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O EZ1 DSP Virus Kit em conjunto com o BioRobot® EZ1 DSP ou o EZ1 Advanced da
QIAGEN® é um sistema que utiliza a tecnologia de esferas magnéticas para o
isolamento e a purificacdo de dcidos nucleicos virais de amostras de plasma, soro ou
liquido cefalorraquidiano (LCR) humano para utilizacgo em procedimentos de
diagnéstico.

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro
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A QIAGEN é o principal fornecedor de tecnologias inovadoras de amostragem e
ensaio, permitindo o isolamento e a deteccdo do conteddo de qualquer amostra
biolégica. Os avancados produtos e servicos de elevada qualidade da nossa empresa
garantem o sucesso desde a amostra ao resultado.

A QIAGEN é uma empresa de referéncia em matéria de:
M Purificagdo de ADN, ARN e proteinas

B Ensaios de 4cidos nucleicos e proteinas

B Investigacdo em microARN e ARNi

B Automatizacdo de tecnologias de amostragem e ensaio

A nossa missd@o permitir-lhe-& alcangar o sucesso, bem como resultados notéveis. Para
obter mais informacdes, visite www.giagen.com.
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Conteudo do kit

EZ1 DSP Virus Kit (48)
N.2 de catdlogo 62724
NUmero de preparagoes 48
RCV Cartuchos de reagentes, rREAG | carRT | VIRUS 48
Virus*t
DTH Porta-pontas descartéveis pise | TiP |HoLwD 50
DFT Pontas com filtro descartdveis | pisp | FiLT | TIP 50
ST Tubos de amostras (2 ml) SAMP | TUBE 100
ET Tubos de eluigdo (1,5 ml) [ELU TUBEI 100
CARRIER ARN transportador | CAR | RNA | 310 ug
AVE Tampédo de eluicdo’ | ELU | BUF | 3x2ml
Cartdo Q* 1
Manual 1

* Contém um sal de guanidina. Ndo compativel com desinfectantes contendo lixivia. Consulte
a pégina 7 para obter informacdes de seguranca.

t Contém azida de sédio como conservante.

* As informagdes codificadas no cédigo de barras do Cartdo Q séo necessdrias para a
deteccéo de dados dos reagentes através da utilizacdo da estagdo de trabalho EZ 1
Advanced.

Simbolos
W O kit contém reagentes para 48 preparacdes de amostras
E % Prazo de validade
VD Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
REF NUmero de catdlogo
LOT Numero de lote
MAT NUmero do material
COMP Componentes
NUM Ndmero
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VOL Volume

Limitagdo de temperatura

Fabricante legal

Nota importante

O~

USE Utilizar apenas com

CONT Contém

GITC Isotiocianato de guanidina
GuHClI Cloridrato de guanidina

EtOH Etanol

IPA Isopropanol
PROTK Proteinase K
LM\ Este lado para baixo ao abrir
Armazenamento

Armazene os cartuchos de reagentes (RCV) na vertical & temperatura ambiente
(15-25 °C). As particulas magnéticas nos cartuchos de reagentes (RCV)
mantém-se activas quando armazenadas a esta temperatura. NGo congele os
cartuchos de reagentes (RCV). Quando devidamente armazenados, os
cartuchos de reagentes (RCV) mantém-se estdveis até ao prazo de validade
indicado no Cartdo Q e na caixa do kit.

O ARN transportador liofilizado (CARRIER) mantém-se estdvel até ao prazo de
validade indicado na caixa do kit gquando armazenado & temperatura
ambiente.

Utilizagao prevista

O EZ1 DSP Virus Kit em conjunto com o BioRobot EZT DSP ou o EZ1 Advanced
da QIAGEN é um sistema que utiliza a tecnologia de esferas magnéticas para

o isolamento e a purificacéo de dcidos nucleicos virais de amostras de plasma,
soro ou LCR humano para utilizacdo em procedimentos de diagnéstico.

Podem ser utilizadas amostras de sangue tratadas com EDTA ou citrato como
anticoagulante para a preparagdo do plasma. As amostras podem ser recém-
colhidas ou congeladas, desde que néo tenham sido novamente congeladas
depois da descongelagdo.

O produto destina-se a utilizadores profissionais, tais como técnicos e médicos
com formacdo em técnicas de biologia molecular. Quaisquer resultados de
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diagnéstico, gerados através do procedimento de preparacéo de amostras em
conjunto com quaisquer ensaios de diagndstico para aplicacéo a jusante, tém de
ser interpretados tendo em consideracdo outros resultados clinicos ou
laboratoriais.

Limitacoes de utilizacéo do produto

O sistema ndo se destina ao isolamento e purificacdo de ARN e ADN de
amostras de sangue total humano, tecido, medula éssea, bactérias ou células
obtidas a partir de culturas.

Néo foi estabelecido o desempenho em termos de isolamento de dcidos
nucleicos de origem bacteriana, fungica, viral e parasitdria de materiais de
amostra como, por exemplo, amostras respiratérias, urina e suspensdes fecais.

O isolamento e a purificacdo de ADN fetal de plasma materno ndo foram
avaliados.

As caracteristicas de desempenho do EZ1 DSP Virus Kit foram estabelecidas
para o VIH-1, VHC, VHB, CMV e parvovirus B19, tal como documentado nas
figuras deste manual.

E da responsabilidade do utilizador validar as caracteristicas de desempenho
apropriadas do EZ1 DSP Virus para aplicagées a jusante baseadas no virus de
ADN e ARN. Para minimizar o risco de um impacto negativo nos resultados do
diagndstico, o produto deve ser utilizado com um controlo interno (IC) durante
o processo de preparacdo, amplificacéo e detecgdo de amostras (de acordo
com o ensaio para aplicagdo a jusante utilizado), bem como com controlos
positivos e negativos, para que as irregularidades sejam controladas na
medida do possivel. Para uma validacéo mais aprofundada, séo
recomendadas as directrizes da International Conference on Harmonization of
Technical Requirements (ICH) descritas em ICH Q2A: ‘Validation of analytical
methods: Definitions and terminology e ICH Q2B: Validation of analytical
methods: Methodology’.

O manuseamento dos produtos deve ser realizado com todo o cuidado e
atenc@o. Recomendamos a todos os utilizadores dos produtos QIAGEN que
respeitem as directrizes NIH elaboradas no dmbito das experiéncias com ADN
recombinante ou outras directrizes aplicéveis.

Garantia do produto e garantia de satisfacéo

A QIAGEN garante o desempenho de todos os produtos tal como descrito na
literatura dos respectivos produtos. O comprador tem de determinar a
adequabilidade do produto para a utilizagdo especifica em questéo. Se, por
qualgquer motivo excluindo a utilizagéo indevida, o desempenho de qualquer
produto néo for satisfatério, a QIAGEN ird substituir o mesmo gratuitamente
ou procederd ao reembolso do preco de compra. Reservamos o direito de
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mudar, alterar ou modificar qualquer produto para melhorar o respectivo
desempenho e concepcdo. Se um produto QIAGEN néo satisfizer as sua
expectativas, basta contactar o Departamento da Assisténcia Técnica ou
distribuidor local. Poderé optar entre trocar o produto ou que o valor do
mesmo seja creditado na sua conta. Existem outras condi¢ées que se aplicam a
instrumentos cientificos, produtos de assisténcia e produtos expedidos em gelo
seco da QIAGEN. Contacte-nos, caso pretenda obter mais informacdes sobre
esta questdo.

Pode obter, a pedido, uma cépia dos termos e condicdes da QIAGEN, sendo
igualmente fornecida no verso das nossas facturas. Se tiver ddvidas acerca das
especificacdes ou desempenho de produtos, contacte a Assisténcia Técnica ou
distribuidor local da QIAGEN (consulte o verso do manual ou visite
www.giagen.com).

Assisténcia Técnica

Na QIAGEN, orgulhamo-nos da qualidade e da disponibilidade do nosso
suporte técnico. Os nossos departamentos de assisténcia técnica sdo
compostos por cientistas experientes com conhecimentos praticos e tedricos
abrangentes em tecnologias de amostragem e ensaio e utilizagdo dos produtos
QIAGEN. Se tiver alguma ddvida ou tiver dificuldades em relagéo ao EZT DSP
Virus Kit ou aos produtos QIAGEN de um modo geral, ndo hesite em
contactar-nos.

Os clientes da QIAGEN séo a principal fonte de informacéo no que diz
respeito as utilizagdes avangadas ou especializadas dos nossos produtos. Estas
informacdes sdo Uteis a outros cientistas, bem como aos investigadores da
QIAGEN. Por conseguinte, incentivamo-lo a contactar-nos caso tenha alguma
sugestdo acerca do desempenho dos produtos ou de novas aplicacdes e
técnicas.

Para obter assisténcia técnica e mais informacdes, consulte o nosso Centro de
Suporte Técnico em www.qgiagen.com/Support ou contacte um dos
Departamentos da Assisténcia Técnica ou distribuidores locais da QIAGEN
(consulte o verso do manual ou visite www.qgiagen.com).

Informacgoes sobre seguranca

Quando trabalhar com substdncias quimicas, use sempre um avental de
laboratério adequado, luvas descartdveis e éculos de protec¢éo. Para mais
informagdes, consulte as folhas de dados de seguranca do material
(MSDSs) adequadas. Estas est@o disponiveis online no formato PDF, prético
e compacto, no endereco www.giagen.com/support/MSDS.aspx onde poderd
encontrar, visualizar e imprimir as MSDSs para cada kit doa QIAGEN e
respectivos componentes.
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directamente aos residuos provenientes da preparacdo de

f PRECAUCAO: NAO adicione lixivia nem solucées dcidas
amostras.

Alguns tampdes nos cartuchos de reagentes (RCV) contém cloridrato de
guanidina ou isotiocianato de guanidina, que podem formar compostos
altamente reactivos quando combinados com lixivia.

Se for derramado liquido destes tampdes, limpe com detergente laboratorial
adequado e dgua. Se nas estagdes de trabalho EZ1T Advanced ou BioRobot EZ1
DSP for derramado liquido que contenha agentes potencialmente infecciosos,
desinfecte a estacdo de trabalho, utilizando os reagentes descritos no manual
do utilizador fornecido com a estagéo de trabalho EZ1 em questdo.

Os cartuchos de reagentes (RCV) danificados ou com fugas tém de ser
manuseados e eliminados de acordo com os regulamentos de seguranca locais.
Néo utilize cartuchos de reagentes (RCV) ou outros componentes do kit
danificados, uma vez que a sua utilizacéo poderd resultar num fraco
desempenho do kit.

A QIAGEN néo testou os residuos liquidos gerados pelo procedimento do EZ1
DSP Virus quanto a materiais infecciosos residuais. A contaminacéo dos
residuos liquidos com materiais infecciosos residuais é altamente improvével,
mas ndo pode ser completamente excluida. Por conseguinte, os residuos
liquidos tém de ser considerados infecciosos e tém de ser manuseados e
eliminados de acordo com os regulamentos de seguranca locais.

