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B Purificagdo de ADN, ARN e proteinas

B Ensaios de 4cidos nucleicos e proteinas

B Investigagdo em microARN e ARNi

B Automatizagéo de tecnologias de amostragem e ensaio

A nossa missdo é permitir ao utilizador alcangar um grande sucesso, bem como resultados notéveis. Para mais
informagdes, visite www.giagen.com.



indice

I @70 ] 1 {1 UTo [0 I ERRR 4
2. Armazenamento ...cccoeeeeeiii e 4
3. Materiais e dispositivos adicionais necessarios ......... 4
4. Medidas gerais de SeguranGa ........ccocceeevrvereennieeesnnnnen. 5
5. Informacgdes acerca do agente patogénico .................. 5
6. Principio da PCR em tempo real......ccccccceeviviiivinnnnnnnnnn. 5
7. Descric80 do produto .....cceveeeveieiniiiiiieieee e 5
8. ProtocColo..... 5
8.1 Pré-analitica: Colheita, conservagéo e transporte de amostras ... 5
8.1.1 Colheita de @amOSIras. ........ccceerieieiiieeeniiee e 6

8.1.2  CONSEIVAGAD ....ecivvieiiiiieeiiie ettt 6

8.1.3  Transporte de amoStras.........ccocveerciiieiiiiieniiee e 6

8.1.4 Substancias interferentes ..........ccccovveiiiiee e 6

8.2  1S0lamento de ADN .......ccoiiiiiiiiiiiie et 6

8.3 CONtrolo INTEINO ...ttt 7

8.4 QUANLIICAGAD . ..eeeeiiiiieiiiie ettt 7

8.5 PreparaG8o da PCR .......cccccooiiiiiiiiiiiiic e 8

8.6 Programacdo do ABI PRISM SDS.........cccocviiiiiiiiniiieeniiccee, 12
8.6.1 Programacao do ABI PRISM 7000 SDS..........ccccccueenns 12

8.6.2 Programagéo do ABI PRISM 7700 SDS .........ccccceeenne 14

8.6.3 Programagcéo do ABI PRISM 7900HT SDS................... 18

9. AnalisededadoS.......ccccciiiiiii 21
10. Resolucéo de problemas.........cccueeeeieiiiniiiiii s 24
11. ESPECIfiCACOES ..oooeeiiiiiiiiiie e 25
11.1 Sensibilidade analitiCa............ccceeriiriiiniiieiiie e 25

11.2 Especificidade ..........cccoeiiiiiiiiiiiiii i 26

12.3 PrECISAD ...eieiutiieeiiiiie ettt e ettt ettt et e st e s snbe e e eeanes 27

12,4 ROBUSEEZ ...cciiiiiiiiiie et 28

11.5 Reprodutibilidade ..........ccuveiieeeiiiiiiee e 28

11.6 AvaliaG8o diagnOStiCa. ......cuueeeiiiieiiiieeiiiee et 28

12. Limitagdes da utilizacdo do produto........cccceeeevrunnenen. 29
13. Informagdes de SeguranCa.......ccccccvveeerervvrenreeeessnnnnnns 29
14. Controlo de qualidade .........ccooocviiieeieiiiniiiieeee s 29
15. REfErENCIAS ..uuuvuiiiiiiii s 29
16. Explicacdo dos simbolos .......ccccoeviveiiiiiiii i, 30

Manual do kit artus CMV TM PCR 12/2014 3



Kit artus CMV TM PCR

Para utilizagdo com os ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT Sequence Detection Systems para a dete¢édo quantitativa de ADN do
CMV em plasma com EDTA.

Atencdo: O kit artus CMV TM PCR n&o pode ser utilizado em conjunto com o GeneAmp® 5700 SDS nem com as placas de
formato 384 do ABI PRISM 7900HT SDS.

1. Contelido

Rotulagem N.° art. 4503163 N.° art. 4503165
e contetdo 24 reagdes 96 reagdes
Azul CMV TM Master 2 x 12 reacdes 8 x 12 reagles
CMV LC/RG/TM Mg-Sol° 1 x 600 pl 1 x 600 pl
Vermel CMV LC/RG/TM QS 1°
ho 1 x 10* copias/pl 1x200u 1x200
Vermel CMV LC/RG/TM QS 2°
ho 1 x 10° copias/pl 1x200u 1x200
Vermel CMV LC/RG/TM QS 3°
ho 1 x 102 copias/pl Lx200u 1x200
Vermel CMV LC/RG/TM QS 4°
ho 1 x 10" copias/pl 1x200 W 1x200
CMV TM IC® 1 x 1000 pl 2 x 1000 pl
Branco Agua (grau PCR) 1 x 1000 pl 1x1000 pl
* Qs = Padréo de quantificagéio
IC = Controlo interno
Mg-Sol = Solucéo de magnésio
2. Armazenamento
Os componentes do kit artus CMV TM PCR devem ser conservados entre -15 °C e

—30 °C e séo estaveis até ao prazo de validade impresso no rétulo. A repetida descongelacéo e congelagdo (> 2 x) deve ser

evitada uma vez que pode reduzir a sensibilidade. Se os reagentes se destinarem a ser usados de forma intermitente, devem

ser congelados em aliquotas. Se houver a necessidade de conservar os componentes a +4 °C, ndo se deve ultrapassar um

periodo de cinco horas.

3. Materiais e dispositivos adicionais necessarios

Luvas de laboratério isentas de p6

Kit de isolamento de ADN (ver 8.2 Isolamento de ADN)

Pipetas (ajustaveis)

Pontas de pipetas estéreis com filtros

Misturador vértex

Centrifuga de mesa com rotor para tubos de reagdo de 2 ml

Centrifuga com rotor para microplacas (opcional)

Tubos/placas de reacdo de 96 pocos para medicbes 6ticas com os respetivos materiais de selagem 6ticos™ (ver
8.5 Preparacéo da PCR)

Armacdo de suporte de 96 pocos de duas pegas para utilizagdo com tubos de reagdo Otica (96-
Well Tray/Retainer Set, n. de cat. 403 081, Applied Biosystems), ver 8.5 Preparacdo da PCR

Almofada de compresséo para utilizagdo com folhas selantes 6ticas (Optical Cover Compression Pads, n. de cat.
4 312 639, Applied Biosystems), ver 8.5 Preparagédo da PCR

Aplicador para selagem das placas de reacéo através da utilizagdo de folhas selantes éticas (Adhesive Seal Applicator
Kit, n. de cat. 4 333 183, Applied Biosystems)

A utilizacéo de tubos de reagédo para andlises dticas com tampas convexas sé é permitida para o instrumento Bl PRISM 7700 SDS e requer um
ajuste do tempo de exposicao (ver 8.6.2 Programacgao do ABI PRISM 7700 SDS, 8.6.2.5 Definices adicionais importantes).
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* ABI PRISM 7000 (verséao de software 1.0.1), 7700 (versao de software 1.9.1) ou 7900HT SDS (verséao de software 2.1)

Atencéo: Antes de colocar o aparelho em funcionamento, € necesséario realizar uma calibragdo vélida dos corantes (Pure

Spectra Component File) e do fundo (Background Component File).

4. Medidas gerais de seguranca

O utilizador deve ter sempre em atencéo o seguinte:
e Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.
* Armazenar e extrair materiais positivos (amostras, controlos e fragmentos amplificados) separadamente dos restantes
reagentes e adiciona-los a mistura de reagdo numa unidade situada num espaco separado.
* Descongelar completamente todos os componentes a temperatura ambiente antes de dar inicio a um ensaio.
* De seguida, misturar completamente e centrifugar brevemente os componentes.

* Trabalhar rapidamente em gelo ou num bloco de refrigeracéo.

5. Informagdes acerca do agente patogénico

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 transplantacdo de érgaos, por via
intrauterina ou perinatal. A infecdo por CMV é frequentemente uma infecdo assintomatica, a que se segue um periodo de
laténcia permanente do virus no corpo. Caso a infecdo seja sintomatica, em adolescentes ou em adultos, os sintomas sdo
semelhantes aos da mononucleose infeciosa e incluem febre, hepatite ligeira e indisposi¢do geral. Foram observados varios

episddios de infegédo por CMV, em particular nos doentes infetados por via intrauterina ou em doentes imunodeficientes.

6. Principio da PCR em tempo real

O diagn6stico de agentes patogénicos pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) baseia-se na amplificacdo de regides
especificas do genoma do agente patogénico. Através da PCR em tempo real, o produto amplificado é detetado com recurso a
corantes fluorescentes. Estes estdo habitualmente aglutinados a sondas de oligonucleotideos que se ligam especificamente ao
produto amplificado. A monitorizagdo das intensidades de fluorescéncia durante o ensaio de PCR (ou seja, em tempo real)
permite e detecdo e quantificagdo do produto que se acumula sem ter de reabrir os tubos de reacdo apos o ensaio de PCR
(Mackay, 2004).

7. Descricédo do produto

O kit artus CMV TM PCR é um sistema pronto a utilizar para a detecdo de ADN do CMV através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) nos ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT Sequence Detection Systems. O CMV TM Master contém os
reagentes e enzimas para a amplificacdo especifica de uma regido de 105 pb do genoma do CMV. A detecdo de fragmentos
amplificados ocorre através da medicdo de fluorescéncia FAM™ no ABI PRISM SDS. Ao mesmo tempo, o kit artus CMV TM
PCR contém um segundo sistema de amplificagdo heterélogo para identificar uma possivel inibicdo da PCR. Este é detetado
como um controlo interno (IC) através da medic&o de fluorescéncia VIC®/JOE™. O limite de detecdo da PCR analitica do CMV
(ver 11.1 Sensibilidade analitica) ndo é reduzido. S&o fornecidos controlos positivos externos (CMV LC/RG/TM QS 1 —4) que

permitem a determinagdo da carga de agente patogénico. Para mais informacgdes, ver a seccédo 8.4 Quantificacao.

