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Utilizacdo prevista

O kit ipsogen CALR RGQ PCR é um teste in vitro de PCR em tempo real, destinado
d detecdo de mutacdes no gene CALR em ADN gendmico proveniente de
amostras de sangue total de doentes com suspeita de neoplasias
mieloproliferativas (NMP). O kit ipsogen CALR RGQ PCR permite igualmente
a identificacdo das duas principais mutacées no gene CALR (Tipo 1 e Tipo 2)
e destina-se a ser utilizado com a Plataforma QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5Plex
HRM. O produto destina-se a utilizadores profissionais, tais como técnicos
e médicos com formacdo em técnicas de biologia molecular.

Devem ser tomadas todas as precaucdes e ser prestada a mdxima atencdo ao
manusear os produtos.

Recomendamos a todos os utilizadores dos produtos QIAGEN que respeitem as
diretrizes dos institutos nacionais de salude dos EUA (National Institutes of Health,
NIH), elaboradas no dmbito das experiéncias com ADN recombinante, ou outras
diretrizes aplicaveis.

Resumo e explicacdo

As neoplasias mieloproliferativas sGo um conjunto de doencas que representa 39%
das doencas hematolégicas malignas, e sdo caraterizadas pela acumulacdo
cronica de diferentes tipos de células sanguineas maduras na corrente sanguinea,
que podem ser positivas (Ph+) ou negativas (Ph-) para o cromossoma
Philadelphia.

Uma mutacdo somdtica recorrente, V617F, que afeta o gene Janus firosina
quinase 2 (JAK2), foi identificada em 2005 (1-4), o que possibilitou um grande
avango na compreensdo, classificacdo e diagndstico da NMP. Da totalidade dos
doentes com NMP e com Ph-, a mutacdo JAK2 V617F é detetada em >95% dos
doentes com policitemia vera (PV), 50 a 60% dos doentes com trombocitemia
essencial (TE) e em 50% dos doentes com mielofibrose primdria (MFP). Além disso, 5
a 10% dos doentes com TE e MFP apresentam mutagcdes com ganho de funcdo
no gene recetor da frombopoietina (MPL). Ainda ndo foi identificado nenhum
marcador molecular especifico nos restantes 30 a 45% dos doentes.

Manual do kit ipsogen CALR RGQ PCR 04/2017 5



A descoberta de mutacdes somdticas adquiridas no gene CALR (codificante para
a proteina calreticulina), numa proporcdo significativa de doentes com NMP
e com Ph-, confribuiu para um novo marcador de doenca clonal (5, 6),
permitindo o avanco tanto no diagndstico como no progndstico desses casos,
que antes ndo estavam molecularmente caraterizados. Foram detetadas
insercoes ou delecdes somdticas no exdo 9 do gene CALR e auséncia de
mutacdo em JAK2 na maioria dos doentes com NMP e com Ph-. Um total de 36
"fipos" (Tabela 1), compostos por insercdes, delecdes, substituicdes ou uma
combinagdo dos anteriores, foi inicialmente identificada para o gene CALR. A
maior parte deles causa uma mutacdo de frameshift, onde a mesma grelha de
leitura alternativa origina proteinas CALR mutantes, que partiiham uma nova
sequéncia idéntica de aminodcidos no C-terminal. Sugeriu-se que esta mutacdo
de frameshift poderia alterar alocalizacdo celular das diferentes proteinas
mutantes, bem como afetar a funcdo de ligagcdo ao Ca?* dos seus dominios C-
terminal.

Os mecanismos patolégicos exatos ndo foram ainda completamente
esclarecidos, mas estudos in vifro demonstram que a sobre expressdo da delecdo
mais frequente do gene CALR (mutacdo do Tipo 1, ver Tabela 1) origina
crescimento celular independente das citocinas (5).

Tabela 1. Lista de mutagdes do gene CALR do Tipo 1ao Tipo 36

Tipo COSMIC ID* Frequéncia Notacdo do ADNc mutante para
(%)' CALR

1 COSM1738055 53 c.1092_1143del

2 COSM1738056 31,7 C.1154_1155insTIGTC

3 COSM1738150 1.7 c.1095_1140del

4 COSM1738151 1 c.1102_1135del

5 COSM1738057 0.7 c.1091_1142del

6 COSM1738152 0.7 c.1094_113%del

7 COSM1738343 0.7 c.1102_1153del

8 COSM1738153 0.7 c.1104_1137del

9 COSM1738154 0.7 c.1140del
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Tipo COSMIC ID* Frequéncia Notacdo do ADNc mutante para
(%)' CALR

10 COSM1738155 0.7 C.1154delinsTGTGTC

11 NI;T 0.3 [c.1092G>C;1095_1140del]
COSM1738150

12 COSM1738359 0.3 c.1098_1131del

13 COSM1738339 0.3 €.1100_1134delinsA

14 COSM1738368 0.3 c.1101_1134del

15 COSM1738151; 0.3 [c.1102_1135del;1145C>C]
NI

16 COSM1738157 0.3 c.1102_1137delinsCA

17 COSM1738153; 0.3 [c.1104_1137del;1148A>T]
NI

18 COSM1738158 0.3 c.1104_1155del

19 COSM1738349 0.3 c.1110_1140del

20 COSM1738159 0.3 c.1118_113édel

21 COSM1738160 0.3 c.1118_1145delinsCGTTTA

22 COSM1738328 0.3 c.1120_1123del

23 COSM1738344 0.3 c.1120_1131delinsTGCGT

24 COSM1738345 0.3 c.1120_1138del

25 COSM1738346 0.3 c.1122_1141delinsA

26 COSM1738350 0.3 c.1122del

27 COSM1738351 0.3 c.1123_1125delinsTGTTT

28 COSM1738329 0.3 c.1131_1152del

29 COSM1738352 0.3 c.1135_1152delins

CCTCCICTITIGTCT
30 COSM1738353 0.3 c.1137_1154delins
CCAICCTIGTC
31 NIt 0.3 [c.1T15TA>G;1154_1155InsTTGTC]
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Tipo COSMIC ID* Frequéncia Notacdo do ADNc mutante para
(%)' CALR
COSM1738056
32 COSM1738330 0.3 C.1153_1154delinsTGTC
33 COSM1738355 0.3 C.1154_1155InsATGTC
34 COSM1738331 0.3 c.1154_delinsCTIGTC
35 COSM1738356 0.3 €.1154delinsTITGTC
36 COSM1738332 0.3 C.1155_1156insTGTCG

* |dentificadores do COSMIC v72 (cancer.sanger.ac.uk/cosmic/).
t Frequéncias de Klampfl et al (2013) (5).
t NI: Evento de mutacdo ndo identificado no COSMIC.

Tradicionalmente, o diagnéstico de NMP baseava-se em critérios clinicos, de
histologia da medula &ssea e citogenéticos. A descoberta de um marcador
molecular especifico para a doenca resultou na simplificacdo do processo
e numa maior exatiddo do diagndstico. Compreender as bases moleculares da TE
e da MFP em doentes sem mutacdes nos genes JAK2 e MPL tem sido o principal
objetivo na drea das NMP. Deste modo, a descoberta de mutacdes no gene
CALR revelou-se como um marcador molecular adicional para o diagndstico
e progndstico de doentes com NMP e com Ph-. A detecdo da mutacdo CALR faz
agora parte dos critérios de referéncia de 2016 da Organizagcdo Mundial de
Saude (OMS) para o diagndstico de NMP (Tabela 2), e a presenca desta mutagdo
€ um critério essencial para a confirmagdo do diagndstico.
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Tabela 2. Critérios da OMS para o diagnéstico de NMP (adaptado a partir da
referéncia 7)

Critérios da OMS para um diagnoéstico de trombocitemia essencial
Critérios principais:
1. Contagem de plaquetas = 450 x 109/L.

2. Bidpsia da medula éssea revela proliferacdo, principalmente da linhagem
dos megacariécitos, com aumento do nUmero de megacaridcitos
maduros aumentados com nucleos hiperlobulados. Sem aumento
significativo ou com desvio para a esquerda na granulopoiese de
neutréfilos ou eritrécitos e, muito raramente, um pequeno aumento das
fibras de reticulina.

3. Incumprimento dos critérios da OMS para BCR-ABLT+ LMC*, PV, MFP,
sindromes mielodispldsicos (SMD) ou outras neoplasias mieldides.

4. FI 3T Ig,u ulc IIIU;U\S,CIU o UUI 1< J‘I"‘\l‘\z, \_,l"‘\l‘_R Uu PL.
Critério secunddrio:

Presenca de um marcador clonal ou auséncia de evidéncias de
frombocitose reativa

Critérios da OMS para um diagndstico de mielofibrose primaria
Critérios principais:
1. Presenca de proliferacdo de megacariocitos e atipia, acompanhadas por fibrose

de reticulina e/ou colagénio.

2. Incumprimento dos critérios da OMS para TE, PV, BCR-ABL1+ LMC, SMD ou
outras neoplasias mieldides.

3. Presenca de mutacao no gene JAK2, CALR ou MPL ou, na auséncia destas
mutagoes, presenca de outro marcador clonal ou auséncia de mielofibrose
reativa.

Critérios secundarios:

Presenca de, pelo menos, um dos seguintes, confirmado através de duas
determinacgdes consecutivas:

a) Anemia, nao atribuida a condicdo de comorbidade
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b) Leucocitose >11 x 10%/L
c) Esplenomegalia palpavel

d) LDH* aumentada acima do limite superior normal do intervalo de referéncia
institucional

e) Leucoeritroblastose

Critérios da OMS para policitemia vera
Critérios principais:
1. Hemoglobina (Hgb) >16,5 g/dl nos homens, Hgb >16,0 g/dl nas mulheres;

ou Hematdcrito (Hct) >49% nos homens, Hct >48% nas mulheres; ou massa
de eritrécitos aumentada.

2. Bidpsia da medula dssea revela hipercelularidade para a idade, com
crescimento de trés linhagens (panmielose), incluindo proliferacdo
proeminente de eritrocitos, granuldcitos e megacaridcitos, com
megacaridcitos maduros e pleomdrficos (mostrando diferencas de
famanhos).

3. Presenca das mutacdes JAK2 V617F ou no exdo 12 do gene JAK2

Critério secunddrio:

Nivel de eritropoietina sérica abaixo do normal

*

LMC: leucemia mieloide crénica; LDH: lactatodesidrogenase.

A detecdo de mutacdes no gene CALR em ADNg extraido de células sanguineas
periféricas é utilizada atualmente como ferramenta de diagnéstico, tal com
acontece com a detecdo de mutacdes no gene JAK2, o que veio simplificar
e melhorar a exatiddo do diagndstico de doentes com NMP. Os testes para CALR
e JAK2 (kit ipsogen CALR RGQ PCR e kit ipsogen JAK2 RGQ PCR) foram validados
utilizando os mesmos métodos de extracdo de ADNg, pelo que a mesma amostra
pode ser testada utilizando os dois kits de gPCR diferentes.
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Principio do procedimento

O kit ipsogen CALR RGQ PCR éum teste de PCR em tempo real. O kit utiliza
técnicas de PCR quantitativo em tempo real (gPCR) para realizar a detecdo
qualitativa de mutacdes somdaticas na regido ¢.1091_1162 (notacdo do ADNc) do
exdo 9 do gene CALR (NUmero de Acesso GenBank® CR457070) (5, 6), e também
permite a identificacdo das duas principais mutacdes do gene CALR (Tipo 1 e Tipo
2).

O kit contém os reagentes necessdrios para realizacdo de sete reacdes diferentes
de amplificacdo por PCR na mesma execucdo, para aidentificacdo das
mutacdes do gene CALR do Tipo 1 eTipo 2, bem como a dete¢cdo de variantes
adicionais minor (listadas em "Caracteristicas de Desempenho/Especificidade”, na
pdagina 78) provenientes de ADN gendmico exiraido de sangue totfal periférico
humano. O tempo de resposta para a execucdo de todas as tarefas, desde
a extracdo de ADNg (afravés de extracdo manual ou automdtica), até a andlise
dos dados, é inferior a um dia de expediente.

A utilizacdo de PCR em tempo real permite adetecdo precisa de uma
sequéncia-alvo de ADN na fase exponencial do processo de amplificacdo. Os
dados de PCR em tempo real podem ser rapidamente obtidos, sem necessidade
de processamento apds areacdo, através de detecdo em tempo real de sinais
de fluorescéncia durante os ciclos de PCR. Atualmente, estdo disponiveis trés tipos
principais de técnicas de gPCR: andlise de gPCR utilizando o corante SYBR®
Green |, andlise de gPCR utilizando sondas de hidrdlise e andlise de gPCR
utilizando sondas de hibridacdo.

Este ensaio explora o principio de hidrdélise de oligonucleétido de gPCR. Durante
a PCR, os primers diretos e inversos hibridam-se com uma sequéncia especifica.
Estd contido na mesma mistura outro oligonucledtido ligado ao corante. Esta
sonda, constituida por um oligonucledétido marcado com um corante repdrter (F)
em 5’ e por um quencher (Q) isento de corante em 3’ a jusante, hibrida com uma
sequéncia-alvo no produto de PCR. A andlise de gPCR, utilizando sondas de
hidrdlise, explora a atividade 5'—»3' da exonuclease da Thermus aquaticus (Taq)
ADN polimerase. Quanto asonda estd intacta, a proximidade entre o corante
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repoérter e o quencher resulta na supressdo da fluorescéncia do reporter,
principalmente por transferéncia de energia do fipo Forster.

Durante a PCR, se o alvo de interesse estiver presente, os primers direto e inverso
hibridam especificamente e flanqueiam a sonda hibridada. A extremidade 3' da
sonda é bloqueada para evitar a extensdo da sonda durante a PCR (Figura 1). Na
fase de polimerizagdo, a atividade 5'—»3’ da exonuclease da ADN polimerase faz
aclivagem da sonda, promovendo alibertacdo do corante quencher
e a emissdo do sinal de fluorescéncia do repdrter. Os fragmentos da sonda sdo,
depois, deslocados do alvo e a polimerizacdo da cadeia continua. Este processo
ocorre em cada ciclo e ndo interfere com aacumulacdo exponencial de
produto (ver Figura 1).

O aumento do sinal de fluorescéncia é detetado apenas se a sequéncia alvo for
complementar aos primers e & sonda e, por conseguinte, for amplificado durante
a PCR.
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Figura 1. Principio das reagées de PCR em tempo real.

Identificacdo das duas principais muta¢des do gene CALR

Para identificar as mutacdes do gene CALR do Tipo 1 e do Tipo 2, € redlizada uma
amplificacdo especifica para alelos através da tecnologia de Sistema de
Mutacdo Refratdrio de Alelos (Allele Refractory Mutation System, ARMS), que
explora a hibridacdo especifica dos primers auma sequéncia complementar
e acapacidade que aADN polimerase tem de  distinguir enfre
complementaridade e ndo-complementaridade na extremidade 3' de um primer
de PCR.

Quando se consegue uma complementaridade total com o primer de PCR,
a amplificagdo prossegue com total eficdcia. Quando abase em 3' ndo
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apresenta complementaridade, ocorre apenas uma amplificacdo de fundo de
baixo nivel (Figura 2).

p D

W { = —> | Baixa
T = . T
TIPO 1/TIPO 2 e — =
Q F O
Exemplo TIPO @ < —> |Baixa

A ° 4
Figura 2. Identificacdo das mutag¢des do gene CALR do Tipo 1 e do Tipo 2 através de PCR
utilizando ARMS. WT: tipo selvagem; Q — F: BHQ® — FAM™ sonda de corante
duplo;

5 primer direto (laranja) e primer inverso (preto).

