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Conteudo do Kit

Kit artus HCV RG RT-PCR (24)
N2 cat. 4518253
NUmero de reacoes 24
Azul Hep. C Virus RG* Master A 2 x 12 reacdes
Violeta  Hep. C Virus RG Master B 2 x 12 reagdes
Vermelho Hep. C Virus RG QS' 11 (10* IU/ul) Qs 200 ul
Vermelho Hep. C Virus RG QS 2 (10° IU/ul) Qs 200 ul
Vermelho Hep. C Virus RG QS 3 (102 1U/ul) Qs 200 ul
Vermelho Hep. C Virus RG QS 4 (10" 1U/ul) Qs 200 ul
Verde Hep. C Virus RG IC* ic 1000 ul
Branco  Agua (grau PCR) 1000 ul
Manual 1

* Rotor-Gene.
t Padréo de quantificacéo.
¥ Controle interno.
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Consultar as instrucdes de uso

Nota importante
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Armazenamento

Os componentes do kit artus HCV RG RT-PCR devem ser armazenados entre-
30 °C e -15 °C e s@o estdveis até ao prazo de validade impresso no rétulo.
Deve-se evitar repetir o processo de descongelamento e congelamento (>2
vezes), |4 que isso pode reduzir a sensibilidade do ensaio. Caso pretenda-
seusar os reagentes de forma intermitente, eles devem ser congelados em
aliguotas. O armazenamento a 2-8 °C néo deve exceder um periodo de 5
horas.

Utilizagao prevista

O kit artus HCV RG RT-PCR é um teste de amplificagdo de dcidos nucleicos in
vitro, para a quantificagdo de RNA do virus da hepatite C (HCV) no plasma
humano. Este kit de teste diagndstico utiliza reagdo em cadeia da polimerase
de transcricgo reversa (RT-PCR) e estd configurado para o uso com os
instrumentos Rotor-Gene Q. O teste consegue quantificar RNA do HCV num
intervalo de 65 - 1 x 10¢ HCV IU/ml.

® O kit artus HCV RG RT-PCR néo pode ser usado com instrumentos Rotor-
Gene Q 2plex.

O kit artus HCV RG RT-PCR destina-se ao uso em conjunto com apresentacdo
clinica e outros marcadores de laboratério para prognéstico de doenca e ao
uso como auxiliar na avaliacdo da resposta viral ao tratamento antirretroviral,
quantificada com base em alteracdes nos niveis de RNA do HCV em plasma
tratado com EDTA. O kit artus HCV RG RT-PCR néo foi concebido para o uso
como teste de triagem do HCV ou como um teste diagnéstico para confirmar a
presenca de infeccdo pelo HCV.

Limitacgoes
Todos os reagentes devem ser utilizados exclusivamente em diagndstico in

vitro.

O produto deve ser utilizado apenas por pessoal com formacdo especifica em
procedimentos de diagnéstico in vitro e devidamente instruido para isso.

Para obter resultados étimos na PCR, é necessério observar rigorosamente as
instru¢cdes do manual do usudrio.

Prestar atencdo aos prazos de validade impressos na caixa e nos rétulos de
todos os componentes. Néo utilizar componentes cujo prazo de validade tenha
expirado.

Embora rara, a ocorréncia de mutacdes nas regides altamente conservadas do
genoma viral cobertas pelos primers e/ou sonda do kit pode resultar em
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subquantificacdo ou falha em detectar a presenca do virus. A validade e o
desempenho do ensaio sdo avaliados regularmente.

Controle da qualidade

De acordo com o Sistema de Gestéo da Qualidade Total da QIAGEN
certificado pela norma ISO, todos os lotes do kit artus HCV RG RT-PCR sao
testados face a especificacdes predeterminadas para garantir uma qualidade
constante do produto.

Adverténcias e precaucoes

Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre um jaleco de laboratério
adequado, luvas descartdveis e 6culos de protecdo. Para obter maiores
informacdes, consultar as fichas de dados de seguranca (MSDSs)
correspondentes. Estas estdo disponiveis online em formato PDF, prético e
compacto, no endereco www.giagen.com/safety, onde vocé pode encontrar,
visualizar e imprimir as MSDSs para cada kit QIAGEN® e seus respectivos
componentes.

Eliminar as amostras e os residuos do ensaio conforme os regulamentos de
seguranca locais.
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Introducédio

O kit artus HCV RG RT-PCR é um sistema pronto para o uso para a detecgdo
de RNA de HCV usando uma reacéo em cadeia da polimerase (PCR) em
instrumentos Rotor-Gene Q. Os master mix Hep. C Virus RG Master A e B
contém reagentes e enzimas para a transcricdo reversa e a amplificacéo
especifica de uma regido de 240 bp do genoma do HCV e para a detecgdo
direta do amplicon especifico no canal de fluorescéncia Cycling Green do
Rotor-Gene Q.

Além disso, o kit artus HCV RG RT-PCR contém um segundo sistema de
amplificagdo heterdloga para identificar uma possivel inibicdo da PCR. Esta
inibicdo é detectada como um controle interno (IC) no canal de fluorescéncia
Cycling Orange do Rotor-Gene Q. O limite de deteccgo da RT-PCR de HCV
(ver "Limite de deteccéo, pégina Errorl Bookmark not defined.) analitica ndo é
reduzido. Padrées de quantificacéo (Hep. C Virus RG QS 1-4) sao fornecidos,
o que permite a determinagdo da quantidade de RNA viral. Para mais
informacdes, ver "Quantificacdo", na pdgina 23.

Fundamento

A deteccéo de patégenos pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) baseia-
se na amplificacéo de regides especificas do genoma do patégeno. Através da
PCR em tempo real, o produto amplificado é detectado através de corantes
fluorescentes. Estes estdo habitualmente conjugados a sondas de
oligonucleotideos que se ligam especificamente ao produto amplificado. O
monitoramento das intensidades de fluorescéncia durante o ensaio de PCR em
tempo real permite a deteccéo e quantificagdo do produto que se acumula sem
necessidade de reabrir os tubos de reacdo apds o ensaio de PCR (1).

Informacgao sobre o patégeno

A hepatite C é uma inflamacéo do figado causada pelo virus de mesmo nome.
Ao contrdrio dos outros virus da hepatite A, B, D, ou E, a infeccdo com o virus
da hepatite C (HCV) leva, num grande nimero de casos, a doenga crénica do
figado. Muitas vezes, uma infeccdo com o HCV nédo produz sinftomas durante
um periodo relativamente longo. Por este motivo, a maior parte dos pacientes
nem sabe que estd infectada com o HCV. Porém é justamente nas fases iniciais
da doenca que a terapia é mais eficaz. Atualmente, o interferon o (em
combinag@o com ribavirina) é o Unico tratamento comprovadamente eficaz.
No entanto, também se sabe que apenas alguns pacientes com hepatite C
crénica respondem & terapia com interferon. E por isso que, em determinadas
circunstancias, este tratamento caro para o paciente pode ser desfavordvel e
ter graves efeitos colaterais, como a debilitacéo do sistema imunolégico,
levando a exacerbacdes (ex., herpes labial, herpes-zéster/zona) (1-4).
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Caracteristicas de desempenho

Limite de detec¢ao

Para determinar o limite de deteccéo (LOD) do kit artus HCV RG RT-PCR, foi
estabelecida uma diluicéo seriada de padréo de cépias de RNA transcritas in
vitro de 10 IU/ul ao valor nominal de 0,0316 1U/ul e analisada com o kit
artus HCV RG RT-PCR. O teste foi realizado em 3 dias diferentes em 8
replicatas. Os resultados foram determinados por andlise de probit. O LOD do
kit artus HCV RG RT-PCR é de 0,19 1U/ul (p = 0,05). Isto significa que existe
uma probabilidade de 95% de o limite 0,19 IU/ul ser detectado.