Atencéo: O perfil de temperatura para a dete¢cdo do citomegalovirus utilizando o kit artus CMV TM PCR corresponde
aos perfis do kit artus EBV TM PCR e kit artus HSV-1/2 TM PCR. Por consequéncia, os ensaios de PCR destes
sistemas artus podem ser realizados e analisados num Unico procedimento de ensaio. Ter em atengdo as

recomendagdes relativas a analise de PCR fornecidas nos capitulos 8.4 Quantificacdo e 9. . ados.

8. Protocolo

8.1 Pré-analitica: Colheita, conservacédo e transporte de amostras
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Atencdo: Todas as amostras devem ser manuseadas como potencialmente infeciosas.

Atencéo: Os estudos atuais apontam o plasma tratado com EDTA ou citrato como os materiais de amostra mais adequados

para detegdo do CMV. Por isso, recomendamos a utilizacdo destes materiais com o kit artus CMV TM PCR.

A validacdo do kit artus CMV TM PCR foi efetuada usando amostras de plasma humano tratado com EDTA. N&o existem
outras amostras validadas. Utilizar apenas os kits de isolamento de ADN recomendados (ver 8.2 Isolamento de ADN) para a

preparagéo das amostras.

O uso de determinados materiais obriga ao rigoroso cumprimento de instru¢cdes especificas relativas a colheita, transporte e

conservacao.

8.1.1 Colheita de amostras

Toda colheita de sangue leva a uma lesdo dos vasos sanguineos (artérias, veias, capilares). Devem apenas ser usados
materiais in6cuos e estéreis. Estdo disponiveis materiais descartaveis para colheita de sangue. Para a puncéo de veias, ndo se
devem utilizar agulhas muito finas. A colheita de sangue venoso deve ocorrer em locais adequados na regido da dobra do
cotovelo, do antebraco ou do dorso da mé&o. O sangue deve ser colhido em tubos de amostra padréo (tampa vermelha,
Sarstedt ou tubos equivalentes de outros fabricantes). Devem ser colhidos de 5 a 10 ml de sangue anticoagulado com EDTA.

Inverter os tubos diretamente apés colheita da amostra (8 vezes, nédo agitar).

Atencéo: N&o devem ser usadas amostras de doentes tratados com heparina (ver 8.1.4Substéancias interferentes).

8.1.2 Conservagdao

O sangue total deve ser separado em componentes celulares e plasma num periodo de seis horas através de centrifugagao
durante 20 minutos a 800 — 1600 x g. O plasma isolado tem de ser transferido para tubos de polipropileno estéreis. A
sensibilidade do ensaio pode ser comprometida através da repetida congelacdo ou de uma conservacdo mais longa da
amostra.

8.1.3 Transporte de amostras

O material de amostra deve ser transportado num contentor de transporte a prova de estilhaco. O perigo potencial de infecao
devido a fuga da amostra pode, assim, ser evitado. As amostras devem ser transportadas de acordo com os regulamentos

locais e nacionais relativos ao transporte de materiais patogénicos.”

As amostras devem ser enviadas no prazo de seis horas. A conservacéo no local da colheita ndo é recomendada. E possivel
enviar as amostras por correio, de acordo com os regulamentos para o transporte de material patogénico. Recomenda-se o
transporte da amostra por servigos de correio expresso. As amostras de sangue devem ser enviadas refrigeradas (+2 °C a +8

°C), enguanto que o plasma separado deve ser enviado congelado (-20°C).

8.1.4 Substancias interferentes

Valores elevados de bilirrubina (< 4,5 mg/dl) e de lipidos (< 1100 mg/dl), assim como amostras hemoliticas, nao influenciam o
sistema analitico do CMV. A heparina afeta a PCR. Amostras colhidas em tubos com heparina como anticoagulante ndo devem

ser utilizadas. As amostras de doentes tratados com heparina também n&do devem ser usadas.

8.2 Isolamento de ADN

O kit de isolamento que se segue é recomendado para isolar ADN de CMV:

Material de | Kit de isolamento de | Nimero de . AR
Fabricante

amostra acido nucleico catalogo transportador

Plasma . ®
tratado com | KU ?/'.Aamp DsP 60704 QIAGEN incluido
EDTA irus (50)

" International Air Transport Association (Associaﬁéo Internacional de Transporte Aéreo). Dangerous Goods Regulations, 41st Edition, 2000.704.
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* A adigdo de ARN transportador é de grande importancia para a eficiéncia e, com isso, para o rendimento do ADN/ARN.
Para aumentar a estabilidade do ARN transportador fornecido com o kit QlAamp DSP Virus, deverdo ser seguidas as
indicagbes sobre o manuseamento e conservagdo do ARN transportador (ver “Preparacdo de reagentes e tampdes” no
manual do kit QlIAamp DSP Virus).

e O kit de isolamento inclui tampdes de lavagem que contém etanol. Assegurar sempre de que é efetuada, antes da eluigéo,
uma centrifugacdo adicional (trés minutos, 13 000 rpm) para a eliminacdo dos residuos de etanol. Isto evita possiveis
inibicdes da PCR.

Importante: O controlo interno do kit artus CMV TM PCR pode ser utilizado diretamente na procedimento de isolamento.
Assegurar de que é incluida uma amostra negativa de plasma no procedimento de isolamento. O sinal correspondente do

controlo interno funciona como base para a avaliagéo do isolamento (ver 8.3 ).

8.3 Controlo interno

E fornecido um controlo interno (CMV TM IC). Isto permite ao utilizador controlar o procedimento de isolamento de ADN e
verificar a possivel inibicdo da PCR (ver a Fig. 1). Para este fim, adicionar o controlo interno numa relagdo de 0,1 pl por 1 pl
do volume de eluigdo no isolamento. Por exemplo, ao utilizar o kit QlAamp DSP Virus, o ADN é eluido em 60 pl de tampéo AE.
Dai que, devem ser adicionados 6 pl de controlo interno. A quantidade de controlo interno acrescentada depende apenas do
volume de elui¢ao.

O controlo interno e o ARN transportador (ver 8.2 Isolamento de ADN) sé devem ser adicionados a

e uma mistura de tamp&o de lise e amostra ou

¢ diretamente ao tampé&o de lise.

O controlo interno ndo pode ser adicionado diretamente a amostra. Se adicionado ao tampé&o de lise, ter em atengdo que a
mistura do controlo interno com o tampdo de lise/ARN transportador deverd ser utilizada logo apds ser preparada (a
conservacao da mistura a temperatura ambiente ou no frigorifico pode, em poucas horas, desativar o controlo interno e diminuir

a eficiéncia da extragao). N&o adicionar o controlo interno e o ARN transportador diretamente na amostra.

Para a purificacdo ser considerada eficaz, o valor Ct do controlo interno de uma amostra negativa de plasma processada por
purificagdo (Kit QIAamp DSP Virus) no ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS tem de atingir Ct = 27 +3 (limite: ABl PRISM
7000: 0,1, ABI PRISM 7700 e 7900HT SDS: 0,2). A dispersao indicada baseia-se na variagdo do instrumento e na purificagéo.
Um desvio maior aponta para problemas na purificacdo. Neste caso, é necesséario analisar e, eventualmente, revalidar a

purificagdo. Em caso de duvidas ou problemas, contactar a nossa assisténcia técnica.

O controlo interno pode ser utilizado, opcionalmente, exclusivamente para o controlo de uma possivel inibicdo da PCR (ver
a Fig. 2). Para isso, adicionar 2 pl de controlo interno e 5 pul de CMV LC/RG/TM Mg-Sol por reacdo diretamente a 25 pl de
CMV TM Master. Para cada reacdo de PCR, utilizar 30 pl de Master Mix desta forma produzida” e adicionar, de seguida, 20 pl
de amostra purificada. Em caso de preparagdo de um ensaio de PCR para varias amostras, aumentar o volume de
CMV TM Master, CMV LC/RG/TM Mg-Sol e de controlo interno proporcionalmente ao numero de amostras (ver
8.5 Preparacéo da PCR).

8.4 Quantificacdo

Os padrBes de quantificacéo fornecidos (CMV LC/RG/TM QS 1 — 4) sdo tratados como amostras previamente purificadas e
utilizados no mesmo volume (20 pl). Para criar uma curva padrédo num ABI PRISM Sequence Detection System, devem ser
utilizados todos os quatro padrbes de quantificagcdo e definidos como padrbes com especificacdo das concentra¢des
correspondentes (ver 8.6 Programacao do ABI PRISM SDS). N&o é possivel importar curvas padrdo de ensaios anteriores
com o software dos ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS.

" 0 aumento de volume causado através da adicdo de controlo interno é desprezavel na preparacdo do ensaio por PCR. A sensibilidade do

sistema de deteﬁéo ndo é afetada.
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Caso tenha sido integrado mais do que um sistema artus herpes no ensaio de PCR, analisar estes diferentes sistemas

com os padrdes de quantificagcdo correspondentes separadamente.

Atencdo: De modo a assegurar uma quantificagdo precisa, € veementemente recomendado complementar a Master Mix
utilizada para os padrdes de quantificagdo com a respetiva quantidade de controlo interno. Para isso, adicionar para cada
padrdo de quantificagdo (CMV LC/RG/TMQS1 - CMVLC/RG/TMQS4) 2pul de controlo interno e 5pl de
CMV LC/RG/TM Mg-Sol diretamente a 25 ul de CMV TM Master (ver esquema reproduzido na Fig. 2). Este esquema de
pipetagem é normalmente aplicavel aos padrdes de quantificacdo do CMV, sendo independente do nimero de padrdes de

quantificagdo utilizados.

