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1. QUADRO DE SiMBOLOS

IVD
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20°C

4°C
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Prazo de Validade

Dispositivo para Diagnéstico In vitro

Lote

Conservar a Temperatura Ambiente

Conservar entre 4 2C e 8 2C

Conservar entre—302Ce—-182C



2. DESCRICAO DO DISPOSITIVO CLART® ENTHERPEX

O dispositivo CLART” ENTHERPEX detecta a presenga em amostras clinicas (zaragatoas, soro,
plasma, liquido cefalorraquidiano e bidpsias): HSV-1, HSV-2, VZV, CMV, EBV, HH6-6, HHV-7 e
HHV-8, e dos trés virus mais relevantes do ponto de vista clinico entre a familia dos
Enterovirus: Poliovirus, Echovirus e Coxsackievirus.

A detecgdo é efectuada através da amplificagdo do fragmento localizado entre 106-328 bp,
cuja sequéncia esta altamente conservada e é suficientemente especifica para cada tipo de
virus. Desta forma, estdo asseguradas a especificidade e a detecc¢do.

A amplificacdo dos diferentes tipos de virus é efectuada em dois diferentes tipos de tubos de
RT-PCR (PCR transcriptase reversa). Os tubos MIX 1 sdo transparentes e utilizam-se para a
amplificacdo e posterior deteccdo de HSV-1, HSV-2 e VZV. Os tubos MIX-2 de cor verde
utilizam-se para a amplificagdo e visualizagdo dos virus: CMV, VEB, HHV-6, HHV-7, HHV-8 e
Enterovirus (Echovirus, Poliovirus e Coxsackivirus).

A deteccdo do produto amplificado por RT-PCR é efectuada através da utilizacdo de uma nova
plataforma baseada em baixa densidade: CLART" (Clinical Arrays Technology). A plataforma
baseia-se num principio muito simples, mas muito rentavel. Consiste em incluir um microarray
no fundo de um pogo de placa microtitulada (CLART-Strip®, CS) (Figura 1), este sistema
simplifica consideravelmente o processo de hibridizacdo e visualizacdo quando comparado
com os sistemas de microarrays classicos

Figura 1. Plataforma CLART® no formato de tiras de 8 pogos (CS).

Este tipo de tecnologia permite a deteccdo simultanea de multiplos marcadores de utilidade
diagndstica e dos controlos necessarios para assegurar a fiabilidade dos resultados obtidos.

O sistema de deteccdo CLART” ENTHERPEX baseia-se na precipitacdo de um produto insoltvel
naguelas zonas de micro-array onde ser produz a hibridizacdo dos produtos amplificados por
sondas especificas. Durante a RT-PCR, os produtos amplificados sdo marcados com biotina.
Apds a amplificacdo, hibridizam-se com as suas sondas especificas respectivas que estdo
imobilizadas em locais conhecidos e concretos de micro-array, apds o qual sdo incubadas com
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conjugado estreptavidina-peroxidase. O conjugado liga-se através da estreptavidina com a
biotina presente nos produtos amplificados (que também se encontram ligados as suas sondas
especificas) e a actividade peroxidase provoca o aparecimento de um produto insoluvel que
precipita nos locais de hibridizacdo de micro-array (Figura 2).
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Figura 2: Esquema do método de visualizagdo. As sondas, imobilizadas sobre a superficie,
capturam os seus produtos amplificados complementares marcados com biotina. Através da
biotina, liga-se o conjugado, neste caso estreptavidina-HRP (HorseRadish Peroxidase). O
substrato o-Dianisidina através da ac¢do da HRP, produz um precipitado sobre o local de
hibridizag3do.



A sensibilidade obtida com CLART” ENTHERPEX, combinada com a amplificagdo gendmica e
com a visualizagdo no micro-array é tao elevada que ndao é necessario efectuar duplas
amplificagGes (nested-PCR), evitando assim o risco de contaminacao.

Um dos principais inconvenientes da detec¢do por amplificacdo genética sdo os falsos
negativos, causados principalmente pela presenca de inibidores da mistura de enzimas (RT e
ADN polimerase) nas amostras nas quais ira ser efectuada a detecg¢do do virus (hemoglobina,
sais, etc.)

Com o dispositivo CLART”Y ENTHERPEX eliminam-se estes falsos negativos gracas a adi¢io de
um controlo interno da eficiéncia da reaccdo de amplificacdo em cada um dos tubos de
amplificacao.

Um desempenho incorrecto durante o procedimento de extraccdo ADN/ARN pode levar a
resultados falsos negativos. Recomenda-se especial atencao nesta etapa.

Assim, deve ser incluido um controlo negativo de modo a verificar que as amostras ndao foram
contaminadas durante o processo de extrac¢ao, amplificacdo e visualizacdo; que produziriam
resultados falsos positivos.

3. COMPONENTES DA EMBALAGEM E CONSERVACAO

O dispositivo CLART” ENTHERPEX contém reagentes suficientes para a extracgdo e a analise de
ADN/ARN de 24 ou 48 amostras clinicas. Os reagentes incluidos na embalagem estdo
agrupados em vdrias caixas, dependendo da temperatura na qual se devem conservar. Todos
os reagentes sdo estaveis nas condices indicadas de conservagao até ao prazo de validade da
embalagem.

3.1. Reagentes de extraccao-purificacao

O dispositivo de purificacdo-extraccio CLART” ENTHERPEX é expedido a — 202 C e deve ser
conservado a esta temperatura até ser utilizado.

Contém os seguintes materiais:

e SEML (solugdo de extraccdo). Uma vez descongelado, deve ser conservado a 42 C e
utilizado dentro de 8 dias.

¢ SD (Solugdo de diluigdo). Conservar a—202 C ou 42 C.
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e |IP (Isopropanol). Conservar a —202 C.
e DE (Etanol a 70%). Conservar a =202 C.
¢ DB (Solugdo de digestdo 5X). Uma vez descongelada, conservar a 42 C.

e PK (Proteinase K 10X). Uma vez descongelada, deve manter-se em gelo e conservar a 42 C.

3.2. Reagentes de amplificacao

Sao expedidos e conservados a —202 C.

¢ Tubos de amplificagao
Sao expedidos dois tipos de tubos de amplificacdo

0 Tubo incolor (multiplex-RT-PCR 1) para a amplificagdo de HSV-1, HSV-2 e VZV.
Contém 45 pl de mistura de reacgdo. Mix 1.

0 Tubo verde (multiplex-RT-PCR 2) para a amplificagdo de CMV, VEB, HHV-6,
HHV-7, HHV-8 e Enterovirus) (Echovirus, Poliovirus e Coxsackivirus). Contém
43 ul de mistura de reacgdo. Mix 2.

