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Uso previsto

O Kit arfus EBV QS-RGQ é um teste de amplificagcdo de dcido nucleico in vitro para a
quantificagdo do DNA do virus Epstein-Barr (EBV). Este kit de teste diagnéstico utiliza a
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e é configurado para ser usado com os instrumentos
QlAsymphony SP/AS e Rotor-Gene Q. Para mais informagdes sobre as amostras biolégicas
humanas especificas com as quais o kit foi validado, consulte as Fichas de Aplicacdo

disponiveis on-line em www.qgiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.

A QIAGEN continua desenvolvendo e validando outras aplicagdes dos kits artus QS-RGQ,

como o uso com outros tipos de amostra.

A versdo mais recente deste manual e as Fichas de Aplicacdo correspondentes estdo

disponiveis on-line em www.qgiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.

O Kit artus EBY QS-RGQ deve ser usado em conjunto com a apresentacdo clinica e outros

marcadores laboratoriais de prognéstico da doenga.

Como a QIAGEN monitora o desempenho do enscio e valida novas alegagdes
continuamente, os usudrios devem garantir que estdo trabalhando com a revisdo mais

recente das instrugdes de uso.

Nota: Antes da execucdo do teste, verifique a disponibilidade de novas revisdes de

classificagdo eletrdnica em www.giagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.

Todos os kits podem ser usados com os materiais de instrucéo correspondentes desde que o
nimero da versGo do manual e outras informagdes nas etiquetas correspondam ao nimero
da versdo do kit. O ndmero da versdo encontrase na etiqueta de cada caixa do kit. A
QIAGEN garante a compatibilidade entre todos os lotes do kit de teste com o mesmo

nimero de versdo.
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Resumo e explicacdo

O kit arfus EBY QS-RGQ compde um sistema pronto para uso para a detecgdo do DNA de
EBV com o uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) nos instrumentos Rotor-Gene Q,
com a preparacdo da amostra e a configuracdo do ensaio usando os instrumentos
QIAsymphony SP/AS.

Informagdes do agente patogénico

A transmissGo do virus Epstein-Barr (EBV) se d& por via oral, principalmente pela saliva
contaminada. Em geral, a infecgdo pelo EBV, especialmente se for contraida na infancia, é
assintomdtica. O sinal clinico de uma infecgdo aguda é a mononucleose infecciosa associada
a febre, cansago e angina, bem como a inflamagdo dos linfonodos e do bago. Em alguns
pacientes, esses sintomas reaparecem cronicamente. Em pacientes imunodeficientes e pessoas

com disfungdes das células T, podem se encontrar formas graves de infeccdo por EBV.

Principio do procedimento

O EBV RG Master contém reagentes e enzimas para a amplificacdo especifica de uma
regido de 97 bp do genoma do EBV, e para a detec¢do direta do amplicon especifico no

canal de fluorescéncia Cycling Green do Rotor-Gene Q.

Além disso, o Kit arfus EBY QS-RGQ contém um segundo sistema de amplificagdo
heteréloga para identificar uma possivel inibicdo da PCR. Isso é detectado como um
controle interno (IC) no canal de fluorescéncia Cycling Yellow do Rotor-Gene Q. O limite de

deteccdo da PCR andlitica do EBV ndo é reduzido.

Sdo fornecidos controles externos positivos (EBY RG QS 1-4), que permitem a determinacdo
da quantidade de DNA viral. Para mais informacdes, consulte a Ficha de Aplicagdo

correspondente em www.gqiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.
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Conijuntos de Controle do Ensaio e Conjuntos de Parédmetros do Ensaio

Os Conjuntos de Controle do Ensaio sGo a combinagdo de um protocolo e de outros
pardmetros, como o controle interno, para a purificagdo da amostra no QlAsymphony SP.

Para cada protocolo, hd um Conjunto de Controle do Ensaio padrdo pré-instalado.

Os Conjuntos de Pardmetros do Ensaio sdo a combinacdo de uma definicdo do ensaio e de
outros pardmetros definidos, como a contagem de réplicas e o nimero de padrées do

ensaio, para a sua configuragdo no QlAsymphony AS.

Para ensaios integrados no QlAsymphony SP/AS, o Conjunto de Pardmetros do Ensaio é
ligado diretamente a um Conjunto de Controle do Ensaio prévio que especifica o

procedimento de purificacdo de amostra correspondente.
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

artus EBV QS-RGQ Kit (24)

Referéncia 4501363

Numero de reacoes 24

Cor da Nome do componente Simbolo Quantidade

Azul EBV RG Master MASTER |. 3 x 360 plL
EBV QS 1*

Vermelho (5 x 104 copias/pl] QS; 200 pl
EBV QS 2*

Vermelho (5 x 10° cépias/pl Qsi 200 pl
EBV QS 3*

Vermelho (5 x 102 copias/yl] QSt 200 pl

Vermelho EBV.QS 4 Q51 200 pl

(5 x 10" cépias/pl)
Verde  EBVRGICt [1c ] 1000 yl

Branco Agua (grau de PCR) 1000 !

