdo da versGo 3.5 do Software LightCycler para a
andlise dos dados da PCR obtidos com o equipamento LightCycler
1.1/1.2/1.5.

Nas andlises multi-canal, ocorrem interferéncias entre os canais de
fluorescéncia. O software do equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5 contém
um arquivo indicado como Color Compensation File que compensa estas
interferéncias. Abra este arquivo antes, durante o ensaio de PCR ou logo a
seguir, através da activacéo do botdo Choose CCC File ou Select CC Data. Se
ndo estiver instalado nenhum Color Compensation File, crie o arquivo
levando em consideracéo as instrugdes do LightCycler Operator’s Manual.
Apés activacdo do Color Compensation File , aparecem nos canais de
fluorescéncia F1, F2 e F3 sinais separados. Para a andlise dos resultados da
PCR que foram obtidos com o artus VZV LC PCR Kit, seleccione as fungdes de
perspectiva F1/F2 para a PCR analitica do VVZ ou, respectivamente,
F3/Back-F1 para a PCR do Controlo interno. Para a andlise de ensaios
qguantitativos, tenha impreterivelmente em atencdo o capitulo O
Quantificagdo, assim como a Technical Note for quantitation on the
LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument em

.giagen.com/Produdts/Byl abFocus/MDX.

Caso tenha sido integrado mais do que um sistema Herpes-artus no seu
ensaio de PCR, entdo certifique-se de que as amostras de VVZ sejam
analisadas separadamente. Para isso, escolha as respectivas posicdes do

rotor para a avaliagdo.
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Os seguintes resultados podem ser obtidos:

1. E detectado um sinal no canal de fluorescéncia F1/F2.

O resultado da andlise é positivo: A amostra contém ADN do VVZ.

Neste caso, a detecgdo de um sinal no canal F3/Back-F1 é secundéria, pois
elevadas concentracdes iniciais de ADN do VVZ (sinal positivo no canal F1/F2)
podem conduzir a uma reducdo ou até mesmo & auséncia do sinal de fluorescéncia

do Controlo interno no canal F3/Back-F1 (competicdo).
2. Néo ¢é detectado nenhum sinal no canal de fluorescéncia F1/F2, e é
detectado um sinal no canal F3/Back-F1 (sinal do Controlo interno).

Na amostra, ndo é detectdvel nenhum ADN do VVZ, por isso ela pode ser

considerada negativa.

No caso de PCR negativa do VVZ, o sinal de Controlo interno detectado exclui a

possibilidade de uma inibigdo da PCR.

3. Nenhum sinal é detectado, nem no canal F1/F2 e nem no canal

F3/Back-F1.

Néo é possivel fazer uma avaliagéo diagnéstica.

Indicacées sobre fontes de erros e suas eliminagdes estdo especificadas no capitulo

10. Resolugdo de Problemas.

Exemplos de reaccées de PCR positivas e negativas estéo reproduzidos nas

Fig. 9 e Fig. 10.
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Fig. 9: Deteccdo dos Padrées de quantificagéo (VZV LC/TM QS 1 - 4)
no canal de fluorescéncia F1/F2 do equipamento LightCycler
1.1/1.2/1.5. NTC: non-template control (controlo negativo).
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Fig. 10: Deteccdo do Controlo interno (IC) no canal de fuorescéncia
F1/Back-F3 do equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5 no caso
de amplificacdo simulténea dos PadrYes de quantificaUUo
(VZV LC/TM QS 1 — 4) NTC: non-template control (controlo
inferno). Causadas por uma compensacdo limitada das
interferéncias de fluorescéncia, aparecem sobreposicées de
sinais positivos do F1 nos sinais Controlo interno em F3. Por
esta razdo ndo é possivel fazer uma avaliacdo do sinal
Controlo interno (F3) para amostras e controlos fortemente
positivos.
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9.2 Andlise dos dados da PCR do equipamento
LightCycler 2.0

Utilize a versdo 4.0 do Software LightCycler para a andlise dos dados da
PCR obtidos com o equipamento LightCycler 2.0. Considerar também as
indicagdes contidas no LightCycler 2.0 Instrument Operator's Manual Version
4.0.