O LOD relativo & purificagéo (kit QIAamp® DSP Virus) do kit artus HCV RG RT-
PCR nos instrumentos Rotor-Gene foi determinado utilizando amostras de
plasma clinicas contaminadas com dilui¢des seriadas do Padréo Internacional
do RNA do HCV da OMS de 500 ao valor nominal de 5 HCV IU/ml. Estas
foram sujeitas & extragéo de RNA utilizando o kit QIAamp DSP Virus (volume
de extracdo: 0,5 ml, volume de eluicdo: 25 ul). Cada uma das 9 diluicdes foi
analisada com o kit artus HCV RG RT-PCR em 3 dias diferentes em 8
replicatas. Os resultados foram determinados por andlise de probit. A figura 1
representa uma ilustragéo gréfica da anélise de probit. O LOD relativo &
purificacé@o do kit artus HCV RG RT-PCR, em conjunto com os instrumentos
Rotor-Gene, é de 33,6 IU/ml (p = 0,05). Isto significa que existe uma
probabilidade de 95% de o limite de 33,6 IU/ml ser detectado.

95%

1.52617 ~ 33.6 1U/ml (95%)
(22.629-71.896)

0.8 4

0.6 -

Proporgdes

0.4

0.2 4

; 0.0 ; ; \
! 0 ! 2 log (dose) *

Figura 1. Andlise de probit: HCV. LOD relativo & purificacgo (kit QlAamp DSP Virus,
QIAGEN) do kit artus HCV RG RT-PCR.
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Especificidade

A especificidade do kit artus HCV RG RT-PCR é assegurada, antes de mais
nada, pela selecdo dos primers e sondas, além da selecdo de condicdes de
reacdo rigorosas. Os primers e as sondas foram verificados em termos de
possivel homologia com todas as sequéncias publicadas nos bancos de genes,
por andlise comparativa de sequéncias. A detectabilidade de todos os subtipos
e gendtipos relevantes foi assim assegurada.

Além disso, a especificidade foi validada com 100 amostras diferentes de
plasma negativo para HCV. Estas ndo geraram quaisquer sinais com os
primers e sondas especificos do HCV que estdo incluidos nos Hep. C Virus
RG Masters.

Foi também testada a possibilidade de reagdes cruzadas do kit artus HCV RG
RT-PCR usando o grupo de controle listado na tabela 2. Nenhum dos
patégenos testados demonstrou reatividade. Né&o ocorreram reagdes cruzadas
com infeccdes mistas.

|
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Tabela 1. Testes de especificidade dos genétipos relevantes

Contirole
HCV interno
(Cycling (Cycling
Virus Genétipo Fonte Green) Orange)
Virus d NIBSC, HemaCare,
Irus da 1 Universidade de + +
hepatite C
Essen
Virus d NIBSC, HemaCare,
Irus ca 2 Universidade de + +
hepatite C E
ssen
Virus d NIBSC, HemaCare,
'rus da 3 Universidade de + +
hepatite C
Essen
Virus d NIBSC, HemaCare,
Irus da 4 Universidade de + +
hepatite C E
ssen
Virus d NIBSC, HemaCare,
'rus da 5 Universidade de + +
hepatite C
Essen
Virus d NIBSC, HemaCare,
us aa 6 Universidade de + +
hepatite C

Essen
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Tabela 2. Testes de especificidade do kit com patégenos com potencial
de reacdo cruzada

Controle
HCV interno
(Cycling (Cycling
Grupo de controle Green) Orange)

Virus da imunodeficiéncia humana 1 - +
Virus da hepatite A =
Virus da hepatite B -
Virus herpes humano 1 (virus herpes simplex 1) -
virus herpes simplex 2) —

Virus herpes humano 2

Virus herpes humano 3 (virus varicela-zdster) -

+ o+ o+ o+ o+ o+

(
(
(
Virus herpes humano 5 (citomegalovirus) -

Virus da leucemia de células T humano tipo 1 e
tipo 2

+

Virus herpes humano 6A -
Virus herpes humano 6B —

Virus herpes humano 8 (virus herpes do
sarcoma de Kaposi)

I
+

Enterovirus -
Parvovirus B19 -
Dengue -
Febre amarela -
Aspergillus flavus -
Aspergillus fumigatus -
Candida albicans -
Chlamydia trachomatis -

Cryptosporidium parvum —

+ 4+ + + 4+ + + 4+ o+ o+

Filobasidiella neoformans -

A tabela continua na pdgina seguinte
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Tabela 2. Continuacéo

Controle

HCV interno

(Cycling (Cycling

Grupo de controle Green) Orange)
Pneumocystis cariniie - +
Staphylococcus sp. - +
Streptococcus agalactiae — +
Staphylococcus aureus - +
Streptococcus pyogenes — +

Intervalo linear

O intervalo linear (medigdo analitica) do kit artus HCV RG RT-PCR foi
determinado pela andlise de diluicbes seriadas de uma transcrigéo in vitro do
HCV de 1 x 107 IU/ul a 1 1U/ul. A série de diluicées foi calibrada com o Padréo
Internacional do RNA do HCV da OMS.

Cada diluicéo foi testada em replicatas (n = 8) utilizando o kit artus HCV RG
RT-PCR nos instrumentos Rotor-Gene.

O intervalo linear do kit artus HCV RG RT-PCR foi determinado para abranger
as concentragdes entre 1 1U/ul e pelo menos 1 x 107 IU/ul.

O intervalo linear relativo & purificagdo do kit artus HCV RG RT-PCR foi
determinado analisando amostras da Acrometrix. A purificacéo foi realizada
em replicatas (n = 6) entre 50 IU/ml e 10% IlU/ml e em replicatas (n = 4) entre
5x 10% IU/ml e 10% IU/ml utilizando o kit QIAamp DSP Virus (volume de
extragdo: 0,5 ml, volume de eluicgo: 25 ul). Cada uma das amostras foi
analisada usando o kit artus HCV RG RT-PCR nos instrumentos Rotor-Gene. O
intervalo linear relativo & purificagdo do kit artus HCV RG RT-PCR foi
determinado para abranger as concentracdes entre 65 IU/ml e pelo menos

1 x 10% IU/ml (ver figura 2).
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y = 1.0078x - 0.3714
R? = 0.9963

Log10 da concentracéo calculada (IU/ml)

0 : 2 3 4 5 4 7
Log10 da concentracdo nominal (IU/ml)

Figura 2. Intervalo linear do kit artus HCV RG RT-PCR. Célculo do intervalo linear
relativo & purificagé@o. A linha reta foi determinada por uma regressao linear das
concentragdes calculadas de log;, com as concentragdes nominais de log,o. A equagdo da
linha de regresséo estd incluida na figura.