As frases de risco e seguranca seguintes aplicam-se aos componentes do EZ1
DSP Virus Kit:

Cartucho de reagentes, Virus (RCV)

M an,Xn

Contém etanol, isotiocianato de guanidina, cloridrato de guanidinag,
isopropanol e proteinase K: altamente inflamével, nocivo, irritante e
sensibilizador. Frases de risco e seguranca:” R11-20/21/22-32-36/38-42/43,
S13-26-36/37/39-46

* R11:Altamente inflamdvel; R20/21/22: Nocivo por inalacdo, em contacto com a pele e por
ingestdo; R32: O contacto com dcidos liberta um gds muito téxico; R36/38: Irritante para os
olhos e pele; R42/43: Poderd provocar sensibilizagdo por inalagéo e através do contacto
com a pele; S13: Mantenha afastada de alimentos, bebidas e alimentos para animais; $S26:
Em caso de contacto com os olhos, lave imediatamente com dgua em abundéncia e procure
assisténcia médica; S36/37/39: Use vestudrio protector adequado, luvas e protecgéo
ocular/facial; S46: Se for ingerido, consulte imediatamente um médico e mostre este
recipiente ou rétulo.
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Informacoes de emergéncia 24 horas

Poderdo ser obtidas informacdes de emergéncia médica em inglés, francés e
alemédo 24 horas por dia junto do:

Centro de Informacdes sobre Venenos de Mainz, Alemanha
Tel.: +49-6131-19240

Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Gestdo da Qualidade Total certificado por norma
ISO da QIAGEN, todos os lotes do EZ1 DSP Virus Kit séo testados face a
especificacdes predeterminadas para garantir uma qualidade constante do
produto.

|
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Introducéo

O EZ1 DSP Virus Kit fornece um procedimento, totalmente automatizado, para
a purificagdo simulténea de ADN e ARN virais do soro, plasma e LCR através
da utilizagdo de uma estacdo de trabalho EZ1 Advanced ou BioRobot EZ1 DSP.
O kit pode ser utilizado para purificar &cidos nucleicos de uma gama
abrangente de virus de ADN e ARN. Contudo, o desempenho do kit néo estd
garantido para todas as espécies de virus e tem de ser validado pelo utilizador.
A tecnologia de particulas magnéticas permite a purificacdo de dcidos
nucleicos de elevada qualidade que estejom isentos de proteinas, nucleases e
outras impurezas. Os dcidos nucleicos purificados estdo prontos a utilizar para
a deteccdo altamente sensivel em ensaios a jusante, tais como amplificagdo ou
outras reacgdes enzimdticas. As estagdes de trabalho EZ1 Advanced ou
BioRobot EZ1 DSP realizam todos os passos do procedimento de purificacdo.
Séo processadas, no mdximo, 6 amostras numa GUnica execucdo.

Principio e procedimento

A tecnologia de particulas magnéticas combina a velocidade e a eficiéncia da
purificagdo de dcidos nucleicos baseada em silica com o prdtico manuseamento
das particulas magnéticas. O procedimento de purificagdo foi concebido para
garantir um manuseamento seguro e reprodutivel de amostras potencialmente
infecciosas. O procedimento de purificagéo é constituido por 4 passos: lise,
ligacdo, lavagem e eluigdo (consulte abaixo o fluxograma, pdgina 12).

Lise com proteinase K

A proteélise de amostras de soro, plasma ou LCR é realizada em condigdes
altamente desnaturantes a temperaturas elevadas. A lise é realizada na
presenca do tampdo de lise e proteinase K que, em conjunto, garantem a
digestdo de proteinas com revestimento viral e a inactivagéo de RNases.

Ligacdo a particulas magnéticas

O tampéo de ligagdo é adicionado as amostras lisadas para ajustar as
condicdes de ligacdo. Os lisados misturam-se completamente com as
particulas magnéticas para permitir a adsor¢do ideal de ADN e ARN virais &
superficie de silica. As condicdes de pH e o sal garantem que a proteina e os
outros contaminantes, que podem inibir a PCR e outras reacgdes enzimdticas a
jusante, ndo se ligam as particulas magnéticas.

Lavagem de dacidos nucleicos ligados

Enguanto o ADN e o ARN virais permanecerem ligados as particulas
magnéticas, os contaminantes sdo eficazmente lavados durante uma sequéncia
de passos de lavagem, utilizando primeiro o tampdo de lavagem 1, em
seguida o tampdo de lavagem 2 e depois o etanol.
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Eluicdo de dcidos nucleicos puros

Num Unico passo, o ADN e o ARN virais altamente puros séo eluidos no
tampédo de eluicdo (AVE). Os dcidos nucleicos purificados podem ser utilizados
imediatamente em aplicagdes a jusante ou entdo armazenados para utilizacdo

futura.

.|
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Procedimento do EZ1 DSP

Soro, plasma ou LCR

Acidos nucleicos virais
puros, de elevada qualidade

Lise com proteinase K
e tampao de lise

Particulas magnéticas e tampéo
de ligagdo adicionados a lisados

Acidos nucleicos ligados a
particulas magnéticas

Separagdo magnética

Lavar com tampdo de lavagem
1, em seguida com tampdo de
lavagem 2 e depois com etanol

Separa¢do magnética

Eluir com tampéo de eluicao (AVE)

12
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Caracteristicas de desempenho

Intervalo linear

O intervalo linear do EZT DSP Virus Kit foi avaliado para os virus de ARN-VHC
e VIH-1 e o virus de ADN-VHB. Os testes foram efectuados com diluicées de
painéis de virus quantificados realizados em plasma ou soro humanos
negativos ao VHB, VHC e VIH-1. Foram testadas séries de diluigéio com seis
titulacdes de virus diferentes com 12 replicados cada. O intervalo linear do
procedimento do EZ1 DSP Virus Kit foi determinado para o VHB, VHC e VIH-1
com os ensaios de carga viral Abbott RealTime (Tabela 1, Figura 1). Foram
adicionados controlos internos RealTime (17 ul cada) directamente a cada
amostra de VIH-1 ou VHC antes da extraccdo. Para o RealTime HBV, o controlo
interno 3,4 ul RealTime HBV foi combinado com ARN transportador para cada
amostra. Os dcidos nucleicos virais foram extraidos a partir de amostras de
400 ul e eluidos em tampédo de eluicéo (AVE) de 90 ul. A PCR foi realizada no
Abbott m2000rt.

Tabela 1. Origem das amostras e ensaios a jusante utilizados para a
determinacdo do intervalo linear de rendimentos com o protocolo EZ1
DSP Virus

Ensaio manual

Virus Origem Ensaio a jusante utilizado

VIH-1  BBI (Boston Biomedica, Abbott RealTime Abbott RealTime
Inc., Boston, EUA) VIH HIV-1 (Abbott HIV-1
anémalo, plasma Molecular Inc.)

recalcificado BB

VHC  ProMedDx (ProMedDx LLC Abbott RealTime Abbott RealTime
Norton, MA, EUA), HCV (Abbott HCV
amostra de doente, soro  Molecular Inc.)
humano normal agrupado

(pool)

VHB  Teragenix (Teragenix Abbott RealTime Abbott RealTime
Coporate, Ft. Lauderdale, HBV (Abbott HBV
FL, EUA), amostra de Molecular Inc.)

doente, plasma humano
recalcificado
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Figura 1. Intervalo linear de rendimentos utilizando o protocolo EZ1 DSP Virus. O

intervalo linear do EZ1 DSP Virus foi determinado utilizando séries de diluigéo viral e os
ensaios Abbott RealTime (Tabela 1) [ para VIH-1, [ para VHC e [@ para VHB.
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Precisdo

Os desvios padréo e coeficientes de variacdo (CVs) foram determinados para
séries de diluicdo de VIH-1, VHC e VHB no intervalo linear dos ensaios a
jusante adequados. Para a andlise de preciséo, foram utilizados os mesmos
ensaios a jusante para a determinacéo do intervalo linear (Tabela 1, pdgina
13). Os dados de precisdo inter-ensaios sdo apresentados nas Tabelas 2-4.
Para cada membro do painel, foram extraidos 12 replicados em 12 execucgdes
separadas no BioRobot EZT DSP. A PCR foi realizada em 2 execucdes de 6
replicados cada no Abbott m2000rt.

Tabela 2. Precisdo inter-ensaios do protocolo EZ1 DSP Virus utilizando o
ensaio Abbott RealTime HIV-1

Membro log DP (log
do painel n Copias/ml CV (%) copias/ml  cépias/ml)
1 12 148 40 2,17 0,17

2 12 426 26 2,63 0,13

3 12 1082 14 3,03 0,06

4 11 11.506 14 4,06 0,06

5 12 116.145 15 5,07 0,07

6 12 1.300.669 16 6,11 0,08

Tabela 3. Precisdo inter-ensaios do protocolo Z1 DSP Virus utilizando o
ensaio Abbott RealTime HCV

Membro DP (log
do painel n Ul/ml CV (%) log Ul/ml Ul/ml)
1 12 39 56 1,59 0,27
2 12 122 22 2,09 0,10
3 12 2331 16 3,37 0,08
4 11 51.582 12 4,71 0,05
5 12 357.547 23 5,55 0,11
6 12 5.505.964 24 6,74 0,10
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Tabela 4. Precisao inter-ensaios do protocolo EZ1 DSP Virus utilizando o
ensaio Abbott RealTime HBV

Membro log DP (log
do painel n Copias/ml CV (%) coépias/ml  cépias/ml)
1 12 22 60 1,34 0,34

2 12 357 16 2,55 0,07

3 12 2835 7 3,45 0,03

4 11 280.221 10 5,45 0,05

5 12 3.311.311 12 6,52 0,05

6 12 40.040.547 14 7,60 0,06

Limite de deteccéo

O limite de detecgdo foi determinado pelo valor Probit de 95% para o sistema
EZ1 DSP Virus utilizando a norma internacional 97/656 da OMS relativa ao
virus VIH-1, a norma internacional 97/746 da OMS relativa ao virus VHB e o
sobrenadante de cultura de células de CMV quantificado. O limite de detecgdo
foi determinado através do processamento de séries de diluigdo dos virus
adequados. Os virus foram diluidos num pool de plasma humano normal com
EDTA negativo ao VIH, VHB e CMV. Cada passo da diluicgo foi preparado em,
pelo menos, 3 execucdes independentes, com no minimo 6 replicados por
diluigdo. Foram utilizados 400 ul de plasma para a preparacéo de amostras
no BioRobot EZ1 DSP com eluigdo em 60 pul.

