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artus HSV-1/2 TM PCR Kit
Para utilizagdo com os ABI PRISM 7000 e 7900HT Sequence Detection

Systems.

Atengdo: O artus HSV-1/2 TM PCR Kit ndo pode ser utilizado em conjunto

com o GeneAmp® 5700 SDS , nem com o ABI PRISM 7700 e nem com o
ABI PRISM 7900HT SDS com placas de formato 384.

1. Conteudo

Titulo N°Art. 4500163 N°Art. 4500165
e contetdo 24 reaccdes 96 reaccées
Azul HSV TM Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns

HSV TM Mg-Sol” 1 x 1.200 4l 1 x 1.200 4l
HSV1 LC/RG/TM QS 1°

Vermelho 1 x 10* cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV1 LC/RG/TM QS 2°

Vermelho 1 x 10° cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV1 LC/RG/TM QS 3°

Vermelho 1 x 102 cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV1 LC/RG/TM QS 4°

Vermelho 1x 10" cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV2 LC/RG/TM QS 1°

Vermelho 1 X 104 Cop/lJI ] X 200 ul .l X 200 lJI
HSV2 LC/RG/TM QS 2°

Vermelho 1 x 10% cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV2 LC/RG/TM QS 3°

Vermelho 1 x 10° cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV2 LC/RG/TM QS 4°

Vermelho 1x 10" cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul

HSV TM IC* 1 x 1.000 l 2 x 1.000 ul
Branco Water (PCR grade) 1 x 1.000 ul 1 x 1.000 ul
" QS = Padrdo de quantificacdo
IC = Controlo interno
Mg-Sol = Solucado de magnésio
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2. Conservacgao
Os componentes do artus HSV-1/2 TM PCR Kit sdo conservados entre —30 e —

15 °C e devem ser utilizados antes do fim da data de validade indicada no
rétulo. A repetida descongelagdo e congelacéo (> 2 x) deve ser evitada, pois,
devido a isto, a sensibilidade pode ser reduzida. No caso de utilizagdo
irregular os reagentes devem, por isso, ser divididos em aliquotas. Se houver
a necessidode de conservar os componentes a +4°C, n&o se deve

ultrapassar um periodo de cinco horas.

3. Materiais e aparelhos necessdrios

adicionalmente

* Luvas de laboratério isentas de pé

» Kit de isolamento de ADN (ver capitulo 8.1 Isolamento de ADN)
» Pipetas (reguldveis)

» Pontas de pipetas estéreis com filtros

*  Misturador vértex

» Centrifuga de mesa com rotor para tubos de reacgdo de 2 ml

» Centrifuga com rotor para placas de microtitulacéo (opcional)

» Tubos/placas de reaccdo de 96 pogos para medicdes dpticas com
respectivos materiais de selagem  épticos  (ver  capitulo
8.4 Preparacéo da PCR)

* Armacdo de suporte de 96 pocos de duas pegas para utilizagdo de
tubos de reaccéo opticos (96-Well Tray/Retainer Set, Cat. N°: 403
081), ver capitulo 8.4 Preparagéo da PCR

* Almofada de compresséo para utilizagdo com folhas selantes 6pticas
(Optical Cover Compression Pads, Cat. N°: 4 312 639), ver capitulo
8.4 Preparacéo da PCR

* Aplicador para selagem das placas de reaccéo através da utilizacéo
de folhas selantes épticas (Adhesive Seal Applicator Kit, Cat. N°: 4

333 183)

» ABI PRISM 7000 ou 7900HT SDS
_____________________________________________________________|
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Atengdo: Antes de colocar o aparelho em funcionamento, é necessdrio
realizar uma calibragéo dos corantes (Pure Spectra Component File) e do

fundo (Background Component File).

4. Medidas gerais de seguranca

O utilizador deve ter sempre em atengdo o seguinte:
» Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.

* Armoazenar; purificar e acrescentar & reacc@o os materiais positivos
(amostras, controlos, produtos de amplificacdo) separados
fisicamente dos restantes reagentes.

* Antes de iniciar o teste, descongelar totalmente todos os

componentes d temperatura ambiente.

» Em seguida, misturar completamente e centrifugar brevemente os
componentes.

* Trabalhar rapidamente em gelo ou num bloco de refrigeracéo.
5. Informacoes acerca do agente patogénico

O virus Herpes-simplex (HSV) é encontrado nos liquidos da vesicula
herpética, na saliva e na secrecdo vaginal e transmitido através de contacto
direto assim como através de relagdes sexuais e durante o parto. Na maioria
das doencas provocadas pelo HSV, dominam os sintomas de vesiculas na
pele e nas mucosas (boca e genitais). A infeccdo pelo HSV pode ocorrer
como infeccGo priméria, que evolui em mais de 90 % dos casos de forma
assintomdtica, ou como recidiva. Dentre as infecgdes primdrias provocadas
sobretudo pelo HSV-1, fazem parte a gengivoestomatite, o eczema herpético,
a queratoconjuntivite e a encefalite. Infeccdes primdrias provocadas pelo
HSV-2 podem manifestar-se como vulvovaginite, como meningite e como
herpes generalizada de recém-nascidos. Como recidiva, a infeccdo conduz
geralmente & formacdo de vesiculas na regido genital e nasolabial.
Classificadas como perigosas sdo as recidivas da queratoconjuntivite e da

meningite.
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6. Principio da PCR em Tempo Real (Real-Time
PCR)

No diagnéstico por meio de reaccéo de polimerizacéo em cadeia (PCR), sGo
amplificadas regides especificas do genoma do agente patogénico. A
deteccdo do material amplificado efectua-se com a ajuda de corantes
fluorescentes na PCR em Tempo Real. Estes estdo acoplados geralmente a
sondas oligonucleotidicas que se ligam especificomente ao material
amplificado pela PCR. A deteccgo das intensidades de fluorescéncia no
decorrer da PCR em Tempo Real possibilita a deteccdo e a quantificacdo dos
produtos sem ter que voltar a abrir os tubos de amostras depois de concluida

a PCR (Mackay, 2004).

7. Descricdo do produto

O artus HSV-1/2 TM PCR Kit é um sistema pronto a utilizar para a detecgéo e
a diferenciacdo de ADN dos Herpex simplex Virus-1 e -2 através da reaccéo
de polimerizagdo em cadeia (PCR) no ABI PRISM 7000 e 7900HT Sequence
Detection System. A HSV TM Master contém os reagentes e enzimas paraa

amplificacdo especifica de uma regido de 148 pb do genoma do Herpex
simplex Virus. A deteccdo do material amplificado ocorre através da medigdo
de FAM fluorescéncia (HSV-1) e NED fluorescéncia (HSV-2) no ABI PRISM SDS.
Ao mesmo tempo, o artus HSV-1/2 TM PCR Kit contém um segundo sistema
heterélogo de amplificagéo para a comprovagdo de uma possivel inibigdo da
PCR. Este é detectado como um Controlo interno (IC) através da medicgo de
fluorescéncia VIC. O limite de detecco da PCR analitica do HSV néo é
reduzido (ver capitulo 11.1 Sensitividade analitica). SGdo fornecidos controlos
positivos externos (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1 — 4)
gue permitem a determinagdo da carga de agente patogénico (ver capitulo 8.3

Quantificagdo).
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8. Protocolo

8.1 Isolamento de ADN

Os kits de isolamento de ADN podem ser fornecidos por diversos fabricantes.
Em funcéo do protocolo do fabricante seleccionado, recolha o volume de
amostra indicado para a purificagdo e efectue o isolamento de ADN conforme

as instrugdes do fabricante. Os seguintes kits de isolomento sao

recomendados:

Material d N[¥ d
creriar ae Kit de Purificagdo um,ero ° Fabricante Carrier-ARN
Amostra Catélogo
®
Soro, plasma, | QlAamp 53704 QIAGEN contém
liquido céfalo- UltraSens® Virus
raquidiano, Kit (50)
raspagens . ONA Min
amp ini B )
Kit (50) 51304 QIAGEN néo contém
LCR (liguid ®
(fquido EZ1~ DSP 62 724 QIAGEN contém
cefaloraquidiano) Virus Kit (48)*

*Para ser usado em combinagdo com o BioRobot® EZ1 DSP Workstation (Cat. No.
9001360) e com o EZ1 DSP Virus Card (Cat. No. 9017707).

