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Utilizacdo prevista

O artus CMV RG PCR Kit é um teste de amplificacdo de dcidos nucleicos in vitro, para a
quantificagdo de ADN do citomegalovirus (CMV) no plasma humano. Este kit de teste de
diagnéstico utiliza a reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) e
estd configurado para ser utilizado com os instrumentos Rotor-Gene Q.

O artus CMV RG PCR Kit destina-se a ser utilizado em conjunto com a apresentacdo clinica
e outros marcadores de laboratério para a gestdo da infegdo por CMV nos pacientes em

risco de doenca por CMV.

Os resultados do artus CMV RG PCR Kit devem ser inferpretados no contexto de todos os
resultados clinicos e laboratoriais relevantes.

O artus CMV RG PCR Kit ndo se destina a ser utilizado como teste de rastreamento para a
presenca de CMV no sangue ou em produtos sanguineos, nem como um teste diagnéstico

para confirmar a presenca de infecdo por CMV.
Descri¢do e principio

O artus CMV RG PCR Kit é um sistema pronto a utilizar para a detecdo de ADN do CMV
através da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) nos
instrumentos Rotor-Gene Q MDx. O CMV RG Master contém reagentes e enzimas para a
amplificagdo especifica de uma regido de 105 bp do principal gene precoce imediato (Major
Immediate Early Gene, MIE) no genoma do CMV (o ensaio consegue detetar gendtipos CMV

gB1 — gB4) para a detecdo direta deste amplicon especifico no canal de fluorescéncia

Cycling Green do Rotor-Gene Q MDx.

Além disso, o arfus CMV RG PCR Kit contém um segundo sistema de amplificagdo heterélogo
para identificar uma possivel inibicdo da PCR. Isto & detetado como um controlo interno (Cl)
no canal de fluorescéncia Cycling Yellow do Rotor-Gene Q MDx. Séo fornecidos controlos
positivos externos (CMV QS 1-4) que permitem a determinagdo da quantidade de ADN viral.

Para mais informagdes, consulte "Quantificagdo", na pdgina 22.
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Informacdes sobre agentes patogénicos

O citomegalovirus humano (CMV) é encontrado no sangue, tecidos e praticamente todos os
fluidos corporais de pessoas infetadas. A transmissdo pode ocorrer por via oral, sexual, por
transfusdo sanguinea ou transplantagdo de 6rgdos, por via intrauterina ou perinatal (1-4). Os
testes de carga viral do CMV s&o uma ferramenta importante para avaliar o risco de doenga,

diagnosticar a doenga e monitorizar a resposta & terapia (5).

A infecdo por CMV é frequentemente uma infecdo assinfomdtica, a que se segue um periodo
de laténcia permanente do virus no corpo. Caso a infecdo seja sinfomdtica, em adolescentes
ou em adultos, os sinfomas sdo semelhantes aos da mononucleose e incluem febre, hepatite
ligeira e indisposicdo geral (6). Foram observadas evolugdes graves da infecdo por CMV,

em particular nos doentes infetados por via intrauterina ou em doentes imunodeficientes (4,7).
Principio do procedimento

A detecdo de agentes patogénicos pela reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction, PCR) baseia-se na amplificagdo de regides especificas do genoma do agente
patogénico. Na realtime PCR, o produto amplificado é detetado através de marcadores
fluorescentes. Estes sdo geralmente ligados a sondas de oligonucleotideos que se ligam
especificamente ao produto amplificado. A monitorizagdo das intensidades de fluorescéncia
durante a execucdo de PCR (ou seja, em tempo real) permite e detecdo e quantificacdo do

produto que se acumula sem ter de reabrir os tubos de reagdo apés a execugdo de PCR (8).
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit
artus CMV RG PCR Kit (24) (96)
N.° de catdlogo 4503263 4503265
Nomero de reagdes 24 96
Azul CMV RG Master (Taq 0,1 U/pl| 2x12 8x12

reacoes reagoes

Amarelo CMV Mg-Sol* Mg—s°| 600 pl 600 pl
Vermelho CMV QS 11 (1 x 104 cépias/pl) Qs 200 pl 200 pl
Vermelho CMV QS 21 (1 x 103 cépias/pl) Qs 200 200 pl
Vermelho CMV QS 31 (1 x 102 cépias/pl) Qs 200 pl 200 pl
Vermelho CMV QS 41 (1 x 101 cépias/pl) Qs 200 200 pl
Verde CMV RG IC* |c 1000 pl 2 x 1000 pl
Branco Water (PCR grade) (Agua [grau PCR]) 1000 1000 pl

Instrucdes de utilizacdo

* Solugdo de magnésio

' Padréo de quantificagdo

* Controlo interno
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Reagentes

e Kit de isolamento de ADN (consulte "Isolamento de ADN", na pégina 12)

Consumiveis

® Pontas de pipetas estéreis com filtros

e Sirip Tubes and Caps, 0.1 ml, para utilizagéo com o 72-Well Rotor (n.° de cat. 981103 ou
98110¢)

e Em dlternativa: PCR Tubes, 0.2 ml, para utilizagdo com o 36-Well Rotor (n.° de cat. 981005
ou 981008)

Equipamento

® Pipetas (ajustéveis)”

e Misturador vértex”

e Cenfrifuga de bancada™ com rotor de tubos de reagéo de 2 ml

® Instrumentos Rotor-Gene Q MDx" com canais de fluorescéncia para Cycling Green e
Cycling Yellow

® Software Rotor-Gene Q, versdo 2.3.5 ou superior

® Bloco de refrigeracdo (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, n.° de cat. 2018901 ou Loading
Block 96 x 0.2 ml Tubes, n.° de cat. 9018905)

* Antes de utilizar, certifique-se de que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as recomendagdes
do fabricante.
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Avisos e precaucoes

Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com substancias quimicas, utilize sempre uma bata de laboratério adequada,
luvas descartdveis e éculos de protegdo. Para obter mais informagdes, consulte as fichas de
dados de seguranca (Safety Data Sheet, SDS) adequadas. Estas estdo disponiveis online no
formato PDF prdtico e compacto em www.qiagen.com/safety, onde é possivel encontrar,

visualizar e imprimir a SDS de cada kit QIAGEN e respetivos componentes.

Elimine os residuos de amostra e ensaio de acordo com os regulamentos de seguranca locais.
Precaucoes

O utilizador deve ter sempre em atencdo o seguinte:

e Utilize pontas de pipetas estéreis com filtros.

® Armazene e extraia materiais positivos (espécimes, controlos positivos e amplicons)
separadamente de fodos os outros reagentes e adicione-os & mistura de reagdo numa
instalagdo em separado.

® Descongele completamente todos os componentes & temperatura ambiente (15-25 °C) antes
de dar inicio a um ensaio.

® Quando estiverem descongelados, misture os componentes (pipetando repetidamente para
cima e para baixo ou agitando em vértex) e centrifugue com brevidade.

® Trabalhe com rapidez e mantenha os componentes em gelo ou no bloco de refrigeracdo (bloco

de carregamento de 72/96 pogos).
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Armazenamento e manuseamento de reagentes

Os componentes do arfus CMV RG PCR Kit devem ser armazenados entre -30 °C e -15 °C e
sdo estdveis até ao prazo de validade indicado no rétulo. Deve evitar-se o congelamento e
descongelamento repetidos (>2x), uma vez que tal pode reduzir a sensibilidade do ensaio.
Se os reagentes se destinarem a uso infermitente, devem ser congelados em aliquotas.
O armazenamento a 2-8 °C n&o deve exceder um periodo de 5 horas.

Armazenamento e manuseamento de espécimes

Nota: Todas as amostras devem ser tratadas como material potencialmente infecioso.

