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1. Sobre estas instrugoes de utilizagao

Estas instrugdes de utilizagdo orientam o utilizador na utilizagdo do kit AltoStar®
Adenovirus PCR Kit 1.5. Os capitulos 1-6 e 9—-14 contém informagdes gerais e
instrugbes que se aplicam a cada ordem de tarefas utilizada com o kit AltoStar®
Adenovirus PCR Kit 1.5. O capitulo 7 da instrugées sobre a forma de utilizar o
produto com o AltoStar® Automation System AM16 (sistema de automagdo)
(Hamilton; doravante sintetizado como AltoStar® AM16) com o AltoStar® Connect
software (Verséo 1.7.4 ou superior, Hamilton) para configuragdo PCR automatizada
e no CFX96™ Deep Well Dx System* (Bio-Rad, doravante sintetizado como
CFX96™ DW Dx) com o CFX Manager™ Dx software (Versdo 3.1, Bio-Rad) para
PCR em tempo real. O capitulo 8 da instru¢gdes sobre a forma de utilizar o kit
AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 em conjunto com outros métodos para a extragdo
de acido nucleico e instrumentos PCR em tempo real. Para pormenores sobre
a utilizagdo do AltoStar® AM16, do AltoStar® Connect software, do kit AltoStar®
Purification Kit 1.5, do AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno) e do CFX96™
DW Dx, consulte as respetivas instrugdes de utilizagéo indicadas abaixo:

* AltoStar® Automation System AM16 Manual IVD do Operador (Hamilton)

» AltoStar® Connect Software Manual IVD (Hamilton)

« Instrugdes de utilizagdo AltoStar® Purification Kit 1.5

* Instrugdes de utilizagao AltoStar® Internal Control 1.5

» Sistemas CFX96™ Dx e CFX96™ Deep Well Dx Manual de operacdo
(Bio-Rad)

* «CFX96™ Deep Well Dx System» & a nova marca da verséo IVD do CFX96™ Deep Well
Real-Time PCR Detection System (sistema de detegdo) (Bio-Rad).

Ao longo deste manual, os termos ATENCAO e NOTA tém os seguintes
significados:

Destaca os procedimentos ou as instrugdes de funcionamento que, se
nao forem seguidos corretamente, podem resultar em lesdes pessoais
ou afetar o desempenho do produto. Contacte o apoio técnico da altona
Diagnostics para obter assisténcia.
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NOTA

® ] g R (e - By o
Consiste em informagdes Uteis para o utilizador mas que ndo s&o
1 essenciais para a tarefa em questé&o.

Leia as instrugdes de utilizagdo cuidadosamente antes de utilizar o produto.

2. Utilizagao prevista
O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 consiste num teste de diagnéstico in vitro,

baseado em tecnologia PCR em tempo real, para detecéo e quantificagdo de ADN
especifico de adenovirus humano (HAdV) em plasma e sangue total humanos.

Destina-se a ser utilizado como uma ajuda ao diagnéstico de infegdo por HAdV e
para monitorizagdo da carga de HAdV em pessoas com uma infe¢do por HAdV.

Os resultados obtidos com o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 tém de ser
interpretados juntamente com outros dados clinicos e laboratoriais.

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 destina-se a ser utilizado por profissionais
com formagéo em técnicas de biologia molecular e procedimentos de diagnéstico
in vitro.
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3. Conteudo do kit

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 contém os seguintes componentes:

Tabela 1: Componentes do kit

Volume nominal

Cor da tampa Componente Numero de tubos

[ul/tubo]

Master A 8
Violeta Master B 8 180%
Vermelho QS14 2 250
Vermelho QS24 2 250
Vermelho QS3% 2 250
Vermelho QS44 2 250
Branco NTC® 2 250

" Contém material biolégico de origem animal

2 Contém um volume adicional de 25 pl para compensar o volume morto de manuseamento
de liquidos do AltoStar® AM16

3 Contém um volume adicional de 55 pl para compensar o volume morto de manuseamento
de liquidos do AltoStar® AM16

4 Padrdo de Quantificagdo (controlo positivo)
5 No Template Control (controlo negativo)

Antes da primeira utilizagao, verifique o produto e os seus componentes
relativamente a integralidade quanto ao numero, tipo e contetdos. Nao
utilize um produto defeituoso ou incompleto, o desempenho do produto
poderia ficar comprometido.

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 contém reagentes suficientes para realizar
96 reagdes num numero maximo de 8 processamentos.

10



AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

O produto é enviado em gelo seco. No momento da entrega e antes da primeira
utilizacao, verifique o produto e os respetivos componentes relativamente a:

* Integridade

* Integralidade quanto ao numero, tipo e conteudos
« Etiquetagem correta

» Data de validade

» Estado congelado

* Limpidez e auséncia de particulas

Se um ou mais componentes do produto nao estiverem congelados no momento da
recegao, se os tubos tiverem ficado comprometidos durante o envio ou estiverem
em falta, contacte o apoio técnico da altona Diagnostics para obter assisténcia
(consulte o capitulo 12. Apoio técnico).

4. Armazenamento e manuseamento

Todos os reagentes incluidos no kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 sdo solugbes
prontas a usar.

4.1 Armazenamento

Todos os componentes do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 tém de ser
armazenados entre -25 °C e -15 °C no momento da chegada.

Condi¢cdes de armazenamento incorretas podem comprometer o
desempenho do produto.

Nao utilize produtos para além da data de validade. A utilizagdo de
produtos expirados pode comprometer o desempenho do produto.

11
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4.2 Manuseamento

A

A

N&o ultrapasse a sequéncia descongelar-congelar e a duragéo de
manuseamento conforme especificado nestas instrugdes de utilizagao,
pois tal poderia comprometer o desempenho do produto.

O manuseamento incorreto de componentes e amostras do produto
podera causar contaminagéo e pode comprometer o desempenho do
produto:

- Nao troque tampas de frascos ou garrafas.

- Armazene o material positivo e/ou potencialmente positivo separado
dos componentes do kit.

- Utilize areas de trabalho separadas para a preparagao da amostra/
preparacao da reagdo e as atividades de amplificacao/detecao.

- Elimine sempre as luvas apdés manusear material positivo e/ou
potencialmente positivo.

- Néaoabraas PCR plates (placas PCR) e/ou tubos apés a amplificacéo.

Nao misture componentes de lotes de kits diferentes. A utilizagéo de
lotes de kits diferentes pode comprometer o desempenho do produto.

4.2.1 Master A e Master B

Apds a descongelacdo, o Master A e o Master B mantém-se estaveis durante

5 horas a uma temperatura até +30 °C.

NOTA

1

Se o Master A e o Master B forem descongelados mas néo
utilizados, podem ser novamente congelados e descongelados para
processamentos posteriores. No caso de abertura, elimine as tampas e
utilize tampas novas para evitar a contaminacéo dos reagentes.

12
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4.2.2 Padroes de Quantificagao e No Template Control
(controlo negativo)

1. Apds a descongelagdo, os Padroes de Quantificagdo (QS) e o No Template
Control (NTC, controlo negativo) mantém-se estaveis durante 5 horas até
+30 °C.

2. Elimine as tampas dos tubos QS e NTC a cada utilizagéo e utilize tampas
novas para evitar a contaminacéo dos reagentes.

3. Apos a utilizagéo, feche os tubos QS e NTC com tampas novas e congele-os
imediatamente.

4. Nao ultrapasse a seguinte sequéncia descongelar-congelar para cada tubo
QS e NTC: Descongelar 1 — Congelar 1 — Descongelar 2 — Congelar 2 —
Descongelar 3 — Congelar 3 — Descongelar 4

5. Descricao do produto

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 consiste num teste de diagnéstico in vitro
para detecdo e quantificacdo de ADN especifico de HAdV em plasma e sangue
total humanos.

Baseia-se em tecnologia PCR em tempo real, utilizando a reacédo em cadeia da
polimerase (PCR) para a amplificacdo de sequéncias-alvo especificas de HAdV e
das sondas especificas para o alvo com marcagao fluorescente para a detegdo do
ADN amplificado.

Para além do sistema de detecdo e amplificagdo especifica do ADN do HAdV, o
ensaio inclui oligonucleotideos para a amplificagéo e detecdo do controlo interno
[AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno); doravante abreviado como IC].

As sondas especificas para o ADN do HAdV estdo marcadas com o fluoréforo
FAM™ . A sonda especifica para o IC esta marcada com um fluoréforo (JOE™)
detetavel no canal VIC™, por exemplo.

A utilizagdo de sondas associada a coloragbes distinguiveis permite a detegao
paralela do ADN especifico do HAdV e do IC nos canais de detegao correspondentes
do instrumento PCR em tempo real utilizado.

13
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5.1 Informacao de base

Os HAdV, isolados pela primeira vez na década de 1950 a partir de tecido adenoide
explantado, s&o virus com ADN de cadeia dupla sem involucro, que pertencem ao
género Mastadenovirus da familia Adenoviridae.

Os HAdV estéo presentes a nivel mundial sem um padrédo de infegdo sazonal e
estdo classificados em espécies A-G. A espécie B encontra-se ainda subdividida em
B1 e B2. Até a data, foram descritos pelo menos 57 serotipos diferentes que estao
atribuidos as espécies A a G. Todos os HAdV sao transmitidos por contacto direto,
por contaminacéo fecal-oral e, ocasionalmente, por agua. Os HAdV provocam uma
vasta gama de doencas, incluindo constipagdes, faringite, bronquite, pneumonia,
diarreia, conjuntivite (infecdo ocular), febre, cistite (inflamacdo ou infecdo da
bexiga), erupgéo cutanea e doencgas neurolégicas.

Os sintomas da doenca dependem do tropismo preferido do virus ao nivel do
tecido. Por exemplo, as doencas respiratérias sdo muitas vezes causadas pelas
espécies B1, C ou E, a conjuntivite pelas espécies B, D ou E e a gastroenterite pelas
espécies A, F ou G. As infegbes dos rins e do trato urinario estdo frequentemente
associadas a espécie B2.

As caracteristicas epidemiolégicas dos adenovirus variam consoante o tipo.
Enquanto alguns tipos de adenovirus humano sdo endémicos em certas partes
do mundo e a infegdo pelos mesmos é normalmente adquirida durante a infancia,
outros tipos provocam infegdes esporadicas e surtos ocasionais. A reativagcao
de infegdes latentes em hospedeiros imunocomprometidos, como recetores de
transplantes, pode provocar uma doenga disseminada que os coloque em risco
de vida.

Os HAdV sdo muito resistentes a condigbes ambientais diferentes e altamente
contagiosos, o que significa que, se ndo forem cuidadosamente realizados um
controlo da infecdo adequado e praticas de higiene corretas, podem ocorrer
facilmente surtos nosocomiais de doengas associadas ao adenovirus, como
a queratoconjuntivite epidémica. Em certos paises, & obrigatorio notificar as
autoridades locais relativamente a alguns casos de surtos de HAdV [1,2].

14
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5.2 Descrigao dos componentes

5.2.1 Master A e Master B

Master A e Master B contém todos os componentes (tamp&o PCR, polimerase do
ADN, sais de magnésio, primers e sondas) necessarios para permitir a amplificacéo
mediada por PCR e a detec¢do alvo do ADN especifico do HAdV e do IC numa
preparagao de reacao.

5.2.2 Padrées de Quantificagao

Os QS contém concentragdes padrdo do ADN especifico do HAdV (consulte a
tabela 2). O material utilizado para os QS incluidos no kit AltoStar® Adenovirus
PCR Kit 1.5 provém de material de referéncia produzido a nivel interno. Os QS
sdo utilizados para verificar a funcionalidade do sistema de detegédo e amplificacao
especifica do ADN do HAdV, assim como para gerar uma curva padréo, permitindo
a quantificagdo do ADN especifico do HAdV numa amostra.

Tabela 2: Padrdes de Quantificagéo

Padrao de Quantificagao Concentracao [copias/pl]
QS1 1,00E+04
QS2 1,00E+03
QS3 1,00E+02
QsS4 1,00E+01

5.2.3 No Template Control (controlo negativo)

O NTC néo contém ADN especifico do HAdV, mas contém o modelo de IC. O NTC
€ utilizado como controlo negativo para a PCR em tempo real especifica do ADN do
HAdV e indica a possivel contaminagdo do Master A e do Master B.

15
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5.3 Ordens das tarefas

5.3.1 AltoStar® Workflow (ordem das tarefas)

A AltoStar® Workflow (ordem das tarefas) inclui os seguintes produtos DIV:

AltoStar® Automation System AM16 (Hamilton)
AltoStar® Connect software versédo 1.7.4 ou superior (Hamilton)

CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad) com CFX Manager™ Dx software
versao 3.1 (Bio-Rad)

A ordem das tarefas inclui os seguintes passos:

4,

Programar um AltoStar® run (processamento).

Processamento de purificagdo no AltoStar® AM16 utilizando o kit AltoStar®
Purification Kit 1.5 e o AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno).

Processamento de configuragdo PCR no AltoStar® AM16 utilizando o kit
AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5.

Processamento PCR em tempo real num CFX96™ DW Dx.

Para mais pormenores sobre os passos 3 e 4 da ordem de tarefas, consulte o capitulo
7. Utilizar o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 com a AltoStar® Workflow (ordem
das tarefas). Todos os tipos de amostras e volumes de amostras especificados

para utilizar com o kit AltoStar® Purification Kit 1.5 podem ser processados em

simultaneo no AltoStar® AM16. Cada amostra pode ser analisada com tantos

ensaios PCR em tempo real em paralelo quanto o eluato disponivel permita.

NOTA

i Os ensaios com perfis de temperatura PCR diferentes sdo ordenados

automaticamente para separar PCR plates (placas PCR).

16
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5.3.2 Outras ordens das tarefas

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 pode ser utilizado com ordens das tarefas
compativeis (manuais ou automatizadas). Os instrumentos PCR em tempo real
que foram validados para utilizagdo com o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5
séo indicados no capitulo 5.3.2.2 Instrumentos PCR em tempo real. A utilizagéo de
procedimentos de extragao alternativos tem de ser validada pelo utilizador.

5.3.2.1 Extracao de acido nucleico

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 pode ser utilizado com sistemas de
extragdo de acido nucleico que ndo sejam o AltoStar® AM16. Os procedimentos
alternativos utilizados para a extragdo de acido nucleico tém de ser validados pelo
utilizador. Consulte o capitulo 8.2.1 Preparagdo de amostras para obter instrugdes
relativamente a utilizacdo do AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno)
em combinagdo com outros métodos de extragdo que ndo sejam o kit AltoStar®
Purification Kit 1.5.

5.3.2.2 Instrumentos PCR em tempo real

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi desenvolvido e validado com os seguintes
instrumentos PCR em tempo real:

« CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad)

« CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

* ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems)

» LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

*  QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)

Utilizando um dos instrumentos PCR em tempo real indicados acima (excepto
para o CFX96™ Deep Well Dx System), a configuragdo PCR, a programagéao do
instrumento bem como a andlise de dados tém de ser realizadas manualmente
(para mais pormenores, consulte os capitulos 8.2.2 Preparacdo da master mix a
8.2.5 Analise de dados).

