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0 Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit s6 esta disponivel em determinados paises.

1.  Descrigao

0 Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit® é utilizado com os Maxwell® Instruments especificados na Tabela 1
para fornecer um método fécil para uma preparagédo das amostras eficiente e automatica e purificagao do acido nucleico
patogénico total. 0s Maxwell® CSC Instruments sdo concebidos para serem utilizados com cartuchos de reagentes pré-
dispensados e procedimentos de purificagdo pré-programados, proporcionando uma maior simplicidade e comodidade.
0 Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit foi concebido para realizar a extragdo automatica de 4cido nucleico
total bacteriano, viral e de parasitas das seguintes amostras biolégicas humanas: fezes, expectoracéo, lavagem
broncoalveolar, urina, plasma, zaragatoas nasofaringeas e zaragatoas cervicais em meio de transporte. 0 método
Maxwell® Instrument do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit consegue processar desde um até o nimero
mdximo de amostras do Maxwell® Instrument em cerca de 40 minutos. O volume de eluigdo baixo de 100 pl resulta num
acido nucleico purificado concentrado para aplicagées a jusante, como PCR quantitativo (qQPCR) ou RT-PCR quantitativo
(RT-gPCR). Apds um breve passo de pré-processamento de lise, a amostra é adicionada ao Maxwell® CSC Pathogen Total
Nucleic Acid Cartridge e o restante processamento é completamente automatico.

Tabela 1. Instrumentos suportados.

Instrumento Cat.# Manual técnico
Maxwell® CSC AS6000 TM457
Maxwell® CSC 48 AS8000 T™M623

Principio do Método

0 Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit purifica as amostras utilizando particulas paramagnéticas, que
fornecem uma fase sélida mével para otimizar a captura, a lavagem e a purificagdo de amostras de 4cido nucleico.

0s Maxwell® Instruments sdo instrumentos de manuseamento de particulas magnéticas que ligam de maneira eficiente
os acidos nucleicos a particula paramagnética no primeiro pogo de um cartucho pré-cheio. As amostras sédo processadas
através de uma série de lavagens antes de o dcido nucleico total ser eluido.
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2.  Componentes do produto e condi¢gdes de armazenamento
PRODUTO TAMANHO CAT.#
Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit 48 preparagoes AS1860

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro. Exclusivamente para utilizagéo profissional. Suficiente para 48 isolamentos.
Os cartuchos destinam-se apenas a uma Unica utilizagao.

IVD H0e W
48

+15°C

. 150 ml  Tampao de diluigéo (ST1)
. 900 I 1-tioglicerol

. 20ml Tampéo de lise

- 2x1ml Solugéo de proteinase K (PK)

. 50 Embolos CSC/RSC

. 48 Maxwell® CSC Cartridges (CSCQ)
. 50 Tubos de eluigdo (0,5 ml)

. 20ml Tampéo de eluigédo

Condi¢des de armazenamento: Apds a recegdo, remova o 1-tioglicerol e armazene-o entre +2 °C a +10 °C. Armazene
os restantes componentes do kit a temperatura ambiente (+15 °C a +30 °C).

e o isopropanol devem ser considerados como inflamaveis, nocivos e irritantes. O hidrocloreto de guanidina
deve ser considerado como toxico, nocivo e irritante. Consulte a Ficha de dados de seguranga (SDS) para obter
informagdes detalhadas sobre seguranca.

f Informagao de seguranca: Os cartuchos contém etanol, isopropanol e hidrocloreto de guanidina. O etanol

Os cartuchos foram concebidos para utilizagdo com substancias potencialmente infecciosas. Deve ser utilizada

protegdo adequada (por exemplo, luvas e 6culos de protegdo) ao manusearem substéncias infecciosas.
Cumpras as suas diretrizes institucionais quanto ao manuseamento e a eliminagdo de substancias infecciosas
quando utilizadas com este sistema.

A Atengao: Manuseie os cartuchos com cuidado; as extremidades do selo podem ser cortantes.

Informagao adicional: Os componentes do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit sdo qualificados e testados
de acordo com o controlo de qualidade para trabalharem em conjunto. Nao misture componentes de kits com lotes

de kits diferentes. Utilize apenas os componentes fornecidos no kit. Nao utilize os cartuchos se o selo no cartucho ndo
estiver intacto no momento da recegdo. Para obter informagdes de seguranca adicionais, consulte a Ficha de dados

de seguranga, disponivel em: www.promega.com
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2.  Componentes do produto e condi¢des de armazenamento (continuagao)
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3.  Finalidade prevista/Utilizagao prevista do produto

0 Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit destina-se a ser utilizado, em conjunto com os Maxwell® CSC
instruments e com o método Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid, como um dispositivo médico para diagndstico
in vitro (IVD) para a realizagdo do isolamento automatico de 4cido nucleico total bacteriano, viral e de parasitas das
seguintes amostras bioldgicas humanas: fezes, expectoragao, lavagem broncoalveolar, zaragatoas nasofaringeas

em meio de transporte, zaragatoas cervicais em meio de transporte, urina, plasma. 0 &cido nucleico total purificado

€ adequado para utilizagdo em ensaios de diagndstico in vitro com base na amplificagéo.

0 Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit destina-se a ser utilizado a uma temperatura entre 15 °C e 30 °C.
A utilizagdo fora deste intervalo de temperatura pode dar origem a resultados subdtimos.

0 Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit destina-se exclusivamente a utilizagao profissional. Os resultados
do diagndstico obtidos através da utilizagdo de acido nucleico total purificado com este sistema devem ser interpretados
em conjunto com outros dados clinicos ou laboratoriais.

4.  Limitagoes de utilizagao do produto

0 desempenho do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit foi avaliado para os seguintes patogéneos utilizando
os tipos de amostras listados:

. Bacterianas: fezes, expectoragéo, lavagem broncoalveolar, zaragatoas nasofaringeas em meio de transporte,
zaragatoas cervicais em meio de transporte, urina.

. De parasitas: fezes, zaragatoas cervicais em meio de transporte, urina.

. Virais: fezes, expectoragéo, lavagem broncoalveolar, zaragatoas nasofaringeas em meio de transporte,
zaragatoas cervicais em meio de transporte, urina, plasma.

0 Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit ndo se destina a utilizagdo com amostras ndao humanas.

Serd necessario incluir os controlos apropriados em todas as aplicagdes de diagndstico a jusante que utilizem &cido
nucleico total purificado com o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit. O utilizador é responsével por validar
as caracteristicas do desempenho necessérias para aplicagdes diagndsticas a jusante.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 EUA - Chamada gratuita nos EUA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 5
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5.  Antes de comecar

Materiais que devem ser fornecidos pelo utilizador

. Tubos de 1,5-2,0 ml para incubar amostras (por ex., ClickFit Microtube, 1,5 ml [Cat.# V4741]; recomendados para
impedir a abertura da tampa durante o aquecimento)

. Tubo conico de 15 ml ou 50 ml para preparar a solugao de lise

. Agitador vortex de bancada

. Pipetadores e pontas de pipeta para transferéncia de amostras para cartuchos de reagentes pré-cheios
. Placa térmica ou banho de dgua a 56 °C

. Placa térmica configurada para 95 °C para amostras de expectoragao e BAL

. opcional: 1X Tampéo fosfato-salino (PBS) para diluir amostras de BAL e expectoragdo

. opcional: centrifugadora para pré-processamento de amostras de urina

. opcional: esferas de zirconio de 0,1-0,5 mm para pré-processamento de amostras de fezes (por ex., esferas
de agitagdo ZR, Zymo [Cat.# S6012-50])

. Tubos para amostras de fezes, expectoragdo, lavagem broncoalveolar (BAL), meio de transporte viral (VTM),
meio Pap, plasma, urina.

