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artus HSV-1/2 LC PCR Kit

Para utilizagdo com o equipamento LightCycler.

1. Conteudo

Legenda N° Art. 4500063 N° Art. 4500065

e conteGdo 24 reacgbes 96 reacgées

Azul HSV LC Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
Vermelho  [RAANNA E?gxu?s & 1% 200 4 1 x 200
RPN 1 LCRO a2 [ o, 12008
WOPM 1 LCROT G5 | og 2004
Vermelho HSV]] L)(C]/ggc/gmu?s 4 1 x 200 ul 1 x 200 ul
VIR V2 LC/ROMM QST |y 00, 1 %2004
VRN V2 LCROMM Q52" |y 500, 1 %2004
VRRMI| V2 LC/ROMM QSS™ |y 500, 1 %2004
VIR V2 LC/ROMM QS 4™ |1 00, 1 %2004

HSV LC IC” 1 x 1.000 ul 2 x 1.000 ul

Branco Water (PCR grade) 1 x 1.000 ul 1 x 1.000 ul

Qs = PadrUo de quantificalUo
IC = Controlo interno

2. Conservacao

Os componentes do artus HSV-1/2 LC PCR Kit sGo conservados entre =30 e —15

°C e devem ser utilizados antes do fim da data de validade indicada no rétulo. A

repetida descongelacéo e congelacdo (>2x) deve ser evitada, pois, devido a isto,

a sensibilidade pode ser reduzida. No caso de utilizagdo 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

4

- horas.
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3. Materiais e aparelhos necessdrios
adicionalmente

Luvas de laboratério isentas de pé

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 criacdo de um arquivo Crosstalk Color Compensation

Capilares LightCycler (20 ul)

LightCycler Cooling Block

Equipamento LightCycler

LightCycler Capping Tool

4. Medidas gerais de seguranca

O utilizador deve ter sempre em atencéo o seguinte:

Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.

Armazenar, purificar e acrescentar & reacgdo os materiais positivos
(amostras, controlos, produtos de amplificac@o) 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.

5. Informacoes acerca do agente patogénico

O virus herpes simplex (VHS) é encontrado nos liquidos da vesicula herpética, na

saliva e na secrecdo vaginal e transmitido através de contacto direto, assim como
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através de relacdes sexuais e por via perinatal.

Na maioria das doencas provocadas pelo VHS, dominam os sintomas de
vesiculas na pele e nas mucosas (boca e genitais). A infeccdo pelo VHS pode
ocorrer como infeccdo priméria, que evolui em > 90 % dos casos de forma
assintomdtica, ou como recidiva. Dentre as infeccdes primdrias provocadas
sobretudo pelo HSV-1, fazem parte a gengivoestomatite, o eczema herpético, a
queratoconjuntivite e a encefalite. Infeccdes primdrias provocadas pelo HSV-2
podem manifestar-se como vulvovaginite, como meningite e como herpes
generalizada de recém-nascidos. Como recidiva, a infeccdo conduz geralmente &
formacéo de vesiculos na regido genital e nasolabial. As recidivas da

queratoconjuntivite e da meningite sdo classificadas como perigosas.

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

No diagndstico por meio de reaccGo de polimerizacdo em cadeia (PCR), séo
amplificadas regides especificas do genoma do agente patogénico. A deteccéo
do material amplificado efectua-se com a ajuda de corantes fluorescentes na PCR
em Tempo Real. Estes estéo acoplados geralmente a sondas oligonucleotidicas,
que se ligam especificamente ao material amplificado pela PCR. A deteccdo 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. Descrigdo do produto

O artus HSV-1/2 LC PCR Kit é um sistema pronto a utilizar para a detecgéo de
ADN do virus herpes simplex 1 e 2 através da reaccdo de polimerizagéo em
cadeia (PCR) no equipamento LightCycler. A HSV LC Master contém os reagentes
e enzimas para a amplificagdo especifica de uma regido de 148 pb do genoma
do virus herpes simplex, assim como para a deteccdo directa do material
amplificado no canal de fluorescéncia F2 do equipamento LightCycler. Ao mesmo

tempo, o artus HSV-1/2 LC PCR Kit contém um segundo sistema heterélogo de

~ ~ a LY I
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Este é detectado como um Controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia F3. O
limite de deteccdo da PCR analitica do HSV néo é reduzido (ver capitulo 11.1
Sensibilidade analitica). Para a determinacdo dos subtipos, o sistema utiliza a
temperatura de dissociacdo especifica das sondas, que geram, a 69°C para o
HSV-1 e a 66°C para o HSV-2, um sinal no canal de fluorescéncia F2, no
decorrer da curva de dissociacdo. Devido &s diferentes condicdes de extracgéo e
do uso dos diferentes tampdes dela resultadas, pode haver variagées de 1 a 2°C
que, entretanto, se referem igualmente aos amplificados do HSV-1 e do HSV-2.
Séo fornecidos controlos positivos externos (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2
LC/RG/TM QS 1 - 4) que permitem a determinacdo da carga de agente

patogénico (ver capitulo 8.3 Quantificagdo).