Detecao de variantes minor das muta¢des de CALR

Para a detecdo das variantes minor das mutacdes de CALR, os primers e as
sondas sdo combinados nas misturas de reacdo com um oligonucledtido
adicional blogueado em 3', pela presenca de um grupo fosfato (o chamado
oligonucledétido CLAMP). O oligonucledtido CLAMP ¢é especifico de uma
sequéncia-alvo do tipo selvagem e, quando ocorre hibridacdo, inibe
o alongamento do produto de PCR (PCR com fixacdo, ou PCR clamping).
Quando o modelo de PCR contém asequéncia do ftipo selvagem, o CLAMP
hibrida numa regido anterior & do primer de PCR e impede total ou parciaimente
a extensdo pela ADN polimerase. Quando hd presenca de uma sequéncia-alvo
do fipo mutante, nGo ocorre hibridacdo ou esta é fraca por parte do CLAMP,
o primer de PCR liga-se e a amplificacdo continua (Figura 3).
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MUTANTE - - = | Amplificaca
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Figura 3. Detecdo de mutagdes minor de CALR. WT: tipo selvagem;
Q — F: BHQ — FAM sonda de corante-duplo; & primer direto (verde) e primer
inverso (preto); —a: Oligonucledtido 3'-fosfato (oligonucledtido CLAMP; amarelo).

She
)

MUTANTE"

Controlo interno de amplificacdo (internal amplification control, IAC) em todas as
misturas de reacao

Para validar e confrolar areacdo de gPCR na presenca de um modelo de ADN
gendmico (ADNg) humano, cada mistura de reacdo para CALR inclui primers
e sonda para detecdo de sequéncias exdgenas do gene humano ABLI. Esta
sequéncia de controlo é amplificada numa reacdo de PCR multiplex para todo
o ADN mutante para CALR edo ftipo-selvagem, sendo marcada com
hexaclorofluoresceina (HEX™) para poder ser distinguida das marcacdes com
amidita de fluoresceina (FAM) presentes nos produtos de amplificacdo das
reacdes de genes mutantes. Em ambas as sondas, o quencher € o Black Hole
Quencher® (BHQ-1).
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Matteriais Fornecidos

Conteudo do kit

ipsogen CALR RGQ PCR Kit (24)

Numero de catalogo 674023

Numero de rea¢des 24

Cor Identificacdo Volume

Amarelo CALR Reaction Mix Type 1 (Mistura de 850 pl
reacdo para CALR do Tipo 1)

Amarelo CALR Reaction Mix Type 2 (Mistura de 850 pl
reacdo para CALR do Tipo 2)

Roxo CALR Reaction Mix CLAMP 1 (Mistura de 850 pl
reacdo para CALR com CLAMP 1)

Roxo CALR Reaction Mix CLAMP 2 (Mistura de 850 pl
reacdo para CALR com CLAMP 2)

Roxo CALR Reaction Mix CLAMP 3 (Mistura de 850 pl
reacdo para CALR com CLAMP 3)

Roxo CALR Reaction Mix CLAMP 4 (Mistura de 850 pl
reacdo para CALR com CLAMP 4)

Roxo CALR Reaction Mix CLAMP 5 (Mistura de 850 pl
reacdo para CALR com CLAMP 5)

Verde CALR Wild-Type Control (Controlo de tipo 145 pl
selvagem CALR)

Vermelho CALR Mutant Control (Controlo mutante 145 pl
CALR)

Verde- Tag DNA Polymerase (Tag ADN polimerase) 85 ul

menta
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ipsogen CALR RGQ PCR Kit

Branco TE Buffer (Tampdo TE)

(24)
1,9 ml
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Quando trabalhar com substéncias quimicas, use sempre uma bata de
laboratério adequada, luvas descartdveis e 6culos de protecdo. Para mais
informacdes, consulte as fichas de dados de seguranca (safety data sheets, SDS)
apropriadas, disponiveis no fornecedor do produto.

Certifique-se de que os equipamentos foram verificados e calibrados de acordo
com as recomendacodes do fabricante.

Pipetas exclusivas para PCR (ajustéveis) (1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 i)

E recomendado um ndmero minimo de dois conjuntos de pipetas, um para
preparacdo e distribuicdo das misturas de reacdo de PCR e outro para
manuseamento de ADN, inclusive infroducdo do modelo de PCR.

e Pontas de pipetas de PCR isentas de nuclease, resistentes a aerossdis, estéreis
e com filtros hidrofébicos

® Tubos de PCR de 1,5 ml ou 2,0 mlisentos de nuclease
e |uvas descartdveis
e Agitador de vortex

® Espectrofotdmetro

Equipamento adicional e materiais para extracdo manual de ADN

e QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (Kit QIAamp® DSP DNA Blood Mini) (n.°
cat. 61104)

e Etanol (96-100%)
Nota: ndo utilize dlcool desnaturado, pois este contém outras substancias,

como metanol ou metiletilcetona.

® Bloco de aquecimento para lise de amostras a 56 °C
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e Centrifuga de bancada com rotor de tubos de reacdo de 0,5 ml/1,5 mi/2,0 ml
(capaz de atingir 13000 a 14 000 rpm)

Equipamento adicional e materiais para extracdo automatica de ADN

e QIAsymphony® SP instrument (Equipamento QlIAsymphony® SP) (n.°
cat. 9001297), versdo de software 4.0 ou superior, acessérios fornecidos,
incluindo o protocolo Blood_200_V7_DSP

e Tube Insert 3b (Infrodutor de tubo 3b) (n.° cat. 9242083)
e Kit QIAsymphony DSP DNA Mini (n.° cat. 937236)

e Sample Prep Cartridges (Cartuchos de preparacdo de amostras), 8 pocos
(n.° cat. 997002)

® 8-Rod Covers (Tampas de 8 hastes) (n.° cat. 997004)

e Filter-Tips (Pontas com filtros), 1500 pl (n.° cat. 997024)

e Filter-Tips (Pontas com filtros), 200 ul (n.° cat. 990332)

e Flution Microtubes CL (Microtubos de eluicdo CL) (n.° cat. 19588)

e Tip disposal bags (Sacos de eliminacdo de pontas) (n.° cat. 2013395)

® Micro tubes 2.0 ml Type H (Microtubos de 2,0 ml tipo H) (Sarstedt®, n.°
cat. 72.694)

Equipamentos adicionais e materiais para PCR no Rotor Gene Q MDx

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (n.° cat. 9002032) e acessoérios fornecidos
e Software Rotor-Gene AssayManagere versdo 2.1.x (onde x = 0 ou superior)

e Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in, versdo 1.0.x (onde x =0 ou
superior)

e Perfil de ensaio CALR ipsogen_CALR_blood_CE versdo 1.0.x (onde x = 2 ou
superior)

e Loading Block (Bloco de carregamento) para 72 tubos x 0,1 ml (n.°
cat. 9018901)

® 72-Well Rotor (Rotor de 72 pogos) (n.° cat. 2018203)
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e Adaptor Locking Ring 72-Well Rotor (Anel de bloqueio adaptador do rotor de
72 pocos) (n.° cat. 9018904)

e Rotor Holder (Suporte do rotor) (n.° cat. 2018908)

e Strip Tubes and Caps (Tubos e tampas de firas), 0,1 ml, para o Rotor-Gene Q
MDx (n.° cat. 981103 ou 981106)

® Gelo (ou um bloco de refrigeracdo)

Adverténcias e precaucoes

Para utilizacdo em diagndstico in vitro

Quando frabalhar com substdncias quimicas, use sempre uma bata de
laboratério adequada, luvas descartdveis e éculos de protecdo. Para obter mais
informacdes, consulte as fichas de dados de seguranca (safety data sheets, SDS)
apropriadas.  Estas estGo  disponiveis online no formato PDF, em
www.giagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar e imprimir as SDS de
cada kit QIAGEN e dos respetivos componentes.

Para obter informacdes de seguranca relativamente aos kits de extracdo QlAamp
DSP DNA Blood Mini (n.° cat. 61104) e QIAsymphony DSP DNA Mini (n.° cat. 937236),
consulte os respetivos manuais. Para informacdes de seguranca relativas aos
equipamentos, consulte o respetivo manual do utilizador.

ADVERTENCIA  Risco de lesGes pessoais
Ndo adicione lixivia nem solucdes dcidas aos residuos
provenientes da preparacdo de amostras.

Os tampdes presentes nos cartuchos de reagentes do kit QIAsymphony DSP DNA
Mini contém sais de guanidina, que podem formar compostos alfamente reativos
quando combinados com lixivia. Em caso de derrame de algum liquido que
contenha os referidos tampdes, limpe com detergentes apropriados para
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utilizacdo em laboratério e dgua. Se oliquido derramado contiver agentes
potencialmente infeciosos, limpe a drea afetada primeiramente com detergente
apropriado para utilizacdo em laboratério e dgua e, depois, com solucdo de
hipoclorito de sédio a 1% (v/v).
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Precaucoes

A utilizacdo de testes de gPCR exige boas prdticas laboratoriais, que incluem
arastreabilidade, o manutencdo do equipamento dedicado & biologia
molecular e a conformidade com os regulamentos aplicdveis e com as normas
relevantes.

Este kit destina-se aser utilizado em diagnéstico invitro. Os reagentes e as
instrucdes fornecidos neste kit foram validados para um desempenho ideal.

Todos os produtos quimicos e materiais bioldgicos sdo potencialmente
perigosos. As amostras sdo potencialmente infeciosas e devem ser fratadas
como materiais de risco bioldgico.

Elimine as amostras e os residuos dos ensaios de acordo com os procedimentos
de seguranca locais.

Os reagentes do kit ipsogen CALR RGQ PCR estdo diluidos numa
concentfracdo otimizada. N&o dilua mais os reagentes, pois o seu desempenho
poderd diminuir.

Na&o utilize volumes de reacdo (mistura de reacdo mais amostra) inferiores
a 25 .

Os procedimentos de controlo de qualidade da QIAGEN utilizam testes
funcionais de libertacdo de kits para cada lote individual de kifs. Por esta
razdo, ndo misture reagentes de lotes diferentes, porque isso pode afetar

o desempenho.

Certifique-se de que, tantfo os ficheiros de perfil de ensaio, como o plug-in
Rotor-Gene AssayManager v2.1 necessdrio, estdo instalados.

Para adverténcias, precaugdes e procedimentos adicionais, consulte

o manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx (Rofor-Gene Q MDx User Manual)
e o manual do utilizador da Rofor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
(Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual).

A alteracdo dos tempos e das temperaturas de incubacdo pode dar origem
a dados erréneos ou discordantes.
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® Prepare fodas as reacdes (mistura de reacdo mais amostra) em gelo ou num
bloco de refrigeracdo.

e NGa&o utilize componentes que estejam fora do prazo de validade ou que
tenham sido armazenados incorretamente.

® As misturas de reacdo podem sofrer alteracdes se forem expostas d luz.
e Tenha o mdximo de cuidado para evitar a contaminacdo das misturas com os

materiais contidos nos reagentes do controlo mutante CALR e do controlo de
tipo selvagem CALR.

e Tenha o mdximo de cuidado para evitar a contaminacdo por transporte dos
produtos de ADN ou PCR, que resulta num sinal falso positivo.

e Tenha o mdximo de cuidado para evitar a contaminacdo por ADNase, que
pode causar a degradacdo do ADN do modelo.

e Utilize pipetas individuais, de uso exclusivo, para preparar as misturas de
reacdo e adicionar modelos.

e Ndo abra o equipamento Rotor-Gene Q MDx enquanto a execucdo ndo estiver
concluida.

e Ndo abra os tubos do Rotor-Gene Q MDx depois de a execugdo estar
concluida. Elimine os tubos de acordo com os procedimentos de seguranga
locais.

e E necessdrio ter cuidado para garantir testes de amostras corretos, com énfase
na entrada de amostra errénea, erro de carregamento e erro de pipetagem.

e Certifique-se de que as amostras sdo manuseadas de forma sistemdtica, para
assegurar a identificacdo correta.

Portanto, recomendamos o seguinte:

e Utilize material de laboratério isento de nuclease (p. ex., pipetas, pontas de
pipetas, frascos-ampola de reacdo) e luvas, durante a realizagcdo do ensaio.

e Utilize pontas de pipetas novas e resistentes a aerossdis em todas as fases de
pipetagem, para evitar a contaminagdo cruzada das amostras e dos
reagentes.
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® Prepare a mistura principal de pré-PCR com material dedicado (pipetas,
pontas, etc.) numa drea dedicada, onde ndo sejam introduzidas nenhumas
matrizes de ADN (ADN, plasmideos ou produtos de PCR). Nessa mesma dreaq,
deve adicionar o tampdo BE a tubos NTC e depois deve fechd-los. Num local
diferente, adicione as amostras que vao ser testadas, o controlo mutante CALR
e o controlo de tipo selvagem CALR, utilizando o material adequado (pipetas,
pontas de pipeta, etc.).
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Armazenamento e manuseamento de
reagentes

O kit ipsogen CALR RGQ PCR é expedido em gelo seco. Se qualquer componente
do kit ipsogen CALR RGQ PCR ndo chegar ao destino no estado congelado, se
a embalagem exterior tiver sido aberta durante o transporte, ou se a remessa ndo
contfiver uma nota de embalagem ou os reagentes, contacte a Assisténcia
Técnica da QIAGEN ou os distribuidores locais (consulte em www.qgiagen.com).

O kit ipsogen CALR RGQ PCR deverd ser armazenado imediatamente apds ser
recebido, auma temperatura enfre -30 e -15°C, num congelador de
temperatura-constante e protegido da luz. Quando armazenado nas condicoes
de armazenamento especificadas, o kit ipsogen CALR RGQ PCR permanecerd
estavel até a data do prazo de validade.

Uma vez abertos, os reagentes podem ser armazenados nas respetivas
embalagens originais entre -30 e-15°C, até adata do prazo de validade
indicada na embalagem. Devem evitar-se descongelamentos e congelamentos
repetidos. Ndo exceda um mMAximo de 5 ciclos de
congelamento/descongelamento.

Para obter informacdes relativas ao armazenamento dos kits de extracdo QIAamp
DSP DNA Blood Mini (n.° cat.61104) ou QlAsymphony DNA DSP Mini (n.°
cat. 937236), consulte os respetivos manuais.

Devem ser observados os prazos de validade e as condicdes de armazenamento
impressos na caixa e nas efiquetas de ftodos os componentes. Ndo utilize
componentes que estejam fora do prazo de validade ou que tenham sido
armazenados incorretamente.
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Armazenamento e manuseamento de
amostras

Sangue tfotal

O kit ipsogen CALR RGQ PCR deve ser utilizado com amostras de ADN gendmico
extraido de amostras de sangue total anticoagulado com 2K-EDTA. O sangue
total poderd ser armazenado da seguinte forma:

e A uma temperatura entre 2 °C e 8 °C, durante um mdximo de 96 horas;
e A uma temperatura entre 15 °C e 25 °C, durante um mdximo de 96 horas;

e Congelado a uma temperatura entre -30 °C e -15 °C, durante um mdximo de
1 més.

Amostras de ADN gendmico

Apds a extracdo, o ADN gendmico poderd ser armazenado a uma temperatura
entre

2°C e8°C durante 1 semana, ou auma temperatura entre -30°C e -15°C
durante um mdximo de 24 meses, diretamente apds a extracdo ou apds diluicdo
em tampdo TE.

Procedimento

Extracdo e preparacdo de ADN gendmico

O kit ipsogen CALR RGQ PCR foi validado em conjunto com o kit QIAamp DSP
DNA Blood Mini (n.° cat. 61104), para extragcdo manual, ou com o equipamento
QIAsymphony SP em conjunto com okit QIAsymphony DSP DNA Mini (n.°
cat. 937236), para extracdo automdtica.
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Certifique-se de que os reagentes para extracdo de ADNg ndo expiraram e foram
fransportados e armazenados sob as condicdes corretas.

Extracdo manual de ADNg, utilizando o kit QIAamp DSP DNA Blood Mini

A extracdo manual de ADNg deve ser efetuada com o kit QlAamp DSP DNA
Blood Mini (n.°cat. 61104), de acordo com o manual do kit QIAamp DSP DNA
Blood Mini (QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit Handbook) correspondente.

