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Utilizacdo prevista

O ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit é um ensaio de PCR quantitativo in vitro que se destina &
detecdo e quantificacdo da mutagdo JAK2 V617F/G1849T em ADN genémico extraido de
sangue total periférico humano anticoagulado com EDTA 2K. Os resultados obtidos com o
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit destinam-se a ser utilizados como um auxiliar na avaliacdo de
suspeita de neoplasia mieloproliferativa (NMP) cromossoma Filadélfia (Ph) negativa e na
monitorizagdo de doengas moleculares em pacientes com NMP. Todos os resultados de
diagnéstico gerados t#&m de ser interpretados em conjunto com outros resultados clinico-

patolégicos.

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit destina-se a ser utilizado apenas com o instrumento QIAGEN
Rotor-Gene® Q MDx 5Splex HRM e outros componentes de fluxo de trabalho validados,
conforme descrito nas instrugdes de utilizagdo. O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ndo é um

dispositivo automatizado; no entanto, a andlise é assistida por um software dedicado.

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit destina-se a ser utilizado em diagnéstico in vitro.

Utilizador previsto

Este kit destina-se a utilizagdo profissional.

O produto deve ser utilizado apenas por profissionais com formagdo especifica,
especializados em técnicas de biologia molecular e familiarizados com esta tecnologia.
O procedimento do dispositivo destina-se a ser implementado num ambiente laboratorial de

biologia molecular.
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Descricdo e principio
Resumo e explicacdo

Uma mutagdo somdtica recorrente, V617F, que afeta o gene tirosina quinase Janus 2 (JAK2),
foi identificada em 2005 (1-4), levando a uma descoberta muito importante para a
compreensdo, classificagdo e diagnéstico de NMP. JAK2 ¢ uma molécula sinalizadora

intracelular essencial para vdrias citocinas, incluindo a eritropoietina.

A mutagdo JAK2 V6 17F é detetada em >95% dos pacientes com policitemia vera (PV) e em
aproximadamente 60% dos pacientes com trombocitopenia essencial (TE) e mielofibrose
primdria (MFP).(5) Também se detetou JAK2 V&17F em alguns casos raros de leucemia
mielomonocitica crénica, sindrome mielodispldsica (SMD), mastocitose sistémica, e leucemia

neutrofilica crénica, mas em 0% de casos de leucemia mieloide crénica (LMC).(6)

A mutacdo JAK2 V617F corresponde & alteracdo de um Gnico nucleétido, o nucledtido 1849
de JAK2 no exdo 14, causando uma substituicdo Gnica de valina (V) por fenilalanina (F) na
posicdo 617 da proteina (dominio JH2). O gene JAK2 codifica uma tirosina cinase envolvida
na sinalizacdo do recetor de citocinas através da via STAT. Quando ativado
constitutivamente, mais frequentemente através da mutagdo JAK2 VE17F, o resultado é a
transformagdo de progenitores eritroides, hipersensibilidade & eritropoietina e ativacdo de
vias de sinalizacdo a jusante. Além disso, coloca-se a hipétese de que o JAK2 desregulado

promove expressdo oncogene, recombinacdo mitética e instabilidade genética.(7)

Tradicionalmente, o diagnéstico de NMP era baseado em critérios clinicos citogenéticos e
histolégicos da medula éssea. A descoberta de um marcador molecular especifico da doenca
resultou na simplificacdo do processo e num aumento da exatiddo do diagnéstico. A detecdo
da mutagdo JAK2 V6 17F faz parte dos critérios de referéncia de 2016 da Organizagdo
Mundial de Satde (OMS) para o diagnéstico de NMP BCR-ABL negativas (8) (Tabela 1), e a

presenca desta mutagdo é um critério muito importante para a confirmagdo do diagnéstico.
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Tabela 1. Critérios da OMS para o diagnéstico de NMP

Critérios para um diagnéstico de PV

Critérios 1. Hemoglobina (Hgb) >16,5 g/dL (homens) ou >16,0 g/dL (mulheres) ou hematécrito >49%
major (homens) ou >48% (mulheres), ou aumento do volume de glébulos vermelhos >25% acima do
valor médio normal previsto.
2.  Biopsia de medula éssea (MO) apresentando hipercelularidade para idade com crescimento
de trés linhagens (panmielose), incluindo proliferacéo proeminente de eritrécitos, granulécitos
e megacariécitos, com megacariécitos pleomérficos maduros (diferencas de tamanho)
3. |Presenc;0 de mutacdo JAK2V617F ou exdo 12 de JAK2|
Critérios Nivel de eritropoietina sérica abaixo do normal
minor

O diagnéstico de PV requer o cumprimento dos 3 critérios major ou dos 2 primeiros critérios major e do

critério minor.T

t O critério ndmero 2 (biopsia da MO) pode ndo ser obrigatério em casos de eritrocitose absoluta
sustentada: niveis de hemoglobina >18,5 g/dL em homens (hematécrito, 55,5%) ou >16,5 g/dL em
mulheres (hematécrito, 49,5%) se o critério major 3 e o critério minor estiverem presentes. Contudo, sé
é possivel detetar mielofibrose inicial (presente em até 20% dos pacientes) através da realizagdo de
uma biopsia da MO; esta descoberta pode prever uma progresséo mais répida para mielofibrose

aberta (MF pés-PV).

Critérios para um diagnéstico de TE

Critérios 1. Contagem de plaquetas 2450 x 10?/L
2.  Biopsia da MO apresentando proliferacdo, principalmente da linhagem de megacariécitos,
com aumento do nimero de megacariécitos aumentados maduros com nicleos
hiperlobulados. Nenhum aumento significativo ou "left shift" na granulopoiese ou eritropoiese
de neutréfilos e pequeno aumento muito raro (grau 1) de fibras de reficulina
3. Incumprimento dos critérios da OMS para LMC BCR-ABLI*, PV, MFP, sindromes
mielodispldsicas ou outras neoplasias mieloides
4. |Presen<,:a de mutagdo de JAK2, CALR ou MPLl
Critérios Presenca de um marcador clonal ou auséncia de evidéncia de trombocitose reativa
minor

O diagnéstico de TE requer o cumprimento dos 4 critérios major ou dos 3 primeiros critérios major e do

critério minor.
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Critérios para um diagnéstico de pré-MFP

Critérios 1. Proliferagdo de megacariécitos e atipia, sem fibrose de reticulina >grau 1, acompanhadas de
major celularidade aumentada da MO ajustada por idade, proliferacdo de granulécitos e frequente
eritropoiese reduzida
2. Incumprimento dos critérios da OMS para LMC BCR-ABL1*, PV, TE, sindromes mielodispldsicas
ou outras neoplasias mieloides
3. [Presenca de mutagdo de JAK2, CALR MPL ou, na auséncia destas mutacdes, presenca de|
outro marcador clonalt ou auséncia de fibrose de reficulina reativa menor da MOY|

Critérios Presenca de, pelo menos, 1 das seguintes confirmada em 2 determinagdes consecutivas:
minor
a.) Anemia ndo atribuida a uma condigdo de comorbidade

b.)  Leucocitose >11 X10°/L
c.) Esplenomegalia palpavel
d.) lactato desidrogenase (LDH) aumentada acima do limite superior normal do intervalo de

referéncia institucional

O diagnéstico de pré-MFP requer o cumprimento dos 3 critérios major e, pelo menos, de 1 critério minor.

t Na auséncia de qualquer uma das 3 principais mutagdes clonais, a procura das mutagdes
concomitantes mais frequentes (por exemplo, ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) auxilia
na determinacdo da natureza clonal da doenga.

1 Fibrose de reticulina menor (grau 1) posterior & infe¢do, doenca autoimune ou outras condigdes
inflamatérias crénicas, leucemia de células pilosas ou outras neoplasias linfoides, malignidade
metastdtica ou mielopatias téxicas (crénicas).
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Critérios para um diagnéstico de MFP aberta

Critérios 1. Presenca de proliferacéo de megacariécitos e atipia, acompanhada de fibrose de reticulina
major e/ou de colagénio, graus 2 ou 3
2. Incumprimento dos critérios da OMS para TE, PV, LMC BCR-ABL1*, sindromes mielodisplasicas
ou outras neoplasias mieloides
3. [Presenca de mutagdo em JAK2, CALR ou MPL ou, na auséncia destas mutagdes, presenca de|
outro marcador clonal® ou auséncia de mielofibrose reatival|

Critérios Presenca de, pelo menos, 1 das seguintes confirmada em 2 determinagdes consecutivas:
minor
a.) Anemia ndo atribuida a uma condigdo de comorbidade

b.)  Leucocitose >11 X10°/L

c.) Esplenomegalia palpavel

d.) lactato desidrogenase (LDH) aumentada acima do limite superior normal do intervalo de
referéncia institucional

e.) Leucoeritroblastose

O diagnéstico de MFP aberta requer o cumprimento dos 3 critérios major e, pelo menos, de 1 critério minor

T Na auséncia de qualquer uma das 3 principais mutagdes clonais, a procura das mutacdes
concomitantes mais frequentes (por exemplo, ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) auxilia
na determinacdo da natureza clonal da doenca.

1 Fibrose da MO posterior & infe¢do, doenca autoimune ou outras condicdes inflamatérias crénicas,
leucemia de células pilosas ou outras neoplasias linfoides, malignidade metastatica ou mielopatias
téxicas (crénicas).

Nota: LMC: leucemia mieloide crénica; TE: trombocitopenia essencial; MFP: mielofibrose

primdria; PV: policitemia vera; OMS: Organizag¢do Mundial de Sadde

Além disso, a descoberta da mutagdo JAK2 V6 17F em pacientes com NMP revelou um novo
alvo para as terapias. A monitorizagdo de doencas moleculares medindo a carga da mutagéo
JAK2 V617F demonstrou ser Gtil para avaliar a resposta ao tratamento e para prever recaidas
em pacientes submetidos a transplante alogénico de células estaminais.(?) Os conceitos de
resposta molecular sdo claramente determinados pelas recomendagdes mais recentes da
European LeukemiaNet (ELN) e do International Working Group-Myeloproliferative

Neoplasms Research and Treatment (IWG-MRT) (10, 11), e estdo referenciados nas diretrizes
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da National Comprehensive Cancer Network (NCCN]) (12) e da European Society of Medical
Oncology (ESMO).(5) A resposta molecular completa foi definida como erradicagdo de uma
anomalia molecular preexistente, e a resposta molecular parcial como uma redugdo >50%
na carga de alelo mutante JAK2 V617F (a resposta parcial aplica-se apenas a pacientes com
pelo menos 20% de carga de alelo mutante JAK2 V617F na linha de base).(10,11)

Desde 2006, estdo disponiveis varios métodos baseados essencialmente em técnicas de PCR
ou sequenciag¢do, tais como festes desenvolvidos em laboratério para detetar a presenca e
possivelmente quantificar a JAK2 V6 17F. Estes testes tém um desempenho analitico diferente,
principalmente no que se refere a precisdo e nivel de sensibilidade. Esta diferenca pode ter
influéncia na necessidade de efetuar andlises de medula éssea, no tempo necessdrio para
estabelecer um diagnéstico final e, possivelmente, no diagnéstico e no desempenho da

monitorizacdo de doencas moleculares.

Dada a grande variedade de potenciais fracdes de alelo mutante JAK2 V617F que podem
ser encontradas nas NMP (com niveis tdo baixos como 1%), os laboratérios sdo encorajados
a oferecer testes & mutacdo JAK2 V617F com elevada sensibilidade analitica. As técnicas
adequadas devem possuir um baixo limite de detecdo (pelo menos 1% para diagnéstico e pelo

menos O,1% para monitorizacdo de doengas moleculares) e alta reprodutibilidade.(5,13)

Principio do procedimento

Tém sido propostas vdrias técnicas diferentes para determinar quantitativamente a proporgdo
de polimorfismos de nucleétido Gnico (PNU) em amostras de ADN. Algumas, tais como as curvas
de fusdo e a sequenciagdo, sGo apenas semiquantitativas. Os métodos baseados na reagdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) séo os preferidos, devido & sua maior
sensibilidade. A utilizagdo de um primer especifico de PNU permite a amplificacdo seletiva do
alelo mutante (Mutant, MT) ou de tipo selvagem (Wild4ype, WT), que é facilmente detetével com
a utilizacdo de um instrumento de qPCR em tempo real. Isto permite uma sensibilidade <0,1%,
que estd em linha com o limite de corte de JAK2 de 1% atualmente aceite utilizado para
positividade clinica de diagnéstico e o limite de detecdo recomendado da carga de alelo
JAK2 V817F <0,1% para efeitos de monitorizagdo de doencas moleculares.(5,13) Contudo,

deve ser tido em conta que alguns peritos clinicos consideram a presenca de qualquer carga
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de JAK2 V617F como clinicamente significativa no momento do diagnéstico e, por esse motivo,
é necessdrio um método sensivel, como a qPCR.(14) O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit é baseado

nessa técnica.

A utilizagdo de gPCR permite a quantificacdo exata de produtos da PCR durante a fase
exponencial do processo de amplificagdo por PCR. Os dados quantitativos de PCR podem
ser rapidamente obtidos, sem processamento p6s-PCR, através da detecdo em tempo real de
sinais de fluorescéncia durante e/ou apés o ciclo de PCR, reduzindo assim drasticamente
orisco de contaminacdo dos produtos da PCR. Atualmente estdo disponiveis trés tipos
principais de técnicas de qPCR: andlise de qPCR, utilizando o corante SYBR® Green |, andlise

de gPCR utilizando sondas de hidrélise e andlise de gPCR utilizando sondas de hibridacdo.

O ensaio da QIAGEN explora o principio de hidrélise de oligonucledtidos da gPCR. Durante a
PCR, os primers diretos e reversos hibridizam numa sequéncia especifica. Estd contido na mesma
mistura outro oligonucledtido ligado ao corante. Esta sonda, que consiste num oligonucledtido
marcado com um corante repérter 5' e um supressor sem corante 3' a jusante, hibridizase numa
sequéncia alvo dentro do produto da PCR. A andlise de gPCR com sondas de hidrélise explora a
atividade exonuclease 5'>3' da polimerase (Taq) de ADN de Thermus aquaticus. Quanto a sonda
esfd infacta, a proximidade do corante repérter ao supressor resulta na supressdo da fluorescéncia

do corante repérter, principalmente por transferéncia de energia por ressondncia de Férster.

Durante a PCR, se o alvo de interesse estiver presente, os primers direto e reverso hibridizam
e flanqueiam especificamente a sonda. A atividade exonuclease 5'>3' da polimerase de
ADN faz a clivagem da sonda entre o corante repérter e o supressor apenas se os frés
oligonucledtidos se hibridizarem no alvo. Os fragmentos da sonda séo, depois, deslocados
do alvo e a polimerizacdo da cadeia continua. A extremidade 3' da sonda é bloqueada para
prevenir a extensdo da sonda durante a PCR (Figura 1). Este processo ocorre em cada ciclo

e ndo interfere com a acumulacdo exponencial de produto.
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O aumento do sinal de fluorescéncia é detetado apenas se a sequéncia alvo for complementar
aos primers e & sonda e, por conseguinte, amplificada durante a PCR. Devido a estes
requisitos, a amplificagdo ndo especifica ndo é detetada. Assim, o aumento da fluorescéncia

é diretamente proporcional & amplificagdo do alvo durante a PCR.

Na gPCR, o nimero de ciclos de PCR necessdrios para detetar um sinal acima do limiar
é designado ponto de passagem (Crossing point, Cp) ou limiar de ciclo (Cycle Threshold, CT)

e é diretamente proporcional & quantidade de alvo presente no inicio da reagdo.

" »
I

i Hibridizacdo de primers e
sondas

Polimerizagdo
—— . }u

Deslocacdo da cadeia

gem

[ Causa a libertagdo de corante supressor
<.' == e a emissdo de sinais de fluorescéncia
do corante repérter

Pt
< )=
P e ©® g e}
o 0
o | Polimerizagdo concluida
—_———- - - = - — = = = = [ 2
I l Produto final da PCR e acumulagéo do
4P--=-=-=-=-===-= — sinal de fluorescéncia em cada ciclo

Corante repérter 3, J% Sonda especifica mm Primers diretos e reversos

® Supressor ---% Produto de PCR @ Taq polimerase

Figura 1. Principio da reagéo. A tecnologia de PCR quantitativa especifica de alelo usada neste kit de ensaio permite uma
detegdo sensivel, exata e altamente reprodutivel de PNU. Esta técnica baseia-se na utilizagdio de primers reversos especificos
para os alelos de tipo selvagem e V617F, respefivamente.(15) Somente uma correspondéncia perfeita entre o primer e o ADN
alvo permite a extenséo e a amplificagdo na reagdo de PCR (Figura 2).
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Mistura de reacdo de tipo selvagem

Sem correspondéncia

Y —

14 3¢ = Q Auséncia de amplificagdo

Alelo mutante — Auséncia de clivagem da sonda

— Auséncia de acumulacdo de sinais
Correspondéncia de fluorescéncia
— — o

14 e G @ 49% Amplificacdo

Alelo de tipo selvagem (Wild-type, WT) ¥ — Clivagem da sonda

= Acumulagdo de sinais de
fluorescéncia

Mistura de reacdo de mutante

Correspondéncia
—_—

Ag Amplificaca
plificagdo
== D i T < >
-— IE] Q — Clivagem da sonda
Alelo mutante — Acumulacdo de sinais de

L fluorescéncia
Sem correspondéncia

-4 =

Auséncia de amplificagdo
14 % -— Q — Auséncia de clivagem da sonda
Alelo de tipo selvagem (Wild-type, WT) — Auséncia de acumulagdo de sinais

de fluorescéncia

Figura 2. PCR especifica de alelo. A utilizagdo da mistura de sondas e primers de V&17F ou do tipo selvagem permite a
detegdio especifica do alelo de tipo selvagem ou mutante em duas reacdes separadas efetuadas com a mesma amostra.
Os resultados podem ser expressos como uma percentagem das cépias mutantes entre o total de cépias de JAK2.
MT: mutante; WT: tipo selvagem.
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

N.° de catdlogo 674623

Cor IdentificacGo ID do tubo Volume

Vermelho JAK2 Mutant Control (Controlo de mutante de JAK2) (100%  MT Crl 33l
alelo V617F)

Verde JAK2 WT Control (Controlo de tipo selvagem de JAK2) WT Ctrl 334l
(100% alelo de tipo selvagem)

Vermelho JAK2 MT Quant Standard 1 (Padrdo quant. 1 de mutante de MT QS| 20 ¢l
JAK2) (5 x 10" cépias de V617F/5 pl)

Vermelho JAK2 MT Quant Standard 2 (Padrdo quant. 2 de mutante de ~ MT QS2 20 pl
JAK2) (5 x 102 cépias de V617F/5 pl)

Vermelho JAK2 MT Quant Standard 3 (Padrdo quant. 3 de mutante de MT QS3 20 pl
JAK2) (5 x 10° cépias de V&17F/5 pl)

Vermelho JAK2 MT Quant Standard 4 (Padrdo quant. 4 de mutante de ~ MT Q5S4 20yl
JAK2) (5 x 10* cépias de V617F/5 pl)

Verde JAK2 WT Quant Standard 1 (Padrdo quant. 1 de tipo WT QS1 20yl
selvagem de JAK2) (5 x 10" cédpias de tipo selvagem/5 pl)

Verde JAK2 WT Quant Standard 2 (Padréo quant. 2 de fipo WT QS2 20 pl
selvagem de JAK2) (5 x 10?% cépias de tipo selvagem/5 pl)

Verde JAK2 WT Quant Standard 3 (Padrdo quant. 3 de fipo WT QS3 20 ¢l

selvagem de JAK2) (5 x 10° cépias de tipo selvagem/5 pl)
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Contetdo do kit (cont.)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 24

N.° de catdlogo 674623

Cor Identificacdo ID do tubo Volume

Verde JAK2 WT Quant Standard 4 (Padréo quant. 4 de fipo WT QS4 20 pl
selvagem de JAK2) (5 x 10* cdpias de tipo selvagem/5 pl)

Vermelho JAK2 MT Reaction Mix (Mistura de reagdo de mutante de MT Mix 1010 pl
JAK2)

Verde JAK2 WT Reaction Mix (Mistura de reacdo de tipo selvagem  WT Mix 1010 pl
de JAK2)

Verde-menta  Taq DNA polymerase (Polimerase Taq de ADN) Taq 85 pl
(HotStarTag® 5 unidades/pl)

Branco TE buffer for sample dilution TE 1,9 ml
(Tampdo TE para diluicdo de amostras)

Branco Waiter for no template control (NTC) (Agua para controlo NTC 1,9 ml

sem modelo
[No Template Control, NTC])

Manual do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (em inglés)
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Componentes do kit

Os componentes principais do kit estdo explicados a seguir.