Atencéo: O perfil de temperatura para a detecgdo do ADN do virus herpes
simplex com ajuda do artus HSV-1/2 LC PCR Kit corresponde aos do artus EBV LC
PCR Kit, do artus VZV LC PCR Kit e do artus CMV LC PCR Kit. Por esta razéo, as
reaccdes da 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. Andlise dos Dados.
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8. Protocolo

8.1 Isolamento de ADN

Os kits de isolamento de ADN podem ser fornecidos por diversos fabricantes. Em
funcdo do protocolo do fabricante seleccionado, recolha o volume de amostra

indicado para a purificacdo e efectue o isolamento de ADN conforme as

instru¢cdes do fabricante. Os seguintes kits de isolamento séo

recomendados:
Matenialide Kit de Purificagéo Nt’Jm,ero i Fabricante | Carrier-ARN
Amostra Catélogo
Soro, plasma, QlAamp® ,
LCR (liquido UltraSens 53704 QIAGEN contem
céfalo-
raquidiano), A omps 51 304 QIAGEN | ndo contém
raspagem (50) ini Kt
LCR (liquido EZ1® DSP ,
cefaloraquidiano) Virus Kit (48)* 62 724 QIAGEN contém

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

Nota importante para o uso do QIAmp UltraSens Virus Kit e do QIAmp

DNA Mini Kit:

* A adicéo de Carrier-ARN é de grande importancia 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 extracgéo 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 instrucoes:

a) Para isso, ressuspenda o Carrier-ARN liofilizado em tampéo de eluicdo
(ndo em tampdo de lise) do kit de isolamento (p. ex. tamp&o AE do
QIAamp DNA Mini Kit) e crie uma diluiggo com uma concentragéo de 1
ug/ul. De acordo com a quantidade exigida, divida a solugéo de Carrier-
ARN em aliquotas que devem ser armazenadas a -20°C. Evite a repetida

descongelacdo (> 2 x) de uma aliquota de Carrier-ARN.

. icoes i i G ammiensARN PV
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tampdo de lise. Se o protocolo de extraccdo prevé por exemplo 200 ul de
tampédo de lise por amostra purificada, entdo adicione 2 ul do Carrier-
ARN (1 ug/ul) directamente ao tampéao de lise. Antes de iniciar qualquer
purificagcdo 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 ‘
Tampéo 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 pl
Volume para a purificagéo 200 pl cada 200 ul

c) Utilize a mistura de tampdo de lise e Carrier-ARN para a purificagéo logo
apds a preparagdo. Ndo 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 instrucdes do kit de
isolamento:

a. Antes da primeira utilizacéo do kit de isolamento, ressuspenda o Carrier-

ARN liofilizado em 310 ul de tampdo AE ou AVE (tampéo de eluigdo,
concentracdo final 1 ug/ul, ndo utilizar tampéo de lise) e, de acordo com
a quantidade exigida, divida esta 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. Antes de iniciar qualquer purificacdo, deve ser feita uma mistura nova de
tampdo 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.
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NUmero de amostras 1 12

Tampéo de lise AC 800 ul 9.600 ul
Carrier-ARN (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Volume Total 805,6 pl 9.667,2 pl
Volume para a purificagéo 800 ul cada 800 ul

c. Utilize a mistura de tampéo de lise e Carrier-ARN para a purificagéo
logo apds a preparacdo. Néo é possivel conservar a mistura

* Através da utilizagdo do QlAamp UltraSens Virus Kit, pode-se obter uma
concentragdo da amostra. Se a amostra néo se tratar de um soro ou de
plasma, entdo adicione no minimo 50 % (v/v) de plasma humano negativo &
mesma.

* Naos purificagdes com tampdes de lavagem que contém etanol, efectuar
sempre, antes da eluicdo, uma centrifugacéo adicional (trés minutos,
13.000 rpm) para a eliminacdo dos residuos de etanol. Isto evita possiveis
inibicdes da PCR.

* O artus HSV-1/2 LC PCR Kit ndo deverd ser utilizado em conjunto com

procedimentos de purificagdo que utilizam fenol como base.

Nota importante para o uso do EZ1 DSP Virus Kit:

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

instru¢des no manual EZ1 DSP Virus Kit Handbook.

Importante: O Controlo interno do artus HSV-1/2 LC PCR Kit pode ser adicionado

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

8.2 Controlo interno

E fornecido um Controlo interno (HSV LC IC) com o qual se tem a possibilidade
de controlar ndo sé a purificagdo do ADN como também uma possivel inibigéo

da PCR (ver Fig. 1).