NOTA: O tubo de amplificacdo verde necessita da adicao de 2 pL de mistura de enzima antes

da introdugdo do material genético extraido. Os tubos incolores ja contém a mistura
enzimatica.

¢ Mistura de enzima: esta é uma mistura de enzimas RT (retrotranscriptase) e Polimerase
ADN. Pronto a usar. Conservar a —20° C.

NOTA: Na embalagem do dispositivo inclui-se um indicador adesivo e irreversivel de
temperatura; o aparecimento de uma cor vermelha na janela de visualizagao indica que em
algum momento os produtos ultrapassaram a temperatura de conservagao de —202 C e nao
devem utilizar-se.

3.3. Reagentes de visualizacdo

Sao expedidos a 42 C. S3o os seguintes:

CLART-Strip® (CS) (incluem as sondas especificas). Sdo enviados num envelope selado.
Depois de aberto, o envelope deve ser fechado e conservado a temperatura ambiente
(25°C max.), protegido da luz.

¢ SH (Solugdo de hibridiza¢do). Conservar a 42 C.

e DC (Diluente do conjugado). Conservar a 42 C.

¢ CJ (Conjugado). Conservar a 42 C. Centrifugar antes de utilizar.
* RE (Solugdo de desenvolvimento). Conservar a 42 C.

¢ TL(Tampao de lavado). Conservar a 42 C.



ADVERTENCIA! Apds receber a embalagem, os micro-arrays devem ser conservadas a
temperatura ambiente.

3.4. Outros componentes

A técnica requer um sistema para capturar e processar a imagem obtida do micro-array,
criando de modo totalmente automatizado um relatério Unico para cada amostra analisada. O
quadro a seguir apresenta as caracteristicas do sistema da GENOMICA. Tem um Software
especifico para CLART” ENTHERPEX, designado e validado por GENOMICA.

e  Leitor CAR®: CLINICAL ARRAY READER)( figura 3) :que permite a leitura e interpretacdo
automatica até 12 CS, o que significa, um total de 96 amostras. Esta plataforma é
fabricada exclusivamente para os dispositivos da GENOMICA.

¢ SAICLART®: software desenvolvido e validado pela GENOMICA para processamento de
imagens.

« Software: especifico para CLART” ENTHERPEX, designado e validado por GENOMICA.
Instalado e pronto a usar.

Figura 3. CAR® (CLINICAL ARRAY READER)

4. MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Encontra-se abaixo a lista de materiais necessarios mas ndo fornecidos.

4.1. Reagentes e materiais

+ Agua destilada



¢ Solugdo salina

e Luvas descartaveis

e Pontas de pipeta com filtro ou pipetas de deslocagdo positivas
¢ Recipiente para gelo picado

¢ Tubos Eppendorf de 1,5 ml autoclavados

e Grelha para tubos de 1,5 mL

* Suporte para tubos de 0,5 mL/0,2 mL

4.2. Equipamento

¢ O equipamento que se segue é necessario para a fase de visualizagdo automatica.
O autoclart® (Figura 4) permite o processamento automatico de 12 tiras ou 96 amostras.

Figura 4. autoclart®

e Microcentrifuga
* Termociclador
¢ Camara de bioseguranca para o laboratério de extrac¢ao

* Trés micropipetas ajustaveis entre 1-20 L, 20-200 LL e 200 — 1000 YL para laboratério de
extracgao.

* Uma micropipeta ajustavel entre 1-20 [IL para adicionar a mistura de enzimas ao tubo de
cor de amplificacdo e para adicionar o material genético aos tubos de amplificacao.

* Trés micropipetas ajustaveis entre 1-20 LIL, 20-200 LIL, e 200 — 1000 L para o laboratério
de visualizacao.

¢ Bloco de aquecimento com agitacdo; ajustavel a 252 C, 302 C, 502 C e 532 C. Compativel
com tubos do tipo Eppendorf e com tiras de 8 pogos.

e Vortex

e Sistema de vacuo (opcional)
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5. RECOMENDAGCOES E PROCEDIMENTOS DE MANIPULACAO

Muito importante de modo a evitar a contaminagdo! Ler cuidadosamente antes de iniciar a
analise.

5.1. Recomendagdes gerais

1. Esta analise deve ser efectuada em duas areas separadas fisicamente, de modo a evitar a
contaminacgdo entre amostras com o produto amplificado anteriormente. Cada uma das areas
deve ter o seu préprio material de trabalho identificado (pipetas, pontas, tubos, grades, luvas,
etc.) que nunca devem ser utilizadas fora destas areas.

» Area Pre-PCR: nesta area, é efectuada a extraccdo de ADN/ARN, a mistura de enzimas
¢ adicionada aos tubos de amplificaggo e ADN/ARN é adicionado aos tubos de
amplificacdo. Deve ser utilizada uma camara de fluxo laminar.

+ Area Pés-PCR: nesta area é efectuada a amplificagdo e visualizagdo do produto
amplificado. O material desta drea nunca deve entrar em contacto com a area de
extracgdo. Evitar ir para a area de pre-PCR apds ter estado a trabalhar na area de
visualizacgao.

2. Utilizar sempre luvas. E aconselhado substituir de luvas com uma determinada frequéncia e
obrigatoriamente cada vez que comecar a trabalhar nas areas anteriormente descritas. As
novas luvas devem ser utilizadas para a preparagdo dos tubos de amplificacdo e de cada vez
que for adicionado ADN/ARN a estes.

3. Limpar as areas de trabalho (bancadas de laboratério, camara de fluxo laminar, grelhas,
pipetas e termociclador) em profundidade com lixivia diluida a 10% a seguir a cada
processamento de amostras; e obrigatoriamente desinfectar as areas de trabalho em caso de
contaminagdo. Utilizar um novo filtro de papel de cada vez que comece a trabalhar. E
aconselhado limpar o termociclador e o bloco de aquecimento com lixivia diluida a 10%.

4. Utilizar sempre pontas com filtro ou pipetas de deslocagdao positivas para evitar
contaminacgao devida a micropipetas. Deve ser utilizado um conjunto de pipetas em cada darea.

5. Utilizar material de laboratério autoclavavel e descartavel.

6. Nunca misturar reagentes de dois tubos diferentes mesmo que pertengam ao mesmo lote.

7. Fechar os tubos de reagente imediatamente apds utilizacio de modo a evitar a
contaminagao.
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8. Eliminar a ponta da micropipeta apds pipetagem.