Manual 1

* Padréo de quantificagdo.
T Controle interno.
* Consulte a pagina 26 para ver a lista de simbolos e definicaes.
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Materiais necessdrios mas ndo fornecidos

Importante: Certifique-se de que os instrumentos usados neste procedimento tenham sido

verificados e calibrados de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Equipamento bdasico de laboratério

® Pipetas ajustdveis e ponteiras de pipetas estéreis com filtros
e Misturador vértex
® Banho-maria com capacidade de incubagdo a 37 °C

e Centrifuga de bancada com rotor para tubos de reacdo de 2 ml e capacidade de

centrifugagdo a 6.800 x g.

Equipamentos e materiais adicionais para preparacdo de amostras

® QIlAsymphony SP (médulo do QlAsymphony RGQ) (Ref.® 9001297)
e QIlAsymphony AS (médulo do QlAsymphony RGQ) (Ref.® 9001301)
e Software QlAsymphony versdo 4.0

® QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit (Ref.* 937036 ou 937055)
e QIlAsymphony DSP DNA Mini Kit (Ref.® 937236)

Equipamentos adicionais para PCR

® Instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ou Rotor-Gene Q 5plex HRM (médulo do
QlAsymphony RGQ)

e Software Rotor-Gene Q, versdo 2.1 ou superior

Nota: Mais informagdes sobre os materiais necessdrios para aplicagdes especificas encontram-se

na Ficha de Aplicagdo correspondente em www.qiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.
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Avisos e precaugoes

Para uso em diagnéstico in vitro
Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre utilize um avental de laboratério adequado,
luvas descartdveis e éculos de protecdo. Para obter mais informagdes, consulte as fichas de
dados de seguranca (safety data sheets, SDSs) pertinentes. Elas estdo disponiveis on-line em
formato PDF no site www.qiagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar e

imprimir a ficha de seguranca de cada Kit QIAGEN e componente do kit.

Para obter informagdes de seguranca dos kits QlAsymphony DSP Virus/Pathogen, consulte
o manual do kit pertinente. Para obter informagdes de seguran¢a do Minikit QlAsymphony
DSP DNA, consulte o manual do kit pertinente. Para obter informagdes de seguranca sobre

os médulos dos instrumentos, consulte o manual do usudrio do instrumento pertinente.

Elimine as amostras, liquidos e residuos dos ensaios de acordo com os regulamentos

ambientais e de seguranca locais e nacionais.
Precaugdes gerais

Observe sempre o seguinte:

e Usar ponteiras de pipetas estéreis com filtros.

e Durante as etapas manuais, os tubos devem permanecer fechados sempre que possivel

para evitar contaminagdo.

e Se todos os componentes foram descongelados por completo em temperatura ambiente

(15 a 25 °C) antes do inicio do ensaio.
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® Se depois de descongelados, os componentes foram misturados (chacoalhando
repetidamente a pipeta ou no agitador de vértex de pulso) e centrifugados brevemente.

Se ndo hé espuma ou bolhas nos tubos de reagentes.
e NG&o misturar componentes de kits com nimeros de lote diferentes.
e Garantir que os adaptadores necessdrios sejam resfriados previamente entre 2 e 8 °C.

® Trabalhar rapidamente e manter os reagentes da PCR em gelo ou no bloco de

resfriamento antes do carregamento.

® Avangar de uma parte do fluxo de trabalho para a outra sem interrupgdes. O tempo de
transferéncia entre cada médulo (QIAsymphony SP para QlAsymphony AS para

Rotor-Gene Q) ndo deve ultrapassar 30 minutos.
Armazenamento e manuseio de reagentes

Os componentes do Kit artus EBY QSRGQ devem ser armazenados entre -15 e -30 °C e
sdo estdveis até a data de validade impressa na etiqueta. Deve-se evitar repetir o processo
de descongelamento e congelamento (> 2 vezes), uma vez que isso pode reduzir o

desempenho do ensaio.

Armazenamento e manuseio de amostras

Mais informagdes sobre o armazenamento e o manuseio de amostras para aplicagdes
especificas  encontramse  na  Ficha de  Aplicagdo  correspondente  em

www.qiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.
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Purificacdo de DNA viral

O Kit artus EBV QS-RGQ foi validado com uma etapa de purificagdo de DNA viral de
plasma humano, realizada no QlAsymphony SP com o uso de um kit QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen. Consulte o manual QlAsymphony DSP Virus/Pathogen (QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Handbook) para obter todas as informagées sobre como preparar o

cartucho de reagentes para a etapa de purificagdo de amostra no QlAsymphony SP.

