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Uso previsto

O artus CMV RG PCR Kit é um feste de amplificacdo de dcido nucleico in vitro para a
quantificagdo do DNA de citomegalovirus (CMV) em plasma humano. Este kit de teste
diagnéstico usa a reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) e é
configurado para uso com Instrumentos Rotor-Gene Q.

O artus CMV RG PCR Kit deve ser usado em conjunto com a apresentacdo clinica e outros
marcadores laboratoriais para o gerenciamento da infegdo por CMV em pacientes em risco
de doenga por CMV.

Os resultados do artus CMV RG PCR Kit devem ser interpretados dentro do contexto de todos
os resultados clinicos e laboratoriais relevantes.

O artus CMV RG PCR Kit ndo deve ser usado como um teste de triagem para a presenca de
CMV em sangue ou produtos sanguineos ou como um teste diagnéstico para confirmar a
presenca de infeccdo por CMV.

Descrigdo e principio

O artus CMV RG PCR Kit é um sistema pronto para uso para a deteccdo de DNA do CMV
usando reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) em Instrumentos
Rotor-Gene Q MDx. O CMV RG Master contém reagentes e enzimas para a amplificacdo
especifica de uma regido de 105 bp do Gene Precoce de Expressdo Imediata (Major
Immediate Early Gene, MIE) do genoma do CMV (o ensaio é capaz de detectar os gendtipos
gB1-gB4 do CMV) e para a defecgdo direta deste amplicon especifico no canal de

fluorescéncia Cycling Green do Rotor-Gene Q MDx.

Além disso, o artus CMV RG PCR Kit contém um segundo sistema de amplificagdo heterdloga para
identificar uma possivel inibigdo da PCR. Isto é detectado como um controle interno (Internal
Control, IC) no canal de fluorescéncia Cycling Yellow do Rotor-Gene Q MDx. S&o fornecidos
controles externos positivos (CMV QS 1-4), que permitem a determinagdo da quantidade de DNA
viral. Para obter mais informagdes, consulte "Quantificagdo", pégina 23.
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Informacgdes do agente patogénico

O citomegalovirus (CMV) humano é encontrado em sangue, tecidos e quase todos os fluidos
secretores de pessoas contaminadas. A transmissdo pode ocorrer por via oral, sexual,
intrauterina, perinatal, por transfusdo de sangue ou transplante de 6rgdos (1-4). O teste de
carga viral do CMV é um auxilio importante para avaliar o risco de doenca, diagnosticar a

doenca e monitorar a resposta & terapia (5).

A infeccdo com CMV frequentemente leva a uma infecgdo assintomdtica, seguida por uma
persisténcia permanente do virus no corpo. Se os sinftomas ocorrerem em adolescentes ou
adultos, eles assemelham-se aos sintomas da mononucleose, com febre, hepatite t#nue e
indisposicdo geral (6). Foram observados ciclos severos de infeccdo por CMV, especialmente

em pacientes com imunodeficiéncia e infectados de forma intrauterina (4,7).

Principio do procedimento

A deteccdo do agente patogénico pela reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction, PCR) baseio-se na amplificagdo de regides especificas do genoma do agente
patogénico. Na PCR em tempo real, o produto amplificado é detectado por corantes fluorescentes.
Eles estdo geralmente aglutinados a sondas de oligonucleotideos que se ligam especificamente ao
produto amplificado. O monitoramento das intensidades de fluorescéncia durante a execugdo de
PCR (ou seja, em tempo real) permite a deteccdo e a quantificacdo do produto que se acumula,

sem ter que reabrir os tubos de reagdo apds a execugdo de PCR (8).
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Materiais fornecidos

Conteldo do kit
artus CMV RG PCR Kit (24) (96)
N° de referéncia 4503263 4503265
Nomero de reagdes 24 96

Azul

Amarelo

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Verde

Branco

CMV RG Master (Taq 0,1 U/pl)

CMV Mg-Sol*

CMV @S 11 (1x 104 cépias/pl)
CMV QS 21 (1x 103 cédpias/pl)
CMV QS 31 (1x 102 cépias/pl)
CMV QS 41 (1x 101 cépias/pl)
CMV RG IC*

Water (Agua) (grau PCR)

Instrucdes de uso

Mg-Sol
Qs
Qs
Qs
Qs
IC

BH

2x 12 reacdes

600
200 4l
200 I
200 4l
200 pl
1000 4l

1000 pl

* Solugdo de magnésio

t Padrdo de quantificagdo

# Controle interno
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Reagentes

Kit de isolamento de DNA (consulte "Isolamento de DNA", pagina 12)

Produtos consumiveis

Sterile pipette tips with filters (Ponteiras de pipeta estéreis com filtros)

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, para uso com 72-Well Rotor (N° de ref. 981103
ou 981106)

Como alternativa: PCR Tubes, 0.2 ml, para uso com 36-Well Rotor (N° de ref. 981005
ou 981008)

Equipamento

Pipetas (ajustaveis)”

Agitador tipo vértex”

Centrifuga de bancada™ com rotor para tubos de reagdo de 2 ml

Instrumento Rotor-Gene Q MDx" com canais de fluorescéncia para Cycling Green e
Cycling Yellow

Software Rotor-Gene Q, versdo 2.3.5 ou superior

Bloco de resfriamento (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, N° de ref. 9018901 ou Loading
Block 96 x 0,2 ml Tubes, N° de ref. 9018905)

* Antes do uso, cerfifiquese de que os instrumentos tenham sido verificados e calibrados de acordo com as

recomendagdes do fabricante.
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Avisos e precaucoes

Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco apropriado, luvas descartaveis
e 6culos de protegdo. Para obter mais informacdes, consulte as folhas de dados de seguranga
(Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas. Elas estdo disponiveis online em formato PDF
conveniente e compacto, em www.giagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar

e imprimir a SDS para cada kit e cada componente do kit QIAGEN.

Descarte os residuos da amostra e do ensaio de acordo com as normas de seguranca locais.
Precaucoes

O usudrio deve sempre prestar atencdo ao seguinte:

e Use ponteiras de pipeta estéreis com filtros.