9. GENOMICA nao pode ser considerada responsavel pelos resultados obtidos com este
dispositivo, se forem utilizadas outras amostras que n3o as indicadas ou com um ADN/ARN
extraido com outro protocolo que ndo o indicado.

5.2. Precaucdes para a extracdo e adicdo de material extraido para o tubo de amplificacdo

1. Usar sempre luvas

2. Limpar as superficies de trabalho das camaras com solugdo de lixivia diluida a 10%.

3. Ligar o fluxo laminar e a luz UV, pelo menos, 20 minutos antes da extracao. Desligar a luz
UV quando estiver a trabalhar dentro da camara.

4. A preparacao das amostras antes da extracdo deve ser efetuada dentro da camara.

5.3. Precaucoes para a visualizacdo

1. Evitar que a ponta da pipeta ou do sistema de vacuo toque no fundo do tubo, ja que pode
danificar o micro-array fixado no fundo.

2. Aconselha-se a adicdo de todas as solugdes as paredes da tira, nunca directamente ao
fundo.

3. E conveniente n3o adicionar a solugdo SH até a adigdo de produtos desneutralizados de PCR.

4. Apds a incubacdo com a solucdo CJ, é muito importante lavar do microarray assim como as
tampas para evitar que caiam residuos deste que podem reagir com a solugao RE, resultando
numa precipitacdo inespecifica que pode levar a falsas interpretagées do resultado.

5. Evitar bolhas na superficie do microarray ao adicionar qualquer solugao.

6. Manter limpa a base do microarray para evitar possiveis interferéncias durante a leitura dos
resultados.

7. Ao visualizar a imagem no leitor, confirmar que aparecem os marcadores de posicao e que
nao ha bolhas de ar ou manchas que interfiram na leitura. Caso contrdrio, limpar o fundo do
tubo por fora com um papel de celulose, bater suavemente no tubo com o dedo.

6. COLHEITA DE AMOSTRAS
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6.1. Zaragatoas

Colher a amostra com uma zaragatoa seca e estéril, de algoddo ou de alginato,
preferencialmente, do tipo uretral (incluindo para o esfregaco vaginal). Nado utilizar
dispositivos que produzam sangramento da lesdo. Reintroduzir a zaragatoa no seu tubo sem
utilizar qualquer outro tipo de meio. Conservar a amostra a 42 C se tiver de ser processada
dentro de 7 dias ou a —202 C se tiver de ser processada mais tarde.

6.2. Soro ou plasma

As amostras de sangue cujo plasma sera extraido devem ser colhidas em tubos que contém
citrato ou EDTA como anticoagulante, nunca heparina.

De modo a extrair soro, permitir que a amostra de sangue coagule durante 30 minutos e
depois centrifigar a 1500 r durante 20 min.

Em alguns casos, a seguir a colheita de amostras deste tipo, é possivel isolar a frac¢do celular e
proceder a extraccdo de ADN/ARN a partir desta.

Se a amostra for processada dentro de 12 horas, deve ser conservada a 42 C. Se a analise for
processada apds esse prazo, a amostra deve ser conservada aliquotada a — 702 C e s6 deve ser
descongelada antes de efectuar o seu processamento. E importante evitar congelagdes e
descongelagdes sucessivas.

6.3. Liquido cefalorraquidiano

Se a amostra for processada dentro de 12 horas, deve ser conservada a 42 C. Se pretender
efectuar a analise posteriormente, a amostra deve ser conservada aliquotada a =702 C e
descongelada apenas na altura do processamento. E importante evitar as congelacdes e
descongela¢Ges sucessivas.

6.4. Biopsias embebidas em parafina e fixadas com formol ou etanol

Fixar amostras em formol tamponado pelo tempo mais curto possivel (nunca mais de 24
horas), para evitar a degradagdo de ADN/ARN. Utilizar formol ndo tamponado ou uma fixacdo
por mais de 24 h podera conduzir a um resultado falso negativo.

E importante limpar cuidadosamente a lamina com xileno ou utilizar 1aminas descartaveis,
antes e depois de cortar a amostra, para evitar a transferéncia de residuos de um corte prévio
da amostra. Utilizar um microtomo para cortar 2-3 cortes de 5 Um e coloca-los num tubo
estéril de 1,5 ml.

7. PROTOCOLO DE TRABALHO
13



7.1. Extraccdo manual de ADN/ARN de varias amostras

De modo a optimizar resultados, é necessaria a quantidade minima de 5-10 ng/Jl DNA/RNA,
independentemente de ser efectuada manual ou automaticamente.

Recomendacgdes especificas antes de iniciar a extrac¢do:

¢ Trabalhar na area de extrac¢do pre-PCR, utilizando sempre uma camara e seguindo as
recomendagdes mencionadas na sec¢do 6.1.

¢ Antes de iniciar e ao finalizar, deve limpar-se muito bem a drea da camara com lixivia
diluida a 10%.

e Limpar as pipetas antes e depois de cada utilizagdao com lixivia diluida a 10%.

¢ Manter as amostras em gelo.

e Utilizar tubos Eppendorf de 1,5 ml estéreis. Manté-los o mais separados possivel na grelha
durante a extraccdo de forma a evitar a contaminacao.

Extraccdo ADN/ARN

7.1.1. Zaragatoas

No final de cada série de amostras incluir um controlo negativo constituido por 1,5 ml de
solucdo salina e processar como o resto das amostras.

1. Adicionar 1,5 ml de solu¢do salina (0,9% de cloreto de sddio) ao tubo que contém a
zaragatoa e agitar em vortex durante 1 minuto.

2. Decantar o sobrenadante num tubo Eppendorf de 1,5 ml autoclavado e centrifugar
durante 10 minutos numa microcentrifuga na velocidade maxima.

3. Remover o sobrenadante com a pipeta tendo muito cuidado para ndo derramar o
precipitado de células.

4. Descongelar um tubo de DB 5X (Solugdo de Digestdao 5X), um tubo de PK 10X (Proteinase K
10X) e um tubo SD (Solugdo de Diluicdo). A Proteinase K deve manter-se em gelose
enquanto estiver a ser utilizada, depois deve ser conservada a 42 C, mantendo-se estdvel
durante 7 dias. Apds descongelada, ndo deve ser congelada novamente. Preparar a mistura
de digestdao, misturando as seguintes quantidades por cada amostra a analisar:

70 x (n2 tubos + 1) = I de SD (Solugdo de Diluigdo).
20 x (N2 tubos + 1) = M de DB5X ( Solugcdo de Digestdo 5X).
10 x (n2 tubos + 1) = Ml de PK 10X (Proteinase K 10X).

