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Kit artus CMV LC PCR

Para utilizacdo com o Instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0
para a detecdo quantitativa de ADN do CMV em plasma com EDTA.

1. Contelido

Rotulagem N.° art. 4503063 N.° art. 4503065
e contetdo 24 reagdes 96 reagdes
Azul CMV LC Master 2 x 12 reagdes 8 x 12 reagbes

Amarelo CMV Mg-Sol® 1 x 600 pl 1 x 600 pl
CMV Qs 1°

Vermelho 1 x 10° copias/pl 1x200 pl 1 x200 pl
CMV Qs 2°

Vermelho 1x10° copias/l 1 x 200 pl 1 x 200 pl
CMV QS 3°

Vermelho 1x10° copias/yl 1 x200 pl 1x200 pl
CMV QS 4°

Vermelho 1x 10t copias/yl 1 x200 pl 1 x200 pl
CMV LC IC® 1 x 1000 pl 2 %1000 pl

Branco Agua (grau PCR) 1 x 1000 pl 1 x 1000 pl

= Padrao de quantificacéo
IC = Controlo interno
= Solucéo de magnésio

2. Conservacao

Os componentes do kit artus CMV LC PCR devem ser conservados entre —15
°C e —30 °C e sdo estaveis até ao prazo de validade impresso no rétulo. A
repetida descongelagdo 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, nédo se deve ultrapassar

um periodo de cinco horas.
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3. Materiais e dispositivos adicionais necesséarios

¢ Luvas de laboratorio isentas de p6

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

* Pipetas (ajustaveis)

* Pontas de pipetas estéreis com filtros

e Misturador vortex

¢ Centrifuga de mesa com rotor para tubos de reacéo de 2 ml

e Color Compensation Set (Roche Diagnostics, n.° de catdlogo
2158 850) para a instalagdo de um ficheiro Crosstalk Color
Compensation para o instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou
LightCycler 2.0

e LightCycler Multicolor Demo Set (n.° de catadlogo 03 624 854 001)
para a instalagdo de um ficheiro Crosstalk Color Compensation para
o instrumento LightCycler 2.0

* Capilares LightCycler (20 pl)

* Bloco de refrigeracéo LightCycler

¢ Instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 (versdo de software 3.5) ou
LightCycler 2.0 (verséo de software 4.0)

* Ferramenta de colocacdo de tampas LightCycler

4. Medidas gerais de seguranca

O utilizador deve ter sempre em atencao 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 reacdo 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.
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¢ Trabalhar rapidamente em gelo ou num bloco de refrigeracéo
LightCycler.
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5. Informacgbes acerca do agente patogénico

O citomegalovirus humano (CMV) é encontrado no sangue, tecidos e
praticamente todos os fluidos corporais de pessoas infetadas. A transmisséo
pode ocorrer por via oral, sexual, por transfusdo sanguinea ou transplantagdo
de o6rgdos, 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 infegdo seja sintomatica, em
adolescentes ou em adultos, os sintomas sdo semelhantes aos da
mononucleose infeciosa e incluem febre, hepatite ligeira e indisposi¢éo geral.
Foram observados varios episédios de infecdo por CMV, em particular nos

doentes infetados por via intrauterina ou em doentes imunodeficientes.

6. Principio da PCR em tempo real

O diagnéstico de agentes patogénicos pela reagcdo 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 monitorizacdo das intensidades de fluorescéncia
durante o ensaio de PCR (ou seja, em tempo real) permite e detegdo e
quantificagdo do produto que se acumula sem ter de reabrir os tubos de

reacao apoés o ensaio de PCR (Mackay, 2004).

7. Descricdo do produto

O kit artus CMV LC PCR é um sistema pronto a utilizar para a detegdo de
ADN do CMV através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no
instrumento LightCycler. O CMV LC Master contém reagentes e enzimas para
a amplificacdo especifica de uma regido de 105 bp do genoma do CMV e
para a detecdo direta de fragmentos amplificados especificos no instrumento
LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0. Ao mesmo tempo, o kit artus CMV
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LC PCR contém um segundo sistema de amplificagcdo heterélogo para
identificar uma possivel inibicdo da PCR.
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Produto da PCR ‘ Selecado dos canais de fluorescéncia

‘ Instrumento LightCycler

11/1.2/1.5 Instrumento LightCycler 2.0
CMV F1 530
CMV LCIC F3/Back-F1 705/Back 530

A amplificacdo e a deteg&o deste controlo interno (IC) ndo reduz o limite de
detecdo da PCR analitica do CMV (ver 11.1 Sensibilidade analitica). Sédo
fornecidos controlos positivos externos (CMV QS 1-4) que permitem a
determinacédo da carga de agente patogénico. Para mais informacGes, ver a

seccao 8.4 Quantificacao.

Atencdo: O perfil de temperatura para a detecdo do citomegalovirus
utilizando o kit artus CMV LC PCR corresponde aos perfis do kit
artus EBVLC PCR, do kit artus HSV-1/2LCPCR e do kit artus
VZV LC PCR. Por consequéncia, os ensaios de PCR destes sistemas
artus podem ser realizados e analisados num Unico procedimento de
ensaio. Ter em atencdo as recomendagdes relativas a andlise de PCR

fornecidas nos capitulos 8.4 Quantificacdo e 9. Andlise de dados.

8. Protocolo

8.1 Pré-analitica: Colheita, conservacdo e transporte de
amostras

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 detecdo do CMV. Por
isso, recomendamos a utilizagdo destes materiais com o kit artus CMV LC
PCR.

A validacdo do kit artus CMV LC PCR foi efetuada usando amostras de

plasma humano tratado com EDTA. N&o existem outras amostras validadas.
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Utilizar apenas os kits de isolamento de &acido nucleico recomendados (ver

8.2 Isolamento de ADN) para a preparagéo das amostras.

O uso de determinados materiais obriga ao rigoroso cumprimento de

instrugBes especificas relativas a colheita, transporte e conservagao.

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 indcuos e estéreis.
Estédo 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 méo. 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 apds colheita da

amostra (8 vezes, nao agitar).

Atencéo: Nao devem ser usadas amostras de doentes tratados com heparina

(ver 8.1.4 Substancias interferentes).

8.1.2 Conservacdo de amostras

O sangue total deve ser separado em componentes celulares e plasma num
periodo de seis horas através de centrifugacdo 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 congelacao ou de uma conservagao mais longa da amostra.

8.1.3 Transporte de amostras

O material de amostra deve ser transportado num contentor de transporte a
prova de estilhago. O perigo potencial de infecdo devido a fuga da amostra

pode, assim, ser evitado. As amostras devem ser transportadas de acordo
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com os regulamentos locais e nacionais relativos ao transporte de materiais

patogénicos.”

As amostras devem ser enviadas no prazo de seis horas. A conservacao no
local da colheita ndo é recomendada. E possivel enviar as amostras por
correio, de acordo com 0s regulamentos para o transporte de material
patogénico. Recomenda-se o transporte da amostra por servi¢cos de correio
expresso. As amostras de sangue devem ser enviadas refrigeradas (+2 °C a
+8 °C), enquanto que o plasma separado deve ser enviado congelado (—20
°C).