O que fazer antes de iniciar o procedimento

e Coloque as amostras de sangue a temperatura ambiente (15 a 25 °C)
e certifique-se de que estdo bem homogeneizadas.

® Prepare o tampdo de lise

Se ocorrer formag¢do de precipitado no tampdo de lise (AL), dissolva-o
mediante incubacdo a 56 °C.

® Prepare a protease QIAGEN

Adicione 1,2 ml de solvente de protease (Protease Solvent, PS) ao frasco de

protease liofilizada QIAGEN (QIAGEN Protease, QP) e misture com cuidado.

Para evitar a formacdo de espuma, misture invertendo o frasco vdarias vezes.
Certifique-se de que a QP se enconfra totalmente dissolvida.

Nota: apds dissolucdo no PS, a QP permanece estdvel durante um mdximo de
2 meses, quando armazenada a uma temperatura entfre 2 e 8 °C. Para
prolongar a vida da protease, aconselha-se o armazenamento a -20 °C, mas
devem evitar-se os descongelamentos e congelamentos repetidos. Por este
motivo, recomenda-se o armazenamento de aliquotas de QP.

e Prepare o tampdo de lavagem 1

Utilizando uma proveta graduada, adicione 25 ml de etanol (?6-100%) ao
frasco que contém 19 ml de tampdo de lavagem 1 (AW1) concentrado.
Armazene o tampdo reconstituido AWT1 & temperatura ambiente (15-25 °C).
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Nota: misture sempre o tampdo de lavagem 1 (AW1) reconstituido invertendo
o frasco vdrias vezes, antes de iniciar o procedimento.

Prepare do tampdo de lavagem 2

Utilizando uma proveta graduada, adicione 30 ml de etanol (96-100%) ao
frasco que contém 13 ml de tampdo de lavagem 2 (AW2) concentrado.
Armazene o tampdo reconstituido AW2 & temperatura ambiente (15-25 °C).
Nota: misture sempre o tampdo de lavagem 2 (AW2) reconstituido invertendo
o frasco vdrias vezes, antes de iniciar o procedimento.

Prepare o tampdo de eluicdo

E fornecido um frasco de tampédo de eluicdo (AE) com o kit. Para evitar

a confaminacdo do AE, recomendamos vivamente a utilizacdo de pontas de
pipeta com barreira para aerossdis na pipetagem do AE a partir do frasco,

e a colocag¢do da tampa no frasco logo a seguir.

Cologue o tampdo AE & temperatura ambiente (15 a 25 °C).

Pré-aqueca o bloco de aquecimento a 56 °C, para utilizacdo posterior no
passo 4.

Procedimento

1.

Pipete 20 ul de protease QP para um fubo de lise (LT).

Nota: verifique o prazo de validade da protease reconstituida antes da
respetiva utilizacdo.

Adicione 200 ul de amostra de sangue ao fubo de lise.

Adicione 200 ul de tfampdo de lise (AL) ao tubo de lise, feche a tampa, misture
no vortex durante 15 segundos e centrifugue brevemente.

Nota: para garantir uma lise eficaz, € fundamental que a amostra e o tampdo
AL figuem bem misturados para obter uma solucdo homogénea.
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Nota: tendo em conta que o tampdo AL apresenta elevada viscosidade,
certifique-se de que adiciona o volume correto de AL, pipetando
cuidadosamente e utilizando uma pipeta adequada.

Importante: ndo adicione a QP diretamente ao tampdo AL.

Incube a uma temperatura de 56 °C (x1 °C) durante 10 minutos (1 minuto).
Centrifugue o tubo de lise durante cerca de 5 segundos a toda a velocidade,
para remover gotas do interior da tfampa.

Adicione 200 ul de etanol (96 a 100%) ao tubo de lise, feche a tampa e misture
no vortex durante 215 segundos.

Centrifugue o tubo de lise durante 25 segundos a toda a velocidade, para
remover quaisquer gotas de liquido do interior da tampa.

Apligue cuidadosamente tfodo o lisado obtido no passo 7 na coluna de
centrifugacdo QIAamp Mini, sem molhar as bordas. Evite tocar com a ponta
da pipeta na membrana da coluna de cenfrifugacdo QIAamp Mini.

Nota: se estiver a processar varias amostras, abra apenas um tubo de lise de

cada vez.

. Feche a tampa da coluna de centrifugacdo QIAamp Mini e centrifugue

a aproximadamente 6000 x g (8000 rom) durante 1 minuto.

.Cologue a coluna de centrifugacdo QIAamp Mini num tubo de lavagem

(Wash Tube, WT) limpo e elimine o fubo que contém o filtfrado.

Nota: se o lisado ndo tiver passado completamente através da membrana
depois da centrifugacdo a 6000 x g (8000 rom), centrifugue novamente a toda
a velocidade (até 20 800 x g) durante 1 minuto.

Nota: se o lisado continuar a ndo passar pela membrana durante

a centrifugacdo, elimine a amostra e repita o isolamento e a purificacdo com
uma nova amostra.
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11. Abra com cuidado a coluna de centrifugagcdo QIAamp Mini e adicione 500
de tampdo AW1, sem molhar as bordas. Evite tocar com a ponta da pipeta na
membrana da coluna de centrifugacdo QIAamp Mini.

12.Feche a tampa da coluna de cenfrifuga¢cdo QIAamp Mini e centrifugue
a aproximadamente
6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto.

13. Coloque a coluna de centrifugacdo QIAamp Mini num tubo de lavagem limpo
e elimine o tubo que contém o filtfrado.

14. Abra com cuidado a coluna de cenfrifugagcdo QIAamp Mini e adicione 500 ul
de tampdo AW2, sem molhar as bordas. Evite tocar com a ponta da pipeta na
membrana da coluna de cenfrifugacdo QIAamp Mini.

15.Feche a tampa da coluna de centrifugacdo QIAamp Mini e centrifugue
a toda a velocidade (aproximadamente 20 000 x g ou 14 000 rpm) durante 1
minuto.

16. Coloque a coluna de centrifugacdo QIAamp Mini num tubo de lavagem
limpo, e elimine o tubo que contém o filfrado.

17. Centrifugue a toda a velocidade (aproximadamente a 20 000 x g ou 14 000

rom) durante 3 minutos, para secar a membrana completamente.

18. Coloque a coluna de centrifugacdo QIAamp Mini num tubo de eluicdo (Elution
Tube, ET) limpo e elimine o tubo de lavagem que contém o filtrado.

19. Abra com cuidado a tampa da coluna de centrifugacdo QIAamp Mini
e aplique 50 a 200 ul de tfampdo AE no centro da membrana.
Nota: volumes mais baixos de eluicdo aumentam significativamente
a concentracdo final de ADN no eluido, reduzindo, no entanto, o rendimento
da extracdo de ADN.

20.Feche a tampa e incube & temperatura ambiente (15-25 °C) durante 1
minuto.

21.Cenftrifugue a aproximadamente 6000 x g (8000 rom) durante 1 minuto para
eluir o ADN.
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22. Armazene o ADNg nas condicoes corretas.

23. Elimine os tubos de amostra e as placas utilizados, bem como os residuos, de
acordo com os regulamentos de seguranca locais.
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Extracdo automatizada de ADNg utilizando o kit QIAsymphony DSP DNA
Mini

A extracdo automatizada de ADNg deve ser efetuada com o equipamento
QIAsymphony SP, em conjunfo com okit QlAsymphony DSP DNA Mini (n.°
cat. 937236). Siga as instrucdes do manual do kit QIAsymphony DSP DNA
(QIAsymphony DSP DNA Kit Handbook). No QlAsymphony, selecione o protocolo
Blood_200 V7_DSP.

Nota: as seguintes caracteristicas do protocolo sdo especificas da extracdo de
ADNg de sangue total para andlise com o kit ipsogen CALR RGQ PCR:

e Transfira 300 yl de sangue total para um microtubo (2,0 ml, tipo H, Sarstedt,
n.° cat. 72.694).

e Para o protocolo de sangue total, o volume de eluicdo e a posicdo de saida sdo
100 pl.

Pontos importantes a ter em consideragao antes do inicio do procedimento

e O volume de sangue total a extrair € 200 pl (mais 100 pl de volume morto).

e Certifique-se de que o utilizador estd familiarizado com o modo de
funcionamento do QIAsymphony SP. Consulte os manuais do ufilizador do
QlAsymphony SP que acompanham o equipamento, para obter as instrucdes
de funcionamento.

e A manutencdo opcional ndo é obrigatéria para o funcionamento do
equipamento, mas é altamente recomendada para reduzir o risco de
contaminacdo.

e Antes de utilizar um cartucho de reagentes pela primeira vez, verifique se os
tfampdes QSL1 e QSB1 ndo contém um precipitado.
Se for necessdrio, remova os depdsitos que contém os tampdes QSLT e QSB1
do carfucho de reagentes e incube durante 30 minutos a 37 °C, agitando de
vez em quando, para dissolver o precipitado. Certifique-se de que coloca os
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depdsitos nas posicdes corretas.

Se o cartucho de reagentes j& estiver furado, deve certificar-se de que os
depdsitos estdo selados com tiras de vedante reutilizGveis e incubar todo
o cartucho de reagentes durante 30 minutos a 37 °C, agitando de vez em
quando em banho-maria.

Evite a agitacdo vigorosa do cartucho de reagentes (RC), pois, se o fizer,

poderd formar-se espuma, que pode dar origem a problemas de detecdo do
nivel de liquido.

O que fazer antes de iniciar o procedimento

Antes de iniciar o procedimento, certifique-se de que as particulas magnéticas
estdo completamente ressuspensas.

Antes da primeira utilizacdo, agite vigorosamente no vértex o depdsito que
contém as particulas magnéticas durante, pelo menos, 3 minutos.

Certifigue-se de que a tampa de perfuracdo estd colocada no cartucho de
reagentes e de que a tampa do depdsito de particulas magnéticas foi
removida ou, se estiver a utilizar um cartucho de reagentes parcialmente
utilizado, certifique-se de que as tiras de vedante reutilizGveis foram removidas.

Certifique-se de que abre os tubos de enzimas.

Caso as amostras tenham cddigos de barras, oriente as amostras no porta-
tubos de forma a que os cédigos de barras fiquem virados para o leitor de
cddigos de barras, no lado esquerdo do QIAsymphony SP.

Procedimento

1.
2.

Feche todas as gavetas e a campdanula.

Ligue o QlAsymphony SP e aguarde até o ecrd Sample Preparation (preparacdo
da amostra) aparecer e o procedimento de inicializacdo ser concluido.

O interruptor de alimentacdo fica situado no canto inferior esquerdo do
QIAsymphony SP.
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Inicie sessdo no equipamento.

Selecione o protocolo a executar.
Para amostras de sangue total, selecione o botdo Select All (selecionar tudo),
escolha DNA Blood (sangue ADN) e depois Blood_200_V7_DSP.

Certifique-se de que a gaveta "Waste" (residuos) foi devidamente preparada.
Efetue uma inventariacdo da gaveta "Waste", incluindo o coletor de pontas e
o recipiente de residuos liquidos. Substitua o saco de eliminacdo de pontas, se
necessdrio.

Cologue o suporte de eluicdo necessdrio na gaveta "Eluate” (eluido).
N&o cologue uma placa de 96 pocos na "Elution slot 4" (ranhura de eluicdo 4).

Utilize a "Elution slot 1" (ranhura de eluicdo 1) apenas com o adaptador de
arrefecimento correspondente.

Quando utilizar uma placa de 96 pocos, assegure-se de que estd na
orientacdo correta, uma vez que a colocacdo incorreta pode provocar uma
mistura de amostras na andlise a jusante.

Coloque os cartuchos de reagentes e consumiveis necessdrios na gaveta
"Reagents and Consumables” (reagentes e consumiveis).

Nota: assegure-se de que as pontas das pipetas estdo fixadas corretfamente na
gaveta.

Efetfue uma inventariacdo da gaveta "Reagents and Consumables".

Transfira 300 ul da amostra de sangue total a extrair para um microfubo (2,0 ml,
fipo H) e coloque-o no adaptador 3B de 2 ml, no transportador de tubos de

ensaio.
Cologue os tubos de amostras na gaveta "Sample” (amostra).

10. Utilizando o ecrda tdctil, introduza as informacdes necessdrias para cada lote

de amostras a ser processado:
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e Informacdes da amostra: Altere o formato pré-definido dos tubos,
selecionando Select All e Sarstedt reference 72.694 (referéncia Sarstedt
72.694) na folha Tube Insert (insercdo de tubos).

® Confirme o protocolo selecionado: Blood_200_V7_DSP.

e Volume de eluicdo e posicdo de saida: No protocolo para sangue total,
selecione 100 pl.

Nota: assim que as informacdes sobre o lote forem inseridas, o estado altera-se
de LOADED (carregado) para QUEUED (em espera). Assim que o lote
é colocado em espera, o botdo Run (executar) aparece.

11.Inicie a execucdo pressionando o botdo Run.

12.Leia e confirme a mensagem que aparece.

Nota: recomendamos que o utilizador aguarde junto do equipamento até este ter
executado adetecdo do nivel de liguido dos tubos de controlo interno, e
o estado do transportador do QIAsymphony SP ter sido alterado para RUNNING
(em execucdo).

Nota: ndo efetue pausas nem pare aexecucdo durante o processamento (a
Menos que OCcoIra uma emergéncia), pois isso faz com que as amostras sejam
assinaladas como "unclear" (ambiguas).

Nota: é possivel carregar continuamente amostras e adiciond-las a esta execugdo
(até que os reagentes estejam carregados). Prima o botdo Run para dar inicio ao
procedimento de purificacdo.

13.No final da execucdo do protocolo, o estado do lote muda de RUNNING (em
execucdo) para COMPLETED (concluido). Retire o suporte de eluicdo que
contém os acidos nucleicos purificados da gaveta "Eluate”.
Recomendamos a remocdo da placa de eluicdo da gaveta "Eluate”

imediatamente apds a conclusdo da execucdo. Dependendo da
temperatura e da humidade, as placas de eluicdo deixadas no
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15.

16.

17.

18.

QlAsymphony SP apds a conclusdo da execucdo podem ficar expostas
a condensacdo ou evaporacdo.

.Exporte o ficheiro do resultado do QIAsymphony SP: este relatdério é gerado

para cada placa de eluicdo.

14a. Insira o dispositivo de armazenamento de dados USB numa das portas USB,
na parte da frente de QIAsymphony SP.

14b. Clique no botdo Tools (ferramentas).
14c. Selecione File Transfer (transferéncia de ficheiros).

14d. No separador In-/Output Files (ficheiros de entrada/saidal), selecione
Results Files (ficheiros de resultados) e clique em Transfer (fransferir).

Mantenha o nome do ficheiro exportado no seguinte formato:
aaaa-mm-dd hh:mm:ss_Elution rack ID.
Verifiqgue a coluna Validity of result (validade do resultado) para cada amostra
no ficheiro de resultados QlAsymphony SP.
e FEstados vdlido e ambiguo: prossiga para a qualificacdo e quantificacdo de
ADN

e FEstado invdlido: a amostra é rejeitada. Processe novamente o passo de
extracdo

Se um cartucho de reagentes estiver apenas parcialmente utilizado, sele-o
com as tiras de vedante reutilizGveis fornecidas e feche os tubos que contém
protease K com tampas de rosca imediatamente apds o final da execucdo do
protocolo, para evitar a evaporacdo.

Elimine os tubos de amostra e as placas utilizados, bem como os residuos, de
acordo com os regulamentos de seguranca locais.

Limpe o QlAsymphony SP.

Siga as instrucdes de manutencdo dos manuais do utilizador do QIAsymphony
SP fornecidos com o equipamento. Assegure-se de que as profecdes das
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pontas sdo regularmente limpas para minimizar o risco de contaminacdo
cruzada.