Tabela 2. Reagentes fornecidos

Reagente Ingredientes ativos Volume
JAK2 Mutant Control (Controlo  ADN de linha celular com 100% de alelo V617F 33l
de mutante de JAK2)

JAK2 WT Control ADN de linha celular com 100% de alelo do fipo selvagem 33l
(Controlo de tipo selvagem de

AK2)

JAK2 MT Quant Standards Plasmideos com a sequéncia do alelo V617F 20 pl cada
(Padrdes de quantificagdo de

mutante de JAK2)

(QS1 a QS4)

JAK2 WT Quant Standards Plasmideos com a sequéncia do alelo de fipo selvagem (Wildtype, 20 pl cada
(Padrdes de quantificacdio de

tipo selvagem de JAK2)

(@S1 a QS4)
JAK2 MT Reaction Mix [Mistura  Oligonucleotideos para a defecéo do alelo mutante (Mutant, MT) e~ 1010 pl
de reacdo de mutante de do controlo interno, tampao de PCR, MgCly, dNTP
JAK2)
JAK2 WT Reaction Mix Oligionucleoﬁdeos para a defecdo do alelo de Zpo selvagem 1010
(Mistura de reacédo de tipo (Wild-4ype, WT) e do controlo interno, tampédo de PCR, MgClz,

selvagem de JAK2) dNTP

Tag DNA polymerase Hot-Start Tag DNA Polymerase em tampdo de armazenamento 85 pl
(Polimerase Taq de ADN)

TE buffer for sample dilution Solug&o de tampdo tris-EDTA 1,9 ml
(Tampédo TE para dilvicdo de

amostras)

Water for no template control Agua isenta de nuclease 1,9 ml

(Agua para controlo sem
modelo) (No Template Control,
NTC)

Reagentes

Os reagentes fornecidos neste kit, listados na Tabela 2 acima, s&o os necessarios para diluir amostras
de feste o nivel necessdrio e para realizar as reagdes de gPCR para a defegdo e quantificagdo dos
alelos mutante e de tipo selvagem de JAK2, de modo a determinar a percentagem de mutagdo.
O controlo de amplificag@o interno incluido nas misturas de reacdo é utilizado para
monitorizar a inibicdo da qPCR e para excluir a falha da reagdo de PCR em caso de

resultados negativos.
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Controlos e padrdes

O kit inclui dois controlos: um JAK2 Mutant Control, utilizado como um controlo positivo para
a mistura de reagdo de mutante (Mutant, MT) de JAK2, e um JAK2 wild-type (Wild-type, WT)
Control utilizado como um controlo positivo para a mistura de reagdo de tipo selvagem (Wild-
type, WT) de JAK2. Inclui-se dgua isenta de nuclease para realizar um controlo sem modelo

para ambas as misturas de reagdo.

O kit inclui quatro padrées de quantificagdo (Quantitation Standards, QS) de mutante de
JAK2 (Mutant, MT) e quatro de tipo selvagem (Wildtype, WT) de JAK2. Estes sGo utilizados
para calcular os nimeros de cépias de mutante (Mutant, MT) e de tipo selvagem (wild-type,
WT) de JAK2 e, por conseguinte, a percentagem de mutagdo JAK2 V617F nas amostras

de teste.
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Consumiveis e reagentes para extracdo manual de ADN

QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit (n.° de cat. 61104)
Etanol (96-100%)
Nota: Nao utilize dlcool desnaturado, pois este contém outras subst@ncias como metanol

ou butanona.

Consumiveis e reagentes para extracdo automatizada de ADN

QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit (n.° de cat. 937236)

Sample Prep Cartridges, 8-well (n.° de cat. 997002)

8-Rod Covers (n.° de cat. 997004)

Filter-Tips, 1500 pl (n.° de cat. 997024)

Filter-Tips, 200 pl (n.° de cat. 990332)

Elution Microtubes CL (n.° de cat. 19588)

Tip disposal bags (n.° de cat. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H (Sarstedt®, n.° de cat. 72.694, www.sarstedt.com)

Consumiveis e reagentes para PCR

Pontas de pipeta de PCR, estéreis, sem nuclease e resistentes a aerosséis com filtros
hidrofébicos

Tubos de PCR de 1,5 ml ou 2,0 ml isentos de nuclease

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml para Rotor-Gene Q (n.° de cat. 981103 ou 981106)
Gelo
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Equipamento

Pipetas ajustaveis* dedicadas para PCR (1-10 pl;_10-100 pl; 100-1000 pl)
Luvas descartdveis

Agitador de vértex

Bloco de aquecimento para lise de amostras a 56 °C

Centrifuga de bancada* com rotor de tubos de reacdo de 0,5/1,5/2,0 ml
(capaz de atingir 13 000-14 000 rpm)

Espectrofotémetro*

Equipamento para preparacdo da amostra

Instrumento QlAsymphony SP* (n.° de cat. 9001297), versdo de software 4.0

ou posterior, acessérios fornecidos e protocolo Blood_200_V7_DSP (ou versdo posterior)
Tube Insert 3B (transportador de amostra (samplecarr.) de 2,0 ml v2, com inserto)

(24), Qsym, n.° de cat. 9242083)

Equipamento para PCR em tempo real

Instrumento de PCR em tempo real*: Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform

(n.° de cat. 9002032) ou Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System (n.° de cat. 9002033)
e acessérios fornecidos

Rotor-Gene AssayManager®, versdo de software 2.1.x (x=0) instalado

Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in, versdo 1.0.x (x>0) instalado

Perfil de ensaio ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR
(AP_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR_V2_0_x.iap (x>1)) importado

* Antes de utilizar, certifique-se de que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as

recomendacdes do fabricante.
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Avisos e precaucoes

Tenha em atencdo que poderd ser necessdrio consultar os regulamentos locais para
comunicar incidentes graves, que possam ocorrer em relacdo ao dispositivo, ao fabricante
e/ou ao representante autorizado e & autoridade reguladora do local onde o utilizador e/ou

paciente se encontram.
Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com substancias quimicas, utilize sempre uma bata de laboratério adequada,
luvas descartdveis e 6culos de protecdo. Para obter mais informagdes, consulte as fichas de
dados de seguranca (Safety Data Sheet, SDS) adequadas. Estas estdo disponiveis online no
formato PDF prdtico e compacto em www.qiagen.com/safety, onde é possivel encontrar,
visualizar e imprimir a ficha de dados de seguranca (Safety Data Sheet, SDS) de cada kit
QIAGEN e respetivos componentes.

e Os espécimes e as amostras sdo potencialmente infeciosos. Elimine os residuos de

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

CUIDADO | NAO adicione lixivia nem solugdes dcidas diretamente aos

residuos de amostras ou de preparagéo.

Informagdes para casos de emergéncia

CHEMTREC
Fora dos USA e do Canadd +1 703-527-3887
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Precaucoes

A utilizagGo de testes de gPCR exige boas prdticas laboratoriais, incluindo manutengdo do

equipamento, que sejam especificas de biologia molecular e que estejam em conformidade

com os regulamentos aplicdveis e as normas relevantes.

Este kit destinase a ser utilizado em diagnéstico in vitro. Os reagentes e as instrucdes

fornecidos neste kit foram validados para um desempenho ideal.

22

O teste destina-se a ser utilizado com amostras de sangue total anticoaguladas com
EDTA de potdssio (EDTA K2-) e armazenadas a uma temperatura de 2-8 °C e durante
um periodo méximo de 96 horas até & extracdo de ADN.

Todos os produtos quimicos e materiais biolégicos s@o potencialmente perigosos. Os
espécimes e as amostras sdo potencialmente infeciosos e devem ser tratados como
materiais de risco biolégico.

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

Os reagentes do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit estdo diluidos a uma concentracdo ideal.
Naéo dilua mais os reagentes, pois pode comprometer o respetivo desempenho.

Nao utilize volumes de reacdo (mistura de reagdo mais amostra) inferiores a 25 pl.
Todos os reagentes fornecidos no ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit devem ser utilizados

apenas com os outros reagentes fornecidos no mesmo kit. Nao substitua um reagente de

um kit pelo mesmo reagente de outro ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, mesmo que pertenca
ao mesmo lote, pois isso pode comprometer o desempenho.

Consulte o manual do utilizador do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, o
manual do utilizador do Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application, o manual do
utilizador do Gamma Plug-In e o manual do utilizador do instrumento QlAsymphony SP
para obter mais informagdes sobre avisos, precaugdes e procedimentos.

A alteragdo dos tempos e das temperaturas de incubagdo pode dar origem a dados

erréneos ou discordantes.
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® Nao utilize componentes fora do prazo de validade ou armazenados de forma
incorreta.
As misturas de reacdo podem sofrer alteracées se forem expostas a luz.
Tenha o mdximo de cuidado para evitar a contaminacdo das misturas pelos materiais
sintéticos contidos nos reagentes de padrdes quantitativos de mutante (Mutant, MT) de
JAK2 e de tipo selvagem (Wild-type, WT) de JAK2 e pelos reagentes de controlo de
mutante (Mutant, MT) de JAK2 e de tipo selvagem (Wild-type, WT) de JAK2.

® Tenha o mdximo de cuidado para evitar a contaminagdo por transferéncia dos produtos
de ADN ou PCR, o que pode resultar num sinal falso-positivo.

® Tenha o mdximo de cuidado para evitar a contaminacdo por DNase, o que pode
causar a degradagdo do modelo de ADN.

e Utilize pipetas individuais, de uso exclusivo, para preparar misturas de reagdo e
adicionar modelos.
Nao abra o instrumento Rotor-Gene Q MDx até que a execucdo esteja concluida.
Néo abra os tubos do Rotor-Gene Q depois de a execugdo estar concluida.

® F necessdrio ter cuidado para garantir testes de amostras corretos, em especial com a
intfroducdo de amostras erradas, erros de carregamento e erros de pipetagem.

e Certifique-se de que as amostras sGo manuseadas de uma forma sistemdtica para
assegurar uma identificacdo correta a todos os momentos e manter a rastreabilidade.

® Por conseguinte, recomendamos o seguinte:

O Utilizar material de laboratério (por ex., pipetas, pontas de pipeta, recipientes para
reacdo) isento de nuclease e usar luvas durante a realizagdo do ensaio.

O Utilizar pontas de pipeta novas e resistentes a aerosséis em todas as fases
de pipetagem, para evitar contaminacéo cruzada das amostras e dos reagentes.

O Preparar a mistura principal préPCR com material dedicado (pipetas, pontas, etc.) numa
drea dedicada onde ndo sejam introduzidas matrizes de ADN (produtos de PCR,
plasmideo ou ADN). Adicionar o modelo numa zona separada (preferencialmente numa

sala em separado) com material especifico (pipetas, pontas, etc.).

Para obter informacées de seguranca relativamente aos kits de extracdo QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit (n.° de cat 61104) e QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (n.° de cat. 937236),

consulte os manuais correspondentes.
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Armazenamento e manuseamento de reagentes

Devem ser observados os prazos de validade e as condicdes de armazenamento impressos
na caixa e nos rétulos de todos os componentes. Néo utilize componentes fora do prazo de

validade ou armazenados de forma incorreta.
Condicées de expedicdo

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit é expedido em gelo seco. Se qualquer componente do
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (exceto a enzima) ndo chegar ao destino em estado congelado,
se a embalagem exterior tiver sido aberta durante o transporte ou se a remessa ndo contiver
uma nota de embalagem, o manual de instrugdes ou os reagentes, contacte um dos
departamentos de Servicos de Assisténcia da QIAGEN ou os distribuidores locais (consulte a

contracapa do manual ou visite-nos em www.giagen.com).
Condicdes de armazenamento

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit deve ser armazenado, logo apés ter sido recebido, a uma

temperatura entre -30 e -15 °C num congelador de temperatura constante e protegido da luz.
Para obter informagdes relativas ao armazenamento dos kits de extracdo QlAamp DSP DNA

Blood Mini Kit (n.° de cat. 61104) e QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (n.° de cat. 937236),

consulte os manuais correspondentes.
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Estabilidade na utilizacdo

Quando armazenado nas condigdes de armazenamento especificadas, o ipsogen JAK2 RGQ

PCR Kit permanece estdvel até & data de validade indicada no rétulo da caixa.

Uma vez abertos, os reagentes podem ser armazenados nas respetivas embalagens originais
entre -30 °C e -15 °C durante 12 meses. O descongelamento e o congelamento repetidos

devem ser evitados. Ndo exceda um mdximo de cinco ciclos de congelacdo/descongelacao.

Para obter informagdes relativas & estabilidade dos kits de extragdo QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit (n.° de cat. 61104) e QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (n.° de cat. 937236), consulte

os manuais correspondentes.

® Misture com cuidado, invertendo o tubo 10 vezes, e centrifugue todos os tubos exceto o
da enzima antes da abertura.

® As datas de validade de cada reagente estdo indicadas nos rétulos de cada
componente. O produto manterd o seu desempenho durante o prazo de estabilidade
indicado no rétulo do tubo e da caixa desde que seja mantido nas condicdes de
armazenamento corretas.

® Nota: Os tubos de lotes diferentes ndo devem ser misturados. Todos os componentes do
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit utilizados para um teste devem ser do mesmo lote. A
QIAGEN implementa procedimentos de controlo de qualidade que utilizam festes
funcionais para langamento de kits em cada lote de kits individuais. Por isso, ndo

misture reagentes de kits diferentes, mesmo que pertencam ao mesmo lote.
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Armazenamento e manuseamento de amostras

Amostras de sangue total

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit destina-se a ser utilizado com amostras de ADN genémico
extraido de amostras de sangue fotal anticoaguladas com EDTA de potdssio (EDTA Kaz)

armazenadas de um dos seguintes modos:

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

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

Nota: Devem ser evitadas mudancas de temperatura entre o armazenamento no local da
colheita e a expedicdo. As condicdes de armazenamento no local de teste devem ser as

mesmas da expedicdo ou mais frias.

Todas as amostras devem ser tratadas como material potencialmente infecioso. Elimine os

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

Amostras de ADN genémico

Uma vez extraido o ADN genémico, as amostras de ADN podem ser armazenadas e
expedidas a uma temperatura entre -30 °C e -15 °C durante um méximo de 24 meses. Devem
ser evitados ciclos de congelamento/descongelamento. N&o exceda um mdéximo de quatro

ciclos de congelagcdo/descongelagdo.
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Protocolo: extracdo e preparacdo de ADN
gendmico a partir de sangue total

Pontos importantes antes de comecar

e O ADN gendmico deve ser extraido mediante a utilizacdo do QlAamp DSP DNA Blood
Mini Kit (n.° de cat. 61104) ou do instrumento QIAsymphony SP, juntamente com
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (n.° de cat. 937236).

e Certifique-se de que os reagentes a serem utilizados ndo expiraram e foram
transportados e armazenados nas condi¢des adequadas.

e Nota: O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit apenas foi validado em combinagdo com
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (n.° de cat.” 61104) ou o QlAsymphony DSP DNA Mini
Kit (n.° de cat. 937236). Nao utilize qualquer outro produto de extragdo de ADN.

Extracdo manual de ADN genédmico utilizando o QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit

A exiragdo manual de ADN gendmico deve ser efetuada com o QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
(n.° de cat. 61104), de acordo com o Manual do QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit correspondente.

Manuseamento de reagentes

® Ao preparar os tampdes de lavagem para este protocolo, misturar sempre o tampdo de
lavagem reconstituido invertendo o frasco vdrias vezes antes de iniciar o procedimento.

e Utilizar pontas de pipeta com protecdo contra aerossdis ao pipetar tampdo de eluicdo
do frasco e repor a tampa imediatamente para evitar contaminagéo.

e Ao manusear liquidos viscosos, utilizar cuidadosamente uma pipeta adequada para
assegurar que s@o pipetados os volumes corretos.

® Evitar tocar com a ponta de pipeta na membrana da coluna de rotagdo QlAamp Mini.

° A Nao adicionar QIAGEN Protease (QP) diretamente ao tampdo de lise (AL).
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Passos a seguir antes de iniciar o procedimento

28

Colocar as amostras de sangue & temperatura ambiente (15-25 °C) e garantir que
estdo bem homogeneizadas.

Preparar o tampéo de lise

Caso se tenha formado precipitado no tampdo de lise (AL), dissolvé-lo incubando a

56 °C.

Preparar QIAGEN Protease

Adicionar 1,2 ml de Protease Solvent (PS) ao recipiente de QIAGEN Protease (QP)
liofilizada e misturar cuidadosamente. Para evitar a formagdo de espuma, misturar
invertendo o tubo vdrias vezes. Garantir que a QIAGEN Protease (QP) estd
completamente dissolvida.

Nota: Nao adicionar QIAGEN Protease (QP) diretamente ao tampdo de lise (AL).
Preparar tampdo de lavagem 1

Utilizando um cilindro graduado, adicionar 25 ml de etanol (96-100%) ao frasco com
19 ml de concentrado de tampdo de lavagem 1 (AW 1). Armazenar o tampéo de
lavagem 1 (AW 1) reconstituido & temperatura ambiente (15-25 °C).

Nota: Misturar sempre o tampdo de lavagem 1 (AW 1) reconstituido invertendo o frasco
vdrias vezes antes de iniciar o procedimento.

Preparar tampdo de lavagem 2

Utilizando um cilindro graduado, adicionar 30 ml de etanol (96-100%) ao frasco com
13 ml de concentrado de tampdo de lavagem 2 (AW2). Armazenar o tampdo de
lavagem 2 (AW?2) reconstituido & temperatura ambiente (15-25 °C).

Nota: Misturar sempre o tampdo de lavagem 2 (AW?2) reconstituido invertendo o frasco
vdrias vezes antes de iniciar o procedimento.

Preparar o tampdo de eluicdo

O kit inclui um frasco de tampdo de eluicdo (AE). Para evitar a contaminagdo do
tampdo de eluicdo (AE), recomenda-se utilizar pontas de pipeta com protecdo contra
aerossdis ao pipetar tampdo de eluicdo (AE) do frasco e repor imediatamente a
respetiva tampa apds a utilizagcdo.

Colocar o tampdo de eluicdo (AE) & temperatura ambiente (15-25 °C).

Colocar um bloco de aquecimento a 56 °C para utilizé-lo posteriormente no passo 4 da

seccdo Procedimento.
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Procedimento

1. Pipetar 20 pl de QIAGEN Protease (QP) para um tubo de lise (Lysis Tube, LT).
Nota: Verificar a data de validade da protease reconstituida antes da respetiva
utilizagdo.

2. Adicionar 200 pl de amostra de sangue ao tubo de lise (Lysis Tube, LT).

3. Adicionar 200 pl de tampdo de lise (AL) ao tubo de lise (Lysis Tube, LT), fechar a tampa

e misturar por agitagdo em vértex pulsado durante 15 segundos.

Nota: Para assegurar a lise, é fundamental que a amostra e o tampdo de lise (AL) sejam
muito bem misturados para obter uma solugdo homogénea.

