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A QIAGEN é uma empresa de referéncia em matéria de:

B Purificacdo de ADN, ARN e proteinas

B Enscios de dcidos nucleicos e proteinas

B Investigacdo em microARN e ARNi

B Automatizacdo de tecnologias de amostragem e ensaio

A nossa missdo € permitir ao utilizador alcangar um grande sucesso,
bem como resultados notdveis. Para mais informacodes, visite
www.giagen.com.
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artus Parvo B19 RG PCR Kit

Para utilizagdo com o instrumento Rotor-Gene Q.

1. indice

Titulo N.° de catalogo 4504263
e contetido 24 reagdes
A Parvo B19 RG/TM Master 2x12rxns
3 Parvo B19 RG/TM QS 17 1 x 105 [U/ul 1x200 pl
3 Parvo B19 RG/TM QS 2° 1 x 10* 1U/ul 1x200 i
3 Parvo B19 RG/TM QS 3° 1 x 10° 1U/ul 1 x 200 pl
W Parvo B19 RG/TM QS 4° 1 x 102 IU/ul 1% 200 i
3 Parvo B19 RG/TM QS 5 1 x 10" [U/ul 1x200 pl
Parvo B19 RG/TM IC* 1 x 1000 pl
Branco Agua (grau PCR) 1%1000 pl

QS = Quantitation Standard (Padréo de quantificagéo)
IC = Internal Control (Controlo interno)

2. Conservagao

Os componentes do artus Parvo B19 RG PCR Kit devem ser conservados a
uma temperatura entre —15 °C e —30 °C e permanecem estaveis até ao prazo
de validade impresso no rotulo. A repetida descongelacdo e congelagéo
(> 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, nao se deve ultrapassar um periodo de cinco horas.
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3. Materiais e dispositivos adicionais necessarios

Luvas de laboratdrio isentas de po

Kit de isolamento de ADN (ver Secg¢éo 9.1 Isolamento de ADN)
Pipetas (ajustaveis)

Pontas de pipetas estéreis com filtros

Misturador vortex

Centrifuga de mesa com rotor para tubos de reagdo de 2 ml
Instrumento Rotor-Gene Q com a versao de software 2.3 ou posterior
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, para utilizar com rotor de 72 pogos
(N.° de catalogo 981103 ou 981106)

Bloco de refrigeragdo (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, N.° de
catalogo 9018901)

4. Precaucgoes gerais

O utilizador deve ter sempre em atengéo o seguinte:

Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.

Armazenar e extrair materiais positivos (amostras, controlos e
fragmentos amplificados) separadamente dos restantes reagentes e
adiciona-los a mistura de reagdo numa unidade situada num espaco
separado.

Descongelar completamente todos os componentes a temperatura
ambiente antes de dar inicio a um ensaio.

De seguida, misturar completamente e centrifugar brevemente os
componentes.

Trabalhar rapidamente em gelo ou num bloco de refrigeracéo (bloco

de carregamento de 72 pogos).
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5. Utilizagao prevista

O artus Parvo B19 RG PCR Kit & um teste in vitro de amplificagdo de acido
nucleico para a detegdo e quantificagdo do ADN do parvovirus B19 em soro
humano ou plasma tratado com EDTA. O kit utiliza uma reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real e esta configurado para ser utilizado com o
QlAamp UltraSens Virus Kit, o QlAamp DNA Mini Kit e o instrumento Rotor-
Gene Q.

O kit ndo se destina a utilizagdo como teste de rastreio de sangue/produtos
sanguineos para a infegéo por parvovirus B19. O artus Parvo B19 RG PCR

Kit destina-se a utilizagdo em diagnostico in vitro por profissionais de saude.

6. Informagoes acerca do agente patogénico

A maioria das infegbes pelo parvovirus B19 sédo clinicamente assintomaticas.
Os sintomas de uma infegdo aguda pelo parvovirus B19 assemelham-se aos
de uma gripe, mas poderdo também identificar-se com os da rubéola e,
especialmente em adultos, com os do reumatismo. O parvovirus B19 constitui
a principal causa das crises aplasticas em doentes com anemia hemolitica.
Observam-se, por vezes, graves complicagdes fetais, especialmente na

sequéncia de infe¢des maternas durante o segundo e terceiro trimestres.

7. Principio da PCR em Tempo Real

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

reacao apods o ensaio de PCR (Mackay, 2004).
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8. Descrig¢ao do produto

O artus Parvo B19 RG PCR Kit é um sistema pronto-a-utilizar para a detegao
de ADN do parvovirus B19 através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
no instrumento Rotor-Gene Q. O Parvo B19 RG/TM Master contém reagentes
e enzimas para a amplificagdo especifica de uma regido de 76 bp do genoma
do parvovirus B19 e para a detegdo direta de fragmentos amplificados
especificos no canal de fluorescéncia Cycling A.Green (Ciclagem A Verde) do
instrumento Rotor-Gene Q. Ao mesmo tempo, o artus Parvo B19 RG PCR Kit
contém um segundo sistema de amplificacdo heterélogo para identificar uma
possivel inibigdo da PCR. Este é detetado como um controlo interno (IC) no
canal de fluorescéncia Cycling A.Yellow (Ciclagem A Amarelo). O limite de
deteg@o da PCR analitica do parvovirus B19 (ver seccédo 12.1 Sensibilidade
analitica) ndo ¢é reduzido. S&do fornecidos controlos positivos externos
(Parvo B19 RG/TM QS 1-5) que permitem a determinagdo da carga de
agente patogénico. Para mais informacdes, consulte a secgao

