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Uso previsto

O Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit é um teste de diagndstico in vitro de RT-PCR em tempo
real destinado para a detecgéo qualitativa de RNA de SARS-CoV-2 isolado e purificado de
amostras de swab nasofaringeo (NP), nasal e orofaringeo (OP) obtidos de individuos que
atendam aos critérios clinicos e/ou epidemioldgicos da COVID-19.*

Os resultados séo para a identificagdo do RNA de SARS-CoV-2. O RNA de SARS-CoV-2
geralmente é detectavel em amostras do trato respiratério superior durante a fase aguda da
infecgdo. Os resultados positivos séo um indicativo da presenga de RNA de SARS-CoV-2;

é necessaria correlagéo clinica com o histérico do paciente e outras informagdes de diagndstico
para determinar o status da infecgéo do paciente. Os resultados positivos ndo descartam
infecgdes bacterianas ou coinfecgdes com outros virus. O agente detectado pode nfo ser a
causa definitiva da doenga.

Os resultados negativos ndo excluem a infecgdo por SARS-CoV-2 e ndo devem ser usados como
unico embasamento para decisdes de tratamento do paciente. Os resultados negativos devem
ser combinados com outras observacdes clinicas, historico do paciente e informagdes
epidemioldgicas.

O Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit destina-se ao uso por técnicos de laboratério clinico
treinados e qualificados, especificamente instruidos e treinados para operacao do sistema
Agilent e procedimentos de diagndstico in vitro.

* 0 desempenho do ensaio Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit foi estabelecido usando o tipo de amostra
de swab nasofaringeo coletada em meio de transporte UTM ou VCM. Os swabs orofaringeos, swabs nasais
e swabs da concha nasal média sédo considerados tipos de amostras aceitaveis para uso com o ensaio
Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit, mas o desempenho com esses tipos de amostras néo foi estabelecido.
Os testes com swabs orofaringeos, swabs nasais e swabs da concha nasal média (autocoletados sob a
supervisdo de, ou coletados por, um profissional de salde) sdo limitados a pacientes com sintomas de
COVID-19.
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Descri¢ao do produto

Visao geral do produto/principio do teste

0 Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit € um teste de transcrigao reversa seguida por reagao
em cadeia da polimerase (RT-gPCR) em tempo real. O primer e o(s) conjunto(s) de probe de
SARS-CoV-2 foram projetados para detectar RNA de SARS-CoV-2 em amostras de swab
nasofaringeo (NP), nasal e orofaringeo (OP) de pacientes com suspeita de COVID-19 por
seus profissionais de saude.

Descricao das etapas do teste

Os &cidos nucleicos séo isolados e purificados a partir de aproximadamente 140 a 200
(dependendo do método de extragdo) de amostras de swab nasofaringeo (NP) usando um
sistema de extragdo automatizado (Qiagen QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit com
QlAsymphony, ThermoFisher MagMAX Viral/Pathogen Il com KingFisher Flex). O dcido nucleico
purificado (5 pl) é transcrito de forma reversa no cDNA e posteriormente amplificado em uma
reagao RT-gPCR de uma etapa usando os reagentes Agilent Brilliant Il gRT-PCR em instrumentos
compativeis com PCR em tempo real. No processo, a probe se emparelha com uma sequéncia
alvo especifica localizada entre os primers senso e antissenso. Durante a fase de extens&o do
ciclo da PCR, a atividade da nuclease 5' da Tag polimerase degrada a probe, fazendo com que o
corante reporter se separe do corante supressor, gerando um sinal fluorescente. Em cada ciclo,
moléculas de corante reporter adicionais sao clivadas de suas respectivas sondas, aumentando
a intensidade da fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia é monitorada em cada ciclo da
PCR por instrumentos compativeis com PCR em tempo real (Agilent AriaMx/AriaDx, ABI 7500
Fast ou Bio-Rad CFX96).

Materiais de controle a serem usados com o Agilent SARS-CoV-2
gRT-PCR Dx Kit

+  Um controle “sem molde” (negativo) é necessario para verificar contaminagdes no processo
do ensaio que possam levar a resultados falsos positivos e devem ser usados ao menos uma
vez por placa de PCR. O usuario adiciona agua no local do RNA extraido para ser usado como
um controle negativo sem molde.

+ Um controle de molde positivo € necessario para garantir que o mecanismo para detectar
o0 RNA alvo do SARS-CoV-2 nado esteja comprometido e deve ser usado ao menos uma vez por
placa de PCR (50 copias/reacdo). O controle positivo no kit € um RNA sintético
correspondente as sequéncias virais alvo.

Um controle de extragéo (controle de amostra de humanos ou HSC) é necessério para
garantir que o RNA na amostra original seja bem conservado durante a extragao e deve
ser usado a0 menos uma vez por lote de extragao.
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« Um controle interno (gene da RNase P humana) é necessario para garantir que o RNA da
amostra original seja detectavel na reagcdo RT-gPCR. Espera-se que seja detectado no HSC,
bem como na maioria das amostras de humanos com RNA celular suficiente. Em amostras
de humanos, o controle interno pode nao ser detectado se o RNA viral do SARS-CoV-2 estiver
presente em altas concentragoes.

Controles fornecidos com o kit

Tabela1 Controle fornecido com o Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit

Tipo de controle Nome do controle Nome do fornecedor N/p do fornecedor

Positivo Agilent SARS-CoV-2 Agilent K1180-64200
Positive RNA Ctl Dx

Controles necessarios, mas nao fornecidos com o kit

+ Agua livre de nucleases, grau molecular, para ser usada como controle “sem molde” (negativo)

+ Controle de extragéo: varias opgdes estdo disponiveis para o cliente com base nas
recomendagdes do CDC

Controle de amostra de humanos, fabricado pelo CDC, KT0189

Material de amostra de humanos negativo: Os laboratérios podem preparar um volume de
material de amostra de humanos (por exemplo, soros humanos ou restante de amostras
respiratérias negativas em pool) para extrair e correr juntamente com amostras clinicas
como um controle de extragao. Este material deve ser preparado em volume suficiente
para ser usado em varias corridas. O material deve ser testado antes de ser usado como
controle de extragdo para garantir que gere os resultados esperados para o HSC listado
nessas instrugdes de uso.

Material de amostra de humanos artificial: Os laboratérios podem preparar materiais de
amostras artificiais de humanos suspendendo qualquer linhagem celular humana (por
exemplo, A549, Hela ou 293) em PBS. Este material deve ser preparado em volume
suficiente para ser usado em varias corridas. O material deve ser testado antes de ser
usado como controle de extragédo para garantir que gere os resultados esperados para
0 HSC listado nessas instrugdes de uso.
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Fluxo de trabalho do ensaio

Para comecar o ensaio, extraia o acido nucleico das amostras de teste nasofaringeo juntamente
com um controle de amostra de humanos adequado.

Em seguida, corra um teste de RT-gPCR multiplex usando as amostras de RNA extraidas e o
controle de RNA positivo fornecido. Inclua um Controle negativo sem molde (NTC).

Apos concluir a corrida da RT-gPCR, analise os dados para amplificacdo dos alvos virais N1 e N2
e 0 alvo do gene da RNase P humana.

Por fim, reporte os resultados para as amostras do teste.

Lise de amostra, captura de acido nucleico
e transferéncia de eluigdo usando amostras
de teste e controle de extragéo

l

RT-gPCR com RNA de amostra de teste e controle de
reagOes para deteccao multiplex dos alvos N1,
N2 e RNase P

|

Anadlise dos dados da RT-gPCR para determinar
quais alvos estdo presentes em cada teste
e amostra de controle

A 4

Reportar resultados

Figura1 Fluxo de trabalho do ensaio de SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx
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Materiais fornecidos

A Tabela 2 lista os materiais fornecidos com o Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit e seus
requisitos de temperatura. Consulte “Armazenamento e manuseio” na pagina 17 para obter
instrucdes adicionais sobre 0 armazenamento dos materiais.

Tabela2 Materiais fornecidos com o Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit, n/p K1180A

Materiais

Quantidade

Componentes

Temperatura de
armazenamento

Reagentes do Agilent
SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx,
n/p K1180-64100%

Agilent SARS-CoV-2
Positive RNA Ctl Dx,
n/p K1180-64200%

Suficiente para 400 reacdes
RT-gPCR (amostras de teste
e controles)

Observe que cada placa de
reagao RT-gPCR deve incluir
pelo menos 3 pogos para
reagGes de controle.

Suficiente para 8 testes
do ensaio

2 x Brilliant Ill Ultra-Fast
gRT-PCR Master Mix Dx
RT/RNase Block Dx
Reference Dye Dx"

100 mM DTT Dx

10 x SARS-CoV-2
Primer/Probe Mix Dx"

SARS-CoV-2 Synthetic Positive

RNA Control Dx

Armazene a —20°C

apods o recebimento.

Armazene a —20°C

apos o recebimento.

Armazene a —20°C

apos o recebimento.

Armazene a —20°C

apds o recebimento.

Armazene a —20°C

apds o recebimento.

Armazene a —80°C

apods o recebimento.

* O kit de reagentes do SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx também é vendido separadamente como n/p K1180B da Agilent.
T Este reagente é sensivel a luz e deve ser mantido distante da luz, sempre que possivel.
T 0 SARS-CoV-2 Positive RNA Ctl Dx também é vendido separadamente como n/p K1180C da Agilent.

Instrugées de uso — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Reagentes, materiais, equipamentos e software necessarios,
mas nao fornecidos

A Tabela 3 lista as op¢des para a etapa de extragdo de RNA do protocolo, que € realizada em um
instrumento para automacéao. O procedimento de extragdo de RNA é descrito em “Instrugoes
para extracao de acidos nucleicos” na pagina 18.

Tabela3 Opcgodes de extragao de RNA — necessarias, mas nao fornecidas

Kit de extracdo de RNA Instrumento

QIAGEN QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit, n/p 937055 QIAGEN QlAsymphony SP,
n/p 9001297 (automagao)

Thermo Fisher Scientific MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Thermo Fisher Scientific KingFisher
Isolation Kit, Thermo Fisher n/p A48383 Flex Purification System,
n/p 5400630 (automagao)

A Tabela 4 lista as op¢des para o Controle de amostra de humanos. Esta amostra de controle

€ uma preparacao de cultura celular humana usada como controle do procedimento de extracao
para demonstrar a recuperagao bem-sucedida do acido nucleico, bem como a integridade do
reagente de extragéo.

Tabela4 Opcgodes de Controle de amostra de humanos — necessario, mas nao fornecido

Controle de amostrade Descrigcao

humanos

Controle de amostra Fabricado e vendido pelo CDC.

de humanos (HSC), O CDC HSC consiste em material de células humanas cultivadas,
10 frascos x 500 pl, ndo infecciosas (tratadas com beta-propiolactona), fornecido como
CDC n/p KT0189 um liquido suspenso em PBS 0,01 M com pH 7,2 a 7,4.

Material de amostrade  Preparado pelo laboratorio.

humanos negativo Este tipo de Controle de amostra de humanos é um volume de material de
amostra de humanos (por exemplo, soros humanos ou restante de amostras
respiratorias negativas em pool) para extrair e executar juntamente com
amostras clinicas como um controle de extragdo. Este material deve ser
preparado em volume suficiente para ser usado em varias corridas. O material
deve ser testado antes de ser usado como controle de extragdo para garantir
que gere os resultados esperados para o HSC listado nessas instrugdes de
uso.

Material de amostrade  Preparado pelo laboratério.

humanos artificial Este tipo de Controle de amostra de humanos é composto por materiais de
amostra de humanos artificiais, preparados pela suspenséo de qualquer
linhagem celular humana (por exemplo, A549, Hela ou 293) em PBS. Este
material deve ser preparado em volume suficiente para ser usado em varias
corridas. O material deve ser testado antes de ser usado como controle de
extragao para garantir que gere os resultados esperados para o Controle de
amostra de humanos listado nessas instrugdes de uso.
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A Tabela 5 a Tabela 6 listam reagentes, materiais, equipamentos e instrumentos adicionais que
sdo necessarios, mas ndo fornecidos com o Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit.

Tabela5 Reagentes e materiais necessarios, mas nao fornecidos

Reagente ou material Forma
Agua de grau molecular, livre de nucleases Reagente
Solug&o de alvejante a 10% (diluicdo de 1:10 de alvejante de hipoclorito a 5,25 a 6%) Material
DNAZap, Ambion n/p AM9890 ou agente de descontaminagao equivalente Material
RNase AWAY, Fisher Scientific n/p 21-236-21 ou agente de descontaminagao Material
equivalente

Luvas sem po e aventais cirdrgicos descartaveis Material
Ponteiras de pipetas estéreis com barreira de aerossol livre de nucleases Material
Tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, livre de nucleases Material
Tubos de microcentrifuga de 2 ml, livre de nucleases Material
Placas de 96 pogos, livre de nucleases, 200 pl Material

Use placas que sejam compativeis com o sistema de PCR em tempo real selecionado
Tiras de 8 x tubos, livre de nucleases Material

Fitas autolocantes para placas, livre de nucleases, ou Material
8 x tiras de tampa Optica livre de nucleases para placas de PCR de 96 pogos

Use placas ou tiras que sejam compativeis com o sistema de PCR em tempo real

selecionado

MicroAmp Optical Film Compression Pads, Thermo Fisher Scientific, n/p 4312639* Material

* Os blocos de compressao sdo necessarios apenas ao usar fitas autocolantes para selar placas para
o sistema de PCR em tempo real AriaMx/AriaDx

Tabela 6 Instrumentos, software e equipamentos necessarios, mas nao

fornecidos
Instrumento, software ou equipamento Forma
Sistema de PCR em tempo real Instrumento
+ Sistema de PCR em tempo real da Agilent AriaMx (n/p G8830A) ou sistema de PCR  com
em tempo real AriaDx (n/p K8930AA) computador e

Software: Software Aria versdo 1.71 OU 1.8 e software de rastreamento eletronico software
(incluido com n/p K8930AA ou disponivel separadamente como n/p G5380AA)
* Instrumento para PCR em tempo real ABI 7500 Fast com computador laptop
(n/p 4351106) ou computador desktop (n/p 4351107)
Software: Software 7500 vers&o 2.3 e Software Design & Analysis verséo 2.4.3

+ Sistema de detecgdo de PCR em tempo real Bio-Rad CFX96 Touch (n/p 1855195)
ou Sistema de detecgéo de PCR em tempo real CFX96 Touch com pacote inicial
(n/p 1855196)

Software: Software CFX Maestro 2.0 vers&o 4.1.2 (incluido com n/p 1855196 ou
disponivel separadamente como n/p 12004110)

Software para visualizar dados exportados pelo software de PCR em tempo real, Software
por exemplo, Microsoft Excel
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Tabela 6 Instrumentos, software e equipamentos necessarios, mas nao
fornecidos (continued)

Instrumento, software ou equipamento

Forma

Agitador vortex

Microcentrifuga

Centrifuga de placas para placas de 96 pogos
Micropipetas P10, P20, P200 e P1000
Pipetas multicanal (5 a 50 )

Suportes para tubos de microcentrifuga

Dois (2) racks térmicos para 96 pogos

Balde de gelo

Equipamento
Equipamento
Equipamento
Equipamento
Equipamento
Equipamento
Equipamento

Equipamento

Instrugées de uso — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Precaucgoes de segurancga

1 O fluxo de trabalho do Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit deve ser executado por uma
equipe treinada e qualificada para evitar o risco de resultados erréneos. Use areas separadas
para a preparacao das amostras do paciente e dos controles para evitar resultados
falso-positivos.