Precisao

Os dados de precisdo do artus HCV RG RT-PCR nos instrumentos Rotor-Gene
permitem a determinagdo da variéncia total do ensaio. A variéncia total
consiste na variabilidade intra-ensaio (variabilidade de resultados multiplos de
amostras da mesma concentragdo num experimento), na variabilidade
inter-ensaio (variabilidade de resultados multiplos do ensaio gerados em
diferentes instrumentos do mesmo tipo por operadores diferentes num
laboratério) e na variabilidade inter-lote (variabilidade de resultados maltiplos
do ensaio usando vdrios lotes). Os dados obtidos foram utilizados para
determinar o desvio-padréo, a varidncia e o coeficiente de variagdo para o
patégeno especifico e a PCR de controle interno.

Os dados de precisdo do kit artus HCV RG RT-PCR foram coletados usando o
padrdo de quantificagdo da concentragdo mais baixa (QS 4; 10 1U/ul). O teste
foi realizado com 8 replicatas. Os dados de precisdo foram calculados com
base nos valores de C; das curvas de amplificacdo (Cs: ciclo limiar, ver tabela
3). Além disso, foram determinados dados de preciséo para resultados
guantitativos em 1U/ul, utilizando os valores de C; correspondentes (ver tabela
4). Com base nestes resultados, a disperséo estatistica global de uma dada
amostra com a concentragéo referida é de 1,52% (C;) ou 25,71%
(concentragdo), e 0,75% (C;) para a deteccdo do controle interno. Estes valores
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baseiam-se na totalidade dos valores individuais das variabilidades
determinadas.

Tabela 3. Dados de precisdo com base nos valores de C;

Desvio- Coeficiente de
Valor C; padrdo variagdo (%)
Variabilidade intra-
ensaio: 32,81 0,09 0,28
Hep. C Virus RG QS 4
Variabilidade intra- 30,04 0,08 0,27
ensaio:

Hep. C Virus RG IC

Variabilidade inter-
ensaio: 32,14 0,5 1,57
Hep. C Virus RG QS 4

Variabilidade inter-
ensaio: 30,23 0,22 0,71
Hep. C Virus RG IC

Variabilidade inter-
lote: 32,56 0,48 1,46
Hep. C Virus RG QS 4

Variabilidade inter-
lote: 30,28 0,24 0,78
Hep. C Virus RG IC

Varidncia total:

Hep. C Virus RG QS 4 32,41 0,49 1,52

Varidncia total:

Hep. C Virus RG IC 30,29 0,29 0,75
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Tabela 4. Dados de precisdo com base nos resultados quantitativos (em

1U/ul)
Desvio- Coeficiente de
padrdo Variancia variagdo (%)
Variabilidade intra- 0,64 0,41 6,34
ensaio:
Hep. C Virus RG QS 4
Variabilidade inter-
ensaio: 1,00 1,00 9,93
Hep. C Virus RG QS 4
Variabilidade inter-
lote: 3,92 15,34 37,35
Hep. C Virus RG QS 4
Varidncia total: 2,63 6,93 25,71

Hep. C Virus RG QS 4

Robustez

A verificacdo da robustez permite a determinacéo da taxa de insucesso total do
kit artus HCV RG RT-PCR. 100 amostras de plasma negativas para HCV foram
contaminadas com 2 |U/ul de volume de eluigdo de RNA de controle de HCV
(uma concentrag@o aproximadamente trés vezes superior ao LOD). Depois da
extrag@o usando o kit QlAamp DSP Virus, estas amostras foram analisadas
com o kit artus HCV RG RT-PCR. Para todas as amostras de HCV, a taxa de
insucesso foi de 0%. Adicionalmente, a robustez do controle interno foi
avaliada por purificacéo e andlise das 100 amostras de plasma negativas para
HCV. A taxa de insucesso total foi de 0%. Néo foram observadas inibigdes.
Sendo assim, a robustez do kit artus HCV RG RT-PCR é de >99%.

Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliacéo regular do
desempenho do kit artus HCV RG RT-PCR, bem como uma comparacéo de
eficiéncia com outros produtos. Estes dados foram obtidos pela participacéo
em programas de competéncia estabelecidos.

Avaliacao do diagnéstico

O kit artus HCV RG RT-PCR foi avaliado em um estudo. Comparando o kit
artus HCV RG RT-PCR com o COBAS® TagMan®HCV Test, foram analisadas
retrospectivamente 276 amostras de plasma. Todas as amostras de plasma
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tinham sido anteriormente analisadas como positivas ou negativas usando o
COBAS TagMan HCV Test para diagnéstico de rotina.

O RNA de HCV para testar o kit artus HCV RG RT-PCR foi isolado com o kit
QIAamp DSP Virus, e a andlise foi realizada no instrumento Rotor-Gene 6000.
Para testes comparativos com o COBAS TagMan HCV Test, o RNA de HCVfoi
analisado de acordo com as instrucdes do fabricante incluidas no folheto
informativo. Os resultados obtidos usando o kit artus HCV RG PCR foram
comparados com os do COBAS TagMan HCV Test (ver tabela 5 e figura 3).

137 das 139 amostras de resultado positivo com o COBAS TagMan HCV Test
também deram positivo com o kit artus HCV RG RT-PCR. Todas as 137

amostras de resultado negativo com o COBAS TagMan HCV Test também
deram negativo com o kit artus HCV RG RT-PCR.

Tomando os resultados do COBAS TagMan HCV Test como referéncia, a
sensibilidade do diagnéstico é de 100% e a especificidade do diagnéstico é de

98,6%.
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Tabela 5. Resultados das 276 amostras retrospectivas de plasma tratado
com EDTA analisadas

COBAS TagMan HCV Test
+ - Total
Kit artus HCV + 137 2 139
RG RT-PCR - 0 137 137
8

Qiagen, HCV LOG10 (IU/ml)

log Cobas:log artus: 2 = 0,9928; r=0,9964; p = 00,0000; y=0,0418 + 1,0267"x

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Roche, HCV LOG10 (IUfml)

Figura 3. Comparagéo do COBAS TagMan HCV Test (Roche, HCV; com purificacdo da
amostra utilizando o sistema COBAS AmpliPrep) com o kit artus HCV RG RT-PCR
(QIAGEN, HCV; com purificacdo da amostra utilizando o kit QlAamp DSP Virus). A
correlacdo dos resultados quantitativos de ambos os sistemas de teste (tabela 5) foi analisada
por regressdo linear. Os resultados dos dois kits sGo apresentados em um gréfico XY (de
disperséo) com escala log-log.
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Equipamentos e reagentes ndo fornecidos

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre um jaleco de laboratério
adequado, luvas descartdveis e éculos de protec@o. Para mais informacdes,
consultar as fichas de dados de seguranca (MSDSs) correspondentes,
disponiveis junto ao fornecedor do produto.