® Armazene e extraia materiais positivos (amostras, controles positivos e amplicons)
separadamente de todos os outros reagentes e adicione-os & mistura da reagdo em uma
instalacdo separada.

® Se todos os componentes foram descongelados por completo em temperatura ambiente
(15-25 °C) antes do inicio do ensaio.

® Apds o descongelamento, misture os componentes (pipetando repetidamente para cima e
para baixo ou por agitacdo em vértex pulsador) e centrifugue brevemente.

® Trabalhe rapidamente e mantenha os componentes em gelo ou no bloco de resfriamento

(bloco de carregamento de 72/96 pogos).
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Armazenamento e manuseio de reagentes

Os componentes do arfus CMV RG PCR Kit devem ser armazenados entre -30 °C e -15 °C e estar
estdveis até a data de validade impressa na efiqueta. Devese evitar repetir o processo de
descongelamento e congelamento (>2x), uma vez que pode reduzir a sensibilidade do ensaio. Se
os reagentes se destinarem a ser usados de forma intermitente, deverdo ser congelados em
aliquotas. O armazenamento a 2-8 °C ndo deve exceder um periodo de cinco horas.

Armazenamento e manuseio de amostras

Nota: Todas as amostras devem ser tratadas como materiais potencialmente infecciosos.

Nota: Os estudos andliticos realizados para verificar o desempenho deste kit referem-se ao
plasma com EDTA como o material de amostra mais apropriado para a detecgdo de CMV.
Portanto, recomendamos o uso deste material com o arfus CMV RG PCR Kit.

A validagdo do artus CMV RG PCR Kit foi realizada usando amostras de plasma humano
com EDTA. Outros materiais de amostra ndo sdo validados. Use somente kits de isolamento
de 4cidos nucleicos recomendados (consulte "lsolamento de DNA", pagina 12) para obter
informacgdes sobre preparo de amostras.

Durante o uso de determinados materiais de amostra, devem ser observadas rigorosamente
as instrugdes particulares em relagdo & coleta, ao transporte e ao armazenamento.

Coleta de amostras

Cada coleta de sangue causa lesdes nos vasos sanguineos (artérias, veias ou capilares). Deve
ser usado somente material estéril e inécuo. Devem estar disponiveis materiais descartéveis
apropriados para coleta de sangue. Para puncdes venosas, ndo devem ser usadas agulhas
capilares finas. A coleta de sangue venoso deve ser realizada em partes apropriadas da
dobra do cotovelo, antebraco ou das costas das maos. O sangue deve ser coletado com
tubos de coleta de amostra padrdo (tampa vermelha, Sarstedt® ou tubo equivalente de outro
fabricante). Deve ser coletado, com um tubo de coleta de sangue com EDTA, um volume de
5-10 ml de sangue. Os tubos devem ser suavemente virados para cima e para baixo logo
apés a coleta das amostras (8x, ndo agitar).

Nota: Amostras heparinizadas ndo devem ser usadas.

10 artus CMV RG PCR Kit  03/2021



Armazenamento de amostras

O sangue fotal deve ser separado em plasma e componentes celulares por centrifugacéo por
20 minutos, a 800-1600 x g, até apds seis horas (2,10). O plasma isolado é transferido
para tubos de polipropileno estéreis. A sensibilidade do ensaio pode ser reduzida se as

amostras forem rotineiramente congeladas ou armazenadas por um longo periodo de tempo.
Transporte de amostras

O material de amostra deve ser transportado em um recipiente de transporte & prova de
quebra, por uma questdo de principio. Além disso, pode ser evitado um potencial risco de
infeccdo devido a um vazamento de amostras. As amostras devem ser transportadas seguindo

as instrugdes locais e nacionais para o transporte de material patogénico.”

As amostras devem ser expedidas até apés seis horas. Nao recomendamos armazenar as
amostras onde elas foram coletadas. E possivel enviar as amostras pelo correio, seguindo as
instrucdes legais de transporte de materiais patogénicos. Recomendamos o transporte de
amostras com uma transportadora. As amostras de sangue devem ser expedidas resfriadas

(2-8 °C) e o plasma separado, ultracongelado (-30 °C a -15 °C).

" Associagdo Internacional de Transporte Aéreo (International Air Transport Association, IATA). Regulamentos para
mercadorias perigosas (Dangerous Goods Regulations).
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Procedimento

Isolamento de DNA

Os kits da QIAGEN mostrados na Tabela 1 séo validados para a purificagdo de DNA viral
dos tipos de amostra humana indicados para uso com o artus CMV RG PCR Kit. Realize a

purificacdo de DNA viral de acordo com as instrugdes nos respectivos manuais do kit.

Tabela 1. Kits de purificagéo validados para uso com o arfus CMV RG PCR Kit

Material de Tamanho da  Kit de isolamento de acido Nomero de

amostra amostra nucleico referéncia RNA carreador
Plasma com 500 pl QIAamp® DSP Virus Kit 60704 Incluido

EDTA

Plasma com 400 pl  EZ1®DSP Virus Kit (48) 62724 Incluido

EDTA

Nota: O uso de RNA carreador é fundamental para a eficiéncia da extracdo e,
consequentemente, para o rendimento de DNA/RNA. Para aumentar a estabilidade do RNA
carreador fornecido com o QlAamp DSP Virus Kit, recomendamos prosseguir de acordo com
as informacdes sobre a reconstituicdo e o armazenamento do RNA carreador fornecidas na

secdo "Preparo de reagentes e tampdes" do Manual do QlAamp DSP Virus Kit.