Nota: Os estudos analiticos realizados para verificar o desempenho deste kit apontam
o plasma EDTA como o material de amostra mais adequado para a detecdo do CMV.
Por conseguinte, recomenda-se a utilizacdo deste material com o artus CMV RG PCR Kit.

A validagdo do artus CMV RG PCR Kit foi efetuada utilizando amostras de plasma EDTA
humano. Né&o existem outros materiais de amostra validados. Utilize apenas o kit de
isolamento de é&cido nucleico recomendado (consulte "Isolamento de ADN", na pégina 12)
para a preparacdo da amostra.

Ao tilizar determinados materiais de amostra, devem ser rigorosamente observadas as
instrucdes especificas relativas a colheita, transporte e armazenamento.

Colheita de espécimes

Cada colheita de sangue induz lesdes dos vasos sanguineos (artérias, veias ou lesdes
capilares). Devem apenas ser utilizados materiais inécuos e estéreis. Para a colheita de
sangue, deverdo estar disponiveis materiais descartéveis adequados. Para pungdes venosas,
ndo devem ser utilizadas agulhas capilares demasiado finas. A colheita de sangue venoso
deve ser efetuada nas partes adequadas da flexura do cotovelo, no antebrago ou no dorso
da mdo. O sangue tem de ser colhido com tubos de colheita de espécimes padrdo (tampa
vermelha, Sarstedt® ou tubo equivalente de outro fabricante). Deve ser colhido um volume de
5-10 ml de sangue para um tubo EDTA. Inverter os tubos diretamente apés a colheita da
amostra para correta homogeneizacdo (8x, sem agitar).

Nota: Nao devem ser utilizadas amostras heparinizadas.
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Armazenamento de amostras

O sangue total deve ser separado em plasma e componentes celulares por centrifugacdo
durante 20 minutos a 800-1600 x g no prazo de 6 horas (?,10). O plasma isolado é
transferido para tubos de polipropileno estéreis. A sensibilidade do ensaio pode ser reduzida
se as amostras forem congeladas regularmente ou armazenadas durante um periodo de

tempo superior.
Transporte de amostras

Regra geral, o material de amostra deve ser transportado num contentor de transporte & prova
de estilhago. Assim, o perigo potencial de infecdo devido a fuga da amostra pode ser evitado.
As amostras devem ser transportadas de acordo com as instrucdes locais e nacionais para o

transporte de material patogénico.”

As amostras devem ser enviadas no prazo de 6 horas. N&o se recomenda o armazenamento
das amostras onde estas foram colhidas. E possivel enviar as amostras por correio, seguindo
as instrugdes legais para o transporte de material patogénico. Recomenda-se que o fransporte
de amostras seja efetuado por transportadores. As amostras de sangue devem ser enviadas

refrigeradas (2-8 °C) e o plasma separado deve ser enviado congelado (-30 a -15 °C).

" Associagdo Internacional de Transporte Aéreo (International Air Transport Association, IATA). Regulamentos para
mercadorias perigosas.
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Procedimento

Isolamento de ADN

Os kits da QIAGEN apresentados na Tabela 1 foram validados para a purificagdo de ADN
dos tipos de amostras humanas indicados para utilizagdo com o arfus CMV RG PCR Kit.
Efetue a purificagdo de ADN viral de acordo com as instrugdes presentes nos respetivos

manuais dos kits.

Tabela 1. Kits de purificagéo validados para utilizagdo com o artus CMV RG PCR Kit

Material de Tamanho da  Kit de isolamento do acido

amostra amostra nucleico Nomero de catdlogo  ARN transportador
Plasma EDTA 500l QlAamp® DSP Virus Kit 60704 Incluido

Plasma EDTA 400 pl  EZ1®DSP Virus Kit (48) 62724 Incluido

Nota: A utilizagdo de ARN transportador é de grande importéncia para a eficiéncia da extracdo
e, por conseguinte, para o rendimento do ADN/ARN. Para aumentar a estabilidade do ARN
transportador fornecido com o QlAamp DSP Virus Kit, recomenda-se proceder de acordo com as
informacdes sobre a reconstituicdo e armazenamento do ARN fransportador fornecidas na secgdo

"Preparagdo de reagentes e tampdes" do Manual do QlAamp DSP Virus Kit.

Nota: O controlo interno do artus CMV RG PCR Kit pode ser utilizado diretamente no
procedimento de isolamento. Certifique-se de que incluiu uma amostra de plasma negativo
no procedimento de isolamento. O sinal correspondente do controlo interno é a base para a

avaliagdo do isolamento (consulte a seccdo "Controlo interno” abaixo).
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Controlo interno

E fornecido um controlo interno (CMV RG IC) com este kit. Isto permite ao utilizador controlar o
procedimento de isolamento de ADN e verificar a existéncia de uma eventual inibigdo da PCR.
Para este fim, adicione o controlo interno numa relagdo de 0,1 pl por 1 pl do volume de eluigdo
no isolamento. Por exemplo, ao utilizar o QlAamp DSP Virus Kit, o ADN é eluido em 60 pl de
tampdo de eluicdo (AVE). Portanto, devem ser adicionados inicialmente é pl de controlo inferno.

A quantidade de controlo interno utilizado depende apenas do volume de eluiggo.

Nota: O controlo inferno e o ARN transportador (consulte "lsolamento de ADN", na pégina 12)
devem ser adicionados apenas & mistura de tampdo de lise e material de amostra ou diretamente

ao tampdo de lise.

O controlo interno ndo deve ser adicionado diretamente ao material de amostra. Se
adicionado ao tampédo de lise, tenha em atencdo que a mistura de controlo interno e tampdo
de lise com ARN transportador tem de ser preparada no momento e utilizada de imediato (o
armazenamento da mistura & temperatura ambiente ou no frigorifico durante apenas algumas

horas pode levar & falha do controlo interno e a uma eficiéncia reduzida da extragdo).

Nota: N&o adicione o controlo interno e o ARN transportador diretamente ao material de

amostra.

Para ser considerada uma purificagdo bem-sucedida, o valor Cr do controlo interno de uma
amostra de plasma negativo processada durante a purificagdo (QlAamp DSP Virus Kit) tem de
atingir Cr = 27 + 3 (limiar: 0,03) utilizando instrumentos Rotor-Gene Q (consulte a pdgina 25 para
obter mais informagdes). A propagagdo declarada tem por base a varidncia do instrumento e @
purificagdo. A existéncia de um maior desvio aponta para um problema de purificagdo. Neste
caso, a purificagdo tem de ser verificada e, se necessdrio, validada uma segunda vez. Em caso

de dividas ou problemas, contacte os Servigos de Assisténcia da QIAGEN.
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Como opgdio, o controlo interno pode ser utilizado exclusivamente para verificar a existéncia de

uma eventual inibicdo da PCR. Para esta aplicacdo, adicione o controlo interno diretamente ao

CMV RG Master e CMV Mg-Sol, tal como descrito no passo 2b do protocolo (pdgina 15).

Protocolo: PCR e andlise de dados

Pontos importantes antes de comegar

E conveniente familiarizar-se com o instrumento Rotor-Gene Q antes de iniciar o protocolo.
Consulte o respetivo manual do utilizador do instrumento para obter mais informagaes.
Certifique-se de que, pelo menos, um padréo de quantificacdo e um controlo negativo (Agua,
grau PCR) sdo incluidos por execugdo de PCR. Para gerar uma curva-padréo, utilizar os 4
padrées de quantificagdo fornecidos (CMV QS 1-4) para cada execucdo de PCR.

