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PARTE 1. DESTINO PREVISTO UTILIZACAO

O QClamp® PIK3CA Mutation Detection Test é um ensaio de PCR qualitativo em tempo real para a detegdo
de mutagdes somaticas no gene humano PIK3CA, utilizando ADN purificado extraido de tecidos frescos ou
congelados ou de amostras de tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina (FFPE). Os ensaios
especificos de céddo foram concebidos para detetar as trés principais mutagdes PIK3CA: E542K, E545K e
H1047R. Este kit limita-se a testar apenas estas mutagdes, mas outras mutagdes comuns nestes trés coddes
estdo também listadas na Tabela 1. O teste de detecdo de mutagdes QClamp® PIK3CA tem a marcagdo CE e
s6 deve ser utilizado por profissionais de laboratério com formacgdo especifica num ambiente laboratorial
com conformidade CE. N3o se destina a utilizagdo em diagndstico in vitro nos EUA.

Tabela 1. Lista de Mutagoes e Identidades Césmicas encontradas em PIK3CA

Exon Alteragdo de aminoacidos Mudanga de nucleétido: ID COSM  ID COSV

p.E542K c.1624G>A COSM760 COSV55873227
p.E542G c.1625A>G COSM761 COSV55876800
9 p.E542V c.1625A>T COSM762 COSV55881194
p.E545K c.1633G>A COSM763 COSV55873239
p.E545G c.1634A>G COSM764 COSV55873220
p.E545D c.1635G>T COSM765 COSV55874040
20 p.H1047Y c.3139C>T COSM774 COSV55876499
p.H1047R c.3140A>G COSM775 COSV55873195

PARTE 2. PIK3CA E CANCRO

PIK3CA é o gene que codifica a subunidade catalitica alfa da fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinase (P13
quinase), uma quinase lipidica que esta envolvida no crescimento, proliferagdo, diferenciacdo, motilidade e
sobrevivéncia das células [1]. A mutagdo PIK3CA tem sido implicada na patogénese de vdrios cancros,
incluindo o cancro da mama, o cancro do célon, o cancro do pulmao e outros cancros como o glioma, o
cancro gastrico e o cancro do endométrio [1-3]. As mutagcBes missense PIK3CA mais frequentes incluem
H1047R, E545K e E542K [3].

PARTE 3. QCLAMP® FLUXO DE TRABALHO

O fluxo de trabalho do ensaio consiste em quatro etapas principais:

1. Isolamento de ADN: Extrair o ADN do tecido FFPE ou do plasma utilizando um kit comercial de extracao de
ADN.

2. Preparar a qPCR: Misturar os reagentes do ensaio, carregar os controlos e as amostras de ADN extraido
numa placa de PCR (30-60 min).

3. Executar a qPCR: Introduzir os parametros de amplificagdo numa maquina qPCR, carregar a placa PCR e iniciar
a execugao (2,5 h).

4. Analise de dados: Determinar a presenca ou auséncia de mutag¢des de acordo com os pontos de corte do valor Cq
(~20 min).
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PARTE 4. TECNOLOGIA QCLAMP® PARA A DETECCAO DE MUTACOES

O teste de detegdo de mutagdes QClamp® PIK3CA baseia-se na tecnologia de fixacdo de PCR mediada por
acido xenonucleico (XNA) [4-7]. O XNA é um andlogo de ADN sintético em que a espinha dorsal de
fosfodiéster foi substituida por uma repeticdo formada por unidades da nova quimica de espinha dorsal ndo
carregada patenteada da DiaCarta [5]. Os XNAs hibridizam firmemente com sequéncias-alvo de ADN
complementares apenas se a sequéncia for totalmente compativel. A ligagdo do XNA a sua sequéncia alvo
bloqueia o alongamento da cadeia pela ADN polimerase. Quando ha uma mutagdo no sitio alvo e, portanto,
um mismatch, o duplex XNA:ADN é instavel, permitindo o alongamento da cadeia pela DNA polimerase. A
adicdo de um XNA, cuja sequéncia coincide completamente com a do ADN de tipo selvagem, a uma reagdo
de PCR bloqueia a amplificagdo do ADN de tipo selvagem, permitindo a amplificagdo selectiva do ADN
mutante. As polimerases de ADN ndo reconhecem os oligdmeros de XNA e ndo podem ser utilizados como
iniciadores em reacgdes de PCR subsequentes. As vantagens da aplicagéo do XNA no ensaio de PCR incluem
a melhoria da sensibilidade (bloqueio do ADN de tipo selvagem para reduzir os falsos negativos) e da
especificidade (bloqueio do ADN de tipo selvagem para reduzir os falsos positivos).

Perfectly matched XNA
v — ooy S

l Real-time PCR

Unmatched XNA
' prode for Mutant-Type

Mutant-Type

I Real-tme PCR >

Figura 1. Principio do teste de detecdo de mutagées QClamp® PIK3CA
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PARTE 5. REAGENTES E INSTRUMENTOS

5.1.Conteudo da embalagem

Tabela 2a. Contetido da embalagem - Tamanho da embalagem: 10 amostras (DC-10-1053)

Nome do componente

Mistura de
iniciador/sonda E542K
Mistura de
iniciador/sonda E545K
Mistura de
iniciador/sonda H1047R

E542K XNA
E545K XN
H1047R XNA

Controlo positivo

Controlo negativo

Mistura principal de PCR
2X

Agua livre de nuclease

Peca

1001612

1001622

1001632

1001822
1001832
1001842

1001852

1001862

1001882

1000592

Descri¢cao

Primers e sonda PIK3CA
E542K

Primers e sonda PIK3CA
E545K

PIK3CA H1047R
Primers e sonda

PIK3CA E542K XNA
PIK3CA E545K XNA

PIK3CA H1047R XNA
PIK3CA E542K, E545K,
H1047R misto

ADN de tipo selvagem

Mistura de reagdo PCR

Agua livre de nuclease

Tamanho da
embalagem:
10 amostras

1 frasco

1 frasco

1 frasco

1 frasco
1 frasco
1 frasco

1 frasco

1 frasco

1 frasco

1 frasco

Volume do
rétulo para
cada frasco

20 ulL

20 ulL

20 ulL

20 ulL
20 ulL
20 ulL

14 pL

14 pL

288 uL

72 uL

Cor da
tampa

Vermelho

Violeta

Azul

Vermelho
Violeta
Azul
Amarelo
Verde

Limpo

Laranja

Temperatura de
armazenamento

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C
-25°Ca-15°C
-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C