9.3 Quantificacao.

9. Protocolo

9.1 Isolamento de ADN

Os kits de isolamento de ADN podem ser fornecidos por diversos fabricantes.
A quantidade de amostras para o procedimento de isolamento de ADN

depende do protocolo usado. Realizar o isolamento de ADN de acordo com

as instrugdes do fabricante. Recomendam-se os seguintes kits de isolamento:

Material de | Kit de isolamento de | Numero de . ARN
aci i 5 Fabricante
amostra acido nucleico catalogo transportador
QlAamp® UltraSens® )
Virus Kit (50) 53704 QIAGEN contém
Soro, plasma
QlAamp o
DNA Mini Kit (50) 51304 QIAGEN | nZo incluido
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A adigdo de ARN transportador é de grande importancia para a

eficiéncia e, com isso, para o rendimento do ADN/ARN. Se o kit de

isolamento selecionado n&o contiver ARN transportador, ter em atencéo

que a adigao de transportador (RNA-Homopolymer Poly[A], Amersham

Biosciences, n.° de catdlogo 27-4110-01) é altamente recomendada para

a extracdo de acidos nucleicos de fluidos corporais isentos de células e

material com baixo conteiudo de ADN/ARN (por exemplo, LCR). Proceder

da seguinte forma nestes casos:

a)

b)

Ressuspender o ARN transportador liofilizado utilizando tampéo de
eluicdo (ndo utilizar tampéao de lise) do kit de extragéo (por exemplo,
tampédo AE do QlAamp DNA Mini Kit) e preparar uma diluigdo com
uma concentragdo de 1 pg/upl. Dividir esta solugdo de ARN
transportador num numero de aliquotas adequadas as necessidades
e conserva-las entre -15 °C a -30 °C. Evitar a repetida
descongelagdo (> 2 x) de uma aliquota de ARN transportador.

Utilizar 1 ug de ARN transportador por 100 pl de tampéao de lise. Por
exemplo, se o protocolo de extragéo sugerir 200 yl de tampao de lise,
adicionar 2 yl de ARN transportador (1 pg/ul) diretamente ao tampéao
de lise. Antes de iniciar cada extragdo, devera ser preparada no
momento uma mistura de tampao de lise e ARN transportador (e
controlo interno, quando aplicavel, ver secgao 9.2 Controlo interno)

de acordo com o seguinte esquema de pipetagem:

Numero de amostras ‘ 1 12

= . por exemplo, por exemplo,
Tampao de lise 200 ul 2400 i
ARN transportador (1 pg/pl) 2l 24 pl
Volume total 202 pl 2424 i
Volume por extragao 200 pl cada 200 pl
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c) Usar a recém preparada mistura de tampdo de lise e ARN
transportador imediatamente para extragdo. Nao é possivel conservar
a mistura.

e 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 QlAamp UltraSens
Virus Kit, recomendamos o seguinte procedimento que difere do indicado
no manual do utilizador do kit de extragao:

a. Ressuspender o ARN transportador liofilizado antes da primeira
utilizacdo do kit de extragdo em 310 yl de tampdo de eluigdo
fornecido com o kit (concentragéo final de 1 pg/pl, ndo utilizar tampéao
de lise). Repartir esta solugdo de ARN transportador num nimero de
aliquotas adequadas as necessidades e conserva-las entre —15 °C a
—30 °C. Evitar a repetida descongelagdo (> 2 x) de uma aliquota de
ARN transportador.

b. Antes de iniciar cada extragdo, devera ser preparada no momento
uma mistura de tampdo de lise e ARN transportador (e controlo
interno, quando aplicavel, ver sec¢do 9.2 Controlo interno) de

acordo com o seguinte esquema de pipetagem:

Numero de amostras ‘ 1 12

Tampao de liset AC 800 pl 9600 pl
ARN transportador (1 pg/ul) 5,6 ul 67,2 pl
Volume total 805,6 ul 9667,2 ul
Volume por extracado 800 pl cada 800 pl

c. Usar a recém-preparada mistura de tampdo de lise e ARN
transportador imediatamente para extragdo. N&o ¢é possivel

conservar a mistura.
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* Recomenda-se eluir o ADN em 50 pl de tamp&o de eluigdo para obter a
maxima sensibilidade do artus Parvo B19 RG PCR Kit.

* O QlAamp UltraSens Virus Kit permite a concentragdo de uma amostra.
Caso seja utilizado material de amostra diferente de soro ou plasma,
adicionar, pelo menos, 50% (v/v) de plasma humano negativo a amostra.

e Durante a utilizacdo de protocolos de isolamento com tampdes de
lavagem que contém etanol, efetuar sempre, antes da eluigdo, uma
centrifugagéo adicional (trés minutos, 13 000 rpm) para a eliminagédo dos
residuos de etanol. Isto evita possiveis inibigdes da PCR.