Siga o esquema seguinte para a andlise dos dados da PCR (ver Fig. 11):

» Active a fungdo Analysis no menu e seleccione a opgdo Absolute
Quantification, com a qual todos os dados de amplificacéo gerados com o
artus LC PCR Kit deveréo ser analisados.

* Aversdo 4.0 do software LightCycler contém um arquivo indicado como
Color Compensation File que compensa as interferéncias dos sinais entre
os canais de fluorescéncia. Abra este arquivo durante o ensaio de PCR
ou logo a seguir através da activacéo do botdo Color Comp (On/Off) e
depois do Select Color Compensation (ver Fig. 11). Se ndo estiver
instalado nenhum Color Compensation File, crie o arquivo levando em
consideracgdo as instru¢des do LightCycler Operator’s Manual.

* Apds activacdo do Color Compensation File , aparecem sinais separados
em cada um dos canais de fluorescéncia. Para a andlise dos resultados
da PCR que foram obtidos com o artus VZV LC PCR Kit, seleccione as
funcées de perspectiva 530/640 para a PCR analitica do VVZ ou,
respectivamente, 705/Back 530 para a PCR do Controlo interno.
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Fig. 11: Ativacdo do Color Compensation File e escolha do canal de
fluorescéncia.

Para a andlise de ensaios quantitativos, ter em atencdo o capitulo O
Quantificagdo, assim como a Technical Note for quantitation on the
LightCycler  1.1/1.2/1.5 or  LightCycler 2.0 Instrument em

.giagen.com/Products/BylLabFocus/MDX.

Depois de finalizadas as definicdes das opcdes de andlise, podem ser obtidos

os seguintes resultados:

1. E detectado um sinal no canal de fluorescéncia 530/640.
O resultado da andlise é positivo: A amostra contém ADN do VVZ.

Neste caso, a deteccdo de um sinal no canal 705/Back 530 é secundéria, pois
elevadas concentragdes iniciais de ADN do VVZ (sinal positivo no canal 530/640)
podem conduzir a uma reducdo ou até mesmo & auséncia do sinal de fluorescéncia

do Controlo interno no canal 705/Back 530 (competicéo).

2. Nao é detectado nenhum sinal no canal de fluorescéncia 530/640, e é

detectado um sinal no canal 705/Back 530 (sinal do Controlo interno).

Na amostra, néo é detectdvel nenhum ADN do VVZ, por isso ela pode ser
considerada negativa.
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No caso de PCR negativa do VVZ, o sinal do Controlo interno detectado exclui a

possibilidade de uma inibigdo da PCR.

3. Nenhum sinal é detectado, nem no canal 530/640 e nem no canal

705/Back 530.

N&o é possivel fazer uma avaliagéo diagnéstica.

Indicagdes sobre fontes de erros e suas eliminagdes estdo especificadas no capitulo

10. Resolugéo de Problemas.

Exemplos de reaccées de PCR positivas e negativas estéo reproduzidos nas

Fig. 12 e Fig.13.
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Fig. 12: Deteccdo dos Padrées de quantificagdo (VZV LC/TM QS 1 - 4)
no canal de fluorescéncia 530/640 do equipamento
LightCycler 2.0. NTC: non-template control (controlo
negativo).
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Fig. 13: Deteccdo do Controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
705/Back 530 do equipamento LightCycler 2.0 no caso de
amplificagdo simulténea dos Padrdes de quantificacdo (VZV
LC/TM QS 1 - 4). NTC: non-template control (controlo
negativo).
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10. Resolucdo de problemas

Auséncia de sinal no canal de fluorescéncia F1/F2 ou 530/640 nos controlos
positivos (VZVLC/TM QS 1 - 4)
* Aseleccéo do canal de fluorescéncia na andlise dos dados da PCR néo
corresponde & indicacéo do protocolo
© Seleccione para a andlise dos dados o canal de fluorescéncia F1/F2
ou 530/640 para a PCR analitica do VZV e o canal de fluorescéncia
F3/Back-F1 ou 705/Back 530 para a PCR do Controlo interno.

» A programacdo do perfil de temperatura do equipamento LightCycler
1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0 estava incorrecta.