Tabela 2b. Conteudo da embalagem - Tamanho da embalagem: 30 amostras (DC-10-1072)

Nome do componente

Mistura de
iniciador/sonda E542K
Mistura de
iniciador/sonda E545K

Mistura de iniciador/sonda

H1047R

E542K XNA

E545K XNA
H1047R XNA
Controlo positivo
Controlo negativo

Mistura principal de PCR
2X

Agua livre de nuclease
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Pega

1001613

1001623

1001633

1001823

1001833

1001843

1001853

1001863

1001883

1000593

Descrigdo

Primers e sonda PIK3CA
E542K

Primers e sonda PIK3CA
E545K

PIK3CA H1047R
Primers e sonda

PIK3CA E542K XNA
PIK3CA E545K XNA

PIK3CA H1047R XNA

PIK3CA E542K, E545K,
H1047R misto

ADN de tipo selvagem

Mistura de reagdo PCR

Agua livre de nuclease

Tamanho da
embalagem:
30 amostras

1 frasco

1 frasco

1 frasco

1 frasco
1 frasco
1 frasco
1 frasco
1 frasco

1 frasco

1 frasco

Volume do
rétulo para
cada frasco

54 uL

54 uL

54 uL

54 L

54 L

54 L

28 ul

28 uL

756 pL

189 ulL

Cor da
tampa

Vermelho

Violeta

Azul

Vermelho
Violeta
Azul
Amarelo
Verde

Limpo

Laranja

Temperatura de
armazenamento

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C
-25°Ca-15°C
-25°Ca-15°C
-25°Ca-15°C
-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C
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5.2. Materiais necessarios mas nao fornecidos no kit

A. Reagentes para isolamento de ADN
e QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Cat. N.2 56404) ou equivalente.
e DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN, Cat. No. 69504 ou 69506) para amostras de sangue e de tecidos.

. Consumiveis

e Pocos BIO-RAD de 96 pogos (HSP9601) de concha branca transparente para o instrumento CFX96™.

e Pocos brancos de revestimento transparente BIO-RAD de 384 pogos (HSP3805) para o instrumento
CFX384™.

e Globe Scientific Inc. Placa PCR de 384 pogos, A24/P24 com dois entalhes, polipropileno branco
estilo Roche ndo estéril (Cat. PCR-384-ROCW) para o instrumento LightCycler® 480lI.

e Globe Scientific Inc. Placa PCR nao esterilizada de polipropileno de 384 pocgos, entalhe Unico A24,
branca (Cat# PCR-384-ABIW; Lote#: 20322) para o instrumento QuantStudio™ 5.

e Placa de reagdo de 96 pogos MicroAmp® da Applied Biosystems (0,1 ml) (REF 4346907) para o
instrumento ABI7500 Fast Dx.

e Vedagdo da placa ética.

e Tubos de microcentrifugacdo sem nuclease e de baixa aglutinagdo.

e Pontas de pipeta sem nuclease com barreiras de aerossol.

e 50x ROX Reference Passive Dye (included in the kit upon request. Use Cat# DC-10-0104R.)

C. Equipamento

e Marcador permanente.

e Instrumento de PCR em tempo real capaz de detetar FAM (excitacdo a 495 nm/emissdo a 520 nm) e
HEX (excitacdo a 538 nm/emissdo a 555 nm) ou VIC (excitacdo a 538 nm/emissdo a 554 nm) em
vez de HEX.

e Pipetas dedicadas* (ajustaveis) para preparag¢do de amostras.

e Pipetas dedicadas* (ajustaveis) para a preparagdo da PCR Master Mix.

e Pipetas dedicadas* (ajustaveis) para distribuicdo do ADN modelo.

e  Microcentrifugadora

e Centrifugar* com rotor para tubos de 1,5 ml.

e Centrifugadora de placas PCR.

e Vortexer.

e Rack PCR.

e Reservatorio de reagentes.

Nota: Antes da utilizacdo, certificar-se de que os instrumentos assinalados com * foram mantidos e
calibrados de acordo com as recomendacdes do fabricante.

5.3. Instrumentos
Os ensaios foram desenvolvidos e validados nos instrumentos indicados no quadro seguinte. As plataformas
de instrumentos nao listadas na tabela devem ser validadas pelos laboratérios individuais. A pedido, podem ser

obtidas orientacGes para validacdo junto da DiaCarta.

Tabela 3. Lista de instrumentos validados com este kit

Empresa Modelo

Bio-Rad CFX384™, CFX96™

Roche LightCycler® 480 11

Thermo Fisher QuantStudio™ 5, ABI 7500 Fast_
Dx
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5.4. Manuseamento e armazenamento

Este kit é enviado em gelo seco. Se algum componente do kit ndo estiver congelado a chegada, se a
embalagem exterior tiver sido aberta durante o transporte ou se o envio ndo contiver uma nota de
embalagem ou os reagentes, contacte a DiaCarta ou os distribuidores locais o mais rapidamente possivel.

O kit deve ser armazenado a uma temperatura entre -15°C e -25°C imediatamente apds a sua rece¢do, num
congelador a temperatura constante e protegido da luz. Quando armazenado nas condigdes de
armazenamento especificadas, o kit é estdvel até ao prazo de validade indicado. Recomenda-se que os
reagentes de PCR (Caixa 1) sejam armazenados numa drea de pré-amplificagdo e os controlos (Caixa 2) numa
area de pdés-amplificagdo (manuseamento de modelos de ADN). O kit pode ser submetido a um maximo de 5
ciclos de congelagdao-descongelagao sem afetar o desempenho.

Todos os reagentes devem ser descongelados a temperatura ambiente durante um minimo de 30 minutos
antes de serem utilizados. Ndo exceder 2 horas a temperatura ambiente. As misturas Primer/Probe contém
sondas marcadas com fluoréforos e devem ser protegidas da luz. Deve ter-se em atengdo as datas de validade e
as condi¢Ges de armazenamento impressas na caixa e nos rétulos de todos os componentes. Ndo utilizar
componentes fora de prazo ou armazenados incorretamente.

5.5. Consideragoes gerais

A utilizagdo efectiva dos testes PCR em tempo real requer boas praticas de laboratério (BPL), incluindo a
manutencdo de equipamento dedicado a biologia molecular. Utilizar material de laboratdrio isento de
nuclease (pipetas, pontas de pipeta, tubos de ensaio) e usar luvas ao efetuar o ensaio. Utilizar pontas de
pipeta resistentes a aerossodis em todos os passos de pipetagem para evitar a contaminagao cruzada das
amostras e dos reagentes.