Foram utilizados artus® HBV PCR Kits para a deteccdo de ADN-VHB e os artus
CMV PCR Kits para a deteccéio de ADN-CMV. As amostras foram analisadas
num Instrumento LightCycler® 1.2 (Roche), num Rotor-Gene™ 3000 (Corbett-
Research) e num ABI PRISM® 7000 SDS (Applied Biosystems). Foi utilizado o
Teste COBAS® Amplicor® HIV-1Monitor® (verséo 1.5) para a detecgéio do ARN-
VIH utilizando o COBAS Amplicor Analyzer. Os dados combinados para todas
as amostras foram avaliados utilizando andlise Probit. Os dados sdo
apresentados nas Tabelas 5-6, com grdficos Probit representativos nas Figuras

2-3.
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Tabela 5. Limite de deteccdo do ADN do VHB e CMV utilizando o
sistema EZ1 DSP Virus e os artus PCR Kits

Resultados Resultados Resultados

Virus Titulacdo inicial (LightCycler) (Rotor-Gene) (ABI PRISM)
VHB Valor Probit de

95% (Ul/ml) 45,7 14,4 13,2

Intervalo de

confianca (Ul/ml) 28-102 9,5-26,5 9,0-23,1
CMV  Valor Probit de

95% (copias/ml) 67,2 21,8 38,3

Intervalo de

confianca 41,8-142 14,5-44,1 21,5-89,8

(cépias/ml)

95% Bl L .
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n_ L
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Figura 2. Andlise Probit para deteccdo de ADN-CMV utilizando o sistema EZ1 DSP
Virus e o artus CMV RG PCR Kit. Os dcidos nucleicos virais foram purificados utilizando o
sistema EZ1 DSP Virus e o artus CMV PCR RG Kit foi utilizado para a deteccdo de ADN-CMV
no Rotor-Gene 3000. O valor Probit de 95% foi de 21,8 cépias/ml.
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Tabela 6. Limite de deteccdo do ARN-HIV utilizando o sistema EZ1 DSP
Virus e o COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test, versédo 1.5

Titulacao inicial (Ul/ml) Resultados
Valor Probit de 95% (Ul/ml) 114,5
Intervalo de confianca (Ul/ml) 82,9-194,3
1,0
0,8
0,6
2 04
e
0,2
00 .
-1 0 1 2 3
log (dose)

Figura 3. Andlise Probit para detecgdo do ARN-HIV utilizando o sistema EZ1 DSP
Virus e o COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test, Verséo 1.5. Os dcidos nucleicos virais
foram purificados utilizando o sistema EZ1 DSP Virus, com um volume de entrada da amostra
de 400 ul e uma eluicéo de 60 ul. Foi utilizado o COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test para a
detecgéo do ARN-HIV no COBAS Amplicor Analyzer no modo ultra-sensivel. O valor Probit de
95% foi de 114,5 Ul/ml.

Exclusdo de "carry-over' de amostras

Foram realizadas nove execucgdes na estacéo de trabalho BioRobot EZT DSP
para avaliar o risco de eventos de contaminagéo cruzada durante e entre
procedimentos do EZ1 DSP Virus. O teste foi realizado utilizando uma amostra
do doente de parvovirus B19 quantificado. A carga viral das amostras positivas
utilizada para os testes de "carry-over" foi de 1,0 x108 Ul/ml. Para a diluicéo de
amostras positivas e, como amostras de controlo negativo, foi utilizado um
pool de plasma humano com EDTA negativo ao parvovirus B19.

Para detectar o "carry-over' de amostra-para-amostra, foram realizadas 2
execucdes com uma disposicéo alternada em tabuleiro (método "checkerboard")
de amostras negativas e altamente positivas. As terceiras execucdes foram
realizadas utilizando todas as amostras negativas para monitorizar a
possibilidade de ocorréncia de "carry-over" de execugdo-para-execucdo. Esta

18 Manual do EZ1 DSP Virus Kit 07/2008



disposicdo de amostras foi repetida trés vezes, resultando num total de nove
execucdes. O ADN do parvovirus B19 foi detectado e quantificado utilizando o
artus Parvo B19 RG PCR Kit com a marca CE-IVD no Rotor-Gene 3000. O limite
de detecgdo analitica do artus Parvo B19 RG PCR Kit é determinado como sendo
de 0,2 Ul/ul no eluato (p = 0,05). Tal indica que existe 95% de probabilidade de
vir a ser detectado um volume de 0,2 Ul/ul no eluato.

Todas as amostras altamente positivas foram detectadas como sendo positivas
utilizando o artus Parvo B19 RG PCR Kit. Todas as amostras negativas, nas
execucdes "checkerboard" e nas execucdes totalmente negativas, ndo foram
reactivas (Tabela 7). Estas experiéncias demonstram que o protocolo EZ1 DSP
Virus ndo proporciona o "carry-over" de amostras nestas condicdes.

Tabela 7. Configuracao do teste de contaminagéo cruzada e valores C;
para a deteccdo do ADN do parvovirus B19

Posicdo
Execucdo 1 2 3 4 5 6
1 15,47 X 15,41 X 15,36 X
2 X 15,48 X 15,53 X 15,32
3 X X X X X X
4 15,35 X 15,2 X 15,27 X
5 X 15,21 X 15,13 X 15,43
6 X X X X X X
7 15,62 X 15,48 X 15,23 X
8 X 15,31 X 15,83 X 15,62
9 X X X X X X

Valor C; médio de todas as amostras = 15,40 = 0,18 (CV = 1,14%)
X: Néo reactivo apés 45 ciclos de PCR.

Estabilidade

Foi determinada a estabilidade do ARN e do ADN virais em eluatos gerados
utilizando o EZ1 DSP Virus Kit. O plasma humano com EDTA foi enriquecido
com 1x10° Ul/ml de AcroMetrix OptiQuant® HCV RNA para VHC e material
padréo VQC para o parvovirus B19. Foram processados 18 replicados, de
acordo com o periodo de tempo de teste e condigdo de incubagdo, utilizando o
sistema EZ1 DSP Virus. Os eluatos que continham ADN do parvovirus B19 e
ARN-VHC foram incubados durante, no méximo, 6 horas a 30 °C, 14 dias a 4
°C, 12 semanas a -20 °C e 9 meses a -80 °C. O estudo ainda estd em curso.
Os eluatos foram analisados utilizando um ensaio validado internamente de
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RT-PCR para VHC e o artus Parvo B19 RG PCR. Verificou-se uma falha no
ensaio de RT-PCR em 18 replicados para o ARN-VHC apés o armazenamento
a 4 °C durante 14 dias (Figura 4).
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Figura 4. Estabilidade dos dcidos nucleicos virais. Foi determinada a estabilidade do ARN
e do ADN virais em eluatos gerados utilizando o EZ1 DSP Virus Kit para o [NARN-VHC e o [§
ADN do parvovirus B19.
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Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi determinada utilizando 3 estacées de trabalho BioRobot
EZ1 DSP em 3 dias diferentes (consulte a Tabela 8, pdgina seguinte). Para
cada teste (A-G), foram processados 12 replicados em 2 execucdes no
BioRobot EZ1 DSP. O plasma humano com EDTA foi enriquecido com 1x10*
Ul/ml de AcroMetrix OptiQuant HCV RNA e 1x10% Ul/ml de AcroMetrix
OptiQuant HBV DNA. O ADN-VHB foi determinado utilizando o artus HBY RG
PCR Kit e o ARN-VHC utilizando um ensaio validado internamente de RT-PCR
para VHC.

O procedimento automatizado é altamente reprodutivel, como demonstrado
pelos resultados comparéveis da purificacéo de dcidos nucleicos virais em 3
estacdes de trabalho BioRobot EZ1 DSP em 3 dias diferentes (Figura 5).

Tabela 8. Configuracdo do teste de reprodutibilidade

Configuracao do teste  1.2dia 2.2dia 3.2 dia

BioRobot EZ1 DSP | Teste A Teste D TesteF
BioRobot EZ1 DSP I Teste B Teste E
BioRobot EZ1 DSP Il Teste C Teste G

40 |

38

36

34 -

32

30

¢

28

26

24

22

20 -

Figura 5. Reprodutibilidade. A reprodutibilidade foi determinada em trés estacdes de
trabalho BioRobot EZ1 DSP em trés dias diferentes.
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Equipamento e reagentes a serem fornecidos pelo
vtilizador

Quando trabalhar com substéncias quimicas, use sempre um avental de
laboratério adequado, luvas descartdveis e 6culos de proteccdo. Para mais
informacdes, consulte as Folhas de dados de seguranca do material (MSDSs)
adequadas, disponiveis junto do fornecedor do produto.

Todos os protocolos

B Pipetas’ e pontas de pipeta estéreis isentas de RNase
Lenco de papel suave

Agua

Etanol a 70%

Opcional: Vértex* (se for necessério misturar amostras de soro ou plasma
congeladas)

Para utilizadores do EZ1 Advanced
M EstacGo de trabalho EZ1 Advanced* (n.° cat. 9001411)
M Cartdo EZ1 Advanced DSP Virus (n.° cat. 2018306)

M Para o controlo das amostras, é necessdrio utilizar um dos seguintes
componentes:

B PC* (incluindo monitor) com o software EZ1 Advanced Communicator
(n.° cat. 9017759)

B Software EZ1 Advanced Communicator (n.° cat. 9018529), se utilizar
PC préprio*

B Impressora* (n.° cat. 9018464) e pacote de acessérios para
impressora (n.° cat. 9018465)

Para utilizadores do BioRobot EZ1
M Estacdo de trabalho BioRobot EZT DSP* (n.° cat. 9001360)
M Cartdo EZ1 DSP Virus (n.° cat. 9017707)

" Assegure-se de que os instrumentos foram verificados, mantidos e calibrados regularmente
de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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Notas importantes

Preparar as amostras de soro, plasma e LCR

O procedimento de purificagé@o é optimizado para utilizagdo com amostras de
soro, plasma ou LCR de 100 ul, 200 ul ou 400 ul. Podem ser utilizadas
amostras de sangue tratadas com EDTA ou citrato como anticoagulante para a
preparacgdo do plasma. As amostras podem ser recém-colhidas ou congeladas,
desde que ndo tenham sido novamente congeladas depois da descongelagéo.

Apés a colheita e a centrifugagdo, o plasma, o soro ou o LCR podem ser
armazenados a 2-8 °C durante, no mdximo, 6 horas. Para um armazenamento
mais prolongado, recomendamos o congelamento de aliquotas a =20 °C ou -80
°C. Descongele as amostras & temperatura ambiente (15-25 °C) e processe as
amostras imediatamente quando tiverem estabilizado & temperatura ambiente.
Néo volte a congelar as aliquotas depois da sua descongelagédo. A
congelagdo/descongelacéo conduz & desnaturacdo e precipitacéo de proteinas,
resultando em ftitulacdes virais reduzidas e, por conseguinte, rendimentos
reduzidos de dcidos nucleicos virais. Se forem visiveis crioprecipitados nas
amostras, centrifugue a 6800 x g durante 3 minutos, transfira os sobrenadantes
para tubos novos sem interferir com os pellets e inicie, imediatamente, o
procedimento de purificacdo.

Preparar o ARN transportador (CARRIER)

Durante o procedimento de purificacdo, o ARN transportador (CARRIER) serve
dois propésitos. Em primeiro lugar, melhora a ligagéo de dcidos nucleicos
virais & superficie de silica das particulas magnéticas, especialmente se a
amostra contiver um nUmero reduzido de moléculas-alvo. Em segundo lugar, a
adicéo de grandes quantidades de ARN transportador (CARRIER) reduz as
probabilidades numa rara eventualidade das RNases néo serem desnaturadas
pelos sais caotrépicos e o detergente no tampdo de lise. Se o ARN
transportador (CARRIER) ndo for adicionado & reacgdo, a recuperacdo de ADN
ou ARN viral pode ser reduzida.

