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Informacdes gerais

Kit

Material de amostras validado

Purificacdo avancada

Volume da amostra (incluindo volume
excedente)

Conjunto de pardmetros de ensaio

Conjunto de controlo do ensaio predefinido
Volume de eluicdo

Versdo de software necesséria

Volume de mistura padrdo (Master)

Volume modelo

Nimero de reacdes

Tempo de corrida no médulo AS

artus EBY QS-RGQ Kit, Versdo 1
(n.° cat. 4501363)

Plasma humano tratado com EDTA

QIlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit
(Kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi)
(n.° cat. 937055)

1200 pl

artus_EBV_plasma1000_V5
MA _artus_EBV_plasma1000_V5*

Cellfree 1000_V7_DSP_artus_EBV
60 pl

Vers@o 4.0 ou posterior

30yl

20 pl

6-24

Para 6 reagdes: aproximadamente 9 minutos
Para 72 reagdes: aproximadamente 35 minutos

* Protocolo para uma corrida com vérios ensaios com o Kit arfus CMV QS-RGQ para carregamento do CMV

RG IC, para o processo de purificagdo e configuragdo do ensaio.

Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Kit de purificacdo

® QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (Kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi)

(n.° cat. 937055)
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Adaptadores para o QlAsymphony SP

Elution Microtube Rack QS (Cooling Adapter, EMT, v2, Qsym) (Suporte de microtubos de
eluicdo QS (adaptador de arrefecimento, EMT, v2, Qsym, n.° cat. 9020730))

Estrutura de transferéncia

Tube Insert 3B (Introdutor de tubos 3B) (Insert, 2,0ml v2, samplecarr. (Introdutor, 2,0 ml v2,
transportador de amostra) (24), Qsym, n.° cat. 9242083)

Consumiveis para o QlAsymphony SP

Sample Prep Cartridges (Cartuchos de preparagdo de amostras), 8 pogos (n.° cat. 997002)
8-Rod Covers (Mangas de 8 barras) (n.° cat. 997004)

Filter-Tips, 1500 pl (Pontas com filtros) (n.° cat. 997024)

Filter-Tips, 200 pl (Pontas com filtros) (n.° cat. 990332)

Elution Microtubes CL (Microtubos de eluigdo CL) (n.° cat. 19588)

Tip disposal bags (Sacos de eliminagdo de pontas) (n.° cat. 2013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H (Microtubos de 2,0 ml tipo H) ou Micro tubes 2.0 ml Type |
(Microtubos de 2,0 ml tipo I) (Sarstedt®, n.° cat. 72.693 e 72.694, www.sarstedt.com) para

usar com amostras e controlos internos

Adaptadores e suportes de reagentes para o QlAsymphony AS

Reagent holder T QS (Suporte de reagente 1 QS) (Cooling Adapter (Adaptador de
arrefecimento), Reagent Holder 1 (Suporte de reagente 1), Qsym, n.° cat. 9018090)

RG Strip Tubes (Tiras de tubos RG) 72 QS (Cooling Adapter (Adaptador de arrefecimento),
RG Strip Tubes (Tiras de tubos RG) 72, Qsym, n.° cat. 2018092)

Consumiveis para o QlAsymphony AS

Strip Tubes and Caps (Tiras de tubos e tampas), 0,1 ml (n.° cat. 981103)

Tubes, conical, 2 ml (Tubos, cénicos, 2 ml), Qsym AS (n.° cat. 997102) ou
Micro tubes 2.0 ml Type | (Microtubos de 2,0 ml Tipo |)
(Sarstedt, n.° cat. 72.694.005)

Possivelmente: Tubes, conical (Tubos, cénicos), 5 ml, Qsym AS (n.° cat. 997104) ou Tubes
with flat base from PP (Tubos com base plana de PP) (Sarstedt, n.° cat. 60.558.001)

Filter-Tips, 1500 pl (Pontas com filtros) (n.° cat. 997024)

Filter-Tips, 200 pl (Pontas com filtros) (n.° cat. 990332)

Filter-Tips, 50 pl (Pontas com filtros) (n.° cat. 997120)

Tip disposal bags (Sacos de eliminagdo de pontas) (n.° cat. 9013395)
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Armazenamento e manuseamento de amostras

Colheita da amostra

Armazenamento de amostras

Transporte de amostras

Substancias interferentes

Preparacdo da amostra

Amostra de sangue
5-10 ml de sangue tratado com EDTA
Inverter 8x — ndo agitar!