17
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5.4 Amostras

5.4.1 Tipos de amostras

Os seguintes tipos de amostras podem ser utilizados com o kit AltoStar® Adenovirus
PCR Kit 1.5:

¢ Plasma EDTA humano
* Plasma com citrato humano
» Sangue total EDTA humano

» Sangue total com citrato humano

Nao utilize outros tipos de amostras! A utilizagdo de outros tipos de
amostras pode comprometer o desempenho do produto.
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5.4.2 Recolha e manuseamento de amostras

O sangue tem de ser recolhido com sistemas de recolha de sangue disponiveis
no mercado (por ex., Sarstedt, Becton Dickinson, Greiner ou equivalente). Os
conteudos dos tubos devem ser misturados diretamente apés a recolha de amostras.
As amostras de sangue devem ser enviadas refrigeradas entre +2 °C e +8 °C.
O transporte deve ser realizado de acordo com as instrugdes locais e nacionais
relativas ao transporte de materiais bioldgicos. Antes da utilizagdo, o sangue néo
deve ser armazenado durante mais de 48 horas a temperatura ambiente (entre
+20 °C e +25 °C), 3 dias entre +2 °C e +8 °C ou 7 dias entre -25 °C e -15 °C.

Para geracdo de plasma EDTA, o sangue total deve ser centrifugado de acordo
com as instrugdes fornecidas pelo fabricante do sistema de recolha no prazo
de 24 horas apods a recolha. Antes da utilizagdo, o plasma EDTA nao deve ser
armazenado durante mais de 48 horas a temperatura ambiente (entre +20 °C e
+25 °C), 5 dias entre +2 °C e +8 °C ou 2 meses entre -25 °C e -15 °C.

As amostras devem ser sempre tratadas como sendo infeciosas e com
risco (biologico), em conformidade com os procedimentos laboratoriais
A e de seguranca. No caso de derrames de material da amostra, utilize
imediatamente um desinfetante apropriado. Manuseie os materiais
contaminados como se se tratassem de materiais com risco bioldgico.

NOTA

- O armazenamento congelado de amostras ndo compromete o

desempenho do kit. Ao trabalhar com amostras congeladas, certifique-

1 se de que as amostras estao totalmente descongeladas e devidamente
misturadas antes da utilizagao.
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6. Adverténcias, precaugoes e limitagoes

Antes da primeira utilizagdo, verifique o produto e os seus componentes
relativamente a integralidade quanto ao numero, tipo e conteudos. Nao utilize
um produto defeituoso ou incompleto, o desempenho do produto poderia ficar
comprometido.

Condig¢des de armazenamento incorretas podem comprometer o desempenho
do produto.

Nao utilize produtos para além da data de validade. A utilizagéo de produtos
expirados pode comprometer o desempenho do produto.

N&o ultrapasse a sequéncia descongelar-congelar e a duragdo de
manuseamento conforme especificado nestas instru¢des de utilizagdo, pois
tal poderia comprometer o desempenho do produto.

O manuseamento incorreto de componentes e amostras do produto podera
causar contaminagao e pode comprometer o desempenho do produto:

> Nao troque tampas de frascos ou garrafas.

> Armazene o material positivo e/ou potencialmente positivo separado dos
componentes do kit.

o Utilize areas de trabalho separadas para a preparagdo da amostra/
preparacgéo da reagao e as atividades de amplificagdo/detegao.

o Elimine sempre as luvas apdés manusear material positivo e/ou
potencialmente positivo.

o Na&o abra as PCR plates (placas PCR) e/ou tubos apos a amplificagéo.

N&o misture componentes de lotes de kits diferentes. A utilizagao de lotes de
kits diferentes pode comprometer o desempenho do produto.

Nao utilize outros tipos de amostras! A utilizagdo de outros tipos de amostras
pode comprometer o desempenho do produto.

As amostras devem ser sempre tratadas como sendo infeciosas e com
risco (bioldgico), em conformidade com os procedimentos laboratoriais e de
seguranca. No caso de derrames de material da amostra, utilize imediatamente
um desinfetante apropriado. Manuseie os materiais contaminados como se
se tratassem de materiais com risco bioldgico.

O armazenamento de eluatos nas condigbes erradas podera provocar
a degradacédo da sequéncia-alvo do HAdV, o que poderia comprometer o
desempenho do produto.
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N&o utilize uma verséo do protocolo de ensaio que ndo seja a indicada no
cédigo de barras 2D nestas instrugcbes de utilizacdo. A utilizacdo de uma
versao incorreta do protocolo de ensaio poderia comprometer o desempenho
do produto.

A falta de centrifugagéo dos componentes do produto apds a descongelagéo
podera provocar contaminagdo com residuos de reagentes nas tampas, o
que poderia comprometer o desempenho do produto.

Na&o reutilize tampas de tubos para evitar a contaminagéo dos reagentes, pois
tal poderia comprometer o desempenho do produto.

A semelhanca de qualquer outro teste de diagnéstico, os resultados devem
ser interpretados tendo em consideracdo todos os dados clinicos e
laboratoriais.

Apresenca de inibidores de PCR (por ex., heparina) poderia causar resultados
invalidos ou falsos negativos.

Nao utilize volumes diferentes de Master A e Master B para a preparagéo da
master mix que ndo sejam os especificados nestas instru¢des de utilizacéo,
pois tal poderia comprometer o desempenho do produto.

N&o exceda o tempo de armazenamento da mistura PCR, pois tal poderia
comprometer o desempenho do produto.

N&o misture amostras ou ID de amostras durante a configuragdo PCR ou
transferéncia para o instrumento PCR. Tal poderia conduzir a resultados falsos
positivos ou falsos negativos devido a atribuicéo incorreta das amostras.

Nao utilize outras condi¢gdes de realizagdo do ciclo que ndo sejam as
especificadas nestas instrugdes de utilizagao, pois tal poderia comprometer o
desempenho do produto.

Na&o utilize outras definigdes de controlo para analise de dados que nao sejam
as especificadas nestas instrugdes de utilizagdo, uma vez que tal poderia
causar resultados de exames DIV incorretos.

No caso de a amostra conter outros agentes patogénicos que ndo o HAdV,
podera haver concorréncia com a amplificagéo alvo ou reatividades cruzadas,
causando resultados de exames DIV incorretos.

Aeliminacao de residuos perigosos e bioldgicos deve cumprir os regulamentos
nacionais e locais para evitar a contaminagao ambiental.

A existéncia potencial de mutacdes nas regides alvo do genoma do HAdV
abrangidas pelos primers e/ou sondas utilizados no kit podera resultar em
subquantificagdo e/ou na incapacidade de detecdo da presenca do agente
patogénico.
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7. Utilizar o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 com a
AltoStar® Workflow (ordem das tarefas)

Aparte seguinte destas instrucdes de utilizagdo descreve a utilizagéo do kit AltoStar®
Adenovirus PCR Kit 1.5 em conjunto com a AltoStar® Workflow (ordem das tarefas).
AAltoStar® Workflow (ordem das tarefas) inclui diferentes produtos DIV [o AltoStar®
AM16, o AltoStar® Connect software, o kit AltoStar® Purification Kit 1.5, o AltoStar®
Internal Control 1.5 (controlo interno) e o CFX96™ DW Dx]. A utilizagéo desses
produtos é descrita em pormenor nas respetivas instrugdes de utilizagéo.

» AltoStar® Automation System AM16 Manual IVD do Operador (Hamilton)
» AltoStar® Connect Software Manual IVD (Hamilton)

» Instrugdes de utilizagéo AltoStar® Purification Kit 1.5

» Instrugdes de utilizagdo AltoStar® Internal Control 1.5

» Sistemas CFX96™ Dx e CFX96™ Deep Well Dx Manual de operagao
(Bio-Rad)

7.1 Volume de amostra

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 pode ser utilizado para purificagdes de acido
nucleico a partir de um volume de amostra de 500 ul quando se utiliza o AltoStar®
AM16. E necessario providenciar um volume de amostra adicional para ter em
consideracdo o volume morto do tubo de amostra utilizado (consulte o capitulo 7.2
Tubos de amostra).

7.2 Tubos de amostra

Os tubos de amostra adequados para utilizagdo com o AltoStar® AM16 podem ser
adquiridos na altona Diagnostics (tubo de 7 ml com tampa, 82 x 13 mm, VK000010).
Podem ser testados outros tubos de amostra para efeitos de aplicabilidade pelo
utilizador. Para mais detalhes, consulte as instrugdes de utilizagao do kit AltoStar®
Purification Kit 1.5.
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7.3 Cédigos de barras da amostra

Para identificagdo de uma amostra automatizada pelo AltoStar® AM16, todos os
tubos de amostra tém de ser etiquetados com um cdédigo de barras adequado.
Para mais detalhes, consulte as instrugdes de utilizagdo do kit AltoStar® Purification
Kit 1.5.

7.4 Materiais e dispositivos necessarios mas nao fornecidos
para a AltoStar® Workflow (ordem das tarefas)

O material e os dispositivos apresentados na tabela 3 tém de ser encomendados
a altona Diagnostics.

Tabela 3: Materiais e dispositivos necessarios

N.° de
encomenda

Material Descrigao

Pacote de produtos contendo o AltoStar®

Automation System AM16 (sistema

de automagéo), o AltoStar® Connect AM16
software (versdo 1.7.4 ou superior) e

equipamentos informaticos

AltoStar® Molecular Diagnostic
Workflow

Pacote de produtos contendo o CFX96™
Deep Well Dx System com o CFX
AltoStar® Detection Manager™ Dx software (verséo 3.1), DT16
um scanner de codigo de barras e
equipamentos informaticos

Quimica para o isolamento e purificagéo

P ] de acidos nucleicos para utilizagédo com PK15-16/

AltoStar® Purification Kit 1.5 s star® Automation System AM16 PK15-46
(sistema de automacéao)
Extragao de acido nucleico e controlo de 1C15-16/

e amplificacédo e detegéo por PCR 1C15-46
Placa multipogos semi-skirted com 96

PCR Plate pogos, com cédigo de barras, com pogos ~ VK000005
brancos
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N.° de
encomenda

Material Descrigcao

Pelicula de selagem para a PCR plate

PCR Pl ling Foil
CR Plate Sealing Foi (placa PCR)

VKO000006
Pontas com filtros de 1000 pl para

1,000 ul CO-RE Tips utilizagdo com o AltoStar® Automation VK000007
System AM16 (sistema de automacao)

Pontas com filtros de 300 pl para
300 ul CO-RE Tips utilizagdo com o AltoStar® Automation VK000008
System AM16 (sistema de automagéao)

Tubo com codigo de barras para

conjugagao de reagentes PCR VK000002

Pooling Tube

Saco estéril autoclavavel para utilizagéo
Waste Bag com o AltoStar® Automation System AM16  VK000009
(sistema de automacao)

Tampa de rosca para tubos QS1-QS4

Screw Cap - red ) VK000012

S G Tl Tampa de rosca para tubos de Master A VK000013
(azul)
T M B

S G e a'mpa de rosca para tubos de Master VK000015
(violeta)

S G e Tampa de rosca para tubos de NTC VK000016

(branco)

Tabela 4: Materiais e dispositivos de laboratério adicionais

Material Descrigao N.° de encomenda

por ex., AltoStar® Plate Sealer (selador
Selador de placa de placa)
por ex., PX1 Plate Sealer (Bio-Rad) VK000033

VK000023
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7.5 Materiais e dispositivos gerais
» Agitador vortex
* Luvas sem po (descartaveis)

* Centrifugadora para centrifugagcdo dos componentes do kit AltoStar®
Adenovirus PCR Kit 1.5

» Centrifugadora para centrifugagao de PCR plates (placas PCR)

7.6 Procedimento

7.6.1 Perspetiva geral da AltoStar® Workflow (ordem das
tarefas)

Os passos da AltoStar® Workflow (ordem das tarefas) completa estdo resumidos na
tabela 5. Sao fornecidas informacgdes sobre definicbes especificas para utilizar com
o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 no capitulo 7.6.2 Programar um AltoStar® run
(processamento). Para obter instru¢cdes detalhadas relativamente aos passos 1-5,
consulte as instrugdes de utilizagado do kit AltoStar® Purification Kit 1.5, do AltoStar®
Connect software e do AltoStar® AM16.
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Os passos 6—11 sdo descritos com mais pormenor nos capitulos 7.6.3 Iniciar um
processamento de configuragdo PCR a 7.6.10 Exportagéo de resultados PCR para

a interpretacdo manual de resultados.

Tabela 5: Perspetiva geral da AltoStar® Workflow (ordem das tarefas)

1. Iniciar o AltoStar® AM16

2. Efetuar a manutengao

3. Programar um AltoStar®

run (processamento)

Acao
Ligue o AltoStar® AM16.
Ligue o computador e o monitor.
Inicie o AltoStar® Connect software.
Na barra de menus, clique em Application —

Instrument Maintenance (Aplicagdo — Manutengéo
de Instrumento).

° No caso de manutengdo semanal, clique em

Start Weekly Maintenance (Iniciar Manutengao
Semanal).

> No caso de manutengdo didria, clique em Start

Daily Maintenance (Iniciar Manutencao Diaria).

Siga as instrugdes no ecra relativas ao processo de
manutengao.

Na barra de menus, clique em Program Run
— Program Run (AltoStar® Purification)
[Processamento de Programa — Processamento de
Programa (Purificacdo AltoStar®)]. Em alternativa,
regresse ao Ecra Inicial e clique no botdo Program
Run (Processamento de Programa).

Introduza as amostras ou importe-as a partir do LIMS.

Selecione o seguinte ensaio para as amostras, exceto
ja importado do LIMS:

o AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

Clique no botdo Create Run (Criar Processamento)
na barra de ferramentas para criar o AltoStar® run
(processamento).
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4. Iniciar um .

processamento de

purificagao

Acéao

Na barra de menus clique em Purification — Start
Purification (Purificagdo — Iniciar Purificacdo). Em
alternativa, regresse ao Ecra Inicial e clique no botéo
Start Purification (Iniciar Purificacéo).

Selecione o processamento de purificagdo a ser
iniciado para apresentar as amostras incluidas no
processamento de purificagéo selecionado.

Prepare os reagentes de purificagao:

Certifigue-se de que os reagentes de purificagdo a
utilizar ttm o mesmo numero de carga [exceto para
o AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno)] e
néo estao fora da validade.

Se existirem precipitados visiveis no Lysis
Buffer (tampao de lise), aquega-o (< +50 °C) até
dissolverem totalmente.

Descongele o IC [AltoStar® Internal Control 1.5
(controlo interno)] e agite em vortex durante
5 segundos.

Agite em vortex as Magnetic Beads (esferas
magnéticas) durante 5 segundos sem molhar a
tampa.

Prepare as amostras para o processamento de
purificagcdo a ser iniciado, conforme descrito nas
instrucdes de utilizagdo do kit AltoStar® Purification
Kit 1.5.

Clique no botéo Start Run (Iniciar Processamento) na
barra de ferramentas.

Siga a caixa de dialogo Loading (Carregamento) e
carregue o instrumento em conformidade.

Confirme a mensagem Loading Complete (Carga
Concluida) com OK ou aguarde 10 segundos.

O sistema realizara automaticamente o processamento de
purificagao.
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Acéao

5. Concluir o ¢ Certifique-se de que o tabuleiro de carga esta
vazio e confirme a caixa de didlogo Run finished

rocessamento de
g (Processamento Concluido) com OK.

purificagao

« Siga as instrugdes na caixa de dialogo Maintenance
(Manutengao) e confirme com OK.

* Sele e armazene os componentes do kit AltoStar®
Purification Kit 1.5 que podem ser reutilizados.

Os eluatos na eluate plate (placa de eluato) ndo selada
mantém-se estaveis a temperatura ambiente (max. +30 °C)
durante 4 horas.