2 Este teste foi autorizado apenas para a detecgéo de acido nucleico do SARS-CoV-2, ndo para
qualquer outro virus ou patégeno.

3 Leia atentamente todas as instrugdes de uso.

4 As amostras e controles devem sempre ser tratados como infecciosos e/ou de risco
bioldgico, de acordo com os procedimentos laboratoriais de seguranga. Consulte as
Interim Laboratory Biosafety Guidelines for Handling and Processing Specimens Associated
with 2019-nCoV (Diretrizes provisérias de biosseguranga de laboratério para manuseio
e processamento de amostras associadas ao 2019-nCoV).
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/lab-biosafety-guidelines.html

5 Tome as precaugdes necessarias ao manusear as amostras. Use equipamentos de protegdo
individual (EPI) compativeis com as diretrizes atuais para o manuseio de amostras
potencialmente infecciosas. Se ocorrer um derramamento, desinfete imediatamente.

6 As amostras podem ser infecciosas. Tome precaugdes universais ao executar este ensaio.
Métodos adequados de manuseio e descarte devem ser estabelecidos pelo diretor do
laboratdrio. Apenas técnicos devidamente treinados para 0 manuseio de materiais
infecciosos devem estar autorizados a executar este procedimento diagnéstico.

7 Se houver suspeita de infecgéo pelo 2019-nCoV com base nos critérios de triagem clinica
atuais recomendados pelas autoridades de salde publica, as amostras devem ser coletadas
com as devidas precaugées de controle de infecgéo.

Use apenas vestuario de laboratério descartavel fornecido ou especificado.

9 Sempre use ponteiras de pipetas com barreiras de aerossol. As ponteiras usadas devem ser
estéreis e livres de DNases e RNases.

10 Ensaios baseados em PCR sao sensiveis a introducdo acidental de produtos de amplificagéo
de reacdes PCR anteriores. Qualquer contaminagao das amostras de teste ou reagentes pode
resultar em um resultado incorreto. O fluxo de trabalho no laboratério deve prosseguir de
maneira unidirecional. Use as seguintes praticas recomendadas para evitar a contaminagao
das amostras pelo produto de PCR ao longo do fluxo de trabalho:

Designe estagbes de trabalho pré-PCR e pds-PCR separadas e use suprimentos e
reagentes exclusivos em cada area. Em particular, nunca use materiais designados para
o trabalho pés-PCR para segmentos pré-PCR do fluxo de trabalho. Sempre use pipetas
pré-PCR exclusivas com ponteiras resistentes ao aerossol, livre de nucleases, para pipetar
solugdes pré-PCR exclusivas.

Mantenha as areas de trabalho limpas. Limpe as superficies pré-PCR diariamente e entre
cada ensaio usando uma solugéo de alvejante a 10% e/ou um produto, como DNAZap ou
RNase AWAY. Remova o alvejante residual com alcool 70%.

Use um jaleco limpo e luvas limpas e sem po. Tenha uma boa higiene laboratorial, incluindo
a troca de luvas apos o contato com quaisquer superficies potencialmente contaminadas.

Troque as ponteiras de pipetas com barreira de aerossol entre todas as transferéncias
manuais de liquidos.
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Ao extrair acido nucleico de amostras, use uma técnica asséptica adequada para
minimizar o risco de contaminagao cruzada entre as amostras e evitar a introdugao
inadvertida de nucleases nas amostras.

Sempre que possivel, mantenha o reagente e os tubos de reagdo tampados ou cobertos.

11 Nao coma, beba, fume ou aplique produtos cosméticos nas areas de trabalho.

12 N&o séo permitidas modificagdes nos reagentes de ensaio, protocolo de ensaio ou
instrumentacao.

13 Os reagentes devem ser armazenados e manuseados como especificado na Tabela 2 na
pagina 11 e em “Armazenamento e manuseio” na pagina 17.

14 N&o utilize o kit apds a data de vencimento indicada.

15 Descarte os residuos em conformidade com os regulamentos municipais, estaduais
e federais.

16 As fichas de dados de seguranga estao disponiveis em www.agilent.com.

17 Nao use material que possa conter tiocianato de guanidina ou qualquer material que
contenha guanidina no instrumento de PCR em tempo real. Compostos altamente reativos
e/ou téxicos podem ser formados se combinados com hipoclorito de sédio (alvejante).

18 Os resultados positivos séo indicativos da presenga de RNA do SARS-CoV-2.

Instrugées de uso — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Armazenamento e manuseio

Embalagem do produto

Apos o recebimento do Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit, inspecione a caixa do produto com
cuidado em busca de sinais visiveis de danos. Se for detectado dano na caixa do produto, entre
em contato com o suporte técnico da Agilent.

Armazenamento, manuseio e estabilidade dos reagentes

Sempre verifique a data de vencimento antes de usar. Ndo use reagentes vencidos.
+ Proteja as sondas fluorogénicas contra luz.

+ Os primers, as sondas (incluindo as aliquotas) e a mistura principal de enzimas devem ser
descongelados e mantidos no gelo ou em um rack térmico o tempo todo durante a
preparagao e 0 Uso.

Os controles devem ser descongelados e mantidos no gelo ou em um rack térmico o tempo
todo durante a preparagao e o uso.

+ Consulte a Tabela 2 na pagina 11 para obter as temperaturas de armazenamento dos
reagentes do Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit.

Coleta, manuseio e armazenamento de amostras

A coleta, armazenamento e transporte inadequados ou improéprios das amostras provavelmente
produzirdo resultados de teste falsos. E altamente recomendado um treinamento de coleta de
amostras devido a importancia da qualidade das amostras. A CLSI MM13-A pode ser consultada
como um recurso adequado.

+ Coleta da amostra

Consulte as Interim Guidelines for Collecting, Handling, and Testing Clinical Specimens
from Patients Under Investigation (PUIs) for 2019 Novel Coronavirus (2019-nCoV)
(Diretrizes provisorias para coleta, manuseio e teste de amostras clinicas de pacientes
sob investigagéo [PUIs] para o novo Coronavirus 2019 [2019-nCoV])
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-nCoV/lab/guidelines-clinical-specimens.html

Siga as instrucdes do fabricante do dispositivo de coleta de amostras para métodos de
coleta adequados.

+ Transporte das amostras

Material clinico coletado de paciente colocado em sistema de transporte adequado. Para
o Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit, isso inclui amostras de NP em meio de transporte
viral (VTM), meio de transporte universal (UTM), solugdo salina, Amies liquido ou meio de
transporte de amostra (STM).
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Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit K1180A
Instrugdes de uso

3 Instrugcoes para extracao de acidos nucleicos

Extracao de acidos nucleicos 19

Este capitulo contém instrugdes para extragao de RNA de amostras de testes clinicos e do
Controle de amostra de humanos.

Agilent
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Extracao de acidos nucleicos

O desempenho do Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit depende da quantidade e da qualidade do
molde de RNA purificado a partir de amostras de humanos. Os seguintes kits e procedimentos de
extragdo de RNA disponiveis comercialmente foram qualificados e validados para recuperacéo e
purificagdo do RNA para uso com o kit.

Devem ser seguidos os procedimentos recomendados pelo fabricante (exceto como indicado
nas recomendacdes abaixo) para a extragdo de amostras. O Controle de amostra de humanos
deve ser incluido em cada lote de extragao.

QIAGEN QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit, protocolo automatizado
Recomendagéo: Utilize 140 pl de amostra e dilua com 60 ul de tampéo.
MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit, protocolo automatizado

Recomendacao: Utilize 200 ul de amostra e dilua com 50 ul de tampao.
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Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit K1180A
Instrugdes de uso

4 Instrucoes para o preparo das rea¢oes RT-qPCR

Configure o teste de RT-gPCR no sistema de PCR em tempo real 21
Preparo das reagdes RT-gPCR 41

Este capitulo contém instrugdes para o preparo das reagdes de PCR de transcrigao reversa
quantitativa (RT-gPCR) para amostras de teste e amostras de controle.

Agilent
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Configure o teste de RT-gPCR no sistema de PCR em tempo real

Antes de configurar a placa de reagdo RT-gPCR, configure o teste no sistema de PCR em tempo
real para que o instrumento esteja pronto para executar assim que a placa de reagéo estiver
preparada.

Siga as instrugdes para o seu sistema especifico de PCR em tempo real.

Sistema de PCR em tempo real Agilent AriaMx/AriaDx

+ Consulte “Criar e configurar o teste AriaMx/AriaDx (necessario se ainda nao tiver sido
criado um modelo)” na pagina 22 se vocé ndo tiver um arquivo modelo com as configuragdes
necessarias.

+ Sevocé tem um arquivo modelo para usar, consulte “Criar o teste AriaMx/AriaDx a partir do
modelo salvo” na pagina 27.

Ligue o instrumento AriaMx ou AriaDx pelo menos 3 horas antes do uso.
0 instrumento pode ser deixado sempre ligado para garantir que esteja
sempre preparado para o uso.

De acordo com as especificagdes do instrumento, as condi¢cdes de operagéo
sdo 20 a 30°C, 20 a 80% de umidade e < 2.000 metros de elevagao.

Instrumento de PCR em tempo real ABI 7500 Fast

+ Consulte “Criar e configurar o teste ABI 7500 Fast (necessario se ainda nao tiver sido criado
um modelo)” na pagina 27 se vocé nao tiver um arquivo modelo com as configuragdes
necessarias.

+ Se vocé tem um arquivo modelo para usar, consulte “Criar o teste ABI 7500 Fast a partir do
modelo salvo” na pagina 33.

Sistema de detecgao de PCR em tempo real Bio-Rad CFX96 Touch

« Consulte “Criar e configurar o teste de PCR em tempo real Bio-Rad CFX96 Touch
(necessario se ainda nao tiverem sido criados arquivos de protocolo e de placa salvos)” na
pagina 33 se vocé nao tiver arquivos de protocolo e da placa salvos com as configuragdes
necessarias.

+  Se vocé tem arquivos de protocolo e da placa salvos, consulte “Criar o teste de PCR em
tempo real Bio-Rad CFX96 Touch a partir de arquivos de protocolo e de placa salvos” na
pagina 39.
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Criar e configurar o teste AriaMx/AriaDx (necessario se ainda nao tiver
sido criado um modelo)

Se ja existe um modelo para o teste, va para “Criar o teste AriaMx/AriaDx a partir do modelo

Getting Started

_', Mew
i Experiment

Experiment Types
My Templates

From LIMS file...

New
Project

e

Multiple
Experiment Analysis

=% Saved
Recently Opened

Browse...

salvo” na pagina 27.

Etapa 1. Crie o teste

1 No PC conectado ao instrumento, abra o aplicativo do software Aria na tela Getting Started.

2 Em New Experiment, clique em Experiment Types (se ainda ndo estiver selecionado).
3 No centro da tela, selecione Quantitative PCR, Fluorescence Probe, como mostrado na

Figura 2.

Experiment Types

Quantitative PCR

_ﬂ DMA Binding Dye

Including Standard Melt

Allele Discrimination

éL DMA Binding Dye

Including High Resolution Melt

Comparative Quantitation

Experiment Name |Experiment 1

Quantitative PCR
Fluorescence Probe

Allele Discrimination
Fluorescence Probe

User Defined

Create

Figura2 Tela Getting Started do Aria — Quantitative PCR, Fluorescence Probe selecionada

4 Digite um nome para o teste no campo Experiment Name e clique em Create.

0 novo teste se abre na tela de configuragédo da placa. Todos os pogos no mapa da placa séo

selecionados por padréo.

A selegdo de todos 0s 96 pogos € adequada se todos 0s po¢os da placa incluirem uma reagdo
RT-gPCR. Se algum dos pogos da placa estiver vazio, desmarque esses pogos nesta etapa.

Etapa 2. Atribua os tipos e nomes dos pogos

5 No painel Properties no lado direito da tela, expanda a lista suspensa Well type e selecione

Unknown.

Todos os pocgos estdo marcados como Unknown no mapa da placa.

Instrugées de uso — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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6 Atribua o pogo A12 como o Controle negativo sem molde (NTC).
a Cligue no pogo A12 no mapa da placa para selecionar esse pogo especifico.

b No painel Properties no lado direito da tela, expanda a lista suspensa Well type e selecione
NTC.

0 pogo A12 é marcado como NTC no mapa da placa, enquanto todos 0s outros pogos
permanecem designados como tipo de pogo Unknown.

7 No mapa da placa, selecione novamente todos 0s pogos.

Clicar na caixa de selecao no canto superior esquerdo do mapa da placa, seleciona todos os
POGOS.

A configuragao da placa aparece agora como mostrado na Figura 3.

a i 2 3 4 5 6

Unknown Unknown Unknown
- --
Unknown Unknown Unknown
T 1T
Unknown T Unknown
EN

Unknown TE Unknown
TE B
-
TE B
-
TE B

Figura3 Atribuigbes de tipo de pogo na tela de configuragdo da placa do Aria

HEEEENEN

EI%I%I%I%I%I%I% =

g 448408

8 Atribua nomes de pogos aos pogos de controle e, se desejado, aos pogos utilizados para as
amostras de teste. Os nomes dos pogos a serem atribuidos aos pogos de controle sdo
mostrados na Tabela 7. Vocé pode atribuir nomes de pogos manualmente ou importando
uma planilha Excel ou um arquivo de texto delimitado por virgulas que lista as identificagbes
dos pogos ao lado dos nomes dos pogos a serem atribuidos.

Para atribuir nomes de pogos manualmente, altere a configuragao da exibigcao de Type
para Name. Selecione o(s) pogo(s) na placa, depois digite 0 nome do(s) pogo(s)
selecionado(s) no campo Well Name.
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Para atribuir nomes de pogos de um arquivo Excel ou de texto, cligue com o botdo direito
do mouse no mapa da placa e selecione Import Well Name. Na caixa de didlogo que se
abre, selecione o arquivo Excel ou de texto. Consulte o sistema de ajuda do Aria para obter
0s requisitos de formatacao de arquivos.

Tabela7 Atribuicdo de nomes de pogos para pogos de controle

Identificagcao do poco Nome do pogo
A12 NTC

B12 HSC*

H12 Pos

* Se vocé tiver mais de uma amostra de Controle de amostra de humanos que precisa ser incluida na placa,
utilize os pogos adicionais na coluna 12 para essas reagdes e nomeie os pogos de acordo (por exemplo,
HSC1, HSC2, etc.).

Etapa 3. Atribua os corantes e alvos
9 No painel Properties, em Add Dyes, marque as caixas de selegdo para FAM, HEX e Cy5.

Os pontos codificados por cores para cada um dos corantes marcados aparecem em todos
0s pogos do mapa da placa.

10 Na lista suspensa Reference Dye, selecione ROX.

Um ponto codificado por cor identificado como “R” aparece em todos os pogos do mapa da
placa.