O ARN transportador liofilizado (CARRIER) fornecido com o kit é suficiente para
48 preparacdes de amostras. A concentragdo de ARN transportador (CARRIER)
utilizado no procedimento de purificagéo permite ao EZ1 DSP Virus Kit ser
utilizado como um sistema de purificagdo geral que é compativel com muitos
sistemas de amplificagéo diferentes e que é apropriado para a purificacéo de
dcidos nucleicos de uma vasta gama de virus de ADN e ARN. Contudo, os
sistemas de amplificacdo variam em termos de eficiéncia, dependendo da
quantidade total de dcidos nucleicos presentes na reaccdo. Os eluatos obtidos
através da utilizacdo do EZ1 DSP Virus Kit contém dcidos nucleicos virais e ARN
transportador (CARRIER) e a quantidade de ARN transportador (CARRIER) em
cada eluato excede grandemente a quantidade de écidos nucleicos virais. A
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quantidade de eluato a adicionar a reaccdes de amplificagé@o a jusante deve, por
conseguinte, basear-se na quantidade de ARN transportador (CARRIER) no eluato.
Para obter os niveis mais elevados de sensibilidade nas reacgdes de amplificagdo,

poderd ser necessdrio ajustar a quantidade da solugéo de ARN transportador
(CARRIER) adicionada.

Dissolva o ARN transportador (CARRIER) liofilizado completamente em 310 ul
de tampdo de eluicdo (AVE), divida-o em aliquotas de tamanho conveniente e
armazene a —20 °C. Né&o congele-descongele as aliquotas mais de que 2
vezes.

Para cada amostra processada, dilua 3,6 ul da solugdo-mae de ARN
transportador (CARRIER) num volume total de 60 ul utilizando o tampéo de
eluicdo (AVE) (e/ou uma solucéo de controlo interno). Um volume de 50 ul
desta solucéo ARN transportador-tampéo de eluicdo (CARRIER-AVE) é
transferido para a mistura de lise, correspondendo a 3 ug de ARN
transportador (CARRIER).

Se pretender utilizar um controlo interno (IC), consulte "Utilizar um controlo
interno (IC)" abaixo.

@ O procedimento de purificacGo é optimizado de modo a que seja
adicionado 3 ug de ARN transportador (CARRIER) por amostra. Caso uma
quantidade diferente de ARN transportador (CARRIER) se ter revelado mais
adequada para um sistema de amplificacdo especifico, altere o volume da
solugdo-made de ARN transportador (CARRIER) misturada com tampédo de
eluicdo (AVE) ou utilize uma concentracdo diferente de solugdo-mée. O volume
total da solucéo ARN transportador—tampdo de eluicéo (CARRIER-AVE) deve
ser de 60 ul, dos quais 50 ul sGo transferidos para a mistura de lise. A
utilizagdo de quantidades diferentes de ARN transportador (CARRIER) tem de
ser validada para cada tipo de amostra em particular e ensaio a jusante.

Utilizar um controlo interno (IC)

A utilizacdo do EZ1 DSP Virus Kit em conjunto com sistemas de amplificacéo &
venda no mercado pode requerer a intfroducéo de um controlo interno (IC) no
procedimento de purificacdo para monitorizar a eficiéncia da preparacéo da
amostra.

O ADN ou o ARN de controlo interno deve ser combinado com a solugéo-mae
de ARN transportador (CARRIER) (3,6 ul) numa mistura. Para cada amostra, a
mistura ARN transportador—controlo interno (CARRIER-IC) deve ter um volume
de 60 ul, dos quais 50 ul serdo transferidos para a mistura de lise. Esta
quantidade corresponde a 3 ul da solucgo-mae de ARN transportador
(CARRIER) mais 47 ul de tampéo de eluicdo (AVE) e/ou solucdo de controlo
interno.
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@ Se o controlo interno (IC) se apresentar estdvel no plasma, soro ou LCR
(por exemplo, ARN blindado), pode ser, em alternativa, adicionado & amostra
um pouco antes do inicio da preparagdo da amostra.

Consulte as instrucdes do fabricante para determinar a quantidade ideal de
controlo interno (IC) para aplicacdes a jusante especificas. A utilizacdo de uma
quantidade diferente da recomendada pode reduzir a eficiéncia da
amplificacdo. Para determinar a quantidade de controlo interno (IC) necessério
para o protocolo EZ1 DSP Virus, é preciso tomar em consideracdo o volume de
eluato. Consulte “Apéndice B: Calcular a quantidade de controlo interno (IC)”,
pdgina 49, para obter instrucdes detalhadas sobre como calcular o volume
correcto de controlo interno (IC).

Néo sdo fornecidos controlos internos (IC) no EZ1 DSP Virus Kit.

Trabalhar com as estagoes de trabalho EZ1

As principais caracteristicas das estacdes de trabalho EZ1 Advanced e BioRobot
EZ1 DSP incluem:

B Purificacéo de dcidos nucleicos de elevada qualidade de 1 a 6 amostras por
execucdo

B Equipamento de pequena dimensdo para poupar espaco no laboratério

M Cartdées EZT DSP pré-programados com protocolos prontos a utilizar para a
purificacéo de dcidos nucleicos

B Cartuchos de reagentes selados e enchidos previamente para a configuragéo
facil, rdpida e segura das estacdes de trabalho EZ1

B Automatizacdo completa da purificagdo de dcidos nucleicos desde a
abertura dos cartuchos de reagentes & eluicdo dos dcidos nucleicos, sem
passos de centrifugacdo manual

As caracteristicas adicionais do EZ1 Advanced incluem:
M Leitura do cédigo de barras e controlo de amostras
B Detecgdo de dados do kit com o Cartdo Q fornecido no kit

B Ladmpada UV para ajudar a eliminar o "carry-over" de amostras de execucéo
para execucdo e para permitir a descontaminacdo das superficies da mesa
de trabalho

® A descontaminacgdo por UV ajuda a reduzir a possivel contaminacéo por
agentes patogénicos nas superficies da mesa de trabalho do EZ1 Advanced. A
eficiéncia da inactivacéo deveréd ser determinada para cada organismo
especifico e depende, por exemplo, da espessura da camada e do tipo de
amostra. A QIAGEN né&o pode garantir a erradicacdo completa de agentes
patogénicos especificos.

Manual do EZ1 DSP Virus Kit 07/2008 25



Cartdo EZ1 DSP Virus ou cartdo EZ1 Advanced DSP Virus

Os protocolos para a purificagdo de écidos nucleicos virais encontram-se
armazenados no cartdo EZ1 Advanced DSP Virus ou no cartdo EZ1 DSP Virus pré-
programados. Basta o utilizador inserir o cartéo EZ1 Advanced DSP no EZ1
Advanced ou o cartdo EZ1 DSP no BioRobot EZ1 DSP, e o instrumento estd pronto
para executar o protocolo (Figuras 6 e 7).

EZ1 Advanced

Figura 6. Facilidade de configuragéo do protocolo utilizando os cartées EZ1. Insercdo
de um cartdo EZ1, contendo o protocolo, no EZ1 Advanced.

®A estagdo de trabalho sé deve ser ligada depois de inserido um cartdo EZ1
DSP. Certifique-se de que o cartdo EZ1 DSP se encontra totalmente inserido! Caso
contrdrio, os dados essenciais do instrumento podem perder-se, dando origem a
um erro na meméria. O cartéo EZT DSP néo deve ser trocado enquanto a estagéo
de trabalho estiver ligada.

Figura 7. Cartdo EZ1 totalmente inserido na respectiva ranhura.

O EZ1 DSP Virus Kit requer a utilizagdo do cartéo EZ1 DSP Virus ou do cartdo
EZ1 Advanced DSP Virus, que contém os protocolos para purificar os écidos
nucleicos virais a partir de soro, plasma e LCR.
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Cartuchos de reagentes (RCV)

Os reagentes para a purificacéo de dcidos nucleicos de uma Unica amostra
est@o contidos num Unico cartucho de reagentes (RCV) (Figura 8, pégina
seguinte). Cada pogo do cartucho (RCV) contém um reagente especifico, como
por exemplo particulas magnéticas, tampéo de lise, tampéo de lavagem ou
tampédo de eluicdo (AVE) isento de RNase. Dado que cada pogo contém
apenas a quantidade de reagente necessdria, evita-se a geragéo de residuos
adicionais provenientes dos restos de reagentes no fim do procedimento de
purificagdo.

Os cartuchos de reagentes (RCV) fornecidos com o EZ1 DSP Virus Kit foram
previamente enchidos com todos os reagentes necessdérios para a purificagdo
de dcidos nucleicos virais, & excepg@o de ARN transportador (CARRIER). O ARN
transportador (CARRIER) e os controlos internos (IC) (opcionais) séo
adicionados num tubo & parte do cartucho de reagentes (RCV).

Al

Figura 8. Facilidade na configuracgéo da estagdo de trabalho utilizando cartuchos de
reagentes (RCV). [} Um cartucho de reagentes selado e enchido previamente (RCV). Os
niveis de enchimento variam, consoante o tipo de cartucho de reagentes (RCV). [}
Carregamento dos cartuchos de reagentes (RCV) no suporte de cartuchos. O préprio suporte
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de cartuchos estd identificado com uma seta para indicar a direccéo na qual se devem
carregar os cartuchos de reagentes (RCV).

Mesa de trabalho

A mesa de trabalho do EZ1 Advanced ou do BioRobot EZ1 DSP é o local onde
o utilizador carrega as amostras e os componentes do EZ1 DSP Virus Kit
(Figura 9).

Os detalhes sobre a configuracdo da mesa de trabalho séo apresentados no visor
de vécuo fluorescente (VFD) do EZ1 Advanced ou no visor de cristais liquidos
(LCD) do painel de controlo do BioRobot EZ1 DSP quando o utilizador inicia a
configuracéo da mesa de trabalho.

O visor do instrumento apresenta também o estado do protocolo durante o
procedimento de purificagdo automatizado.
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S

Figura 9. Mesa de trabalho do EZ1 Advanced ou do BioRobot EZ1 DSP.

1. Tubos de eluicdo (ET) (1,5 ml) carregados na primeira fila.

2.  Porta-pontas descartdveis (DTH) contendo pontas com filtro descartveis (DFT)
carregados na segunda fila.

3. Tubo (ET) (1,5 ml) contendo ARN transportador (CARRIER) e controlo interno (IC) (se
utilizado) em tampao de eluicdo (AVE), carregado na terceira fila.

Tubos de amostras (ST) (2 ml) carregados na quarta fila.
Cartuchos de reagentes (RCV) carregados no suporte de cartuchos.

Bloco de aquecimento com tubos (ST) de 2 ml nos cartuchos de reagentes para lise.