5. Adicionar 100 I de mistura de digestdo a cada amostra. Suspender de novo suavemente o
precipitado de células com a ajuda da micropipeta.

6. Incubar a 552-602 C durante 2 h.

7. Ferver durante 10 minutos para inactivar a Proteinase K. Se os tubos ndo estiverem
correctamente fechados, aconselha-se a perfurar os tampdes com uma agulha para
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impedir que se abram durante a incubacdo a 10092 C. Evitar que a agua do banho-maria
entre no tubo através desta perfuracdo. Nao fechar a tampa do banho-maria.

8. Centrifugar numa microcentrifuga a velocidade maxima durante 10 minutos. Passar
imediatamente o sobrenadante para um tubo limpo e aliquotar 5 pl para efectuar uma
reaccao de amplificacdo. Conservar o remanescente a — 202 C.

7.1.2 Soro ou plasma

E necessario efectuar uma amostra formada por 100 pI de solugdo salina e que servird de
controlo negativo da reac¢do de amplificagdo e visualizagao.

Descongelar a amostra e manté-la no gelo.

Colocar 100 pl de amostra clinica num tubo Eppendorf de 1,5 mL.

Adicionar 400 pl de SEML (solugdo de extracgdo de amostra liquida). Esperar que a solugdo
descongele e que fique transparente antes de utiliza-la. Misturar invertendo os tubos
varias vezes e incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

4. Adicionar 500 P de isopropanol (conservado a — 202 C), e manter no gelo até ser utilizado.
Misturar invertendo os tubos varias vezes e centrifugar, preferencialmente a 42 C, a 13000
rpm durante 20 minutos.

5. Pipetar o sobrenadante utilizando uma micropipeta. Uma micropipeta de 1000 pl pode ser
utilizada para eliminar o sobrenadante, no final pode utilizar-se uma pequena micropipeta,
por exemplo de 20 pl para remover os residuos no fundo do tubo sem remover
acidentalmente o precipitado.

6. Adicionar 500 pl de Etanol a 70% (conservado a — 202 C), e manté-lo no gelo até ser
utilizado. Agitar suavemente para limpar o precipitado do fundo e centrifugar durante 15
min. a 13000 rpm.

7. Eliminar o sobrenadante cuidadosamente como se indica no ponto 5. Secar perfeitamente
na cadmara durante 15 ou 20 minutos com os tubos abertos. Antes de suspender
novamente a amostra, confirmar que ndo ha residuos de etanol que possam inibir o PCR.

8. Suspender de novo em 25 LI de Solugdo de diluigdo. O ADN/ARN extraido pode utilizar-se
directamente para a sua andlise (ird manter-se no gelo até adiciona-lo ao tubo de
amplificacdo) ou pode conservar-se a —20¢9 C.

7.1.3. Liquido cefalorraquidiano

E necessério processar uma amostra que consiste em 50 pl de solugdo salina e que servird
como controlo negativo da reac¢do de amplificagao e visualizag¢do.

Descongelar as amostras em gelo.
Colocar 100 pl da amostra clinica num tubo de 1,5 mL do tubo Eppendorf.
Adicionar 400 pl de SEML (solugdo de extraccdo de amostra liquida). Esperar até que a
solucdo descongele e que fique transparente antes de utiliza-la. Misturar invertendo os
tubos varias vezes e incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

4. Adicionar 500 P de isopropanol (conservado a — 202 C), e manter no gelo até ser utilizado.
Misturar invertendo os tubos varias vezes e centrifugar, preferencialmente a 42 C, a 13000
rpm durante 20 minutos.
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5. Pipetar o sobrenadante utilizando uma micropipeta. Uma micropipeta de 1000 pl pode ser
utilizada para eliminar o sobrenadante, no final pode utilizar-se uma pequena micropipeta,
por exemplo de 20 pl para remover os residuos no fundo do tubo sem remover
acidentalmente o precipitado.

6. Adicionar 500 pl de Etanol a 70% (conservado a — 202 C), e manté-lo no gelo até ser
utilizado. Agitar suavemente para limpar o precipitado do fundo e centrifugar durante 15
min. a 13000 rpm.

7. Eliminar o sobrenadante cuidadosamente como se indica no ponto 5. Secar perfeitamente
na cadmara durante 15 ou 20 minutos com os tubos abertos. Antes de suspender
novamente a amostra, confirmar que ndo ha residuos de etanol que possam inibir o PCR.

8. Suspender de novo em 25 I de Solugdo de diluigdo. O ADN/ARN extraido pode utilizar-se
directamente para a sua andlise (ird@ manter-se no gelo até adiciona-lo ao tubo de
amplificacdo) ou pode conservar-se a —209 C.

7.1.4. Biopsias fixadas com formol ou etanol e incluidas em parafina

1.A. Incluidas em parafina: Efectuar com o microtomo 2 cortes de 5 Hl e colocd-los num tubo
Eppendorf de 1,5 ml autoclavado. E importante limpar cuidadosamente a ldmina com xileno,
antes e depois de cortar a amostra, para evitar a contaminacdo de uma amostra anterior para
a presente.

1.B. Fixadas com formol ou etanol: Cortar/esmagar um fragmento de amostra de 2-3- ml com
uma lamina limpa numa superficie limpa e introduzi-la num tubo limpo de 1,5 mL. Esmagar o
tecido com a ponta da pipeta, misturar no vortex para faclitar a lise.

2. Descongelar o tubo DB 5X (Solugdo de Digestdo 5X), um tubo de PK 10X (Proteinase K 10X) e
o tubo de SD (Solucdo de Diluicdo) a temperatura ambiente. A Proteinase K deve manter-se no
gelo enquanto estiver a ser utilizada, e depois deve ser mantida a 42 C; nunca voltar a congelar
depois de descongelada. Preparar uma mistura de digestao, misturar as seguintes quantidades
por cada amostra a analisar:

70 x (n2tubos +1)=__ pl de SD (Solugdo de Diluigdo)
20x (n2tubos+1)=___ Il de DB5X (Solugdo de Digestao 5X)
10 x (n2tubos+1)=__ ulde PK 10X (Proteinase K 10X)

Adicionar 100 Yl de mistura de digestdo a cada amostra. Empurrar o corte com a ponta da
micropipeta para que possa ser completamente coberta pela mistura de digestao.

Adicionar 100 Yl de mistura a um tubo de 1,5 mL vazio, que ira ser processado como controlo
negativo de extracgdo e visualizac¢do.