Nota importante para o uso do QIAmp UltraSens Virus Kit e do QIAmp DNA

Mini Kit:

* A adicgo de Carrier-ARN é de grande importancia para a eficiéncia e,
com isso, para o rendimento do ADN/ARN. Caso o kit de isolamento
utilizado ndo contenha Carrier-ARN, recomenda-se, imprescindivelmente,
a adicgo de Carrier-ARN (RNA-Homopolymer Poly(A), Amersham
Biosciences, Cat. No. 27-4110-01) para a extracgéo dos dcidos nucleicos
de liquidos biolégicos sem células ou de materiais com pequena
quantidade de ADN/ARN (p. ex. liquido cefaloraquidiano). Por favor, siga
as seguintes instrugdes:

a) Para isso, ressuspenda o Carrier-ARN liofilizado em tampéo de

eluiﬁdo ‘ndo em ’rcmgdo de |ise! do kit de isolamento ig ex. ’rcmﬁdo
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AE do QlAamp DNA Mini Kit) e crie uma diluicgo com uma
concentracdo de 1 ug/ul. De acordo com a quantidade exigida,
divida a solucdo de Carrier-ARN em aliquotas que devem ser
armazenadas a -20°C. Evite a repetida descongelagdo (> 2 x) de
uma aliquota de Carrier-ARN.

b) Por purificacdo, deve ser adicionado 1 ug de Carrier-ARN por 100 ul
de tampdo de lise. Se o protocolo de exiraccdo prevé por exemplo
200 ul de tampéo de lise por amostra purificada, entdo adicione 2
uldo Carrier-ARN (1 ug/ul) directamente ao tampéo de lise. Antes
deiniciar qualquer purificagdo deve ser feita uma mistura nova de
tampdo de lise e Carrier-ARN (e se for o caso Controlo interno, ver
capitulo 8.2 Controlo interno) de acordo com o seguinte esquema

de pipetagem.

Numero de amostras 1 12

Tampéo de lise p. ex. 200 ul p. ex. 2.400 ul
Carrier-ARN (1 ug/ul) 2 ul 24 ul
Volume Total 202 ul 2.424 ul
Volume para apurificagéo 200 ul cada 200 ul

c) Utilize a mistura de tampéao de lise e Carrier-ARN para a purificacdo

logo apds a preparacdo. Néo é possivel conservar a mistura.
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» A adicgo de Carrier-ARN é de grande importéncia para a eficiéncia e

com isso para o rendimento do ADN/ARN. Para obter uma estabilidade
maior do Carrier-ARN  QlAamp UltraSens Virus Kit  fornecido,
recomendamos o procedimento a seguir, diferente do indicado nas
instrucdes do kit de isolamento:

a. Antes da primeira utilizacdo do kit de isolamento, ressuspenda o

Carrier-ARN liofilizado em 310 ul de tamp&o AE ou AVE (tampédo de
eluicéo, concentracéo final 1 ug/ul, ndo utilizar tampéo de lise) e, de
acordo com a quantidade exigida, divida esta soluggo de Carrier-ARN
em aliquotas que devem ser armazenadas a -20°C. Evite a repetida
descongelacdo (> 2 x) de uma aliquota de Carrier-ARN.

b. Antes de iniciar qualquer purificagdo deve ser feita uma mistura nova
de tampdo de lise e Carrier-ARN (e, se for o caso Controlo interno,
ver capitulo 8.2 Controlo interno) de acordo com o seguinte

esquema de pipetagem.
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Ndmero de amostras 1 12

Tampao de lise AC 800 ul 9600 ul
Carrier-ARN (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Volume Total 805,6 ul 9667,2 ul
Yolume para a purificagéo 800 ul cada 800 ul

c. Utilize a mistura de tampéao de lise e Carrier-ARN para a purificagdo

logo apés o preparo. Néo é possivel conservar a mistura
* Através da utilizagdo do QlAamp UltraSens Virus Kit, pode-se obter

uma concentrac@o da amostra. Se a amostra ndo se tratar de um soro ou
de plasma, entdo adicione no minimo 50 % (v/v) de plasma humano

negativo dmesma.

* Nas purificacdes com tampédes de lavagem que contém etanol, efectuar
sempre, antes da eluicdo, uma centrifugacdo adicional (trés minutos,
13.000 rpm) para a eliminagdo dos residuos de etanol. Isto evita

possiveis inibicdes da PCR.
O artus HSV-1/2 TM PCR Kit néo deveré ser utilizado em conjunto com

procedimentos de purificagcdo que utilizam fenol como base.

Nota importante para o uso do EZ1 DSP Virus Kit:

« O uso de Carrier-ARN ¢é critico para o extracdo eficiente e,
consequentemente, para o rendimento AND/ARN. Por favor adicione a
quantia apropriada de Carrier-ARN para cada extragdo de acordo com as

instrugdes no manual EZT DSP Virus Kit Handbook.

Importante: O Controlo interno do artus HSV-1/2 TM PCR Kit pode ser
adicionado directamente na fase de purificagdo (ver capitulo 8.2 Controlo

interno).
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8.2 Controlo interno

E fornecido um Controlo interno (HSV TM IC) com o qual se tem a
possibilidade de controlar nGo sé a purificagdo do ADN como também uma
possivel inibigdo da PCR (ver Fig. 1). Usando o EZ1 DSP Virus Kit para
extracdo, o Controlo interno deve ser adicionado de acordo com as instrugdes
no manual EZT DSP Virus Kit Handbook. Usando o QlAamp UltraSens VirusKit
ou o QlAamp DNA Mini Kit, adicione o Controlo interno numa relacdo deO,1
ul por 1 ul do volume de eluicdo na purificacgo. Se utilizar, por exemplo, o
QlAamp DNA Mini Kit e eluir o ADN em 200 ul de tampdo AE, entdo
adicione 20 ul de Controlo interno. Se, p. ex., eluir em 100 ul, entdo
adicionerespectivamente 10 ul. A quantidade de Controlo interno acrescentada
depende apenas do volume de eluicdo. O Controlo interno e eventualmente o
Carrier-ARN (ver capitulo 8.1 Isolomento de ADN) podem ser acrescentados

apenas a

* uma mistura de tampédo de lise e amostra ou

» directamente ao tampédo de lise

O Controlo interno nGo pode ser adicionado directamente & amostra. Ter em
atencdo que a mistura do Controlo interno com o tampéo de lise/Carrier-ARN
deverd ser utilizada logo apés ser preparada. A conservagdo da mistura a
temperatura ambiente ou no frigorifico pode em poucas horas desactivar o
Controlo interno e diminuir a eficiéncia da purificagdo. N&o pipetar o Controlo

interno e o Carrier-ARN directamente na amostra.
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O Controlo interno pode ser utilizado, opcionalmente, exclusivamente para o
controlo de uma possivel inibigdo da PCR (ver Fig. 2). Para isso, adicione,para
cada preparacéo, 2 ul de Controlo interno e 10 ul de HSVY TM Mg-Sol
directamente a 20 ul de HSV TM Master. Utilize para cada reacgéo de PCR

30 ul da Master Mix desta forma produzida e adicione, em seguida, 20 ul de

amostra purificada. Se tiver que preparar um ensaio com vdrias amostras,
entdo aumente as quantidades necessdrias de HSV TM Master, de HSV TM
Mg-Sol e de Controlo interno proporcionalmente ao nimero de amostras (ver

capitulo 8.4 Preparagéo da PCR).

O aumento de volume causado através da adicdo do Controlo interno é desprezavel na
preparacdo da reacgdo de PCR. A sensibilidade do sistema de deteccéo nédo é afectada.
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8.3 Quantificacao

Os PadrYes de quantificalUo fornecidos (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 e HSV2
LC/RG/TM QS 1 - 4) séo tratados como uma amostra purificada e utilizados
no mesmo volume (20 ul). Para criar uma curva padréo num ABI PRISM
Sequence Detection System, utilize tanto para o HSV-1 quanto para o HSV-2
todos os quatro PadrYes de quantificalUo fornecidos, defina-os como

padrées e introduza as concentracdes indicadas (ver capitulo
8.5 Programagdo do ABI PRISM SDS). Néo é possivel importar curvas

padrées de ensaios anteriores com o software dos ABI PRISM 7000 e

7900HT SDS.

Atencdo: Os PadrYes de quantificalUUo sé@o definidos em cépias/ul. Para a
conversdo dos valores, apurados com base na curva padréo em cédpias/ml de

amostra, deve-se utilizar a seguinte férmula:

Resultado (copias/pl) x Volume de eluicéo (ul)

Resultado (cépias/ml) = Volume de amostra (ml)

Ter em atencdo que sempre deverd ser introduzido na féormula o volume
inicial. Isto deve ser considerado quando o volume da amostra for alterado
antes da purificacdo dos dcidos nucleicos (p. ex.: reducdo através da
centrifugacdo ou aumento através do complemento do volume recomendado

para apurificacdo).