O Kit artus EBV QS-RGQ foi validado com uma etapa de purificagdo de DNA viral de
sangue total humano, realizada no QIAsymphony SP com o uso de um Minikit
QlAsymphony DSP DNA. Consulte o manual QIAsymphony DSP  Virus/Pathogen
(QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Handbook) para obter todas as informagdes sobre
como preparar o cartucho de reagentes para a etapa de purificacdo de amostra no
QIAsymphony SP.

Uso de um controle interno e RNA transportador (CARRIER)

O uso dos kits QlAsymphony DSP Virus/Pathogen e do Mini-kit QlAsymphony DSP DNA em
combinagdo com o Kit arfus EBY QS-RGQ exige a introdugcdo do controle interno (EBV RG
IC) no procedimento de purificagdo para monitorar a eficiéncia da preparagéo da amostra
e do ensaio posterior. Além disso, os kits QIAsymphony DSP Virus/Pathogen e o Mini-kit
QlAsymphony DSP DNA podem exigir a preparacdo do RNA transportador (CARRIER).
Para obter informacdes especificas sobre o controle interno e o uso do RNA transportador
(CARRIER), consulte a Ficha de Aplicacdo correspondente em

www.qiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.
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Rendimentos de dcidos nucleicos

Eluidos preparados com RNA transportador (CARRIER) podem conter muito mais RNA
transportador (CARRIER) do que os dcidos nucleicos visados. E recomenddvel o uso de

métodos de amplificagdo quantitativa para determinar os rendimentos.

Armazenamento de dcidos nucleicos

Para o armazenamento por periodos curtos de até 24 horas, recomenda-se armazenar os
dcidos nucleicos purificados entre 2 e 8 °C. Para periodos de mais de 24 horas,

recomenda-se o armazenamento a -20 °C.

Ativacdo dos instrumentos QlAsymphony SP/AS

1. Feche todas as gavetas e as tampas.

2. Lligue os instrumentos QIAsymphony SP/AS e espere aparecer a tela Sample Preparation

(Preparo de amostras) e terminar o procedimento de inicializacdo.

3. Faca logon no instrumento (as gavetas serdo destravadas).
Isolamento do DNA e configuracdo do ensaio no QlAsymphony SP/AS

A descrigdo a seguir é um protocolo geral para o uso dos kits QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen ou do Minikit QlAsymphony DSP DNA. Para ver informagdes detalhadas
de uma aplicagdo especifica, inclusive de volumes e tubos, consulte a Ficha de Aplicagdo

correspondente no site www.qiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.

Pontos importantes antes de iniciar

e Familiarize-se com o funcionamento dos instrumentos QIAsymphony SP/AS. Consulte os

manuais do usudrio fornecidos com os instrumentos e as versdes mais recentes
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disponiveis on-line no site www.qiagen.com/products/qiasymphonyrgq.aspx para obter

instrucdes de funcionamento.

Antes de usar um cartucho de reagentes (reagent cartridge, RC) pela primeira vez,
verifique se os Tampdes QSL2 e QSB1 no cartucho (RC) ndo contém nenhum
precipitado.

Se necessdrio, remova os reservatérios que contém os Tampdes QSL2 e QSB1 do
cartucho de reagentes (RC) e incube-os durante 30 minutos a 37 °C, agitando-os
ocasionalmente para dissolver o precipitado. Recoloque os reservatérios nas posigdes
corretas. Se o cartucho de reagentes (RC) 4 estiver perfurado, vede os reservatérios
com tiras de vedacdo reutilizdveis e incube o cartucho de reagentes (RC) inteiro durante

30 minutos a 37 °C, agitando-o ocasionalmente em um banho-maria.

Evite agitar vigorosamente o cartucho de reagentes (RC) para n&o gerar espuma, o que

poderia causar problemas de detec¢do do nivel de liquido.

Trabalhe rapidamente e mantenha os reagentes da PCR em gelo ou no bloco de

resfriamento antes do carregamento.
Os volumes de reagente s@o otimizados para 24 reacdes por kit por ensaio.

Antes de cada utilizagdo, todos os reagentes precisam ser descongelados
completamente, misturados (chacoalhando repetidamente a pipeta ou no agitador
de vértex de pulso) e centrifugados durante pelo menos 3 segundos a 6.800 x g.

Evite a formagdo de espuma nos reagentes.

Foi comprovado que os eluidos da preparacéo de amostras e todos os componentes do
Kit artus EBY QS-RGQ sdo estaveis quando no instrumento pelo menos pelo tempo
normal necessdrio para a purificagcdo de 96 amostras e a configuragdo de 72 ensaios,
incluindo até 30 minutos de tempo de transferéncia do QlAsymphony SP para o
QlAsymphony AS e até 30 minutos de tempo de transferéncia do QlAsymphony AS

para o Rotor-Gene Q.
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O que fazer antes de iniciar o procedimento

Prepare todas as misturas necessdrias. Se necessdrio, prepare as misturas que
contenham RNA transportador (CARRIER) e os controles internos pouco antes de
comegar. Para mais informagdes, consulte a Ficha de Aplicagdo correspondente em

www.qiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.

