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A QIAGEN é o principal fornecedor de tecnologias inovadoras de amostragem
e ensaio, permitindo o isolamento e a detecéo do conteddo de qualquer
amostra biolégica. Os produtos e servicos avancados e de elevada qualidade
da nossa empresa sdo garantia de sucesso, desde a amostra ao resultado.

A QIAGEN é uma empresa de referéncia em matéria de:

Purificagdo de ADN, ARN e proteinas
Ensaios de dcidos nucleicos e proteinas
Investigagdo em microARN e ARNi

Automatizacéo de tecnologias de amostragem e ensaio

A nossa miss@o é permitir ao utilizador alcangar um grande sucesso, bem
como resultados notéveis. Para obter mais informacdes,
visite www.giagen.com.
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Conteudo do Kit

Kit artus HCV RG RT-PCR (24) (96)
N.2 de catdlogo 4518263 4518265
NUmero de reacoes 24 96
Azul Hep. C Virus RG Master A rioxgclzs rioxggzs
2x12 8x12

Violeta  Hep. C Virus RG Master B ) -
reagoes reagoes

Vermelho Hep. C Virus RG QS 1* (10* IU/ul) @S 200 ul 200 ul
Vermelho Hep. C Virus RG QS 2* (10° IU/ul) @S 200 ul 200 ul
Vermelho Hep. C Virus RG QS 3* (102 IU/ul) @S 200 ul 200 ul
Vermelho Hep. C Virus RG QS 4* (10" IU/ul) @S 200 ul 200 ul
Verde Hep. C Virus RG ICt iIc 1000ul 2 x 1000 ul
Branco  Agua (grau PCR) 1000 ul 1000 wul

Manual 1 1

* Padréo de quantificagéo.

(
(
(
(

t Controlo interno.

Simbolos
W <N> Contém reagentes suficientes para <N> testes
E Prazo de validade
IVD Dispositivo médico para diagndstico in vitro
REF NUmero de catdlogo
LOT NUmero do lote
MAT NUmero do material
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COMP Componentes

CONT Contém

NUM NUmero

GTIN NUmero do item de comércio mundial

J/ Limites de temperatura
u Fabricante

D:i: Consultar as instrucdes de utilizago
@ Nota importante
Conservacao

Os componentes do Kit artus HCV RG RT-PCR devem ser armazenados entre —
30 °C e —15 °C e sdo estdveis até ao prazo de validade impresso no rétulo.
Deve evitar-se repetir o processo de descongelamento e congelamento (>2
vezes), uma vez que pode reduzir a sensibilidade do ensaio. Se os reagentes se
destinarem a ser usados de forma intermitente, devem ser congelados em
aliguotas. O armazenamento a 2-8 °C ndo pode exceder um periodo de 5
horas.

Utilizacdo prevista

O kit artus HCV RG RT-PCR é um teste de amplificacdo de dcidos nucleicos in
vitro, para a quantificacéo de ARN do virus da hepatite C (VHC) no plasma
humano. Este kit de teste diagndstico utiliza reagdo em cadeia da polimerase
de transcricdo reversa (RT-PCR) e estd configurado para ser utilizado com
instrumentos Rotor-Gene Q. O teste pode quantificar o ARN do VHC no
intervalo de 65 — 1 x 10¢ VHC 1U/ml.

@ O kit artus HCV RG RT-PCR né&o pode ser usado com instrumentos Rotor-
Gene Q 2plex.

O kit artus HCV RG RT-PCR destina-se a ser utilizado juntamente com
apresentacéo clinica e outros marcadores de laboratério para prognéstico de
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doenca e para utilizagdo como auxiliar na avaliacéo da resposta viral ao
tratamento antirretroviral, quantificada com base nos niveis de ARN de VHC
em plasma tratado com EDTA. O kit artus HCV RG RT-PCR néo foi concebido
para utilizacdo como teste de despistagem do VHC ou como um teste
diagnéstico para confirmar a presenca de infecéo pelo VHC.

Limitacoes da utilizacdo do produto

Todos os reagentes podem ser exclusivamente utilizados em diagnéstico in
vitro.

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

Para resultados de PCR 6timos, é necessdrio que as instru¢des do manual do
utilizador sejam rigorosamente observadas.

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

Embora rara, a ocorréncia de mutacdes nas regides altamente conservadas do
genoma viral cobertas pelos iniciadores (primers) e/ou sonda do kit pode
resultar em sub-quantificacéo ou falha em detetar a presenca do virus. A
validade e o desempenho do ensaio séo revistos regularmente.

Controlo da qualidade

De acordo com o Sistema de Gestdo da Qualidade Total da QIAGEN
certificado pela norma ISO, todos os lotes do kit artus HCV RG RT-PCR séo
testados face a especificacdes predeterminadas, para garantir uma qualidade
constante do produto.

Adverténcias e precaucoes

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre equipamento de laboratério
adequado, luvas descartdveis e 6culos de protegdo. Para obter mais
informacdes, consultar as fichas de dados de seguranca (SDS) adequadas.
Estas estdo disponiveis online no formato PDF, prdtico e compacto, no
endereco www.giagen.com/safety onde é possivel encontrar, visualizar e
imprimir as fichas de dados de seguranca para cada kit QIAGEN® e respetivos
componentes.

Eliminar as amostras e os residuos do ensaio de acordo com os regulamentos
de seguranca locais.
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Introducéo

O kit artus HCV RG RT-PCR é um sistema pronto a utilizar para a detegdo de
ARN do VHC através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em
instrumentos Rotor-Gene Q. Os Hep. Os C Virus RG Master A e B contém
reagentes e enzimas para a transcricdo reversa e a amplificacdo especifica de
uma regi@o de 240 pb do genoma do VHC e para a detecdo direta de
fragmentos amplificados especificos no canal de fluorescéncia Cycling Green
do Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q ou Rotor-Gene 6000 ou

Cycling AFAM™ (fonte 470 nm, detetor 510 nm) do Rotor-Gene 3000.

Ao mesmo tempo, o kit artus HCV RG RT-PCR contém um segundo sistema de
amplificac@o heterélogo para identificar uma possivel inibicdo da PCR. Esta
inibicdo é detetada como um controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
Cycling Orange do Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q ou Rotor-Gene 6000,
ou A.ROX™ (fonte 585 nm, detetor 610 nm) do Rotor-Gene 3000. O limite de
detecdo da RT-PCR analitica do VHC (ver “Sensibilidade analitica” na pégina 8)
néo é reduzido. Séo fornecidos controlos positivos externos (Hep. C Virus RG
QS 1-4) que permitem a determinacdo da quantidade de ARN viral. Para mais
informacdes, ver “Quantificacdo”, na pdgina 22.