Importante: Para facilitar a anélise quantitativa dos dados do sistema artus

no ABI PRISM 7000 SDS, encontra-se em

www.qiagen.com/Products/BylabFocus/MDX um guia (Technical Note for
quantitation on the ABI PRISM 7000 SDS).
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8.4 Preparacdo da PCR

Preparar para as reacgdes planeadas a quantidade necesséria de tubos de

reaccdo ou uma placa de reaccdo de 96 pocos. Na tabela seguinte,

encontram-se listados os materiais aconselhados:

Besliarasis Almofada de
Compress@o
Placas de 96-Well Aoolied
reacgdo Opticas Optical 4 306737 B pphe ndo -
de 96 pocos Reaction Plate losystems
Folhas sel Opfical Applied
ofhas selantes Adhesive | 4311971 | pplie : sim
S6pticas Covers 10systems
ABI PRISM ]
Tubos de 1 Opfical Tubes, | 4316567 |  ApPlied sim -
reacgdo épticos 8 Tubes/Strip Biosystems
. ®
Tubos de MicroAmp Applied .
. N8010933 sim -
reacgdo 6pticos Optical Tubes Biosystems I
_ ABI PRISM )
Tampas 6pticas Optical Caps, | 4 323 032 .Apphed ) néo
(planas) 8 Caps/Strip Biosystems

Ao preparar a PCR, certifique-se de que sejam introduzidos, por ensaio de
PCR, no minimo um PadrUo de quanﬁficaUUo, assim como um controlo
negativo (Water, PCR grade). Para a criagdo de uma curva padréo, por favor
utilizar, por ensaio de PCR, todos os PadrYes de quanﬁficaUUo fornecidos
(HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4). Todos os reagentes
devem ser totalmente descongelados & temperatura ambiente, bem
misturados (pipetando para cima e para baixo vdérias vezes ou misturando

brevemente no vértex) e em seguida centrifugados antes do inicio do teste.

Se desejar controlar, com o Controlo interno, ndo sé a purificagdo como
também uma possivel inibicgo da PCR, o Controlo interno |4 deverd ter

sido introduzido previomente na fase de purificac@o (ver capitulo

Ao utilizar a armacéo de suporte de duas pecas, é necessdrio abrir os tubos de reacgdo
na introducdo e na remog@o dos mesmos. Para evitar contaminagdes devido a isto,
utilize exclusivamente a parte inferior da armacgéo de suporte.
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8.2 Controlo interno). Neste caso, utilize o seguinte esquema de pipetagem

(ver também esquema reproduzido na Fig. 1):

:

Qua dade deA

HSV TM Master 20 ul 240 ul
1. Preparagéo HSV TM Mg-Sol 104l 1.20.ul
da Master Mix HSV TMIC 0 1l 01l
Volume Total 30 ul 360 ul
2. Preparagéo Master Mix 30 ul cada 30 ul
da Reacgdio de Amostra 20 ul cada 20 ul
PCR Volume Total 50 ul cada 50 ul

Se desejar utilizar o Controlo interno exclusivamente para o controlo de uma

inibicdo da PCR, entéo adicione-o directamente & HSV TM Master. Neste

caso, utilize o seguinte esquema de pipetagem (ver também esquema

reproduzido na Fig. 2):

o a A
. o ofefe U

:

HSV TM Mueister 20t 240t
1. Preparagao HSV TM Mg-Sol 10 ul 120 pl
da Master Mix LoV Ta 1 2 1l . 241
Volume Total 32 ul 384 ul
2. Preparagéo Master Mix 30ul cada 30 ul’
da reacgdo de Amostra 20 ul cada 20 ul
PCR Volume Total 50 ul cada 50 ul

Pipete 30 ul da Master Mix para cada tubo de reacgdo de PCR ou em cada

poco da placa de reacgdo de 96 pogos. Em seguida, adicione 20 ul de eluido

do isolamento de ADN. Certifique-se de que ambas as solugdes sejam bem

misturadas, pipetando para cima e para baixo vdrias vezes. Tape os tubos de

reacgdo (pogos) com as tampas correspondentes ou, ao utilizar uma placa de

reaccdo de 96 pocos, como alternativa, tape-as com a ajuda de folhas

selantes 6pticas (Optical Adhesive Covers). Para concentrar o volume de

O aumento de volume causado através da adigéo de Controlo interno é desprezével na

preparacdo da reaccdo de PCR. A sensibilidade do sistema de detecgéo néo é afectada.
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reaccdo preparado no fundo dos tubos ou das placas, centrifugue os tubos de
reaccdo (em um suporte de conservagdo concebido para tubos de PCR) ou a
placa de reaccdo de 96 pocos numa centrifuga com rotor para placas de
microtitulacdo durante 30 segundos a 1.780 x g (4.000 rpm). Caso néo
disponha de uma centrifuga deste género ao preparar as reacgdes de PCR,
certifique-se entdo de que, assim como a Master Mix, também o volume de
amostras seja pipetado no fundo dos tubos de reacgdo ou no fundo das
unidades de reacgdo (pocos). Armazene as reacgdes preparadas a +4°C até

o instrumento ABI PRISM SDS estar programado (ver capitulo 8.5 Programagéo do
ABI PRISM SDS) e, em seguida, transporte-os para o aparelho.

Atencdo:

* Ao utilizar tubos de reacgdo dpticos em combinagdo com tampas dpticas,
coloque sempre uma armacdo de suporte (96-Well Tray/Retainer Set) no
instrumento (ABI PRISM 7000 e 7900HT SDS). Na utilizacéo da armagédo
de suporte de duas pegas, é necessdrio abrir os tubos de reaccéo na
infroducdo e na remocdo dos mesmos. Para evitar contaminacdes
causadas por este motivo, utilize exclusivamente a parte inferior da

armacéo de suporte.
» A utilizagdo de placas de reacgdo épticas de 96 pocos em combinacéo

com folhas selantes épticas requer a utilizaggo de uma almofada de

compressdo (Optical Cover Compression Pads).
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Adigéo do Controlo interno para a purificagéo

Fig. 1 : Fluxo esquemdtico da operacdo para o controlo da
purificacdo e da inibicdo daPCR.
Em cada passo de pipetagem, certifique-se, sempre, de que
as solucdes a serem utilizadas tenham sido totalmente
descongeladas, bem misturadas e brevemente
centrifugadas.
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Adigdo do Controlo interno para o artus Master

Fig. 2:

Fluxo esquemético da operacédo para o controlo da inibicdo
da PCR.

Em cada passo de pipetagem, certifique-se, sempre, de que
as solucdes a serem utilizadas tenham sido totalmente

descongeladas, bem misturadas e brevemente
centrifugadas.
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8.5 Programacdo dos ABI PRISM SDS

O software dos ABI PRISM 7000 e 7900HT Sequence Detection Systems (SDS)
necessita de algumas informacdes adicionais antes do inicio do ensaio de
PCR. Os modos de procedimento na programacdo dos aparelhos divergem
consideravelmente uns dos outros, razéo pela qual estes séo

tratados, a seguir, em capitulos separados.

8.5.1 Programacéo do ABI PRISM 7000 SDS

Para a deteccdo de ADN do HSV, crie um perfil no seu ABI PRISM 7000
SDS de acordo com os seis seguintes passos (8.5.1.1- 8.5.1.6). Todas as
especificacdes estdo relacionadas com a versdo 1.0.1 do software do ABI

PRISM 7000 SDS. Para maiores informagdes sobre a programacgéo do
ABI PRISM 7000 SDS, consulte o ABI PRISM 7000 SDS User Guide. Estas

configuracdes estdo destacadas nas figuras com caixa a negro.

8.5.1.1 Pré-definicdes para a criacdo de um novo ensaio de PCR
Seleccione no ABI PRISM 7000 SDS o item New do menu File e introduza ao
novo documento os seguintes ajustes bdsicos (ver Fig. 3). Um Template
gravado anteriormente (SDS Template [*.sdt]) encontra-se & sua disposicdo

na lista de Template ou pode ser seleccionado através da fungdo Browse (ver

capitulo 8.5.1.5 Gravagdo do ensaio de PCR). Confirme as suas definicoes

(OK).