Né&o devem ser usadas amostras humanas tratadas com
heparina.

Separacdo: 20 minutos de centrifugacdo, 800-1600 x g
nas 24 horas a seguir a colheita

Transferir o plasma isolado para um tubo de polipropileno
estéril

A sensibilidade do ensaio pode ser reduzida se as
amostras forem congeladas de forma rotineira ou
armazenadas por um periodo de fempo mais alargado.
Transporte & prova de estilhagos

Envio no prazo de 24 horas

Envio por correio de acordo com as instrugdes legais para
o transporte de material patogénico*

As amostras de sangue devem ser enviadas refrigeradas
(2.a8°C)

A heparina (=10 IU/ml) afeta a PCR. Néo devem ser
usadas amostras colhidas em tubos com heparina como
anticoagulante, nem amostras de doentes tratados com
heparina.

Impedir a formagdo de espuma nas, ou sobre as, amostras.

As amostras devem atingir a temperatura ambiente
(15-25 °C) antes de iniciar a corrida.

* International Air Transport Association (IATA, Associacdo Internacional de Transporte Aéreo). Dangerous

Goods Regulations (Regulamentagdo sobre Mercadorias Perigosas).

Procedimento

Preparagdo do ARN transportador e adi¢do do controlo interno as amostras

A utilizagdo do kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi em conjunto com o kit arfus EBV

QSRGQ requer a introducdo do controlo interno (EBV RG IC) no procedimento de purificacdo,

para monitorizar a eficiéncia da preparagdo da amostra e ensaios a jusante.
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Para uma corrida com vdrios ensaios onde serd analisado o CMV e o VEB na mesma PCR,
certifiquese de que o CMV RG IC, do Kit artus CMV QS-RGQ, foi utilizado no processo de
purificagdo. Utilize um CMV RG IC do mesmo lote para a preparacdo da amostra e configuracdo

do ensaio dos controlos de PCR. Ndo utilize um CMV RG IC com um nimero de lote diferente.

Os controlos internos devem ser adicionados & mistura de ARN transportador (CARRIER)-tampdo
AVE (AVE) e o volume total da mistura de controlo interno-ARN transportador (CARRIER)+tampdo
AVE (AVE) mantém-se em 120 pl.

A tabela representa a adicdo do controlo interno ao isolado numa proporcao de 0,1 pl por 1 pl
de volume de eluicdo. Recomendamos a preparacdo de misturas novas para cada corrida
imediatamente antes de usar. Em alternativa, pode ser utilizada a ferramenta "IC Calculator"

(Calculadora IC) na QlAsymphony Management Console.

Volume (pl) Volume (pl)
Componente (tubos Sarstedi®)* (tubos Corning)*
Stock de ARN transportador 5 5
(CARRIER)
Controlo interno? 9 9
Tampdo AVE 106 106
Volum'e final por amostra 120 120
(excluindo volume morto)
Volume ftotal para n amostras (n x 120) + 3608 (n x 120) + 6001

*

Micro tubes 2.0 ml Type H (Microtubos de 2,0 ml tipo H) e Micro tubes 2.0 ml Type | (Microtubos de

2,0 ml tipo 1), Sarstedt, n.° cat. 72.693 e 72.694.

Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Tubos de base redonda de 14 ml, 17 x 100 mm em
poliestireno) (Corning® Inc., n.° cat. 352051; o anterior fornecedor deste tipo de tubos era a Becton

—+

Dickinson e a Corning Inc. é agora o novo fornecedor).