Principio

A detecdo de agentes patogénicos pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
baseia-se na amplificacéo 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 no decorrer da
PCR (ou seja, em tempo real) possibilita a detecdo e a quantificagdo dos

produtos acumulados sem ter que voltar a abrir os tubos de reacéo depois de
concluida a PCR.*

Informacdo sobre o agente patogénico

A hepatite C € uma inflamacgéo do figado causada pelo virus com o mesmo
nome. Ao contrdrio dos outros virus da hepatite A, B, D ou E, a infecdo com o
virus da hepatite C (VHC) leva, num grande ndmero de casos, a doenca
crénica do figado. Muitas vezes, uma infecdo por VHC ndo produz sintomas
durante um periodo de tempo relativamente longo. Por este motivo, a maior
parte dos doentes nem sabe que estd infetada com o VHC. Mas é precisamente
nas fases iniciais da doenga que a terapia é mais eficaz. Atualmente, o
interferdo a (em combinag@o com Ribavirina) é o Unico tratamento

* Mackay, |.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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comprovadamente eficaz. No entanto, também se sabe que apenas alguns
doentes com hepatite C crénica respondem & terapia com interferdo. Assim
sendo, em determinadas circunstdncias, este tratamento dispendioso do doente
pode ser desfavordvel e ter efeitos secunddrios graves, como seja a debilitacéo
do sistema imunitério, levando a exacerbacdes (por ex., herpes labial, zona).

Caracteristicas de desempenho

Sensibilidade analitica

Para determinar a sensibilidade analitica do kit artus HCV RG RT-PCR, foi
criada uma série de diluicdes padrdo de 10 IU/ul a aproximadamente
0,0316 IU/ul cépias de ARN transcritas in vitro e analisadas com o kit

artus HCV RG RT-PCR. As andlises foram efetuadas em 3 dias diferentes em 8
replicagdes. Os resultados foram determinados por andlise de probit. O limite
de detecdo analitica do kit artus HCV RG RT-PCR é 0,19 IU/ul (p = 0,05). Isto
significa que existe uma probabilidade de 95% de o limite 0,19 [U/ul ser
detetado.

A sensibilidade analitica de acordo com a purificagéo (kit QI Aamp® DSP Virus)
do kit artus HCV RG RT-PCR em Instrumentos Rotor-Gene foi determinada com
uma série de diluicdes do padrdo internacional da OMS para o ARN do VHC
de 500 a aproximadamente 5 IU/ml do VHC, em amostras clinicas de plasma.
Estas foram sujeitas a extracGo de ARN utilizando o kit QlAamp DSP Virus
(volume de extragdo: 0,5 ml, volume de eluigéo: 25 ul). Cada uma das 9
diluicdes foi analisada com kit artus HCV RG RT-PCR em 3 dias diferentes em 8
replicagdes. Os resultados foram determinados por andélise de probit. A figura
1 representa uma ilustracéo grafica da andlise de probit. O limite de detecéo
analitica relativa & purificagdo do kit artus HCV RG RT-PCR em combinagéo
com instrumentos Rotor-Gene é de 33,6 IlU/ml (p = 0,05). Isto significa que
existe uma probabilidade de 95% de o limite 33,6 IU/ml ser detetado.
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Figura 1. Andlise de probit: VHC (Rotor-Gene 3000). Sensibilidade analitica relativa a
purificacdo (Kit QlAamp DSP Virus, QIAGEN) do kit artus HCV RG RT-PCR no Rotor-Gene
3000.

Especificidade

A especificidade do kit artus HCV RG RT-PCR ¢, em primeiro lugar, garantida
através da selecdo dos primers e das sondas, assim como da selecdo de
condicdes de reacdo otimizadas. Os primers e as sondas foram verificados em
termos de possivel homologia com todas as sequéncias publicadas nos bancos
de genes, por andlise comparativa de sequéncias. A detetabilidade de todos os
subtipos e gendtipos relevantes foi assim assegurada.

Além disso, a especificidade foi validada com 100 amostras diferentes de
plasma negativo para o VHC. Estas ndo geraram quaisquer sinais com os
primers e sondas especificos do VHC que estdo incluidos nos Hep. C Virus
RG Masters.

Foi também testada a possibilidade de reagdes cruzadas do kit artus HCV RG
RT-PCR usando o grupo de controlo listado na tabela 2. Nenhum dos
patogénios testados demonstrou reatividade. Ndo ocorreram reagdes cruzadas
com infe¢des mistas.
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Tabela 1. Teste da especificidade dos genétipos relevantes.

Controlo
VHC interno
(Cycling (Cycling
Green/ Orange/
Virus Genétipo Fonte A.FAM) A.ROX)
Virus da NIBSC, HemaCare,
Us € Universidade de + +
Hepatite C
Essen
Virus da NIBSC, HemaCare,
. 2 Universidade de + +
Hepatite C
Essen
Virus da NIBSC, HemaCare,
us ¢ 3 Universidade de + +
Hepatite C
Essen
Virus da NIBSC, HemaCare,
us © 4 Universidade de + +
Hepatite C e
ssen
Virus da NIBSC, HemaCare,
! 5 Universidade de + +
Hepatite C e
ssen
Virus da NIBSC, HemaCare,
. 6 Universidade de + +
Hepatite C
Essen

Tabela 2. Testes de especificidade do kit com agentes patogénicos com
potencial de reacdo cruzada

VHC

(Cycling Controlo

Green/ interno (Cycling
Grupo de controlo A.FAM) Orange/A.ROX)
Virus da Imunodeficiéncia Humana 1 - +
Virus da Hepatite A - +
Virus da hepatite B - +
Virus do herpes humano tipo 1 (virus Bl +
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herpes simplex 1)

Virus do herpes humano tipo 2 (virus

herpes simplex 2) B *
Virus do herpes humano tipo 3 (virus _ i
varicela zoéster)
Virus do herpes humano tipo 5 _ N
(citomegalovirus)
Tabela 2. Continuacéo
VHC

(Cycling Controlo

Green/ interno (Cycling
Grupo de controlo A.FAM) Orange/A.ROX)

Virus da leucemia de células T humano
tipo 1 e tipo 2

Virus do herpes humano 6A
Virus do herpes humano 6B

Virus do herpes humano tipo 8 (virus do
herpes do sarcoma de Kaposi)

Enterovirus

Parvovirus B19

Dengue

Febre amarela
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Candida albicans
Chlamydia trachomatis
Cryptosporidium parvum
Filobasidiella neoformans
Mycoplasma pneumoniae

Pneumocystis cariniie

+

+

+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + o+ o+
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Staphylococcus sp. -
Streptococcus agalactiae —

Staphylococcus aureus -

+ o+ 4+ o+

Streptococcus pyogenes =

Intervalo linear

O intervalo linear (medida analitica) do kit artus HCV RG RT-PCR foi
determinado através da andlise de uma série de diluigdes de um VHC
transcrito in vitro de 1 x 107 IU/ul a 1 1U/ul. A série de diluicées foi

previamente calibrada de acordo com o padréo internacional da OMS para o
ARN do VHC.

Cada diluicéo foi testada em replicagdes (n = 8) utilizando o kit artus HCV RG
RT-PCR nos instrumentos Rotor-Gene.

Foi determinado que o intervalo linear do kit artus HCV RG RT-PCR abrange
concentracées de 1 1U/ul até, no minimo, 1 x 107 1U/ul.