Nota: Visto que o tampdo de lise (AL) tem uma elevada viscosidade, garantir a adi¢éo do
volume correto de tampdo de lise (Al) pipetando com cuidado e utilizando uma pipeta

adequada.

A Naéo adicionar QIAGEN Protease (QP) diretamente ao tampdo de lise (AL).
4. Incubar a uma temperatura de 56 °C (1 °C) durante 10 minutos (+1 minuto).

5. Centrifugar o tubo de lise (Lysis Tube, LT) durante cerca de 5 segundos & velocidade

méxima para remover gotas do inferior da tampa.
6. Adicionar 200 pl de etanol (96-100%) ao tubo de lise (Lysis Tube, LT), fechar a tampa e
misturar bem por agitacdo em vértex pulsado durante >15 segundos.

7. Centrifugar o tubo de lise (Lysis Tube, LT) durante >5 segundos & velocidade méxima

para remover quaisquer gotas do interior da tampa.

8. Aplicar cuidadosamente todo o lisado obtido no passo 7 & coluna de rotagdo QlAamp
Mini sem molhar as bordas. Evitar tocar com a ponta de pipeta na membrana da coluna
de rotacdo QlAamp Mini.

Nota: Ao processar vdrias amostras, abrir apenas um tubo de lise (Lysis Tube, LT) de

cada vez.

9. Fechar a tampa da coluna de rotagdo QlAamp Mini e centrifugar a aproximadamente
6000 x g durante 1 minuto. Colocar a coluna de rotagdo QIAamp Mini num tubo de

lavagem (Wash Tube, WT) limpo e descartar o tubo que contém o filtrado.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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Nota: Se o lisado ndo tiver passado completamente através da membrana depois da
centrifugagdo a aproximadamente 6000 x g (8000 rpm), centrifugar novamente &
velocidade méxima (até 20 800 x g) durante 1 minuto.

Nota: Se ainda assim o lisado néo passar através da membrana durante a
centrifugagdo, eliminar a amostra e repetir o isolamento e a purificagdo com novo

material de amostra.

Abrir cuidadosamente a coluna de rotagdo QlAamp Mini e adicionar 500 pl de tampdio de
lavagem 1 (AW1) sem molhar as bordas. Evitar tocar com a ponta de pipeta na membrana

da coluna de rotagdo QlAamp Mini.

Fechar a tampa da coluna de rotacdo QlAamp Mini e centrifugar a aproximadamente
6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto. Colocar a coluna de rotacdo QlAamp Mini

num tubo de lavagem (Wash Tube, WT) limpo e descartar o tubo que contém o filtrado.

Abrir cuidadosamente a coluna de rotagdo QlAamp Mini e adicionar 500 pl de tampdo de
lavagem (AW2) sem molhar as bordas. Evitar focar com a ponta de pipeta na membrana da
coluna de rotagdo QlAamp Mini.

Fechar a tampa da coluna de rotagdo QIAamp Mini e centrifugar & velocidade méxima
(aproximadamente 20 000 x g ou 14 000 rpm) durante 1 minuto. Colocar a coluna de
rotagdo QlAamp Mini num tubo de lavagem (Wash Tube, WT) limpo e descartar o tubo

que contém o filtrado.

Centrifugar & velocidade mdxima (aproximadamente 20 000 x g ou 14 000 rpm)

durante 3 minutos para secar completamente a membrana.

Colocar a coluna de rotagdo QlAamp Mini num tubo de eluicdo (Elution Tube, ET) limpo
e descartar o tubo de lavagem (Wash Tube, WT) que contém o filtrado. Abrir
cuidadosamente a tampa da coluna de rotagdo QlAamp Mini e aplicar entre 50-200 pl
de tampdo de eluigdo (AE) no centro da membrana. Fechar a tampa e incubar &
temperatura ambiente (15-25 °C) durante 1 minuto. Centrifugar a aproximadamente
6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto para eluir o ADN.

Eliminar residuos, placas e tubos de amostras usados de acordo com os regulamentos

de seguranca locais.
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Extracdo automatizada de ADN genémico utilizando o
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit

A extragdo automatizada de ADN gendmico tem de ser efetuada com o instrumento QIAsymphony
utilizando o médulo Sample Preparation (SP) juntamente com o QIAsymphony DSP DNA Mini Kit
(n.° de cat. 937236) e seguindo as instrugdes no Manual do QIAsymphony DSP DNA Kit. Os
elementos do protocolo especificos de uma utilizagdo com o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit séo

realcadas com o sinal AN no procedimento abaixo.

Com o QIAsymphony SP, o QlAsymphony DSP DNA Mini Kit permite a purificagdo
automatizada de ADN a partir de sangue total humano (utilizando o protocolo
Blood_200_V7_DSP [ou versdo posterior] no QlAsymphony SP).

® Ndo é necessdrio prétratamento.

® O:s tubos sdo transferidos diretamente para o QIAsymphony SP.

® A purificagdo de ADN é executada com particulas magnéticas.

Pontos importantes antes de comecar

° A O volume de sangue total a ser extraido é de 300 pl.

Configuragéo
® Assegurar que o utilizador estéd familiarizado com o modo de funcionamento do

QIAsymphony SP. Consultar os manuais de utilizador que acompanham o instrumento

para obter instrucdes de utilizacdo.
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Manuseamento de reagentes

e Antes de utilizar um cartucho de reagentes pela primeira vez, verificar se o Buffer QSL1
e o Buffer QSB1 n&o contém precipitado. Se necessdrio, remover as cavidades que
contém Buffer QSL1 e Buffer QSB1 do cartucho de reagentes e incubar durante
30 minutos a 37 °C, agitando de vez em quando, para dissolver o precipitado.
Assegurar que as cavidades sdo novamente colocadas nas posi¢cdes corretas. Se o
cartucho de reagentes j& estiver perfurado, assegurar que as cavidades sdo vedadas
com tiras vedantes reutilizaveis e incubar o cartucho de reagente completo em banho-
maria durante 30 minutos a 37 °C, agitando de vez em quando.

® Faca por ndo agitar excessivamente o cartucho de reagentes (Reagent Cartridge, RC), caso

contrério poderd formar-se espuma que pode levar a problemas de detecdo do nivel liquido.
Manuteng¢éo

® A manutencgdo opcional para o QlAsymphony SP ndo é obrigatéria, mas é altamente

recomendada para reduzir o risco de contaminagdo.
Passos a seguir antes de iniciar o procedimento

e Antes de iniciar o procedimento, assegurar que as particulas magnéticas estdo
completamente ressuspensas. Agitar vigorosamente em vértex a cavidade que contém as
particulas magnéticas durante, pelo menos, 3 minutos antes da primeira utilizacdo.

® Assegurar que a tampa perfurdvel estd colocada no cartucho de reagentes e que a
tampa da cavidade de particulas magnéticas foi removida ou, se estiver a utilizar um
cartucho de reagentes parcialmente utilizado, assegurar que as tiras vedantes
reutilizaveis foram removidas.

Assegurar que abre os tubos de enzima.
Se as amostras tiverem cédigos de barras, colocar as amostras no transportador de
tubos de modo que os cédigos de barras fiquem virados para o leitor de cédigos de

barras, no lado esquerdo do QIAsymphony SP.
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Procedimento

1. Fechar todas as gavetas e a cobertura.

2. Ligar o QlAsymphony SP e aguardar até que aparega o ecrd "Sample Preparation”

(Preparacdo da amostra) e o procedimento de inicializacdo esteja concluido.

Nota: O interruptor de alimentagdo esté localizado no canto inferior esquerdo do
QIAsymphony SP.

3. Iniciar sessdo no instrumento.

4. Assegurar que a bandeja "Waste" (Residuos) estd devidamente preparada e efetuar
uma inventariacdo da mesma, incluindo o coletor de pontas e o recipiente de residuos

liquidos. Substituir o saco de eliminac@o de pontas, se necessdrio.
5. Colocar o suporte de eluicdo necessdrio na gaveta "Eluate" (Eluato).
Importante: NGo colocar uma placa de 96 pogos na "Elution slot 4" (Ranhura de eluigdo 4).

Utilizar a "Elution slot 1" (Ranhura de eluicdo 1) apenas com o adaptador de

arrefecimento correspondente.

Nota: Ao utilizar uma placa de 96 pocos, assegurar que a placa tem a orientacdo
correta, pois a sua colocacdo incorreta pode causar a mistura de amostras na andlise a

jusante.

6. Colocar ofs) cartucho(s) de reagente(s) e os consumiveis necessdrios na gaveta

"Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis).
Nota: Assegurar que as pontas de pipetagem estdo devidamente encaixadas.

7. Efetuar uma inventariagdo da gaveta "Reagents and Consumables” (Reagentes e

consumiveis).

8. & Transferir 300 pl da amostra de sangue fotal a ser extraida para um Micro tube
2.0 ml Type H isento de nuclease e colocé-lo no adaptador 3b de 2 ml no transportador

de tubos de amostra. Carregar os tubos de amostras na gaveta "Sample" (Amostra).
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9.

34

Mediante a utilizagdo do ecra tdtil, inserir as informacdes necessdrias para cada lote de

amostras a ser processqdo:

O Informagdes da amostra: Alterar o formato de tubos predefinido. Para o fazer, clicar
em Select All (Selecionar tudo). Em seguida, selecionar Sarstedt reference 72.694
(Referéncia Sarstedt 72.694) na tabela Tube Insert (Insercdo para tubo).

O Protocolo a executar: Clicar em Select All (Selecionar tudo). Em seguida, na categoria,
clicar em DNA Blood (Sangue para ADN) > Blood 200 V7_DSP (Blood_200_V7_DSP)

(ou versdo posterior) para amostra de sangue fotal.

o) Volume de eluigéo e posicdo de saida: 100 pl para o protocolo de sangue total.
Nota: Apds a insercdo de informagdes sobre o lote, o estado é alterado de LOADED
(Carregado) para QUEUED (Em fila de espera). Assim que um lote é colocado em fila

de espera, o botdo Run (Executar) fica ativo.

. Iniciar o ensaio.

10a. Para iniciar o ensaio, clicar em Run (Executar).

10b. Ler e confirmar a mensagem que aparece.

Nota: Recomenda-se que o utilizador aguarde junto do instrumento até que este tenha
executado a detecdo do nivel de liquido nos tubos de controlo interno e o estado do
transportador do QlAsymphony SP seja alterado para RUNNING (Em execucdo).
Importante: N&o pausar nem inferromper a execucdo durante o processamento (a
menos que ocorra uma emergéncia), pois isso leva a que as amostras sejam sinalizadas
como "unclear" (ambigua).

Nota: E possivel carregar continuamente amostras e adicioné-las a esta execu¢do (até

que os reagentes sejam carregados).

. Clicar em Run (Executar) para iniciar o procedimento de purificagdo.

12.

No final da execugdo do protocolo, o estado do lote muda de RUNNING (Em execucéo)
para COMPLETED (Concluido). Recuperar o suporte de eluicdo contendo os dcidos

nucleicos purificados a partir da gaveta "Eluate" (Eluato).
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14.

Recomenda-se remover a placa de elvicdo da gaveta "Eluate" (Eluato) imediatamente
apds a conclusdo da execucdo. Dependendo da temperatura e da humidade, as placas
de eluicdo deixadas no QIAsymphony SP apés a conclusdo do ensaio podem sofrer

condensacdo ou evaporagdo.

Nota: Geralmente, as particulas magnéticas ndo passam para os eluatos. Se algum
eluato apresentar particulas pretas, as particulas magnéticas poderdo ser removidas da

seguinte forma:

12a. Colocar o tubo que contém o ADN num separador magnético adequado
(por exemplo, QIAGEN 12-Tube Magnet, n.° de cat. 36912) até que as particulas
magnéticas estejam separadas.

12b. Se o ADN estiver em microplacas, colocar a microplaca num separador magnético
adequado (por exemplo, QIAGEN 96-Well Magnet Type A, n.° de cat. 36915)
até que as particulas magnéticas estejam separadas. Se ndo existir um separador
magnético adequado, centrifugar o tubo que contém o ADN durante T minuto &
velocidade méxima numa microcentrifuga para agregar as particulas magnéticas

restantes.

. Exportar o ficheiro de resultados do QlAsymphony SP: este relatério é gerado para

cada placa de eluigdo.

13a. Inserir o dispositivo de armazenamento de dados USB numa das portas USB, na
parte da frente do QIAsymphony SP.

13b. Clicar em Tools (Ferramentas).

13c. Selecionar File Transfer (Transferéncia de ficheiros).

13d. No separador "In-/Output Files" (Ficheiros de entrada/saida), clicar em
Results Files (Ficheiros de resultados) > Transfer (Transferir).
O nome do ficheiro exportado deve ter o seguinte formato:
aaaa-mm-ddhh:mm:ss_ID do suporte de eluigéo

Verificar a coluna "Validity of result" (Validade do resultado) de cada amostra no

ficheiro de resultados do QlAsymphony SP.

O Estado vélido e ambiguo: Avancar para Qualificagdo e quantificagdo de ADN.

O Estado invélido: A amostra é rejeitada. Reexecutar o passo de extracdo.
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15. Se um cartucho de reagentes estiver apenas parcialmente utilizado, vedar o cartucho
com as tiras vedantes reutilizaveis fornecidas e fechar os tubos que contenham
proteinase K com tampas de rosca imediatamente apés o final da execugdo do

protocolo para evitar a evaporagdo.

16. Eliminar residuos, placas e tubos de amostras usados de acordo com os regulamentos

de seguranca locais.
17. Limpar o QlAsymphony SP.

Seguir as instrugdes de manutengdo nos manuais de utilizador fornecidos com o
instrumento. Assegurar que as protecdes das pontas sdo regularmente limpas para

minimizar o risco de contaminacdo cruzada.

18. Fechar as gavetas do instrumento e desligar o QIAsymphony SP.
Qualificacdo e quantificacdo de ADN

Deve ser utilizado um branco de tampdo ATE ou AE para calibrar o espectrofotémetro.
E necessario utilizar estes tampdes porque os tampdes de eluicdo utilizados nos kits de

extracdo de ADN gendmico contém azida de sédio conservante que absorve a 260 nm.

® O rdcio de Ao/ Azs0 deve ser 21,7, pois rdcios inferiores a este indicam normalmente
contaminagdo por proteina ou a presenca de quimicos orgénicos e afetam o passo
de PCR.
A quantidade de ADN é determinada medindo a densidade ética a 260 nm.
Quantidade total de ADN purificado = concentragdo x volume da amostra em pl.
Se o rdcio de Azso/Azso estiver abaixo de 1,7 e/ou se a concentracdo de ADN
gendmico estiver abaixo de 10 ng/pl, o processamento da amostra ndo deverd

prosseguir.
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Normalizacdo de amostras de ADN genémico
O ADN deve ser diluido a 10 ng/pl no tampéo TE incluido no ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.
Cada reacdo de PCR no Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM é otimizada para 50 ng de ADN

genémico purificado diluido num volume de amostra final de 5 pl. E necessdrio um total de

100 ng por amostra testada para efetuar as reacdes de mutante e de tipo selvagem.
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Protocolo: gPCR no instrumento Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM

Pontos importantes antes de comecar

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit deve ser executado no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM utilizando o Rotor-Gene AssayManager v2.1.

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit requer especificamente o0 Gamma Plug-in. Este plug-in pode
ser transferido a partir do site da QIAGEN: resources.qiagen.com/674623. Este plug-in
deve ser instalado num computador que jd tenha o Rotor-Gene AssayManager v2.1
instalado.

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit também requer um perfil de ensaio. Este perfil de ensaio
(ficheiro .iap) contém todos os parémetros necessdrios para efetuar a ciclagem e a andlise
do ensaio de qPCR. Pode ser transferido a partir da p&gina web dedicada ao ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit no site da QIAGEN: resources.qiagen.com/674623. E necessdrio
importar o perfil de ensaio para o software Rotor-Gene AssayManager v2.1.

E conveniente familiarizar-se durante algum tempo com o equipamento Rotor-Gene Q MDx
antes de iniciar o protocolo. Para obter mais detalhes, consultar os manuais de utilizador
do instrumento, do Rotor-Gene AssayManager v2.1 e do Gamma Plug-in.

O Rotor-Gene AssayManager v2.1 permite a interpretacdo automatizada dos resultados

da PCR. Os pardmetros de ciclagem estdo bloqueados para a execucdo.

Configuragdo

38

Transferir e instalar o Rotor-Gene AssayManager v2.1. Consultar "Instalar o software
principal do Rotor-Gene AssayManager v2.1", na pégina 39, para obter informacdes
detalhadas.

Transferir e instalar o Gamma plug-in. Consultar "Instalar o Gamma Plug-in e importar

perfil de ensaio", na pagina 40, para obter informacdes detalhadas.
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® Recomendamos testar oito amostras de ADN genémico na mesma experiéncia para
otimizar a utilizagdo de controlos, padrées e misturas de reacdo. Consultar
"Processamento de amostras no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM com rotor

de 72 tubos", na pdgina 43, para obter informagdes detalhadas.

Instalar o software principal do Rotor-Gene AssayManager v2.1

O software Rotor-Gene AssayManager v2.1 tem de estar instalado no computador ligado ao
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM e pode ser transferido a partir do site da QIAGEN:
resources.qiagen.com/674623. Para obter mais detalhes sobre a instalagdo do software
principal Rotor-Gene AssayManager v2.1, incluindo os requisitos do computador, consultar

o Manual do utilizador do Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Nota: O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit apenas pode ser executado quando determinadas

definicdes de configuracdo no Rotor-Gene AssayManager v2.1 software estdo programadas.

Para obter maior seguranca de processos em todo o sistema, é necessdrio definidas as

seguintes definicdes de configuracdo necessdrias para o modo fechado:
® Material number required (Ndmero do material necessério)

e Valid expiry date required (Data de validade necessdria)

® Lot number required (NUmero de lote necessdrio)
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Instalar o Gamma Plug-in e importar perfil de ensaio

As informagdes sobre a instalacdo e a importagdo do Gamma Plug-in e do perfil de ensaio
estdo detalhadas no Manual do utilizador do Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core

Application e no Manual do utilizador do Gamma Plug-in.
Para instalar o Gamma Plug-in

19. Transferir o Gamma Plug-in e a dltima versdo do perfil de ensaio ipsogen JAK2 CE IVDR
a partir do site da QIAGEN.

20. Clicar duas vezes no ficheiro RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_x .msi
(em que x>0). Seguir as instrugdes de instalacdo.
Para obter uma descri¢do detalhada deste processo, consultar a seccdo "Instalar plug-
ins" no Manual do Utilizador do Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.
Nota: Para maior seguranca de processos em todo o sistema, clicar no separador
"Settings" (Definicdes) e selecionar o modo fechado nas caixas "Material number
required" (NUmero do material necessdrio), "Valid expiry date required" (Data de
validade necessdria) e "Lot number required" (NUmero de lote necessdrio), na seccdo
"Work list" (Lista de trabalho). Se n&o estiverem ativadas (selecionadas), clicar para
ativar.

21. Apés a instalacao bem-sucedida do plug-in, um utilizador que tenha direitos de
administrador do software Rotor-Gene AssayManager v2.1 terd de importar o perfil de
ensaio ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR.

Para importar o perfil de ensaio ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR

M
1. Clicar no icone 7 do Rotor-Gene AssayManager v2.1 para abrir o software.

2. Iniciar sessdo como utilizador com direitos de administrador em "Closed Mode" (Modo
fechado) (Figura 3).
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A janela de inicio de sessdo é apresentada (Figura 4).

Rotor-Gene AssayManager

Password

| |
_Made )
| closed |v

Figura 3. Janela de inicio de sessdo no Rotor-Gene AssayManager. 1: Closed Mode (Modo fechado).

