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Utilizacdo prevista

O kit artus BK Virus QSRGQ é um teste de amplificacdo de dcidos nucleicos in vitro, para a
quantificagdo de ADN do virus BK em amostras biolégicas humanas. Este kit de teste de
diagnéstico utiliza a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e estd configurado para ser
utilizado com os instrumentos QlAsymphony SP/AS e Rotor-Gene Q. Para mais informagdes
sobre amostras especificas biolégicas humanas com as quais o kit foi validado, ver as
folhas de aplicacdo disponiveis online em

www.qiagen.com/products/artusbkvirusrgpcrkitce.aspx.

A QIAGEN continua a desenvolver e a validar outras aplicagdes para os kits artus QS-

RGQ, como seja a utilizagdo com tipos de amostras adicionais.

A versdo atualizada deste manual e as respetivas folhas de aplicacdo estdo disponiveis em

www.qiagen.com/products/artusbkvirusrgpcrkitce.aspx.

O kit arfus BK Virus QS-RGQ destina-se a ser usado juntamente com apresentagdo clinica e

outros marcadores de laboratério para prognéstico de doenca.

Uma vez que a QIAGEN monitoriza continuamente o desempenho dos ensaios e valida
novas reclamagdes, pede-se aos utilizadores que verifiquem se estdo a trabalhar com a

Gltima revisdo das instrucdes de utilizacdo.

Nota: Antes da realizagdo do teste, verificar a disponibilidade de novas revisdes de

rotulagem eletrénica em www.qiagen.com/products/artusbkvirusrgperkitce.aspx.

Todos os kits podem ser usados com os respetivos elementos de instrugdo, desde que o
nimero de versdo do manual e outras informacdes de rotulagem correspondam ao nimero
de versdo do kit. O ndmero de vers@o é visivel em cada rétulo da caixa do kit. A QIAGEN
assegura a compatibilidade entre todos os lotes do kit de teste com o mesmo nimero de

versdo.
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Resumo e explicacdo

O kit artus BK Virus QS-RGQ é um sistema pronto a usar para a detegdo de ADN do virus
BK através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) nos instrumentos Rotor-Gene Q, com
preparacdo da amostra e configuracdo de ensaio utilizando os instrumentos QIAsymphony
SP/AS.

Informagdes acerca do agente patogénico

O virus BK (BKV) é um virus de ADN pertencente aos poliomavirus. A infecdo primdria
costuma ocorrer sobretudo na inféncia e é, regra geral, assintomdtica. A seroprevaléncia
em adultos chega aos 90 %. Depois da infecdo primdria, o BKV continua latente nas células

do rim e pode ser reativado em situagdes de imunodeficiéncia, como um transplante.

A infecdo BKV pode ser correlacionada com a nefrite tubulointersticial e com a estenose
uretral em recetores de transplante renal, bem como & cistite hemorrdgica em recetores de
transplante de medula 6ssea. Também tem sido associada a padrdes de doenca de

vasculopatia, pneumonite, encefalite, retinite e até & faléncia miltipla de érgéos.

Replicados BKV de alto nivel persistentes sGo a caracteristica tipica da nefropatia associada
ao poliomavirus (PAN) em doentes transplantados renais. As infe¢des clinicamente

relevantes costumam estar limitadas a individuos imunossuprimidos.

Principio do procedimento

O BK Virus RG Master contém reagentes e enzimas para a amplificacdo especifica de uma
regido de 274 pb do genoma do virus BK e para a detegdo direta do fragmento

amplificado especifico no canal de fluorescéncia Cycling Green do Rotor-Gene Q.
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Além disso, o artus BK Virus QS-RGQ contém um segundo sistema de amplificacdo
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. O limite

de detecdo da PCR analitica do virus BK ndo é reduzido.

S&o fornecidos controlos positivos externos (BK Virus RG QS 1-4) que permitem a
determinagdo da quantidade de ADN viral. Para mais informagdes, ver a respetiva folha de
aplicacéo em

www.qiagen.com/products/artusbkvirusrgpcrkitce.aspx

O controlo negativo (dgua, grau PCR) monitoriza a PCR quanto a contaminagdo e é

referido como NTC (controlo sem modelo) no software QlAsymphony.

Conjuntos de controlo de ensaio e conjuntos de pardmetros de
ensaio

Os conjuntos de controlo do ensaio sGo uma combinagdo de um protocolo com pardmetros
adicionais, tais como o controlo interno, para purificagdo da amostra no QlAsymphony SP.

Um conjunto de controlo do ensaio predefinido é pré-instalado para cada protocolo.

Os conjuntos de pardmetros de ensaio sdo a combinagdo de uma definicdo de ensaio com
pardmetros adicionais definidos, tais como modelos de replicagdo e nimero de padrdes de

ensaio, para configuracdo de ensaio no QlAsymphony AS.