* O artus Parvo B19 RG PCR Kit ndo deve ser usado com métodos de

isolamento baseados em fenol.

Importante: O controlo interno do artus Parvo B19 RG PCR Kit pode ser
utilizado diretamente no procedimento de isolamento (ver secgao

9.2 Controlo interno).

9.2 Controlo interno

E fornecido um controlo interno (Parvo B19 RG/TMIC). Isto permite ao
utilizador controlar o procedimento de isolamento de ADN e verificar a
possivel inibigdo da PCR (ver a Fig. 1). Para este fim, adicionar o controlo
interno numa relagao de 0,1 yl por 1 pl do volume de eluigdo no isolamento.
Por exemplo, ao utilizar o QlAamp UltraSens Virus Kit, o ADN é eluido em 50
ul de tampao AVE. Dai que, devem ser adicionados 5 ul de controlo interno. A
quantidade de controlo interno acrescentada depende apenas do volume de
eluigdo. O controlo interno e o ARN transportador (ver secgao

9.1 Isolamento de ADN) s6 devem ser acrescentados a

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

* diretamente ao tampéao de lise.

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

apos ser preparada (a conservagao 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 extragédo). Naoadicionar o controlo internoe o ARN transportador

diretamente na amostra.

O controlo interno pode ser utilizado, opcionalmente, exclusivamente para o
controlo de uma possivel inibigio da PCR (ver a Fig.2). Para isso,
adicionar 2 pyl de controlo interno por reagdo, diretamente a 30 ul de
Parvo B19 RG/TM Master. Para cada reagcdo de PCR, utilizar 30 yl de
Master Mix produzida conforme descrito acima* e adicionar 20 yl de amostra
purificada. Em caso de preparagdo de um ensaio de PCR para varias
amostras, aumentar o volume de Parvo B19 RG/TM Master e de controlo
interno de acordo com o numero de amostras (ver secgao 9.4 Preparagao
da PCR).

9.3 Quantificagao

Os padrées de quantificagdo fornecidos (Parvo B19 RG/TM QS 1 - 5) sao
tratados como amostras previamente purificadas e utilizados no mesmo
volume (20 pl). Para gerar uma curva padréo no instrumento Rotor-Gene Q,
devem ser utilizados os cinco padrées de quantificagdo e definidos na janela
do menu Edit Samples (Editar amostras) como padrdes com as
concentragdes especificadas (ver o Manual de utilizador do Rotor-Gene Q). A
curva padrdo gerada, tal como indicado acima, também pode ser utilizada
para ensaios subsequentes, desde que utilizado, pelo menos, um padrao de
uma determinada concentragdo no ensaio atual. Para isso, a curva padréo
anteriormente gerada deve ser importada (ver o Manual de utilizador do
Rotor-Gene Q). No entanto, este método de quantificagdo pode originar

resultados erroneos devido a variabilidade entre diferentes ensaios de PCR.

Atencado: Os padrées de quantificagdo sao definidos em IU/ul. Para a
conversao dos valores apurados com base na curva padrdo em Ul/ml de

amostra, deve-se utilizar a seguinte formula:

* O aumento de volume causado pela adicdo de controlo interno é desprezavel na
preparagdo do ensaio por PCR. A sensibilidade do sistema de detegdo nédo é
comprometida.
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Resultado no eluato

Resultado no e
(IU/pl) x Volume de eluigéo (ul)

material de amostra =
(IU/ml)

Volume de amostra (ml)

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

adicionando ao volume necessario para o isolamento).

9.4 Preparagao da PCR

Certificar-se de que o bloco de refrigeragao (acessério do instrumento Rotor-
Gene Q) é previamente arrefecido até +4 °C. Colocar o nimero pretendido de
tubos de PCR no bloco de refrigeracdo. Assegurar-se de que, pelo menos,
um dos padrées de quantificagdo e um controlo negativo (agua, grau de PCR)
sdo incluidos por ensaio de PCR. Para gerar uma curva padrao, utilizar todos
os padrbes de quantificagdo fornecidos (Parvo B19 RG/TM QS 1 - 5) para
cada ensaio de PCR. Antes de cada utilizagao, todos os reagentes tém de ser
completamente descongelados, misturados (por pipetagem repetida para

cima e para baixo ou por agdo rapida do vortex) e brevemente centrifugados.