3. Incubar num bloco de aquecimento ou num banho-maria a 562 C durante 3 horas.
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4. Deixar ferver durante 10 minutos para inactivar a Proteinase K. Se o fecho dos tubos nao for
suficientemente forte, aconselha-se a perfurar as tampas com uma agulha de modo a prevenir
que se abram durante a incubagao a 1009 C.

5. Centrifugar imediatamente numa microcentrifuga durante 10 minutos. Colher o
sobrenadante num tubo de 1,5 ml limpo, atravessando com uma micropipeta a capa superior
de parafina solidificada. O ADN extraido pode ser analisado directamente ou pode ser
conservado a — 202 C.

7.2. Extraccdo automatica

Seguir as recomendacdes do fabricante.

7.3. Reaccdo da amplificacdo

7.3.1. Recomendacoes especificas para a amplificacéo

e Trabalhar na area de Pre-PCR, numa camara seguindo as recomendag¢des mencionadas em
6.1.

e Ter especial cuidado aquando da adi¢do da mistura de enzimas aos tubos de amplificagao,
jd que contém uma elevada percentagem de glicerol. Se introduz demasiado a ponta da
pipeta, a mistura adere as paredes provocando, por um lado, que se adicione mais
mistura do que o necessario ao tubo de reacg¢do, e por outro, que se produza uma perda
de produto, podendo dar-se o caso de nao ter produto suficiente para o resto dos tubos de
amplificacdo do dispositivo.

e Adicionar o ADN/ARN a area de Pre-PCR, utilizando sempre uma camara e seguindo as
recomendagdes mencionadas no ponto 6.1. Durante o procedimento, manter os tubos
fechados, separados e no gelo.

7.3.2. Protocolo de Reaccdo de Amplificacéo

1. Para cada amostra a ser processada, descongelar os Tubos de amplificagdo (um incolor e
outro verde) e manté-los no gelo. Nao usar temperaturas acima de 372 C para a
descongelacao.

2. Centrifugar uns segundos na microcentrifuga para que o liquido va para o fundo do tubo.
No caso de ndo haver adaptadores de microcentrifuga, podem utilizar-se em substitui¢do
tubos maiores, depois de ter retirado a tampa.

3. Adicionar 2 pL de mistura enzimatica ao tubo de amplificagdo verde (Mix 2). Manter a
mistura enzimatica no gelo durante a manipulagdo.

4. Adicionar 5 pl de ARN/ADN extraido das amostras a cada um dos Tubos de Reacgdo e
suspender de novo varias vezes com a micropipeta. Deixar os tubos no gelo.

5. Programar no termociclador os seguintes ciclos de temperaturas para ambos tipos de
multiplex:
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6.

1 ciclo 452 C 45 minutos

952 C 15 minutos

45 ciclos 952 C 30 segundos

562 C 90 segundos

722 C 60 segundos

1 ciclo 722 C 10 min.

42 C continuamente até a colheita dos tubos (opcional)

Iniciar o programa e colocar os Tubos de Reac¢do no termociclador. A amplificagdo leva
cerca de 5 horas, mas pode variar ligeiramente dependendo do tipo de sistema utilizado.

7.4. Visualizacdo do produto amplificado para as CLART Strip® (CS):

Recomendagdes especificas antes de iniciar a visualiza¢do:

Ao iniciar o processo.A auto-calibragdao do sistema pode levar alguns minutos e deve ficar
pronto para a leitura de modo a evitar perda de tempo desnecessaria que pode levar a um
excesso de revelacao do produto.

PREPARAR A SOLUCAO DE LAVAGEM ANTES DE CADA ANALISE, NAO REUTILIZAR
SOLUCOES OU RESTOS PREPARADOS ANTERIORMENTE.

Limpar o termociclador com solugao de lixivia diluida a 10% antes de iniciar o programa de
desnaturalizacdo. E recomendado limpar cada poco com lixivia diluida utilizando uma
zaragatoa. Colocar os tubos de amplificacdo no termociclador tdo separados quanto
possivel durante a desnaturalizacdo e nunca ultrapassar os 10 minutos.

N3do sdo necessarias pontas com filtro durante as etapas de visualizagdo.Substituir sempre
as pipetas Pasteur utilizadas para a aspiracdo na bomba de vacuo obrigatoriamente apds
terminar uma andlise e de cada vez que se aspire uma nova amostra apds a etapa de
hibridizacdo. Esta precaucdao também deve ser efectuada para o tampao TL.

O pente de 8 pontas utilizado na bomba de aspiracdo deve ser descartado apds utilizacao
ou descontaminado com uma solugao de lixivia a 10% apds cada andlise. Certificar-se de
que o sistema de vacuo funciona corretamente e ndo deixar restos de liquido nos pogos.

Todos os tampoes devem ser completamente aspirados dos pog¢os sem tocar no fundo.

Deixar a SH (solugdo de hibridizagao) atingir a temperatura ambiente até o precipitado de
cristais desaparecer completamente.
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8. Assegurar-se de que, antes de iniciar a hibridizacdo, a temperatura do termomixer atingiu

0s 592 C durante, pelo menos, 1 hora.

9. Colocar imediatamente a tira no Thermomixer apdés a adicdo de SH (Solucdo de

Hibridizacao).

10. Ao executar um grande numero de tiras, é aconselhado utilizar pipetas multicanal. Definir

um recipiente especifico para cada reagente e limpar com lixivia diluida a 10% apds

utilizacao.

7.4.1.Visualizagdo manual

1.

4.

Desnaturacao: utilizar o termociclador para desnaturar os produtos amplificados. Para
esta etapa, colocar os tubos no termociclador e incubar a 952 C durante 10 minutos.
Programar 15 minutos no termociclador para que apés 10 minutos os produtos
amplificados possam continuar a 952 C. Remover os tubos da incubagdo a 952 C e
coloca-los imediatamente num recipiente com gelo.

Preparacdo da Solucdo TL diluida:

Preparar 10 mL/tira de Solu¢do TL no momento, diluindo 1 mL TL em 9 mL de agua
destilada.

Pré-lavagem dos CS: Antes de iniciar a andlise, é necessario efetuar uma pré-lavagem

das CS, adicionando 200 pl de Solugao TL diluida a cada array e homogeneizar 10 a 15
vezes com a ajuda da pipeta, evitando tocar na superficie da Strip.

Eliminar a Solucdo TL diluida utilizando uma pipeta ou preferencialmente um sistema
de vacuo.

Esta etapa torna-se necessaria para lavar os pogos, antes de adicionar a amostra. Os
pocos ndo devem conter residuos de solucao de lavagem. Em nenhuma circunstancia,
os pocos devem ficar secos durante um longo periodo de tempo.

