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1. Sobre estas instrugdes de utilizagao

Estas instrugdes de utilizagdo orientam o utilizador na utilizagdo do kit AltoStar®
BKV PCR Kit 1.5. Os capitulos 1-6 e 9—14 contém informacdes gerais e instru¢des
que se aplicam a cada ordem de tarefas utilizada com o kit AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5. O capitulo 7 da instrugdes sobre a forma de utilizar o produto com o
AltoStar® Automation System AM16 (sistema de automagao) (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 instrugdes sobre a forma de utilizar o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 em
conjunto com outros 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 e do CFX96™ DW Dx, consulte
as respetivas instrugdes de utilizagao 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 utilizagdo AltoStar® Internal Control 1.5

» Sistemas CFX96™ Dx e CFX96™ Deep Well Dx Manual de operagao
(Bio-Rad)
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Ao longo deste manual, os termos ATENCAO e NOTA tém os seguintes
significados:

Destaca os procedimentos ou as instru¢gdes 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.

NOTA

® . . U - < =
Consiste em informagdes Uteis para o utilizador mas que ndo sao
1 essenciais para a tarefa em questéo.

Leia as instru¢des de utilizagao cuidadosamente antes de utilizar o produto.

2. Utilizagao prevista

O kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 consiste num teste de diagnéstico in vitro, baseado
em tecnologia PCR em tempo real, para detegéo e quantificagdo de ADN especifico
de Virus BK (BKV) em plasma humano tratado com EDTA e citrato, sangue total
humano tratado com EDTA e citrato, e urina humana.

Destina-se a ser utilizado como uma ajuda ao diagnédstico de infecdo por BKV e
para monitorizagdo da carga de BKV em pessoas com uma infegéo por BKV.

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

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

O AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 é composto por uma caixa com reagentes e o plug-in
de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

3.1 Reagentes
A caixa do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 contém os seguintes componentes:

Tabela 1: Componentes do kit

Volume nominal
[ul/tubo]

Cor da tampa Componente Numero de tubos

Master AV 8 60?
Violeta Master B 8 180%
Vermelho QS19 2 250
Vermelho QSs24 2 250
Vermelho QS3% 2 250
Vermelho QS4% 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 Padréo de Quantificacéo (controlo positivo)
9 No Template Control (controlo negativo)

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

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

11
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A caixa do kit & enviada em gelo seco. No momento da entrega e antes da primeira
utilizagéo, verifique a caixa do kit 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 ndo 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).

3.2 Plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

O plug-in de ensaio AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 versdo 2.1 pode ser usado
opcionalmente em combinagao com o software FastFinder Standalone para realizar
a analise de dados e a interpretacdo automatizada de resultados. Nao é fornecido
com os reagentes do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 e deve ser encomendado
separadamente como parte do AltoStar® Automated Analysis Package (N.° de
encomenda VK000045).

4. Armazenamento e manuseamento

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

4.1 Armazenamento

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

12
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A
A

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

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

4.2 Manuseamento

A

Nao ultrapasse a sequéncia descongelar-congelar e a duragédo 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 contaminagado e pode comprometer o desempenho do
produto:

- Na&o 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 preparagdo da amostra/
preparagao da reagéo e as atividades de amplificagcao/detecao.

- Elimine sempre as luvas ap6s manusear material positivo e/ou
potencialmente positivo.

- Nao abra as placas PCR e/ou tubos apds a amplificagao.

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

13
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4.2.1 Master A e Master B

Apo6s a descongelagéo, o Master A e o Master B mantém-se estaveis durante
5 horas a uma temperatura até +30 °C.

NOTA

. Se o Master A e o Master B forem descongelados mas néo

utilizados, podem ser novamente congelados e descongelados para

1 processamentos posteriores. No caso de abertura, elimine as tampas e
utilize tampas novas para evitar a contaminagéo dos reagentes.

4.2.2 Padroes de Quantificagdao e No Template Control
(controlo negativo)

1. Ap6s a descongelagéo, 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 utilizagdo e utilize tampas
novas para evitar a contaminagéo 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® BKV PCR Kit 1.5 consiste num teste de diagndstico in vitro para

detecao e quantificagdo de ADN especifico de BKV em plasma humano tratado com
EDTA e citrato, sangue total humano tratado com EDTA e citrato, e urina humana.

Baseia-se em tecnologia PCR em tempo real, utilizando a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para a amplificagdo de sequéncias-alvo especificas de BKV e
das sondas especificas para o alvo com marcacgao fluorescente para a detegéo do
ADN amplificado.
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Para aléem dos sistemas de detegdo e amplificacdo especificos do ADN do BKYV,
que tem como alvo o antigénio T pequeno e o antigénio T grande do genoma viral,
o ensaio inclui oligonucleotideos para a amplificagédo e detegéo do controlo interno
(doravante abreviado como IC; AltoStar® Internal Control 1.5).

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

A utilizagcdo de sondas associada a coloragbes distinguiveis permite a detecéo
paralela do ADN especifico do BKV e do IC nos canais de detegéo correspondentes
do instrumento PCR em tempo real utilizado.

5.1 Informacao de base

A familia Polyomaviridae contém pelo menos 16 membros que infetam diferentes
espécies mamiferas [1]. Dois destes, poliomavirus BK (virus BKV e BK) e
poliomavirus JC (virus JCV e JC) estabelecem as infegdes ubiquas em seres
humanos a nivel mundial [1].

Os poliomavirus consistem em pequenos virus icosaédricos sem invélucro, que
possuem um genoma de ADN de cadeia dupla superenrolado de aproximadamente
5000 pares de bases (pb) [2]. Os poliomavirus humanos partilham ~70 % da
identidade da sequéncia do virus simio 40 (SV40) [3]. Apesar desta elevada
homologia na sequéncia, os poliomavirus apresentam uma gama de hospedeiros
restrita com um comportamento biolégico e uma patogenia da doenga distintos [3].

As infecdes primarias por BKV geralmente ocorrem na primeira infancia e sdo
tipicamente subclinicas, seguidas de uma persisténcia por toda a vida [4]. As
células epiteliais dos rins, do uréter e da bexiga foram identificadas como sendo os
principais tipos de células persistentemente infetados pelo BKV [5].

15
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Embora as infegdes por poliomavirus sejam impercetiveis em individuos
imunocompetentes, a reativagdo do BKV e/ou do JCV associada aimunossupressao
pode resultar em doencas graves. A reativacdo do BKV é mais comum na medula
O0ssea e em doentes de transplante renal, causando, respetivamente, cistite
hemorragica (CH) e poliomavirus associado a nefropatia (PVAN) [5].

5.2 Descrig¢ao do reagente

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 amplificagéo
mediada por PCR e a detegdo alvo do ADN especifico do BKV e do IC numa
preparagao de reacao.

5.2.2 Padroes de Quantificagao

Os QS contém concentracdes padrao do ADN especifico do BKV (consulte a
tabela 2). Foram calibrados segundo a Norma Internacional da OMS «1st WHO
International Standard for BK Virus DNA for Nucleic Acid Amplification Techniques
(NIBSC code: 14/212)» [6]. Os QS séo utilizados para verificar a funcionalidade do
sistema de detegcdo e amplificagdo especifico do ADN do BKYV, assim como para
gerar uma curva padrdo, permitindo a quantificagdo do ADN especifico do BKV
numa amostra.

Tabela 2: Padrdes de Quantificagéo

Padrao de Quantificagao Concentragao [Ul/pl]
QS1 1,00E+04
QS2 1,00E+03
QS3 1,00E+02
QsS4 1,00E+01
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5.2.3 No Template Control (controlo negativo)

O NTC nao contém ADN especifico do BKV, mas contém o modelo de IC. O NTC é
utilizado como controlo negativo para a PCR em tempo real especifica do ADN do
BKV e indica a possivel contaminagcado do Master A e do Master B.

5.3 Ordens das tarefas

5.3.1 AltoStar® Workflow (ordem das tarefas)

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

» AltoStar® Automation System AM16 (Hamilton)
+ AltoStar® Connect software versdo 1.7.4 ou superior (Hamilton)

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

* Opcional: FastFinder Standalone versédo 1.0 ou superior (UgenTec NV) e o
plugin de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 para analise de dados
e interpretacdo automatizada de resultados. A versdo valida do plugin de
ensaio esta especificada no capitulo 3.2 Plug-in de ensaio do kit AltoStar®
BKV PCR Kit 1.5.

A ordem das tarefas inclui os seguintes passos:

1. Programar um AltoStar® run (processamento).

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

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

4. 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® BKV 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
simultdneo no AltoStar® AM16. Cada amostra pode ser analisada com tantos
ensaios PCR em tempo real em paralelo quanto o eluato disponivel permita.

17
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NOTA

. Os ensaios com perfis de temperatura PCR diferentes sdo ordenados
1 automaticamente para separar placas PCR.

5.3.2 Outras ordens das tarefas

O kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 pode ser utilizado com ordens das tarefas
compativeis. Os seguintes instrumentos e software de PCR em tempo real foram
validados para utilizagdo com o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5:

* ABI Prism® 7500 SDS e 7500 Software v2.3 (Applied Biosystems)

* CFX96™ Deep Well Dx System e o CFX Manager™ Dx software verséo 3.1
(Bio-Rad)
« CFX96™ Dx System e o CFX Manager™ Dx software versao 3.1 (Bio-Rad)

« LightCycler® 480 Instrument Il e LightCycler® 480 Software versdo 1.5.1
(Roche)

*  QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System e QuantStudio™ 5 Dx Software
v1.0.2 (Applied Biosystems)

* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform e Rotor-Gene® Q Software versdo 2.3.1
(QIAGEN)

Utilizando um dos instrumentos PCR em tempo real indicados acima (excepto
para o CFX96™ Deep Well Dx System), a configuragdo PCR, a programagéo do
instrumento, bem como a analise de dados tém de ser realizadas manualmente
(para mais pormenores, consulte os capitulos 8.2.2 Preparagdo da master mix a
8.2.5 Analise de dados).
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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® BKV PCR
Kit 1.5:

* Plasma EDTA humano

* Plasma com citrato humano

» Sangue total EDTA humano

» Sangue total com citrato humano

¢ Urina humana

Este teste apenas foi validado para utilizagdo com plasma humano
tratado com EDTA e citrato e sangue total humano tratado com EDTA e
citrato, e urina humana. A utilizagéo de outros tipos de amostras pode
comprometer o desempenho do produto.