M Kit de purificacdo de DNA (ver "PurificacGo de RNA", pdgina 22)
Pipetas com volume ajustével*

Ponteiras estéreis com filtro

Voértex*

Centrifuga de bancada* com rotor para tubos de 2 ml
Rotor-Gene Q 5Plex*?

Software para Rotor-Gene Q, verséo 2.3 ou superior*

Strip Tubes and Caps (tiras de tubos e tampas), 0,1 ml, para o uso com
rotor de 72 pocos (n° cat. 981103 ou 981106)

Como alternativa: PCR Tubes (tubos PCR), 0,2 ml, para o uso com rotor de
36 pogos (n° cat. 981005 ou 981008)

B Cooling block (bloco de refrigeracao) (Loading Block (bloco de carga) 72 x
tubos de 0,1 ml, n°® cat. 2018901 ou Loading Block (bloco de carga) 96 x
tubos de 0,2 ml, n® cat. 9018905)

* Certificar-se de que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

T O kit artus HCV RG RT-PCR néo pode ser usado com instrumentos Rotor-Gene Q 2plex.
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Notas Importantes

Precaucoes gerais
O usudrio deve sempre prestar atencdo das seguintes recomendacdes:
B Utilizar ponteiras estéreis com filtro.

B Armazenar e extrair materiais positivos (amostras, controles positivos e
amplicons) separadamente de todos os outros reagentes, e acrescentd-los
a mistura de reagdo num local & parte.

B Descongelar completamente todos os componentes & temperatura
ambiente (15-25 °C) antes de dar inicio a um ensaio.

B Assim que estiverem descongelados, misturar os componentes (pipetando
repetidamente para cima e para baixo ou usando o vértex) e centrifugar
brevemente.

B Trabalhar com rapidez e manter os componentes em gelo ou no bloco de
refrigeracéo (bloco de carga de 72/96 pocos).

Coleta, armazenamento e transporte de amostras

@ Todas as amostras devem ser tratadas como material potencialmente
contagioso.

Séo permitidos apenas os seguintes materiais de amostra, para os quais devem
ser rigorosamente observadas as seguintes regras e instrucdes especificas
relativas a coleta, transporte e armazenamento.

@ Estudos atuais apontam o plasma tratado com EDTA ou citrato como o
material de amostra mais adequado para detecgéio de HCV. Recomendamos,
por isso, a utilizacGo destes materiais com o kit artus HCV RG RT-PCR.

A validagdo interna do kit artus HCV RG RT-PCR foi realizada usando amostras
de plasma humano tratado com EDTA. Né&o existem outros materiais de
amostra validados. Utilizar apenas o kit de purificagdo de RNA recomendado
(ver "Purificagdo de RNA", na pégina 22) para a preparacéo das amostras.

Ao usar certos materiais de amostra, as instrucdes especificas referentes a
coleta, transporte e armazenamento devem ser rigorosamente observadas.

Coleta de amostras

Toda coleta de sangue causa uma lesdo de vasos sanguineos (artérias, veias,
capilares). Devem ser usados apenas materiais inécuos e estéreis. Estdo
disponiveis suprimentos descartdveis para a coleta de sangue. Para puncdes
venosas, ndo devem ser usadas agulhas capilares demasiado finas. A coleta de
sangue venoso deve ser realizada nas partes adequadas da dobra do cotovelo,
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no antebraco ou no dorso da méo. O sangue deve ser coletado com tubos
padréo de coleta de amostras (ftampa vermelha, Sarstedt ou tubo equivalente
de outro fabricante). Deve ser coletado um volume de 5-10 ml de sangue
tratado com EDTA. Inverter os tubos 8 vezes logo apds a coleta da amostra
para correta homogeneizacéo (ndo agitar).

® Né&o devem ser usadas amostras de individuos tratados com heparina
(ver "Substéncias interferentes”, pdgina 21).

Armazenamento de amostras

O sangue total deve ser separado em plasma e componentes celulares para
centrifugacdo durante 20 minutos a 800-1600 x g no prazo de 6 horas. O
plasma isolado deve ser transferido para tubos de polipropileno estéreis. A
sensibilidade do ensaio pode ser reduzida se as amostras forem congeladas de
forma rotineira ou armazenadas por um periodo mais longo. O RNA de virus
encapsulados apresenta estabilidade durante dias, se armazenado a 4°C,
durante semanas se armazenado a —-20°C, e até durante meses ou anos
guando armazenado a -70 °C (2).

Transporte de amostras

O material de amostra deve ser transportado num recipiente de transporte a
prova de estilhaco. O possivel perigo de infeccGo devido a um vazamento da
amostra pode assim ser evitado. As amostras devem ser transportadas de
acordo com as instrucdes locais e nacionais para o transporte de material
patogénico.*

As amostras devem ser enviadas no prazo de 6 horas. Néo se recomenda o
armazenamento das amostras onde elas foram coletadas. E possivel enviar as
amostras por correio, de acordo com as instrucdes legais para o transporte de
material patogénico. Recomenda-se o transporte da amostra por servigos
expressos de entrega (courier). As amostras de sangue devem ser enviadas
refrigeradas (2-8 °C), enquanto o plasma separado deve ser enviado
congelado (-15a =30 °C).

Substdncias interferentes

Elevados niveis de bilirrubina (<15 mg/dl) e lipidos (=800 mg/dl) e amostras
hemolisadas nédo influenciam o sistema. A heparina (<10 IU/ml) afeta a PCR.
Amostras que tenham sido coletadas em tubos contendo heparina como
anticoagulante ndo devem ser utilizadas. Amostras de pacientes tratados com
heparina também né&o devem ser usadas.

* International Air Transport Association (IATA, Associacéo Internacional de Transporte Aéreo).
Dangerous Goods Regulations (Regulamentos para Mercadorias Perigosas).
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Purificacdo de RNA

O kit QlAamp DSP Virus (QIAGEN, n° cat. 60704) esté validado para
purificacéo de RNA viral de plasma humano para o uso com o kit artus HCV
RG RT-PCR. Purificar o RNA viral segundo as instrucées no manual do kit
QIAamp DSP Virus.

® A utilizagéo do carreador de RNA r é fundamental para a eficiéncia da
extragdo e, portanto, para o retorno de DNA/RNA. Para aumentar a
estabilidade do carreador de RNA fornecido com o kit QlIAamp DSP Virus,
recomendamos efetuar o procedimento de acordo com as informagdes sobre a
reconstituicdo e o armazenamento do carreador de RNA fornecidas no manual
de instrucdes ("Preparacdo de reagentes e tampdes'").

® O controle interno do kit artus HCV RG RT-PCR pode ser usado
diretamente no procedimento de purificagdo (ver "Controle interno" abaixo).
Certifique-se de co-processar uma amostra de plasma negativo na purificacéo.
Seu sinal de controle interno correspondente serve de base para a avaliagdo
da purificagdo

Controle interno

E fornecido um controle interno (Hep. C Virus RG IC). Isto permite ao usudrio
tanto controlar o procedimento de purificagéo de RNA como também verificar
uma possivel inibicdo da PCR. Para esta aplicagéo, acrescentar o controle
interno & purificagdo a uma proporcéo de 0,1 ul por 1 ul de volume de
eluigdo. Por exemplo, usando o kit QlAamp DSP Virus, o RNA é eluido em

60 ul de tampéo de eluicdo (AVE). Portanto, devem ser acrescentados
inicialmente 6 ul do controle interno.