Nota: O controle interno do artus CMV RG PCR Kit pode ser usado diretamente no
procedimento de isolamento. Certifique-se de incluir uma amostra de plasma negativa no
procedimento de isolamento. O sinal correspondente do controle interno é a base para a

avaliagdo do isolamento (consulte "Controle interno” abaixo).
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Controle interno

Um controle interno (CMV RG IC) é fornecido com este kit. Isso permite que o usuério controle
o procedimento de isolamento do DNA e verifique uma possivel inibigdo da PCR. Para esta
aplicagdo, adicione o controle interno ao isolamento em uma relagdo de 0,1 pl por 1 pl de
volume de eluicdo. Por exemplo, usando o QlAamp DSP Virus Kit, o DNA é eluido em 60 pl
de tampdo de eluicdo (AVE). Assim, deve ser adicionado inicialmente 6 pl de controle interno.

A quantidade de controle interno usado depende somente do volume de eluicGo.

Nota: O controle interno e o RNA carreador (consulte "Isolamento de DNA", pdagina 12)
devem ser adicionados somente & mistura do tampdo de lise e material de amostra ou

diretamente no tampdo de lise.

O controle interno ndo deve ser adicionado diretamente ao material de amostra. Se
adicionado ao tampdo de lise, observe que a mistura do controle interno e o RNA carreador
do tampdo de lise deverd ser usada imediatamente apés ser preparada (o armazenamento
da mistura em temperatura ambiente ou na geladeira por somente algumas horas pode levar

a falha do controle interno e a uma menor eficiéncia da extracdo).

Nota: Ndo adicionar o controle interno e o RNA carreador diretamente no mesmo material

de amostra.

Para considerar a purificagdo bem-sucedida, o valor de Cr do controle interno de uma
amostra de plasma negativa que foi processada durante a purificacdo (QlAamp DSP Virus
Kit) deve alcangar Cr = 27 + 3 (limiar: 0,03) usando Instrumentos Rotor-Gene Q (consulte a
pdgina 26 para obter mais informagdes). O desvio declarado baseia-se na varidncia do
instrumento e da purificagdo. Um desvio mais alto aponta para um problema na purificagdo.
Neste caso, a purificagdo deve ser verificada e, caso seja necessdrio, validada uma segunda

vez. Em caso de ddvidas ou se tiver problemas, entre em contato com a assisténcia técnica
da QIAGEN.
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Opcionalmente, o controle interno pode ser usado exclusivamente para verificar uma possivel

inibicdo da PCR. Para esta aplicagdo, adicione o controle interno diretamente no CMV RG

Master e no CMV Mg-Sol, conforme descrito na etapa 2b do protocolo (pagina 15).

Protocolo: PCR e andlise de dados

Pontos importantes antes de iniciar

Reserve um tempo para se familiarizar com o Instrumento Rotor-Gene Q antes de iniciar o
protocolo. Consulte o respectivo manual do usudrio do instrumento para obter mais
informagdes.

Certifique-se de que pelo menos um padréo de quantificacdo e um controle negativo (dgua,
grau PCR) sejam incluidos por execugdo de PCR. Para gerar uma curva-padrdo, use os quatro
padrdes de quantificagdo fornecidos (CMV QS 1-4) para cada execugdo de PCR.

O que fazer antes de iniciar

Certifique-se de que o bloco de resfriamento (acessério do Instrumento Rotor-Gene Q)
esteja pré-resfriado a 2-8 °C.

Antes de cada uso, todos os reagentes precisam ser descongelados completamente,
misturados (pipetando repetidamente para cima e para baixo ou agitando rapidamente

em vortex), e centrifugados brevemente.

Procedimento

1.
2.

Coloque o nimero desejado de tubos de PCR nos adaptadores do bloco de resfriamento.
Se estiver usando o controle interno para monitorar o procedimento de isolamento do
DNA e para verificar uma possivel inibicdo da PCR, siga a etapa 2a. Se estiver usando
o controle interno exclusivamente para verificar a inibicdo da PCR, siga a etapa 2b.

Nota: E altamente recomendével adicionar o controle interno ao CMV RG Master e ao
CMV Mg-Sol usados para os padrées de quantificagdo. Para os padrées de
quantificagdo, adicione o controle interno diretamente no CMV RG Master e no CMV Mg-

Sol, conforme descrito na etapa 2b do protocolo, e use esta mistura principal para cada

padrdo de quantificagdo (CMV QS 1-4).
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2a. O controle interno j4 foi adicionado ao isolamento (consulte Controle interno, na
pdgina 13). Neste caso, prepare a mistura principal de acordo com a Tabela 2
(pdgina seguinte).
A mistura de reacdo geralmente contém todos os componentes necessdrios para a
PCR, exceto a amostra.

Tabela 2. Preparo da mistura principal (controle interno usado para monitorar o isolamento do DNA e para verificar a
inibicdo da PCR)

Nomero de amostras 1 12
CMV RG Masfer 25 pl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 0yl 0yl
Volume total 30l 360 pl

2b. O controle interno deve ser adicionado diretamente & mistura do CMV RG Master e
do CMV Mg-Sol. Neste caso, prepare a mistura principal de acordo com a Tabela 3.
A mistura de reagdo geralmente contém todos os componentes necessdrios para a
PCR, exceto a amostra.

Tabela 3. Preparo da mistura principal (controle interno usado exclusivamente para verificar a inibi¢éo da PCR)

Nomero de amostras 1 12
CMV RG Masfer 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 2.4l 24yl
Volume total 32 pl* 384 pl*

*O aumento de volume causado pela adigdo do controle interno é negligenciado ao preparar o ensaio de PCR. A
sensibilidade do sistema de deteccdo ndo é prejudicada.

3. Pipete 30 pl de mistura principal em cada tubo de PCR e, em seguida, adicione 20 pl da
amostra de DNA eluida (consulte a Tabela 4). Da mesma forma, 20 pl de pelo menos um
dos padrdes de quantificacdo (CMV QS 1-4) devem ser usados como um controle positivo

e 20 pl de dgua (dgua, grau PCR) como controle negativo.
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Tabela 4. Preparo do ensaio de PCR

Numero de amostras 1 12
Mistura principal 30l 30 pl cada
Amostra 20 ¢l 20 pl cada
Volume total 50 pl 50 pl cada
Nomero de amostras 1 12

4. Feche os tubos de PCR. Certifique-se de que o anel de travamento (acessério do
Instrumento Rotor-Gene Q) esteja posicionado sobre o rotor para evitar a abertura

acidental dos tubos durante a execugdo.