5.4.2 Recolha e manuseamento de amostras

O sangue tem de ser recolhido com sistemas de recolha de sangue no mercado (p.
ex.: Sarstedt, Becton Dickinson, Greiner ou equivalentes). Os contetdos dos tubos
devem ser misturados diretamente apds 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 utilizacdo, o sangue total tratado com EDTA ou
citrato ndo deve ser armazenado durante mais de 48 horas a temperatura ambiente
(entre +20 °C e +25 °C), 3 dias a uma temperatura entre +2 °C e +8 °C ou 7 dias a
uma temperatura entre -25 °C e -15 °C.
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Para geragédo de plasma tratado com EDTA ou citrato, o sangue total deve ser
centrifugado de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante do sistema
de recolha no prazo de 24 horas apds a recolha. Antes da utilizagdo, o plasma
tratado com EDTA ou citrato ndo deve ser armazenado durante mais de 48 horas
a temperatura ambiente (entre +20 °C e +25 °C), 5 dias a uma temperatura entre
+2 °C e +8 °C ou 2 meses a uma temperatura entre -25 °C e -15 °C.

As amostras de urina tém de ser recolhidas num recipiente estéril. As amostras de
urina devem ser armazenadas entre +2 °C e +8 °C por um periodo ndo superior a
24 horas.

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 biolégico.

é A colheita, envio, armazenamento ou preparagao inadequados de

amostras podem comprometer o desempenho do produto.

NOTA

A 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.

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.

» Condigcbes de armazenamento incorretas podem comprometer o
desempenho do produto.
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N&o utilize produtos para além da data de validade. A utilizacdo de produtos
expirados pode comprometer o desempenho do produto.

Nao ultrapasse a sequéncia descongelar-congelar e a duragdo 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 contaminagao e pode comprometer o desempenho do produto:

> Nao troque tampas de frascos ou garrafas.

o 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 reacéo e as atividades de amplificacao/detecao.

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

> Nao abra as placas PCR e/ou tubos apods a amplificagao.

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

Este teste apenas foi validado para utilizagdo com plasma humano tratado
com EDTA e citrato e sangue total humano tratado com EDTA e citrato, e
urina humana. A utilizagao 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 biologico.

A colheita, envio, armazenamento ou preparagao inadequados de amostras
podem comprometer o desempenho do produto.

O armazenamento de eluatos nas condigdes erradas podera provocar
a degradacdo da sequéncia-alvo do BKV, o que poderia comprometer o
desempenho do produto.

N&o utilize uma verséo do protocolo de ensaio que ndo seja a indicada no
codigo de barras 2D nestas instrugbes de utilizagdo. A utilizacdo de uma
versao incorreta do protocolo de ensaio poderia comprometer o desempenho
do produto.
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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.

N&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 consideragéo todos os dados clinicos e laboratoriais.

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

N&o utilize volumes diferentes de Master A e Master B para a preparagéo da
master mix que ndo sejam os especificados nestas instrugdes de utilizagéo,
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 atribuigéo incorreta das amostras.

N&o utilize outras condi¢cdes de realizacdo do ciclo que ndo sejam as
especificadas nestas instrugdes de utilizagao, pois tal poderia comprometer o
desempenho do produto.

Nao utilize outras definicdes de controlo para analise de dados que n&o sejam
as especificadas nestas instrugdes de utilizagdo, uma vez que tal poderia
causar resultados de exames IVD incorretos.

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

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

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

A parte seguinte destas instru¢cdes de utilizacdo descreve a utilizagdo do kit
AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 em conjunto com a AltoStar® Workflow (ordem das
tarefas). A AltoStar® Workflow (ordem das tarefas) inclui diferentes produtos [0
AltoStar® AM16, o AltoStar® Connect software, o kit AltoStar® Purification Kit 1.5, o
AltoStar® Internal Control 1.5 (controlo interno), o CFX96™ DW Dx, o FastFinder
Standalone e o plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 para analise de
dados e interpretacdo automatizada de resultados (opcional)]. A utilizagdo desses
produtos é descrita em pormenor nas respetivas instrucbes de utilizagéo.

» 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)

* Instrugdes de utilizagdo FastFinder Standalone (UgenTec NV)

7.1 Volume de amostra

O kit AltoStar® BKV 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
consideracéo 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 utilizagdo 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®
AltoStar® Molecular Diagnostic ~ Automation System AM16, o AltoStar®
Workflow Connect software (versédo 1.7.4 ou

superior) e equipamentos informaticos

AM16

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
AltoStar® Purification Kit 1.5 de acidos nucleicos para utilizagédo com o PK15-46
AltoStar® Automation System AM16

Extragao de acido nucleico e controlo de

AltoStar® Internal Control 1.5 amplificacéio e detego por PCR

1C15-46
Computador pessoal com software

FastFinder Standalone instalado

(versao 1.0 ou superior) e pacote de VK000045
plug-in de ensaio para analise de dados e

interpretagao automatizada de resultados

AltoStar® Automated Analysis
Package
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N.° de
encomenda

Material Descrigao

Placa multipogos semi-skirted com 96

PCR Plate pogos, com cédigo de barras, com pogos ~ VK000005
brancos

PCR Plate Sealing Foil Pelicula de selagem para a placa PCR VK000006
Pontas com filtros de 1 000 pl para

1,000 pl CO-RE Tips utilizagéo com o AltoStar® Automation VK000007
System AM16
Pontas com filtros de 300 pl para

300 pl CO-RE Tips utilizagdo com o AltoStar® Automation VK000008
System AM16

el T Tub.o com~ cadigo de barras para VK000002
conjugacgéao de reagentes PCR
Saco estéril autoclavavel para utilizagéo

Waste Bag com o AltoStar® Automation System AM16 VK000009

S G - 5 Tampa de rosca para tubos QS1-QS4 VK000012
(vermelho)

S G e Tampa de rosca para tubos de Master A VK000013
(azul)

e Eaps  UTe Tgmpa de rosca para tubos de Master B VK000015
(violeta)

S e lie 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 VK000023
Selador de placa
por ex., PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad) VK000033
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7.5 Materiais e dispositivos gerais
» Agitador vortex
* Luvas sem po (descartaveis)

» Centrifugadora para centrifugagdo dos componentes do kit AltoStar® BKV
PCR Kit 1.5

» Centrifugadora para centrifugagdo de placas PCR
Controlos do processo

Os controlos de processo positivos e negativos, que sao tratados como amostras
e sujeitos ao mesmo procedimento de isolamento de acido nucleico, devem ser
testados de acordo com as diretrizes ou requisitos locais, regulamentos estaduais
e/ou federais ou organizagdes acreditadas, para monitorizar todo o processo.

Os controlos de processo nado serdo fornecidos pela altona Diagnostics. Para o
efeito, podem ser utilizadas amostras previamente caracterizadas ou material de
ZeptoMetrix (NATtrol™ BK Virus External Run Controls; cat. n.° NATBK-ERCL e
NATBK-ERCM) seguindo as instrugdes de utilizagéo facultadas pelo fabricante.

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 informagbes sobre definicdes especificas para utilizar
com o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 no capitulo 7.6.2 Programar um AltoStar® run
(processamento). Para obter instru¢gdes detalhadas relativamente aos passos 1-5,
consulte as instrugdes de utilizagdo do kit AltoStar® Purification Kit 1.5, do AltoStar®
Connect software e do AltoStar® AM16.

Os passos 6-9 sao descritos com mais pormenor do capitulo 7.6.3 Iniciar um
processamento de configuragdo PCR ao capitulo 7.6.6 Iniciar um processamento
PCR.
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Os passos 10 e 11 diferem consoante a interpretagao dos resultados seja manual
ou automatizada. Podera encontrar mais informagdes sobre a interpretagdo manual
de resultados do capitulo 7.6.7 Analise de dados PCR usando o CFX Manager™
Dx software ao capitulo 7.6.10 Exportagéo de resultados PCR para interpretacéo
manual de resultados. Os passos da analise de dados e interpretagdo automatizada
de resultados opcional usando o FastFinder sdo descritos com mais pormenor no
capitulo 7.6.11 Analise de dados PCR e interpretacdo automatizada de resultados
usando o FastFinder.

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

1. Iniciar o » Ligue o AltoStar® AM16.

AltoStar® AM16 * Ligue o computador e o monitor.

» Inicie o AltoStar® Connect software.

2. Efetuar a * Na barra de menus, cligue em Application — Instrument
Maintenance (Aplicagdo — Manutengao de Instrumento).

manutenc¢ao

> No caso de manutencdo semanal, cligue em Start Weekly
Maintenance (Iniciar Manutengdo Semanal).

o No caso de manutencdo diaria, clique em Start Daily
Maintenance (Iniciar Manutencgao Diaria).

» Sigaasinstrugdes no ecra relativas ao processo de manutencao.

3. Programar um *« Na barra de menus, clique em Program Run — Program
AltoStar® run Run (AltoStar® Purification) [Proces.sfame~nto de Programa

— Processamento de Programa (Purificacdo AltoStar®)]. Em
(processamento) alternativa, regresse ao ecrad Start (Inicial) e clique no botao

Program Run (Processamento de Programa).
* Introduza as amostras ou importe-as a partir do LIMS.

» Selecione o seguinte ensaio para as amostras, exceto se ja tiver
sido importado do LIMS:

o AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

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

processamento

de purificagao

Acao

Na barra de menus clique em Purification — Start Purification
(Purificagdo — Iniciar Purificagdo). Em alternativa, regresse ao
ecra Start (Inicial) e clique no botdo Start Purification (Iniciar
Purificag&o).

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

Prepare os reagentes de purificagdo:

Certifique-se de que os reagentes de purificagdo a utilizar
tém o mesmo numero de carga [exceto para o AltoStar®
Internal Control 1.5 (controlo interno)] e ndo estéo fora da
validade.

Se existirem precipitados visiveis no Lysis Buffer (tampao de
lise), aquecga-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 purificagdo a ser
iniciado, conforme descrito nas instrugdes de utilizagdo do kit
AltoStar® Purification Kit 1.5.

Clique no bot&o 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
purificagéo.
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Acao

5. Concluir o » 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 dialogo Maintenance
(Manutengao) e confirme com OK.

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

processamento

de purificagao

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

* Se o processamento de configuragdo PCR associado nao for
iniciado de imediato, sele a placa de eluato com uma pelicula
de selagem da placa de eluato e armazene entre +2 °C e +8 °C
até 24 horas.