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 secgao 9.2 Controlo interno). Neste
caso, utilizar o seguinte esquema de pipetagem (ver esquema reproduzido na
Fig. 1):

Numero de amostras 1 12 ‘

= Parvo B19 RG/TM Master 30 pl 360 pl
1. Preparagao

da Master Mix Parvo B19 RG/TM IC (Y]] O pl
Volume total 30 pl 360 pl
2. Preparagao Master Mix 30 pl 30 pl cada
do ensaio por Amostra 20 pl 20 pl cada
PCR Volume total 50 pl 50 pl cada
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Caso pretenda utilizar o controlo interno exclusivamente para o controlo de
uma inibicio da PCR, entdo adicione-o diretamente ao
Parvo B19 RG/TM Master. Neste caso, utilizar o seguinte esquema de

pipetagem (ver esquema reproduzido na Fig. 2):

Numero de amostras 1 12 ‘

= Parvo B19 RG/TM Master 30 pl 360 pl
1. Preparagao

da Master Mix Parvo B19 RG/TM IC 2l 24 ul
Volume total 32 yl* 384 pl
2. Preparacao Master Mix 30 pl 30 pl cada
do ensaio por Amostra 20 pl 20 pl cada
PCR Volume total 50 pl 50 pl cada

Pipetar 30 pl de Master Mix (mistura principal) para cada tubo de PCR. De
seguida, adicionar 20 yl de ADN da amostra eluida em cada tubo e misturar
bem pipetando para cima e para baixo varias vezes. Da mesma forma,
deverao ser utilizados 20 pl de, pelo menos, um dos padrées de quantificagdo
(Parvo B19 RG/TM QS 1-5) como controlo positivo e 20 pul de agua
(agua, grau de PCR) como um controlo negativo. Fechar os tubos de PCR.
Ter atengdo para que o anel de aperto (acessoério do instrumento Rotor-
Gene Q) seja colocado na parte superior do rotor para evitar a abertura

acidental dos tubos durante o ensaio.

* O aumento de volume causado pela adigdo de controlo interno é desprezavel na
preparagdo do ensaio por PCR. A sensibilidade do sistema de detegdo nédo é
comprometida.

14 Manual do artus Parvo B19 RG PCR Kit 06/2018



Adicgéao do controlo interno para a purificagao

Fig. 1: Fluxo esquematico da operagdo para o controlo da
purificagéo e da inibigdo da PCR.

*Certificar que as solugdes estdo totalmente descongeladas,
bem misturadas e brevemente centrifugadas.
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Adicéo do controlo interno no artus Master

Fig. 2: Fluxo esquematico da operacdo para o controlo da inibigao
da PCR.

*Certificar que as solugdes estdo totalmente descongeladas,
bem misturadas e brevemente centrifugadas.

16 Manual do artus Parvo B19 RG PCR Kit 06/2018



9.5 Programar o instrumento Rotor-Gene Q

Para a detecdo de ADN do Parvo B19, criar um perfil de temperatura no

instrumento Rotor-Gene Q de acordo com 0s cinco passos seguintes (ver

Fig. 4 -7).
A. Definicdo dos pardmetros gerais de ensaio Fig. 4
B. Ativacao inicial da enzima de comego quente Fig. 5
C. Amplificagdo do ADN Fig. 6
D. Ajuste da sensibilidade do canal de fluorescéncia Fig. 7
E. Inicio do ensaio no instrumento Rotor-Gene Q Fig. 8

Todas as especificagdes sédo referentes ao Rotor-Gene com a versdo de
software 2.3. E possivel encontrar mais informagdes sobre a programagéo do

instrumento Rotor-Gene Q no Manual de utilizador do Rotor-Gene Q.

Em primeiro lugar, selecionar "Empty Run" (Execugéo vazia) no separador
Advanced (Avangado) da caixa de dialogo "New Run" (Nova execucao). No
painel "Rotor Type" (Tipo de rotor), selecionar "72-Well Rotor" (Rotor de
72 pogos), marcar a caixa "Locking Ring Attached" (Anel de aperto anexado)

e clicar em "Next" (Seguinte).
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Welcome to the Advanced Bun Wizard!

— Fotor Type

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard <4 Back Mewt »»

Fig. 3: Ecra de boas-vindas do assistente de nova execugéo.

Em seguida, introduzir o volume de reagédo de PCR na janela do menu

seguinte, New Run Wizard (Assistente de nova execugéo) (ver Fig. 4).
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Mew Run Wizard

Thig gcreen digplays mizcellaneous options for the rn. Complete the fields, ;hlis box ‘ljiwla-"'s .
clicking Mext when you are ready to mave to the nest page. tlfepwoi;a?d?n;zrlt:ellg
Dperator : on an item, hower
P . I wour mouse aver the
N . item for help. You
@lizs: can alzo click on a
combo box to display
help about itz
available zettingsz.
Reaction |5 = 7 Apply Ambient Air Correction
“alume [pL): f [ e Apely
Sample Layout : |1, 2.3 ;I
SkipWwizard | ¢ Back Newts> |

Fig. 4: Definigdo dos parametros gerais de ensaio.

A programacgéo do perfil de temperatura é realizada ativando o botdo Edit
(Editar) na janela do menu seguinte, New Run Wizard (Assistente de nova

execucdo) (ver Fig. 5 e 6).
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2 I | @
New Open SaveAs | Help
The un wil take approsimately 111 minute(s) to complete. The araph below represents the fun to be performed

Click on & cycle below to madify it

Insest after

Cycing —
Insert before

Remaove

Hold Temperature 95 |
Hold Time 10 |mins 0 |secs

Fig. 5: Ativagao inicial da enzima de comego quente.

@, € | @
New Open Saveds | Help
The run will take approsimately 111 minutels] to complets. The graph below represents the run to be performed -

Click an a cpele below ta modiy it
Hald

Insert after...

Insert befare..