Os padrdes de quantificagdo séo definidos como copias/pl. Para a conversdo dos valores apurados com base na curva padrao

em copias/ml de amostra, deve-se utilizar a seguinte equacao:

Resultado (copias/pl) x Volume de
Resultado - eluicdo (ul)
(cépias/ml)

Volume de amostra (ml)

Ter em atengdo que, como regra geral, o volume de amostra inicial deve ser introduzido na equagao acima representada. Isto
tem de ser considerado quando o volume da amostra tiver sido alterado antes da extragéo do acido nucleico (por ex.: reduzir o

volume por centrifuga¢éo ou aumentar o volume adicionando ao volume necessario para o isolamento).

Importante: As diretrizes para a andlise quantitativa dos sistemas artus no ABI PRISM 7000 SDS sédo fornecidas em
www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX (Technical Note for quantitation on the ABIPRISM 7000 SDS - Nota
Técnica para quantificagdo nos ABI PRISM 7000 SDS).

8.5 Preparacéo da PCR

Preparar a quantidade necesséria de tubos de reagdo ou uma placa de reagdo de 96 pocos para as reagfes planeadas. Na

tabela seguinte, encontram-se listados os materiais aconselhados:

Numero Armagéao
Descricéo de Fabricante de Almofadage
. « | compressdo
catadlogo suporte
F:E;aa%e Placa de Applied
reac reacdo 6tica de | 4 306 737 App ndo -
Gtica de Biosystems
96 pogos
96 pogos
Folhas .
selantes selasg:?ricas 4311971 Biﬁsp ps“t:\(rjns - sim
oticas 4
Tubos de | Tubos 6ticos Aoplied
reacdo | ABIPRISM,8 | 4316567 App sim -
P ’ Biosystems
oticos tubosttira
Tubos de - .
= Tubos 6ticos Applied .
reacao MicroAmp® N8010933 Biosystems sim B
oticos
Tampas | Tampas 6ticas .
oticas | ABIPRISM, | 4323032 | Applied - nao
X Biosystems
(planas) 8 tampas/tira

Atencéo: A utilizagdo de tubos de reacdo para andlises oOticas com tampas convexas s6 é permitida para o instrumento
ABI PRISM 7700 SDS e requer um ajuste do tempo de exposicdo (ver 8.6.2 Programac¢do do ABIPRISM 7700 SDS,

8.6.2.5 Definigdes adicionais importantes).

Ao preparar a PCR, certificar-se de que sdo executados em paralelo, no minimo, um Padrdo de quantificagdo por ensaio de
PCR, assim como um controlo negativo (agua, grau de PCR). Para gerar uma curva padrao, utilizar, por cada ensaio de PCR,
todos os padrdes de quantificagéo fornecidos (CMV LC/RG/TM QS 1 — 4).

" Ao utilizar a armacao de suporte de duas pegas, é necessario abrir os tubos de reacdo na introdugdo e na remocgédo dos mesmos. Para evitar

contaminaﬁﬁes devido a este procedimento, utilizar exclusivamente a parte inferior da armaﬁéo de suporte.
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Atencéo: De modo a assegurar uma curva padrdo, é veementemente recomendado complementar a Master Mix utilizada para
os padrdes de quantificagdo com a respetiva quantidade de controlo interno (ver 8.4 Quantificacdo). Antes de cada utilizag&o,
todos os reagentes tém de ser completamente descongelados, misturados (por pipetagem repetida para cima e para baixo ou

por acdo rapida do vortex) e brevemente centrifugados.

Se se pretender utilizar o Controlo interno para controlar o procedimento de isolamento de ADN e verificar uma possivel
inibicdo de PCR, ja devera ter sido adicionado ao isolamento (ver 8.3 Controlo interno). Neste caso, utilizar o seguinte

esquema de pipetagem (ver esquema reproduzido na Fig. 1):

Ndmero de amostras ‘ 1 ‘ 12
CMV TM Master 25 pl 300 pl
1. Preparagéo CMV LC/RG/TM Mg-Sol 5ul 60 ul
da Master Mix CMVTMIC opl oul
Volume total 30 ul 360 pl
2. Preparagéo Master Mix 30l 30 pl cada
do ensaio por Amostra 20 pl 20 ul cada
PCR Volume total 50 pl 50 pl cada

Se se pretender utilizar o controlo interno exclusivamente para o controlo de uma inibigdo da PCR, adiciona-lo diretamente
ao CMV TM Master. Neste caso, utilizar o seguinte esquema de pipetagem (ver esquema reproduzido na Fig. 2):

Ndmero de amostras 1 ‘ 12
CMV TM Master 25l 300 pl
1. Preparagdo | cMV LC/RG/TM Mg-Sol 5 ul 60 pl
daMaster Mix | cmy TMIC 2l 24l
Volume total 2’ 384l
2. Preparacéo Master Mix 30 30 pl cada
do ensaio por 4Amostra/CMV LC/RG/TMQS 1 — 20l 20 ul cada
PCR
Volume total 50 pl 50 pl cada

Pipetar 30 pl da Master Mix para cada tubo de reagéo de PCR ou poco da placa de reagdo de 96 pogos. De seguida, adicionar
20 pl de eluido do isolamento de ADN. Misturar devidamente a solugdo pipetando para cima e para baixo vérias vezes. Tapar
0s tubos de reacdo com as tampas correspondentes ou, ao utilizar uma placa de reagédo de 96 pogos, como alternativa, tapar
com folhas selantes 6ticas (Optical Adhesive). Para concentrar o volume de reacdo preparado no fundo dos tubos ou dos
pocos, centrifugar os tubos de reagdo (num suporte de conservacao concebido para tubos de PCR) ou a placa de reacéo de 96
pogos numa centrifuga com rotor para placas de microtitulagdo durante 30 segundos a 1780 x g (4000 rpm). Caso nédo exista
uma centrifuga deste género disponivel, certificar-se de que a Master Mix e o volume de amostras sé&o pipetados no fundo dos
tubos de reagdo ou no fundo das unidades de reacao (pogos). Conservar as reagdes preparadas a +4 °C até o instrumento ABI
PRISM SDS estar programado (ver 8.6 Programacédo do ABI PRISM SDS) e, em seguida, transferi-las para o aparelho.

Atencéo:

¢ Ao utilizar tubos de reagdo 6ticos em combinagdo com tampas 6ticas, colocar sempre uma armacgéo de suporte (96Well
Tray/Retainer Set) no instrumento (ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS). Ao utilizar a armacéo de suporte de duas
pecas, € necessario abrir os tubos de reacéo durante a introdugéo e a remogéo dos mesmos. Para evitar contaminagdes

devido a este procedimento, utilizar exclusivamente a parte inferior da armacao de suporte.

* A utilizag@o de placas de reac&o Gticas de 96 pogos em combinacdo com folhas selantes 6ticas requer a cobertura com

uma almofada de compresséo (Optical Cover Compression Pads).

" 0 aumento de volume causado através da adicdo de controlo interno é desprezavel na preparacdo do ensaio por PCR. A sensibilidade do

sistema de detegéo ndo é afetada.
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Adicdo do controlo interno para a purificacéo

-
==

N

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

*Certificar-se de que as solucées estéo totalmente descongeladas, bem misturadas e brevemente centrifugadas.
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Adicdo do controlo interno no artus Master

\&J

Fig. 2:  Fluxo esquematico da operacéo para o controlo da inibi¢cdo da PCR.

*Certificar-se de que as solugfes estéo totalmente descongeladas, bem misturadas e brevemente centrifugadas.
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8.6 Programacdo do ABI PRISM SDS

O software dos ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT Sequence Detection Systems (SDS) necessita de algumas informag6es
adicionais antes do inicio do ensaio de PCR. Os modos de procedimento na programagdo dos aparelhos divergem

consideravelmente uns dos outros, razao pela qual estes sdo tratados, a seguir, em capitulos separados.

8.6.1 Programagdo do ABI PRISM 7000 SDS

Para a detecéo de ADN do CMV, criar um perfil no ABI PRISM 7000 SDS de acordo com 0s seis passos seguintes (8.6.1.1 —
8.6.1.6). Todas as especificagdes estdo relacionadas com a versdo 1.0.1 do software do ABI PRISM 7000 SDS. Para mais
informacg@es sobre a programac&o do ABI PRISM 7000 SDS, consultar o Guia do utilizador do ABI PRISM 7000 SDS. Para
facilitar, estas configuraces estéo destacadas nas figuras com caixa a negro.

8.6.1.1 Predefinicbes para a criagdo de um novo ensaio de PCR

Selecionar no ABI PRISM 7000 SDS o item New do menu File e programar as seguintes defini¢cées iniciais para o novo
documento (ver a Fig. 3). Um modelo guardado anteriormente (SDS Template [*.sdt]) encontra-se disponivel na lista Template

ou pode ser selecionado através da funcdo Browse (ver 8.6.1.5 Guardar o ensaio de PCR). Confirmar as predefinigdes (OK).

x|

Assay IAbsolute Quantitation b4
Conteiner: [96-well Clear 1
Template : IBlankDocument ||

Browse ... |

2
I OK I Cancel |

Fig. 3: Predefinigdes para a criagdo de um novo ensaio de PCR (New Document).