+

O cdleulo da quantidade de controlo interno baseia-se nos volumes de eluicdo iniciais (90 pl). O volume
morto adicional depende do fipo de tubo de amostra utilizado.

w

E necessdria uma mistura de controlo interno correspondente a 3 amostras adicionais (ou seja, 360 pl).
Né&o encher mais de 1,92 ml de volume total (correspondente a um mdaximo de 13 amostras. Estes volumes
s@o especificos para Micro tubes 2.0 ml Type H (Microtubos de 2,0 ml tipo H) e Micro tubes 2.0 ml Type |
(Microtubos de 2,0 ml tipo ), Sarstedt, n.° cat. 72.693 e 72.694).

E necessdria uma mistura de controlo interno correspondente a 5 amostras adicionais (ou seja, 600 pl).

-

Né&o encher mais de 13,92 ml de volume total (correspondente a um maximo de 111 amostras. Estes
volumes s@o especificos para Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Tubos de base
redonda de 14 ml, 17 x 100 mm em poliestireno), Corning® Inc., n.° cat. 352051; o anterior fornecedor
deste tipo de tubos era a Becton Dickinson e a Corning Inc. é agora o novo fornecedor).
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Configuracdo do QlAsymphony SP

Bandeja "Waste" (Residuos)

Suporte de caixa de unidades 1-4 Caixas de unidades vazias

Suporte de saco de residuos Saco de residuos

Suporte do frasco de residuos liquidos Esvaziar e instalar o frasco de residuos
liquidos

Bandeja "Eluate" (Eluato)

Suporte de eluicdo Microtubos de eluigdo CL no Suporte de
microtubos de eluicdo QS e estrutura de
transferéncia

Usar ranhura 1, posicdo de arrefecimento

Volume de eluigdo* Volume de eluicdo pré-selecionado: 60 pl

Volume de eluigdo inicial: 90 pl

* O volume de eluigdo estd pré-selecionado para o protocolo. Este é o volume acessivel minimo de eluato no
tubo de eluigdo final. O volume inicial da solugdo de eluigdo é necessdrio para assegurar que o volume
real de eluato é igual ao volume pré-selecionado.

Bandeja "Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis)

RC Posigdo 1 e 2 Carregar 1 cartucho de reagente (RC) para
um mdximo de 48 amostras ou 2 cartuchos
de reagente (RC) novos para um mdximo de
96 amostras

Suporte de pontas, posicdes 1-18 Carregar suportes de pontas com filtro
descartdveis suficientes, 200 pl e 1500 pl (ver
"Material plastico necessdrio para 1-4 lotes
de amostras", pdgina 7)

Suporte de caixa de unidades, posicdes 1-4 Carregar caixas de unidades contendo
cartuchos de preparacdo de amostras e
mangas de 8 barras (ver "Material pldstico
necessdrio para 1-4 lotes de amostras",
pdgina 7)
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Bandeja "Sample"

Tipo de amostra Plasma humano tratado com EDTA
Volume da amostra (incluindo volume 1200 pl

excedente)

Tubos de amostras Micro tubes 2.0 ml Type H (Microtubos de

2,0 ml tipo H) ou Micro tubes 2.0 ml Type O
(Microtubos de 2,0 ml tipo I) (Sarstedt, n.°
cat. 72.693 e 72.694)

Introdutor Tube Insert 3B (Introdutor de tubo 3B)
(n.° cat. 9242083)

Material pldstico necessdrio para 1-4 lotes de amostras

Um lote, Dois lotes, Trés lotes, Quatro lotes,
Componente 24 amostras* 48 amostras* 72 amostras* 96 amostras*
Pontas com filtro 28 52 76 100
descartdveis,
200 pltt
Pontas com filtro 113 206 309 402
descartdveis,
1500 plt#
Cartuchos de 21 42 54 72
preparagdo de
amostras?
Mangas de 8 barras! 3 6 9 12

*

Utilizar mais do que um tubo de controlo interno por lote e efetuar mais do que uma inventariagéo requer

pontas com filtro descartaveis adicionais.