8.1.4 Substancias interferentes

Valores elevados de bilirrubina (< 4,5 mg/dl), de lipidos (<1100 mg/dl) e
amostras hemoliticas, ndo 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 nao devem ser usadas.

8.2 Isolamento de ADN

Os kits de isolamento que se seguem sao recomendados para isolar ADN de
CMV:

Material de | Kit de isolamento de  Catalogo " ARN
p ) . Fabricante X
amostra acido nucleico NUmero transportador
Plasma . ®
tratado com Kit ?/lﬁssm(%o)D SP 60704 QIAGEN incluido
EDTA
Plasma . ®
tratado com Kit EZ1 ' DSP 62724 QIAGEN incluido
EDTA Virus (48)

*Para utilizagdo em conjunto com o EZ1 Advanced (n.° de catdlogo 9001411) e o
Cartdo EZ1 Advanced DSP Virus (n.°de catalogo 9018306) ou o BioRobot® EZ1
DSP (n.° de catadlogo 9001360) e o Cartdo EZ1 DSP Virus (n.° de catdlogo
9017707). O kit EZ1 DSP Virus encontra-se também disponivel como kits

" International Air Transport Association (Associagdo Internacional de Transporte Aéreo).
Dangerous Goods Regulations, 41st Edition, 2000.704.
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EASYartus® CMV LC PCR com a marca CE-IVD, em conjunto com o kit artus
CMV LC PCR (n.° de catadlogo EA10303 e EA10304).

* A adicdo de ARN transportador € 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
e o kit EZ1 DSP Virus, deverdo ser seguidas as indicagbes sobre o
manuseamento e conservagdo do ARN transportador no Manual do Kit
QlAamp DSP Virus ou no Manual do Kit EZ1 DSP Virus.

Importante: O controlo interno do kit artus CMV LC PCR pode ser utilizado

diretamente no procedimento de isolamento. Assegurar de que € incluida

uma amostra negativa de plasma no procedimento de isolamento. O sinal
correspondente do controlo interno funciona como base para a avaliacdo do
isolamento (ver 8.3 ).

8.3 Controlo interno

E fornecido um controlo interno (CMV LC 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 relacéo de 0,1 pl por 1 pl do volume de eluicdo no isolamento. Por
exemplo, ao utilizar o kit QIAamp DSP Virus, o ADN é eluido em 60 pl de
tampdo AVE. Dai que, devem ser adicionados 6 ul de controlo interno.
Durante a utilizagdo do kit EZ1 DSP Virus, o controlo interno tem de ser
adicionado seguindo as instrugbes constantes no Manual do Kit EZ1 DSP
Virus. A quantidade de controlo interno acrescentada depende apenas do
volume de eluicdo. O controlo interno e o ARN transportador (ver
8.2 Isolamento de ADN) devem ser adicionados seguindo estritamente as
instrugbes constantes do Manual do Kit QlAamp DSP Virus ou do Manual do
Kit EZ1 DSP Virus.

O controlo interno ndo pode ser adicionado diretamente a amostra. Se
adicionado ao tampéo de lise, ter em atencdo que a mistura do controlo
interno com o tampéo de lise/ARN transportador devera ser utilizada logo

apos ser preparada (a conservagdo da mistura a temperatura ambiente ou no
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frigorifico pode, em poucas horas, desativar o controlo interno e diminuir a
eficiéncia da extragdo). N&o adicionar o controlo interno e o ARN

transportador diretamente na amostra.

Para a purificagdo ser considerada eficaz, o valor Ct do controlo interno de
uma amostra negativa de plasma processada por purificagdo tem de atingir o
valor Ct indicado na tabela 1. A dispersao indicada baseia-se na variagdo do
instrumento e na purificagdo. Um desvio maior aponta para problemas na
purificagdo. Neste caso, é necessario analisar e, eventualmente, revalidar a
purificagdo. Em caso de duvidas ou problemas, contactar a nossa assisténcia

técnica.

Tabela 1: Faixa de valores Ct aceites do controlo interno de uma amostra negativa de

plasma.
Kit - = € Instrumento Canalfﬁe . Metqd_o de Valor Ct
purificacdo fluorescéncia analise
Kit QlAamp DSP LightCycler . Segundo maximo
Virus 1.1/1.2/1.5 F3/Back-F1 derivativo 14+3
Kit QlAamp DSP LightCycler
Virls 20 705/Back 530 Auto 14+3
Kit EZ1 DSP LightCycler Segundo maximo
Virus 1.1/1.2/1.5 F3/Back-F1 derivativo 15+3
[l [P LightCycler | 705/Back 530 Auto 15+3
Virus 2.0

O controlo interno pode ser utilizado, opcionalmente, exclusivamente para o
controlo de uma possivel inibicdo da PCR (ver a Fig. 2). Para isso,
adicionar 1 pl de controlo interno e 2,5ul de CMV Mg-Sol por reagdo
diretamente a 12,5 pl de CMV LC Master. Para cada reacéo de PCR, utilizar
15 pl de Master Mix desta forma produzida” e adicionar, de seguida, 10 pl de
amostra purificada. Em caso de preparagdo de um ensaio de PCR para varias
amostras, aumentar o volume de CMV LC Master, CMV Mg-Sol e de controlo
interno proporcionalmente ao nimero de amostras (ver 8.5 Preparacéo da
PCR).

" O aumento de volume causado através da adigao de controlo interno é desprezavel na

preparaﬁéo do ensaio por PCR. A sensibilidade do sistema de deteﬁéo nao é afetada.
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Os kits artus EBV LC PCR e os kits artus CMV LC PCR contém um controlo
interno (IC)  idéntico. Os  kits HSV-1/2LCPCRe o0s kits

artus VZV LC PCR contém um controlo interno idéntico.

8.4 Quantificacdo

Os padrbes de quantificagdo fornecidos (CMV QS 1 —4) sdo tratados como
amostras previamente purificadas e utilizados no mesmo volume (10 pl). Para
gerar uma curva padrao no instrumento LightCycler, os quatro padrdes de

quantificagdo devem ser utilizados como se segue:
Instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5

Definir o CMV QS 1 — 4 no ecra Sample Loading (Carregamento da amostra)
como padrdes com as concentragdes especificadas (ver o Manual do
Operador do LightCycler, versdo 3.5, capitulo B, 2.4. Sample Data Entry

[Introducéo de dados das amostras]).
Instrumento LightCycler 2.0

Para definir os padr@es, ativar a fungdo Analysis Type (Tipo de analise) no
menu da janela Samples (Amostras) e selecionar Absolute Quantification
(Quantificagdo absoluta). E possivel agora definir o CMV QS 1 -4 como
padréo e introduzir as concentra¢gdes correspondentes para cada padréo (ver
o0 Manual do Operador do LightCycler, versdo 4.0, capitulo 2.2 Introducéo de
informagbes da amostra). Assegurar que a funcdo Enable Controls (Ativar
controlos) ndo esta ativada. Caso contrario, a sele¢do de opgdes de analise
para a andlise de dados é limitada (ver 9.2 Anédlise de dados dos dados

PCR no instrumento LightCycler 2.0).