Preparar as misturas de ensaio em areas designadas de pré-amplificacdo, utilizando apenas equipamento
dedicado a esta aplicagdo. Adicionar o ADN modelo numa &rea separada (de preferéncia numa sala separada).
Usar de extrema cautela para evitar a contaminagdao com DNase, que poderia resultar na degrada¢cdao do ADN
modelo, ou a contaminagado por PCR carryover, que poderia resultar num sinal falso positivo.

Os reagentes fornecidos sdao formulados especificamente para utilizagdo com este kit. Nao efetuar
substituicGes de modo a garantir um desempenho 6timo do kit. A diluicdo adicional dos reagentes ou a
alteracdo dos tempos e temperaturas de incubagdo pode resultar em dados erréneos ou discordantes.

5.6. Avisos e precaugoes

e  Tenha muito cuidado para evitar a contaminagao das reacgdes de PCR com os Controlos Positivos e Negativos de
ADN fornecidos.

e Minimizar a exposi¢ao das 2X PCR Master Mixes a temperatura ambiente para uma amplificagdo éptima.
e  Evitar a sobre-exposi¢do das misturas iniciador/sonda a luz para obter um sinal fluorescente étimo.

e Autilizagdo de volumes de reagente ndo recomendados pode resultar numa perda de desempenho e pode
também diminuir a fiabilidade dos resultados do teste.

e A utilizagdo de volumes e concentragdes ndao recomendados da amostra de ADN alvo pode resultar numa perda
de desempenho e pode também diminuir a fiabilidade dos resultados do teste.

e A utilizagdo de consumiveis ndo recomendados com os instrumentos pode afetar negativamente os resultados dos
testes.

e Nao reutilizar os reagentes restantes ap6s a conclusdo da amplificagdao da PCR.

e Poderdo ser necessdrios testes de validagdo adicionais por parte dos utilizadores quando se utilizam
instrumentos ndo recomendados.

e  Realizar todas as experiéncias em condigdes estéreis adequadas, utilizando técnicas assépticas.
e  Efetuartodos os procedimentos utilizando as precaugdes universais.

e Usar equipamento de protegdo individual (EPI), incluindo luvas descartaveis, durante todo o procedimento
de ensaio.
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e Nado comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos nas dreas onde os reagentes ou espécimes sdo manuseados.

e Eliminar os materiais perigosos ou biologicamente contaminados de acordo com as praticas da sua
instituicdo.

e Eliminar todos os materiais de uma forma segura e aceitdvel, em conformidade com todos os requisitos legais.

e Dissolver completamente os reagentes e, em seguida, misturar bem em vértex, exceto as misturas
Primer/Probe e PCR Master Mixes.

e Em caso de exposi¢do da pele ou das mucosas, lavar imediatamente a zona afetada com grandes
quantidades de dgua. Consultar imediatamente um médico.

e Ndo utilizar os componentes para além do prazo de validade impresso nas caixas dos kits.

e Ndo misturar reagentes de lotes diferentes.

e (Colocar todos os componentes nas condigdes de armazenamento adequadas apds a preparagdo dos reagentes de

trabalho.
e N3do trocar as tampas dos frascos ou garrafas, pois pode ocorrer contaminagdo cruzada.
e Na3o deixar os componentes a temperatura ambiente durante mais de 2 horas.

e Os reagentes fornecidos sdo formulados especificamente para utilizagdo com este kit. Ndo efetuar
substituicdes de modo a garantir um desempenho 6timo do kit. A diluicdo adicional dos reagentes ou a
alteracdo dos tempos e temperaturas de incubagdo pode resultar em dados erréneos ou discordantes.

PARTE 6. INSTRUCOES PARA UTILIZACAO

6.1. Isolamento de AND

O ADN gendmico humano deve ser extraido do tecido FFPE antes de ser utilizado. Existem varios métodos
para o isolamento do ADN. Por uma questdo de consisténcia, recomendamos a utilizacdo de um kit
comercial, como o kit de extragdo de ADN da Qiagen (QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit, Cat. N.2 56404, para
amostras incluidas em parafina; DNeasy Blood & Tissue kit, Cat. N.2 69504 ou 69506, para amostras de
tecido). Siga o procedimento de isolamento do ADN de acordo com o protocolo do fabricante.

Este ensaio QClamp® requer um total de 30 ng de ADN por amostra (10 ng/reagdo). Apds o isolamento do
ADN, medir a concentragdo utilizando uma analise fluorométrica (ou seja, Qubit® Cat. N.2 Q33216) com agua
sem nuclease até 5 ng/ plL (ndo utilizar TE). Se utilizar a anélise espectrofotométrica, certificar-se de que o valor
A260/A230 é superior a 2,0 e o valor A260/A280 se situa entre 1,8 e 2,0. Para o ensaio, € necessario ADN de
alta qualidade. A quantificacdo do ADN por métodos baseados na absorvancia de UV pode resultar numa
sobrestimacdo da quantidade total de ADN.

6.2. Preparagao de reagentes

Descongelar todas as misturas de primers/sondas, XNAs, controlo positivo (PC), controlo negativo (NC),
controlo sem modelo (NTC, Nuclease-Free Water) e aliquotas de 2X PCR Master Mix fornecidas. Descongelar
todas as misturas de reacdao a temperatura ambiente durante um minimo de 30 minutos. Agitar no vortex
todos os componentes (exceto o PCR Master Mix) durante 5 segundos e efetuar uma centrifugacdo rapida. A
PCR Master Mix deve ser misturada suavemente invertendo o tubo algumas vezes e efectuando uma
centrifugacdo rapida. Antes da utilizacdo, certifique-se de que a PCR Master Mix é ressuspensa pipetando
varias vezes para cima e para baixo. Ndo deixar os componentes do kit a temperatura ambiente durante
mais de 2 horas. O ensaio qPCR final contém 10 uL de reagentes (Tabela 4).

e Um kit de teste de 10 amostras contém material de controlo suficiente para 3 séries (minimo de 3 amostras
por série).
e Um kit de teste de 30 amostras contém material de controlo suficiente para 6 séries (minimo de 5 amostras
por série).
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Tabela 4. Componentes do QClamp® Assay e Volume de Reagdo

