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Informac0es gerais

Kit

Material de amostra validado
Purificacdo primaria

Volume da amostra (incluindo o volume
excedente)

Conjunto de parametros do ensaio
Conjunto de controles de ensaio padrao
Volume de elui¢édo

Versao de software necessaria

Volume da mistura principal

Volume do modelo

Numero de reacdes

Tempo de execug¢do no médulo AS

artus BK Virus QS-RGQ Kit, Verséo 1
(ref. 4514363)

Plasma humano com EDTA

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit
(ref. 937055)

1200 pL

artus_BKV_plasmal000_V5
Cellfree1000_V7_DSP_artus_BKV
60 pL

Versdo 4.0 ou superior

10 pl

15 pl

6-24

Para 6 reagdes: aproximadamente 8 minutos
Para 72 reagdes: aproximadamente 35 minutos
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Materiais necessarios, mas nao fornecidos

Kit de purificagéo

® QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (ref. 937055)

Adaptadores para o QIAsymphony SP

e Elution Microtube Rack QS (Cooling Adapter, EMT, v2, Qsym, ref. 9020730)
e Estrutura de transferéncia

® Tube Insert 3B (Introdutor, 2.0ml v2, samplecarr. (24), Qsym, ref. 9242083)

Consumiveis para o QIAsymphony SP

e Sample Prep Cartridges, 8-well (ref. 997002)
e 8-Rod Covers (ref. 997004)

e Filter-Tips, 1500 pl (ref. 997024)

e Filter-Tips, 200 pl (ref. 990332)

e Elution Microtubes CL (ref. 19588)

e Tip disposal bags (ref. 9013395)

e Micro tubes 2.0 ml Type H ou Micro tubes 2.0 ml Type | (Sarstedt®, ref. 72.693 e 72.694,
www .sarstedt.com), para uso com amostras e controles internos

Adaptadores e suportes de reagentes para o QIAsymphony AS

® Reagent holder 1 QS (Cooling Adapter, Reagent Holder 1, Qsym, ref. 9018090)
® RG Strip Tubes 72 QS (Cooling Adapter, RG Strip Tubes 72, Qsym, ref. 9018092)

Consumiveis para o QIAsymphony AS

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (ref. 981103)

® Tubes, conical, 2 ml, Qsym AS (ref. 997102) ou Micro tubes 2.0 ml Type | (Sarstedt,
ref. 72.694.005)

e Como alternativa: Tubes, conical, 5 ml, Qsym AS (ref. 997104) ou Tubes with flat base
from PP (Sarstedt, ref. 60.558.001)

e Filter-Tips, 1500 pl (ref. 997024)
e Filter-Tips, 200 pl (ref. 990332)
e Filter-Tips, 50 pl (ref. 997120)

e Tip disposal bags (ref. 9013395)
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Armazenamento e manuseio de amostras

Coleta de amostras

Armazenamento das amostras

Transporte das amostras

Substancias interferentes

Preparo de amostras

Amostra de sangue

5-10 ml de sangue com EDTA

8x no misturador suspenso — sem agitar!

Amostras humanas heparinizadas ndo devem ser usadas.
Separacdo: 20 minutos de centrifugacdo, 800-1600 x g
dentro de 24 horas apds a coleta

Transfira o plasma isolado para um tubo estéril de
polipropileno

A sensibilidade do ensaio pode ser reduzida se as
amostras estiverem congeladas por uma questao de rotina
ou se estiverem armazenados por um longo periodo de
tempo.

Transporte resistente a quebras
Envio dentro de 24 horas

Envio por correio de acordo com as instru¢des legais para
o transporte de material patogénico”

As amostras de sangue devem ser enviadas resfriadas
(2a8°C)

A heparina (210 IU/ml} afeta a PCR. Né@o devem ser
usadas amostras coletadas em tubos que contenham
heparina como anticoagulante ou amostras de pacientes
heparinizados.

Evite a formacg&o de espuma nas amostras ou sobre elas

As amostras devem ser mantidas a temperatura ambiente
(15-25 °C) antes de iniciar o ensaio.

* Associacao Internacional de Transporte Aéreo (International Air Transport Association, IATA).

Dangerous Goods Regulations (Regulamentos para mercadorias perigosas).
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Procedimento

Preparacao do RNA transportador e adi¢cao do controle interno as
amostras

O uso do QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit em combinacdo com o artus BK Virus
QS-RGQ Kit exige a introducdo do controle interno (BK Virus RG IC) no procedimento de
purificacdo para monitorar a eficiéncia do preparo de amostras e do ensaio posterior.