Passos a seguir antes de iniciar o procedimento

Certifique-se de que o bloco de refrigeragdo (acessério do instrumento Rotor-Gene Q) é pré-
arrefecido a 2-8 °C.

Antes de cada utilizagdo, todos os reagentes #m de ser completamente descongelados,
misturados (por pipetagem repetida para cima e para baixo ou por acdo répida do vértex) e

brevemente centrifugados.

Procedimento

1.
2.

Coloque o nimero desejado de tubos de PCR nos adaptadores do bloco de refrigeragéo.

Se estiver a utilizar o controlo interno para monitorizar o procedimento de isolamento de
ADN e para verificar a existéncia de uma eventual inibigdo da PCR, siga o passo 2a. Se
estiver a utilizar o controlo interno exclusivamente para verificar a existéncia de uma
inibicdo da PCR, siga o passo 2b.

Nota: Recomenda-se vivamente a adicdo do controlo interno ao CMV RG Master e CMV
Mg-Sol utilizados para os padrées de quantificagdo. Para os padrées de quantificacdo,
adicione diretamente o controlo interno ao CMV RG Master e CMV Mg-Sol, conforme

descrito no passo 2b do protocolo, e utilize esta mistura principal para cada padréo de

quantificagdo (CMV QS 1-4).
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2a. O controlo interno jé foi adicionado ao isolamento (consulte Controlo interno, na
pdagina 13). Neste caso, prepare uma mistura principal de acordo com a Tabela 2
(na pdgina seguinte).
Geralmente, a mistura de reacdo contém todos os componentes necessdrios para a
PCR, exceto a amostra.

Tabela 2. Preparacéio da mistura principal (controlo interno utilizado para monitorizar o isolamento de ADN e verificar
a inibi¢do da PCR)

Nomero de amostras 1 12
CMV RG Masfer 25 pl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 0yl 0yl
Volume total 30l 360 pl

2b. O controlo interno deve ser adicionado diretamente & mistura de CMV RG Master e
CMYV Mg-Sol. Neste caso, prepare uma mistura principal de acordo com a Tabela 3.
Geralmente, a mistura de reagdo contém todos os componentes necessdrios para a

PCR, exceto a amostra.

Tabela 3. Preparagdo da mistura principal (controlo interno utilizado exclusivamente para verificar a inibigéo da PCR)

Nomero de amostras 1 12
CMV RG Masfer 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 2.4l 24yl
Volume total 32 pl* 384 pl*

*O aumento de volume causado pela adicdo de controlo interno é negligenciado durante a preparacdo do ensaio de
PCR. A sensibilidade do sistema de detecdo ndo é comprometida.

3. Pipete 30 pl da mistura principal em cada tubo de PCR e, em seguida, adicione 20 pl de
ADN da amostra eluida (consulte a Tabela 4). Da mesma forma, deverdo ser utilizados
20 pl de, pelo menos, um dos padrées de quantificagdo (CMV QS 1-4) como um controlo

positivo e 20 pl de dgua (Agua, grau PCR) como um controlo negativo.
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Tabela 4. Preparagéo do ensaio de PCR

Numero de amostras 1 12
Mistura principal 30l 30 pl cada
Amostra 20 ¢l 20 pl cada
Volume total 50 pl 50 pl cada
Nomero de amostras 1 12

4. Feche os tubos de PCR. Certifique-se de que o anel de bloqueio (acessério do instrumento
Rotor-Gene) é colocado na parte superior do rotor para evitar a abertura acidental dos

tubos durante a execucdo.

5. Para a detegdo de ADN do CMV, crie um perfil de temperatura de acordo com os passos

a seguir indicados.

Definicdo dos pardmetros gerais do ensaio Figura 1, Figura 2 e Figura 3
Ativagdo inicial da enzima de inicializagdo a quente Figura 4
Amplificagdo do ADN (PCR touchdown) Figura 5
Ajuste da sensibilidade do canal de fluorescéncia Figura 6
Iniciar a execugdo Figura 7

Todas as especificagdes sdo referentes & versdo 2.3.5 do software do Rotor-Gene Q ou
superior. Pode encontrar mais informacées sobre a programagdo dos instrumentos Rotor-Gene
no respetivo manual do utilizador do instrumento. Nas ilustragdes, estas definicdes tém uma

moldura a negrito. As ilustracdes estdo incluidas nos instrumentos Rotor-Gene Q.

6. Abra a caixa de didlogo New Run Wizard (Assistente de nova execugdo) (Figura 1, na
pdgina seguinte). Marque a caixa Locking Ring Attached (Anel de bloqueio anexado) e

clique em Next (Seguinte).
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Well to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor

72-‘Well Rotor
Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

1 [V Locking Ring Attached I

Ota

Figura 1. A caixa de didlogo "New Run Wizard" (Assistente de nova execugdo).

7. Selecione 50 para o volume de reacdo PCR e clique em Next (Seguinte) (Figura 2).

New Run Wizard I

This screen displays miscellaneous options for the un. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator: IIJ iagen

Notes :

' Reaction I =
Volume (L} el

Sample Lapout : I 1.2.3,.. j

x|

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizad | <<Back |i Next >> i

Figura 2. Defini¢do dos parémetros gerais do ensaio.
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8. Clique no botdo Edit Profile (Editar perfil) na caixa de didlogo seguinte do New Run
Wizard (Assistente de nova execucdo) (Figura 3) e programe o perfil de temperatura

conforme indicado nas Figuras 3 a 5.

New Run Wizard

Temperature Profile :

Channel Setup :

| Name I Source | Detector | Gain I Create New... I
Green  470nm  510nm 5 Edit I
Yellow  530nm  555nm 5 =
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
Red 625hm  BE0hm 5

Crimson  680nm  710hp 7 Remove I

Reset Defaults |

x|

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combao box to display
help about its
available settings.

SkipWizad | ¢<cBack f  News> |

Figura 3. Edicdo do perfil.

8 Edit Profile X

7z . @ @
MNew Open Save As Help
The un will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be perfoimed :

Insert after...
Insert before...
Remave

It cycle below to modify it :
1=

Hold Temperature: g5 ] deg.

Hold Time : 10 |mins 0 |secs

Figura 4. Ativacéo inicial da enzima de inicializacdo a quente.
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This cycle repeats time(s).
Click on one of the stgbs below to modify it, or press + of - to add and remove steps for this cycle.

% Edit Profile 3
2 .8 H| e
MNew Open Save As Help

The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
Insert befare...
Remove

95 deg. for 15 secs

30 seconds

Acquiring to Cycling &

72 deqg. for 20 secs /

65 deg. for 30 secs

4

x 6

Figura 5. Amplificagdo do ADN. Ative sempre a funcéo Touchdown para 10 ciclos no passo Annedling (Hibridizagéo).

9. O intervalo de detecdo dos canais de fluorescéncia tem de ser determinado de acordo

com as intensidades de fluorescéncia nos tubos de PCR. Clique em Gain Optimisation

(Otimizagdo de ganho) na caixa de didlogo New Run Wizard (Assistente de nova

execugdo) (consulte a Figura 3, na pdgina anterior) para abrir a caixa de didlogo Auto-

Gain Optimisation Setup (Configuragéo da otimizagdo de ganho automdtico). Defina a

temperatura de calibragdo para 65 °C para igualar a temperatura de hibridizagdo do

programa de amplificacdo (Figura 6, na pdgina seguinte).
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Auto-Gain Optimisation Setup

i~ Dptimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
[% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature tg IBS %‘I degrees. 1
Optimise All I Optimise Acquiring |

[~ Peifarm Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

: Channel Settings : 1
| - b |

Name | Tube Position | Min Reading l Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI -10 10

Yelow 1 5F| 10FI 10 10 _ Bemove |
Remove All |

< >

2 "I Start I Manual... ] Close | Help |

Figura 6. Ajuste da sensibilidade do canal de fluorescéncia.