: Recomenda-se a observancia de precaugdes relativas a patogéneos no sangue no manuseamento de amostras
derivadas de humanos.

No caso de amostras de plasma, colha 0 sangue em tubos com anticoagulante EDTA. Evite utilizar tubos de colheita
de sangue contendo heparina porque a heparina consegue inibir amplificagdes a jusante.

As recomendagdes gerais a sequir apresentadas destinam-se a preparagao e armazenamento de amostras
(de referéncias 1-4):

1. Separe o plasma das células no prazo de 1 hora apds a colheita do sangue com centrifugagdo a 1500 x g durante
20 minutos a 25 °C e, em seguida, transferir a camada de plasma para um tubo limpo. Guarde as amostras
de plasma a 2-8 °C durante um maximo de 24 horas, ou congele as amostras que ndo sejam processadas no prazo
de 24 horas a =20 °C durante um maximo de 5 dias.

2. No caso de zaragatoas em VTM, use apenas zaragatoas de fibra sintética com hastes plasticas. Ndo use
zaragatoas de alginato de célcio ou zaragatoas com hastes de madeira, visto que podem conter substancias que
inibem os testes de PCR. Coloque as zaragatoas imediatamente em tubos estéreis contendo 2-3 ml do meio de
transporte viral. Guarde o VTM e amostras a 2-8 °C durante até 72 horas, ou congele as amostras a =70 °C. Evite
a realizagdo de ciclos congelagdo-descongelagéo repetidos e ndo guarde as amostras num congelador sem gelo.
As condigdes especificas de colheita e armazenamento podem variar, dependendo do virus isolado.

3. Guarde as amostras de urina frescas a 4 °C durante até 24 horas antes do processamento. No caso de
armazenamento a longo prazo, adicione EDTA a uma concentragédo final de 20 mM. Para evitar a lise celular,
guarde urina estabilizada a 4 °C. Para evitar a lise celular, a urina ndo deve ser congelada. Se a urina for
congelada e descongelada, um precipitado pode tornar-se visivel. A mistura e/ou aquecimento da amostra deve
resolubilizar o precipitado. Evite centrifugar a amostra para remover o precipitado porque isto pode remover células
patogénicas intactas.

6 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 EUA - Chamada gratuita nos EUA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516
TM706 - 12/22 www.promega.com



0

Promega

4. Guarde a BAL e amostras de expectoragdo a 2-8 °C durante até 72 horas, ou congele as amostras a =70 °C.
Evite a realizagdo de ciclos congelagdo-descongelagéo repetidos e ndo guarde as amostras num congelador sem
gelo. As condigdes especificas de colheita e armazenamento podem variar, dependendo do patogéneo isolado.

5. Asamostras de fezes devem ser congeladas a -20 °C a -80 °C antes de processar.

6.  Preparagao da amostra

6.A. Preparar amostras de fezes para utilizar com o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit
1. Pese 100-500 mg de amostra fecal num tubo de microcentrifugagdo de 2 ml com tampa de rosca.

2. Adicione 1 ml de tampao de dilui¢do (ST1) para ressuspender a amostra. Agite por rotagdo durante 30 segundos
a 1 minuto. Utilize pontas de pipeta novas para cada amostra para evitar contaminagéo entre as amostras.

3. Centrifugue a amostra a 1000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente.
4. Transfira o sobrenadante para o tubo com o tamanho apropriado e mega o volume.

5. Adicione 2X o volume do tamp&o de dilui¢do (ST1) a uma diluigdo 1:2 da amostra de fezes [por ex., 1 ml
de sobrenadante de fezes + 2 ml de tampao de diluigdo (ST1)]. Utilize este diluido da amostra de fezes
para purificagdes de DNA.

Nota: para extrair RNA viral, dilua a amostra de fezes adicionalmente para 1:8 em Nuclease-Free Water
(por ex., 100 pl da diluigdo 1:2 da amostra de fezes + 700 pl de Nuclease-Free Water). Armazene a amostra
a temperatura ambiente até estar pronta para processamento.

Método opcional de agitagao de esferas para extrair DNA de patogéneos de lise dificil nas amostras de fezes

Nota: para extrair os cidos nucleicos de patogéneos de lise dificil, como bactérias Gram-positivas ou protozoarios
nas amostras de fezes, um passo opcional de agitagdo de esferas pode ser realizado. Esta homogeneizagdo
adicional pode aumentar a colheita de purificagdo de dcido nucleico se o método de lise padrdo for insuficiente.

a. Transfira 600 pl para 1 ml de amostra de fezes diluida para um tubo de 2 ml contendo esferas e feche o tubo.

b. Cologue os tubos num agitador tipo Vértex ou equivalente e agite por rotagdo sou agite por esferas
a velocidade méxima durante 10 minutos.

c. Centrifugue os tubos numa microcentrifugadora durante 1 minuto a velocidade completa para separar
as esferas da amostra.

Adicione 300 pl do lisato de fezes a um novo tubo de 1,5 ml.
Adicione 300 pl de tampéo de lise e misture por rotagdo durante 10 segundos.

Adicione 30 pl de solugdo de proteinase K e agite por rotagao brevemente para misturar.

© o N o

Incube a 56 °C durante 20 minutos.

10.  Prossiga para a preparagdo do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Cartridge (Secgao 6.E).
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6.B. Preparar amostras de BAL ou expectoragao para utilizar com o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit

1. Secongelada, descongele a amostra de BAL ou expectoragédo a temperatura ambiente.

Nota: para reduzir a viscosidade das amostras de BAL e expectoragao, dilua num volume igual de 1X PBS,
homogeneize mecanicamente ou dilua e homogeneize antes de processar.

2. Para cada amostra, adicione 100-300 pl a um tubo de microcentrifugadora de 1,5 ml. (Recomendamos a utilizagdo
de uma pipeta de didmetro largo.) Utilize pontas de pipeta novas para cada amostra para evitar contaminag&o entre
as amostras.

3. Adicione 12 pl de 1-tioglicerol e pipete para misturar.
Nota: pipete lentamente porque a solugéo é viscosa.

Adicione 300 pl de tampéo de lise e misture por rotagdo durante 10 segundos.
Incube a 95 °C durante 5 minutos. Arrefega na bancada durante 2 minutos.
Adicione 30 pl de solugdo de proteinase K e agite por rotagao brevemente para misturar.

Incube a 56 °C durante 20 minutos.

® N o o &

Prossiga para a preparagdo do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Cartridge (Secgéo 6.E).
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6.C. Preparar amostras de urina para utilizar com o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit

Preparar volumes de amostra pequenos (300 pl de urina):

1.
2.

S

Agite por rotagdo brevemente a amostra de urina para ressuspender quaisquer células assentes.