» Observe os resultados do processamento de purificagcdo para
confirmar o processamento com sucesso de cada amostra.
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6. Iniciar um
processamento
de configuragao
PCR

7. Concluir o

processamento

de configuragao
PCR

8. Selar a placa
PCR

Acao

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

Selecione o processamento de configuragdo PCR a iniciar
para visualizar a placa de eluato e os reagentes incluidos no
processamento de configuragdo 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 estdo 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 placa de eluato estiver selada, centrifugue-a brevemente e
remova a selagem com cuidado.

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

Siga a caixa de dialogo Loading (Carregamento) e carregue no
respetivo instrumento.

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

O sistema realizara automaticamente o processamento de
configuragéo 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 instrugdbes na caixa de didlogo Maintenance
(Manutengéo) e confirme com OK.

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

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

Sele a placa PCR com uma pelicula de selagem para placa
PCR.
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Acao
9. Iniciar o * Ligue o CFX96™ DW Dx e o respetivo computador e monitor.
processamento » Inicie o CFX Manager™ Dx software.

PCR + Abrao CFX96™ DW Dx.

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

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

* Leia o cédigo de barras da placa PCR com o scanner de codigo
de barras portatil.

* Feche o CFX96™ DW Dx.

» Clique no botéo 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.
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Acao para andlise de dados e geragao

de relatérios com o CFX Manager™ Dx

software para posterior interpretacao

manual de resultados ou interpretagao de

resultados por LIMS

10. Separar

Separe todos o0s ensaios no
processamento PCR em grupos de
pogos distintos.

ensaios para

analise individual

11. Analisar Para cada grupo de pogos individualmente:

os dados e - Efetue a corregdo da linha de base em
interpretar os todos os pogos para todos os canais de

detecao utilizados.
resultados do L
* Exclua os pogos com sinais irregulares

de PCR.
PCR » Defina os limiares de todos os canais
de detecéo de acordo com os controlos.

processamento

* Exclua os pogos que contém dados
invalidos.

» Crie o ficheiro de resultados LIMS para
a exportagdo de resultados para o
LIMS.

* Crie o relatério de resultados para a
interpretagdo manual de resultados.

Acao para

analise de dados
e interpretagao
automatizada de
resultados opcional

utilizando o

FastFinder

Nao necessario.

Utilize o
FastFinder
Standalone e
o plug-in de
ensaio do kit
AltoStar® BKV
PCR Kit 1.5
para analise
de dados e
interpretacéo
automatizada
de resultados.

a degradacédo da sequéncia-alvo do BKV, o que poderia comprometer o

: O armazenamento de eluatos nas condi¢des erradas podera provocar

desempenho do produto.
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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 definicdes especificas
para utilizagdo com o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 sdo indicadas abaixo:

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

O volume de amostra necessario € de 500 ul, 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® BKV PCR Kit 1.5 é de
10 pl.

Certifique-se de que a versdo correta do protocolo de ensaio € utilizada
para o processamento. Para informacgdes sobre a versdo do protocolo atual,
consulte o capitulo 17. Protocolo de ensaio para o AltoStar® Connect software
e informacgao para a integragao LIMS. O respetivo protocolo de ensaio esta
codificado no cédigo de barras 2D ai apresentado. Para informagdes sobre
purificagdo e importagdo do protocolo de ensaio para o AltoStar® Connect
software, consulte as respetivas instru¢des de utilizagao.

Nao utilize uma versao do protocolo de ensaio que ndo seja a indicada

é 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.

7.6.3 Iniciar um processamento de configuragdo PCR

1.

Selecione PCR Setup — Start PCR Setup (Configuragcdo 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).
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Os processamentos de configuragdo PCR pendentes s&o apresentados na
tabela Programmed PCR Setup Runs (Processamentos de Configuragdo PCR
Programados) no lado esquerdo do ecra.

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

As amostras incluidas no processamento de configuracdo PCR
selecionado sdo apresentadas na tabela no lado superior direito do ecra
[Samples in selected PCR Setup Run (Amostras no Processamento de
Configuragéo PCR selecionado)].

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

O numero de tubos principais necessario para o processamento de
configuragédo PCR selecionado € 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

1

O numero de amostras prioritarias num processamento de configuracéo
PCR é apresentado na coluna No. of prioritized Samples (N.° de
Amostras prioritarias). Realize os processamentos de configuragdo
PCR com amostras prioritarias em primeiro lugar para permitir o
processamento mais rapido dessas amostras.

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 Preparagéo de reagentes para um processamento de configuragdo PCR.

Se a placa de eluato necesséria para o processamento de configuragdo PCR

selecionado tiver sido selada para efeitos de armazenamento, prepare-a conforme

descrito nas instrugées de utilizagdo do kit AltoStar® Purification Kit 1.5.
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7.6.3.1 Preparacgao de reagentes para um processamento de
configuragao PCR

1. Descongele totalmente os QS, os controlos e o niumero 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
descongelacdo poderd provocar contaminacdo 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 informagbes pormenorizadas relativas ao processo de carga, consulte as
instrugdes de utilizacdo do AltoStar® AM16 e do AltoStar® Connect software.

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

E visualizada a posicéo do item e respetivo transporte:

- Realgado a vermelho na representagdo 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 placa de eluato preparada e os 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 pul 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 placa de eluato necessaria com o pogo A1 a esquerda da
posigcao da placa preta.

Cologue uma placa PCR com o pogo A1 a esquerda da posicédo da placa
frontal prateada.

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

L : .
antes do processamento. Um volume de componente insuficiente

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

NOTA

3 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 ejegcédo de pontas e o recipiente de eliminagéo de
pontas estdo na posi¢ao 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

L Clicando em Cancel (Cancelar), o processamento de configuragéo
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:

- O tipo e a localizagéo 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

L Clicando em Cancel (Cancelar), o processamento de configuragéo
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 interagédo 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 reagbes 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 placa de eluato atualmente carregada, a placa de eluato pode
manter-se nao selada na posigdo do transporte. Se néo for o caso, sele e
armazene a placa de eluato. Para mais informagodes, consulte as instrugdes
de utilizagao do kit AltoStar® Purification Kit 1.5.

NOTA

L Apos a concluséo do processamento de purificagcéo, os eluatos na placa
1 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. Eliminag&o).

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 Configuragdo 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 botédo 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
configuragédo PCR, incluindo resultados, para efeitos de documentagao

* Um ficheiro ciclador (.plrn) para a programagdo 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 Relatorio), 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 placa PCR

Apo6s a concluséo do processamento de configuragdo PCR, a placa PCR tem de ser
selada com uma pelicula de selagem para 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 néo esta

na gaveta.

2. Certifique-se de que as definicdes do selador de placa séo as seguintes:

Tabela 7: Definigdes do selador de placa

Selador de placa Definigoes

Temperatura [°C] Tempo [s]
AltoStar® Plate Sealer

[4s3™ Semi-Automatic 170
Sheet Heat Sealer (4titude)]

PX1 PCR Plate Sealer
(Bio-Rad)

175 3

42



AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

3. Aguarde até ser atingida a temperatura definida. Esta operacdo pode demorar
varios minutos.

4. Coloque a placa PCR no adaptador de placa do selador de placa.

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

NOTA

1

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).

NOTA

1

Se a estrutura ou a pelicula de selagem para placa PCR estiver
incorretamente colocada, a pelicula pode aderir 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 pelicula de
selagem para 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 placa PCR, a
pelicula de selagem para 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 placa PCR selada e o adaptador de placa do selador de placa, e feche
o selador de placa pressionando o botdo Close (Fechar)*/ [&]**,

* 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

Apdés a conclusdo do processamento de configuraggo PCR, a mistura
PCR na 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 cddigo de barras da placa PCR com o scanner de cddigo de barras
portatil para selecionar e abrir automaticamente o ficheiro LIMS correto. E
apresentada a caixa de didlogo Run Setup (Configuragéo do Processamento).

NOTA

L Todos os parametros necessarios para iniciar o processamento PCR
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
(Configuragao do Processamento) para abrir a tampa do CFX96™ DW Dx.
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7. Centrifugue brevemente a placa PCR selada para garantir que todo o liquido
esta no fundo dos pogos.

8. Insira a placa PCR selada no bloco de aquecimento do CFX96™ DW Dx com
0 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 interagdo 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 bot&o 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 (Anélise
de Dados), que mostra as curvas de amplificagdo, a disposi¢cdo da placa e os
resultados.
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7.6.7 Analise de dados PCR utilizando o CFX Manager™ Dx
software

Os resultados de todos os ensaios (grupos de pogos) na placa PCR tém de ser
analisados de acordo com a sequéncia ilustrada na figura 1.

Atribuicao de ensaios a grupos de pogcos

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

Realize a analise de acordo com estas instrugoes de utilizagao

Correcéo da linha de base
para os canais de detecdo FAM™ (BKV) e VIC™ (IC)

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

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

Exclusdo de todos os po¢os que ndo contém dados validos
de acordo com as especificagées laboratoriais e as especificagdes estabelicidas
nestas instrugdes de utilizagdo

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

Exportacéo dos resultados de PCR como Exportagéo dos resultados de PCR sob

um ficheiro de resultado LIMS aforma de relatério

(.csv) (:pdlf)

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

Seleccao do proximo ensaio (grupo de pocos) a analisar

Figura 1: Processo de analise de dados PCR utilizando o CFX Manager™ Dx software
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7.6.7.1 Atribuicdo de ensaios a grupos de po¢os

A AltoStar® Workflow (ordem das tarefas) processa um ou varios ensaios PCR
simultaneamente numa Unica 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 placa PCR tém de ser atribuidos a grupos
de pocos individuais no CFX Manager™ Dx software pelo utilizador.

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 2).
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Figura 2: Caixa de didlogo Plate Editor (Editor de Placas)

Na caixa de dialogo Plate Editor (Editor de Placas), clique em Well Groups...

(Grupos de Pogos...) na barra de ferramentas. E apresentada a caixa de
didlogo Well Groups Manager (Gestor de Grupos de Pocgos) (consulte a

figura 3).

Clique no botdo Add (Adicionar).

Digite o nome do primeiro ensaio na caixa de texto.
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5. Selecione todos os pogos na area da placa PCR que pertencem ao primeiro
ensaio (consulte a figura 3). 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).

Well Groups Manager X

Add AtoStar BKV PCR Kt 1.5 vl | Delete

oK || Cancel |

Figura 3: Caixa de dialogo Well Groups Manager (Gestor de Grupos de Pogos)

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

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

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

Confirme para aplicar as alteragdes clicando em Yes (Sim).
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Na janela Data Analysis (Analise de Dados), certifique-se de que seleciona o Well
Group (Grupo de Pogos) do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Deste modo, clique no
menu pendente Well Group (Grupo de Pocos) junto do botdo Well Group (Grupo
de Pogos) (consulte a figura 4) da barra de ferramentas. N&o utilize o Well Group
(Grupo de Pocos) «All Wells» (Todos os Pocos). A selecéo na figura 4 € utilizada
como uma vista geral de exemplo.