Hibridizacao:

Deixar a SH (solucdo de hibridiza¢do) atingir a temperatura ambiente até o precipitado
de cristais desaparecer completamente.Uma vez desnaturados os produtos PCR,
adicionar 100 pl de Solugdo SH (a temperatura ambiente) a cada pogo, evitar que se
forme espuma. Adicionar 5 Yl de cada tubo amplificado (incolor e de cor) a
CLART®Tira. Homogeneizar varias vezes para misturar bem com a solucdo de
hibridizacao, sem tocar na array.

Incubar no bloco de aquecimento durante 1 hora a 592 C, agitando a 550 rpm.

Apds a incubacdo, retirar as tiras e eliminar a Solugdao SH com a pipeta ou com o
sistema de vacuo, evitando tocar na superficie da Strip. Os pogos ndo devem conter
residuos. Em nenhuma circunstancia, os pocos devem ficar secos durante um longo
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periodo de tempo. Programar o bloco de aquecimento a 302 C e deixd-lo em
funcionamento para poder ser utilizado mais tarde na etapa 6. Pode retirar a tampa
para que arrefeca mais rapidamente.

5. Lavagem: lavar duas vezes cada pogo CS com 200 Ml de Solugdo TL diluida,
homogeneizar 10 a 15 vezes com a pipeta. Eliminar a solucdo TL diluida com pipeta ou
preferencialmente com sistema de vacuo, deixando um volume. No caso do bloco de
aquecimento ndo ter atingido uma temperatura de 302 C ao chegar a esta etapa,
deixar os pocos cheios com esta solucdao TL diluida até o bloco de aquecimento ter
atingido a temperatura necessaria.

6. Blogueador e conjugado: é aconselhado centrifugar a solugdo CJ durante 10 segundos

antes de utiliza-la. Em seguida, preparar a solug¢ao CJ diluida. Misturar num tubo 1 mL
de solu¢do DC e 7,5 pl de solugdo CJ para cada tira.

Adicionar 100 pl de Solugdo CJ diluida a cada pogo. Incubar durante exactamente 15
minutos a 302 C, agitando a 550 rpm. Apds esta incubacgdo, eliminar rapidamente a
solugdo do poco utilizando uma pipeta ou sistema de vacuo.

Deixar o bloco de aquecimento arrefecer até aos 252 C para sua posterior utiliza¢do na
etapa 8.

7. Lavagem tripla: Adicionar imediatamente 200 pl de Solugdo TL diluida cada pogo e
homogeneizar 10 a 15 vezes com a pipeta; em seguida, eliminar a solu¢do utilizando a
pipeta ou o sistema de vacuo.

Os pocos niao devem conter residuos .Se esta lavagem nao for efectuada
rapidamente, pode causar sinais ilegiveis durante a leitura.

8. Revelacdo com Solucdo RE: Remover a Solugdo TL, adicionar 100 Wl de solugdo RE a

cada array do CS e incubar 10 minutos a 252 C no bloco de aquecimento sem agitagao.

ADVERTENCIA! E muito importante utilizar o bloco de aquecimento sem agitar e ler as
amostras imediatamente apds incubacao.

9. Eliminar a Solucdo RE com pipeta ou sistema de vacuo. O microarray deve ficar seco.

10. Ler no CAR®. Colocar a Strip no CAR®, este ird analisar os Arrays automaticamente.

7.4.2. A visualizacao com o autoclart®

Desnaturacdo: utilizar o termociclador para desnaturar os produtos amplificados. Para esta
etapa, colocar os tubos no termociclador e incubar a 952 C durante 10 minutos. Programar 15
minutos no termociclador para que apds 10 minutos os produtos amplificados possam
continuar a 952 C. Remover os tubos da incubagdao a 952 C e coloca-los imediatamente num
recipiente com gelo.
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Ligue o equipamento autoclart® e siga as instrucGes apresentadas no ecra:

1.

2
3.
4

10.
11.

12.

13.

Feche a porta e carregue no botao.
Selecionar “Run Program” (acionar o Programa), a partir do menu principal.
Selecione o ensaio ENTHERPEX Test de entre os constantes na lista.

Selecione o alvéolo da tira onde vai ter inicio o processamento do ensaio: Al ou E1,
para o caso dos 4 primeiros alvéolos ja estarem processados.

Selecione a quantidade de amostras a serem processadas. Com o autoclart®, o
utilizador pode processar de 4 até 96 amostras por processamento. Em qualquer dos
casos as amostras devem ser multiplos de quatro.

Confirme se a quantidade de amostras e o alvéolo de arranque (Al ou E1) estdo
corretos.

Coloque o suporte dos bicos (cheio) em posicéo.

Carregue a microchapa da matriz no suporte. Certifique-se que o fecho esta seguro, a
fim de se poder trancar a chapa.

Verifique se ambos os recipientes, do desperdicio de bicos e desperdicio de liquidos,
estao vazios e em posigao.

Encha a garrafa de DI com 250 ml de agua destilada.

Adicione cada reagente ao respetivo recipiente especifico. O autoclart® calcula os
volumes especificos necessarios, de acordo com a quantidade de amostras indicadas:

TL (Tampao de Lavagem). O volume apresentado no ecra indica o tampao de lavagem
diluido necessario. Para preparar o tampao de lavagem diluido, dilua, por favor, 1:10
do reagente TL fornecido em agua destilada;

SH (solucdo de hibridizagdo). Pronto para utilizar. Adicione o volume especificado no
recipiente, uma vez temperado.

CJ (Conjugado). Recomenda-se que se centrifugue, por breves momentos, o CJ, antes
de o utilizar. O ecra apresenta o volume final do CJ diluido a adicionar, o que significa
que cada ml indicado no ecra deve ser preparado da seguinte forma: 1 ml de DC
(Diluente do Conjugado) e 5 pl de reagente CJ. Centrifugue a solucdo diluida para que
a mesma fique completamente misturada.

ADVERTENCIA! Recomenda-se que cada ml deve ser preparado da seguinte forma:
1000 plde DC (Diluente do Conjugado) e 5 ul de reagente CJ. uma vez que um
aumento da concentragao de conjugado pode causar falsos positivos.

RE (Reagente). Adicione o volume de RE indicado no ecra.

Feche a porta e carregue no botao para iniciar o programa.

O dispositivo inicia a preparacdo do sistema. Em seguida, efetua as pré-lavagens do CJ
e adiciona a solucdo de hibridizacdo. Uma vez terminados estes passos, o dispositivo
emite um bipe como sinal para o utilizador adicionar as amostras sobre o CS. O
autoclart® continuara a emitir bipes até o utilizador abrir a porta.