O intervalo linear relativo & purificacdo do kit artus HCV RG RT-PCR foi
determinado por andlise de amostras de Acrometrix. A purificacéo foi efetuada
em replicacdes (n = 6) de 50 IU/ml a 10° IU/ml e em replicacées (n = 4) de 5
x 10% IU/ml a 10 IU/ml utilizando o kit QIAamp DSP Virus (volume de
extracdo: 0,5 ml, volume de eluicdo: 25 ul). Cada uma das amostras foi
analisada usando o kit artus HCV RG RT-PCR em instrumentos Rotor-Gene. O
intervalo linear relativo & purificagdo do kit artus HCV RG RT-PCR foi
determinado para abranger as concentracées de 65 IU/ml a, pelo menos,

108 1U/ml (ver a figura 2).
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y = 1.0078x - 0.3714
R? = 0.9963

log;o nominal concentration (IU/ml)

0 1 2 3 4 5 6 7
log;o nominal concentration (IU/ml)

Figura 2. Intervalo linear do kit artus HCV RG RT-PCR. Cdlculo do intervalo linear
relativo & purificag@o. A linha reta foi determinada por uma regresséo linear das
concentragdes calculadas de log;, com as concentracdes nominais de log,o. A equagéo da
linha de regressao estd incluida na figura.

Precisdo

Os dados de precisdo para o kit artus HCV RG RT-PCR em instrumentos Rotor-
Gene possibilitam a averiguagdo da varidncia total do ensaio. A varidncia total
consiste na variabilidade intra-ensaio (variabilidade de multiplos resultados de
amostras da mesma concentragdo num ensaio), na variabilidade entre ensaios
(variabilidade de mdltiplos resultados do ensaio gerados nos diversos
instrumentos do mesmo tipo, por diferentes operadores num laboratério) e na
variabilidade entre lotes (variabilidade de multiplos resultados do ensaio
utilizando diversos lotes). Os dados obtidos foram utilizados para determinar o
desvio-padrdo, a varidncia e o coeficiente de variacdo para o agente
patogénico especifico e a PCR de controlo interno.

Os dados de precisdo do kit artus HCV RG RT-PCR foram recolhidos utilizando
o padréo de quantificagdo com a menor concentragdo (QS 4; 10 IU/ul). O
teste foi realizado com 8 replicagées. Os dados de precisdo foram calculados
com base nos valores de C; das curvas de amplificacgo (Cy: ciclo limite, ver a
tabela 3). Além disso, foram determinados dados de precisdo para resultados
quantitativos em 1U/ul, utilizando os valores de C; correspondentes (ver a
tabela 4). Tendo por base estes resultados, a dispersdo estatistica global de
uma dada amostra com a concentracéo referida é de 1,52% (C;) ou 25,71%
(concentracdo) e 0,75% (C;) para a detegdo do controlo interno. Estes valores
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baseiam-se na totalidade de todos os valores individuais das variabilidades
determinadas.

Tabela 3. Dados de precisdo com base nos valores de C;

Desvio- Coeficiente de
Valor C; padrdo variacdao (%)
Variabilidade intra-
ensaio: 32,81 0,09 0,28
Hep. C Virus RG QS 4
Variabilidade intra- 30,04 0,08 0,27
ensaio:

Hep. C Virus RG IC

Variabilidade entre
ensaios: 32,14 0,5 1,57
Hep. C Virus RG QS 4

Variabilidade entre
ensaios: 30,23 0,22 0,71
Hep. C Virus RG IC

Variabilidade entre
lotes: 32,56 0,48 1,46
Hep. C Virus RG QS 4

Variabilidade entre
lotes: 30,28 0,24 0,78
Hep. C Virus RG IC

Varidncia total:

Hep. C Virus RG QS 4 32,41 0,49 1,52

Variéncia total:

Hep. C Virus RG IC 029 A2 e

Tabela 4. Dados de precisdo com base nos resultados quantitativos (em
1U/pl)

Desvio- Coeficiente de
padrdo Variancia variagdo (%)
Variabilidade intra- 0,64 0,41 6,34

ensaio:

Hep. C Virus RG QS 4

14 Manual do Kit artus HCV RG RT-PCR  03/2015




Variabilidade entre

ensaios:
Hep. C Virus RG QS 4

Variabilidade entre

lotes:
Hep. C Virus RG QS 4

Varidncia total:
Hep. C Virus RG QS 4

1,00

15,34

6,93

9,93

37,35

25,71

Robustez

A verificacGo da robustez permite apurar a taxa total de erro do kit artus HCV
RG RT-PCR. Para isso, foram misturadas 100 amostras de plasma negativas
para o VHC com 2 IU/ul por volume de eluicdo de ARN de controlo do VHC
(aproximadamente trés vezes a concentrac@o dos limites de sensibilidade

analiticos). Apés a extracdo utilizando o kit QlAamp DSP Virus, estas amostras

foram analisadas com o kit artus HCV RG RT-PCR. A taxa de erro foi de 0%
para a totalidade das amostras de VHC. A robustez do controlo interno foi

verificada adicionalmente através da purificagdo e da andlise de 100 amostras

de plasma negativas para o VHC. A taxa total de erro foi de 0%. Néo foram

observadas inibicdes. Deste modo, a robustez do kit artus HCV RG RT-PCR é de

> 99%.

Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliagéo regular do

desempenho do kit artus HCV RG RT-PCR, bem como uma comparagédo de
eficiéncia com outros produtos. Estes dados foram obtidos pela participagdo
nos programas de competéncia estabelecidos.

Avaliagdo diagnéstica

O kit artus HCV RG RT-PCR foi avaliado num estudo. Ao comparar o kit

artus HCV RG RT-PCR com o teste COBAS® TagMan® HCV, 276 amostras
clinicas de plasma foram analisadas retrospetivamente. Todas as amostras
haviam sido previamente analisadas positivas ou negativas utilizando o teste

COBAS TagMan HCV para diagndéstico de rotina.

O isolamento de ARN de VHC para andlise do kit artus HCV RG RT-PCR foi
feito utilizando o kit QlAamp DSP Virus, tendo a andlise sido efetuada no

instrumento Rotor-Gene 6000. Para a andlise comparativa com o teste COBAS

TagMan HCV, o ARN de VHC foi isolado de acordo com as instrugdes do
fabricante fornecidas no folheto informativo da embalagem. Os resultados
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obtidos com o kit artus HCV RG PCR foram comparados com os obtidos com o
teste COBAS TagMan HCV (ver a tabela 5 e a figura 3).

137 das 139 amostras que se revelaram positivas com o teste COBAS TagMan
HCV também se revelaram positivas com o kit artus HCV RG RT-PCR. As 137
amostras que se revelaram negativas com o teste COBAS TagMan HCV
também se revelaram negativas com o kit artus HCV RG RT-PCR.

Se os resultados obtidos com o teste COBAS TagMan HCV forem considerados
como referéncia, a sensibilidade de diagndstico é de 100% e a especificidade
de diagnéstico é de 98,6%.