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

& ’ AllWells v |
AltoStar BKV
AltoStar aliha H«l

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 consideracéo todos os dados clinicos

: A semelhanca de qualquer outro teste de diagnéstico, os resultados
- e laboratoriais.
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7.6.7.2 Corregao 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 (Andlise de Dados), certifique-se de que seleciona o
Well Group (Grupo de Pocos) do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Deste modo,
cligue 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. Do lado esquerdo da janela Data Analysis (Andlise de Dados), assinale apenas
a caixa de verificagdo FAM para o canal de detegéo-alvo do BKV.

3. Na barra de menus da janela Data Analysis (Andlise 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).

4. Clique uma vez no simbolo ¢ no cabecalho da coluna Baseline End (Fim da
Linha de Base) para ordenar a tabela por valores Baseline End (Fim da Linha
de Base) ascendentes.

5. Selecione todas as linhas que apresentam um valor Baseline End (Fim da
Linha de Base) de 1-9 (consulte a figura 5).
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Baseline Threshold E

Baseline Cycles
©) Auto Calculated
@ User Defined Bold indicates a changed value.
na o] mero[%e ofte o
1 [ao1 JFam | 3 4|
2 |B02 FAM 3 4
3 (B0 FAM 3 4
4 [c02 FAM 3 9|
5 |co1 FAM 3 2=
6 D02 FAM 3 25
7 D01 FAM 3 2%
8 GOt FAM 3 27
9 FO1 FAM 3 27
10 E02 FAM 3 28
11 |E01 FAM 3 28
All Selected Rows:  Begin: |3 1 End: [ ]
Single Threshold 5
@ Auto Calculated: 998,84
@ UserDefined:  [998.84
[ ok |[ cConcel |

4

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

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

Confirme as defini¢gdes clicando em OK.

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

Repita os passos 3-7 para o canal de detegéo VIC™ (IC).
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7.6.7.3 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® BKV PCR Kit 1.5. Deste modo,
clique no menu pendente Well Group (Grupo de Pogos) junto do botdo 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 de
BKV) e VIC™ (IC) (consulte a figura 6).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools & plate setup - | - |
Quantification ﬁé Quantification Data Gene Expression End Point E Allelic Discrimination

Amplification EI
T T T

| 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).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools Plate Setup ~ | a |‘

Quantfication Quantffication Data Gene Expression End Point [1&] Allelic Discrimination

Amplification IEI

Well G1 3

Copy Remove from View

Copy as Image Set Color..,

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

Figura 7: Janela Data Analysis (Analise de Dados): excluir poco da analise

Completed
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4. O pogo selecionado é excluido da analise. Nao serao gerados resultados para
este pogo (consulte a figura 8).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools Plate Setup - | a |‘
Quantfication Quantification Data Gene Expression End Point E Allglic 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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7.6.7.4 Definicao de limiares

Os limiares para os canais de detegdo FAM™ (alvo de BKV) 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 Pocgos) do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Deste modo,
cligue 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. Dolado esquerdo da janela Data Analysis (Analise de Dados), assinale apenas
a caixa de verificagdo VIC para o canal de detegéo do IC (consulte a figura 9).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools Plate Setup - | a |‘
Quantification Quantification Data Gene Expression End Paint E Allelic Discrimination

Amplification EI
T T T

5000 Looooii ................. ................ .............
gopo L. .................. ................. ................. .............
Egggg_ .................. .................. ................. ................. .............
sopo L. .................. ................ e .............
ot SRR 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 verificagcao VIC e assinale a caixa de verificagcdo FAM para o canal
de detegéo do alvo de BKV (consulte a figura 10).
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‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools & plate setup - | & |‘
Quantification Quantification Data Gene Expression End Paint E Allelic Discrimination

Amplification EI

: : , :
7000 ]
gooo g - .................. ................. [ A S .............
soo0 F-- - ................ ............... .............
= 4000 % - ................. ............... .............
% ok S A T ]
o000 koo PR R A SO SO ]
moo0 F oo ............... ................. .............
oI
a

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 po¢os com dados invalidos

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

1. Na janela Data Analysis (Analise de Dados), certifique-se de que seleciona o
Well Group (Grupo de Pocos) do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Deste modo,
cligue 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 P'latE Setup - ‘ a |
Quantification ﬁé Quantification Data |] Gene Expression End Point E Allelic Discriminatior

Amplification EI
T T T

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

Figura 11: Janela Data Analysis (Analise de Dados): pogo invalido
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i Data Analysis - L111572.perd

5 |[wmsereey - |
JE Quantification ’@\ Quartification Data EEJ] Gene Expression End Paint E Allelic Discrimination

Amplification EI

File  View  Settings Export Tools Plate Setup -

5000 4

4000 4

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 (Analise de Dados): excluir pogo invalido da analise

O pogo selecionado € excluido da analise. Nao serdo 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 de BKV)

+ 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 diagndstico
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 padréao

3 e

32 +

30 +

Caq

0 i T
: : : : : : .

1.0 1.5 20 2,5 3.0 3.9 4.0
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 n&o 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 detegdo VIC™ (IC) e FAM™ (alvo de BKV) forem negativos (consulte
a tabela 10). No caso de um resultado invalido para uma amostra, exclua o poco
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

Validade do resultado
FAM™ (alvo de BKV) VIC™ (IC)

+ + Resultado valido
+ - Resultado valido*
- + Resultado valido

B - Resultado invalido

* Adetecdo do IC n&o é necessaria quando o alvo de BKV é detetado. Uma carga elevada de
ADN do BKV na amostra pode causar a redugéo ou auséncia do sinal de IC.

7.6.9 Exportacao de resultados PCR para a interpretagao de
resultados executada por LIMS

Para disponibilizar os resultados do processamento PCR para um LIMS para uma
interpretagédo de resultados executada por LIMS, é necessario exporta-los como
um ficheiro de resultado LIMS (.csv).

1. Na janela Data Analysis (Andlise de Dados), certifique-se de que seleciona o
Well Group (Grupo de Pocos) do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Deste modo,
cligue 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. Certifique-se de que todos os passos do processo de andlise (consulte os
capitulos 7.6.7.2 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® BKV
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
localizagéo 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 17. Protocolo de ensaio para o
1 AltoStar® Connect software e informagéo para a integragédo 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 pocos) pelos ficheiros
1 de resultado LIMS do segundo ensaio (grupo de pogos). 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 interpretacao de
resultados executada por LIMS, a interpretagao 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® BKV PCR Kit 1.5. Deste modo,
clique no menu pendente Well Group (Grupo de Pogos) junto do botado Well
Group (Grupo de Pogos) (consulte a figura 4) da barra de ferramentas.

2. Do lado esquerdo da janela Data Analysis (Analise de Dados), selecione a
caixa de verificagdo VIC e a caixa de verificagdo FAM.
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3. Certifique-se de que todos os passos do processo de analise (consulte os
capitulos 7.6.7.2 Corregao 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® BKV
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
geragdo 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

{7 Plate Display
EAquantification

1 Analysis Settings

—f A Amplification Chart
[ 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 (Relatério), 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
localizagéo 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® BKV
PCR Kit 1.5, (consulte o capitulo 7.6.10 Exportacdo 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) BKV e uma para o Target (Alvo) Internal
Control (controlo interno).

Quantification Data

] o orn] e | 5 [ G [OUS] S| 3 S35 | e
sor|ram| Bk | wTe | R ey | WA 000 | o000 NIA NA  [0.00E+00| 0.00E+00

A0z FAM| BKY | Unkn ﬁgg‘g&%g RrostorBY || 000 [ oooo NIA NIA 0.00E+00| 0.00E+00 C""?’é"‘)"gé'lﬂ&:;m"
Bot|Fam| gy | s | BKEOS | heminae  [2997]2397| 0000 | 1.000E+04 4000  |1.00E+04| 0.00E+00

BO2| FAM| pgky | Unkn (S,g;,"uﬂzgs‘ ’:“;’:‘2;?? [34.65 34.65 | 0000 | 4.855E+00 0686 |4.856+00| 0.00E+00 C“"i‘gg'g{;‘?&:;m’
corfFam| By | s | SKVOSZI | RS0 orze] 27.28 | 0000 | 1.0008%03 3000 [1.00E+03) 0.00E+00

coz| Fam| BKv | unkn | SemeeS] ioSter SKY | i | 0.00 [ 0.000 NA WA [0.00E+00| 0.00Es00 | Concentration factor
oot|Fam| Bkv | s | | SKYOSE] | MleSier 87 los4| s0s4| 0.000 | 1.000Es02 2000 [100€+02{ 0.00E+00

go1|Fam| skv | s | | SKUEOSAL | AleSier lasel sase | 0000 | 1.000E%01 1000 [1.008+01| 0.00E400

go2|Fam | Bkv | Unkn | Goreel) omior 8KV a2z 2822 | 0.000 | 4924202 2692 |4.926+02| 0.00Es00 | COnGEeen factor
For|FaM| BkY | unkn | poreell AiosterBKY loe.14| 2614 | 0.000 | 21956403 3341 2.20E+03] 0.00Es00 | ConGEnteten factor
Hot| Fam | By | unkn | Someed) MioSter B || 000 [ 0000 NA A [0.00E+00] 0.008+00 | Consenttien factor
aotfvie | el | nte | N | e [2527] 2527 | 0000 NA NA NA | 0.00E+00

02| vie | \Deme |y ot Arodter 8KV les.0g| 26.08 | 0.000 NA NiA Nia | 0.00E+00 | Concentration factor
B02| Vic 'g;i’l’:;‘ Unkn ‘Slg:]"g(’]:gg ':'c"ﬁ:z;?g" l25.46] 25.46 | 0.000 NA NA NA | 0.00E+00 C“"ﬁ:’gﬁ‘)‘?ﬁf:ﬂ““’-
co2| vic 'g:fn:’:;‘ Unkn f&"&iﬁé AeStar SKY 533 25.33 [ 0.000 NIA NA NA | 0.00E+00 C“"ﬁ:’gﬁgmﬁ““’-
02| Vic 'gfn:’:;‘ Unkn f,g’;;l’,%gg AllaStar 8KV 126.25) 26.25 | 0.000 NIA NA NA | 0.00E+00 C”“ﬁzgﬁé‘mﬁ“”
Foi| vic '{’;‘fh:’:;‘ Unkn igg‘g&%&‘ o Bk |p5.43| 25.45 | 0000 NIA NA NA | 0.00E+00 C”"ﬁzwﬁ;'fS/:s“D"
Ho1| vic 'g:fh:::“ Unkn lslg{]"g(’]‘zgﬁ‘ AloStor 8KV l25.70[ 2570 | 0.000 NIA NA NA | 0.00E+00 c”"jzg"l;’;'?&:;“‘“’

Figura 15: Relatorio: Quantification Data (Dados de Quantificagéo)

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

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

Quantificagao).