Para a adicdo das amostras sobre o CS, retire, cuidadosamente, a placa do autoclart® e
adicione cada um dos seguintes volumes dos produtos desnaturados, da mesma
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amostra, para o mesmo alvéolo. Misture com cuidado para ndo tocar na matriz e para
colocar a microchapa de novo no autoclart®. Carregue no botdo para continuar com o
processo de visualizagdo.

14. Uma vez terminado o processo de visualizagdo, a autoclart® emitird um bipe,
indicando o fim do programa. Retire, com cuidado, a microplaca e proceda com o
passo da leitura do CAR®.

ADVERTENCIA! deve proceder imediatamente a leitura dos resultados do CAR®, caso
contrario podem ocorrer falsos negativos devido a perda de intensidade das sondas.

15. CAR® (CLINICAL ARRAY READER — “Leitor da Matriz Clinica”): Colocar a Strip no CAR®,
este ird analisar os Arrays automaticamente.

8. LEITURA DOS RESULTADOS

O processamento dos dados obtidos a partir de cada uma das analises, efectua-se de modo
automatico. O sistema de leitura e andlise apresentard o relatério onde se indicam os
resultados.

O monitor do sistema apresenta uma tabela de trés colunas; a coluna da esquerda apresenta o
virus caracterizado no micro-array. A coluna central apresenta um resultado positivo ou
negativo em cada virus, enquanto a da direita apresenta a validade determinada pelo controlo
de amplificagao.

9. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Um dos inconvenientes da deteccdo por amplificacdo gendmica sdo os falsos negativos
devidos fundamentalmente a presenca de inibidores de ADN polimerase nas amostras nas
quais se quer analisar a presenca do virus (hemoglobina, restos de parafina, sais, etc.). Com o
dispositivo CLART” ENTHERPEX eliminaram-se os falsos negativos gracas a introducdo de um
controlo interno de amplificagdo em ambos os tubos de reac¢do onde se analisa a amostra.

Cada tubo de amplificacdo contém os seguintes oligonucleotidos:
J Oligonucleotidos que amplificam um plasma modificado incluido no tubo de
amplificacdo e que se utilizam como controlo de amplificacdo da reaccdao RT-PCR.
. Oligonucleotidos especificos de virus de Herpes e Enterovirus.

O tubo RT-PCR foi concebido para favorecer a amplificagdo do virus mais do que o controlo de
amplificacdo. De modo que, em determinadas condi¢Bes (por exemplo, quando existe um
elevado numero de cdépias de um virus ou quando a amostra apresenta co-infeccbes com
varios virus ao mesmo tempo) alguns controlos podem nao ser amplificados e pode aparecer a
seguinte leitura: CONFORME.
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A razdo desta concepg¢do é que o controlo interno de amplificagdo ird permitir distinguir os
casos de inibicdo de reaccdo de PCR dos que nao foi detectado o ADN da amostra.

Tendo em conta estas observagGes, podemos considerar as seguintes interpretacées dos
resultados de leitura:
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1. Amostras positivas:

1.1. Com controlo de amplificagao positivo
Virus Resultado Controlo
Espécie Positivo Conforme
Controlo Sinal Resultado
Controlo interno >0.150 Conforme

MARCADORES DE

VIRUS
ALINHAMENTO

CONTROLO DE AMPLIFICACAO

Este considera-se um RESULTADO VALIDO. Pode decidir-se que se trata de um verdadeiro
resultado positivo.

1.2. Com controlo de amplificacdo negativo
Virus Resultado Controlo
Espécie Positivo Conforme
Controlo Sinal Resultado
Controlo interno <0.150 Sem sinal
CcS

MARCADORES DE

VIRUS
ALINHAMENTO

24



Este considera-se um RESULTADO VALIDO, mesmo se o controlo de amplificagdo se mostrar

SEM SINAL. Tal é devido ao efeito de competicdo do virus. Pode considerar-se um resultado
positivo verdadeiro.

2. Amostras negativas

Virus Resultado Controlo
Espécie Negativo Vialido
Controlo Sinal Resultado
Controlo interno >0.150 Viélido

cs

MARCADORES DE
ALINHAMENTO

CONTROLO DE AMPLIFICACAO

Este é considerado um RESULTADO VALIDO. Neste caso pode dizer-se que se tratar de um
resultado negativo verdadeiro.

1. Amostras inibidas, inadequadas
Virus Resultado Controlo
Espécie Negativo PCR inibido
Controlo Sinal Resultado
Controlo interno >0.150 Sem sinal
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Cs

MARCADORES DE

ALINHAMENTO H\\\

} i

Este é considerado um RESULTADO INVALIDO. Isto deve-se a que algumas substancias podem
ter inibido a reac¢do de PCR ao prejudicar a actividade da enzima ADN polimerase.

A solugdo é verificar que ndo ha substancias deste tipo na amostra ou que no material
genético extraido ndo ha presenca de nenhuma destas substancias. Recomenda-se repetir a
extraccao ou, se nao for possivel, pedir ao médico uma nova amostra do doente.

Ha duas possibilidades que levam a um resultado Nao Conclusivo de Virus:

¢ Nos casos em que trés cépias de uma sonda sdao muito diferentes umas das outras
e Em co-infecgdes para aqueles virus que se encontram no limite da deteccdo da
técnica.

10. ESPECIFICAGOES TECNICAS E DE FUNCIONAMENTO

Controlo de interferéncias conhecidas:

Existem substancias que podem interferir com o funcionamento do dispositivo CLART”
ENTHERPEX. Tratam-se de substancias que, principalmente, inibem a mistura de enzimas e,
portanto, a reac¢ao de amplificacdo. As interferéncias mais conhecidas sao:

1. Presenga de hemoglobina ou parafina a seguir a extraccdo de ADN/ARN. Tanto o ADN
extraido a partir de amostras de sangue total ou de outros produtos de sangue, como o
obtido a partir de amostras de tecido incluidos em parafina, pode conter restos de
hemoglobina e parafina respectivamente. Este problema pode ser evitado purificando o
ADN/ARN a seguir a extracgao.

2. Residuos de Isopropanol no ADN/ARN. No processo de extraccdo do ADN/ARN a partir de
amostras de soro, plasma e LCR, tem de ser precipitado com isopropanol. Se o precipitado
nao secar correctamente, a presenga de isopropanol na amostra pode inibir a reac¢do de
amplificacdo.