New Document o X|

Assay ! |Absolute Quantitation

Container: |gg-well Clear 1

Template : IBIank Document

Browse ... |

concel_|

Fig. 3: Pré-defini¢des para a criacdo de um novo ensaio de PCR (New Document).
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8.5.1.2 Criacao/Seleccao dos detectores

Coordene ao documento os correspondentes corantes de detecco com a
ajuda do submenu Detector Manager, que se encontra no menu Tools. Para a
deteccéo de ADN do HSV, assim como do Controlo interno, com a ajuda do

artus HSV-1/2 TM PCR Kit, devem ser definidos os Reporter/Quencher

indicados na seguinte tabela:

Detecgdo Reporter Quencher
ADN do HSV-1 FAM none
ADN do HSV-2 NED none
Controlo interno (HSV TMIC) VIC none

Para a criacGo destes detectores, seleccione a opgdo File localizada em baixo,

& esquerda, no Detector Manager e, a seguir, a opcéo New.

New Detector | x|

Name: |artus HSV1

New Detector

Name: Ianus HSV2

Description: ]tmus HSV 172 TM PCR Kit Description: Iamls HSV 172 TM PCR Kit

1— Reporter Dye: [FAM ~| Reporter Dye: [NED | [— 1
Quencher Dye: [(ncme) Ll Quencher Dye; |(none) L'
Color: .
Notes: Notes:
2 | 2
Create Another l Cancel Create Another Cancel
Fig. 4: Criacdo do detector especifico do Fig. 5: Criacdo do detector especifico do
HSV-1 (Detector Manager). HSV-2 (Detector Manager).
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New Detector 3 i 5’

Name: Iarms HSVIC

Description: Ianus HSV ¥2 TM PCRKit

1 sl Reporter Dye: [VIC =]
Quencher Dye: |(none) _vJ
Coler: !

Notes:

QEBEMMerI Cancel |

Fig. 6: Criagdo do detector especifico do

Controlo interno (Detector

Manager) para HSV-1/HSV-2.
Para a deteccgo de ADN do HSV-1 ou do HSV-2, defina na janela que agora
aparece (de acordo com Fig. 4 a Fig. 6) a combinacéo de Reporter/Quencher
FAM/none ou NED/none e, para a deteccéo do Controlo interno, seleccione
a combinacdo VIC/none. Ao confirmar as definicdes (OK), retornard ao
Detector Manager. Marque os detectores que acabaram de ser criados e

transfira cada seleccgo para Well Inspector, clicando na opcéo Add to Plate

Document (ver Fig. 7). Feche a janela (Done).

Detector Manager I x|

— Detector List
| ElE
Detector Name|Description| Reporter | Quenchei Colorj Notes Last Modified _AJ
artus HSV IC artus HSY VIC (none)
artus HSV1 artus HSY FAM (none)
artus HSV2 artus HSVY NED (none) 1
W

Fie % [ AddTo Plate Document

e

Fig. 7: Selecc@o dos detectores (Detector Manager).

|
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8.5.1.3 Correspondéncia das informacoes necessdrias as
posicoes das placas

Abra agora a opgdo Well Inspector, que se encontra no menu View, para

reencontrar os detectores seleccionados anteriormente no capitulo 8.5.1.2

(ver Fig. 8 e Fig. 9).

Well Inspector ol f.l
Well(s): B2-B8
Sample Name:  |QS1 HSV1
l Use Detector Reporter Quencher Task Quantity Color

Vv l|artus HSV IC WIC {none) Unknown

Standard lj

P |artus HSV2 NED (none) T — 1
I‘ [ NTC | >
I~ OmitWell .

Passive
Add Detector... I Remove | Close I |ROX vl - 2

Fig. 8: Correspondéncia das informacées necessdrias (HSV-1) as posicdes das placas

(Well Inspector).
zl
Well(s): B2-B8
Sample Name:  |QS1 HSV2
Use Detector Reporter Quencher Task Quantity Color
[V l|artus HSV IC VIC {none) Unknown
v lartus HSV1 FAM {none) Unknown
a Standard Ll p— 1
4 I Standard »
T :
Passive
Add Detector... l Remove I Close | |RO>< v] 2

Fig. 9: Correspondéncia das informacdes necessérias (HSV-2) as posicdes das placas
(Well Inspector).

Marque as posicdes das placas ocupadas para a detecgdo de ADN do HSV.

Faca corresponder a estas posicdes os detectores seleccionados, activando

com um clique a opgdo Use de ambos os detectores. Aparecerd um sinal de

marcagdo. Para a denominagdo de cada preparacéo de reaccdo, seleccione a

posicdo correspondente na placa e registe o nome em Sample Name.
Considerar que reocsées COmM O Mesmo Samﬁle Name e a mesmoindicoséo
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do detector sé@o reconhecidos pelo Software como réplica e, de acordo com a
sua carga de agente patogénico quantificada, é calculada a média.
Seleccione entdo para cada tipo de amostras a fungdo correspondente (Task)

de acordo com a seguinte tabela:

Tipo de Funcgéo Concentracéo Reporter HSV-1 Quencher
Amostras Task Quanti

Amostra Unknown - FAM none
Controlo negativo NTC - FAM none
Padrao Standard | ver 1. Conteddo FAM none

Para a criagdo de uma curva padréo, utilizar, por ensaio de PCR, todos os
PadrYes de quantificalUo fornecidos (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 e HSV2
LC/RG/TM QS 1 - 4) e introduza as concentragdes correspondentes (ver
capitulo 1. Conteldo) para cada padréo (Quantity). Certifique-se de que, para
um ensaio de PCR com o artus HSV-1/2 TM PCR Kit, o ROX seja
regulado como referéncia passiva (Passive Reference). A distribuicéo
uniforme do corante do ROX em todas as reacgdes da PCR de um lote, por
meio da mistura da HSVY TM Master, garante o reconhecimento e a
compensacdo de variacdes tube-to-tube (diferencas de fluorescéncia entre
diversas reaccdées da PCR) através do Sequence Detection Software
(Normalizagéo).

8.5.1.4 Criacdo do perfil de temperatura

Para a intfrodugéo do perfil de temperatura, troque no Software do nivel Setup
para o nivel Instrument. Introduza o perfil de temperatura vélido para a
deteccéo de ADN do HSV de acordo com a Fig. 10. Para retirar o passo de
50°C gravado nas pré-definigdes, marque-o com a ajuda do botdo esquerdo
do rato, mantendo simultaneamente a tecla Shift pressionada e apague-o em
seguida, utilizando a tecla Backspace Certifique-se de que o volume de
reaccdo esteja regulado em 50 ul. A opgdo 9600 Emulation deve estar
activada e as pré-definicces do Auto Increment devem permanecer

inalteradas (Auto Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).
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— Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile |Aut0 Incrementl
Stage 1 Stage 2

Reps:i | Reps:fs ]

Add Cycle | AddHold | Add Step ||53mp'9\’0'ume 50 () 2

Help I I” Dissociation Protocol ~ [son €
[7_9600 Emulation | 3

Fig. 10: Criacéo do perfil de temperatura.

8.5.1.5 Gravacdo do ensaio de PCR

Agora, grave as definicdes introduzidas (Setup) como mdéscara, de modo que
elas possam ser reutilizadas, seja na versdo original ou com modificacdes.
Através da gravacdo das definicdes como SDS Template Document (*.sdt), na
pasta Template Directory (Disco  Local  [C:]\Program  Files\ABl ~ PRISM
7000\Templates, criado pelo Applied Biosystems), é possivel seleccionar este
arquivo na lista Drop-down do Template, directamente na janela New
Document. Modelos gravados noutras pastas tém que ser abertos através do
Browse. Antes de iniciar o ensaio de PCR, certifique-se de que o mesmo
seja regravado como SDS Document (*.sds). Desta forma, o armazenamento

dos dados obtidos no decurso da PCR égarantido.

8.5.1.6 Inicio do ensaio de PCR

Inicie o ensaio de PCR seleccionando a opgdo Start no item Instrument do

menu ou o campo Start no nivel Instrument.
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8.5.2 Programacéo do ABI PRISM 7900HT SDS

Para a deteccgo de ADN do HSV, crie um perfil no seu ABI PRISM 7900HT
SDS de acordo com os seis seguintes passos (8.5.2.1 - 8.5.2.6). Todas as
especificacées estdo relacionadas com a verséGo 2.1 do software do ABI
PRISM 7900HT SDS. Para maiores informagdes sobre a programacéo do ABI
PRISM 7900HT SDS, consulte o ABI PRISM 7900HT SDS User Guide. Estas

configuragdes estdo destacadas nas figuras com caixa a negro.

8.5.2.1 Pré-definicées para a criacdo de um novo ensaio de PCR

Seleccione no ABI PRISM 7900HT SDS o item New do menu File e introduza
ao novo documento os seguintes ajustes bdsicos (ver Fig. 11). Um Template
gravado anteriormente (ABI PRISM SDS Template Document [*.sdt]) encontra-
se & sua disposicdo na lista de Template ou pode ser seleccionado através da
funcdo Browse (ver capitulo 8.5.2.5 Gravagdo do Ensaio de PCR). Confirme

as suas definigdes (OK).