3.

Identifique cada linha com o Target (Alvo) BKV 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 de BKV Interpretacao de resultados

1-45 ADN especifico de BKV detetado.

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

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) BKV e um Concentration factor
(Fator de concentragéo) na coluna Well Note (Nota do Poco).

7. Nestas linhas, consulte a coluna Starting Quantity (SQ) [Quantidade Inicial
(SQ)] para a concentragéo do alvo de BKV 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 concentragdo)
(incluindo a unidade) pelo utilizador.

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

Tabela 12: Resultados quantitativos: interpretacao de resultados

Starting Quantity (SQ) [Quantidade Inicial

(SQ)] do alvo de BKV Interpretacao de resultados

ADN especifico de BKV detetado.
Multiplique o valor da Starting

Quantity (SQ) [Quantidade Inicial (SQ)]
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.

>0

Nenhum ADN especifico do BKV detetado. A
N/A amostra ndo contém quantidades detetaveis
de ADN especifico do BKV.
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7.6.11 Analise de dados PCR e interpretagao automatizada de
resultados utilizando o FastFinder

Opcionalmente, a analise de dados PCR e a interpretacdo automatizada de
resultados pode ser feita utilizando o FastFinder Standalone e o plug-in de ensaio
do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. A versao valida do plug-in de ensaio esta listada
no capitulo 3.2 Plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Para mais informagdes sobre o FastFinder Standalone, consulte as respetivas
instrugdes de utilizagao.

NOTA

O plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 tem como finalidade
3 ajudar na interpretagao dos resultados gerados com o kit AltoStar® BKV
1 PCR Kit 1.5 no CFX96™ DW Dx. Todos os resultados gerados com o
plug-in de ensaio tém de ser verificados quanto a validade e correcéo

por um operador humano.

1. Inicie a aplicagdo FastFinder Standalone no AltoStar® Automated Analysis PC.

2. Introduza os seus dados de utilizador e a sua palavra-passe para iniciar
sessao. E apresentado o ecra inicial. Pode aceder a todas as anadlises abertas
e autorizadas.

Clique em Create new analysis (Criar nova andlise).

4. Procure o ficheiro de dados a analisar e selecione-o clicando em Open (Abrir).
Apenas séo suportados ficheiros .PCRD. O ficheiro é carregado e analisado.
Depois de terminar a analise, € apresentado Ready for review (Pronto para
revisao).

NOTA

L E altamente recomendavel analisar apenas um ficheiro de dados PCR
1 (.PCRD) de cada vez, ao invés de analisar varios processamentos PCR
em lotes.

5. Clique no processamento PCR para iniciar o processo de revisao.

6. Verifiqgue os controlos e resolva as eventuais mensagens de erro com base
nos avisos das amostras individuais.
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NOTA

® e ' ~ —
Certifique-se de que confirma as amostras ndo testaveis como
1 inconclusivas e de que volta a extrair e a testar as amostras.

7. Autorizar ou reiniciar a analise.

Depois de clicar em Authorize (Autorizar), a andlise é automaticamente transferida
como ficheiro .CSV. Os documentos em PDF s6 podem ser transferidos a partir de
analises autorizadas. Clique no botdo Actions (Agbes) no canto superior direito e
selecione Generate PDF Export (Gerar exportagcdo em PDF). Aceda a Downloads
(Transferéncias) através do mesmo menu para abrir o ficheiro.

8. Utilizar o kit AltoStar® BKV 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® BKV PCR Kit 1.5 foi validado com outros
instrumentos de PCR em tempo real (consulte o capitulo 5.3.2 Outras ordens das
tarefas). Os capitulos seguintes 8.1 Materiais e dispositivos necessarios mas ndo
fornecidos e 8.2 Procedimento descrevem como utilizar o kit AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5 com estes instrumentos.

8.1 Materiais e dispositivos necessarios mas nao fornecidos
Sao necessarios os seguintes instrumentos, software e materiais:
» Materiais e dispositivos gerais (consulte o capitulo 7.5 Materiais e dispositivos
gerais)

« CFX96™ Deep Well Dx System e o software CFX Manager™ Dx verséo 3.1
(Bio-Rad)

o Placas PCR com 96 pocos e pelicula de selagem (para mais pormenores,
consulte a tabela 3)
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«  CFX96™ Dx System e o software CFX Manager™ Dx versao 3.1 (Bio-Rad)

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

* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform e Rotor-Gene® Q Software versdo 2.3.1
(QIAGEN)

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

*  QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System e QuantStudio™ 5 Dx Software
v1.0.2 e ABI Prism® 7500 SDS e 7500 Software v2.3 (Applied Biosystems)

o 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 e LightCycler® 480 Software versdo 1.5.1
(Roche)

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

NOTA

® ~ S - . "
Nao se recomenda a utilizagdo de outros materiais ou dispositivos que
1 nao estejam especificados nestas instrugbes de utilizagado.

8.2 Procedimento

8.2.1 Preparacao de amostras

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

O kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 tem de ser utilizado com um IC heteroélogo [AltoStar®
Internal Control 1.5 (controlo interno)], que permite controlar o procedimento de
preparacéo de amostras (extracéo de acido nucleico) e o PCR seguinte.
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O volume do IC adicionado a mistura amostra/tampéo de lise depende do volume
de eluigao. Este representa 50 % do volume da eluigéo.

a degradacéo da sequéncia-alvo do BKV, o que poderia comprometer o

: O armazenamento de eluatos nas condi¢des erradas podera provocar
desempenho do produto.

8.2.2 Preparacao da master mix

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

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

Numero de reagoes (rxns)

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

da master mix que ndo sejam os especificados nestas instrugbes de

C Nao utilize volumes diferentes de Master A e Master B para a preparagao
utilizacao, pois tal poderia comprometer o desempenho do produto.

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

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

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

Tabela 14: Esquema de pipetagem (preparagao de reagéo)

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 placa PCR com 96 pogos com uma pelicula de selagem de placa
PCR e os tubos de reacdo com tampas adequadas (consulte o capitulo 8.1
Materiais e dispositivos necessarios, mas nao fornecidos).

6. Centrifugue a placa PCR com 96 pogos numa centrifugadora com rotor para
placas de microtitulagdo durante 30 segundos a aproximadamente 1 000 x g
(~ 3 000 rpm).

O NTC contém sempre o modelo IC na concentragéo correta.

Apds 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.
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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 atribuicdo
incorreta das amostras.

8.2.4 Processamento PCR

8.2.4.1 Programacéo do instrumento PCR em tempo real

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

Para obter instrugcbes de programacao detalhadas relativamente a utilizacdo do
kit AltoStar® BKV 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 Defini¢goes de processamento

Configure as seguintes definigdes basicas:

Tabela 15: Definigbes de processamento

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

* Se aplicavel
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Defina os detetores de fluorescéncia (corantes) seguintes:

Tabela 16: Detetores de fluorescéncia

Nome do

detetor Reporter Quencher
BKV BKV FAM™ (Nenhum)
IC Internal Control JOE™ (Nenhum)

Defina o perfil de temperatura e a aquisigao de corante seguintes:

Tabela 17: Perfil de temperatura e aquisicao de corante

Repeticoes . Temperatura
A
do ciclo A [°C]
Desnaturagdo Suspensao 1 - 95 02:00
- 95 00:15
Realizaga
Amplificaggo oo 2oge0 45 Sim 58 00:45
de ciclo
- 72 00:15

as especificadas nestas instrugbes de utilizacdo, pois tal poderia

C N&o utilize outras condi¢cdes de realizacdo do ciclo que ndo sejam
comprometer o desempenho do produto.

8.2.5 Analise de dados

Para obter informagbes basicas relativas a analise de dados em instrumentos
PCR em tempo real especificos, consulte as instrugdes de utilizagdo do respetivo
instrumento.

Para obter instrucbes detalhadas relativamente a analise dos dados gerados com
o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 em diferentes instrumentos PCR em tempo real,
contacte o apoio técnico da altona Diagnostics (consulte o capitulo 12. Apoio
técnico).
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Os critérios para a validade dos processamentos PCR de diagnostico 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 Interpretagdo manual dos resultados e tabelas 11 e 12.

NOTA

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

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

Carga viral (Amostra) Volume (Eluato) [pl] - Carga viral (Eluato) [Ul/pl]
[Ul/ml]

Amostra inserida [ml]

sejam as especificadas nestas instrugdes de utilizagdo, uma vez que tal

: Nao utilize outras definigcdes de controlo para andlise de dados que nao
poderia causar resultados de exames VD incorretos.

devem ser interpretados tendo em consideragéo todos os dados clinicos

: A semelhanga de qualquer outro teste de diagndstico, os resultados
e laboratoriais.

78



AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

9. Dados de desempenho

O desempenho do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi avaliado segundo a Norma
Internacional da OMS «1st WHO International Standard for BK Virus for Nucleic
Acid Amplification Techniques (NIBSC code: 14/212)» e material padrdo para BKV
calibrado de acordo com a Norma Internacional da OMS.

Os dados de desempenho foram obtidos com o AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 utilizando
o AltoStar® Workflow (ordem das tarefas). Foi demonstrado um desempenho
equivalente em termos de especificidade, sensibilidade e precisdo para os outros
instrumentos PCR em tempo real no capitulo 5.3.2 Outras ordens das tarefas.

9.1 Plasma

9.1.1 Sensibilidade analitica

Para a determinagao do limite de detegao (LDD), foi gerada uma série de diluicdes
da Norma Internacional da OMS «1st WHO International Standard for BK Virus for
Nucleic Acid Amplification Techniques (NIBSC code: 14/212)» em plasma variando
de 1,00E+03 a 1,00E+00 Ul/ml.