8.6.1.2 Criagéo/selecdo dos detetores

Com a ajuda do submenu Detector Manager do menu Tools, atribuir os corantes de dete¢do correspondentes ao ficheiro. Para
a detecdo de ADN do CMV, assim como do controlo interno, com o kit artus CMV TM PCR, devem ser definidos os

reporteres/corantes de extingéo indicados na seguinte tabela:

Detecao Reporter ‘ Corante de extingao
ADN do CMV FAM nenhum
Controlo interno (CMV TM IC) VIC nenhum

Para a criagdo destes detetores, selecionar a opgao File (canto inferior esquerdo do Detector Manager) e, a seguir, a opgao

New.
[rnewpetector EI| R e Detector |
Name: [aitus CMV Name: [artus CMV IC
1 Desciiption: [artus CMV TM PCR Ki Desciiption: [artus CMV TM PCR Kit
p— 1
Reporter Dye: |FAM hd Reporter Dye: [VIC bt
Quenches Dye: |(none) ¥ Quencher Dye: | (none) >
o e )
Notes: Notes:
2 —2
Create Arother | 0K Cancel | Create Another | i3 Cancel |

Fig. 4: Criagdo do detetor especifico do Fig. 5: Criagdo do detetor especifico do

CMV (Detector Manager). IC (Detector Manager).
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Para a detecdo de ADN do CMV, definir a combinacédo de repoérter/corante de extingdo FAM/none na nova janela. Para a
detec@o do controlo interno, selecionar a combinacdo VIC/none (tal como mostrado na Fig. 4 e Fig. 5). Ao confirmar as
definicbes (OK), retornard ao Detector Manager. Marcar os recém criados detetores e transferir cada selecdo para Well

Inspector, clicando na op¢ao Add to Plate Document (ver Fig. 6). Fechar a janela (Done).

Detector Manager s x|
[~ Detector List
e -]
Detector Hame l Descrigion [ er |Quencher| Color Notes
artus CMY artus CMY TM PCR Kit FAM (none)
artus CMV IC artus CMY TM PCR Kit VIC (none)

< | »

Fie | [TadToPiate Document }

o T3

Fig. 6: Sele¢éo dos detetores (Detector Manager).

8.6.1.3 Atribuicdo das informacdes necessérias as posi¢cdes das placas

Abrir a opcao Well Inspector no menu View para localizar os detetores selecionados em 8.6.1.2 (ver Fig. 7).

Well Inspector i £
Well(s): B3

Sample Name: IQSI

Detector Reporter | Quencher

[V lartus CMY (none)
[V |artus CMV IC Ivic |(none)

[~ Omitwell
Passive Reference:

Add Detector... Remove ROX

Fig. 7: Correspondéncia das informagdes necessarias as posiges das placas (Well Inspector).

Marcar as posi¢es das placas ocupadas para a detecdo de ADN do CMV. Fazer corresponder a estas posicoes os detetores
selecionados, ativando com um cliqgue a opgdo Use de ambos os detetores. Aparecera um sinal de marcacéo. Para a
denominacédo de cada preparagdo de reacgdo, selecionar a posi¢do correspondente na placa e introduzir o nome (Sample
Name). Ter em atencdo que as preparacdes com um Sample Name idéntico e uma atribuicdo do detetor idénticas sao
reconhecidas pelo software como réplica e, de acordo com a sua carga de agente patogénico quantificada, é calculada a

média. Selecionar entéo para cada tipo de amostras a fungéo correspondente (Task) de acordo com a seguinte tabela:

Tipo de Funcéo Concentracao Rep6rier Corante de
amostra (Task) (Quantity) P extingao
Amostra Desgonhe - FAM nenhum
cido
Controlo sem NTC - FAM nenhum
modelo
ver 1.
Padrédo Padrédo .Con FAM nenhum
teddo

Para a criagdo de uma curva padrdo, utilizar todos os padrées de quantificagdo fornecidos (CMV LC/RG/TM QS 1 —4) por
ensaio de PCR e introduzir as concentracdes correspondentes (ver 1.. Conteldo) para cada padréo (Quantity). Ter em
atencéo que, para um ensaio de PCR com o kit artus CMV TM PCR, o ROX™ tem de ser definido como referéncia passiva
(Passive Reference). A distribuicdo uniforme do corante ROX em todas as preparacdes de PCR de um lote, por meio da
mistura de CMV TM Master, garante o reconhecimento e o célculo das variacdes tubetotube (diferencas de fluorescéncia entre

diversas reacdes da PCR) através do Sequence Detection Software (normalizagao).

8.6.1.4 Criacéo do perfil de temperatura
S
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Para criar um perfil de temperatura, mudar do nivel Setup para o nivel Instrument no software. Introduzir o perfil de temperatura
especifico para a detegdo de ADN do CMV de acordo com a Fig. 8. Para retirar o passo de 50 °C gravado nas predefini¢ées,
marca-lo com a ajuda do botéo esquerdo do rato, mantendo simultaneamente a tecla Shift premida, e apaga-lo, em seguida,
utilizando a tecla Backspace. Assegurar que o volume de reagdo esta regulado para 50 pl. A opgédo 9600 Emulation deve estar

ativada e as predefini¢cBes de Auto Increment devem permanecer inalteradas (Auto Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).

— Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile I Auto Increment ]
Stage 1 Stage 2
Reps:[i | Reps:s |
p50__ [s50 1
10:00 [0:15
550 |
Add Cycle | AddHold | Add Step | [Sample Volume [50 (uL) 2
™ Dissociation Protocol [500 C
|r~7 9600 Emulation : 3

Fig. 8: Criag&o do perfil de temperatura.

8.6.1.5 Guardar o ensaio de PCR

Guardar as defini¢cdes introduzidas (Setup) como modelo, de modo a que possam ser reutilizadas, seja na versdo original ou
com modificagdes. Ao guardar as definicbes como um SDS Template (*.sdt) na pasta Template Directory (Disco Local
[C:\Program Files\ABI PRISM 7000\Templates, criado pela Applied Biosystems), é possivel selecionar este ficheiro na lista
suspensa do Template, diretamente na janela New Document (novo documento). As copias guardadas em outras pastas tém
de ser abertas com Browse. Antes de iniciar o ensaio de PCR, guarda-lo novamente como um SDS Document (*.sds). Desta

forma, o armazenamento dos dados obtidos no decurso da PCR ¢é garantido.

8.6.1.6 Inicio do ensaio de PCR

Iniciar o ensaio de PCR selecionando a op¢ao Start no item Instrument do menu ou o campo Start no nivel Instrument.

8.6.2 Programacao do ABI PRISM 7700 SDS

Para a detegdo de ADN do CMV, criar um perfil no ABI PRISM 7700 SDS de acordo com os sete passos seguintes
(8.6.2.1 8.6.2.7). Todas as especificacdes estdo relacionadas com a versdo 1.9.1 do software do ABI PRISM 7700 SDS. Para
mais informagdes sobre a programacéo do ABI PRISM 7700 SDS, consultar o Manual do Utilizador do ABI PRISM 7700 SDS.
Para facilitar, estas configuracfes estédo destacadas nas figuras com caixa a negro.

8.6.2.1 Predefini¢cdes para a criagdo de um novo ensaio de PCR

Selecionar no ABI PRISM 7700 SDS o item New Plate do menu File e programar as seguintes definicdes iniciais para o novo
documento (ver Fig. 9). Confirmar as predefinicdes (OK).
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New Plate

Plate Type: [ Single Reporter

—Data Acquisition 1

2

Plate Format: [ Standard Plate

Run: Real Time s

Cox )2

Fig. 9: Predefinicdes para a criagdo de um novo ensaio de PCR (New Plate).

8.6.2.2 Selecao dos corantes fluorescentes e coordenagéo do tipo de amostras

Com a ajuda de Sample Type Setup (nivel Setup: Sample Type/Sample Type Setup) atribuir os corantes de detegdo
correspondentes e o tipo de amostra correspondente ao ficheiro. Para a detegdo de ADN do CMV, assim como do controlo

interno, com o kit artus CMV TM PCR, devem ser definidos os repoérteres/corantes de extingdo indicados na seguinte tabela:

Detecao Reporter Corante de extingao
ADN do CMV FAM nenhum
Controlo interno (CMV TM IC) JOE nenhum

Para a analise de ADN do CMV com o kit artus CMV TM PCR, selecionar o corante do repérter FAM como indicado na tabela.
Isto é valido para padrdes (STND), amostras (UNKN) e também para controlos sem modelo (UNKN). Para a analise do controlo
interno (IPC+), definir JOE como reporter. Definir o corante de extingdo para none. A atribuicdo dos corantes e dos tipos de

amostras na janela Sample Type Setup estéa representada na Fig. 10.

-Sample Type Setup

Acronym Name Color Reporter

|IPC+ Internal Positive | | JOE 3 I =
[sTho ] [standard | (Fam ) — 1
[unke ] [unknown [ (Fam =]
B
[onkn ] [No Template Control || | (Fam = | =
Reference E Quencher
ROX None =z 2

Remove

) ot

Fig. 10: Selecao dos corantes fluorescentes e definicdo do tipo de amostras (Sample Type Setup).

Atribuir o tipo de amostra a uma fungéo correspondente (Acronym) de acordo com a seguinte tabela:

Tipo de Fungéo Concentracao Rep6rier Corante de
amostra (Acronym) (Quantity) P extingao
Amostra UNKN - FAM nenhum
Controlo sem UNKN - FAM nenhum
modelo
ver 1.
Padrédo STND .Con FAM nenhum
teddo

8.6.2.3 Atribuicdo das informag8es necessarias as posi¢cdes das placas

Para atribuir os detetores e os tipos de amostras a cada posi¢éo das placas, selecionar os respetivos campos. Abrir, entdo, no
nivel Setup, a janela de didlogo Dye Layer e atribuir o reporter correspondente. Ao ativar o menu de contexto Sample Type, é
possivel encontrar os tipos de amostras atribuidos ao repérter em Sample Type Setup na lista que aparece (ver Fig. 11).
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Selecionar o tipo de amostra adequado (ver tabela em 8.6.2.2) e atribuir as restantes posi¢des das placas com a ajuda do Dye
Layer e do menu Sample Type. No campo Sample Name, pode ser atribuido um nome a cada amostra. A média dos campos
definidos como Replicate (introducdo do nome da amostra de referéncia na coluna Replicate) é calculada pelo software de
acordo com a carga de agente patogénico quantificada e com ela é calculado o desvio padréo.