Tabela 5. Resultados das 276 amostras de plasma com EDTA
retrospetivas analisadas

Teste COBAS TagMan HCV
+ - Total
Kit artus HCV + 137 2 139
RG RT-PCR _ 0 137 137

|
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Qiagen, HCV LOG10 (IUjml)

log Cobas:log artus: r? = 0,9928; r=0,9964; p = 00,0000; y=0,0418 + 1,0267"

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Roche, HCY LOG10 (IUfml)

Figura 3. Comparacgéao do teste COBAS TagMan HCV (Roche, VHC; com purificacao
de amostras utilizando o sistema COBAS AmpliPrep) com o kit artus HCV RG RT-PCR
(QIAGEN, VHC; com purificacdo de amostras utilizando o kit QIAamp DSP Virus). A
correlacé@o dos resultados quantitativos dos dois sistemas (tabela 5) de teste foi analisada
através de uma regresséo linear. Os resultados de ambos os kits sGo mostrados num gréfico
XY (dispersdo) com escala logaritmica .
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Equipamentos e reagentes ndo fornecidos

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre equipamento de laboratério
adequado, luvas descartdveis e éculos de protecéo. Para mais informacgédes,
consultar as fichas de dados de seguranca (SDS) adequadas, disponiveis junto
do fornecedor do produto.

B Kit de isolamento de ARN (ver “Isolamento de ARN” na pégina 21)
Pipetas (ajustdveis)*

Pontas de pipetas estéreis com filtros

Misturador vértex*

Centrifuga de bancada* com rotor para tubos de ensaio de 2 ml

Instrumento Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q ou Rotor-Gene*t com
canais de fluorescéncia para Cycling Green e Cycling Orange ou com
canais de fluorescéncia para Cycling A.FAM e Cycling A.ROX

Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q, versdo de software 1.7.94 ou posterior
(Rotor-Gene 6000, versao de software 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; Rotor-Gene
3000, versdo de software 6.0.23)

B Strip Tubes and Caps (tiras de tubos e tampas), 0,1 ml, para utilizagdo
com o rotor de 72 pocos (n.° cat. 981103 ou 981106)

M Em alternativa: PCR Tubes (tubos de PCR), 0,2 ml, para utilizacdo com o
rotor de 36 pocos (n.° cat. 281005 ou 981008)

B Bloco de refrigeragdo (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes [bloco de
carregamento 72 tubos de 0,1 ml], n.° cat. 9018901, ou Loading Block 96
x 0.2 ml Tubes [bloco de carregamento 96 tubos de 0,2 ml], n.° cat.

9018905)

* Assegurar que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

t O kit artus HCV RG RT-PCR néo pode ser usado com instrumentos Rotor-Gene Q 2plex.
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Notas Importantes

Precauc¢oes gerais
O utilizador deve ter sempre em atencéo o seguinte:
B Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.

M Armazenar e extrair materiais positivos (amostras, controlos positivos e
fragmentos amplificados) separadamente dos restantes reagentes e
adiciond-los & mistura de reacéo numa unidade situada num espaco
separado.

M Descongelar completamente todos os componentes a temperatura
ambiente (15-25 °C) antes de dar inicio a um ensaio.

B Assim que estiverem descongelados, misturar os componentes (pipetando
repetidamente para cima e para baixo ou aplicando impulsos no vértex) e
centrifugar brevemente.

M Trabalhar com rapidez e manter os componentes em gelo ou no bloco de
refrigeracéo (bloco de carregamento de 72/96 pocos).

Colheita, armazenamento e transporte de amostras

@ Todas as amostras devem ser consideradas potencialmente infeciosas.

Séo apenas permitidos os seguintes materiais de amostra, para os quais tém
de ser rigorosamente observadas as seguintes regras e instrucdes relativas a
colheita, transporte e armazenamento.

@ Estudos atuais apontam o plasma tratado com EDTA ou citrato como os
materiais de amostra mais adequados para detecdo do VHC. Por isso,
recomenda-se a utilizacdo destes materiais com o kit artus HCV RG RT-PCR.

A validagéo interna do kit artus HCV RG RT-PCR foi efetuada usando amostras
de plasma humano tratado com EDTA. Né&o existem outras amostras validadas.
Utilizar apenas o kit de isolamento de ARN recomendado (ver “Isolamento de
ARN”, na pdgina 21) para a preparacdo das amostras.

O uso de determinados materiais tem de ser rigorosamente observado, bem
como as instrucdes relativas a transporte e armazenamento.

Colheita de amostras

Toda colheita de sangue leva a uma lesdo dos vasos sanguineos (artérias,
veias, capilares). Devem apenas ser usados materiais inécuos e estéreis. Estéo
disponiveis materiais descartdveis para colheita de sangue. Para a puncéo de
veias, ndo se devem utilizar agulhas muito finas. A colheita de sangue venoso
deve ser feita em locais adequados na regido da dobra do cotovelo, do
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antebraco ou do dorso da méo. O sangue deve ser colhido em tubos de
amostra padrdo (tampa vermelha, Sarstedt ou tubos equivalentes de outros
fabricantes). Deve ser colhido um volume de 5-10 ml de sangue tratado com
EDTA. Inverter os tubos diretamente apés colheita da amostra (8 vezes, ndo
agitar).

@ Né&o devem ser usadas amostras de individuos tratados com heparina
(consulte “Substancias interferentes”, na pagina 20).

Armazenamento de amositras

O sangue total deve ser separado em plasma e componentes celulares por
centrifugagdo durante 20 minutos a 800-1600 x g no prazo de 6 horas. O
plasma isolado tem de ser transferido para tubos de polipropileno estéreis. A
sensibilidade do ensaio pode ser comprometida através da repetida
congelagdo ou de uma conservagdo mais longa da amostra. O ARN de virus
encapsulados apresenta estabilidade durante dias, se armazenado a 4 °C,
durante semanas se armazenado a -20 °C e durante meses a anos quando
armazenado a -70 °C.*

Transporte de amostras

O material de amostra deve ser transportado num contentor de transporte a
prova de estilhagco. O perigo potencial de infegdo devido a fuga da amostra
pode, assim, ser evitado. As amostras devem ser transportadas de acordo com
as instrucdes locais e nacionais para o transporte de material patogénico.?

As amostras devem ser enviadas no prazo de 6 horas. A conservacéo no local
da colheita néo é recomendada. E possivel enviar as amostras por correio, de
acordo com os regulamentos para o transporte de material patogénico.
Recomenda-se o transporte da amostra por servicos de correio expresso. As
amostras de sangue devem ser enviadas refrigeradas (2-8 °C), enquanto que o
plasma separado deve ser enviado congelado (-15 a =30 °C).

Substéncias interferentes

Valores elevados de bilirrubina (< 15 mg/dl) e de lipidos (= 800 mg/dl), assim
como amostras hemoliticas, ndo influenciam o sistema. A heparina

(=10 IU/ml) afeta a PCR. As amostras que tenham sido colhidas em tubos
heparinizados ndo devem ser utilizadas. As amostras de doentes tratados com
heparina também né&o devem ser usadas.

* Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, p. 452-456.

t TInternational Air Transport Association (IATA, Associacéo Internacional de Transporte
Aéreo). Dangerous Goods Regulations (Regulamentos para Mercadorias Perigosas).
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Isolamento de ARN

O kit QIAamp DSP Virus (QIAGEN, n.° cat. 60704) esté validado para
purificacdo de ARN viral obtido de plasma humano para utilizacéo com o kit
artus HCV RG RT-PCR. Realizar a purificagdo de ARN viral em conformidade
com as instrugdes constantes do Manual do Kit QIAamp DSP Virus.

@ A utilizacdo de ARN transportador é de grande importéncia para a
eficiéncia de extracdo e, com isso, para o rendimento do ADN/ARN. Para
aumentar a estabilidade do ARN transportador fornecido com o kit QlAamp
DSP Virus, deverdo ser seguidas as indicagdes sobre a reconstituicéo e
conservagdo do ARN transportador descritas no manual de instruges
("Preparacdo de reagentes e tampdes").

@ O controlo interno do kit artus HCV RG RT-PCR pode ser utilizado
diretamente no procedimento de isolamento (ver “Controlo interno” abaixo).
Assegurar que é adicionada uma amostra negativa de plasma a purificagdo. O
sinal correspondente do controlo interno ai contido funciona como base para a
avaliagéo da purificagéo.

Controlo interno

E fornecido um controlo interno (Hep. C Virus RG IC). Isto permite ao utilizador
controlar o procedimento de isolamento de ARN e verificar a possivel inibicéo
da PCR. Para este fim, adicionar o controlo interno numa relagdo de 0,1 ul por
1 ul do volume de elui¢go no isolamento. Por exemplo, ao utilizar o kit
QIAamp DSP Virus, o ARN ¢ eluido em 60 ul de tampéo de eluicdo (AVE). Dai
que, devem ser inicialmente adicionados 6 ul de controlo interno.

@ O controlo interno e o ARN transportador (ver “Isolamento de ARN”
acima) sé devem ser adicionados & mistura de tampdo de lise e amostra ou
diretamente ao tampéo de lise.

O controlo interno ndo pode ser adicionado diretamente & amostra. Se
adicionado ao tampéo de lise, ter em atencéo que a mistura do controlo
interno com o tampéo de lise~ARN transportador deverd ser utilizada logo
apds ser preparada (a conservacdo da mistura & temperatura ambiente ou no
frigorifico pode, em poucas horas, desativar o controlo interno e diminuir a
eficiéncia da extragdo).

@ Né&o adicionar o controlo interno e o ARN transportador diretamente na

amostra.

O controlo interno pode ser utilizado, opcionalmente, exclusivamente para
verificar uma possivel inibicdo da PCR. Para esta aplicacdo, adicionar o
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controlo interno diretamente a mistura de Hep. C Virus RG Master A e Hep. C
Virus RG Master B, conforme descrito no passo 2b do protoloco (pdgina 24).

Quantificacéo

Os padrées de quantificacdo fornecidos (Hep. C Virus RG QS 1-4) séo
tratados como amostras previamente purificadas, sendo utilizado o mesmo
volume (20 ul). Para gerar uma curva padrdo nos instrumentos Rotor-Gene Q,
os 4 padrdes de quantificagdo devem ser usados e definidos na caixa de
didlogo “Edit Samples” (Editar amostras) como padrées com as concentragdes
especificadas (consultar o manual do utilizador do instrumento).

® Os padrdes de quantificagdo sdo definidos como 1U/ul.* Para a
conversdo dos valores apurados com base na curva padréo em IU/ml de
amostra, deve-se utilizar a seguinte equacéo:
Resultado (IU/ul) x Volume de eluicgo
Resultado (IU/ml) = (ul)

Volume de amostra (ml)

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 extracdo do dcido nucleico (por ex.:
reduzir o volume por centrifugacéo ou aumentar o volume adicionando ao
volume necessério para o isolamento).

* O padréo foi calibrado utilizando o 1° padréo internacional para o VHC (OMS).
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Protocolo: PCR e andlise de dados

@ Pontos importantes antes de iniciar o procedimento

M Antes de dar inicio ao procedimento, ler “Notas Importantes”, pdginas 19—
22.

B Fomiliarizar-se com o instrumento Rotor-Gene Q antes de dar inicio ao
protocolo. Consultar o manual do utilizador do instrumento.

M Assegurar-se de que, pelo menos, um dos padrées de quantificagdo e um
controlo negativo (dgua, grau de PCR) séo incluidos por ensaio de PCR.
Para criar uma curva padréo, usar todos os 4 padrées de quantificacéo
fornecidos (Hep. C Virus RG QS 1-4) para cada ensaio de PCR.

Outros aspetos importantes antes de iniciar o procedimento

M Assegurar que o bloco de refrigeracdo (acessério do instrumento Rotor-
Gene Q) é pré-arrefecido para 2-8 °C.

M Antes de cada utilizacdo, todos os reagentes tém de ser completamente
descongelados, misturados (por pipetagem repetida para cima e para
baixo ou por acdo rdpida do vértex) e brevemente centrifugados.

Procedimento

1. Colocar o nUmero de tubos de PCR pretendidos nos adaptadores do
bloco de refrigeragéo.

2. Em caso de utilizagéo do controlo interno para monitorizar o
procedimento de isolamento de ARN e verificar uma possivel
inibicdo da PCR, seguir o passo 2a. Em caso de utilizacdo do
controlo interno para verificar exclusivamente a inibicdo da PCR,
seguir o passo 2b.

2a. O controlo interno j& foi adicionado ao isolamento (ver “Controlo
interno”, pdagina 21). Neste caso, preparar uma master mix de
acordo com a tabela 6.

A mistura de reagdo contém tipicamente todos os componentes necessdrios
para a PCR exceto a amostra.
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Tabela 6. Preparag¢do da master mix (controlo interno utilizado para
monitorizar o isolamento de ARN e para verificar a inibicado da PCR)

NuUmero de amostras 1 12
Hep. C Virus RG Master A 12 ul 144 ul
Hep. C Virus RG Master B 18 ul 216 ul
Hep. C Virus RG IC 0 ul 0 ul
Volume total 30 ul 360 ul

2b. O controlo interno tem de ser adicionado diretamente a mistura de
Hep. C Virus Master A e Hep. C Virus Master B. Neste caso, preparar
uma master mix de acordo com a tabela 7.

A mistura de reacéo contém tipicamente todos os componentes necessdrios
para a PCR exceto a amostra.

Tabela 7. Preparag¢do da master mix (controlo interno utilizado
exclusivamente para monitorizar a inibicdo da PCR)

NuUmero de amostras 1 12
Hep. C Virus RG Master A 12 ul 144 ul
Hep. C Virus RG Master B 18 ul 216 ul
Hep. C Virus RG IC 2 ul 24 ul
Volume total 32 ul 384 ul

* O aumento de volume causado através pela adi¢éo de controlo interno é desprezdvel
na preparacdo do ensaio por PCR. A sensibilidade do sistema de dete¢do néo é
afetada.