® O controle interno e o carreador de RNA (ver "purificacéo de Purificacdo
de RNA", acima) sé devem ser acrescentados & mistura de tampdo de lise e
material da amostra ou diretamente ao tampdo de lise.

O controle interno ndo pode ser acrescentado diretamente ao material da
amostra. Se for acrescentada ao tampdo de lise, favor notar que a mistura de
controle interno e tampéo de lise/ carreador de RNA deve ser recém-
preparada e usada imediatamente (o armazenamento da mistura &
temperatura ambiente ou na geladeira durante apenas algumas horas pode
provocar a deterioragdo do controle interno e uma eficiéncia de extragéo
reduzida).

® Ndo acrescentar o controle interno e o carreador de RNA diretamente ao
material de amostra.
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Opcionalmente, o controle interno pode ser usado apenas para verificar uma
eventual inibicéio da PCR. Para esta aplicacéo, acrescentar o controle interno
diretamente & mistura de Hep. C Virus RG Master A e Hep. C Virus RG Master
B, tal como descrito no passo 2b do protocolo (pdgina 25).

Defini¢do do limiar (threshold) para a andlise por PCR

Para garantir que os dados gerados pelos clientes serdo andlogos as
caracteristicas de desempenho definidas no respectivo manual, devem ser

usados os seguintes pardmetros para analisar todos os dados gerados com o
kit artus HCV RG RT-PCR.

B Canal verde - limiar 0,05
B Canal laranja - limiar 0,03

Para saber mais, ver a pagina 33.

Quantificacao

Os padrées de quantificacdo incluidos (Hep. C Virus RG QS 1-4) sdo tratados
como amostras previamente purificadas, sendo utilizado o mesmo volume na
reacéo (20 ul). Para gerar uma curva-padrdo nos instrumentos Rotor-Gene Q,
todos os 4 padrdes de quantificacdo devem ser usados e definidos na caixa de
didlogo "Edit Samples" (Editar amostras) como padrées com as concentracdes
especificadas (ver o manual do usudrio do instrumento).

® Os padrées de quantificac@o sdo definidos como 1U/ul.* A seguinte
equacdo deve ser aplicada para converter os valores determinados usando a
curva padréo em IU/ml de material de amostra.
Resultado (IU/ul) x volume de eluicdo
Resultado (IU/ml) = (ul)

Volume de amostra (ml)

Como regra geral, o volume de amostra inicial deve ser inserido na equagdo
acima representada. Isto deve ser considerado quando o volume da amostra
tiver sido alterado antes da extragdo do dcido nucleico (por ex.: reduzir o
volume por centrifugac@o ou aumentar o volume por acréscimo ao volume
necessdrio para o isolamento).

J& que os padrées de quantificacéo séo calibrados de acordo com o padréo
do HCV da OMS durante o processo de fabricacéo, néo é necessdria uma
conversdo para cépias/ml. Os resultados gerados utilizando o Rotor-Gene Q
serdo apresentados em IU/pl e devem ser convertidos em 1U/ml recorrendo &
equagdo acima.

* O padréo foi calibrado utilizando o 1° Padréo Internacional do HCV (OMS).
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Protocolo: PCR e andlise de dados

® Pontos importantes antes de iniciar o procedimento
B Antes comegar o procedimento, ler "Notas importantes”, pdginas 20-23.

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

B Certificar-se de que pelo menos um dos padrées de quantificacéo, além
de um controle negativo (dgua, grau de PCR) sejam incluidos em cada
corrida de PCR. Para gerar uma curva-padréo, usar todos os 4 padrées de
quantificacé@o fornecidos (Hep. C Virus RG QS 1-4) para cada corrida de
PCR.

Passos a seguir antes de iniciar o procedimento

B Certifique-se de que o bloco de refrigeracdo (acessério do instrumento
Rotor-Gene Q) foi pré-refrigerado de 2-8 °C.

B Antes de cada utilizagdo, todos os reagentes precisam ser totalmente
descongelados, misturados (por pipetagem repetida para cima e para
baixo ou agitando rapidamente no vértex) e centrifugados brevemente.

Procedimento

1. Colocar o numero desejado de tubos de PCR nos adaptadores do
bloco de refrigeragéo.

2. No caso de uso de controle interno para monitorar o procedimento
de purificacéo de RNA e verificar uma possivel inibicdo da PCR,
seguir o passo 2a. No caso de uso de controle interno apenas para
verificar uma possivel inibicdo da PCR, seguir o passo 2b.

2a. O controle interno jd foi acrescentado a purificacdo (ver "Controle
Interno”, pdg. 22). Neste caso, preparar um master mix segundo a
tabela 6.

O master mix contém tipicamente todos os componentes necessdérios para
a PCR, exceto a amostra.
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Tabela 6. Preparacéo do master mix (controle interno usado para
monitorar o isolamento de RNA e verificar se ha inibicdo da PCR)

NuUmero de amostras 1 12
Hep. C Virus RG Master A 12 ul 144 ul
Hep. C Virus RG Master B 18 ul 216 ul
Hep. C Virus RG IC 0 ul 0 ul
Volume total 30 ul 360 ul

2b. O controle interno deve ser acrescentado diretamente a mistura de
Hep. C Virus Master A e Hep. C Virus Master B. Neste caso, preparar
um master mix segundo a tabela 7.

O master mix contém tipicamente todos os componentes necessérios para
a PCR, exceto a amostra.

Tabela 7. Preparacdo do master mix (controle interno usado apenas
para verificar se ha inibicdo da PCR)

NuUumero de amostras 1 12
Hep. C Virus RG Master A 12 ul 144 ul
Hep. C Virus RG Master B 18 ul 216 ul
Hep. C Virus RG IC 2 ul 24 ul
Volume total 32 ul* 384 ul*

* O aumento de volume causado pelo acréscimo de controle interno é desconsiderado
ao preparar o ensaio de PCR. A sensibilidade do sistema de detec¢go néo é
prejudicada.

3. Pipetar 30 yl do master mix em cada tubo de PCR. A seguir,
acrescentar 20 ul da amostra de RNA eluido (ver tabela 8). Devem
ser usados, correspondentemente, 20 ul de cada um dos padroes de
quantificagdo (Hep. C Virus RG QS 1-4) como controle positivo e
20 pl de agua (dgua, grau de PCR) como controle negativo.
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Tabela 8. Preparacdao do ensaio PCR

NUmero de

amostras 1 12
Master mix 30 ul 30 ul cada
Amostra 20 ul 20 ul cada
Volume total 50 ul 50 pl cada

4. Fechar os tubos de PCR. Certificar-se de que o anel de bloqueio
(acessério do instrumento Rotor-Gene) seja colocado no topo do
rotor para evitar a abertura acidental dos tubos durante a corrida.