Available work ists | Manage or apply work lists

¥) Manually created work lists

e— S
e oo [y ot e Voo [ Crton e A =
BT o/ weep 728 ot 25 s e o | EEAET BCE

[2 3 a4 5 6 m

¥ Automatically generated work lists

Work it name “Wamp [Assay profies [Rotor type Volume Author Creation date Actions Aooly

pelete selecied Retoshis |
i [ i

Figura 4. Rotor-Gene AssayManager v.2.1. 2: ambiente Setup (Configuragdo). Utilizado para criagdo, gestdo e
aplicagéo das listas de trabalho. 3: ambiente Approval (Aprovagéo). Utilizado para procurar experiéncias ndo langadas
ou parcialmente langadas, bem como para aprovar amostras dedicadas. Os relatérios de experiéncia sdo criados apés
o langamento de uma amostra. 4: ambiente Archive (Arquivo). Utilizado para procurar experiéncias total ou
parcialmente langadas, bem como para gerar relatérios de experiéncia utilizando perfis de relatério predefinidos.
5: ambiente Service (Assisténcia). Contém os separadores Audit Trail (Pista de auditoria) e Re-usable Data (Dados
reutilizaveis). 6: Configuration (Configuracdo). Utilizado para ajustar as definicdes do Rotor-Gene AssayManager.
7: icone do Rotor-Gene Q. Utilizado para inferromper ou concluir uma execugdo, bem como para langar um ciclador
apés concluida uma execucdo (e para verificar a ligagdo de instrumentos).
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. Clicar no ambiente Configuration (Configuragdo) (Figura 4, caixa 6) (Figura 5, caixa 8).
. Clicar no separador Assay Profiles (Perfis de ensaio) (Figura 5, caixa 9).

. Clicar em Import (Importar) (Figura 5, caixa 10).

o 0 N W

. Na caixa de didlogo Select assay profile to import (Selecionar perfil de ensaio a
importar), selecionar o perfil de ensaio ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR. Clicar em Open
(Abrir) (Figura 5, caixa 11).

@ Select assay profile to import

Lookin [pssayProfies Birs

Path

Name 2| Lastmodified
|| |AP_ipsogen_JAKZ blood CE_IVDR_V2_0_1.isp | 15082020 09.42:40

File name Fie type
AP_psogen_JAKZ blood_CE_VDR V2 0_1/ap | [ iap fhes C"am) v

Figura 5. Importar perfil de ensaio. 8: ambiente Configuration (Configuragdo), 9: separador Assay profile (Perfil de
ensaio), 10: botdo Import (Importar), 11: botdo Open (Abrir).

7. Apés a importagdo bem-sucedida do perfil de ensaio, este pode ser utilizado no

ambiente Setup (Configuracdo) (Figura 4, caixa 2).

Nota: Nao é possivel importar duas vezes a mesma versdo de um perfil de ensaio.
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Processamento de amostras no instrumento Rotor-Gene Q MDx Splex
HRM com rotor de 72 tubos

Recomendamos testar oito amostras de ADN gendmico na mesma experiéncia para ofimizar
a utilizagdo de controlos, padrdes e misturas de reagdo.

A Tabela 3 indica o nimero de reagdes que podem ser executadas utilizando o rotor de 72 tubos.

O esquema mostrado na Figura 6 fornece um exemplo da configuragdo de um rotor e bloco

de carregamento para uma experiéncia com o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.
Os nimeros representam as posicdes no bloco de carregamento e indicam a posicdo final
no rotor.

Tabela 3. NUmero de reagdes para o instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM com rotor de 72 tubos

Amostras Numero de reagdes

Com JAK2 MT Reaction Mix

8 amostras de ADN genémico 8
Padrdes de quantificagdio de mutante de JAK2 (mutante) 4
Controlo de mutante de JAK2 (mutante) 1
Controlo de tipo selvagem de JAK?2 (tipo selvagem) 1
Agua para controlo sem modelo 1
(No Template Control, NTC)

Com JAK2 WT Reaction Mix

8 amostras de ADN genémico 8
Padrdes de quantificagdo de tipo selvagem de JAK2 (tipo 4
selvagem)

Controlo de mutante de JAK2 (mutante) 1
Controlo de tipo selvagem de JAK?2 (tipo selvagem) 1
Agua para NTC 1
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Figura 6. Configuracéio de rotor e placa para uma experiéncia com o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit. WTC: Controlo de tipo
selvagem de JAK2; MTC: JAK2 mutant (MT) Control; WT-QS: Padrées de quantificagdo de fipo selvagem de
JAK2; MT-QS: Padrdes de quantificagdo de mutante de JAK2; S: amostra de ADN genémico; NTC: controlo sem modelo
(dgua).
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Os tubos devem ser inseridos no rotor tal como indicado na Figura 6, pois a
andlise automatizada definida no perfil de ensaio é baseada nesta organizagdo.

Se for utilizado um esquema diferente, serdo obtidos resultados anémalos.

Nota: Todas as posicdes ndo utilizadas devem ser preenchidas com tubos de tiras vazios

com tampa.
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gPCR no instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM com rotor de
72 tubos

Passos a seguir antes de iniciar o procedimento:

e Criar uma lista de trabalho para as amostras a serem processadas.
Para criar uma lista de trabalho

1. Ligar o instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

2. Abrir o software Rotor-Gene AssayManager v2.1 e iniciar sessdo como um utilizador
com a fungdo de operador em "Closed Mode" (Modo fechado) (Figura 3, caixa 1).

3. E necessdrio assegurar que o instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ¢ detetado

corretamente pelo software antes de iniciar a execug¢éo (Figura 7).
- Desconectado [l Conectado
Figura 7. Estado de conexdo do Rotor-Gene Q.

4. Clicar em "New manual work list" (Nova lista de trabalho manual) no ambiente "Setup"

(Configuracao) (Figura 8, caixa 1).
R

Available work lists | Manage or apply work lists

Unprocessea |  Processea

Work kst name a#samp  Rasay profies Rotor trpe olume | Ruthor (Creation date.

Actons ooty
20200814 _JAK2_testing 3 4aK2 b 72:Wel Rotor 2544 acmin zonnamo worr [ [EIEJED EE

Delete seiecied | [ Relvesh st

v Automstically generated work lists

Work bat rame [ samp_ Rasay profies | Rotor iype Vobume | Author Crestion date Actions Aophy

B o el

Figura 8. Criacdo da lista de trabalho. 1: botdo de criagdo de nova lista de trabalho.
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5. Selecionar o perfil de ensaio "ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR" na lista de perfis de

ensaio disponiveis no passo "Assay" (Ensaio) (Figura 9, caixa 2).

[= st | Selact assay
Availabla sasay profiss Selectea assay profiles

Assay profile name & Vers. Req P | Assay gl name. ‘Shart name. version Feg Pos. # samgles  Wew strip tue
o[t chon | 201] 14 | M e v oo co e s wl oW [+ ] =&
E‘.
— -
2] ;
Sroperies
Allv
free sosens
= =
0
21570 oy ompat sy Posies
Pt ok 5 Export Soemiceee [ Resm save

Figura 9. Criagdo da lista de trabalho - Selecdo do perfil de ensaio. 2: perfis de ensaio disponiveis.

3: transferéncia do perfil de ensaio para a lista de trabalho. 4: inserir o nomero de amostras.

6. Clicar em ">" para transferir o perfil de ensaio selecionado para a lista "Selected assay
profiles" (Perfis de ensaio selecionados) (Figura 9, caixa 3). O perfil de ensaio deverd

ser apresentado na lista "Selected assay profiles" (Perfis de ensaio selecionados).
7. Inserir o nimero de amostras no campo correspondente (Figura 9, caixa 4).

8. Clicar no passo "Kit Information" (Informacées do kit) e inserir manualmente as seguintes

informagdes do kit de JAK2, que estdo impressas na tampa da caixa:

O Material number (Ndmero do material) 1120216 (Figura 10, caixa 6)

O Kit expiry date (Data de validade do kit) (Figura 10, caixa 7)

O Lot number (Ndmero do lote) (Figura 10, caixa 8)
Nota: Como alternativa, é possivel introduzir ou efetuar a leitura do cédigo de
barras do kit (Figura 10, caixa 5).
Nota: Todos os campos devem ser preenchidos. Os campos ficam azuis quando
é introduzida informagdo vdlida (por exemplo, kit ndo expirado, material vélido e

ndmeros de lote introduzidos).

Instrucdes de utilizacdo do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit 07/2022 47



10.

48

Assays Kit information

ipsogenJAK2_blood_CE_IVDR

1O Use kit ber code

(® Enter kit information manusily

Kit information

— E
Kit expiry date

Material number
G:I-p 120216 3001172020
Lot aumber
10795318

Figura 10. Criagéo da lista de frabalho - Inserir informag@es do kit. 5: Kit bar code (cédigo de barras do kit, pode ser lido
e infroduzido manualmente; se o cédigo de barras for introduzido, os outros campos séo preenchidos automaticamente).
6: Material number (Nomero do material). 7: Kit expiry date (Data de validade do kif). 8: Lot number (Nimero do lote).
Estas informagdes estdo disponiveis na caixa do kit.

. Clicar no passo "Samples" (Amostras).

E apresentada uma lista com os detalhes das amostras. A lista representa o esquema
esperado do rotor.

Inserir os nimeros de identificagdo das amostras (ID) (Figura 11, caixa 9) nesta lista,
assim como quaisquer informagdes opcionais sobre as amostras (Figura 11, caixa 10),
como um comentdrio para cada amostra.

Croate work list | Edit samples
- [rep—
e e —— ——— T
it ingormation == FANLMT HEX AT
e = P
s 3 Lot
s —os os FAMWT HEXWT b
Properties 1 L FAN_MT. HEX_MT
B = T
. P
® B — MusaniConiol e FALWTHELWT kb
Fowm FAM_MT. HEX_MT
e = T
@ P
i s P s
i P
e PR
|s T T
s P
e P
5 8 " Sare MW EWT | b 10
> P X
a2 FAM_WT, HEX_WT 2 b
z AT T '
et oo e =
@ Cosed Moce e -0

Figura 11. Criagdo da lista de trabalho - Introducdo de informacdes das amostras. 9:ID da amostra.

10: comentdrios da amostra (opcional)
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11. Clicar no passo "Properties" (Propriedades). Introduzir um nome para a lista de trabalho
(Figura 12, caixa 11).
12. Marcar a caixa "work list is complete (can be applied)" (a lista de trabalho esté
concluida [pode ser aplicadal]) (Figura 12, caixa 12).
H T =

»

et

Create work list | Edit properties

Asseys Properties Messsges

Work b mame The werk 85 1 rescy 0 be apples
T —— TYMMOD_ipacgen-JARE-ROG-PCA-HE_DemaRuntol @

o, Defaukt name

Work st

[ otoble [ work st commotee (can be apode

e e - | B

@ Closea Moce

T
Figura 12. Criacgo da lista de trabalho - Propriedades. 11: Work list name (Nome da lista de trabalho). 12: marcar a

opgdo "work list is complete" (a lista de trabalho esté concluida). 13: desmarcar a caixa "is editable" (¢ editével) apenas

se ndo for necessdrio alterar a lista de trabalho.

Nota: A caixa de verificacdo "is editable" (¢ editavel) (Figura 12, caixa 13) define se a
lista de trabalho ainda é editdvel ou ndo. Se a lista de trabalho for aplicavel e néo for
necessdrio alteré-la posteriormente, desmarcar a caixa de verificagdo is editable (&
editdvel).

13. Guardar a lista de trabalho.

14. A lista de trabalho pode ser impressa e isso poderd ajudar na preparacéo e
configuracdo de qPCR. Para imprimir a lista de trabalho, clicar em "Print work list"
(Imprimir lista de trabalho). Os detalhes das amostras s&o incluidos como parte desta
lista de trabalho.

Nota: A lista de trabalho pode ser guardada e executada mais tarde, ou pode ser

criada ao carregar a experiéncia no instrumento e aplicada diretamente.
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Procedimento
Configurar a experiéncia de gPCR

1. Descongelar todos os componentes necessdrios, exceto a polimerase Tag de ADN, que
deve ser mantida no congelador quando n&o estiver a ser utilizada. Colocar os tubos

que contém os componentes a serem descongelados no gelo.

Importante: Ndo exceder 30 minutos no passo de descongelamento para evitar

qualquer degradac¢do do material.

2. Limpar a drea da bancada dedicada & preparagdo da mistura de PCR para assegurar

que ndo hé contaminacdo de modelos nem de nuclease.

3. Misturar cuidadosamente os tubos que contém padrdes, controlos e misturas de reacdo

invertendo 10 vezes e centrifugando brevemente antes da utilizago.

4. Preparar as seguintes misturas principais de qPCR de acordo com o ndmero de amostras

a serem processadas.
Nota: Todas as concentracdes sdo referentes ao volume final da reacdo.

A Tabela 4 e a Tabela 5 descrevem o esquema de pipetagem para a preparagdo de
misturas de um reagente para mutante (Mutant, MT) e um para tipo selvagem (Wild-
type, WT), calculadas para obter volumes de reagdo final de 25 pl. Estdo incluidos
volumes suplementares para compensar erros de pipetagem e abranger 8 amostras e

controlos.
Tabela 4. Preparagéo de misturas principais de qPCR para detegéio de sequéncias de JAK2 de mutante (Mutant, MT)

Componente 1 reagdo (pl) 15 + 1* reacdes (pl) Concentragdo final
Mistura de reacdo de 1

mutante de JAK2 19.8 3168 *

Polimerase Tag de ADN 0,2 3,2 Ix

Amostra (a adicionar no 5 5 cada B

passo 6)

Volume total 25 25 cada -

* Um volume de reagdo suplementar é incluido como volume morto.
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Tabela 5. Preparagéo de misturas principais de qPCR para detegéo de sequéncias de JAK2 de tipo selvagem (Wild-
type, WT)

Componente 1 reagdo (pl) 15 + 1* reacdes (pl) Concentragdo final
Mistura de reacdo de tipo 1

selvagem de JAK2 19.8 3168 *

Polimerase Tag de ADN 0,2 3,2 Tx

Amostra _

(a adicionar no passo 6) 5 cada

Volume total 25 25 cada -

* Um volume de reagdo suplementar é incluido como volume morto.

Importante: Agitar em vértex e centrifugar brevemente a mistura principal de gPCR

antes de transferir 20 pl para cada tubo de tiras.

5. Adicionar a dgua para controlo sem modelo (No Template Control, NTC) aos tubos

correspondentes e fech&-los.

6. Importante: Agitar em vértex e centrifugar brevemente o ADN (amostras de ADN

gendmico + QS e controlos). Depois, adicionar 5 pl do material a ser quantificado ao
respetivo tubo de tiras para alcangar um volume total de 25 pl. Misturar

cuidadosamente, pipetando para cima e para baixo.

Nota: E necessdrio ter o cuidado de trocar de pontas entre cada tubo, para evitar
qualquer contaminagdo ndo especifica de misturas de reagéo ou modelos e, assim,
resultados falso-positivos. Comecar por adicionar as amostras de teste e, em seguida,

os padrdes e os controlos.

7. Voltar a colocar todos os componentes do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit no congelador

para evitar qualquer degradacdo dos materiais.
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Iniciar a execucdo

1.

52

Preparar o Rotor-Gene Q MDx e iniciar a execu¢do do seguinte modo.

la. Colocar um rotor de 72 pogos no suporte para rotor do Rotor-Gene Q MDx.

1b. Encher o rotor com tubos de tiras de acordo com as posicdes atribuidas,
comecando na posi¢do 1, como mostrado na Figura 6 (pdgina 44), com tubos de
tiras vazios com tampa colocados em todas as posicdes ndo utilizadas.
Nota: E necessario garantir que o primeiro tubo é inserido na posicdo 1 e os tubos
de tiras sdo colocados na orientacdo e posicdes corretas, como mostrado na
Figura 6.

Tc. Fixar o anel de bloqueio.

1d. Carregue o instrumento Rotor-Gene Q MDx com o rotor e o anel de bloqueio e
feche a tampa do instrumento.

le. No software Rotor-Gene AssayManager v2.1, selecionar a lista de trabalho
correspondente no gestor de listas de trabalho e clicar no botdo "Apply" (Aplicar)

(Figura 13, caixa 14) ou, se a lista de trabalho ainda estiver aberta, clicar no

botdo "Apply" (Aplicar).

»

\ P —

) Manualy created worklists

Processed

Work st rame s [Rasay proin ot toe Voteme [ Aaor rsiondse[ncoms o
YMMOD,_paogen-JAK RGO PCR1 DemoRunddt <Jucn 7268 ot 250 samn oo ssise | 2SI A N I

Figura 13. Configuracdo da execucdo — Selec@o da lista de trabalho. 14: botdo Apply (Aplicar).

Nota: Se a lista de trabalho especifica da experiéncia ndo tiver sido criada, iniciar
sessdo no Rotor-Gene AssayManager v2.1 e seguir o processo em "Para criar uma lista
de trabalho", na pdgina 46, antes de proceder do seguinte modo.
® Inserir o nome da experiéncia (Figura 14, caixa 15).
® Selecionar o ciclador a ser utilizado na lista "Cycler selection” (Selegdo do
ciclador) (Figura 14, caixa 16). "
® Verificar a correta fixagdo do anel de bloqueio e confirmar no ecrd se o anel de

bloqueio estd fixado (Figura 14, caixa 17).
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® Clicar em "Start run" (Iniciar execucdo) (Figura 14, caixa 18).
> T« )

Apply work list "YYMMDD_ipsogen-JAK2-RGQ-PCRKit_DemoRun001" 17

Experment name Wark istname.

ANDD e A RG240 Pt

Detoutrame | Cressa

081172020 1551 - admin

i
ol
l{

Lant moiied
01172020 15 51 - adkmin

Cyeser semin

Rotor type Acptes o vt stgion  Crotr g
Tl onane p— R MOx

Froepostons  Rasctonvolame  ksymgnony AS resct e
2% inee -
prves
= Sampies Kt
K2 p o)

Messapes

(e e ot |

@ Closed Mode

Figura 14. Configuracdo da execucdo — Definicdes da execucdo. 15: Experiment name (Nome da experiéncia).

16: Cycler selection (Selegdo do ciclador). 17: verificar e confirmar se o anel de bloqueio estd fixado. 18: botéo Start

run (Iniciar execug@o).
1f. A execucdo do JAK2 RGQ PCR deverd ser iniciada.

Concluir, lancar e aprovar a execugdo

1. Quando a execucdo estiver concluida, clicar em "Finish run" (Concluir execucdo).

Nota: Enquanto este passo ndo estiver concluido, a experiéncia ndo é guardada na

base de dados interna.

Nota: A andlise dos resultados adquiridos é realizada automaticamente, dependendo

do plug-in que corresponde ao perfil de ensaio e das regras e valores de parémetros

definidos pelo perfil de ensaio.

2. Llangar e aprovar o ensaio.

O Para utilizadores com sessdo iniciada com a fungdo de aprovador, clicar em

"Release and go to approval" (Lancar e avangar para aprovagdo).
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O

Para utilizadores com sessdo iniciada com a fun¢do de operador, clicar em
"Release" (Lancar).
Nota: A funcionalidade geral do ambiente "Approval" (Aprovagdo) é descrita no

Manual do utilizador do Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in v2.1.

3. Lancar resultados.

54

O

Se tiver sido efetuado um clique em "Release and go to approval” (Lancar e avangar
para aprovacdo), os resultados da experiéncia sdo apresentados no ambiente
"Approval" (Aprovagdo).

Se tiver sido efetuado um clique em "Release" (Lancar), um utilizador com a funcéo
"Approver" (Aprovador) terd de iniciar sessdo e selecionar o ambiente "Approval”

(Aprovagdo).

® Aplicar as opgdes de filtragem (Figura 15, caixa 19) para selecionar a
experiéncia a ser aprovada (Figura 15, caixa 20). Em seguida, clicar em

"Apply" (Aplicar) (Figura 15, caixa 21).