* Se o processamento de configuragédo PCR associado
nao for iniciado de imediato, sele a eluate plate (placa
de eluato) com uma Eluate Plate Sealing Foil (pelicula
de selagem da placa de eluato) e armazene entre
+2 °C e +8 °C até 24 horas.

« Observe os resultados do processamento de
purificagdo para confirmar o processamento com
sucesso de cada amostra.
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6. Iniciar um
processamento de

configuracdao PCR

7. Concluir o

processamento de

configuragao PCR

Acéao

Na barra de menus, clique em PCR Setup —
Start PCR Setup (Configuragdo PCR — Iniciar
Configuracdo PCR). Em alternativa, regresse ao Ecra
Inicial e cligue no botdo Start PCR Setup (Iniciar
Configuracdo PCR).

Selecione o processamento de configuragdo PCR a
iniciar para visualizar a eluate plate (placa de eluato)
e o0s reagentes incluidos no processamento de
configuragéo PCR selecionado.

Prepare os reagentes PCR:

Certifique-se de que os reagentes principais e os
controlos a usar pertencem ao mesmo lote de kit e
estao dentro do prazo de validade.

Descongele a quantidade necessaria de tubos de
reagente principal e controlo, agite brevemente em
vortex e centrifugue numa centrifugadora.

Se a eluate plate (placa de eluato) estiver selada,
centrifugue-a brevemente e remova a selagem com
cuidado.

Clique no botédo Start Run (Iniciar Processamento) na
barra de ferramentas.

Siga a caixa de dialogo Loading (Carregamento) e
carregue o instrumento em conformidade.

Confirme a mensagem Loading Complete (Carga
Concluida) com OK ou aguarde 10 segundos.

O sistema realizara automaticamente o processamento de
configuracéo PCR.

Certifique-se de que o tabuleiro de carga esta
vazio e confirme a caixa de didlogo Run finished
(Processamento Concluido) com OK.

Siga as instrugdes na caixa de didlogo Maintenance
(Manutengéo) e confirme com OK.

Feche e armazene os componentes do kit AltoStar®
Adenovirus PCR Kit 1.5 que podem ser reutilizados.

Observe os resultados de processamento de
configuragdo PCR para confirmar o processamento
com sucesso de cada amostra.

29




AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

Acéao

SHEEE R I IELEE . Sele a PCR plate (placa PCR) com uma PCR Plate
PCR) Sealing Foil (pelicula de selagem da placa PCR).

9. Iniciar o processamento e Ligue o CFX96™ DW Dx e o respetivo computador e
PCR monitor.

* Inicie o CFX Manager™ Dx software.
e Abrao CFX96™ DW Dx.

* Centrifugue a PCR plate (placa PCR) e insira-a no
CFX96™ DW Dx.

* Selecione File — Open — LIMS File... (Ficheiro —
Abrir — Ficheiro LIMS...) a partir da barra de menus.

* Digitalize o cédigo de barras da PCR plate (placa
PCR) com o scanner de cédigo de barras portatil.

¢  Feche o CFX96™ DW Dx.

* Clique no botdo Start Run (Iniciar Processamento)
para iniciar o processamento PCR. Atribua um nome e
guarde o ficheiro do processamento PCR.

O CFX96™ DW Dx realizara automaticamente o
processamento PCR.

10. Separar ensaios para + Separe todos os ensaios no processamento PCR em
analise individual grupos de pogos distintos.

11. Analisar os dados e Para cada grupo de pogos individualmente:

interpretar os resultados - Efetue a correcdo da linha de base em todos os pocos
do processamento PCR para todos os canais de deteg&o utilizados.

* Exclua os pogos com sinais irregulares de PCR.

« Defina os limiares de todos os canais de detecdo de
acordo com os controlos.

* Exclua os pogos que contém dados invalidos.

« Crie oficheiro de resultados do LIMS para a exportagéo
de resultados para o LIMS.

e Crie o relatério de resultados para a interpretagéo
manual de resultados.
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O armazenamento de eluatos nas condicdes erradas podera provocar
A a degradagéo da sequéncia-alvo do HAdV, o que poderia comprometer
o0 desempenho do produto.

7.6.2 Programar um AltoStar® run (processamento)

Para obter informagdes detalhadas sobre como iniciar um AltoStar® run
(processamento), consulte as instrugdes de utilizagdo do kit AltoStar® Purification
Kit 1.5, do AltoStar® Connect software e do AltoStar® AM16. As definigdes
especificas para utilizagdo com o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 séo
indicadas abaixo:

» Para a aplicacéo de ensaio quantitativo séo selecionados QS1-4 e NTC e
para a aplicagao de ensaio qualitativo sdo selecionados QS4 e NTC.

* O volume de amostra necessario é de 500 pl, acrescido do volume morto,
para o respetivo tubo de amostra (consulte os capitulos 7.1 Volume de
amostra e 7.2 Tubos de amostra).

« O volume de eluato necessario para o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5
é de 10 pl.

» Certifique-se de que a versdo correta do protocolo de ensaio é utilizada
para o processamento. Para informagdes sobre a versdo do protocolo atual,
consulte o capitulo 16. Protocolo de ensaio para o AltoStar® Connect software
e informacgé&o para a integragao LIMS. O respetivo protocolo de ensaio esta
codificado no cédigo de barras 2D ai apresentado. Para informagbes sobre
purificagdo e importagdo do protocolo de ensaio para o AltoStar® Connect
software, consulte as respetivas instru¢des de utilizagao.

Nao utilize uma verséo do protocolo de ensaio que ndo seja a indicada
no codigo de barras 2D nestas instrugdes de utilizagéo. A utilizagao de
uma versao incorreta do protocolo de ensaio poderia comprometer o
desempenho do produto.
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7.6.3 Iniciar um processamento de configuragido PCR

1. Selecione PCR Setup — Start PCR Setup (Configuragdo PCR — Iniciar
Configuragdo PCR) na barra de menus. Em alternativa, regresse ao Ecra
Inicial do AltoStar® Connect software e selecione o botdo Start PCR Setup
(Iniciar Configuragdo PCR). E apresentado o ecrd Start PCR Setup Run
(Iniciar Processamento de Configuragao PCR).

Os processamentos de configuragdo PCR pendentes sdo apresentados na
tabela Programmed PCR Setup Runs (Processamentos de Configuragdo PCR
Programados) no lado esquerdo do ecra.

2. Selecione o processamento de configuraggo PCR a iniciar na tabela
Programmed PCR Setup Runs (Processamentos de Configuragdo PCR
Programados).

» Asamostrasincluidas no processamento de configuragédo PCR selecionado
séo apresentadas na tabela no lado superior direito do ecrd [Samples in
selected PCR Setup Run (Amostras no Processamento de Configuracéo
PCR selecionado)].

* Os QS e os controlos necessarios para o processamento de configuragdo
PCR selecionado sao apresentados na tabela no lado direito central do
ecra [Controls in selected PCR Setup Run (Controlos no Processamento
de Configuragdo PCR selecionado)].

* O numero de tubos principais necessario para o processamento de
configuragdo PCR selecionado é apresentado na tabela no lado inferior
direito do ecra [Required master tubes for the selected PCR Setup Run
(Tubos principais necessarios para o Processamento de Configuragéo
PCR selecionado)].

NOTA

O numero de amostras prioritarias num processamento de configuragéo
o PCR ¢ apresentado na coluna No. of prioritized Samples (N.° de
1 Amostras prioritarias). Realize os processamentos de configuragéo
PCR com amostras prioritarias em primeiro lugar para permitir o
processamento mais rapido dessas amostras.
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Antes de clicar no botdo Start Run (Iniciar Processamento) na barra de
ferramentas, prepare os reagentes necessarios, conforme descrito no capitulo
7.6.3.1 Preparagcdo de reagentes para um processamento de configuragéo
PCR. Se a eluate plate (placa de eluato) necessaria para o processamento de
configuragéo PCR selecionado tiver sido selada para efeitos de armazenamento,
prepare-a conforme descrito nas instrugbes de utilizagdo do kit AltoStar®
Purification Kit 1.5.

7.6.3.1 Preparacao de reagentes para um processamento de
configuragao PCR

1. Descongele totalmente os QS, os controlos e 0 numero necessario de tubos
principais a temperatura ambiente (max. +30 °C).

2. Misture os reagentes por agitacéo ligeira em vortex.

3. Centrifugue brevemente os tubos para remover as gotas da tampa.

A falta de centrifugacdo dos componentes do produto apds a
descongelagdo podera provocar contaminagdo com residuos de
reagentes nas tampas, o que poderia comprometer o desempenho do
produto.

7.6.3.2 Carregar o AltoStar® AM16 para um processamento de
configuragao PCR

Para informacdes pormenorizadas relativas ao processo de carga, consulte as
instrugdes de utilizacdo do AltoStar® AM16 e do AltoStar® Connect software.

1. Clique no botdo Start Run (Iniciar Processamento) na barra de ferramentas
do ecra Start PCR Setup Run (Iniciar Processamento de Configuracdo PCR)
para visualizar a caixa de dialogo Loading (Carregamento).

A caixa de didlogo Loading (Carregamento) consiste numa representagéo visual da
plataforma AltoStar® AM16 no topo e numa tabela especificando os transportes, as
respetivas calhas na plataforma AltoStar® AM16 para cada transporte, o material
a carregar em cada transporte e os comentarios relativos a carga do transporte.
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NOTA

1

Para visualizar a posicao de um item num transporte e a posi¢cao do
transporte na plataforma AltoStar® AM16, selecione a respetiva linha da
tabela na caixa de didlogo Loading (Carregamento).

E visualizada a posicéo do item e respetivo transporte:

- Realgado a vermelho na representagéo visual da plataforma de
instrumentos

- No AltoStar® AM16 através de luzes de carga intermitentes acima
das calhas onde o transporte selecionado tem de ser colocado

2. Carregue o material necessario, a eluate plate (placa de eluato) preparada e
0s reagentes preparados nos transportes adequados.

Troque apenas bastidores de pontas de 1000 yl completamente vazios
por bastidores de pontas de 1000 ul completamente cheios no transporte
de pontas.

Troque apenas bastidores de pontas de 300 pl completamente vazios
por bastidores de pontas de 300 ul completamente cheios no transporte
de pontas e placas.

NOTA

1

A troca de bastidores de pontas que ndo estejam completamente
vazios, assim como o manuseio de pontas individuais, poderao interferir
com a gestdo automatica das pontas e provocar a interrupgdo do
processamento.

Coloque a eluate plate (placa de eluato) necessaria com o pogo A1 a
esquerda da posicao da placa preta.

Coloque uma PCR plate (placa PCR) com o poco A1 a esquerda da
posicao da placa frontal prateada.

Carregue um transporte do tubo 24 com um tubo de conjugacdo nao
utilizado para cada ensaio no processamento de configuracao PCR.

Empurre com cuidado os tubos totalmente até ao fundo do transporte e
rode-os até que os codigos de barras do tubo fiquem visiveis na janela do
transporte.

Carregue o transporte de tubo de reagente 32 com os componentes do
ensaio necessarios para o processamento de configuragcédo PCR.

34



AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

*  Empurre com cuidado os tubos totalmente até ao fundo do transporte e
rode-os até que os codigos de barras do tubo fiquem visiveis na janela do
transporte.

NOTA

1 A posicéo dos tubos individuais nos transportes é arbitraria.

NOTA

O volume dos componentes carregados nado é verificado pelo sistema

o - .
antes do processamento. Um volume de componente insuficiente

1 impedira uma configuragcdo PCR bem-sucedida relativamente ao ensaio
em questao.

NOTA

L Iniciar um processamento de configuraggo PCR com as tampas
nos tubos pode provocar a interrupgdo do processamento durante o
processamento.

3. Carregue os transportes com o codigo de barras do transporte direcionado
para a retaguarda virado para a direita.

4. Introduza os transportes preenchidos nas respetivas calhas, entre os blocos
deslizantes da parte frontal e traseira do tabuleiro de carga, até que estes
toquem nos ganchos de paragem no lado mais afastado do tabuleiro de carga.

NOTA

Empurrar os transportes para além dos ganchos de paragem pode
1 danificar o instrumento e interferir com o processo de carga.

5. \Verifique se a chapa de ejegcdo de pontas e o recipiente de eliminagéo de
pontas estdo na posicao correta e se foi colocado um novo saco de residuos
no recipiente.

6. Cliqgue em OK na caixa de dialogo Loading (Carregamento) para avangar com
o processo de carga.
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NOTA

o Clicando em Cancel (Cancelar), o processamento de configuracéo
PCR sera cancelado, mas pode ser iniciado novamente (consulte o
capitulo 7.6.3 Iniciar um processamento de configuracdo PCR).

O AltoStar® AM16 coloca os transportes no instrumento e efetua a verificagdo do
codigo de barras.

NOTA

O AltoStar® AM16 verifica automaticamente:

- Otipo e a localizagao corretos dos transportes carregados

- A identidade e a posigdo corretas dos itens carregados nos

transportes
1 - Acongruéncia do lote dos componentes dos kits de ensaio individuais
AltoStar®

- Avalidade de todos os componentes do ensaio AltoStar® carregados
- O posicionamento correto da chapa de ejecao de pontas

Se alguma destas verificagbes falhar, € apresentada uma caixa de diadlogo de
mensagem especificando o problema em questdo e as instrugdes para corrigir
o problema em conformidade. Para mais informacdes relativas ao tratamento de
erros, consulte as instrugdes de utilizagdo do AltoStar® Connect software.

NOTA

3 Alterar as posicdes de qualquer item carregado depois de o transporte
ter sido colocado no instrumento pode dar origem ao cancelamento do
processamento de configuracao PCR e/ou danificar o instrumento.

Quando todas as verificagdes forem aprovadas é apresentada a caixa de dialogo
Loading complete (Carga Concluida).

7. Confirme a caixa de dialogo Loading complete (Carga Concluida) clicando em
OK ou aguarde 10 segundos para o inicio automatico do processo.
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NOTA

o Clicando em Cancel (Cancelar), o processamento de configuracéo
PCR sera cancelado, mas pode ser iniciado novamente (consulte o
capitulo 7.6.3 Iniciar um processamento de configuracdo PCR).

O processamento de configuragdo PCR é iniciado e sera conduzido sem a
intervengéo de utilizador.

7.6.3.3 Durante o processamento de configuragao PCR

Nao é necessaria a interagéo de utilizador até a conclusao do processamento de
configuragdo PCR. O ecra de Processing Status (Estado de Processamento) é
apresentado mostrando o estado do processamento de configuragdo PCR e o
tempo estimado restante.

NOTA

3 Empurrar ou puxar os transportes ou a porta do AltoStar® AM16
durante um processamento de configuragdo PCR podera cancelar o
processamento.

7.6.4 Conclusao do processamento de configuragao PCR

No final do processamento de configuracdo PCR, é apresentada a caixa de dialogo
Run finished (Processamento Concluido).

1. Certifique-se de que o tabuleiro de carga esta vazio.

2. Confirme a caixa de dialogo Run finished (Processamento Concluido) clicando
em OK.

O AltoStar® AM16 descarregara os transportes. Certifique-se de que nao fica em
frente aos transportes a descarregar.

Depois de descarregar é apresentada a caixa de dialogo Maintenance (Manutengao).