Caso tenha sido integrado mais do que um sistema artus herpes no
ensaio de PCR, analisar estes diferentes sistemas com os padrdes de

quantificagédo correspondentes separadamente.

Atencéo: De modo a assegurar uma quantificacéo precisa, é veementemente
recomendado complementar a Master Mix utilizada para os padrdes de
quantificagdo com a respetiva quantidade de controlo interno. Para isso,
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adicionar para cada padrao de quantificacdo (CMV QS 1 - CMV QS 4) 1 ul de
controlo interno e 2,5ul de CMV Mg-Sol diretamente a 12,5ul de
CMV LC Master (ver esquema reproduzido na Fig. 2). Este esquema de
pipetagem é normalmente aplicavel aos padrGes de quantificagdo do CMV,

sendo independente do nimero de padrdes de quantificagéo utilizados.

Os padr@es de quantificacdo sdo definidos como cépias/ul. Para a conversédo
dos valores apurados com base na curva padrdo em cépias/ml de amostra,

deve-se utilizar a seguinte equagdo:

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

Volume de amostra (ml)

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

adicionando ao volume necessario para o isolamento).

Importante: As diretrizes para a andlise quantitativa dos sistemas artus no
instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0 s@o fornecidas em
www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX  (Technical Note for

guantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument -
Nota técnica para quantificagdo nos instrumentos LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou
LightCycler 2.0).

8.5 Preparacdo da PCR

Assegurar que o bloco de refrigeracéo, assim como os adaptadores capilares
(acessoérios do instrumento LightCycler) séo previamente arrefecidos até +4
°C. Colocar o numero pretendido de capilares LightCycler nos adaptadores do
bloco de refrigeracdo. Assegurar-se de que, pelo menos, um dos padrdes de
quantificagdo e um controlo negativo (dgua, grau de PCR) séo incluidos por
ensaio de PCR. Para gerar uma curva padrdo, utilizar todos os padrbes de
quantificagéo fornecidos (CMV QS 1 — 4) para cada ensaio de PCR. Antes de
|
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cada utilizacdo, todos o0s reagentes tém de ser completamente
descongelados, misturados (por pipetagem repetida para cima e para baixo

ou por agao 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):
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Ndmero de amostras 1 12
CMV LC Master 12,5 pl 150 pl
1. Preparacédo | cMV Mg-Sol 2,5l 30ul
da Master Mix CMV LC IC oul opl
Volume total 15 pl 180 pl
2. Preparagéo Master Mix 15 pl 15 pl cada
do ensaio por Amostra 10 pl 10 pl cada
PCR Volume total 25 pl 25 pl cada

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

Numero de amostras 1 12
CMV LC Master 12,5l 150 pl
1. Preparagao CMV Mg-Sol 2,5l 30l
daMaster Mix | cmy LC IC 1pl 12 pl
Volume total 16 pl” 192 ul
2. Preparagéo Master Mix 15 pl 15 pl cada
do ensaio por Amostra/CMV QS 1 -4 10l 10 pl cada
PCR Volume total 25 pl 25 pl cada

Pipetar 15 pul de Master Mix (mistura principal) para o reservatorio plastico de
cada capilar. De seguida, adicionar 10 pl de ADN da amostra eluida. Da
mesma forma, deverdo ser utilizados 10 pl de, pelo menos, um dos padrdes
de quantificagdo (CMV QS 1 —4) como controlo positivo e 10 pyl de agua
(dgua, grau de PCR) como controlo negativo. Fechar os capilares. De modo a
criar a curva padréo, é veementemente recomendado complementar a Master
Mix utilizada para os padrdes de quantificagcdo com a respetiva quantidade de
controlo interno (ver 8.4 Quantificacdo). Para transferir a mistura do

" O aumento de volume causado através da adigao de controlo interno é desprezavel na

preparaﬁéo do ensaio por PCR. A sensibilidade do sistema de deteﬁéo nao é afetada.
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reservatorio plastico para o capilar, centrifugar os adaptadores gue contém os
capilares numa centrifuga de mesa durante dez segundos a um méaximo de
400 x g (2000 rpm).
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Adicéo do controlo interno para a purificagdo

-
Y

N

Fig. 1: Fluxo esqueméatico da operagdo para o controlo da
purificagdo e da inibi¢cdo da PCR.

*Certificar-se de que as solugcbes estdo totalmente
descongeladas, bem misturadas e brevemente
centrifugadas.
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Adic&o do controlo interno no artus Master

v ¥/

\
-
-

Fig. 2:  Fluxo esquematico da operacgéo para o controlo da inibicéo
da PCR.

*Certificar-se de que as solugcbes estdo totalmente
descongeladas, bem misturadas e brevemente
centrifugadas.
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8.6 Programacdao dos instrumentos LightCycler

8.6.1 Programagdo do instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5

Para a detegdo de ADN do CMV, criar um perfil de temperatura no
instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 de acordo com 0s cinco passos seguintes
(ver Fig. 3-7).

A. Ativacao inicial da enzima de comeco quente Fig. 3
B. Passo de descida Fig. 4
C. Amplificagdo do ADN Fig. 5
D. Curva de fusdo (opcional) Fig. 6
E. Refrigeracéo Fig. 7

Prestar especial atencdo as definicbes de modo de andlise, dados dos
programas de ciclo e temperaturas-alvo. Estas definicdes estdo enquadradas
a negrito, nas ilustragbes que se seguem. E possivel encontrar mais
informacgfes sobre a programacéo do instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 no
Manual do Operador do LightCycler. O passo D (curva de fusao) no programa
PCR é opcional e é apenas necessario para a diferenciagcdo de HSV1 e
HSV2 durante a utilizag&o do kit artus HSV-1/2 LC PCR.

1 Cycle Program Datal Analysis Mode 2
— — Quantification .
Muﬂ Melting Curves

Temperature Targets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size (°C)
Step Delay (cycles)
|— [—Acquisition Mode

™ T - O O
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Fig. 3: Ativacgdo inicial da enzima de comego quente.

1 Cycle Program Data N e RIaaE 2
= o Quantification e
M—H}Jﬂ Melting Curves

emperature Targets
Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec]
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
,—Aoquis'rﬁon Mode

E[NONE |- (OB

Fig. 4: Passo de descida.

[P/se Program Deta Anlys
1 o N Quantification e 2
Cycles|| 40 v Melting Curves
emperature |argets
Target Temperature (*
Incubation Time (hrs:min:sec)

Temperature Transn)\ion Rate ('C/s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
l— |—Acquisiﬁon Mode

(QEENss |55 |seooo[fio (500 (50 |s NONE |5 QS
~ CAFEEEFET) [N FIE [ .

fooo[§l0 (500 |50 |5/ noNE |5 @

Fig. 5: Amplificacdo do ADN.
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Cycle Program Data|

1 cyetes 1

‘Temperature largets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|— I—Acquisition Mode

Fig. 6: Curva de fuséo (apenas aplicavel,
se o kit artus HSV-1/2 LC PCR for utilizado em paralelo).