Componentes Volume (por Componentes Volume (por Componentes Volume (por
para E542K reagdo) para E545K reagdo) para H1047R reagdo)
Mistura principal de 5 pL Mistura principal de 5 plL Mistura principal de 5 plL
PCR 2X PCR 2X PCR 2X
E542K E545K H1047R

1puL 1pul 1pul
Mistura de W Mistura de W Mistura de W
primers/sondas primers/sondas primers/sondas
E542K XNA 1pl E545K XNA 1pl H1047R XNA 1pL
Amostra de ADN (5 Amostra de ADN Amostra de ADN

2 uL 2 uL 2 uL
ng/uL) ou Controlos (5 ng/uL) ou (5 ng/uL) ou

Controlos Controlos

Agua sem Agua sem Agua sem
Nuclease tut Nuclease 1ut Nuclease Tut
Volume Volume Volume

10 pL 10 pL 10 pL
total do Ou total do ou total do Ou
ensaio ensaio ensaio

6.3. Preparagao de misturas de ensaio
Tabela 5. Preparag¢ao das misturas de ensaio
For Bl.o-Rad and Volume de 2X PCR Master Mix Vol_ur_nfe da mistura Volume de XNA Volume de agua
Roche instruments de iniciadores e
sondas

Mistura PIK3CA S5uLx(nx1.1) luLx(nx1.1) 0.2puLx(nx1.1) 0.8 uLx(nx1.1)
E542
Mistura PIK3CA S5uLx(nx1.1) luLx(nx1.1) 0.2puLx(nx1.1) 0.8 uLx(nx1.1)
E545
Mistura PIK3CA S5uLx(nx1.1) luLx(nx1.1) 0.2puLx(nx1.1) 0.8 uLx(nx1.1)
H1047

Notas: n = nimero de reac¢des (amostras de ADN mais 3 controlos). Preparar o suficiente para 1 amostra extra (n+1)
para permitir um volume suficiente para o conjunto de PCR.

As misturas de ensaio devem ser preparadas imediatamente antes da sua utilizagdo. Rotular um tubo de
microcentrifuga (ndo fornecido) para a mistura de reagdo disponivel, conforme indicado na Tabela 5. Para
maximizar a eficiéncia da fixacdo do XNA, certifique-se de que o XNA é aquecido a 65°C durante pelo
menos 15 minutos e adicione a mistura de XNA a mistura de ensaio no final.

Deve ser preparada uma mistura de reagdo que contenha todos os reagentes, exceto as amostras de ADN ou
os controlos, para o nimero total de amostras e controlos a testar numa série. O Controlo Positivo (PC), o
Controlo Negativo (NC) e o Controlo Ndo-Template (NTC) devem ser incluidos em cada série. Os controlos
devem ser colocados na placa de PCR afastados uns dos outros e das amostras desconhecidas para evitar a
contaminacao cruzada.

As misturas Primer/Probe contém os primers forward e reverse para PCR da regido do gene PIK3CA para
detetar as mutagdes alvo (alvo E542K, E545K ou H1047R). Em cada mistura de primers/sondas, estdo incluidas
duas sondas: A sonda PIK3CA marcada com FAM para a detecdo de mutagOes e a sonda ACTB marcada com HEX
como controlo interno para monitorizar a validade do ensaio.

O NC utiliza ADN de tipo selvagem como modelo em cada execug¢do. O ADN do tipo selvagem ndo tem
qualquer mutacdo no gene PIK3CA, pelo que a sonda XNA se ligara fortemente, impedindo a polimerase de
produzir amplicGes. Por conseguinte, ndo deve ser obtido qualquer produto de PCR do gene PIK3CA a partir
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do controlo negativo. No entanto, o gene ACTB deve ser amplificado como no controlo positivo.

Também é utilizado um PC em cada ensaio. O PC contém os trés alelos de mutagdo alvo (E542K, E545K e
H1047R) no fundo de tipo selvagem; por conseguinte, as sondas de XNA ndo se ligam a sequéncia mutante,
permitindo a amplificagdo do modelo mutante. Para que a reagdo seja valida, o PC deve apresentar os
valores Cq adequados da amplificagdo mutante.

E utilizado um NTC em cada ensaio. E utilizada dgua livre de nuclease em vez do modelo. O NTC serve como
um NC geral e avalia a potencial contaminagdo durante a preparagdo do ensaio. Por conseguinte, ndo deve
haver produtos de amplificagdo para o NTC.

6.4. Sugestao de disposicao da placa

Adicione 8 pL da mistura de ensaio adequada a cada pogo da placa e 2 puL de controlo ou amostra para
garantir que cada reagdo tem um volume final de 10 pL. A entrada de 10 ng de ADN é 6ptima para este
ensaio. Sugerimos a disposi¢do abaixo (Tabela 6) para reduzir possiveis contaminacdes. E importante utilizar
as placas de PCR recomendadas que foram validadas para este ensaio (ver sec¢do 5.2 Materiais
necessdrios mas néo fornecidos no kit). Agitar bem as amostras de ADN no vortex e centrifugar antes de as
adicionar a cada pogo. Quando todos os reagentes tiverem sido adicionados a placa, pipetar para cima e para
baixo 5 vezes para misturar e selar firmemente a placa com o selo ético da placa para evitar a evaporagdo. Rodar
a 500 xg durante 1 minuto para recolher todos os reagentes. Colocar imediatamente no instrumento de PCR.
A Tabela 6 é uma sugestao de configuragdo da placa para uma Unica experiéncia de analise de 3 amostras
desconhecidas.

Tabela 6. Sugestao de disposicdo da placa (placa de 96 pogos)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A NTC NC PC S1 S2 S3
Mistura Mistura E542K Mistura Mistura Mistura Mistura
E542K E542K E542K E542K E542K

B NTC NC PC S1 S2 S3
Mistura Mistura E545K Mistura Mistura Mistura Mistura
E545K E545K E545K E545K E545K

C Mistura NTC NC H1047R PC H1047R S1H1047R S2 H1047R  S3 H1047R
H1047R Mistura Mistura Mistura Mistura Mistura

Notas: NTC, dgua sem nuclease; NC, ADN de tipo selvagem; PC, ADN mutante; S1 - S3, Amostras 1 - 3. Recomenda-se
que os controlos sejam espagados na placa de PCR, afastados uns dos outros e das amostras desconhecidas, para evitar
a contaminagao cruzada.