3. Siga as instrugbes da caixa de dialogo Maintenance (Manutengéo).
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A tabela da caixa de dialogo apresenta o numero de reagdes nos tubos principais
que nao foram utilizados no processamento de configuragcdo PCR.

4. Se for imediatamente iniciado um outro processamento de configuracdo PCR
que utiliza a eluate plate (placa de eluato) atualmente carregada, a eluate
plate (placa de eluato) pode manter-se néo selada na posicao do transporte.
Se nao for o caso, sele e armazene a eluate plate (placa de eluato). Para mais
informacdes, consulte as instrugdes de utilizagdo do kit AltoStar® Purification
Kit 1.5.

NOTA

L Apo6s a conclusdo do processamento de purificagcdo, os eluatos na
eluate plate (placa de eluato) mantém-se estaveis a temperatura
ambiente (max. +30 °C) durante um total de 4 horas.

5. Feche os tubos de reagente com tampas novas apropriadas.

N&o reutilize tampas de tubos para evitar a contaminagéo dos reagentes,
pois tal poderia comprometer o desempenho do produto.

6. Armazene os reagentes para reutilizagdo conforme descrito no capitulo 4.2
Manuseamento.

7. Elimine os materiais usados (consulte o capitulo 10. Eliminagao).

8. Confirme a caixa de dialogo Maintenance (Manutengéo) clicando em OK.

7.6.4.1 Resultados do processamento de configuragao PCR

Os resultados do processamento de configuragdo PCR sao guardados no AltoStar®
Connect software.

1. Clique em PCR Setup — PCR Setup Results (Configuragdo PCR —
Resultados de Configuracdo PCR) na barra de menus para aceder ao ecra de
Results (Resultados).
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O ecra de Results (Resultados) apresenta uma tabela com todas as amostras
utilizadas no mais recente processamento de configuragdo PCR e uma coluna
Status (Estado) a direita que indica se o processo de configuragdo PCR de uma
determinada amostra ficou totalmente concluido (consulte a tabela 6).

Tabela 6: Resultados do processamento de configuragdo PCR

Status (Estado) Resultado do processamento de configuragao PCR

* O eluato foi processado com sucesso no processamento de
configuragéo PCR.

A mistura PCR resultante estd pronta para ser utilizada num
processamento PCR.
* O eluato nao foi processado com sucesso.

» Arespetiva mistura PCR sera automaticamente omitida na analise
PCR seguinte.

2. Para visualizar os resultados de processamentos de configuracdo PCR
anteriores, clique no botdo Load (Carregar) na barra de menus, selecione o
processamento de configuragdo PCR pretendido a partir da lista na caixa de
dialogo de abertura Load Results (Carregar Resultados) e clique em OK.

Sao automaticamente gerados 3 ficheiros de resultado de processamento de
configuragdo PCR pelo AltoStar® Connect software:

*  Um ficheiro LIMS (.xml) para passar informacdes detalhadas sobre o
processamento de configuragdo PCR, incluindo resultados, para o LIMS

* Um relatério (.pdf) com informagbes detalhadas sobre o processamento de
configuragéo PCR, incluindo resultados, para efeitos de documentagao

* Um ficheiro ciclador (.plrn) para a programagédo automatica do CFX96™
DW Dx

Estes ficheiros estdo guardados no local especificado nas definigdes do sistema do
AltoStar® Connect software.
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NOTA

Os ficheiros de resultado de processamento de configuragdo PCR
podem ser novamente gerados carregando o respetivo processamento
[ de configuragdo PCR e clicando no botdo Create LIMS File (Criar
1 Ficheiro LIMS), para gerar o ficheiro LIMS, ou no botdo Create Report
(Criar Relatdrio), para gerar o relatério, ou no botdo Create Bio-Rad
Cycler File (Criar Ficheiro Ciclador Bio-Rad) para gerar o ficheiro
ciclador.

7.6.5 Selagem da PCR plate (placa PCR)

Apos a conclusdo do processamento de configuragdo PCR, a PCR plate (placa
PCR) tem de ser selada com uma PCR Plate Sealing Foil (pelicula de selagem da
placa PCR). Recomenda-se a utilizagdo do AltoStar® Plate Sealer (selador de placa)
[4s3™ Semi-Automatic Sheet Heat Sealer (4titude)] ou do PX1 PCR Plate Sealer
(Bio-Rad). A adequabilidade de seladores de placa diferentes dos recomendados
tem de ser avaliada pelo utilizador.

Se um dos seladores de placa recomendados for utilizado para selagem, siga os
seguintes passos:

1. Ligue o selador de placa e certifique-se de que o adaptador de placa n&o esta
na gaveta.

2. Certifique-se de que as definigbes do selador de placa sédo as seguintes:

Tabela 7: Definigdes do selador de placa

Selador de placa Definicoes

Temperatura [°C] Tempo [s]

AltoStar® Plate Sealer

(selador de placa) [4s3™

170 2
Semi-Automatic Sheet Heat
Sealer (4titude)]
PX1 PCR Plate Sealer

175 3

(Bio-Rad)
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3. Aguarde até ser atingida a temperatura definida. Esta operacdo pode demorar
varios minutos.

4. Coloque a PCR plate (placa PCR) no adaptador de placa do selador de placa.

5. Coloque uma PCR Plate Sealing Foil (pelicula de selagem da placa PCR) na
PCR plate (placa PCR) de forma que o texto impresso «THIS SIDE UP» (este
lado para cima) fique legivel. Certifique-se de que todos os pogos da PCR
plate (placa PCR) estao cobertos com pelicula e que nenhum pogo é ocultado
pelo texto escrito.

NOTA

1

NOTA

Operar o selador de placa sem o adaptador de placa colocado na
gaveta podera danificar o selador. Neste caso, contacte o apoio técnico
da altona Diagnostics para obter assisténcia (consulte o capitulo 12.
Apoio técnico).

1

Se a estrutura ou a PCR Plate Sealing Foil (pelicula de selagem da placa
PCR) estiver incorretamente colocada, a pelicula pode colar a placa
de aquecimento no selador de placa durante a selagem. Tal danificara
o selador. Neste caso, ou se o passo de selagem tiver sido iniciado
sem uma PCR Plate Sealing Foil (pelicula de selagem da placa PCR),
deixe o selador de placa arrefecer até atingir a temperatura ambiente e
contacte o apoio técnico da altona Diagnostics para obter assisténcia
(consulte o capitulo 12. Apoio técnico).

6. Monte a estrutura de selagem no topo para prender a pelicula de selagem.

7. Abra a gaveta pressionando o botdo Operate (Operar)*/ [&**,

8. Coloque o conjunto constituido pelo adaptador de placa, a PCR plate (placa
PCR), a PCR Plate Sealing Foil (pelicula de selagem da placa PCR) e a
estrutura de selagem no selador de placa e pressione o botdo Operate
(Operar)*/ [&1**,

9. A gaveta fecha automaticamente, sela durante o tempo definido e reabre
automaticamente.

10. Retire a PCR plate (placa PCR) selada e o adaptador de placa do selador de
placa, e feche o selador de placa pressionando o botédo Close (Fechar)*/ [A]**,

* AltoStar® Plate Sealer (selador de placa) [4s3™ Semi-Automatic Sheet Heat Sealer

(4titude)]

**PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad)
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7.6.5.1 Estabilidade da mistura PCR

Apds a conclusdo do processamento de configuragdo PCR, a mistura PCR
na PCR plate (placa PCR) selada mantém-se estavel a temperatura ambiente
(max. +30 °C) durante 30 minutos.

Nao exceda o tempo de armazenamento da mistura PCR, pois tal
poderia comprometer o desempenho do produto.

7.6.6 Iniciar um processamento PCR

O processamento PCR é efetuado num CFX96™ DW Dx sob o controlo do CFX
Manager™ Dx software.

-

Ligue o CFX96™ DW Dx e o respetivo computador e monitor.
2. Inicie o CFX Manager™ Dx software.

3. Na barra de menus do CFX Manager™ Dx software, selecione File — Open
— LIMS File... (Ficheiro — Abrir — Ficheiro LIMS...) para abrir a caixa de
dialogo Open LIMS File (Abrir Ficheiro LIMS).

4. Ao abrir a caixa de didlogo Open LIMS File (Abrir Ficheiro LIMS), certifique-se
de que o cursor esta a piscar no campo File name (Nome do ficheiro) na parte
inferior. Caso contrario, clique no campo File name (Nome do ficheiro).

5. Digitalize o cédigo de barras da PCR plate (placa PCR) com o scanner de
codigo de barras portatil para selecionar e abrir automaticamente o ficheiro
LIMS correto. E apresentada a caixa de didlogo Run Setup (Configuragao do
Processamento).

NOTA

3 Todos os pardmetros necessarios para iniciar o processamento PCR
1 sdo automaticamente transferidos do AltoStar® Connect software para
o CFX96™ DW Dx através do ficheiro ciclador.

6. Cliqgue no botdo Open Lid (Abrir Tampa) na caixa de didlogo Run Setup
(Configuragéo do Processamento) para abrir a tampa do CFX96™ DW Dx.
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7. Centrifugue brevemente a PCR plate (placa PCR) selada para garantir que
todo o liquido esta no fundo dos pogos.

8. Insira a PCR plate (placa PCR) selada no bloco de aquecimento do CFX96™
DW Dx com o pogo A1 para o lado esquerdo.

9. Feche o CFX96™ DW Dx clicando no botdo Close Lid (Fechar Tampa) na
caixa de diadlogo Run Setup (Configuragdo do Processamento).

10. Inicie o processamento PCR clicando no botdo Start Run (Iniciar
Processamento) na caixa de didlogo Run Setup (Configuracdo do
Processamento).

7.6.6.1 Durante o processamento PCR

N&o é necessaria a interagao de utilizador até a conclusédo do processamento
PCR. A caixa de dialogo Run Details (Detalhes do Processamento) é apresentada
mostrando o estado do processamento PCR e o tempo estimado restante.

NOTA

Se abrir a tampa do CFX96™ DW Dx durante um processamento PCR

3 acionando o botéo na frente da tampa ou clicando em Open Lid (Abrir

1 Tampa) na caixa de dialogo Run Details (Detalhes do Processamento),

0 processamento sera interrompido e todos os resultados seréo
anulados.

No final do processamento PCR é apresentada a janela Data Analysis (Analise
de Dados), que mostra as curvas de amplificagdo, a disposi¢cdo da placa e os
resultados.

7.6.6.2 Atribuicdo de ensaios a grupos de pog¢os

A AltoStar® Workflow (ordem das tarefas) processa um ou varios ensaios PCR
simultaneamente numa unica PCR plate (placa PCR). Contudo, cada ensaio tem
de ser analisado em separado pelo utilizador, de acordo com as instru¢des de
utilizagao do respetivo ensaio.

Para este efeito, todos os ensaios numa PCR plate (placa PCR) tém de ser
atribuidos a grupos de pocos individuais no CFX Manager™ Dx software pelo
utilizador.
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1. Na janela Data Analysis (Analise de Dados), clique no botdo Plate Setup
(Configuracéo da Placa) na barra de ferramentas e selecione View/Edit Plate
(Ver/Editar Placa). E apresentada a caixa de dialogo Plate Editor (Editor de
Placas) (consulte a figura 1).

Plate Editor - L111572.pltd =] X
File Settings Editing Tools ?
El o Scan Mode | All Channels ) Well Groups... | (] Trace Styles... £ Piate Loading Guide _
A Sample Type v
HSV-2
NTC | 101208051910 Sample 4 | 00000004 Sample 10 | 00000010
AltoStar Adenovirus PCR Kt 1.5 AltoStar Adenovirus PCR Kt 1.5 AltoStar alpha PCRK# 1.5
[ R | Unk
Adenovirus P
B T
Adenovirus QS1 1101038051910 Sample 5 | 00000005 <none>
AtoStar Adenovius PCR Kt 1.5 AtoStar Adenovius PCR Kt 1.5 e
T sda | Unk =
Adenovirus e
c
Adenovirus QS2 1 101048051910 Sample 6 |
AtoStar Adenovirus PCR Kt 1.5 <none>
T sa
Adenovirus
D
; <none>
Adenovirus Q53 | 101058051910 Sample 7 | 00000007
AltoStar Adenovius PCR Kt 1.5 AltoStar Adenovirus PCR Kt 1.5
T s Unk
Adenovirus
E 1 o
Adenovirus QS4 | 101068051910 Sample 8 | 00000008 R cate
AtoStar Adenovirus PCR Kt 1.5 AtoStar Adenovirus PCR Kt 1.5
Unk NTC
Adenovirus % Experiment Settings
F . 1
Hev-2 Clear Replicate #
Sample 1 | 00000001 NTC | 102209011912
AoStar Adenovius PCR Kt 1.5 AltoStar aipha PCRK# 1.5 Clear Wells
Unk Pos.
Adenovirus vav -
Internal Contro [ Exclude Wells in Analysis
G Sv-1
HSV-2
Sample 2 | 00000002 alpha Herpesvirus PC | 102119012004
AltoStar Adenovirus PCR K2 1.5 AltoStar alpha irus PCR Kit 1.5
Unk
Adenovirus
H o 1
HSV-2
Sample 3 | 00000003 Sample 9 | 00000009
AtoStar Adenovirus PCR Kt 1.5 AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5
K| i I |
View View
Plate Type: BRWhte @) Target Name O Concentration [] Sample [] Well Group ] Biological Set  [] Wel Note 0K Earce

Figura 1: Caixa de didlogo Plate Editor (Editor de Placas)

2. Na caixa de dialogo Plate Editor (Editor de Placas), clique em Well Groups...
(Grupos de Pocos...) na barra de ferramentas. E apresentada a caixa de
dialogo Well Groups Manager (Gestor de Grupos de Pogos) (consulte a
figura 2).

Clique no botdo Add (Adicionar).

4. Digite o nome do primeiro ensaio na caixa de texto.
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Selecione todos 0s pogos na area da PCR plate (placa PCR) que pertencem
ao primeiro ensaio (consulte a figura 2). Os pogos que pertencem a um ensaio
individual podem ser identificados na caixa de didlogo Plate Editor (Editor de
Placas) através da entrada no campo Biological Set (Conjunto Bioldgico).

X

Well Groups Manager

Add | [AtoStar Adenovinus PCR Kt 1.5 vl Delete

OK || Cancel

Figura 2: Caixa de didlogo Well Groups Manager (Gestor de Grupos de Pogos)

Repita os passos 3-5 para todos os ensaios na PCR plate (placa PCR).

Confirme a atribuigdo do grupo de pogos clicando em OK. A caixa de dialogo
Well Groups Manager (Gestor de Grupos de Pocos) fecha-se.

Feche a caixa de didlogo Plate Editor (Editor de Placas) clicando em OK.

Confirme para aplicar as alteragdes clicando em Yes (Sim).
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7.6.7 Analise de dados PCR

Os resultados de todos os ensaios (grupos de pogos) na PCR plate (placa PCR)
tém de ser analisados de acordo com a sequéncia ilustrada na figura 3.

Selecdo do grupo de pocos do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

Realize a analise de acordo com estas instrugcoes de utilizacao

Correcéo da linha de base
para os canais de dete¢do FAM™ (Adenovirus) e VIC™ (IC)

Excluséo de todos os pocos mostrando sinais irregulares de PCR
(por ex., aumento do sinal linear, picos de sinal, etc.)

