INSTRUCOES DE USO

XGEN MIX P210
KIT MIX PARA IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE CDNA DE BCR-ABL P210

1. FINALIDADE E MODO DE USO

O kit XGEN MIX p210 é destinado para a identificacao e quantificacao do transcrito p210 do
gene quimérico BCR-ABL, normalizado com os transcritos do gene controle ABL, em RNA total
extraido de amostras de sangue periférico e/ou de medula dssea e de suspensdo de linfo-
monocitos e/ou leucdcitos.

O kit foi otimizado para uso nos aparelhos de PCR em Tempo Real.

IMPORTANTE: Para a realizacdo de uma analise quantitativa, o kit XGEN MIX p210 deve ser
exclusivamente utilizado em associacdo com o produto kit XGEN PADRAO p210. O produto
deve ser utilizado seguindo as instrucdes dadas neste manual, em combinacdo com
instrumentos e reagentes dentro da validade. Qualquer modificacdo anulara a
responsabilidade da Mobius Life Science.

PRODUTO PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO.

1.1 INTRODUCAO

O cromossomo Philadelphia € uma alteracao citogenética, que resulta de uma translocacao
reciproca de material genético entre os genes ABL no cromossomo 9 e o BCR no cromossomo
22, formando o gene quimérico BCR-ABL. Esta alteracdo esta associada a Leucemia Mieloide
Aguda (LMA), Leucemia Mieldide Cronica (LMC) e Leucemia Linfdide Aguda (LLA).

A variante p190 esta normalmente associada as formas agudas de leucemias, entre elas a
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e Leucemia Linféide Aguda (LLA), ja a variante p210 esta
associada as fases cronicas da leucemia, com a Leucemia Mieloide Cronica (LMC).

A analise molecular é indicada na fase de diagnostico inicial e para o monitoramento da
Doenca Residual Minima que define a percentagem de células neoplasicas que estdo presentes
no organismo afetado durante as diferentes fases do tratamento.

Devido a alta sensibilidade, técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos tém substituido as
técnicas de citogenética para a identificacdo do cromossomo Philadelphia, variante 210.

2. ARMAZENAMENTO E MANUSEIO

O kit XGEN MIX p210 deve ser armazenado na embalagem original em temperatura
controlada entre -25°C a -15°C e sdo estaveis até a data de vencimento indicada no roétulo.

3. PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

0 ensaio utiliza a metodologia de PCR em Tempo Real através do principio de hidrélise de
oligonucleotideo corado com dois fluoréforos. A sonda especifica marcada com o fluoréforo FAM
como reporter e TAMRA como quencher, liga-se ao amplicon durante cada etapa de anelamento
da PCR.

Quando a Tag-Polimerase se estende a partir do iniciador ligado ao amplicon, a extremidade
5' da sonda ¢é deslocada, e em seguida degradada pela atividade da exonuclease 5'-3 'da Taq-
Polimerase. Este processo libera o fluordforo e o quencher na solucdo, separando-os e
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resultando no aumento da fluorescéncia do FAM e na diminuicdo do TAMRA. O processamento
dos dados obtidos determina a presenca e o titulo de cDNA de BCR-ABL p210 na amostra inicial,
comparado a referéncia que é a quantidade de cDNA do ABL.

4. AMOSTRA

4.1 TIPOS
O RNA utilizado para o ensaio deve ser extraido de amostras de sangue periférico, de medula
oOssea e suspensao de linfo-mondcitos e/ou leucocitos de origem humana.

4.2 CONDIGCOES PARA COLETA

Amostras devem ser coletadas e processadas de acordo com as diretrizes de laboratério,
transportadas entre 2°C a 8°C e armazenadas sob as mesmas condi¢des por no maximo 4 horas.
Quando o material de partida é o sangue periférico, € aconselhavel separar os linfo-monadcitos,
de acordo com as diretrizes do laboratério.

4.3 MANUSEIO
Para utilizacao do kit com outras amostras devera ser realizada a validacao para confirmar
que os requisitos necessarios para a finalidade pretendida sao atendidos.

4.4 PREPARO E PRESERVACAO
Para preparacao do RNA sao recomendados os seguintes procedimentos:

e Extracao manual (TRIzol reagente ou similar);

e Extracao de RNA por coluna;

e Extracao semi-automatizada.
1. A quantidade 6tima de leucocitos para extracao de RNA total é de aproximadamente
10.000.000 células. Nao congelar o sangue periférico a fim de prevenir a degradacao do
RNA.
2. A amostra de RNA total nao deve conter heparina, hemoglobina ou Ficoll para evitar
efeitos inibitdrios na reacao de amplificacao.

.....

antivirais, drogas quimioterapicas ou imunossupressores.

4. A preparacdo do RNA de pacientes deve ser realizada através de protocolo validado pelo
laboratério. A performance do ensaio depende em grande parte da qualidade do RNA inicial.

Recomenda-se verificar os parametros de qualidade e quantidade através de medicao em
espectrofotometro a 260/280nm e eletroforese em gel de agarose antes de iniciar o
procedimento.