3. Pipetar 30 ul da master mix para cada tubo de PCR. De seguidaq,
adicionar 20 yl de ARN da amostra eluida (ver a tabela 8). Da
mesma forma, deverdo ser utilizados 20 ul de, pelo menos, um dos
padroes de quantificacdo (Hep. C Virus RG QS 1-4) como controlo
positivo e 20 ul de dgua (dgua, grau de PCR) como um controlo
negativo.
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Tabela 8. Preparagao do ensaio por PCR

NUmero de

amostras 1 12
Master mix 30 ul 30 ul cada
Amostra 20 ul 20 ul cada
Volume total 50 ul 50 pl cada

4. Fechar os tubos de PCR. Assegurar que o anel de bloqueio
(acessério do instrumento Rotor-Gene) é colocado no topo do rotor
para evitar a abertura acidental dos tubos durante o ensaio.

5. Para a detecdo de ARN do VHC, criar um perfil de temperatura de
acordo com os passos a seguir indicados.

Definicdo dos parametros de ensaio gerais Figuras 4, 5, 6
Transcrigdo reversa do ARN Figura 7
Ativacao inicial da enzima de comeco quente Figura 8
Amplificacdo do ADNc Figura 9
Ajustar a sensibilidade do canal de Figura 10
fluorescéncia

Iniciar o ensaio Figura 11

Todas as especificacdes referem-se ao Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q,
versdo de software 1.7.94, Rotor-Gene 6000, versdes de software 1.7.65,
1.7.87, 1.7.94 e Rotor-Gene 3000, verséo de software 6.0.23. Pode
encontrar mais informacdes sobre a programacdo dos instrumentos
Rotor-Gene Q no manual do utilizador do instrumento. Estas definicdes
est@o enquadradas a negrito, nas ilustragcdes que se seguem. Séo incluidas
ilustracdes para os instrumentos Rotor;-Gene Q. Sempre que forem
necessdrios valores diferentes para o Rotor-Gene 3000, estas diferencas
sdo descritas no texto.

|
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6. Primeiro, comecar por abrir a caixa de didlogo “New Run Wizard”
(Assistente de novo ensaio) (figura 4). Marcar a caixa “Locking Ring
Attached” (Anel bloqueador conectado) e clicar em “Next”
(Seguinte).

x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

~ Rotor Type

36-Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

SkipWizad | << Back |

Figura 4. A caixa de didlogo “New Run Wizard”.

7. Selecionar 50 para o volume de reacéo da PCR e clicar em “Next”
(figura 5).

New Run Wizard il

This box displays
help on elements in
the wizard. For help

5 " on an item, hover
Operator: IQlagen your mouse over the
: item for help. You
Notes : can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when pou are ready to move to the next page.

' Reaction I =
Volume [uL): = =l

[a1.42.43, .

Figura 5. Definicao dos pardmetros de ensaio gerais.
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8. Clicar no botao “Edit Profile” (Editar perfil) na caixa de didlogo
seguinte do “New Run Wizard” (figura 6) e programar o perfil de
temperatura conforme se mostra nas figuras 6-9).

New Run Wizard i x|

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the

item for help. You
can also click on a
combo box to display

help about its
available settings.

Edit Profile ...
Channel Setup:
Name | Source | Detector | Gain | Create New... |
Green  470nm  S510nm 4 Edit |
Yellow  530nm  555nm 5
Orange  585nm  610nm 8 Edit Gain... |
Red 625nm  660nm 5
Ciimson  680nm  710hp 7 Remove |
Blue 365nm  460nm 7 Reset D elaultsl
2 Gain Dptimisation... 3

Skipwizard | << Back |

Figura 6. Edicao do perfil.

p Edit Profile x|

a2 . & H|§A

New Open Save As Help
The run will take approximately 209 minute[s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

cycle below to modify it -
1 i —— . |

Hotc! c Insert before... |
Cycling

Ha‘ncwel

2 Hold Temperature : ~ 5p Ideg
Hold Time : ilmﬂm

< 3

Figura 7. Transcric@o reversa do ARN.
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]
= Q,'.] H @) .

Mew Open Save As Help
The run will take approzimately 209 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to madify it :

Hold Insert after.... |
Insert before. .. |
Remove I

Cycling

2 4 Hold Temperatuwre: g5 | deg.

Hold Time : 15 |mins O Isecs

3
Figura 8. Ativacgdo inicial da enzima de comeco quente.
X
.8 H @
New Open Save As Help

The run will take approximately 209 minute{s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :
Hold Insert after...
Hold 2

Insert before...

Ui

Remove

|

2 This cycle repeats

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

IT imed Step 3 ;I LI
95 deg. for 30 secs
50 deg. - L 5
3 60 seconds / I I ?
SRR 72 deg. for 30 secs
on Green, Orange
[~ LongRange /
[~ Touchdown 50 deq. for B0 secs

Figura 9. Amplificagéo do ADNc. Ter em atencdo que, no Rotor-Gene 3000, o
software ird definir os corantes fluorescentes como “FAM/Sybr, ROX".

O intervalo de detecdo dos canais de fluorescéncia tem de ser
determinado de acordo com as intensidades de fluorescéncia nos
tubos de PCR. Clicar em “Gain Optimisation” (Otimizacéo de ganho)
na caixa de didlogo “New Run Wizard” (ver figura 6) para abrir a
caixa de didglogo “Auto-Gain Optimisation Setup” (Configuracéo da
otimizacdo automadatica de ganho). Definir a temperatura de
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calibragéo para 50 para igualar a temperatura de hibridizagao do
programa de amplificacao (figura 10).

Auto-Gain Dptimisation Setup ] X|
— Optimisation :
S Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
e 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
chemistry you are performing.

Set temperature td |50 %ldegrees. 1

Optimise Al | Optimise Acquiing |

I Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 50 Degrees At Beginning Of Run

— Channel Settings :

| > Add. |
Name | Tube Position | Min Reading [ Max Fieading_] Min Gain | Max Gain Edit... |
Green A1 5FI 10FI -10 10
Orange Al 5F 10F] -10 10 Remove |

Remave all |

4| [ »]
2 Manual... | Close I Help I

Figura 10. Ajustar a sensibilidade do canal de fluorescéncia. Ter em atencéo que,

no Rotor-Gene 3000, o software ird definir os corantes fluorescentes como “FAM/Sybr” e
IIROXII.
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10. Os valores de ganho determinados pela calibracéo de canais s@o
guardados automaticamente e sdo enumerados na Ultima janela do
menu do procedimento de programacao (figura 11). Clique em
“Start Run” (Iniciar ensaio).

X
Summary :
Setting [ Value |
Green Gain 4
Drange Gain 8
Rotor 72:Well Rotor
Sample Layout A1-48,B1-B8. ..
Reaction Yolume (in microliters] 50

=}

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to Save Template I
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

SkipWizard | <<Back |

Figura 11. Iniciar o ensaio. Ter em atencdo que, no Rotor-Gene 3000, o software ird
definir os corantes fluorescentes como “FAM/Sybr” e “ROX".