Os controles internos devem ser adicionados com a mistura de RNA transportador (CARRIER) e
Buffer AVE (AVE). O volume total da mistura de controle interno, RNA transportador (CARRIER) e
Buffer AVE (AVE) continua sendo 120 pl.

A tabela representa a adi¢cdo do controle interno ao isolado em uma propor¢do de 0,1 pl por
1yl de volume de elui¢do. E recomendével preparar misturas frescas para cada ensaio logo
antes de sua utilizacao.

Alternativamente, a ferramenta “IC Calculator” (Calculadora IC) no QlAsymphony Management

Console pode ser usada.

Volume (ul) Volume (pl)
Componente (tubos Sarstedt)* (tubos Corning)?
RNA transportador (CARRIER) 5 5
concentrado
Controle interno* 9 9
Buffer AVE 106 106
Volume final por amostra 120 120
(excluindo o volume morto)
Volume total para n amostras (n x 120) + 3608 (n x 120) + 6007

* Micro tubes 2.0 ml Type H e Micro tubes 2.0 ml Type |, Sarstedt, ref. 72.693 e 72.694.

T Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Corning® Inc., ref. 352051; Becton Dickinson era a
antiga fornecedora deste tubo e Corning Inc. é a nova fornecedora).

+ O célculo da quantidade de controle interno baseia-se nos volumes iniciais de eluic&o (90 pl). O volume
morto adicional depende do tipo de tubo de amostra usado.

§ E necesséaria uma mistura de controle interno correspondente a 3 amostras adicionais (ou seja, 360 pl).
Na&o ultrapasse o volume total de 1,92 ml (correspondente ao maximo de 13 amostras). Esses volumes sdo
especificos para Micro tubes 2.0 ml Type H e Micro tubes 2.0 ml Type |, Sarstedt, ref. 72.693 e 72.694).

T E necessaria uma mistura de controle interno correspondente a 5 amostras adicionais (ou seja, 600 pl).
N&o ultrapasse o volume total de 13,92 ml (correspondente ao maximo de 111 amostras). Esses volumes
séo especificos para Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom, Corning Inc., ref. 352051;
Becton Dickinson era a antiga fornecedora deste tubo e Corning Inc. é a nova fornecedora).

Ficha de Aplicacédo do QIAsymphony RGQ artus BK Virus QS-RGQ Kit (tipo de amostra: plasma) 04/2019



Configuracao do QIAsymphony SP

Gaveta “Waste” (Residuos)

Suporte de caixa unitaria, 1-4
Suporte de saco de residuos

Suporte de recipiente de residuos liquidos

Caixas unitarias vazias
Saco de residuos

Esvaziar e instalar o recipiente de residuos
liquidos

Gaveta “Eluate” (Eluato)

Rack de eluicdo

Volume de eluicido™

Elution Microtubes CL em Elution Microtube
Rack QS e estrutura de transferéncia

Usar o compartimento 1, posi¢do de
resfriamento

Volume de elui¢&o selecionado previamente:
60 pul
Volume de eluig&o inicial: 90 pl

* O volume de elui¢éo é selecionado previamente para o protocolo. Esse é o volume minimo acessivel de

eluato no tubo de elui¢éo final. O volume inicial da solugdo de eluicéo é necessario para garantir que o

volume real de eluato seja igual ao volume selecionado previamente.

Gaveta “Reagents and Consumables” (Reagentes e consumiveis)

Posicdes 1 e 2 doRC

Posi¢des dos suportes de rack para
ponteiras, 1-18

Posi¢des do suporte de caixa unitaria, 1-4

Carregue 1 cartucho de reagentes (Reagent
Cartridge, RC) para até 48 amostras ou

2 novos cartuchos de reagentes (RC) para até
96 amostras

Carregue racks de ponteiras com filtro
descartaveis suficientes, 200 pl e 1500 pl
(consulte “Artigos de plastico necessarios
para 1 a 4 lotes de amostra”, na pdgina 7)

Carregue as caixas unitarias com cartuchos
de preparo de amostras e as 8-Rod Covers
(consulte “Artigos de plastico necessarios

para 1 a 4 lotes de amostra”, na pdgina 7)
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Gaveta “Sample” (Amostra)