10. Os valores de ganho deferminados pela calibragdo do canal sdo guardados
automaticamente e sdo enumerados na ¢ltima janela do menu do procedimento de

programacdo (Figura 7, na pdgina seguinte). Clique em Start Run (Iniciar execugdo).
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New Run Wizard

Summary :
Setting I Yalue I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotar 72well Rotor
Sample Layout 1,235,
Reaction Volume (in microliters) 50

Save Template

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to
beagin the un. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard << Back

Figura 7. Iniciar a execucdo.
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Interpretacdo de resultados

Quantificacdo

Os padrées de quantificacdo fornecidos (CMV QS 1-4) séo tratados como amostras
previamente purificadas e o mesmo volume de 20 pl é utilizado diretamente na PCR (sem
necessidade de extracdo adicional). Para gerar uma curva-padrdo nos instrumentos Rotor-
Gene Q, os 4 padrées de quantificagdo devem ser utilizados e definidos na caixa de didlogo
Edit Samples (Editar amostras) como padrées com as concentragdes especificadas (consulte o

respetivo manual de utilizador do instrumento).

Nota: Para assegurar a quantificagdo precisa, recomenda-se vivamente a adi¢do do controlo
interno ao CMV RG Master e CMV Mg-Sol utilizados para os padrées de quantificagdo. Para
esta aplicagdo, adicione diretamente o controlo interno ao CMV RG Master e CMV Mg-Sol,

conforme descrito no passo 2b do protocolo (pégina 15) e utilize esta mistura principal para

cada padrdo de quantificagdo (CMV QS 1-4).

Nota: Os padrées de quantificagdo séo definidos como cépias/pl. A seguinte equagdo tem
de ser aplicada para converter os valores determinados utilizando a curva-padrdo para

cépias/ml de material de amostra:

5pi Resul Spias/pl | luigio (pl
Resultado (COPIOS) _ Resultado (cpias/pl) x Volume de eluicdo (pl)

ml B Volume de amostra (ml)

Como regra geral, o volume de amostra inicial deve ser introduzido na equagdo acima. Isto
tem de ser considerado quando o volume da amostra tiver sido alterado antes da extracdo
do dcido nucleico (por ex., reduzindo o volume por centrifugacdo ou aumentando o volume

adicionando ao volume necessdrio para o isolamento).
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Nota: Os padrées de quantificacdo foram calibrados em relagdo & Primeira Padronizagdo
Internacional da OMS (Organizacdo Mundial da Saitde) para o Citomegalovirus Humano
(c6digo 09/162 do NIBSC).

Para converter cépias/ml em Ul/ml, tendo em consideragdo o QlAamp DSP Virus Kit:

OMS (Ul/ml) = 2,933 x artus CMV (cépias/ml)
Nota: Para o fluxo de trabalho do QlAamp, as amostras quantificadas devem estar dentro do
intervalo linear QS 1 x 10! para 1 x 104 cépias/pl. Nao é possivel assegurar a quantificagéo

fora deste intervalo.

Para converter cépias/ml em Ul/ml, tendo em consideracdo o EZ1 DSP Virus Kit no
instrumento EZ1 Advanced XL:

OMS (Ul/ml) = 0,794 x artus CMV (cépias/ml)
Nota: Para o fluxo de trabalho do EZ1, as amostras quantificadas devem estar dentro do
intervalo linear 3,16E+02 a 1,00E+08 cépias/ml. N&o é possivel assegurar a quantificagdo
fora deste intervalo.

Resultados

A Figura 8 e a Figura 9 (na pdgina seguinte) apresentam exemplos de reagdes de PCR

positivas e negativas.
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Figura 8. Detecdio dos padrdes de quantificagdo (CMV QS 1-4) no canal de fluorescéncia Cycling Green.
NTC: Controlo sem modelo (controlo negativo).
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Figura 9. Detecdio do controlo interno (Cl) no canal de fluorescéncia Cycling Yellow com amplificacdio simultédnea dos
padrdes de quantificagdo (CMV QS 1-4). NTC: Controlo sem modelo (controlo negativo).

24 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



E detetado um sinal no canal de fluorescéncia Cycling Green.

O resultado da andlise é positivo: a amostra contém ADN do CMV.

Neste caso, a dete¢do de um sinal no canal Cycling Yellow é dispensével, uma vez que as
concentragdes iniciais elevadas de ADN do CMV (sinal positivo no canal Cycling Green)
podem levar a um sinal de fluorescéncia reduzido ou ausente do controlo interno no canal

Cycling Yellow (competicao).

Nao é detetado sinal no canal de fluorescéncia Cycling Green. Ao mesmo tempo, aparece

um sinal do controlo interno no canal Cycling Yellow.

Nao ¢ detetdvel qualquer ADN do CMV na amostra. Pode ser considerado negativo.

No caso de uma PCR negativa para CMV, o sinal detetado do controlo interno exclui a

possibilidade de inibigdo da PCR.

Nao é detetado sinal nos canais Cycling Green ou Cycling Yellow.
Né&o pode inferir-se qualquer resultado.

As informagdes relativas as fontes de erros e as respetivas solugdes podem ser encontradas

em "Guia de resolugdo de problemas", na pdgina 41.
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Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de gestdo da qualidade da QIAGEN certificado pela norma 1SO,
todos os lotes do artus CMV RG PCR Kit sdo testados face a especificacdes predeterminadas

para garantir uma qualidade consistente do produto.
Limitacoes

Todos os reagentes sGo apenas para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

O produto deve ser utilizado por pessoal com formagdo especifica em procedimentos de

diagnéstico in vitro e devidamente instruido para o efeito.

Para resultados de PCR &timos, é necessdrio que o respetivo manual do utilizador do

instrumento seja rigorosamente observado.

Deveré ser dada atengdo aos prazos de validade impressos na caixa e nos rétulos de todos

os componentes. Ndo utilize componentes fora do prazo de validade.

Embora raras, as mutagdes nas regides altamente conservadas do genoma viral cobertas
pelos primers e/ou sonda do kit podem resultar em subquantificagdo ou falha em detetar a
presenca do virus nestes casos. A validade e o desempenho do ensaio sdo revistos

regularmente.
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Caracteristicas de desempenho

Sensibilidade analitica

O limite de detecdo analitica, bem como o limite de detecdo andlitica relativa & purificagéo
(limites de sensibilidade) foram avaliados relativamente ao artus CMV RG PCR Kit. O limite
de detecdo andlitica relativa & purificacdo é determinado utilizando espécimes clinicos
positivos para CMV em conjunto com um método de extracdo especifico. Por outro lado, o
limite de detecdo analitica é determinado independentemente do método de extracdo

selecionado, utilizando ADN do CMV de concentracdo conhecida.

Para determinar a sensibilidade analitica do artus CMV RG PCR Kit foi criada uma série de
dilui¢des de ADN gendmico do CMV de 10 até ao valor nominal de 0,00316 cépias/pl e
analisada em instrumentos Rotor-Gene em conjunto com o artus CMV RG PCR Kit. Os testes
foram efetuados em 3 dias diferentes em 8 réplicas. Os resultados foram determinados por
andlise de probit. Uma ilustragdo grdfica da andlise de probit do Rotor-Gene 6000 é
apresentada na Figura 10 (na pdgina seguinte). O limite de detecdo analitica do artus CMV
RG PCR Kit em conjunto com o Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 e o Rotor-Gene 3000 é de
0,36 cépias/pl (p = 0,05) e 0,24 cépias/pl (p = 0,05), respetivamente. Isto significa que
existe uma probabilidade de 95% de as 0,36 cépias/pl ou as 0,24 cédpias/pl serem

detetadas.
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Figura 10. Andlise de probit: CMV (Rotor-Gene 6000). Sensibilidade andlitica do arfus CMV RG PCR Kit no Rotor-
Gene 6000.