Deteccdo de dados com o EZ1 Advanced

O EZ1 Advanced permite a deteccéo abrangente de uma diversidade de dados

para um maior controlo e fiabilidade dos processos. O nimero de lote e o
prazo de validade do EZ1 DSP Kit sGo introduzidos no inicio do protocolo
utilizando o cédigo de barras do Cartéo Q. A ID do utilizador e o cédigo de

barras do Cartdo Q podem ser introduzidos manualmente utilizando o teclado

Manual do EZ1 DSP Virus Kit 07/2008

29




ou através da leitura dos cédigos de barras utilizando o leitor de cédigo de
barras portétil. As informagdes de amostragem e ensaio também podem ser
introduzidas, opcionalmente, no inicio do protocolo. No fim da execugéo do
protocolo, é automaticamente gerado um ficheiro de relatério. O EZ1
Advanced pode armazenar até 10 ficheiros de relatério e os dados podem ser
transferidos para um PC ou directamente impressos numa impressora (para
obter informacdes sobre encomenda, consulte “Equipamento e reagentes a
serem fornecidos pelo utilizador”, pdgina 55).

Para receber os ficheiros de relatério num PC, é necessdrio instalar o software
EZ1 Advanced Communicator. O software recebe um ficheiro de relatério e
armazena-o numa pasta definida pelo utilizador. Quando o PC recebe o
ficheiro de relatério, é possivel utilizd-lo e processé-lo com um sistema de
gestdo de informacdo laboratorial (LIMS) ou outros programas. Nos ficheiros
de relatério, os 6 canais de pipetacdo do EZ1 Advanced sdo designados da
esquerda para a direita, Canais A a F.

Durante a leitura da ID do utilizador ou cédigo de barras do Cartdo Q com o
leitor de cédigo de barras, é emitido um sinal sonoro para confirmar a
introducdo de dados. Depois de apresentadas durante 2 segundos, as
informacgdes sdo automaticamente armazenadas e é apresentada a mensagem
do ecra seguinte. Durante a leitura da ID da amostra, ID do kit de ensaio ou
das notas, é emitido um sinal sonoro para confirmar a intfroducéo de dados, as
informacdes sdo apresentadas e aparece uma mensagem a solicitar-lhe que
intfroduza o item seguinte da informacdo. Depois da leitura da ID da amostra,
ID do kit de ensaio e das notas, prima “ENT” uma vez para confirmar se as
informacdes introduzidas estdo correctas. Se, por exemplo, tiver sido lido um
cédigo de barras incorrecto para uma das amostras, prima “ESC” e, em
seguida, efectue novamente a leitura de todos os cédigos de barras das
amostras de acordo com as instrugdes no ecrd. Para a ID do utilizador e notas,
pode introduzir os nUmeros utilizando o teclado ou pode criar facilmente os
seus proprios cddigos de barras para codificar estes nimeros.
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Fluxo de trabalho do funcionamento do EZ1 DSP Virus

Inserir o cartdo EZ1 Advanced DSP Virus ou o cartdo EZ1 DSP Virus na
ranhura do cartdo EZ1

!
Ligar o EZ1 Advanced ou o BioRobot EZ1 DSP
!
Seguir as mensagens no ecra relativas a deteccdo de dados*
!
Seguir as mensagens no ecrd relativas a configuracdo da mesa de
trabalho
!
Iniciar o protocolo
!
Efectuar a colheita de dcidos nucleicos purificados
!

Descontaminacgdo por UV *
* Apenas EZ1 Advanced.

Armazenar dcidos nucleicos virais

Para o armazenamento a curto prazo (até 24 horas), recomendamos que
armazene o ADN e o ARN virais purificados a 2-8 °C. Para o armazenamento
a longo prazo (superior a 24 horas), recomendamos o armazenamento a —20

°C.

Manual do EZ1 DSP Virus Kit 07/2008 31



Protocolo: Purificacdo de ADN e ARN virais a partir
de soro, plasma ou LCR

Aspectos importantes antes do inicio do procedimento

M Se estiver a utilizar o EZ1 DSP Virus Kit pela primeira vez, leia as “Notas
importantes” (pdgina 23).

M Os cartuchos de reagentes (RCV) contém sais de guanidina e, por
conseguinte, ndo sdo compativeis com reagentes desinfectantes que
contenham lixivia. Tome medidas de seguranca adequadas e use luvas
durante o manuseamento. Consulte a pdgina 6 para obter informacdes de
segurancga.

B Efectue todos os passos do protocolo & temperatura ambiente (15-25 °C).
Durante o procedimento de configuracdo, trabalhe rapidamente.

B Depois de receber o kit, verifique se os componentes do mesmo
apresentam danos. Se os cartuchos de reagentes (RCV) ou outros
componentes do kit estiverem danificados, contacte a Assisténcia Técnica
ou o distribuidor local da QIAGEN. Em caso de derrame de liquido,
consulte “Informacées sobre seguranca” (pdgina 6). Néo utilize cartuchos
de reagentes (RCV) ou outros componentes do kit danificados, uma vez
que a sua utilizacdo poderd resultar num fraco desempenho do kit.

B Em alguns passos do procedimento, pode fazer uma de 2 escolhas.
Escolha A (azul) se estiver a utilizar o EZT Advanced; escolha
@ (vermelho) se estiver a utilizar o BioRobot EZ1 DSP.

Outros aspectos importantes antes de iniciar o procedimento

M O tampdo de lise no cartucho de reagentes (RCV) pode formar um
precipitado apds o armazenamento. Se necessdrio, volte a dissolver,
aquecendo a 30-40 °C e depois colocando & temperatura ambiente.

M Prepare as amostras de soro ou plasma, tal como descrito em “Preparar
as amostras de soro, plasma e LCR”, pdgina 23. Se forem visiveis
crioprecipitados nas amostras congeladas, centrifugue a 6800 x g durante
3 minutos, transfira os sobrenadantes para tubos novos sem interferir com
os pellets e inicie, imediatamente, o procedimento de purificacdo.

B Prepare uma solucdo-mae de ARN transportador (CARRIER) (com controlo
interno [IC] opcional) antes de o utilizar pela primeira vez. Dissolva o ARN
transportador (CARRIER) liofilizado em 310 ul de tampéo de eluicéo (AVE)
(fornecido no kit) e misture-o com o controlo interno (IC) (opcional), tal
como descrito em “Preparar o ARN transportador (CARRIER)” e “Utilizar
um controlo interno (IC)”, pdginas 23-24.
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Procedimento

1.

Para cada amostra, prepare uma solugdo de 60 pl contendo 3,6 ul de
ARN transportador (CARRIER) dissolvido (com controlo interno [IC]
opcional) num tubo (ET) de 1,5 ml (fornecido). Misture suavemente,
efectuando a pipetagdo da solucéo 10 vezes. Néo leve ao vértex.

O tubo (ET) de 1,5 ml é carregado na terceira fila, tal como especificado
nas instrugdes no ecra.

@ Certifique-se de que a solugcdo de ARN transportador (CARRIER) estd
no fundo do tubo (ET) de 1,5 ml, de modo a que a quantidade adequada
possa ser transferida pelo EZ1 Advanced ou o BioRobot EZ1 DSP.

Transfira 100 ul, 200 ul ou 400 pl de soro ou plasma para tubos de
amostra (ST) de 2 ml e estabilize a temperatura ambiente (15-25 °C)
antes de efectuar o carregamento na mesa de trabalho. Se utilizar
amostras congeladas, descongele e estabilize a temperatura
ambiente e misture bem no vértex.

® Para um desempenho ideal, é essencial que utilize os tubos (ST) de 2
ml fornecidos com o kit.

@ Néo volte a congelar amostras descongeladas nem armazene
amostras durante um periodo superior a 6 horas a 2-8 °C, pois tal resulta
em rendimentos significativamente reduzidos dos dcidos nucleicos virais.

Recomendamos a utilizagdo de 100 ul, 200 ul ou 400 ul de plasma e soro.
Se pretender utilizar uma quantidade inferior de amostra, pode aumentar o
volume para 100 ul, 200 ul ou 400 ul com a quantidade adequada de
tampdo de eluicdo (AVE) (tampdo de eluicéo [AVE] adicional néo
fornecido; & venda em separado).

@ Néo utilize volumes de amostra superiores a 100 ul, 200 ul ou 400 wul.
Depois da lise e da ligagdo dos dcidos nucleicos virais as particulas
magnéticas, uma parte do lisado é transferida para o tubo de amostra (ST)
para inactivar os virus residuais. Qualquer amostra deixada no tubo de
amostra (ST), depois da transferéncia de amostras, perder-se-4.

Insira A o cartdo EZ1 Advanced DSP Virus totalmente na ranhura do
cartdo EZ1 Advanced do EZ1 Advanced ou ® o cartdo EZ1 DSP Virus
totalmente na ranhura do cartdo EZ1 do BioRobot EZ1 DSP.

Ligue a esta¢do de trabalho EZ1 Advanced ou BioRobot EZ1 DSP

O interruptor de alimentagdo esté localizado na parte posterior esquerda
do instrumento.

Prima “START” para iniciar a configuracdo da mesa de trabalho do
protocolo EZ1 DSP Virus.
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6. Abra a porta da estacdo de trabalho.

7. Inverta 1 a 6 cartuchos de reagentes (RCV) 3 vezes para misturar as
particulas magnéticas. Em seguida, bata ligeiramente nos cartuchos
(RCV) para depositar os reagentes no fundo dos respectivos pocos.

8. Siga as instrucoes no ecra relativas a configuracéo da mesa de
trabalho, seleccdo da variavel do protocolo e A deteccdo de dados.

@ Depois de fazer deslizar um cartucho de reagentes (RCV) para o
suporte de cartuchos, pressione o cartucho para baixo até ficar
devidamente encaixado.

® Se existirem menos de 6 cartuchos de reagentes (RCV), podem ser
carregados por qualquer ordem no suporte. Contudo, quando carregar os
outros materiais de laboratério, certifique-se de que também seguem a
mesma ordem.

A Quando utilizar a opcéo de deteccdo de dados, certifique-se de que a
ID da amostra segue a mesma ordem das amostras na mesa de trabalho
para evitar a mistura de dados.

9. Feche a porta da estagao de trabalho.
10. Prima “START” para iniciar o protocolo.

11. Quando o protocolo terminar, o ecra apresenta a indicacéo “Protocol
finished”. A Prima “ENT” para gerar o ficheiro de relatério.

A O EZ1 Advanced pode armazenar até 10 ficheiros de relatério. Pode
imprimir os ficheiros de relatério directamente numa impressora ligada ou
transferi-los para um computador.

12. Abra a porta da estacao de trabalho.

13. Retire os tubos de eluicdo (ET) com os dcidos nucleicos virais
purificados da primeira fila. Elimine os residuos da preparacgéo das
amostras.”

14. A Opcional: Siga as instrucoes no ecra para executar a
descontaminacéo por UV das superficies da mesa de trabalho.

15. Efectue o procedimento de manutencéo regular, tal como descrito no
manual do utilizador fornecido com a estacdo de trabalho EZ1.

A manutencdo regular tem de ser efectuada no fim de cada execugéo de
protocolo. A mesma consiste na limpeza da unidade de perfuracdo e das
superficies da mesa de trabalho.

@ A unidade de perfuracéo é afiadal E recomendada a utilizacéo de
luvas duplas.