—+

Estdo disponiveis suportes de 32 pontas/pontas com filtros.
O ndmero de pontas com filtro necessarias inclui pontas com filtro para 1 inventariagéo por cartucho de

+

reagente.
Estdo disponiveis 28 cartuchos de preparacdo de amostras/caixa de unidades.

- w

Estdo disponiveis doze mangas de 8 barras/caixa de unidades.
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Configuracdo do QlAsymphony AS
Consumiveis

Durante a configuragdo, as posicdes apropriadas de cada consumivel no médulo QlAsymphony

AS sdo indicadas no ecra tétil do instrumento.

Para utilizar com adaptador/

Consumivel Nome no ecrd tdtil suporte de reagente

Tiras de tubos e tampas, QIA#981103 .

0,1 ml (250) *Tiras de fubos 0,1 Tiras de tubos RG 72 QS
Tubos, cénicos, 2 ml, QIA#997102 Suporte de reagente 1 QS
Qsym AS (500)* *T2.0 ScrewSkirté

Tubos, cénicos, 5 ml, QIA#997104 Suporte de reagente 1 QS
Qsym AS (500)1# *T5.0 ScrewSkirté

* Indica o material de laboratério que pode ser arrefecido com um adaptador de arrefecimento com cédigo
de barras.

T Para componentes da mistura padrdo (Master), mistura padrdo preparada pelo sistema, padrdes e
controlos de ensaio.

 Alternativamente, podem ser usados os tubos Sarstedt descritos em "Materiais necessdrios, mas ndo
fornecidos", pég. 2.

§ O sufixo "(m)" no ecrd tdtil indica que os cdlculos de nivel de liquido para o respetivo tubo foram
ofimizados para os reagentes que formam um menisco céncavo.

Adaptadores e suportes de reagentes

Suporte/suporte de reagentes Nome Numero necessdrio
Suportes de reagentes Suporte de reagente 1 QS 1
Suporte de amostras Tiras de tubos RG 72 QS 1

9 Calculado para uma corrida de ensaio com 72 reagdes.
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Pontas com filtro

Colocar na bandeja "Eluate and Reagents" (Eluato e reagentes) os suportes de pontas, a
comecar pelas ranhuras de pontas 1, 2 e 3, e colocar depois na bandeja "Assays" (Ensaios) os

suportes de pontas nas ranhuras de pontas 7, 8 e 9.

Nome no ecra NUmero minimo Numero minimo
Consumivel tatil para 24 reacdes para 72 reacdes
Pontas com filtro, 1500 pl 1500 !
(1024) 4 5
Pontas com filtro, 200 pl 200 pl
(1024) 9 8
Pontas com filtro, 50 pl 50 pl
(1024) 25 73
Sacos de eliminacdo de =
pontas 1 1
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PCR no Rotor-Gene Q*

Ver a folha de protocolo especifica "Settings to run artus QS-RGQ Kits" (Definices de corrida
dos kits artus QS-RGQ) em www.qgiagen.com/products/artusebvperkitce.aspx para mais
informagdes sobre o protocolo.

Defini¢des especificas para o kit artus EBY QS-RGQ

As especificagdes do software Rotor-Gene® 2.1 ou posterior sdo apresentadas abaixo.

Volume de reacdo (pl) 50

Em espera Temperatura de espera: 95 °C

Tempo de espera: 10 minutos

Ciclos 45 vezes
95 °C durante 15 segundos
65 °C durante 30 segundos (recolher sinal

Verde, Amarelo e ativar a funcéo
"Touchdown" para 10 ciclos)

72 °C durante 20 segundos

Configuracéo da otimizagdo de ganho 65 °C (Amostras: Verde; IC: Amarelo)
automatico

Corrida com vdrios ensaios

O intervalo de detecdo dos canais de fluorescéncia tem de ser determinado de acordo com as
intensidades de fluorescéncia nos tubos de PCR. Clique em "Gain Optimisation" (Otimizacdo de
ganho) na caixa de didlogo "New Run Wizard" (Assistente de nova corrida), para abrir a caixa
de didlogo "Auto-Gain Optimisation Setup" (Configuragdo da otimizagdo de ganho automdtico)

(consultar o Passo 6 e a Figura 7 na folha de protocolo Settings fo run artus QS-RGQ Kits).