11 Clique na ponta de seta P aolado de Targets.
12 Nos campos Target Name que aparecem, digite nomes de alvos de acordo com a Figura 4.

Add Dyes Targets q
Use Dye Mame Target Name

@M o
V) [Rox  ~]
@ )@
Qs
Oes
0 Ems

Reference Dye RO -

© O 0 0 O

Figura4 Atribuicbes de corantes e alvos na tela de configuragédo da placa do Aria

Etapa 4. Configure o perfil térmico
13 No lado esquerdo da tela, em Set Up, clique em Thermal Profile.

A tela de perfil térmico se abre exibindo o perfil térmico padrao.
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14 Adicione um segmento de RT ao inicio do programa do ciclo.

a Natela, passe o cursor sobre o segmento Hot Start. Clique no icone + (como mostrado na
Figura 5) que aparece no lado esquerdo do segmento Hot Start.

s J[ i
100 - 03:00 00:05
95°C 95°C
80 -
o
~ 00:10
g
3 60 — 60°C
o Q
2
3
= 40 -
20 -
7, v

Figura5 Adigao de um novo segmento na tela de perfil térmico do Aria

O programa abre um espaco reservado para 0 novo segmento listando os tipos de
segmento disponiveis.

b No segmento do espacgo reservado, cliqgue em RT.

O perfil térmico aparece agora como mostrado na Figura 6.
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Figura 6 Perfil térmico na tela de perfil térmico do Aria

15 Certifique-se de que o perfil térmico na sua tela corresponde ao programa do ciclo térmico
mostrado na Tabela 8.

Tabela8 Programa do ciclo térmico para o sistema de PCR em tempo real AriaMx/AriaDx

Numero do Numero de ciclos Duracao Temperatura
segmento
1 1 10 minutos 50°C
2 1 3 minutos 95°C
3 40 5 segundos 95°C
10 segundos 60°C

Etapa 5. Salve o teste como um modelo
16 Clique em File > Save As Template.

A caixa de didlogo Save As se abre. O tipo de arquivo é definido como AriaMx Template Files
(arquivo de extensdo amxt) ou AriaDx Template Files (arquivo de extensdo adxt).

17 Selecione uma pasta para o novo modelo.

18 No campo File name, digite Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR.

19 Cligue em Save.
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A caixa de didlogo se fecha e o programa salva o novo arquivo modelo na pasta designada.

Para futuros ensaios, utilize o modelo salvo para criar e configurar o teste de RT-gPCR,
conforme descrito em "Criar o teste AriaMx/AriaDx a partir do modelo salvo".

Neste ponto, prossiga diretamente para “Preparo das reagoes RT-gPCR” na pagina 41.

Criar o teste AriaMx/AriaDx a partir do modelo salvo

Se n&o tiver sido criado um modelo do teste com a configuracdo da placa e o perfil térmico
necessdrios, consulte “Criar e configurar o teste AriaMx/AriaDx (necessario se ainda ndo tiver
sido criado um modelo)” na pagina 22.

1 No PC conectado ao instrumento, abra o aplicativo do software Aria na tela Getting Started.
2 Em New Experiment, clique em My Templates.

3 No campo Experiment Name, insira um nome para 0 novo teste.

4 Selecione o modelo Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR e crie o teste.

Se 0 modelo estiver na pasta padréo, clique diretamente no modelo para seleciona-lo
e depois clique em Create (ou clique duas vezes diretamente no modelo). O programa cria
0 novo teste e abre o teste na tela de configuracao da placa.

Se 0 modelo ndo estiver na pasta selecionada atualmente, clique no icone Procurar por
modelo (mostrado abaixo) para abrir a janela do navegador. Navegue até a pasta que
contém o arquivo modelo Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR. Selecione o arquivo e clique em
Open. O programa cria 0 novo teste e abre o teste na tela de configuragao da placa.

[T

Neste ponto, prossiga diretamente para “Preparo das reagdes RT-qPCR” na pagina 41.

Criar e configurar o teste ABI 7500 Fast (necessario se ainda nao tiver
sido criado um modelo)

Se ja existe um modelo para o teste, va para “Criar o teste ABI 7500 Fast a partir do modelo
salvo” na pagina 33.

Etapa 1. Crie o teste

1 Ligue oinstrumento ABI 7500 Fast.
2 No PC conectado ao instrumento, abra o aplicativo do software do sistema 7500.
3 Natela Inicial, em Set Up, clique em Advanced Setup.

A tela Experiment se abre.

4 No Experiment Menu, no lado esquerdo da tela, em Setup, clique em Experiment Properties
(se ainda ndo estiver selecionado).

As configuragdes das propriedades do teste sdo exibidas no centro da tela.
5 Responda as perguntas na tela usando as selegdes e entradas mostradas na Tabela 9.
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Tabela9 Configuragoes de propriedades do teste

Pergunta Selegbes/entradas
How do you want to identify this experiment? (Como vocé * Experiment Name: Digite um nome
deseja identificar este teste?) Unico para o teste

» Barcode: Deixe em branco

* User Name: Digite seu nome

« Comments: Digite os comentarios
desejados ou deixe em branco

Which instrument are you using to run the experiment? 7500 Fast (96 pogos)
(Qual instrumento vocé estd usando para correr o teste?)

What type of experiment do you want to set up? Quantitation — Standard Curve
(Qual tipo de teste vocé deseja configurar?)

Which reagents do you want to use to detect the target Reagentes TagMan®
sequence? (Quais reagentes deseja utilizar para detectar
a sequéncia alvo?)

Which ramp speed to you want to use in the instrument run?  Fast
(Qual velocidade de rampa deseja utilizar na corrida do
instrumento?)

Etapa 2. Defina os alvos e as amostras

6

No Experiment Menu, no lado esquerdo da tela, em Setup, cligue em Plate Setup.
Certifique-se de que a aba Define Targets and Samples esta selecionada na parte superior.

As ferramentas para definigdo de alvos e amostras sdo exibidas no centro da tela.

Na tabela Define Targets, crie alvos para N1, N2 e RP como mostrado na Figura 7. Cliqgue em
Add New Target para adicionar uma linha a tabela, conforme necessario.

Para selegdo do Quencher, selecione NFQ-MGB para todos os alvos. Para selegao de Color,
use a cor padrao ou selecione a cor desejada.

Define Targets

| Add Mew Target | Add Saved Target | Save Target | Delete Target ‘ |

Target Mame Reporter Quencher Color

N1 | [FAm  INFQ-MGB ~ ~
N2 | lvic v INFO-MGB v v
RP |lcvs v [NFO-MGB v v

Figura7 Definicdes de alvos na tela de configuragdo da placa do software 7500

8

Na tabela Define Samples, crie nomes de amostras como mostrado na Figura 8. Cliqgue em
Add New Sample para adicionar uma linha a tabela, conforme necessario.

As trés amostras s&o o Controle de amostra de humanos (HSC), o Controle negativo sem
molde (NTC) e o Controle positivo (Pos) com controle positivo de RNA de SARS-CoV-2
sintético. Observe que as amostras de teste ndo recebem um nome de amostra.
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Para selegdo de Color, use a cor padrdo ou selecione a cor desejada.

Define Samples

| Add Mew Sample | Add Saved Sample | Save Sample | Delete Sample | |

Sample Mame Color

HsC |

INTC |

Pos |

Figura8 Definicdes de amostras na tela de configuragao da placa do software 7500

Etapa 3. Atribua alvos e tarefas

9 Na parte superior da tela, cligue na aba Assign Targets and Samples. Certifique-se de que a
aba View Plate Layout esta selecionada.

A tela exibe um mapa da placa de 96 pocos.
10 No mapa da placa, selecione todos os 96 pogos.

Os pogos selecionados sao destacados em azul com uma oval branca no centro.

A sele¢do de todos 0s 96 pogos € adequada se todos 0s pogos da placa incluirem uma reagéo
RT-gPCR. Se algum dos po¢os da placa estiver vazio, ndo selecione esses pogos nesta etapa.

11 Na tabela em Assign target(s) to the selected well, marque as trés caixas de sele¢édo na
coluna Assign para indicar que os trés alvos serdo monitorados e reportados em todos os

pogos. Na coluna Task, certifique-se de que “U” esta selecionado para os trés alvos.
Consulte a Figura 9.

O mapa da placa exibe um simbolo para cada alvo em todos os 96 pogos.

Assign target(s) to the selected wells.

Assign Target Task Cuantity

N1 | E L
N2 s i
RP w s s

Figura9 Atribuiges de alvos na aba View Plate Layout do software 7500

12 Altere a tarefa atribuida para o pogo do Controle negativo sem molde.
a No mapa da placa, selecione o pogo A12.

b Na tabela em Assign target(s) to the selected wells, altere a selecdo na coluna Task

para “N" para os trés alvos. Certifiqgue-se de que as caixas de selegdo na coluna Assign
permanecem marcadas.

O mapa da placa aparece agora como exibido na Figura 10.
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Figura 10 Mapa da placa na tela de configuragéo da placa do sistema 7500

Etapa 4. Atribua as amostras de controle

13 Atribua o Controle negativo sem molde ao pogo A12.
a Selecione 0 pogo A12 no mapa da placa.
b Na tabela em Assign sample(s) to the selected wells, marque NTC.

O nome da amostra NTC é exibido no pogo selecionado.
14 Atribua a amostra do Controle de amostra de humanos ao pogo B12.
a Selecione 0 pogo B12 no mapa da placa.

Se vocé tiver mais de uma amostra de Controle de amostra de humanos que precisa ser
incluida na placa, selecione o nimero necessario de pogos adicionais na coluna 12 do
mapa da placa.

b Na tabela em Assign sample(s) to the selected wells, marque HSC.

0 nome da amostra HSC ¢é exibido no(s) pogo(s) selecionado(s).
15 Atribua a amostra de Controle positivo de RNA de SARS-CoV-2 sintético ao pogo H12.
a Selecione 0 po¢o H12 no mapa da placa.
b Na tabela em Assign sample(s) to the selected wells, marque Pos.

0O nome da amostra Pos é exibido no pogo selecionado.

Etapa 5. Atribua o corante de referéncia

16 Na tabela em Select the dye to use as the passive reference, selecione ROX.

Instrugées de uso — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 30



Etapa 6. Configure o método da corrida

17 No Experiment Menu, no lado esquerdo da tela, em Setup, cligue em Run Method. Clique na
aba Tabular View, na parte superior.

As ferramentas para definigao do volume da reagao e do perfil térmico séo exibidas no centro
da tela.

18 Certifique-se de que o campo Reaction Volume Per Well esta definido para 20 pl. Se ndo
estiver, digite 20 no campo.

19 Ajuste o perfil térmico para corresponder ao mostrado na Figura 11. As configuragdes
também estdo resumidas na Tabela 10.
Se vocé precisar adicionar uma nova etapa de espera ao inicio do perfil térmico para a etapa
de transcrigdo reversa de 50°C, siga as etapas abaixo.
a Selecione a etapa mais a esquerda na imagem do perfil térmico.
b Clique em Add Stage > Holding.

Uma nova etapa de espera é adicionada ao inicio do perfil térmico. Ajuste a temperaturae a
duragéo para corresponder as da Figura 11.

Holding Stage Holding Stage Cycling Stage

Number of Cycles: 40 2
] Enable AutoDelta
Starting Cycle: 2 =

Ramp Rate (%)}| |100.0 = 100.0 = 100.0 = 100.0
Temperature { *C){| |50.0 = 95.0 = 95.0 = 60.0 =
Time| L10:00 = 03:00 (= 00:05 (= 00:30 =
AutoDelta Temp:
AutoDelta Time:

Collect Data on Ramp;

Caollect Data on Haold:

Step 1 Step 1 Step 1 Step 2

Figura 11 Perfil térmico na tela de executar método do software 7500
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Tabela 10 Configuragoes de perfil térmico para o instrumento de PCR em tempo real 7500

Fast
Numero do Numero de ciclos Duracao Temperatura
segmento
1 1 10 minutos 50°C
2 1 3 minutos 95°C
3 40 5 segundos 95°C

30 segundos 60°C

Etapa 7. Salve o teste

20 Na parte superior da tela, cligue na ponta de seta para baixo ao lado do botdo Save para
expandir o menu de opgGes de salvamento.

21 Selecione Save As no menu.

A caixa de didlogo Save As se abre.
22 Selecione uma pasta para 0 novo arquivo do teste.
23 No campo File name, insira um nome para o teste.

24 Certifique-se de que o tipo de arquivo esta definido como Experiment Document Single files
(*.eds).

25 Clique em Save.

A caixa de didlogo se fecha e o programa salva o arquivo do teste na pasta designada.

Etapa 8. Salve o teste como um modelo para uso futuro

26 Cligue na ponta de seta para baixo ao lado do botdo Save para expandir o menu de opgées de
salvamento.

27 Selecione Save As Template no menu.

A caixa de didlogo Save As Template se abre.
28 Selecione uma pasta para 0 novo modelo.
29 No campo File name, digite Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR.

30 Certifique-se de que o tipo de arquivo esta definido como Experiment Document Template
files (*.edt).

31 Clique em Save.

A caixa de didlogo se fecha e o programa salva o novo arquivo modelo na pasta designada.

Para futuros ensaios, utilize o modelo salvo para criar e configurar o teste de RT-gPCR,
conforme descrito em "Criar o teste ABI 7500 Fast a partir do modelo salvo".

Neste ponto, prossiga diretamente para “Preparo das reagdes RT-qPCR" na pagina 41.
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Criar o teste ABI 7500 Fast a partir do modelo salvo

Se n&o tiver sido criado um modelo do teste com a configuracdo da placa e o perfil térmico
necessarios, consulte “Criar e configurar o teste ABI 7500 Fast (necessario se ainda nao tiver
sido criado um modelo)” na pagina 27.

Etapa 1. Crie o teste

1 Ligue o instrumento ABI 7500 Fast.
2 No PC conectado ao instrumento, abra o aplicativo do software do sistema 7500.
3 Natela Inicial, em Set Up, clique em Template.

A caixa de dialogo Open se abre.

4 Na caixa de didlogo, navegue até a pasta onde o modelo esta salvo.

5 Clique duas vezes diretamente no arquivo Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR.edt.
O instrumento ¢ inicializado.

0 software do sistema 7500 abre na tela do teste com a configuragdo da placa exibida.

Etapa 2. Salve o teste

6 Na parte superior da tela, cligue na ponta de seta para baixo ao lado do botdo Save para
expandir o menu de opgbes de salvamento.

7 Selecione Save As no menu.

A caixa de didlogo Save As se abre.
8 Selecione uma pasta para o novo arquivo do teste.
9 No campo File name, insira um nome para o teste.

10 Certifique-se de que o tipo de arquivo esta definido como Experiment Document Single files
(*.eds).

11 Clique em Save.

A caixa de didlogo se fecha e o programa salva o arquivo do teste na pasta designada.

Neste ponto, prossiga diretamente para “Preparo das reagoes RT-gPCR” na pagina 41.

Criar e configurar o teste de PCR em tempo real Bio-Rad CFX96 Touch
(necessario se ainda nao tiverem sido criados arquivos de protocolo e
de placa salvos)

Caso ja existam arquivos de protocolo e de placa adequados, va para “Criar o teste de PCR em
tempo real Bio-Rad CFX96 Touch a partir de arquivos de protocolo e de placa salvos” na
pagina 39.