Filer options Assay seiection

- . Sl = T e s
o102 9 |||+ [2] 2w sman s i e fescpen JAK2Head CE DR < w ainm | v

Use acvancecs fiter opsions

B Frerssanys

[l ipsogen_JAK2 blood_CE_IVOR

Ay s Rease st
@swcesshl O Uneiessed
[ Foied O Fariaty
[ Pensng @

] Fiter experimant nama

[ Fiter cortsined samgie 1Ds

(00 it operator

[ Fiter eyeier sensi number

@ Closed Mose

Figura 15. Aprovacdo da execucdo — Selegdo da experiéncia. 19: Filter options (Opgdes de filtragem). 20: Assay

selection (Selegdo do ensaio). 21: botdo Start approval (Iniciar aprovagéo).
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® [ apresentado o seguinte alerta AUDAS (Automatic Data Scan [Leitura
automdtica de dados]) (Figura 16). Na seccdo "Plots and Information" (Grdficos
e informagdes), verificar manualmente as curvas de fluorescéncia dos alvos HEX

quanto a anomalias (por ex., picos causados por erros de hardware).

G) Release in Closed mode

AUDAS was not applied to the following
targets:

HEX_MT

HEX_WT

Manually check every curve of the targets
described above and reject problematic
samples.

[

Figura 16. Alerta AUDAS.

Nota: As curvas dos alvos HEX de controlo interno néo apresentam formas
tipicamente sigmoides (semelhantes &s curvas exemplificativas na Figura 17) e
tém de ser consideradas curvas vélidas. Chamamos a atencdo para o facto de
todos os outros critérios de validade de controlos internos (por exemplo, limite de
corte de Cr1) serem verificados automaticamente pelo software.

Instrucdes de utilizagdo do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit  07/2022 55



o | HEX_WT

Fluores. norm.

Timior

“I1 HEX_MT

Fluores. norm.

Figura 17. Curvas HEX de controlo interno.

Os resultados das amostras de teste sdo analisados automaticamente pelo Rotor-
Gene AssayManager v2.1, mas tém de ser aprovados e lancados pelo utilizador
com sessdo iniciada com a fungéo de aprovador. Inicialmente, todas as amostras de
teste de uma experiéncia concluida apresentam o estado "Undefined" (Indefinida).
Os resultados das amostras a serem aprovados tém trés botdes de aprovacéo no final
da coluna correspondente. Estes botdes sdo utilizados para aceitar ou rejeitar
dinamicamente os resultados das amostras (Figura 18 e Figura 19).
Nota: Uma amostra comunicada como "INVALID" (Invélida) pelo Rotor-Gene
AssayManager v2.1 ndo pode ser reclassificada como "VALID" (Vélida), mesmo
que o resultado da amostra seja rejeitado.
Nota: Uma amostra deve ser rejeitada se o utilizador ndo concordar com o
resultado e pretender repetir o teste (por ex., se for observada uma anomalia nas
curvas dos alvos HEX de controlo interno).

® Rever resultado (Figura 19, caixa 22) e clicar em "Release/Report data"

(Langar/comunicar dados) (Figura 19, caixa 23).
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Cor de fundo Estado da
amostra de
teste
OO0 ® Indefinida
[Eolo Aceite
(o) E o) Rejeitada

Figura 18. Definicéio do estado de aprovacéo da amostra.

Figura 19. Lancar e comunicar dados. 22: botdes de aprovagéo de amostras (para aprovar [v'] ou rejeitar [*] os resultados

de cada amostra). 23: botdo "Release and report data" (Langar e comunicar dados).

® |Inserir a palavra-passe, se exigido, marcar a caixa "Create report" (Criar
relatério) e clicar em "OK" (Figura 20, caixas 24 e 25). O relatério serd gerado
em formato .pdf e armazenado automaticamente na pasta predefinida.
O caminho predefinido da pasta é:
C: > Users (Utilizadores) > Public (Piblico) > Documents (Documentos) > QIAGEN >
Rotor-Gene AssayManager > Export (Exportar) > Reports (Relatérios).
Nota: Este caminho e esta pasta podem ser alterados no ambiente Configuration

(Configuragdo).
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® Simultaneamente, um ficheiro LIMS é criado automaticamente e guardado na
pasta predefinida. O caminho predefinido da pasta é: C: > Users (Utilizadores) >
Public (Pdblico) > Documents (Documentos) > QIAGEN > Rotor-Gene
AssayManager > Export (Exportar) > LIMS.
Nota: Este caminho e esta pasta podem ser alterados no ambiente Configuration
(Configuragdo).

® Fechar o ficheiro pdf e regressar ao Rotor-Gene AssayManager. Clicar em "OK"

quando solicitado (Figura 20, caixa 26).

@ Status of release.
[ create repen

Easseord The release was performed successfully.
24 —’-lumuu | (2270169)
Messages The LIMS output was saved. (2270171}

The report ‘200923 _ipsogen-JAK2_RGQ_

After release. the approval state of data . - -

cannct be changed. (2270158) testl_ipsogen_JAK2_blood_CE_IVDR.pdf' was
stored in the folder ‘C:\Documents\
QIAGEN\Rotor-GeneAssayManager)
Exports\Reports’. (2270172)

[25 > priCe

Figura 20. Langar e comunicar dados. 24: palavra-passe do utilizador. 25-26: botdo OK para selecionar.

® Apés a introducdo da palavra-passe do utilizador, um relatério PDF é criado e
aberto. Fechar o relatério PDF. Um ficheiro LIMS é entdo criado
automaticamente, e aparece uma declaracdo de lancamento. Clicar em "OK". O
ensaio estd agora totalmente langado. Clicar em "OK" para aceder ao ambiente
"Archive" (Arquivo).

® Clicar no separador "Archive" (Arquivo) para exportar o ficheiro .rex
correspondente aos dados ndo processados. Encontre as suas experiéncia
utilizando as opgdes de filtragem (Figura 21, caixas 27 e 28) e clique em "Show

assays" (Mostrar ensaios) (Figura 21, caixa 29).
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Figura 21. Ambiente Archive (Arquivo). 27: Filter options (Opgdes de filtragem). 28: Assay selection (Selegdo do

ensaio). 29: botdo Show assays (Mostrar ensaios).

® Os resultados das experiéncias sdo apresentados. No canto inferior direito do

ecrd, selecionar ".rex-file" (ficheiro .rex) como o tipo de ficheiro a ser exportado.
Clicar em "Export" (Exportar). Clicar em "OK" para guardar. O software guarda
automaticamente o ficheiro .rex na seguinte pasta predefinida: C: > Users
(Utilizadores) > Public (PUblico) > Documents (Documentos) > QIAGEN > Rotor-
Gene AssayManager > Export (Exportar) > Experiments (Experiéncias).

Nota: Este caminho e esta pasta podem ser alterados no separador "Specify the
.rex file export destination" (Especificar o destino de exportagdo do ficheiro .rex).
Nota: Para efeitos de resolugéo de problemas, é necessdrio criar um pacote de
assisténcia a partir da execugdo. Os pacotes de assisténcia podem ser gerados a
partir do ambiente de arquivo ou de aprovacdo (Manual do utilizador do Rotor-
Gene AssayManager v2.1 Core Application, sec¢do "Resolucdo de problemas",
"Criar um pacote de assisténcia"). Além disso, a pista de auditoria da hora do
incidente =1 dia poderd ser 0til. A pista de auditoria pode ser obtida no
ambiente Service (Assisténcia) (Manual do utilizador do Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application, seccdo 1.5.5.5).

4. Descarregar o instrumento Rotor-Gene Q MDx e eliminar os tubos de tiras de acordo

com os regulamentos de seguranca locais.
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Interpretacéo de resultados

A andlise é totalmente automatizada.

O Rotor-Gene AssayManager v2.1 analisa primeiro* as curvas de amplificacdo e pode
invalidar curvas que ndo estejam em conformidade, dependendo da respetiva forma e

amplitude de ruido. Se for esse o caso, um alarme estard associado & curva invalidada.
O Rotor-Gene AssayManager v2.1 ird analisar depois os controlos de execucéo:

® Controlo sem modelo (No Template Control, NTC): o controlo sem modelo (No Template
Control, NTC) é verificado relativamente & auséncia de amplificagdo especifica (JAK2
de tipo selvagem [Wild-type, WT] e JAK2 de mutante [Mutant, MT]).

® Padrdes de quantificagdo (Quantitation Standards, QS) de mutante (Mutant, MT) e de
tipo selvagem (Wildtype, WT): A validagdo dos padrdes de quantificacdo baseia-se nos
valores de declive e R? de cada curva-padrdo.

e Controlo de tipo selvagem (Wild-type Control, WTC): o nimero total de cépias (Total
Copy Number, TCN) de JAK2 tem de ser suficientemente elevado para que este controlo
seja interpretado. Se for esse o caso, serd calculada a percentagem de mutagdo de
JAK2. Este controlo de execucdo é validado se o respetivo estado for de tipo selvagem
(Wild+type, WT) de acordo com o teste.

e Controlo de mutante (Mutant Control, MTC): o nimero total de cépias de JAK2 tem de
ser suficientemente elevado para que este controlo seja interpretado. Se for esse o caso,
serd calculada a percentagem de mutagdo de JAK2. Este controlo de execugdo é

validado se o respetivo estado for altamente positivo para a mutacéo de JAK2.

* Ativado apenas para alvos FAM.
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O controlo interno (Infernal Control, IC) tem de ser amplificado em todos os pogos que
contenham controlos e padrdes de quantificacdo e tem de estar dentro do intervalo

predefinido para controlos.

Nota: O relatério gerado no final de cada execugdo mostra os resultados obtidos em controlos

de execucdo. Todos os dados invdlidos serdo associados a um alarme de invalidacdo

(Tabela 6).

Se algum destes controlos de execugdo ndo estiver em conformidade, serd utilizado o alarme
"ASSAY_INVALID". Se este alarme for realcado, a execucdo deverd ser considerada invdlida

e serd necessdrio repetir a experiéncia.

Se todos os controlos da execugdo estiverem em conformidade, o Rotor-Gene AssayManager
v2.1 ird analisar as amostras de teste.

e O controlo interno (Internal Control, IC) tem de ser amplificado em todos os pogos que
contenham amostras e tem de estar dentro do intervalo predefinido.

® O nimero total de cépias deve ser suficientemente elevado numa determinada amostra
para que os resultados sejam interpretados.

® A percentagem de mutacdo de JAK2 serd depois calculada e o resultado serd
apresentado. E necessdrio observar um valor de limiar de ciclo (Cycle Threshold, CT) em
cada tubo (tipo selvagem [Wild-type, WT] e mutante [Mutant, MT]) para que uma
amostra seja validada pelo Rotor-Gene AssayManager v2.1 e para que o resultado
correspondente seja vdlido.
Nota: Se os controlos de execucdo e os resultados das amostras forem vdlidos, o
relatério ird mostrar o ndimero de cédpias e a percentagem de mutagcdo para cada
amostra.

® A Tabela 6 mostra os alarmes de invalidagdo de amostras que podem ser atribuidos a
um tubo especifico durante a andlise efetuada pelo Rotor-Gene AssayManager v2.1,
juntamente com uma explicagdo do significado de cada alarme.

® ATabela 7 (pdgina 66) apresenta os alarmes de aviso para amostras e a descrigdo

de termos.
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Tabela 6. Alarmes de invalidagéo de amostras e descrigdo de termos

Alarme

Descricéo

ANALYSIS_FAILED

ASSAY_INVALID
CONSECUTIVE_FAULT
CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

INVALID_CALCULATION
MC_IC_HIGH_CT (WT)

MC_IC_LOW_CT (WT)

MC_IC_NO_CT (MT)

MC_IC_NO_CT (WT)

MC_LOW_CN
MC_LOW_PERCENTAGE
MC_NO_CN
MC_NO_CT (MT)

62

O ensaio é definido como invélido porque a andlise falhou. Contacte os

Servicos de Assisténcia da QIAGEN.
O ensaio é invdlido porque pelo menos um controlo externo é invdlido.
O alvo utilizado para o célculo deste alvo é invélido.

A curva de amplificacéo de dados ndo processados mostra uma forma
que se desvia do comporfamento estabelecido para este ensaio. Existe
uma elevada probabilidade de ocorrerem resultados erréneos ou uma
interpretacdo errénea de resultados.

A curva de amplificagdo 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 erréneos
ou uma inferpretacdo errénea de resultados (por exemplo, determinagdo de
valor Cr errénea).

O céleulo para este alvo falhou.

O valor Cr detetado ¢ superior ao esperado para um controlo inferno no
mesmo tubo que o controlo de mutante com a mistura de reacdo de tipo
selvagem.

O valor Cr detetado é inferior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que o controlo de mutante com a mistura de reacdo de tipo
selvagem.

Nenhum Cr detetdvel para o controlo interno no mesmo tubo que o
controlo de mutante com a mistura de reacdo de mutante.

Nenhum Cr detetdvel para o controlo interno no mesmo tubo que o controlo de
mutante com a mistura de reagdo de tipo selvagem.

O nimero de cépias para o controlo de mutante é demasiado baixo.

A percentagem de mutagdes do controlo de mutante é demasiado baixa.
Nao existe nimero de cépias para o controlo de mutante.

Cr néo detetdvel para o controlo de mutante com a mistura de reacéo de

mutante.

Continuagdo da tabela na pdgina seguinte
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Continuagdo da tabela da pagina anterior
Tabela 6. Alarmes de invalidagdo de amostras e descrigdo de termos (cont.)

Alarme

Descri¢do

MC_NO_VALUE

MC_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

MC_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING

NO_BASELINE

NTC_IC_HIGH_CT (MT)

NTC_IC_HIGH_CT (WT)

NTC_IC_NO_CT (MT)

NTC_IC_NO_CT (WT)

NTC_IC_LOW_CT (MT)

NTC_IC_LOW_CT (WT)

NTC_UNEXPECTED_VALUE
OTHER_TARGET_INVALID
OUT_OF_COMPUTATION_RANGE

A percentagem de mutagdes do controlo de mutante ndo tem
qualquer valor.

O Ci defetado é inferior ao esperado para o controlo de mutante com
a mistura de reacdo de mutante.

O C; detetado é inferior ao esperado para o controlo de mutante com
a mistura de reagdo de fipo selvagem.

A curva de amplificagdo ultrapassa o limiar mais do que uma vez.
Um Cr ndo ambiguo ndo pode ser determinado.

Néo foi encontrada qualquer linha de base inicial. N&o foi possivel
efetuar a andlise subsequente.

O valor Cr detefado é superior ao esperado para um controlo interno
no mesmo tubo que o controlo sem modelo com a mistura de reacdo
de mutante.

O valor Cr defetado é superior ao esperado para um controlo interno
no mesmo tubo que o controlo sem modelo com a mistura de reacdo
de tipo selvagem.

Nenhum Cr detetével para o controlo interno no mesmo tubo que o
controlo sem modelo com a mistura de reagdo de mutante.

Nenhum Cr detetdvel para o controlo interno no mesmo tubo que o
controlo sem modelo com a mistura de reacdo de tipo selvagem.

O valor Cr detefado & inferior ao esperado para um controlo interno
no mesmo tubo que o controlo sem modelo com a mistura de reacdo
de mutante.

O valor Cr defetado é inferior ao esperado para um controlo interno
no mesmo tubo que o controlo sem modelo com a mistura de reacdo
de tipo selvagem.

Foi detetado Cr no controlo sem modelo.
Um outro alvo para a mesma amostra é invdlido.

A concentragéo calculada para esta amostra excede o limite técnico.

Continuacdo da tabela na pdgina seguinte
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Continuagdo da tabela da pagina anterior
Tabela 6. Alarmes de invalidagdo de amostras e descrigdo de termos (cont.)

Alarme

Descrigdo

QS_HIGH_SLOPE (MT)
QS_HIGH_SLOPE (WT)
QS_IC_NO_CT (M)

Q@S_IC_NO_CT (W)

QS_LOW_SLOPE (MT)
QS_LOW_SLOPE (WT)
QS_LOW_RSQUARED (MT)
QS_LOW_RSQUARED (WT)
QS_NO_CT (MT)

QS_NO_CT (W)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)

QS_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT)

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

SAMPLE_LOW_CN

SAMPLE_MT_IC_HIGH_CT
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O limite superior do declive de mutante é excedido.
O limite superior do declive de fipo selvagem é excedido.

Nenhum Cr detetdvel para o controlo interno no mesmo tubo que um ou
mais padrdes de quantificagdo de mutante.

Nenhum C; detetdvel para o controlo interno no mesmo tubo que um ou
mais padrées de quantificacdo de tipo selvagem.

O limite inferior do declive de mutante néo é atingido.

O limite inferior do declive de tipo selvagem néo é atingido.
O limite inferior do R2 de mutante ndo é atingido.

O limite inferior do R2 de tipo selvagem néo é atingido.

Nenhum Cr detetdvel para um ou mais padrdes de quantificagdo de
mutante.

Nenhum C; detetavel para um ou mais padrdes de quantificacéo de
tipo selvagem.

O Cr detetado é inferior ao esperado para um ou mais padrées de
quantificagdo de mutante.

O C; detetado é inferior ao esperado para um ou mais padrdes de
quantificagdo de tipo selvagem.

O ensaio é definido como invdlido devido a um problema com o
ciclador ou com a conexdo do ciclador.

O ensaio é definido como invélido porque a execugdo foi interrompida
manualmente.

O nomero total de cépias para uma amostra de teste é demasiado
baixo.

O valor Cr detetado é superior ao esperado para um controlo interno
no mesmo tubo que a amostra de teste com a mistura de reacdo de
mutante.

Continuagdo da tabela na pdgina seguinte
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Continuagdo da tabela da pagina anterior
Tabela 6. Alarmes de invalidagdo de amostras e descrigdo de termos (cont.)

Alarme

Descri¢do

SAMPLE_MT_IC_LOW_CT
SAMPLE_MT_IC_NO_CT

SAMPLE_NO_CN
SAMPLE_NO_VALUE

SAMPLE_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT)
SAMPLE_UNEXPECTED_EARLY_CT

(W)
SAMPLE_WT_IC_HIGH_CT

SAMPLE_WT_IC_LOW_CT

SAMPLE_WT_IC_NO_CT
SATURATION

SPIKE_CLOSE_TO_CT
STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

STRONG_NOISE

O valor C; detetado ¢ inferior ao esperado para um controlo inferno no
mesmo tubo que a amostra de teste com a mistura de reagdo de mutante.

Nenhum Cr defetével para o controlo inferno no mesmo tubo que uma
amostra de teste com a mistura de reacdo de mutante.

Néo existe nomero de cépias para uma amostra de teste.

A percentagem de mutagdes de uma amostra de feste néo tem qualquer
valor.

O G detetado é inferior ao esperado para uma amostra de teste com a
mistura de reacdo de mutante.

O C; detetado é inferior ao esperado para uma amostra de teste com a
mistura de reagdo de fipo selvagem.

O valor Cr detetado é superior ao esperado para um controlo inferno no
mesmo tubo que a amostra de teste com a mistura de reacdo de fipo
selvagem.

O valor Cr detetado é inferior ao esperado para um controlo interno no
mesmo tubo que a amostra de teste com a mistura de reacdo de fipo
selvagem.

Nenhum Cr detetdvel para o controlo interno no mesmo tubo que uma
amostra de teste com a mistura de reacéo de tipo selvagem.

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

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

E detetada uma linha de base que sobe em flecha para a fluorescancia
dos dados ndo processados na curva de amplificagdo.

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

Ruido forte detetado fora da fase ascendente da curva de amplificagéo.

Continuagdo da tabela na pdgina seguinte
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Continuagdo da tabela da pagina anterior
Tabela 6. Alarmes de invalidagdo de amostras e descrigdo de termos (cont.)

Alarme Descrigdo

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE Ruido forte detetado na fase ascendente (exponencial) da curva
de amplificagéo.

WAVY_BASE_FLUORESCENCE E defetada uma linha de base ondulada para a fluorescéncia de
dados néo processados na curva de amplificagdo.

WTC_HIGH_PERCENTAGE A percentagem de mutacdes do controlo de tipo selvagem é

demasiado elevada.