Cada diluigdo foi testada em 8 réplicas em 3 processamentos diferentes
(total n = 24 por diluigéo) utilizando combinagdes de:

+ 3 lotes de kit AltoStar® BKV 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 18: Resultados PCR utilizados para calcular a sensibilidade analitica do kit
AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

c°"ﬁ;'r:|";ga° N [total] N [positivo] posi;i’i‘:aii %1
1,00E+03 24 24 100
5,00E+02 23+ 23 100
2,50E+02 24 2 100
2,00E+02 24 24 100
1,50E+02 24 2 100
1,00E+02 24 24 100
5,00E+01 24 23 96
2,00E+01 24 16 67
1,00E+01 24 13 54
5,00E+00 24 4 17
1,00E+00 24 1 4

* Uma das amostras nao foi processada.

O LDD do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 para a detegdo de BKV no plasma é de 66
Ul/ml (intervalo de confianga de 95 %: 45—-120 Ul/ml).

9.1.2 Especificidade analitica

A especificidade analitica do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 é garantida pela selegdo
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 gendétipos de BKV relevantes
serdo detetados.

Para verificagdo da especificidade analitica do kit AltoStar® BKV 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).
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9.1.2.1 Amostras negativas

Foram testadas 35 amostras de plasma negativas de BKV de dadores individuais
com o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Todas as amostras testadas (35 de 35)
mostraram resultados negativos para o ADN especifico do BKV e positivos para
o IC. A especificidade analitica do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 para amostras de
plasma é = 95 %.

9.1.2.2 Substancias interferentes

Para avaliar a influéncia de substancias endogenas e exdgenas potencialmente
interferentes no desempenho do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5, foram fortificadas
substancias selecionadas em amostras de plasma. Estas amostras de plasma
continham BKV numa concentragao de 3 x LDD (1,98E+02 Ul/ml), 1,00E+04 Ul/ml
e nenhum BKYV, 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.

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
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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® BKV PCR Kit 1.5 no que respeita a
reatividade cruzada com outros agentes patogénicos que ndo o BKV foi avaliada
testando:

* Virus relacionados com BKV

* Virus que provocam sintomas semelhantes a uma infegdo com BKV

* Virus que se encontram provavelmente presentes em pacientes que tém uma
infegcdo de BKV

O kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 ndo reagiu com qualquer um dos seguintes
agentes patogénicos:

* Adenovirus (ADV) * 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)

BKV, podera haver concorréncia com a amplificagao alvo ou reatividades

: No caso de a amostra conter outros agentes patogénicos que ndo o
cruzadas, causando resultados de exames IVD incorretos.
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9.1.3 Intervalo linear

Para a determinacgao do intervalo linear do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi testada
uma série de diluicdes do BKV em plasma entre 1,00E+08 e 2,00E+02 Ul/ml:

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

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

Foi efetuada uma analise com base numa regresséo polinomial.

O intervalo linear do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 para a quantificagdo de BKV no
plasma é de 2,00E+02—1,00E+08 Ul/ml. E apresentada uma representacéo gréafica
dos dados na figura 16.

log10 da concentragao estimada vs. log10 da concentragao
nominal do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

y =0,8404x+ 0,398
! R?*=0,997

Concentragao estimada [log10 Ul/ml]

0 i 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentragcao nominal [log10 Ul/ml]
Figura 16: Andlise de regresséo linear do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 com amostras
de plasma
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9.1.4 Precisao

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

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

* 1 amostra de plasma fracamente positiva [1,00E+03 Ul/ml (5 x limite inferior
de quantificagédo (LLoQ))] de BKV

* 1 amostra de plasma negativa de BKV
Os dados foram determinados com base em:
* Valores de quantificacdo para a amostra altamente positiva e fracamente
positiva de BKV
» Valores do ciclo limiar (Cq*) para o IC na amostra negativa de BKV

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

Os dados de repetibilidade foram gerados de acordo com as recomendacgbes
da diretriz CLSI EP05-A3 («Evaluation of Precision of Quantitative Measurement
Procedures; Approved Guideline—Third Edition») [7]. Cada constituinte do painel
foi testado em duplicado, em 2 processamentos por dia, durante 20 dias, por um
operador utilizando:

* 1 lote de kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

+ 1 lote de kit AltoStar® Purification Kit 1.5
* 1 lote de kit AltoStar® Internal Control 1.5
+ 1instrumento AltoStar® AM16

* 1instrumento CFX96™ DW Dx
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Na tabela 19, as estimativas da repetibilidade e da preciséo intralaboratorial sdo
apresentadas como desvio-padréo (DP) e como coeficiente de variagao (CV %)
obtidas para a amostra altamente positiva de BKV, a amostra fracamente positiva
de BKV e IC (com base nos valores Cq) na amostra negativa de BKV. Os dados
de precisdo apresentados foram obtidos através da analise manual dos dados
com o software CFX Manager™ Dx e utilizando a interpretagdo de resultados
automatizada do FastFinder Standalone e do plug-in de ensaio do kit AltoStar®
BKV PCR Kit 1.5.

Tabela 19: Repetibilidade e precisao intralaboratorial para o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Precisao

R ibili
epetibilidade intralaboratorial

CFX Manager™ Dx software
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Precisao

Repetibilidad
opetibiiidade intralaboratorial

Plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Todas as amostras negativas apresentaram resultados negativos com o software
CFX Manager™ Dx e o plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Para garantir a reprodutibilidade, cada membro do painel foi testado em 6 réplicas
em 3 processamentos por 3 operadores, utilizando:

+ 3 lotes de kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
+ 3 lotes de kit AltoStar® Purification Kit 1.5
+ 3 lotes de AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

Na tabela 20, as estimativas da reprodutibilidade sdo apresentadas como desvio-
padrao (DP) e como coeficiente de variagéo (CV %) obtidas para a amostra altamente
positiva de BKV, a amostra fracamente positiva de BKV e IC (com base nos valores
Cq) na amostra negativa de BKV. Os dados de precisdo apresentados foram
obtidos através da analise manual dos dados com o software CFX Manager™ Dx
e utilizando a interpretacéo de resultados automatizada do FastFinder Standalone
e do plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.
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Tabela 20: Reprodutibilidade para o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Reprodutibilidade

CFX Manager™ Dx software

Todas as amostras negativas apresentaram resultados negativos com o software
CFX Manager™ Dx e o plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

9.1.5 Taxa de insucesso total

A solidez do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi avaliada através do teste de
30 amostras de plasma negativas para BKV, de dadores individuais, fortificadas
com BKV para uma concentragéo final de 3 x LDD (1,98E+02 Ul/ml). Todas as
amostras testadas (30 de 30) mostraram resultados positivos no canal de detegcao
por fluorescéncia especifico do BKV (FAM™).
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9.1.6 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 contaminagao 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; 5 processamentos) com o kit AltoStar® Parvovirus B19 PCR
Kit 1.5. Nao foi observada transferéncia, ou seja, todas as amostras negativas do
parvovirus B19 tiveram um resultado negativo.

9.1.7 Desempenho clinico

O kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi avaliado num estudo comparativo com o BK Virus
R-gene® kit (bioMérieux) com marcagdo CE. Foram testadas retrospetivamente em
paralelo 147 amostras de plasma:

O BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) foi utilizado em combinagdo com o
NUcliSENS® easyMAG® System (bioMérieux).

O kit AltoStar® BKV 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.
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Os resultados das 128 amostras restantes sdo apresentados na tabela 21.

Tabela 21: Resultados da avaliagdo da sensibilidade e da especificidade de diagndstico
do BKV em amostras de plasma

BK Virus R-gene® kit (bioMérieux)

POSITIVO NEGATIVO
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A sensibilidade e a especificidade de diagnéstico do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
em comparagdo com o BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) foi de 100 % e 98 %,
respetivamente.

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 67 amostras restantes foram utilizados para a correlagéo
quantitativa por analise de regresséo linear (consulte a figura 17).

BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) vs. AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

8

L y=0.8811x + 0.5174
R? =0,9543

AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 [log10 Ul/ml]

o : 2 ; . s s - s s
BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) [log10 Ul/ml]

Figura 17: Andlise de regresséo linear dos resultados obtidos com o BK Virus R-gene®
kit (bioMérieux) (referéncia) e o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Verificou-se uma correlagdo bastante boa entre os resultados quantitativos
obtidos com o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 e o BK Virus R-gene® kit (bioMérieux)
[coeficiente de correlagdo R = 0,98 (R?= 0,95)].

9.2 Sangue total

9.2.1 Sensibilidade analitica

Para determinagdo do LDD, foi gerada uma série de diluicdes da Norma
Internacional da OMS «1st WHO International Standard for BK Virus for Nucleic
Acid Amplification Techniques (NIBSC code: 14/212)» em sangue total variando de
1,00E+03 a 5,00E+00 Ul/ml.
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Cada diluigdo foi testada em 8 réplicas em 3 processamentos diferentes
(total n = 24 por diluigado) utilizando combinagdes de:

» 3 lotes de kit AltoStar® BKV 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 22: Resultados PCR utilizados para calcular a sensibilidade analitica do kit
AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

C°"[°Ue|;::la]'93° N [total] N [positivo] posi;i’i(:aii »
1,00E+03 24 24 100
5,00E+02 24 24 100
2,50E+02 24 24 100
2,00E+02 24 24 100
1,00E+02 24 22 92
5,00E+01 24 21 88
2,00E+01 24 13 54
1,00E+01 24 5 21
5,00E+00 24 6 25

O LDD do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 para a detegdo de BKV no sangue total é
de 105 Ul/ml (intervalo de confianga de 95 %: 70—-200 Ul/ml).
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9.2.2 Especificidade analitica

A especificidade analitica do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 é garantida pela selegdo
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 BKV relevantes
serdo detetados.

Para verificagdo da especificidade analitica do kit AltoStar® BKV 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).

9.2.2.1 Amostras negativas

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

9.2.2.2 Substancias interferentes

Para avaliar a influéncia de substancias enddgenas e exdgenas potencialmente
interferentes no desempenho do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5, foram fortificadas
substancias selecionadas em amostras de sangue total. Essas amostras de
sangue total continham BKV numa concentragéo de 3 x LDD (3,15E+02 Ul/ml),
1,00E+04 Ul/ml e nenhum BKYV, 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.
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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.

9.2.2.3 Reatividade cruzada

Uma vez que os mesmos agentes patogénicos se encontram provavelmente no
plasma e no sangue total, ndo foram testados agentes patogénicos adicionais para
o sangue total. Para a avaliagédo da reatividade cruzada, consulte o capitulo 9.1.2.3
Reatividade cruzada.