19.Feche as gavetas do equipamento e desligue o QlAsymphony SP.

Geralmente, as particulas magnéticas ndo passam para os eluidos. Se algum
eluido tiver particulas pretas, as particulas magnéticas poderdo ser removidas da
seguinte forma:

e Aplique o tubo que contém ADN num separador magnético adequado
(por exemplo, QIAGEN 12-Tube Magnet (iman para 12 tubos da QIAGEN), n.°
cat. 36912), até que as particulas magnéticas estejam separadas.

® Se o ADN estiver em microplacas, aplique a microplaca num separador
magnético adequado (por exemplo, QIAGEN 96-Well Magnet Type A (iman
para 96 tubos da QIAGEN do tipo A), n.° cat. 36915), até que as particulas
magnéticas estejam separadas.

® Se ndo estiver disponivel nenhum separador magnético adequado,
centrifugue o tubo que contém o ADN durante 1 minuto a toda a velocidade
numa microcentrifuga, para formar uma esfera com as particulas magnéticas

que restem.
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Quantificacdo e determinacdo da pureza do ADN

Os tampdes de eluicdo utilizados nos kits de extracdo de ADNg contém azida de
sddio como conservante. A azida de sédio absorve aos 260 nm, por isso deve ser
redlizada uma medicGo em branco para calibrar o espectrofotdmetro.
Dependendo do protocolo de extracdo, o tampdo de eluicdo deve ser utilizado
como branco.

® Arazdo Axo/A280 tem de ser 21,7. Razdes inferiores indicam normalmente
contaminacdo com proteinas ou a presenca de quimicos orgénicos, o que
afeta negativamente o passo de PCR.

® A concentracdo de ADN é determinada através da medicdo a 260 nm. As
leituras de absorv@ncia a 260 nm devem situar-se entre 0,1 e 1,0 para serem
precisas.
A absorvé@ncia de 1 unidade a 260 nm corresponde a 50 ug de ADN por ml
(A260 = 1 =50 pg/ml).

Quantidade total de ADN purificado (ng)= concentracdo de ADN
(ng/ul) x volume da amostra (ul).

® Se arazdo de A20/Az2s0 estiver abaixo de 1,7 e/ou se a concentracdo de ADNg
estiver abaixo dos 10 ng/ul, o processamento da amostra ndo deverd
prosseguir.

Normalizacdo de amostras de ADN gendmico

O ADN deve ser diluido para 10 ng/ul no tampdo TE fornecido no kit ipsogen CALR
RGQ PCR.

Areacdo de PCR no Rotor-Gene Q MDx foi otimizada para 50 ng de ADNg
purificado, diluido num volume final de amostra de 5 l.
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Protocolo: gPCR no equipamento Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM*

O kit ipsogen CALR RGQ PCR deve ser executado no equipamento Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM, utilizando Rotor-Gene AssayManager v2.1 para a interpretacdo
automdtica dos resultados. Os par@dmetros dos ciclos estdo bloqueados durante
a execucdo.

Antes de iniciar o protocolo, é conveniente familiarizar-se durante algum tempo
com o equipamento Rotor-Gene Q MDx ecom osoftware Rotor-Gene
AssayManager v2.1. Para mais detalhes, consulte os manuais do utilizador do
equipamento, do Rotor-Gene AssayManager v2.1 e do Gamma Plug-in.

Instalacdo do Gamma Plug-in e importacdo do perfil de ensaio

O Rotor-Gene AssayManager, v2.1, tem de ser instalado no computador ligado ao
Rotor-Gene Q MDx. O software pode ser fransferido a partir de "Operating
Software" (software operativo), no separador "Product Resources' (recursos de
produtos), napdgina do produto Rotor-Gene AssayManager v2.1 em
www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2_1.aspx.

Para mais informacdes sobre ainstalacdo do software principal Rotor-Gene
AssayManager v2.1, consulte o Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application
User Manual. Para mais informagdes sobre software adicional em computadores
em rede, consulte o Guia de referéncia rdpida do Rotor-Gene AssayManager v2.1
(Rotor-Gene AssayManager v2.1 Quick-Start Guide).

Para a interpretacdo automdtica de resultados utilizando o kit ipsogen CALR RGQ
PCR com o Rotor-Gene AssayManager v2.1, é necessdrio instalar o Gamma Plug-in
mais recente no seu Rotor-Gene AssayManager v2.1. Consulte os Product
Resources na pdgina de produto Rotor-Gene AssayManager v2.1 em

* Se aplicdvel, equipamento Rotor-Gene Q 5plex HRM com uma data de fabrico de janeiro de 2010 ou
posterior. A data de fabrico pode ser obtida a partir do nimero de série que se encontra na parte
posterior do equipamento. O nimero de série estd no formato "mmaannn”, em que "mm" indica o més
de producgdo, "aa" indica os Ultimos dois algarismos do ano de producdo e "nnn" indica o identificador
exclusivo do equipamento.
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www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager_v2_l.aspx, para ter acesso
a Ultima versdo do plug-in.

Para obter uma descricdo detalhada da instalacdo do plug-in, consulte a secdo
sobre instalagcdo de plug-ins ("Installing Plug-ins") no manual do utilizador Rotor-
Gene AssayManager v2.1 Core Application (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application User Manual).

O kit ipsogen CALR RGQ PCR necessita também de um perfil de ensaio. Este perfil
de ensaio contém todos os par@metros necessdrios para efetuar os ciclos
eaandlise do ensgio gPCR. O  perfl de ensaio para CALR
(ipsogen_CALR_blood_CE) corresponde aum ficheiro .iap que pode ser
fransferido da pdgina do produto kit ipsogen CALR RGQ PCR, no separador
"Product Resources" debaixo de "Protocol Files" (ficheiros de proftocolo).
€ necessdrio  importar o perfil de ensagio no software Rotor-Gene
AssayManager v2.1.

Para obter informacdes sobre ainstalacdo do Gamma Plug-in e sobre o perfil de
ensaio, consulte o manual do utilizador Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core
Application (Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual) e
o manual do utilizador do Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in (Rotor-
Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual).

1. Transfira o Gamma Plug-in e a Ultima versdo do perfil de ensaio de CALR em
www.giagen.com.

2. Inicie o processo de instalacdo, fazendo duplo clique no ficheiro
RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_0.msi e seguindo as instrucoes
de instalacdo.

Para obter uma descricdo detalhada, consulte a sec¢cdo "Installing Plug-ins" no
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual fornecido.
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Nota: para obter uma seguranca de processos em todo o sistema, devem ser
configuradas para o modo fechado as seguintes definicdes de configuracdo
necessarias:

e Selecione o separador "Settings" (definicdes) no ambiente "Configuration”
(configuracdo).

® No painel de listas de frabalho, debaixo de "Closed mode" (modo fechado),
selecione as caixas referentes a "Material number required" (nUmero de
material necessdrio), "Valid expiry date required” (prazo de validade

necessdrio) e "Lot number required” (nUmero de lote necessdrio).

Este passo sé pode ser realizado por um utilizador com permissdes de
"Administrator" (administrador).

3. Depois dainstalagcdo do Gamma Plug-in, importe o perfil de ensaio de CALR
(ficheiro .iap).
Inicie sessdio no software Rotor-Gene AssayManager v2.1 como utilizador com
direitos de "Administrator" do Rotor-Gene AssayManager v2.1.

Selecione o ambiente "Configuration".
Selecione o separador "Assay Profiles” (perfis de ensaio).

Clique no botdo "Import" (importar).

N oo o

Na caixa de didlogo aberta, selecione o ficheiro ipsogen_CALR_blood_CE no
perfil de ensaio de CALR

8. Clique em Open (abrir). O perfil de ensaio é carregado e adicionado & lista de
perfis de ensaio disponiveis, podendo ser utilizado no ambiente "Setup"
(configuracdo).

Nota: ndo é possivel importar a mesma versdo do perfil de ensaio duas vezes.
Configuracdo do bloco de carregamento e do rotor

Recomendamos o feste de é amostras de ADNg no mesmo ensaio para otimizar
a utilizacdo dos controlos, padrdes e misturas de reacdo.
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Cada mistura de reacdo (CALR DO TIPO 1, CALR DO TIPO 2, CALR com CLAMP 1,
CALR com CLAMP 2, CALR com CLAMP 3, CALR com CLAMP 4 e CALR com
CLAMP 5) é utilizada em 9 reacdes: 6 amostras de ADNg e 3 confrolos externos [1
controlo mutante (Mutant Confrol, MTC) CALR, 1 controlo de tipo selvagem (Wild-
Type Control, WTIC) CALR e 1 confrolo sem modelo (No Template Control, NTC)
(NTC = tampdo TE fornecido com o kit ipsogen CALR RGQ PCR)].

O esquema mostrado nas Figuras 4 e 5 € um exemplo da configuracdo do bloco de
carregamento e do rotfor, para um ensaio ofimizado utilizando o kit ipsogen CALR
RGQ PCR.

A posicdo das misturas de reacdo e dos controlos de CALR estd definida no perfil
de ensaio de CALR, e ndo pode ser alterada. Se as misturas de reacdo/controlos
ndo forem posicionados como indicado em seguida, a andlise automdtica dos
resultados ndo pode ser realizada.

Os nUmeros na Figura 4 representam as posicdes no bloco de carregamento
e indicam a posicdo final no rotor.

Controlo Amostras
(—l—] r L 1
Mﬁc V\fﬁ: NTC/TE S1 S2 S3 S4 S5 Sé6
o - TYPE1 D 1 . s . 1 O s O 3 O a O s O 52 O = O
18 TYPE 2 » z . 10 . 13 wf\_/‘) % () 2 ( ) = w @ = ( e (
g CLAMP1 = 3 . 1 . 18 O z O 35 O a3 O 51 O 59 O 67 O
Blaw: = @ =@ @ >0 =0 «QO =20 « O «QO
g CLAMP 3 :) 5 . 13 . 21 \\_’\ s _) 37 (_/‘ as \’_ 53 /_1 &1 ry/ 6 | _/ﬂ\
E L] . 14 . 22 30 38 a6 54 62 70
L 7 . 15 . 23 31 39 a7 55 63 n
Tubos N s . 16 ."U\j w () 2 () «/ e () s () & () 2 |

A N N S (N N

vazios

Figura 4. Configuracdo do bloco de carregamento para um ensaio com o kit ipsogen
CALR RGQ PCR. TIPO 1: Mistura de reacdo para CALR do TIPO 1; TIPO 2: Mistura de
reagcdo para CALR do TIPO 2; CLAMP 1: Mistura de reacdo para CALR com CLAMP
1; CLAMP 2: Mistura de reacdo para CALR com CLAMP 2; CLAMP 3: Mistura de
reagcdo para CALR com CLAMP 3; CLAMP 4: Mistura de reacdo para CALR com
CLAMP 4; CLAMP 5: Mistura de reacdo para CALR com CLAMP 5; MTC: Conftrolo

42 Manual do kit ipsogen CALR RGQ PCR 04/2017



mutante CALR; WTC: Controlo de fipo selvagem CALR; NTC/TE: Confrolo sem
modelo (TE); S1-Sé: Amostras de ADNg.

9 Pusowy
O
w

Figura 5. Configuracdo do rotor para um ensaio com o kit ipsogen CALR RGQ PCR.
A partir da posicdo 1 MTC: Confrolo mutante CALR; WTC: Confrolo de tipo
selvagem CALR; NTC/TE: Controlo sem modelo (TE); Tipo 1: Mistura de reacdo para
CALR do TIPO 1; Tipo 2: Mistura de reacdo para CALR do TIPO 2; C1: Mistura de
reacdo para CALR com CLAMP 1; C2: Mistura de reacdo para CALR com CLAMP
2; C3: Mistura de reacdo para CALR com CLAMP 3; C4: Mistura de reacdo para
CALR com CLAMP 4; C5: Mistura de reacdo para CALR com CLAMP 5; Amostra 1
a Amostra 6: Amostras de ADNg. Nota: as restantes posicoes devem ser

preenchidas com tubos vazios.
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Criacdo de uma lista de trabalho

As funcionalidades gerais do ambiente "Setup" e de "Creating/Editing a Work List"
(criacdo/alteracdo de uma lista de trabalho) enconfram-se descritas no Rotor-
Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manual.

Nota: a lista de trabalho pode ser guardada. A lista de frabalho pode ser criada
antes do carregamento das amostras no equipamento, ou durante
a configuracdo do ensaio no equipamento.

. Ligue o equipamento Rotor-Gene Q MDx.

2. Abra o software Rotor-Gene AssayManager v2.1 e inicie sesséo como
"Operator" (operador), em modo fechado.

3. Selecione o ambiente "Setup".

4. Clique no botdo "New manual work" (novo trabalho manual) no gestor de listas
de frabalho.

5. Selecione o perfil de ensaio CALR a partir da lista de perfis de ensaio
disponiveis.

6. Clique no botdo "Move" (mover) para transferir o perfil de ensaio selecionado

para a lista "Selected assay profiles” (perfis de ensaio selecionados). O perfil de
ensaio deve aparecer agora na lista "Selected assay profiles”.

7. Introduza o nUmero de amostras (até um mdaximo de 6) no campo
correspondente.

8. Selecione o passo "Kit Information” (informacdes sobre o kit). Utilize o cddigo de
barras do kit, ou infroduza manualmente as seguintes informacdes sobre o kif,
que se encontram na tampa da caixa do kit ipsogen CALR RGQ PCR:

e NUmero de material 1100703
e Prazo de validade vdlido
e NUmero de lote

9. Selecione o passo "Samples" (amostras). E apresentada uma lista com os
detalhes das amostras. A lista representa o esquema pretendido no rotor.
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10.Intfroduza o(s) numero(s) de identificagdo da amostra na lista, assim como
qualquer informacdo opcional sobre a amostra, sob a forma de comentdrio
para cada amostra.

11.Selecione "Properties” (propriedades) e infroduza o nome da lista de trabalho.

12. Ative a caixa de verificagdo "worklist is complete (can be applied)” (lista de
trabalho concluida (pode ser aplicada)).

13. Guarde (Save) a lista de frabalho.

14.Prima o botdo "Print work list" (imprimir a lista de frabalho) para imprimir a lista
de trabalho.
A impressdo da lista de frabalho pode auxiliar na preparacéo e configuracdo
da gPCR. Os detalhes das amostras estdo incluidos como parte da lista de
frabalho.

Configuracdo da gPCR

O que fazer antes de iniciar o procedimento

e Descongele todos os componentes necessdrios, exceto a Tag ADN polimerase;
esta enzima deve ser mantida no congelador quando ndo estiver a ser
utilizada. Cologue os tubos que contém os componentes que vao ser
descongelados em gelo ou num bloco de refrigeracdo.

® Llimpe a drea da bancada dedicada a preparacdo das misturas de PCR, para
reduzir o risco de contaminacdo com modelos ou nucleases.

® Agite no vértex (10 a 12 segundos) e depois centrifugue levemente os tubos
com os padrdes, controlos e misturas de reacdo, antes da sua ufilizacdo.

1. Prepare as misturas principais da gPCR para cada mistura de reacdo (CALR do
TIPO 1, CALR do TIPO 2, CALR com CLAMP 1, CALR com CLAMP 2, CALR com
CLAMP 3, CALR com CLAMP 4 e CALR com CLAMP 5) em gelo (ou utilizando um
bloco de refrigeracdo), de acordo com o niUmero de amostras a processar.
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O esquema de pipetagem para a preparacdo de todos os reagentes das misturas
principais para CALR € apresentado na tabela abaixo, tendo sido calculado de
modo a garantir volumes de reacdo finais de 25 ul, apds a adicdo de 5 ul de ADNg
ou de controlo. Estdo incluidos volumes suplementares para compensar erros de
pipetagem e permitir a preparacdo de misturas de reacdo principdais para

6 amostras e 3 confrolos externos.
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2.

4.