11. Apés completar o ensaio, analisar os dados. Os seguintes resultados
(11a, 11b e 11c¢) sao possiveis.

A figura 12 e a figura 13 apresentam exemplos de reagdes de PCR
positivas e negativas.

A tabela 9 mostra as diretrizes para a interpretacéo de resultados
quantitativos.

11a. E detetado um sinal no canal de fluorescéncia Cycling Green.
O resultado da andlise é positivo: a amostra contém ARN do VHC.

Neste caso, é dispensdvel a detecdo de um sinal do canal Cycling Orange,
dado que as concentragdes iniciais de ARN de VHC (sinal positivo no canal
Cycling Green) podem levar a um sinal de fluorescéncia reduzido ou
ausente do controlo interno no canal Cycling Orange (concorréncia).

@ Ter em atencdo que, no Rotor-Gene 3000, os canais relevantes
sdo Cycling A.FAM para o sinal positivo e Cycling A.ROX para o controlo
interno.
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11b. Néo é detetado sinal no canal de fluorescéncia Cycling Green. Ao
mesmo tempo, aparece um sinal do controlo interno no canal
Cycling Orange.
Na amostra ndo é detetdvel ARN do VHC. Pode ser considerado
negativo.

No caso de uma RT-PCR negativa para VHC, o sinal detetado do controlo
interno exclui a possibilidade de inibigdo da RT-PCR.

® Ter em atengdo que, no Rotor-Gene 3000, os canais relevantes
s@o Cycling A.ROX para o controlo interno e uma auséncia de sinal para
Cycling A.FAM.

11c. Nao é detetado sinal nos canais Cycling Green ou Cycling Orange.
Nao pode inferir-se qualquer resultado.

E possivel encontrar informacées sobre as origens de erros e respetivas
solugdes em “Guia para a resolucéo de problemas”, pdgina 33.

® Ter em atencdo que, no Rotor-Gene 3000, os canais relevantes
sdo Cycling A.FAM e Cycling A.ROX.
Morm. Fluoro.
03]
QS2
1 QS1
0.2]
04
7 .r";‘! 7 / '!f‘ ./
Threshold d 4 /
J LS N
ﬂ 0 's 10 "5 20 25 30 '35 '40 45 C

Figura 12. Dete¢éo dos padrées de quantificagcéo (Hep. C Virus RG QS 1-4) no
canal de fluorescéncia Cycling Green. NTC: nenhum controlo de modelo (controlo
negativo).
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Morm. Fluoro.
0.3] NTC

e ————
5 ———

-t

e —
_ QS 1-QS 4 /

P
Ly
02|
0.1]

Threshold //’

9 —

2| [T 's "0 "5 20 25

I I 1 I

30 35 40 45 Cy

Figura 13. Dete¢éo do controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
Cycling Orange com amplificacdo simultdnea dos padroes de quantificacéo (Hep.
C Virus RG QS 1-4). NTC: Nenhum controlo de modelo (controlo negativo).

Tabela 9. Interpretacdao dos resultados quantitativos

Resultado Interpretagdo
ARN de VHC >34 O resultado estd dentro do intervalo de teste
IU/ml determinado. A probabilidade de detecdgo do

ARN de VHC é >95%. O resultado de teste
positivo estd assegurado estatisticamente.

ARN de VHC <34 O resultado esté fora do intervalo de teste

IU/ml determinado. A reprodutibilidade do
resultado positivo ndo estd assegurada.

ARN de VHC Néo foi detetado ARN de VHC.

negativo

|
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Guia para a resoluc¢do de problemas

Este guia de resolucdo de problemas pode ser Util para resolver qualquer
problema que possa surgir. Para obter mais informagdes, consulte também a
pdgina de perguntas frequentes no nosso Centro de Suporte

Técnico: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Os cientistas da Assisténcia
Técnica da QIAGEN estdo sempre prontos a responder a qualquer questéo que
possa ter sobre as informacdes e protocolos constantes deste manual ou sobre
as tecnologias de amostragem e ensaio (para informacées de contacto,
consulte o verso do manual ou visite www.giagen.com).

Comentdrios e sugestoes

Auséncia de sinal com controlos positivos (Hep. C Virus RG QS 1-4) no
canal de fluorescéncia Cycling Green ou Cycling A.FAM

a)

d)
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O canal de
fluorescéncia
selecionado para
andlise dos dados de
PCR néo cumpre o
protocolo

Programacgdo incorreta
do perfil de
temperatura do
instrumento
Rotor-Gene

Configuragdo incorreta
da PCR

As condicdes de
armazenamento para
um ou mais
componentes do kit
ndo cumprem as
instrucdes fornecidas
em “Conservacdo”
(pdgina 5)

O kit artus HCV RG
RT-PCR expirou

@ Para andlise de dados, selecionar o canal
de fluorescéncia Cycling Green ou Cycling
A.FAM para a RT-PCR de VHC analitica e o
canal de fluorescéncia Cycling Orange ou
Cycling A.ROX para a RT-PCR do controlo
interno.

® Comparar o perfil de temperatura com o
protocolo. Ver “Protocolo: PCR e andlise de
dados”, pagina 23.

® Rever os passos com ajuda do esquema de
pipetagem e, se necessdrio, repetir a PCR. Ver
“Protocolo: PCR e andlise de dados”, pdgina 23.

@ Verificar as condigdes de armazenamento
e a data de validade (ver etiqueta do kit) dos
reagentes e usar um novo kit, caso seja
necessdario.

® Verificar as condigdes de armazenamento
e a data de validade (ver etiqueta do kit) dos
reagentes e usar um novo kit, caso seja
necessdario.
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Comentdrios e sugestoes

Sinal fraco ou ausente do controlo interno no canal de fluorescéncia
Cycling Orange ou Cycling A.ROX e auséncia simultanea de sinal no
canal Cycling Green ou Cycling A.FAM

a)

<)

d)

As condicdes da PCR
ndo cumprem os

requisitos do protocolo

A PCR foi inibida

ARN foi perdido
durante a extracéo

As condicdes de
armazenamento para
um ou mais
componentes do kit
ndo cumprem as
instrucdes fornecidas
em “Conservacdo”
(pdgina 5)

O kit artus HCV RG
RT-PCR expirou

® Verificar as condicées da PCR (ver acima)
e repetir a PCR com as definicdes corrigidas,
caso seja necessario.

® Assegurar que é utilizado o método de
isolamento recomendado e seguir atentamente
as instrucdes do fabricante.

® Assegurar que foi efetuado o passo
recomendado de centrifugagdo adicional para
completa eliminagdo de residuos de etanol antes
da eluicéo durante o isolamento de ARN (ver
“Isolamento de ARN”, na pdgina 21).

@ Se o controlo interno tiver sido adicionado
a extracéo, a auséncia de um sinal de controlo
interno pode indicar a perda de ARN durante a
extracdo. Certificar-se de que ¢ utilizado o
método de isolamento recomendado (ver
“Isolamento de ARN”, pagina 21) e seguir
atentamente as instrugdes do fabricante.