10 artus HSV-1/2 LC PCR Kit ~ 02/2015



Usando o EZ1 DSP Virus Kit para extragcéo, o Controlo interno deve ser
adicionado de acordo com as instru¢des no manual EZ1 DSP Virus Kit Handbook.

Usando o QlAamp UltraSens Virus

Kit ou o QlAamp DNA Mini Kit, adicione o Controlo interno numa relagéo de

0,1 ul por 1 ul do volume de eluigé@o na purificagéo. Se utilizar, por exemplo, o
QIAamp DNA Mini Kit e eluir o ADN em 200 ul de tampéo AE, entéo adicione

20 ul de Controlo interno. Se, p. ex., eluir em 100 ul, entdo adicione
respectivamente 10 ul. A quantidade de Controlo interno acrescentada depende
apenas do volume de eluicdo. O Controlo interno e eventualmente o Carrier-ARN
(ver capitulo 8.1 Isolamento de ADN) podem ser acrescentados apenas a

* uma mistura de tampédo de lise e amostra ou

* directamente ao tampdo de lise

O Controlo interno ndo 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 apds ser preparada. A conservacdo da mistura &
temperatura ambiente ou no frigorifico pode em poucas horas inactivar o
Controlo interno e diminuir a eficiéncia da purificagdo. Né&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 inibigdo da PCR (ver Fig. 2). Para isso adicione, para
cada preparacdo, 0,5 ul de Controlo interno directamente a 15 ul de HSV 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, entGo aumente as quantidades

necessdrias de HSV 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.

O aumento de volume causado através da adicéo do Controlo interno é desprezdvel na
preparacdo da reaccdo de PCR. A sensibilidade do sistema de deteccdo néo é afectada.
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8.3 Quantificacdo

Os Padrées de quantificagdo fornecidos (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2
LC/RG/TM QS 1 - 4) s@o tratados como uma amostra purificada e utilizados no
mesmo volume (5 ul). Para criar uma curva padréo no equipamento LightCycler,
utilize, tanto para o HSV-1 quanto para o HSV-2, todos os quatro Padroes de
quantificacdo fornecidos, defina-os no Sample Loading Screen como padrdes e
infroduza as concentragdes indicadas (ver LightCycler Operator’s Manual, Verséo
3.5, Chapter B, 2.4. Sample Data Entry). Esta curva padrdo pode ser utilizada
também para as préximas quantificacdes se, durante o ensaio actual, for
infroduzido no minimo um padrdo de uma determinada concentragdo. Para isso,
é necessdrio importar a curva padréo previomente criada (ver LightCycler
Operator’s Manual, Versdo 3.5, Chapter B, 4.2.5. Quantification with an External
Standard Curve). Porém, nesta forma de quantificaggo deve ser levado em
consideragéo que, devido & variabilidade entre os ensaios da PCR, podem

ocorrer desvios nos resultados.

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

Padréo de quantificalUo, separadamente.

Atencdo: Os Padrées de quantificaUUo sdo definidos em cépias/ul. Para a
conversdo dos valores apurados com base na curva padréo em cépias/ml de

amostra, deve-se utilizar a seguinte férmula:

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

Resultado (cépias/ml) =
Volume de amostra (ml)

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 centrifugagéo ou

aumento através do complemento do volume recomendado para a purificagéo).
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Importante: Para a simplificagdo da avaliagdo quantitativa de sistemas artus no
equipamento LightCycler existe em .giagen.com/Products/BylabFocus/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
equipamento LightCycler) 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
infroduzidos, por ensaio de PCR, no minimo um Padrdo de quantificagdo (HSV1
LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4), assim como um controlo
negativo (Water, PCR grade). Para a criago de uma curva padrdo, por favor
utilizar, por ensaio de PCR, todos os Padrées de quantificacéo fornecidos (HSV1
LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1 — 4). Todos os reagentes devem ser
totalmente descongelados & temperatura ambiente, bem misturados (pipetando
para cima e para baixo vdrias 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 inibicgo da PCR, o Controlo interno & deverd ter sido
infroduzido previamente na fase de purificacdo (ver capitulo 8.2 Controlo interno).
Neste caso, utilize o seguinte esquema de pipetagem

(ver também o esquema reproduzido na Fig. 1):

Quantidade de Amostras 1 ‘ 12 ‘
1. Preparagio | Y LC Master 15 ul 180 ul
da Master Mix FASVLCIC Ol Oul
Volume Total 15 ul 180 ul
2. Preparagéo Master Mix 15 ul cada 15 ul
da Reacgéio de Amostra 5 ul cada 5 ul
PCR Volume Total 20 ul cada 20 ul

artus HSV-1/2 LC PCR Kit  02/2015 13


http://www.qiagen.com/Products/ByLabFocus/MDX
http://www.qiagen.com/Products/ByLabFocus/MDX