Para corridas integradas no QlAsymphony SP/AS, o conjunto de pardmetros de ensaio é
diretamente ligado ao conjunto de controlo do ensaio adiantado especificando o processo

de purificagdo da amostra associado.
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

artus BK Virus QS-RGQ Kit (24)

Nomero de catdlogo 4514363

NUmero de reacoes 24

Cor da Nome do componente Simbolo Quantidade

Azul BK Virus RG Master MASTER |, 4 x84l

Amarelo  BK Virus Mg-Sol* § 400 pl
BK Virus QS 11

Vermelho (1 x 10# cpias/yl) QS@ 200 pl
BK Virus QS 2t

Vermelho (1 x 10° copias/yl] Qs§ 200 pl
BK Virus QS 31

Vermelho (1 x 102 cépias/l QS§ 200 pl
BK Virus QS 41

Vermelho (1 x 10" copias/pl] QSg 200 pl

Verde  BK Virus RG IC* [1c ] 1000 pl

Branco Agua (grau PCR) 1000 !

Manual 1

* Solugdo de magnésio.

T Padréo de quantificagdo.

* Controlo interno.

§ Consultar na pdgina 27 uma lista de simbolos e respetivas definigdes.
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Importante: Assegurar que os instrumentos usados neste procedimento foram verificados e

calibrados de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Equipamento geral de laboratério

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

e Centrifuga de bancada com rotor para tubos de ensaio de 2 ml, com capacidade para
centrifugagdo a
6800 x g.

Materiais e equipamentos adicionais para a preparacdo de amostras

® QIlAsymphony SP (médulo do QlAsymphony RGQ) (n.° cat. 9001297)
e QIlAsymphony AS (médulo do QIAsymphony RGQ) (n.° cat. 9001301)
e Software QlAsymphony versdo 4.0

e Kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen (n.° cat. 937036 ou 937055)

Equipamentos adicionais para PCR

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

e Software para Rotor-Gene Q, versdo 2.1, ou superior

Nota: Para mais informagdes sobre os materiais necessdrios para aplicagdes especificas,
ver a respetiva folha de aplicacdo em

www.giagen.com/products/artusbkvirusrgperkitce.aspx.
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Avisos e precaucoes

Para utilizacdo em diagnéstico in vitro
Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com substancias quimicas, usar sempre uma bata de laboratério adequada,
luvas descartaveis e 4culos de protecdo. Para obter mais informagées, consultar as fichas de
dados de seguranca adequadas. Estas estdo disponiveis online no formato PDF, em
www.qiagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visuadlizar e imprimir as fichas de

dados de seguranca para cada kit QIAGEN e respetivos componentes.

Para informagdes de seguranca relativas ao kit de purificagdo usado, consultar o manual do
respetivo kit. Para informacdes de seguranca relativas aos médulos de instrumentos,

consultar o manual do utilizador do instrumento aplicével.

Eliminar a amostra, liquido e residuos do ensaio de acordo com os regulamentos de

seguranca e ambientais locais e nacionais.
Precaucdes gerais

Ter sempre em atengdo as seguintes recomendagcdes:

e Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.

e Durante as etapas manuais, sempre que possivel, manter os tubos fechados e evitar

contaminagdo.

® Descongelar completamente todos os componentes & temperatura ambiente (15-25 °C)

antes de dar inicio a um ensaio.

Manual do kit arfus BK Virus QS-RGQ 05/2016 9


http://www.qiagen.com/safety

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

Assegurar que ndo hd espuma ou bolhas nos tubos de reagentes.
® NG&o misturar componentes de kits com nimeros de lotes diferentes.
® Assegurar que os adaptadores necessdrios sdo pré-arrefecidos para 2-8 °C.

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

arrefecimento antes de proceder ao respetivo carregamento.

® Avangar continuamente entre etapas do procedimento. O tempo de transferéncia entre
cada médulo (QIAsymphony SP para QlAsymphony AS para Rotor-Gene Q) nédo deverd

demorar mais de 30 minutos.
Armazenamento e manuseamento de reagentes

Os componentes do kit artus BK Virus QSRGQ devem ser armazenados entre =15 °C e —
30 °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 isso pode reduzir o
desempenho do ensaio. Se os reagentes se destinarem a ser usados de forma intermitente,
devem ser congelados em aliquotas. O armazenamento a 2-8 °C ndo pode exceder um

periodo de 5 horas.

Manuseamento e armazenamento de amostras

As informagdes acerca do manuseamento e armazenamento das amostras para aplicagdes
especificas encontram-se na folha de aplicacdo relevante em

www.giagen.com/products/artusbkvirusrgperkitce.aspx.
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Purificacdo de ADN viral

O kit arfus BK Virus QSRGQ foi validado com um passo de purificagdo de ADN viral
realizado no QlAsymphony SP com o kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen. Ver no
Manual do QIAsymphony DSP Virus/Pathogen todas as informacdes sobre a preparacdo do

cartucho de reagentes para o passo de purificagdo de amostras no QlAsymphony SP.