5. Para a deteccdo de RNA do HCV, criar um perfil de temperatura de
acordo com os passos indicados a seguir.

Definicdo dos parametros de ensaio gerais Figuras 4, 5, 6
Transcri¢cdo reversa do RNA Figura 7
Ativacao inicial da enzima de "hot-start". Figura 8
Amplificagdo do cDNA Figura 9
Ajustar a sensibilidade do canal de Figura 10
fluorescéncia

Iniciar a corrida Figura 11

Todas as especificacdes referem-se ao software Rotor-Gene Q, versdo 2.3
ou superior. Para mais informacées sobre a programacéo dos instrumentos
Rotor-Gene, consultar o manual do usudrio do instrumento. Estas
defini¢des estdo enquadradas em preto nas ilustracdes. Séo incluidas
ilustracdes para os instrumentos Rotor-Gene Q.

|
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6. Primeiro, abrir a caixa de didlogo "New Run Wizard" (Assistente de
nova corrida) (figura 4). Marcar a caixa "Locking Ring Attached"
(Anel bloqueador fixado) e clicar em "Next" (Seguinte).

New Run Wizard | x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type

¥ Locking Ring Attached

SkipWizard | << Back |ﬁ

Figura 4. A caixa de didlogo "New Run Wizard" (Assistente de nova corrida).

7. Selecionar 50 como volume de reacéo da PCR e clicar em "Next"
(figura 5).
x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help

: j on an item, hover
Operator : IQlagen your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Notes :

' Reaction I =
Volume (L) = i

Sample Layout :J |41, 42,43, ...

SkipWizad | << Back |

Figura 5. Definicao dos pardmetros de ensaio gerais.

|
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8. Clicar no botdo "Edit Profile" (“Editar perfil”) na préxima caixa de
didlogo "New Run Wizard" (fig. 6) e programar o perfil de
temperatura, tal como mostrado nas figuras 6-9.

New Run Wizard | x|

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an itern, hover
your mouse over the

item for help. You
can also click on a
combo box to display

help about its
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain [ Create New... |

Green  470nm S10nm 4 Edit |
Yellow  530nm  555nm 5
Orange  585nm 6B10nm 8 Edit Gain... |
Red E25nm  BEONnm 5
Crimson  680nm  710hp 7 Remave
Blue 365nm  460nm 7 ResetD efaultsl
2 3

SkipWizard | < Back ]

Figura 6. Edicao do perfil.

™ Edit Profile x|

a2 . 8 H | e

New Open Save As Help
The run will take approximately 209 minute{s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

cycle below to modify it :
1 i —— . |

Ho!c! 2 Insert before. .. I
Cycling = I
2 Hold Temperature:  5g I deg.

Hold Time : il e LI o

o 3

Figura 7. Transcricdo reversa do RNA.
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i Edit Profile x|
7, 9 H @
New Open Save As Help

The run will take approximately 209 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to madify it :

Hold Insert after... I
1 2 Insert before... |
Cycling

Remove |
2 4Hold Temperature: g5 | deg.

Hold Time : 15 |mins O Isecs

-3
Figura 8. Ativacdo inicial da enzima de "hot-start".
x
72 . & Z)
New Open Save As Help

The run will take approximately 203 minute(s) to complete. The araph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after... |
1 Hold Insert before... |

Remove

2 This cycle repeats -

Click on one of the steps below to modify it, or press + of - to add and remove steps for this cycle.

ITirned Step 'I & =
I 95 deg. for 30 secs _I _,

50 deg.

3 60 seconds I ,: B 5
Acquiring to Cycling & 72 deg. for 30 secs

on Green, Orange
[~ Long Range I I /
[~ Touchdown 50 deqg. for 60 secs

e I

Figura 9. Amplificacdo do cDNA.
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9. O intervalo de deteccéo dos canais de fluorescéncia deve ser
determinado de acordo com as intensidades de fluorescéncia nos
tubos de PCR. Clicar em “Gain Optimisation” (Otimizacéo de ganho)
na caixa de didlogo “New Run Wizard” (ver figura 6) para abrir a
caixa de didlogo “Auto-Gain Optimisation Setup” (Configuracéo da
otimiza¢do automdtica de ganho). Definir a temperatura de
calibra¢do como 50 para coincidir com a temperatura de
anelamento do programa de amplificagéo (figura 10).

Auto-Gain Optimisation Setup ﬁl

— Optirisation :

) Auto-Gain Dptimisation 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 to ISU 'f‘l degrees. 1

Optimise &ll | Optimise Acquiringl

I Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I” Perform Optimisation At 50 Degrees At Beginning Of Run

— Channel Settings :

| > Ak |

Name | Tube Position I Min Reading | Max Reading | Min Gain I Max Gain Edit... I
Green Al 5F 10FI -10 10
Orange &1 5FI 10F 10 10 Remove |

Remove All |

< [ »]

2 Manual... Close I Help |

Figura 10. Ajustar a sensibilidade do canal de fluorescéncia.
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10. Os valores de ganho determinados pela calibra¢cdo de canais séo
salvos automaticamente e listados na Gltima janela do menu do
procedimento de programacéo (figura 11). Clicar em “Start Run”
(Iniciar corrida).

New Run Wizard x|

Summary :

Setting I Value |
Green Gain 4

Drange Gain 8

Fiotor 72 el Rotor
Sample Layout A1-A8,B1-B8. ...

Reaction Volume [in microliters] 50

=1

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

SkipWizard |  <<Back |

Figura 11. Iniciar a corrida.

11. Depois de concluida a corrida, analisar os dados com o software
RGQ.

12. Abrir o arquivo da corrida (se estiver fechado) e selecionar "Analysis"
(Andlise) e "Cycling A. Green" (Ciclo A. Verde) para a andlise dos
titulos de HCV.

13. Selecionar "Dynamic tube" (Tubo dindmico).

14. Certificar-se de que "Slope correct" (Correcéo de declive) néo estd
selecionado.

15. Selecionar "Take Off Ad|." (Ajuste de partida) e inserir "15" na célula
superior e "35" na célula inferior.
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Take Off Point Adjustment 2

Adjust the cycle to be uzed az take off paint.

If take off point was calculated |45

before cycle
Then uze the following cycle as 35
take off point

0K | DoMotédust|  Cancel |

16. Definir o grafico como escala linear e o limiar (threshold) como 0,05.

17. Os dados podem ser exportados clicando com o botdo direito do
mouse na janela "Results" (Resultados) e usando a fung¢éao "Export to
Excel" (Exportar para Excel).

18. Para a andlise dos valores IC, selecionar "Analysis" e "Cycling A.
Orange" (Ciclo A. Laranja)

19. Selecionar "Dynamic tube" (Tubo dindmico).

20. Selecionar "Slope correct" (Correcao de declive).

21. Selecionar "Take Off Adj." (Ajuste de partida) e inserir "15" na célula
superior e "35" na célula inferior.

-

Take Off Point Adjustment 2

Adjust the cycle to be uzed az take off point.