Tipo de amostra Plasma humano com EDTA

Volume da amostra (incluindo o volume 1200 pL

excedente)

Tubos de amostra Micro tubes 2.0 ml Type H ou Micro tubes
2.0 ml Type | (Sarstedt, ref. 72.693 e 72.694)

Introdutor Tube Insert 3B (ref. 9242083)

Artigos de pléastico necessarios para 1 a 4 lotes de amostra

Um lote, Dois lotes, Trés lotes, Quatro lotes,
Componente 24 amostras®* 48 amostras* 72 amostras* 96 amostras™
Disposable filter-tips, 28 52 76 100
200 plt*
Disposable filter-tips, 113 206 309 402
1500 plt#
Sample prep 21 42 54 72
cartridges®
8-Rod Covers' 3 6 9 12

* O uso de mais de um tubo de controle interno por lote e a execugdo de mais de uma verificagdo de
inventario exige ponteiras com filtro descartaveis adicionais.

T H& 32 ponteiras com filtro por rack para ponteiras.

¥ O numero necessario de ponteiras com filtro inclui as ponteiras com filtro para 1 verificac&o de inventario
por cartucho de reagentes.

§ Ha 28 cartuchos de preparo de amostras por caixa unitaria.

T Ha doze 8-Rod Covers por caixa unitaria.
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Configuracao do QIAsymphony AS

Consumiveis

Durante a configuracdo, as posicdes adequadas de cada consumivel no modulo QIAsymphony
AS sao indicadas na tela sensivel ao toque do instrumento.

Nome na tela sensivel ao Para uso com adaptador/
Consumivel toque suporte de reagentes
Strip Tubes and Caps, QIA#981103 .
0.1 ml (250) *StripTubes 0.1 RG Strip Tubes 72 QS
Tubes, conical, 2 ml, QIA#997102 Reagent holder 1 QS
Qsym AS (500)* *T2.0 ScrewsSkirt®
Tubes, conical, 5 ml, QIA#997104 Reagent holder 1 QS
Qsym AS (500)t* *T5.0 ScrewsSkirt®

* Indica o material de laboratério que pode ser resfriado usando um adaptador de resfriamento com cédigo
de barras.

T Para componentes da mistura principal, mistura principal preparada pelo sistema, padrées do ensaio e
controles do ensaio.

¥ Como alternativa, podem ser usados os tubos Sarstedt descritos em “Materiais necessarios, mas né&o
fornecidos”, na pdgina 3.

8 O sufixo “[m)” na tela sensivel ao toque indica que os cdlculos de nivel de liquido do tubo correspondente
foram otimizados para reagentes que formam um menisco céncavo.

Adaptadores e suportes de reagentes

Rack/suporte de reagentes Nome NUmero necessario”
Suportes de reagentes Reagent holder 1 QS 1
Racks de amostra RG Strip Tubes 72 QS 1

T Calculado para um ensaio com 72 reagdes.

Ponteiras com filtro

Carregue os racks para ponteiras com os compartimentos 1, 2 e 3 na gaveta “Eluate and
Reagents” (Eluato e reagentes) e, em seguida, carregue os racks para ponteiras nos
compartimentos 7, 8 e 9 na gaveta “Assays” (Ensaios).

Nome na tela Numero minimo Numero minimo
Consumivel sensivel ao toque  para 24 reacdes para 72 reacdes
Filter-Tips, 1500 pl (1024) 1500 l 3 4
Filter-Tips, 200 pl (1024) 200 ul 5 5
Filter-Tips, 50 pl (1024) 50 ul 25 73
Tip Disposal Bags - 1 1
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PCR no Rotor-Gene Q*

Consulte a ficha de protocolo especifica do software, Configuracdes para executar os artus QS-
RGQ Kits, em www.giagen.com/products/artusbkviruspcrkitce.aspx para obter mais detalhes
sobre o protocolo.

Configurac@es especificas do artus BK Virus QS-RGQ Kit

Com o software Rotor-Gene® Q 2.1 ou superior, as configuracGes especificas sdo exibidas abaixo.