5. Para a detecgdo de DNA de CMV, crie um perfil de temperatura de acordo com as etapas

a seguir.
Ajuste dos pardmetros gerais do ensaio Figura 1, Figura 2 e Figura 3
Ativagdo inicial da enzima hot start Figura 4
Amplificagdo do DNA (touchdown PCR) Figura 5
Ajuste da sensibilidade do canal de fluorescéncia Figura 6
Iniciando a execugdo Figura 7

Todas as especificagdes referem-se & versdo 2.3.5 ou superior do software Rotor-Gene Q.
Para obter mais informagdes sobre a programacdo dos Instrumentos Rotor-Gene, consulte o
manual do usudrio do respectivo instrumento. Nas ilustracdes, essas configuracdes estdo

destacadas em preto realcado. S@o incluidas ilustragdes para os Instrumentos Rotor-Gene Q.

6. Abra a caixa de didlogo New Run Wizard (Assistente de nova execugéo) (Figura 1, pdgina
seguinte). Marque a caixa Locking Ring Attached (Anel de travamento fixado) e clique em

Next (Préximo).
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Well to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor

I 2
Skip Wizard |

Figura 1. A caixa de didlogo "New Run Wizard" (Assistente de nova execugéo).

7. Selecione 50 para o volume da reacdo de PCR e, em seguida, clique em Next (Préoximo)

(Figura 2).
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New Run Wizard x|

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, :\:": :g“eﬂr;%: in
clicking Next when you are ready to move to the next page. ihe Wisard For helo
5 ; on an item, hover
Opetator: IQlagen your mouse over the
X item for help. You
Notes : can also click on &
combo box to display
help about its
available settings.
“1. Reaction 5p =
Volume (pL): =
Sample Layout : | it B j
I 2

SkipWizad | ccBack || New>> |

Figura 2. Ajuste dos pardmetros gerais do ensaio.

8. Clique no botdo Edit Profile (Editar perfil) na préxima caixa de didlogo New Run Wizard
(Assistente de nova execugdo) (Figura 3) e programe o perfil de temperatura como

mostrado da Figura 3 & Figura 5.
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New Run Wizard

T

emperature Profile :

Channel Setup :

Name ] Source | Detector | Gain |

x|

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Create New... I
Green  470nm  510nm & Edit I
Yellow 530nm  555nm 5 —
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
Red 625nm  B60nm 5
Crimson  680nm  710hp 7 Remove |
Reset Qaiaulsl
| |
Skipwizard | <«cBack f New>> |

Figura 3. Editar o perfil.

8 Edit Profile 3

7,

Mew Open Save As

@
Help

The run will laké approximately 103 minuie[s] to complete. The graph below represents the run to be performed :

It cycle below to modify it :
1 = Insert after...

Insert before...
Remove

Hold Temperature : g5 ] deg.

Hold Time :

1_0! mins LI secs

Figura 4. Ativacdo inicial da enzima hot start.
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% Edit Profile 3
2 .8 H| e
MNew Open Save As Help

The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1 Insert befare...
Remove

This cycle repeats time(s).
2 - Click on one of the stgbs below to modify it, or press + of - to add and remove steps for this cycle.

95 deg. for 15 secs

30 seconds

Acquiring to Cycling &

72 deqg. for 20 secs / 5

65 deg. for 30 secs

ao-fE] s

x 6

Figura 5. Amplificagdo do DNA. Ative a fungdo de touchdown para dez ciclos na etapa de anelamento.

9. O intervalo de deteccdo dos canais de fluorescéncia deve ser determinado de acordo
com as intensidades de fluorescéncia nos tubos de PCR. Clique em Gain Optimisation
(Otimizagdo de ganho) na caixa de didlogo New Run Wizard (Assistente de nova
execugdo) (consulte a Figura 3, pdgina anterior) para abrir a caixa de didlogo Auto-Gain
Optimisation Setup (Configuracdo de ofimizacdo automdtica de ganho). Ajuste a
temperatura de calibragdo para 65 °C para corresponder & temperatura de anelamento

do programa de amplificacdo (Figura 6, pdgina seguinte).
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Auto-Gain Optimisation Setup

i~ Dptimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
[% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature tg IBS %‘I degrees. 1
Optimise All I Optimise Acquiring |

[~ Peifarm Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

: Channel Settings : 1
| - b |

Name | Tube Position | Min Reading l Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI -10 10

Yelow 1 5F| 10FI 10 10 _ Bemove |
Remove All |

< >

2 "I Start I Manual... ] Close | Help |

Figura 6. Ajuste da sensibilidade do canal de fluorescéncia.

10. Os valores de ganho deferminados pela calibracéo do canal séo salvos automaticamente
e enumerados na Ultima janela do menu do procedimento de programacdo (Figura 7,

pdgina seguinte). Clique em Start Run (Iniciar execugdo).
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New Run Wizard

Summary :
Setting I Yalue I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotar 72well Rotor
Sample Layout 1,235,
Reaction Volume (in microliters) 50

=11

Save Template

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

Skip Wizard << Back

Figura 7. Iniciando a execucdo.
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Interpretacdo dos resultados

Quantificacdo

Os padrées de quantificagdo anexos ([CMV QS 1-4) séo tratados como amostras
anferiormente purificadas e o mesmo volume de 20 pl é usado diretamente na PCR (sem serem
necessdrias outras extracdes). Para gerar uma curva-padrdo em Instrumentos Rotor-Gene Q,
os quatro padrdes de quantificagdo devem ser usados e definidos na caixa de didlogo Edit
Samples (Editar amostras) como padrdes com as concentragdes especificadas (consulte o

manual do usudrio do respectivo instrumento).