BKV, podera haver concorréncia com a amplificagdo alvo ou reatividades

: No caso de a amostra conter outros agentes patogénicos que ndo o
cruzadas, causando resultados de exames |VD incorretos.
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9.2.3 Intervalo linear

Para a determinacgao do intervalo linear do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi testada
uma série de diluigdes do BKV em sangue total entre 1,00E+08 e 2,00E+02 Ul/ml:

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

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

Foi efetuada uma analise com base numa regresséo polinomial.

O intervalo linear do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 para a quantificagdo de BKV no
sangue total é de 2,00E+02—1,00E+08 Ul/ml. E apresentada uma representacdo
grafica dos dados na figura 18.

log10 da concentragao estimada vs. log10 da concentragao
nominal do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

y =0,9348x+0,5411
1 R2=0,9913

Concentragao estimada [log10 Ul/ml]

0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Concentragcao nominal [log10 Ul/ml]
Figura 18: Andlise de regresséo linear do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 com amostras
de sangue total
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9.2.4 Precisao

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

* 1 amostra de sangue total altamente positiva (1,00E+04 Ul/ml) para BKV

* 1 amostra de sangue total fracamente positiva [1,00E+03 Ul/ml (5 x LLoQ)]
para BKV

* 1 amostra de sangue total negativa de BKV
Os dados foram determinados com base em:
* Valores de quantificacdo para a amostra altamente positiva e fracamente
positiva de BKV
» Valores do ciclo limiar (Cq*) para o IC na amostra negativa de BKV

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

Os dados de repetibilidade foram gerados de acordo com as recomendacgbes
da diretriz CLSI EP05-A3 («Evaluation of Precision of Quantitative Measurement
Procedures; Approved Guideline—Third Edition») [7]. Cada constituinte do painel
foi testado em duplicado, em 2 processamentos por dia, durante 20 dias, por um
operador utilizando:

* 1 lote de kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

+ 1 lote de kit AltoStar® Purification Kit 1.5
* 1 lote de kit AltoStar® Internal Control 1.5
+ 1instrumento AltoStar® AM16

* 1instrumento CFX96™ DW Dx
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Na tabela 23, as estimativas da repetibilidade e da preciséo intralaboratorial sdo
apresentadas como desvio-padréo (DP) e como coeficiente de variagao (CV %)
obtidas para a amostra altamente positiva de BKV, a amostra fracamente positiva
de BKV e IC (com base nos valores Cq) na amostra negativa de BKV. Os dados
de precisdo apresentados foram obtidos através da analise manual dos dados
com o software CFX Manager™ Dx e utilizando a interpretagdo de resultados
automatizada do FastFinder Standalone e do plug-in de ensaio do kit AltoStar®
BKV PCR Kit 1.5.

Tabela 23: Repetibilidade e precisao intralaboratorial para o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Precisao

R ibili
epetibilidade intralaboratorial

CFX Manager™ Dx software
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Precisao

Repetibilidad
opetibiiidade intralaboratorial

Plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Todas as amostras negativas apresentaram resultados negativos com o software
CFX Manager™ Dx e o plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Para garantir a reprodutibilidade, cada membro do painel foi testado em 6 réplicas
em 3 processamentos por 3 operadores, utilizando:

+ 3 lotes de kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
+ 3 lotes de kit AltoStar® Purification Kit 1.5
+ 3 lotes de AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

Na tabela 24, as estimativas da reprodutibilidade sdo apresentadas como desvio-
padrao (DP) e como coeficiente de variagéo (CV %) obtidas para a amostra altamente
positiva de BKV, a amostra fracamente positiva de BKV e IC (com base nos valores
Cq) na amostra negativa de BKV. Os dados de precisdo apresentados foram
obtidos através da analise manual dos dados com o software CFX Manager™ Dx
e utilizando a interpretacéo de resultados automatizada do FastFinder Standalone
e do plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.
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Tabela 24: Reprodutibilidade para o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Reprodutibilidade

CFX Manager™ Dx software

Todas as amostras negativas apresentaram resultados negativos com o software
CFX Manager™ Dx e o plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

9.2.5 Taxa de insucesso total

A solidez do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi avaliada através do teste de
30 amostras de sangue total negativas para BKV, de dadores individuais,
fortificadas com BKV para uma concentragédo final de 3 x LDD (3,15E+02 Ul/ml).
Todas as amostras testadas (30 de 30) mostraram resultados positivos no canal de
detecgéo por fluorescéncia especifico do BKV (FAM™).
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9.2.6 Transferéncia

Consulte o capitulo 9.1.6 Transferéncia.

9.2.7 Desempenho clinico

O kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi avaliado num estudo comparativo com o BK Virus
R-gene® kit (bioMérieux) com marcagdo CE. Foram testadas retrospetivamente em
paralelo 72 amostras de sangue total:

O BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) foi utilizado em combinacdo com o MagNa
Pure® 96 DNA and Viral Nucleic Acid Small Volume Kit (Roche) num MagNa Pure®
96 Instrument (Roche).

O kit AltoStar® BKV 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 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.
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Os resultados das 70 amostras restantes sao apresentados na tabela 25.

Tabela 25: Resultados da avaliagédo da sensibilidade e da especificidade de diagndstico
do BKV em amostras de sangue total

BK Virus R-gene® kit (bioMérieux)

POSITIVO NEGATIVO
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A sensibilidade e a especificidade de diagnéstico do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
em comparagao com o BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) foram 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 45 amostras restantes foram utilizados para a correlagéo
quantitativa por analise de regressao linear (consulte a figura 19).

BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) vs. AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

10
ad

il

.o y =0,9267x- 0,1841
: R®=0,9136

AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 [log10 Ul/ml]

2 3 a 5 6 7 8 ) 10

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

Verificou-se uma correlagdo bastante boa entre os resultados quantitativos
obtidos com o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 e o BK Virus R-gene® kit (bioMérieux)
[coeficiente de correlagdo R = 0,96 (R>= 0,91)].

9.3 Urina

9.3.1 Sensibilidade analitica

Para determinacdo do LDD, foi gerada uma série de diluicdes da Norma
Internacional da OMS «1st WHO International Standard for BK Virus for Nucleic Acid
Amplification Techniques (NIBSC code: 14/212)» em urina variando de 5,00E+02
a 1,00E+00 Ul/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® BKV 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 26: Resultados PCR utilizados para calcular a sensibilidade analitica do kit
AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

C°"[°Ue|;::la]'93° N [total] N [positivo] posi;i’i(:aii »
5,00E+02 24 24 100
2,50E+02 24 24 100
2,00E+02 23+ 23 100
1,00E+02 24 24 100
5,00E+01 24 24 100
2,00E+01 24 23 96
1,00E+01 24 20 83
5,00E+00 24 14 58
1,00E+00 24 5 21

* Uma das amostras nao foi processada.

O LDD do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 para a detecdo de BKV na urina é de
21 Ul/ml (intervalo de confianga de 95 %: 14—45 Ul/ml).
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9.3.2 Especificidade analitica

A especificidade analitica do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 é garantida pela selegdo
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 BKV relevantes
serdo detetados.

Para verificagdo da especificidade analitica do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5, foram
realizados os seguintes ensaios (consulte os capitulos 9.3.2.1 Amostras negativas
a 9.3.2.3 Reatividade cruzada).

9.3.2.1 Amostras negativas

Foram testadas 34 amostras de urina negativa de BKV de dadores individuais com
o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Destas amostras, 33 das 34 que foram testadas
deram resultado negativo para o ADN especifico de BKV. Todas as amostras
testadas (34 de 34) mostraram resultados positivos para o IC. A especificidade
analitica do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 para amostras de urina € = 95 %.

9.3.2.2 Substancias interferentes

Para avaliar a influéncia de substancias enddgenas e exdgenas potencialmente
interferentes no desempenho do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5, foram fortificadas
substancias selecionadas em amostras de urina. Estas amostras de urina continham
BKV numa concentragao de 3 x LDD (6,30E+01 Ul/ml), 1,00E+04 Ul/ml e nenhum
BKYV, respetivamente.

Os resultados obtidos de amostras com substancias potencialmente interferentes
foram comparados com os resultados gerados de amostras de urina 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
o Glicose
o Albumina sérica humana

o Sangue total humano

» Substancias exégenas

o Azatioprina
o Ciclosporina
o Foscarnet

o Ganciclovir

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

9.3.2.3 Reatividade cruzada

A especificidade analitica do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 no que respeita a
reatividade cruzada com outros agentes patogénicos que ndo o BKYV foi avaliada.
Além dos agentes patogénicos testados para amostras de plasma e sangue total
(consulte os capitulos 9.1.2.3 Reatividade cruzada e 9.2.2.3 Reatividade cruzada),
foram testados agentes patogénicos que poderiam ser encontrados na matriz de
amostra de urina (por ex., agentes patogénicos associados a infe¢des do trato
urinario e doengas sexualmente transmissiveis).
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O kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 ndo reagiu com qualquer um dos seguintes
agentes patogénicos:

* Chlamydia trachomatis *  Proteus mirabilis
» Escherichia coli » Ureaplasma urealyticum
* Klebsiella pneumoniae * Ureaplasma parvum

*  Mycoplasma hominis

BKV, podera haver concorréncia com a amplificagéo alvo ou reatividades

C No caso de a amostra conter outros agentes patogénicos que ndo o
cruzadas, causando resultados de exames |VD incorretos.

9.3.3 Intervalo linear

Para a determinacgdo do intervalo linear do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi testada
uma série de diluigdes do BKV em urina entre 1,00E+08 e 2,00E+02 Ul/ml:

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

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

Foi efetuada uma analise com base numa regresséo polinomial.