Etapa 1. Crie o teste

1 Ligue o instrumento de PCR em tempo real CFX96 Touch.
2 No PC conectado ao instrumento, abra o aplicativo do software do Bio-Rad CFX Maestro.
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3 No Assistente para Inicializagéo, defina a lista suspensa Select instrument como CFX96 e
clique em User-defined.

A tela de configuragdo da corrida abre na aba Protocol. O perfil térmico padrdo é exibido no

centro da tela.

Etapa 2. Configure o perfil térmico

4 Na lista suspensa Express Load, selecione 2-Step_Amp.prcl.

O perfil térmico atualiza as configuragdes padrao para um protocolo de amplificagdo de 2
etapas adequado para uso com sondas fluorescentes.

Express Load
2-5tep_Amp prcl w

Figura 12 Express Load definida como 2-Step_Amp.prcl na aba Protocol do CFX Maestro

5 Clique em Edit Selected.

A janela Protocol Editor se abre.

6 Na janela Protocol Editor, adicione uma etapa no inicio do perfil térmico para transcrigao
reversa.

a
b
c

d

Selecione a etapa 1 na imagem do perfil térmico.
Na lista suspensa Insert Step, selecione Before.
Cligue em Insert Step.

Uma nova etapa 1 é adicionada antes da etapa selecionada.
Edite as configuracdes da nova etapa para 50°C durante 10 minutos.

7 Ajuste as outras etapas do perfil térmico para corresponder a Figura 13. As configuragoes
também estdo resumidas na Tabela 11. Certifique-se de que a etapa GOTO (etapa 5) esta
definida para repetir 39 vezes.
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Protocol Editor - 2-5tep_Amp.prel
File  Settings Tools ?
HI .,% Insert Step | Before — ~ Sample‘u’olumeul Est. Run Time 00:3%:00
1 2 3 4 5
850 C 580 C
3:00 0:05
600 C G E
S00_C 0:10 o I
10:00 [ [ D
o]
i B
N ® =
1 500 C for10:00
'ﬂseﬂSteﬂ 2 950 C for3:00
= 3 950 C for0:05
["e] Insert Gradient 4 600 C for0:10
+ Plate Read
I:l — & GOTD3 .3 more times
END
=N
(o]
L
@DeleieStep
oK Cancel

Figura 13 Perfil térmico na janela Protocol Editor do CFX Maestro

Tabela 11 Programa do ciclo térmico para o instrumento de PCR em tempo real Bio-Rad

CFX96 Touch
Numero do Numero de ciclos Duracao Temperatura
segmento
1 1 10 minutos 50°C
2 1 3 minutos 95°C
3 40 5 segundos 95°C

10 segundos 60°C

Etapa 3. Salve o arquivo do protocolo.

8 Clique em Save.

A caixa de didlogo Save As se abre solicitando que vocé salve o arquivo do protocolo para o

teste. O arquivo do protocolo contém as configuragbes da aba Protocol da tela de
configuragéo da corrida.

9 Selecione uma pasta para o arquivo do protocolo.
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10 No campo File name, digite Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Protocol.
11 Certifique-se de que o tipo de arquivo esta definido como Protocol File (*.prcl).
12 Clique em Save.

A caixa de didlogo se fecha e o programa salva o arquivo do protocolo na pasta designada.
13 Cligue em OK para fechar a janela Protocol Editor.

Para futuros ensaios, utilize o arquivo do protocolo salvo para configurar a aba Protocol
conforme descrito em "Criar o teste de PCR em tempo real Bio-Rad CFX96 Touch a partir de
arquivos de protocolo e de placa salvos".

Etapa 4. Selecione os fluor6foros e atribua os nomes dos alvos
14 Na parte inferior da tela de configuragéo da corrida, clique em Next.

A tela de configuracéo da corrida avanga para a aba Plate. Uma imagem do mapa da placa é
exibida no centro da tela.

15 Certifique-se de que a lista suspensa Scan Mode esta definida como All Channels.
16 Clique em Edit Selected.

A janela do editor da placa se abre.
17 Na janela do editor da placa, clique em Select Fluorophores.

A caixa de dialogo Select Fluorophores se abre.

18 Na caixa de didlogo, marque as caixas de selegdo dos fluoréforos FAM, HEX e Cy5.
Desmarque as caixas de selegéo para todos os outros fluoréforos. Consulte a Figura 14.

| Channel Fluorophare Selected Color

! |1 IFAM

SYER
2 HEX
| TET
Cal Orange 560
i Cal Gold 540
| VIC
3 ROX
| Texas Red
Cal Red 610
Tex 613
[ 4 Cy5
Quasar 670
| 5 Quasar 705
Cy5-5

A 1 A L A I A A A 1 A

, OK

[
fu
=]
0
o

Figura 14 Selegdes de fluordforos na caixa de didlogo Select Fluorophores do CFX Maestro
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19 Cligue em OK.
A caixa de didlogo Select Fluorophores se fecha. Os trés fluoréforos selecionados estao
listados no lado direito da janela do editor da placa em Target Names.

20 Selecione todos o0s pogos no mapa da placa.
Os pogos selecionados estdo destacados em azul.
A sele¢do de todos 0s 96 pogos € adequada se todos 0s pogos da placa incluirem uma reagéo
RT-gPCR. Se algum dos po¢os da placa estiver vazio, ndo selecione esses pogos nesta etapa.

21 Em Target Names certifigue-se de que os trés fluoréforos estao marcados e que todos os
pogos exibem os nomes dos trés fluoréforos.

22 Nos campos ao lado dos nomes dos fluoréforos, digite os nomes dos alvos para os
fluoroforos, como mostrado na Figura 15. Pressione Enter apos digitar cada nome para
aplicar o nome aos pogos da placa.

Target Mames

Load [ FAM N1 v| g
load [ HEX N2 k=
load [ Cy5  |RP ME:

Figura 15 Atribuigdes de nomes de alvos na janela do editor da placa do CFX Maestro

Etapa 5. Atribua tipos e nomes de amostra

23 Atribua o tipo de amostra Controle negativo sem molde.
a Selecione 0 pogo A12 no mapa da placa.
b Na lista suspensa Sample Type selecione NTC.

A identificagdo NTC ¢ exibida na parte superior do pogo A12.

24 Certifique-se de que 0s pogos restantes estéo atribuidos ao tipo de amostra desconhecido,
como indicado pela identificagdo Unk na parte superior dos pogos, como mostrado na
Figura 16.
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1 2 =) 4 5 6 7 a 9 10 1 12

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk NTC

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

A N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

B N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

C N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

o N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

E N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

F N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

G N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

H N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Figura 16 Atribui¢des de tipos de amostras na janela do editor da placa do CFX Maestro

25 Atribua 0 nome da amostra para a amostra do Controle de amostra de humanos no pogo B12.
a Selecione 0 pogo B12 no mapa da placa.

Se vocé tiver mais de uma amostra de Controle de amostra de humanos que precisa ser
incluida na placa, selecione o nimero necessario de pocos adicionais na coluna 12 do
mapa da placa.

b No campo em Sample Names, digite HSC, como mostrado na Figura 17. Pressione Enter.

0 nome da amostra HSC é exibido no(s) pogo(s) selecionado(s).

Sample Mames

Load [ |HSC v| 4=

Figura 17 Inclusdo do nome da amostra HSC na janela do editor da placa do CFX Maestro
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26 Atribua 0 nome da amostra para a amostra de Controle positivo de RNA de SARS-CoV-2
sintético no pogo H12.

a Selecione 0 pogo H12 no mapa da placa.
b No campo em Sample Names, digite Pos. Pressione Enter.

0O nome da amostra Pos é exibido no pogo H12.

Etapa 6. Salve o arquivo da placa
27 Clique em Save.

A caixa de didlogo Save As se abre solicitando que vocé salve o arquivo da placa para o teste.
O arquivo da placa contém as configuracdes da aba Plate da tela de configuragéo da corrida.

28 Selecione uma pasta para o arquivo da placa.

29 No campo File name, digite o nome Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Plate.
30 Certifique-se de que o tipo de arquivo esta definido como Plate File (*.pltd).
31 Clique em Save.

A caixa de didlogo se fecha e o programa salva o arquivo da placa na pasta designada.
32 Cligue em OK para fechar a janela do editor da placa.
33 Na parte inferior da tela de configuragédo da corrida, clique em Next.

A tela de configuragéo da corrida avanca para a aba Start Run.

Para futuros ensaios, utilize o arquivo da placa salvo para configurar a aba Plate conforme
descrito em "Criar o teste de PCR em tempo real Bio-Rad CFX96 Touch a partir de arquivos
de protocolo e de placa salvos".

Neste ponto, prossiga diretamente para “Preparo das reagdes RT-qPCR" na pagina 41.

Criar o teste de PCR em tempo real Bio-Rad CFX96 Touch a partir de
arquivos de protocolo e de placa salvos
Se néo tiver sido criado um teste com a configuragédo da placa e o perfil térmico necessarios,

consulte “Criar e configurar o teste de PCR em tempo real Bio-Rad CFX96 Touch (necessario se
ainda nao tiverem sido criados arquivos de protocolo e de placa salvos)” na pagina 33.

Etapa 1. Crie o teste

1 Ligue o instrumento de PCR em tempo real CFX96 Touch.
2 No PC conectado ao instrumento, abra o aplicativo do software do Bio-Rad CFX Maestro.

3 No Assistente para Inicializacéo, defina a lista suspensa Select instrument como CFX96 e
clique em User-defined.

A tela de configuragéo da corrida abre na aba Protocol. O perfil térmico padrao é exibido no
centro da tela.
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Etapa 2. Carregue o arquivo do protocolo

4

Cligue em Select Existing.

A caixa de didlogo Select Protocol se abre.

Na caixa de didlogo, navegue até a pasta onde o arquivo Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR
Protocol.prcl. estd salvo.

Clique duas vezes diretamente no arquivo do protocolo.

As configuragdes do arquivo do protocolo séo carregadas no teste.

Etapa 3. Carregue o arquivo da placa

7

Na parte inferior da tela de configuracao da corrida, clique em Next.

A tela de configuracdo da corrida avanga para a aba Plate. Uma imagem do mapa da placa é
exibida no centro da tela.

Cligue em Select Existing.

A caixa de didlogo Select Plat se abre.

Na caixa de didlogo, navegue até a pasta onde o arquivo Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR
Plate.pltd esta salvo.

10 Clique duas vezes diretamente no arquivo da placa.

As configuragdes do arquivo da placa sdo carregadas no teste.

11 Na parte inferior da tela de configuragéo da corrida, clique em Next.

Instrugées de uso — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Neste ponto, prossiga diretamente para “Preparo das reagdes RT-qPCR" na pagina 41.
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Preparo das

reagoes RT-gPCR

Prepare a placa de RT-gPCR imediatamente antes de usar e mantenha-a sempre em gelo ou
em um rack térmico até ser introduzida no instrumento de PCR em tempo real.

Etapa 1. Prepare a mistura de reagentes para RT-qPCR e a placa na estagao de
trabalho pré-PCR

1

Descongele todos os reagentes para RT-gPCR congelados em gelo. Consulte a Tabela 12
para obter uma lista dos reagentes necessarios. Mantenha o 10 x SARS-CoV-2 Primer/Probe
Mix Dx e o Reference Dye Dx protegidos da luz.

Prepare uma diluicdo 1:500 do Reference Dye Dx fornecido com agua livre de nucleases (para
uma concentracdo final de 30 nM nas reagdes). Mantenha todas as solugdes que contenham
o corante de referéncia protegidas da luz.

O Reference Dye Dx diluido, se armazenado em um tubo protegido contra a luz a 4°C, pode ser
usado durante o dia para a configuragdo de ensaios adicionais.

Prepare a mistura de reagentes combinando os componentes na Tabela 12 na ordem
listada. Prepare uma Unica mistura de reagentes para todas as amostras (3 controles e até
93 amostras de teste) usando multiplos de cada componente listado abaixo. Mantenha a
mistura de reagentes no gelo e protegida da luz. Prepare a mistura de reagentes
imediatamente antes de usar.

Se preparar 96 reacdes, prepare a mistura de reagentes em um tubo de 2 ml.
Se preparar 48 reacoes, prepare a mistura de reagentes em um tubo de 1,5 ml.

Para sua conveniéncia, a Tabela 12 inclui os volumes para o preparo de 1 reacao, 48 reagdes
e 96 reagoes.

Tabela 12 Mistura de reagentes para RT-qPCR

Componente Volume para 1 reagdo  Volume para Volume para
48 reagoes 96 reacoes
(incluindo excedente) (incluindo excedente)

Agua livre de nucleases 1,5 pl 81 ul 162 ul

2 x Brilliant Ill Ultra-Fast gRT-PCR Master Mix 10 Wl 540 ul 1080 pl

Dx

10 x SAR-CoV-2 Primer/Probe Mix Dx 2 ul 108 ul 216 ul

100 MM DTT Dx 0.2 l 10,8 pl 21,6

Reference Dye Dx diluido (da etapa 2) 03 ul 16,2 wl 32,4 ul

RT/RNase Block Dx Tl 54 ul 108 pl

4

Misture suavemente a mistura de reagentes em um agitador vortex sem criar bolhas, depois
centrifugue o tubo em uma microcentrifuga por 5 segundos.
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5 Distribua 15 ul da mistura de reagentes nos pocos da placa de 96 pogos, utilizando o seguinte
procedimento.

a Cologue uma tira de 8 x tubos limpos em um rack térmico de 96 pogos.

b Dispense 190 ul da mistura de reagentes (se estiver correndo 96 reagdes) ou 100 pl da
mistura de reagentes (se estiver correndo 48 reagdes) em cada um dos 8 tubos da tira.
Se necessario, expulse quaisquer bolhas grandes que possam estar presentes no fundo
dos tubos.

¢ Com uma pipeta multicanal, transfira 15 ul da mistura de reagentes da tira de tubos de
8 pogos para as colunas da placa de 96 pogos. Mantenha a placa em gelo, ou em um rack
térmico de 96 pocos, e protegida da luz, durante todo o processo.

Se vocé estiver correndo apenas 48 reacoes, deixe as colunas de 1 a 6 vazias.

6 Com a placa tampada, leve a placa para a area de trabalho pré-PCR designada para a adigao
de amostras. Mantenha a placa em gelo ou em um rack térmico.

Etapa 2. Adicione as amostras de controle e de teste a placa de RT-qPCR na estagao
de trabalho pré-PCR (area de adigao de amostras)

7 Dilua o Controle positivo de RNA de SARS-CoV-2 sintético para uma solugao padrao de
trabalho de 10 copias/pl.

a Adicione 99 ul de agua livre de nucleases em um tubo limpo de 1,5 ml. A este tubo, adicione
1 ul de Controle positivo de RNA de SARS-CoV-2 sintético nao diluido. Misture bem em um
agitador vortex, depois centrifugue brevemente em uma microcentrifuga.

b Adicione 99 pl de dgua livre de nucleases a outro tubo limpo de 1,5 ml. A este tubo, adicione
1 ul do Controle positivo de RNA de SARS-CoV-2 sintético diluido preparado na etapa a.
Misture bem em um agitador vortex, depois centrifugue brevemente em uma
microcentrifuga.