Atencéo: O artus HSV-1/2 TM PCR Kit ndo pode ser utilizado com o sistema
do ABI PRISM 7900HT SDS com placas de formato 384.

New Document %]

Assay: lAbsolute Quantification (Standard Curve)

El
Container: [96 Wells Clear Plate =1
=l

Template: IBIankTemplate

Browse... |

Barcode: I

T el

Fig. 11: Pré-definicdes para a criacdo de um novo ensaio de PCR (New Document).
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8.5.2.2 Criacao/Seleccdo dos detectores

Coordene ao documento os correspondentes corantes de deteccdo com a
ajuda do submenu Detector Manager, que se encontra no menu Tools
(alternativa: seleccionar nivel Setup / funcéo Add Detector). Para a detecgéo
de ADN do HSV, assim como do Controlo interno, com o artus HSV TM

PCR Kit, devem ser definidos os Reporter/Quencher indicados na seguinte

tabela:
Detecgdo Reporter Quencher
ADN do HSV-1 FAM Non Fluorescent
ADN do HSV-2 NED Non Fluorescent
Controlo interno (HSV TMIC) VIC Non Fluorescent

Para a criacéo destes detectores, seleccione a opcdo New, localizada no

Detector Manager, em baixo, & esquerda.

Add Detector Add Detector
Name: | artus HSV1 Name: | artus HSv2
Pescription: | artus HSV 1/2 Th PCR Kit Description: | artus HSV 172 TM PCR Kit
1 U — 1
Reporter: IFAM 'I Reporter: INED 'I
Quencher: INon Fluorescent 'I Quencher: |Nun Fluorescent 'l
coior: [ coor: I
Notes: | Motes:
2 i —_ 2
Lo (] Lo | 2]
Fig. 12:Criacéo do detector especifico do Fig. 13:Criacéo do detector especifico do
HSV-1 (Detector Manager). HSV-2 (Detector Manager).
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Add Detector | X]

Name: | artus HSV IC

Josscriction: | artus Hav 112 Th PCR Kit

Reporter: IVIC vI
Quencher: |N0n Fluorescent vl
Color: -

Notes:

2 1

Fig. 14: Criacéo do detector especifico

do Controlo interno (Detector

Manager) para HSV-1/HSV-2.
Para a deteccdo de ADN do HSV-1 ou HSV-2, defina na janela que agora
aparece (de acordo com as Fig. 12 até 14) a combinagdo de
Reporter/Quencher FAM/Non Fluorescent ou NED/Non Fluorescent e, para a
deteccéo do Controlo interno, seleccione a combinagdo VIC/Non Fluorescent.
Ao confirmar as definicdes (OK) retornard ao Detector Manager. Marque os
detectores que acabaram de ser criados e transfira cada selecggo para o nivel
Setup, clicando na opgdo Copy to Plate Document (ver Fig. 15). Feche a
janela (Done).

Fin | N

I Name I Reporter I Quencher | Colorl Madification Date I
artus HSV IC WIC Mon Fluorescent =i - 1
artus HSV1 FAM Mon Fluorescent =
artus HSV2 NED Non Fluorescent =
| i
New ... I Open I Save As.. Import... Export... Copy To Plate Document 2

Fig. 15:Seleccdo dos detectores (Detector Manager).
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8.5.2.3 Correspondéncia das informacgoes necessdrias as

posicoes das placas

Depois de fechar o Detector Manager (Done), voltard a encontrar os
detectores seleccionados anteriormente no capitulo 8.5.2.2 no nivel Setup

(Well Inspector), listados numa tabela (ver Fig. 16 e 17).

Setup | Instrument |

Well(s): B3-B7, C3-C7, D3-D7, E3-E7 _‘7_|
Sample Name: IC! 51 HBV1

Use | Detector | Reporter | Task | Quantity | Color

[ artus HSY IC VIC IUnknown o I

<] artus HSV1 Standard

X artus HSV2 NED [Unknown

NTC
Add Detector... I Clear | Copy to Manager |
1

Passive Reference: 'ROX ¥ !l 2
[ Omit Well(s)

Fig. 16:Correspondéncia das informacées necessdrias (HSV-1) as posicdes das placas.

Setup | Instrument |

Well(s): B3-B7, C3-C7, D3-D7, E3-E7 2|
Sample Name: I'IZ!EH HSV2
| use| Detector Reporter Task Quantity Color
I X | atusHsviC VIC Unknown o/ N
X artus HSV1 FAM Unknown |
artus HSV?2 [Standard i |
Unknown 1
NTC
Add Detector... | Clear I Copy to Manager
|
Passive Reference: IROX LII 2
[ Omit Well(s)

Fig. 17:Correspondéncia das informacées necessdrias (HSV-2) as posicées das placas.

Marque as posicdes das placas ocupadas para a detecgdo de ADN do HSV.
Faca corresponder a estas posicdes os detectores seleccionados, activando

com um clique a opgdo Use de ambos os detectores. Aparecerd um sinal de
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marcacdo. Para a denominagéo de cada preparagdo de reaccdo, seleccione a
posicdo correspondente na placa e registe o nome em Sample Name.
Considerar que reacgdes com o mesmo Sample Name e a mesma indicagdo
do detector sGo reconhecidos pelo Software como réplica e, de acordo com a
sua carga de agente patogénico quantificada, é calculada a média.
Seleccione entdo para cada tipo de amostras a fungdo correspondente (Task)

de acordo com a seguinte tabela:

Tipo de Funcdo Concentracdo Reporter Reporter

Amostras (Task) (Quantity) HSV-1 HSV-2 Qusnchey
Non
Amostra Unknown - FAM NED
Fluorescent
N
Control NTC - FAM NED on
o Fluorescent
Non
Padréo Standard | ver 1. Conteddo FAM NED
Fluorescent

Para a criagdo de uma curva padréo, por favor utilizar, por ensaio de PCR,
todos os PadrYes de quantificalUo fornecidos (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 e
HSV2 LC/RG/TM QS 1 — 4) e introduza as concentragdes correspondentes
(ver capitulo 1. Conteddo) para cada padréo (Quantity). Certifique-se de que,
para um ensaio de PCR com o artus HSV TM PCR Kit, o ROX seja regulado
como referéncia passiva (Passive Reference). A distribuico uniforme do
corante do ROX em todas as reacgdes da PCR de um lote, por meio da
mistura de HSV TM Master, garante o reconhecimento e a compensagdo de
variagdes tube-to-tube (diferencas de fluorescéncia entre diversas reacgdes

da PCR) através do Sequence Detection Software (Normalizacéo).

8.5.2.4 Criacdo do perfil de temperatura

Para a introducdo do perfil de temperatura, troque no software, do nivel Setup
para o nivel Instrument. Introduza o perfil de temperatura vélido para a
deteccéo de ADN do HSV de acordo com a Fig. 18. Certifique-se de que o

volume de reaccdo esteja regulado em 50 ul. A opgdo 9600 Emulationdeve
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estar activada e as pré-definicdes do tempo Ramp e do Auto Increment
devem permanecer inalteradas (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0.0°C,

0.0 Seconds).

Setup Instrument |

9

~Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile I Auto Increment | Ramp Rate] Data Collection I
Stage 1 Stage 2 -~
Repeats [45

IQS.U l95.0

hd

Add Cycle Add Hold Add Step | Delete Step | Sample V°'”"‘T (L) 2
50

Vv 9500 Emulation 3

Add Dissociation Stage

Fig. 18:Criacéo do perfil de temperatura.

Além disso, a opgdo Data Collection encontra-se no nivel Instrument. Ao
seleccionar esta opcdo, aparecerd a janela representada na Fig. 19. Cada
temperatura Ramp e Plateau possui um simbolo de aquisicdo de dados (Data
Collection Icon), que demonstra a aquisico dos dados neste momento do
ensaio. Para evitar medicdes de fluorescéncia desnecessérias, remova,
clicando com o rato, todos os simbolos, excepto o simbolo do passo
Annealing-Extension (Stage2/Step2). Desta forma, é possivel reduzir ao

minimo o tempo total de operagéo e a quantidade de dados.
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Fig. 19:Aquisicdo de dados (Data Collection).