A sensibilidade analitica relativa & purificagdo (QlAamp DSP Virus Kit) do artus CMV RG PCR
Kit nos instrumentos Rotor-Gene foi determinada utilizando espécimes de plasma clinicos
enriquecidos com uma série de diluicdes de material do virus CMV de 1000 ao valor nominal
de 0,316 cépias de CMV/ml. Foram submetidos a extracdo de ADN utilizando o QlAamp
DSP Virus Kit (volume de extracdo: 0,5 ml, volume de eluicdo: 60 pl). Cada uma das 8
dilvigdes foi analisada com o artus CMV RG PCR Kit em 3 dias diferentes em 8 réplicas. Os
resultados foram determinados por andlise de probit. Uma ilustracdo gréfica da andlise de
probit é apresentada na Figura 11 (na pdgina seguinte). O limite de detecdo analitica relativa
& purificacdo do arfus CMV RG PCR Kit em conjunto com o Rotor-Gene 3000 é de
57,1 cépias/ml (p = 0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de 95% de o limite
de 57,1 cépias/ml ser detetado.
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Figura 11. Andlise de probit: CMV (Rotor-Gene 3000). Sensibilidade andlitica relativa & purificagéo (QlAamp DSP Virus
Kit, QIAGEN) do arfus CMV RG PCR Kit no Rotor-Gene 3000.

Sensibilidade analitica relativa & purificagdo com o EZ1 DSP Virus Kit (volume de extragdo:
0,4 ml, volume de eluicdo: 60 pl) utilizando o instrumento EZ1 Advanced XL do arfus CMV
RG PCR Kit no Rotor-Gene 6000 é de 68,75 cépias/ml (p = 0,05). Isto significa que existe
uma probabilidade de 95% de o limite de 68,75 cépias/ml ser detetado.

Intervalo linear

O intervalo linear relativo & purificagdo com o EZ1 DSP Virus Kit (volume de extragdo: 0,4ml,
volume de eluicdo: 60 pl) utilizando o instrumento EZ1 Advanced XL foi determinado mediante
o teste de 4 a 6 réplicas de material do virus CMV numa série de diluicdes de 3,16E+01 a
1,00E+08 cépias/ml.

Uma ilustragéo gréfica da andlise de probit é apresentada na Figura 12 (na pdgina seguinte).
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Concentragdo estimada de LOG10 do CMV vs concentragdo nominal de LOG10 do
CMV (artus CMV RG PCR Kit)
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Figura 12. Regresséo polinomial do conjunto de dados do artus CMV RG PCR Kit relativa & purificacéo (EZ1 DSP

Virus Kif) no instrumento EZ1 Advanced XL. Est&o incluidos modelos de regresséo linear, quadrética e cbica.

O infervalo linear do artus CMV RG PCR Kit relativo & purificagdo com o EZ1 DSP Virus Kit
(volume de extracdo: 0,4ml, volume de eluigdo: 60pl) utilizando o instrumento EZ1 Advanced
XL é de 3,16E+02 até 1,00E+08 cédpias/ml.

Nota: O intervalo linear do artus CMV RG PCR Kit relativo & purificacdo com o QlAamp DSP

Virus Kit (volume de exiragdo: 0,4 ml, volume de eluigdo: 60 pl), é de 1,00E+01 até
1,00E+04 cépias/pl.

Especificidade

A especificidade do arfus CMV RG PCR Kit &, em primeiro lugar, garantida através da selegdo
dos primers e das sondas, assim como da selecdo de condi¢des de reacdo rigorosas. Os
primers e as sondas foram verificados em termos de possivel homologia com todas as
sequéncias publicadas nos bancos de genes, por andlise comparativa de sequéncias. A
detetabilidade de todas as estirpes relevantes foi assim assegurada.
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Além disso, a especificidade foi validada com 100 amostras diferentes de plasma negativo
para CMV. 99 destas amostras ndo geraram quaisquer sinais com os primers e as sondas
especificos do CMV que estdo incluidos no CMV RG Master.

Nota: Uma amostra que gerou um sinal nos primers e sondas especificos para CMV, que
também testaram positivos para CMV nos artus CMV LC Kit e TM RG PCR Kit, é provavelmente
positiva. A especificidade final baseada nos testes a 100 amostras de dadores individuais foi

verificada como sendo de 99,00% (99/100).

Foi testada a possibilidade de reatividade cruzada do artus CMV RG PCR Kit utilizando o
grupo de controlo listado na Tabela 5. Nenhum dos agentes patogénicos testados demonstrou

reatividade. N&o ocorreram reatividades cruzadas com infecdes mistas.

Tabela 5. Testes de especificidade do kit com agentes patogénicos com potencial reatividade cruzada

CMV (Cycling Green  Controlo interno (Cycling Yellow

Grupo de controlo ou Cycling A.FAM) ou Cycling A.JOE)
Virus herpes humano tipo 1 (virus do herpes simplex 1) - +
Virus herpes humano tipo 2 (virus do herpes simplex 2) - +
Virus herpes humano tipo 3 (virus varicela-zéster) - +
Virus herpes humano tipo 4 (virus Epstein-Barr) — +
Virus herpes humano tipo 6A - +
Virus herpes humano tipo 6B - +
Virus herpes humano tipo 7 - +

Virus herpes humano tipo 8

(virus herpes associado ao sarcoma de Kaposi) - *
Virus da hepatite A - +
Virus da hepatite B - +
Virus da hepatite C - +

(continuac@o na pdgina seguinte)
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Tabela 5 (continuagdo da pdgina anterior)

CMV (Cycling Green  Controlo interno (Cycling Yellow
Grupo de controlo ou Cycling A.FAM) ou Cycling A.JOE)
Virus da imunodeficiéncia humana 1 - +
Virus da leucemia de células T humano tipo 1 - +
Virus da leucemia de células T humano tipo 2 - +
Virus do Nilo Ocidental - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 _ +
Precisdo

Os dados de precisdo do artus CMV RG PCR Kit foram recolhidos através de instrumentos
Rotor-Gene e permitem a determina¢do da varidncia total do ensaio. A varidncia fotal consiste
na variabilidade no ensaio (variabilidade de mdltiplos resultados de amostras da mesma
concentragdo num ensaio), na variabilidade entre ensaios (variabilidade de mdltiplos
resultados do ensaio gerados nos diversos instrumentos do mesmo tipo, por diferentes
operadores num laboratério) e na variabilidade entre lotes (variabilidade de mdltiplos
resultados do ensaio utilizando diversos lotes). Os dados obtidos foram utilizados para
deferminar o desvio padrdo, a variéncia e o coeficiente de variagdo para o agente

patogénico especifico e a PCR de controlo interno.