© Compare o perfil de temperatura com as indicagdes do protocolo (ver
capitulo 8.5 Programagéo dos equipamentos LightCycler).

« Composicéo incorrecta da reacgdo de PCR.
€© 8.4 Preparacdo da PCR) e, se for o caso, repita a PCR.

* As condicées de conservacdo para um ou mais componentes do kit néo
corresponderam das instrucdes do artus VZV LC PCR Kit indicadas no
capitulo 2. Conservagéo ou a data de validade foi excedida.
© Por favor, reveja tanto as condigdes de conservacéo como também a

data de validade (ver etiqueta no kit) dos reagentes e, se for o caso,

utilize um novokit.

Sinal do Controlo interno enfraquecido ou até mesmo a auséncia do
mesmo no canal de fluorescéncia F3/Back-F1 ou 705/Back 530, em caso de
auséncia simulténea de um sinal no canal F1/F2 ou 530/640:
* As condi¢des da PCR néo correspondem ao protocolo.
€ Revejo as condicdes da PCR (ver acima) e, se for o caso, repita a
PCR com as configuragdes corrigidas.
e A PCR foi inibida.
€ Certifique-se de que seja utilizado um dos nossos procedimentos de
purificaco recomendados (ver capitulo 8.1 Isolamento de ADN) e,

seja fiel as instrugdes do fabricante.
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€ Certifique-se que seja efectuado o passo recomendado da
centrifugacéo adicional para completa eliminagdo de residuos de
etanol antes da eluigdo na purificagdo do ADN (ver capitulo
8.1 Isolamento de ADN).

»  Ocorreram perdas de ADN por causa da purificacéo.

€ Se o Controlo interno foi adicionado & purificagdo, a auséncia do sinal
do Controlo interno pode significar que ocorreram perdas de ADN por
causa da purificacgo. Certifique-se de que seja utilizado um dos
nossos procedimentos de purificacdo recomendados (ver capitulo
8.1 Isolamento de ADN) e seja fiel as instrucdes do fabricante.

* As condicées de conservacdo para um ou mais componentes do kit néo
corresponderam das instrucdes do artus VZV LC PCR Kit indicadas no
capitulo 2. Conservagéo ou a data de validade foi excedida.
© Por favor, reveja tanto as condi¢cdes de conservacéo como também a

data de validade (ver etiqueta no kit) dos reagentes e, se for o caso,

utilize um novokit.

Sinais nos controlos negativos no canal de fluorescéncia F1/F2 ou 530/640
da PCR analitica.
* Ocorreu uma contaminagdo durante a preparacdo da PCR.
272
© Tape cada tubo de PCR, se possivel logo apds a adicdo da amostra a
seranalisada.
272
€ Certifique-se que a superficie de trabalho e os aparelhos sejam
desinfectados frequentemente.
» Ocorreu uma contaminagdo por causa da purificacéo.
€ Repita a purificacgo e a PCR da amostra a ser analisada com
reagentes ainda néo utilizados.
€ Certifique-se que a superficie de trabalho e os aparelhos sejam

desinfectados frequentemente.

Se houver ddvidas ou problemas, por favor contacte o nosso suporte técnico.
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11. Especificacoes
11.1 Sensibilidade analitica

Para determinar a sensibilidade analitica do artus VZV LC PCR Kit sob
utilizagdo do equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5 , foi criada uma série de
diluicdes padrdo de 60 a aproximadamente 0,019 equivalentes de cépias do
VWVZ'/ul e esta foi analisada com o arfus VZV LC PCR Kit. As andlises foram
efectuadas em trés dias diferentes, contendo cada uma delas oito
determinagdes. O resultado foi apurado com a ajuda de uma andlise de
probit. A sua avaliacGo gréfica estd representada na Fig. 14. O limite de
detecgdo (p = 0,05) do artus VZV LC PCR Kit utilizado em combinacéo com o
equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5 estd, desta forma, estabelecido em 0,8
cépias/ul. Isto significa que existe uma probabilidade de 95 % de serem

detectadas 0,8 cépias/ul.