Cycle Program Data

1 oy 1

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

Secondary Target Temperature ('C)
(Slep Size (‘'C)

Quantification
Melting Curves

Step Delay (cycles)
|—Aoquisition Mode

g
o

Fig. 7: Refrigeragéo.
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8.6.2 Programagdao do instrumento LightCycler 2.0

Para programar um ensaio de PCR com o instrumento LightCycler 2.0, ativar

a opcao New (Novo) no menu principal e selecionar LightCycler Experiment
(Experiéncia LightCycler).

De seguida, para a detecdo de ADN do CMV, criar um perfil de temperatura

no instrumento LightCycler 2.0 de acordo com 0s cinco passos seguintes (ver

Fig. 8 — 12).
A. Ativacao inicial da enzima de comeco quente Fig. 8
B. Passo de descida Fig. 9
C. Amplificagdo do ADN Fig. 10
D. Curva de fusdo (opcional) Fig. 11
E. Refrigeracéo Fig. 12

O passo D no programa PCR é opcional e é apenas necessario para a
diferenciacdo de HSV1 e HSV2 durante a utilizacdo do kit artus
HSV-1/2 LC PCR.

Assegurar que primeiro é introduzido o nimero de capilares preparados para
este ensaio de PCR (Max. Seek Pos., ver Fig. 8).

Start Pun|=nd Praaran] 10 Gyeled| CoferCormp (4] | ~| Options|
Programs | Online Data Display| Run Noles]
Setup [ Programs
DefeultChannel| 530 | | 4 || Program Name: | Cycles Analysis Mode L 2
SeekTempelmaO =] 4 |2/ /nitiel Activation of the Hot Start Enzyme |1 ;lNone
1 =il Max Seek Pos. 12 J
Instrument Typel6 Ch. | ;I‘
Capillary Size: [201 +| ‘
Lo el
Temperature Targets
B et o p ec ep | Sep | AcqustonMode
('C) |(hh:mm:ss) Rate |Target Size | Delay — 3
“rios  2lootooo 220 2o 2o 2o 2[None ~]

Fig. 8: Ativacao inicial da enzima de comecgo quente.
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StenRunI':nd F‘mgrun{< 1005 : El Opliontl
Programs I Online Data Display] Run Notes |
Setup Programs
Default Channell 530 w|| AN |Program Name | Cycles Analysis Mode
SeekTemperaf30 2| | |4 |Initiel Activation of the Hot Stert Enzyme |1 < |None N 1
~ |~ Touch Down Step 10 < |None vl
Max. Seek Pos.|12 j

InswmemTypm
Capillary Size: {204 v|

=

el
L= Program Temeeraluva Tzaets
_AJ Target| Hold Ramp | Sec | Step | Step | Acquisition Mode
v ('C) |(hhmmss)| Rate |Target| Size | Delay
—fls =foooooszfo  Flo Ffo S0 =None 2
—f§ 165 5]00:00207%j20 o165 Fi1 ell  ‘viNone
P2 00:00:15 5120 {0 slo slo 2{None

Fig. 9: Passo de descida.

Start RunlEnrl F‘(ogmnl~ 101G ColorComp (1:141” LI Opﬁnnll
Programs I Online Data Displayl Run Notes l
Setup Programs
Default Channel| 530 :J A f |Program Name Cycles Analysis Mode
Seek Temperat30 2] | ] [Iniial Activation of the Hot Start Enzyme |1 -+ {None M _1
s = | |Touch Down Step 10 = |None .-
Shae £ R :hb Amplification of the DNA 40 5 {Quantification v
Instrument Typel6 Ch. v/ L’
Capillary Size: |20 v |
Program Temperature Targets
AR | Target Hold Ramp | Sec tep tep Acquisition Mode
T (C) |(hhmmss)| Rate |Target Size | Delay
| 195 S100:00:05 w20  Si0 S0 S0 v |None | -2
=1 55 00:00:20 v20 ~i0 S0 S0 v |Single -
o Lard 00:00:15 $110 i [ (O 5 {None i

Fig. 10: Amplificacéo do ADN.
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StenRunlfmd F‘ragvarri‘ 10 alorComp r\‘,w“ Ll Opﬁons[
Programs I Online Data Display] Run Notes I
Setup Programs
Default Channell 530 ﬂ Al |Program Name Cycles Analysis Mode
SeekTempera30 | | 4[] |Initial Actvation of the Hot Start Enzyme |1 <{None ]
12 (== 1 Touch Down Step 1'IO ~|None Jod -1
Mex SekPos) 12 vl | —f |amplication of the DNA 40 <|Quenificetion_ H
Instrument Type 6 Ch. v | |+ fy|Melting Curve 1 -+ {Melting Curves v
Capillary Size: 20| |
Ca e Al
Proarcm Temgemture Tsaels
_AQ |Terget| Hold Ramp | Sec | Step Step Acquisition Mode
= (hhmm:ss)| Rate |Target| Size | Delay
—4 |5 Sfooooor S0 2fo Sfo < {None =2
=f Iso SjooooasSje0 S0 S0 o < {None vl
« @plso  Sloooooo Sjo1 S0 S0 S0 < | Continuous vi
Fig. 11: Curva de fusé&o (apenas aplicavel,
se o kit artus HSV-1/2 LC PCR for utilizado em paralelo).
Start Run G | Option |
Programs ] Online Data Display | Run Notes |
Setup | Programs
Default Channel] 530 :] | AN Program Name Cycles Analysis Mode
Seek Temperat 30 i{ + Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 v |None )4
[—~; { Touch Down Step 10 None v
Max SeekPos.|12 -~ Amplification of the DNA 40 -5 | Quantification v 1
Instrumen!Typ45 Ch. = | |Melting Curve 1 = {Melting Curves [
Capillary Size: |20 w| » Cooling 1 None v
L Program Temperature Targets
A Target| Hold Ramp | Sec | Step Step Acquisition Mode
||| (O _|(thmmss)| Rete |Terget| Size | Delay -2
=l oooo3o 220 2o 2o 2[o +{None )
=y
K4

Para introduzir especificagbes de amostras,

(Amostras).

Fig. 12: Refrigeragao.

ativar o botdo Samples

Na janela Capillary View (Vista capilar) comecar por introduzir o nimero

total de preparacdes de PCR planeadas para o ensaio de PCR (Sample

Count [Contagem de amostras]).
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e De seguida, atribuir nomes as amostras em Sample Name (Nome da
amostra).

e Em Selected Channels (Canais selecionados), selecionar também os
canais de fluorescéncia 530 para a detecdo da PCR analitica do CMV e
705 para a dete¢do da PCR do controlo interno.