Os dados de precisdo do artus CMV RG PCR foram recolhidos utilizando o padrdo de
quantificagdo da concentracdo mais baixa (QS 4; 10 cépias/pl). O teste foi realizado com
8 réplicas. Os dados de precisdo foram calculados com base nos valores de Cr das curvas
de amplificagdo (Cr: ciclo de limiar, consulte a Tabela 6, na pdgina seguinte). Além disso,
foram determinados dados de precisdo para resultados quantitativos em cépias/pl, utilizando
os valores de Cr correspondentes (consulte a Tabela 7, na pégina seguinte). Tendo por base
estes resultados, a dispersdo estatistica global de uma dada amostra com a concentragéo
referida é de 1,21% (Cr) ou 14,38% (concentracdo), e 1,93% (Cr1) para a detecdo do controlo
inferno. Estes valores baseiam-se na totalidade de todos os valores individuais das
variabilidades determinadas.
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Tabela 6. Dados de precisdo em funcdo dos valores de Cr

Desvio padréo Variéncia Coeficiente de variagéo (%)

Variabilidade no ensaio: 057
CMV QS 4 0,17 0,03 )
Variobilid.cde no ensaio: 0,31 0,10 1,16
Controlo inferno
Variabilidade entre

1,27
ensaios: CMV QS 4 0.38 014
Voriqbilidcde entrg 0,47 0,22 1,77
ensaios: Controlo interno
Variabilidade entre lotes:

1,10
CMV QS 4 0,33 0,11
Voriabilidgde entre lotes: 0,53 0,28 2,02
Controlo inferno
Varidncia total: 0.36 013 121
CMV QS 4 ' ' '
Ydriéncid total: Controlo 0,51 0,26 1,93
interno

Tabela 7. Dados de preciséo com base nos resultados quantitativos (em cépias/pl)

Desvio padréo Variéncia Coeficiente de variagéo (%)

Variabilidade no ensaio:

13,30
CMV QS 4 1,34 1,80
Variabilidade entre

15,25
ensaios: CMV QS 4 st e
Variabilidade entre lotes:

14,41
CMV QS 4 146 212
Varidncia total: 145 211 1438
CMV QS 4 ! ! !
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Substancias interferentes

O ADN do CMV foi enriquecido no plasma negativo com diferentes anticoagulantes em
diferentes sistemas de colheita de sangue disponiveis comercialmente. A concentragdo
calculada (cépias/ml), média Cr, desvio padrdo, varidncia e % de CV séo apresentados na
Tabela 8. O desvio padrdo e o coeficiente de variagdo estdo dentro do intervalo de 5% e,
por conseguinte, do intervalo de tolerdncia. Nao foi identificado qualquer impacto

significativo na PCR devido as vdrias substancias.

Tabela 8. Sistemas comerciais de colheita de sangue e dados de anticoagulantes

Substancia Concentracdo Média Desvio padréo Variéncia CV (%)
(cépias/ml) G G G G

EDTA de potdssio, 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36

Becton Dickinson®

EDTA de potdssio, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97

Sarstedt

EDTA de potdssio, 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58

Greiner Bio-One®

EDTA de potdssio, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52

Springe (referéncia)

EDTA de potdssio, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47

Sarstedt (referéncia)

EDTA de potdssio 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79

(gravidez)

As substancias endégenas (Tabela 9, na pégina seguinte) foram enriquecidas em amostras
de plasma EDTA positivas para CMV a 3 x LOD e 10 x LOD. Todas as amostras foram
detetadas com sucesso, ndo se tendo observado qualquer interferéncia em amostras com

niveis elevados de inibidores endégenos (bilirrubina, hemoglobina, triglicérido e albuminal).
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Tabela 9. Substéncias endégenas testadas

Substancias interferentes Concentracdo de substancias interferentes
Bilirrubina 30 mg/dl

Hemoglobina 2 g/dl

Triglicérido 1g/dl

Albumina 6 g/dl

Os fdrmacos comuns utilizados em contextos de transplante foram testados a 3x a
concentragdo mdxima aguda apds um tratamento terapéutico com farmacos, conforme
recomendado na diretriz EPO7-A2 (11) do CLSI® (consulte a Tabela 10). Cada uma destas
substancias foi enriquecida em amostras negativas para CMV e positivas para CMV, tendo
as mesmas sido testadas em 4 réplicas.

Todas as substéncias exégenas testadas ndo apresentaram qualquer influéncia significativa
no desempenho do arfus CMV RG PCR kit.

Tabela 10. Lista de farmacos testados como substancias exégenas

Substéncias interferentes Concentracdo de feste
Antibiéticos

Sulfametoxazol 200 mg/I

Trimetoprima 5,2 mg/I

Claforan® (Cefotaxima) 1g/!

Tazobac® (Piperacilina + Tazobactam) Piperacilina: 1 g/I

Tazobactam:125 mg/|
Ticarcilina 1g/!

Augmentin® (Amoxicilina + Acido clavulanico) Amoxicilina: 125 mg/I
Acido clavulénico: 25 mg/I

Vancomicina 125 mg/I
Antiféngico
Fluconazol 1 mg/I

Farmacos imunossupressores
Rapamicina 100 mg/I
Micofenolato de sédio 80 mg/I
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Robustez

A verificagdo da robustez permite a determinacdo da taxa de insucesso total do
artus CMV RG PCR Kit. 100 amostras de plasma negativo para CMV foram enriquecidas com
CMV a uma concentracdo final de 170 cépias/ml (uma concentracdo aproximadamente trés
vezes superior ao limite de sensibilidade analitica). Apés a extracdo utilizando o QlAamp
DSP Virus Kit, estas amostras foram analisadas com o artus CMV RG PCR Kit. A taxa de erro
para CMYV foi de 0% para a totalidade das amostras. Adicionalmente, a robustez do controlo
interno foi avaliada por purificacdo e andlise das 100 amostras de plasma negativo para
CMV. A robustez do artus CMV RG PCR Kit é de >99%.

Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliagdo regular do desempenho do artus
CMV RG PCR Kit, bem como uma comparagdo de eficiéncia com outros produtos. Estes dados
foram obtidos pela participacdo em programas de proficiéncia estabelecidos.

Adicionalmente & participagdo em programas de proficiéncia estabelecidos, um painel de
10 membros do CMV (Tabela 11) foi testado em 3 laboratérios externos utilizando o EZ1
DSP Virus Kit no instrumento EZ1 Advanced XL para purificar acidos nucleicos e o artus RG
PCR kit para testar ADN eluido.

Tabela 11. Resumo dos membros do painel do CMV

Numero do painel (Tipo de membro do painel) Membro do painel Efeito de dilvigao
1001 (1) Negativo Pool de negativos 1
1002 (1) Negativo Pool de negativos 2
1003 (2) Altamente negativo 50% positivo
1004 (2) Altamente negativo 50% positivo
1005 (3) Fracamente positivo 200 cépias/ml
1006 (3) Fracamente positivo 200 cépias/ml
1007 (4) Positivo moderado 2000 cépias/ml
1008 (4) Positivo moderado 2000 cépias/ml
1009 (5) Altamente positivo 200 000 cépias/ml
1010 (5) Altamente positivo 200 000 cépias/ml
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O painel de 10 membros foi testado em duplicado todos os dias por 2 operadores diferentes,

durante 6 dias em cada local com 3 lotes de kits de reagentes. Assim, 20 amostras

multiplicadas por 2 operadores durante 6 dias em 3 locais equivale a 720 pontos de dados.