Para uma corrida s6 com um ensaio, defina a temperatura de calibragdo para 65 para igualar a
temperatura de hibridacdo do programa de amplificacéo. Para uma corrida com vdrios ensaios
onde serdo analisados o CMV e VEB na mesma PCR, ajuste manualmente as intensidades do

canal de fluorescéncia.

* Se aplicavel, instrumento Rotor-Gene Q 5plex HRM com uma data de fabrico de janeiro de 2010 ou
posterior. A data de fabrico pode ser obtida a partir do nimero de série que se encontra na parte de trés do
equipamento. O nimero de série estd no formato "mmaannn”, em que "mm" indica o més de produgdo, "aa"
indica os dltimos dois algarismos do ano de fabrico e "nnn" indica o identificador exclusivo do equipamento.
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1. Clique em "Edit" (Editar) (Figura 1) para editar os canais de fluorescéncia.

Auto-Gain Optimisation Setup ] il

— Dptimization :
) Auto-Gain Optimization will read the Auoresence on the inserted sample at
e different gain levels until it findz one at which the fluorescence levels are

) acceptable, The range of fluorescence pou are looking for depends on the

chemiztry you are performing.

Set temperature bo |B5 jdegrees.

Optimize Al | Optimize Acquiting |

[™ Perform Optimization Before 1t Acquisition

[ Perform Optimization &t 65 Degrees 4t Beginning Of Flun

— Channel Settings :

| |

Mame | Tube Position | tin Beading | kM ax Reading | tin Gain | Fdax Gain
Green 1 BF1 10F1 -0 1a
Yelow 1 5] 10FI a0 10 e
Femaove Al |
1| |+
Start | kanual... | Cloze | Help |

Figura 1. Ajustar manualmente a intensidade do canal de fluorescéncia. Ajuste manualmente
a intensidade para cada canal de fluorescéncia em diferentes posicdes do tubo para
diferentes ensaios (CMV e VEB).

2. Defina a posi¢do do tubo para o primeiro ensaio artus (por exemplo, VEB). Defina a posicéo

do tubo para todos os canais de fluorescéncia e clique em "OK" (Figura 2).

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|
Channel Settings ;
Channel : Green Tube Positiar : 1 %I 1

Target Sample Range : |5 ill Flup to |1 1] j Fl.

Acceptable Gain Range: |10 j ta ITU jl

Cancel | Help |

Figura 2. Definicdo da posico do tubo.
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3. Clique em "Start" (Iniciar) para iniciar a otimizagdo de ganho para o primeiro ensaio arfus
(Figura 3).

Auto-Gain Optimisation Setup il

— Dptimization :
&) Auto-Gain Dptimization will read the fluoresence on the inserted sample at
;% different gain levels until it finds one at which the fuorescence levels are

I

acceptable. The range of fluorezcence pou are looking for depends on the
chemiztiy you are performing.
Set termperature to (55 j degrees.

Optimize Al | Optimize Acquiting |

[ Perform Dptimisation Before 15t Acquizsition

[~ Perform Dptimisation At 65 D egrees At Beginning Of Fun

— Channel Settings :

| = add |

Mame I Tube Position | Iin Reading I tdax Feading | tin G ain I tax Gain |'E'EI I

Green 1 BF] 10F A0 10

Yellow 1 5F 10FI 10 10 Remave |
Remowve &l |

< |

1 tanual... | Close | Help |

Figura 3. Iniciar a otimizacéo de ganho.

4. Abre-se uma nova janela "Running Auto-Gain Optimisation" (Executar otimiza¢do automdtica de
ganho). Aguarde até que apareca "Completed” (Concluida) na janela (Figura 4). Tome nota dos

valores de ganho selecionados para ambos os canais e clique em "Close" (Fechar) (Figura 4).