Para cada amostra, adicione 300 pl de urina a um tubo de microcentrifugadora de 1,5 ml. Utilize pontas de pipeta
novas para cada amostra para evitar contaminagao entre as amostras.

Adicione 300 pl de tampéo de lise e misture por rotagdo durante 10 segundos.
Adicione 30 pl de solugdo de proteinase K e agite por rotagao brevemente para misturar.
Incube a 56 °C durante 20 minutos.

Prossiga para a preparagdo do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Cartridge (Secgéo 6.E).

Preparar volumes de amostra grandes (30 ml de urina):

1.
2.

v ® N o o

Agite por rotagdo brevemente a amostra de urina para ressuspender quaisquer células assentes.

Para cada amostra, adicione 30 ml de urina a um tubo de 50 ml. Utilize pontas de pipeta novas para cada amostra
para evitar contaminag&o entre as amostras.

Centrifugue a amostra de urina a 2000 x g durante 10 minutos.

Remova o sobrenadante com uma pipeta, tendo cuidado para ndo perturbar o precipitado.
Nota: pode deixar algum liquido para preservar a integridade do precipitado (até 300 pl).

Adicione 300 pl de tampéo de lise ao tubo e ressuspenda o precipitado pipetando.
Transfira o lisato para um tubo de 1,5 ml.

Adicione 30 pl de solugéo de proteinase K e agite por rotagdao brevemente para misturar.
Incube a 56 °C durante 20 minutos.

Prossiga para a preparagdo do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Cartridge (Secgéo 6.E).

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 EUA - Chamada gratuita nos EUA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 9
www.promega.com TM706 - 12/22



O

Promega

6.D. Preparar amostras de plasma, virais em meio de transporte ou meio Pap para utilizar com o Maxwell® CSC
Pathogen Total Nucleic Acid Kit

1. Secongelado, descongele o plasma ou meio a temperatura ambiente e agite por rotagdo brevemente para misturar.

2. Para cada amostra, adicione 300 pl de plasma ou meio contendo a amostra bioldgica a um tubo de
microcentrifugadora de 1,5 ml. Utilize pontas de pipeta novas para cada amostra para evitar contaminagao entre
as amostras.

Adicione 300 pl de tampao de lise e misture por rotagdo durante 10 segundos.

3
4. Adicione 30 pl de solug@o de proteinase K e agite por rotagdo brevemente para misturar.
5 Incube a 56 °C durante 20 minutos.

6

Prossiga para a preparagdo do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Cartridge (Secgéo 6.E).

6.E. Preparar o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Cartridge

1. Troque de luvas antes de manusear os cartuchos, émbolos e tubos de eluigdo (0,5 ml). Coloque os cartuchos
a utilizar no(s) tabuleiro(s) da plataforma com o pogo n.° 1 (o pogo maior do cartucho) virado na diregdo contréria
aos tubos de eluigdo. Pressione para baixo o cartucho de forma a encaixé-lo na respetiva posigao. Remova
cuidadosamente o selo, para remover toda a pelicula plastica da parte superior do cartucho. Certifique-se de que
remove a totalidade da pelicula aderente vedante e eventuais residuos de adesivo, antes de colocar os cartuchos
no instrumento.

2. Coloque um émbolo no pogo n.° 8 de cada cartucho.

3. Coloque um tubo de elui¢édo (0,5 ml) vazio na posig&o do tubo de eluigdo de cada cartucho no(s) tabuleiro(s)
da plataforma.

4. Adicione 100 pl de tampao de elui¢do ao fundo de cada tubo de eluigdo.

5. Gira brevemente os lisatos da amostra numa microcentrifugadora para recolher o liquido no fundo do tubo.
Transfira o lisato da amostra para o pogo n.° 1 (o pogo maior) do cartucho. N&o adicione nada exceto o lisato
da amostra ao cartucho.

6.  Prossiga para a Secgao 7, Configuracao e execugao do Maxwell® Instrument.
Notas:

a. Os pingos de reagente ou de amostra retidos em qualquer parte do tabuleiro da plataforma deverdo ser limpos
com uma solucédo de agua e detergente, sequida de um spray ou toalhete bactericida e, em seguida, dgua.
Néo utilize lixivia nos componentes do instrumento.

b. Utilize apenas os tubos de eluigdo de 0,5 ml fornecidos com o kit. Outros tubos poderdo ser incompativeis
com o Maxwell® Instrument.
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Adigdes do utilizador aos pogos
1. Lisato da amostra
8. Embolo CSC/RSC

11339TA

Figura 1. Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Cartridge. A amostra pré-processada é adicionada ao pogo n.° 1
e um émbolo é adicionado ao pogo n.° 8.

Figura 2. Instalagao e configuragao do(s) tabuleiro(s) de plataforma. O tampao de eluigdo é adicionado aos tubos
de eluicdo, conforme apresentado. Os émbolos encontra-se no pogo n.° 8 do cartucho.
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7.  Configuragao e execugao do Maxwell® Instrument
Consulte o Manual Técnico especifico do seu Maxwell® Instrument (ver Tabela 1) para obter informagdes detalhadas.

1. Ligue o Maxwell® Instrument e o Tablet PC. Inicie a sessao no Tablet PC e inicie o software Maxwell® IVD Mode
tocando duas vezes no icone no ambiente de trabalho. O instrumento arranca, executa uma autoteste e coloca
todas as pegas mdveis na respetiva posigao inicial.

2. Toque em Iniciar para iniciar o processo de execugdo de um método.

3. Leiaou introduza o cédigo de barras do método no canto superior direito da etiqueta do Maxwell® CSC Pathogen
Total Nucleic Acid Kit para selecionar automaticamente o método a executar (Figura 3).
Nota: o cddigo de barras do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit é necessario para a purificagao
nos Maxwell® CSC Instruments. A etiqueta do kit contém dois codigos de barras. 0 cédigo de barras do método
é indicado na Figura 3 abaixo. Contacte o nosso centro de assisténcia, Promega Technical Services, caso o cddigo
de barras ndo possa ser lido.

/ i SCAN\

a
AS1860127982YYYY-MM % HERE

Maxwell® CSC Pathogen X
Total Nucleic Acid Kit @

Danger

Figura 3. Etiqueta do kit que indica o cddigo de barras do método a ler. O cddigo de barras a ler para iniciar uma
purificagdo é apresentado na caixa vermelha, na parte superior direita da etiqueta do kit.

4. No ecra de "Configuragdo do cartucho’, toque nas posigdes do cartucho para selecionar ou anular a selegéo
de qualquer posigdo a utilizar na execugéo da extragdo. Introduza qualquer informag&o de acompanhamento
de amostra e pressione o botdo Prosseguir para continuar.

Nota: quando estiver a usar os Maxwell® Instruments de 48 posigdes, prima o botdo Anterior e Posterior para
marcar ou desmarcar as posi¢oes dos cartuchos em cada tabuleiro de plataforma.
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5. Depois de abrir a porta, confirme que todos os itens da Lista de Verificagdo de Extragdo foram realizados. Verifique
se as amostras foram adicionadas ao pogo n.° 1 dos cartuchos, se os cartuchos estdo carregados no instrumento,
se os tubos de eluicdo destapados estdo presentes com tampéo de eluigdo e se os émbolos estdo colocados no
pogo n.° 8. Transfira o(s) tabuleiro(s) da plataforma que contém os cartuchos preparados para a plataforma do
Maxwell® Instrument.