Concluiu-se que a reprodutibilidade total do teste artus CMV RGQ MDx é de <12% CV para

amostras com uma concentracdo entre 200 cépias/ml e 200 000 cépias/ml (Tabela 12)

Tabela 12. Resumo geral (cada tipo de membro do painel) - médias observadas

Tipo de membro do Desvio Percentagem

painel N.°de obs. Média Mediana padréo de CV Minimo
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00

2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10
3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98

4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16

5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

O resumo geral da varidncia percentual e do desvio padréo para os valores de log10 Ul/ml

para cada um dos 5 painéis em todo o lote, local, operador, dia, entre execucdes e na

execu¢do é apresentado na Tabela 13 (na pdgina seguinte).
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Tabela 13. Resumo geral da variéncia e do desvio padrdo

Amostra 1 2 3 4 5
iti [tamente
Tipo d " . altamente fracamente positiva a ne
ipo de amostra negativa negativa positiva moderada positiva
Média observada de
log10 Ul/ml 0,02 0,68 191 2,96 5,03
N.° de testes 144 144 144 144 144
- % de variéncia
Medigdo DP
0 3,10 0 0 3,00
Lote '
° 0 0,113 0 0 0,016
Local 0 0 0 0,90 0
0 0 0 0,016 Y
15,4
Operad 4,3 4,6 0 18,8 ,
peracer 0,033 0,136 0 0,074 0,037
Componente Dia 0 0 8,60 6,00 48,10
de variéncia 0 0 0,067 0,042 0,065
Entre 0 0 4,40 10,90 7,90
execucdes 0 0 0,048 0,057 0,026
Na execusio 95,7 92,3 87 63,40 25,60
0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
Total 100 100 100 100 100
0,158 0,635 0,227 0,171 0,094

Avaliacdo de diagnéstico

O artus CMV RG PCR Kit foi avaliado num estudo comparativo entre o arfus CMV RG PCR Kit
e o COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test. Foram analisadas 156 amostras clinicas
refrospetivas e prospetivas de plasma EDTA. Todas as amostras de espécimes tinham sido
analisadas anteriormente como positivas ou negativas utilizando o COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR para diagnésticos de rotina.
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O ADN do CMYV para testar o arfus CMV RG PCR Kit foi isolado utilizando o QlAamp DSP
Virus Kit, com o controlo interno do artus CMV RG PCR Kit adicionado ao isolamento, tendo
a andlise sido realizada no Rotor-Gene 3000. Os espécimes para o COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR Test foram processados e analisados de acordo com as instrugdes do fabricante

fornecidas na bula.

Todas as 11 amostras que apresentaram um resultado positivo com o COBAS AMPLICOR
CMV  MONITOR Test também apresentaram um resultado positivo com o
artus CMV RG PCR Kit. 123 de 145 amostras que apresentaram um resultado negativo com
o COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test também apresentaram um resultado negativo com
o artus CMV RG PCR Kit. Foram obtidos 22 resultados discordantes (Tabela 14).

Tabela 14. Resultados do estudo de validacdo comparativo

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

. _ Total
+ 11 22 33
arfus CMV RG PCR Kit
- 0 123 123

Se os resultados do COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test servirem de referéncia, a
sensibilidade de diagnéstico de todas as amostras do arfus CMV RG PCR Kit é de 100% e a
especificidade de diagnéstico é de 84,8%.

A realizacdo de mais testes as 22 amostras discordantes confirmou os resultados dos artus
PCR Kits. Por conseguinte, é possivel pressupor que a discrepdncia tem por base a
sensibilidade mais elevada do artus CMV RG PCR Kit.
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Guia de resolucéo de problemas

Este guia de resolucdo de problemas pode ser dtil para resolver quaisquer problemas que

possam surgir. Para obter mais informagdes, consulte também a pdgina de perguntas

frequentes no nosso Centro de apoio técnico: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Comentdrios e sugestoes

Auséncia de sinal com controlos positivos (CMV QS 1-4) no canal de fluorescéncia Cycling Green

a) O canal de fluorescéncia selecionado para
a andlise de dados de PCR ndo estd em
conformidade com o protocolo

b) Programagéo incorreta do perfil de
temperatura do instrumento Rotor-Gene

c) Configuragdo incorreta da PCR

d) As condicdes de armazenamento para um
ou mais componentes do kit ndo cumprem
as instrucdes fornecidas em
"Armazenamento e manuseamento de
reagentes", na pdgina 10

e) O prazo de validade do artus CMV RG
PCR Kit expirou

Para andlise de dados, selecionar o canal de fluorescéncia
Cycling Green para a PCR analitica do CMV e o canal de
fluorescéncia Cycling Yellow para a PCR do controlo interno.

Compare o perfil de temperatura com o protocolo. Consultar
"Protocolo: PCR e andlise de dados", na pagina 14.

Verifique os seus passos de trabalho em relagdo ao esquema de
pipetagem e repita a PCR, se necessdrio. Consultar "Protocolo:
PCR e andlise de dados", na pdgina 14.

Verifique as condicdes de armazenamento e o prazo de validade
dos reagentes (consulte o rétulo do kit) e, se necessério, utilize um
novo kit.

Verifique as condicdes de armazenamento e o prazo de validade
dos reagentes (consulte o rétulo do kit) e, se necessdrio, utilize um
novo kit.

Sinal fraco ou ausente do controlo interno de uma amostra de plasma negativo, sujeita a purificacgo utilizando o
QlAamp DSP Virus Kit (Cr = 27 + 3; limiar, 0,03) no canal de fluorescéncia Cycling Yellow e auséncia simulténea de

sinal no canal Cycling Green

a) As condi¢des da PCR ndo cumprem o
protocolo

b) A PCR foi inibida

Verifique as condigdes da PCR (ver acima) e repita a PCR com as
definigdes corrigidas, se necessdrio.

Certifique-se de que utiliza o método de isolamento recomendado
e que segue rigorosamente as instrugdes do fabricante.
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Comentdrios e sugestoes

c) O ADN foi perdido durante a extragdo

d) As condi¢cdes de armazenamento para um
ou mais componentes do kit ndo cumprem
as instrucdes fornecidas em
"Armazenamento e manuseamento de
reagentes", na pdgina 10

O prazo de validade do artus CMV RG
PCR Kit expirou

e

Se o controlo interno tiver sido adicionado & extragdo, a auséncia
de um sinal do controlo interno pode indicar a perda de ADN
durante a extragdo. Certifique-se de que utiliza o método de
isolamento recomendado (consultar "lsolamento de ADN", na
pégina 12) e de que segue rigorosamente as instrugdes do
fabricante.

Verifique as condi¢cdes de armazenamento e o prazo de validade
dos reagentes (consulte o rétulo do kit) e, se necessario, utilize um
novo kit.

Verifique as condi¢cdes de armazenamento e o prazo de validade
dos reagentes (consulte o rétulo do kit) e, se necessario, utilize um
novo kit.

Sinais com controlos negativos no canal de fluorescéncia Cycling Green da PCR andlitica

a) Ocorréncia de contaminagdo durante a
preparagdo da PCR

b) Contaminacdo ocorrida durante a extragdo

Repita a PCR com novos reagentes nas réplicas.

Se possivel, feche os tubos de PCR diretamente apés adicionar a
amosira a ser testada.

Certifique-se de que pipeta os controlos positivos em dltimo lugar.

Certifique-se de que o espago de trabalho e os instrumentos sdo
descontaminados regularmente.

Repita a extracdo e a PCR da amostra a ser testada utilizando
novos reagentes.