WTC_IC_HIGH_CT (MT) O valor C; detetado é superior ao esperado para um controlo
inferno no mesmo tubo que o controlo de tipo selvagem com a
mistura de reacdo de mutante.

WTC_IC_LOW_CT (MT) O valor Cr detetado é inferior ao esperado para um controlo
inferno no mesmo tubo que o controlo de tipo selvagem com a
mistura de reacdo de mutante.

WTC_IC_NO_CT (MT) Nenhum Cr detetdvel para o controlo interno no mesmo tubo que
o controlo de tipo selvagem com a mistura de reagdo de
mutante.

WTC_IC_NO_CT (WT) Nenhum Cr defetdvel para o controlo interno no mesmo tubo que
o controlo de tipo selvagem com a mistura de reagdo de tipo
selvagem.

WTC_NO_CN Nao existe nimero de cépias para o controlo de tipo selvagem.

WTC_NO_VALUE A percentagem de mutagdes do controlo de tipo selvagem ndo
tem qualquer valor.

WTC_UNEXPECTED_EARLY_CT (MT) O C; detetado ¢é inferior ao esperado para o controlo de tipo
selvagem com a mistura de reagdo de mutante.

WTC_UNEXPECTED_EARLY_CT (WT) O Cr detetado ¢ inferior ao esperado para o controlo de tipo

selvagem com a mistura de reacdo de tipo selvagem.

Tabela 7. Alarmes de aviso para amostras e descri¢do de termos

Alarme Descrigdo

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE A alteragdo da percentagem de fluorescéncia desta amostra
relativamente ao tubo de amostra com a maior alteracdo de
fluorescéncia é inferior a um limite definido.

LOW_REACTION_EFFICIENCY A eficiéncia da reagéo para esta amostra ndo atingiu um limite
definido.
SPIKE E defetado um pico na fluorescéncia de dados ndo processados na

curva de amplificacdo mas fora da regido onde Cr é determinado.
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Limitacoes
O kit destina-se a ser utilizado por profissionais.

O produto deve ser utilizado apenas por profissionais com formacdo especifica,
especializados em técnicas de biologia molecular e familiarizados com a tecnologia do
dispositivo. O procedimento do dispositivo destina-se a ser implementado num ambiente

laboratorial de biologia molecular.

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit ndo é um dispositivo automatizado; no entanto, a andlise é

assistida por um software dedicado para a quantificagdo automdtica de mutacdes.

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

pdgina 19.

Deve prestar-se atencdo ds datas de validade impressas no rétulo da caixa e nos rétulos dos

tubos. Nao utilizar componentes fora do prazo de validade.
Todos os reagentes fornecidos no ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit devem ser utilizados apenas
com os outros reagentes fornecidos no mesmo kit. O incumprimento desta diretriz poderd

afetar o desempenho.

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit estd apenas validado para sangue total humano periférico
anticoagulado com EDTA 2K colhido de pacientes com NMP suspeita ou detetada.

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit estd apenas validado para utilizagdo com o QlAsymphony DSP
DNA Mini Kit (n.° de cat. 937236) ou o QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (n.° de cat. 61104).
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O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit estd apenas validado para utilizagdo com o Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM (para PCR) e o QlAsymphony SP (para preparacdo da amostra).

Qualquer outra utilizagdo néo indicada deste produto e/ou modificagdo dos componentes

anulard qualquer responsabilidade da QIAGEN.

Todos os resultados de diagnéstico gerados tém de ser interpretados em conjunto com outros
resultados clinico-patolégicos. A auséncia da mutacdo JAK2 V617F/G1849T ndo exclui a
presenca de outras mutacdes de JAK2. O teste pode indicar resultados falso-negativos em

caso de mutacdes adicionais localizadas nos nucleétidos 88504 a 88622.(16)

O utilizador é responsdvel por validar o desempenho do sistema quanto a quaisquer

procedimentos utilizados no seu laboratério que ndo estejam abrangidos pelos estudos de
desempenho da QIAGEN.
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Caracteristicas de desempenho

Desempenho analitico
Limite de branco

O limite de branco (Limit of Blank, LoB) foi determinado mediante o seguimento da norma
CLSI/NCCLS EP17-A2, em 30 amostras de sangue total de dadores sauddveis com um estado de
JAK2 de tipo selvagem (Wild-type, WT), utilizando trés lotes de reagentes (120 medices/lote).

Os resultados do limite de branco (Limit of Blank, LoB) estdo resumidos na Tabela 8. Isto

corresponde ao valor esperado numa populagdo normal utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.

Tabela 8. Resumo dos resultados do limite de branco (Limit of Blank, LoB)

Limite de branco Limite de branco final
(Limit of Blank, LoB) medido

Lote 1 0%
Lote 2 0% 0%
Lote 3 0%

Limite de detecdo

O limite de detecdo (Limit of Detection, LoD), ou sensibilidade andlitica, foi determinado com
base na "abordagem Probit" descrita na norma CLSI/NCCLS EP17-A2. Neste estudo, foram
analisados 6 niveis baixos de mutacdo de 3 amostras independentes (ADN de sangue total
de NMP fortificado com ADN de sangue total de tipo selvagem [Wild-type, WT]), com 3 lotes
e 60 medicdes por amostra e por mutagdo. Os resultados obtidos indicaram que
a sensibilidade analitica é de 0,042% para mutagdo JAK2 V617F.

Os resultados do limite de detecdo (Limit of Detection, LoD) estdo resumidos na Tabela 9.
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Tabela 9. Resumo dos resultados do limite de detegdo (Limit of Detection, LoD)

Limite de detecdo Limite de detecdo final
(Limit of Detection, LoD) medido

Lote 1 0,041%
Lote 2 0,029% 0,042%
Lote 3 0,042%

Limite de quantificacdo

A definicdo e a determinagdo do limite de quantificacdo (Limit of Quantitation, LoQ) foram
baseadas na diretriz CLSI/NCCLS EP17-A2. O limite de quantificacdo (Limit of Quantitation, LoQ)
foi definido como o nivel de percentagem de mutagdo JAK2 V617F mais baixo que pode ser
distinguido com precis@o a partir do limite de detecdo (Limit of Detection, LoD) do ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit com um intervalo de confianca de 95% (risco de erro a = 0,05). Os dados do estudo
de repetibilidade num Unico centro foram utilizados para calcular o limite de quantificagdo (Limit
of Quantitation, LoQ) do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit. Os resultados obtidos indicam que o limite
de quantificacdo (Limit of Quantitation, LoQ) é de 0,233% da mutacdo JAK2 V617F.

No contexto da monitorizacdo de doencas moleculares, isto implica que se a percentagem da
mutacdo JAK2 V617F medida for inferior a 0,233% num dado momento, uma reducdo da

carga do alelo JAK2 V617F ndo pode ser quantificada de forma fidvel no momento seguinte.

Linearidade

A linearidade da quantificagdo da mutagdo de JAK2 em pacientes com NMP foi avaliada de
acordo com a norma CLSI/NCCLS EPOSAE, com um lote do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit e com
testes em 11 niveis de mutagdo para cinco entradas de ADN diferentes. A quantificagéo da carga
de mutagdo de JAK2 em amostras de NMP é linear; por exemplo, o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
quantifica amostras desde o valor do limite de detegdo (Limit of Detection, LoD) até 100% de
mutagdo, o que corresponde cos valores esperados na populagdo afetada, desde que a

concentragdo da amostra de ADN quantificada esteja perto de 10 ng/pl (entre 5 e 20 ng/pl).
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Repetibilidade e reprodutibilidade

A estrutura do estudo de precisdo num dnico centro cumpre os requisitos da norma CLSI/NCCLS
EP5-A3. Foram realizados testes em 11 niveis de mutacdo, de 0,07% a 72,67%, utilizando
diluigdes em série de uma amostra clinica de um paciente com NMP. Para cada nivel de mutagdo,
foram obtidas 108 medicdes por trés operadores durante 27 dias (duas réplicas por execugdo e
duas execugdes por dia) utilizando trés lotes de ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit e trés instrumentos
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. A precisdo para o nivel de 100% é expressa por comparacdo
com a precisdo determinada para o nivel de 72,67%, com base em andlises de tendéncia
apoiadas por dados adicionais obtidos numa amostra de 100% de JAK2 V617F constituida por
ADN da linha celular MUTZ-8 (38 medigdes).

O:s resultados estdo resumidos na Tabela 10.
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Tabela 10. Resultados de precisdo: repetibilidade (estudo num unico centro)

Amostra Percentagem média  DP;. DPexecucios+ DProrats++ CVrorau

de mutagdo de

JAK2
SO 100 N/D N/D <5,45 <7,50%
Si 72,67 1,99 2,99 5,45 7,50%
S2 53,96 2,48 3,16 6,52 12,09%
S8 23,13 1,59 1,95 4,51 19,52%
S4 11,97 1,10 1,17 2,79 23,27%
5 6,01 0,71 0,63 1,57 26,17%
Sé 2,39 0,31 0,36 0,70 29,23%
S7 1,23 0,17 0,16 0,34 27,38%
S8 0,63 0,13 0,12 0,24 37,88%
S9 0,13 0,05 0,03 0,07 52,31%
S10 0,07 0,03 0,02 0,04 65,01%

DP: desvio-padrao

R+: repetibilidade

EXECUCAO++: precisdo enire execugdes

TOTAL+++: precisdo total (incluindo entre instrumentos, operadores e lotes)
CViom: coeficiente de variagdo da preciséo total em percentagem

N/D: néo determinado

A estrutura do estudo de precisdo entre laboratérios cumpre os requisitos da norma
CLSI/NCCLS EP5-A3. O estudo envolveu quatro centros (Franga, Alemanha e dois centros
nos EUA). Os testes foram realizados em sete niveis de mutacdo, de 1,21% a 67,64%,
utilizando dilui¢des da linha celular MUTZ-8 em sangue total de dadores sauddveis (ou seja,
amostras artificiais). Cada centro realizou trés execucdes de extracdo de ADN utilizando o
instrumento QlAsymphony SP e um lote Unico do QIAsymphony DSP DNA Mini Kit. Cada
extrato de ADN foi testado em oito execugdes de qPCR (duas execucdes por dia e por centro
durante quatro dias ndo consecutivos) utilizando um lote Gnico de ipsogen JAK2 RGQ PCR

Kit, dando origem a 96 medicdes esperadas por amostra de todos os centros.
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A amostra L2 foi invélida numa execucdo de extragdo, dando origem a um total de 88 testes

de gqPCR em vez de 96. Além disso, uma execucdo de qPCR foi invdlida, dando origem a

trés testes invélidos para todas as amostras (exceto L2, ou seja, 2 resultados invdlidos).

Adicionalmente, a amostra L7 foi invdlida numa execucdo de qPCR e a L4 foi invélida em

duas execugdes de qPCR, originando dois testes invdlidos adicionais (Tabela 11).

A precisdo para o nivel de 100% é expressa por comparacdo com a precisdo determinada

para o nivel de 67,64%, com base em andlises de tendéncia apoiadas por dados adicionais
obtidos numa amostra de 100% de JAK2 V617F constituida por ADN da linha celular MUTZ-
8 (38 medicdes).

Tabela 11. Resultados de preciséo: reprodutibilidade (estudo entre laboratérios)

Amostra  Totalde  Total de Média de Intra- Inter- Intradidria, Intercentros, Total,
testes testes JAK2%MT execucoes, execucoes, DP, %CV DP, %CV DP,% CV
invdlidos DP, %CV intradidria,
DP, %CV
L0 N/A N/A 100 N/A N/A N/A N/A <4,074,
<6,02
L1 96 8 67,64 2,616, 2,060, 1,999, 1,530, 4,074,
3,87 3,05 2,96 2,26 6,02
12 88 2 40,03 3,482, 1,011, 2,389, 0,986, 4,387,
8,70 2,53 5,97 2,46 10,96
L3 96 3 22,26 3,318, 1,256, 1,257, 0,803, 3,807,
14,90 5,64 5,64 3,61 17,10
L4 96 5 8,02 1,770, 0,516, 0,000, 0,000, 1,841,
22,06 6,44 0,00 0,00 22,95
L5 96 3 4,35 0,706, 0,547, 0,000, 0,197, 0,906,
6,23 12,57 0,00 4,53 20,82
L6 96 3 2,03 0,246, 0,365, 0,063, 0,000, 0,441,
12,15 18,00 3,11 0,00 21,76
L7 96 4 1,21 0,104, 0,057, 0,211, 0,000, 0,189,
8,62 4,72 17,43 0,00 15,64

JAK2%MT: percentagem de mutagdo de JAK2; DP: desvio-padréo; CV: coeficiente de variacdo em percentagem; N/A:

Néo aplicavel
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Foi realizado um estudo entre laboratérios adicional em trés centros de testes (um na Europa e
dois nos EUA), em quatro amostras de sangue fotal de pacientes com NMP (ou seja, amostras
clinicas). Cada centro realizou trés execucdes de extragdo de ADN. Cada extrato de ADN foi
testado em 12 execugdes de gPCR (uma réplica por execugcdo por amostra, duas execugdes por
dia por operador em cada centro — estiveram envolvidos dois operadores por centro — durante
trés dias ndo consecutivos) num instrumento Rotor-Gene Q MDx utilizando um dnico lote de
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit. Para cada amostra, foram obtidas 36 medicées (Tabela 12).

Tabela 12. Resultados do estudo adicional entre laboratérios

Amostra N Média de Intra- Inter- Intradidria, Intercentros, Total, DP,%
JAK2%MT execugdes, execucdes, DP, %CV DP, %CV cv
DP, %CV intradidria,

DP, %CV
Amostra 1 36 95,19 0,995, 0,000, 0,541, 0,000, 1,130,
1,04 0,00 0,57 0,00 1,19,
Amostra 2 36 22,83 3,988, 0,000, 1,707, 1,552, 4,501,
17,47 0,00 7,48 6,80 19,72
Amostra 3 36 14,44 2,257, 1,398, 0,000, 1,422, 2,890,
15,63 9,68 0,00 9,84 20,01
Amostra 4 36 4,03 0,186, 0,835, 0,000, 0,608, 0,922,
4,63 20,74 0,00 15,09 22,91

JAK2%MT: percentagem de mutagdo JAK2; N: nimero de medices; DP: desvio-padréo; CV: coeficiente de variagdo
em percentagem

Substancias interferentes (especificidade analitica)

A estrutura do estudo cumpre os requisitos da norma EP7-A3 "Interference Testing in Clinical
Chemistry" (Testes de interferéncia em quimica clinica) do NCCLS. No total, foram escolhidas
19 substéncias possivelmente presentes em amostras de sangue devido ao seu possivel efeito
na PCR (bussulfano, bromidrato de citalopram, cloridrato de paroxetina hemi-hidratado,
cloridrato de sertralina, cloridrato de fluoxetina, acetaminofeno [paracetamol], bilirrubina néo
conjugada, EDTA 2K e EDTA 3K de potdssio, EDTA de sédio, Hgb [humanal], triglicéridos,
lisinopril di-hidratado, hidroxiureia, dcido acetilsalicilico, écido salicilico, tiotepa, anagrelida

e interferdo alfa 2b).
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Foram também avaliadas substéncias do processo de extracdo de ADN (QSL1, QSBT,
QSW1, QSW2 e PK do QlAsymphony DSP DNA Blood Mini Kit; QIAGEN Protease, etanol,
AW1 e AW2 do QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit).

Os resultados obtidos ndo mostraram efeitos interferentes para estas substéncias.

Tabela 13. Substéncias interferentes

Substancia testada

Concentracdo festada

Bilirrubina néo conjugada
Hemoglobina [humana]
Triglicéridos

Bussulfano

Bromidrato de citalopram
Cloridrato de paroxetina hemi-hidratado
Cloridrato de sertralina
Cloridrato de fluoxetina
Acetaminofeno [paracetamol]
Lisinopril di-hidratado
Hidroxiureia

Acido acetilsalicilico

Acido salicilico

Tiotepa

Anagrelida

Interferdo alfa 2b*

EDTA de potéssio (EDTA 2K)

EDTA de potéssio (EDTA 3K) *

150,3 pg/mlL
2000 pg/mlL
30 000 pg/mL
38,4 pg/mlL
0,75 pg/mL
1,14 pg/mlL
0,67 pg/mlL
3,87 pg/mlL
200,7 pg/mL
0,33 pg/mlL
28,2 pg/mlL
651,6 pg/mlL
0,6 pg/mL

48 pg/mlL

6 pg/ml

1,8 MU/L

2X (3600 pg/ml)

1X (1800 pg/ml), 3X (5400 pg/ml)

Continuagdo da tabela na pdgina seguinte
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Continuagdo da tabela da pégina anterior
Tabela 13. Substancias interferentes (cont.)

Substéncia testada Concentragdo testada

EDTA de sédio (EDTA 2Na) ' 1X (3000 pg/ml), 3X (9000 pg/ml)
QSL1 2% do volume total da amostra
QSB1 2% do volume total da amostra
QSW1 2% do volume total da amostra
QSW2 2% do volume total da amostra

profeinase K (PK) * 2% do volume total da amostra

2x o volume restante esperado apés o processo de

. extragdo
proteinase K (PK) * i
3x o volume restante esperado apés o processo de

extragdo
QIAGEN Protfease 1,29E-05% do volume total da amostra
Etanol (EtOH) 1,29E-03% do volume total da amostra
Buffer AW1 1,00E-01% do volume fotal da amostra
Buffer AW2 1,00% do volume total da amostra

A dosagem recomendada para pacientes com PV é de 3 MU, que se supde ser distribuida em 5 L de sangue (individuo
com 80 kg), resultando numa concentragdo de 0,6 MU/L. Seguindo as recomendagdes da norma EP7-A2 do NCCLS,
esta concentragdo foi testada trés vezes, ou seja, 1,8 MU/L.

1x concentracdo de acordo com o fornecedor

+—+ —+

A PK causa um efeito interferente quando testada a 2% do volume total da amostra (improvével que ocorral; testes
adicionais confirmaram que a PK é removida durante o processo de extragdo: ndo se espera qualquer inferferéncia
em condicdes normais de utilizacdo.
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Teste do painel de referéncia internacional da OMS para JAK2
V617F gendémica (NIBSC, cédigo do painel 16/120)

O 1.° painel de referéncia internacional da OMS para JAK2 V617F genémica desenvolvido
pelo National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC, cédigo do painel 16/120)
foi testado utilizando trés lotes do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (trés réplicas por nivel do painel
de referéncia e por lote de reagentes). As experiéncias foram realizadas durante trés dias por
um operador, utilizando um instrumento Rotor-Gene Q 5plex HRM. A concorddncia entre os
resultados do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit e os valores consensuais publicados nas instrugdes
de utilizagdo do painel de referéncia foi avaliada utilizando uma regresséo linear simples
(Ordinary Linear Regression, OLR) (declive: 1,003, IC de 95% [0,997; 1,010] - infercecdo:
0,677, IC de 95% [0,212; 1,289]) e uma regressdo de Passing-Bablok (declive: 1,01, IC de
95% [1,00; 1,021] - intercecdo: 0,00, IC de 95% [-0,02; 0,010]) (Figura 22). A concordéncia
é confirmada, demonstrando a adequagdo do kit em fornecer dados da JAK2 V617F que estao

de acordo com outras técnicas de diagnéstico normalmente utilizadas.
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Figura 22. Concorddncia entre os resultados do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit e os valores consensuais do painel de
referéncia internacional da OMS para JAK2 V617F genémica (NIBSC, cédigo do painel 16/120). A concordéncia foi
avaliada utilizando uma regresséo linear simples (Ordinary Linear Regression, OLR) e uma regressdo de Passing-Bablok.
O painel abrange sefe niveis de JAK2 V617F: 100%, 89,5%, 29,6%, 10,8%, 1,00%, 0,03% e 0%. Os valores
consensuais da OMS foram determinados utilizando uma gama de técnicas normalmente utilizadas como parte de um
estudo colaborativo internacional; os valores de referéncia atribuidos a cada nivel de JAK2 V617F% sdo valores

medianos (mais informacdes em https://www.nibsc.org).
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Veracidade e exatidao

A veracidade da medicdo estd inversamente relacionada com o erro de medicdo sistemdtico
(erros sistemdtico [Systematic Error, SE] ou tendéncia). A tendéncia foi calculada com base
nas instrucdes da diretriz EPO9c do NCCLS para cada nivel de JAK2 V617F% do painel de
referéncia, para cada lote de reagentes, bem como para todos os lotes de reagentes
(Tabela 14), utilizando os dados do estudo acima descrito. Os valores de tendéncia mais
elevados foram obtidos com o lote 2 do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.