E-'le Type: | STND - Standard 3 II
UNKN - Unknown

le Name:  NKN - N Template Control Fample Name : |51 1
Replicate:  Sample Type Setup... Replicate: |

Not In Use Quantity: |1 0Es0s
2 Show Analysis  Dye Layer: | FAM B Show Analysis WDye Layer: | FAM B 2
—
1 2 3 4 S5 || 1 2 3 4 5
3= i A 3

Fig. 11/12: Atribuigbes das informagdes necessarias as posicdes das placas.

Para a criagdo de uma curva padrdo, utilizar todos os padrfes de quantificacdo fornecidos (CMV LC/RG/TM QS 1 —4) por
ensaio de PCR e introduzir as concentracdes correspondentes (ver 1.. Contelddo) para cada padrdo no campo Quantity (ver a
Fig. 12). Isto, porém, s6 é possivel se as posi¢ées ocupadas com os padrées tiverem sido previamente definidas como tal com
ajuda do menu Sample Type.

8.6.2.4 Criagéo do perfil de temperatura

Para criar um perfil de temperatura, mudar para o menu Thermal Cycler Conditions no nivel Setup. Introduzir o perfil de
temperatura especifico para a detecdo de ADN do CMV de acordo com a Fig. 13. Assegurar que o volume de reagéo esta
regulado para 50 pl. As predefinicdbes dos tempos Ramp e de Auto Increment devem permanecer inalteradas (Ramp
Time: 0:00, Auto Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).

Thermal Cycler Conditions=————

Stagel Stage2
Repeat
950 950
10:00] | |0:15 1
[s50 ]
1:00
KD
S LR Auto Increment | Sample Yolume Show Data Collection l
e ——— T
g Hokd | oxflee 50 2
St Ramp fime . | | 0 Seconds

A g —3

Fig. 13: Criacéo do perfil de temperatura.

Além disso, a opgdo Show Data Collection encontra-se no menu Thermal Cycler Conditions. Ao selecionar esta opgéo,
aparecera a janela representada na Fig. 14. Cada temperatura Ramp e Plateau possui um icone de aquisi¢cdo de dados (Data
Collection Icon) que demonstra a aquisicdo dos dados nesta fase do ensaio. Para evitar medi¢cbes de fluorescéncia
desnecessarias, remover todos os simbolos, exceto o simbolo do passo Annealing (Stage2/passo 2). Desta forma, é possivel
reduzir ao minimo o tempo total do ensaio e a quantidade de dados.

16 Manual do kit artus CMV TM PCR 12/2014



Thermal Cycler Conditions

Stagel Stage2
Repeat

[« ]
SR Auto Increment  Sample Yolume Show Time And Temp |

Add Hold [ osec [ 50 a
9t Rammg Ve . | | 0. seconds

Fig. 14: Aquisi¢ao de dados.

8.6.2.5 Defini¢cdes adicionais importantes

Para selecionar o tempo de exposigao (estimulo dos corantes fluorescentes), assim como para selecionar os ficheiros Pure
Spectra/Background, mudar do nivel Setup para o nivel Analysis. Selecionar o subitem Advanced Options ativado, que se
encontra no item Diagnostics no menu Instrument. Efetuar as definigbes de acordo com a Fig. 15. Ao desativar a fungao
opcional Spectra Components (Analysis), séo automaticamente utilizados, durante a nova avaliagdo dos ensaios ja analisados,
os ficheiros de calibragdo atuais, arquivados na pasta Spectra Components no momento da criagdo dos dados. Para analisar
ensaios antigos com a utilizagdo do novo Spectra Components introduzido, ative estes dois campos. Ter em atencao que, para
um ensaio de PCR com o kit artus CMV TM PCR, o ROX tem de estar definido como referéncia passiva (Reference). A
distribuicdo uniforme do corante ROX em todas as preparacdes da PCR de um lote, por meio da mistura de CMV TM Master,
garante o reconhecimento e o célculo das variagdes tubetotube (diferencas de fluorescéncia entre diversas preparacdes da

PCR) através do Sequence Detection Software (normalizagao).

Atencéo: O tempo de exposicdo na utilizacio de placas de reac@o de 96 pocos para medicdes Gticas, em combinagdo com
folhas selantes 6ticas ou com tubos de reagéo 6ticos com tampas planas, é de dez milésimos de segundo. Se utilizar tubos de

reacao com tampas convexas, aumentar o tempo de exposi¢do para 25 milésimos de segundo.

Advanced Options

—Yiewer
1 isplay mse in Multicomponent View
isplay best fit in Raw Spectra View
——Analysis: Spectra Components
2 [:l se background in "Spectra Components” folder

se pure spectra in "Spectra Components™ folder

——Miscellaneous

et 7700 Exposure Time for Plates : 4

3 se Spectral Compensation for Real Time

se Spectral Compensation for Endpoint

Fig. 15: Defini¢des adicionais importantes (Advanced Options).
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8.6.2.6 Guardar o ensaio de PCR

Guardar as defini¢cdes introduzidas (Setup) como modelo, de modo a que possam ser reutilizadas, seja na verséo original ou
com modificagBes. Para tal, guardar este ficheiro em Stationary File Format. Antes de iniciar o ensaio de PCR atualmente
programado, certificar-se de que o mesmo é novamente guardado como Normal File Format para garantir que os dados obtidos

no decurso da PCR sé&o guardados.

8.6.2.7 Inicio do ensaio de PCR

Iniciar o ensaio de PCR selecionando a op¢éo Run no item Instrument do menu ou o campo Run no nivel Analysis.

8.6.3 Programacao do ABI PRISM 7900HT SDS

Para a dete¢cdo de ADN do CMV, criar um perfil no ABI PRISM 7900HT SDS de acordo com 0s seis passos seguintes
(8.6.3.1 — 8.6.3.6). Todas as especificacdes estdo relacionadas com a versédo 2.1 do software do ABI PRISM 7900HT SDS.
Para mais informag6es sobre a programagédo do ABI PRISM 7900HT SDS, consultar o Guia do Utilizador do ABI PRISM

7900HT SDS. Para facilitar, estas configuragdes estdo destacadas nas figuras com caixa a negro.

8.6.3.1 Predefini¢cdes para a criagdo de um novo ensaio de PCR

Selecionar no ABI PRISM 7900HT SDS o item New do menu File e programar as seguintes defini¢cdes iniciais para o novo
documento (ver a Fig. 16). Um modelo guardado anteriormente (ABI PRISM SDS Template Document [*.sdt]) encontra-se
disponivel na lista Template ou pode ser selecionado através da funcdo Browse (ver 8.6.3.5 Guardar o ensaio de PCR).

Confirmar as predefini¢cdes (OK).

Atencéo: O kit artus CMV TM PCR néo pode ser utilizado com o ABI PRISM 7900HT SDS com placas de formato 384.

New Document [ |

L

Assay: IAbsquie Quantification (Standard Curve)

1
L)

Container: |96 Wells Clear Plate

L

Template: IBIank Template

Browse... |

Barcode: I 2
,_?I I OK I Cancel |

Fig. 16: Predefinicdes para a criacdo de um novo ensaio de PCR (New Document).

8.6.3.2 Criacao/selecao dos detetores

Com a ajuda do submenu Detector Manager do menu Tools (alternativa: nivel Setup/funcéo Add Detector), atribuir os corantes
de detecéo correspondentes ao ficheiro. Para a detecdo de ADN do CMV, assim como do controlo interno, com o kit artus CMV

TM PCR, devem ser definidos os repdrteres/corantes de extingdo indicados na seguinte tabela:

Detecao Reporter ‘ Corante de extingao
ADN do CMV FAM Nao fluorescente
Controlo interno (CMV TM IC) VIC Néo fluorescente

Para a criag&o destes detetores, selecionar a op¢do New (canto inferior esquerdo do Detector Manager).
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Bl —  rr—
artus CMY TM PCR Kit artus CMV TM PCR Kit
el 1
1 Reporter: [FAM | Repoter fiC 7]
Guencher: [Non Fluorescent ~] Guencher: [Non Fluorescent ]

Notn:’—
2 i]¢

Fig. 17: Criagdo do detetor especifico do
CMV (Detector Manager).

e’

Fig. 18: Criagdo do detetor especifico do

IC (Detector Manager).

Para a detecdo de ADN do CMV, definir a combinagdo de repérter/corante de extingdo FAM/Non Fluorescent na nova janela.
Para a detecao do controlo interno, selecionar a combinagédo VIC/Non Fluorescent (tal como mostrado na Fig. 17 e Fig. 18). Ao
confirmar as definigées (OK), retornara ao Detector Manager. Marcar os recém criados detetores e transferir cada selecao para

o nivel Setup, clicando na opcéo Copy to Plate Document (ver a Fig. 19). Fechar a janela (Done).

Detector Manager x|
Find: _AJ _'_]
Name I Reporter ] Quencher Color l Modification Date
e —
rtus CMV FAM Non Fluorescent == 1
prtus CMV IC VIC Non Fluorescent
—_—

I Copy To Plate Document k— 2

New... T | Save As | Import... ] |

Fig. 19: Selecéo dos detetores (Detector Manager).

8.6.3.3 Atribuicdo das informacdes necessérias as posi¢cdes das placas

Depois de fechar o Detector Manager (Done), € possivel encontrar os detetores selecionados em 8.6.3.2 no nivel Setup,

listados numa tabela (ver a Fig. 20).

Setup | Instrument |

well(s): B2 2]
Sample Neme:l S1
Use | Detector | Reporter | Task | Quantity | Color
X | artus CMY | FAM {Standard I | 1E4] I
| mwowic | wc D S
Standard
Add Detector... Clear ; Manag
Passive Reference: [ROX ~ ~ | | 2
[ Omit well(s)

Fig. 20: AtribuigBes das informagdes necessarias as posigoes das placas.