Componente 1 reagao (pl) 9 + 1reagoes (ul)*

Mistura de reacdo

para CALR 19.83 198,3

Tag ADN polimerase 0,17 1.7

Volume total da mistura
de reacéo principal da 20 200
gPCR (ul)

Distribuicdo da mistura

de reacdo principal da

gPCR 20 pl por tubo
Distribuicdo das 5yl por tubo
amostras 25l
Volume total da reacao

de gPCR

* Sdo incluidos volumes extra para compensar erros de pipetagem.
Nota: ndo recomendamos a pipetagem de volumes inferiores a 1 pl.

Agite no vortex e centrifugue brevemente todas as misturas de reagdo
principais da gPCR.

Coloque os tubos de tiras para gPCR num bloco de carregamento refrigerado
de 72 tubos x 0,1 ml e, em cada tubo de tiras, verta 20 pl da mistura principal
CALR para gPCR, de acordo com a configuracdo do bloco de carregamento
apresentada na

Figura 4.

Agite no vértex e centrifugue brevemente as amostras de ADNg, o controlo de
fipo selvagem (WTC) CALR, o controlo mutante (MTC) CALR e o fampdo TE
(NTC). Depois, adicione 5 ul de amostra ou controlo ao respetivo tubo, de
acordo com a disposicdo da Figura 4, para obter um volume fotal de 25 pl.
Misture cuidadosamente, pipetando para cima e para baixo.

Nota: fenha o cuidado de descartar as pontas de pipeta entre cada tubo,
para evitar resultados falsos-positivos, obtidos por contaminacdo com um
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modelo ou uma mistura de reacdo inespecificos. Feche todos os tubos
e assegure-se de que ndo existem bolhas de ar na base dos tubos.

. Volte a colocar todos os componentes do kit ipsogen CALR RGQ PCR nas
condicdes de armazenamento apropriadas, para evitar degradacdo de
materiais.

Preparacdo do Rotor-Gene MDx e inicio da execucdo da gPCR.

. Coloque um rotor de 72 pocos no suporte de rotor do Rotor-Gene Q MDx.

. Encha o rotor com tubos de tiras, de acordo com as posicdes atribuidas,
comecando na posicdo 1, como mostra a Figura 5, com os tubos de firas
vazios fechados e colocados em todas as posicdes ndo utilizadas.

Nota: certifique-se de que o primeiro tubo estd inserido na posicdo 1 e os tubos
de tiras estdo colocados na orientacdo e posicoes corretas, tal como mostra
a Figura 4 e a Figura 5.

Nota: mantenha sempre a mistura de reacdo TIPO 1 e os trés controlos (MTC,
WTC, NTC) nas posicdes 1, ? e 17, para que o aumento da otimizacdo
(realizada no tubo da posicdo 1) seja realizado sempre na mesma
amplificacdo (ver Figura 4 e Figura 5).

. Fixe o anel bloqueador.

. Cologue o rotor e o anel bloqueador no equipamento Rotor-Gene Q MDx.
Abra a tampa do equipamento.

. No software Rotor-Gene AssayManager v2.1, selecione a lista de trabalho
correspondente no gestor de listas de frabalho e clicar em "Apply" (aplicar).
Ou entdo, se a lista de trabalho ainda estiver aberta, clique apenas no botdo
"Apply".

Nota: se ndo tiver sido criada uma lista de trabalho dedicada ao ensaio, inicie
sessdo no Rofor-Gene AssayManager v2.1 e siga os passos descritos em
"Criacdo de uma lista de trabalho”, na pdgina 45, antes de prosseguir.
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6. Introduza o nome do ensaio.

7. Em"Cycler selection" (sele¢do de cicladores), selecione o ciclador a ser
utilizado. Tem de utilizar um ciclador Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

8. Verifigue se o anel bloqueador foi fixado corretamente e confirme no ecrd que
o anel bloqueador foi fixado

9. Clique em "Start Run" (iniciar execucdo).
A execucdo da gPCR deverd iniciar.

10. Quando a execucdo estiver concluida, clique em "Finish run" (concluir
execucdo).
Nota: o ensaio ndo € guardado na base de dados interna enquanto este passo
ndo estiver concluido.

Libertacdo e geracdo do relatdrio com os resultados da gPCR

As funcionalidades gerais do ambiente "Approval' (aprovacdo) encontram-se
descritas no Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual.

Depois de concluida a execucdo e de o ciclador ter sido libertado, o ensaio serd
guardado na base de dados interna. A andlise dos resultados adquiridos
é redlizada automaticamente, dependendo do plug-in que corresponde ao perfil
de ensaio, e das regras e valores dos par@metros por ele definidos.

Nota: o utilizador precisa de permissdo de "Approver" (Autorizador) para aprovar
uma execucdo.

O primeiro passo do processo de aprovacdo é afitragem do ensaio aser
aprovado. Isto pode ser feito utilizando critérios de filfragem no ambiente
"Approval'.

1. Libertacdo e aprovacdo da execucdo.

Para utilizadores com sessdo iniciada como "Approver", clique em "Release and
go to approval" (libertar e seguir para aprovagdo).
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Para utilizadores com sessdo iniciada como “Operator”, clique em "Release"
(libertar).

Se fiver clicado em "Release and go to approval’, os resultados do ensaio serdo
apresentados no ambiente "Approval”.

Se um utilizador "Operator tiver clicado em "Release”, alguém com a funcdo de
"Approver" terd de iniciar sessdo e selecionar o ambiente "Approval”.

2. Selecione as opc¢odes de filtragem do ensaio a serem aprovadas e clique em
"Apply".

3. Reveja os resultados e clique no botdo "Release/Report data” (libertar/reportar
dados).

4. Cligue em "OK".
O relatdrio serd gerado em formato .pdf e armazenado automaticamente na
pasta predefinida.

O caminho predefinido para a pasta € QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager >
Export > Reports.

Nota: este caminho e esta pasta podem ser alterados no ambiente

"Configuration".

5. Retire o equipamento Rotor-Gene Q MDx e elimine os tubos de tiras, de acordo
com os regulamentos de seguranca locais.

Nota: € necessdrio dispor de um pacote de assisténcia da execucdo para obter
apoio na resolucdo de problemas prestada pela Assisténcia Técnica da QIAGEN.
Os pacotes de assisténcia podem ser gerados nos ambientes Approval
(aprovacdo) ou Archive (arquivo). Para obter mais informacdes, consulte "Creating
asupport package" (Criar um pacote de assisténcia) no Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual.

Além do pacote de assisténcia, pode ser Util a pista de auditoria de £1 dia a partir
da altura do incidente. A pista de auditoria pode ser encontrada no ambiente
"Service" (servico). Para obfter mais informacdes, consulte o Rotor-Gene
AssayManager v2.1 Core Application User Manual.
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Interpretacdo dos resultados

Andlise dos dados

A andlise dos resultados da gPCR é totalmente automatizada para cada ensaio
e amostra. O Rotor-Gene AssayManager v2.1 analisa as curvas de amplificacdo,
podendo invalidd-las caso ndo estejam em conformidade, dependendo da
respetiva forma e amplitude de ruido. Se for esse o caso, um alarme estard
associado & curva invalidada. Também podem ser apresentados alarmes de
aviso em caso de curvas andmalas ndo-invalidantes.

Para validar o ensaio, o Rotor-Gene AssayManager v2.1 também analisa os
controlos de execucdo, ou seja, ocontrolo de tipo selvagem (WTC) CALR,
o controlo mutante (MTC) CALR e o tampdo TE (NTC) nos canais Verde (FAM)
e Amarelo (HEX) das misturas de reagdo do kit ipsogen CALR RGQ PCR (CALR DO
TIPO 1, CALR DO TIPO 2, CALR com CLAMP 1, CALR com CLAMP 2, CALR com
CLAMP 3, CALR com CLAMP 4 e CALR com CLAMP 5). A validade de cada
controlo é baseada na conformidade dos valores de Cr com especificacdes pré-
definidas.

Nota: se o confrolo interno de amplificacdo num determinado tubo for invdlido
(canal Amarelo), o alvo especifico para CALR no mesmo tubo (canal Verde) serd
considerado invdlido.

Nota: se pelo menos um controlo externo for invdlido para um determinado ensaio
para CALR (p. ex., ensaio CLAMP 1), os resultados obtidos para todas as amostras
a partir dessa mistura de reacdo serdo considerados invdlidos. Neste caso, s6
€ invdlido esse ensaio para CALR, e ndo toda a execugdo de gPCR.

O Rotor-Gene AssayManager v2.1 também analisa amostras desconhecidas,
através da verificacdo da validade do confrolo interno ABLI.

Por fim, é atribuido um estado do gene CALR d&s amostras desconhecidas. No
primeiro caso, o soffware considera os resultados obtidos nos ensaios TIPO 1 e TIPO
2. Se for atribuida auma amostra uma mutacdo positiva de Tipo 1 ou Tipo 2,
é determinado o estado do gene CALR. Os resultados obtidos nos ensaios CLAMP
s@o depois apresentados para fins informativos.
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Se ndo for identificada nenhuma mutacdo do Tipo 1 ou do Tipo 2, a andlise
prossegue Uutilizando os resultados obtidos nos ensaios CLAMP, até ser
determinado o estado do gene CALR (i.e., mutacdo detetada ou nenhuma
mutacdo detetadal).

Para chegar & conclusdo de que uma amostra é positiva, é necessdério que, em
pelo menos um dos sete ensaios para CALR, seja detetada uma mutacdo. Todos
os controlos associados aof(s) respetivo(s) ensaio(s), bem como o confrolo
presente na amostra testada, deverdo ser vdlidos, ou seja, MTC, WTC, NTC
e confrolo interno ABLT.

Para chegar d conclusdo de que uma amostra é negativa, esta deverd ser
negativa em todos os ensaios e controlos (MTC, WTC e NTC) de todos os ensaios
CALR; o controlo interno ABLT da amostra também tem de ser vdlido.

Os resultados das amostras de teste, analisados automaticamente e definidos
pelo software Rotor-Gene AssayManager v2.1, ter@do de ser aprovados e libertados
por um utilizador com sessdo iniciada como "Approver'. Os resultados das
amostras a serem aprovados tém trés botdes de aprovacdo suplementares no
final da coluna dedicada. Estes botdes sdo utilizados para aceitar ou rejeitar
interactivamente os resultados das amostras. Para obter mais informacodes,
consulte o Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User Manual.

No caso de resultados invdlidos, consulte o “Guia de resolucdo de problemas”
pdgina 64, para investigar as causas da falha e, eventualmente, identificar
quaisquer erros que necessitem de correcdo.

Repeticdo de testes

No caso de resultados invdlidos, percorra a drvore de decisdo da Figura 6, para
avaliar a necessidade de repeticdo de testes.

Se o estado do gene CALR puder ser atribuido d(s) amostra(s) em questdo em
qualguer um dos sete ensaios para CALR, a repeticdo de testes ndo é necessdria.
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Amostra
N Resultado global da amostra:
ReSU/fCI(ifOS"dOS alvos TYPIE ! "Type 1 Mutation Detected" (mutacéo do tipo 1
Result" e "TYPE 2 RESULT": SIM detetada) e/ou "Type 2 Mutation Detected"
"Type 1 Mutation Detected" (mutag&o do tipo 2 detetada)
e/ou "Type 2 Mutation (Os resultados dos ensaios CLAMP sGo
MNada b Al meramente informativos)
NAO
Resultados dos genes-alvo "CLAMP1 .
Result" até "CLAMP 5 Result" SIM Resultado global da amostra:
"Mutation Detected" em um ou mais " , -
ensaios CLAMP Mutation Detected
(mutagdo detetada)
NAO
. Resultado global da amostra:
Resultados dos sete ensaios SIM
para CALR: “No Mutation Petected" (nenhuma
"No Mutation Detected" mutacao detetada)

Controlo intemo ABL1 da amostra é
invdlido para todos os ensaios

NAO

Estado do gene CALR ndo determinado
em nenhum dos ensaios para uma
determinada amostra

Resultado global da amostra: "INVALID"
(invalido)

Resultado global da amostra: "Retest
Needed" (repeticdo de teste necessaria)

Consulte o Guia de Resolucdo de

Problemas

Nivel de controlo externo
invdlido
(Amplificagdes FAM e/ou HEX)

Repita o teste para todos o

R T R S,

Problemas

Consulte o Guia de Resolucdo de

Nivel de amostra invdlido
(Amplificagdo HEX)

Repita o teste das amostras em
questdo nos ensaios em que as

amostras foram invdlidas.

* Nas situagdes em que a identificag@o do Tipo 1/Tipo 2 é obrigatdria e o ensaio TIPO 1 e/ou TIPO 2 € invdlido, a
repeticdo do teste poderd ser necessdria (apesar do ensaio CLAMP ser positivo), para obter um resultado
conclusivo para ofs) ensaio(s) TIPO 1 e/ou TIPO 2.

Z0dI1/LOd]L Olesus op asijeuy |

dINVTD solesus sop asijeuy ||

3158} ap sa0313adas sep ojuawesed) ‘|||

Figura 6. Arvore de decisdo para determinacdo do estado de mutacido do gene CALR nas

amostras de teste.

Manual do kit ipsogen CALR RGQ PCR 04/2017

55



Nota: nas situacdes em que aidentificacdo do Tipo 1/Tipo 2 é obrigatéria e
o ensaio TIPO 1 e/ou TIPO 2 é invdlido, a repeticdo do teste poderd ser necessdria
(apesar do ensaio CLAMP ser positivo), para obter um resultado conclusivo para
o(s) ensaio(s) TIPO 1 e/ou TIPO 2.

Noutros casos, poderdo ser necessdrias repeticdes de testes. Quando realizar
repeticdes de testes, mantenha sempre a mistura de reacdo TIPO 1 e os frés
controlos (MTC, WTC, NTC) nas posicdes 1, 9 e 17, para que o aumento da
otimizacdo (realizada no tubo da
posicdo 1) seja realizado na mesma amplificacdo. Certifique-se de que coloca
cada ensaio repetido na posicdo dedicada (Figura 4), mesmo que ndo estejam
presentes na placa todos os ensaios.

Nota: se faltarem alguns dos sete ensaios para CALR quando realizar a repeticdo
de festes, todas as posicdes que normalmente ndo estariaom vazias irdo gerar, no
software, aresposta “INVALID". Para melhoria da rastreabilidade, as posicdes
vazias e anatureza prevista para aresposta aelas associada, deverdo ser
documentadas na secdo de comentdrios do relatério.

Apresentacdo dos resultados

Genes-alvo

Os resulfados de cada ensaio do kit ipsogen CALR RGQ PCR sdo apresentados
com os seguinfes nomes dos genes-alvo:

e “ABL_AssayName” (p. ex., ABL_TIPO_1) para o controlo interno de amplificagdo
ABLI1
(resultados do canal amarelo)

e "AssayName" para uma mistura de reacdo para CALR (p. ex., TIPO 1, para
a mistura de reacdo para CALR do TIPO 1) (resultados do canal verde)

e "AssayName Result” (p. ex., Resultado TIPO 1). Estes genes-alvo sdo alvos

combinados, cujo resultado tem em conta a validade dos controlos (MTC,
WTC, NTC e ABL1).
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Resultados

Os resultados dos genes-alvo acima sdo apresentados na coluna "Result”
(resultado) do relatdrio.