Inserir o Tabuleiro da plataforma Maxwell®: segure o tabuleiro da plataforma de ambos os lados para evitar que os
cartuchos saiam dos respetivos encaixes no tabuleiro da plataforma. Certifique-se de que o tabuleiro da plataforma
é colocado no Maxwell® Instrument com os tubos de eluigdo préximos da porta. Posicione o angulo da parte
posterior do tabuleiro da plataforma para baixo e coloque no instrumento de maneira a que a parte posterior do
tabuleiro da plataforma fique apoiada na parte posterior da plataforma do instrumento. Pressione a parte dianteira
do tabuleiro da plataforma para baixo para assentar o tabuleiro da plataforma na plataforma de instrumentos. Se
tiver dificuldade em encaixar o tabuleiro da plataforma na plataforma, verifique se o tabuleiro da plataforma esta
na orientagdo correta. Assegure-se de que o tabuleiro da plataforma se encontra nivelado com a plataforma de
instrumentos e totalmente assente.

Nota: verifique o identificador no(s) tabuleiro(s) da plataforma Maxwell® de 24 posigdes para determinar se devem
ser colocadas na frente ou atrds do instrumento.

6.  Confirme se todos os pré-processamentos indicados foram realizados e toque em Iniciar para fechar a porta do
instrumento e iniciar o processamento.

Nota: ao utilizar o Maxwell® Instrument de 48 posi¢des, se o Sistema de Visao tiver sido ativado, o(s) tabuleiro(s)
da plataforma serdo lidos a medida que a porta se retrai. Quaisquer erros na configuragdo do tabuleiro de
plataforma (por ex., émbolos ndo estédo presentes no pogo n.° 8, tubos de eluigdo ndo presentes e abertos) irdo
causar o software regressar ao ecrad "Configuragao do cartucho", e as posigdes problematicas serdo marcadas
com um ponto de exclamagdo num circulo vermelho. Toque no ponto de exclamagao para obter uma descrigdo do
erro e resolver todos os estados de erro. Toque no botéo Iniciar novamente para repetir a leitura do tabuleiro da
plataforma e iniciar a extrag&o.

Aviso: perigo de entalamento.

0 Maxwell® Instrument ird iniciar imediatamente a execugéo de purificagdo. O ecra ira apresentar informagdes
incluindo o utilizador que iniciou a execucao, o atual passo do método que esta a ser realizado e o tempo restante
aproximado da execugao.

Notas:

a. Toque no botdo Abortar para abandonar a execugédo. Todas as amostras de uma execugao abortada
serdo perdidas.

b. Se aexecugdo for abandonada antes da concluséo, podera ser-lhe pedido para verificar se os émbolos ainda
estdo carregados na barra do émbolo. Se os émbolos estao presentes na barra do émbolo, deve desempenhar
uma Limpeza quando pedido. Se os émbolos nédo estdo presentes na barra do émbolo, pode escolher ndo
realizar a Limpeza. As amostras serdo perdidas. Nao tente voltar a purificar as amostras se uma execugéo do
instrumento tiver sido abortada.
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7.  Configuragdo e execugdo do Maxwell® Instrument (continuagao)

7. Siga as instrugdes apresentadas no ecra no final do método para abrir a porta. Verifique se os émbolos
se encontram no poco n.° 8 do cartucho, no final da execugédo. Se os émbolos ndo forem removidos da barra
de émbolo, siga as instrugdes do Manual Técnico adequadas do Maxwell® Instrument (Tabela 1) para desempenhar
um processo de Limpeza para tentar descarregar os émbolos.

8. Remova o(s) tabuleiro(s) de plataforma do instrumento. Retire os tubos de eluigdo contendo acido nucleico
patogénico total e feche os tubos. Se estiver presentes particulas paramagnéticas nos tubos de eluigéo,
centrifugue a 10.000-20.000 x g durante 30 segundos até 1 minuto e, em seguida, transfira o sobrenadante para
os tubos de armazenamento (ndo fornecidos). Apés a conclusdo da execugao, sera apresentado o relatério de
execucgdo da extragdo. No ecrd "Vista de Relatério”, pode imprimir ou exportar este relatério ou ambos.

9.  Remova os cartuchos e os émbolos do tabuleiro de plataforma e elimine os residuos perigosos cumprindo as
diretrizes recomendadas da sua instituicdo. N&o reutilize os cartuchos de reagentes, émbolos ou tubos de eluigéo.

Nota: certifique-se de que as amostras foram removidas antes de realizar qualquer tratamento por UV necessario
do instrumento, para evitar danificar o 4cido nucleico.

8.  Armazenar o acido nucleico eluido

Caso as amostras ndo sejam processadas imediatamente, guarde o DNA eluido do patogéneo em gelo, ou a 4 °C até

um maximo de 24 horas. No caso de um tempo de armazenamento superior, congele a =20 °C ou -70 °C. A estabilidade
do RNA é inferior, devendo ser preferencialmente testada em ensaios a jusante, imediatamente ap6s o isolamento.

Se efetuar os testes logo apds o isolamento, armazene o RNA do patogéneo em gelo ou a 4°C. Em alternativa, guarde

o RNA do patogéneo a -70 °C. Consulte as instrugdes das aplicagdes a jusante para obter recomendagdes especificas
do armazenamento e manuseamento das amostras.
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9.  Avaliagdo do desempenho analitico

A avaliag@o do desempenho analitico do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit foi realizada
utilizando vérios tipos de amostra fortificados com patogéneos inativos processados nos Maxwell® CSC
and Maxwell® CSC 48 Instruments.

9.A. Quantidade, qualidade e capacidade de amplificagdo do DNA

0 4cido nucleico total foi extraido de replicados de 300 pl de uma suspenséo de fezes, cada fortificado com
aproximadamente 2,5 x 10* cdpias de Giardia lamblia inativada utilizando o método padrao ou o método de pré-
processamento de agitagdo de esferas. 0 acido nucleico total foi eluido utilizando 100 pl de tampao de eluicéo.
Foram utilizados cinco microlitros de cada eluato sem diluicdo num ensaio de qPCR para amplificar um alvo de DNA
especifico para G. lamblia. O C, médio gerado utilizando o método padrao era de 34,39 ciclos. O C, médio gerado
utilizando o método de agitagao de esferas era de 29,35 ciclos.
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Método padréo Agitacdo de esferas
(n=7) (n=7)

Figura 4. Amplificagdo da sequéncia de alvo de DNA de G. lamblia utilizando o acido nucleico total extraido de amostras
de fezes utilizando o método padrao versus o método de agitagao de esferas.
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9.B. Quantidade, qualidade e capacidade de amplificagao do RNA

Para demonstrar que o desempenho do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit é semelhante quando utilizado
com o Maxwell® CSC ou 0 Maxwell® CSC 48 Instrument, o dcido nucleico total foi extraido utilizando o kit com ambos

os instrumentos de oito replicados de 300 pl de amostras de expectoragéo fortificados com 1 x 104 cépias do virus SARS
CoV-2 inativado. O &cido nucleico total foi eluido em 100 pl de tampé&o de eluigéo, e 5 pl de cada eluato foi utilizado num
ensaio de RT-gPCR para amplificar uma sequéncia de RNA alvo especifica do SARS CoV-2. A comparagéo dos resultados
de RT-gPCR obtidos do acido nucleico total extraido utilizando o0 Maxwell® CSC Instrument e o Maxwell® CSC 48
Instrument revelou que todos os valores de IAqu eram <0,59 ciclos, com um IAqu médio de 0,16 ciclos.