Definicéo de limiares
para os canais de detecdo FAM™ (Adenovirus) e VIC™ (IC) de acordo com os controlos

Excluséo de todos os pocos que ndo contém dados validos

de acordo com as especificagdes laboratoriais e as especificagdes estabelicidas nestas instru¢ées de utilizagéo

Se a interpretacao do resultado for Se a interpretacao do resultado for
efetuada pelo LIMS efetuada manualmente pelo utilizador

Exportacéo dos resultados de PCR como Exportacéo dos resultados de PCR sob a
um ficheiro de resultado LIMS forma de relatério

(.csv) (-pdf)

Interpretacéo de resultados
(por ex., calculo de concentrages de amostras)

Figura 3: Processo de analise de dados PCR
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Na janela Data Analysis (Analise de Dados), certifique-se de que seleciona o Well
Group (Grupo de Pocos) do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5. Deste modo,
cliqgue no menu pendente Well Group (Grupo de Pogos) junto do botdo Well Group
(Grupo de Pocgos) (consulte a figura 4) da barra de ferramentas. Nao utilize o Well
Group (Grupo de Pogos) «All Wells» (Todos os Pogos). A selegédo na figura 4 é
utilizada como uma vista geral de exemplo.

Antes de analisar os resultados, certifique-se de que os grupo do kit AltoStar®
Adenovirus PCR Kit 1.5 contém todos os pogos do kit AltoStar® Adenovirus
PCR Kit 1.5 e ndo contém pogos de outros ensaios.

- -
| [All'Wells |

AltoStar Adenovi
AltoStar aliha H«'

Figura 4: Botdo Well Group (Grupo de Pogos) e menu pendente Well Group (Grupo de
Pogos)

NOTA

1 Aanalise combinada de mais de um ensaio podera conduzir a resultados

incorretos.

devem ser interpretados tendo em consideracao todos os dados clinicos

: A semelhanca de qualquer outro teste de diagndstico, os resultados
- e laboratoriais.
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7.6.7.1 Correcao da linha de base

As definicdes da linha de base utilizadas pelo CFX Manager™ Dx software podem
ter de ser corrigidas para pogos individuais do ensaio [Well Group (Grupo de

Pocos)] sob analise.

1.

Na janela Data Analysis (Analise de Dados), certifique-se de que seleciona o
Well Group (Grupo de Pogos) do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5. Deste
modo, clique no menu pendente Well Group (Grupo de Pogos) junto do botao
Well Group (Grupo de Pogos) (consulte a figura 4) da barra de ferramentas.

Do lado esquerdo da janela Data Analysis (Analise de Dados), assinale apenas
a caixa de verificagdo FAM para o canal de detegéo alvo do adenovirus.

Na barra de menus da janela Data Analysis (Analise de Dados), clique em
Settings — Baseline Threshold... (Definicdes — Limiar da Linha de Base...)
para abrir a caixa de didlogo Baseline Threshold (Limiar da Linha de Base)
(consulte a figura 5).

Clique uma vez no simbolo ¢ no cabecgalho da coluna Baseline End (Fim da
Linha de Base) para ordenar a tabela por valores Baseline End (Fim da Linha
de Base) ascendentes.
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5. Selecione todas as linhas que apresentam um valor Baseline End (Fim da
Linha de Base) de 1-9 (consulte a figura 5).

Baseline Threshold [

Baseline Cycles
© Auto Calculated
@ User Defined Bold indicates a changed value.
wa o e oy o ofF
1 [a01 Jeam ' 3| 4|
2 |B02 FAM 3 4
3 B0 FAM 3 4
4 [C02 FAM 3 ol §
5 Coi FAM 3 23 |T
6 D02 FAM 3 25
7 D01 FAM 3 26
8 GO1 FAM 3 27
9 FO1 FAM 3 27
10 E02 FAM 3 28
11 E01 FAM 3 28
Al Selected Rows:  Begin: |3 2] End: 15 B
Single Threshold &

©@ Auto Calculated: 998.84
© User Defined: 998.84

Lok [ cocel |

A

Figura 5: Caixa de didlogo Baseline Threshold (Limiar da Linha de Base)

6. Defina o valor no campo End: (Fim:) para 45 para as linhas selecionadas
(consulte a figura 5).

7. Confirme as defini¢cdes clicando em OK.

8. Do lado esquerdo da janela Data Analysis (Analise de Dados), anule a selegao
da caixa de verificagdo FAM e selecione apenas a caixa de verificagdo VIC
para o canal de detegéo-alvo de IC.

9. Repita os passos 3—7 para o canal de detegdo VIC™ (IC).
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7.6.7.2 Exclusao de sinais irregulares PCR

Os resultados validos s6 podem ser derivados de sinais PCR que n&o apresentem
artefactos nos sinais que poderao ser causados, por ex., por impurezas ou bolhas
na mistura PCR. Os sinais PCR que contém artefactos nos sinais tém de ser
excluidos pelo utilizador.

1. Na janela Data Analysis (Analise de Dados), certifique-se de que seleciona o
Well Group (Grupo de Pogos) do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5. Deste
modo, clique no menu pendente Well Group (Grupo de Pocos) junto do bot&o
Well Group (Grupo de Pogos) (consulte a figura 4) da barra de ferramentas.
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2. Identifique os pogos com sinais PCR irregulares (aumento de sinal linear,
picos de sinal, etc.) em qualquer um dos canais de detegdo FAM™ (alvo do
adenovirus) e VIC™ (IC) (consulte a figura 6).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools PIatESEtup o

5o | prostarscenc |
Quantification Quantification Data Gene Expression End Paint @ Allelic Discrimination

Amplification EI

To00 ]

5000 4

5000

4000 4

RFU

3000 ]

2000

1000 -

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Figura 6: Janela Data Analysis (Analise de Dados): sinal PCR irregular
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3. Com o botao direito do rato, clique em cada pogo afetado e selecione Well...
— Exclude from Analysis (Poco... — Excluir da Analise) (consulte a figura 7).

z Data Analysis - L111572.perd

File View Settings Export Tools &, piate setup ] & “
Quantfication |78 Quantfication Data ] Gene Expression [228] End Pomt  [Z] Ateic Discrimination

An'l!r.!lil'ication : ! El

Remove from View

Completed | Copy as Image Set Color...

Print... Exclude from Analysis
Print Selection...

Figura 7: Janela Data Analysis (Analise de Dados): excluir poco da analise
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4. O pogo selecionado é excluido da analise. Nao serao gerados resultados para
este poco (consulte a figura 8).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools €5 plate setup - | & |‘
Quartification Quantification Data Gene Expression End Point [1&] Allelic Discrimination

Amplification EI

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Figura 8: Janela Data Analysis (Analise de Dados): pogo excluido
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7.6.7.3 Definicado de limiares
Os limiares para os canais de detecdo FAM™ (alvo do adenovirus) e VIC™ (IC)
tém de ser definidos manualmente pelo utilizador de acordo com os sinais dos

controlos.

1. Na janela Data Analysis (Andlise de Dados), certifique-se de que seleciona o
Well Group (Grupo de Pogos) do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5. Deste
modo, clique no menu pendente Well Group (Grupo de Pogos) junto do botao
Well Group (Grupo de Pogos) (consulte a figura 4) da barra de ferramentas.
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2. Do lado esquerdo da janela Data Analysis (Analise de Dados), assinale apenas
a caixa de verificagdo VIC para o canal de deteg&o do IC (consulte a figura 9).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools €5 plate setup - | & |‘
Quartification Quantification Data Gene Expression End Point [1&] Allelic Discrimination

Amplification EI

; . ; ;
5000 L. ................. ................ .............
gopo L. .................. ................. ................. .............

Egggg_ .................. .................. ................. ................. .............
sopa Lo .................. ................ e .............
oot RPN e o .................. e

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Figura 9: Janela Data Analysis (Analise de Dados): definigao do limiar VIC™
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3. Selecione apenas o poco NTC na vista da placa da janela Data Analysis
(Analise de Dados) (consulte a figura 9).

4. Arraste o limiar para a area exponencial do sinal NTC (consulte a figura 9).

NOTA

i O NTC contém o modelo IC, que conduz a um sinal de IC num pogo

NTC valido.

5. Do lado esquerdo da janela Data Analysis (Analise de Dados), anule a selegdo
da caixa de verificagao VIC e assinale a caixa de verificacdo FAM para o canal
de detegéo do alvo do adenovirus (consulte a figura 10).
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‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools €5 plate setup - | & |‘
Quantfication Quantfication Data Gene Expression End Point [1&] Allelic Discrimination

Amplification EI

: : , :
T000 ]
gooo g o .................. ................. [ A S .............
sooo .- ................ ............... .............
= 4000 % - ................. ............... .............
LIRS SR S A oL ]
o000 L. PR SR A S SO ]
moo0 F oo ............... T L .............

Cycles [ Log Scale

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Figura 10: Janela Data Analysis (Analise de Dados): definicdo do limiar FAM™

6. Selecione apenas os pogos que contém NTC e os QS na vista da placa da
janela Data Analysis (Analise de Dados) (consulte a figura 10).

7. Arraste o limiar bem acima do sinal de NTC para a area exponencial dos sinais
QS (consulte a figura 10).
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7.6.8 Validade dos resultados PCR

7.6.8.1 Exclusao de pog¢os com dados invalidos

Os pogos que ndo contém dados validos tém de ser excluidos da geragdo de
resultados pelo utilizador.

1. Na janela Data Analysis (Andlise de Dados), certifique-se de que seleciona o
Well Group (Grupo de Pogos) do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5. Deste
modo, clique no menu pendente Well Group (Grupo de Pogos) junto do botao
Well Group (Grupo de Pogos) (consulte a figura 4) da barra de ferramentas.

2. Identifique todos os pogos que contém dados invalidos. Um pogo é considerado
invalido caso se aplique qualquer uma das seguintes condigdes:

a) O processamento completo é invalido [consulte os capitulos 7.6.8.2
Validade de um processamento PCR de diagnéstico (qualitativo) e 7.6.8.3
Validade de um processamento PCR de diagnéstico (quantitativo)].

b) Os dados do pogo ndo cumprem as condi¢des de controlo para um
resultado valido (consulte o capitulo 7.6.8.4 Validade dos resultados para
uma amostra).
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3. Com o botao direito do rato, clique em cada poco que contém dados invalidos
de acordo com os capitulos 7.6.8.2 Validade de um processamento PCR de
diagnéstico (qualitativo) a 7.6.8.4 Validade dos resultados para uma amostra
e selecione Well... — Exclude from Analysis (Pogo... — Excluir da Analise)
(consulte as figuras 11 e 12).

o Data Analysis - L111572.perd

File  View Settings Export Tools PlatESElup S

5B | rostradero |
Quantfication Quartification Data |] Gene Expression End Paint @ Allelic Discriminatior

Amplification EI

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Figura 11: Janela Data Analysis (Analise de Dados): poco Invélido
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i Data Analysis - L111572.pcrd

5B | prosaragens |
JE Quantification ’@\ Quartification Data EEJ] Gene Expression End Paint @ Allelic Discrimination

Amplification EI

File  View  Settings Export Tools PlatE Setup -

5000 4

4000

3000 4

RFU

Cycles [] Log Scale

Remove from View

Copy as Image Set Color...

Print... Exclude from Analysis
Print Selection...

Export to Excel...
| Completed | Export to C5V... hannels | Plate Type: BR White

Figura 12: Janela Data Analysis (Andlise de Dados): excluir pogo invalido da analise

O poco selecionado € excluido da analise. Nao seréo gerados resultados para este

pogo.
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7.6.8.2 Validade de um processamento PCR de diagnéstico
(qualitativo)

Um processamento PCR de diagndstico qualitativo € considerado valido se as
seguintes condigbes de controlo forem cumpridas:

Tabela 8: Condicdes de controlo para um processamento PCR valido (qualitativo)

Controlo Canal de detegao

FAM™
(alvo do adenovirus)

+ Nao aplicavel

- +

Um processamento PCR de diagnéstico qualitativo é invalido se:

* O processamento nao tiver sido concluido.
* Qualquer uma das condi¢des de controlo para um processamento PCR de
diagndstico qualitativo valido nao for cumprida.

No caso de um processamento PCR de diagnéstico invalido, exclua todos os pogos
da andlise e repita o AltoStar® run (processamento) a partir das amostras originais.

7.6.8.3 Validade de um processamento PCR de diagnéstico
(quantitativo)

Um processamento PCR de diagnoéstico quantitativo é considerado valido se as
seguintes condigdes forem cumpridas:

» Todas as condigbes de controlo para um processamento PCR de diagnéstico
qualitativo valido sdo cumpridas [consulte o capitulo 7.6.8.2 Validade de um
processamento PCR de diagndstico (qualitativo)].

» Acurva padrao gerada atinge o seguinte valor de par@metro de controlo:
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Tabela 9: Parametro de controlo da curva padrao

Parametro de controlo Valor valido

R quadrado (R?) >0,98

O parametro de controlo da curva padréo é apresentado abaixo do grafico Standard
curve (Curva Padrdo) na janela Data Analysis (Analise de Dados) (consulte a
figura 13).

Curva padrao

3 e

32 +

30 +

Caq

0 i T
: : : : : : ]

1.0 1.5 20 25 3,0 35 40
Log da quantidade inicial

O Padrao
> Desconhecido
—— FAM  E-=105,2% R*2-1,000 Slope=-3,204 y-int-36 849

Figura 13: Dados da curva padrao
Um processamento PCR de diagnéstico quantitativo € invalido se:

» O processamento nao tiver sido concluido.

* Qualquer uma das condi¢des de controlo para um processamento PCR de
diagnostico quantitativo valido ndo for cumprida.

No caso de um processamento PCR de diagnéstico invalido, exclua todos os pogos
da andlise e repita o AltoStar® run (processamento) a partir das amostras originais.
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7.6.8.4 Validade dos resultados para uma amostra

O resultado para uma amostra individual € invalido se os sinais em ambos os
canais de detecdo VIC™ (IC) e FAM™ (alvo do adenovirus) forem negativos
(consulte a tabela 10). No caso de um resultado invalido para uma amostra, exclua
0 pogo da analise e repita o teste a partir da amostra original ou recolha e teste
uma nova amostra.

Tabela 10: Validade do resultado

Canal de detegao

FAM™ Validade do resultado
(alvo do adenovirus)
i3 & Resultado valido
+ - Resultado valido*
- & Resultado valido

= - Resultado invalido

* A detecéo do IC ndo é necessaria quando o alvo do adenovirus é detetado. Uma carga
elevada de ADN do adenovirus na amostra pode causar a redugéo ou auséncia do sinal de
IC.

7.6.9 Exportacao de resultados PCR para a interpretacao
automatizada de resultados

Para tornar os resultados do processamento PCR disponiveis para um LIMS ligado
para efeitos de interpretagcdo automatizada de resultados, é necessario exporta-los
sob a forma de um ficheiro de resultado LIMS (.csv).

1. Na janela Data Analysis (Analise de Dados), certifique-se de que seleciona o
Well Group (Grupo de Pogos) do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5. Deste
modo, clique no menu pendente Well Group (Grupo de Pocgos) junto do botdo
Well Group (Grupo de Pocos) (consulte a figura 4) da barra de ferramentas.

2. Certifique-se de que todos os passos do processo de anadlise (consulte os
capitulos 7.6.7.1 Correcao da linha de base a 7.6.8.1 Excluséo de pogos com
dados invalidos) foram concluidos para o grupo de pogos do kit AltoStar®
Adenovirus PCR Kit 1.5.
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3. Na barra de menus da janela Data Analysis (Analise de Dados), clique em
Export — Export All Data Sheets (Exportar — Exportar Todas as Folhas de
Dados) para abrir a caixa de diadlogo Browse For Folder (Procurar Pasta).