Marcar as posi¢es das placas ocupadas para a detecdo de ADN do CMV. Fazer corresponder a estas posicoes os detetores
selecionados, ativando com um clique a opgdo Use de ambos os detetores. Aparecerd uma cruz. Para a denominagdo de cada
preparacéo de reacao, selecionar a posi¢éo correspondente na placa e introduzir o nome (Sample Name). Ter em ateng&o que
as preparagdes com um Sample Name idéntico e uma atribuicdo do detetor idénticas sdo reconhecidas pelo software como

réplica e, de acordo com a sua carga de agente patogénico quantificada, € calculada a média. Selecionar entdo para cada tipo

de amostras a fungéo correspondente (Task) de acordo com a seguinte tabela:

Tipo de Funcéo Concentracao Ren6rter Corante de
amostra (Task) (Quantity) P extingao
Amostra Desconhe - FAM Néo
cido fluorescente
Controlo sem NTC - FAM N&o
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modelo fluorescente

ver 1.
Padréao Padréao .Con FAM
tetdo

Nao
fluorescente

Para a criagdo de uma curva padrdo, utilizar todos os padrfes de quantificacdo fornecidos (CMV LC/RG/TM QS 1 —4) por
ensaio de PCR e introduzir as concentragdes correspondentes (ver 1.. Conteldo) para cada padrdo (Quantity). Ter em
atencd@o que, para um ensaio de PCR com o kit artus CMV TM PCR, o ROX tem de ser definido como referéncia passiva
(Passive Reference). A distribuicdo uniforme do corante ROX em todas as preparagdes de PCR de um lote, por meio da
mistura de CMV TM Master, garante o reconhecimento e o calculo das variagdes tubetotube (diferencas de fluorescéncia entre

diversas reagdes da PCR) através do Sequence Detection Software (normalizagao).

8.6.3.4 Criagéo do perfil de temperatura

Para criar um perfil de temperatura, mudar do nivel Setup para o nivel Instrument no software. Introduzir o perfil de temperatura
vélido para a detecdo de ADN do CMV de acordo com a Fig. 21. Assegurar que o volume de reagao esta regulado para 50 pl.
A opcao 9600 Emulation deve estar ativada e as predefinicbes do tempo de Ramp e de Auto Increment devem permanecer

inalteradas (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).

Setup Instrument |
il
(- Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile | Auto |ncremerl| Ramp Rate' Data Coleﬁionl
Stage 1 Stage 2
Repeats [45
95.0 95.0
10:00 0:15
55.0
1:00
Add Cycle | Acd Hold | Add Step Delete Step | Sample Volume (uL): [50 2

Add Dissociation Stage
—] [V 9600 Emulation 3

Fig. 21: Criacao do perfil de temperatura.

Além disso, a opgdo Data Collection encontra-se no nivel Instrument. Ao selecionar esta opgdo, aparecera a janela
representada na Fig. 22. Cada temperatura Ramp e Plateau possui um icone de aquisi¢cdo de dados (Data Collection Icon), que
demonstra a aquisicdo dos dados nesta fase do ensaio. Para evitar medigGes de fluorescéncia desnecessérias, remover,
clicando com o rato, todos os simbolos, exceto o simbolo do passo Annealing (Stage2/passo 2). Desta forma, é possivel

reduzir ao minimo o tempo total do ensaio e a quantidade de dados.
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Setup Instrument |

Thermal Cycler Protocol

Thermal Profiel Auto Increment | Ramp Rate Data Coliection |

Stage 1 Stage 2
Repeats 'E
950 95.0

Ead Gy e sadetes | [oedee) | sample Valume (L) [50

[V 9600 Emulation

Fig. 22: Aquisi¢ao de dados.

8.6.3.5 Guardar o ensaio de PCR

Guardar as defini¢cdes introduzidas (Setup) como modelo, de modo a que possam ser reutilizadas, seja na verséo original ou
com modificagbes. Ao guardar as definicbes como ABI PRISM SDS Template (*.sdt), na pasta Template Directory
([D:)/Program Files/Applied Biosystems\ SDS 2.1\Templates, criada pela Applied Biosystems), &€ possivel selecionar este
ficheiro na lista Template diretamente na janela New Document. As cépias guardadas em outras pastas tém de ser abertas
com Browse. Antes de iniciar o ensaio de PCR, guarda-lo novamente como um ABI PRISM SDS Document (*.sds). Desta

forma, o armazenamento dos dados obtidos no decurso da PCR é garantido.

8.6.3.6 Inicio do ensaio de PCR

Iniciar o ensaio de PCR selecionando a opgéo Start no item de menu Instrument.

9. Analise de dados

Uma calibracéo valida do corante (Pure Spectra Component File) e do fundo (Background Component File) é indispensavel
ao colocar o aparelho em funcionamento. Estes ficheiros de calibragdo sao utilizados para um calculo exato dos resultados da

seguinte forma:

Todos os sinais de interferéncia gerados pelos instrumentos que influenciam a medicdo sdo eliminados pelo Sequence

Detection Software dos ABI PRISM Sequence Detection Systems com a ajuda do Background Component File.

Além disso, surgem nas analises multicolor interferéncias entre os espectros de emissdo de cada corante fluorescente. O
software do ABI PRISM SDS compensa estas interferéncias através de célculos, utilizando os dados espectrais de cada
corante guardados no Pure Spectra Component File. O software utiliza o mesmo ficheiro para a atribuicdo dos dados de
fluorescéncia, recolhidos no decurso da PCR através do espectro total mensuravel, para aos detetores programados. Em
seguida, os dados de fluorescéncia de cada corante sé@o divididos pelo valor obtido para o sinal de referéncia passivo (ROX)
para compensagdo das variagbes tube-to-tube (diferencas de fluorescéncia entre diferentes preparagées da PCR). Deste

modo, os sinais normalizados podem ser avaliados com ajuda do Amplification Plot.

Os ficheiros de calibragéo utilizados na avaliagdo de um ensaio de PCR séo protegidos automaticamente a guardar o ensaio.
Se nado tiverem sido instalados quaisquer ficheiros de calibragdo, crid-los seguindo as instrucdes do Guia do
Utilizador/Manual do ABI PRISM SDS.

Caso tenha sido integrado mais que um sistema artus TM PCR no ensaio de PCR (ter em atenc¢éo o perfil de temperatura),
analisar estes ensaios separadamente. As preparagdes com um Sample Name idéntico e uma atribuigcdo do detetor idénticas
sdo automaticamente reconhecidas como réplicas pelo ABI PRISM 7000 e 7900HT SDS Software e, de acordo com a sua

carga de agente patogénico quantificada, é calculada a média.
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Para a analise dos ensaios quantitativos, seguir as instrugées fornecidas em 8.4 Quantificagdo e na Technical Note for
guantitation on the ABIPRISM 7000 SDS (Nota técnica para quantificacdo no instrumento ABI PRISM 7000 SDS)
emwww.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Caso tenha sido integrado mais do que um sistema artus herpes no ensaio de PCR, analisar estes diferentes sistemas
com os padrdes de quantificacdo correspondentes separadamente. Selecionar as posicGes de amostra para a analise
em conformidade.

Os seguintes resultados podem ser obtidos:

1. E detetado um sinal no canal de fluorescéncia FAM.
O resultado da andlise é positivo: A amostra contém ADN do CMV.

Neste caso, a detecdo de um sinal de fluorescéncia VIC/JOE (controlo interno) é dispensavel, pois elevadas concentragées iniciais de ADN
do CMV (sinal positivo no canal de fluorescéncia FAM) podem conduzir a uma redugdo ou até mesmo a auséncia do sinal de fluorescéncia
do controlo interno (competicao).

2. Nao é detetado qualquer sinal de fluorescéncia FAM. Aparece, simultaneamente, um sinal de fluorescéncia VIC/JOE
proveniente do controlo interno.
N&o é detetavel ADN de CMV na amostra. Pode ser considerada negativa.
No caso de uma PCR negativa para CMV, o sinal detetado do controlo interno exclui a possibilidade de inibicdo da PCR.
3. Nao é detetado nenhum sinal de fluorescéncia FAM e nenhum sinal de fluorescéncia VIC/JOE.
N&o é possivel fazer uma avaliagdo diagnoéstica.

E possivel encontrar informagées sobre fontes de erros e respetivas solugées em 10. . Resolug&o de problemas.

Exemplos de reagdes de PCR positivas e negativas estdo reproduzidos nas figuras 23/24 (ABI PRISM 7000 SDS), 25/26
(ABI PRISM 7700 SDS) e 27/28 (ABI PRISM 7900HT SDS).
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Fig. 23: Detegdo dos padroes de quantificacdo (CMV LC/RG/TM QS 1 —4) através da detegdo de um sinal de fluorescéncia
FAM (ABI PRISM 7000 SDS). NTC: controlo sem modelo (controlo negativo).
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Fig. 24: Detecéo do controlo interno (IC) através da medicé&o do sinal de fluorescéncia VIC (ABI PRISM 7000 SDS) no caso de

amplificagdo simultdnea dos padrées de quantificacdo (CMV LC/RG/TM QS 1—4). NTC: controlo sem modelo
(controlo negativo).
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Fig. 25: Deteg&o dos padrdes de quantificagdo (CMV LC/RG/TM QS 1 —4) através da detegdo de um sinal de fluorescéncia
FAM (ABI PRISM 7700 SDS). NTC: controlo sem modelo (controlo negativo).