Este tubo contém a solugao padréao de trabalho do Controle positivo de RNA de
SARS-CoV-2 sintético com uma concentragao de 10 copias/pl.

A solugao padréo de trabalho, se armazenada a 4°C, pode ser usada durante o dia para a
configuragéo de ensaios adicionais. Devolva a solugao original de Controle positivo de RNA de
SARS-CoV-2 sintético para —80°C.
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8 Configure as reagdes de controle como mostrado na Figura 18.

Para o Controle negativo sem molde (NTC), adicione 5 ul de agua livre de nucleases ao
poco A12.

Para o Controle de amostra de humanos (HSC), agite brevemente em um agitador vortex o
RNA preparado a partir do Controle de amostra de humanos. Depois, acrescente 5 pl do
RNA no pogo B12.

Se vocé tiver mais de uma amostra de HSC que precisa ser incluida na placa, utilize os
pogos adicionais na coluna 12, conforme atribuido ao configurar a placa no software do
instrumento de RT-gPCR.

Para o Controle positivo de RNA de SARS-CoV-2 sintético (Pos), adicione 5 ul do Controle
positivo de RNA de SARS-CoV-2 sintético diluido no pogo H12.

9 Configure as reagbes das amostras de teste (ST a S93) como mostrado na Figura 18. Troque
de luvas frequentemente para evitar contaminagao.

Agite brevemente em um agitador vortex as amostras de RNA preparadas a partir das
amostras de teste. Depois centrifugue em uma microcentrifuga por 5 segundos.

Para cada amostra, adicione 5 ul em um poco da placa de RT-gPCR. Acompanhe com
cuidado qual amostra foi adicionada a cada pogo. Troque as ponteiras apés cada adigéo.

Se a placa de RT-gPCR tiver que ser selada com uma fita autocolante, misture as reagoes
antes de selar, pipetando brevemente as misturas para cima e para baixo sem criar bolhas.

Se voceé estiver correndo apenas 48 reacoes, deixe 0s pocos da placa
identificados para S1 a S48 vazios.

10 Sele a placa com uma fita autocolante ou com tiras de tampa de tubo.

11 Se a placa for selada com tiras de tampa de tubo, misture brevemente em um agitador vortex.
(N&o utilize um agitador vortex nas placas seladas com fita autocolante.)

12 Centrifugue brevemente a placa em uma centrifuga de placas.

13 Se vocé estiver utilizando o Sistema de PCR em tempo real Agilent AriaMx/AriaDx e selar a
placa com fita autocolante, adicione um bloco de compresséo sobre a placa.

14 Proceda diretamente a realizagéo da RT-gPCR no seu sistema de PCR em tempo real.

Consulte “Realizar a RT-qPCR no Sistema de PCR em tempo real Agilent
AriaMx/AriaDx” na pagina 46

Consulte “Realizar a RT-gPCR no instrumento de PCR em tempo real ABI 7500 Fast” na
pagina 54

Consulte “Realizar a RT-qPCR no sistema de detec¢ao de PCR em tempo real Bio-Rad
CFX96 Touch” na pagina 61
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1123|456 |7|8]9(10[11[12
A S1 S9 S17 | S25 | S33 | S41 | S49 | S57 | S65 | S73 | S81 | NTC
B S2 | S10 | S18 | S26 | S34 | S42 | S50 | S58 | S66 | S74 | S82 | HSC
C S3 S11 | S19 | S27 | S35 | S43 | S51 | S59 | S67 | S75 | S83 | S89
D S4 | S12 | S20 | S28 | S36 | S44 | S52 | S60 | S68 | S76 | S84 | S90
E S5 | 813 | S21 | S29 | S37 | S45 | S53 | S61 | S69 | S77 | S85 | S91
F S6 | S14 | S22 | S30 | S38 | S46 | S54 | S62 | S70 | S78 | S86 | S92
G S7 | S15 | S23 | S31 | S39 | S47 | S55 | S63 | S71 | S79 | S87 | S93
H S8 S16 | S24 | S32 | S40 | S48 | S56 | S64 | S72 | S80 | S88 | Pos
Figura 18 Configuracdo da placa para amostras de teste 1 a 93 e amostras de controle
(Controle negativo sem molde [NTC], Controle de amostra de humanos [HSC]
e Controle positivo de RNA sintético para diagnostico [Pos])
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Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit K1180A
Instrugdes de uso

5 Instrucoes para a execugao da RT-gPCR

Realizar a RT-gPCR no Sistema de PCR em tempo real Agilent AriaMx/AriaDx 46
Realizar a RT-gPCR no instrumento de PCR em tempo real ABI 7500 Fast 54
Realizar a RT-gPCR no sistema de detecgéo de PCR em tempo real Bio-Rad CFX96 Touch 61

Este capitulo contém instrugdes sobre como executar o programa do ciclo da RT-gPCR no
instrumento de PCR em tempo real selecionado.

Agilent
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Realizar a RT-gPCR no Sistema de PCR em tempo real Agilent
AriaMx/AriaDx

Esta secao descreve o procedimento para executar a RT-gPCR em um sistema de PCR em
tempo real Agilent AriaMx ou AriaDx.

Execute o programa da RT-gPCR no sistema AriaMx/AriaDx

1 Certifique-se de que o instrumento AriaMx/AriaDx esta ligado.

2 No PC conectado ao instrumento, abra o teste que vocé criou anteriormente no aplicativo
Aria.

3 Navegue até a tela de perfil térmico, tela de status da corrida ou tela de graficos de dados
brutos.

4 Cligue em Run.

A caixa de didlogo Instrument Explorer se abre.

5 Localize o instrumento que vocé estara usando para a corrida e clique em Send Config.
(Consulte a Configuragéo e o Guia do Usudrio do AriaMx ou do AriaDx para obter instrucdes
sobre como procurar e adicionar instrumentos.)

Se esta é a primeira vez que vocé se conectou a um instrumento desde a Ultima
inicializagdo do programa Aria, a caixa de didlogo Login se abre. Selecione seu nome de
usuario na lista suspensa, digite sua senha de logon no campo Password e cliqgue em
Login. Para fazer login com uma conta de usuario diferente, clique com o bot&o direito do
mouse no nome do instrumento e clique em Log off current user. Vocé pode entéo fazer
logon usando a conta de usudrio desejada.

Se o teste ainda nao foi salvo, vocé sera solicitado a salvar o teste antes de prosseguir.
6 Leve sua placa de reagao até o instrumento e introduza no bloco térmico.

7 Na tela sensivel ao toque do instrumento, abra o teste preparado na tela do perfil térmico
e pressione Run Experiment.

O instrumento comega a executar o teste.

8 Volte ao programa do PC. O programa direciona o usuario para a tela de status da corrida,
onde é possivel monitorar o progresso da corrida.

O monitoramento da corrida n&o é necessario. Se vocé fechar o software Aria antes da
conclusao da corrida, anote onde o arquivo do teste pds-execugéo sera salvo.
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Atribua as configuragoes de anadlise de dados para o teste
AriaMx/AriaDx

Etapa 1. Veja os graficos de amplificagao para todos os alvos em todos os pogos

1 Quando a corrida estiver concluida, abra o arquivo do teste no software Aria.
2 Cligue em Analysis Criteria no lado esquerdo da tela.

A tela Analysis Criteria se abre, com configuragdes para especificar as configuragdes para

analise.

como mostrado na Figura 19.

3 Certifique-se de que todos 0s pogos, tipos de pogos e alvos estdo selecionados para andlise,

Se a placa contém pogos vazios, certifique-se de que os mesmos estao
atribuidos ao tipo de pogo em branco na aba Plate Setup.
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Figura 19 Tela Analysis Criteria do Aria

4 Cligue em Graphical Displays no lado esquerdo da tela.

A tela Graphical Displays se abre, exibindo os dados com ferramentas para configurar os

parametros da analise.

5 Certifique-se de que a tela esta exibindo os graficos de amplificagao e que os parametros de
analise padrdo correspondem aos mostrados na Figura 20.
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Instrugées de uso — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit

Se vocé néo visualizar o painel completo dos parametros de analise mostrado na Figura 20,
cligue na ponta de seta para baixo logo abaixo da configuragdo Smoothing para expandir
0 painel.

Observe que os valores padrdo de Threshold Fluorescence no seu teste provavelmente
serdo diferentes daqueles mostrados na Figura 20. O software calcula os valores padréo
com base no nivel de ruido de fluorescéncia no intervalo do ciclo de fundo.
Consequentemente, os valores padrao irdo variar entre os testes.

'i;,.‘-' Amplification Plots
Fluorescence R rn | AR IR
Term A il

Smoothing UL Off
s

Bazeline .
Correction LﬁJ
Crosstalk :
Correction I&J

Graph Type - Linear | Log
Threshold Fluorescence:

] n1 B oo @ ™
[+ mz B oo @ =9
RP B oo @ W

Background Based Threshold
Cycle Range "3 5 EHtwig ° &

Sigma Multiplier |5 10 |3

Figura 20 Configuracdes padrdo para graficos de amplificagdo no software Aria (os valores de
Threshold Fluorescence irdo variar entre os testes)

6 Em Background Based Threshold, certifique-se de que o intervalo de ciclo padrédo é de 5a 9.

7 Verifique se ha graficos de amplificagdo com amplificagdo precoce (isto €, antes do ciclo 9).
Exclua todas as amostras de teste com amplificagdo precoce da analise e repita o teste com
uma concentragao mais baixa.

Em amostras de teste com concentragbes excepcionalmente elevadas de RNA viral,

a amplificagdo dos alvos virais pode atingir niveis detectdveis em um numero de ciclo
muito precoce (<9). Como parte dos célculos de corregdo da linha de base, o software pode
interpretar esses sinais de amplificagédo precoce como ruido de fundo e ndo atribuir um
valor de Cq aos alvos virais nessas amostras.

Monitore a presenga de tais amostras de teste visualizando os gréficos de amplificagéo
sem corregdo de linha de base (termo de fluorescéncia R ou Rn). Se alguma das amostras
de teste mostrar sinais de amplificagdo antes do ciclo 9, remova esses pogos da analise
desmarcando-os na tela Analysis Criteria. Corra novamente a reagdo RT-gPCR para a
amostra diluindo o acido nucleico a 1:100 usando o tampéao de eluigdo adequado.
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Etapa 2. Avalie os valores dos limites

8 Na configuragdo do tipo de grafico, alterne a selegéo de Linear para Log. Certifique-se de que
o Fluorescence Term esta definido como ARn.

A visualizagdo dos graficos de amplificagdo em valores de log proporciona uma melhor
visualizagao do ruido do sinal de fundo. Um exemplo é mostrado na Figura 21. A linha limite
para cada alvo é exibida como uma linha horizontal.

Amplification Plots X

1

0.1

0.0

=
g8

0.0001

Fluorescence (&Rn)

0.00001

0.000001 1 f i ]

5 10 15 20 25 30 35
Cycles

Figura 21 Graficos de amplificagdo do Aria em escala logaritmica — limites alvo exibidos como
linhas horizontais

9 Avalie visualmente os graficos de amplificacdo e o limite padréo para o alvo N1.
a Clique no icone de exibigdo de alvos localizado abaixo do grafico. &-

b No menu que se abre, desmarque as caixas para todos os outros alvos, de modo que
apenas o alvo N1 seja exibido nos graficos de amplificagao.

¢ Determine se o limite é suficientemente alto para estar acima do ruido de fundo e
suficientemente baixo para incluir os graficos na fase de amplificagdo exponencial
(consulte a Figura 23). Com base nesta determinagéo, prossiga como indicado na
Tabela 13.

10 Repita a etapa 9 para o alvo N2 e novamente para o alvo RP.

11 Em Threshold Fluorescence, certifique-se de que os trés alvos estejam selecionados e que 0s
trés valores de Threshold Fluorescence estejam bloqueados, como mostrado na Figura 22.

Instrugées de uso — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 49



12 Clique no icone de exibigéo de alvos localizado abaixo do grafico. - Certifique-se de que
todos os alvos estéo selecionados.

Threshold Fluorescence:

] N 0.021 8
(V] n2 0.028 8
RP 0.038 *

Figura 22 Alvos selecionados e valores de Threshold Fluorescence bloqueados

Amplification Plots mXx

01

amplificagao
exponencial

0.0

e
g

Fluorescence (ARn)

0.0001

0.00001

0.000001

-—|imite

ruido de
fundo

5 10 15 20 25 30 35
Cycles

Figura 23 Graficos de amplificacdo do Aria para o alvo N1
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Tabela 13 Verificagao da configuragao ideal do limite no software Aria

Posicao do limite Descrigao

Agao

Posigédo ideal

Muito alto

Muito baixo

Acima do ruido de fundo
e inclui todos os graficos
na fase de amplificagdo
exponencial

Alguns graficos em
fase de amplificagédo
exponencial ndo
ultrapassam o limite

Alguns graficos nao
estdo acima do ruido
de fundo.

+ Blogueie o valor de Threshold Fluorescence no lado direito da tela, clicando
no icone de blogueio.

Quando o valor estéa blogueado, o icone de bloqueio esta na posigao fechada.
O blogueio do valor impede que o valor seja alterado se algum dos critérios
de analise for alterado.

+ Procure por pogos com um ruido de fundo excepcionalmente alto.
Esses pogos discrepantes podem fazer com que o software defina
o limite muito alto.

+ Volte para a tela Analysis Criteria para excluir esse pogo da analise.
O software ira recalcular o limite assim que o pogo discrepante for excluido.
Como alternativa, use 0 mouse para arrastar manualmente a linha limite no
grafico para uma nova posigao.

+ Verifigue se o novo limite esta em uma posigao ideal e bloqueie o valor de
Threshold Fluorescence, conforme descrito acima.

* Quando o novo valor estiver bloqueado, volte a tela Analysis Criteria mais
uma vez para incluir novamente o pogo discrepante na analise.*

* Se o grafico de amplificagdo do pogo discrepante ndo mostrar amplificagao
exponencial em nenhum numero de ciclo, certifique-se de que o limite reduzido
ndo faz com que o software atribua um valor de Cq ao pogo (devido ao ruido
do sinal de fundo atravessando o limite). Se isso acontecer, tente modificar
outras configuragdes de andlise para esse pogo, por exemplo, ajustando

a configuragdo da corregdo da linha de base.

« Aumente o limite para um pouco acima do nivel do ruido de fundo.

Etapa 3. Verifique os resultados no pogo NTC

13 Na tabela de resultados, localize a reacdo do Controle negativo sem molde (NTC), localizada

no pogo A12.

14 Certifique-se de que a coluna Cq para os trés alvos indigue “No Cg” ou tem um valor de

Cq >37,00.

Se a reagdo do NTC tiver um valor de Cq <37,00 para qualquer um dos alvos, pode ter ocorrido
contaminagéo da amostra. Invalide a corrida e repita o ensaio seguindo estritamente as diretrizes.

Exporte os dados a partir do software Aria

Etapa 1. Defina e salve as configuragoes de exportagao

Se as configuragdes de exportagédo ja tiverem sido salvas, va diretamente para “Etapa 2. Exporte

os dados” na pagina 53.