* Para definir os padrdes e para atribuir as concentra¢des correspondentes,
selecionar a opcdo Absolute Quantification em Analysis Type (ver
8.4 Quantificacdo).

* Assegurar que a fungdo Enable Controls ndo esta ativada. Caso
contrario, a selecdo de opgles de andlise para a andlise de dados é
limitada (0 modo Fit Points [Pontos de ajuste] ndo esta disponivel, ver
9.2 Andlise de dados dos dados PCR no instrumento LightCycler
2.0). Em Target Name (Nome do alvo), é possivel atribuir as sequéncias
alvo a serem detetadas (CMV ou controlo interno) nos canais de
fluorescéncia 530 e 705 selecionados. O preenchimento da coluna Target
Name pode ser facilitada com a fungcdo Auto Copy (Copiar
automaticamente). Definir o Target Name ajuda a obter uma melhor
perspetiva geral, mas ndo é estritamente necessario para a andlise de
dados.

e Para gerar uma curva padrdo para andlise de dados, os padrdes de
quantificacdo devem ser definidos com as concentragdes
correspondentes. Por conseguinte, selecionar Standard em Sample Type
e introduzir a concentragdo correspondente para cada padrdo em
Concentration.

¢ O perfil de temperatura programado pode ser armazenado no disco rigido
do computador, a fim de ser utilizado novamente para outros ensaios.
Para isso, ativar a fungdo Save As (Guardar como) no menu File
(Ficheiro), o que fara surgir uma nova janela. Em Templates and Macros
(Modelos e macros), selecionar o submenu Run Templates (Executar
modelos) e guardar os dados com um nome adequado.

¢ Para iniciar o ensaio de PCR, mudar para o campo Run (Ensaio) e ativar

a funcdo Start Run (Iniciar ensaio) (ver Fig. 13). O programa PCR ira
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iniciar depois de se introduzir a localizacdo onde os dados deverdo ser

guardados.

4 =ftartRunf o Proorar] 0 g (A | ~] Options|
Programs | Online Data Display | Run Notes |
sowp——————— [ Frograms
DefeutChennel[530_ »| | A|| |Program Neme | Cydles | AnclysisMode _
SeekTemperer;‘ 30 _%J -ﬂ Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 < {None i
e = | |Touch Down Step 1o ~={None I
Mexc Seck Bos | j ;I Amplification of the DNA 40 < | Quantification ¥
Instrument Typg 6 Ch ﬂ ;‘ _[Melting Curve n _; Melting Curves =
Capillary Size: |20 y ﬁ »| Cooling 1 -+ 1None v

[ Program Temperature Targets ]
Target ‘ Hold Ramp Sec | Step Step Acquisition Mode
('C) |(hhmmss) Rate |Target| Size | Delay

b0 Sfoooo3o S0 Sfo Sfo Sfo TiNone ~|

S S ST

Fig. 13: Inicio do ensaio de PCR.

9. Andlise de dados

9.1 Analise de dados dos dados de PCR no instrumento
LightCycler 1.1/1.2/1.5

Para andlise dos dados de PCR colhidos com o instrumento LightCycler

1.1/1.2/1.5, recomendamos a utilizagéo do software LightCycler verséo 3.5.

Em andlises multicolores registam-se interferéncias entre canais de
fluorescéncia. O software do instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 contém um
ficheiro denominado Color Compensation File, que compensa estas
interferéncias. Abrir este ficheiro antes, durante ou apés o ensaio de PCR,
ativando o botdo Choose CCC File ou Select CC Data. Caso néo tenha sido
instalado qualquer ficheiro Color Compensation File, gerar o ficheiro seguindo
as instrugbes fornecidas no Manual do Operador do LightCycler. Depois de
ativado o ficheiro Color Compensation File, surgem sinais separados nos
canais de fluorescéncia F1, F2 e F3. Para a andlise dos resultados de PCR
obtidos com o kit artus CMV LC PCR, selecionar as opg¢des de visualizagéo
|
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de fluorescéncia F1 para a PCR analitica do CMV e F3/Back-F1 para a PCR
do controlo interno, respetivamente. Para a analise dos ensaios quantitativos,
seguir as instrugdes fornecidas em 8.4 Quantificacdo e em Technical Note
for quantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0
Instrument (Nota técnica para quantificacdo nos instrumentos LightCycler
1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0) em

www.giagen.com/Products/ByL abFocus/MDX.

Caso tenha sido integrado mais do que um sistema artus herpes no
ensaio de PCR, analisar estes diferentes sistemas com os padrbes de
quantificacdo correspondentes separadamente. Selecionar as posi¢cdes

no carrossel para a analise de acordo com o necessario.
Os seguintes resultados podem ser obtidos:

1. E detetado um sinal no canal de fluorescéncia F1.
O resultado da anélise é positivo: A amostra contém ADN do CMV.

Neste caso, é dispensavel a dete¢do de um sinal no canal F3/Back-F1, uma vez que
concentragdes iniciais elevadas de ADN do CMV (sinal positivo no canal -F1) podem
originar um sinal de fluorescéncia reduzido ou ausente do controlo interno no canal
F3/Back-F1 (concorréncia).

2. Nao é detetado sinal no canal de fluorescéncia F1. Ao mesmo tempo,
aparece um sinal do controlo interno no canal F3/Back-F1.

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 inibicéo da PCR.

3. Nao é detetado sinal nos canais F1 ou F3/Back-F1.

Né&o é possivel fazer uma avaliagdo diagnoéstica.

E possivel encontrar informagdes sobre fontes de erros e respetivas solugdes em
10. Resolucéo de problemas.

Séo fornecidos exemplos de reagdes de PCR positivas e negativas na Fig. 14
e Fig. 15.
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Fig. 14:
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Detecdo dos padrdes de quantificacdo (CMV QS 1-4) no
canal de fluorescéncia F1 do instrumento LightCycler
1.1/1.2/1.5. NTC: controlo sem modelo (controlo negativo).
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Fig. 15:

Manual do Kit

Detecao do controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
F3/Back-F1 do instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 com
amplificacdo simultdnea dos padrdes de quantificacdo
(CMV QS 1-4). NTC: controlo sem modelo (controlo
negativo).
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9.2 Analise de dados dos dados de PCR no instrumento
LightCycler 2.0

Para andlise dos dados de PCR colhidos com o instrumento LightCycler 2.0,
utilizar o software LightCycler verséo 4.0. Considerar as instrugdes facultadas

no Manual do Operador do Instrumento LightCycler 2.0 Verséo 4.0.
Para a anélise de dados de PCR, proceder da seguinte forma (ver a Fig. 16):

e Ativar a fungéo Analysis (Analise) na faixa de menus e selecionar a opgao
Absolute Quantification. Como regra geral, todos os dados de
amplificac@o gerados com o kit artus LC PCR devem ser analisados com
esta fungao.