Fiemave
This cycle rspeats 45 | times).

Click on ane of the steps below ta madify it, or press + or - to add and remave steps for this cycle.

Timed Step ~| =]
95°C for 15 secs
550 —
30 seconds
Acquiing to Cyeling 4 72 for 20 secs
on Green, Yelow
T —— 55 for 30 secs
I~ LongRange

I~ Tauchdown

Fig. 6: Amplificacdo do ADN.
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O intervalo de detegdo dos canais de fluorescéncia tem de ser determinado
de acordo com as intensidades de fluorescéncia nos tubos de PCR. Este
ajuste é realizado na janela do menu Auto Gain Optimisation Setup
(Configuragdo de otimizagdo de autoaquisigdo) (ativagdo na janela do menu
New Run Wizard [Assistente de nova execugdo] em Gain Optimisation
[Otimizagdo de aquisi¢éo]). Definir a temperatura de calibragdo para a
temperatura de hibridizacdo do programa de amplificagdo (ver Fig. 7),

selecionar "Optimise Acquiring" (Otimizar aquisi¢éo) e iniciar o procedimento.

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization :
oy Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at

W5 ! - S :

58 different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistiy you are performing.

Set temperature to |55 ﬂdegrees.

Optimize Al | O ptimize Acquinng |

[~ Perform Optimisation B efore 13t Acquisition

[~ Perform Optimization &t 55 Degrees At Beginning OF Run

Channel Settings

| | fdd..

MName | Tube Pogition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | b 3 Gain Edit... |

Voo 1 i 0 | e |
Remove 4l

£ >

Start | Manual... Cloze Help

Fig. 7: Ajuste da sensibilidade do canal de fluorescéncia.

Os valores de aquisigdo determinados pela otimizagdo de autoaquisicdo sdo
guardados automaticamente e enumerados na Ultima janela do menu do

procedimento de programacéo (ver Fig. 8).
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New Run Wizard

Summary :
Setting | Walue |
Green Gain 5
ellow Gain 5
Raotar 72well Rotor
Sample Layout 1.2.3. ..
Reaction Yolume [in microliters] 50

Start Run

Once you've confirmed that pour run settings are corect, click Start Run to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings For future runs.

Skip Wizard << Back

Fig. 8: Inicio do ensaio no instrumento Rotor-Gene Q.

10. Analise de dados

A andlise de dados é efetuada com o software Rotor-Gene de acordo com as

instrugdes do fabricante (Manual de utilizador do Rotor-Gene Q).
Os seguintes resultados podem ser obtidos:

1. E detetado um sinal no canal de fluorescéncia Cycling A.Green
(Ciclagem A Verde).

O resultado da analise é positivo: A amostra contém ADN
do parvovirus B19.

Neste caso, é dispensavel a detegdo de um sinal no canal Cycling A.Yellow
(Ciclagem A Amarelo), uma vez que concentragdes iniciais elevadas de ADN do
parvovirus B19 (sinal positivo no canal Cycling A.Green (Ciclagem A Verde)) podem
originar um sinal de fluorescéncia reduzido ou ausente do controlo interno no

canal Cycling A.Yellow (Ciclagem A Amarelo) (concorréncia).
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2. Nao é detetado sinal no canal de fluorescéncia Cycling A.Green
(Ciclagem A Verde). Ao mesmo tempo, surge um sinal do controlo interno

no canal Cycling A.Yellow (Ciclagem A Amarelo).

Na amostra ndo é detetavel ADN do parvovirus B19. Pode ser

considerada negativa.

No caso de uma PCR negativa para o parvovirus B19, o sinal detetado do controlo

interno exclui a possibilidade de inibicdo da PCR.

3. Nao é detetado sinal no canal Cycling A.Green (Ciclagem A Verde) ou
Cycling A.Yellow (Ciclagem A Amarelo).
Nao pode inferir-se qualquer resultado.

E possivel encontrar informagdes sobre fontes de erros e respetivas solugdes na

seccdo 11. Resolugao de problemas.

Séao fornecidos exemplos de reagdées de PCR positivas e negativas na Fig. 9

e na Fig. 10.
[Nom. Fluoro.
0,25
QS5 &

03

0,15
QS 2
01
Qs 1\

0.0 o

0 _ % NTC
2| [ 5 Mo 5 20 25 30 35 K TiCycle|

Fig. 9: Detecéo dos padrées de quantificagcdo

(Parvo BI9 RG/TM QS 1-5) no canal de fluorescéncia
Cycling A.Green (Ciclagem A Verde). NTC: nenhum controlo
de modelo (controlo negativo).
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[Norm. Fluoro.

0.45]
04
03|
03

0.25|

9 5 0 "5 20 25 T30 35 40 Cycle,

Fig. 10: Detecédo do controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
Cycling A.Yellow (Ciclagem A Amarelo) com amplificagéo
simultanea dos padrées de quantificagdo
(Parvo B19 RG/TM QS 1-15). NTC: non-template control
(controlo negativo).