® Verificar as condicées de armazenamento
e a data de validade (ver etiqueta do kit) dos
reagentes e usar um novo kit, caso seja
necessdario.

® Verificar as condicées de armazenamento
e a data de validade (ver etiqueta do kit) dos
reagentes e usar um novo kit, caso seja
necessdario.
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Comentdrios e sugestoes

Sinais com controlos negativos no canal de fluorescéncia Cycling
Green ou Cycling A.FAM da PCR analitica

a) Contaminacgéo
ocorrida durante a
preparacéo da PCR

® Repetir a PCR com novos reagentes nas
replicagdes.

® Se possivel, fechar os tubos de PCR
diretamente apés adicionar a amostra a ser
testada.

® Assegurar que o controlo positivo é
pipetado sempre no fim.

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

b) Ocorreu contaminagdo

durante a extracdo ® Repetir a extracdo e a PCR da amostra a

ser testada usando novos reagentes.

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

A QIAGEN mantém uma abrangente base de dados online atualizada de
publicacdes cientificas que utilizam produtos QIAGEN. As opc¢des de pesquisa
avancada permitem localizar os artigos necessdrios, quer através da pesquisa
por uma Unica palavra-chave, quer especificando a aplicacéo, drea de
investigagdo, titulo, etc.

Para obter uma lista completa de referéncias, visitar a base de dados de
referéncias da QIAGEN online em www.giagen.com/RefDB/search.asp ou
contactar a Assisténcia Técnica ou o distribuidor local da QIAGEN.

|
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Informacgoes para encomenda

Produto indice N.2 de
cat.
Kit artus HCV RG RT- Para 24 reacdes: 2 masters, 4 padrées 4518263
PCR (24) de quantificagdo, controlo interno,
dgua (grau PCR)
Kit artus HCV RG RT- Para 96 reacdes: 2 masters, 4 padrées 4518265
PCR (96) de quantificagdo, controlo interno,
dgua (grau PCR)
Kit QlAamp DSP Virus — para purificacdo de dcidos
nucleicos virais de plasma humano para fins de diagnéstico
in vitro
QIAamp DSP Virus Kit ~ Para 50 preparacdes: Colunas para 60704
Centrifugacdo QlAamp MinElute®,
Reagentes, Tubos, Extensores da
Coluna e Conectores de Vacuo
Rotor-Gene Q MDx e acessoérios
Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real com 5 9002022
5plex Platform canais (verde, amarelo, laranja,
vermelho, carmim), computador
portdtil, software, acessérios: inclui 1
ano de garantia em componentes e
md&o-de-obra, instalagéo e formagdo
ndo incluidas
Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real com 5 9002023
5plex System canais (verde, amarelo, laranja,
vermelho, carmim), computador
portdtil, software, acessérios: inclui 1
ano de garantia em componentes e
md&o-de-obra, instalagéo e formagdo
Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real e 9002032
5plex HRM Platform analisador de alta resolugdo de melting
com 5 canais (verde, amarelo, laranja,
vermelho, carmim) mais canal HRM,
computador portdtil, software,
acessorios: inclui 1 ano de garantia em
componentes e méo-de-obra,
instalagéo e formagéo ndo incluidas
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Produto indice N.2 de

cat.

Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real e 9002033
5plex HRM System analisador de alta resolugdo de melting

com 5 canais (verde, amarelo, laranja,

vermelho, carmim) mais canal HRM,

computador portdtil, software,

acessorios: inclui 1 ano de garantia em

componentes e mdo-de-obra,

instalagéo e formagdo
Rotor-Gene Q MDx Instrumento de PCR em tempo real 9002042
6plex Platform com 6 canais (azul, verde, amarelo,

laranja, vermelho, carmim), incluindo

computador portdtil, software,

acessoérios: 1 ano de garantia em

componentes e mdo-de-obra,

instalagéo e formagéo ndo incluidas
Rotor-Gene Q MDx Instrumento de PCR em tempo real 9002043
6plex System com 6 canais (azul, verde, amarelo,

laranja, vermelho, carmim), incluindo

computador portdtil, software,

acessoérios: inclui 1 ano de garantia em

componentes e mdo-de-obra,

instalagéo e formagdo
Loading Block 72 x Bloco de aluminio para configuragéo 9018901
0.1 ml Tubes da reacdo manual com pipeta de um

canal em 72 tubos de 0,1 ml
Loading Block 96 x Bloco de aluminio para configuracéo 9018905
0.2 ml Tubes da reacdo manual numa variedade

padréo de 8 x 12 utilizando 96 tubos

de 0,2 ml
Strip Tubes and Caps, 250 tiras de 4 tubos e tampas para 981103
0.1 ml (250) 1000 reagoes
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas 981106
0.1 ml (2500) para 10 000 reagdes
PCR Tubes, 0.2 ml 1000 tubos de parede fina para 1000 981005
(1000) reacoes
PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 tubos de parede fina para 981008
(10000) 1000 reacgdes
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Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e rendncia de
responsabilidades especificas do produto, consultar o manual do utilizador ou
o manual de instrucdes 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.

|
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Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco
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A aquisicao deste produto permite ao comprador o seu uso para efetuar servigos de diagnéstico em processos de diagnéstico humano in vitro. Néo
é aqui concedida patente geral ou outra licenga de qualquer tipo além deste direito de utilizacdo especifico a partir da compra.

Marcas registadas: QIAGEN®, QIAamp®, artus®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); COBAS®, TagMan® (Roche Group); FAM™, ROX™ (Life
Technologies Corporation); SYBR® (Molecular Probes, Inc.).

Acordo de licenga limitada

A utilizagéo deste produto implica a concordancia por parte de qualquer comprador ou utilizador do kit artus HCV RG RT-PCR com os seguintes
termos:

1.

O kit artus HCV RG RT-PCR s6 pode ser usado de acordo com o Manual do kit artus HCV RG RT-PCR e apenas com os componentes contidos
no kit. A QIAGEN néo concede qualquer licenca ao abrigo de sua propriedade intelectual para usar ou incorporar os componentes
englobados neste kit com qualquer componente nédo incluido neste kit, exceto conforme descrito no Manual do kit artus HCV RG RT-PCR e em
quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com.

A excegdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizagéo ou utilizagdes
ndo infrinjom os direitos de terceiros.

Este kit e os seus componentes estdo licenciados para uma Unica utilizagdo e ndo podem ser reutilizados, renovados ou ser objeto de revenda.
A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenga, expressa ou implicita, & excecdo das expressamente declaradas.

O comprador e utilizador do kit concorda em néo tomar nem permitir que qualquer outro tome medidas que possam conduzir a ou facilitar
qualquer dos atos acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes deste Acordo de Licenga Limitada em qualquer Tribunal e ird
recuperar todos os seus custos legais e de investigagéo, incluindo honordrios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir
este Acordo de Licenga Limitada ou qualquer dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao kit e/ou seus componentes.

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

© 2015 QIAGEN. Todos os direitos reservados.
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