Reaction Volume (Volume de reacao) (uL) 50

Embora o volume de reagéo fisica seja 25 yl,

certifique-se de selecionar 50 para o volume

de reagdo no software do Rotor-Gene Q.
Hold (Espera) Temperatura em espera: 95 graus

Tempo de espera: 10 minutos

Cycling (Ciclagem) 45 vezes
95 graus para 15 segundos

65 graus para 30 segundos (Adquirir no
canal Green, Orange e ativar fungdo de
touchdown por 10 ciclos)

72 graus para 20 segundos

Auto-Gain Optimisation Setup (Configuragdo 65 graus (Amostras: Green; IC: Orange)
de otimizagao de ganho automatico)

Interpretacao dos resultados

Esta secéo descreve a interpretacéo dos resultados no Rotor-Gene Q. Para a andlise do fluxo de
trabalho completo da amostra até o resultado, avalie também as informacdes de status da
amostra dos arquivos de resultado do QIAsymphony SP/AS. Devem ser usadas apenas amostras
com um status valido.

O artus BK Virus QS-RGQ Kit pode ser executado no Rotor-Gene Q usando analise manual com
o software Rotor-Gene Q 2.1 ou superior. As se¢des a seguir descrevem a interpretacdo dos
resultados com o uso do software Rotor-Gene Q 2.1 ou superior.

* Caso aplicavel, um instrumento Rotor-Gene Q 5plex HRM com data de fabricacéo de janeiro de 2010 ou
posterior. A data de fabricag&o pode ser determinada pelo nimero de série na parte traseira do instrumento. O
nimero de série estd no formato “mmaannn”, sendo que “mm” indica o més de fabricacdo em digitos, “aa”
indica os Ultimos dois digitos do ano de fabricacdo e “nnn” indica o identificador Gnico do instrumento.
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Detecgéo de sinal e concluses

Resultado
Sinal no canal  Sinal no canal quantitativo
Cycling Green  Cycling Orange (copias/ml) Interpretacéo

Sim Sim <26,7 Resultado valido: DNA do virus
BK detectado, <50 cépias/ml.

N&o foi possivel fazer a quantificacéo,
pois o resultado quantitativo esta
abaixo do limite de deteccdo. A
reprodutibilidade do resultado positivo
nao é garantida.

Sim Sim >26,7 e <50 Resultado valido: DNA do virus
BK detectado, <50 cépias/ml.
Na&o foi possivel fazer a quantificacéo,
pois o resultado quantitativo esta
abaixo do intervalo linear do ensaio.

Sim Sim/Nao* >50 e Resultado valido: DNA do virus
<9,3x 107 BK detectado na concentracéo calculada.
O resultado quantitativo esta dentro do
intervalo linear do ensaio.

Sim Sim/Nao* >9,3 x 107 Resultado valido: DNA do virus
BK detectado, >9,3 x 107 cépias/ml.

Na&o foi possivel fazer a quantificacéo,
pois o resultado quantitativo esta acima
do intervalo linear do ensaio.’

Nao Sim - Resultado valido: Nenhum DNA do
virus BK detectavel.*

Nao Nao - Resultado invalido: Nenhum resultado
pode ser concluido.®

* Neste caso, é dispensavel a detecgdo de um sinal do canal Cycling Orange, dado que as concentragdes
iniciais altas do DNA do virus BK (sinal positivo no canal Cycling Green) podem levar a um sinal
fluorescente reduzido ou ausente do controle interno no canal Cycling Orange (concorréncia).

T Se a quantificac&o for desejada, dilua a amostra com plasma sem o virus BK e reprocesse. Multiplique o
resultado quantitativo da amostra reprocessada pelo fator de dilui¢&o.

* Se o valor de Cr para o controle interno de uma amostra negativa for maior em mais de 3 ciclos do que o
valor de Cr do controle interno do NTC no ensaio (Cramostraic — C1 1c n1c >3), & amostra devera ser tratada
como invalida. Nenhum resultado pode ser concluido.

8 As informagdes a respeito das origens dos erros e suas solugdes encontram-se no “Guia de solugdo de
problemas” do Manual do artus BK Virus QS-RGQ Kit.
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Configuracéo de limiar da andlise de PCR