Usar um controlo interno e ARN transportador (CARRIER)

A utilizagdo de kits QIAsymphony DSP Virus/Pathogen em conjunto com o kit artus BK Virus
QS-RGQ requer a introducdo de um controlo interno (BK Virus RG IC) no procedimento de
purificagdo para monitorizar a eficiéncia da preparagdo da amostra e ensaios a jusante.
Além disso, os kits QIAsymphony DSP Virus/Pathogen podem exigir a preparacdo de um
ARN transportador (CARRIER).

Para obter informagdes especificas relativas ao controlo interno e & utilizagdo de ARN
transportador (CARRIER), consultar a folha de aplicagdo relevante em

www.giagen.com/products/artusbkvirusrgperkitce.aspx.

Rendimentos de dcidos nucleicos

Os eluatos preparados com ARN transportador (CARRIER) podem conter mais ARN
transportador (CARRIER) do que dcidos nucleicos alvo. Recomenda-se a utilizacdo de

métodos de amplificacdo quantitativos para determinar os rendimentos.

Armazenar dcidos nucleicos

Para o armazenamento a curto prazo até 24 horas, recomendamos o armazenamento dos
d4cidos nucleicos purificados a 2-8 °C. Para o armazenamento a longo prazo superior a 24

horas, recomendamos o armazenamento a —20 °C.

Manual do kit arfus BK Virus QS-RGQ 05/2016 11



Preparacdo dos instrumentos QlAsymphony SP/AS para utilizagcdo

. Fechar todas as bandejas e coberturas.

Ligar os instrumentos QlAsymphony SP/AS e aguardar até que o ecrd Sample
Preparation (Preparagdo da amostra) aparega e o procedimento de inicializagdo fique

completo.

. Aceder ao instrumento (as bandejas serdo desbloqueadas).

Isolamento do ADN e configuracdo do ensaio no QlAsymphony

SP/AS

A descricdo que se segue é um protocolo geral para utilizagdo dos kits QlAsymphony DSP

Virus/Pathogen. Para mais informagdes sobre uma aplicagdo especifica, incluindo volumes

e tubos, ver a respetiva folha de aplicagdo em

www.qgiagen.com/products/artusbkvirusrgperkitce.aspx.

Pontos importantes antes de iniciar o procedimento

Assegurar que o utilizador estd familiarizado com o modo de funcionamento dos
instrumentos QIAsymphony SP/AS. Consultar os manuais do utilizador fornecidos com
os instrumentos e as versdes mais atuais disponiveis online em
www.qiagen.com/products/qiasymphonyrgq.aspx para obter instrucdes de

funcionamento.

Antes de utilizar um cartucho de reagente (RC) pela primeira vez, verificar se os

tampdes QSL2 e QSB1 no cartucho (RC) ndo contém um precipitado.

Se necessdrio, remover as cavidades que contém os tampdes QSL2 e QSB1 do cartucho
de reagente (RC) e incubar durante 30 minutos, a 37 °C, com agitagdo ocasional para
dissolver o precipitado. Assegurar que as cavidades sdo novamente colocadas nas
posigdes corretas. Se o cartucho de reagente (RC) j& estiver perfurado, assegurar que as

cavidades sdo seladas com tiras vedantes reutilizéveis e proceder & incubagdo do
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cartucho de reagente completo (RC), durante 30 minutos a 37 °C com agitacdo

ocasional em banho-maria.

e Evitar a agitagdo vigorosa do cartucho de reagente (RC), caso contrdrio poderd formar-

se espuma que pode conduzir a problemas de dete¢do do nivel liquido.

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

arrefecimento antes de proceder ao respetivo carregamento.

® Os volumes de reagentes estdo optimizados para 24 reac¢des por kit por procedimento

de ensaio.

® Antes de cada utilizagdo, todos os reagentes t#&m de ser completamente descongelados,
misturados (por pipetagem repetida para cima e para baixo ou por a¢do rdpida do
vértex) e centrifugados durante, pelo menos, 3 segundos a 6800 x g. Evitar a formagdo

de espuma nos reagentes.

® O:s eluatos da preparagdo da amostra e todos os componentes do kit arfus BK Virus QS-
RGQ comprovaram a estabilidade no interior do instrumento durante, pelo menos, o
tempo normal necessdrio para purificagdo de 96 amostras e configuracdo de 72
ensaios, incluindo um tempo de transferéncia de até 30 minutos do QIAsymphony SP
para o QlAsymphony AS, e um tempo de transferéncia de até 30 minutos do

QIlAsymphony AS para o Rotor-Gene Q.

Aspetos importantes antes de iniciar o procedimento

® Preparar todas as misturas necessdrias. Se necessdrio, preparar as misturas que contém
ARN transportador (CARRIER) e controlos internos imediatamente antes de iniciar o
procedimento. Para mais informacdes, ver a respetiva folha de aplicacdo em

www.qgiagen.com/products/artusbkvirusrgperkitce.aspx.