1 No lado esquerdo da tela, em Results, clique em Export Data.

A tela de exportagéo de dados se abre.
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2 No painel de configuragao de exportagéo, selecione um tipo de arquivo para os dados
exportados, por exemplo, Excel.

3 Em Items, certifique-se de que a caixa de selegao Tabular Results esta selecionada.
Desmarque as caixas de selegéo para os outros itens. Consulte a Figura 24.

ltems

D Plate 5etup #

D Thermal Profile #
D Amplification Plots
@ Tabular Results  #
D Experiment Motes #

Figura 24 Tela de exportacdo de dados do software Aria — itens para exportagédo

4 Cligue no icone de lapis ao lado de Tabular Results para personalizar quais colunas de dados
devem ser incluidas.

A caixa de didlogo Column Options se abre.

5 Ajuste as configuragbes para que somente as colunas selecionadas para incluséo sejam as
mostradas na Figura 25.

' Column Options

Select Columns

[Iwell
[Jwell Type
[#]well Hame
UJoye

[ Target
(JReplicate
(R Last
(CJAR Last
(JRn Last
(JaRn Last
(JRLast/RFirst

(I Threshold (ARn)
((JBaseline Start Cycle
((JBaseline End Cycle
(ACq (aRn)

(CJFinal Call {4Rn)
(JQuantity {nanograms)
(JQuantity Ava. (nanograms)
(TJQuantity SD {nanograms)
(JR? (4Rn)

(Jslope (ARn)
(Jefficiency (%)

X

| Select All | | Restore Defaults |

(JCq Ava. Treated Ind. (ARn)
(JCq SD Treated Ind. (ARn)
(JMelt Smoothing #

(IMelt Morm.

() Tm Product 1 [-Rn'(T})
(JTm Product 2 (-Rn'(T}))
(JTm Product 3 (-Rn'(T))
() Tm Product 4 [-Rn'(T})
(JTm Product 5 {-Rn'(T}))
() Tm Product & [-Rn'(T})

OK Cancel

Figura 25 Caixa de dialogo Column Options do Aria

6 Cligue em OK para salvar suas alteragées e fechar a caixa de didlogo.

7 Salve as configuragdes de exportagdo como uma nova definigéo.

Colunas

selecionadas:

Well

Well Type
Well Name
Target
Threshold
Cq

a No painel de configuragao de exportagéo, expanda a lista suspensa Definition.
b Clique em Add New.

A caixa de didlogo Add New Definition se abre.
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¢ No campo Definition name, digite Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Data. Consulte a
Figura 26.

d Certifique-se de que a caixa de selegcdo Use Current Settings esta selecionada.
e Cligue em Add.

A" add New Definition x

Definition Name: |Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Datd |

Use Current Settings

Add Cancel

Figura 26 Caixa de didlogo Add New Definition do Aria

Etapa 2. Exporte os dados

8 No painel de configuracdo de exportagao, certifiqgue-se de que a lista suspensa Definition esta
definida para Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Data.

9 Cligue em Export Data.

O relatério é aberto no aplicativo padrdo para o tipo de arquivo selecionado.

10 Analise os dados Cq para cada uma das amostras de teste e controles para interpretar os
resultados. Consulte o Capitulo 6, "Analise e resultados".
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Realizar a RT-gPCR no instrumento de PCR em tempo real ABI
7500 Fast

Esta secao descreve o procedimento para executar a RT-gPCR em um instrumento de PCR em
tempo real Applied Biosystems 7500 Fast.

Execute o programa da RT-qPCR no instrumento de PCR em tempo real
ABI 7500 Fast

1 Certifique-se de que o instrumento ABI 7500 Fast esta ligado.

2 No PC conectado ao instrumento, abra o teste que vocé criou anteriormente no software
7500.

3 No instrumento, empurre a porta da bandeja para abrir a tampa. Introduza a sua placa de
reagao no bloco térmico do instrumento.

4 Empurre a porta da bandeja para fechar a tampa.
5 No PC, clique em START RUN.

O instrumento comega a executar o teste.

Atribua as configuragdes de analise de dados para o teste ABI 7500
Fast

Etapa 1. Veja os graficos de amplificagao para todos os alvos em todos os pogos

1 Quando a corrida estiver concluida, abra o teste no aplicativo do software Design & Analysis.

2 Na parte superior da tela, cliqgue na aba Quality Check, se ainda néo estiver selecionada. Na
lista suspensa, certifique-se de que Amplification Plot esta selecionado.

A tela exibe os graficos de amplificacao, uma tabela dos resultados em cada pogo e um
diagrama do mapa da placa.

Se a placa contém pocgos vazios, omita todos 0s alvos para esses pogos da
analise e analise novamente.

3 Cligue em Actions > Primary Analysis Setting.

A caixa de didlogo Primary Analysis Setting se abre. As configuragdes padrao nesta caixa de
dialogo sao mostradas na Figura 27.

4 Certifique-se de que as configuragdes correspondem as mostradas na Figura 27. Se
necessario, cligue em Reset to Default.
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Primary Analysis Setting X

General Well Cg QC Alerts
PCR Stage/Step Stage 3, Step 2 - Algorithm Settings Baseline Threshold v
Target Use Default Auto Threshold Threshold Auto Baseline Baseline Start Baseline End
Default Setting AUTO v AUTO AUTO
N1 v AUTO v AUTO AUTO
N2 v AUTO v AUTO AUTO
RP v AUTO v AUTO AUTO

Figura 27 Configuragdes padrdo na caixa de didlogo Primary Analysis Setting do Design &
Analysis

5 Clique em Save.

A caixa de dialogo Primary Analysis Setting se fecha.

6 Certifique-se de que o botdo Analyze tem uma marca de verificagao verde no canto. Se néo,
cligue em Analyze.

7 Verifique se ha graficos de amplificagdo com amplificacdo precoce (isto é, antes do ciclo 9).
Omita todas as amostras de teste com amplificagdo precoce da analise e repita o teste com
uma concentragdao mais baixa.

Em amostras de teste com concentracdes excepcionalmente elevadas de RNA viral,

a amplificagdo dos alvos virais pode atingir niveis detectaveis em um numero de ciclo
muito precoce (<9). Como parte dos célculos de corregdo da linha de base, o software pode
interpretar esses sinais de amplificagédo precoce como ruido de fundo e ndo atribuir um
valor de Cq aos alvos virais nessas amostras.

Monitore a presenca de tais amostras de teste visualizando o grafico de amplificagdo sem
corregdo de linha de base (defina o Y Value para Rn). Se alguma das amostras de teste
mostrar sinais de amplificagdo antes do ciclo 9, remova esses pogos da analise omitindo-os
na tela Quality Check. Corra novamente a reacao RT-gPCR para a amostra diluindo o acido
nucleico a 1:100 usando o tampao de eluicdo adequado.

Etapa 2. Avalie os valores dos limites
8 Cligue no icone de configuragdes logo acima do grafico de amplificagdo

A caixa de didlogo de configuragdes se abre na aba geral.
9 Certifique-se de que a configuracdo Y Value esta definida como ARn.
10 Na lista suspensa Y Scale, alterne a selecédo de Linear para Log, como mostrado na Figura 28.
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A visualizagdo dos graficos de amplificagdo em valores de log proporciona uma melhor

visualiza¢do do ruido do sinal de fundo. Um exemplo é mostrado na Figura 29. A linha limite

para cada alvo é exibida como uma linha horizontal.

General X Axis Y Axis

Plot Title Amplification Plot

Color By Target bt

Y Value ® ARNn Bn
| Y Scale Log v

Show Legend [ | Cg Mark

; Unselected Tooltip
Replicates of selected

Threshold Baseline

Reset Setting

Figura 28 Configuracdes gerais do Design & Analysis para o grafico de amplificagao

Grafico de amplificagao

1.00 o

0.100

AHn

0.0100

0.00100

N1 N2 RP

Figura 29 Graficos de amplificagcdo do Design & Analysis em escala logaritmica — limites alvo

exibidos como linhas horizontais

11 Avalie visualmente os graficos de amplificacéo e o limite padrédo para o alvo N1.
a No lado esquerdo da tela, expanda a lista suspensa Targets.
b Selecione apenas o alvo N1 e, em seguida, minimize a lista suspensa.
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¢ Determine se o limite é suficientemente alto para estar acima do ruido de fundo e
suficientemente baixo para incluir os graficos na fase de amplificagdo exponencial
(consulte a Figura 30). Com base nesta determinacdo, prossiga como indicado na
Tabela 14.

12 Repita a etapa 11 para o alvo N2 e novamente para o alvo RP.
13 No lado esquerdo da tela, em Targets, cliqgue em Clear all para remover a filtragem por alvo.

Gréfico de amplificagao

il amplificagao
T exponencial - limite
e
.0100
ruido de
0100 fundo
5 1I 20 2 5 ;
Ciclo

Figura 30 Graficos de amplificagdo do Design & Analysis para o alvo N1
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Tabela 14 Verificagao da configuragao ideal do limite no software Design & Analysis

Posicao do limite Descrigao Agao

Posigédo ideal Acima do ruido de fundo « Deixe os limites nos seus valores atuais.

e inclui todos os graficos
na fase de amplificagdo
exponencial

Muito alto Alguns graficos em
fase de amplificagdo
exponencial ndo
ultrapassam o limite

Muito baixo Alguns graficos ndo
estdo acima do ruido de
fundo.

+ Procure por pogos com um ruido de fundo excepcionalmente alto.

Esses pogos discrepantes podem fazer com que o software defina

o limite muito alto.

Selecione o pogo discrepante no mapa da placa.

Na barra de ferramentas diretamente acima do mapa da placa, clique no
botdo com trés pontos. No menu que se abre, clique em Omit Wells.

+ Cliqgue em Analyze. O software ird recalcular o limite assim que o pogo

discrepante for excluido. Como alternativa, use o mouse para arrastar
manualmente a linha limite no grafico para uma nova posicao.

Selecione todos os pogos no mapa da placa para visualizar todos os
graficos de amplificagéo. Verifique se o novo limite esta em uma posigao
ideal.

+ Clique novamente no botdo com trés pontos. No menu que se abre, clique

em Unomit Wells para incluir novamente o pogo discrepante na analise.*

* Se o grafico de amplificagédo do pogo discrepante ndo mostrar amplificagédo
exponencial em nenhum numero de ciclo, certifique-se de que o limite reduzido
ndo faz com que o software atribua um valor de Cq ao pogo (devido ao ruido
do sinal de fundo atravessando o limite). Se isso acontecer, tente modificar
outras configuragdes de andlise para esse pogo, por exemplo, ajustando o
numero de ciclos de Baseline Start e/ou Baseline End.

+ Aumente o limite para um pouco acima do nivel do ruido de fundo.

Etapa 3. Verifique os resultados no pogo NTC

14 Na tabela de pocos, localize a reagdo do Controle negativo sem molde (NTC), localizada no

pogo A12.

15 Certifique-se de que a coluna Cq para os trés alvos indigue “Undetermined” ou tem um valor

de Cq >37,00.

Se a reagdo do NTC tiver um valor de Cq <37,00 para qualquer um dos alvos, pode ter ocorrido
contaminag&do da amostra. Invalide a corrida e repita o ensaio seguindo estritamente as diretrizes.

Exporte os dados da tabela de poc¢os do software Design & Analysis

para um arquivo CSV

Etapa 1. Personalize as colunas incluidas na tabela de pogos

1 Na barra de ferramentas logo acima da tabela de pogos, clique em View.

Um menu se abre, como mostrado na Figura 31, listando todas as colunas da tabela

disponiveis.
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Figura 31 Menu de exibigdo para a tabela de pogos do Design & Analysis — selecao de colunas

padrao

2 Ajuste as configuragbes para gue somente as colunas selecionadas para inclusdo sejam Well,

Sample, Target, Task e Cqg. Consulte a Figura 32.
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Figura 32 Menu de exibigdo para a tabela de pogos do Design & Analysis — selegéo de colunas
personalizada

3 Cligue em View para minimizar o menu.

Etapa 2. Exporte os dados

4 Na barra de ferramentas logo acima da tabela de pogos, cligue no botdo da barra de
ferramentas com trés pontos. sws=

5 No menu que se abre, clique em Export.

Uma caixa de dialogo se abre para salvar o arquivo CSV.

6 Selecione uma pasta para o arguivo.

7 No campo File name, insira um nome para o arquivo.

8 Clique em Save.
A caixa de didlogo se fecha e o programa exporta os dados para o tipo de arquivo CSV e o
salva na pasta designada.

9 Abra o arquivo e analise os dados Cq para cada uma das amostras de teste e controles para
interpretar os resultados. Consulte o Capitulo 6, "Analise e resultados”.
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Realizar a RT-gPCR no sistema de deteccao de PCR em tempo
real Bio-Rad CFX96 Touch

Esta secao descreve o procedimento para executar a RT-gPCR em um sistema de detecgao de
PCR em tempo real Bio-Rad CFX96 Touch.

Execute o programa da RT-gPCR no sistema de detec¢ao de PCR em
tempo real CFX96 Touch

Certifique-se de que o instrumento CFX96 Touch esta ligado.

2 No PC conectado ao instrumento, abra o teste que vocé criou anteriormente no aplicativo do
software CFX Maestro.

3 Navegue até a aba Start Run da tela de configuragédo da corrida.

Se o instrumento estiver ligado, mas nao for exibido em Block Name, cligue em Detect
Instrument(s) no canto superior esquerdo da tela.

4 Na tabela, selecione o instrumento a ser utilizado para a execugao do teste.
5 Clique em Open Lid.

A tampa do instrumento se abre.
6 Introduza a sua placa de reagédo no bloco térmico do instrumento.
7 No PC, cligue em Close Lid.

A tampa do instrumento se fecha.
8 Clique em Start Run.
9 Salve o arquivo da corrida na pasta desejada. Digite um nome de arquivo e cligue em Save.

O instrumento comega a executar o teste.

Atribua as configuracdes de analise de dados para o sistema de
deteccao de PCR em tempo real CFX96 Touch

Etapa 1. Veja os graficos de amplificagao para todos os alvos em todos os pogos
1 Quando a corrida estiver concluida, abra o teste no aplicativo do software CFX Maestro.

O teste é aberto na janela de anadlise de dados.
2 Na parte superior da janela, clique na aba Quantification, se ainda n&o estiver selecionada.

A janela exibe os graficos de amplificagéo, uma tabela dos resultados em cada pogo e um
diagrama do mapa da placa.
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3 Aplique o recurso de corregéo de desvio de fluorescéncia.
Na parte superior da janela de analise de dados, cligue em Settings > Baseline Settings >
Apply Fluorescence Drift Correction.
O software corrige automaticamente qualquer desvio no sinal de fluorescéncia que possa
estar presente no intervalo do ciclo da linha de base.

4 Verifique se ha gréficos de amplificagdo com amplificagéo precoce (isto é, antes do ciclo 9).
Exclua todas as amostras de teste com amplificagdo precoce da analise e repita o teste com
uma concentragdo mais baixa.