Antes de iniciar o procedimento, verifique se todas as particulas magnéticas estdo
completamente ressuspensas. Agite em vériex vigorosamente o reservatério que contém

particulas magnéticas por pelo menos 3 minutos antes da primeira utilizacdo.

Antes de carregar o cartucho de reagentes (RC), remove a tampa do reservatério que
contém as particulas magnéticas e abra os tubos de enzimas. Equilibre o rack de

enzimas & tfemperatura ambiente (15 a 25 °C).

Verifique se a tampa perfurante (piercing lid, PL) estd inserida no cartucho de reagentes
(RC) e se a tampa do reservatério de particulas magnéticas foi removida ou, caso esteja
utilizando um cartucho de reagentes (RC) parcialmente usado, verifique se as tiras de
vedagdo reutilizaveis foram removidas.

Se as amostras tiverem cédigo de barras, oriente-as no porta-tubos para uma posicdo
em que os cédigos de barras fiquem virados para o respectivo leitor na gaveta

"Sample" & esquerda do QlAsymphony SP.

Configuracdo do QlAsymphony SP

Feche todas as gavetas e as tampas dos instrumentos QIAsymphony SP/AS.

Ligue os instrumentos e espere aparecer a tela Sample Preparation (Preparo de

amostras) e terminar o procedimento de inicializagdo.
O interruptor liga/desliga estd localizado no canto inferior esquerdo do QlAsymphony SP.
Faca logon nos instrumentos.

Prepare as gavetas a seguir de acordo com a Ficha de Aplicacdo pertinente no site

www.qiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.
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® Gaveta "Waste" (Residuos)
Quando estiver pronta, realize uma verificagdo de inventdrio.

® Gaveta "Eluate" (Eluidos)
Quando estiver pronta, realize uma verificagdo de inventdrio.

® Gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e Consumiveis)
Quando estiver pronta, realize uma verificagdo de inventdrio.

e Gaveta "Sample" (Amostra)

Usando a configuragdo de Integrated run (Ensaio integrado) na tela sensivel a toque do
QIAsymphony, insira as informagdes necessdrias para cada lote de amostras a ser

processado.

Selecione um Conjunto de Pardmetros do Ensaio para o ensaio e atribua-o, assim como

o lote AS correspondente, ds amostras.

As informagdes sobre o Conjunto de Parédmetros do Ensaio e o volume de elui¢do pré-

selecionado sdo fornecidos na Ficha de Aplicagdo correspondente.

Para obter mais informagdes sobre os ensaios integrados no QlAsymphony SP/AS,

consulte os manuais do usudrio dos instrumentos.

. Ao configurar um ensaio integrado, verifique se a atribuicdo de equipamentos para
manipulacdo de amostras, do tipo de amostra (amostra, EC+ e EC-) e dos volumes estd
correta.

Na Ficha de Aplicagdo correspondente, sdo fornecidas informagdes sobre os produtos
consumiveis e os componentes a serem carregados em cada gaveta.

. Ap6s inserir as informagdes sobre todos os lotes do ensaio integrado, clique no botdo
Ok para sair da configuracdo de Integrated run (Ensaio integrado).

O status de todos os lotes na visdo geral do ensaio integrado se altera de LOADED
(Carregado) para QUEUED (Na fila de espera). Assim que um lote entra em fila de esperq,
o botdo Run (Executar) é exibido. Pressione o botdo Run (Executar) para iniciar o

procedimento.

Todos os passos de processamento sdo inteiramente automatizados.
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Configuracdo do QlAsymphony AS

1.

Apés colocar um ensaio infegrado na fila de espera, abra as gavetas do QlAsymphony AS.

Os componentes necessdrios a serem carregados sdo exibidos na tela sensivel a foque.

Lembre-se sempre de fazer o seguinte antes do ensaio integrado:

® |nsira o tubo de descarte de ponteiras
® Jogue fora o saco de descarte de ponteiras

® |nstale um saco de descarte de ponteiras vazio

Defina e carregue o(s) rack(s) de ensaio.
Os racks de ensaio nos adaptadores previamente resfriados séo carregados nos

compartimentos "Assay" (Ensaio).

Na Ficha de Aplicacdo correspondente, no site
www.qiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx, sdo fornecidas informagdes sobre os
racks de ensaio.

Verifique a temperatura das posigcdes de resfriamento.

Quando as temperaturas de resfriamento desejadas forem atingidas, o pequeno

asterisco ao lado de cada compartimento ficard verde.

. Combine todos os tubos do EBY RG Master de um Unico kit em um sé tubo antes de usar.

Nota: Reagentes viscosos podem ser dificeis de manipular com pipetas manuais.

Certifique-se de transferir todo o volume do EBY RG Master no tubo.