@ Antes de iniciar o procedimento, assegurar que as particulas magnéticas estdo
completamente ressuspensas. Agitar vigorosamente no vértex a cavidade contendo as

particulas magnéticas, durante, pelo menos, 3 minutos antes da primeira utilizagdo.
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® Antes de carregar o cartucho de reagente (RC), retirar a tampa da cavidade que contém
as particulas magnéticas e abrir os tubos de enzimas. Assegurar que o suporte de

enzimas foi estabilizado & temperatura ambiente (15-25 °C).

® Assegurar que a cobertura perfurdvel (PL) é colocada no cartucho de reagente (RC) e a
cobertura da cavidade das particulas magnéticas foi removida, ou se for utilizado um
cartucho de reagente (RC) parcialmente usado, assegurar que a tira vedante reutilizdvel

foi removida.

e Caso as amostras tenham cédigos de barras, orientar as amostras no porta-tubos, de
forma a que os cédigos de barras fiquem virados na bandeja “Sample” (Amostra) para

o lado esquerdo do QlAsymphony SP, onde se situa o leitor de cédigos de barras.

Configuragdo do QlAsymphony SP

1. Fechar todas as bandejas e coberturas dos instrumentos QlAsymphony SP/AS.

2. Lligar os instrumentos e aguardar até que o ecrd Sample Preparation apareca e o

procedimento de inicializacdo esteja concluido.

O inferruptor de alimentagdo estd localizado no canto inferior esquerdo do
QIAsymphony SP.

3. Aceder aos instrumentos.

4. Preparar as bandejas seguintes de acordo com a respetiva folha de aplicacdo em

www.giagen.com/products/artusbkvirusrgperkitce.aspx.

® Bandeja “Waste” (Residuos)
Depois de preparada, realizar uma inventariacdo.

® Bandeja “Eluate” (Eluato)
Depois de preparada, realizar uma inventariacdo.

® Bandeja “Reagents and Consumables” (Reagentes e consumiveis)
Depois de preparada, realizar uma inventariacdo.

® Bandeja “Sample”

14 Manual do kit artus BK Virus QS-RGQ 05/2016



Utilizando a configuragdo Integrated run (Ensaio integrado) no ecrd tatil do
QlAsymphony, introduzir as informagdes necessdrias para cada lote de amostras a ser

processado.

Selecionar o conjunto de pardmetros de ensaio para a corrida e atribuir o lote

correspondente &s amostras.

Para informagdes sobre o conjunto de parémetros de ensaio e o volume de eluicdo pré-

selecionado, ver a respetiva folha de aplicagdo.

Para informagdes sobre corridas integradas no QlAsymphony SP/AS, ver os manuais de

utilizador dos instrumentos.

Ao configurar um ensaio integrado, verificar as atribui¢des corretas do material de

laboratério das amostras, tipo de amostras (amostra, EC+ e EC-) e volumes.

Para informagdes sobre consumiveis e componentes a carregar em cada bandeja, ver a

respetiva folha de aplicagéo.

Depois de introduzidas as informagdes sobre todos os lotes do ensaio integrado, clicar

no botdo Ok (Ok) para sair da configuragdo Integrated run.

O estado de todos os lotes dentro da vista geral do ensaio integrado muda de LOADED
(Carregado) para QUEUED (Em fila). Assim que um lote é colocado em fila, o botdo Run

(Executar) aparece. Premir o botdo Run para dar inicio ao procedimento.

Todos os passos de processamento s&o totalmente automatizados.

Configuragdo do QlAsymphony AS

1.

Depois da colocagdo em fila de uma corrida integrada, abrir as bandejas
QlAsymphony AS. Os componentes que devem ser carregados sdo mostrados no ecrd
tatil.

Fazer sempre o seguinte antes do ensaio integrado:

® Inserir o coletor de pontas
® Eliminar o saco de residuos de pontas

® Instalar um saco vazio de residuos de pontas
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9.

Definir e carregar o(s) suporte(s) de ensaio.
O(s) suporte(s) de ensaio em adaptador(es) pré-arrefecido(s) séo carregados na(s)

ranhura(s) “Assay” (Ensaio).

Para mais informagdes sobre os suportes de ensaio, ver a respetiva folha de aplicagdo

em www.giagen.com/products/artusbkvirusrgpcrkitce.aspx.

. Verificar a temperatura das posicdes de arrefecimento.

Quando as temperaturas-alvo de arrefecimento sdo atingidas, o pequeno asterisco junto

a cada ranhura acende-se a verde.

Combinar todos os tubos de BK Virus RG Master de um Gnico kit num tubo antes de

usar.

Nota: Os reagentes viscosos podem ser dificeis de manusear com pipetas manuais.

Assegurar que a totalidade do volume do BK Virus RG Master é transferida para o tubo.