Running Auto-Gain Optimisation

Messzages :

Reading at Gain 5,33 ... 40.05F1 [Too high) ;l 100
Reading at Gain 267 ... 13.87FI [Too high]

" i gl GF1 (I range]
Gain 1.33 was selected. I a0

For channel Yellow :

Laooking for readings between 5FI and 10FI 60
2 Orntube 1:
Reading at Gain 0 ... 4.83F1 [Too low) a0
Reading at Gain 5,33 ... 40.1F1 [Too high)
Feading at Gain 2,67 ... 13.78F1 [Too high]
e —— | (| 130 20
Gain 1.33 was selected.
1 14 02:15 0216 0217 0218 0z
il D

3"

Figura 4. Otimizacdo de ganho concluida Tenha em atengdo os valores de ganho (neste caso,

I Set:B5deg.  Actual: 65,0 decChan @ Yellow Gain: 1

1,33 para ambos os canais de fluorescéncia).
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5. Repita os passos 1-4 para uma posi¢cdo do tubo para o segundo ensaio artus (por exemplo,

CMV).

6. Clique em "Edit Gain" (Editar ganho) para editar manualmente os valores de ganho (Figura 5).

New Run Wizard

Temperature Profile

Edit Profile ... |

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create New |
Green 470nm  510nm

Yellow  B30nm B5Snm 533
Orange  585%wm  E10nm 1]
Red E2Bnm  BEOnm 10
Crimzon B80nm  F10hp 7

Gain Optimisation... |

Reszet Defaultz |

This bow dizsplaps

x|

help on elements in
the wizard. For help
ot an item, hover
wour mouge over the
item for help. v'ou
can alzo click on a
combo box ta display
help about its
available settings

skipwizad | <<Back | Mew» |

Figura 5. Editar manualmente os valores de ganho.

7. Selecione o valor de ganho mais baixo para Cycling Green (Ciclos verdes) indicado no

passo 4, e infroduza este valor manualmente na janela "Gain for Green" (Ganho para verde)

(Figura 6). Selecione o valor de ganho mais baixo para Cycling Yellow (Ciclos amarelos)

indicado no passo 4, e introduza este valor manualmente na janela "Gain for Yellow"

(Ganho para amarelo) (Figura 4).

x

-10

e

| E———

Cancel |

Figura 6. Introduzir manualmente os valores de ganho mais baixos.
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8. Os valores de ganho determinados pela calibragdo de canais (ou atribuidos manualmente)

sdo guardados automaticamente e sdo enumerados na dltima janela do menu do

procedimento de programagéo (Figura 7). Clique em "Start Run" (Iniciar corrida).

New Run Wizard

Summary :
Setting [ Value I
Green Gain 4
Yellow Gain g
Rotor 72-Well Rotor
Sample Layout 1.23..
Reaction VVolume (in microliters] 50

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

=

Save Template

Skip Wizard << Back
Figura 7. Iniciar a corrida.

Interpretacdo de resultados

Esta seccdo descreve a interprefacdo de resultados no Rotor-Gene Q. Rever também a
informacdo de estado da amostra dos ficheiros de resultados do QIAsymphony SP/AS para

andlise do fluxo de trabalho desde a amostra ao resultado. Apenas devem ser utilizadas

amostras com um estado vdlido.

O kit arfus EBY QS-RGQ pode ser executado no Rotor-Gene Q com andlise manual com o

software Rotor-Gene Q 2.1 ou posterior. As seccdes seguintes descrevem a inferpretacdo dos

resultados com o software Rotor-Gene 2.1 ou posterior.
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Detecdo de sinal e conclusdes — plasma

Sinal no candl
Cycling Green

Sinal no candl
Cycling Yellow

Resultado
quantitativo
(copias/ml)

Interpretacdo

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim/Nao**

Sim/Ndo**

Sim

Nao

<157

2157 e <631

>631e
<1x107

>1 x 107

Resultado vdlido: ADN de VEB
detetado, <157 cépias/ml.