A exatiddo corresponde & proximidade da concordéncia entre o resultado de um teste e o valor
de referéncia aceite (neste caso, o valor atribuido a cada nivel de JAK2 V617F% do painel da
OMS). A exatiddo tem em conta tanto a veracidade como a precisdo, e é inversamente

proporcional ao erro total, calculado como indicado na Tabela 14.
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Tabela 14. Erro de medigdo e tendéncia

Painel da OMS Lote de ipsogen  Tendéncia Tendéncia Erro total
L. JAK2 RGQ PCR (erros sistematico (erros sistemdtico (exatiddo)
Cédigo de ampola Kit [Systematic Error, SE]) por  [Systematic Error, SE)
Valor de referéncia lote [IC de 95%] global [IC de 95%]
1 0,000 [N/A]
15/172 2 0,003 0,001
0,010
0% [0,011;0,018] [0,001; 0,004]
3 0,000 [N/A]
! 0,010
[0,053; 0,033]
15/170 0,003
/ ; 0,020 G
0,03% [0,094; 0,134] [0,021; 0,028]
. 0,000
[0,075; 0,075]
! 0,310
[0,621; 0,001]
15/168 2 0,617 0,066
0,363
1.00% [0,016; 1,217] [0,276; 0,407]
3 0,110
[0,261; 0,041]
| 0,183
[4,523; 4,156]
15/166 2 3,600 1,207 2521
166 [2,670; 9,870] [0,630; 3,043] ’
. 0,203
[1,387; 1,793]
Continuagdo da tabela na pdgina seguinte
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Continuacdo da tabela da pégina anterior

Tabela 14. Erro de medicdo e tendéncia (cont.)

Painel da OMS Lote de ipsogen  Tendéncia Tendéncia Erro total
L. JAK2 RGQ PCR (erros sistemdtico (erros sistemadtico (exatiddo)
Codigo de ampola Kit [Systematic Error, SE]) por  [Systematic Error, SE])
Valor de referéncia lote [IC de 95%] global [IC de 95%]
: 0,970
[8,238; 10,178]
15/244 6,347
/ 9 2,874 5 589
29,6% [0,141;12,552] [0,016; 5,733]
3 1,307
[5,767; 8,381]
| 1,000
[0,295; 2,295]
15/246 2 1,783 1,381
<5,622
89,5% [0,316; 3,883] [0,889; 1,873]
. 1,360
[0,270; 2,450]
: 0,017
[0,031; -0,002]
15/164 2 0,020 0,017
<5,450
100% IN/A] [0,021;-0,013]
3 0,013
[0,028; 0,001]

Erro sistemdtico (Systematic Error, SE): tendéncia ou erro sistemdtico, ou seja, a diferenca entre a média das medicdes
individuais obtidas com o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit (Vjakz kit) € o valor consensual do painel de referéncia da OMS

(VRef) .

\Y it =V,
SE (%) = jAKZ\K/:f Ref
)

O erro total (Total Error, TE) é calculado como TE =+vs?+ SE2, em que s corresponde ao desvio padrdo (erro

aleatério).

X 100

IC de 95%: intervalo de confianca de 95%

N/A: néo aplicavel
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Exatiddo analitica

O objetivo deste estudo foi validar a exatiddo analitica do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit em
condigdes de utilizagdo normais com amostras clinicas de sujeitos suspeitos de terem neoplasia
mieloproliferativa. Este estudo foi realizado com amostras de gDNA extraidas de um total de 473
espécimes: 276 com suspeita de PV, 98 com TE e 99 com MFP. O estado de JAK2 V617F das
amostras de pacientes obtidas com o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit foi comparado com o estado de
JAK2 V617F obtido com o método de referéncia para a determinagdo do estado de JAK2, ou
sejo, uma sequenciacdo  bidirecional  (Bi-directional  Sequencing, BDS) validada
independentemente. Como o limite de detecdo (Limit of Detection, LoD) do ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit é de 0,042% de JAK2 V417F, o estado de JAK2 V617F de uma amostra de paciente
testada com o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit é positivo acima ou neste limite e negativo abaixo deste
limite. Dos 473 espécimes, 22 espécimes foram positivos para JAK2 com o ipsogen JAK2 RGQ
PCR Kit enquanto negativos com sequenciagdo bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS).

A concordéncia global é de 95,35% (451/473 individuos; IC de 95%: 93,04%, 97,06%).
A concordéncia de positivos foi de 100% (165/165 sujeitos; IC de 95%: 97,79%, 100%) e
a concordéncia de negativos foi de 92,86% (286/308 individuos; IC de 95%: 89,39%;
95,47%). Os resultados sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Concordéncia entre o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit e a sequenciacdo bidirecional de Sanger em populacdo
com NMP (populacdes combinadas com TE, MFP e PV)

Sequenciacdo bidirecional de Sanger

Positivo para JAK2  Negativo para JAK2  Total

V617F V617F
Positivo para JAK2 165 22 187
V617F
peogen K2 REQ Negativo para JAK2 0 286 286
V617F
Total 165 308 473
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Avaliacdo dos resultados do estudo de exatiddo andlitica em coortes de NMP

A concorddncia entre os resultados obtidos para a mutagdo JAK2 V617F com o ipsogen JAK2
RGQ PCR Kit e com a sequenciacdo bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS) de Sanger
em individuos com TE, MFP e PV é apresentada separadamente:

® Para TE, a concordéncia global é de 89,8% (88/98 individuos; IC de 95%: 82,03~
95,0%), a concordéncia de positivos é de 100% (43/43 individuos; IC de 95%: 91,78-
100%) e a concordéncia de negativos é de 81,82% (45/55 individuos; IC de
95%: 69,1-90,92%).

® Para MFP, a concordéncia global é de 93,94% (93/99 individuos; IC de 95%:
87,27-97,74%), a concordancia de positivos é de 100% (51/51 individuos; IC de
95%: 93,02-100%) e a concorddncia de negativos é de 87,5% (42/48 individuos;
IC de 95%: 74,75-95,27%).

® Para PV, a concordéncia global é de 97,83% (270/276 individuos; IC de 95%:
95,33-99,2%), a concordéncia de positivos é de 100% (71/71 individuos; IC de
95%: 94,94-100%) e a concorddncia de negativos é de 97,07% (199/205 individuos;
IC de 95%: 93,74-98,92%).

Os espécimes que produziram resultados discordantes pareciam ter niveis de mutagdo abaixo
da capacidade de dete¢do por sequenciacdo bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS)
(cerca de 10%). Uma vez que a sequenciagdo de Sanger ndo é tdo sensivel como o ipsogen
JAK2 RGQ PCR Kit, o qual consegue comunicar valores tdo baixos quanto 0,042% de JAK2
V617F (ou seja, o valor do limite de detecdo [Limit of Detection, LoD]), foi realizado um estudo
separado utilizando um método validado de sequenciagdo de Gltima geragdo (Next-generation
Sequencing, NGS) para detetar o alelo JAK2 V617F nas 15/22 amostras discordantes (nove
TE, cinco MFP e uma PV), bem como um conjunto de 22 espécimes concordantes positivos e
negativos para JAK2 V617F selecionado aleatoriamente. O estado de JAK2 V617F das
amostras de pacientes foi determinado pelo método de sequenciacdo de Gltima geragdo (Next-
generation Sequencing, NGS) com base no seu limite de sensibilidade analitica (ou seja, entre
1% e 2% de JAK2 V617F). Posto isto, o estado de JAK2 V617F de uma amostra de paciente
era positivo se a mutagdo JAK2 V617F fosse detetada pelo método de sequenciacdo de Gltima
geracdo (Next-generation Sequencing, NGS) e, reciprocamente, o estado de JAK2 V617F era
negativo se a mutacdo JAK2 V617F ndo fosse defetada.
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Todos os 15 espécimes discordantes testaram positivo pelo método de sequenciacdo de Ultima
geragdo (Nextgeneration Sequencing, NGS), concordando com o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit.
Todas as amostras concordantes festaram o mesmo com o método de sequenciagdo de dltima
geracdo (Nextgeneration Sequencing, NGS) e em concorddncia com o ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit e a sequenciagdo bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS). As outras 7 amostras foram
consideradas discordantes, uma vez que os dados do método de sequenciacdo de dltima geragdo

(Next-generation Sequencing, NGS) ndo estdo disponiveis para estas amostras.
Conclusdo do estudo de exatiddo analitica

Apés reclassificagdo dos casos discordantes utilizando os resultados do método de sequenciagéo
de dltima geragdo (Nextgeneration Sequencing, NGS), o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit demonstrou
98,3% de exatiddo na detecdo do alelo JAK2 V617F em espécimes de individuos com NMP com
niveis de JAK2 V617F >0,042% (ou seja, o valor do limite de detecdo [Limit of Detection, LoD]).

Desempenho clinico

O desempenho clinico do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit no diagnéstico de PV foi avaliado
durante um estudo multicéntrico, internacional, prospetivo e interventivo.

O obijetivo do estudo foi demonstrar a exatiddo do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit para a detecdo
da mutacdo V617F em individuos com suspeita de PV. A referéncia para a determinacéo do
estado de JAK2 foi um método de sequenciacdo bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS)
validado independentemente.

A defegdo da mutacdo JAK2 V617F foi introduzida pela primeira vez nos critérios de
referéncia de 2008 da OMS para o diagnéstico de NMP BCR-ABL negativa, e a presenca
desta mutagdo é um dos principais critérios para a confirmacdo do diagnéstico.(17)

A presenca de JAK2 V617F é um dos dois principais critérios de diagnéstico (sendo a PV
confirmada se estiverem presentes dois critérios major e um minor, ou o primeiro major e dois
minor, de acordo com os critérios de 2008 da OMS*; (para mais informagdes, consultar
a referéncia 17)
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O obijetivo foi avaliar a especificidade, a sensibilidade, valor preditivo positivo (VPP), o valor
preditivo negativo (VPN) e o rdcio de verosimilhanca de diagnésticos estabelecidos pelos
critérios de diagnéstico de 2008 da OMS*, utilizando a determinacdo do estado de JAK2
V617F com o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit com um limite de corte de 0,042% para
positividade (ou seja, o limite de detegdo [Limit of Detection, LoD] do kit) ou sequenciagdo
bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS).

O estudo foi realizado em nove centros de estudo nos EUA (sete individuos inscritos), 12
centros de estudo em Franca (12 individuos inscritos), e nove centros de estudo em lItdlia
(cinco individuos inscritos). Os individuos foram triados e selecionados com base em critérios
de inclusdo que sugeriam um diagnéstico de PV. Todos os individuos inscritos fizeram andlises
de sangue com o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit e o teste de referéncia, deferminacdo por
sequenciagdo bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS) do estado de JAK2 V617F e do
exdo 12 de JAK2. Individuos com caracteristicas clinicas compativeis com o diagnéstico de
PV (incluindo aumento da hemoglobina e diminuigdo dos niveis de eritropoietina [EPO]), mas
com determinagdo negativa para JAK2 V617F e exdo 12 por sequenciagdo bidirecional (Bi-
directional Sequencing, BDS), e individuos com determinacdo positiva para JAK2 V617F e
exdo 12 por sequenciagdo bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS) e niveis normais ou
elevados de EPO, foram submetidos a uma biopsia de medula éssea com andlise histolégica
e citogenética, tal como exigido pelo algoritmo de diagnéstico de 2008 da OMS para
doencas mieloproliferativas. O diagnéstico final (PV ou ndo PV) foi estabelecido com base
nos resultados dos procedimentos do estudo ndo investigacional (ou seja, os critérios de 2008
da OMS com determinagdo da mutacdo de JAK2 utilizando o ensaio de sequenciacdo
bidirecional [Bi-directional Sequencing, BDS] de referéncia).

Um total de 216 individuos definidos como a populacdo elegivel incluiu todos os participantes
que satisfizeram com sucesso tanto os critérios de rastreio clinico como os critérios analiticos
utilizando o ensaio de sequenciacdo bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS) de
referéncia. 67 individuos ndo eram elegiveis pelas razdes descritas na Tabela 16 (alguns
individuos ndo eram elegiveis por mais do que uma razdo).

* Como o estudo de desempenho clinico foi iniciado antes da atualizagdio de 2016 dos critérios de diagnéstico da
OMS, os critérios de diagnéstico de 2008 da OMS foram utilizados para conduzir este estudo.
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Tabela 16. Razdes de excluséo da populacdo inscrita

Razéo Nomero de individuos
Falha dos critérios de inclusdo ou excluséo 9

Resultados de EPO em falta 22

Biopsia de MO em falta, se necessdria para 26

o diagnéstico de PV

Positivo para JAK2 V617F por sequenciagdo 15
bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS) e EPO no
soro dentro dos limites normais

Positivo para exdo 12 de JAK2 por sequenciacdo 1
bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS) e EPO no
soro dentro dos limites normais

Negativo para JAK2 V617F por sequenciagdo 10
bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS) e EPO no

soro anormalmente baixo

Pacientes ndo concluiram o estudo e/ou diagnéstico 15
final de PV em falta

Para este estudo, foi realizado um total de 221 avaliacdes de estado de JAK2 V617F
(incluindo cinco testes de repeticao) utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit no instrumento
Rotor-Gene Q MDx (Tabela 17, Tabela 18).

Tabela 17. R > dos resultados do teste ipsogen JAK2 RGQ PCR (populagéo elegivel)
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Total (N=216)
Positivo para JAK2 V617F (>LoD, ou seja, 0,042%) 54

Negativo para JAK2 V617F (<LoD, ou seja, 0,042%) 162
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Tabela 18. Resumos dos resultados do teste ipsogen JAK2 RGQ PCR - Populacéo positiva para JAK2 V617F (entre a
populacéo elegivel)

ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit Total (N=54)
Valor médio de JAK2 %MT obtido 51,54
Valor minimo de JAK2 %MT obtido 0,14

Valor méximo de JAK2 %MT obtido 93,43

N: némero de amostras; JAK2 %MT: percentagem de mutagdo de JAK2

Avaliacdo dos resultados do estudo de validacdo: resultados de desempenho

A comparagdo dos diagnésticos finais de PV e ndo PV demonstrou que os dois métodos de
diagnéstico eram concordantes: 94,6% dos individuos (53/56 individuos) diagnosticados com PV
pelo investigador foram também diagnosticados com PV utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
e os critérios de diagnéstico da OMS. Do mesmo modo, 95,6% dos individuos (153/160
individuos) diagnosticados como ndo PV pelo investigador também foram diagnosticados
como ndo PV utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit e os critérios de diagnéstico da OMS
(Tabela 19, Tabela 20).

Os estados de mutagdo de JAK2 V617F e exdo 12 por sequenciagdo bidirecional
(Bi-directional Sequencing, BDS) e de JAK2 V617F pelo ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit estdo
resumidos na Tabela 19. Uma comparagdo dos diagnésticos de PV e ndo PV estabelecidos

usando cada método de teste é fornecida na Tabela 19.

Instrugdes de utilizagdo do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit  07/2022 87



Tabela 19. Estado de mutacdo (JAK2 V617F por sequenciacdo bidirecional, exdo 12 de JAK2 por sequenciagéo
bidirecional e ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit) por estado de PV (populagéo elegivel)

Variavel PV (N=56) Ndo PV (N=160) Total (N=216)

Estado de mutacdo de JAK2 V617F por BDS

Positivos 48 (85,7%) 1(0,6%) 49 (22,7%)

Negativos 8 (14,3%) 159 (99,4%) 167 (77,3%)

Estado de mutagdo de exdo 12 de JAK2 por BDS

Positivos 3 (5,4%) 0 3 (1,4%)

Negativos 53 (94,6%) 160 (100,0%) 213 (98,6%)

Estado do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

Positivos 48 (85,7%) 6 (3,8%) 54 (25%)

Negativos 8 (14,3%) 154 (96,3%) 162 (75%)
N: ndmero de pacientes diagnosticados pelo investigador (populagdo avaliada).

Para cada estado de mutacdo, o nimero de pacientes é apresentado como uma contagem absoluta e como uma
percentagem da populagdo avaliada (entre parénteses).

Tabela 20. Diagnéstico final de PV baseado na opiniéo do investigador informada por testes bidirecionais e pelos
critérios de 2008 da Organizagéo Mundial de Saude utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

Diagnéstico final do investigador com base nos critérios da OMS combinados com a
avaliacdo de JAK2 por sequenciacdo bidirecional (Bi-directional Sequencing, BDS)

Diagnéstico final com
base nos critérios da OMS

combinados com a PV N&o PV Total
avaliacéio de JAK2 pelo (N=56) (N=160) N=216)
ipsogen JAK2 RGQ PCR

Kit

PV 53 (94,6%) 1(0,6%) 54 (25%)
Nao PV 1(1,8%) 153 (95,6%) 154 (71,3%)
Inconclusivos 2 (3,6%) 6 (3,8%) 8 (3,7%)

N: ndmero de pacientes diagnosticados pelo investigador (populagdo avaliadal)
Os nimeros s@o apresentados como uma contagem absoluta e como uma percentagem da populacédo avaliada (entre
parénteses).
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Casos inconclusivos

Trés individuos eram do tipo selvagem para JAK2 V617F (ambos com sequenciagdo
bidirecional [Bi-directional Sequencing, BDS] e o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit), para além de
terem baixas concentragdes de EPO no soro e histologia de medula éssea inconclusiva (dois
foram diagnosticados como PV pelo investigador e um como néo PV). Cinco individuos eram
do tipo selvagem para JAK2 V617F por sequenciacdo bidirecional (Bi-directional Sequencing,
BDS) e positivos utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, e nenhum exame de biopsia de
medula éssea foi realizado (os cinco foram diagnosticados como n&o PV pelo investigador).
Apesar da auséncia ou da histologia de medula éssea inconclusiva, estes oito casos foram

incluidos no célculo da especificidade e sensibilidade (Tabela 21) como discordantes.
Casos discordantes

Para dois individuos, o diagnéstico do investigador foi diferente do diagnéstico obtido
utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit com base nos critérios de diagnéstico da OMS.
Um individuo tinha niveis de EPO no soro dentro do intervalo normal (a 16,5 Ul/I) e nenhuma
mutacdo JAK2 V617F ou de exdo 12. No entanto, o individuo foi diagnosticado como positivo
para PV de acordo com a opinido do investigador. Um individuo tinha niveis de EPO no soro
abaixo do intervalo normal e uma mutacéo JAK2 V617F por sequenciacdo bidirecional (Bi-
directional Sequencing, BDS), mas foi diagnosticado como n&o PV de acordo com a opinido
do investigador. De acordo com o protocolo, o diagndstico do investigador deveria ter seguido
rigorosamente os critérios de diagnéstico de 2008 da OMS. Contudo, nestes dois casos

discordantes, os investigadores utilizaram critérios clinicos na interpretacdo do algoritmo.

No geral, como resumido na Tabela 21, a sensibilidade do diagnéstico de PV utilizando o
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit foi de 94,64% (53/56 individuos; IC de 95%: 85,13%, 98,88%),
indicando que é expectavel que este ensaio detete PV na grande maioria dos individuos com
a doenga. Da mesma forma, a especificidade do diagnéstico de PV utilizando este ensaio foi
de 95,62% (153/160 individuos; IC de 95%: 91,19%, 98,22%), indicando que também é

expectdvel que exclua PV na grande maioria dos individuos sem PV.
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Além disso, o valor preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) também foram
calculados; o VPP do kit foi de 88,33% (53/60 individuos; IC de 95%: 77,27%, 93,57%) e
o VPN foi de 98,08% (153/156 individuos; IC de 95%: 94,8%, 99,4%).