Se desejar utilizar o Controlo interno exclusivamente para o controlo de uma

inibicgo da PCR, entdo adicione-o directamente & HSV LC Master. Neste caso,

utilize o seguinte esquema de pipetagem (ver também o

esquema reproduzido na Fig. 2):

Quantidade de Amostras

I T

- HSV LC Master 15 ul 180 ul
1. Preparacéo
da Master Mix | HSVLCIC 0,5 ul ' 6 ul ‘
Volume Total 15,5 ul 186 ul
2. Preparagéo Master Mix 15 ul’ cada 15 ul’
da Reacgdo de Amostra 5 pul cada 5 ul
PCR Volume Total 20 ul cada 20 ul

Pipete para o reservatério de pléstico de cada capilar 15 ul da 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 quantificaco (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2
LC/RG/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
plastico 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 adicdo do Controlo interno é desprezavel na
preparagdo da reacgdo de PCR. A sensibilidade do sistema de deteccGo néo é afectada.
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Adicéo do Controlo interno para a purificagéo

Fig. 1:  Fluxo esquemdtico da operagéo para o controlo da
purificagéo e da inibicdo da PCR.

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

e E
v
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Fig. 2: Fluxo esquemdtico da operacgdo para o controlo da inibigdo
da PCR.

Em cada passo de pipetagem, certifique-se, sempre, de que

as solugdes a serem utilizadas tenham sido totalmente
descongeladas, bem misturadas e brevemente centrifugadas.
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8.5 Programacédo do equipamento LightCycler

Para a detecgGo de ADN do virus herpes simplex crie no seu equipamento

LightCycler um perfil de temperatura com os seguintes cinco passos (conforme as

Fig. 3a 7).
A.  Activacdo inicial da enzima Hot Start Fig. 3
B.  Passo Touch Down Fig. 4
C. Amplificaggo do ADN Fig. 5
D. Curva de dissociagdo Fig. 6
E.  Refrigeracéo Fig. 7

Tenha especial atencdo as configuracées Analysis Mode, Cycle Program Data e
Temperature Targets. Estas configuracdes estdo destacadas nas figuras com caixa
a negro. As indicagdes sobre a programacéo do equipamento LightCycler

encontram-se no LightCycler Operator’s Manual.

Quantification _— 2
Melting Curves

‘ Analysis Mode

emperature |argets

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

1000 /200050 |50 [5lo 5] NONE 5 QED |

Fig. 3: Activacdo inicial da enzima Hot Start.
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1 ICycle Program Data T e 9
— [— o Quantification u—
M—wjﬂ 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)
0

Fig. 4: Passo Touch Down.

ICycle Program Data
1oy 103

emperature |argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time thrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (*C)

Step Size ('C)
Step Delay {cycles)
|_ |—Acquisition Mode

% J95__ 52000 fjlo [3o0 (3o 3/ vone [3 Q)
5 520 oo sbo 5o Joneie |
72 [475  [ghooo(fo [Sloo [$0  [5/none |3 QR

Fig. 5: Amplificacdo do ADN.
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|Cycle Program Data Analysis Mode| None

1— Oycles [_1@ Quantification — 9

Melting Curves

emperature |argets

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

Step Size ('C)
’7 Step Delay (cycles)

[—Acquisition Mode
0_|8/00 |50 |s/ NONE 5 GEED
[0 [515_fsi2000 [flo 500 [0 |/ none [ G
Bz 50 __Json0 fo Jsoo 5o cov J @
® ] |

@A o )

Fig. 6: Curva de dissociacdo.

Analysis Mode IRl

Quantification
Melting Curves

Temperature Targets
Target Temperature ("C)
Incubation Time thrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
I_ I—Acquisition Mode

sy 0 [Sa0_ Fleooofso [Hoo 5o J5lnone |5

Fig. 7: Refrigeracao.
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9. Andlise dos dados

Nas andlises multi-canal, ocorrem interferéncias entre os canais de fluorescéncia.
O software do equipamento LightCycler 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 activagdo do botdo Choose
CCC File ou Select CC Data. Se néo estiver instalado nenhum Color Compensation
File, crie o arquivo, levando em consideracdo 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 HSV-1/2 LC PCR Kit, seleccione
as funcdes de perspectiva F2/Back-F1 para a PCR analitica do HSV ou,
respectivamente, F3/Back-F1 para a PCR do Controlo interno. Para a andélise de
ensaios quantitativos, tenha impreterivelmente em atencdo o capitulo 8.3
Quantificagéo, assim como & Technical Note for quantitation on the LightCycler
1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument em

.giagen.com/Products/BylLabFocus/MDX.