Fig. 26: Deteg&o do controlo interno (IC) através da medicéo do sinal de fluorescéncia JOE (ABI PRISM 7700 SDS) no caso
de amplificagdo simultanea dos padrdes de quantificagdo (CMV LC/RG/TM QS 1 —4). NTC: controlo sem modelo
(controlo negativo).
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Fig. 27: Detegéo dos padrdes de quantificagdo (CMV LC/RG/TM QS 1 —4) através da detegédo de um sinal de fluorescéncia
FAM (ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: controlo sem modelo (controlo negativo).
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Fig. 28: Detegéo do controlo interno (IC) através da medicéo do sinal de fluorescéncia VIC (ABI PRISM 7900HT SDS) no caso
de amplificacdo simultdnea dos padrbes de quantificacdo (CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: controlo sem modelo
(controlo negativo).

10. Resolucéo de problemas

Auséncia do sinal de fluorescéncia FAM nos controlos positivos (CMV LC/RG/TM QS 1 - 4):

¢ O corante de detecéo selecionado para a analise dos dados da PCR n&o cumprem o protocolo.

- Para a analise dos dados, selecionar o corante de detecdo FAM para a PCR analitica de CMV e o corante de detecao
VIC/JOE para a PCR do controlo interno.

* As definicdes utilizadas para a andlise dos dados em Options (Extension Phase Data Extraction) ndo correspondem as
definicbes de Data Collection (para o ABIPRISM 7700 SDS ver 8.6.2.4 Criagdo do perfil de temperatura, para o
ABI PRISM 7900HT SDS ver 8.6.3.4 Criacao do perfil de temperatura).

- Analisar o ensaio de PCR com as defini¢cdes corrigidas e repetir a andlise (Analysis).
* Programacéo incorreta do perfil de temperatura do ABI PRISM Sequence Detection System.
- Comparar o perfil de temperatura com o protocolo (ver 8.6 Programacao do ABI PRISM SDS).

¢ Configuracao incorreta da reacdo de PCR.

- Rever os passos com ajuda do esquema de pipetagem (ver 8.5 Preparacé&o da PCR) e, se for o caso, repetir a PCR.

¢ As condi¢Bes de conservagao para um ou mais componentes do kit ndo cumprem as instru¢des fornecidas em 2. .Prazo
de validade de rmazenamento ou do kit artus CMV TM PCR expirou.

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

seja necessario.
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Sinal do controlo interno de uma amostra de plasma negativa adicionada na purificagdo (kit QlAamp DSP Virus)
enfraquecido ou inexistente (sinal de fluorescéncia VIC/JOE, desvio maior que Ct =27 + 3; limite: ABI PRISM 7000: 0,1,
ABI PRISM 7700 e 7900HT SDS: 0,2) e auséncia simultanea de um sinal de fluorescéncia FAM da PCR especifica do
CMV:
* As condi¢cdes de PCR néo cumprem os requisitos do protocolo.
- Verificar as condigGes da PCR (ver acima) e repetir a PCR com as definigdes corrigidas, caso seja necessario.
* A PCR foi inibida.
- Assegurar que é utilizado o procedimento de isolamento recomendado (ver 8.2 Isolamento de ADN) e cumprir
estritamente as instru¢des do fabricante.
- Certificar-se de que é efetuado o passo recomendado de centrifugagdo adicional para completa eliminagdo de residuos
de etanol antes da elui¢cdo no isolamento de ADN (ver 8.2 Isolamento de ADN).
¢ Ocorreram perdas de ADN durante a extracao.
- Se o controlo interno tiver sido adicionado a extracéo, a auséncia de um sinal do controlo interno pode indicar a perda
de ADN durante a extragdo. Certificar-se de que é utilizado um procedimento de isolamento recomendado (ver
8.2 Isolamento de ADN) e cumprir estritamente as instru¢des do fabricante.
* As condigdes de conservagdo para um ou mais componentes do kit ndo cumprem as instrugdes fornecidas em 2. .Prazo
de validade de rmazenamento ou do kit artus CMV TM PCR expirou.
- Verificar as condi¢gbes de conservagdo e a data de validade (ver etiqueta do kit) dos reagentes e usar um novo kit, caso

seja necessario.

Sinal de fluorescéncia FAM da PCR analitica com controlos negativos:
e Ocorreu uma contaminagao durante a preparagdo da PCR.
- Repetir a PCR com novos reagentes nos replicados.
- Se possivel, fechar os tubos de PCR diretamente apds adicionar a amostra a ser testada.
- Pipetar o controlo positivo sempre no fim.
- Assegurar que o espaco de trabalho e os instrumentos sdo descontaminados regularmente.
¢ Ocorreu uma contaminacdo durante a extracao.
- Repetir a extragdo e a PCR da amostra a ser testada usando novos reagentes.

- Assegurar que o espaco de trabalho e os instrumentos sdo descontaminados regularmente.

Em caso de dividas ou problemas, contactar a nossa assisténcia técnica.

11. Especificacfes
11.1 Sensibilidade analitica

Para o kit artus CMV TM PCR, foi determinado tanto o limite de detec&o analitica quanto o limite de detecao analitica relativa a
purificagdo (limite de sensibilidade). O limite de detegcdo analitica relativa a purificacdo é determinado através de amostras
clinicas positivas para o CMV e de acordo com o método de extragdo utilizado. O limite de detecdo analitica, por sua vez, é
determinado sem amostras clinicas e independente do método de extracéo selecionado através de ADN de CMV com uma

determinada concentragé&o.

Para determinar a sensibilidade analitica do kit artus CMV TM PCR, foi criada uma série de diluicbes de ADN genémico de
CMV de 10 ao valor nominal de 0,00316 c6pias de CMV/ul e analisadas nos ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT Sequence
Detection Systems em conjunto com o kit artus CMV TM PCR. As analises foram efetuadas para cada instrumento em trés dias

diferentes, contendo cada uma delas oito replicag8es. Os resultados foram apurados com a ajuda de uma analise de probit.

Limite de detegéo (p = 0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 0,20 copias/pl
ABI PRISM 7700 SDS 0,20 copias/pl
ABI PRISM 7900HT SDS 0,17 copias/pl
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Isto significa que existe uma probabilidade de 95% de serem detetadas 0,20 copias/pl (ABI PRISM 7000 SDS), 0,20 cépias/pl
(ABI PRISM 7700 SDS) e 0,17 c6pias/ul (ABI PRISM 7900HT SDS) respetivamente.

A sensibilidade analitica relativa a purificagéo (kit QlAamp DSP Virus) do kit artus CMV TM PCR foi determinada com uma
série de diluicbes de material do CMV de 1000 ao valor nominal de 0,316 cépias de CMV/ml em amostras clinicas de plasma.
Estas foram sujeitas a extracdo de ADN utilizando o kit QlIAamp DSP Virus (volume de extragdo: 0,5 ml, volume de eluigdo:
70 pl). Cada uma das oito dilui¢cdes foi analisada com o kit artus CMV TM PCR no ABI PRISM 7000, 7700 e 7900HT SDS em
trés dias diferentes em oito replicagdes. Os resultados foram determinados por uma andlise de probit e séo apresentados na

tabela que se segue:

Limite de detecdo (p = 0,05) relativamente a

purificagdo
ABI PRISM 7000 SDS 64,2 copias/ml
ABI PRISM 7700 SDS 100,5 cépias/ml
ABI PRISM 7900HT SDS 53,5 copias/ml

A Fig. 29 representa uma ilustracéo grafica do ABI PRISM 7000 SDS. O limite de deteg&o analitica relativa a purificagdo do kit
artus CMV TM PCR é 64,2 copias/ml (p = 0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de 95% de o limite de

64,2 copias/ml ser detetado.

Andlise de probit: Citomegalovirus (ABI PRISM 7000 SDS)
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Fig. 29: Sensibilidade analitica relativa a purificagdo (kit QlAamp DSP Virus) do kit artus CMV TM PCR (ABI PRISM 7000
SDS).

11.2 Especificidade

A especificidade do kit artus CMV TM PCR €&, em primeiro lugar, garantida através da selegcao dos primers e das sondas, assim
como da selecdo de condigBes de reacdo otimizadas. 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 todos as estripes relevantes foi assim assegurada.

Além disso, a especificidade foi validada com 100 amostras diferentes de plasma negativo para CMV. Estas ndo geraram

quaisquer sinais com os primers e sondas especificos do CMV que estdo incluidos no CMV TM Master.

Para determinar a especificidade do kit artus CMV TM PCR, foi testado o grupo de controlo indicado na tabela que se segue
(ver Tabela 1) quanto a reagdes cruzadas. Nenhum dos agentes patogénicos testados era reativo. Em infe¢gdes mistas, nédo

ocorrem reacdes cruzadas.

Tabela 1: Testes de especificidade do kit com agentes patogénicos com potencial de reagéo cruzada.

i CMV Controlo interno
Grupo de controlo ‘ ) (VIC)
Virus do herpes humano 1 (virus Herpes- _ +
simplex 1)
Virus herpes humano 2 (virus Herpes simplex - +

S
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2)

Virus do herpes humano 3 (virus Varicela-

zoster)

Virus do herpes humano 4 (virus Epstein-Barr) - +
Virus do herpes humano 6A - +
Virus do herpes humano 6B - +
Virus do herpes humano 7 - +

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

Virus da Hepatite A - +
Virus da hepatite B - +
Virus da Hepatite C - +
Virus da Imunodeficiéncia Humana 1 - +
Virus da leucemia de células T humano tipo 1 - +
Virus da leucemia de células T humano tipo 2 - +
Virus da Febre do Vale do Nilo - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +

11.3 Precisao

Os dados de precisdo do kit artus CMV TM PCR foram recolhidos através do ABI PRISM 7000 SDS e permitem apurar a
variancia total do ensaio. A variancia total consiste na variabilidade intra-ensaio (variabilidade de multiplos resultados de
amostras da mesma concentragéo dentro de um ensaio), na variabilidade entre ensaios (variabilidade de resultados multiplos
do ensaio gerados nos diversos instrumentos do mesmo tipo, por diferentes operadores num laboratério) e a variabilidade
entre lotes (variabilidade de resultados mdltiplos do ensaio utilizando diversos lotes). Os dados obtidos foram utilizados para
determinar o desvio-padrdo, a variancia e o coeficiente de variacdo para o agente patogénico especifico e a PCR de controlo

interno.