32
31
o 30
8
3! o1
o
29 8
28
Maxwell® CSC Maxwell® CSC 48
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Figura 5. A capacidade de amplificagdo do acido nucleico total extraido de amostras de expectoragao contendo SARS
CoV-2 utilizando o Maxwell® CSC ou o Maxwell® CSC 48 Instrument.
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0 4cido nucleico total foi purificado em paralelo com 300 pl bem como 100 pl de amostras de lavagem broncoalveolar
(BAL), cada fortificada com 1 x 10* cépias do virus SARS CoV-2 inativado para avaliar o efeito de diferentes quantidades
da matriz da amostra sobre a capacidade de amplificagéo. O &cido nucleico total foi eluido em 100 pl de tampéo

de eluigdo, e 5 pl de cada eluato sem diluigéo foi utilizado num ensaio de RT-gPCR para amplificar uma sequéncia

de RNA alvo especifica do SARS CoV-2. Todos os valores de C, do 4cido nucleico total purificado a partir de 300 pl

de expectoragdo eram de <30,86 ciclos, com um Cq médio de 30,56 ciclos. Todos os valores de C_do &acido nucleico
total purificado a partir de 100 pl de BAL eram de <29,93 ciclos, com um Cq médio de 29,74 ciclos.
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Figura 6. A amplificagao da sequéncia de RNA alvo do SARS CoV-2 utilizando o acido nucleico total extraido
de diferentes volumes de introdugao da amostra.
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9.C. Reprodutibilidade

Para avaliar a reprodutibilidade da extragao do &cido nucleico total utilizando o Maxwell® CSC Pathogen Total

Nucleic Acid Kit entre os utilizadores, trés utilizadores pré-processaram cada cinco replicados de 300 pyl do meio

de transporte universal (UTM) fortificado com Bordetella pertussis, e dcido nucleico total extraido na mesma execugdo
do Maxwell® CSC Instrument. Os acidos nucleicos foram eluidos em 100 pl de tampdo de elui¢do. Foram utilizados
cinco microlitros do eluato sem diluigdo num ensaio de qPCR para amplificar uma sequéncia do DNA alvo especifica
da B. pertussis, e 0 C, médio e o desvio padrdo foram calculados. A purificagéo do 4cido nucleico total era reprodutivel,
com desvios padrdo de 0,31 ciclos (Utilizador 1), 0,23 ciclos (Utilizador 2) e 0,40 ciclos (Utilizador 3). Nos trés
utilizadores, o desvio padrao era de 0,32 ciclos.
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Figura 7. Reprodutibilidade da extragao do acido nucleico total entre os trés utilizadores.
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Para avaliar a reprodutibilidade da extragdo do &cido nucleico total entre diferentes execugdes de extragdo, um tnico
utilizador realizou trés execugdes diferentes de extragdo do acido nucleico total cada com oito replicados de 300 pl

do UTM fortificados com B. pertussis utilizando o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit com os Maxwell® CSC
Instruments. O &cido nucleico total foi eluido em 100 pl de tamp&o de elui¢do durante cada uma das trés execugdes
separadas. Foram utilizados cinco microlitros do eluato sem diluigdo num ensaio de qPCR para amplificar uma sequéncia
do DNA alvo especifica de B. pertussis, e 0 C, médio e o desvio padrdo foram calculados. A purificagao do 4cido

nucleico total era reprodutivel, com desvios padrdo de 0,25 ciclos (Execugdo 1), 0,40 ciclos (Execugdo 2) e 0,22 ciclos
(Execugdo 3). Nas trés execugdes, o desvio padrao era de 0,43 ciclos.
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Figura 8. Reprodutibilidade da extragao do acido nucleico total entre as trés execugoes de extragao realizadas
por um tnico utilizador.
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9.C. Reprodutibilidade (continuagao)

Para avaliar a reprodutibilidade da extragdo do &cido nucleico total entre diferentes lotes do Maxwell® CSC Pathogen
Total Nucleic Acid Kit, o dcido nucleico total foi purificado através de replicados de 300 pl de UTM fortificados com

B. pertussis utilizando trés lotes de kits, cada contendo lotes tnicos de reagentes criticos. Cada eluato sem diluigdo
foi utilizado num ensaio de qPCR para amplificar uma sequéncia do DNA alvo especifica da B. pertussis, e 0 C, médio
e 0 desvio padrdo foram calculados. O desvio padrao dos valores de C, gerado utilizando o Lote 1 era de 0,38 ciclos;
Lote 2 era de 0,30 ciclos; e o Lote 3 era de 0,35 ciclos. O desvio padrdo do Cq em todos os trés lotes era de 0,34 ciclos.
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Figura 9. A reprodutibilidade da extragao do acido nucleico total em todos os trés diferentes lotes do Maxwell® CSC
Pathogen Total Nucleic Acid Kit.
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9.D. Inibi¢do da amplificagao por causa de substancias interferentes

Para avaliar a fim de detetar qualquer inibicdo na amplificagéo devido a substancias interferentes a co-purificar

com o 4cido nucleico, o acido nucleico total foi purificado a partir de oito replicados de 300 pl de uma suspensao

de fezes fortificada com 3 x 10 células de Clostridium difficile inativado. Foram utilizados cinco microlitros de

cada eluato de &cido nucleico total sem dilui¢éo e 5 pl de uma diluigdo de dez vezes num ensaio de qPCR para
amplificar um alvo de DNA especifico para C. difficile para avaliar o efeito das substancias interferentes. No caso

do Maxwell® CSC Instrument, todos os valores de Cq dos eluatos sem diluicdo eram de 27,57 ciclos, com um Cq

médio de 26,93 ciclos. No caso do Maxwell® CSC 48 Instrument, todos os valores de Cq dos eluatos sem diluigdo eram
de <27,24 ciclos, com um Cq médio de 27,03 ciclos. Os valores de Cq de eluatos sem diluicdo e eluatos diluidos dez vezes
foram comparados para avaliar a inibigdo nos eluatos individuais com um AC, esperado de >2,5 ciclos, indicando sem
inibi¢do. 0 AC, dos eluatos sem dilui¢do e dos eluatos diluidos dez vezes para amostras individuais variaram entre 3,24
a 3,59, indicando que quaisquer substancias interferentes presentes no eluato causam inibigdo minima.
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Figura 10. A avaliagao da inibi¢gao da amplificagdo do acido nucleico total extraido utilizando 0 Maxwell® CSC
ou o Maxwell® CSC 48 Instrument.
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9.D. Inibigao da amplificagdo por causa de substancias interferentes (continuagao)

0 4cido nucleico total foi extraido de oito replicados de 300 pl de amostras de expectoragéo ou BAL fortificadas com