Caso tenha sido integrado mais do que um sistema Herpes-artus no seu ensaio
de PCR, entéo certifique-se de que as amostras de VHS e as respectivas curvas
padrdo sejam analisadas separadamente de todos os outros sistemas. Nisto, ter
em atengdo que as amostras do VHS-1 devem ser analisadas com a curva
padrdo dos respectivos padrdes do VHS-1 (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4) e as
amostras do VHS-2 com a curva padréo dos respectivos padrées do VHS-2 (HSV2
LC/RG/TM QS 1 - 4).

Os seguintes resultados podem ser obtidos:

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

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

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

Controlo interno no canal F3/Back-F1 (competicdo).
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A diferenca pode ser feita com base no ponto de dissociagdo (canal F2/Back-F1,
programa Melting Curve), a 69°C para os amplificados do VHS-1 e a 66°C para os
aplificados do YHS-2. Devido é&s diferentes condicbes de extraccéo e do uso dos dela
resultada diferentes tampdes, pode haver variagdes de 1 a 2°C que, entretanto, se

referem igualmente aos amplificados do VHS-1 e do VHS-2.
2. Naéo é detectado nenhum sinal no canal de fluorescéncia F2/Back-F1, e é
detectado um sinal no canal F3/Back-F1 (sinal do Controlo interno).

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

considerada negativa.

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

possibilidade de uma inibicdo da PCR.

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

F3/Back-F1.

Né&o é possivel fazer uma avaliagdo diagnéstica.

Indicacées sobre fontes de erros e suas eliminagdes est@o especificadas no capitulo

10. Resolugéo de Problemas.

Exemplos de reaccdes de PCR positivas e negativas, assim como de uma andlise

da curva de dissociacdo, estdo reproduzidos nas Fig. 8 a 12.
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Fig. 8: Deteccdo dos Padrées de quantificagdo (HSV1 LC/RG/TM QS 1
- 4) no canal de fluorescéncia F2/Back-F1. NTC: non-template

control (controlo negativo).
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Fig. 9: Deteccdo do Controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
F3/Back-F1 no caso de amplificacdo simultdnea dos Padrées
de quantificacgo (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-

template control (controlo negativo).
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Fluorescence [F2/Back-F1)

Fig. 10: Detecgéo dos Padrées de quantificagéo (HSV2 LC/RG/TM QS 1
- 4) no canal de fluorescéncia F2/Back-F1. NTC: non-template
control (controlo negativo).
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Fig. 11: Deteccéo do Controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
F3/Back-F1 no caso de amplificacdo simulténea dos Padrées
de quantificacgo (HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-
template control (controlo negativo).
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Fig. 12: Diferenca entre HSV-1 e HSV-2 no canal de fluorescéncia
F2/Back-F1 (programa Melting Curve).
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10. Resolucdo de problemas

Auséncia de sinal no canal de fluorescéncia F2/Back-F1 nos controlos positivos

(HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4):

* A seleccgo do canal de fluorescéncia na anélise dos dados da PCR néo
corresponde ¢ indicagdo do protocolo
— Seleccione para a andlise dos dados o canal de fluorescéncia F2/Back-F1

para a PCR analitica do VHS e o canal de fluorescéncia F3/Back-F1 para
a PCR do Controlo interno.

* A programagdo do perfil de temperatura do equipamento LightCycler
estava incorrecta.

— Compare o perfil de temperatura com as indicacdes do protocolo (ver
capitulo 8.5 Programagéo do equipamento LightCycler).

* Composicéo incorrecta da reacgéo de PCR.

— Reveja os passos com ajuda do esquema de pipetagem (ver capitulo
8.4 Preparagdo da PCR) e, se for o caso, repita a PCR.

* As condicées de conservacdo para um ou mais componentes do kit néo
corresponderam &s instrugcdes do artus HSV-1/2 LC PCR Kit indicadas no
capitulo 2. Conservagdo ou a data de validade foi excedida.

— Por favor, reveja tanto as condicdes de conservagdo como também a data
de validade (ver etiqueta no kit) dos reagentes e, se for o caso, utilize um

novo kit.

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

fiel as instrugdes do fabricante.
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— Certifique-se de que seja efectuado o passo recomendado da
centrifugacdo adicional para completa eliminacdo de residuos de etanol

antes da elui¢céo na purificaggo do ADN (ver capitulo 8.1 Isolamento de

ADN).

*  Ocorreram perdas de ADN por causa da purificacéo.

— Se o Controlo interno foi adicionado & purificacéo, a auséncia do sinal do
Controlo interno pode significar que ocorreram perdas de ADN por causa
da purificagcdo. 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 condicdes de conservacdo para um ou mais componentes do kit ndo
corresponderam d&s instrugdes do artus HSV-1/2 LC PCR Kit indicadas no
capitulo 2. Conservagdo ou a data de validade foi excedida.

— Por favor, reveja tanto as condi¢des de conservacdo como também a data
de validade (ver etiqueta no kit) dos reagentes e, se for o caso, utilize um

novo kit.