Encher cada tubo de ensaio com o volume necessdrio de cada reagente de acordo com

a informagdo de carregamento fornecida pelo software do instrumento.

Nota: Antes de cada utilizagGo, todos os reagentes tém de ser completamente
descongelados, misturados (por pipetagem repetida para cima e para baixo ou por
agdo répida do vértex) e centrifugados durante, pelo menos, 3 segundos a 6800 x g.
Evitar a formagdo de bolhas ou espuma, que poderdo causar erros de detegdo.
Trabalhar com rapidez e manter os componentes de PCR em gelo ou no bloco de

arrefecimento antes de proceder ao respetivo carregamento.

Carregar o suporte de reagente e colocar os tubos de reagente, sem as tampas, nas
posicdes correspondentes dos adaptadores pré-arrefecidos para reagentes de acordo

com a respetiva folha de aplicagdo.

. Carregar as bandejas “Eluate and Reagents” (Eluato e reagentes) e “Assays” (Ensaios)

com pontas com filtros descartdveis de acordo com o nimero necessdrio para cada tipo

de ponta indicado na respetiva folha de aplicacao.

Fechar as bandejas “Eluate and Reagents” e “Assays”.

10.Ao fechar cada bandeja, premir Scan (Ler) para dar inicio & inventariagdo de cada

bandeja.
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A inventariacdo verifica ranhuras, adaptadores, pontas com filtro e coletor de pontas,
bem como se o carregamento de determinados volumes de reagente estd correto. Se
necessdrio, corrigir eventuais erros.
A configuragdo do ensaio inicia-se automaticamente depois de concluido o passo de
purificagdo no QlAsymphony SP e de os suportes de eluato serem transferidos para o
QIAsymphony AS.

11.Apés finalizar o ensaio, premir Remove (Remover) no ecrd Overview (Perspetiva geral)
da configuragdo do ensaio. Abrir a bandeja “Assays” e descarregar o(s) suporte(s) de
ensaio.

12.Efetuar a transferéncia dos ficheiros de resultados e do ciclador.

13.Se vdrios lotes no QlAsymphony AS estiverem configurados num ensaio integrado,

recarregar as bandejas do QlAsymphony AS, comecando no passo 1.

14.Prosseguir para “PCR on the Rotor-Gene Q”, pdgina 18.

15.Efetuar a manutengéo regular do QlAsymphony AS durante ou apés a corrida PCR no
Rotor-Gene Q ou posterior.

Uma vez que o fluxo de trabalho é uma operagdo integrada, limpar todos os

instrumentos no final do fluxo de trabalho.

Observar as instrucdes de manutencdo no Manual do utilizador QIAsymphony SP/AS —

Descricdo Geral. Assegurar que a manutencdo é efetuada regularmente, de forma a

minimizar o risco de contaminacdo cruzada.
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PCR no Rotor-Gene Q

Pontos importantes antes de iniciar o procedimento

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

Assegurar que os 4 padrdes de quantificacdo, bem como, pelo menos, um controlo
negativo (dgua, grau PCR) sdo incluidos por cada ensaio de PCR. Para gerar uma curva
padrdo, utilizar todos os 4 padrdes de quantificagdo fornecidos (BK Virus QS 1-4) para

cada ensaio de PCR.

. Fechar os tubos de PCR e colocé-los no rotor de 72 pogos do Rotor-Gene Q.

Transferir as tiras de 4 tubos Rotor-Gene Q com a orientagdo correta, por forma a
respeitar a correspondéncia entre os indices das posicdes do adaptador de

arrefecimento e do rotor.

Assegurar que o anel de bloqueio (acessério do instrumento Rotor-Gene Q) é colocado

no topo do rotor para evitar a abertura acidental dos tubos durante o ensaio.

Transferir o ficheiro do ciclador do QlAsymphony AS para o computador do Rotor-
Gene Q.

Para a detegdo de ADN do virus BK, criar um perfil de temperatura e iniciar o ensaio de
acordo com a respetiva folha de aplicagdo em
www.giagen.com/products/artusbkvirusrgperkitce.aspx.

As informagdes especificas do software sobre a programagdo do Rotor-Gene Q sdo
fornecidas na respetiva folha de protocolo “Settings to run artus QS RGQ Kits”
(Definicdes de ensaio dos kits artus QS-RGQ) em
www.qiagen.com/products/artusbkvirusrgpcrkitce.aspx.
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Interpretacdo dos resultados

Ver a respetiva folha de aplicagdo em
www.qiagen.com/products/artusbkvirusrgpcrkitce.aspx para mais informagées sobre a

interprefacdo dos resultados.

Guia de resolucdo de problemas

Este guia de resolucdo de problemas pode ser Gtil para resolver qualquer problema que

possa surgir. Consultar informagdes de contacto na contracapa ou visitar www.qiagen.com.