O intervalo linear do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 para a quantificagdo de BKV na
urina é de 2,00E+02—1,00E+08 Ul/ml. E apresentada uma representacéo gréafica
dos dados na figura 20.
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log10 da concentragao estimada vs. log10 da concentragao
nominal AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

y =0,9734x+0,2993
1 R*=10,9973

Concentragao estimada [log10 Ul/ml]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentragao nominal [log10 Ul/ml]
Figura 20: Analise de regressao linear do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 com amostras
de urina

9.3.4 Precisao

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

* 1 amostra de urina altamente positiva (1,00E+04 Ul/ml) para BKV
* 1 amostra de urina fracamente positiva [1,00E+03 Ul/ml (5 x LLoQ)] para BKV

* 1 amostra de urina negativa de BKV
Os dados foram determinados com base em:

* Valores de quantificagdo para a amostra altamente positiva e fracamente
positiva de BKV

» Valores do ciclo limiar (Cq*) para o IC na amostra negativa de BKV

* Tenha em atencgédo que o termo Cq escolhido é equivalente a designagdo de C,, que podia
ser utilizada por outros cicladores que ndo o CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad).
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Os dados de repetibilidade foram gerados de acordo com as recomendacgbes
da diretriz CLSI EP05-A3 («Evaluation of Precision of Quantitative Measurement
Procedures; Approved Guideline—Third Edition») [7]. Cada constituinte do painel
foi testado em duplicado, em 2 processamentos por dia, durante 20 dias, por um
operador utilizando:

* 1 lote de kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

» 1 lote de kit AltoStar® Purification Kit 1.5
+ 1 lote de kit AltoStar® Internal Control 1.5
* 1instrumento AltoStar® AM16

* 1instrumento CFX96™ DW Dx

Na tabela 27, as estimativas da repetibilidade e da preciséo intralaboratorial sdo
apresentadas como desvio-padrdo (DP) e como coeficiente de variagdo (CV %)
obtidas para a amostra altamente positiva de BKV, a amostra fracamente positiva
de BKV e IC (com base nos valores Cq) na amostra negativa de BKV. Os dados
de precisdo apresentados foram obtidos através da analise manual dos dados
com o software CFX Manager™ Dx e utilizando a interpretagéo de resultados
automatizada do FastFinder Standalone e do plug-in de ensaio do kit AltoStar®
BKV PCR Kit 1.5.
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Tabela 27: Repetibilidade e precisao intralaboratorial para o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Precisao

Repetibilidad
epetibliidade intralaboratorial

CFX Manager™ Dx software

Todas as amostras negativas apresentaram resultados negativos com o software
CFX Manager™ Dx e o plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Para garantir a reprodutibilidade, cada membro do painel foi testado em 6 réplicas
em 3 processamentos por 3 operadores, utilizando:

« 3 lotes de kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
« 3 lotes de kit AltoStar® Purification Kit 1.5
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* 3 lotes de AltoStar® Internal Control 1.5
« 3instrumentos AltoStar® AM16
¢ 3instrumentos CFX96™ DW Dx

Na tabela 28, as estimativas da reprodutibilidade sdo apresentadas como desvio-
padrao (DP) e como coeficiente de variagédo (CV %) obtidas para aamostra altamente
positiva de BKV, a amostra fracamente positiva de BKV e IC (com base nos valores
C,) na amostra negativa de BKV. Os dados de preciséo apresentados foram
obtidos através da analise manual dos dados com o software CFX Manager™ Dx
e utilizando a interpretagao de resultados automatizada do FastFinder Standalone
e do plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Tabela 28: Reprodutibilidade para o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Reprodutibilidade

CFX Manager™ Dx software

Todas as amostras negativas apresentaram resultados negativos com o software
CFX Manager™ Dx e o plug-in de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.
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9.3.5 Taxa de insucesso total

A solidez do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi avaliada através do teste de
30 amostras de urina negativas para BKV, de dadores individuais, fortificadas
com BKV para uma concentracdo final de 3 x LDD (6,30E+01 Ul/ml). Todas as
amostras testadas (30 de 30) mostraram resultados positivos no canal de detegao
por fluorescéncia especifico do BKV (FAM™).

9.3.6 Transferéncia

Consulte o capitulo 9.1.6 Transferéncia.

9.3.7 Desempenho clinico

O kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi avaliado num estudo comparativo com o BK
Virus R-gene® kit (bioMérieux) com marcagdo CE. Foram testadas
retrospetivamente em paralelo 148 amostras de urina:

O BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) foi utilizado em combinag&o com o NucliSENS®
easyMAG® Reagents Kit (bioMérieux) no NucliSENS® easyMAG® System
(bioMérieux).

O kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 foi utilizado em combinagédo 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 141 amostras restantes sdo apresentados na tabela 29.
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Tabela 29: Resultados da avaliagéo da sensibilidade e da especificidade de diagndstico
do BKV em amostras de urina

BK Virus R-gene® kit (bioMérieux)

POSITIVO NEGATIVO
i o
= >
¥ = 114 1
i 3
O
a o
>
X
@ o
.8 =
& {:9 1 25
2 i
< z

A sensibilidade e a especificidade de diagndstico do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
em comparagdo com o BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) foi de 99 % e 96 %,
respetivamente.

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 97 amostras restantes foram utilizados para a correlagédo
quantitativa por analise de regressao linear (consulte a figura 21).
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BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) vs. AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

12

10

y =0,8425x+0,8303
R2=0,9321

AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 [log10 Ul/ml]

o 2 4 3 8 10 12

BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) [log10 Ul/ml]
Figura 21: Analise de regressao linear dos resultados obtidos com o BK Virus R-gene®
kit (bioMérieux) (referéncia) e o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Verificou-se uma correlagdo bastante boa entre os resultados quantitativos
obtidos com o kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 e o BK Virus R-gene® kit (bioMérieux)
[coeficiente de correlagdo R = 0,97 (R?= 0,93)].

10. Eliminagao
Elimine os residuos perigosos e biolégicos em conformidade com os regulamentos

nacionais e locais. Os residuos e os componentes excedentes nao 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 seguranga. 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.
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A eliminagdo de residuos perigosos e bioldgicos deve cumprir os
regulamentos nacionais e locais para evitar a contaminagédo ambiental.

NOTA

i A placa PCR tem de ser eliminada selada uma vez que a pelicula de

selagem da placa PCR nZo pode ser removida.

11. Controlo de qualidade

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

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

J 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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13.

Resumo de seguranca e desempenho

O resumo de seguranga e desempenho elaborado para o kit AltoStar® BKV

PCR Kit 1.5 podera ser consultado na European Database on Medical Devices
(EUDAMED): https://ec.europa.eu/tools/eudamed.
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15. Marcas comerciais e isengoes de responsabilidade

4s3™ (4titude); AltoStar® (altona Diagnostics); ABI Prism®, QuantStudio™ (Applied
Biosystems); NucliSENS®, R-gene® (bioMérieux); CFX96™, CFX Manager™ (Bio-
Rad); Rotor-Gene® (QIAGEN); LOINC® (Regenstrief Institute, Inc.); LightCycler®,
MagNA Pure® (Roche); 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® BKV PCR Kit 1.5 &€ um produto com marcagado CE de acordo com
o Regulamento (UE) 2017/746 relativo aos dispositivos médicos para diagndstico
in vitro.

Produto ndo autorizado ou aprovado pela FDA.
N&o disponivel em todos os paises.

© 2025 altona Diagnostics GmbH. Todos os direitos reservados.
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16. Simbolos

Dispositivo médico de diagndstico in vitro
Numero de item de comércio internacional
Cadigo do lote

CON Conteudo

Cor da tampa

Numero de catélogo

Numero

Componente

Numero de material

V

4

Numero da versao

Versao

H 0 E B E E E B g |3 B
=1 Zl [ |Z| IS

Consulte as instrugdes de utilizagédo
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Contém o suficiente para «n» testes/reagbes
(rxns)

Limite de temperatura
Data de validade
Fabricante

Data de fabrico
Atencao

Nota

Contém material biolégico de origem animal

@ H B> L E IS
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17. Protocolo de ensaio para o AltoStar® Connect software
e informagéo para a integragao LIMS

Deve ser utilizado o cadigo de barras 2D na figura 22, para instalar o protocolo de
ensaio mais recente para utilizagdo do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 no AltoStar®
AM16. O cédigo de barras s6 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 impressao 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 cédigo de barras. Para pormenores
sobre a gestéo de protocolos de ensaio, consulte o respetivo capitulo nas instru¢des
de utilizagdo do AltoStar® Connect software. Para informagdo para a integragéo
LIMS, consulte a tabela 31.

AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Checksum: 764FBA690BCB95BFD4E41867834DF74484BB10A2

Figura 22: Codigo de barras do protocolo de ensaio do kit AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
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Tabela 30: Registo de altera¢des para o protocolo de ensaio

Versao do protocolo Atualizag6es dos langamentos

1 Versao inicial

Tabela 31: Informagé&o para a integragao LIMS

Utilizacao Dados

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

Resultado do teste (CFX96™ DW Dx —

LIMS) unidade U/

Resultado do teste (CFX96™ DW Dx —

LIMS) canal 1 BKV

Resultado do teste (CFX96™ DW Dx —

LIMS) canal 2 Internal Control

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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18. Historico de revisoes
Tabela 32: Historico de revisdes

Data de

Identificador emissao Modificagoes
[més/ano]

» Capitulo 1: eliminagdo da seccdo de texto
«métodos de extragao de acido nucleico e»

« Capitulos 2, 5, 5.4.2: especificacao dos tipos
de amostra

« Capitulo 3: alteragéo do nome do capitulo para
«Componentes do kit»

» Capitulo «3.1 Reagentes» adicionado, com o
contetdo do antigo capitulo 3.

»  Capitulo «3.2 Plug-in de ensaio do kit AltoStar®
BKV PCR Kit 1.5» adicionado

* Capitulo 5: adigéo da regido-alvo

* Capitulo 5.2: alteragdo do nome do capitulo
para «Descricdo do reagente»

» Capitulos 5.3.1, 7, 7.4, 7.6.1, 7.6.11: adigéo
do FastFinder para analise de dados e
interpretacdo automatizada de resultados

MAN-AS0031540- (EzereIE)
PT-S04 12/2025 * Capitulo 5.3.2: adigdo de contetdo do antigo
capitulo 5.3.2.2
* Capitulos 5.3.2, 8.1: adicdo de versdoes de
software

» Eliminacéo dos capitulos 5.3.2.1 € 5.3.2.2

* Capitulos 5.4.2, 6: adicdo de indicagbes de
atencao

* Capitulo 8.2.1: eliminagdo da descrigdo
relativa a forma de proceder no caso de outros
métodos de extragdo de acido nucleico que
nao o AltoStar® AM16

« Capitulo 9: adicdo de informagdes relativas aos
dados de desempenho de outros instrumentos
de PCR em tempo real

« Capitulos 9.1.4, 9.2.4, 9.3.4: substituicdo de
dados de precisao com base em 5 execugdes
por dados de precisdo gerados de acordo com
a Diretriz CLSI EP05-A3
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Data de

Identificador emissao Modificagoes
[més/ano]

¢ Capitulo «13. Resumo de seguranga e
desempenho» adicionado

¢ Capitulo 14: adigdo de referéncia para a
MAN-AS0031540- Diretriz CLSI EP05-A3

PT-S04 12/2025 +  Capitulo 15: substituicio de «Diretiva Europeia
98/79/CE relativa ao diagndstico in vitro» por
«Regulamento (UE) 2017/746 relativo aos
dispositivos médicos para diagnostico in vitro»

* Alteragdes editoriais
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