Os dados de preciséo do kit artus CMV TM PCR foram recolhidos utilizando o padrdo de gquantificacdo com a menor
concentragdo (QS 4; 10 copias/ul). O teste foi realizado com oito replicagdes. Os dados de precisdo foram calculados com
base nos valores de Ct das curvas de amplificagdo (CT: ciclo limite, ver Tabela 2). Além disso, foram determinados dados de
precisdo para resultados quantitativos em copias/pl, utilizando os valores de Ct correspondentes (ver Tabela 3). De acordo com
estes resultados, o intervalo estatistico de uma amostra qualquer com a concentra¢do indicada € de 1,06% (Ct) ou
12,93% (conc.), para a detegdo do controlo interno 1,14% (Ct). Estes valores baseiam-se na totalidade de todos os valores

individuais das variabilidades apuradas.

Tabela 2: Dados de precisdo com base nos valores Ct.

Coeficiente de

Desvio-padréo Variancia variaco [%)]
Variabilidade intra-ensaio:
0,10 0,01 0,33
CMV LC/RG/TM QS 4 ' ' '
Variabil —— io:
ariabil |d_ade intra-ensaio 012 0,01 0,50
Controlo interno
Variabilidade entre ensaios:
21 4 7
CMV LC/RG/TM QS 4 0, 0.0 0.6
Variabilidad t ios:
ariabili .a e entre ensaios 0.30 0,09 1.23
Controlo interno
Variabilidad tre lotes:
ariabilidade entre lotes 0,32 0.10 1,01
CMV LC/RG/TM QS 4
Variabilidade entre lotes:
. 0,26 0,07 1,05
Controlo interno
Variancia total: 0.33 011 106
CMV LC/RG/TM QS 4 ’ ! ’
Varlanma' total: 0.28 0,08 114
Controlo interno
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Tabela 3: Dados de precisdo com base nos valores quantitativos (em cépias/pl).

) ~ A Coeficiente de
Desvio-padréo Variancia o
variacéo [%]

Variabilidade intra-ensaio:

0,72 0,52 7,20
CMV LC/RG/TM QS 4
Variabilidade entre ensaios:

1,25 1,57 12,45
CMV LC/RG/TM QS 4
Variabilidade entre lotes:

1,53 2,33 15,10
CMV LC/RG/TM QS 4 ' ' '
Varianci :

ariancia total 1,30 1,70 12,93

CMV LC/RG/TM QS 4

11.4 Robustez

A verificagdo da robustez permite determinar a taxa total de erro do kit artus CMV TM PCR. 100 amostras de plasma negativas
foram contaminadas com ADN de CMV numa concentragdo final de 170 copias/ml (aproximadamente trés vezes a
concentragao dos limites de sensibilidade analiticos). Apds a extracéo utilizando o kit QlAamp DSP Virus (ver 8.2 Isolamento
de ADN), estas amostras foram analisadas com o kit artus CMV TM PCR. A taxa de erro foi de 0% para a totalidade das
amostras de CMV. A robustez do controlo interno foi verificada adicionalmente através da purificagdo e da analise de 100

amostras de plasma negativas para o CMV. Deste modo, a robustez do kit artus CMV TM PCR é de > 99%.

11.5 Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliagéo regular do desempenho do kit artus CMV TM PCR, bem como uma
comparagado de eficiéncia com outros produtos. Estes dados foram obtidos pela participagdo nos programas de competéncia
estabelecidos.

11.6 Avaliacdo diagnéstica

O kit artus CMV TM PCR foi avaliado num estudo. Ao comparar o kit artus CMV TM PCR com o teste COBAS® AMPLICOR®
CMV MONITOR?®, 154 amostras clinicas de plasma com EDTA foram analisadas retro e prospectivamente. Todas as amostras
foram previamente analisadas positivas ou negativas utilizando o COBAS AMPLICOR CMV MONITOR para diagnéstico de

rotina.

As amostras para testar o kit artus CMV TM PCR foram isoladas através da adi¢cdo do controlo interno do kit artus CMV TM
PCR utilizando o kit QIAamp DSP Virus e, posteriormente, analisadas com o ABI PRISM 7000 SDS. As amostras para o teste
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR foram isoladas e analisadas de acordo com as instru¢gdes do fabricante fornecidas no
folheto informativo da embalagem.

Todas as 11 amostras que se revelaram positivas com o teste COBAS AMPLICOR CMV MONITOR também se revelaram
positivas com o kit artus CMV TM PCR. Todas as 125 amostras que se revelaram negativas com o teste COBAS AMPLICOR
CMV MONITOR também se revelaram negativas com o kit artus CMV TM PCR. Obtiveram-se 18 resultados discordantes. Os
resultados encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados do estudo de validagdo comparativo.

TESTE COBAS AMPLICOR CMV MONITOR

+ - Total
Kit artus CMV + 11 18 29
TM PCR - 0 125 125

Se os resultados obtidos com o teste COBAS AMPLICOR CMV MONITOR forem considerados como referéncia, a
sensibilidade de diagndstico de todas as amostras do kit artus CMV TM PCR é de 100%, sendo a especificidade de diagndstico
de 87,4%.

Uma posterior andlise das 18 amostras discordantes confirmaram os resultados dos kits artus PCR. Assim, pode supor-se que
a discrepancia se baseia numa maior sensibilidade do kit artus CMV TM PCR.
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12. Limitag®es da utilizagdo do produto

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

* O produto deve apenas ser utilizado por pessoal com formacao especifica em procedimentos de diagndstico in vitro e
devidamente instruido para o efeito.

e Para resultados de PCR étimos, € necessario que as instrugdes do manual do utilizador sejam rigorosamente
observadas.

* Atengéo aos prazos de validade impressos na caixa e nos rétulos de todos os componentes. N&o utilizar componentes
cujo prazo de validade tenha expirado.

* Embora rara, a ocorréncia de mutagBes nas regides altamente conservadas do genoma viral cobertas pelos
iniciadores (primers) e/ou sonda do kit pode resultar em sub-quantificagéo ou falha em detetar a presenga do virus. A

validade e o desempenho do ensaio sao revistos regularmente.

13.Informac¢des de seguranca

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre equipamento de laboratério adequado, luvas descartaveis e 6culos de
protecdo. Para obter mais informagdes, consultar as fichas de dados de seguranca (SDS) adequadas. Estas estédo disponiveis

online no formato PDF, pratico e compacto, no endereco www.giagen.com/safety onde é possivel encontrar, visualizar e

imprimir as fichas de dados de seguranca para cada kit QIAGEN® e respetivos componentes.
Eliminar as amostras e os residuos do ensaio de acordo com os regulamentos de seguranga locais.

14.Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Gestdo da Qualidade Total da QIAGEN, todos os lotes do kit artus CMV TM PCR séao testados
face a especificagdes predeterminadas, para garantir uma qualidade constante do produto.
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Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect. 2004; 10 (3): 190 — 212.
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16. Explicagédo dos simbolos

g Prazo de validade

LOT

Cédigo de lote

Fabricante

Numero de catélogo

A Numero do material

Manual

Dispositivo médico para diagndstico in vitro
COMP Componentes
Contém

Numero

GTIN Numero do item de comércio mundial

; <N> Contém o suficiente para <N> testes

/ﬂ/- Limites de temperatura

[Iﬂ Consultar as instrucdes de utilizagdo
Qs Padréo de quantificagio

iIC Controlo interno

Mg-SoI Solugéo de magnésio
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Kit artus CMV TM PCR

Marcas comerciais e rendncia de responsabilidade
QIAGEN®, QlAamp®, artus® (QIAGEN Group); ABI PRISM® (Applera Corporation); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Diagnostics GmbH); FAM™, GeneAmp®,
JOE™, MicroAmp®, ROX™, VIC® (Life Technologies).

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

Para obter informagées de licenciamento atualizadas e renuncia de responsabilidades especificas do produto, consultar o manual do utilizador ou 0 manual de instrugées
do kit QIAGEN respetivo. Os manuais do kit QIAGEN e do utilizador estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser pedidos & Assisténcia Técnica ou ao distribuidor
local da QIAGEN.

Acordo de licenca limitada

A utilizagéo deste produto implica a concordéncia por parte de qualquer comprador ou utilizador do kit artus CMV TM PCR com os seguintes
termos:

1. O kit artus CMV TM PCR s6 pode ser usado de acordo com o Manual do Kit artus CMV TM PCR e apenas para utilizagdo com os componentes
contidos no kit. A QIAGEN néo concede qualquer licenga ao abrigo de sua propriedade intelectual para usar ou incorporar os componentes englobados neste kit
com qualquer componente n&o incluido neste kit, exceto conforme descrito no Manual do Kit artus CMV TM PCR e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em

www.giagen.com.

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

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

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

5. O comprador e utilizador do kit concorda em né&o tomar nem permitir que qualquer outro tome medidas que possam conduzir a ou facilitar qualquer dos atos acima
proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes deste Acordo de Licenca Limitada em qualquer Tribunal e ird recuperar todos os seus custos legais e de
investigacéo, incluindo honordrios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir este Acordo de Licenca Limitada ou qualquer dos seus direitos de

propriedade intelectual relativos ao kit e/ou seus componentes.

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

© 2007-2014 QIAGEN, todos os direitos reservados.



www.qgiagen.com

Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066
Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11
Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325
Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942
Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400
Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

Italy = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145
Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436
The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602
Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368
Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)
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