6.5. Configuragao do instrumento

Os parametros da Tabela 7 aplicam-se aos instrumentos Bio-Rad CFX384™, CFX96™, Roche LightCycler®
480Il, ABI 7500 e QuantStudio™ 5. Para o Bio-Rad CFX384™ e o CFX96™, todo o processamento estd
predefinido e ndo deve ser efectuado qualquer ajuste manual. Escolha todos os canais quando solicitado. Para o
ABI 7500 e o QuantStudio™ 5, seleccione ROX para o corante de referéncia passivo. Para o Roche LightCycler®
480Il, as taxas de rampa devem ser ajustadas de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7. Roche LightCycler 480 Il e Bio-Rad CFX384 e CFX96 Parametros de ciclismo

Etapa Temperatura (°C) Tempo Taxa de rampa (°C/s) Ciclos = Modo de aquisi¢do
(segundos)
Pré-incubacao 95 300 1.6 1 Nenhum
Desnaturagao 95 10 1.6 Nenhum
Recozimento XNA 70 30 1.6 20 Nenhum
X
Recozimento do 64 20 1.0 Nenhum
iniciador
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Extensao 72 20%* 1.0 FAM e HEX

Nota: * Para ABI 7500 Tempo de extensdo para 30 s. Este instrumento ndo permite um tempo de extensdo mais curto.
disso, utilize uma taxa de rampa de 100% no ABI 7500 Fast Dx.

PARTE 7. AVALIACAO DA PCR EM TEMPO REAL RESULTADOS

O instrumento de PCR em tempo real gera um valor de limiar de ciclo (Cq) para cada amostra. O Cq é o
numero de ciclos em que é detectado um sinal acima do limiar de fluorescéncia definido. Quanto mais baixo
for o numero de ciclos em que o sinal se eleva acima do fundo, mais forte é a rea¢do de PCR que representa
(*consulte as Directrizes MIQE em Referéncias [8] para mais informagdes).

7.1. Analise de dados para o Bio-Rad CFX384™

Para o Bio-Rad CFX384™, utilize o software Bio-Rad CFX Maestro para analisar os dados. No separador
"Settings" (Defini¢cbes), va para "Baseline Setting" (Definicdo da linha de base) e seleccione "Apply
Fluorescence Drift Correction" (Aplicar corre¢do de desvio de fluorescéncia). Além disso, defina o Cq
Determination Mode (Modo de determinagdo de Cq) para "Single Threshold" (Limiar Unico) e defina
"Baseline Setting" (Definicdo da linha de base) para "Baseline Subtracted Curve Fit" (Ajuste da curva
subtraida da linha de base) no separador Quantification analysis (Andlise de quantificagdo). Defina o limiar
para os canais FAM e HEX individualmente. Verifique o canal FAM, no separador "Settings" (Defini¢des),
seleccione "Baseline Threshold" (Limiar da linha de base) e "User Defined" (Definido pelo utilizador) e defina
FAM para 500 RFU. Verifique o canal HEX, no separador "Settings" (Defini¢cGes), seleccione "Baseline
Threshold" (Limiar da linha de base) e "User Defined" (Definido pelo utilizador) e defina HEX para 250 RFU.
Verificar se os limiares para FAM e HEX estdo definidos ligeiramente acima do nivel de fluorescéncia de
fundo, para que os controlos negativos ou os pogos vazios nao sejam artificialmente considerados positivos.

7.2. Analise de dados para o Bio-Rad CFX96™

Para o Bio-Rad CFX96™, utilize o software Bio-Rad CFX Maestro para analisar os dados. No separador
"Settings" (Defini¢cBes), va para "Baseline Setting" (Definicdo da linha de base) e seleccione "Apply
Fluorescence Drift Correction" (Aplicar correcdo de desvio de fluorescéncia). Defina também o modo de
determinacdo de Cq para "Single Threshold" (Limiar Unico) e "Baseline Setting" (Definicdo da linha de base)
para "Baseline Subtracted Curve Fit" (Ajuste da curva subtraida da linha de base) no separador Quantification
analysis (Andlise de quantificacdo). Defina o limiar para os canais FAM e HEX individualmente. Verifique o
canal FAM, no separador "Settings" (Defini¢des), seleccione "Baseline Threshold" (Limiar da linha de base) e
"User Defined" (Definido pelo utilizador) e defina FAM para 100 RFU. Verifique o canal HEX, no separador
"Defini¢cbes", seleccione "Limiar da linha de base" e "Definido pelo utilizador" e defina HEX para 50 RFU.
Verificar se os limiares para FAM e HEX estdo definidos ligeiramente acima do nivel de fluorescéncia de
fundo, para que os controlos negativos ou os pogos vazios ndo sejam artificialmente considerados positivos.

7.3. Analise de dados para o Roche LightCycler® 480

Para o Roche LightCycler® 480 II, abrir o software LightCycler 480 SW 1.5.1.61 (ou versdo posterior) e
selecionar o algoritmo de andlise Abs Quant/2"® Derivative Max para analisar os dados do ficheiro de
execugao.

7.4. Andlise de dados para ABI 7500 Fast Dx

Para o Thermo Fisher Scientific ABI 7500, utilizar o software Design and Analysis versdo 2.6.0 (ou versdo mais
recente). Cligue no botdo "Analyze" (Analisar). No separador "Actions" (Accdes), abra "Primary Analysis
Setting" (DefinicGes da analise primaria) e desmarque "Use Default" (Utilizar predefinicdo), desmarque "Auto
Threshold" (Limiar automatico) e desmarque "Auto Baseline" (Linha de base automdtica) para os canais FAM e
VIC* (HEX). Defina o "Threshold" (Limiar) para 0.04 para FAM e 0.04 para VIC. Verificar se os limiares para FAM
e VIC estdo definidos ligeiramente acima do nivel de fluorescéncia de fundo, para que os controlos negativos
ou 0s pogos vazios ndo sejam artificialmente considerados positivos.
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*Nota: Os corantes fluorescentes HEX e VIC tém comprimentos de onda de excitagdo idénticos (538 nm) e
comprimentos de onda de emissdo quase idénticos (555 e 554 nm, respetivamente). Escolha o corante
fluorescente para o qual o seu instrumento ABI estd calibrado.