Comentdrios e sugestoes

Manuseamento geral

Mensagem de erro Se for visualizada uma mensagem de erro durante um
visualizada no ecra ensaio infegrado, consultar os manuais do utilizador que
tatil acompanham os instrumentos.

Precipitado na cavidade de reagente do cartucho aberto do kit QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen

a) Evaporagdo do A evaporagdo excessiva pode levar ao aumento da
tampdo concentracdo salina ou & diminuicdo das concentracdes
de dlcool em tampdes. Eliminar o cartucho de reagente
(RC). Assegurar que as cavidades do tampdo de um
cartucho de reagente (RC) parcialmente usado sdo
seladas com tiras vedantes reutilizaveis quando este ndo

estiver a ser usado para purificagdo.
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b) Armazenamento do O armazenamento do cartucho de reagente (RC) a
cartucho de reagente  temperaturas inferiores a 15 °C pode conduzir &

(RC) formacdo de precipitados. Se necessdrio, remover as
cavidades que contém os tampdes QSL2 e QSB1 do
cartucho de reagente (RC) e incubar em banho-maria
durante 30 minutos, a 37 °C, com agitagdo ocasional
para dissolver o precipitado. Assegurar que as
cavidades sdo novamente colocadas nas posigdes
corretas. Se o cartucho de reagente (RC) jd estiver
perfurado, assegurar que as cavidades sdo seladas com
tiras vedantes reutilizaveis e proceder & incubagdo do
cartucho de reagente (RC) completo em banho-maria

durante 30 minutos, a 37 °C, com agitacdo ocasional.
Baixo rendimento de dcidos nucleicos

a) As particulas Antes de iniciar o procedimento, assegurar que as

magnéticas ndo foram  particulas magnéticas estdo completamente ressuspensas.

completamente Agitar no vértex durante, pelo menos, 3 minutos antes de
ressuspensas usar.

b) As amostras Descongelar as amostras congeladas com agitagdo
congeladas ndo ligeira para assegurar a correta mistura.

foram devidamente
misturadas apds

descongelamento

c) ARN transportador Reconstituir o ARN transportador (CARRIER) em tampdio
(CARRIER) n&o AVE (AVE) ou ATE (ATE) e misturar com um volume
adicionado adequado de tampdo AVE (AVE) ou ATE (ATE), conforme

se descreve na folha de aplicagdo relevante em
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Comentdrios e sugestoes

d) Acidos nucleicos

degradados

e) Lise incompleta da

amostra

f)  Entupimento da ponta
da pipeta devido a

material insoldvel

www.qiagen.com/products/artusbkvirusrgpcerkitce.aspx.
Repetir o procedimento de purificagdo com novas

amostras.

As amostras foram armazenadas incorretamente ou
sujeitas a demasiados ciclos de
congelamento/descongelamento. Repetir o procedimento

de purificagdo com novas amostras.

Antes de usar, verificar se o tampdo QSL2 e QSB1 ndo
contém precipitados. Se necessdrio, remover as
cavidades que contém os tampdes QSL1 e QSB1 do
cartucho de reagente (RC) e incubar durante 30 minutos,
a 37 °C, com agitagdo ocasional para dissolver o
precipitado. Se o cartucho de reagente (RC) jé estiver
perfurado, assegurar que as cavidades sdo novamente
fechadas com tiras vedantes reutilizdveis e proceder &
incubagdo do cartucho de reagente completo (RC),
durante 30 minutos a 37 °C com agitacdo ocasional em

banho-maria.

O material insoldvel ndo foi removido da amostra antes
de se iniciar o procedimento de purificagdo no
QIAsymphony.

Para remover o material insoldvel para aplicagdes virais,
centrifugar a amostra a 3000 x g durante 1 minuto e

transferir o sobrenadante para um novo tubo de amostra.
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O QlAsymphony AS deteta Master insuficiente

Nao foi transferidaa  Combinar todos os tubos de BK Virus RG Master de um

totalidade do Master  Gnico kit num tubo antes de usar. Os reagentes viscosos

para o tubo podem ser dificeis de manusear com pipetas manuais.
Assegurar que a totalidade do volume do Master é

transferida para o tubo.

Para reagentes viscosos, recomendamos a aspiracdo de
um volume adicional de 5% quando sdo utilizadas
pipetas manuais (por exemplo, ajuste a pipeta para 840

pl para um volume de 800 pl).

Em alternativa, depois de distribuir lentamente o liquido e
realizar a deflagdo na parede do tubo alvo, retirar a
ponta do liquido, libertar o émbolo da pipeta e aguardar
mais 10 segundos. Saird liquido residual da ponta e
poderd ser eliminado, premindo o émbolo da pipeta

uma segunda vez. A utilizagdo de pontas com grau de
PCR designadas de “baixa retengdo” podem aperfeicoar

a recuperagdo de liquido.