* Os residuos da amostra contém sais de guanidina e, por conseguinte, ndo sdo compativeis
com lixivia. Consultar a pdgina 6 para informacdes de segurancga.
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16. Para executar outro protocolo, prima “START”, efectue os passos 1 e
2 do protocolo e, em seguida, siga o protocolo a partir do passo 5.
Caso contrdrio, prima “STOP” duas vezes para regressar ao
primeiro ecrd, feche a porta da estacdo de trabalho e desligue a
estacdo de trabalho EZ1.

Néo é necessdrio efectuar os passos 3—4 quando executar outro protocolo.
Ilgnore estes passos.
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Guia de resolucao de problemas

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

Comentdrios e sugestoes

Manuseamento geral

Mensagem de erro no

- i @ Consulte o manual do utilizador fornecido
ecrd do instrumento

com a estacdo de trabalho EZ1.

Baixo rendimento do ADN e ARN virais

a) Ressuspenséo
incompleta das
particulas magnéticas

@ Certifique-se de que ressuspende as
particulas magnéticas cuidadosamente antes de
carregar os cartuchos de reagentes (RCV) no
suporte.

b) Aspirado reagente

L @ Depois de inverter os cartuchos de
insuficiente

reagentes (RCV) para ressuspender as particulas
magnéticas, certifique-se de que bate
ligeiramente nos cartuchos (RCV) para depositar
os reagentes no fundo dos pocos.

c) Reagentes carregados
na mesa de trabalho
pela ordem errada

@ Certifique-se de que todos os tubos (ET, ST)
e os porta-pontas (DTH) com as pontas (DFT)
est@o carregados na mesa de trabalho pela
ordem correcta. Repita o procedimento de
purificaco com novas amostras.

|
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Comentdrios e sugestoes

d) ARN transportador

(CARRIER) néo
adicionado

@ Reconstitua o ARN transportador (CARRIER)
liofilizado em 310 ul de tampao de eluicéo
(AVE). Para cada amostra, utilize 3,6 ul desta
solucdo-mdae de ARN transportador (CARRIER),
misturado com controlo interno (IC) (opcional) e
tampdo de eluicdo (AVE) adicional a um volume
final de 60 ul, tal como descrito em “Preparar o
ARN transportador (CARRIER)” e “Utilizar um
controlo interno (IC)”, pdginas 23-24. Repita o
procedimento de purificacdo com novas
amostras.

e) ARN transportador
(CARRIER) e tampdo de
eluicdo (AVE) néo
misturados
suficientemente

f) ARN degradado

@ Misture ARN transportador (CARRIER),
controlo interno (IC) (opcional) e tampéo de
eluicdo (AVE) efectuando a pipetacdo, pelo
menos, 10 vezes.

® O ARN pode ter sido degradado pelas
RNases nas amostras de plasma ou soro
originais. Certifique-se de que as amostras séo
processadas imediatamente apds a colheita ou
remocdo do armazenamento.

g) Precipitados visiveis no
fundo dos pocgos dos
cartuchos de reagentes

® Coloque os cartuchos de reagentes (RCV)
num agitador-incubador e incube a 30-40 °C
com agitacdo suave durante, no méximo, 2
horas. Néo utilize os cartuchos de reagentes
(RCV) se os precipitados ndo voltarem a
dissolver-se.

O ADN ou o ARN néo actua favoravelmente em reacgoées enzimdticas
a jusante

a) Pouco ou nenhum
4cido nucleico no
eluato

@ Consulte “Baixo rendimento do ADN e ARN
virais”, pdgina 36, para saber quais as razdes
possiveis. Aumente a quantidade de eluato
adicionado & reacgdo enzimdtica a jusante, se
possivel.
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Comentdrios e sugestoes

b) Amostras de soro ou
plasma congeladas
ndo misturadas
devidamente apds a
descongelacéo

@ Descongele as amostras congeladas &
temperatura ambiente (15-25 °C) e misture no
vortex durante 15 segundos.

c) Acidos nucleicos nas
amostras &
degradados antes da
purificacdo

@ Isto pode acontecer se as amostras tiverem
sido novamente congeladas apés descongeladas
uma vez ou armazenadas & temperatura
ambiente durante demasiado tempo. Utilize
sempre amostras recém-colhidas ou amostras
descongeladas apenas uma vez. Repita o
procedimento de purificacdo com novas
amostras.

d) Lise de amostra

. e @ Isto pode acontecer se os cartuchos de
insuficiente

reagentes (RCV) tiverem sido armazenados a
temperaturas elevadas durante demasiado
tempo, levando & inactivag@o da proteinase K.
Repita o procedimento de purificagdo utilizando
amostras e cartuchos de reagentes (RCV) novos.

e) "Carry-over" de sal

. ® Para melhores resultados, certifique-se de
durante a eluicdgo

gue os cartuchos de reagentes (RCV) se
encontram a 20-30 °C.

f) Demasiado ou muito @ Determine a quantidade méxima de ARN
pouco ARN

transportador transportador (CARRIER) adequada para a

luat reaccGo de amplificagdo. Ajuste a concentracdo
(CARRIER) no eluato da solugdo de ARN transportador (CARRIER).

g) Demasiado eluato na
reacgdo de
amplificacéo

® Determine o volume mdaximo de eluato
adequado para a reaccéo de amplificacéo.
Reduza o volume de eluato adicionado &
reacc@o de amplificagdo ou aumente o volume
de eluicGo em conformidade. Se pretender,
pode adicionar um controlo positivo ao eluato
para determinar o efeito do eluato na reaccéo
de amplificagdo.
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Comentdrios e sugestoes

h) Desempenho varidvel
dos dcidos nucleicos
purificados em ensaios
a jusante

@ Os componentes de etanol e sal do tampéo
de lavagem 1 ou do tampéo de lavagem 2 no
cartucho (RCV) podem ter-se separado devido
ao armazenamento a longo prazo. Agite sempre
os cartuchos (RCV) cuidadosamente e bata
ligeiramente nos mesmos antes de iniciar um
procedimento de purificacdo.

i) Auséncia de
sensibilidade devido a
subst@ncias inibidoras

@ Aumente o volume de eluigdo. Se pretender,
pode adicionar um controlo positivo ao eluato
para determinar o efeito do volume de eluicdo
na reacg@o de amplificagéo.

i) Nova combinacéo de
transcriptase inversa e
Tag ADN polimerase

® Se as enzimas forem alteradas, pode ser
necessdrio reajustar a quantidade de ARN
transportador (CARRIER) adicionado ao tampdo
de eluicdo (AVE) e a quantidade de eluato
utilizada.

k) "Carry-over" de

oarticulas magnéticas ® O "carry-over" de particulas magnéticas nos

eluatos ndo afectard a maioria das aplicacdes a
jusante, incluindo a RT-PCR. Se for necessdrio
reduzir o risco de "carry-over" de particulas
magnéticas (por exemplo, para aplicacdes tais
como a PCR em tempo real), coloque primeiro
os tubos que contém eluato num iman
adequado (por exemplo, o 12-Tube Magnet [n.°
cat. 36912]) durante T minuto e, em seguida,
transfira os eluatos para tubos limpos. Se nédo
estiver disponivel um iman adequado,
centrifugue os tubos que contém os eluatos
numa microcentrifuga & velocidade méxima
durante 1 minuto para formar um pellet de
todas as particulas magnéticas restantes e
transfira os sobrenadantes para tubos limpos.
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Apéndice A: Apresentacdo de mensagens

As mensagens apresentadas pelo protocolo do software durante a
configuragdo da mesa de trabalho, durante a execugdo do protocolo e apds a
execucdo do protocolo sGo apresentadas na Tabela 9 para o EZ1 Advanced e
na Tabela 10 para o BioRobot EZ1. Os niUmeros das mensagens apresentadas
nas tabelas abaixo correspondem aos nimeros das mensagens apresentadas
pelo software.

Para obter informagdes sobre as mensagens de erro gerais apresentadas no
EZ1 Advanced ou no BioRobot EZ1 DSP, consulte o manual do utilizador
fornecido com a estacdo de trabalho EZ1.

Tabela 9. Mensagens apresentadas no procedimento do EZ1 Advanced
DSP Virus

NUmero da Tipo de
mensagem mensagem Texto da mensagem do EZ1 Advanced
Nenhum Orientagdo Date/Time START:Run

1: UV
2: Man
3: Test
4: Setup
Key: START, 1, 2, 3, 4
1 Orientagdo EZ1 Advanced DSP Virus
Version 1.0
2 Detecgdo de Scan/enter user ID
dados
3 Detecgdo de Scan/enter Q-Card bar code
dados
4 Orientagdo  Wrong kit!
Please load EZ1 DSP Virus Kit
ENT=back
5 Orientagcdo  Kit expired
ENT: Use new kit
ESC: Stop protocol
6 Deteccdo de Use Q-Card data with sample no. 1 to
dados Enter 110 6
7 Orientagdo Do you want to process more samples with

another kit lot
ENT: Yes, ESC: no

A tabela continua na pdgina seguinte.
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Tabela 9. Continuagéo

NUmero da Tipo de
mensagem mensagem Texto da mensagem do EZ1 Advanced

8

10

11

12

13

14

15

16

17

Deteccdo

de dados

Deteccdo
de dados

Detecgdo

de dados

Deteccdo
de dados

Deteccdo

de dados

Detecgdo

de dados

Detecgdo

de dados

Deteccdo

de dados

Orientagdo

Orientagdo

Do you want to add sample ID?
ENT: Yes
ESC: No

Scan/enter sample ID sample no. [x]

ID1:
ID2:
ID3:
Next=ENT

ID4:
ID5:
ID6:
Next=ENT, ID1-3=Up

12) Do you want to add assay information?
ENT: Yes, ESC: No

Scan/enter assay ID
ID sample no. [x]

Do you want to add notes?
ENT: Yes
ESC: No

Scan/enter notes sample no. [x]

Select sample volume:

1: 100 ul
2: 200 ul
3: 400 ul

Select elution volume:
1: 60 ul

2: 90 ul

3: 120 ul

4: 150 ul

A tabela continua na pdgina seguinte.