If take off point was calculated |45

before cypcle
Then uze the following cycle 3z |35
take off paint

ok, |D.:.ﬂ-:mdiust| Cancel |

22. Definir o grdafico como escala linear e o limiar (threshold) como 0,03.
23. Os dados podem ser exportados clicando com o botao direito do

mouse na janela "Resulis" (Resultados) e usando a fungéo "Export to
Excel" (Exportar para Excel).

|
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Defini¢does para a andlise PCR

Correcdo  Ajuste de
Tubo de partida*
dinGmico declive (Take —off
(Dynamic Limiar (Slope adjustment)
Canal Alvo Tube) (Threshold) Correct)
Verde HCV Ligado 0,05 Desligada  15/35
Laranja  ICt Ligado 0,03 Ligada 15/35

* O ajuste de partida necessita do software RGQ na versdo 2.3 ou superior.
t1C: Controle interno

24. Os seguintes resultados (24a, 24b e 24c) sdo possiveis.

As figuras 12 e 13 apresentam exemplos de reacdes de PCR positivas e
negativas.

A tabela 9 mostra as diretrizes para a interpretacéo dos resultados
quantitativos.

24a. E detectado um sinal no canal de fluorescéncia Cycling Green
(Ciclo Verde).
O resultado da andlise é positivo: a amostra contém RNA de HCV.

Neste caso, € dispensdvel a deteccdo de um sinal do canal

Cycling Orange, |4 que as altas concentracdes iniciais de RNA de HCV
(sinal positivo no canal Cycling Green) podem levar a um sinal de
fluorescéncia reduzido ou ausente do controle interno no canal
Cycling Orange (competicdo).

24b. Néo é detectado sinal no canal de fluorescéncia Cycling Green. Ao
mesmo tempo, aparece um sinal do controle interno no canal
Cycling Orange.
Nao é detectdvel RNA de HCV na amostra. Ela pode ser considerada
negativa.

No caso de uma RT-PCR negativa para HCV, o sinal detectado do controle
interno exclui a possibilidade de inibigdo da RT-PCR.

24c. Nao é detectado sinal nos canais Cycling Green nem Cycling
Orange.
Nao é possivel inferir nenhum resultado.

Informagdes sobre causas de erro e respectivas solugdes podem ser
encontradas no "Guia de Resolucdo de Problemas", pédg. 36.
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34

Norm. Fluoro.,

Qs4
Qs3
Qs2
- Qs1

N

19

40 l45

g 'o '5 10

Threshold
A NTC
15 0 b5 30 I35

C

Figura 12. Detec¢éio dos padroes de quantificacdo (Hep. C Virus RG QS 1-4) no
canal de fluorescéncia Cycling Green. NTC: controle sem alvo (controle negativo).

Norm. Fluoro.
03] NTC\
0.2}
0.1
Threshold /
Bl [T 's 10 "5 20 25 30 '35 '40 45

Cy

Figura 13. Detecgéio do controle interno (IC) no canal de fluorescéncia

Cycling Orange com amplificacdo simultdnea dos padrées de quantificagdo (Hep.

C Virus RG QS 1-4). NTC: controle sem alvo (controle negativo).
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Deteccao de sinal e conclusées

Sinal no  Sinal no

canal canal Resultado
Cycling Cycling quantitativo
Green Orange (1U/ml) Interpretacéo

Resultado valido: RNA de HCV

detectado, <65 IU/ml*

A quantificagdo néo é possivel, |&
Sim Sim <33,6 que o resultado quantitativo esté

abaixo do limite de detecgdo. A

reprodutibilidade do resultado

positivo ndo é garantida.

Resultado valido: RNA de
HCVdetectado, <65 IU/ml*

A quantificagdo néo é possivel, |&
que o resultado quantitativo esté
abaixo do intervalo linear do ensaio.

Resultado valido: RNA de HCV
>65,0e detectado na concentracdo calculada
<1,00 x 10® O resultado quantitativo estd dentro
do intervalo linear do ensaio.

Resultado vdlido: RNA de
HCVdetectado,

>1,0x 10° IU/ml

A quantificagdo néo é possivel, |&
que o resultado quantitativo esté
acima do intervalo linear do ensaio.

>33,6 e
<65,0

Sim Sim

Sim Sim/Naof

Sim Sim/Néaof  >1,00x 10°

Resultado vdlido: Nao é detectdvel

N&o Sim - RNA de HCV.

Resultado invélido: Néo é possivel

Sim NéGo <65,0 inferir nenhum resultado.

Resultado invélido: Néo é possivel
inferir nenhum resultado.

*

Se o valor C; para o controle interno de uma amostra abaixo do intervalo linear ou de uma amostra negativa for
superior em mais de 3 ciclos ao valor C; para o controle interno do NTC (Cq ¢ amosia = Cr1c nTe >3), entdo a
amostra deve ser tratada como invdlida. N&o é possivel inferir nenhum resultado.

t Neste caso, é dispensdvel a deteccdo de um sinal no canal Cycling Orange, j& que as altas concentracoes

iniciais de RNA de HCV (sinal positivo no canal Cycling Green) podem levar a um sinal de fluorescéncia
reduzido ou ausente do controle interno no canal Cycling Orange (concorréncial).
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Guia de resolucdao de problemas

Este guia de resolucdo de problemas pode ser Gtil para resolver eventuais
problemas que possam surgir. Os cientistas da Assisténcia Técnica da QIAGEN
estéio sempre prontos para responder a quaisquer ddvidas que vocé tenha
sobre as informacdes e protocolos neste manual ou sobre tecnologias de
amostragem e ensaio (para informacdes de contato, consultar o verso do
manual ou acessar www.giagen.com).

Comentdrios e sugestoes

Auséncia de sinal com controles positivos (Hep. C Virus RG QS 1-4) no
canal de fluorescéncia Cycling Green

a)

d)

36

O canal de
fluorescéncia
selecionado para
andlise dos dados de
PCR néo é compativel
com o protocolo

Programacgdo incorreta
do perfil de
temperatura do
instrumento
Rotor-Gene

Configuragdo incorreta
da PCR

As condicdes de
armazenamento para
um ou mais
componentes do kit
ndo cumprem as
instrugdes fornecidas
em "Armazenamento”
(pdgina 6)

O prazo de validade
do kit artus HCV RG
RT-PCR expirou

@ Para andlise de dados, selecionar o canal
de fluorescéncia Cycling Green para a RT-PCR
de HCV analitica e o canal de fluorescéncia
Cycling Orange para a RT-PCR do controle
interno.

@ Comparar o perfil de temperatura com o
protocolo. Ver “Protocolo: PCR e andlise de
dados”, pdg. 24.

@ Verificar as etapas do trabalho através do
esquema de pipetagem e repetir a PCR, caso
necessdrio. Ver "Protocolo: PCR e andlise de
dados", pdg. 24.

@ Verificar as condi¢des de armazenamento
e a data de validade (ver rétulo do kit) dos
reagentes e usar um novo kit, caso necessdrio.