Tabela 3. Resultados apresentados para cada gene-alvo

Gene-alvo Amostras Resultados apresentados

ABL_AssayName MTC, WTC, NTC,  "Internal Control Valid" (confrolo

(p. ex., ABL_TIPO_1) amostras interno vdlido), "INVALID"
testadas

AssayName MTC, WTC, NTC "Signal” (sinal), "No Signal"

(p. ex., TIPO 1) (sem sinal), "INVALID"

AssayName Amostras "Significant Amplification

(p. ex., TIPO 1) testadas Detected" (amplificacdo

significativa detetadal),

"No Significant Amplification
Detected" (amplificacdo
significativa ndo detetada), "No
Amplification Detected"
(amplificacdo ndo detetada),

"INVALID"
Resultados do TIPO 1 Amostras "Type 1 Mutation Detected",
testadas "No Mutation Detected", "INVALID"
Resultados do TIPO 2 Amostras "Type 2 Mutation Detected",
testadas "No Mutation Detected", "INVALID"
CLAMP X Result (p. Amostras "Mutation Detected" (mutacdo
ex., Resultado CLAMP  testadas detetada), "No Mutation
1). Detected", "INVALID"

Se um dos confrolos (MTC, WTC, NTC) associado a uma determinada amostra for
invdlido para um determinado ensaio, ou se o controlo interno ABL1 for invdlido,
o resultado apresentado para o gene-alvo combinado serd "INVALID".
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A conclusdo das andlises de cada amostra é apresentada na coluna "Overall
Sample Result" (resultado global da amostra) do relatério.

Tabela 4. Resultados globais da amostra

Resultado da
amostra

Descricao

"Type 1 Mutation
Detected"

"Type 2 Mutation
Detected"

"Type 1 Mutation
Detected" e "Type
2 Mutation
Detected"

"Mutation
Detected"

"No Mutation
Detected"

"Retest Needed"

A amostra testada tem mutacdo do Tipo 1 no gene CALR

A amostra testada tem mutacdo do Tipo 2 no gene CALR

A amostra testada tem mutacdo do Tipo 1 e do Tipo 2 no
gene CALR. Este evento é raro, tendo sido observado
uma vez durante a validacdo clinica do kit ipsogen CALR
RGQ PCR.

A amostra testada tem uma mutacdo no gene CALR
que ndo é do Tipo 1 ou 2.

A amostra testada ndo tem nenhuma mutacdo no gene
CALR.

O resultado é inconclusivo devido a invalidacdo de um
ouU mais controlos para uma ou mais misturas de reacdo
para CALR. Para obter uma resposta conclusiva,

€ necessdrio repetir o teste (ver Figura 6).

Exemplo: Uma amostra € positiva (i.e., "Significant Amplification
Detected" (amplificagdo significativa detetada)) apenas no
ensaio CLAMP1, mas o NTC para esse ensaio € invdlido devido
a contaminacdes no pogo. O resultado para o CLAMP1 n&o
pode ser considerado e o resultado para o CLAMP1 serd
apresentado como "INVALID". Para confirmar a presenga de um
resultado positivo para a amostra, € necessdrio repetir o ensaio
CLAMP1 (MTC, WTC, NTC e amostra em questdo).
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Resultado da
amostra

Descricao

"INVALID" O controlo de amplificacdo interno ABL1 é invdlido para
a amostra testada nas sete misturas de reacdo para CALR,
enquanto tfodos os confrolos externos (MTC, WTC, NTC) sdo
vdlidos. Isto deve-se provavelmente & qualidade da
amostra ou a uma normalizacdo incorreta da amostra.
Consulte "Guia de resolucdo de problemas”, na pdgina 64,
para obter mais informacades.

Alarmes

Os alarmes apresentam informacdo adicional sobre os resultados obtidos,
principalmente quando se frata de resultados invdlidos. As anomalias ndo
problemdticas podem ser assinaladas por um alarme de aviso, que ndo dd origem
a um resultado invdlido. Para obter mais informacdes sobre alarmes universais no

Gamma Plug-in, consulte o Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in User

Manual.

A andlise automdtica do ensaio realizado com o kit ipsogen CALR RGQ PCR pode
originar os seguintes alarmes de aviso universais, especificos- do ensaio:

Alarme

Descricao

Alarmes especificos do ensaio

CONSECUTIVE_FAULT

IC_INVALID

INVALID_SIGNAL

O alvo utilizado para o cdiculo deste alvo
é invdlido.

O controlo interno é invdlido. O alvo e
o conftrolo interno estdo no mesmo tubo.

Alarmes especificos de NTC O valor de Cr
¢ demasiado baixo para a o confrolo interno

ou para amplificacdo especifica para CALR.
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Alarme

Descricdo

MC_HIGH_CT (CLAMP X)

MC_HIGH_CT (TYPE X)

MC_IC_HIGH _CT (CLAMP X)

MC_IC_HIGH_CT (TYPE X)

MC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

MC_IC_LOW_CT (TYPE X)

MC_LOW_CT (CLAMP X)

MC_LOW_CT (TYPE X)

MC_NO_CT (CLAMP X)

MC_NO_CT (TYPE X)

NO_SIGNAL_IC_INVALID

O valor de Cre demasiado alto para
o controlo mutante.

O valor de Cr é demasiado alto para
o controlo mutante.

O valor de Cr detetado é superior ao
esperado para o confrolo interno, no tubo
do confrolo mutante.

O valor de Cr detetado é superior ao
esperado para o confrolo interno, no tubo
do confrolo mutante.

O valor de Cr detetado é inferior ao esperado
para o controlo interno, no tubo do controlo
mutante.

O valor de Cr detetado € inferior ao
esperado para o confrolo interno, no tubo
do confrolo mutante.

O valor de Cr é demasiado baixo para
o controlo mutante.

O valor de Cr é demasiado baixo para
o controlo mutante.

Cr ndo detetdvel para o controlo mutante,
com a mistura de reacdo CLAMP X.

Cr ndo detetdvel para o controlo mutante,
com a mistura de reacgdo TIPO X.

Nenhum sinal detetado para o controlo
interno. O alvo e o controlo interno estdo no
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Alarme

Descricdo

NTC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

NTC_IC_LOW_CT (TYPE X)

NTC_LOW_CT (CLAMP X)

NTC_LOW_CT (TYPE X)

SAMPLE_CLAMP X_IC_HIGH_CT

SAMPLE_CLAMP X_IC_LOW_CT

SAMPLE_TYPE X_IC_HIGH_CT

SAMPLE_TYPE X_IC_LOW_CT

WTC_IC_HIGH_CT (CLAMP X)

WTC_IC_HIGH_CT (TYPE X)

mesmo tubo.

O valor Cr detetado é demasiado baixo
para o controlo interno, no tubo de confrolo
sem modelo.

O valor Cr detetado é demasiado baixo
para o controlo interno, no tubo de confrolo
sem modelo.

O valor de CT é demasiado baixo para
o confrolo sem modelo.

O valor de CT é demasiado baixo para
o confrolo sem modelo.

O valor Cr detetado é superior ao esperado
para o controlo interno, num fubo com uma
amostra.

O valor Cr detetado é inferior ao esperado
para o controlo interno, num fubo com uma
amostra.

O valor Cr detetado é superior ao esperado
para o controlo interno, num fubo com uma
amostra.

O valor Cr detetado é inferior ao esperado
para o controlo interno, num fubo com uma
amostra.

O valor Cr detetado é superior ao esperado
para o controlo interno, no tubo do confrolo

do tipo selvagem.

O valor Cr detetado é superior ao esperado
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Alarme

Descricdo

WTC_IC_LOW_CT (CLAMP X)

WTC_IC_LOW_CT (TYPE X)

WTC_LOW_CT (CLAMP X)

WTC_LOW_CT (TYPE X)
Outros alarmes

ANALYSIS_FAILED

CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

para o controlo interno, no tubo do confrolo
do tipo selvagem.

O valor Cr detetado é inferior ao esperado
para o controlo interno, no tubo do confrolo
do tipo selvagem.

O valor Cr detetado € inferior ao esperado
para o controlo interno, no tubo do confrolo
do tipo selvagem.

O valor de Cr é demasiado baixo para
o confrolo do tipo selvagem.

O valor de Cr é demasiado baixo para
o confrolo do tipo selvagem.

O ensaio foi definido como invdlido porque
a andlise falhou por vdrias razdes. Contacte
a Assisténcia Técnica da QIAGEN.

A curva de amplificacdo de dados ndo
processados mostra uma forma que se desvia
do comportamento estabelecido para este
ensaio. Existe uma elevada probabilidade de
ocorrerem resultados errdneos ou uma
interpretacdo erénea de resultados.

A curva de amplificacdo de dados ndo
processados mostra a forma de uma lomba
plana que se desvia do comportamento
estabelecido para este ensaio. Existe uma
elevada probabilidade de ocorrerem
resultados errébneos ou uma interpretacdo
errénea de resultados (por exemplo,
determinacdo de valor Cr errada).
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Alarme

Descricdo

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE
(Warning)

NO_BASELINE

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

SATURATION

SPIKE

SPIKE_CLOSE_TO_CT

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

A alteracdo da percentagem de
fluorescéncia para esta amostra
relativamente ao tubo de amostra com

a maior alteracdo de fluorescéncia € inferior
a um limite definido.

Ndo foi encontrada qualquer linha de base
inicial. Ndo é possivel efetuar a andlise
subsequente.

O ensaio foi definido como invdlido devido
a um problema com o ciclador ou com
a ligacdo ao ciclador.

O ensaio foi definido como invdlido porque
a execucdo foi inferrompida manualmente.

A fluorescéncia dos dados ndo processados
estd em forte saturacdo antes do ponto de
inflexdo da curva de amplificacdo.

E detetado um pico na fluorescéncia de
dados ndo processados na curva de
amplificacdo, mas fora da regido onde Cr
é determinado.

E detetado um pico na curva de
amplificacdo perto de Cr.

E detetada uma linha de base que sobe em
flecha para a fluorescéncia dos dados néo
processados na curva de amplificacdo.

E detetada uma forte queda na linha de
base para a fluorescéncia dos dados ndo
processados na curva de amplificacdo.
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Alarme Descricao

STRONG_NOISE Ruido forte detetado fora da fase
ascendente da curva de amplificacdo.

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_ Ruido forte detetado na fase ascendente
PHASE (exponencial) da curva de amplificacdo.
WAVY_BASE_FLUORESCENCE E detetada uma linha de base ondulada

para a fluorescéncia dos dados ndo
processados na curva de amplificacdo.

Guia de resolucdo de problemas

Este guia de resolucdo de problemas poderd ser Util na resolucdo de quaisquer
problemas que surjam durante a determinacdo do estado de mutacdo do gene
CALR, utilizando o kit ipsogen CALR RGQ PCR. Para obfer as informagdes de
contacto, consulte a confracapa ou visite www.giagen.com.

Para obter informacdes de resolucdo de problemas relativamente aos kits
QIAamp DSP DNA Blood Mini (n.° cat. 61104) e QlIAsymphony DNA DSP Mini (n.°
cat. 937236), consulte os respetivos manuais.

Para obter informacdes de resolucdo de problemas relacionadas com
0 equipamento

Rotor-Gene Q MDx e o software Rotor-Gene AssayManager v2.1, consulte os
respetivos manuais do utilizador.

Comentarios e sugestdes

Uma amostra é identificada como positiva em multiplos ensaios

Uma determinada Por exemplo, € comum uma amostra com
mutacdo pode ser mutacdo do Tipo 1 ser amplificada nos ensaios
detetada em vdrios CLAMP 1 e CLAMP 2, para além do ensaio do
ensaios TIPO 1.

Numa amostra com mutacdo do Tipo 2,
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Comentarios e sugestoes

é comum esta ser amplificada no ensaio
CLAMP 5, para além do ensaio do TIPO 2.

Nenhuma ou pouca amplificacdo do controlo interno de amplificagdo em controlos

externos e/ou amostras

a) Mistura de reacdo e/ou
Tag ADN polimerase
e/ou modelo ndo
adicionados

b) A mistura de reacdo
sofreu degradacdo

c) O volume pipetado
pode estar incorreto

d) A concentracdo de
ADN é demasiado
baixa

Verifique o esquema de pipetagem

e a preparacdo dareacdo. Verifique se todos os
modelos de ADN e todos os componentes da
mistura principal de reacdo da gPCR foram
adicionados. Repita a execucdo de PCR.

Armazene os conteldos do kit entre os -30 °C
e

-15 °C e mantenha as misturas de reacdo
protegidas da luz.

Verifique as condicdes de armazenamento e
o prazo de validade dos reagentes (ver

a etiqueta) e, se necessdrio, utilize um novo kit
para repetir a execucdo de PCR.

Verifique o esquema de pipetagem

e a preparacdo da reacdo. Verifique se foi
adicionado um volume de 5 yl de
controlo/amostra e um volume de 20 ul da
mistura de reacdo principal da gPCR. Efetue
uma inspecdo visual de todos os volumes
pipetados.

Se necessdrio, verifique e calibre novamente as
pipetas antes de repetir o passo da gPCR.

Verifique a concentracdo de ADN da amostra.
O kit ipsogen CALR RGQ PCR foi otimizado para
uma concentracdo funcional de ADN de

10 ng/ul. Se a concentracdo de ADN for inferior
a 10 ng/ul, concentre ou extraia novamente
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Comentarios e sugestoes

ADN de sangue fotal, diminuindo o volume de
eluicdo, antes de repetir o passo da gPCR.

e) Contaminacdo do Verifique a razdo Azso/Azso. A razdo Azso/Azso
ADN com proteinasou  tem de ser 21,7. Se a razdo for <1,7, efetue uma
presenca de quimicos nova extracdo de ADN e repita a execugdo
orgdnicos. da gPCR.

Amplificacdo precoce do controlo interno de amplificacdo em controlos externos

e/ou amostras

a) A concentracdo de Verifique a concentragcdo de ADN da amostra.
O kit ipsogen CALR RGQ PCR foi otimizado para
uma concentracdo funcional de 10 ng/ul. Se

a concentracdo de ADN for superior a 10 ng/ul,
dilua o ADN em tampdo TE e repita a execucdo
da gPCR.

ADN é demasiado alta

b) O volume pipetado Verifique o esquema de pipetagem

e a preparacdo da reacdo. Verifique se foi
adicionado um volume de 5 yl de
controlo/amostra e um volume de 20 ul da
mistura de reacdo principal da gPCR. Efetue
uma inspecdo visual de fodos os volumes
pipetados.

Se necessdrio, verifique e calibre novamente as
pipetas antes de repetir o passo da gPCR.

pode estar incorreto

c) Acurvade Verifique, na amplificagdo correspondente, se
existem curvas inesperadas. Repita a execucdo

lifi a d
amplificacdo pode 4 PCR.

estar incorreta.
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Nenhum ou baixo sinal de controlo interno de amplificacdo para as amostras, mas

os controlos externos sao validos

a) A concentracdo de
ADN é demasiado
baixa

b) Contaminacdo do ADN
com proteinas ou
presenca de quimicos
orgdnicos.

c) O volume pipetado
pode estar incorreto

Verifiqgue a concenfracdo de ADN da amostra.
O kit ipsogen CALR RGQ PCR foi ofimizado para
uma concentracdo funcional de ADN de

10 ng/ul. Se a concentracdo de ADN for inferior
a 10 ng/ul, concentre ou exiraia novamente
ADN de sangue fotal, diminuindo o volume de
eluicdo, antes de repetir o passo da gPCR.

Verifique a raz&o Azs/Az2s0. A razdo Azeo/Azso
tem de ser 21,7. Se arazdo for <1,7, efetue uma
nova extracdo de ADN e repita a execucdo
da gPCR.

Verifique o esquema de pipetagem

e a preparacdo da reacdo. Verifique se foi
adicionado um volume de 5 ul de
controlo/amostra e um volume de 20 ul da
mistura de reacdo principal da gPCR. Efetue
uma inspecdo visual de todos os volumes
pipetados.

Se necessdrio, verifique e calibre novamente as
pipetas antes de repetir o passo da gPCR.

Controlo sem modelo (NTC/tampao TE) é positivo (FAM e/ou HEX)

a) Contaminacdo
cruzada ou
contaminagcdo dos
reagentes

Substitua todos os reagentes criticos e repita

a execucdo da gPCR.

Manuseie sempre as amostras, componentes
do kit e consumiveis de acordo com as
prdticas normalmente aceites para evitar

a contaminacdo por transporte.