Em amostras de teste com concentragbes excepcionalmente elevadas de RNA viral,

a amplificagdo dos alvos virais pode atingir niveis detectdveis em um numero de ciclo

muito precoce (<9). Como parte dos célculos de corregdo da linha de base, o software pode
interpretar esses sinais de amplificagédo precoce como ruido de fundo e ndo atribuir um valor
de Cq aos alvos virais nessas amostras.

Monitore a presenga de tais amostras de teste visualizando os graficos de amplificagdo sem
corregdo de linha de base (defina Baseline Setting para No Baseline Subtraction). Se alguma
das amostras de teste mostrar sinais de amplificagdo antes do ciclo 9, remova esses pogos
da anadlise na janela do editor da placa. Corra novamente a reagdo RT-gPCR para a amostra
diluindo o &cido nucleico a 1:100 usando o tamp&o de eluigdo adequado.

Etapa 2. Avalie os valores dos limites
5 Verifique a selecao em Settings > Baseline Setting para certificar-se de que esta definida para
Baseline Subtracted Curve Fit.

6 Cligue com o botéo direito do mouse no grafico de amplificagéo e selecione Show Threshold
Values (se ainda n&o estiver selecionado).

A'linha limite para cada alvo é exibida como uma linha horizontal.
7 Proximo ao canto inferior direito do grafico de amplificagao, selecione a caixa de selegdo Log.

A visualizagdo dos graficos de amplificagdo em valores de log proporciona uma melhor
visualiza¢do do ruido do sinal de fundo.

8 Defina o valor minimo do eixo Y para 0,0.

a Adireita do grafico de amplificagéo, clique no icone de configuragdes do grafico. gt
A caixa de didlogo Chart Settings se abre.
Cligue na aba Axes Scale.
Desmarque a caixa de selegdo Auto Scale.
Na coluna Min para o Y-Axis (log 10), digite 0.0, como mostrado na Figura 33.
Cligue em OK.

® o O T

A caixa de didlogo se fecha e a escala do eixo Y comeca em 0,0, permitindo que o ruido do
sinal nos graficos seja exibido. Um exemplo é mostrado na Figura 34.
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Figura 33 Caixa de didlogo Chart Settings do Maestro — aba Axes Scale
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Figura 34 Grafico de amplificagdo do Maestro em escala logaritmica — limites alvo exibidos
como linhas horizontais

9 Avalie visualmente os graficos de amplificacdo e o limite padr&o para o alvo N1.

a Abaixo do grafico de amplificagéo, utilize as caixas de selegéo para selecionar apenas
o alvo FAM (N1) para ser exibido.
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b Determine se o limite é suficientemente alto para estar acima do ruido de fundo e
suficientemente baixo para incluir os graficos na fase de amplificagdo exponencial
(consulte a Figura 35). Com base nesta determinacao, prossiga como indicado na
Tabela 15.

10 Repita a etapa 11 para o alvo N2 e novamente para o alvo RP.

Amplificagao
we— —---0—
107 oo LI SR
amplificagdo
5, exponencial 1.
E 10 _?_@ ...... ................... _-Ilmlte
10" 4 ruido de
fundo
100 -
0
Log Sc.

Figura 35 Grafico de amplificacdo do Maestro para o alvo N1
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Tabela 15 Verificagao da configuragao ideal do limite no software Design & Analysis

Posicao do limite Descrigao Agao

Posigédo ideal Acima do ruido de fundo « Deixe os limites nos seus valores atuais.
e inclui todos os graficos
na fase de amplificagdo
exponencial

Muito alto Alguns graficos em + Procure por pogos com um ruido de fundo excepcionalmente alto.
fase de amplificagdo Esses pogos discrepantes podem fazer com que o software defina
exponencial ndo o limite muito alto.
ultrapassam o limite + Cligue em Plate Setup > View/Edit Plate para abrir o editor da placa.

+ Selecione o pogo discrepante no mapa da placa.

* No painel, do lado direito do editor da placa, marque a caixa de sele¢do
identificada como Exclude Wells in Analysis (localizada na parte inferior
do painel).

+ Cligue em OK. Quando solicitado se deseja aplicar as alteragdes, clique em
Yes. O software ird recalcular o limite assim que o pogo discrepante for
excluido. Como alternativa, use 0 mouse para arrastar manualmente a linha
limite no grafico para uma nova posigao.

+ No lado direito do grafico de amplificagao, cligue no icone do limite da linha
de base para abrir a caixa de didlogo Baseline Threshold.

+ Em Single Threshold, altere a selecdo de Auto Calculated para User
Defined. (Isto evita que o software recalcule o limite assim que 0 pogo
discrepante for incluido novamente.) Cliqgue em OK para fechar a caixa de
didlogo.

+ Clique em Plate Setup > View/Edit Plate para abrir novamente o editor
da placa. Selecione o pogo discrepante e desmarque a caixa de sele¢do
Exclude Wells in Analysis. Clique em OK e depois em Yes.

* No mapa da placa sob o grafico de amplificagao, selecione todos os pogos
para incluir novamente o pogo discrepante na analise.*

* Se o grafico de amplificagdo do pogo discrepante ndo mostrar amplificagao
exponencial em nenhum numero de ciclo, certifique-se de que o limite reduzido
ndo faz com que o software atribua um valor de Cq ao pogo (devido ao ruido
do sinal de fundo atravessando o limite). Se isso acontecer, tente modificar
outras configuragdes de analise para esse pogo, por exemplo, ajustando o
numero de ciclos de Baseline Begin e/ou Baseline End.

Muito baixo Alguns graficos ndo « Aumente o limite para um pouco acima do nivel do ruido de fundo.
estdo acima do ruido
de fundo.

Etapa 3. Verifique os resultados no pogo NTC

11 Na tabela que exibe os resultados, localize a reagéo do Controle negativo sem molde (NTC),
localizada no pogo A12.

12 Certifique-se de que a coluna Cq para os trés alvos indigue “N/A” ou tem um valor de
Cq >37,00.

Se a reacao do NTC tiver um valor de Cq <37,00 para qualquer um dos alvos, pode ter ocorrido
contaminagado da amostra. Invalide a corrida e repita o ensaio seguindo estritamente as diretrizes.
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Exporte os dados a partir do software CFX Maestro

1 Na parte superior da janela de analise de dados, cligue em Export > Custom Export.

A caixa de didlogo Custom Export se abre.

2 No campo Export Format, selecione um tipo de arquivo para os dados exportados, por
exemplo, Excel 2007 (*.xIsx).

Certifique-se de que o seu PC tem o software necessario para abrir o tipo de arquivo
selecionado.

3 Na caixa de didlogo, marque as caixas de selegdo como mostrado na Figura 36. Revise a
secdo Exported Columns para ter certeza de que ela lista Well, Target Name, Sample Name
e Cq.

| Export Format: | Excel 2007 (*xlsx)

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Wl Wel

[ Fucrophare Tanget Name
Target Name gample MName
[] Content q

[] Replicate Mumber
Sample Name

[] Biclogical Group Name
[] Well Note

Quantification

Cq

[] Starting Guantity

[] Cq Mean

{ |] Cq Standard Deviation

[] Guantity Standand Deviation

[l >

| Melt Curve |

[] Mek Temperature '
[] Melt Peak Height

[] Melt Peak Begin Temperature
[] Melt Peak End Temperature

End Point

] End Point Call
] End RFU

Customize Column MNames...

Set as Default Configuration

Export Close

Figura 36 Configuragdes de exportagao de dados personalizadas para o aplicativo CFX
Maestro
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4 Clique em Export.

A caixa de didlogo Save As se abre.
5 Selecione uma pasta para o arquivo.
No campo File name, insira um nome para o arquivo ou utilize o padrao.
7 Cliqgue em Save.
A caixa de didlogo se fecha e o programa exporta os dados para o tipo de arquivo selecionado
e 0 salva na pasta designada.

8 Abra o arquivo e analise os dados Cq para cada uma das amostras de teste e controles para
interpretar os resultados. Consulte o Capitulo 6, "Analise e resultados”.
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Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit K1180A
Instrugdes de uso

6 Analise e resultados

Interpretacado de resultados 69

O capitulo contém informacdes sobre a interpretagéo dos resultados do ensaio com base nos
dados da RT-gPCR.
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Interpretacao de resultados

Resultados e interpretagao para amostras de controle

Se algum dos controles ndo apresentar o desempenho esperado, conforme descrito na
Tabela 16, entdo o ensaio pode ter sido configurado ou executado incorretamente ou pode ter
ocorrido um defeito do reagente ou do equipamento. Nesse caso, invalide a corrida e repita

0 ensaio.

Controle negativo sem molde (NTC)

O NTC consiste em usar agua livre de nucleases na reagdo RT-gPCR em vez de RNA. A reagédo do
NTC ndo deve apresentar curvas de crescimento de fluorescéncia que cruzem a linha limite em
37,00 ciclos para qualguer um dos trés alvos. Se a reagédo do NTC apresentar uma curva de
crescimento com um Cqg < 37,00, pode ter ocorrido contaminagao da amostra. Invalide a corrida
e repita 0 ensaio seguindo estritamente as diretrizes.

SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control Dx

Areagdo RT-gPCR para o SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control Dx produzird um resultado
positivo com os alvos 2019-nCoV_N1 e 2019-nCoV_N2 com um valor de Cq menor ou igual a
37,00, embora produza um resultado negativo (relatado como nenhum Cq detectado ou Cq
>37,00) com o alvo do gene da RNase P humana.

Controle de amostra de humanos

O Controle de amostra de humanos consiste em células humanas néo infecciosas e € usado
como um controle do procedimento de extragdo de RNA para demonstrar a integridade do
reagente de extragao e extragao bem-sucedida do RNA. A reacdo RT-gPCR para o RNA extraido
do Controle de amostra de humanos deve produzir um resultado positivo com o alvo RP com um
valor de Cq menor ou igual a 37,00. Os alvos N1 e N2 SARS-CoV-2 devem produzir resultados
negativos (relatados como sem Cq detectado ou Cq >37,00).

Tabela 16 Desempenho esperado dos controles

Tipo de Nome do controle Usado para monitorar Resultado para Resultado para Resultado para
controle o alvo N1 o alvo N2 o alvo RP
Positivo SARS-CoV-2 Falha substancial do  Positivo Positivo Negativo
Synthetic Positive reagente incluindo (Cq <37,00) (Cq <37,00) (Nenhum Cq
RNA Control Dx integridade do primer detectado ou
e da probe Cq >37,00)
Negativo NTC Contaminagao do Negativo Negativo Negativo
reagente e/ou (Nenhum (Nenhum (Nenhum
ambiental Cq detectado Cq detectado Cq detectado
ou Cq >37,00) ou Cq >37,00) ou Cq >37,00)
Extragdo Controle de amostra  Falha no Negativo Negativo Positivo
de humanos procedimento delisee  (Nenhum Cq (Nenhum (Cq <37,00)
extragdo, potencial detectado ou Cq detectado
contaminagdodurante Cq >37,00) ou Cq >37,00)
a extragao
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Resultados e interpretagao para amostras clinicas

A Tabela 17 lista os resultados esperados para o0 ensaio. Se um laboratorio obtiver resultados
inesperados para os controles do ensaio ou se forem obtidos resultados inconclusivos ou
invalidos e ndo puderem ser resolvidos por meio do novo teste recomendado, entre em contato
com o CDC para consulta e possivel encaminhamento de amostra.

Alvo do gene da RNase P (RP) humana

Todas as amostras clinicas devem exibir curvas de crescimento de fluorescéncia para o alvo RP
gue cruzam a linha limite em 37,00 ciclos (Cq <37,00), indicando assim a presenga do gene da
RNase P humana. Nao detectar o alvo RP em qualquer amostra clinica pode indicar:

+ Extragéo inadequada de acido nucleico de materiais clinicos, resultando em perda de RNA
e/ou degradacao de RNA ou transporte de substancias inibidoras.

« Auséncia de material celular humano suficiente devido a coleta inadequada ou perda da
integridade da amostra.

+ Configuragao e execugao inadequadas do ensaio.
+ Defeito do reagente ou equipamento.

Se 0 ensaio RP ndo produzir um resultado positivo para amostras clinicas humanas, interprete
conforme segue:

« Seosalvos N1 e N2 forem positivos (Cq <37,00), mesmo na auséncia de um RP positivo,
o resultado deve ser considerado vélido. E possivel que algumas amostras ndo exibam curvas
de crescimento de RNase P devido ao baixo nimero de células na amostra clinica original ou
devido aos alvos virais que reduzem a eficiéncia da amplificagdo de RP, especialmente em
amostras com alta carga viral. Um sinal RP negativo ndo exclui a presenga de RNA do virus
SARS-CoV-2 em uma amostra clinica.

+ Se o alvo RP for negativo (nenhum Cq detectado ou Cq >37,00) enquanto um ou ambos os
alvos N1 e N2 forem negativos (nenhum Cq detectado ou Cq >37,00), o resultado deve ser
considerado invalido para a amostra. Se houver amostra residual disponivel, repita o
procedimento de extragao e repita o teste. Se todos 0s alvos permanecerem negativos apos
0 novo teste, relate os resultados como invalidos e uma nova amostra deve ser coletada,
se possivel.

Alvos 2019-nCoV_N1 e 2019-nCoV_N2
+ Quando todos os controles apresentam o desempenho esperado, uma amostra € considerada
positiva para SARS-CoV-2 se a seguinte condigao for atendida.

As curvas de crescimento para ambos 0s alvos N1 e N2 cruzam a linha limite em
37,00 ciclos (Cq < 37,00). O alvo RP pode ou ndo ser positivo (consulte a descrigdo acima),
mas o resultado para SARS-CoV-2 ainda é valido.

+ Quando todos os controles apresentam o desempenho esperado, uma amostra é considerada
negativa para SARS-CoV-2 se AMBAS as condic¢des a seguir forem atendidas.

As curvas de crescimento para os alvos N1 e N2 NAO cruzam a linha limite em 37,00 ciclos
(nenhum Cq detectado ou Cq >37,00).

A curva de crescimento para o alvo RP CRUZA a linha limite em 37,00 ciclos (Cq <37,00).
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Tabela 17 Resultados esperados para o ensaio SARS-CoV-2 qRT-PCR

Quando todos os controles apresentam o desempenho esperado, uma amostra é considerada
inconclusiva para SARS-CoV-2 se QUALQUER UMA das condigbes a seguir for atendida.

A curva de crescimento para um dos alvos 2019-nCoV cruza a linha limite em 37,00 ciclos
(Cq < 37,00), enquanto a curva de crescimento para o outro alvo 2019-nCoV n&o cruza a
linha limite em 37,00 ciclos (nenhum Cq detectado ou Cq >37,00). A curva de crescimento
para o alvo RP cruza a linha limite em 37,00 ciclos (Cq < 37,00).

Para amostras inconclusivas, o RNA extraido da amostra deve ser testado novamente. Se o
RNA residual ndo estiver disponivel, extraia novamente o RNA da amostra residual e teste
novamente. Se for obtido o mesmo resultado, relate o resultado inconclusivo.

Se o Controle de amostra de humanos for positivo para N1 ou N2 (Cq < 37,00), pode ter
ocorrido contaminagéo durante a extracao ou processamento da amostra. Invalide todos os
resultados para as amostras extraidas juntamente com o Controle de amostra de humanos.
Extraia as amostras e o Controle de amostra de humanos novamente e repita o teste.