@ Verificar as condigdes de armazenamento
e a data de validade (ver rétulo do kit) dos
reagentes e usar um novo kit, caso necessdrio.
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Comentdrios e sugestoes

Sinal fraco ou ausente do controle interno no canal de fluorescéncia
Cycling Orange e auséncia simultanea de sinal no canal Cycling
Green

a) As condi¢des da PCR
ndo cumprem os
requisitos do protocolo

® Verificar as condicées da PCR (ver acima)
e repetir a PCR com as definicées corrigidas,
caso necessario.

b) A PCR foi inibida ® Certificar-se de usar o método de
purificagéo recomendado e seguir
rigorosamente as instru¢des do fabricante.

@ Certificar-se de que, durante a purificacdo
de RNA, foi realizada a etapa recomendada de
centrifugacdo adicional antes da eluicéo, a fim
de remover eventuais residuos de etanol (ver
"PurificacGo de RNA", pdgina 22).

c) RNA foi perdido

durante a extracdo ® Se o controle interno foi acrescentado &

extragdo, a auséncia de um sinal do controle
interno pode indicar a perda de RNA durante a
purificagdo. Certificar-se de usar o método de
purificagéo recomendado (ver "Purificacéo de
RNA", pdgina 22) e seguir rigorosamente as
instrucdes do fabricante.

d) As condicées de
armazenamento para
um ou mais
componentes do kit
ndo cumprem as
instrucdes fornecidas
em "Armazenamento”
(pdgina 6)

@ Verificar as condi¢des de armazenamento
e a data de validade (ver rétulo do kit) dos
reagentes e usar um novo kit, caso necessdrio.

O de validad
°) dolC;(ri?zcr)fuse :8/ oRGe @ Verificar as condicées de armazenamento

RT-PCR expirou e a data de validade (ver rétulo do kit) dos
reagentes e usar um novo kit, caso necessdrio.
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Comentdrios e sugestoes

Controles negativos com amplificacdo no canal de fluorescéncia
Cycling Green da PCR analitica

a) Contaminagéo
ocorrida durante a
preparagdo da PCR

® Repetir a PCR com novos reagentes nas
replicatas.

® Se possivel, fechar os tubos de PCR logo
apds adicionar a amostra a ser testada.

® Certificar-se de que os controles positivos
sejam pipetados por Ultimo.

® Garantir que o espaco de trabalho e os
instrumentos sejom descontaminados
regularmente.

b) Contaminagdo

ocorrida durante a ® Repetir a extragdo e a PCR da amostra a

ser testada usando novos reagentes.

extracdo
® Garantir que o espaco de trabalho e os
instrumentos sejam descontaminados
regularmente.
Referéncias

1. Mackay, I.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin.
Microbiol. Infect. 10, 190.

2. Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, p. 452—
456.
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Informacoes para pedidos

Produto indice N2 cat.
Kit artus HCV RG Para 24 reacdes: 2 master mix , 4 4518253
RT-PCR (24) padrées de quantificacdo,

controle interno, dgua (grau PCR)

Kit QlAamp DSP Virus - para purificagdo de dcidos
nucleicos virais de plasma humano para fins de
diagnéstico in vitro

Kit QlAamp DSP Para 50 preparacées: Colunas 60704
Virus para centrifugacdo QlAamp

MinElute®, tampées, reagentes,

tubos, extensores de coluna e

VacConnectors

Rotor-Gene Q e acessdrios

Plataforma Rotor- Ciclador de PCR em tempo real e 9001580
Gene Q 5plex HRM  analisador High Resolution Melt

com 5 canais (verde, amarelo,

laranja, vermelho, carmim) mais

canal HRM, computador portdtil,

software, acessérios: inclui 1 ano

de garantia das pecas e mdo-de-

obra, instalacdo e treinamento

ndo incluidos

Sistema Rotor-Gene Ciclador de PCR em tempo real e 9001650
Q 5plex HRM analisador High Resolution Melt

com 5 canais (verde, amarelo,

laranja, vermelho, carmim) mais

canal HRM, computador portdatil,

software, acessérios: inclui 1 ano

de garantia das pecas e mdo-de-

obra, instalagdo e treinamento

Bloco de carga 72 x  Bloco de aluminio para 9018901
tubos de 0,1 ml configuracdo manual da reagdo

com uma pipeta de um canal em
72 x tubos de 0,1 ml

Bloco de carga 96 x Bloco de aluminio para 9018905
tubos de 0,2 ml configuracdo manual da reagdo

numa série normal 8 x 12 com 96

x tubos de 0,2 ml
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Produto indice N2 cat.

Strips de tubos e 250 Strips de 4 tubos e tampas 981103
tampas, 0,1 ml para 1000 reacdes

(250)

Strips de tubos e 10 x 250 Strips de 4 tubos e 981106
tampas, 0,1 ml tampas para 10.000 reacdes

(2500)

Tubos PCR, 0,2 ml 1000 tubos de paredes finas para 981005
(1000) 1000 reagdes

Tubos PCR, 0,2 ml 10 x 1000 tubos de paredes finas 981008
(10.000) para 1000 reacdes

Para obter informacgdes de licenciamento atualizadas e termos de isencdo de
responsabilidade especificos do produto, consultar o manual do usuério ou o
manual de instrugdes do respectivo kit QIAGEN. Os manuais dos kits QIAGEN
e manuais do usudrio estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser
solicitados & assisténcia técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.
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A aquisi¢éo deste produto permite ao comprador o seu uso para realizar servicos de diagnéstico em processos de diagnéstico humano in vitro.
Néo é aqui concedida patente geral ou outra licenca de qualquer tipo além deste direito de uso especifico a partir da compra.

Marcas registradas: QIAGEN®, QlAamp®, artus®, MinElute®, Rotor-Gene® (Grupo QIAGEN); COBAS®, TagMan® (Grupo Roche).

Acordo de licenga limitada

A utilizagéo deste produto implica a concordéncia por parte de qualquer comprador ou usudrio do kit artus HCV RG RT-PCR com os seguintes
termos:

1.

O kit artus HCV RG RT-PCR pode ser usado somente de acordo com o manual do kit artus HCV RG RT-PCR e apenas para utilizagdo com os
componentes contidos no kit. A QIAGEN néo concede qualquer licenca sob sua propriedade intelectual para usar ou incorporar os
componentes contidos neste kit com quaisquer componentes néo incluidos neste kit, exceto conforme descrito no manual do kit artus HCV RG
RT-PCR e em protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com.

Com excegdo das licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizagdo néo
infrinjam os direitos de terceiros.

Este kit e seus componentes estdo licenciados para uma Unica utilizagdo e ndo podem ser reutilizados, renovados ou revendidos.
A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenca, expressa ou implicita, além das expressamente declaradas.

O comprador e usudrio do kit concorda em n&o tomar nem permitir que qualquer outra pessoa tome quaisquer medidas que possam conduzir
a (ou facilitar) qualquer dos atos proibidos acima. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes deste acordo de licenca limitada em qualquer
tribunal, e ird recuperar todos os seus custos legais e de investigagéo, incluindo honorérios de advogados, em qualquer processo destinado a
fazer cumprir este acordo de licenga limitada ou qualquer dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao kit e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenga atualizados, ver www.giagen.com.

© 2015 QIAGEN, todos os direitos reservados. HB-2003-001
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