¢ O software do instrumento LightCycler versdo 4.0 contém um ficheiro
denominado Color Compensation File, que compensa estas interferéncias
de andlises multicolores entre canais de fluorescéncia. Abrir este ficheiro
durante ou ap6s o ensaio de PCR ativando o botdo Color Comp (On/Off)
(Compensacédo de cor [ligado/desligado] e, de seguida, o botdo Select
Color Compensation (Selecionar compensacéo de cor) (ver a Fig. 16).
Caso nao tenha sido instalado qualquer ficheiro Color Compensation File,
gerar o ficheiro seguindo as instrugdes fornecidas no Manual do Operador
do LightCycler.

* Depois de ativado o ficheiro Color Compensation File, surgem sinais
separados nos canais de fluorescéncia. Para a analise dos resultados de
PCR obtidos com o kit artus CMV LC PCR, selecionar as opgdes de
visualizacdo de fluorescéncia 530 para a PCR analitca do CMV e

705/Back 530 para a PCR do controlo interno, respetivamente.
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Fig. 16: Ativacédo do ficheiro Color Compensation File e sele¢cdo do
canal de fluorescéncia.

Para a analise dos ensaios quantitativos, seguir as instrugdes fornecidas em
8.4 Quantificacdo e em Technical Note for quantitation on the
LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument (Nota técnica para
quantificagdo nos instrumentos LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0) em
www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Assim que a configuracdo das opcdes de andlise esteja concluida, s&o
possiveis 0s seguintes resultados:
1. E detetado um sinal no canal de fluorescéncia 530.

O resultado da analise é positivo: A amostra contém ADN do CMV.

Neste caso, é dispensavel a detecdo de um sinal no canal 705/Back 530, uma vez
que concentragdes iniciais elevadas de ADN do CMV (sinal positivo no canal -530)
podem originar um sinal de fluorescéncia reduzido ou ausente do controlo interno no

canal 705/Back 530 (concorréncia).
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2. Nao é detetado sinal no canal de fluorescéncia 530. Ao mesmo tempo,

aparece um sinal do controlo interno no canal 705/Back 530.

Néo 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 inibicéo da PCR.

3. Né&o é detetado sinal nos canais 530 ou 705/Back 530.
N&o é possivel fazer uma avaliagdo diagnoéstica.

E possivel encontrar informagdes sobre fontes de erros e respetivas solugdes em
10. Resolucéo de problemas.

Sao fornecidos exemplos de reagfes de PCR positivas e negativas na Fig. 17
e Fig. 18.
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Fig. 17: Detegdo dos padrées de quantificacdo (CMV QS 1-4) no
canal de fluorescéncia 530 do instrumento LightCycler 2.0.
NTC: controlo sem modelo (controlo negativo).

Amplification Curves
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Fig. 18: Detegdo do controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
705/Back 530 do instrumento LightCycler 2.0 com
amplificacdo simultdnea dos padrdes de quantificacdo
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(CMV QS 1-4). NTC: controlo sem modelo (controlo
negativo).

10. Resolucéo de problemas

Auséncia de sinal nos controlos positivos (CMV QS 1 -4) no canal de

fluorescéncia F1 ou 530:

¢ O canal de fluorescéncia selecionado para andlise dos dados de PCR
ndo cumpre o protocolo.

- Para andlise de dados, selecionar o canal de fluorescéncia F1 ou 530
para a PCR analitica do CMV e o canal de fluorescéncia F3/Back-F1
ou 705/Back 530 para a PCR do controlo interno.

* Programagdo incorreta do perfii de temperatura do instrumento
LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0.

- Comparar o perfil de temperatura com o protocolo (ver 8.6
Programacéao do instrumento LightCycler).

* Configuracéo incorreta da reacdo de PCR.
> Rever os passos com ajuda do esquema de pipetagem (ver

8.5 Preparacao da PCR) e, se for o caso, repetir a PCR.

* As condi¢cdes de conservagdo para um ou mais componentes do kit ndo
cumprem as instrugbes fornecidas em 2.Prazo de validade
de Conservacéo ou do kit artus CMV LC PCR expirou.

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

necessario.

Sinal fraco ou inexistente do controlo interno de uma amostra de plasma
negativa processada por purificagdo (desvio superior a Ct = 14 + 3
durante a utilizagcdo do kit QlIAamp DSP Virus; desvio superior a Ct = 15
+ 3 durante a utilizagdo do kit EZ1 DSP Virus; ver a tabela 1) e auséncia
simultanea de um sinal no canal F1 ou 530:
¢ As condi¢cdes de PCR néo cumprem os requisitos do protocolo.

= Verificar as condi¢cdes da PCR (ver acima) e repetir a PCR com as

defini¢Bes corrigidas, caso seja necessario.
|
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* A PCR foi inibida.

- Assegurar que € utlizado o procedimento de isolamento
recomendado (ver 8.2 Isolamento de ADN) e cumprir estritamente as
instrugBes do fabricante.

- Certificar-se de que ¢é efetuado o passo recomendado de
centrifugagdo adicional para completa eliminacdo de residuos de
etanol antes da eluicdo 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 extragdo, 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 instrugdes do fabricante.

¢ As condi¢Bes de conservacao para um ou mais componentes do kit ndo
cumprem as instru¢cbes fornecidas em 2.Prazo de validade
de Conservacao ou do kit artus CMV LC PCR expirou.

- Verificar as condi¢cdes de conservacdo e a data de validade (ver
etigueta do kit) dos reagentes e usar um novo kit, caso seja

necessario.

Sinais com controlos negativos no canal de fluorescéncia F1 ou 530 da
PCR analitica.
¢ Ocorreu uma contaminagdo durante a preparagdo da PCR.
- Repetir a PCR com novos reagentes nos replicados.
- Se possivel, fechar os tubos de PCR diretamente apés adicionar a
amostra a ser testada.
- Pipetar o controlo positivo sempre no fim.
- Assegurar que o0 espaco de trabalho e os instrumentos s&o
descontaminados regularmente.
¢ Ocorreu uma contaminagéo durante a extracao.
- Repetir a extracdo e a PCR da amostra a ser testada usando novos

reagentes.
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= Assegurar que o0 espaco de trabalho e os instrumentos sé&o

descontaminados regularmente.

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

11. Especificagbes
11.1 Sensibilidade analitica

Para o kit artus CMV LC PCR, foi determinado tanto o limite de detegao
analitica quanto o limite de detecéo analitica relativa a purificacédo (limites de
sensibilidade). O limite de detecdo 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 detecédo analitica, por sua
vez, é determinado sem amostras clinicas e independente do método de
extragdo selecionado através de ADN de CMV com uma determinada

concentracao.

Para determinar a sensibilidade analitica do kit artus CMV LC PCR, foi
criada uma série de diluicbes de ADN gendémico de CMV de 10 ao valor
nominal de 0,00316 copias/yl de CMV e analisadas no instrumento
LightCycler 1.1/1.2/1.5 em conjunto com o kit artus CMV LC PCR. As
andlises foram efetuadas em trés dias diferentes em oito replicagdes. Os
resultados foram apurados com a ajuda de uma analise de probit. O limite de
detecéo analitica do kit artus CMV LC PCR em conjunto com o instrumento
LightCycler 1.1/1.2/1.5 é de 0,49 copias/ul (p = 0,05). Isto significa que existe
uma probabilidade de 95% de o limite de 0,49 copias/pl ser detetado.