Nota: Para assegurar uma quantificagdo precisa, é altamente recomenddvel adicionar o
controle intferno ao CMV RG Master e ao CMV Mg-Sol usados para os padrées de
quantificagdo. Para esta aplicagdo, adicione o controle interno diretamente no CMV RG
Master e no CMV Mg-Sol, conforme descrito na etapa 2b do protocolo (pdgina 15) e use
esta mistura principal para cada padréo de quantificagdo (CMV QS 1-4).

Nota: Os padrdes de quantificagdo sdo definidos como cépias/pl. A equagdo a seguir deve
ser aplicada para a conversdo dos valores determinados usando a curva-padrdo em

cépias/ml do material de amostra:

5pi Resul Spias/pl | luigio (pl
Resultado (COPIOS) _ Resultado (cpias/pl) x Volume de eluicdo (pl)

ml B Volume de amostra (ml)

Por uma questdo de principio, o volume de amostra inicial deve ser inserido na equagdo
acima. Isso deve ser considerado quando o volume da amostra tiver sido alterado antes da
extracdo do dcido nucleico (por ex., diminuindo o volume por centrifugacdo ou aumentando

o volume ao completar o volume necessdrio ao isolamento).
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Nota: Os padrdes de quantificagdo foram calibrados de acordo com o 1° Padréo
Internacional para Citomegalovirus Humano (cédigo NIBSC: 09/162), conforme

determinado pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS).
Para converter cépias/ml em 1U/ml, considerando o QIAamp DSP Virus Kit:
OMS (IU/ml) = 2,933 x artus CMV (cépias/ml)
Nota: Para o fluxo de trabalho QlAamp, as amostras quantificadas devem estar dentro do
intervalo linear de QS 1 x 10" a 1 x 104 cépias/pl. A quantificagdo ndo pode ser garantida

fora deste intervalo.

Para converter cépias/ml em IU/ml, considerando o EZ1 DSP Virus Kit no Instrumento EZ1
Advanced XL:

OMS (IU/ml) = 0,794 x artus CMV (cépias/ml)
Nota: Para o fluxo de trabalho EZ1, as amostras quantificadas devem estar dentro do intervalo
linear de 3,16E + 02 a 1,00E + 08 cépias/ml. A quantificagdo ndo pode ser garantida fora
deste infervalo.

Resultados

Exemplos de reacdes de PCR positivas e negativas sdo apresentados na Figura 8 ena

Figura 9, (pdgina seguinte).
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Figura 8. Detecgéio de padrdes de quantificagéio (CMV QS 1-4) no canal de fluorescéncia Cycling Green.

NTC: Controle sem fita molde (controle negativo).
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Figura 9. Detecgéio do controle interno (Internal Control, IC) no canal de fluorescéncia Cycling Yellow com amplificagéo
simultédnea dos padrdes de quantificacdo (CMV QS 1-4). NTC: Controle sem fita molde (controle negativo).
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Um sinal é detectado no canal de fluorescéncia Cycling Green.

O resultado da andlise é positivo: a amostra contém DNA de CMV.

Neste caso, é dispensdvel a detecgdo de um sinal do canal Cycling Yellow, dado que as
concentracdes iniciais altas do DNA do CMV (sinal positivo no canal Cycling Green) podem

levar a um sinal de fluorescéncia reduzido ou ausente do controle interno no canal

Cycling Yellow (concorréncia).

No canal de fluorescéncia Cycling Green, nenhum sinal é detectado. Ao mesmo tempo, um

sinal do controle interno aparece no canal Cycling Yellow.

Nao ¢ detectado nenhum DNA de CMV na amostra. Pode ser considerado negativo.

No caso de uma PCR negativa para CMV, o sinal detectado do controle interno descarta a

possibilidade de inibigdo da PCR.

Nenhum sinal é detectado no canal Cycling Green ou Cycling Yellow.
Nenhum resultado pode ser concluido.

Informagdes relativas as fontes de erros e suas solucdes podem ser encontradas em "Guia de

solugdo de problemas", pagina 42.
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Controle de qualidade

De acordo com o Sistema de Gerenciamento de Qualidade da QIAGEN, certificado pela
ISO, cada lote do arfus CMV RG PCR Kit é testado de acordo com as especificacdes

predeterminadas para assegurar a consisténcia na qualidade do produto.
Limitacoes

Todos os reagentes destinam-se somente para uso em diagnéstico in vitro.

O produto deve ser usado somente por pessoal devidamente instruido e treinado nos

processos de diagndstico in vitro.

Para resultados de PCR étimos, é necessdrio que as instrugdes do manual do usudrio para o

respectivo instrumento sejam rigorosamente observadas.

O usudrio deve prestar atengdo as datas de validade impressas na caixa e nas etiquetas de

todos os componentes. N&o usar componentes vencidos.

Embora rara, a ocorréncia de mutagdes nas regides altamente preservadas do genoma viral
cobertas pelos primers e/ou a sonda do kit pode resultar em subquantificagéo ou falha em
detectar a presenca de virus nesses casos. A validade e o desempenho do ensaio s@o revistos

regularmente.
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Caracteristicas de desempenho

Sensibilidade analitica

O limite de deteccdo do procedimento analitico, bem como o limite de deteccdo do
procedimento analitico em consideragdo & purificagdo (limites de sensibilidade), foram
avaliados para o artus CMV RG PCR Kit. O limite de detecgéo do procedimento analitico em
consideracdo & purificacdo é determinado usando amostras clinicas positivas para CMV em
conjunto com um método de extracdo especifico. Por outro lado, o limite de detecgdo do
procedimento analitico é determinado independentemente do método de extragdo

selecionado, usando DNA de CMV com concentracdo conhecida.