Sinais nos controlos negativos no canal de fluorescéncia F2/Back-F1 da
PCR analitica.
*  Ocorreu uma contaminacéo durante a preparacdo da PCR.
— Repita a PCR com reagentes ainda ndo utilizados em réplicas.
— Tape cada tubo de PCR, se possivel logo apés a adigdo da amostra a ser
analisada.
— Pipete o controlo positivo sempre no fim.
— Certifique-se que a superficie de trabalho e os aparelhos sejam
desinfectados frequentemente.
*  Ocorreu uma contaminagdo por causa da purificagdo.
— Repita a purificacdo e a PCR da amostra a ser analisada com reagentes
ainda nédo utilizados.
— Certifiqgue-se que a superficie de trabalho e os aparelhos sejam
desinfectados frequentemente.

Se houver dividas 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 HSV-1/2 LC PCR Kit foi criada
uma série de diluigdes padréo de 31,6 a aproximadamente 0,01 equivalentes de
cépias do VHS-1 ou do VHS-2'/ul e esta foi analisada com o arfus HSV-1/2 LC
PCR Kit. As andlises foram efectuadas em trés dias diferentes, contendo cada uma
delas oito determinagées. O resultado foi apurado com a ajuda de uma andlise
de probit. A sua avaliacéo grdéfica estd representada nas Fig. 13 e Fig. 14. O
limite de deteccdo (p = 0,05) do artus HSV-1/2 LC PCR Kit estd, desta forma,
estabelecido em 1 cépia/ul, tanto para o VHS-1 quanto para o VHS-2. Isto
significa que existe uma probabilidade de 95 % de ser detectada 1 cépia/ul.

Andlise de probit: Virus Herpes Simplex-1 (LightCycler)

0,02331 2 1 copialpl (95%)

08000 §;

05000 §

Proportions

04000 §;
03000 §;
02000 §

01000 §

a

Ga0a
#8688

-3,00 200 -1,00 0,00 1,00

Fig. 13: Sensibilidade analitica do artus HSV-1/2 LC PCR Kit (VHS-1).

200
" log (dose)

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

artus HSV-1/2 LC PCR Kit  02/2015 27



Andlise de probit: Virus Herpes Simplex-2 (LightCycler)

0,03291 2 1 copia/pl (95%)

Proportions

04000 §
. 0,3000 §!
02000 §

01000 &

a-6aa0-—1t
-H866-

-300 -2,00 -1.00 0,00 1,00

Fig. 14: Sensibilidade analitica do artus HSV-1/2 LC PCR Kit (VHS-2).

2,00
log {(dose)

11.2 Especificidade

A especificidade do artus HSV-1/2 LC PCR Kit é, em primeiro lugar, garantida
através da seleccdo dos iniciadores (primers) e das sondas, assim como da
seleccdo de condicdes de reaccéo optimizadas. Os iniciadores (primers) e as
sondas foram verificados mediante uma andlise de comparacdo de sequéncia
qguanto a eventuais homologias com todas as sequéncias publicadas em bancos
de genes. Desta forma, foi assegurada a detecgdo de todos os tipos de herpes

relevantes.

Adicionalmente, a validagéo da especificidade foi realizada com 30 diferentes
amostras de liquido céfalo-raquidiano (LCR) negativas para o HSV, que néo
geraram sinal com os iniciadores (primers) e sondas especificas para o HSV

contidos na HSV LC Master.

Para a determinagéo da especificidade do artus HSV-1/2 LC PCR Kit, foi
examinado o grupo de controlo, citado na Tabela 1, em relacdo & existéncia de

reaccdes cruzadas. Nenhum dos agentes patogénicos testados era reactivo.

28 artus HSV-1/2 LC PCR Kit ~ 02/2015



Tabela 1: Teste da especificidade dos kits com possiveis agentes patogénicos inter-
reactivos.

HSV-1/2 Controlo

Grupo de controlo interno
(F2/Back-F1)  £3/Back-F1)

Virus do herpes humano 3 (virus Varicela-Zoster) -

Virus do herpes humano 4 (virus Epstein-Barr) - +
Virus do herpes humano 5 (Citomegalovirus) - +
Virus do herpes humano 6 A - +
Virus do herpes humano 6 B - +
Virus do herpes humano 7 - +
Virus do herpes humano 8 - N
(virus herpes associado ao sarcoma de Kaposi)

11.3 Precisdo

Os dados de precisdo para o artus HSV-1/2 LC PCR Kit possibilitam a
averiguacdo da varidncia total do sistema de teste. Esta variéincia total compde-se
da Variabilidade Intra-Ensaio (variobilidade de amostras com a mesma
concentracdo em um ensaio), da Variabilidade Inter-Ensaio (variabilidade devida
a utilizacdo de diversos aparelhos do mesmo tipo, por pessoas diferentes do
mesmo laboratério) e da Variabilidade Inter-Lote (variabilidade devida a
utilizacdo de diferentes lotes). Para este fim, apuram- se o desvio padréo, a
variéincia e o coeficiente de variac@o tanto para o sistema especifico como
também para o sistema de Controlo interno.