7.5. Analise de dados para o QuantStudio™ 5

Para o Thermo Fisher Scientific ABI QuantStudio 5, utilize o software Design and Analysis versdo 2.6.0 (ou versao
mais recente). Clique no botdo "Analyze" (Analisar). No separador "Actions" (Acg¢Ges), os Analysis Modules
(Mddulos de analise) devem ser seleccionados como "Presence Absence" (Presenca e auséncia). Além disso, no
separador "Actions" (AcgBes), abra "Primary Analysis Setting" (Definicdo da andlise primaria) e desmarque
"Use Default" (Utilizar predefini¢do), desmarque "Auto Threshold" (Limiar automatico) e desmarque "Auto
Baseline" (Linha de base automatica) para os canais FAM e VIC (HEX). Defina o limiar ARn para 0.04 para FAM
e 0.04 para VIC para Controlo Interno. Verifique se os limiares para FAM e VIC estdo definidos ligeiramente acima
do nivel de fluorescéncia de fundo, para que os controlos negativos ou 0s pog¢os vazios ndo sejam
artificialmente considerados positivos. Além disso, fixar o inicio da linha de base em 3 e o fim da linha de
base em 28 para FAM, e fixar o inicio da linha de base em 3 e o fim da linha de base em 22 para VIC.

7.6. Controlos nao-modelo

Verificar se ndo hd amplificagdo para os sinais FAM e HEX (ou VIC) nos controlos sem modelo para cada uma das
misturas de ensaio. O Cq deve ser indeterminado.

7.7. Analise dos controlos negativos e positivos

O PC, NC e NTC devem passar os critérios para que o ensaio seja valido antes de analisar os dados das suas
amostras. Os valores Cq devem situar-se no intervalo dos seguintes valores aceitdveis para cada instrumento
(Tabelas 9-14). Se os controlos falharem, o teste é invdlido e tem de ser repetido. Os dados da amostra sé sdo
analisados e interpretados depois de todos os controlos serem aprovados.

Tabela 9. Valores Cq aceitaveis para controlos ndo-modelo, negativos e positivos (Bio-Rad CFX384™)

Controlos Detecdo de mutacdes FAM (objetivo) HEX (controlo interno)
Controlo sem modelo E542, E545 e H1047 N3o detectado N3o detectado
E542 Cq=237,0 Cg<30,0
Controlo negativo E545 Cq=235,0 Cq<30,0
H1047 Cqg =235,0 Cg<30,0
E542 Cq < 35,0 Cg<30,0
Controlo positivo E545 Cq<32,0 Cq<30,0
H1047 Cg<32,0 Cg<30,0

Tabela 10. Valores Cq aceitaveis para controlos ndo-modelo, negativos e positivos (Bio-Rad CFX96™)

Controlos Detec¢do de mutagdes FAM (objetivo) HEX (controlo interno)
Controlo sem modelo E542, E545 e H1047 N3o detectado N3o detectado
E542 Cqg =39,0 Cg<30,0
Controlo negativo E545 Cq =36,0 Cq<30,0
H1047 Cq 236,0 Cg<30,0
E542 Cq < 36,0 Cq < 30,0
Controlo positivo E545 Cq< 33,0 Cq<30,0
H1047 Cq<33,0 Cq < 30,0
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Tabela 11. Valores Cq Aceitaveis para Controlos Ndao-Template, Negativos e Positivos (Roche LightCycler® 480Il)

Controlos
Controlo sem modelo

Controlo negativo

Controlo positivo

Detec¢do de mutagoes
E542, E545 e H1047
E542

E545

H1047

E542

E545

H1047

FAM (objetivo)
Ndo detectado
Cq=237,0
Cq=235,0
Cq=235,0
Cq<34,0
Cq<32,0
Cq<32,0

HEX (controlo interno)
Ndo detectado
Cq<30,0

Cq<30,0

Cq<30,0

Cq<30,0

Cq<30,0

Cq<30,0

Tabela 12. Valores Cq aceitaveis para controlos ndo-modelo, negativos e positivos (ABI 7500)

Controlos

Controlo sem modelo

Controlo negativo

Controlo positivo

Detec¢do de mutagoes
E542, E545 e H1047
E542

E545

H1047

E542

E545

H1047

FAM (objetivo)
N3o detectado
Cq = 36,0
Cq 33,0
Cq 34,0
Cq<33,0
Cq < 30,0
Cq<31,0

VIC (controlo interno)
N3o detectado
Cq<30,0

Cq<30,0

Cq<30,0

Cq<30,0

Cq<30,0

Cq<30,0

Tabela 13. Valores Cq aceitaveis para controlos ndo-modelo, negativos e positivos (QuantStudio™ 5)

Controlos
Controlo sem modelo

Controlo negativo

Controlo positivo

Detecdo de mutagoes
E542, E545 e H1047
E542

E545

H1047

E542

E545

H1047

FAM (objetivo)
Nao detectado
Cq 236,0
Cq=234,0
Cq =235,0
Cq<33,0
Cq<29,0
Cq<30,0

VIC (controlo interno)
Nao detectado

Cq < 30,0

Cq < 30,0

Cq < 30,0

Cq < 30,0

Cq < 30,0

Cq < 30,0

7.8. Apreciacao da validade dos dados da amostra com base nos resultados do ensaio de

controlo interno

O valor Cqg do controlo interno (gene ACTB) pode servir como indicacdo da pureza e concentracdao do ADN.
Assim, a validade do teste pode ser decidida pelo valor Cq do Controlo Interno. Os valores Cq de qualquer
amostra com Controlo Interno devem situar-se entre Cq 24,0 e Cq 30,0. Se os valores Cq se situarem fora deste
intervalo, os resultados do teste devem ser considerados invalidos. A experiéncia deve ser repetida de
acordo com as recomendac¢des do quadro 14.

Tabela 14. Valores Cq aceitaveis para os controlos internos

Validade

interno
Vialido 24,0<Cg< 30,0
Invalido Cq<24,0

W DIACARTA

Valor Cq da combinag¢do de controlo Descrigées e recomendacoes

A amplificagdo e a quantidade de amostra de ADN foram

6ptimas.

A probabilidade de um falso positivo é elevada. Repetir a

reagdo de PCR com menos ADN.



Teste de detecdo de mutacdo QClamp® Instrucdes de MAN.0016 Rev.4
A amplificagdo ndo é éptima. Ou a quantidade de ADN ndo é
Invalido Cq=30,0 suficiente ou a qualidade do ADN é ma. Verificar novamente a
quantidade e a qualidade do ADN.

Se o ADN estiver degradado, podera ser necessdria uma nova
preparagdo do ADN.