Para determinar a sensibilidade analitica do arfus CMV RG PCR Kit, uma série de diluicdes
do DNA genémico de CMV foi definida de 10 ao valor nominal de 0,00316 cépias/pl e
analisadas em Instrumentos Rotor-Gene em conjunto com o artus CMV RG PCR Kit. O teste foi
realizado em trés dias diferentes, em oito réplicas. Os resultados foram determinados por
uma andlise probit. Uma ilustragdo gréfica da andlise probit no Rotor-Gene 6000 é mostrada
na Figura 10 (pdgina seguinte). O limite de deteccdo do procedimento analitico do arfus
CMV RG PCR Kit, em conjunto com o Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 e com o Rotor-
Gene 3000, ¢ 0,36 cépias/pl (p = 0,05) e 0,24 cépias/pl [p = 0,05), respectivamente. Isto
significa que h& 95% de probabilidade de 0,36 cépias/pl ou 0,24 cédpias/pl serem

detectadas.
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Figura 10. Andlise probit: CMV (Rotor-Gene 6000). Sensibilidade andlitica do arfus CMV RG PCR Kit no Rotor-Gene 6000.

A sensibilidade analitica em consideracdo & purificacdo (QIAamp DSP Virus Kit) do artus
CMYV RG PCR Kit nos Instrumentos Rotor-Gene foi determinada usando uma série de diluicdes
de material de virus do CMV, de 1000 ao valor nominal de 0,316 cépias CMV/ml
fortificadas em amostras de plasma clinicas. As amostras foram submetidas & extragdo de
DNA usando o QlAamp DSP Virus Kit (volume de extragdo: 0,5 ml, volume de eluicdo: 60 pl).
Cada uma das oito diluicdes foi analisada com o artus CMV RG PCR Kit em trés dias
diferentes, em oito réplicas. Os resultados foram determinados por uma andlise probit. Uma
ilustracdo grdéfica da andlise probit é mostrada na Figura 11 (pégina seguinte). O limite de
detec¢do do procedimento analitico em consideragdo & purificagdo do artus CMV RG PCR
Kit, em conjunto com o Rotor-Gene 3000, é 57,1 cépias/ml (p = 0,05). Isto significa que hd
95% de probabilidade de 57,1 cépias/ml serem detectadas.
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Figura 11. Andlise probit: CMV (Rotor-Gene 3000). Sensibilidade andlitica em consideragéo a purificacdo (QlAamp DSP
Virus Kit, QIAGEN) do artus CMV RG PCR Kit no Rotor-Gene 3000.

A sensibilidade analitica em consideragdo & purificagdo com EZ1 DSP Virus Kit (volume de
extracdo: 0,4 ml, volume de eluigdo: 60 pl) usando o Instrumento EZ1 Advanced XL do arfus
CMV RG PCR Kit no Rotor-Gene 6000, é 68,75 cépias/ml (p = 0,05). Isto significa que hé
95% de probabilidade de 68,75 cépias/ml serem detectadas.

Intervalo linear

O intervalo linear em consideragdo & purificagdo com EZ1 DSP Virus Kit (volume de extragdo:
0,4 ml, volume de eluicdo: 60 pl) usando o Instrumento EZ1 Advanced XL foi determinado
testando quatro a seis réplicas do material de virus do CMV, em uma série de diluicdes de
3,16E + 01 a 1,00E + 08 cépias/ml.

Uma ilustragdo gréfica da andlise probit é mostrada na Figura 12 (pdgina seguinte).
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Figura 12. Regresséo polinomial do conjunto de dados do artus CMV RG PCR Kit em consideragdo a purificacéio (EZ1
DSP Virus Kit) no Instrumento EZ1 Advanced XL. Modelos de regresséo linear, quadrdtica e cibica estdo incluidos.

O intervalo linear do artus CMV RG PCR Kit em consideracdo & purificagdo com EZ1 DSP
Virus Kit (volume de extracdo: 0,4 ml, volume de eluigdo: 60 pl) usando o Instrumento EZ1
Advanced XL é de 3,16E + 02 a 1,00E + 08 cépias/ml.

Nota: O intervalo linear do arfus CMV RG PCR Kit em consideragdo & purificagdo com
QlAamp DSP Virus Kit (volume de extragdo: 0,4 ml, volume de eluigdo: 60 pl), é de
1.00E + 01 a 1.00E + 04 cépias/pl.

Especificidade

A especificidade do artus CMV RG PCR Kit ¢ garantida primeiramente e acima de tudo pela
selecdo dos primers e das sondas, bem como pela selecdo de condigdes de reacdo rigorosas.
Os primers e as sondas foram verificados quanto a possiveis homologias com todas as
sequéncias publicadas em bancos de genes por andlise comparativa de sequéncias. Deste
modo, a detectabilidade de todas as cepas pertinentes foi garantida.
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Adicionalmente, a especificidade foi validada com 100 diferentes amostras de plasma
negativas para CMV. Um total de 99 dessas amostras ndo gerou nenhum sinal com os primers
e as sondas especificos para o CMV, que estdo incluidos no CMV RG Master.

Nota: Somente uma amostra que gerou um sinal nos primers e nas sondas especificos de
CMV cujos resultados também foram positivos para CMV no artus CMV LC Kit e no TM RG
PCR Kit é provavelmente positiva. A especificidade final, com base no teste de 100 amostras
de doadores individuais, foi verificada como 99,00% (99/100).

Uma possivel reatividade cruzada do artus CMV RG PCR Kit foi testada usando o grupo-
controle apresentado na Tabela 5. Nenhum dos agentes patogénicos testados foi reativo.

Né&o surgiram reatividades cruzadas com as infeccdes misturadas.