Preencha cada tubo de reagente com o volume necessério do reagente apropriado, de

acordo com as informagées de carregamento fornecidas pelo software do instrumento.

Nota: Antes de cada utilizagdo, todos os reagentes precisam ser descongelados
completamente, misturados (chacoalhando repetidamente a pipeta ou no agitador de
vértex de pulso) e centrifugados durante pelo menos 3 segundos a 6.800 x g. Evite a
formagdo de bolhas ou espuma, pois isso pode causar erros de detecgdo. Trabalhe
rapidamente e mantenha os componentes da PCR em gelo ou no bloco de resfriamento

antes do carregamento.
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9.

Carregue o rack de reagentes e coloque os tubos, sem as tampas, nas posicdes
adequadas dos adaptadores previamente resfriados dos reagentes, de acordo com a

Ficha de Aplicagdo pertinente.

Carregue os filtros descartéveis nas gavetas "Eluate and Reagents" (Eluido e reagentes)
e "Assays" (Ensaios) de acordo com o ndmero necessdrio de cada tipo de ponteira,

indicado na Ficha de Aplicagdo pertinente.

Feche as gavetas "Eluate and Reagents" (Eluido e reagentes) e "Assays" (Ensaios).

10.Apés fechar cada gaveta, pressione Scan (Verificar) para iniciar a verificacdo de

11

inventdrio de cada gaveta.

A verificagdo de inventério confere os compartimentos, adaptadores, filtros e o tubo de
descarte de ponteiras, assim como o carregamento correto de volumes especificos de

reagentes. Se necessdrio, corrija possiveis erros.

A configuragdo do ensaio iniciard automaticamente depois que a etapa de purificagdo
no QlAsymphony SP estiver concluida e os racks de eluidos forem transferidos para o
QlAsymphony AS.

.Apés o término do ensaio, pressione Remove (Remover) na tela Overview (Visdo geral)

da configuragdo do ensaio. Abra a gaveta "Assays" e carregue o(s) rack(s) de ensaio.

12.Baixe os arquivos de resultados e da cicladora.

13.Se houver vdrios lotes no QlAsymphony AS configurados em um ensaio integrado,

recarregue as gavetas do QlAsymphony AS a partir da etapa 1.

14.Prossiga para "PCR no Rotor-Gene Q", na pdgina 17.

15.Realize a manutengdo de rotina do QIAsymphony AS durante o ensaio de PCR no

Rotor-Gene Q ou posteriormente.
Como o fluxo de trabalho é uma operagdo integrada, limpe todos os instrumentos ao
final do fluxo de trabalho concluido.

Siga as instrugdes de manutengdo no manual do usudrio QIAsymphony SP/AS -
Descricdo Geral (QIAsymphony SP/AS User Manual — General Description). Realize a

manutencdo regularmente minimizar o risco de contaminagdo cruzada.
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PCR no Rotor-Gene Q

Pontos importantes antes de iniciar

Reserve um tempo para se familiarizar com o instrumento Rotor-Gene Q antes de iniciar

o protocolo. Consulte o manual do usudrio do equipamento.

Certifique-se de que os 4 padrées de quantificagdo e pelo menos um controle negativo
(Agua, grau PCR) sejam incluidos por ensaio de PCR. Para gerar uma curva padréo, use

os 4 padrées de quantificacdo fornecidos (EBVY QS 1-4) para cada ensaio de PCR.

. Feche os tubos da PCR e coloque-os no Rotor de 72 pocos do Rotor-Gene Q.

Transfira as tiras com 4 tubos do Rotor-Gene Q na orientagdo correta para que os

indicadores de posicdo do adaptador de resfriamento e do rotor coincidam.

. Certifique-se de que o anel de travamento (acessério do instrumento Rotor-Gene Q)

esteja posicionado sobre o rotor para evitar a abertura acidental dos tubos durante

0 ensdio.

Transfira o arquivo da cicladora do QlAsymphony AS para o computador do
Rotor-Gene Q.

Para a detecgdo do EBY DNA, crie um perfil de temperatura e inicie o ensaio de acordo
com a Ficha de Aplicacdo pertinente no site
www.gqiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.

Informagdes especificas do software sobre a programagédo do Rotor-Gene Q sdo
fornecidas na Ficha de Protocolo correspondente, Configuracdes para executar os Kits
artus QS RGQ (Settings to run artus QS RGQ Kits), no site

www.gqiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.
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Interpretacdo dos resultados

Consulte a Ficha de Aplicacdo correspondente no site
www.giagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx para obter informagdes detalhadas sobre

a inferpretacdo dos resultados.

Guia de resolucdo de falhas

Este guia de resolugdo de falhas pode ser 0til para resolver qualquer problema que possa
surgir. Para obter as informagdes de contato, consulte a contracapa ou acesse

www.qiagen.com.

Comentdrios e sugestoes

Manuseio geral

Mensagem de erro Se uma mensagem de erro for exibida durante um
exibida na fela sensivel  ensaio integrado, consulte os manuais do usudrio

ao toque fornecidos com os instrumentos.