4. Na caixa de dialogo Browse For Folder (Procurar Pasta), especifique a
localizag&o dos ficheiros de resultado LIMS a serem gerados e clique em OK.

NOTA

A integracdo LIMS tem de ser implementada de acordo com as
. especificagdes da altona Diagnostics. Para informagdes relativas a
integracédo LIMS, consulte o capitulo 16. Protocolo de ensaio para o
1 AltoStar® Connect software e informacgéo para a integragéo LIMS e/ou
contacte o apoio técnico da altona Diagnostics (consulte o capitulo 12.

Apoio técnico).

NOTA

Guardar os resultados de mais de um ensaio (grupo de pogos) de um
- processamento PCR na mesma pasta leva a substituicdo dos ficheiros
de resultado LIMS do primeiro ensaio (grupo de pogos) pelos ficheiros
1 de resultado LIMS do segundo ensaio (grupo de pocos). Neste caso, os
ficheiros de resultado LIMS do primeiro ensaio (grupo de pogos) podem

ser exportados novamente.

7.6.10 Exportacao de resultados PCR para a interpretagao
manual de resultados

Se os resultados nao forem passados para um LIMS para uma interpretagédo
automatica de resultados, a interpretacdo de resultados tem de ser realizada
manualmente pelo utilizador. Para este efeito, € necessario exportar os resultados
de analise de cada ensaio (grupo de pogos) sob a forma de um relatério.

1. Na janela Data Analysis (Analise de Dados), certifique-se de que seleciona o
Well Group (Grupo de Pogos) do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5. Deste
modo, clique no menu pendente Well Group (Grupo de Pogos) junto do botédo
Well Group (Grupo de Pocgos) (consulte a figura 4) da barra de ferramentas.

2. Do lado esquerdo da janela Data Analysis (Andlise de Dados), selecione a
caixa de verificagéo VIC e a caixa de verificagcdo FAM.
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3. Certifique-se de que todos os passos do processo de analise (consulte os
capitulos 7.6.7.1 Corregao da linha de base a 7.6.8.1 Exclusdo de pogos com
dados invalidos) foram concluidos para o grupo de pogos do kit AltoStar®
Adenovirus PCR Kit 1.5.

4. Na barra de menus da janela Data Analysis (Andlise de Dados) clique em
Tools — Reports... (Ferramentas — Relatérios...) para abrir a caixa de
didlogo Report (Relatorio).

5. Certifique-se de que pelo menos o seguinte contetdo é selecionado para a
geragao de relatdrio na parte superior esquerda da caixa de dialogo Report
(Relatério) (consulte a figura 14):

] Header
Report Information
LI Notes

[ Run Setup

1 Run Information
Protocol

{"] Plate Display
EAqQuantification

1 Analysis Settings

—{ A Amplification Chart
A Standard Curve Chart
_{]Data

[1 Gene Expression - Bar Chart
A Analysis Settings
Chart

Target Names
—/]Sample Names

—] Data

L[] Target Stability

Figura 14: Caixa de didlogo Report (Relatério)

6. Selecione ou anule a sele¢do de conteudo adicional do relatério assinalando
as respetivas caixas de verificagdo, conforme necessario.

7. Na barra de menus da caixa de didlogo Report (Relatdrio), clique em File —
Save As... (Ficheiro — Guardar Como...) para abrir a caixa de dialogo Save
Report (Guardar Relatério).

8. Na caixa de dialogo Save Report (Guardar Relatério), especifique o nome e a
localizagdo do ficheiro de relatério a ser gerado e clique em Save (Guardar).
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7.6.10.1 Interpretacao manual dos resultados

1.

Abra o ficheiro de relatério gerado para o grupo de pogos do kit AltoStar®
Adenovirus PCR Kit 1.5, (consulte o capitulo 7.6.10 Exportagédo de resultados
PCR para a interpretacdo manual de resultados).

Consulte a tabela Quantification Data (Dados de Quantificagdo) no relatorio
(consulte a figura 15). A tabela € composta por 2 linhas para cada Sample
(Amostra) — uma para o Target (Alvo) Adenovirus e uma para o Target (Alvo)
Internal Control (controlo interno).

Quantification Data

WellFluor| Target [Content|  Sample Blological Set | cq | o |Ca S Q“:::,r:;“(gso) “’Sus:.'.’.ﬁf;"“ | SQ 5. Well Note
01| FAM |Adenavinus| NTC | o NICT a0~ | na | 000 | 0000 NA WA |0.00E+00| 0.00E+00

) e e R e e I I s e st
801 | FaM |Adenavius| g | ATenoums GSTI | Allodiar Adeno- 153,071 22.07 | 0,000 | 1.000E+04 4000 [1.00E#04| 0.00E+00

802 FAM |Adenovius| Unkn | SempleS| | AltodiorAdeno o 65 3465 | 0,000 | 4.855E+00 0686 [4.5E400] 0.00E+00 | Copceriaton focter
01| FAM | adenous| Sta | Aieronns G821 | AleSial Adeno b7.28] 2728 | 0.000 | 1.000€+03 3000  [1.00E+03| 0.00E400

02| FAM | Adenovis| Unkn | cemPie Sl | AleBietAdeno. | s | 000 | 0.000 NA NA  [0.00E+00| 0.00E+00 c"j‘;g“;;‘gg;;:m’
001| FAM [ adenavius| st | Arenodue ASO1 | Aodierfdene. o5l 3054 | 0000 | 10008402 2000  |100E+02| 0.00E+00

£01| FAM |Adenavius| Std | Apoee OSAl | AaSial Adeno. 13 56l 33.56 | 0.000 | 1.000€+01 1000 |100E+01| 0.00E+00

£02| FAM | Adenovirus| Unkn Semple 8| ﬁﬁi’g;{‘:{’;"é bs 22| 2822 | 0.000 | 4.924E+02 2692 |4.92E+02| 0.00E+00 “?;3"5;‘2:;;:%"
FO1| FAM | Adonovirus| Unkn | oomBle 11| AMOSIOLASeno foe 14 26.14 | 0.000 | 2185€+03 3341 [220+03| 0.00E+00 | COREETaNon fecter
HOY | FAM | Adeniius| Unkn | SemPled] | AltoStarAdeno | i | 0,00 | 0.000 NA WA [0.00E+00| 0.00E+00 | GofcaTieton factor
a1 | vic | g | TS | rorz0aomsto | wnepar ket s 52| 2527 | 0000 WA WA A | 0.008000

sce| v | e | | Sond]™ | Mokl oo mon [ om0 | wn | wa | [oomewo| iz
Bo2| vic | (el | unkn | GonEe Sl | eSS [25:46] 2546 | 0.000 NA NA NA | 0.008+00 | Cofcentioton fector
co2| vic 'C";en"’[‘:: Unkn z;g&'};gg HlioSter Adeno- o5 3] 25.33 | 0.000 NA NA NA | 0.00E+00 c"?‘;:_"s;”g;‘;;:m’
goz| vic | TOMOl | o | Seme Bl e e 26:25 26:25 | 0.000 NA NA NA | 000E+00 | Concenuaton foctor
For| vic | (iemal | o e e roenos, [e5 45| 25.45 | 0.000 NA NA NA | 0.00E+00 cu'w'gg"u"oeggu?i:%r'
Ho1[ vic | emal | ok | SomeleS] Aoster 5 [25.70] 25.70 | 0.000 NA NA NA | 0.00E+00 | COfEersIOn lactor

Figura 15: Relatério: Quantification Data (Dados de Quantificagao)

Os resultados qualitativos estao assinalados com o termo qualitative (qualitativo)

na coluna Well Note (Nota do Pogo) da tabela Quantification Data (Dados de

Quantificagdo).

3.

Identifique cada linha com o Target (Alvo) Adenovirus e o termo qualitative
(qualitativo) na coluna Well Note (Nota do Pogo).

Nestas linhas, consulte a coluna Cq para o resultado da respetiva Sample
(Amostra).

Consulte a tabela 11 para a interpretagao de resultados qualitativos.
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Tabela 11: Resultados qualitativos: interpretagao de resultados

Ciclo limiar (C ) do alvo do adenovirus Interpretacao de resultados

1-45 ADN especifico de HAdV detetado.

Nenhum ADN especifico do HAdV detetado.
N/A A amostra ndo contém quantidades
detetaveis de ADN especifico do HAdV.

Os resultados quantitativos estdo assinalados por um Concentration factor (Fator
de concentragdo) na coluna Well Note (Nota do Pogo) da tabela Quantification
Data (Dados de Quantificagéo) (consulte a figura 15).

6. Identifique cada linha com o Target (Alvo) Adenovirus e um Concentration
factor (Fator de concentra¢do) na coluna Well Note (Nota do Poco).

7. Nestas linhas, consulte a coluna Starting Quantity (SQ) [Quantidade Inicial
(SQ)] para a concentragdo do alvo do adenovirus medida no eluato da
respetiva Sample (Amostra). Para calcular o resultado da amostra original do
paciente, o valor da Starting Quantity (SQ) [Quantidade Inicial (SQ)] tem de
ser multiplicado pelo respetivo Concentration fator (Fator de concentragéo)
(incluindo a unidade) pelo utilizador.

8. Consulte a tabela 12 para a interpretacédo de resultados quantitativos.

Tabela 12: Resultados quantitativos: interpretacdo de resultados

antidade Inicial (SQ) do alvo do
S icial (SQ) ¥ Interpretacao de resultados

adenovirus
ADN especifico de HAdV detetado.
Multiplique o valor da Starting
Quantity (SQ) [Quantidade Inicial (SQ)]
>0 pelo Concentration factor (Fator de

concentragao) na coluna Well Note (Nota
do Pogo) (incluindo a unidade) para calcular
a concentragdo da amostra original do
paciente.

Nenhum ADN especifico do HAdV detetado.
N/A A amostra ndo contém quantidades
detetaveis de ADN especifico do HAdV.
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8. Utilizar o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 com
outros instrumentos PCR em tempo real que nao sejam
o CFX96™ Deep Well Dx System

Além do CFX96™ DW Dx, o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi validado com

outros instrumentos PCR em tempo real (consulte o capitulo 5.3.2.2 Instrumentos

PCR em tempo real). Os capitulos seguintes 8.1 Materiais e dispositivos necessarios

mas nao fornecidos e 8.2 Procedimento descrevem como utilizar o kit AltoStar®

Adenovirus PCR Kit 1.5 com estes instrumentos.

8.1 Materiais e dispositivos necessarios mas nao fornecidos
Os seguintes instrumentos e materiais sdo necessarios:

* Materiais e dispositivos gerais (consulte o capitulo 7.5 Materiais e dispositivos
gerais)
CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad)

o PCR plates (placas PCR) com 96 pocos e pelicula de selagem (para mais
pormenores, consulte a tabela 3)

.

CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

o PCR plates (placas PCR) com 96 pogos € pelicula de selagem (para mais
pormenores, consulte a tabela 3)

* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)

o Tubos de 0,1 ml em tiras e tampas [STRIP Tubes 0.1ml (Tubos em TIRAS
0,1 ml) para cicladores Rotor-Gene® (LTF Labortechnik) ou equivalente]

*  QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System e ABI Prism® 7500 SDS (Applied
Biosystems)

o PCRplates (placas PCR) com 96 pocos e pelicula de selagem [MicroAmp ™
Optical 96-Well Reaction Plate e MicroAmp™ Optical Adhesive Film
(Applied Biosystems) ou equivalente]

+ LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

o PCRplates (placas PCR) com 96 pogos e pelicula de selagem [LightCycler®
480 Multiwell Plate 96, branco e LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche) ou
equivalente]
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NOTA

[ ~ S - . i
Nao se recomenda a utilizagdo de outros materiais ou dispositivos que
1 n&o estejam especificados nestas instrugtes de utilizagdo.

8.2 Procedimento

8.2.1 Preparacao de amostras

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi validado utilizando o AltoStar® AM16 em
combinagdo com o kit AltoStar® Purification Kit 1.5.

Os seguintes kits e sistemas alternativos de extracdo de acido nucleico também
podem ser adequados. Aadequagao do procedimento de extragdo de acido nucleico
para utilizagdo com o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 deve ser validada pelo
utilizador.

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 tem de ser utilizado com um IC heterélogo
[AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno)], que permite controlar o
procedimento de preparagdo de amostras (extragdo de acido nucleico) e o PCR
seguinte.

* Ao utilizar outros métodos para a extragdo de acido nucleico que ndo sejam
o AltoStar® AM16 em combinagdo com o kit AltoStar® Purification Kit 1.5, o IC
tem de ser adicionado durante o passo de lise do procedimento de extragdo
de acido nucleico.

* O IC deve ser sempre adicionado a mistura de amostra/lysis buffer (tampao
de lise).

* O volume do IC que deve ser adicionado depende sempre e apenas do
volume da eluicdo. Este representa 50 % do volume da elui¢do. Por exemplo,
se 0 acido nucleico vai ser eluido em 60 pl de tampao de eluigdo ou agua,
deve ser adicionado 30 ul de IC por amostra a mistura de amostra/lysis buffer
(tampéo de lise).
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O armazenamento de eluatos nas condicdes erradas podera provocar
A a degradagéo da sequéncia-alvo do HAdV, o que poderia comprometer
o desempenho do produto.

8.2.2 Preparagao da master mix

Todos os componentes do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 e amostras devem
ser completamente descongelados, misturados (através de pipetagem ou por
agitacdo ligeira em vortex) e centrifugados brevemente antes da utilizagdo. Prepare
a master mix de acordo com o0 esquema de pipetagem seguinte:

Tabela 13: Esquema de pipetagem (preparagdo da master mix)

Numero de reagoes (rxns)

Master A 5l 60 pl
Master B 15 pl 180 pl
Volume da master mix 20 pl 240 pl

da master mix que ndo sejam os especificados nestas instrugdes de

: Nao utilize volumes diferentes de Master Ae Master B para a preparagao
utilizagao, pois tal poderia comprometer o desempenho do produto.

A falta de centrifugacdo dos componentes do produto apds a
descongelacdo poderd provocar contaminacdo com residuos de
reagentes nas tampas, o que poderia comprometer o desempenho do
produto.

8.2.3 Preparacao da reacao

1. Pipete 20 yl da master mix para cada pogo necessario de uma PCR plate (placa
PCR) 6tica com 96 pogos adequada ou um tubo de reagao 6tico adequado.

70



AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

2. Adicione 10 pl da amostra (eluato da extragéo de acido nucleico) ou 10 ul dos
controlos (QS1—4 ou NTC).

Tabela 14: Esquema de pipetagem (preparagao de reagao)

Preparagao da reagao

Master mix 20 pl
Amostra ou controlo 10 pl
Volume total 30 pl

3. Certifique-se de que para a analise quantitativa sdo utilizados QS1-4 e 1 NTC.
Para a analise qualitativa, certifique-se de que pelo menos sao utilizados QS4
e 1 NTC.

4. Misture cuidadosamente as amostras e os controlos com a master mix através
de pipetagem para cima e para baixo.

5. Feche a PCR plate (placa PCR) com 96 pogos com uma PCR Plate Sealing
Foil (pelicula de selagem da placa PCR) e os tubos de reagdo com tampas
adequadas (consulte o capitulo 8.1 Materiais e dispositivos necessarios mas
nao fornecidos).