9 x 10 copias de Chlamydia pneumoniae inativada e eluida em 100 pl de tampao de eluicdo. Foram utilizados cinco
microlitros de cada eluato de acido nucleico total sem diluigdo e 5 pl de uma dilui¢do de dez vezes num ensaio de gPCR
para amplificar um alvo de DNA especifico para C. pneumoniae para avaliar o efeito das substancias interferentes. Todos
os valores de C_ dos eluatos de acido nucleico total sem diluigdo de expectoragdo eram de 26,59 ciclos, com um C_
médio de 26,48 ciclos. O valor do C, médio de uma diluigdo 1:10 dos eluatos do dcido nucleico total de expectoragao

era de 29,83 ciclos, com uma diferenga entre os valores do Cq médio para amostras diluidas e sem dilui¢do de 3,35 ciclos.
Todos os valores de Cq dos eluatos sem diluicdo de BAL eram de 26,64 ciclos, com um Cq médio de 26,41 ciclos. O valor
do Cq médio de uma dilui¢do 1:10 dos eluatos do &cido nucleico total de BAL era de 29,83 ciclos, com uma diferenga

de 3,42 ciclos entre os valores do C, médio para amostras diluidas e sem dilui¢éo, indicando que quaisquer substancias
interferentes presentes no eluato causam inibigdo minima.
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Figura 11. Avaliagao da inibigao da amplificagdo do acido nucleico total extraido de amostras de expectoragao e BAL.
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A inibicdo da amplificagdo foi avaliada extraindo o acido nucleico total de amostras de UTM fortificadas com B. pertussis
inativado e amplificando o 4cido nucleico total resultante por gPCR. Brevemente, o acido nucleico total foi extraido

de oito replicados de 300 pul de UTM fortificado com aproximadamente 1 x 10* cépias de B. pertussis inativada e eluida
em 100 pl de tampé@o de eluigdo. Foram utilizados cinco microlitros de cada eluato de acido nucleico total sem diluigdo

e 5 pl de uma diluicdo de dez vezes num ensaio de gPCR para amplificar um alvo de DNA especifico para B. pertussis para
avaliar o efeito das substancias interferentes. 0 C, médio dos eluatos sem dilui¢do obtidos através de amostras de UTM
era de 25,97 ciclos. O Cq médio de uma dilui¢do 1:10 dos eluatos era de 29.49 ciclos, com uma diferenca de 3,52 ciclos
entre os valores de C, médios de amostras diluidas e sem dilui¢éo, indicando que quaisquer substancias interferentes
presentes no eluato causam inibicdo minima.
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Figura 12. Avaliagdo da inibi¢do da amplificagdo do acido nucleico total extraido de amostras de UTM fortificadas com
B. pertussis.
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9.D. Inibigao da amplificagdo por causa de substancias interferentes (continuagao)

A inibicdo da amplificagdo foi avaliada extraindo o acido nucleico total de amostras de UTM fortificadas com virus
Herpes simplex 1 inativado (HSV-1). Brevemente, o dcido nucleico total foi extraido de oito replicados de 300 pl de
UTM fortificado com aproximadamente 1 x 10° cdpias de HSV-1 inativado e eluido em 100 pl de tampéo de eluigdo.
Foram utilizados cinco microlitros de cada eluato de acido nucleico total sem dilui¢do e 5 pl de uma diluigdo de dez
vezes num ensaio de qPCR para amplificar um alvo de DNA especifico para HSV-1 para avaliar o efeito das substancias
interferentes. Todos os valores de Cq dos eluatos sem diluicdo eram de 27,25 ciclos, com um C_médio de 26,88 ciclos.
0 ACq dos eluatos sem diluigdo e dos eluatos diluidos dez vezes para amostras individuais variaram entre 3,44 a 3,91,
indicando que quaisquer substancias interferentes presentes no eluato causam inibigdo minima.
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Figura 13. Avaliagao da inibicao da amplificagdo do 4cido nucleico total extraido de amostras de UTM fortificadas
com HSV-1.
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9.E. Contaminacao cruzada

A contaminacgdo cruzada foi avaliada utilizando o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit com o Maxwell® CSC
Instrument alternando os Maxwell® CSC Cartridges contendo amostras de UTM fortificadas com B. pertussis inativada

e amostras de UTM negativas sem B. pertussis adicionado ao Tabuleiro de plataforma Maxwell® numa Unica execugao
de extragédo de écido nucleico total. Foram utilizados eluatos de amostras de UTM de B. pertussis positivas e negativas
num ensaio de gPCR para amplificar um alvo de DNA especifico para B. pertussis, e os valores de C, resultantes foram
comparados com uma curva padrdo (10'-10° copias) gerada utilizando diluigdes de série de DNA sintético na sequéncia
alvo de B. pertussis. Todos os eluatos de UTM com B. pertussis adicionado tinham valores de C,nacurva padrdo, com
umC, médio de 25,42 ciclos. Todos os eluatos de UTM negativos sem B. pertussis adicionada tinham valores de C,
superiores ao C_ obtido para a concentragdo de DNA mais baixa da curva padrdo (10 cépias).

10. Avaliagao do desempenho clinico

A avaliag@o do desempenho clinico do Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit foi realizada por um laboratdrio
clinico externo utilizando o Maxwell® CSC 48 Instrument para extrair o dcido nucleico patogénico dos tipos de amostras
clinicas especificados abaixo, e amplificando o 4cido nucleico num ensaio clinicamente relevante.

Tabela 2. Clostridium difficile Extragao de acido nucleico total de amostras de fezes. 0 4cido nucleico total foi extraido
por um dispositivo de teste de 200 mg cada de dez amostras de fezes humanas Clostridium difficile (C. difficile) positivas
e dez amostras de fezes humanas C. difficile negativas utilizando o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit.

0 4cido nucleico também foi purificado a partir destas amostras utilizando o método de purificagdo padréo do laboratdrio
para fins de referéncia. Os eluatos resultantes foram analisados amplificando os alvos de DNA da Toxina A e da Toxina

b de C. difficile num ensaio de qPCR. 0 4cido nucleico extraido de todas as amostras C. difficile negativas e C. difficile
positivas presumidas purificadas com o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit originou o resultado esperado

e demonstrou concordancia com os resultados obtidos do &cido nucleico extraido utilizando o método de extragao

de referéncia do laboratério.

Maxwell® CSC Pathogen Método de referéncia
Total Nucleic Acid System do laboratério
Amostras correspondendo ao estado
C. difficile negativo 7Y 1
Amostras correspondendo ao estado 10/10 10/10

C. difficile positivo
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10. Avaliagao do desempenho clinico (continuagao)

Tabela 3. Extragao do acido nucleico total do citomegalovirus de amostras de lavagem broncoalveolar (BAL). O 4cido
nucleico total foi extraido por um dispositivo de teste através de dez amostras de BAL humano de citomegalovirus
(CMV) positivas (100 pl e 300 pl) e dez amostras de BAL humano de CMV negativas (300 pl) utilizando o Maxwell® CSC
Pathogen Total Nucleic Acid Kit. Além disso, o 4cido nucleico total foi extraido de 300 pl das mesmas dez amostras

de BAL CMV positivas e dez amostras de BAL CMV negativas utilizando o método de purificag@o padrdo do laboratério
para referéncia. Os eluatos resultantes foram analisados amplificando o alvo de DNA de gene precoce imediato
importante de CMV num ensaio de qPCR. O &4cido nucleico extraido de todas as amostras CMV negativas e CMV
positivas presumidas (tanto 100 pl como 300 pl) purificadas com o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit
originou o resultado esperado e demonstrou concordancia com os resultados obtidos do acido nucleico extraido
utilizando o método de extragao de referéncia do laboratério.