Analise de probit: Virus Varizella-Zoster (LightCycler1.1/1.2/1.5)

1 :ﬁ

-0,10112 2 0,8 cépiasiyl {(95%)

Proportions

-35 0,5 15 5 35
log (dose)

Fig. 14: Sensibilidade analitica do artus VZV LC PCR Kit sob a
utilizago do equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5.

"O padréo aqui utilizado é um produto de PCR clonado, cuja concentracdo foi
determinada por espectrofotometria e espectrofluorimetria.
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11.2 Especificidade

A especificidade do artus VZV LC PCR Kit é, em primeiro lugar, garantida
através da seleccdo dos iniciadores (primers) e das sondas, assim como da
seleccdo de condicdes de reaccdo optimizadas. Os iniciadores (primers) e as
sondas foram verificados mediante uma andlise de comparagédo de sequéncia
guanto a eventuais homologias com todas as sequéncias publicadas em
bancos de genes. Desta forma, foram controlados a deteccdo de todos os

tipos de herpes relevantes.

Adicionalmente, a validacdo da especificidade ocorreu em 30 diferentes
amostras de liquido céfalo-raquidiano (LCR) negativas para o VVZ, que néo
geraram sinal com os iniciadores (primers) e sondas especificas para o VVZ

contidos na VZV LC Master.

Para a determinagdo da especificidade do artus VZV LC PCR Kit, foi
examinado o grupo de controlo citado na Tabela 2 em relagdo & existéncia de

reacgdes cruzadas. Nenhum dos agentes patogénicos testados era reactivo.
Tabela 2: Teste da especificidade dos kits com possiveis agentes patogénicos infer-
reactivos.

Controlo
\7A% interno

Grupo de controlo (F1/F2 ou (F3-Back-F1
530/640) ou
705/Back 530)

Virus do herpes humano 1 (virus Herpes-simplex 1) -

Virus do herpes humano 4 (virus Epstein-Barr) -

(

Virus do herpes humano 2 (virus Herpes-simplex 2) -
(
(

Virus do herpes humano 5 (Citomegalovirus) -

Virus do herpes humano 6A -

Virus do herpes humano 6B -

+ |+ [+ [+ ]+ ]+

Virus do herpes humano 7 -

Virus do herpes humano 8
(virus herpes associado ao sarcoma de Kaposi)
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11.3 Precisdo

Os dados de precisdo para o artus VZV LC PCR Kit foram levantados sob a
utilizaggo do equipamento LightCycler 1.1/1.2/1.5 e possibiltam a
averiguac@o da varidncia total do sistema de teste. Esta varidncia total
compde-se da Variabilidade Intra-Ensaio (variabilidade de amostras com a
mesma concentracdo em um ensaio), da Variabilidade Inter-Ensaio
(variabilidade devida & utilizacéo de diversos aparelhos do mesmo tipo, por

pessoas diferentes do mesmo laboratério) e da Variabilidade Inter-Lote
(variabilidade devida & utilizagdo de diferentes lotes). Para este fim, apuram-
se o desvio padréo, a variéncia e o coeficiente de variacéo tanto para a PCR

especifica do agente patogénico como também para a de Controlo interno.

Estes dados foram apurados para o artus VZV LC PCR Kit com base no
Padrdo de quantificacdo com a menor concentracdo (QS 4; 10 copias/ul). As
andlises foram efectuadas contendo oito determinacées. Os resultados do
teste de precisGo estdo representados nos valores do Ct da curva de
amplificacéo (Ct: threshold cycle, ver Tabela 3) e nos valores quantitativos em
cépias/ul (ver Tabela 4). De acordo com estes resultados, a flutuagdo
estatistica de uma amostra qualquer com a concentracéo determinada é de
0,88 % (Ct), ou seja, 11,40 % (concentracdo) e para a detecgdo do Controlo
interno é de 1,26 % (Ct). Estes valores baseiam-se na totalidade de cada um

dos valores apurados nas variabilidades.
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Tabela 3: Dados de precisdo com base no valor Ct.