A quantificagdo néo é possivel dado
que o resultado quantitativo estd
abaixo do limite de detecdo.

A reprodutibilidade do resultado
positivo ndo estd assegurada.

Resultado vdlido: ADN de VEB
detetado, <631 cépias/ml.

A quantificagdo néo é possivel dado
que o resultado quantitativo estd
abaixo do intervalo linear do ensaio.

Resultado vdlido: ADN de VEB
detetado na concentracdo calculada.
O resultado quantitativo estd dentro do
intervalo linear do ensaio.

Resultado vdlido: ADN do VEB
detetado, >1 x 107 cépias/ml.

A quantificagdo ndo é possivel dado
que o resultado quantitativo estd acima
do intervalo linear do ensaio.*

Resultado vdlido: Nao é detetdvel ADN
de VEB.1

Resultado invdlido: N&o pode inferir-se
qualquer resultado.*

* Se pretender realizar a quantificagdo, diluir a amostra com plasma livre de VEB e reprocessar. Multiplicar

o resultado quantitativo da amostra reprocessada pelo fator de diluigdo.

T Se o valor Cr do controlo interno de uma amostra negativa for superior em mais de 3 ciclos ao valor Cr do

controlo interno do controlo sem modelo na corrida (Cr ic Amostra = Cr ic NTC >3), @ amostra deve ser tratada

como invdlida. N&o pode inferir-se qualquer resultado.

* Podem ser encontradas informagdes sobre as fontes de erro e respetiva solugdo no "Troubleshooting guide"
(Guia para a resolugdo de problemas) do EBV QS-RGQ Kit Handbook.
** Neste caso, a detecdo de um sinal no canal Cycling Yellow é dispensavel, uma vez que as concentragdes

iniciais elevadas de ADN de VEB (sinal positivo no canal Cycling Green) podem dar origem a um sinal de

fluorescéncia reduzido ou ausente do controlo interno no canal Cycling Yellow (competicdo).
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Configuracdo do limiar para a andlise PCR

As definicdes de limiar ideal para uma determinada combinagdo do instrumento Rotor-Gene Q e do
Kit arfus QSRGQ devem ser definidas empiricamente, testando cada combinagdo individual, uma vez
que se frata de um valor relativo que depende do fluxo de trabalho de diagnéstico geral. O limiar
pode ser definido num valor preliminar de 0,04 para a andlise da primeira corrida de PCR, mas este
valor deve ser afinado numa andlise comparativa das corridas seguintes do fluxo de trabalho. O
limiar deve ser definido manualmente imediatamente acima do sinal de fundo dos controlos negativos
e das amostras negativas. O valor limiar médio calculado a partir destas experiéncias ird certamente
funcionar na maioria das futuras corridas. No entanto, o utilizador deve rever o valor limiar gerado a
infervalos regulares. O valor limiar situar-se-G, normalmente, dentro do intervalo de 0,03-0,05 e deve

ser arredondado para ndo mais do que trés casas decimais.
Quantificacdo

Os padrdes de quantificagdo (EBV QS 1-4) do kit artus EBY QS-RGQ sdo tratados como amostras
previamente purificadas, sendo utilizado o mesmo volume (20 pl). Para gerar uma curva padréo
nos instrumentos Rotor-Gene Q, os 4 padrdes de quantificacdo devem ser todos usados e definidos
na caixa de didlogo "Edit Samples" (Editar amostras), no instrumento Rotor-Gene Q, como padrdes

com as concentracdes especificadas (consultar o manual do utilizador do instrumento).

Nota: Os padrdes de quantificagdo sdo definidos como cépias/pl no eluato. A seguinte equacdo
tem de ser aplicada para converter os valores determinados utilizando a curva padréo em

cépias/ml de material de amostra.