As configuragdes ideais de limiar de uma determinada combinac¢&o do instrumento Rotor-Gene Q e
do artus QSRGQ Kit devem ser definidas empiricamente, testando cada combinac¢&o, dado que se
trata de um valor relativo que depende do fluxo de trabalho global do diagnéstico. O limiar pode ser
definido em um valor preliminar de 0,04 para a analise do primeiro ensaio de PCR, mas esse valor
deve ser ajustado em uma analise comparativa dos proximos ensaios do fluxo de trabalho. O limiar
deve ser definido manualmente, logo acima do sinal de fundo dos controles negativos e amostras
negativas. O valor médio do limiar calculado a partir desses experimentos provavelmente funcionara
para a maioria dos proximos ensaios, mas o usuario deve, ainda assim, analisar o valor do limiar
gerado regularmente. Normalmente, o valor do limiar ficara no intervalo de 0,03 a 0,05 e deve ser

arredondado para, no maximo, trés casas decimais.
Quantificacao

Os padrfes de quantificacdo (Virus BK QS 1-4) no artus BK Virus QSRGQ Kit séo tratados como
amostras purificadas previamente e o mesmo volume é usado (15 pl). Para gerar uma curva padréo
nos instrumentos Rotor-Gene Q, os 4 padrfes de quantificagdo devem ser utilizados e definidos na
caixa de didlogo Edit Samples (Editar amostras) no instrumento Rotor-Gene Q como padrbes com as
concentragoes especificadas (consulte 0 manual do usuario do instrumento).

Observagdo: Os padrdes de quantificacdo séo definidos como copias/pl no eluato. A equagédo a
seguir deve ser aplicada para a conversdo dos valores determinados utilizando a curva padréo
em copias/ml do material de amostra.

Resultado no eluato (copias/pl) x volume de eluicdo
Resultado em material inicial (90 ply*

de amostra (copias/ml)
Volume da amostra (ml)

Por uma questdo de principio, o volume de amostra inicial deve ser inserido na equa¢&o acima.
Isso deve ser considerado quando o volume da amostra tiver sido alterado antes da extragéo do
acido nucleico (por exemplo, diminuindo o volume por centrifugacdo ou aumentando o volume
ao completar o volume necessario ao isolamento).

* O calculo baseia-se nos volumes iniciais de elui¢do (90 pl).
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Exemplos de reactes de PCR positivas e negativas

o
N
a

Fluor. norm.

0,05
Limiar NTC
0 ———
5 10 15 20 25 a0 s P 5

Ciclo
Detec¢éo de padrdes de quantificacdo (Virus BK QS 1-4) no canal de fluorescéncia Cycling Green.
NTC: No template control (Controle sem amostra) (controle negativo).

QS 1-4 + NTC

Fluor. norm.

S T
Limiar

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Ciclo

Deteccéo do controle interno (Internal Control, IC) no canal de fluorescéncia Cycling Orange com
amplificagdo simultanea dos padrdes de quantificagdo (Virus BK QS 1-4). NTC: No template
control (Controle sem amostra) (controle negativo).
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Historico de revisées do documento

R2, Abril 2019 Remogédo do rodapé com relagdo a configuragdo de 216 ensaios.
Alteracdo para as novas versdes dos protocolos do QIAsymphony.
Atualizacdo dos materiais exigidos para a configuracdo de, no
maximo, 72 reagfes. Adicdo de informacdes sobre o uso da
ferramenta “IC Calculator” (Calculadora IC) do QMC. Atualizacdo
do nome dos materiais de laboratério Corning (previamente Becton
Dickinson). Adicao de configuragfes especificas de ensaio para o
Rotor-Gene Q (volume, uso da fungdo de touchdown, aquisi¢des).
Adicdo de informacBes sobre a interpretacdo de resultados para
incluir o caso “positivo para patégenos e negativo para IC”.
Remogdo de instruces sobre o uso do Rotor-Gene AssayManager®;
alteracdo da redacd@o de RT-PCR para PCR a fim de tornar mais
claro; esclarecimento da diferenca entre eluato e concentragdo de
amostra no célculo de quantificagdo

Para obter informages de licenciamento atualizadas e isen¢des de responsabilidade especificas
do produto, consulte o manual do usuario ou o manual do kit QIAGEN correspondente. Os
manuais do usuario e os manuais de kits QIAGEN estdo disponiveis em www.qgiagen.com ou
podem ser solicitados a Assisténcia Técnica da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.

Marcas registradas: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene®; Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); Corning® (Corning Inc.); Sarstedt®
(Sarstedt AG and Co.). Os nomes registrados, marcas registradas etc. utilizados neste documento, mesmo quando n&o marcados especificamente como tal, devem ser

considerados protegidos pela lei.
04/2019 HB-0399-501-002 © 2012-2019 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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