7.9. Pontuagao do estado mutacional

O estado mutacional PIK3CA é determinado utilizando o teste de dete¢do de mutagdes QClamp® PIK3CA em
10 ng de ADN de entrada com um valor de corte Cq de 5% de frequéncia de alelos variantes (VAF) para
positividade. Quando todos os controlos de qualidade forem aprovados, utilizar os seguintes valores de
corte Cq para determinar o estado mutacional (Tabelas 15-19).

Nota: O teste de detegdo de mutagGes QClamp® PIK3CA foi avaliado com as mutagdes PIK3CA E542K, E545K
e H1047R.

Tabela 15. Pontuagdo do estado mutacional para o Bio-Rad CFX384™

Mutagdo Limite de Cq positivo Limite de Cq negativo
E542K Cq<35,0 Cq=2>37,0
E545K Cq<32,0 Cq=35,0
H1047R Cq<32,0 Cq=35,0

Tabela 16. Pontuag¢ao do estado mutacional para o Bio-Rad CFX96™

Mutagao Limite de Cq positivo Limite de Cq negativo
E542K Cq<36,0 Cq=39,0
E545K Cq<33,0 Cq=36,0
H1047R Cq<33,0 Cq=36,0

Tabela 17. Pontuagdo do estado mutacional para o Roche LightCycler® 480II

Mutagao Limite de Cq positivo Limite de Cq negativo
E542K Cq<34,0 Cq=37,0
E545K Cq<32,0 Cq=35,0
H1047R Cq<32,0 Cq=35,0

Tabela 18. Pontuac¢ao do estado mutacional para ABI 7500

Mutagao Limite de Cq positivo Limite de Cq negativo
E542K Cq<33,0 Cq = 36,0
E545K Cq < 30,0 Cq=33,0
H1047R Cq<31,0 Cq=34,0

Tabela 19. Pontuagdo do estado mutacional para o ABI QuantStudio™ 5

Mutagdo Limite de Cq positivo Limite de Cq negativo
E542K Cqg<33,0 Cq=36,0
E545K Cq<29,0 Cq>34,0
H1047R Cqg < 30,0 Cq=35,0

Acima do valor-limite (incluindo "indeterminado" ou "N/A"), a amostra pode conter percentagens inferiores de
mutacdo, préximas mas inferiores a 5 %, ou a amostra é negativa em termos de mutagdo. Quando o valor de
corte é escolhido, qualquer resultado de teste entre o "Positive Cq cutoff' e o "Negative Cq cutoff" pode
estar na zona cinzenta ou ser inconclusivo, o teste deve ser repetido antes de se chegar a uma conclusado
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(por exemplo, para o alvo E542K, o intervalo de repetigdo é 35,0 < Cq <37,0 para o CFX384™).

Nota: Uma vez que os diferentes kits comerciais tém diferentes sensibilidades e diferentes quantidades de
ADN introduzido, nem sempre é possivel comparar os resultados das amostras. Recomendamos que cada
laboratdrio clinico efectue a sua prépria validagao se pretender efetuar uma comparagao.

PARTE 8. DESEMPENHO DO ENSAIO CARACTERISTICAS

As caracteristicas de desempenho deste produto foram estabelecidas nos instrumentos de PCR em tempo
real Bio-Rad CFX384™, Bio-Rad CFX96™, Roche LightCycler® 480 I, ABI 7500™ e ABI QuantStudio™ 5.

8.1. Limite de espago em branco (LOB)

Para determinar o limite do branco (LOB) do kit, o ensaio QClamp® PIK3CA para cada alvo foi executado
utilizando cinquenta réplicas de 10 ng de ADN gendmico de tipo selvagem. Os valores Cq para as cinquenta
réplicas foram classificados por ordem numérica e o valor Cq do intervalo de confianga a 95% (C.I. inferior a
95%) foi utilizado como o valor Cq LOB. O valor LoB Cq para cada ensaio varia consoante os instrumentos,
como se mostra na Tabela 20.

Tabela 20. Resumo do valor Cq do LOB

Instrumento Ensaio LOB (Valor Cq)
E542K indetetavel

CFX384™ E545K >39.7
H1047R >45.0
E542K indetetavel

CFX96™ E545K 2414
H1047R 2434
E542K indetetavel

LightCycler® 480l E545K >40.7
H1047R 242.2
E542K >44.3

ABI 7500 E545K 2454
H1047R 2423
E542K >247.7

ABI QuantStudio™ 5  E545K >42.7

H1047R >40.8

8.2. Limite de deteg¢do (LOD)

As caracteristicas especificas de desempenho do teste de detecdo de mutacGes PIK3CA QClamp® foram
determinadas por estudos que envolveram os padrées de referéncia de ADN gendmico definido para PIK3CA das
linhas celulares com mutacGes definidas, obtidos da Horizon Discovery (Cambridge, Inglaterra). Estas amostras
foram caracterizadas geneticamente como contendo mutacdes heterogéneas na sequéncia de codificacdo
do gene PIK3CA nos exdes 9 e 20.

Para determinar o limite de detecdo (LOD) do kit, os ensaios QClamp® PIK3CA Mutation Detection foram
executados utilizando uma diluicdo em série de ADN gendmico mutante em fundo de tipo selvagem com
diferentes entradas de ADN total e varias frequéncias de alelos variantes (VAF) para cada alvo. As amostras
de referéncia mutantes foram verificadas por PCR digital em gota pela Horizon Discovery. O ADN foi
adicionado a cada poc¢o do ensaio a 10 ng/poco. As concentracdes de alelos mutantes testadas foram de
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0,5%, 0,25%, 0,13% e 0,06% de VAF. Os resultados apresentados na Tabela 21 demonstram a fixagdo eficaz
de sequéncias de tipo selvagem, proporcionando uma detegdo reprodutivel de mutagdes em concentragbes
tdo baixas como 0,1% VAF para alguns ensaios executados em réplicas multiplas.

Tabela 21. Resumo do LOD

Instrumento Ensaio LOD (% VAF)
E542K 0.125
CFX384™ E545K 0.063

H1047R 0.125
E542K 0.125
CFX96™ E545K 0.125
H1047R 0.063
E542K 0.125
LightCycler® 480II E545K 0.125
H1047R 0.125
E542K 0.063
ABI 7500 Fast Dx E545K 0.125
H1047R  0.125
E542K 0.125
ABI QuantStudio™ 5  E545K 0.250
H1047R  0.250

8.3. Valores de corte

O ADN de referéncia PIK3CA de tipo selvagem, E542K, E545K e H1047R diluido a 5% de VAF foi testado para
estabelecer os valores de corte para o ensaio. Foram testadas 50 réplicas de cada uma das amostras com 5%
de VAF e os valores Cq foram classificados por ordem numérica. O valor Cq do intervalo de confianca de 95%
(IC superior de 95%) para os dados de VAF a 5% foi determinado e utilizado para definir o ponto de corte
positivo para cada ensaio em cada instrumento (ver Tabelas 9-13 e Tabelas 15-19). As amostras negativas
(tipos selvagens) utilizadas para determinar o LOB s3o utilizadas para definir o ponto de corte negativo.