Precipitado no reservatério de reagentes de cartucho aberto do kit QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen ou do Mini-kit QIAsymphony DSP DNA

a) Evaporagdo do tampdo A evaporacdo excessiva pode levar ao aumento da
concentracdo de sal ou & diminuicdo das
concentracdes de dlcool nos tampdes. Descarte o
cartucho de reagentes (RC). Vede os reservatérios do
tampdo de um cartucho de reagentes (RC) parcialmente
usado com as tiras de vedagdo reutilizéveis quando

ndo estiverem sendo utilizados para purificagdo.

18 Manual do kit artus EBY QS RGQ 05/2016


http://www.qiagen.com/

Comentdrios e sugestoes

b)

Armazenamento do
cartucho de reagentes

(RC)

O armazenamento do cartucho de reagentes (RC) em
temperatura inferior a 15°C pode causar a formagéo
de precipitados. Se necessdrio, remova os reservatérios
que contém os Tampdes QSL2 e QSB1 do cartucho de
reagentes (RC) e incube-os em banho-maria durante
30 minutos a 37 °C, agitando-os ocasionalmente para
dissolver o precipitado. Recoloque os reservatérios nas
posicdes corretas. Se o cartucho de reagentes (RC) 4
estiver perfurado, feche os reservatérios novamente
com tiras de vedacdo reutilizéveis e incube o cartucho
de reagentes (RC) inteiro em um banho-maria durante

30 minutos a 37 °C, agitando-o ocasionalmente.

Baixo rendimento de dcidos nucleicos

a)

b)

As particulas
magnéticas ndo foram
completamente

ressuspensas

As amostras congeladas
ndo foram misturadas
corretamente apds o

descongelamento

RNA transportador
(CARRIER) ndio

adicionado

Antes de iniciar o procedimento, verifique se todas as
particulas magnéticas estdo completamente
ressuspensas. Agite em vértex por pelo menos

3 minutos antes de usar.

Descongele as amostras congeladas com uma leve

agitagdo para garantir uma mistura homogénea.

Reconstitua o RNA transportador (CARRIER) no Tampdo
AVE (AVE) ou ATE (ATE) e misture com o volume
adequado de Tampdo AVE (AVE) ou ATE (ATE), como
descrito na Ficha de Aplicacdo correspondente no site
www.qiagen.com/products/artusebvperkitce.aspx. Repita

o procedimento de purificagdo com novas amostras.

Manual do kit artus EBY QS RGQ 05/2016



Comentdrios e sugestoes

d) Acidos nucleicos As amostras foram armazenadas incorretamente ou
degradados submetidas a muitos ciclos de congelamento e
descongelamento. Repita o procedimento de

purificagdo com novas amostras.

e) Lise incompleta da Antes de usar, verifique se o Tampdo QSL2 e o0 QSB1
amostra ndo contém precipitados. Se necessdrio, remova os

reservatérios que contém os Tampdes QSL1 e QSB1 do
cartucho de reagentes (RC) e incube-os durante

30 minutos a 37 °C, agitando-os ocasionalmente para
dissolver o precipitado. Se o cartucho de reagentes (RC)
i@ estiver perfurado, feche os reservatérios novamente
com tiras de vedacdo reutilizaveis e incube o cartucho
de reagentes (RC) inteiro durante 30 minutos a 37 °C,

agitando-o ocasionalmente em um banho-maria.

f)  Obstrugdo da ponteira O material insoltvel ndo foi retirado da amostra antes
da pipeta devido a do inicio do procedimento de purificagdo no
material insoldvel QIAsymphony.
Para remover o material insoldvel para aplicagées
virais, centrifugue a amostra a 3.000 x g durante
1 minuto e transfira o sobrenadante para um novo

tubo de amostra.
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Comentdrios e sugestoes

O QlAsymphony AS detecta que o Master é insuficiente

Nem todo o Master foi

transferido para o tubo

Combine todos os tubos do EBV RG Master de um
dnico kit em um s6 tubo antes de usar. Reagentes
viscosos podem ser dificeis de manipular com pipetas
manuais. Certifique-se de transferir todo o volume do

Master no tubo.

Para reagentes viscosos, recomenda-se aspirar um
volume exira de 5% ao usar pipetas manuais (p. ex.,

ajuste a pipeta para 840 pl para um volume de 800 pl).

Como alternativa, apés dispensar o liquido lentamente
e realizar o procedimento de sopro na parede do tubo
de destino, remova a ponteira do liquido, solte

o émbolo da pipeta e aguarde mais 10 segundos.

O liquido residual escorrerd pela ponteira e poderd ser
soprado ao pressionar o émbolo da pipeta uma
segunda vez. O uso de filtros de grau PCR rotulados
como de "baixa retencdo" pode melhorar a

recuperagdo do liquido.