Tabela 21. Andlise de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN (populagéo elegivel)

Variavel Estimativa (%) Limite de confianga Limite de confianga
inferior a 95% (%) superior a 95% (%)

Sensibilidade 94,64 85,13 98,88

Especificidade 95,62 91,19 98,22

VPP 88,33 77,27 93,57

VPN 98,08 94,8 99,4

O rdcio de probabilidade de um teste negativo utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit para
o diagnéstico de PV, com base nos critérios de diagnéstico da OMS, foi de 21,6
(IC de 95%; 10,44, 44,71), indicando que o resultado positivo para JAK2 V617F é mais

provavel de ocorrer em individuos com PV do que naqueles sem PV.

O récio de probabilidade de um teste positivo utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit para
o diagnéstico de PV, com base nos critérios de diagnéstico da OMS, foi de 0,06 (IC de
95%; 0,02, 0,18), indicando que o resultado negativo para JAK2 V617F é menos provével

de ocorrer em individuos com PV do que naqueles sem PV.
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Conclusdo do estudo clinico

E possivel retirar as seguintes conclusdes das andlises:

® A sensibilidade foi de 94,64% (IC de 95%; 85,13%, 98,88%), indicando que o
ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, com base nos critérios de diagnéstico da OMS, deverd
detetar PV na grande maioria dos individuos com a doenca.

e A especificidade do diagnéstico de PV utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, com
base nos critérios de diagnéstico da OMS, foi de 95,62% (IC de 95%; 91,19%,
98,22%), indicando que também é expectavel a exclusdo de PV na grande maioria dos
individuos sem PV.

e Utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit, com base nos critérios de diagnéstico da
OMS, o VPP foi de 88,33% (IC de 95%; 77,27%, 93,57%)* e o VPN foi de 98,08%
(IC de 95%; 94,8%, 99,4%).

e O récio de probabilidade de um teste negativo utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
para o diagnéstico de PV, com base nos critérios de diagnéstico da OMS, foi de 21,61
(IC de 95%; 10,44, 44,71), indicando que o resultado positivo para JAK2 V617F é
mais provével de ocorrer em individuos com PV do que naqueles sem PV.

e O récio de probabilidade de um teste positivo utilizando o ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit
para o diagnéstico de PV, com base nos critérios de diagnéstico da OMS, foi de 0,06
(IC de 95%; 0,02, 0,18), indicando que o resultado negativo para JAK2 V617F & muito

menos provdvel de ocorrer em individuos com PV do que naqueles sem PV.

* O VPP depende da prevaléncia. Como a prevaléncia era baixa na populacédo do estudo e a sensibilidade e
especificidade sdo independentes da prevaléncia, a sensibilidade e especificidade sdo mais relevantes.
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Resumo de seguranca e desempenho
O resumo da seccdo de seguranca e desempenho pode ser transferido a partir da pdgina

Web do produto ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit: resources.qiagen.com/674623. Além disso,
também pode ser encontrado no site da EUDAMED.
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Eliminacdo

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

® Todos os produtos quimicos e materiais biolégicos sdo potencialmente perigosos.
Os espécimes e as amostras sdo potencialmente perigosos e devem ser tratados como
materiais de risco bioldgico.

® O:s residuos, as placas e os tubos de amostras usados durante a extragdo de ADN
devem ser eliminados de acordo com os regulamentos de seguranca locais.

® O:s tubos de tiras utilizados durante o protocolo de qPCR devem ser eliminados de

acordo com os regulamentos de seguranca locais.
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Guia de resolugdo de problemas

Este guia de resolucdo de problemas pode ser dtil para resolver quaisquer problemas que
possam surgir. Para obter assisténcia técnica e mais informagdes, consulte o nosso Centro de
Apoio Técnico em www.qiagen.com/Support (para obter informacées de contacto, visite

www.qiagen.com).

Para informagdes sobre resolugdo de problemas relativas aos kits de extragdo QlAamp DNA
Blood Mini Kit (n.° de cat. 61104) e QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (n.° de cat. 93723¢),
consulte os respetivos manuais; para informacées sobre resolucdo de problemas relativas ao
Rotor-Gene AssayManager v2.1, consulle o Manual do utilizador do Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application.

Comentdrios e sugestoes

Extracdo automatizada

a) Amostra assinalada com o alarme O motivo poderd ser uma pausa efetuada
"unclear" (ambiguo) durante a execucdo de extracdo. Se a
execucdo de extracdo estava concluida,
prosseguir para o passo de medicdo da
concentracdo e rdcio de densidade ética
(Optical Density, OD). Caso contrdrio, repetir
a execucdo de extracdo.

b) Amostra assinalada com o alarme Isto refere-se a um erro inicial de volume
"unprocessed" (ndo processado) de amostra. Verificar o volume de sangue
mediante pipetagem. Se o volume estiver
demasiado baixo, aumenté-lo para que a
amostra tenha 300 pl e reiniciar a execugdo.

c) Amostra sinalizada como "invalid" Ocorreu um erro durante a execucdo de
(invélida) extracdo. Repetir o passo de extracdo para
esta amostra.

96 Instrucdes de utilizagdo do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit  07/2022


https://www.qiagen.com/Support
http://www.qiagen.com/

Comentdrios e sugestoes

d) Erro de temperatura de bloco de
refrigeragdo

e) Erro de remogdo de placa de eluicdo

Uma mensagem de erro no final da execucdo
relativamente & temperatura de refrigeracdo
significa que as amostras foram mantidas &
temperatura ambiente (15-25 °C) desde o
final da execucdo de extracdo. Se as
amostras tiverem sido mantidas & temperatura
ambiente durante <12 horas, a qualidade do
ADN gendmico ndo deverd ter sido alterada
e o ADN gendmico pode ser quantificado.

Se >12 horas, as amostras de ADN gendmico
podem ter ficado degradadas. Se for esse

o caso, repetir a extracdo.

No final da execu¢do, pode aparecer uma
mensagem de erro se a placa de elui¢do tiver
sido removida sem a verificagdo da operagdo
relevante no ecrd. Isto pode ser retificado
clicando na caixa relevante.

Manuseamento geral para a avaliagdo do estado da mutagéo JAK2, utilizando o kit

ipsogen JAK2 RGQ PCR

O ndmero total de cépias ndo estd em conformidade e a amostra correspondente é invdlida:

a amplificagéo é demasiado baixa

a) Verificar o rdcio A2e0/Az2s0

b) Verificar a concentracdo de ADN

c) Se ambos os parémetros estiverem
em conformidade, os volumes de
pipetagem podem estar incorretos

Se for <1,7, executar uma nova extracdo
de ADN.

O ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit estd otimizado
para uma concentragdo funcional de 10 ng/pl.

Se a concentracdo de ADN ndo estiver nesta
concentracdo, diluir ou extrair novamente

ADN do sangue fotal.

Verificar e recalibrar as pipetas antes de
repetir o passo de qPCR.
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Comentdrios e sugestoes

O controlo de execugdo falha num padrdo
de quantificagdo (Quantitation Standard, QS)

a) Inversdo do frasco
b)

c) Contaminacdo cruzada

d)

Inversdo durante a distribuicdo

Degradagdo parcial do padréo

Reagentes PCR parcialmente
degradados

f)  Amplificagdo ndo especifica

Nenhum sinal ou sinal baixo para um padrao

a) Problema de homogeneizagdo

b) Utilizar a mesma mistura de reacdo
para padrées de quantificacdo
(Quantitation Standards, QS) de tipo
selvagem (Wild-type, WT) e de
mutante (Mutant, MT)
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Instrucdes de utilizacdo do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit

Verificar o esquema de pipetagem e a
configuracdo da reagdo. Substituir todos os
reagentes criticos e repetir o ensaio com
aliquotas novas. Manusear sempre as
amostras, componentes do kit e consumiveis
de acordo com as préticas comummente
aceites para evitar a contaminagdo por
transferéncia.

Armazenar o conteddo do kit entre -30 e -
15 °C e manter as misturas de reacdo
protegidas da luz.

Evitar um congelamento e descongelamento
repetidos.

Verificar o esquema de pipetagem e
a configuracdo da reagdo.

Repetir a execucdo de PCR.
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Comentdrios e sugestoes

Controlo sem modelo (No Template Control, NTC) de dgua apresenta amplificagdo positiva

a) Contaminagdo cruzada
b) Contaminagdo de reagente

c) Inversdo dos tubos de tiras (tubos que
contém um modelo positivo para JAK2
V617F inseridos na posicdo de
controlo sem modelo [No Template
Control, NTC])

d) Degradacdo da sonda

Nenhum sinal, mesmo nos controlos padréo

Erro de pipetagem ou reagentes
omitidos

Substituir todos os reagentes criticos.

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

a contaminagdo por transferéncia.

Verificar o esquema de pipetagem e
a configuracdo da reagdo.

Manter as misturas de reacdo protegidas
da luz.

Verificar a existéncia de falso-positivos
na curva de fluorescéncia.

Verificar o esquema de pipetagem e
a configuragdo da reagdo.

Repetir a execugdo de PCR.

Auséncia de sinais ou sinais baixos em amostras para o controlo interno (Internal Control, IC)
e/ou numero total de cépias (Total Copy Number, TCN) abaixo do intervalo de validade,

mas os controlos de execucdo estdo validos

Efeitos inibidores do material da
amostra provocados por uma
purificagdo insuficiente

Verificar sempre a qualidade do ADN,
medindo a concentragdo e o récio A 260/ A 250
antes de iniciar.

Repetir a preparagdo do ADN.
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Comentdrios e sugestoes

O controlo de tipo selvagem (Wild-type Control, WTC) é positivo, mas o controlo de mutante
(Mutant Control, MTC) ndo é suficientemente positivo

Contaminagdo por transferéncia

Substituir todos os reagentes criticos.

Repetir o ensaio com novas aliquotas de todos
os reagentes.

Manusear sempre as amostras, componentes
do kit e consumiveis de acordo com as
prdaticas comummente aceites para evitar

a contaminagdo por transferéncia.

E necessdrio certificar-se de que as pontas
sdo alteradas entre a pipetagem de reagentes
diferentes.

Controlo de tipo selvagem (Wild-type Control, WTC) amplificado com a mistura de reacdo de
mutante (Mutant, MT) (em vez da mistura de reacéo de tipo selvagem [Wild-type, WT]) e
controlo de mutante (Mutant Control, MTC) amplificado com a mistura de reagdo de tipo
selvagem (Wild-type, WT) (em vez da mistura de reacdo de mutante [Mutant, MT])

a) Contaminacdo cruzada
b) Contaminacdo de reagente

c) Inversdo dos tubos (tubos com controlo
de tipo selvagem [Wild-type Control,
WTC] inseridos na posicdo de
controlo de mutante [Mutant Control,
MTC] e vice-versa)

Substituir todos os reagentes criticos.

Repetir o ensaio com novas aliquotas de todos
os reagentes.

Manusear sempre as amostras, componentes
do kit e consumiveis de acordo com as
prdaticas comummente aceites para evitar

a contaminagdo por transferéncia.

Verificar o esquema de pipetagem e
a configuragdo da reagdo.
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Comentdrios e sugestoes

Detecdo invertida do controlo positivo

a) Contaminagdo cruzada Substituir todos os reagentes criticos e repetir
o ensaio com aliquotas novas. Manusear
sempre as amostras, componentes do kit e
consumiveis de acordo com as prdticas
comummente aceites para evitar a
contaminagdo por transferéncia.

b) Inversdo da distribuicdo da mistura de

reagdo no tubo ou na pré-mistura.

Verificar o esquema de pipetagem e
a configuracdo da reagdo.

Sem sinal para uma amostra ou controlo, incluindo o controlo interno

a) Mistura de reacdo ou um dos seus Verificar o esquema de pipetagem e a
componentes (por ex., polimerase configuracdo da reagdo. Se o controlo interno
Taq) ndo adicionado ndo for amplificado, significa que a mistura de

b) Mistura de reacdo degradada reacdo ndo foi adicionada ou estd degradada.

Repetir o passo gPCR com uma nova mistura
de reacdo.
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Simbolos

Os seguintes simbolos aparecem nas instrucdes de utilizagdo ou na embalagem e nos rétulos:

Definicdo do simbolo

Contém reagentes suficientes para <N> reacdes

j @
3
>
o
A o
Z

v

Prazo de validade

Este produto cumpre os requisitos do Regulamento europeu
2017/746 para dispositivos médicos de diagnéstico in vitro.

N I
m

V Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
Némero de catdlogo

LO Nomero de lote

Némero de material (por ex., rotulagem de componentes)

GTIN Numero global de item comercial
uDI ldentificacéo tnica do dispositivo
CONT Contém

COMP Componente

NUM Ndmero

10

N

Instrucdes de utilizagdo do ipsogen JAK2 RGQ PCR Kit  07/2022



Simbolo Definicdo do simbolo

R refere-se & revisdo das Instrugdes de utilizagdo e n é o nimero
da revisdo

Limitag&o de temperatura

Fabricante

Consultar as instrugdes de utilizacdo transferiveis de
resources.qiagen.com/674623

=l A

L

NY
z

Proteger da luz

=)

Cuidado, consultar a documentagdo adjunta

>
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Informagdes para encomendas

Produto

Contetudo N.° de cat.

ipsogen JAK2 RGQ PCR
Kit

Produtos relacionados

Para 24 reacdes: Wild-type JAK2 Gene 674623
Control, JAK2 V617F Control Gene, Padrdes de
quantificagdo de tipo selvagem de JAK2,

Padrdes de quantificagdo de mutante de JAK2,

Mistura de reagdo de tipo selvagem de JAK2,
Mistura de reacdo de mutante de JAK2,

polimerase Taq de ADN, tampdo TE para
dilvigdo, dgua para NTC

Rotor-Gene Q MDx - para andlise de PCR em tempo real validada para IVD

em aplicacdes clinicas

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Rotor-Gene Assay
Manager 2.1 Software

104

Ciclador de PCR em tempo real e analisador 9002032
de fusdo de alta resolucdo com 5 canais (verde,

amarelo, laranja, vermelho, carmesim) e canal

de fusdo de alta resolugéo (High Resolution

Melt, HRM), computador portdtil, software,

acessérios, 1 ano de garantia em pecas e méo

de obra; instalagdo e formacdo ndo incluidas

Ciclador de PCR em tempo real e analisador 9002033
de fusdo de alta resolucdo com 5 canais (verde,

amarelo, laranja, vermelho, carmesim) e canal

de fusdo de alta resolugdo (High Resolution

Melt, HRM), computador portdtil, software,

acessérios, 1 ano de garantia em pegas e mdo

de obra; instalacdo e formacdo incluidas

Software para testes de rotina juntamente 9024203
com o Rotor-Gene Q
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Produto Contetddo N.° de cat.
Rotor-Gene Assay Software com licenca Unica para instalacdo 9025620
Manager 2.1 License num computador
Loading Block 72 x Bloco de aluminio para a preparagdo manual 9018901
0,1ml Tubes de reagdes com pipeta de canal Gnico em

72 tubos de 0,1 ml
Strip Tubes and Caps, 250 tiras de 4 tubos e tampas para 981103
0,1ml (250) 1000 reacdes
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas para 981106
0,1ml (2500) 10 000 reacdes
QlAamp DSP DNA Para 50 preparagdes: QIAamp Mini Spin Columns, 61104
Blood Mini Kit tampdes, reagentes, tubos, VacConnectors
QlAsymphony DSP DNA  Para 192 preparacées de 200 pl cada: 937236
Mini Kit inclui 2 cartuchos de reagentes e suportes
e acessérios de enzima.
QIAsymphony SP and
accessories
QIAsymphony SP System  Mé&dulo de preparacdo de amostras 9001751
QIAsymphony: inclui instalagdo e formagdo e
1 ano de garantia em pegas e mdo de obra
QlAsymphony SP Médulo de preparagdo de amostras 9001297
QIAsymphony: inclui 1 ano de garantia em
pecas e mdo de obra
Sample Prep Cartridges, ~ Cartuchos de 8 pogos para preparagéo da 997002
8-well (336) amostra, para utilizacdo com o QIAsymphony SP
8-Rod Covers (144) 8-Rod Covers para utilizagdo com 997004
o QIAsymphony SP
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Produto Contetudo N.° de cat.

Filter-Tips, 200 pl, Qsym  Pontas com filiro descartdveis, em suporte; 990332
SP (1024) (8 x 128). Para utilizagdo com os instrumentos
QlAcube® e QlAsymphony SP/AS

Filter-Tips, 1500 pl, Pontas com filtro descartéveis, em suporte; 997024

Qsym SP (1024) (8 x 128). Para utilizagdo com os instrumentos
QlAsymphony SP/AS

Elution Microtubes CL Tubos de polipropileno néo esterilizados 19588

(24 x 94) (0,85 ml de capacidade mdxima, menos de

0,7 ml de capacidade de armazenamento,
0,4 ml de capacidade de eluicdo); 2304 em
suportes de 96; inclui tiras de tampas

RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 unidades/ml, 19101
solucdo)
Buffer ATL (200 ml) Tampdo de lise de tecido de 200 ml para 19076

1000 preparagdes

Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e rendncias de responsabilidade
especificas do produto, consulte as instrucdes de utilizagdo do respetivo kit QIAGEN. As
instrucdes de utilizacdo do kit QIAGEN estdo disponiveis em www.qgiagen.com ou podem ser

solicitadas aos Servicos de Assisténcia da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.
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Contrato de licenca limitada do ipsogen® JAK2 RGQ PCR Kit
A utilizagdo deste produto implica a aceitagdo dos seguintes termos por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto:

1. O produto deverd ser utilizado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com estas instrucdes de utilizacdo e recorrendo &
utilizagdio exclusiva dos componentes contidos no kit. Nos termos dos direitos de propriedade intelectual, a QIAGEN néo concede nenhuma licenca para utilizar ou
incluir os componentes incluidos neste kit com quaisquer componentes néo incluidos neste kit, salvo conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto,
nestas instrugdes de utilizacdo e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.qiagen.com. Alguns dos referidos protocolos adicionais foram fornecidos
por utilizadores QIAGEN para utilizadores QIAGEN. Os referidos protocolos néo foram testados de forma exaustiva ou otimizados pela QIAGEN. A QIAGEN néo
assegura nem garante que os referidos protocolos ndo infringem os direitos de terceiros.

2. A excegdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este painel e/ou a sua utilizacéo ou utilizages néo infrinjam
os direitos de terceiros.

3. Este painel e respetivos componentes estdo licenciados para uma tnica utilizagdo e ndo podem ser reutilizados, recondicionados ou objeto de revenda.
4. A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenca, expressa ou implicita, & excecdo das expressamente declaradas.

5. O comprador e o utilizador do painel concordam em ndo tomar nem permitir que terceiros tomem medidas que possam conduzir a ou facilitar qualquer dos atos
acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes do presente Contrato de licenca limitada através de qualquer tribunal e deverd recuperar todas as
custas judiciais e de investigagdo em que incorra, incluindo honorérios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir o presente Contrato de
licenga limitada ou qualquer um dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao painel e/ou aos seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, visite www.qiagen.com.

Marcas comerciais: QIAGEN®, ipsogen® QlAamp®, QlAcube®, QlAsymphony®, HotStarTaq®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); SYBR®
(Thermo Fisher Scientific Inc.); Sarstedt® (Sarstedt AG & Co). Os nomes registados, as marcas comerciais etc., utilizados neste documento, mesmo quando ndo assinalados
especificamente como tal, ndo devem ser considerados como néo protegidos por lei.

07-2022 HB-2872-001 1123592 © 2022 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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