Auséncia de sinal com controlos positivos (BK Virus RG QS 1-4) no canal de

fluorescéncia Cycling Green

a) O canal de Para andlise de dados, selecionar o canal de
fluorescéncia fluorescéncia Cycling Green para a PCR analitica do
selecionado para virus BK e o canal de fluorescéncia Cycling Orange para

andlise dos dados de @ PCR do controlo interno.
PCR ndo cumpre o

protocolo.
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b)

d)

Programagdo
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 “Reagent Storage
and Handling”,
pdgina 10.

O prazo de validade
do kit artus BK Virus
QS-RGQ expirou

Comparar o perfil de temperatura com o protocolo.
Consultar a folha de aplicagdo e a folha de protocolo
relevantes em

www.qiagen.com/products/artusbkvirusrgpcrkitce.aspx.

Assegurar que a configuragdo do ensaio foi efetuada
corretamente e que se utilizou o conjunto de pardmetros
correto. Repetir a PCR, se necessdrio.

Consultar a folha de aplicagdo relevante em

www.giagen.com/products/artusbkvirusrgperkitce.aspx.

Verificar as condicdes de armazenamento e a data de
validade na etiqueta do kit dos reagentes e usar um novo

kit, caso seja necessdrio.

Verificar as condicdes de armazenamento e a data de
validade na etiqueta do kit dos reagentes e usar um novo

kit, caso seja necessdrio.

Sinal fraco ou ausente do controlo interno de uma amostra de plasma negativa sujeita

a purificacdo usando o kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen no canal de fluorescéncia

Cycling Orange e auséncia simulténea de sinal no canal Cycling Green

a)

As condicdes de PCR

ndo cumprem os

Verificar as condigdes da PCR (ver acima) e repetir a

PCR com as defini¢des corrigidas, caso seja necessdrio.
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requisitos do

protocolo
b) A PCR foi inibida Assegurar que se utiliza o método de isolamento
validado (consultar “DNA isolation and assay setup on
the QlAsymphony SP/AS”, na pdgina 12) e seguir
rigorosamente as instrugoes.

c) Ocorreram perdas de  Um sinal ausente do controlo interno pode indiciar perda
ADN durante a de ADN durante a extragdo. Assegurar que se utiliza o
extracdo método de isolamento validado (consultar “DNA isolation

and assay setup on the QlAsymphony SP/AS”, na
pdgina 12) e seguir rigorosamente as instrugdes.
Ver também “Low yield de dcidos nucleicos”, above.

d) As condicoes de Verificar as condicdes de armazenamento e a data de
armazenamento para  validade na etiqueta do kit dos reagentes e usar um novo
um ou mais kit, caso seja necessdrio.
componentes do kit
ndo cumprem as
instrucdes fornecidas
em “Reagent Storage
and Handling”

(pdgina 10)

e] O prazo de validade  Verificar as condicdes de armazenamento e a data de
do kit artus BK Virus validade na etiqueta do kit dos reagentes e usar um novo
QS-RGQ expirou kit, caso seja necessdrio.
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Sinais com controlos negativos no canal de fluorescéncia Cycling Green da PCR

andlitica

a) Ocorreu
contaminacdo durante

a preparagdo da PCR

b) Ocorreu
contaminacdo durante

a extragdo

Repetir a PCR com novos reagentes em replicacdes.

Se possivel, fechar os tubos de PCR imediatamente apés

a adicdo da amostra a ser testada.

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

Repetir a extracdo e a PCR da amostra a ser testada
usando novos reagentes.

Assegurar que o espaco de trabalho e os instrumentos

sGo descontaminados regularmente.
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Controlo da qualidade

De acordo com o Sistema de Gestdo da Qualidade Total da QIAGEN certificado pela
norma 1SO, todos os lotes do kit artus BK Virus QS-RGQ séo testados face a especificacdes

predeterminadas para garantir uma qualidade constante do produto.
Limitacoes

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 éptimos, é necessdrio que as instrugdes do manual do utilizador

sejam rigorosamente observadas.

Deveré ser dada atengdo aos prazos de validade impressos na caixa e nos rétulos de todos

os componentes. Ndo utilizar componentes cujo prazo de validade tenha expirado.

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

ensaio sdo revistos regularmente.

Caracteristicas de desempenho

Consultar as caracteristicas de desempenho do kit artus BK Virus QSRGQ em

www.qgiagen.com/products/artusbkvirusrgperkitce.aspx.
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Simbolos

Na tabela que se segue sdo descritos os simbolos que podem aparecer na rotulagem ou

neste documento.

Contém reagentes suficientes para <N> reagdes
<N>

Prazo de validade

<

AR EEEEY

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

Nomero de catédlogo

Nimero do lote

Nimero do material

Componentes

Contém

Nimero
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-~
=

EE&EL"?