8.5.2.5 Gravacdo do ensaio de PCR

Agora, grave as defini¢des introduzidas (Setup) como méscara, de modo que
elas possam ser reutilizadas, seja na vers@o original ou com modificagdes.
Através da gravacéo das definigdes como ABI PRISM SDS Template (*.sdt), na
pasta Template Directory ([D:]/Program  Files/  Applied  Biosystems\SDS
2.1\Templates, criado pelo Applied Biosystems), é possivel seleccionar este
arquivo na lista do Template, directamente na janela New Document. Modelos
gravados noutras pastas tém que ser abertos através do Browse. Antes de
iniciar o ensaio de PCR actual, certifique-se de que o mesmo seja gravado
novamente como ABI PRISM SDS Document (*.sds). Desta forma, o

armazenamento dos dados obtidos no decurso da PCR égarantido.

8.5.2.6 Inicio do ensaio de PCR

Inicie o ensaio de PCR seleccionando a opgdo Start no item Instrument do

menu.
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9. Andlise dos dados

Uma calibragdo vdlida do corante (Pure Spectra Component File) e do
fundo (Background Component File) é indispensével ao colocar o aparelho em
funcionamento. Estes arquivos de calibracdo séo utilizados para um

cdlculo exacto dos resultados da seguinte forma:

Todos os sinais de interferéncia durante a medigdo, provocados pelo
aparelho, séo eliminados pelo Sequence Detection Software dos ABI PRISM
Sequence Detection Systems com a ajuda do Background Component File.

Além disso, surgem nas andlises multicolor interferéncias entre os espectros
de emissGo de cada corante fluorescente. O software do ABI PRISM SDS

compensa estas interferéncias através de célculos dos dados espectrais de

cada corante, gravado no Pure Spectra Component File. O software coordena
também os dados de fluorescéncia, recolhidos no decurso da PCR através do
espectro total mensurdvel, aos detectores programados com a ajuda do Pure
Spectra Componet. Em seguida, os dados de fluorescéncia apurados de cada
corante sdo divididos pelo sinal de referéncia passivo (ROX) para
compensacdo das variagdes tube-to-tube (diferencas de fluorescéncia entre
diferentes reacgdes da PCR). Deste modo, os sinais normalizados podem ser

avaliados com ajuda do Amplification Plot.

Os arquivos de calibracdo utilizados na avaliacdo de um ensaio de PCR séo
protegidos automaticamente com a gravacdo do ensaio. Se os arquivos de

calibragdo néo tiverem sido instalados, crie-os seguindo as instrucdes do ABI

PRISM SDS User Guide/Manual.

Caso tenha sido integrado mais que um sistema TM-PCR artus no seu ensaio
de PCR (prestar atengdo ao perfil de temperatura), analise entdo estes
sistemas de teste separadamente. Amostras com a mesma designagdo

(Sample Name) e a mesma indicagdo de detector séo identificadas pelo
ABI PRISM 7000 e 7900HT SDS Software automaticamente como réplica e,

de acordo com a sua carga de agente patogénico quantificada, é calculada a

média.
|
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Os seguintes resultados podem ser obtidos:

1. E detectado um sinal no canal de fluorescéncia FAM para HSV-1 ou NED

para HSV-2.
O resultado da andlise é positivo: A amostra contém ADN do HSV.

Neste caso, a detecgdo de um sinal de fluorescéncia VIC (Controlo interno) é
secunddria, pois elevadas concentragdes iniciais de ADN do HSV (sinal positivo no
canal de fluorescéncia FAM para HSV-1 ou NED para HSV-2) podem conduzir a
uma reducéo ou até mesmo & auséncia do sinal de fluorescéncia do Controlo interno

(competico).

2. Naéo é detectado nenhum sinal de fluorescéncia FAM para HSV-1 ou NED
para HSV-2 e é detectado um sinal de fluorescéncia VIC (sinal do

Controlo interno).

Na amostra néo é detectdvel nenhum ADN do HSV, por isso ela pode ser

considerada negativa.

No caso de PCR negativa do HSV, o sinal do Controlo interno detectado exclui a

possibilidade de uma inibigdo da PCR.

3. Naéo é detectado nenhum sinal de fluorescéncia FAM para HSV-1 ou NED
para HSV-2 e nenhum sinal de fluorescéncia VIC.
Né&o é possivel fazer uma avaliagéo diagnéstica.

Indicacdes sobre fontes de erros e suas eliminacdes estdo especificadas no capitulo

10. Resolugéo deProblemas.

Exemplos de reacgdes de PCR positivas e negativas estéo reproduzidos nas figuras

20/23 (ABI PRISM 7000 SDS)e 24/27 (ABI PRISM 7900HT SDS).
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Fig. 20: Deteccdo dos  PadrYes de  quantificalUo  (HSV1

LC/RG/TM QS 1 - 4) através da deteccdo de um sinal de
fluorescéncia FAM (ABI PRISM 7000 SDS). NTC: non- template
control (controlo negativo).
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Fig. 21: Deteccdo do Controlo interno (IC) através da deteccdo de um
sinal de fluorescéncia VIC (ABI PRISM 7000 SDS) no caso de

amplificacéo simulténea dos PadrYes de quantificaUUo
(HSV1 LC/RG/TM QS 1 -4).  NTC: non-template control
(controlo negativo).
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Fig. 22: Deteccdo dos PadrYes de quantificalUo (HSV2 LC/RG/TM QS
1 - 4) através da deteccéo de um sinal de fluorescéncia NED
(ABI PRISM 7000 SDS). NTC: non-template control
(controlo negativo).
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Fig. 23: Deteccéo do Controlo interno (IC) através da deteccdo de um
sinal de fluorescéncia VIC (ABI PRISM 7000 SDS) no caso de
amplificacdo simulténea dos PadrYes de quantificalUo
(HSV2 LC/RG/TM QS 1 -4).  NTC: non-template  control

(controlo negativo).
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Fig. 24: Deteccdo dos PadrYes de quantificalUo (HSV1 LC/RG/TM QS
1 - 4) através da detecgéo de um sinal de fluorescéncia FAM
(ABI PRISM 7900 SDS). NTC: non-template control

(controlo negativo).
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Fig. 25: Deteccdo do Controlo interno (IC) através da deteccdo de um
sinal de fluorescéncia VIC (ABI PRISM 7900 SDS) no caso de
amplificacdo simulténea dos PadrYes de quantificaUUo

(HSV1 LC/RG/TM QS 1 -4).  NTC: non-template  control
(controlo negativo).
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Fig. 26: Deteccdo dos PadrYes de quantificalUo (HSV2 LC/RG/TM QS
1 - 4) através da deteccdo de um sinal de fluorescéncia NED
(ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: non-template control

(controlo negativo).
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Fig. 27: Deteccdo do Controlo interno (IC) através da deteccdo de um
sinal de fluorescéncia VIC (ABI PRISM 7900HT SDS) no caso de
amplificacdo simulténea dos PadrYes de

quantificacéo (HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template
control (controlo negativo).
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10. Resolucdo de problemas

Auséncia do sinal de fluorescéncia FAM para HSV-1 ou NED para HSV-2 nos
controlos positivos (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1—-4):

» A seleccdo do detector de fluorescéncia na anélise dos dados da PCR
ndo correspondem a indicagdo do protocolo.
€ Seleccione para a andlise dos dados o detector de fluorescéncia FAM

para HSV-1 ou NED para HSV-2 para a PCR analitica do HSV e o
detector de fluorescéncia VIC para a PCR do Controlo interno.

» A definicdo dos dados empregados para a avaliagdo (Extension Phase
Data Extraction), que se encontra em Options, ndo coincide com as
definicdes da Data Collection (para ABI PRISM 7900HT SDS ver capitulo
8.5.2.4 Criagdo do perfil de temperatura).
€ Andlise o ensaio de PCR com as definigdes corrigidas e repita a

andlise (Analysis).

* A programacéo do perfil de temperatura do ABI PRISM Sequence
Detection System estava incorrecta.
© Compare o perfil de temperatura com as indicacées do protocolo (ver

capitulo 8.5 Programagédo do ABI PRISM SDS).

» Composicao incorrecta da reacgdo de PCR.
© Reveja os passos com ajuda do esquema de pipetagem (ver capitulo

8.4 Preparagdo da PCR) e, se for o caso, repita a PCR.

* As condicbes de conservacéo para um ou mais componentes do kit néo
corresponderam as instrugdes do artus HSV-1/2 TM PCR Kit indicadas no
capitulo 2. Conservagéo ou a data de validade foi excedida.

@ Por favor, reveja tanto as condi¢ées de conservagéo como também a

data de validade (ver etiqueta no kit) dos reagentes e, se for o caso,

utilize um novokit.
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Sinal do Controlo interno (sinal de fluorescéncia VIC) enfraquecido ou até
mesmo a auséncia do mesmo, em caso de auséncia simultdnea de um sinal
de fluorescéncia FAM para HSV-1 ou NED para HSV-2 da PCR especifica do
HSV:
* As condi¢des da PCR néo correspondem ao protocolo.