Nenhum sinal com controles positivos (EBV RG QS 1-4) no canal de fluorescéncia

Cycling Green

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

protocolo

Para a andlise de dados, selecione o canal de
fluorescéncia Cycling Green para a PCR analitica do
EBV e o canal de fluorescéncia Cycling Yellow para a

PCR do controle interno.
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b) Programacdo incorreta Compare o perfil de temperatura com o protocolo.
do perfil de temperatura  Consulte a Ficha de Aplicacdo e a Ficha de Protocolo
do instrumento pertinentes no site
Rotor-Gene Q www.qgiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.
c) Configuracdo incorreta  Confirme se a configuracdo do ensaio foi feita
da PCR corretamente e se foi usado o Conjunto de Parémetros
do Ensaio correto. Se necessdrio, repita a PCR.
Consulte a Ficha de Aplicagdo pertinente no site
www.giagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.
d) As condicdes de Verifique as condi¢des de armazenamento e a data de
armazenamento de um  validade dos reagentes no rétulo do kit e, se
ou mais componentes necessdrio, utilize um novo kit.
do kit ndo estavam de
acordo com as
instrucdes contidas em
"Armazenamento e
manuseio de reagentes”
(pégina 9).
e) O Kit artus EBVY Verifique as condicdes de armazenamento e a data de
QS-RGQ estd vencido validade dos reagentes no rétulo do kit e, se
necessdrio, utilize um novo kit.
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Sinal fraco ou inexistente do controle interno de uma amostra de plasma negativa

submetida a purificagéo usando o Kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen ou o Mini-kit

QlAsymphony DSP DNA, no canal de fluorescéncia Cycling Yellow, e auséncia

simulténea de um sinal no canal Cycling Green

a) As condi¢cdes de PCR
ndo estdo em
conformidade com o

protocolo

b) A PCR foi inibida

c) DNA perdido durante a

extracdo

Verifique as condigdes da PCR (ver acima) e repita-a

com as configuracées corrigidas, se necessdrio.

Confirme se estd sendo utilizado o método de
isolamento validado (consulte "Isolamento do DNA e
configuracdo do ensaio no QlAsymphony SP/AS" na

pdgina 11) e siga afentamente as instrugdes.

A auséncia de um sinal do controle interno pode
indicar a perda de DNA durante a extragdo. Confirme
se estd sendo utilizado o método de isolamento
validado (consulte "Isolamento do DNA e configuracéo
do ensaio no QlAsymphony SP/AS" na pdgina 11) e

siga atentamente as instrugdes.

Consulte também "Baixo rendimento de dcidos

nucleicos" acima.
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d)

As condicdes de
armazenamento de um
ou mais componentes
do kit ndo estavam de
acordo com as
instrucdes contidas em
"Armazenamento e
manuseio de reagentes"

(pdgina 9)

O Kit artus EBV
QS-RGQ estd vencido

Verifique as condi¢des de armazenamento e a data de
validade dos reagentes no rétulo do kit e, se

necessdrio, utilize um novo kit.

Verifique as condi¢des de armazenamento e a data de
validade dos reagentes no rétulo do kit e, se

necessdrio, utilize um novo kit.

Sinais com os controles negativos no canal de fluorescéncia Cycling Green da PCR

andlitica

a)

Ocorreu contaminacdo
durante o preparo da
PCR

Repita a PCR com novos reagentes nas réplicas.

Se possivel, fechar os tubos de PCR diretamente apés

adicionar a amostra a ser testada.

Certifique-se de que o local de trabalho e os

instrumentos sejam descontaminados a intervalos

regulares.
b) ocorreu contaminagdo Repita a extragdo e a PCR da amostra a ser testada
durante a extracdo usando novos reagentes.
Certifique-se de que o local de trabalho e os instrumentos
sejam descontaminados a intervalos regulares.
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Controle de qualidade

De acordo com o Sistema de Gerenciamento de Qualidade da QIAGEN, certificado pelo
ISO, cada lote do kit artus EBV QSRGQ ¢é testado em relacdo a especificacdes

predeterminadas para assegurar a consisténcia na qualidade do produto.
Limitacoes

Todos os reagentes podem ser usados exclusivamente em processos de diagnéstico in vitro.

O produto deve ser utilizado somente por pessoal devidamente instruido e treinado nos

processos de diagnéstico in vitro.

Para resultados de PCR &timos, é necessdrio que as instrugdes do manual do usudrio sejam

rigorosamente observadas.

Deve-se prestar atengdo as datas de validade impressas na caixa e nas etiquetas de todos

os componentes. N&o utilizar componentes vencidos.

Embora rara, a ocorréncia de mutagdes nas regides allamente preservadas do genoma viral
cobertas pelos primers e/ou sonda do kit pode resultar em subquantificagéo ou falha em
detectar a presenga de virus nesses casos. A validade e o desempenho do ensaio sdo

revistos em infervalos regulares.