11.Resolugao de problemas

Nenhum sinal com controlos positivos (Parvo B19 RG/TM QS 1-5) no
canal de fluorescéncia Cycling A.Green (Ciclagem A Verde):
e O canal de fluorescéncia selecionado para analise dos dados de PCR
ndo cumpre o protocolo.
= Para a analise de dados, selecionar o canal de fluorescéncia A.Green
para a PCR analitica do parvovirus B19 e o canal de fluorescéncia
A.Yellow para a PCR do controlo interno
¢ Programagéo incorreta do perfil de temperatura do instrumento Rotor-
Gene Q.
> Comparar o perfil de temperatura com o protocolo (ver

secg¢ao 9.5 Programar o instrumento Rotor-Gene Q).

24 Manual do artus Parvo B19 RG PCR Kit 06/2018



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

secgao 9.4 Preparagao da PCR) e, se necessario, repetir a PCR.

* As condi¢des de conservagao para um ou mais componentes do kit ndo
cumprem as instrugbes fornecidas na secgao 2. Conservagao ou o
prazo de validade do artus Parvo B19 RG PCR Kit expirou.

- Verificar as condigdes de conservacdo e a data de validade (ver
etiqueta do kit) dos reagentes e usar um novo kit, caso seja

necessario.

Sinal fraco ou ausente do controlo interno no canal de fluorescéncia
Cycling A.Yellow (Ciclagem A Amarelo) e auséncia simultanea de sinal
no canal Cycling A.Green (Ciclagem A Verde):

¢ As condigdes de PCR nao cumprem os requisitos do protocolo.

- Verificar as condi¢cdes da PCR (ver acima) e repetir a PCR com as
definigdes corrigidas, caso seja necessario.

¢ A PCR foi inibida.

- Certificar-se de que ¢ utilizado um método de isolamento
recomendado (ver secgao 9.1 Isolamento de ADN) e cumprir
rigorosamente as instrugdes do fabricante.

- Certificar-se de que, durante o isolamento de ADN, o passo de
centrifugagao adicional recomendado foi executado antes da eluigao
para remover eventuais residuos de etanol
(ver seccao 9.1 Isolamento de ADN).

* Ocorreram perdas de ADN durante a extragao.

- Se o controlo interno tiver sido adicionado a extragédo, a auséncia de
um sinal do controlo interno pode indicar a perda de ADN durante a
extragdo. Certificar-se de que é utilizado um método de isolamento
recomendado (ver secgao 9.1 Isolamento de ADN) e cumprir
rigorosamente as instrugdes do fabricante.

* As condigbes de conservacao para um ou mais componentes do kit ndo

cumprem as instru¢gdes fornecidas na secgdo 2. Conservagio ou o

prazo de validade do artus Parvo B19 RG PCR Kit expirou.
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- Verificar as condigdes de conservagdo e a data de validade (ver
etiqueta do kit) dos reagentes e usar um novo kit, caso seja

necessario.

Sinais com controlos negativos no canal de fluorescéncia
Cycling A.Green (Ciclagem A Verde) da PCR analitica.
¢ Ocorreu uma contaminagao durante a preparagao da PCR.
- Repetir a PCR com novos reagentes nos replicados.
- Se possivel, fechar os tubos de PCR diretamente apds adicionar a
amostra a ser testada.
= Pipetar o controlo positivo sempre no fim.
- Assegurar que o espago de trabalho e os instrumentos sao
descontaminados regularmente.
* Ocorreu uma contaminagao durante a extragéo.
- Repetir a extragdo e a PCR da amostra a ser testada usando novos
reagentes.
- Assegurar que o espago de trabalho e os instrumentos s&o

descontaminados regularmente.

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

12. Especificagoes
12.1 Sensibilidade analitica

Para determinar a sensibilidade analitica do artus Parvo B19 RG PCR Kit, foi
criada uma série de diluigbes padrao de 100 a aproximadamente 0,03 IU*/ul
nominais do parvovirus B19, tendo sido, em seguida, analisada com o
artus Parvo B19 RG PCR Kit. As analises foram efetuadas em trés dias
diferentes em oito replicagdes. Os resultados foram apurados com a ajuda de
uma andlise de probit. E apresentada uma ilustragdo grafica da analise de

probit na Fig.11. O |limite de detegdo analitica do artus

* O padrdao aqui utilizado ¢ um produto de PCR clonado, cuja concentragdo foi
determinada por absorgéao e espectroscopia de fluorescéncia.
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Parvo B19 RG PCR Kit & 0,2 IU/pl (p = 0,05). Isto significa que existe uma
probabilidade de 95% de o limite 0,2 1U/ul ser detetado.

—0,79515 4 0,2 1U/pl (95%)

Proporces

-4 -3 -2 -1 L 1 2
log (dose)

Fig. 11: Sensibilidade analitica do artus Parvo B19 RG PCR Kit.

12.2 Especificidade

A especificidade do artus Parvo B19 RG PCRKit é, em primeiro lugar,
garantida através da selegdo dos primers e das sondas, assim como da
selecdo de condi¢des de reagdo otimizadas. Os primers e as sondas foram
verificados mediante uma andlise de comparagdo de sequéncia quanto a
eventuais homologias com todas as sequéncias publicadas em bancos de
genes. A detetabilidade de todos os gendtipos relevantes foi assim

assegurada.