3. Utilizagdao inadequada de amostras. A anadlise de qualquer tipo de amostras clinicas
outras que nao as especificadas no manual do dispositivo CLART” ENTHERPEX, ou uma
colheita de amostras incorrecta, pode produzir que o resultado da andlise ndao seja
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conclusivo ou ndao conforme por falta de amplificagdo por reac¢do inibida. Por exemplo, se
a zaragatoa tiver sido incluida em qualquer tipo de meio, tal pode resultar na inibicao da
PCR. Se o tempo de fixagdo de um tecido em formol for excessivo, o ADN pode degradar-
se.

4. Actividade residual da Proteinase K. No processo de extracgdo de ADN/ARN em amostras
de zaragatoas e bidpsias, tem de inactivar-se a Proteinase K mediante incuba¢do a 1002 C
durante 10 minutos. Nestas condig¢Bes, a inactivacdo é completamente efectuada. Se esta
etapa for omitida, ou as condi¢des nao forem respeitadas exactamente como especificado,
podera haver actividade residual da proteinase K que pode causar degradacdo do ADN
polimerase, levando assim a inibi¢ao da PCR.

5. Conservacgao inadequada das amostras pode influenciar o resultado da analise, se as
amostras forem sujeitas a condigdes que podem resultar na degrada¢do do seu ADN/ARN.

EspecificagOes técnicas:

1. Pardmetros analiticos:

. Sensibilidade analitica. A sensibilidade analitica dos tipos de virus apresentados na
tabela 1 foi determinada através da amplificacdo de séries de diluicbes de ADN de
plasmideos recombinantes para cada um dos virus detectados com o dispositivo. Cada
um deles contém o produto de amplificado inserido (incluindo a parte complementar da
sonda especifica de deteccdo). A etapa de visualizagdo, foi desenvolvida para toda a
plataforma CLART® CS, obtendo os mesmos resultados que estdo descritos na tabela
abaixo.

N2 de cdpias de plasmideo
VIRUS por reac¢ao de PCR.

VzZvVv
HHV-7 10
HSV-1
HSV-2

Ccmv

EBV
HHV-6
HHV-8

Coxsackivirus

100

Echovirus
1000

Poliovirus

Tabela 1: Relagdo do numero de cépias de plasmideo recombinante (especificadas por
tipo virico) necessarias para obter uma sensibilidade de 100% na detecgdo de cada um
dos virus.
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J Especificidade analitica. Foram efectuadas experiéncias de especificidade com
plasmideos recombinantes. Os resultados estdo resumidos na tabela 2.

VIRUS ESPECIFICIDADE ANALITICA
HSV-1
vzv
cmv
HHV-6
HHV-7
HHV-8
HSV-2
EBV
Enterovirus 92.2%

100 %

99.4 %

Tabela 2: Sensibilidade analitica por tipo virico

2. Pardmetros de utilidade de diagndstico

Para determinar os parametros diagndsticos do dispositivo, realizaram-se estudos
comparativos da técnica CLART” ENTHERPEX em relagdo as seguintes técnicas:

- HerpIexD: para os virus HSV-1, HSV-2, VZV, CMV, VEB, e HHV-6

- PCR quantitativo: em alguns casos, para CMV e VEB

- PCR em tempo real: para Enterovirus

- PCR de desenvolvimento préprio e detec¢do em gel: para virus HHV-7 e HHV-8.
- Imunohistoquimica para HHV-8.

Resultados da analise das amostras estudadas resumidos no quadro a seguir:

Amostras Amostras o Especificidade
VIRUS . . Total Sensibilidade (%)
Positivas Negativas (%)
HSV-1
Zaragatoas 16 14 30 100 100
Soro/Plasma 4 52 56 75 100
LCR 7 12 19 57.1 100
Bidpsia 8 60 68 87.5 100
Total 35 138 173
HSV-2
Zaragatoas 4 26 30 75 100
Soro/Plasma 0 56 56 -- --
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LCR 0 19 19 -- --
Bidpsia 4 64 68 100 100
Total 8 165 173
vzv
Zaragatoas 3 27 30 100 100
Soro/Plasma 1 55 56 100 100
LCR 2 17 19 100 94.1
Bidpsia 4 64 68 100 95.3
Total 10 163 173
cMmv
Zaragatoas 2 28 30 50 100
Soro/Plasma 47 9 56 87.2 100
LCR 8 11 19 62.5 100
Bidpsia 41 27 68 95.1 100
Total 98 75 173
EBV
Zaragatoas 24 30 100 100
Soro/Plasma 54 56 100 98.1
LCR 17 19 100 94.1
Bidpsia 38 30 68 94.7 93.3
Total 48 125 173
HHV-6
Zaragatoas 9 47 56 77.8 100
Soro/Plasma 0 30 30 -- --
LCR 3 16 19 333 100
Bidpsia 23 45 68 91.3 100
Total 35 138 173
HHV-7
Zaragatoas 27 30 100 100
Soro/Plasma 54 56 100 100
LCR 18 19 100 100
Bidpsia 11 57 68 100 100
Total 17 156 173
HHV-8
Zaragatoas 0 30 30 -- --
Soro/Plasma 0 19 19 -- --
LCR 3 53 56 100 100
Bidpsia 2 66 68 100 100
Total 5 168 173
ENTEROVIRUS
Zaragatoas 0 56 56 -- --
Soro/Plasma 0 68 68 -- --
LCR 0 30 30 -- --
Bidpsia 10 9 19 80 100
Total 10 163 173
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Tabela 3: Parametros de diagndstico da técnica CLART” ENTHERPEX

Foram amplificadas 126 amostras para validar a nova plataforma CLART-Strip®. Estas amostras
foram testadas comparativamente entre a plataforma CLART-Strip® e a plataforma Array Strip
(AS), que estd a ser substituida. A plataforma Array Strip (AS) foi validada previamente com a
plataforma Array Tubes (AT). Os seguintes tipos virais foram utilizados para a validagdo como
demonstrado abaixo:

N =120 Numero de amostras analisadas Resulti\dos AS Resulfados s

Versao 8.0 Versao 8sc.0
HSV1 24 Y 22
HSV2 36 36 36
vzv 24 24 4
cmv 30 30 30
EBV 28 28 o8
HHV6 24 24 >4
HHV7 24 >4 -2
HHVS 31 31 )
ENTEROVIRUS 24 24 24
NEGATIVAS 6 6 5

QUADRO 4. AMOSTRAS ANALISADAS PARA O ESTUDO COMPARATIVO DE AS/CS.

As concordancias entre as plataformas sdo de 100%, o que nado altera os parametros de
diagndstico descritos anteriormente.
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