Manual do EZ1 DSP Virus Kit 07/2008

41




Tabela 9. Continuagéo

NUmero da Tipo de
mensagem mensagem Texto da mensagem do EZ1 Advanced

18 Orientacdo  You have chosen:
Sample volume: [xxx] ul
Elution volume: [yyy] ul
Next=Any, Prev=Esc

19 Orientacdo Load cartridges at same positions as sample
Next=Any, Prev=Esc

20 Orientacdo Load empty 2.0 ml tubes at heating block
Next=Any, Prev=Esc

21 Orientacdo Load elution tubes (1.5 ml) into first row
Next=Any, Prev=Esc

22 Orientacéo Load tip holders and tips into second row
Next=Any, Prev=Esc

23 Orientacdo Load 1.5 ml tubes containing cRNA and IC in
third row
Next=Any, Prev=Esc

24 Orientagdo Load 2.0 ml tubes with sample in fourth row
Next=Any, Prev=Esc

25 Orientacdo Loading finished. Close door and press START
Prev=Esc

26 Orientacdo  Please close door!

27 Orientagdo Checking temperature
Set:
Cur:

28 Estado Protocol started

29 Estado Piercing foil

30 Estado Collecting Elution Buffer AVE

31 Estado Collecting cRNA + IC

A tabela continua na pdgina seguinte.
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Tabela 9. Continuagéo

NUmero da Tipo de
mensagem mensagem Texto da mensagem do EZ1 Advanced
32 Estado Collecting Lysis Buffer
33 Estado Collecting Sample
34 Estado Collecting Proteinase K
35 Estado Mixing Lysate
36 Estado 15 min Incubation
[x] of 43 min left
37 Estado Kick
[x] of 43 min left
38 Estado Collecting Binding Buffer
[x] of 43 min left
39 Estado Collecting Lysis Buffer
[x] of 43 min left
40 Estado Collecting Beads
[x] of 43 min left
41 Estado Resuspension of Beads in Binding Buffer
[x] of 43 min left
42 Estado Transferring Lysate
[x] of 43 min left
43 Estado Binding
Magnetic Separation
[x] of 43 min left
44 Estado Wash 1
Magnetic Separation
[x] of 43 min left
45 Estado Wash 2
Magnetic Separation
[x] of 43 min left

A tabela continua na pdgina seguinte.
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Tabela 9. Continuagéo

NUmero da Tipo de
mensagem mensagem

Texto da mensagem do EZ1 Advanced

46

47

48

49

50

51

52
53

54

55

56

57

Estado

Estado
Estado
Estado
Orientacdo
Orientacdo
Orientagdo
Detecgdo de
dados
Orientagdo

Orientagdo

Orientagdo

Orientagdo

Wash 3
Magnetic Separation
[x] of 43 min left

Dry Beads
[x] of 43 min left

Rinse
[x] of 43 min left

Elution
[x] of 43 min left

Check transfer of cRNA + IC (row 3)
Next=Any

Check transfer of sample (row 4)
Next=Any

Protocol finished

Transfer Report file, attempt no.

Report file sent
Next=ENT

Report file could not be sent
Resend=ENT

Perform UV run?
ENT: Yes
ESC: No

UV decontamination
Set time min
Key:0-9, ENT

A tabela continua na pdgina seguinte.

44

Manual do EZ1 DSP Virus Kit 07/2008




Tabela 9. Continuagéo

NUmero da Tipo de
mensagem mensagem Texto da mensagem do EZ1 Advanced

58 Orientacdo UV decontamination. Time must be between 20-
60 min
Key:ESC

59 Orientacdo UV decontamination
Time left: min

60 Orientacdo  Perform regular maintenance after each run
ESC=Main menu

61 Orientagdo UV lamp expires soon
UV runs left:
ENT=continue

62 Orientacéo UV lamp is expired
ENT=continue

ESC=abort

63 Orientagdo  Decontamination
UV lamp cooling
Please stand by

Tabela 10. Mensagens apresentadas no procedimento do BioRobot EZ1
DSP Virus

NUmero da Tipo de
mensagem mensagem Texto da mensagem do BioRobot EZ1 DSP
Nenhum Orientacdo  Choose button:

START: Protocols

1: Tools

2: Tests
1 Orientacéo BioRobot EZ1 DSP Virus Version
2 Orientagdo  Select sample volume:

1: 100ul

2: 200ul

3: 400ul

A tabela continua na pdgina seguinte.

Manual do EZ1 DSP Virus Kit 07/2008 45



Tabela 10. Continuacao

NUmero da Tipo de
mensagem mensagem Texto da mensagem do BioRobot EZ1 DSP
3 Orientacdo  Select elution volume:
1: 60ul
2: 90ul
3: 120ul
4: 150ul
4 Orientacdo  You have chosen:
Sample Volume:[sample volume]ul
Elution Volume:[elution volume]ul
Next=Any, Prev=ESC
5 Orientagdo  Load cartridges (RCV) at same positions as
samples
Next=Any, Prev=ESC
6 Orientacdo  Load empty 2.0ml tubes (ST) at heating block
Next=Any, Prev=ESC
7 Orientacdo  Load elution tubes (ET) (1.5ml) into first row
Next=Any, Prev=ESC
8 Orientacéo  Load tip holders (DTH) and tips (DFT) into
second row
Next=Any, Prev=ESC
9 Orientacdo  Load 1.5ml tubes (ET) with (CARRIER) + IC in
third row
Next=Any, Prev=ESC
10 Orientacdo  Load 2.0ml tubes (ST) with sample in fourth row
Next=Any, Prev=ESC
11 Orientagcdo  Start protocol
Press START
Prev=ESC
12 Estado Checking Temperature
Set: 63.0 [deg]
Cur: [deg]
13 Estado Protocol started

A tabela continua na pdgina seguinte.
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Tabela 10. Continuacao

NUmero da Tipo de
mensagem mensagem Texto da mensagem do BioRobot EZ1 DSP
14 Estado Piercing Foil
15 Estado Collecting Elution Buffer (AVE)
16 Estado Collecting cRNA (CARRIER) + IC
17 Estado Collecting Lysis Buffer
18 Estado Collecting Sample
19 Estado Collecting
20 Estado Mixing Lysate
21 Estado Checking Temperature

Set: 56.0 [deg]

Cur: [deg]
22 Estado 15 min Incubation
23 Estado Kick
24 Estado Collecting Binding Buffer
25 Estado Collecting Lysis Buffer
26 Estado Collecting Beads
27 Estado Resuspension of Beads in Binding Buffer
28 Estado Transferring Lysate
29 Estado Binding Magnetic Separation
30 Estado Wash 1 Magnetic Separation
31 Estado Wash 2 Magnetic Separation
32 Estado Wash 3 Magnetic Separation
33 Estado Dry Beads
34 Estado Kick
35 Estado Dry Beads

A tabela continua na pdgina seguinte.
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Tabela 10. Continuacao

NUmero da Tipo de
mensagem mensagem Texto da mensagem do BioRobot EZ1 DSP
36 Estado Kick
37 Estado Rinse
38 Estado Checking Temperature
Set: 65.0 [deg]
Cur: [deg]
39 Estado Elution
40 Orientagdo  Check transfer of cRNA (CARRIER)+ IC (tube
[ET], row 3)
Next=Any
41 Orientacdo  Check transfer of sample (tube [ST], row 4)
Next=Any
42 Orientacdo  Protocol finished! Press ESC to return to Menu
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Apéndice B: Calcular a quantidade de controlo
interno (IC)

Para monitorizar a eficiéncia da preparagdo de amostras e do ensaio para
aplicacdo a jusante, poderd ser necessdrio adicionar um controlo interno (IC)
ao processo de preparagdo de amostras. Para calcular a quantidade de
controlo interno (IC) necessério no protocolo EZ1 DSP Virus, deve ser tido em
consideragdo o volume do tampéo que contém o IC adicionado por amostra e
o volume de eluigéo para um determinado ensaio.

Determinar a quantidade de controlo interno (IC) que estard presente
em reacgoes a jusante

Para determinar o volume de controlo interno (IC) que estard presente num
determinado ensaio a jusante, utilize a férmula:

ICLB X LBSAM X ELRXN
(LBror + ICy5) x ELsam

1Crun =

em que:
ICrxv = Volume de controlo interno (IC) por reacgdo a jusante
ICz = Volume de controlo interno (IC) adicionado ao tampédo de lise (LB)
LBsay = Volume do tampédo de lise (LB) por amostra
ELgy = Volume do eluato por reacgdo a jusante

LBor = Volume total do tampéo de lise (LB) mais ARN transportador
(CARRIER) utilizado no protocolo

ELssm = Volume do eluato por amostra

Exemplificando e utilizando um sistema de ensaio anteriormente estabelecido, o
Utilizador 1 adiciona 39 ul de solugdo de controlo interno (ICLB) a 8,4 ml de
tampdo de lise (LB) e 140 ul de ARN transportador (CARRIER). Utilizando o
procedimento de referéncia manual para o sistema de ensaio, séo adicionados
625 ul do tampao de lise (LB) por amostra (LBssy) € € utilizado um volume de
eluicdo de 75 ul (ELsam). O Utilizador 1 usa 50 ul de eluato por reacgéo a jusante
(ELgxn)- © volume da solucéo de controlo interno em cada reaccdo a jusante
(ICkxn) € de:

39 ul x 625 ul x 50 ul
ICRXN = = ],89 IUI
(8540 ul + 39 ul) x 75 ul

As reacgdes finais a jusante para o sistema de ensaio em questdo contém 1,89
ul de solugdo de controlo interno por reacgdo.
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Determinar a quantidade de solugdo de controlo interno a adicionar
antes de comecar

Se souber a quantidade de controlo interno (IC) que pretende que esteja
presente no ensaio a jusante (ICg), Nesse caso precisa de determinar a
quantidade de controlo interno (IC) a diluir com o tampdo de elui¢éo (AVE) e o
ARN transportador (CARRIER) (IC,ve) antes de iniciar a purificagdo. Para
calcular este valor, utilize a férmula:

ICRXN X ICTOT X ELSAM

ICave =
e ICsam x ELgen
em que:

ICsve = Volume de controlo interno (IC) diluido em tampéo de eluigdo-
ARN transportador (AVE-CARRIER)

ICryn = Volume de controlo interno (IC) por reaccéo a jusante

ICror = Volume total de controlo interno (IC) diluido em tampéo de
eluico—-ARN transportador (AVE-CARRIER) por execucéo

ICsam = Volume de controlo interno (IC) diluido adicionado por amostra
(50 ul)

ELgam = Volume de eluato por amostra

ELgxn = Volume de eluato por reaccéo a jusante

Exemplificando, o Utilizador 2 encontra-se a trabalhar com um ensaio
optimizado para utilizar 1,0 ul de solucéo de controlo interno por reacgéo
(ICrxn) € 20 ul de eluato por reacgdo (ELgyy). O Utilizador 2 segue o protocolo
EZ1 DSP Virus, tendo sido seleccionado um volume de eluigéio de 60 ul (ELgay).
Para cada amostra processada, é necessério pipetar manualmente um volume
de 60 ul de controlo interno (IC) diluido no tubo (ET) de 1,5 ml na posi¢do 3 da
mesa da estacdo de trabalho EZ1 DSP, mas durante o processo de preparagdo
de amostras do protocolo EZ1 DSP Virus, a estacdo de trabalho EZ1 Advanced
ou BioRobot EZ1 DSP transferird apenas 50 ul de controlo interno diluido
(ICsam) do poco 3 para a reacgdo de ligacdo. Para 6 amostras a serem
processadas numa execugdo, deve ser obtido um volume total de controlo
interno diluido (ICqqy) de:

IC;or = NUmero de amostras por execucdo x 60 ul
= 6x 60 ul =360 ul
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O volume da solucé@o de controlo interno (IC,e) que o Utilizador 2 necessita
para 6 amostras é:

1 ul x 360 ul x 60 ul
1Cave = . - . = 21,6 ul
(50 ul x 20 pl)

Para cada amostra, é necessdrio adicionar 3,6 ul da solugdo-méae de ARN
transportador (CARRIER) com 1 ug/ul & diluicéo de IC. Para 6 amostras, o
volume total tem de ser calculado da seguinte forma:

Volume total da solugGo-mae de ARN transportador = 6 x 3,6 ul de solugdo-
mé&e de ARN transportador = 21,6 ul

Para um volume total final de 360 ul de controlo interno (IC) diluido, o
utilizador tem de adicionar tampéo de eluicdo (AVE):

Volume do tampéo de eluicgo (AVE) = IC;or — ICyve — Volume de ARN
transportador (CARRIER)
= 360 ul-21,6 ul—21,6 ul
316,8 ul

O Utilizador 2 necessita de adicionar 21,6 ul de solugdo de controlo interno a
316,8 ul de tampao de eluicdo (AVE) e 21,6 ul de solugdo-mée de ARN
transportador (CARRIER) para obter 360 ul de controlo interno (IC) diluido.
Deste controlo interno (IC) diluido, 60 ul tm de ser transferidos manualmente
para tubos (ET) de 1,5 ml na posigdo 3 da mesa de trabalho do EZ1 Advanced
ou do BioRobot EZ1 DSP antes de iniciar o protocolo EZ1 DSP Virus.
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Apéndice C: Folha de amostra para utilizar com o
BioRobot EZ1 DSP

Este modelo de folha de amostra pode ser 0til para guardar os registos
quando utilizar o procedimento do EZ1 DSP Virus. Esta folha pode ser
fotocopiada e identificada com descri¢des das amostras e detalhes da

execucdo.