Estes dados foram apurados para o artus HSV-1/2 LC PCR Kit com base no
Padrdo de quantificagéo com a menor concentracéo (QS 4; 10 cépias/ul). As
andlises foram efectuadas contendo oito determinacdes. Os resultados do teste
de precisGo est@o representados nos valores do Ct da curva de amplificagdo (Ct:
threshold cycle, ver Tabela 2/Tabela 4) e nos valores quantitativos em cépias/ul
(ver Tabela 3/Tabela 5). De acordo com estes resultados, a flutuagdo estatistica
de uma amostra qualquer com a concentragéo determinada é de 1,67 % (Ct,
VHS-1) e 1,95 % (Ct, VHS-2), ou seja, 20,66 % (concentragdo, VHS-1) e 22,42 %
(concentracéo, VHS-2) e, para a deteccdo do Controlo interno, é de 1,23 % (Ct,

VHS-1) ou 1,04 % (Ct, VHS-2).
|
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Estes valores baseiam-se na totalidade de cada um dos valores apurados nas

variabilidades.

Tabela 2: Dados de precisdo para o VHS-1 com base no valor Ct.

Coeficiente de

Desvio Padréo Variancia S
variagdo [%]

Variabilidade Intra-Ensaio: 0,27 0,07 113
HSV1 LC/RG/TM QS 4
VCIFICIbIlId.CIde Intra-Ensaio: 0,03 0,00 0,23
Controlo interno
Variabilidade Inter-Ensaio:

0,39 0,15 1,66
HSV1 LC/RG/TM QS 4
VGFIGbIlId.CICIe Inter-Ensaio: 0,12 0,01 0,99
Controlo interno
Variabilidade Inter-Lote:

0,41 0,17 1,72
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Variabili Inter-Lote:

ariabi |d.ade nter-Lote 0,17 0,03 1 40

Controlo interno
Varidncia Total:

0,39 0,15 1,67
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Vorlancm.TotaI: 0,15 0,02 123
Controlo interno

Tabela 3: Dados de precisdo para o VHS-1 com base nos valores quantitativos (em

copias/ul).
Desvio Padrdo Variancia Coeflae_n’reode
variagéo [%]

Variabilidade Intra-Ensaio:

1,76 3,08 17,34
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Variabilidade Inter-Ensaio:

2,02 4,08 19,82
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Variabilidade Inter-Lote:

2,37 5,64 23,10
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Varidncia Total: 211 4,46 20,66
HSV1 LC/RG/TM QS 4
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Tabela 4: Dados de precisGo para o VHS-2 com base no valor Ct.

Desvio Padréo Vari@ncia Coeficie_n’reode
variagdo [%]

Variabilidade Intra-Ensaio: 0,22 0,05 0,90
HSV2 LC/RG/TM QS 4
VGFIGbIlId'Ode Intra-Ensaio: 0,04 0,00 0,33
Controlo interno
Variabilidade Inter-Ensaio: 0,62 0,38 2,51
HSV2 LC/RG/TM QS 4
VCII’IClbI'Id.CICIe Inter-Ensaio: 0,12 0,01 0,98
Controlo interno
Variabilidade Inter-Lote:

0,38 0,14 1,52
HSV2 LC/RG/TM QS 4
VCII’IClbI'Id.CICIe Inter-Lote: 0,14 0,02 1,12
Controlo interno
Variéncia Total: 0,48 0,23 1,95
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Vorloncm. Total: 0,13 0,02 1,04
Controlo interno

Tabela 5: Dados de precisGo para o VHS-2 com base nos valores quantitativos (em

copias/ul).
Desvio Padrdo Variancia Coeflcuin’reode
variagéo [%]

Variabilidade Intra-Ensaio:

1,39 1,94 13,82
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Variabilidade Inter-Ensaio:

2,86 8,20 27,46
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Variabilidade Inter-Lote:

1,96 3,85 19,27
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Variéncia Total: 230 5,31 22,42
HSV2 LC/RG/TM QS 4
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11.4 Robustez

A verificacdo da robustez serve para apurar a taxa total de erro do artus HSV-1/2
LC PCR Kit. Para isso, foram misturadas 30 amostras de liquido céfalo-raquidiano
(LCR) negativas para o VHS, com 3 cépias/ul por volume de eluicdo de ADN de
controlo de VHS-1 (irés vezes a concentracdo dos limites de sensibilidade
analiticos). As amostras foram purificadas com o QlAamp DNA Mini Kit e
analisadas com o artus HSV-1/2 LC PCR Kit (ver capitulo 8.1 Isolamento de
ADN). Do mesmo modo, foi feita a anélise para o VHS-2 (30 amostras de liquido
céfalo-raquidiano (LCR); 3 cépias/ul ADN de controlo do VHS-2). A taxa de erro
tanto para o VHS-1 quanto para o VHS-2 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 cefaloraquidiano (LCR)
negativas para o VHS. A taxa total de erro foi de 0 %. Néo foram observadas

inibicdes. Deste modo, a robustez do artus HSV-1/2 LC PCR Kit é = 99 %.