A sensibilidade analitica relativa a purificagao (kit QlAamp DSP Virus) do
kit artus CMV LC PCR no instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 foi
determinada com uma série de diluicbes de material do CMV de 1000 ao
valor nominal de 0,316 cépias/ml de CMV em amostras clinicas de plasma.
Estas foram sujeitas a extracdo de ADN utilizando o kit QlAamp DSP Virus
(volume de extrac&o: 0,5 ml, volume de eluicdo: 60 pl). Cada uma das oito

diluigbes foi analisada com kit artus CMV LC PCR em trés dias diferentes em
]
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oito replicacdes. Os resultados foram apurados com a ajuda de uma andlise
de probit. E apresentada uma ilustracdo grafica da analise de probit em
Fig. 19. O limite de detec&o analitica tendo em conta a purificacdo do kit artus
CMV LC PCR em conjunto com o instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 é de
64,9 copias/pl (p = 0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de 95%
de o limite de 64,9 copias/ml ser detetado.

Analise de probit: Citomegalovirus (LightCycler 1.1/1.2/1.5)

1.8123 2 64.9 copies/ml (95%)

08
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? log (dose) >

Fig. 19: Sensibilidade analitica relativa a purificagdo (kit QlAamp DSP
Virus) do kit artus CMV LC PCR no instrumento LightCycler
1.1/1.2/1.5.

Para determinar a sensibilidade analitica do kit artus CMV LC PCR, foi
criada uma série de diluicbes de ADN gendémico de CMV de 10 ao valor
nominal de 0,00316 copias/yl de CMV e analisadas no instrumento
LightCycler 2.0 em conjunto com o kit artus CMV LC PCR. As analises foram
efetuadas em trés dias diferentes em oito replicagdes. Os resultados foram
apurados com a ajuda de uma analise de probit. O limite de detecdo analitica
do kit artus CMV LC PCR em conjunto com o instrumento LightCycler 2.0 é
de 0,65 copias/pl (p =0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de
95% de o limite de 0,65 copias/ul ser detetado.
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A sensibilidade analitica relativa a purificagdo (kit QlAamp DSP Virus) do
kit artus CMV LC PCR no instrumento LightCycler 2.0 foi determinada com
uma série de diluicdes de material do CMV de 1000 ao valor nominal de
0,316 coépias/ml de CMV em amostras clinicas de plasma. Estas foram
sujeitas a extracdo de ADN utilizando o kit QlAamp DSP Virus (volume de
extragdo: 0,5 ml, volume de eluicdo: 60 pl). Cada uma das oito diluicdes foi
analisada com kit artus CMV LC PCR em trés dias diferentes em oito
replicagdes. Os resultados foram apurados com a ajuda de uma analise de
probit. E apresentada uma ilustrac&o gréfica da anélise de probit em Fig. 20.
O limite de detecdo analitica tendo em conta a purificagdo do kit artus
CMV LC PCR em conjunto com o instrumento LightCycler 2.0 é de
78,9 copias/ul (p = 0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de 95%
de o limite de 78,9 copias/ml ser detetado.

Andlise de probit: Citomegalovirus (LightCycler 2.0)

1.89682 2 78.9 copies/ml (95%)

Proportions

3 2 4 0 1 2 3 4 5
log (dose)

Fig. 20: Sensibilidade analitica relativa a purificagéo (kit QlAamp DSP
Virus) do kit artus CMV LC PCR no instrumento LightCycler
2.0.

O limite de dete¢cdo analitica tendo em conta a purificagdo do kit

artus CMV LC PCRem conjunto com o instrumento LightCycler
]
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1.1/1.2/1.5/2.0 e o kit EZ1 DSP Virus (volume de extragdo: 0,4 ml, volume de
eluicdo: 60 pl) no EZ1 Advanced ou BioRobot EZ1 DSP é de 67,2 copias/ml
(p = 0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de 95 % de o limite de

67,2 copias/ml ser detetado.

11.2 Especificidade

A especificidade do kit artus CMV LC PCR €, em primeiro lugar, garantida
através da selecdo dos primers e das sondas, assim como da sele¢do de
condigfes de reagdo otimizadas. Os primers e as sondas foram verificados
em termos de possivel homologia com todas as sequéncias publicadas nos
bancos de genes, por anédlise 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 0s
primers e sondas especificos do CMV que estdo incluidos no CMV LC
Master.

Para determinar a especificidade do kit artus CMV LC PCR, foi testado o
grupo de controlo indicado na tabela que se segue (ver Tabela 2) quanto a
reagOes cruzadas. Nenhum dos agentes patogénicos testados era reativo.

Em infecdes mistas, ndo ocorrem reagdes cruzadas.
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Tabela 2: Testes de especificidade do kit com agentes patogénicos com potencial de
reagdo cruzada.

Grupo de controlo CMV Controlo interno
: (F1) (F3/Back-F1)
Virus herpes humano 1 (virus Herpes simplex _ +
1)
Virus herpes humano 2 (virus Herpes simplex _ +
2)
Virus do herpes humano 3 (virus Varicela- _ .
z0ster)
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 preciséo do kit artus CMV LC PCR foram recolhidos através do
instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 e permitem apurar a varincia total do
ensaio. A variancia total consiste na variabilidade intra-ensaio (variabilidade
de multiplos resultados de amostras da mesma concentra¢éo 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 multiplos do ensaio utilizando diversos lotes). Os
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dados obtidos foram utilizados para determinar o desvio-padréo, a variancia e
o coeficiente de variagdo para o agente patogénico especifico e a PCR de

controlo interno.

Os dados de precisédo do kit artus CMV LC PCR foram recolhidos utilizando o
padrdo de quantificacdo com a menor concentragdo (QS 4; 10 cépias/ul). O
teste foi realizado com oito replicacbes. Os dados de precisdo foram
calculados com base nos valores de Ct das curvas de amplificacé@o (CT: ciclo
limite, ver Tabela 3). Além disso, foram determinados dados de preciséo para
resultados quantitativos em copias/ul, utilizando os valores de Ct
correspondentes (ver Tabela 4). De acordo com estes resultados, o intervalo
estatistico de uma amostra qualquer com a concentracdo indicada é de
2,47% (Ct) ou 14,06% (conc.), para a detegao do controlo interno 5,31% (Ct).
Estes valores baseiam-se na totalidade de todos os valores individuais das

variabilidades apuradas.

Tabela 3: Dados de precisdo com base nos valores Ct.