Maxwell® CSC Pathogen Total Método de referéncia
Nucleic Acid System do laboratério

Amostras correspondendo ao estado
CMV negativo

10/10 para 300 pl de volume

10/10 para 300 pl de volume de introdugéo de introdugdo

Amostras correspondendo ao estado  10/10 para 100 pl de volume de introdugédo 10/10 para 300 pl de volume
CMV positivo 10/10 para 300 pl de volume de introdugéo de introdugédo

Tabela 4. Extragao do dcido nucleico total de SARS-CoV-2 de amostras de meio de transporte viral (VTM).

Dois dispositivos de teste extrairam o acido nucleico total de 300 ul de VTM que continha uma amostra de zaragatoa
nasofaringea. O &cido nucleico total foi extraido de dez amostras de VTM humano SARS CoV-2 positivas e dez amostras
de VTM SARS CoV-2 negativas por dois dispositivos de teste utilizando o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit.
Um dispositivo de teste extraiu também o dcido nucleico a partir destas amostras utilizando o método de purificagao
padrao do laboratério para fins de referéncia. Os eluatos resultantes foram analisados amplificando os genes RdRP

e N do SARS CoV-2 num ensaio de gPCR. O acido nucleico extraido de todas as amostras SARS CoV-2 negativas e SARS
CoV-2 positivas presumidas purificadas por ambos os dispositivos de teste com o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic
Acid Kit originou o resultado esperado e demonstrou concordancia com os resultados obtidos do acido nucleico extraido
utilizando o método de extragao de referéncia do laboratério.

Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Método de referéncia
Acid System do laboratério
Amostras correspondendo ao estado 10/10 para Dispositivo de teste A 10/10
SARS-CoV-2 negativo 10/10 para Dispositivo de teste B
Amostras correspondendo ao estado 10/10 para Dispositivo de teste A 10/10
SARS-CoV-2 positivo 10/10 para Dispositivo de teste B

26 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 EUA - Chamada gratuita nos EUA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516
TM706 - 12/22 www.promega.com



0

Promega

Tabela 5. Extragdo do dcido nucleico total do papilomavirus humano de amostras de meio Pap. Um dispositivo de teste
extraiu o 4cido nucleico total de 300 pl de amostras de meio ThinPrep® PAP que continham escovagem cervical colhida
junto de pacientes humanas. O dcido nucleico total foi extraido de nove amostras de meio Pap papilomavirus humano
(HPV) positivas e nove amostras de meio Pap HPV negativas com o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit.

0 4cido nucleico também foi extraido a partir das mesmas amostras utilizando o método de purificagdo padréo do
laboratdrio para fins de referéncia. Os eluatos resultantes foram analisados amplificando os alvos de DNA de HPV-16,
HPV-18 e HPV de alto risco num ensaio de gPCR. 0 4cido nucleico extraido de todas as amostras do meio Pap HPV
positivas extraidas com o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit originou o resultado esperado e demonstrou
concordancia com os resultados obtidos do &cido nucleico extraido utilizando o método de extragdo de referéncia

do laboratério.

Maxwell® CSC Pathogen Método de referéncia
Total Nucleic Acid System do laboratério
Amostras correspondendo ao estado
HPV negativo e )
Amostras correspondendo ao estado 9/9 9/9

HPV positivo

Tabela 6. Extragao do dcido nucleico total do citomegalovirus de amostras de urina. O 4cido nucleico total foi extraido
por um dispositivo de teste de 300 pl cada de dez amostras de urina humana CMV positivas e dez amostras de urina
humana CMV negativas utilizando o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit. O &cido nucleico também foi
extraido a partir das mesmas amostras utilizando o método de purificagao padrédo do laboratério para fins de referéncia.
Os eluatos resultantes foram analisados amplificando o alvo de DNA de gene precoce imediato importante de CMV
num ensaio de qPCR. Todas as amostras de urina humana CMV negativas e nove das dez amostras de urina humana
CMV positiva demonstraram concordancia com os resultados obtidos utilizando acido nucleico extraido pelo método
de extragdo de referéncia do laboratério. Uma amostra de urina CMV presumida positiva foi discordante entre os dois
métodos de purificagdo com um resultado negativo do Maxwell® CSC Purification System e um resultado positivo fraco
(Cq mais baixo de 36,26 para quatro replicados com um resultado positivo de um total de cinco replicados testados)
utilizando o método de referéncia do laboratério.

Maxwell® CSC Pathogen Método de referéncia
Total Nucleic Acid System do laboratério
Amostras correspondendo ao estado
CMV negativo L WAl
Amostras correspondendo ao estado 9/10 10/10

CMV positivo
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10. Avaliagao do desempenho clinico (continuagao)

Tabela 7. Extragdo do acido nucleico total do citomegalovirus de amostras de plasma. O acido nucleico total foi extraido
por um dispositivo de teste de 300 pl cada de dez amostras de plasma humano CMV positivas e dez amostras de plasma
humano CMV negativas utilizando o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit. O &cido nucleico também foi
extraido a partir das mesmas amostras utilizando o método de purificagdo padréo do laboratdrio para fins de referéncia.
Os eluatos resultantes foram analisados pela amplificagéo do alvo de DNA de gene precoce imediato importante de

CMV num ensaio de qPCR. 0 4cido nucleico extraido de todas as amostras de plasma humano CMV negativas e CMV
positivas presumidas purificadas com o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic Acid Kit originou o resultado esperado

e demonstrou concordancia com o resultado obtido do acido nucleico extraido utilizando o método de extragdo de
referéncia do laboratério.

Maxwell® CSC Pathogen Método de referéncia
Total Nucleic Acid System do laboratério
Amostras correspondendo ao estado
CMV negativo L e
Amostras correspondendo ao estado 10/10 10/10

CMV positivo

A contaminacdo cruzada ocorrendo no ambiente do utilizador previsto utilizando o Maxwell® CSC Pathogen Total Nucleic
Acid Kit foi avaliada alternando os Maxwell® CSC Cartridges contendo amostras de plasma humano CMV positivas e CMV
negativas no tabuleiro da plataforma do Maxwell® CSC 48 Instrument numa Gnica execugéo de extragdo do acido nucleico
total. Nao foi observada qualquer contaminagao cruzada visto que as amostras negativas produziram um resultado
negativo num ensaio de qPCR para um alvo de DNA de CMV.
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11.  Criar um ambiente livre de ribonucleases

As ribonucleases sao extremamente dificeis de tornar inativas. Tenha cuidado para evitar introduzir atividade de RNase
nas amostras de dcido nucleico total que contém RNA durante a apds o isolamento. Esta observagéo é extremamente
importante caso o material de base tenha sido dificil de obter ou seja insubstituivel. As notas seguintes podem ajudar
a evitar uma contaminag&o de RNase acidental das suas amostras.