€© Reveja as condicdes da PCR (ver acima) e, se for o caso, repita a

PCR com as configuragdes corrigidas.
A PCR foi inibida.

© Certifique-se de que seja utilizado um dos nossos procedimentos de
purificacdo recomendados (ver capitulo 8.1 Isolamento de ADN) e
seja fiel as instrucdes do fabricante.

© Certifique-se que seja efectuado o passo recomendado da
centrifugacdo adicional para completa eliminagdo de residuos de
etanol antes da eluigdo na purificagdo do ADN (ver capitulo

8.1 Isolamento de ADN).
*  Ocorreram perdas de ADN por causa da purificacéo.

© Se o Controlo interno foi adicionado & purificac@o, a auséncia do sinal
do Controlo interno pode significar que ocorreram perdas de ADN por
causa da purificaggo. Certifique-se de que seja utilizado um dos
nossos procedimentos de purificacéo recomendados (ver capitulo

8.1 Isolamento de ADN) e seja fiel as instrucées do fabricante.

* As condicbes de conservacéo para um ou mais componentes do kit n&o
corresponderam as instru¢des do artus HSV-1/2 TM PCR Kit indicadas no
capitulo 2. Conservagéo ou a data de validade foi excedida.
© Por favor, reveja tanto as condicées de conservacéo como também a

data de validade (ver etiqueta no kit) dos reagentes e, se for o caso,

utilize um novokit.

Sinal de fluorescéncia FAM para HSV-1 ou NED para HSV-2 nos controlos

negativos da PCR analitica.

*  Ocorreu uma contaminagdo durante a preparacdo da PCR.
|
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€@ Repita a PCR com reagentes ainda ndo utilizados em réplicas.

€ Tape cada tubo de PCR se possivel logo apds a adigdo da amostra a
seranalisada.

€ Pipete o controlo positivo sempre no fim.

© Certifique-se que a superficie de trabalho e os aparelhos sejom
desinfectados frequentemente.

»  Ocorreu uma contaminagéo por causa da purificacéo.

© Repita a purificagdo e a PCR da amostra a ser analisada com
reagentes ainda néo utilizados.
© Certifique-se que a superficie de trabalho e os aparelhos sejam

desinfectados frequentemente.

Se houver duvidas ou problemas, por favor contacte o nosso suporte técnico.
11. Especificacoes

11.1 Sensibilidade analitica

Para determinar a sensibilidade analitica do artus HSV-1/2 TM PCR Kit, foi
criada uma série de diluicdes padrdo de 25,7 a aproximadamente 0,008
equivalentes de cépias do HSV-1 e 35,31 a aproximadamente 0,012
equivalentes de cépias do HSV-2. Estas foram, em seguida, analisadas com
os ABI PRISM 7000 e 7900HT Sequence Detection Systems através da utilizacéo
do artus HSV-1/2 TM PCR Kit. As andlises foram efectuadas para cada
aparelho em trés dias diferentes, contendo cada uma delas oito
determinagdes. Os resultados foram apurados com a ajuda de uma andlise
de probit. A sua avaliagdo gréfica (ABI PRISM 7900HT SDS) esté representada
nas Fig. 28 e Fig. 29.

" O padrdo aqui utilizado ¢ um produto de PCR clonado, cuja concentragéo foi

determinada por espectrofotometria e espectrofluorimetria.
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Limite de deteccéo (p = 0,05

ABI PRISM 7000 SDS (HSV-1) 0,9 cépias/ul
ABI PRISM 7000 SDS (HSV-2) 0,5 cépias /ul
ABI PRISM 7900HT SDS (HSV-1) 1,8 cépias /ul
ABI PRISM® 7900HT SDS (HSV-2) 2,0 cépias /ul

Isto significa que existe uma probabilidade de 95 % de serem detectadas
0,9 cépias/ul (HSV-1) ou 0,5 cépias/ul (HSV-2, ABI PRISM 7000 SDS) e
1,8 copias/ul ou 2,0 copias/ul (HSV-2, ABI PRISM 7900HT SDS),

respectivamente.
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Analise de probit: HSV-1 (ABI PRISM 7900HT SDS)

‘/0‘_’—4—'—0—
0,26229 £ 1,8 cépias/ul (95%)
é
-3‘,5 -2’,5 -1’,5 -l]l,ﬁ , 0:5 1 :5 25
log (dose)
Fig. 28: Sensibilidade analitica para o HSV-1 do artus HSV-1/2 TM
PCR Kit (ABI PRISM 7900HT SDS).
Analise de probit: HSV-2 (ABI PRISM 7900HT SDS)
e
0,30588 £ 2,0 copiasipl (95%)
g
s 2 4 0 1

2
log (dose)

Fig. 29: Sensibilidade analitica para o HSV-2 do artus HSV-1/2 TM
PCR Kit (ABI PRISM 7900HT SDS).
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11.2 Especificidade

A especificidade do artus HSV-1/2 TM PCR Kit é, em primeiro lugar, garantida
através da seleccdo dos iniciadores (primers) e das sondas, assim como da
seleccdo de condigdes de reacgdo optimizadas. Os iniciadores (primers) e as
sondas foram verificados mediante uma andélise de comparacéo de sequéncia
guanto a eventuais homologias com todas as sequéncias publicadas em
bancos de genes. A deteccGo de todos os gendtipos relevantes foi

assegurada desta forma.

Para a determinacéo da especificidade do artus HSV-1/2 TM PCR Kit, foi
examinado o grupo de controlo, citado na Tabela 1, em relacéo & existéncia
de reaccdes cruzadas. Nenhum dos agentes patogénicos testados era

reactivo.

Tabela 1: Teste da especificidade dos kits com possiveis agentes patogénicos inter-
reactivos.

G q ol HSV-1/2 Controlo interno
rupo de controlo FAM/NED IC

Virus do herpes humano 3 (virus Varicela-Zoster) -

Virus do herpes humano 4 (virus Epstein-Barr) -

Virus do herpes humano 5 (Citomegalovirus) -

Virus do herpes humano 6 A -

Virus do herpes humano 6 B -

Virus do herpes humano7 -

Virus do herpes humano 8 -

Virus da hepatite A -

Virus da hepatite B -

Virus da hepatite C -

Virus da imunodeficiénciahumana -

Virus da leucemia das células T tipo1 e tipo 2 -

Virus West-Nil -

Enterovirus -

e R R E o E i R i N P B

Parvovirus B19 -
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11.3 Precisdo

Os dados de precisdo para o artus HSV-1/2 TM PCR Kit possibilitam a
averiguacdo da varidncia total do sistema de teste. Esta varidncia total
compde-se da Variabilidade Intra-Ensaio (variabilidade de amostras com a
mesma concentraggo em um ensaio), da Variabilidade Inter-Ensaio
(variabilidade devida & utilizagdo de diversos aparelhos do mesmo tipo por
pessoas diferentes do mesmo laboratério) e da Variabilidade Inter-Lote
(variabilidade devida & utilizagdo de diferentes lotes). Para este fim, apuram-
se o desvio padréo, a variéncia e o coeficiente de variacéo tanto para a PCR

especifica do agente patogénico como também para a de Controlo interno.

Estes dados foram apurados para o artus HSV-1/2 TM PCR Kit com base no
PadrUo de quantificalUo com a menor concentracéo (QS 4; 10 cépias/ul).
As andlises foram efectuadas contendo oito determinacdes. Os resultados do
teste de precisGo estdo representados nos valores do Ct da curva de
amplificacdo (Ct: threshold cycle, ver Tabela 2/Tabela 4) e nos valores
quantitativos em Ul/ul (ver Tabela 3/Tabela 5). De acordo com estes
resultados, a flutuagcdo estatistica de uma amostra qualquer com a
concentracéo determinada é de 2,6 % (Ct, HSV-1) e 2,07% (Ct, HSV-2) ,ou
seja, 14,02 % (concentracdo, HSV-1) e 14,82% (concentracdo, HSV-2) e,
para a deteccGo do Controlo interno, é de 1,84 % (Ct, HSV-1) e 1,92% (Ct,
HSV-2). Estes valores baseiam-se na totalidade de cada um dos valores

apurados nas variabilidades.
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Tabela 2:Dados de preciséo com base no valor Ct para HSV-1.