Além disso, a especificidade foi validada com seis amostras diferentes de
soro negativo para o parvovirus B19. Estas ndo geraram quaisquer sinais
com os primers e sondas especificos do parvovirus B19, os quais estdo
incluidos no Parvo B19 RG/TM Master.

Para determinar a especificidade do artus Parvo B19 RG PCR Kit, foi testado
o grupo de controlo indicado na tabela que se segue (ver Tabela 1) quanto a

reagdes cruzadas. Nenhum dos agentes patogénicos testados era reativo.
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Tabela 1: Testes de especificidade do kit com agentes patogénicos com potencial de
reacdo cruzada.

Parvovirus B19 Controlo interno
Grupo de controlo (Cycling A.Green) (Cycling A.Yellow)

(Ciclagem A Verde) (Ciclagem A Amarelo)

Virus herpes humano 1 -
(virus herpes simplex 1)

Virus herpes humano 2 -
(virus herpes simplex 2)

Virus herpes humano 3 -
(virus Varicella-zoster)

Virus do herpes humano 5 -
(Citomegalovirus)

Virus da leucemia de células T -
humano tipo 1 +

Virus da leucemia de células T -
humano tipo 2 +

12.3 Precisao

Os dados de precisdo para o artus Parvo B19 RG PCR Kit possibilitam a
averiguagdo da varidncia total do ensaio. A varidncia total consiste na
variabilidade intra-ensaio (variabilidade de mdltiplos resultados de amostras
da mesma concentragdo num ensaio), na variabilidade entre ensaios
(variabilidade de multiplos resultados do ensaio gerados nos diversos
instrumentos do mesmo tipo, por diferentes operadores num laboratério) e a
na variabilidade entre lotes (variabilidade de multiplos resultados do ensaio
utilizando diversos lotes). Os dados obtidos foram utilizados para determinar
o desvio-padrdo, a variancia e o coeficiente de variagdo para o agente

patogénico especifico e a PCR de controlo interno.

Os dados de precisdao do artus Parvo B19 RG PCR Kit foram recolhidos
utilizando o padrdo de quantificagdo com a menor concentragdo (QS 5;
10 Ul/ul). O teste foi realizado com oito replicagdes. Os dados de precisdo

foram calculados com base nos valores de Ct das curvas de amplificagéo (Ct:
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ciclo limite, ver Tabela 2). Além disso, foram determinados dados de precisao
para resultados quantitativos em |U/ul, utilizando os valores de CT
correspondentes (ver Tabela 3). De acordo com estes resultados, o intervalo
estatistico de uma amostra qualquer com a concentragdo indicada é de
1,66 % (Ct), ou 17,65 % (concentragdo), para a dete¢do do controlo interno
0,90 % (Ct). Estes valores baseiam-se na totalidade de todos os valores

individuais das variabilidades determinadas.

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

Coeficiente de
variagao [%]

Desvio-padrao VEUEUTEE]

Variabilidade intra-ensaio:
Parvo B19 RG/TM QS 5 0.22 0.05 0.75
Variabil r— o

ariabi |d?de intra-ensaio 0.18 0.03 0.80
Controlo interno
Variabilidade entre ensaios:
Parvo B19 RG/TM QS 5 0.32 0.10 111
Varlabllld?de entre ensaios: 019 0.03 0.84
Controlo interno
Variabilidade entre lotes:
Parvo B19 RG/TM QS 5 0,38 0.14 147
Varlabllldf’ade entre lotes: 0.21 0.04 0,92
Controlo interno
Variancia total:
Parvo B19 RG/TM QS 5 0.48 0,23 1.66
Varianci I:

ananma.tota 0,20 0,04 0,90
Controlo interno

Tabela 3: Dados de precisdo com base nos valores quantitativos (em 1U/pl).

Coeficiente de

Desvio-padrao Variancia variagio [%]
Pano 610 ROTM G55
\/::Tj: gj:d:g/nrt;; S"ss?“ 1.33 178 13,22
\I;:;Iva: L!?Zdééﬁﬁ Ic;);e: 2.2 5,17 22,20
\I;:;Iva: g%i%m Qss 1.79 3.21 17,65
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12.4 Robustez

A verificagdo da robustez permite apurar a taxa total de erro do artus Parvo
B19 RG PCR Kit. Para isso, foram misturadas 30 amostras de soro negativas
para o parvovirus B19 com 1 [U/ul por volume de eluicdo de ADN de controlo
de parvovirus B19 (cinco vezes a concentragdo dos limites de sensibilidade
analiticos). Apdés a extracdo utilizando o QlAamp DNA Mini Kit
(ver secgao 9.1 Isolamento de ADN), estas amostras foram analisadas com
o artus Parvo B19 RG PCR Kit. A taxa de erro para o parvovirus B19 foi de
0% para a totalidade das amostras. A robustez do controlo interno foi
verificada adicionalmente através da purificagdo e da analise de 30 amostras
de soro negativas para o parvovirus B19. A taxa total de erro foi de 0%. Nao
foram observadas inibicdes. Por conseguinte, a robustez do
artus Parvo B19 RG PCR Kit é de > 99%.