K

Nimero do item de comércio mundial

R é a revisdo do Manual e n é o nimero da revisdo

Limites de temperatura

Fabricante

Consultar as instrucdes de utilizacdo

Atencdo

Master

Solugdo de magnésio

Padrdo de quantificacdo

Controlo interno

2

[ee]
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Informagdes para encomenda

Produto Contetddo N.° de cat.
Kit artus BK Virus QS-RGQ Para 24 reacdes: Master, solucdo 4514363
(24) de magnésio, 4 padrées de

quantificagdo, controlo interno,
dgua (grau PCR)

Kit QIAsymphony DSP Para 96 preparacdes (1000 pl 937055
Virus/Pathogen Midi cada): inclui 2 cartuchos de

reagentes e suportes e acessérios de

enzimas
Kit QIAsymphony DSP Para 192 preparagdes (200 pl 937036
Virus/Pathogen Mini caday): inclui 2 cartuchos de

reagentes e suportes e acessérios de

enzimas
Sistema QlAsymphony RGQ QIlAsymphony SP, QlAsymphony 9001850

AS, Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM,
acessorios e consumiveis
necessdrios, instalacdo e formacdo

Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e rendncia de responsabilidades
especificas do produto, consultar o respetivo manual do utilizador ou o manual do kit
QIAGEN. Os manuais do kit e do utilizador QIAGEN encontram-se disponiveis em
www.giagen.com ou podem ser solicitados & Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da
QIAGEN.
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Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco
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A aquisicdo deste produto permite ao comprador o seu uso para efetuar servicos de diagnéstico em processos de diagnéstico humano in vitro. N&o é aqui concedida
patente geral ou outra licenca de qualquer tipo além deste direito de utilizagéo especifico a partir da compra.

Marcas registadas: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).
Os nomes registados, as marcas comerciais, etc. utilizados neste documento, mesmo quando néo assinalados como tal, ndo devem ser considerados como ndo
protegidos por lei.

O artus BK Virus QS-RGQ ¢ um kit de diagnéstico com a marcagéo CE, de acordo com a Diretiva Europeia 98/79/CE para Diagnéstico In Vitro. Néo disponivel em
todos os paises.

Acordo de licenga limitada para o kit arfus BK Virus QS-RGQ

A utilizagdo deste produto significa a aceitacdo, por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto, dos seguintes termos:

1. O produto sé pode ser usado em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e este manual e apenas com os componentes contidos no kit. A
QIAGEN néo concede qualquer licenga ao abrigo da sua propriedade intelectual para usar ou incorporar os componentes incluidos neste kit com qualquer
componente ndo incluido neste kit, exceto conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, este manual e quaisquer protocolos adicionais
disponiveis em www.qiagen.com. Alguns destes protocolos adicionais foram fornecidos por utilizadores QIAGEN para utilizadores QIAGEN. Estes protocolos
néo foram devidamente testados nem ofimizados pela QIAGEN. A QIAGEN ndo garante nem fornece qualquer garantia de que os mesmos néo infrinjam
direitos de terceiros.

2. Aexcegdo de licengas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizagéo ou utilizagdes néo infrinjam
os direitos de terceiros.

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

5. O comprador e utilizador do kit concorda em néo tomar nem permitir que qualquer outro tome medidas que possam conduzir ou facilitar qualquer dos actos
acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes deste Acordo de Licenga Limitada em qualquer Tribunal e iré recuperar todos os seus custos
legais e de investigagdo, 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, consultar www.qiagen.com.

HB-0399-007 1062622 154023597 05/2016
© 2010-2016 QIAGEN, todos os direitos reservados.

32 Manual do kit artus BK Virus QS-RGQ 05/2016


http://www.qiagen.com/

Encomendas www.qiagen.com/shop | Assisténcia técnica support.qiagen.com | Website www.qiagen.com




	Utilização prevista
	Resumo e explicação
	Informações acerca do agente patogénico
	Princípio do procedimento
	Conjuntos de controlo de ensaio e conjuntos de parâmetros de ensaio

	Materiais fornecidos
	Conteúdo do kit

	Materiais necessários, mas não fornecidos
	Equipamento geral de laboratório
	Materiais e equipamentos adicionais para a preparação de amostras
	Equipamentos adicionais para PCR

	Avisos e precauções
	Informações de segurança
	Precauções gerais

	Armazenamento e manuseamento de reagentes
	Manuseamento e armazenamento de amostras
	Purificação de ADN viral
	Usar um controlo interno e ARN transportador (CARRIER)
	Rendimentos de ácidos nucleicos
	Armazenar ácidos nucleicos
	Preparação dos instrumentos QIAsymphony SP/AS para utilização
	Isolamento do ADN e configuração do ensaio no QIAsymphony SP/AS
	Configuração do QIAsymphony SP
	Configuração do QIAsymphony AS


	PCR no Rotor-Gene Q
	Interpretação dos resultados
	Guia de resolução de problemas

	Controlo da qualidade
	Limitações
	Características de desempenho
	Símbolos
	Informações para encomenda