Tabela 5. Testagem da especificidade do kit com agentes patogénicos com potencial para reacédo cruzada

CMV (Cycling Green  Controle interno (Cycling Yellow

Grupo-controle ou Cycling A.FAM) ou Cycling A.JOE)
Herpes-virus humano 1 (virus herpes simplex 1) - +
Herpes-virus humano 2 (virus herpes simplex 2) - +
Herpes-virus humano 3 (virus varicela-zoster) - +
Herpes-virus humano 4 (virus Epstein-Barr) - +
Herpes-virus humano 6A - +
Herpes-virus humano 6B - +
Herpes-virus humano 7 - +

Herpes-virus humano 8

(herpes-virus associado ao sarcoma de Kaposi) - *
Virus da hepatite A - +
Virus da hepatite B - +
Virus da hepatite C - +

(continua na pégina seguinte)
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Tabela 5 (continuago da pdgina anterior)

CMV (Cycling Green  Controle interno (Cycling Yellow
Grupo-controle ou Cycling A.FAM) ou Cycling A.JOE)
Virus da imunodeficiéncia humana 1 - +
Virus T-linfotrépico 1 - +
Virus T-Linfotrépico 2 - +
Virus do Nilo Ocidental - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 _ +
Precisdo

Os dados de precisdo do arfus CMV RG PCR Kit foram coletados por meio de Instrumentos
Rotor-Gene e permitem a determinagdo da varidncia total do ensaio. A varidncia fotal consiste
na variabilidade intraensaio (variabilidade de multiplos resultados de amostras da mesma
concentracdo dentro de um experimento), na variabilidade interensaios (variabilidade de
resultados mdltiplos do ensaio gerados nos diferentes instrumentos do mesmo tipo, por
diferentes operadores em um laboratério) e na variabilidade interlotes (variabilidade de
resultados mdltiplos do ensaio usando vérios lotes). Os dados obtidos foram usados para
deferminar o desvio padrdo, a variéncia e o coeficiente de variagdo para o agente

patogénico especifico e a PCR do controle interno.

Os dados de precisdo do arfus CMV RG PCR foram coletados usando o padrdo de
quantificagdo de concentragdo mais baixo (QS 4; 10 cépias/pl). O teste foi realizado com
oito réplicas. Os dados de precisdo foram calculados com base nos valores de Cr das curvas
de amplificagdo (Cr: ciclo limite, consulte a Tabela 6, pdgina seguinte). Além disso, foram
determinados dados de precisGo para resultados quantitativos em cépias/pl usando os
valores de Cr correspondentes (consulte a Tabela 7, pdgina seguinte). Com base nestes
resultados, a dispersdo estatistica global de uma determinada amostra com as concentragées
referidas é de 1,21% (Cr) ou 14,38% (concentracdo) e 1,93% (C1) para a detecgdo do
controle interno. Esses valores baseiam-se na totalidade de todos os valores individuais das

variabilidades determinadas.
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Tabela 6. Dados de precisdo com base nos valores de Cr

Desvio padréo Variéncia Coeficiente de variagéo (%)

Variabilidade intraensaio: 057
CMV QS 4 9.17 003 '
Variobilic%cde intraensaio: 031 0,10 1,16
Controle interno
Variabilidade interensaio:

1,27
CMV QS 4 0.38 014
Voriubili(%cde interensaio: 0,47 0,22 1,77
Controle interno
Variabilidade interlote:

1,10
CMV QS 4 0.33 o
Voriabilid.qde interlote: 0,53 0,28 2,02
Controle interno
Varidncia total: 036 013 1,21
CMV QS 4 ' ’ '
Ydriéncid total: Controle 0,51 0,26 1,93
interno

Tabela 7. Dados de preciséo com base nos resultados quantitativos (em cépias/pl)

Desvio padréo Variéncia Coeficiente de variagéo (%)

Variabilidade intraensaio:

13,30
CMV QS 4 1,34 1,80
Variabilidade interensaio:

15,25
CMV QS 4 1,54 2,38
Variabilidade interlote:

14,41
CMV QS 4 1,46 2,12
Varidncia total: 145 211 1438
CMV QS 4 ! ! !
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Substancias interferentes

O DNA de CMV foi fortificado em plasma negativo em diferentes sistemas de coleta de
sangue disponiveis comercialmente, com diferentes anticoagulantes. A concentragdo
calculada (cépias/ml), Cr média, desvio padrdo, variéincia e CV% sdo relatados na Tabela 8.
O desvio padrdo e o coeficiente de variagdo estdo dentro do escopo de 5% e, portanto,
dentro do infervalo de tolerdncia. Nao foi identificado nenhum impacto significativo sobre a

PCR devido as diversas substancias.

Tabela 8. Sistemas de coleta de sangue disponiveis comercialmente e dados de anticoagulantes

Substancia Cor}ce.ntrccﬁo Média de Cr Desvio padréo Variéncia de Cr CV (%) de Cr
(cépias/ml) de G

EDTA de potdssio, 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36

Becton Dickinson®

EDTA de potdssio, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97

Sarstedt

EDTA de potdssio, 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58

Greiner Bio-One®

EDTA de potdssio, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52

Springe (referéncia)

EDTA de potdssio, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47

Sarstedt (referéncia)

EDTA de potdssio 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79

(gravidez)

As substancias endégenas (Tabela 9, pdgina seguinte) foram fortificadas em amostras de
plasma com EDTA positivas para CMV a 3 x LoD e 10 x LoD. Todas as amostras foram
detectadas com sucesso e nenhuma interferéncia foi observada para amostras contendo niveis

elevados de inibidores endégenos (bilirrubina, hemoglobina, triglicerideo e albumina).
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Tabela 9. Substancias endégenas testadas

Substancias interferentes Lista de substancias interferentes
Bilirrubina 30 mg/dl
Hemoglobina 2 g/dl
Triglicerideo 1 g/dl

Albumina 6 g/dl

Os medicamentos comuns usados em contextos de fransplante foram testados em 3x a concentragdo

de pico agudo apés um tratamento terapéutico com medicamentos, conforme recomendado na
CLSI® Guideline EPO7-A2 (11) (consulte a Tabela 10). Cada uma dessas substéncias foi fortificada

em amostras de CMV negativo e CMV positivo testadas em quatro réplicas.

Todas as substéncias exdgenas testadas ndo mostraram influéncia significativa no
desempenho do arfus CMV RG PCR kit.

Tabela 10. Lista de medicamentos testados como substéncias exégenas

Substancias interferentes Concentracdo de feste

Antibiéticos
Sulfametoxazol 200 mg/I|
Trimetoprima 5,2 mg/I
Claforan ® (cefotaxima) 1g/!

Tazobac® (piperacilina + tazobactam) Piperacilina: 1 g/I

Tazobactam: 125 mg/I
Ticarcilina 1g/!