Resultado no eluato (cépias/pl) x Volume de

Resultado no material de ) eluicgo inicial (90 pl)*

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

Como regra geral, o volume de amostra inicial deve ser introduzido na equagdo acima
representada. Isto tem de ser considerado quando o volume da amostra tiver sido alterado antes
da extragdo do écido nucleico (por ex.: redugdo do volume por centrifugacdo ou aumento do

volume pela adicdo ao volume necessdrio para o isolamento).

Para um procedimento com vdrios ensaios onde serd analisado o CMV e VEB na mesma PCR,
certifique-se de que as amostras sdo analisadas separadamente para CMV e VEB, com os

padrées de quantificagdo correspondentes.

* O cdlculo é baseado nos volumes de eluicdo iniciais (90 pl).
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Fator de conversdo

1 cépia/ml corresponde a 0,142 1U/ml para detegdo de ADN de VEB derivado de plasma humano
tratado com EDTA no Rotor-Gene Q. Este fator de conversdo pode ser aplicado se se cumprir o fluxo
de trabalho validado, conforme é referido na presente Folha de aplicagdo. O fator de conversdo é

uma aproximagdo baseada num fator médio em todo o infervalo dinémico do ensaio.

Exemplos de reagdes PCR positivas e negativas

” Qs4
QS3
Qs2
Qs1

1| — NTC

ﬁ 3 10 1% 0 Pt » £l 6 “©
Detecdo dos padrdes de quantificacdo (EBV QS 1-4) no canal de fluorescéncia Cycling Green.

NTC: nenhum controlo de modelo (controlo negativo).

QS 1-QS4+NTC

008

0

s 0 " » s » * © .
e

Detecdo do controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia Cycling Yellow com amplificagdo
simulténea dos padroes de quantificacdo (EBV QS 1-4). NTC: nenhum controlo de modelo

(controlo negativo).
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Histérico de revisdes do documento

Setembro 2017 Adicdo de informagdes ao fator de conversdo (copias para IU/ml).
Remogdio da nota de rodapé com indicacdo de que podem ser
configurados 216 ensaios numa corrida AS. Alteragdo dos materiais
necessdrios, de forma a serem incluidos apenas os materiais
necessdrios para a configuragdo de uma corrida infegrada com um
mdximo de 72 reacdes no QS-SP/AS. Adicdo de informacdes mais
detalhadas acerca da utilizacdo de materiais numa corrida com
vérios ensaios com VEB (utilizagdo de CMV IC). Adigdo de
informagdes acerca da utilizagdo do software QlAsymphony
Management Console para preparagdo do carrierRNA e do IC na
seccdo "Procedimento". Alteracdo do fabricante do material de
laboratério de BD para Corning. Simplificagéo da definigdes da
corrida RGQ (utilizagdo da fungdo "touchdown", recolhas). Adicdo
de informagdes acerca da interpretacdo dos resultados, de forma a
incluir casos "positivos para patogénio e negativos para IC".
Remocdo de instrucdes acerca da utilizacdo do Rotor-Gene
AssayManager. Alteragdo dos limites dos resultados quantitativos
para os alinhar com valores do intervalo linear atualizados.
Esclarecimento da diferenca entre concentracdo de eluato e amostra
no cdlculo da quantificagdo. Adaptagdo da lista de purificagdo
avancada. Versdes atualizadas do protocolo QIAsymphony: aumento
do nimero de versdo da secgdo "Conjunto de parémetros de ensaio"
de V4 para V5 e da seccdo "Conjunto de controlo do ensaio
predefinido" de Vé para V7.

Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e renincias de responsabilidade
especificas do produto, consultar o manual do utilizador ou o manual do kit QIAGEN. Os
manuais do kit QIAGEN e do utilizador estdo disponiveis em www.qiagen.com ou podem ser
pedidos a Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); BD™ (Becton, Dickinson and Company); Corning® (Corning Inc.);
Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.). Os nomes registados, as marcas comerciais, etc. ufilizados neste documento, mesmo quando néo assinalados como tal, ndio devem ser

considerados como néo protegidos por lei. 09/2017 HB-0357-502-002
© 2012-2017 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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