. = A Coeficiente de
Desvio-padréo Variancia o
variacado [%]

Variabilidade intra-ensaio:
0,14 0,02 0,68
CMV QS 4 ' ' '
Variabilidade intra- io:
ariabili _a e intra-ensaio 0,04 0.00 032
Controlo interno
Variabilidad t ios:
ariabilidade entre ensaios 021 0.04 1,00
CMV QS 4
Varlabllld.ade entre ensaios: 0.14 0,02 118
Controlo interno
Variabilidade entre lotes:
CMV 0S 4 0,54 0,30 2,50
Variabilidade entre lotes:
’ 0,72 0,52 5,73
Controlo interno
Variancia total: 053 0.28 2.47
CMV QS 4
Variancia total:
arlanmg ota 0.64 0.41 531
Controlo interno
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Tabela 4: Dados de precisédo com base nos valores quantitativos (em copias/pl).

Coeficiente de
variagédo [%]

Desvio-padré@o Variancia

Variabilidade intra-ensaio:

1,02 1,05 10,18
CMV QS 4 ' ' '
Variabilidade entre ensaios:

1,35 1,81 13,35
CMV QS 4 ' ' '
Variabil :

ariabilidade entre lotes 1.64 2,69 16,19

CMV QS 4
Variancia total:
CMV QS 4 1,42 2,02 14,06

11.4 Robustez

A verificag@o da robustez permite determinar a taxa total de erro do kit artus
CMV LC PCR. 100 amostras de plasma negativas foram contaminadas com
ADN de CMV numa concentracéo final de 170 cépias/ml (aproximadamente
trés vezes a concentracdo dos limites de sensibilidade analiticos). Apés a
extragdo utilizando o kit QlAamp DSP Virus (ver 8.2 Isolamento de ADN),
estas amostras foram analisadas com o kit artus CMV LC 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 purificacdo e da andlise de
100 amostras de plasma negativas para o CMV. Deste modo, a robustez do
kit artus CMV LC PCR é de > 99%.

11.5 Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliagdo regular do
desempenho do kit artus CMV LC PCR, bem como uma comparacdo de
eficiéncia com outros produtos. Estes dados foram obtidos pela participagéo

nos programas de competéncia estabelecidos.
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11.6 Avaliacado diagndstica

O kit artus CMV LC PCR foi avaliado num estudo. Ao comparar o kit
artus CMV LC PCR com o teste COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR®, 177
amostras clinicas de plasma com EDTA foram analisadas retro e
prospetivamente. Todas as amostras foram previamente analisadas positivas
ou negativas utilizando o COBAS AMPLICOR CMV MONITOR para

diagndstico de rotina.

As amostras para testar o kit artus CMV LC PCR foram isoladas através da
adicdo do controlo interno do kit artus CMV LC PCR utilizando o kit QlIAamp
DSP Virus e, posteriormente, analisadas com o Instrumento LightCycler. As
amostras para o teste COBAS AMPLICOR CMV MONITOR foram isoladas e
analisadas de acordo com as instru¢es 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 LC PCR. Todas as 144 amostras que se revelaram negativas com
o teste COBAS AMPLICOR CMV MONITOR também se revelaram negativas
com o kit artus CMV LC PCR. Obtiveram-se 22 resultados discordantes. Os

resultados encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados do estudo de valida¢do comparativo.

TESTE COBAS AMPLICOR CMV MONITOR

- Total
Kit artus CMV + 1 22 33
LC PCR - 0 144 144

Se os resultados obtidos com o teste COBAS AMPLICOR CMV MONITOR
forem considerados como referéncia, a sensibilidade de diagnéstico de todas
as amostras do kit artus CMV LC PCR é de 100%, sendo a especificidade de
diagndstico de 86,7%.
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Uma posterior analise das 22 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 LC PCR.
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12. Limita¢bes da utilizacdo do produto

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

e Para resultados de PCR 6étimos, é necessério que as instru¢cdes do
manual do utilizador sejam rigorosamente observadas.

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

* Embora rara, a ocorréncia de mutagdes nas regides altamente
conservadas do genoma viral cobertas pelos iniciadores (primers)
e/ou sonda do kit pode resultar em sub-quantificagdo ou falha em
detetar a presencga do virus. A validade e o desempenho do ensaio

sdo revistos regularmente.

13. Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre equipamento de laboratério
adequado, luvas descartaveis e Oculos de protegdo. Para obter mais
informagdes, consultar as fichas de dados de seguranca (SDS) adequadas.
Estas estéo disponiveis online no formato PDF, pratico e compacto, no

enderegco 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 o0s
regulamentos de seguranga locais.
14.Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Gestédo da Qualidade Total da QIAGEN, todos
os lotes do kit artus CMV LC PCR sé&o testados face a especificacbes

predeterminadas, para garantir uma qualidade consistente do produto.
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16. Explicacdo dos simbolos

2 Prazo de validade

LOT

Cédigo de lote

Fabricante

REF

Ndmero de catélogo

A NuUmero do material

Manual

Dispositivo médico para diagnostico in vitro
Componentes

CONT Contém

Numero

Numero do item de comércio mundial

]
ZIHEERREE

> Contém o suficiente para <N> testes

S S

Limites de temperatura
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[j—i] Consultar as instrugdes de utilizacdo
Qs Padr3io de quantificagio

iIC Controlo interno

Mg-SoI Solucdo de magnésio
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Esta péagina foi intencionalmente deixada em branco
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Kit artus CMV LC PCR

Marcas comerciais e rendncia de responsabilidade
QIAGEN®, QIAamp®, artus®, BioRobot®, EASYartus®, EZ1® (QIAGEN Group); LightCycler®, AMPLICOR®,
COBAS®, MONITOR® (Roche Diagnostics GmbH).

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

A AQUISICAO DESTE PRODUTO GARANTE AO COMPRADOR DIREITOS AO ABRIGO DE UMA OU
MAIS DAS PATENTES NUMEROS 6,174,670, 7,160,998, 6,569,627 E 6,245,514 NOS ESTADOS
UNIDOS DA AMERICA E RESPETIVOS HOMOLOGOS ESTRANGEIROS PARA UTILIZACAO EXCLUSIVA
DESTE PRODUTO EM SERVICOS DE DIAGNOSTICO IN VITRO EM HUMANOS E ANIMAIS. NAO E
AQUI CONCEDIDA PATENTE GERAL OU OUTRA LICENCA DE QUALQUER TIPO ALEM DESTE DIREITO
DE UTILIZACAO ESPECIFICO RESULTANTE DA COMPRA.

Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e rendncia de responsabilidades especificas do
produto, consultar o manual do utilizador ou o 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 a
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 LC PCR com os seguintes termos:

1. O kit artus CMV LC PCR s6 pode ser usado de acordo com o Manual do Kit artus CMV
LC PCR e apenas para utilizagdio 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 LC 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 utilizagdo ou utilizagdes néo infrinjam os direitos de terceiros.

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

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

5. O comprador e utilizador do kit concorda em ndo 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 proibicées deste Acordo de Licenga Limitada em qualquer Tribunal e ird recuperar
todos os seus custos legais e de investigagdo, incluindo honordrios de advogados, em qualquer
processo destinado a fazer cumprir este Acordo de Licen¢a 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.giagen.com.

© 2007-2014 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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