2019-nCoV_N1 2019-nCoV_N2 Gene da RNase Interpretagao Relatério Acbes
P humana dos resultados*
Positivo Positivo Positivo OU SARS-CoV-2 Positivo para  Relate os resultados ao CDC
(Cq <£37,00) (Cq <£37,00) Negativo detectado SARS-CoV-2 e aoremetente

Negativo Negativo Positivo SARS-CoV-2 N&o Relate os resultados ao
(Nenhum Cq (Nenhum Cq (Cq <£37,00) ndo detectado  detectado remetente. Considere testar
detectado ou detectado ou outros virus respiratorios.

Cq >37,00) Cq >37,00)
Positivo Negativo Positivo Resultado Inconclusivo  Repita o teste da amostra
(Cq <£37,00) (Nenhum Cq (Cq <£37,00) inconclusivo extraida e/ou repita a
detectado ou extragdo e a RT-gPCR.
Cq >37,00)

Negativo Positivo Positivo Resultado Inconclusivo  Repita o teste da amostra
(Nenhum Cq (Cq <£37,00) (Cq <£37,00) inconclusivo extraida e/ou repita a
detectado ou extragdo e a RT-gPCR.

Cq >37,00)
Se um ou ambos os alvos 2019-nCov Negativo Resultado Invalido Repita a extragdo e a
forem negativos (nenhum Cq detectado (Nenhum Cq invalido RT-gPCR. Se o resultado
ou Cq >37,00) detectado ou da repeticao do teste
Cqg >37,00) permanecer invalido,

considere coletar uma nova
amostra do paciente.

* Os laboratorios devem relatar seu resultado diagnostico conforme adequado, e de acordo com seu sistema de notificagéo

especifico.

T Os tipos de amostras ideais e o tempo para o pico dos niveis virais durante as infecgdes causadas por 2019-nCoV n&o foram
determinados. Pode ser necessario coletar varias amostras do mesmo paciente para detectar o virus. A possibilidade de um
resultado falso negativo deve ser considerada, especialmente se as exposigdes recentes do paciente ou apresentagao clinica
sugerirem que é possivel a infecgdo pelo 2019-nCoV, e os testes de diagndstico para outras causas de doenga (por exemplo,
outras doengas respiratorias) forem negativos. Se ainda houver suspeita de infecgéo pelo 2019-nCoV, um novo teste deve ser
considerado em consulta com as autoridades de saude publica.
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Controle de qualidade

Controle de qualidade 73

Este capitulo contém informag&es sobre as medidas de controle de qualidade para o ensaio.
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Controle de qualidade

+ Os requisitos de controle de qualidade devem ser cumpridos em conformidade com os
regulamentos municipais, estaduais e federais ou requisitos de credenciamento, e os
procedimentos de controle de qualidade standard do laboratério do usuario.

+ Os procedimentos de controle de qualidade se destinam a monitorar o desempenho do
reagente e do ensaio.

+ Teste todos os controles positivos antes de analisar amostras diagndsticas com cada novo
lote do kit para assegurar que todos os reagentes e componentes do kit estdo funcionando
corretamente.

+ As boas praticas de laboratdrio (BPL) recomendam incluir um controle positivo de extracdo
em cada lote de isolamento de acido nucleico.

+ O Controle de amostra de humanos deve prosseguir com a extragao de acido nucleico com
cada lote de amostras a serem testadas.

+ Sempre inclua um Controle negativo sem molde (NTC) e o Controle positivo de RNA de
SARS-CoV-2 sintético em cada amplificagéo e corrida de detecgao.

+ 0O conjunto de probe/primer para o gene da RNAse P humana (incluido no 10 x SARS-CoV-2
Primer/Probe Mix) controla a qualidade e extragdo da amostra.
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8 Limitacdes do ensaio

Limitacbes 75

Este capitulo descreve as limitagdes do ensaio realizado com o Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit
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LimitacOes

O uso deste ensaio é limitado a técnicos de laboratorio treinados para o procedimento.
0 nao cumprimento destas instrugdes pode resultar em resultados incorretos.

Resultados confidveis dependem da coleta, transporte, armazenamento e processamento
adequados da amostra.

Evite contaminacao aderindo as boas praticas de laboratério e aos procedimentos
especificados nestas instrucdes de uso.

Resultados negativos néo excluem infecgdes por SARS-CoV-2 e ndo devem ser usados como
unico embasamento para tratamento ou outras decisdes de controle.

Um resultado positivo indica a detecgéo de acido nucleico do virus relevante. O acido nucleico
pode persistir mesmo depois que o virus ndo é mais viavel.

0 desempenho do ensaio Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit foi estabelecido usando o tipo
de amostra de swab nasofaringeo coletada em meio de transporte UTM ou VCM. Os swabs
orofaringeos, swabs nasais e swabs da concha nasal média sédo considerados tipos de
amostras aceitaveis para uso com o ensaio Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit, mas o
desempenho com esses tipos de amostras nao foi estabelecido. Os testes com swabs
orofaringeos, swabs nasais e swabs da concha nasal média (autocoletados sob a superviséo
de, ou coletados por, um profissional de salde) sdo limitados a pacientes com sintomas de
COVID-19.

0 Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit ndo inclui uma amostra para uso como o Controle de
amostra de humanos. A amostra usada como este controle deve ser validada pelo laboratério.
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Caracteristicas de desempenho

Caracteristicas de desempenho 77

Este capitulo contém as caracteristicas de desempenho do Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit.
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Caracteristicas de desempenho

Os dados a seguir demonstram as caracteristicas de desempenho do Agilent SARS-CoV-2
gRT-PCR Dx Kit. Todas as extragdes de amostras usaram os volumes de entrada de amostra e 0s
volumes de eluigao recomendados na segao "Extragao de acidos nucleicos" na pagina 19.

Sensibilidade analitica (Limite de detec¢ao)

A Agilent Condensed TTuziu um estudo de Limite de detecgéo (LoD) para estabelecer a menor
concentracdo viral de SARS-CoV-2 (expressa como o nimero de cépias do genoma viral) que
pode ser detectada pelo Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit em pelo menos 95% das vezes com
cada um dos procedimentos de extragdo de acido nucleico compativeis em cada um dos trés
sistemas de PCR em tempo real compativeis.

Os painéis das amostras de teste do LoD foram preparados de forma artificial diluindo um
padrao de SARS-CoV-2 quantificado e disponivel comercialmente com um pool de amostras
clinicas negativas (matriz negativa) para atingir uma série de concentragdes alvo de SARS-CoV-2
desejadas. Todas as amostras clinicas eram swabs nasofaringeos previamente testados para
SARS-CoV-2 pelo fornecedor usando um teste para SARS-CoV-2 com autorizagdo de uso
emergencial e posteriormente confirmadas pela Agilent.

O teste preliminar de LoD do ensaio completo usou uma faixa de concentragdes virais com trés
replicatas por concentracgdo. A faixa de concentragao no teste preliminar testou concentragées
de 0,75 a 3 copias/pl. Os resultados do teste preliminar indicaram que o LoD final provavelmente
se enquadraria nessa faixa e variaria dependendo do método de extragéo e do sistema de PCR
em tempo real.

O teste de confirmacgao de LoD final do ensaio completo foi conduzido em trés niveis de entrada
alvo: 0,75, 1 e 1,5 copias/ul. Em cada um dos trés niveis de entrada alvo, 20 replicatas de extragao
individuais foram testadas em todas as combinagdes possiveis de método de extragdo/sistema
de PCR em tempo real. A Tabela 18 mostra as taxas de deteccao positiva a partir desse teste.
Uma taxa de detecgéo de 20/20 indica que todas as 20 replicatas de extragao foram detectaveis

com aquela combinacao particular de método de extracao e sistema de PCR em tempo real.

Tabela 18 Confirmagao do limite de detecgao final — taxas de detecgao positivas* com cada método de
extracao de acido nucleico em cada sistema de PCR em tempo real (Agilent AriaMx, ABI 7500 e

Bio-Rad CFX96)

Nivel de entrada do alvo viral
SARS-CoV-2 antes da extragao
(copias/pl)

Midi Kit com QIAsymphony
(extragao automatizada)

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen

MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid
Isolation Kit com KingFisher Flex
(extragao automatizada)

AriaMx 7500 CFX96 AriaMx 7500 CFX96
1,5 19/19 (1) 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20
1 1/10 (10) 20/20 17/18(2) 19/19 (1) 18/19 (1) 18/18(2)
0,75 3/13 (7) 15/16 (4) 18/18 (2) 15/16 (4) 19/19 (1) 16/16 (4)

* As taxas de detecgao sdo expressas como o numero de replicatas positivas em relagdo ao numero total de replicatas positivas
e negativas. Os nUmeros entre parénteses, quando presentes, indicam o nimero de replicatas inconclusivas. Nesses casos, 0
numero total de replicatas positivas e negativas é inferior a 20.
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A Tabela 19 resume os valores de LoD finais para cada combinagdo de método de
extragdo/sistema de PCR em tempo real. Esses valores representam o nimero de copias virais
por ul de extrato de acido nucleico que pode ser detectado pelo Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx
Kit em pelo menos 95% das vezes.

Tabela 19 Resumo do limite de detecg¢ao final — LoD para cada método de extragao de acido nucleico em cada
sistema de PCR em tempo real (Agilent AriaMx, ABI 7500 e Bio-Rad CFX96)

Método de extracao de acido nucleico Limite de detecc¢do do ensaio completo (copias/pl)
AriaMx 7500 CFX96
QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit com QIAsymphony 1,5 1 1,5

(extragdo automatizada)

MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit com KingFisher 1 1,5 1,5
Flex (extragdo automatizada)

Especificidade analitica

No Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit, as sequéncias dos primers e sondas de
oligonucleotideos para os alvos virais N1 e N2 e o gene da RNase P humana sdo idénticas em
sequéncia aquelas usadas no CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR
Diagnostic Panel (Painel de diagndstico de RT-PCR em tempo real para o novo Coronavirus 2019
[20719-nCoV] do CDC), apenas para uso emergencial. A especificidade deste painel foi
anteriormente estabelecida.

Reatividade cruzada

No Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit, as sequéncias dos primers e sondas de
oligonucleotideos para os alvos virais N1 e N2 e o gene da RNase P humana s&o idénticas em
sequéncia aquelas usadas no CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR
Diagnostic Panel (Painel de diagndstico de RT-PCR em tempo real para o novo Coronavirus 2019
[20719-nCoV] do CDC), apenas para uso emergencial. A reatividade cruzada deste painel foi
anteriormente estabelecida.

Avaliagao clinica

Um estudo de avaliagéo clinica foi realizado com o Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit usando
amostras de swab nasofaringeo (NP) de humanos. Para cada condigdo de teste, foram testadas
80 amostras no total: 40 amostras NP negativas e 40 amostras NP positivas. O status positivo
ou negativo de cada amostra foi confirmado por um ensaio de RT-gPCR para SARS-CoV-2 com
Autorizag&o de uso emergencial (EUA). O objetivo da avaliagdo clinica era verificar a
concordéncia clinica (positiva/negativa) dos resultados dos testes obtidos com o Agilent
SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit aqueles obtidos com o ensaio comparador de RT-gPCR para
SARS-CoV-2 com EUA.
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A extragdo de acido nucleico foi realizada em cada amostra usando ambas as plataformas de
extragdo automatizadas compativeis (QIAGEN QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit com
0 QlAsymphony SP e o Thermo Fisher Scientific MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation
Kit com o KingFisher Flex Purification System) usando o protocolo do fabricante e as
recomendagdes fornecidas nestas instrugdes de uso. Cada amostra extraida foi entdo testada
em todos os trés sistemas de PCR em tempo real compativeis (Agilent AriaMx, ABI 7500 e
Bio-Rad CFX96), conforme descrito nestas instrugdes de uso. Assim, cada amostra foi testada
em seis (6) condi¢des diferentes neste estudo. Como critério de aceitagao, era necessario um
minimo de 95% de concordancia positiva e negativa entre o Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit e
0 ensaio comparador. Os resultados da concordancia estdo resumidos na Tabela 20.

Tabela 20 Concordancia percentual positiva (PPA), concordancia percentual negativa (NPA) e concordancia
geral (OA) entre o Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit e o ensaio comparador de RT-qPCR para

SARS-CoV-2 com EUA

Plataforma de QlAsymphony QIAsymphony QIAsymphony KingFisher KingFisher KingFisher
extragao:

Sistema de PCR em AriaMx 7500 CFX96 AriaMx 7500 CFX96
tempo real:

PPA 97,4% 100,0% 100,0% 97,5% 97,5% 97,5%

NPA 100,0% 97,5% 100,0% 97,5% 97,5% 97,5%

OA 98,7% 98,8% 100,0% 97,5% 97,5% 97,5%
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10 Referéncia

Rotulos do produto 81

Este capitulo contém copias dos rotulos do produto para o Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit.

Agilent

80



Rétulos do produto

34 C€E [ 1i] agitent.comichemisars-cov-2-qper-dx-ki
a®a haf
....:‘ Aglle“t +44 161 492 7054

Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Reagents

K1180-64100 &2 2022-04-29 /i,..lsoc W 400
ABC123 -25°C

Agilent Technologies, Inc. Agilent Technologies DenmarkApS
5301 Stevens Creek Bivd, Santa Clara, CA 95051, U SA Produkiionsvej 42
Manufactured at 2600 Glostrup, Denmark

1834 State Hwy 71 W, Cedar Creek, TX 78612, USA
wwyagilent.com

uD % (01) 0 5700574 03375 0 (10) ABC123 (17) 220429

Figura 37 Rotulo da caixa para K1180-64100

2X Billiant 111 C€
qRT-PCR Master Mix Dx X _15°C
[ReF]5191-6866 -25°C
ABC123

2 mi tJ 2020-12-31

Figura 38 Rotulo do frasco para 5191-6866

RT/RNase Block Dx (€

-15°C
[REF]5191-6870 gec 4
ABC123

400 pl 2 2020-12-31

Figura 39 Rotulo do tubo para 5191-6870
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Reference Dye Dx C€

YJSDC
[REF]5191-6871 -25°C
ABC123

100 gl 1 mM £ 2020-12-31

Figura 40 Rotulo do tubo para 5191-6871

100 mM DTT Dx C€ [vo]

JYJSDC
[REF]5191-6872 -25°C
ABC123

100 p 0d 2020-12-31

Figura 41 Rotulo do tubo para 5191-6872

10X SARS-CoV-2 ¢
Primer/Probe Mix Dx

*-15"0
[ReF]5191-6867 -—25°C
ABC123

800 £ 2020-12-31

Figura 42 Rotulo do tubo para 5191-6867
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Agilent SARS-CoV-2 Positive RNA Ctl Dx

K1180-64200 I 2022-04-20 I \/ 8
ABC123 -85°C

Agilent Technologies, Inc. Agilent Technologies Denmark ApS
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uD
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Figura 43 Rotulo da caixa para K1180-64200

SARS-Cov-2 Synthetic €€
Positive RNA Control Dx X 75°C
[ReF ]5191-6868 -85°C
ABC123

16 pl td 2020-12-31

Figura 44 Rotulo do tubo para 5191-6868
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