Data/hora:

NUmero do lote do kit:

Operador:

ID da execucdo:

NuUmero de série da estagéio

de trabalho:

Posicdo Amostra
1

6
(direita)

Verificagéo da carga

[ Cartucho de reagentes (RCV) (esquerda)

[ Tubo de amostra (ST) (bloco de aquecimento)

[J Tubo de eluicéo (ET)

O Porta-pontas (DTH) com ponta (DFT)

[ Tubo de eluicdo (ET) com ARN transportador (CARRIER) e
IC

[J Tubo de amostra (ST) com amostra

[ Cartucho de reagentes (RCV)

[ Tubo de amostra (ST) (bloco de aquecimento)

[J Tubo de eluicéo (ET)

O Porta-pontas (DTH) com ponta (DFT)

[ Tubo de eluicdo (ET) com ARN transportador (CARRIER) e
IC

[J Tubo de amostra (ST) com amostra

[ Cartucho de reagentes (RCV)

[ Tubo de amostra (ST) (bloco de aquecimento)

[J Tubo de eluicéo (ET)

O Porta-pontas (DTH) com ponta (DFT)

[ Tubo de eluicdo (ET) com ARN transportador (CARRIER) e
IC

[J Tubo de amostra (ST) com amostra

[ Cartucho de reagentes (RCV)

[ Tubo de amostra (ST) (bloco de aquecimento)

[J Tubo de eluicéo (ET)

O Porta-pontas (DTH) com ponta (DFT)

[ Tubo de eluicdo (ET) com ARN transportador (CARRIER) e
IC

[J Tubo de amostra (ST) com amostra

[ Cartucho de reagentes (RCV)

[ Tubo de amostra (ST) (bloco de aquecimento)

[J Tubo de eluicéo (ET)

O Porta-pontas (DTH) com ponta (DFT)

[ Tubo de eluicdo (ET) com ARN transportador (CARRIER) e
IC

[J Tubo de amostra (ST) com amostra

[ Cartucho de reagentes (RCV)

[ Tubo de amostra (ST) (bloco de aquecimento)

[J Tubo de eluicéo (ET)

O Porta-pontas (DTH) com ponta (DFT)

[ Tubo de eluicdo (ET) com ARN transportador (CARRIER) e
IC

[J Tubo de amostra (ST) com amostra

Comentdrios
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Apéndice D: Exemplo de um ficheiro de relatério do
EZ1 Advanced

Neste apéndice é apresentado um ficheiro de relatério normal gerado no EZ1
Advanced. Os valores para cada parédmetro irGo diferir dos do ficheiro de
relatério gerado no seu EZ1 Advanced.

Ficheiro de relatério do EZ1 Advanced:

Serial No. EZ1 Advanced: .........ccovveviiiinnnnnnn. "123456789"
USEr ID: e "964"
Firmware version: .......cccovieeiiiiiiieiieie e "V 1.0.0"
Installation date of instrument: ........cocoeviiiiiiiiiiiee, v
Weekly maintenance done on: .................... "Feb 26, 2008"
Yearly maintenance done on:..................... "Nov 06, 2007"
Date of last UV-run:....ccoeeeeeeieiiieeeiiiieeeeenn, "Mar 03, 2008"
Start of last UV-run:........ooveieiiiiiiiiiiiien, "14:48"
End of last UV-run: .....oeeeeiiiiiiiiieeeee "14:52"
Status of last UV-run:.......ooeeeeeiiiiiiiiinnnn. "UV run aborted"
Protocol name: .......ooueiiiiiieeiiiiieeiee "Virus DSP"
.................................................................... "Version 1.0"
Date of run: ...eeeeiiiiiiieeee e "Mar 03, 2008"
StArt Of FUNT oo, "14:54"
End of run: . "15:40"
SHATUS FUN e "o.k"
Error Code: ..o R—
Sample input Volume [ul]: ..ooooiiiiiiii " 400"
Elution volume[ul]: .....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeies " 60"

Channel A:

SAMPIE ID: e 717"
Reagent Kit number: . ..o "9801401"
Reagent Lot number: ........ccoovvviiiiiiiiiinnne, "1181234567"
Reagent Expiry date: ........ouvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieans "1210"
Assay Kit ID: e "717"
NOTE: ettt 717"
Channel B:

SAMPlE ID: e "393"
Reagent Kit number: ........ooociiiiiiiiii, "9801401"
Reagent Lot number: ..o, "1181234567"
Reagent Expiry date: .....coooviviiiiiiiiiiiieeeeeeee, "1210"
Assay Kit ID:.ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee '393"
NOTE: e "393"
Channel C:

SAMPIE ID: e "163"
Reagent Kit number: ..o "9801401"
Reagent Lot number: ... "1181234567"
Reagent Expiry date: ........ovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieens "1210"
Assay Kit ID: e "163"
NOTE: ettt "163"
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Channel D:

SAMPlE ID: e "149"
Reagent Kit number: ..., "9801401"
Reagent Lot number: .........ooovviiiiiiiiiiiinnnn. "1181234567"
Reagent Expiry date: ......ceeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeecee, "1210"
Assay Kit ID:.ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee "149"
NOTE: e "149"
Channel E:

SAMPIE ID: e 719"
Reagent Kit number: ..., "9801401"
Reagent Lot number: ..., "1181234567"
Reagent Expiry date: ......oooiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeee, "1210"
Assay Kit ID: e "719"
NOTE: ettt "719"
Channel F:

SAMPIE ID: e "407"
Reagent Kit number: ... "9801401"
Reagent Lot number: .........ooovviiiiiiiiiiiinnnn. "1181234567"
Reagent Expiry date: .....ueeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeceee e, "1210"
Assay Kit ID:.oiieeiieeeeee e "407"
NOTE: ittt 407"

[Checksum E95974AC]

Referéncias

A QIAGEN mantém uma abrangente base de dados online actualizada de
publicacdes cientificas que utilizam produtos QIAGEN. As opcdes de pesquisa
avancada permitem localizar os artigos de que necessita, quer através da
pesquisa por uma Unica palavra-chave, quer especificando a aplicacdo, drea
de investigagdo, titulo, etc.

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

Produto Conteudo N.2 cat.
EZ1 DSP Virus Para 48 preparacdes de dcidos nucleicos virais: 62724
Kit (48) Cartuchos de reagentes enchidos previamente,

porta-pontas descartdveis, pontas com filtros
descartdveis, tubos de amostra, tubos de
eluicdo, tampdes, ARN transportador

Cartéo EZ1 Cartdo pré-programado para o protocolo EZ1 9018306
Advanced DSP DSP Virus; para utilizar com a estacéo de
Virus trabalho EZ1 Advanced

Cartéo EZ1 DSP  Cartéo pré-programado para o protocolo EZ1 9017707
Virus DSP Virus; para utilizar com a estacéo de
trabalho BioRobot EZ1 DSP

EZ1 Advanced Estacéo robética para a purificagdo 9001411
automatizada de écidos nucleicos utilizando os
kits EZ1, garantia de 1 ano em pegas e méo-
de-obra”

Visite www.qiagen.com/products/assays para obter mais informacgoes
sobre as tecnologias de ensaio da QIAGEN!

" Garantia PLUS 2 (n.° cat. 9237720) recomendada: Garantia de 3 anos, 1 visita de
manutencdo preventiva por ano, resposta prioritdria em 48 horas, toda a méo de obra,
deslocamento e pecas de reparagéo.
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Marcas comerciais: QIAGEN®, artus®, EZ1® (QIAGEN Group); ABI PRISM® (Applied Biosystems); COBAS®, AMPLICOR® (Roche Molecular Systems,
Inc., concedida sob licenga & Roche Diagnostic Systems, Inc.); LightCycler® (Roche); MONITOR® (Roche Group); OptiQuant® (AcroMetrix
Corporation); Rotor-Gene™ 3000 (Corbett-Research).

Acordo de Licenca Limitada
A utilizacéo deste produto significa o acordo de qualquer comprador ou utilizador do EZ1 DSP Virus Kit para os seguintes termos:

1. O EZ1 DSP Virus Kit pode ser usado somente de acordo com o Manual do EZT DSP Virus Kit e apenas para utilizagdo com os componentes
contidos no Kit. A QIAGEN néo concede nenhuma licenca ao abrigo de qualquer da sua propriedade intelectual para utilizar ou incorporar os
componentes englobados neste Kit com qualquer componente néo incluido neste Kit, excepto conforme descrito no Manual do EZ1 DSP Virus
Kit e quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com.

2. Aexcepcéo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo emite qualquer garantia de que este Kit e/ou a sua utilizacéo ou utilizacses
ndo infrinjam os direitos de terceiros.

3. Este Kit e os seus componentes estéo licenciados para uma Unica utilizagéo e ndo podem ser reutilizados, renovados ou objecto de revenda.
4. A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenga, expressa ou implicita, & excepgdo das expressamente declaradas.

5. O comprador e utilizador do Kit concorda em né&o 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 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 licenca actualizados, consulte www.giagen.com.

© 2008 QIAGEN. Todos os direitos reservados



www.qiagen.com

Australia = Orders 03-9840-9800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800/28-10-10 = Fax 0800/28-10-19 = Technical 0800/28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 0086 21 3865 3865 = Fax 0086 21 3865 3965 = Technical 800 988 0325, 800 988 0327

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400

Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800-555-049 = Fax 1800-555-048 = Technical 1800-555-061

Italy = Orders 02-33430411 = Fax 02-33430426 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-5547-0811 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-5547-0811

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602

Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 65-67775366 = Fax 65-67785177 = Technical 65-67775366

South Korea = Orders 1544 7145 = Fax 1544 7146 = Technical 1544 7145

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999 ... ..

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737) QIAGEN

Sample & Assay Technologies