Caracteristicas de desempenho

Consulte www.qiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx para ver as caracteristicas de
desempenho do Kit artus EBY QS-RGQ.
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Simbolos

A tabela a seguir descreve os simbolos que podem aparecer nas etiquetas ou neste

documento.

Contém reagentes suficientes para <N> reagdes
<N>

Data de validade

<

AR EEEEY

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

Referéncia

Nimero do lote

Nimero do material

Componentes

Contém

Nimero

2

o
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Nimero Global de ltem Comercial (Global Trade ltem
Number)

GTIN

R refere-se & revisdo do manual e n ao nimero da

~

n .~
revisao

Limites de temperatura

Fabricante

Consulte as instrucdes de uso

Aviso

Master

Solugdo de magnésio

EE&EL"?

>
7

Padrdo de quantificacdo

H

Controle interno
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Informacdes para pedidos

Produto Contetddo Ref.”
artus EBV QS-RGQ Kit (24) Para 24 reagdes: Master, 4 padrées 4501363
de quantificagdo, controle interno,
dgua (grau PCR)
QIlAsymphony DSP Para 96 preparados (1.000 pl 937055
Virus/Pathogen Midi Kit cada): inclui 2 cartuchos de reagente
e racks de enzima e acessérios
QIlAsymphony DSP Para 192 preparados (200 pl cada): 937036
Virus/Pathogen Mini Kit inclui 2 cartuchos de reagente e
racks de enzima e acessérios
QIAsymphony DSP DNA Mini  Para 192 preparados (200 pl cada): 937236
Kit inclui 2 cartuchos de reagente e
racks de enzima e acessérios
QlAsymphony RGQ System QIlAsymphony SP, QlAsymphony AS, 9001850

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM,
acessérios e produtos consumiveis
necessdrios, instalacdo e treinamento

Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e o aviso legal especifico do produto,

consulte o manual do usuédrio ou o manual de instrugdes do kit QIAGEN correspondente.

Os manuais dos kits da QIAGEN e os manuais dos usudrios estdo disponiveis em

www.giagen.com ou podem ser solicitados aos Servicos técnicos da QIAGEN ou ao

distribuidor local.
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A aquisicdo deste produto permite ao comprador seu uso para efetuar servigos de diagnéstico em processos de diagnéstico humano in vitro. Néo é aqui concedida
patente geral ou outra licenca de qualquer tipo além deste direito de utilizagéo especifico a partir da aquisicéo.

Marcas registradas: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).
Os nomes registrados, marcas registradas efc. utilizados neste documento, mesmo quando n&o marcados especificamente como tais, néio devem ser considerados
como ndo protegidos pela lei.

O Kit artus EBV QS-RGQ é um kit de diagnéstico com marcacdo CE, em conformidade com a Diretiva da Unido Europeia para diagnésticos in vitro 98/79/EC.
Ndo estd disponivel em todos os paises.

Contrato de Licenca Limitada do kit artus EBV QS-RGQ

O uso desse produto implica a concordéncia por parte de qualquer comprador ou usudrio do produto com os seguintes termos:

1.

O produto pode ser usado somente de acordo com os protocolos fornecidos com o produto e esse manual e para uso com componentes contidos apenas no
kit. A QIAGEN néo concede qualquer licenga sob sua propriedade intelectual para o uso ou incorporagéo dos componentes incluidos neste kit com qualquer
componente néo incluido neste kit, exceto conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, este manual e quaisquer protocolos adicionais
disponiveis em www.qiagen.com. Alguns desses protocolos adicionais foram fornecidos pelos usudrios da QIAGEN para os usudrios da QIAGEN. Esses
protocolos ndo foram testados por completo nem otimizados pela QIAGEN. A QIAGEN néo garante nem fornece garantias de que eles néo infringem os
direitos de terceiros.

Com excegdo de licengas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua(s) utilizagdo(des) ndo infrinja os
direitos de terceiros.

Esse kit e seus componentes séo licenciados para uso Unico e podem néo ser reutilizdveis, reconstruidos nem revendidos.

A QIAGEN especifi te renuncia a quaisquer outras licencas, indicadas ou embutidas, a ndo ser aquelas expressamente indicadas.

O comprador e o usudrio do kit concordam em néo realizar nenhuma etapa, nem permitir que outra pessoa assim o faga, que possa levar ou facilitar
quaisquer atos proibidos conforme descrito acima. A QIAGEN poderd executar as proibicdes desse Acordo de licenca limitado em qualquer Tribunal. Também
deverd recuperar todos os custos da investigacdo e relativos ao Tribunal, incluindo os encargos dos advogados, em qualquer agéo para executar o Acordo de
licenga limitado ou quaisquer direitos de propriedade intelectual relacionados ao kit e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenga atualizados, veja www.qiagen.com.
HB-0357-006 1060927 154023596 05/2016
© 2010-2016 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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