11.5 Reprodutibilidade

Os dados da reprodutibilidade permitem avaliar regularmente o desempenho do
artus HSV-1/2 LC PCR Kit, assim como para compard-lo com o desempenho de

outros produtos, através da participacdo em testes interlaboratoriais.

11.6 Avaliacao diagnéstica

O artus HSV-1/2 LC PCR Kit estd a ser avaliado em vdrios estudos.
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12. Indicacées especiais sobre a utilizacdo do
produto

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

* A utilizaggo deve ser efectuada por funciondrios que tenham sido
especialmente formados e instruidos nos processos de diagndstico in
vitro.

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

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

validade expirado.

13. Informacoes de seguranca

As informacdes de seguranca do artus HSV-1/2 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 fdaceis de utilizar em

www.giagen.com/safety.

14. Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de AdministracGo de Qualidade certificado pelos I1ISO
9001 e ISO 13485 da QIAGEN, cada lote dos artus HSV-1/2 LC PCR Kits foi
testado de acordo com as especificagdes anteriormente apresentadas a fim de

garantir a qualidade do produto.
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16. Descrig¢o dos simbolos
Prazo de Validade

NUmero do Lote

Fabricante

Referéncia de Catdlogo
Ndmero do material

Manual de instrucdes

Produco medico diagnosticado in vitro
Etanol

GTIN NUmero do item de comércio mundial

Conteddo é suficiente para <N> testes

Limites de Temperatura

S EEERE] 15Ls

3 Padréo de quantificacao
iIC Controlo interno

2

e
artus HSV-1/2 LC PCR Kit  02/2015 35



artus HSV-1/2 LC PCR Kit

Marcas registradas e indicagées juridicas
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, BioRobot®, EZ1?, UltraSens®, (Grupo QIAGEN); LightCycler® (Roche Diagnostics).

Nomes registrados, marcas registradas, etc. usados neste documento ndo podem ser considerados como
desprotegidos legalmente, mesmo que ndo estejam especificamente sina izados como tal.

O artus HSV-1/2 LC PCR Kit, o BioRobot EZ1 DSP Workstation, e o EZ1 DSP Virus Kit e Card sd@o instrumentos e
kits de diagnéstico sinalizados com CE de acordo com as Diretrizes Européias 98/79/CE sobre diagnéstico in
vitro. N@o estéo disponiveis em todos os paises.

Os kits QlAamp séo para o uso geral em laboratério. As indicacdes ou as representacdes do produto néo
foram elaboradas para fornecer informacées sobre a diagnose, a prevencéo ou a terapia de uma doenga.

A aquisicao de kits de PCR artus contém uma licence limitada para o uso dos mesmos na execucéo do processo
de reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) em diagndsticos in vitro humanos e veterindrios em conjungéo com
um ciclador térmico, cujo uso na execuc@o automdtica do processo de PCR é coberto pela taxa de licenca
inicial, ou por pagamento & Applied Biosystems ou por aquisicdo de um ciclador térmico autorizado. O
processo de PCR é protegido pelos respectivos direitos nacionais de protecéo de patentes dos E.U.A. nGmero:
5.219.727 e 5.322.770 e 5.210.015 e 5.176.995 e 6.040.166 e 6.197.563 e 5.994.056 e 6.171.785 e
5.487.972 e 5.804.375 e 5.407.800 e 5.310.652 e 5.994.056; Propriedade da Firma Hoffmann-La Roche
Lida.

© 2007-2015 QIAGEN, todos os direitos reservados.

36 artus HSV-1/2 LC PCR Kit  02/2015



www.qiagen.com

Australia = techservice-au@qiagen.com

Austria = techservice-at@qgiagen.com

Belgium = techservice-bnl@qiagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada = techservice-ca@gqiagen.com

China = techservice-cn@qiagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@giagen.com

France = techservice-fr@giagen.com

Germany = techservice-de@qiagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@giagen.com

Ireland = techservice-uk@qiagen.com

ltaly = techservice-it@giagen.com

Japan = techservice-jp@qiagen.com

Korea (South) = techservice-kr@qgiagen.com

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@gqiagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@qiagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@giagen.com

Sweden = techservice-nordic@giagen.com

UK = techservice-uk@qiagen.com . ' . . .

USA = techservice-us@qiagen.com QIAGE N

1046888 151014026 Sample & Assqy TeChnOIogies

Switzerland = techservice-ch@giagen.com