Desvio Padréo Variéncia Coeficiente de

variagdo [%]

Variabilidade Intra-Ensaio: 0921 004 089
VZV LC/TM QS 4 ' ' '
Variabilidade Intra-Ensaio:

. 0,04 0,00 0,33
Controlo interno
Variabilidade Inter-Ensaio: 017 003 075
VZV LC/TM QS 4 ' ' '
Variabilidade Inter-Ensaio:

. 0,09 0,01 0,69
Controlo interno
Variabilidade Inter-Lote:

21 4
VZV LC/TM QS 4 0. 0.0 0.89
Variabili Inter-Lote:
aria ||df1de nter-Lote 0,15 0,02 116
Controlo interno
Varidncia Total:
21 4

VZV LC/TM QS 4 0. 0.0 0,88
Variancia Total:

. 0,16 0,03 1,26
Controlo interno

Tabela 4: Dados de precisGo com base nos valores quantitativos (em cépias/ul).

Coeficiente de

Desvio Padréo Variancia
variagdo [%]

Variabilidade Intra-Ensaio:

1 1 13,1
VZV LC/TM QS 4 33 77 3,19
Variabilidade Inter-Ensaio:
VZV LC/TM QS 4 0,97 0,94 9,66
Variabilidade Inter-Lote: 129 167 12 83
VZV LC/TM QS 4 ! ! !
Varidncia Total:

1,1 1,32 11,4
VZV LC/TM QS 4 A5 3 A0

11.4 Robustez

A verificacGo da robustez serve para apurar a taxa total de erro do artus
VZV LC PCR Kit. Para isso foram misturadas 30 amostras de liquido céfalo-
raquidiano (LCR) negativas para o VVZ, com 2,1 cépias/ul por volume de
eluicéo de ADN de controlo de VVZ (trés vezes a concentragdo dos limites de
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sensibilidade analiticos). As amostras foram purificadas com o QlAamp DNA
Mini Kit e analisadas com o artus VZV LC PCR Kit (ver

8.1 Isolamento de ADN). A taxa de erro para o VVZ foi de 0 % para a
totalidade das amostras. A robustez do Controlo interno foi verificada
adicionalmente através da purificagdo e da andlise de 30 amostras de liquido
céfalo-raquidiano (LCR) negativas para o VVZ. A taxa total de erro foi de 0 %.
Néo foram observadas inibicdes. Deste modo, a robustez do artus VZV LC

PCRKit é = 99 %.

11.5 Reprodutibilidade

Os dados da reprodutibilidade permitem avaliar regularmente o desempenho
do artus VZV LC PCR Kit, assim como para compard-lo com o desempenho
de outros produtos, através da participagdo em ensaios colaborativos de

controlo externo de qualidade.

11.6 Avaliacao diagnéstica

O artus VZV LC PCR Kit est4 a ser avaliado em vdrios estudos.

12. Indicacoes especiais sobre a utilizacdo do
produto

» Todos os reagentes devem ser utilizados exclusivamente para o
diagnéstico in vitro.

* A utilizagdo deve ser efectuada por funciondrios que tenham sido
especialmente formados e instruidos nos processos de diagnéstico in
vitro (EN375).

* A observéncia exata do protocolo é impreterivelmente necessdria
para se optimizar o resultado da PCR

* Ter em atencéo a data de validade indicada na embalagem e nas
etiquetas de cada componente. Néo utilizar reagentes com prazo de

validade expirado.
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13. Informacgoes de seguranca

As informacdes de seguranga do artus VZV LC PCR Kit podem ser obtidas nas
Pdginas de Seguranca (safety data sheets, SDS). Elas podem ser obtidas de
na forma de informacdes PDF compactas e fdceis de utilizar em

www.qiagen.com/safety.

14. Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Administracdo de Qualidade certificado pelos
ISO 9001 e ISO 13485 da QIAGEN, cada lote dos artus VZV LC PCR Kits foi
testado de acordo com as especificacdes anteriormente apresentadas a fim

de garantir a qualidade do produto.
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16. Descricdo dos simbolos

Utilizzare entro

<]

LoT Codice del lotto

Fabbricante

Numero di catalogo
Numero die materiale
Manuale

Dispositivo medico per diagnostica in vitro

ElEERNE] ]

GTIN Global Trade Item Number

W Contenuto sufficiente per <N> test
<N>

/ﬂ/ Limiti di temperatura

Qs Standard di quantificazione

iIC Controllo interno
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