Coeficiente de

Desvio Padréo Vari@ncia

Variabilidade Intra-Ensaio:
HSV1 LC/RG/TM QS4 018 0,03 0,51
Variabilidade Intra-Ensaio:

; 0,24 0,06 0,87
Controlo interno
Variabilidade Inter-Ensaio: )
HSV1 LC/RG/TM QS 4 0,25 0,06 0,70
Variabilidade Inter-Ensaio:

) 0,37 0,14 1,38
Controlo interno
Variabilidade Inter-Lote:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 0,23 0,05 0,67
Variabilidade Inter-Lote:

) 0,17 0,03 0,65
Controlo interno
Varidncia Total: )
HSV1 LC/RG/TM QS 4 0,9 0,84 2,62
Varidncia Total:

; 0,49 0,24 1,84
Controlo interno

Tabela 3:Dados de precisdo para o HSV-1 com base nos valores quantitativos (em
cépias/ul).

. _ . Coeficiente de
Desvio Padréo Variéncia o
variacdo [%

Variabilidade Intra-Ensaio:

HSV1 LC/RG/TM QS 4 1,32 1,75 13,12
Variabilidade Inter-Ensaio:

HSV1 LC/RG/TM QS 4 1,60 2,56 15,81
Variabilidade Inter-Lote:

HSV1 LC/RG/TM QS 4 1,22 1,50 12,14
Variancia Total:

HSV1 LC/RG/TM QS 4 1,42 2,00 14,02
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Tabela 4:Dados de precisédo com base no valor Ct para HSV-2.

Coeficiente de

Desvio Padréo Vari@ncia

Variabilidade Intra-Ensaio:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 017 0,03 0,49
Variabilidade Intra-Ensaio:

; 0,10 0,01 0,37
Controlo interno
Variabilidade Inter-Ensaio: 023 00 0.68
HSV2 LC/RG/TM QS 4 ' 05 .
Variabilidade Inter-Ensaio:

) 0,30 0,09 1,10
Controlo interno
Variabilidade Inter-Lote:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 0,24 0,06 0,74
Variabilidade Inter-Lote:

) 0,25 0,06 0,93
Controlo interno
Varidncia Total: 0.70 0.4 ’0
HSV2 LC/RG/TM QS 4 7 49 07
Varidncia Total:

; 0,52 0,27 1,92
Controlo interno

Tabela 5:Dados de precisdo para o HSV-2 com base nos valores quantitativos (em

cépias/ul).
Desvio Padrao Variéncia Cvze:::l‘ear:e; ©

Variabilidade Intra-Ensaio:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 1,44 2,06 14,25
Variabilidade Inter-Ensaio:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 1,60 2,56 15,80
Variabilidade Inter-Lote:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 1,48 2,18 14,62
Variéncia Total:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 1,50 2,25 14,82
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11.4 Robustez

A verificacGo da robustez serve para apurar a taxa total de erro do artus
HSV-1/2 TM PCR Kit . Para isso, foram misturadas 30 amostras de liquido
céfalo-raquidiano negativas para o HSV, com 5,4 cépias/ul por volume de
eluicdo de ADN de controlo de HSV-1 ( trés vezes a concentracdo dos limites
de sensibilidade analiticos). As amostras foram purificadas com o QlAamp
DNA Mini Kit e analisadas com o artus HSV-1/2 TM PCR Kit (ver capitulo

8.1 Isolamento de ADN). Da mesma forma deu-se o procedimento para o
HSV-2 (30 amostras de liquido céfalo-raquidiano; 6 cépias/ul de ADN de
controlo de HSV-2). A taxa de erro, tanto para o HSV-1 quanto para o HSV-2,
foi de 0 % para a totalidade das amostras. A robustez do Controlo interno foi
verificada adicionalmente através da purificacéo e da andlise de 30 amostras
de liquido céfalo-raquidiano negativas para o HSV. A taxa total de erro foide
0 %. Nao foram observadas inibigdes. Deste modo, a robustez do artus HSV-

1/2 TM PCRKit é = 99 %.

11.5 Reprodutibilidade

Os dados da reprodutibilidade permitem avaliar regularmente o desempenho
do artus HSV-1/2 TM PCR Kit, assim como para compard-lo com o
desempenho de outros produtos, através da participagdo em ensaios

colaborativos de controlo externo de qualidade.

11.6 Avaliacao diagnéstica

O artus HSV-1/2 TM PCR Kit estd a ser avaliado em vdrios estudos.
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12. Indicacoes especiais sobre a utilizacdo do
produto

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

« A utilizacGo deve ser efectuada por funciondrios que tenham sido
especialmente formados e instruidos nos processos de diagnéstico in
vitro.

* A observéncia exacta do protocolo é impreterivelmente necessdria

para se optimizar o resultado da PCR.

* Ter em atencdo a data de validade indicada na embalagem e nas
etiquetas de cada componente. Néo utilizar reagentes com prazo de

validade expirado.

13. Avisos e precaucoes
As informagdes de seguranca do artus HSV-1/2 TM PCR Kit podem ser

obtidas nas fichas de dados de Seguranca (safety data sheets, SDS). Elas
podem ser obtidas na forma de informacées PDF compactas e fdceis de

utilizaremwww.qgiagen.com/safety.

14. Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Administracéo de Qualidade certificado

pelosISO 9001 e ISO 13485 da QIAGEN, cada lote dos artus
HSV-1/2 TM PCRKit  foi testado de acordo com as especificacdes
anteriormente apresentadas a fim de garantir uma qualidade constante do

produto.
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16. Descricdo dos simbolos

LO

gl JES

MAT

S FEE

Prazo de Validade

NUmero do Lote

Fabricante

Reférencia de Catdlogo
NUmero do material

Manual de instrucdes
Produco medico diagnosticado in vitro
NUmero do item de comércio mundial

Conteldo é suficiente para <N> testes

Limites de Temperatura

Qs Padréo de quantificagdo
iIC Controlo interno
Mg-Sol Solugéo de magnésio

Solugéo de magnésio

artus HSV-1/2 TM PCR Kit ~ 03/2015 51



artus HSV-1/2 TM PCRKit

Marcas registradas e indicacées juridicas
QIAGEN®, QIAamp®, artus®, BioRobot®, EZ1®, UltraSens® (Grupo QIAGEN); ABI PRISM®, MicroAmp®,
GeneAmp® (Life Technology Corporation).

Nomes registrados, marcas registradas, etc. usados neste documento ndo podem ser considerados como
desprotegidos legalmente, mesmo que néo estejam especificamente sinalizados como tal.

O artus HSV-1/2 TM PCR Kit, o BioRobot EZ1 DSP Workstation, e o EZ1 DSP Virus Kit e Card séo instrumentos e kits
de diagnéstico sinalizados com CE de acordo com as Diretrizes Européias 98/79/CE sobre diagnéstico in
vitro. Néo estdo disponiveis em todos os paises.

Os kits QlAamp s@o para o uso geral em laboratério. As indicacdées ou as representagdes do produto néo
foram elaboradas para fornecer informacées sobre a diagnose, a prevencéo ou a terapia de uma doenca.

A aquisi¢do de kits de PCR artus contém uma licence limitada para o uso dos mesmos na execucéo do processo
de reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) em diagnésticos in vitro humanos e veterindrios em conjuncdo com
um ciclador térmico, cujo uso na execu¢do automdtica do processo de PCR é coberto pela taxa de licenga
inicial, ou por pagamento & Applied Biosystems ou por aquisicio de um ciclador térmico autorizado. O
processo de PCR é protegido pelos respectivos direitos nacionais de protecéo de patentes dos E.Li.A. ndmero:
5.219.727 e 5.322.770 e 5.210.015 e 5.176.995 e 6.040.166 e 6.197.563 e 5.994.056 e 6.171.785 e
5.487.972 € 5.804.375 e

5.407.800 e 5.310.652 e 5.994.056; Propriedade da Firma Hoffmann-La Roche Lida.

© 2015 QIAGEN, todos os direitos reservados



www.qiagen.com

Australia = techservice-au@qiagen.com

Austria = techservice-at@giagen.com

Belgium = techservice-bnl@qiagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@giagen.com

Canada = techservice-ca@gqiagen.com

China = techservice-cn@qiagen.com

Denmark = techservice-nordic@giagen.com

Finland = techservice-nordic@giagen.com

France = techservice-fr@giagen.com

Germany = techservice-de@qiagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@giagen.com

Ireland = techservice-uk@qiagen.com

ltaly = techservice-it@giagen.com

Japan = techservice-jp@qiagen.com

Korea (South) = techservice-kr@qgiagen.com

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@gqiagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@qiagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@giagen.com

Sweden = techservice-nordic@giagen.com

UK = techservice-uk@qiagen.com . ' . . .

USA = techservice-us@qiagen.com QIAGE N

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

1046890PT 151020065 Sample & Assqy TeChnOIogies