1. Duas das mais importantes fontes de contaminacao de RNase séo as maos do utilizador e as bactérias ou
fungos que possam estar presentes nas particulas de pé suspensas no ar. Para evitar a contaminagao a partir
destas fontes, utilize uma técnica estéril durante o manuseamento dos reagentes fornecidos com este sistema.
Use sempre luvas. Troque de luvas sempre que possa ter entrado em contacto com as ribonucleases.

2. Sempre que possivel, deve ser utilizado material plastico descartavel e esterilizado para manusear 4cido nucleico
total que contenha RNA. Estes materiais sdo geralmente livres de RNases e ndo necessitam de pré-tratamento
para tornar a RNase inativa.

3. Trate as camaras de eletroforese, o material plastico e o material em vidro néo esterilizado antes da respetiva
utilizacdo para se certificar de que estéo livres de RNases. Deixe o material em vidro na estufa a 200 °C de um
dia para o outro e lave muito bem o material plastico com 0,1 N NaOH, 1 mM EDTA, seguido de &gua livre de
RNases. Também podem ser utilizados produtos para a remogéo de RNases disponiveis no mercado, seguindo
as instrugdes do fabricante.

Nota: as camaras de eletroforese podem ser contaminadas com ribonucleases, particularmente com RNase A,
de anélises de amostras de DNA. Sempre que possivel, reserve um aparelho novo ou descontaminado apenas
para a analise de RNA.

4.  Trate as solugdes que nédo sdo fornecidas com o sistema, adicionando dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1% v/v numa
hotte. Incube de um dia para o outro com agitagédo a temperatura ambiente na hotte. Coloque na autoclave durante
30 minutos para remover qualquer vestigio de DEPC.

A Atencao: o DEPC é suspeito de ser cancerigeno e deve ser utilizado apenas numa hotte quimica. O DEPC reage
rapidamente com aminas e ndo pode ser utilizado para tratar tampdes de Tris.
Nota: para todas as aplicagdes a jusante, é essencial que continue a proteger as suas amostras de RNA de RNases.
Use luvas limpas e solugdes livres de RNases e centrifugue os tubos.
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13. Resolucao de problemas

Contacte a filial ou o distribuidor local da Promega para obter respostas para questdes nao abordadas neste manual.
As informagdes de contacto estdo disponiveis em: www.promega.com. E-mail: techserv@promega.com

Sintomas Causas e observagoes

Menor recuperagdo de acido nucleico patogénico As amostras iniciais foram comprometidas. Certifique-se de que
que o esperado as amostras foram recolhidas, enviadas e armazenadas de acordo
(por exemplo, para controlos internos fornecidos com as diretrizes recomendadas.

pelo cliente) Para amostras de RNA viral, certifique-se de que sdo utilizadas

condigoes isentas de RNase na preparagao das amostras e na
configuragdo do ensaio, incluindo tubos e pontas de pipeta
isentas de RNase.

0 passo de processamento foi inferior a dptimo.
«  Utilize apenas o tampéo de lise fornecido com o kit.

+ A mistura incompleta pode reduzir a lise. Misture por rotagéo
a amostra com a solucdo de lise, conforme recomendado.

+  Tratamento de protease incompleto para remover cépsides
virais e/ou proteinas de bactérias e parasitas. Verifique
a temperatura da placa térmica ou banho de dgua e incube
durante o tempo recomendado.

+ Ao trabalhar com patogéneos de lise dificil (bactérias
Gram-positivas ou parasitas) nas fezes, pode ser utilizado
o passo opcional de agitagéo de esferas.

«  Certifique-se de que foi adicionado 1-tioglicerol para o
pré-processamento de amostras de BAL ou expectoragao.
A omissao do 1-tioglicerol pode afetar as colheitas.

+  Aadigdo de uma quantidade de amostra superior ao
recomendado pode reduzir a recuperagéo do acido nucleico.

Verifique se foi adicionado um émbolo ao cartucho.

Problemas relacionados com armazenamento pds-purificagao.

+  Retire os eluatos e guarde a temperatura recomendada
imediatamente apds a execugao do Maxwell® Instrument.

+  Néo sujeite os eluatos a mdltiplos ciclos de congelagéo-
descongelagdo antes de ensaios a jusante.

Os controlos de acido nucleico inferiores a 100 bp poderdo ndo
ser purificados de forma eficaz utilizando o sistema. O utilizador
é responsavel por estabelecer o desempenho de qualquer
controlo interno.
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Causas e observagoes

Fraca amplificagdo

0 transporte de particulas paramagnéticas pode causar
interferéncia nas reagdes de amplificagdo. Remova as particulas
no tubo de elui¢édo por centrifugagdo ou separagdo magnética.

Foi adicionado o tampé&o de eluigdo errado. Utilize apenas o
tampao de elui¢do fornecido com o Maxwell® CSC Pathogen Total
Nucleic Acid Kit.

Contaminagéo cruzada

Utilize pontas de pipeta novas para cada amostra para evitar
contaminag&o entre as amostras.

Evite salpicar quando adicionar lisatos aos cartuchos. Os
cartuchos podem ser removidos do tabuleiro da plataforma para
adicao das amostras, de forma a minimizar a contaminagéo dos
cartuchos adjacentes.

0 instrumento ndo consegue agarrar os émbolos

Certifique-se de que esta a utilizar um kit de quimica especifico
Maxwell® CSC; os émbolos para os Kits de Reagentes
Maxwell® CSC sdo especificos para os Maxwell® Instruments
suportados para este kit.

Qualquer incidente grave que ocorra relacionado com o dispositivo que conduza, ou possa conduzir, a morte ou
ferimentos graves de um utilizador ou paciente devera ser comunicado imediatamente ao fabricante. Os utilizadores que
se encontrem na Unido Europeia também deverao reportar incidentes graves a Autoridade Competente no pais onde o

utilizador e/ou o paciente se encontrem.

14. Produtos relacionados

Instrumento e acessdrios

Produto Tamanho Cat.#
Maxwell® CSC Instrument 1 de cada AS6000
Maxwell® CSC 48 Instrument 1 de cada AS8000
Maxwell® RSC/CSC Plungers, 50/pacote 1 de cada AS1331
Maxwell® RSC/CSC Deck Tray 1 de cada SP6019
Maxwell® RSC/CSC 48 Front Deck Tray 1 de cada AS8401
Maxwell® RSC/CSC 48 Back Deck Tray 1 de cada AS8402
ClickFit Microtube, 1,5 ml 1000/pacote V4741

Maxwell® CSC Reagent Kits

Para obter uma lista dos Kits de Purificagdo Maxwell® CSC disponiveis, visite: www.promega.com
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@Pat. dos EUA N.° 7.329.488 e Pat. da Coreia do Sul N.° 100483684.
© 2022 Promega Corporation. Todos os direitos reservados.
Maxwell é uma marca comercial registada da Promega Corporation.
ThinPrep é uma marca comercial registada da Hologic, Inc.

Os produtos podem estar cobertos por patentes pendentes ou por patentes emitidas ou podem ter algumas limitagdes. Visite o nosso Web site para obter mais
informagdes. Todos os pregos e especificagdes estdo sujeitos a alteragdes sem aviso prévio.

As caracteristicas dos produtos estdo sujeitas a alteragdo. Contacte o nosso centro de assisténcia, Promega Technical Services, ou aceda ao catalogo da
Promega online para obter as informagdes mais recentes acerca dos produtos da Promega.
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