6. Centrifugue a PCR plate (placa PCR) com 96 pogos numa centrifugadora com
rotor para placas de microtitulagao durante 30 segundos a aproximadamente
1000 x g (~ 3000 rpm).

Apbs a conclusdo da configuragdo PCR, a mistura PCR mantém-se estavel a
temperatura ambiente (max. +30 °C) durante 30 minutos.

Nao exceda o tempo de armazenamento da mistura PCR, pois tal
poderia comprometer o desempenho do produto.

N&o misture amostras ou ID de amostras durante a configuracdo
PCR ou transferéncia para o instrumento PCR. Tal poderia conduzir
a resultados falsos positivos ou falsos negativos devido a atribuicdo
incorreta das amostras.
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8.2.4 Processamento PCR

8.2.4.1 Programacgao do instrumento PCR em tempo real

Para obter informagdes basicas relativas a configuracdo e programagédo dos
diferentes instrumentos PCR em tempo real, consulte as instru¢gdes de utilizagao
do respetivo instrumento.

Para obter instrugées de programacao detalhadas relativamente a utilizagéo do kit
AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 em instrumentos PCR em tempo real especificos,
contacte o apoio técnico da altona Diagnostics (consulte o capitulo 12. Apoio
técnico).

8.2.4.2 Definigoes de processamento

Configure as seguintes definicdes basicas:

Tabela 15: Definigbes de processamento

Definigoes
Volume de reagao 30 pl
Taxa de rampa Predefinicao
Referéncia passiva* ROX™

* Se aplicavel

Defina os detetores de fluorescéncia (corantes) seguintes:

Tabela 16: Detetores de fluorescéncia

Nome do
detetor Reporter Quencher
HAdV HAdV FAM™ (Nenhum)
Internal control (controlo interno) IC JOE™ (Nenhum)
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Defina o perfil de temperatura e a aquisi¢céo de corante seguintes:

Tabela 17: Perfil de temperatura e aquisigao de corante

e Temperatura Tempo
A
R [°C] [min: seg]
Desnaturagdo  Suspensao 1 - 95 02:00
- 95 00:15
o Realizagéo . '
Amplificagéo de Ciclo 45 Sim 58 00:45
- 72 00:15

as especificadas nestas instrugbes de utilizagdo, pois tal poderia

: N&o utilize outras condicdes de realizacdo do ciclo que ndo sejam
comprometer o desempenho do produto.

8.2.5 Analise de dados

Para obter informagdes basicas relativas a andlise de dados em instrumentos
PCR em tempo real especificos, consulte as instrugbes de utilizagdo do respetivo
instrumento.

Para obter instru¢cdes detalhadas relativamente a anélise dos dados gerados com
o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 em diferentes instrumentos PCR em tempo
real, contacte o apoio técnico da altona Diagnostics (consulte o capitulo 12. Apoio
técnico).

Os critérios para a validade dos processamentos PCR de diagndstico e a
interpretagdo de resultados independentemente do instrumento PCR em tempo
real sdo descritos nos capitulos 7.6.8.2 Validade de um processamento PCR de
diagndstico (qualitativo) a 7.6.8.4 Validade dos resultados para uma amostra,
capitulo 7.6.10.1 Interpretagcdo manual dos resultados e tabelas 11 e 12.
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NOTA

[ ~ . -~ N
A concentragdo da «amostra» é apresentada em copias/ul e refere-se a
1 concentragéo no eluato.

Para determinar a carga viral da amostra original, deve aplicar-se a seguinte
férmula:

Volume (Eluato) [ul] - Carga viral (Eluato) [copias/pl]

Carga viral (Amostra) [copias/ml] =
Amostra inserida [ml]

sejam as especificadas nestas instrugbes de utilizagcdo, uma vez que tal

: Nao utilize outras definigbes de controlo para andlise de dados que ndo
poderia causar resultados de exames DIV incorretos.

A semelhanca de qualquer outro teste de diagnéstico, os resultados
A devem ser interpretados tendo em consideragéo todos os dados clinicos
- e laboratoriais.

9. Dados de desempenho

O desempenho do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi avaliado utilizando
material do HAdV comercialmente disponivel.

9.1 Plasma

9.1.1 Sensibilidade analitica

Para determinagao do limite de detegao (LDD), foi gerada uma série de diluigdes
de material do HAdV comercialmente disponivel em plasma entre 1,00E+04 e
1,00E+00 copias/ml.
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Cada diluicao foi testada em 8 réplicas em 3 processamentos diferentes (total n =
24 por diluigéo) utilizando combinagdes de:

+ 3 lotes de kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

» 3 lotes de kit AltoStar® Purification Kit 1.5

* 3 lotes de AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno)
+ 3 instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

Os dados de todos os processamentos foram combinados e foi realizada uma
analise de probit para determinar o valor do LDD de 95 %.

Tabela 18: Resultados PCR utilizados para calcular a sensibilidade analitica do kit
AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

c?cr;c;::/ar‘rfl?o N [total] N [positivo] posi:?\ll)i(ja(:ii [%]
1,00E+04
____
1,00E+03
____
5,00E+02
____
1,50E+02
____
2,00E+01
____
5,00E+00

O LDD do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 para a detegdo de HAdV no plasma
é de 141 copias/ml (intervalo de confianga de 95 %: 92—271 copias/ml).
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9.1.2 Especificidade analitica

A especificidade analitica do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 é garantida pela
selecao meticulosa dos oligonucleotideos (primers e sondas). Os oligonucleotideos
foram verificados por analise de comparagdo das sequéncias com sequéncias
publicamente disponiveis, para garantir que todos os genétipos de HAdV relevantes
serdo detetados.

Para verificagao da especificidade analitica do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5,
foram realizados os seguintes ensaios (consulte os capitulos 9.1.2.1 Amostras
negativas a 9.1.2.3 Reatividade cruzada).

9.1.2.1 Amostras negativas

Foram testadas 33 amostras de plasma negativas de HAdV de dadores individuais
com o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5. Todas as amostras testadas (33 de 33)
mostraram resultados negativos para o ADN especifico do HAdV e positivos para o
IC. A especificidade analitica do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 para amostras
de plasma é = 95 %.

9.1.2.2 Substancias interferentes

Para avaliar a influéncia de substancias enddgenas e exdgenas potencialmente
interferentes no desempenho do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5, foram
fortificadas substancias selecionadas em amostras de plasma. Essas amostras de
plasma continham HAdV numa concentragéo de 3 x LDD (4,23E+02 cdpias/ml),
1,00E+04 copias/ml e nenhum HAdV, respetivamente.

Os resultados obtidos de amostras com substancias potencialmente interferentes
foram comparados com os resultados gerados de amostras de plasma sem
interferente adicionado. Cada amostra foi processada em 3 réplicas.
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Nao foi observada qualquer interferéncia para as amostras contendo niveis
elevados de:

* Substancias endogenas

o Bilirrubina

> Hemoglobina

> ADN genémico humano
o Albumina sérica humana

o Triglicéridos
» Substancias exdgenas

o Azatioprina
o Ciclosporina
o Foscarnet

o Ganciclovir

A presencga de inibidores de PCR (por ex., heparina) poderia causar
resultados invalidos ou falsos negativos.

9.1.2.3 Reatividade cruzada

A especificidade analitica do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 no que respeita a
reatividade cruzada com outros agentes patogénicos que ndo o HAdV foi avaliada
testando:

* Virus relacionados com HAdV
» Virus que provocam sintomas semelhantes a uma infegdo com HAdV

* Virus que se encontram provavelmente presentes em pacientes que tém uma
infecdo de HAdV
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O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 ndo reagiu com qualquer um dos seguintes
agentes patogénicos:

» Virus BK (BKV) * Herpesvirus humano 6A (HHV-6A)
» Citomegalovirus (CMV) * Herpesvirus humano 6B (HHV-6B)
» Virus Epstein-Barr (EBV) * Virus da imunodeficiéncia

« Virus da Hepatite A (HAV) humana 1 (HIV-1)

. Virus da Hepatite B (HBV) * Virus JC (JCV)

« Virus da Hepatite C (HCV) * Parvovirus B19

- Virus Herpes Simplex 1 (HSV-1) » Virus Varicella-Zoster (VZV)

* Virus Herpes Simplex 2 (HSV-2)

o HAdV, podera haver concorréncia com a amplificagdo alvo ou

: No caso de a amostra conter outros agentes patogénicos que nao
reatividades cruzadas, causando resultados de exames DIV incorretos.

9.1.3 Reatividade

A especificidade do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 no que respeita a detegao
de diferentes espécies de HAdV é garantida, sobretudo, pela sele¢do dos primers
e sondas. Os adenovirus estédo classificados em 7 espécies (A, B, C, D, E, F e
G). O adenovirus 14 (ADV-14), que pertence a espécie B, foi utilizado para gerar
os dados de desempenho relativos ao kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5. Para
verificar se o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 permite a dete¢do e quantificagédo
de adenovirus diferentes do ADV-14, foi testado um tipo de adenovirus de cada
espécie A, C, D, E, F e G com o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 (consulte a
tabela 19).
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Tabela 19: Espécies de HAdV testadas

Tipo Espécies

Adenovirus 31 A
Adenovirus 1

Adenovirus 27

Adenovirus 41

Cc
D
Adenovirus 4 E
=
G

Adenovirus 52

A existéncia potencial de mutacbes nas regides alvo do genoma do
HAdV abrangidas pelos primers e/ou sondas utilizados no kit podera
resultar em subquantificacdo e/ou na incapacidade de detegédo da
presenca do agente patogénico.

9.1.4 Intervalo linear

Para a determinacdo do intervalo linear do kit AltoStar® Adenovirus
PCR Kit 1.5 foi testada uma série de diluicbes do HAAV em plasma entre
1,00E+08 e 2,00E+02 copias/ml:

* As diluigdes com uma concentragdo entre 1,00E+08 e 1,00E+06 copias/ml
foram testadas em 4 réplicas.

* As diluigdes com uma concentragdo entre 1,00E+05 e 2,00E+02 copias/ml
foram testadas em 8 réplicas.

Foi efetuada uma andlise com base numa regressao polinomial.

O intervalo linear do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 para a quantificagdo
de HAdV no plasma é de 2,50E+02—1,00E+08 cépias/ml. E apresentada uma
representagao grafica dos dados na figura 16.
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log10 da concentragao estimada vs. log10 da concentragao
nominal AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

y = 0,0425x + 0,4425
1 R2=0,9912

Concentragao estimada [log10 cépias/ml]

0 1 2 3 4 5 L] 7 8 9 10

Concentragdo nominal [log10 copias/ml]
Figura 16: Andlise de regressao linear do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 com
amostras de plasma

9.1.5 Preciséo

A precisao do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi avaliada utilizando um painel
constituido por:

* 1 amostra de plasma altamente positiva (1,00E+04 cépias/ml) de HAdV

* 1 amostra de plasma fracamente positiva [1,25E+03 copias/ml (5 x limite
inferior de quantificagdo (LLoQ))] de HAdV

* 1 amostra de plasma negativa de HAdV

Cada componente do painel foi testado em pelo menos 4 réplicas por
processamento.
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Foram realizados 5 processamentos em 5 dias diferentes utilizando combinagdes
de:

+ 3 lotes de kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

» 3 lotes de kit AltoStar® Purification Kit 1.5

* 3 lotes de AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno)
+ 3 instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

A repetibilidade (variabilidade intraprocessamento), a variabilidade entre lotes e a
reprodutibilidade (variabilidade total) foram determinadas com base em:

» Valores de quantificagdo para as amostras altamente e fracamente positivas
de HAdV (consulte a tabela 20)

* Valores do ciclo limiar (C *) para o IC nas amostras negativas de HAdV
(consulte a tabela 21)

* Tenha em atengédo que o termo Cq escolhido é equivalente a designagéo de C, que podia
ser utilizada por outros cicladores que nao o CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad).

Tabela 20: Dados de precisédo (CV % dados de quantificagdo em log10) para amostras de
plasma altamente e fracamente positivas de HAdV

Amostra altamente positiva | Amostra fracamente positiva
(1,00E+04 cé6pias/ml) (1,25E+03 copias/ml)
de HAdV de HAdV

0,36-1,73 217-7,41

2,38 4,61
2,06 5,95
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Tabela 21: Dados de preciséo (CV % valores Cq) para o IC em amostras de plasma
negativas de HAdV

0,14-0,52

0,37
0,50

9.1.6 Taxa de insucesso total

A solidez do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi avaliada através do teste de 30
amostras de plasma negativas de HAdV, de dadores individuais, fortificadas com
HAdV para uma concentragao final de 3 x LDD (4,23E+02 cépias/ml). Todas as
amostras testadas (30 de 30) mostraram resultados positivos no canal de detegao
por fluorescéncia especifico do HAdV (FAM™).

9.1.7 Transferéncia

A transferéncia é essencialmente um risco dependente da ordem das tarefas e
independente do ensaio PCR utilizado. Para a AltoStar® Workflow (ordem das
tarefas), utilizou-se o kit AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5 como modelo
exemplar. A potencial contaminagéo cruzada através de transferéncia de amostras
altamente positivas foi avaliada testando alternativamente amostras altamente
positivas do parvovirus B19 (1,00E+07 Ul/ml) e amostras negativas (n = 44
cada por processamento; 2 processamentos) com o kit AltoStar® Parvovirus B19
PCR Kit 1.5. N&o foi observada transferéncia, ou seja, todas as amostras negativas
do parvovirus B19 tiveram um resultado negativo.

9.1.8 Desempenho clinico

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi avaliado num estudo comparativo
com o kit RealStar® Adenovirus PCR Kit 1.0. com marcagédo CE. Foram testadas
retrospetivamente em paralelo 31 amostras de plasma com o kit RealStar®
Adenovirus PCR Kit 1.0 e o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5.
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O kit RealStar® Adenovirus PCR Kit 1.0 foi utilizado em combinagdo com o MagNA
Pure® LC Total NA Isolation Kit (Roche) no MagNA Pure® 96 Instrument (Roche) e
no m2000rt Instrument (Abbott Molecular).

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi utilizado em combinagdo com o kit
AltoStar® Purification Kit 1.5 e o AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno) no
AltoStar® AM16 e no CFX96™ DW Dx.

Para a andlise qualitativa, foram excluidas todas as amostras com um resultado
invalido para um ou ambos os ensaios, assim como amostras com um resultado
quantitativo inferior ao LDD de um ou ambos os ensaios.

Os resultados das 30 amostras restantes sao apresentados na tabela 22.

Tabela 22: Resultados da avaliagédo da sensibilidade e da especificidade de diagndstico
do HAdV em amostras de plasma

RealStar® Adenovirus PCR Kit 1.0

POSITIVO NEGATIVO
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A sensibilidade e a especificidade de diagnéstico do kit AltoStar® Adenovirus
PCR Kit 1.5 em comparacdo com o kit RealStar® Adenovirus PCR Kit 1.0 foi de
100 %.

No que respeita a correlagdo quantitativa, foram excluidas as amostras com
resultado negativo num ou em ambos os ensaios, assim como as amostras com
um resultado quantitativo abaixo do LLoQ de um ou ambos os ensaios.
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Os resultados das 18 amostras restantes foram utilizados para a correlagéo
quantitativa por analise de regresséo linear (consulte a figura 17).