8.4. Ciclos miiltiplos de congelamento/descongelamento

O efeito de multiplos ciclos de congelacdo-descongelacdo foi testado para o Teste de Detecdo de MutagOes
QClamp® PIK3CA. Ndo foi observado qualquer efeito com um mdaximo de 5 ciclos de congelagdo-
descongelacdo.

8.5. Prazo de validade

Aproximadamente 12 meses apds o fabrico do kit quando armazenado entre -25°C e -15°C. Consultar o
rétulo do produto para obter a data de validade de um lote especifico. A reprodutibilidade é demonstrada
com base na %CV dos valores Cq e na taxa de % de chamadas de mutagdo correctas para todos os ensaios
em dois lotes e operadores para os instrumentos Roche LightCycler® 480Il e Bio- Rad CFX384™.
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PARTE 9. ENSAIO RESOLUCAO DE PROBLEMAS

Tabela 22. Problemas que ocorrem frequentemente, suas causas e solugoes

Problema

Amplificagdo clara
observada no controlo sem
modelo (NTC)

O Controlo Positivo (PC)
ndo cumpre os critérios
definidos para os valores
aceitaveis do kit. O ensaio é
invalido.

O Controlo Negativo (NC)
ndo cumpriu os critérios
definidos para os valores
aceitaveis do kit. O ensaio é
invalido.

O valor Cq da amostra do
corante HEX (controlo
interno) ndo se encontra
na gama de 25,0< Cg <
30,0.

Uma amostra que é positiva
para anutagao, mas o Cq do
corante HEX (controlo
interno) ndo se encontra no
intervalo de 25,0 < Cq

< 30.0.

Variagdes intra-ensaio
(pogo a pogo) mesmo para a
mesma repeti¢dao ou
réplicas de amostra
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Causa

O sinal positivo pode ser
causado por contaminagdo
durante a preparagdo da PCR;
ou o sinal ndo é uma
verdadeira amplificagdo do
alvo, mas curvas de fundo
geradas pelo software do
instrumento de PCR.

O kit ndo foi armazenado
nas condi¢bes
recomendadas; ou o prazo
de validade do kit expirou.

O kit ndo foi armazenado
nas condicdes
recomendadas; ou o prazo
de validade do kit expirou.
Em alternativa, o XNA pode
ndo se ligar muito as suas
sequéncias-alvo
eficazmente.

A amplificagdo e a
quantidade de ADN
introduzido ndo sdo dptimas.

O mais provavel é que a
entrada ou a qualidade do
ADN nao seja a melhor.

Mudltiplas razdes para as
causas: (1) precisdo da
pipetagem dos reagentes, (2)
mistura de
amostras/reagentes antes da
aliquotagem, (3) utilizagdo das
placas PCR correctas, (4)
pratica de adicdo de XNA.

Solugao

Repetir a PCR com novos reagentes. Seguir as regras
gerais das BPL num laboratdrio de PCR. Recomenda-se
a preparacgdo das reacgGes de PCR numa area separada,
onde ndo seja manuseado ADN e com equipamento
designado para actividades pré-PCR. Assegurar que o
espaco de trabalho e os instrumentos sdo
descontaminados regularmente. Ignorar o valor Cq de
NTC se a curva de amplificagdo ndo parecer real mas
sim ruido de fundo.

Verificar o rétulo do kit quanto as condigGes de
armazenamento e data de validade e utilizar um novo
kit, se necessario. Além disso, certifique-se de que as
misturas de primers/sondas devem ser protegidas da
luz.

Verificar o rétulo do kit quanto as condigGes de
armazenamento e data de validade e utilizar um novo
kit, se necessario. Além disso, certifique-se de que o XNA
Mix é aquecido a 65°C durante pelo menos 15 minutos e
adicione o XNA Mix a mistura do ensaio no final.

Repetir as experiéncias seguindo as recomendagdes
descritas no Manual de Instrug¢des do Kit. A
quantidade 6ptima de ADN de entrada deve ser de 10
ng. Certifique-se também de que a qualidade e a
integridade do ADN sdo suficientes.

Se o Cq de amostra de HEX for > 30,0, ndo sao utilizadas
amostras suficientes ou as amostras estao degradadas.
Se o Cq da amostra de HEX for < 25, a amostra esta
sobrecarregada. Qualquer uma das situagdes provoca
resultados falso-negativos ou falso-positivos. Repita as
experiéncias seguindo as recomendacdes

descrito no Manual de Instrugdes do Kit.

(1) Uma vez que sdo adicionados apenas alguns
microlitros de reagentes, a precisdo da pipetagem é
critica. Certifique-se de que ndo fica liquido extra
nas pontas das pipetas ou que as pontas se soltam.

(2) O ADN deve ser diluido com H20 (em vez de TE) até
5 ng/uL. Certificar-se de que as amostras de ADN s3o
bem misturadas, agitando-as em vértex e
centrifugando-as antes de as adicionar a cada pocgo.
Além disso, todos os reagentes devem ser
totalmente descongelados e bem misturados antes
de serem utilizados.

(3) Utilizar as placas PCR correctas, uma vez que placas
diferentes tém leituras diferentes devido a
composicdao do material das placas.

(4) Pré-aquecer o XNA antes de o adicionar a
mistura de ensaio, conforme descrito no
manual.
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PARTE 10. SIMBOLOS UTILIZADOS NAS EMBALAGENS

Simbolo

IVD

REF

e

2012-11-25

2012-11

Tabela 23. Simbolos utilizados na embalagem

Defini¢do

Dispositivo de diagndstico in vitro

Numero de catalogo

Fabricado por

Limitagdo da temperatura

Formato da data (ano-més-dia)

Formato da data (ano-més)
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Simbol
o

LOT

-

EC | REP

g

Defini¢dao

Cdédigo do lote

Data de expiragao

Representante autorizado na
Comunidade Europeia

Marca CE
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