Certifique-se de que as pontas das pipetas séo
mudadas entfre a pipetagem de reagentes
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b) Inversdo do ID do tubo
de tiras e/ou da
amostra

c) A mistura de reacdo ou
a sonda sofreram
degradacdo

d) Acurvade
amplificacdo pode
estar incorreta

diferentes, ou durante a colocagdo em tubos
diferentes.

Prepare a mistura principal de pré-PCR com
o material dedicado (pipetas, pontas, efc.)
Prepare a mistura principal de pré-PCR

e areacdo para o NTC numa drea dedicada,
onde ndo sejam introduzidas matrizes de ADN
(ADN, plasmideos ou produtos de PCR).

Se possivel, feche os tubos de PCR
imediatamente apds a adicdo da amostra

a ser testada.

Verifique o esquema de pipetagem
e a preparacdo da reacdo. Repita
a execucdo de PCR.

Armazene os conteldos do kit entre os -30 °C
e

-15 °C e mantenha as misturas de reacdo
protegidas da luz.

Verifique as condicdes de armazenamento e
o prazo de validade dos reagentes (ver

a etiqueta) e, se necessdrio, utilize um novo kit
para repetir a execucdo de PCR.

Verifique, na amplificagcdo correspondente, se
existem curvas inesperadas.
Repita a execucdo de PCR.

Nenhuma ou pouca amplificagdo do controlo mutante (MTC) (amplificacdo FAM)

a) Mistura de reacdo e/ou
Tag ADN polimerase

Verifique o esquema de pipetagem
e a preparacdo dareacdo. Verifique se foram
adicionados todos os componentes da mistura
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ndo adicionada

b) A mistura de reacdo
sofreu degradacdo

c) Inversdo do ID do tubo
de tiras e/ou da
amostra

d) O volume pipetado
pode estar incorreto

de reacdo principal da gPCR. Repita
a execucdo de PCR.

Armazene os conteldos do kit entre os -30 °C
e

-15 °C e mantenha as misturas de reacdo
protegidas da luz.

Verifique as condicdes de armazenamento e
o prazo de validade dos reagentes (ver

a etiqueta) e, se necessdrio, utilize um novo kit
para repetir a execucdo de PCR.

Verifique o esquema de pipetagem
e a preparacdo da reacdo. Repita
a execucdo de PCR.

Verifique o esquema de pipetagem

e a preparacdo da reacdo. Verifique se foi
adicionado um volume de 5 ul de
controlo/amostra e um volume de 20 ul da
mistura de reacdo principal da gPCR. Efetue
uma inspecdo visual de todos os volumes
pipetados.

Se necessdrio, verifique e calibre novamente as
pipetas antes de repetir o passo da gPCR.

Amplificagdo precoce do controlo mutante (MTC) (amplificagdo FAM)

a) O volume pipetado
pode estar incorreto

Verifique o esquema de pipetagem

e a preparacdo da reacdo. Verifique se foi
adicionado um volume de 5 ul de
controlo/amostra e um volume de 20 ul da
mistura de reacdo principal da gPCR. Efetue
uma inspecdo visual de todos os volumes
pipetados.
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Se necessdrio, verifique e calibre novamente as
pipetas antes de repetir o passo da gPCR.

b) A curvade Verifiqgue, na amplificagdo correspondente, se
amplificacdo pode Z)(:s;(érg curvas inesperadas. Repita a execucdo

estar incorreta

c) Inversdo do ID dotubo  Verifique o esquema de pipetagem
e a preparacdo da reacdo. Repita

de tiras e/ou da -
a execucdo de PCR.

amostra

Amplificagdo precoce do controlo do tipo selvagem (WTC) (amplificagdo FAM)

a) A mistura de reacdo Armazene os conteldos do kit entre os -30 °C
e

-15 °C e mantenha as misturas de reacdo
protegidas da luz.

Verifique as condicdes de armazenamento e
o prazo de validade dos reagentes (ver

a etiqueta) e, se necessdrio, utilize um novo kit
para repetir a execucdo de PCR.

sofreu degradacdo

b) O volume pipetado Verifique o esquema de pipetagem

e a preparacdo da reacdo. Verifique se foi
adicionado um volume de 5 yl de
controlo/amostra e um volume de 20 ul da
mistura de reacdo principal da gPCR. Efetue
uma inspecdo visual de fodos os volumes
pipetados.

Se necessdrio, verifique e calibre novamente as
pipetas antes de repetir o passo da gPCR.

pode estar incorreto

c) Inversdo do ID do tubo  Verifique o esquema de pipetagem

de firas e/ou da e a preparacdo da reacdo. Repita
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amostra

d) Acurvade
amplificacdo pode
estar incorreta

e) Contaminagdo por
fransporte

a execucdo de PCR.

Verifique, na amplificagcdo correspondente, se
existem curvas inesperadas.
Repita a execucdo de PCR.

Substitua todos os reagentes criticos.

Repita o ensaio com novas aliquotas de todos
os reagentes.

Manuseie sempre as amostras, componentes
do kit e consumiveis de acordo com as
prdticas normalmente aceites para evitar

a contaminacdo por transporte.

Certifique-se de que as pontas sdo mudadas
entre a pipetagem de reagentes diferentes.

Amplificacdo precoce do controlo do tipo selvagem (WTC) (amplificacio FAM)

e nenhuma ou pouca amplificagdo do controlo mutante (MTC) (amplificagdo FAM)

a) Contaminacdo
cruzada

b) Inversdo das misturas
de reacdo nos tubos
ou na pré-mistura

c) Inversdo do ID do tubo
de tiras e/ou da
amostra

Verifique o esquema de pipetagem
e a preparacdo dareacdo e repita
a execucdo de PCR.

Verifique o esquema de pipetagem
e a preparacdo dareacdo e repita
a execucdo de PCR.

Verifique o esquema de pipetagem
e a preparacdo da reacdo. Repita
a execucdo de PCR.
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Falha frequente do controlo do tipo selvagem (WTC) devido a elevada amplificagdo
de fundo, abaixo da validade do alvo do ensaio (Cy)

Falha no equipamento  Verifique os registos de manutencdo do
Rotor-Gene Q MDx equipamento. .
Por exemplo, o desalinhamento da lente pode
aumentar a amplificacdo de fundo. Se
o desalinhamento da lente ndo fizer parte do
plano de manutengdo, contacte a Assisténcia
Técnica da QIAGEN para mais informacoes
e uma potencial intervengdo.

Falha na execucdo devido a sinal de fluorescéncia inconsistente nos controlos e/ou

amostras (em todos os tubos)

Falha nos acessérios do  Verifique os registos de manutengdo do
equipamento.

equipamento 3 .
O Rotor com 72 pocos poderd ter defeitos.

Rotor-Gene Q MDx

Se o problema ndo puder ser atribuido a nenhuma das causas referidas no "Guia
de resolucdo de problemas’, ou se as medidas corretivas sugeridas ndo
resolverem o problema, contacte a Assisténcia Técnica da QIAGEN para se
aconselhar.
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Controlo da qualidade

De acordo com oSistema de Gestdo da Qualidade da QIAGEN, com
certificacdo 1SO, todos os lotes do kit ipsogen CALR RGQ PCR sdo testados
relativamente a especificacdes predeterminadas para garantir a qualidade
constante do produto.

O confrolo da qualidade do kit completo foi efetuado num equipamento Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM. Este kit é fabricado de acordo com a norma ISO 13485.
Os certificados de andlise estdo disponiveis quando solicitado através de
www.giagen.com/support/.

Limitacoes
O kit destina-se a utilizacdo profissional.

O produto deve ser ufilizado apenas por pessoal com formagcdo especial,
especializado em técnicas de biologia molecular e familiarizado com esta
tecnologia.

Este kit deve ser utilizado seguindo as instrucdes constantes deste manual, em
combinacdo com um equipamento validado indicado em "Materiais necessdrios,
mas ndo fornecidos”, na pdgina 18.

Todos os reagentes fornecidos no kit ipsogen CALR RGQ PCR devem ser utilizados
apenas com os outros reagentes fornecidos no mesmo kit. Isto poderd afetar
o desempenho.

Deve prestar-se atencdo aos prazos de validade impressos na etiqueta da caixa.
N&o utilize componentes fora do prazo de validade.
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O kit ipsogen CALR RGQ PCR é validado apenas para sangue total anticoagulado
em
2K EDTA.

O kit ipsogen CALR RGQ PCR é validado apenas para ser utilizado com o kit
QlAsymphony DNA DSP Mini (n.° cat. 937236) ou o kit QlAamp DSP DNA Blood Mini
(n.° cat. 61104).

Foram validados apenas o Rofor-Gene Q MDx 5Splex HRM (para PCR) e
o0 QIlAsymphony SP (para preparacdo de amostras).

Qualqguer outra utilizacdo ndo indicada deste produto e/ou modificacdo dos
componentes anulard qualquer responsabilidade da QIAGEN.

Todos os resultados de diagndstico gerados tém de ser interpretados em conjunto
com outros resultados clinicos ou laboratoriais. Se o estado do gene CALR de uma
amostra for "No Mutation Detected", refere-se apenas & auséncia de uma das 36
mutacdes descritas neste manual (ver Tabela 1) - denfro dos limites da
sensibilidade do kit — ou d ndo detecdo das mutacdes do Tipo 23 e Tipo 27 (ver
"Caracteristicas de Desempenho/Especificidade”, na pdgina 78). Isto ndo exclui
a presenca de oufras mutacdes no gene CALR.

O utilizador é responsdvel por validar o desempenho do sistema para quaisquer
procedimentos utilizados no seu laboratério que ndo estejam cobertos pelos
estudos de desempenho da QIAGEN.
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Caracteristicas de desempenho

Limite do branco

O limite do branco (limit of blank, LOB) foi determinado mediante o seguimento
da norma CLSI/NCCLS EP-17-A2 (8) sobre amostras de sangue total de dadores
sauddveis, com um estado do gene CALR do tipo selvagem (5 amostras,
60 medicdes por lote de reagentes, 2lotes do kit ipsogen CALR RGQ PCR
utilizados). O LOB foi determinado para cada ensaio como sendo o valor mais
baixo de LOB obtido.

Os resultados de LOB estdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5. Resumo dos resultados de LOB do kit ipsogen CALR RGQ PCR

Limite do branco
Ensaio para
CALR (Valor Cr de FAM)
TIPO 1 35,24
TIPO 2 45,00
CLAMP 1 40,01
CLAMP 2 45,00
CLAMP 3 45,00
CLAMP 4 45,00
CLAMP 5 38,90

Limite de detecdo

O limite de detecdo (limit of detection, LOD) foi determinado com base na
"abordagem Probit" descrita na norma CLSI/NCCLS EP-17-A2 (8). Neste estudo, 3
amostras independentes (ADNg extraido de doente com mutacdo positiva para
CALR combinado com ADN do tipo selvagem) foram analisadas para 5 mutacoes
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de fundo. Num total de 20 replicados por diluicdo, por amostra positiva, foram
realizados ensaios utilizando 2 lotes do kit ipsogen CALR RGQ PCR para os ensaios
do TIPO 1 e do TIPO 2.

Foi determinado o LOD para uma determinada amostra como sendo o valor mais
elevado de LOD obtido, dos dois lotes considerados. Os resultados indicaram que
a sensibilidade analitica para a mutagcdo do Tipo 1 no gene CALR era de 0,60%
e a sensibilidade andalitica para a mutacdo do Tipo 2 no gene CALR era de 0,08%
(Tabela 6).

Tabela 6. Resumo dos resultados do limite de detecdo para o kit ipsogen CALR RGQ PCR

Ensaio para

CALR Limite de detecdo

TIPO 1 0,60%

TIPO 2 0.08%
Input de ADN

De 5 inputs de ADN distintos, 3 amostras positivas para CALR (plasmideos em
conjunto com ADNg do tipo selvagem) e uma amostra negativa para CALR foram
avaliadas, a fim de determinar o input ofimizado de ADNg a utilizar em conjunto
com o kit ipsogen CALR RGQ PCR. Neste estudo, foram realizados 3 replicados por
cada input e por cada ensaio para CALR. Os resultados demonstraram que
o input ofimizado a ser usado era de 50 ng (10 ng/ulL).

Repetibilidade e reprodutibilidade

O estudo de precisdo foi efetuado de acordo com a norma CLSI/NCCLS EP5-A2
(?). Para cada ensaio para CALR, a precisdo foi avaliada numa determinada
mutacdo do gene CALR, ou seja, Tipo 1 para os ensaios TIPO 1, CLAMP 1 e CLAMP
2, Tipo 2 para os ensaios TIPO 2 e CLAMP 5 e Tipo 28 para os ensaios CLAMP 3
e CLAMP 4. Os testes foram realizados em 3 niveis de mutacdo: 5%, 25% e 50%
(plasmideos em conjunto com ADNg do tipo selvagem). Cada nivel foi testado
em duplicado em 49 execucdes realizadas num periodo de 20 dias, com um
minimo de 73 medicdes por nivel de mutacdo e por ensaio. As trés amostras
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apresentaram um coeficiente de variacdo para a precisdo total (CVrotal) abaixo

dos 5% para a maioria dos ensaios (Tabela 7).

Nota: para os ensaios CLAMP, a precisdo total pode variar de um mutante CALR para

oufro.

Tabela 7. Resultados de repetibilidade e reprodutibilidade do kit ipsogen CALR RGQ PCR

Ensaio para Nivel de N.° de
CALR mutacao medicoes Sr* Srrt Total* CVrotal®
50% 88 0,10 0,07 0,21 0,80
TIPO 1 25% 88 0,10 0,07 0,20 0,76
5% 88 0,15 0,05 0,30 1,04
50% 80 0,11 0,08 0,21 0.85
TIPO 2 25% 80 0,11 0,00 0,19 0,73
5% 80 0,12 0,08 0,27 0,95
50% 106 0,14 0.13 0,27 1,05
CLAMP 1 25% 105 0,13 0,28 0,50 1,90
5% 106 0,20 0,37 0,55 1,92
50% 84 0,13 0,31 0,59 2,24
CLAMP 2 25% 85 0.19 0.36 0,90 3,28
5% 82 0,37 0,59 1,27 4,16
50% 84 0,49 0,52 2,33 8,04
CLAMP 3 25% 84 0.73 0.70 3,54 11,26
5% 84 1,28 3,18 5,70 15,03
50% 73 0,22 0,33 1,32 4,46
CLAMP 4 25% 76 0,24 0.33 1,37 4,46
5% 73 0,26 0,37 1,59 4,66
50% 100 017 017 0,66 2,52
CLAMP 5 25% 100 0,21 0,05 0.75 2,73
5% 104 0,39 0,55 0,94 3,04

*

Sr: Repetibilidade expressa como desvio-padrdo.
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T Sir: Reprodutibilidade entre execugdes expressa como desvio padrdo.
¥ Precisdo total (interequipamento, interoperador e interlote, expressa como desvio padrdo).
§ Coeficiente de variagdo da precisdo total.

Substancias interferentes

A estrutura do estudo foi baseada em recomendacdes descritas na norma de
NCCLS EP0O7-A2 (10). Um ftotal de 17 substéncias possivelmente presentes em
amostras sanguineas foram escolhidas devido ao seu possivel efeito na PCR:
bussulfano, bromidrato de citalopram, cloridrato de paroxetfina hemi-hidratado,
cloridrato de sertralina, cloridrato de fluoxetina, acetaminofeno [paracetamol],
bilirubina ndo conjugada, EDTA de potdssio, hemoglobina [humanal], triglicéridos,
dihidrato de lisinopril, hidroxiureia, dcido acetilsalicilico, dcido salicilico, tiotepa,
anagrelida e interferdo alfa 2b. Para além disso, foi também avaliado o possivel
efeito de uma substéncia utilizada durante o processo de exifracdo de ADNg
(proteinase K).

Os resultados demonstraram que nenhuma destas subst@ncias causava
interferéncia.