Augmentin® (@amoxicilina + dcido clavulanico) Amoxicilina: 125 mg/I

Acido clavulanico: 25 mg/!

Vancomicina 125 mg/I
Antiféngico
Fluconazol 1 mg/I

Medicamentos imunossupressores
Rapamicina 100 mg/I
Micofenolato de sédio 80 mg/I
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Robustez

A verificagdo da robustez permite a determinagdo da taxa total de erro do arfus CMV RG
PCR Kit. 100 amostras de plasma negativas para CMV foram fortificadas com CMV em uma
concentracdo final de 170 cépias/ml (aproximadamente o triplo da concentracdo do limite
de sensibilidade analitica). Apds a extracdo usando o QlAamp DSP Virus Kit, estas amostras
foram analisadas com o artus CMV RG PCR Kit. Para todas as amostras de CMV, a taxa de
erro foi de 0%. Adicionalmente, a robustez do controle interno foi avaliada por meio da
purificacdo e andlise de 100 amostras de plasma negativas para CMV. Dessa forma, a
robustez do arfus CMV RG PCR Kit é >99%.

Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliacdo regular do desempenho do artus
CMV RG PCRKit, bem como uma comparacéo de eficiéncia com outros produtos. Esses dados
foram obtidos pela participagdo nos programas de proficiéncia estabelecidos.

Além da participagdo em programas de proficiéncia estabelecidos, um painel de CMV de
dez membros (Tabela 11) foi testado em trés laboratérios externos, usando o EZ1 DSP Virus
Kit no Instrumento EZ1 Advanced XL para purificar o 4cido nucleico e o artus RG PCR kit para
testar o eluato de DNA.

Tabela 11. Resumo dos membros do painel CMV

Ndmero do painel (fipo de membro do painel) Membro do painel Efeito de diluigdio
1001 (1) Negativo Grupo negativo 1
1002 (1) Negativo Grupo negativo 2
1003 (2) Negativo alto 50% positivo

1004 (2) Negativo alto 50% positivo

1005 (3) Positivo baixo 200 cépias/ml
1006 (3) Positivo baixo 200 cépias/ml
1007 (4) Positivo moderado 2000 cépias/ml
1008 (4) Positivo moderado 2000 cépias/ml
1009 (5) Positivo alto 200.000 cépias/ml
1010 (5) Positivo alto 200.000 cépias/ml
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O painel de dez membros foi testado em duplicado por dois operadores diferentes em cada
dia, durante seis dias, em cada local, com trés lotes de kits de reagente. Portanto, 20 amostras

multiplicadas por dois operadores por seis dias em trés locais equivalem a 720 pontos de

dados.

Constatou-se que a reprodutibilidade total do teste artus CMV RGQ MDx era de <12% de CV

para amostras com concentracdo entre 200 cépias/ml e 200.000 cépias/ml (Tabela 12)

Tabela 12. Resumo geral (cada tipo de membro do painel) — médias observadas

Desvio cv
panel_member_type N°de Obs.  Média Mediana padrdo percentual  Minimo
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00
2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 0,10
3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98
4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16
5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

O resumo geral da variancia percentual e do desvio padréo para os valores de log10 1U/ml
para cada um dos cinco painéis de lote, local, operador, dia, entre execugdes e na execucdo

é apresentado na Tabela 13 (pdgina seguinte).
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Tabela 13. Resumo geral de variéncia e desvio padrdo

Amostra 1 2 3 4 5
Tipo de amostra Negativo Negativo alto  Positivo baixo Positivo Positivo alto
moderado
Média de log10 1U/ml
observada 0,02 0,68 1,91 2,96 5,03
Nomero de testes 144 144 144 144 144
Medicdo % de varidncia de DP
0 3,10 0 0 3,00
Lote '
0 0,113 0 0 0,016
Local 0 0 0 0,90 0
0 0 0 0,016 0
4,3 4,6 0 18,8 15,4
Operad / / .
peracer 0,033 0,136 0 0,074 0,037
Componente Dia 0 0 8,60 6,00 48,10
de variéncia 0 0 0,067 0,042 0,065
Entre 0 0 4,40 10,90 7,90
execucdes 0 0 0,048 0,057 0,026
= 95,7 92,3 87 63,40 25,60
N ’ ’ ’
€ execugdo 0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
Total 100 100 100 100 100
0,158 0,635 0,227 0,171 0,094

Avaliacdo de diagnéstico

O artus CMV RG PCR Kit foi avaliado em um estudo comparativo entre o arfus CMV RG PCR
Kit e o COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test. Foram analisadas 156 amostras clinicas
retrospectivas e prospectivas de plasma com EDTA. Todas as amostras foram analisadas
anferiormente como positivas ou negativas usando o COBAS AMPLICOR CMV MONITOR

para diagnésticos de rotina.
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O DNA de CMV para testar o artus CMV RG PCR Kit foi isolado usando o QlAamp DSP Virus
Kit com o controle interno do artus CMV RG PCR Kit adicionado ao isolamento e a andlise
realizada no Rotor-Gene 3000. As amostras para o COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test
foram processadas e analisadas de acordo com as instrugdes do fabricante fornecidas nas

bulas.

As 11 amostras testadas como positivas com o COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test
também apresentaram resultados positivos com o arfus CMV RG PCR Kit. Um total de 123
das 145 amostras testadas como negativas com o COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test
também apresentaram resultados negativos com o artus CMV RG PCR Kit. Foram obtidos
22 resultados discordantes (Tabela 14).

Tabela 14. Resultados do estudo de validacdo comparativo

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

. _ Total
+ 11 22 33
arfus CMV RG PCR Kit
- 0 123 123

Se os resultados do COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test fossem tomados como
referéncia, a sensibilidade do diagnéstico de todas as amostras do artus CMV RG PCR Kit

seria de 100% e a especificidade de diagnéstico de 84,8%.

Outros testes realizados as 22 amostras discordantes confirmaram os resultados dos artus
PCR Kits. Portanto, podemos assumir que a discrepdncia se baseia na sensibilidade maior do
artus CMV RG PCR Kit.
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