12.5 Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliagdo regular do
desempenho do artus Parvo B19 RG PCR Kit, bem como uma comparagao
de eficiéncia com outros produtos. Estes dados foram obtidos pela

participacdo em programas de proficiéncia estabelecidos.

13. Limitagdes da utilizagao do produto

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

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

* Para resultados de PCR 6timos, € necessario que as instrugées do
manual do utilizador sejam rigorosamente observadas.

* Atencgéo aos prazos de validade impressos na caixa e nos roétulos de
todos os componentes. N&o utilizar componentes cujo prazo de

validade tenha expirado.
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e Para algumas sequéncias relacionadas com o genétipo 3 nédo é
possivel garantir o desempenho exigido. Devido a mutagbes na
regido de ligagdo do primer/sonda podera ocorrer um decréscimo
significativo de sensibilidade (Baylis e Buchheit, 2009).

e Embora rara, a ocorréncia de mutagbes nas regibes altamente
conservadas do genoma viral cobertas pelos iniciadores (primers)
elou sonda do kit pode resultar em subquantificagdo ou falha em
detetar a presenga do virus nestes casos. A validade e o

desempenho do ensaio séo revistos regularmente.

14. Avisos e precaucgoes

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 seguranga (safety data sheets,
SDSs) adequadas. Estas estédo disponiveis online no formato PDF, pratico e

compacto, no endereco www.giagen.com/safety onde é possivel encontrar,

visualizar e imprimir as fichas de dados de seguranga para cada kit QIAGEN®

e respetivos componentes.

Eliminar as amostras e os residuos do ensaio de acordo com os

regulamentos de seguranca locais.

15. Controlo da qualidade

De acordo com o Sistema de Gestdo da Qualidade da QIAGEN certificado
pela norma ISO, cada um dos lotes do artus Parvo B19 RG PCR Kit foi
testado de acordo com as especificagdes predeterminadas a fim de garantir

uma qualidade constante do produto.
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17.Explicag¢ao dos simbolos

8 Prazo de validade

B Cadigo de lote

Fabricante
REF Numero de catalogo

A Numero do material

Manual

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

Z 0 2
EIEREREREREE 3E

Componentes
CONT Contém
Numero
GTIN Numero do item de comércio mundial

A
P
\

Contém o suficiente para <N> testes

Limites de temperatura

SR

Consultar as instrugdes de utilizagdo
Qs Padrao de quantificagdo

l c Controlo interno
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artus Parvo B19 RG PCR Kit

Marcas comerciais e renUncia de responsabilidade
QIAGEN®, QIAamp®, artus®, Rotor-Gene®, UltraSens® (QIAGEN Group).

Histérico de revisdes do documento

R4 Esta é a revisdo 4 do manual do artus Parvo RG PCR Kit. As alteragdes
06/2018 da versdo anterior incluem a adicdo de uma declaracdo de utilizagcdo
prevista, a remog¢do da sec¢do de avaliagdo de diagndstico, a
remocdo da indicagdo do rotor de 36 pogos e dos tubos de 0,2 ml e a
atualizacdo da descricdo do instrumento e do software do Rotor-
Gene Q para as versdes atualmente disponiveis.

Os nomes registados, as marcas comerciais, efc. utilizados neste documento, quando ndo
assinalados como tal, ndo devem ser considerados como ndo protegidos por Lei.

O artus Parvo B19 RG PCR Kit € um kit de diagndstico com a marca CE, de acordo com a
Diretiva Europeia 98/79/CE para Diagndstico In Vitro. Ndo disponivel em todos os paises.

Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e renincia de responsabilidades
especificas do produto, consultar o manual do utilizador ou 0 manual de instrucdes do kit
QIAGEN respetivo. Os manuais de kit QIAGEN e do utilizador estdo disponiveis em
www.giagen.com ou podem ser solicitados a assisténcia técnica ou ao seu distribuidor local
da QIAGEN.

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

Acordo de licenca limitada

A utilizagdo deste produto implica a concord@ncia por parte de qualquer comprador ou
utilizador do artus Parvo B19 RG PCR Kit com os seguintes termos:

1. Oartus Parvo B19 RG PCR Kit sé pode ser usado de acordo com o Manual do artus Parvo
B19 RG PCR Kit (artus Parvo B19 RG PCR Kit Handbook) e apenas para utilizagdo com os
componentes contidos no kit. A QIAGEN ndo concede qualquer licenca ao abrigo da
sua propriedade intelectual para utilizar ou incorporar os componentes englobados neste
kit com qualquer componente ndo incluido neste kit, exceto conforme descrito no
manual do artus Parvo B19 RG PCR Kit (artus Parvo B19 RG PCR Kit Handbook) 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 utilizacdes ndo infrinjam os direitos de
terceiros.

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

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

5. O comprador e ufilizador 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 proibigoes deste Acordo de Licenca Limitada em
qualquer Tribunal e ird recuperar todos os seus custos legais e de investigacdo, incluindo
honordrios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir este Acordo



de Licenca Limitada ou qualquer dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao
kit e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenga atualizados, consultar www.qgiagen.com.

06/2018 1112933 HB-0048-006 © 2018 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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www.giagen.com
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Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

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

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)
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Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942
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