RealStar® Adenovirus PCR Kit 1.0 vs. AltoStar® Adenovirus
PCR Kit 1.5

[log10 cépias/ml]

AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

¢ y = 1,0454x+0,017
R2=0,9704

2 3 a 5 6 7

RealStar® Adenovirus PCR Kit 1.0 [log10 copias/ml]
Figura 17: Andlise de regressdo linear dos resultados obtidos com o kit RealStar®
Adenovirus PCR Kit 1.0 (referéncia) e o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

Verificou-se uma correlagédo bastante boa entre os resultados quantitativos obtidos
com o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 e o kit RealStar® Adenovirus PCR Kit 1.0
[coeficiente de correlagdo R = 0,99 (R? = 0,97)].
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9.2 Sangue total

9.2.1 Sensibilidade analitica

Para determinagéo do LDD, foi gerada uma série de diluicdes de material do HAdV
comercialmente disponivel em sangue total entre 3,16E+03 e 1,00E+01 copias/ml.

Cada diluicdo foi testada em 8 réplicas em 3 processamentos diferentes
(total n = 24 por diluicao) utilizando combinagées de:

» 3 lotes de kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

+ 3 lotes de kit AltoStar® Purification Kit 1.5

+ 3 lotes de AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno)
+ 3 instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

Os dados de todos os processamentos foram combinados e foi realizada uma
analise de probit para determinar o valor do LDD de 95 %.
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Tabela 23: Resultados PCR utilizados para calcular a sensibilidade analitica do kit
AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

CE’C':’::::::‘EEO N [total] N [positivo] posi;?/)i(:aii [%]
3,16E+03 24 24 100
1,00E+03 24 24 100
7,50E+02 24 24 100
5,00E+02 24 24 100
3,16E+02 24 22 92
1,50E+02 24 17 71
5,00E+01 24 8 88
2,00E+01 24 4 17
1,00E+01 24 1 4

O LDD do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 para a detegcdo de HAdV no sangue
total é de 382 copias/ml (intervalo de confianga de 95 %: 262—652 copias/ml).

9.2.2 Especificidade analitica

A especificidade analitica do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 é garantida pela
selecdo meticulosa dos oligonucleotideos (primers e sondas). Os oligonucleotideos
foram verificados por andlise de comparagdo das sequéncias com sequéncias
publicamente disponiveis, para garantir que todos os gendtipos de HAdV relevantes
serdo detetados.

Para verificagdo da especificidade analitica do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5,
foram realizados os seguintes ensaios (consulte os capitulos 9.2.2.1 Amostras
negativas a 9.2.2.3 Reatividade cruzada).
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9.2.2.1 Amostras negativas

Foram testadas 30 amostras de sangue total negativas de HAdV de dadores
individuais com o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5. Todas as amostras
testadas (30 de 30) mostraram resultados negativos para o ADN especifico do
HAdV e positivos para o IC. A especificidade analitica do kit AltoStar® Adenovirus
PCR Kit 1.5 para amostras de sangue total & = 95 %.

9.2.2.2 Substancias interferentes

Para avaliar a influéncia de substancias endogenas e exdgenas potencialmente
interferentesnodesempenhodokitAltoStar®AdenovirusPCRKit 1.5, foramfortificadas
substancias selecionadas em amostras de sangue total. Essas amostras de sangue
total continham HAdV numa concentragcdo de 3 x LDD (1,15E+03 cépias/ml),
1,00E+04 cépias/ml e nenhum HAdV, respetivamente.

Os resultados obtidos de amostras com substancias potencialmente interferentes
foram comparados com os resultados gerados de amostras de sangue total sem
interferente adicionado. Cada amostra foi processada em 3 réplicas.

Nao foi observada qualquer interferéncia para as amostras contendo niveis
elevados de:

* Substancias endégenas

o Bilirrubina

> Hemoglobina

o ADN gendémico humano
o Albumina sérica humana

o Triglicéridos
* Substancias exdgenas

o Azatioprina
o Ciclosporina
o Foscarnet

o Ganciclovir
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A presenca de inibidores de PCR (por ex., heparina) poderia causar
resultados invalidos ou falsos negativos.

9.2.2.3 Reatividade cruzada

Consulte o capitulo 9.1.2.3 Reatividade cruzada.

o HAdV, podera haver concorréncia com a amplificagdo alvo ou

: No caso de a amostra conter outros agentes patogénicos que nao
reatividades cruzadas, causando resultados de exames DIV incorretos.

9.2.3 Reatividade

Consulte o capitulo 9.1.3 Reatividade.

A existéncia potencial de mutagdes nas regides alvo do genoma do
HAdV abrangidas pelos primers e/ou sondas utilizados no kit podera
resultar em subquantificacdo e/ou na incapacidade de detecdo da
presenca do agente patogénico.

9.2.4 Intervalo linear

Para a determinagdo do intervalo linear do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5
foi testada uma série de diluigdbes do HAdV em sangue total entre 1,00E+08 e
2,00E+02 copias/ml:

* As diluigdes com uma concentragdo entre 1,00E+08 e 1,00E+06 copias/ml
foram testadas em 4 réplicas.

* As diluicbes com uma concentragao entre 1,00E+05 e 2,00E+02 copias/ml
foram testadas em 8 réplicas.
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Foi efetuada uma andlise com base numa regressao polinomial.

O intervalo linear do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 para a quantificagdo de
HAdV no sangue total é de 5,00E+02—1,00E+08 cépias/ml. E apresentada uma
representagao grafica dos dados na figura 18.

log10 da concentragao estimada vs. log10 da concentragao
nominal AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

3 r{’!
y = 0,9696x + 0,1482

1 Rz2=0,9932

Concentragao estimada [log10 copias/ml]

] 1 2 3 4 5 & T § 9 10

Concentragao nominal [log10 cépias/mil]
Figura 18: Andlise de regressao linear do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 com
amostras de sangue total

9.2.5 Preciséo

A precisao do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi avaliada utilizando um painel
constituido por:

* 1 amostra de sangue total altamente positiva (1,00E+04 cépias/ml) de HAdV

* 1 amostra de sangue total fracamente positiva [2,50E+03 cépias/ml (5 x
LLoQ)] de HAdV

» 1 amostra de sangue total negativa de HAdV
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Cada componente do painel foi testado em pelo menos 4 réplicas por
processamento.

Foram realizados 5 processamentos em 5 dias diferentes utilizando combinagdes
de:

+ 3 lotes de kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

» 3 lotes de kit AltoStar® Purification Kit 1.5

* 3 lotes de AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno)
+ 3 instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

A repetibilidade (variabilidade intraprocessamento), a variabilidade entre lotes e a
reprodutibilidade (variabilidade total) foram determinadas com base em:

» Valores de quantificagdo para as amostras altamente e fracamente positivas
de HAdV (consulte a tabela 24)

* Valores do ciclo limiar (C *) para o IC nas amostras negativas de HAdV
(consulte a tabela 25)

* Tenha em atengado que o termo Cq escolhido é equivalente a designagéo de C, que podia
ser utilizada por outros cicladores que nao o CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad).

Tabela 24: Dados de precisédo (CV % dados de quantificacdo em log10) para amostras de
sangue total altamente e fracamente positivas de HAdV

Amostra altamente positiva | Amostra fracamente positiva
(1,00E+04 cé6pias/ml) (2,50E+03 copias/ml)
de HAdV de HAdV

0,55-2,59 1,57-3,49

2,01 Sl
3,78 5,27
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Tabela 25: Dados de preciséo (CV % valores Cq ) para o IC nas amostras de sangue total
negativas de HAdV

0,22-0,82

1,06

2,06

9.2.6 Taxa de insucesso total

A solidez do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi avaliada através do teste de 30
amostras de sangue total negativas de HAdV, de dadores individuais, fortificadas
com HAdV para uma concentracgéo final de 3 x LDD (1,15E+03 copias/ml). Todas as
amostras testadas (30 de 30) mostraram resultados positivos no canal de detegao
por fluorescéncia especifico do HAdV (FAM™).

9.2.7 Transferéncia

Consulte o capitulo 9.1.7 Transferéncia.

9.2.8 Desempenho clinico

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi avaliado num estudo comparativo
com o Adenovirus R-gene® kit (bioMérieux) com marcagdo CE. Foram testadas
retrospetivamente em paralelo 79 amostras de sangue total com o Adenovirus
R-gene® kit (bioMérieux) e o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5.

O Adenovirus R-gene® kit (bioMérieux) foi utilizado no NucliSENS® easyMAG®-
System (bioMérieux) e no VERSANT® kPCR Molecular System AD module
(Siemens).

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 foi utilizado em combinagdo com o kit
AltoStar® Purification Kit 1.5 e o AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno) no
AltoStar® AM16 e no CFX96™ DW Dx.
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Para a analise qualitativa, foram excluidas todas as amostras com um resultado
invalido para um ou ambos os ensaios, assim como amostras com um resultado
quantitativo inferior ao LDD de um ou ambos os ensaios.

Os resultados das 73 amostras restantes sao apresentados na tabela 26.

Tabela 26: Resultados da avaliagéo da sensibilidade e da especificidade de diagndstico
do HAdV em amostras de sangue total

Adenovirus R-gene® kit (bioMérieux)

POSITIVO NEGATIVO
14

2 S

o =

@ £ 50 0
=

(]

T

< o

.8 =

2 i 0 23
2 o)

= L

< 7=

A sensibilidade e a especificidade de diagndstico do kit AltoStar® Adenovirus
PCR Kit 1.5 em comparagdo com o Adenovirus R-gene® kit (bioMérieux) foi de
100 %.

No que respeita a correlagdo quantitativa, foram excluidas as amostras com
resultado negativo num ou em ambos os ensaios, assim como as amostras com
um resultado quantitativo abaixo do LLoQ de um ou ambos os ensaios.

Os resultados das 33 amostras restantes foram utilizados para a correlagao
quantitativa por analise de regresséo linear (consulte a figura 19).
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Adenovirus R-gene® kit (bioMérieux) vs. AltoStar® Adenovirus
PCR Kit 1.5

[log10 copias/mil]

AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

. y=1,106x - 0,4527
R2 =0,8008

2 3 4 5 L] 7 8

Adenovirus R-gene® kit (bioMérieux) [log10 copias/ml]
Figura 19:Andlise de regresséo linear dos resultados obtidos com o Adenovirus R-gene®
kit (bioMérieux) (referéncia) e o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

Verificou-se uma correlagédo bastante boa entre os resultados quantitativos obtidos
com o kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 e o Adenovirus R-gene® kit (bioMérieux)
[coeficiente de correlagdo R = 0,95 (R?= 0,90)].
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10. Eliminacao
Elimine os residuos perigosos e biolégicos em conformidade com os regulamentos

nacionais e locais. Os residuos e os componentes excedentes ndo devem entrar
em contacto com redes de esgoto, cursos de agua ou o solo.

As amostras devem ser sempre tratadas como sendo infeciosas e com
risco (biologico), em conformidade com os procedimentos laboratoriais
A e de seguranca. No caso de derrames de material da amostra, utilize
imediatamente um desinfetante apropriado. Manuseie os materiais
contaminados como se se tratassem de materiais com risco biolégico.

A eliminagéo de residuos perigosos e bioldgicos deve cumprir os
regulamentos nacionais e locais para evitar a contaminagéo ambiental.

NOTA

3 A PCR plate (placa PCR) tem de ser eliminada selada uma vez que a
1 PCR Plate Sealing Foil (pelicula de selagem da placa PCR) nao pode
ser removida.

11. Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Gestdo da Qualidade da altona Diagnostics GmbH,
certificado pela EN ISO 13485, cada lote de kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 é
testado face a especificagdes predeterminadas de modo a garantir uma qualidade
do produto consistente.
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12. Apoio técnico

Para apoio ao cliente, contacte o apoio técnico da altona Diagnostics:

e-mail: support@altona-diagnostics.com
telefone: +49-(0)40-5480676-0

NOTA

3 Qualquer incidente grave que tenha ocorrido em relagdo a este produto
deve ser comunicado a altona Diagnostics e a autoridade competente
do seu pais.
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14. Marcas comerciais e isengoes de responsabilidade

4s3™ (4titude); AltoStar® (altona Diagnostics); ABI Prism®, QuantStudio™ (Applied
Biosystems); NucliSENS® (bioMérieux); CFX96™, CFX Manager™ (Bio-Rad);
Rotor-Gene® (QIAGEN); LOINC® (Regenstrief Institute, Inc.); LightCycler®, MagNA
Pure® (Roche); VERSANT® (Siemens); FAM™, JOE™, MicroAmp™, VIC™
(Thermo Fisher Scientific).

Os nomes registados, marcas comerciais, etc. utilizados neste documento, mesmo
onde ndo estdo especificamente marcados como tal, ndo devem ser considerados
como estando desprotegidos pela legislacéo.

O kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 € um kit de diagnéstico com a marcagao CE,
de acordo com a Diretiva Europeia 98/79/CE relativa ao diagndstico in vitro.

Produto n&o autorizado ou aprovado pela FDA.
Nao disponivel em todos os paises.

© 2022 altona Diagnostics GmbH. Todos os direitos reservados.
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15. Simbolos
I S

IVD Dispositivo médico de diagnostico in vitro

GTIN Numero de item de comércio internacional

LOT Cédigo do lote
Conteudo
A Cor da tampa

Numero de catalogo

Numero

Componente

Consulte as instrugdes de utilizagédo

Contém o suficiente para «n» testes/reagbes
(rxns)

Limite de temperatura

Data de validade

Fabricante

Atencao

feore-<B JEHEEEEEE

AT Numero de material
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E]:l Verséo

i Nota

Contém material biolégico de origem animal
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16. Protocolo de ensaio para o AltoStar® Connect software
e informagao para a integragao LIMS

O cadigo de barras 2D na figura 20 deve ser utilizado para instalar o protocolo
de ensaio mais recente para utilizagdo do kit AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5 no
AltoStar® AM16. O codigo de barras sé pode ser lido em formato impresso. Pode
ler o cédigo de barras diretamente do manual ou imprimi-lo numa folha separada.
Tenha em atencdo que o tamanho da impressdo afeta a capacidade de leitura
do codigo de barras. Certifique-se de que dimensiona o tamanho para 100 %.
Para a leitura, aponte o scanner para a linha vermelha no cddigo de barras. Para
pormenores sobre a gestao de protocolos de ensaio, consulte o respetivo capitulo
nas instrugdes de utilizagao do AltoStar® Connect software. Para informagao para a
integracéo LIMS, consulte a tabela 28.

AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

Checksum: 3D071799D0D8B5079231323BA59F08F7F5A3CA08

Figura 20: Codigo de barras do protocolo de ensaio do kit AltoStar® Adenovirus PCR
Kit 1.5
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Tabela 27: Registo de altera¢des para o protocolo de ensaio

Versao do protocolo Atualizag6es dos langamentos

1 Verséo inicial

Tabela 28: Informagéao para a integragao LIMS

Utilizagao Dados

Ordem do teste (LIMS — AltoStar® AM16) AltoStar® Adenovirus PCR Kit 1.5

Resultado do teste (CFX96™ DW Dx — Adenovirus
LIMS) canal 1

Para o LOINC® (Logical Observation Identifiers Names and Codes), consulte o site

da altona Diagnostics GmbH (www.altona-diagnostics.com) ou contacte o apoio
técnico da altona Diagnostics (consulte o capitulo 12. Apoio técnico).
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17. Histérico de revisoes
Tabela 29: Historico de revisdes

Data de
Identificador emissao ModificagGes
[més/ano]

MAN-AS0301540-
PT-S01

09/2021 Langamento inicial
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