Certifique-se de que o espago de trabalho e os instrumentos sdo
descontaminados regularmente.
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Simbolos

Y e
%

IVD

REF

LOT

COMP
CONT
NUM

JR-§

Contém reagentes suficientes para <N> testes

Prazo de validade

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

Nimero de catdlogo

Nimero de lote

Nimero do material
Componentes
Contém

Nuomero

Numero global de item comercial

Limites de temperatura

Fabricante

Consultar as instrucdes de utilizacdo
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Informacdes de encomenda

Produto Conteudo N.° de cat.
artus CMV RG Para 24 reagdes: Principal, solugdo de magnésio, 4503263
PCR Kit (24) 4 padrdes de quantificagdo, controlo interno, égua

(grau PCR)
artus CMV RG Para 96 reagdes: Principal, solucdo de magnésio, 4503265
PCR Kit (96) 4 padrdes de quantificagdo, controlo interno, égua

(grau PCR)

EZ1 DSP Virus Kit - para a purificacéo simulténea e automatica de ADN e
ARN virais a partir de 1-14 amostras de soro, plasma ou LCR

EZ1 DSP Virus Para 48 preparacdes de dcidos nucleicos virais: 62724
Kit (48) Cartuchos de reagente previamente enchidos, suportes

de pipetas descartdveis, pontas com filtro descartaveis,

tubos de amostra, tubos de eluicdo, tampdes, ARN

transportador

QlAamp DSP Virus Kit — para purificacdo de dcidos nucleicos virais do
plasma humano para fins de diagnéstico in vitro

QlAamp DSP Para 50 preparacdes: QlAamp MinElute® Spin Columns, 60704
Virus Kit tampdes, reagentes, tubos, extensores da coluna e
VacConnectors

Rotor-Gene Q MDx e acessérios

Rotor-Gene Q Ciclador realtime PCR com 5 canais (verde, amarelo, 9002022
MDx 5plex laranja, vermelho, carmesim), computador portdtil,
Platform software, acessérios: inclui 1 ano de garantia em pegas

e mdo de obra; instalacdo e formagdo ndo incluidas
Rotor-Gene Q Ciclador realtime PCR com 5 canais (verde, amarelo, 9002023
MDx 5plex laranja, vermelho, carmesim), computador portdtil,
System software, acessérios: inclui 1 ano de garantia em pegas

e mdo de obra, instalacdo e formagdo
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Produto

Contetddo

N.° de cat.

Rotor-Gene Q
MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q
MDx 5plex
HRM System

Rotor-Gene Q
MDx 6plex
Platform

Rotor-Gene Q
MDx éplex
System

Rotor-Gene Q
MDx 2plex
Platform

Rotor-Gene Q
MDx 2plex
System

Rotor-Gene Q
MDx 2plex
HRM Platform

Ciclador realtime PCR e analisador de fusdo de alta
resolugdo com 5 canais (verde, amarelo, laranja,
vermelho, carmesim) e canal HRM, computador portdtil,
software, acessérios: inclui 1 ano de garantia em pecas
e mdo de obra; instalacdo e formacdo ndo incluidas

Ciclador realtime PCR e analisador de fusdo de alta
resolugdo com 5 canais (verde, amarelo, larania,
vermelho, carmesim) e canal HRM, computador portdtil,
software, acessérios: inclui 1 ano de garantia em pegas
e mdo de obra, instalacdo e formacdo

Instrumento realtime PCR com 6 canais (azul, verde,
amarelo, laranja, vermelho, carmesim), incluindo
computador portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano de
garantia em pegas e mdo de obra; instalagdo e formagdo

ndo incluidas

Instrumento realtime PCR com 6 canais (azul, verde,
amarelo, laranja, vermelho, carmesim), incluindo
computador portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano de
garantia em pegas e mdo de obra, instalagdo e formagdo

Ciclador realtime PCR com 2 canais (verde, amarelo),
computador portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano
de garantia em pegas e mdo de obra; instalagdo e
formacdo ndo incluidas

Ciclador realtime PCR com 2 canais (verde, amarelo),
computador portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano de
garantia em pegas e mdo de obra, instalagdo e formagdo

Ciclador realtime PCR e analisador de fusdo de alta
resolugdo com 2 canais (verde, amarelo) e canal HRM,
computador portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano
de garantia em pecas e mao de obra; instalacdo e
formacdo ndo incluidas

9002032

9002033

9002042

9002043

9002002

9002003

9002012
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Produto Conteudo N.° de cat.
Rotor-Gene Q Ciclador realtime PCR e analisador de fusdo de alta 9002013
MDx 2plex resolugdo com 2 canais (verde, amarelo) e canal HRM,

HRM System computador portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano

de garantia em pecas e mdo de obra, instalacdo e

formacdo
Loading Block Bloco de aluminio para a preparacdo manual da reacdo 9018901
72 x 0.1 ml com uma pipeta de canal Gnico em 72 tubos de 0,1 ml
Tubes
Loading Block Bloco de aluminio para a configuragdo manual da 9018905
96 x 0.2 ml reacdo num conjunto 8 x 12 padrdo utilizando 96 tubos
Tubes de 0,2 ml
Strip Tubes and 250 tiras de 4 tubos e tampas para 1000 reagdes 981103
Caps, 0.1 ml
(250)
Strip Tubes and 10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas para 981106
Caps, 0.1 ml 10 000 reagdes
(2500)
PCR Tubes, 1000 tubos de paredes finas para 1000 reagdes 981005
0.2 ml (1000)
PCR Tubes, 10 x 1000 tubos de paredes finas para 10 000 reagdes 981008
0.2 ml (10000)

Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e isencdes de responsabilidade

especificas do produto, consulte o respetivo manual do utilizador ou o manual do kit
QIAGEN. Os manuais do utilizador e os manuais do kit QIAGEN estdo disponiveis em

www.qiagen.com ou podem ser solicitados aos Servicos de Assisténcia da QIAGEN ou ao

seu distribuidor local.
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Histérico de revisdes do documento

Revisdo Alteracdes

R6, marco de 2021 Adicdo das secgdes Intervalo linear, Substancias

inferferentes e Reprodutibilidade.

Atualizagdes as secgdes Utilizagdo prevista e
Quantificacdo.

Remogdio das referéncias aos instrumentos QIAGEN
que ja ndo sdo suportados.

R7, dezembro de 2021 Correcdo da seccdo Conteddo do kit através da

adicdo de detalhes sobre o formato do kit de 24 testes

Acordo de licenga limitada para o artus CMV RG PCR Kit

A utilizag&o deste produto implica a aceitagdo dos seguintes termos por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto:

1.

O produto deverd ser usado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com o presente manual e recorrendo & utilizagdo
exclusiva de componentes contidos no kit. Nos termos dos direitos de propriedade intelectual, a QIAGEN ndo concede nenhuma licenca para usar ou incluir os
componentes englobados neste kit com qualquer componente n&o incluido neste kit, salvo conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, no presente
manual e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.qiagen.com. Alguns dos referidos protocolos adicionais foram fornecidos por utilizadores
QIAGEN para utilizadores QIAGEN. Os referidos protocolos néo foram testados de forma exaustiva ou ofimizados pela QIAGEN. A QIAGEN néo assegura
nem garante que os referidos protocolos ndo infringem os direitos de terceiros.

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

Este kit e respefivos componentes estéo licenciados para uma dnica utilizagdo e ndo podem ser reutilizados, recondicionados ou objefo de revenda.

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

O comprador e o utilizador do kit concordam em néo tomar nem permitir que terceiros tomem medidas que possam conduzir a ou facilitar qualquer dos atos
acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicées do presente Acordo de licenga limitada em qualquer tribunal e deverd recuperar todas as custas

de tribunal e de investigagdo em que incorra, incluindo honordrios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir o presente Acordo de licenca
limitada ou qualquer um dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao kit e/ou aos seus componentes.

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

A aquisicdo deste produto permite ao comprador utilizé-lo para o desempenho de servicos de diagnéstico em diagnésticos in vitro humanos. Né&o se garante nenhuma
patente geral ou qualquer outro tipo de licenca para além deste direito especifico de utilizagdo concedido no momento da aquisicéo.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QIAamp®, artus®, EZ1®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); CLSI®, (Clinical Laboratory and Standards, Inc.);
Augmentin® (Glaxo Group Limited); Tazobac® (Pfizer Inc.); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Group); Claforan (Sanofi-Aventis Group); FAM™, JOE™ (Thermo
Fisher Scientific).
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