Especificidade

A especificidade do kit ipsogen CALR RGQ PCR foi testada através da
capacidade deste kit identificar corretamente as mutacdes do Tipo 1 e do Tipo 2,
e de detetar as mutacdoes descritas na Tabela 1.

No caso das mutacdes do Tipo 1 e do Tipo 2, o estudo foi realizado em amostras
de ADNg extraido de sangue total de doentes com NMP e com Ph-, com
concenfragcdes de mutacdo =216% para oTipo 1 e29% para oTipo 2. A
especificidade para oTipo 1 e Tipo 2 foi confirmada: todas as amostras foram
detetadas e identificadas correfamente.

O teste de especificidade para as mutacdes do Tipo 3 ao Tipo 36 foi realizado em
amostras de ADNg extraido de sangue total de doentes com NMP e com Ph-,
quando possivel, (i.e., para os Tipos 3, 4, 5, 24, 25, 27, 29). Para cada mutagdo rara,
onde a amostra ndo pdde ser obtida, a especificidade foi avaliada utilizando
material sintético, composto de ADNg humano do tipo selvagem em conjunto
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com um plasmideo de ADN com uma mutacdo no gene CALR conhecida, em
concenfracdes de mutacdo clinicamente relevantes >10% (a concentracdo
média é de 30% de mutacdo).

Os resultados demonstraram que todas as mutacdes do gene CALR do Tipo 3 ao
Tipo 10, as mais frequentemente observadas, sdo detetadas pelo menos num
ensaio do kit
ipsogen CALR RGQ PCR. A maioria das mutagdes do gene CALR do Tipo 11 ao 36
(ocorréncia de 0,3%) sdo detetadas pelo menos num ensaio do kit ipsogen CALR
RGQ PCR. Apenas os Tipos 23 e 27 ndo sdo detetados pelo kit, enquanto os Tipos
22, 25, 26, 29 e 30 s6 podem ser detetados em amostras com elevada carga
alélica de CALR.

Aviso importante: O estudo de especificidade demonstrou que as mutagdes do
Tipo 5 e do Tipo 17 sdo detetadas no ensaio para o TIPO 1. O ensaio para o TIPO 2
permite a amplificacdo das mutacdes do Tipo 10, do Tipo 31 e do Tipo 33 ao 36.
Isto era esperado, devido a elevada semelhanca entre sequéncias nestes tipos de
mutacdo do gene CALR (ver Tabela 1), com excecdo da mutacdo do Tipo 17. Por
isso, o kit ipsogen CALR RGQ PCR ndo é capaz de distinguir entre as mutacdes do
Tipo 1 e do Tipo 5/17, nem entre as mutacdes do Tipo 2 e do Tipo 10/31/33-36.
Atualmente, nGo hd necessidade de distinguir cada tipo de mutacdo do gene
CALR, em termos de diagndstico ou tratamentos; a maioria das mutagdes no
gene CALR levam & formacdo de proteinas CALR mutantes similares.

Validagdo clinica e comparacdo de métodos

O objetivo deste estudo foi o de validar okit ipsogen CALR RGQ PCR em
condicdes de utilizacdo normais. O estudo avaliou a capacidade do kit de
identificar as duas mutacdes no gene CALR do Tipo 1 e do Tipo 2 num coorte de
doentes com suspeitas de NMP. Este estudo de validacdo foi realizado em
amostras de ADNg extraido de 227 doentes com suspeitas de NMP (incluindo as
amostras positivas e negativas para CALR).

O estado do gene CALR das amostras de ADNg obfido com o kit ipsogen CALR
RGQ PCR foi comparado com o estado do gene CALR obtido através de um
método de detecdo de mutacdo independente, baseado na andlise do
famanho de fragmentos em conjunto com sequenciacdo de Sanger bidirecional.
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Em casos de resultados discordantes, foi utilizado um terceiro método de detecdo
de mutacdo, denominado sequenciacdo de nova geracdo
(next-generation sequencing, NGS).

O estado do gene CALR de todas as amostras neste estudo foi determinado
utilizando os métodos de referéncia listados na Tabela 8. O coorte de amostras
é constituido por 54,6% de amostras positivas e 45,4% de amostras negativas.
Dentro das amostras positivas, 42,7% caracterizaram-se como Tipo 1 e 33,1% como
Tipo 2, utilizando os métodos de referéncia. Estas proporcdes sdo consistentes com
as descritas por Klampfl et al. (5), i.e., 53% para o Tipo 1 e 31,7% para o Tipo 2 (ver
Tabela 1).

Tabela 8. Estado da mutacdo do gene CALR do coorte geral, determinado por métodos
de referéncia: analise do tamanho de fragmentos, sequenciacdo de Sanger bidirecional
e analise por NGS

Estado do gene CALR Numero
Mutacdo do Tipo 1 53
Mutacdo do Tipo 2 41
Tipo 1 e Tipo 2 1
Outras mutacoes do 29
gene CALR

Mutacdo positiva para

CALR 124 (54,6%)
Mutacdo negativa para

CALR 103 (45,4%)
Amostras totais 227

Todas as amostras do coorte caracterizadas como tendo um estado de mutacdo
do gene CALR do Tipo 1 e /ou do Tipo 2 foram corretamente identificadas com
o kit ipsogen CALR RGQ PCR. Em duas amostras, a mutagcdo do Tipo 1 foi
incorretamente atribuida pelo kit ipsogen CALR RGQ PCR: uma delas foi
caracterizada como sendo uma mutacdo do Tipo 5, através dos métodos de
referéncia, e a oufra foi caracterizada como sendo uma mutacdo que ndo
estava descrita por Klampfl et al. (5). Do mesmo modo, auma amostra foi
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incorretamente atribuida uma mutacdo do Tipo 2, sendo que esta tinha sido
caracterizada através dos métodos de referéncia como mutacdo ndo descrita
por Klampfl et al. (5). A andlise in silico demonstrou que estas amostras
discordantes se devem, provavelmente, d elevada semelhanca entre sequéncias
enfre estas mutacdes e as do Tipo 1 e do Tipo 2.
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Como consequéncia, a concorddncia geral obtida entre os resultados das
mutacdes do Tipo 1 e do Tipo 2, em conjunto com a andlise realizada com o kit
ipsogen CALR RGQ PCR e a andlise do tamanho de fragmentos/sequenciacdo de
Sanger/NGS foi de 98,7% (intervalo de confianca [96,2%, 99.5%]). A sensibilidade

e especificidade

do kit

ipsogen CALR RGQ PCR para as mutacdes do gene CALR do Tipo 1 e do Tipo 2,
em conjunto, sdo de 100% (intervalo de confianca [96,2%; 100%] e 97,7% [93.5%;

99,5%]) (Tabela 9).

Tabela 9. Resumo dos resultados de desempenho combinado das mutacdes do gene
CALR do Tipo 1 e do Tipo 2

Intervalo de confianca

Variavel Estimativa de 95%

Concorddncia geral 98.7% [96,2%, 99.7%)]
Sensibilidade 100% [96,2%, 100%]
Especificidade 97.7% [93,5%, 99,5%)]
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Simbolos

Os seguintes simbolos poderdo aparecer na embalagem e nas etiquetas:

Simbolo Definicao do simbolo
REF NUmero de catdlogo
Fabricante
MAT NUmero do material
Rn R refere-se arevisdo do manual e n ao nUmero da revisdo
LOT NUmero de lote
GTIN NUmero GTIN (Global Trade Item Number)
IVD Dispositivo médico para diagndstico in vitro
c € Marcacdo CE de conformidade Europeia
g Prazo de validade
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Simbolo

Definicao do simbolo

<N>

1

(=

{1

L
.\
\

)
>

Contém reagentes suficientes para N reacdes

Limites de temperatura

Consultar as instrucdes de utilizagcdo

Manter afastado da luz solar
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InNformacdes para efetuar encomendas

Produto

Conteldo

N.° cat.

ipsogen CALR RGQ PCR
Kit (24)

Para 24 reacdes: Controlo de
tipo selvagem CALR, controlo
mutante CALR, mistura de
reacdo para CALR do TIPO 1,
mistura de reacdo para CALR
do TIPO 2, mistura de reacdo
para CALR CLAMP 1, mistura
de reacdo para CALR CLAMP
2, mistura de reacdo para
CALR CLAMP 3, mistura de
reacdo para CALR CLAMP 4,
mistura de reacdo para CALR
CLAMP 5, Tag ADN polimerase,
tampdo TE para diluicdo e NTC

Rotor-Gene Q MDx e acessorios

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM System

Ciclador de PCR em tempo
real e analisador de fusdo de
alta resolugdo (High Resolution
Melt, HRM) com 5 canais
(verde, amarelo, laranja,
vermelho, carmesim) e canal
HRM, computador portdtil,
software, acessorios: inclui

1 ano de garantia das pecas
e do servico da assisténcia;
instalacdo e formacgdo ndo
incluidos.

Ciclador de PCR em tempo
real e analisador HRM com

674023

9002032

9002033
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Produto Contetido N.° cat.
5 canais (verde, amarelo,
laranja, vermelho, carmesim)
e canal HRM, computador
portdtil, software, acessérios:
inclui 1 ano de garantia das
pecas e do servico da
assisténcia, instalacdo
e formacdo
Loading Block 72 x 0.1 ml  Bloco de aluminio para 9018901
Tubes a preparacdo manual da
reacdo com uma pipeta de
canal Unico em 72 tubos de 0,1
mi
72-Well Rotor Para suporte de tubos de tiras 9018903
e tampas, 0,1 ml; necessita de
um rotor com 72-pocos com
anel bloqueador
Locking Ring 72-Well Para suporte de fubos de tiras 9018904
Rotor e tampas, 0,1 ml no rotor com
72 pocos
Rotor Holder Suporte sem apoio de metal 9018908
para montagem de tubos e de
Rotor-Discs® em rotores
Strip Tubes and Caps, 250 tiras de 4 tubos e tampas 981103
0.1 ml (250) para 1000 reacdoes
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 tiras de 4 tubos 981106
0.1 ml (2500) e tampas para 10 000 reacdoes
QIAsymphony SP e acessérios
QlAsymphony SP System  Mddulo de preparacdo de 9001751
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Produto

Conteldo

N.° cat.

QlAsymphony SP

Sample Prep Cartridges,

8-well (336)

8-Rod Covers (144)

Filter-Tips, 200 l,
Qsym SP (1024)

Filter-Tips, 1500 pl,
Qsym SP (1024)

Tube Insert 3b, 2 ml, v2,
sample carrier, Qsym

amostras QlAsymphony: inclui
instalacdo e formacgdo, 1 ano
de garantia das pecas e do
servico de assisténcia

Modulo de preparacdo de
amostras QlAsymphony: inclui
1 ano de garantia das pecas
e do servico de assisténcia

Cartuchos de 8 pocos para
preparacdo de amostras, para
utilizacdo com o QIAsymphony
SP

Tampas de 8 hastes para
ufilizagcdo com o QlAsymphony
SP

Pontas com filtros descartdveis
em suporte; (8 x 128). Para
serem utilizadas juntamente
com o QlIAcube® e os
equipamentos

QIAsymphony SP/AS

Pontas com filtros descartdveis
em suporte; (8 x 128). Para
utilizagcdo com os
equipamento QIAsymphony
SP/AS

Adaptador de tubo secunddrio
(para tubos com tampa
roscada de 2 ml) para
utilizagcdo com o porta-tubos

9001297

997002

997004

990332

997024

9242083
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Produto Conteudo N.° cat.
QlIAsymphony
Elution Microtubes CL Tubos de polipropileno ndo 19588
(24 x 96) esterilizados (0,85 ml de
capacidade mdxima, menos
de 0,7 ml de capacidade de
armazenamento, 0,4 ml de
capacidade de eluicdo); 2304
em suporte de 96; inclui tiras de
tampas
Produtos relacionados
QIAamp DNA DSP Blood  Para 50 preparacdes: Colunas 61104
Mini Kit (50) de rotacdo, solucdes tampdo,
reagentes, fubos, conectores
de vdcuo QIAamp Mini
QlAsymphony DSP DNA Para 192 preparacdes de 200 pl 937236
Mini Kit (192) cada: inclui 2 cartuchos de
reagentes, suportes
e acessoérios de enzimas
RNAase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 19101

7000 unidades/ml, solu¢&o)

Para informagdes atualizadas sobre licenciamento e avisos legais especificos do
produto, consulte o manual do kit QIAGEN ou o manual do utilizador. Os manuais
do kit QIAGEN e os manuais do utilizador estdo disponiveis em www.giagen.com ou
podem ser pedidos & Assisténcia Técnica da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.
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Este produto destina-se & utilizag&o em diagnéstico in vitro. Os produtos QIAGEN ndo podem ser revendidos, modificados para revenda ou utilizados
para o fabrico de produtos comerciais sem a aprovagdo por escrito da QIAGEN.

Ainformacdo constante do presente documento pode ser alterada sem aviso prévio. A QIAGEN n&o se responsabiliza por quaisquer erros que
possam aparecer neste documento. Considera-se este documento como completo e rigoroso no momento da sua publicagdo. Em caso algum
poderd a QIAGEN ser considerada como responsdvel por danos acidentais, especiais, mulfiplos ou consequenciais relacionados com ou
decorrentes da utilizagdo deste documento.

Garantimos que os produtos QIAGEN cumprem as especificagdes indicadas. Caso os produtos ndo apresentem o desempenho garantido, a Unica
obrigagdo da QIAGEN e a Unica compensacdo do cliente limitam-se & substituicGo dos produtos de forma gratuita.

A mutacdo do gene CALR e utilizacdo da mesma encontra-se protegida por direitos de patente, incluindo a patente Europeia EP2808338

e homologas estrangeiras. A aquisicdo deste produto ndo implica qualquer direito & sua utilizagcdo em ensaios clinicos de medicamentos destinados

a farmacos direcionados para CALR. A QIAGEN desenvolve programas de licenciamento especifico para essas utilizacdes. Contacte o Departamento

de Desenvolvimento de Negdcios Corporativos da QIAGEN em bd@giagen.com.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QlAcube®, QIAsymphony?, ipsogen®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (Grupo

QIAGEN); BHQ®, Black Hole Quencher® (LGC Biosearch); FAM™, HEX™, SYBR® (Life Technologies, Inc.): GenBank® (National Center for Biotechnology

Information); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).

Acordo de licenciamento limitado para o kit ipsogen CALR RGQ PCR

A utilizacdo deste produto significa a aceitacdo, por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto, dos seguintes termos:

1. O produto pode ser utilizado unicamente de acordo com o Manual de instrugdes, e apenas com os componentes contidos no kit. Nos termos dos
direitos de propriedade intelectual, a QIAGEN n&o concede qualquer licenga para utilizar ou incorporar os componentes contidos neste kit com
quaisquer componentes ndo incluidos neste kit, exceto conforme descrito no Manual de instrucdes e em quaisquer protocolos adicionais
disponiveis em www.qgiagen.com.

N

. A excecdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN n&o fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizacdo ou utilizacdes
néo infrinjam os direitos de terceiros.

w

. Este kit e respetivos componentes estdo licenciados para uma Unica utilizagdo e ndo podem ser reutilizados, recondicionados ou objeto de
revenda.

~

. A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenga, expressa ou implicita, & excecdo das expressamente declaradas.

o

. O comprador e utilizador do kit concorda em ndo fomar nem permitir que qualquer outro tome medidas que possam conduzir a, ou facilitar,
qualquer dos atos acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibi¢cdes do presente Contrato de Licenga Limitada em qualquer tribunal
e deverd recuperar todas as custas de tribunal e de investigagdo em que incorra, incluindo honordrios de advogados, em qualquer processo
destinado a fazer cumprir o presente Contrato de Licenca Limitada ou qualquer um dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao kit
ipsogen CALR RGQ PCR e/ou aos seus componentes.

Para obter os termos de licenga atualizados, visite www.giagen.com.
HB-2198-002 1103549 157025473 04-2017
©2016-2017 QIAGEN, fodos os direitos reservados.
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