IMPORTANTE: Para realizacao do ensaio o volume minimo adequado de RNA é de 20 pL, com

concentracao entre 100 e 300ng/pL e a pureza em uma razao 260/280 nm variando entre

1,8 e 2,0. Em cada reacao, 0,5 - 1,5 pg de RNA total sao analisados. Caso haja uma

concentracao maior que 300ng/pL indica-se diluir a amostra de RNA de modo que 5 pl

contenha no maximo 1,5 pug de RNA.

5. DESCRICAO DO PRODUTO, ACESSORIOS E SOFTWARE
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O formato padrao do kit permite a realizacao de 24 determinacdes em duplicata de mRNA
de BCR-ABL p210 e 24 determinacées em duplicata de mRNA de ABL, contendo curvas e
controles, com volume final de 25 pL.

COMPONENTES CONTEUDO QUANTIDADE

Mistura para deteccao do transcrito .
MM BCR-ABL p210 0210 do gene BCR-ABL 2 microtubos/530 pL
MM ABL p210 Mistura para deteccao do transcrito 2 microtubos/530 L
do gene ABL

TR p210 Solucao de Enzima MMLV 1 microtubos/34 pL
AGUA ULTRAPURA Agua Grau Molecular 1 microtubos/500 pL
GUIA RAPIDO Guia Rapido 1 unidade

5.1 PREPARO E PRESERVAGCAO DOS REAGENTES
5.1.1 MM BCR-ABL p210

Solucdo pronta para uso. Descongelar a quantidade necessaria, homogeneizar
cuidadosamente por inversao e centrifugar brevemente (pulso) para concentrar todo o
contetdo no fundo do tubo. Manter em gelo.

AVISO: O MM BCR-ABL p210 é sensivel a luz, proteger de forte exposicao.

5.1.2 MM ABL p210

Solucdo pronta para uso. Descongelar a quantidade necessaria, homogeneizar
cuidadosamente por inversao e centrifugar brevemente (pulso) para concentrar todo o
conteltdo no fundo do tubo. Manter em gelo.

AVISO: O MM ABL p210 é sensivel a luz, proteger de forte exposicao.

5.1.3 TR p210
Solucao pronta para uso. Manter em gelo.

5.1.4 AGUA ULTRAPURA
Solucao pronta para uso. Utilizar como Controle Negativo.

5.1.5 KIT XGEN PADRAO p210

O procedimento requer o uso do kit XGEN PADRAO p210 nas reacées de amplificacdo do BCR-
ABL p210 e ABL. A deteccao do cDNA alvo durante a reacao de amplificacao em Tempo Real
confirma a capacidade de identificar a presenca de cDNA BCR-ABL p210 e ABL.

Para analises quantitativas, devem ser aplicados os quatro pontos de diluicdo da curva
padréo do kit XGEN PADRAO p210, para a quantificacdo do transcrito BCR-ABL p210 normalizada
com o gene controle ABL.

Item nao incluso no kit XGEN MIX p210.

6. ITENS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS
v' Micropipetas (0,5 pL < volume < 1.000 pL);
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IMPORTANTE: Devem estar calibradas para distribuir o volume correto necessario para o
teste e devem ser submetidas a regulares descontaminacées das partes que podem
acidentalmente entrar em contato com a amostra. Elas devem ser certificadas e devem
estar com seus certificados validos a fim de mostrar precisao de 1% e exatidao de + 5%.

Microcentrifuga;

Agitador tipo vortex ou similar;
Racks para Tubos;

Ponteiras Estéreis com Filtro;
Microtubos Livres de Nuclease;
Luvas Descartaveis Sem Talco;
Kit XGEN PADRAO p210;

Cabine de fluxo laminar;

A N N N S RN

Termociclador para PCR em Tempo Real devidamente calibrado conforme orientacao do
fornecedor.

NOTA: O kit XGEN MIX p210 é direcionado para uso em combinacdo com os aparelhos de PCR
em Tempo Real ABI 7300 e ABI 7500 (Software Sequence Detection System® Applied
Biosystems™).

Para utilizacdo do kit em outros equipamentos devera ser realizada a validacdo para
confirmar que os requisitos necessarios para a finalidade pretendida sdo atendidos.

Uma calibracdo valida dos filtros (Pure Spectra Component File) e do background
(Background Component File) deve ser feita rotineiramente.

7. ESTABILIDADE EM USO

O kit permanecera estavel e mantera seu desempenho até a data de validade impressa no
rétulo sob as condicoes de armazenamento corretas.

Recomenda-se realizar no maximo quatro ciclos de congelamento/descongelamento apds o
primeiro descongelamento dos reagentes. Caso sejam utilizados de forma intervalada, sugere-
se que sejam realizadas aliquotas em tubos livres de RNAse e DNAse, de acordo com a
necessidade.

8. ORIENTAGOES GERAIS

e O produto destina-se a ser utilizado por pessoal de laboratdrio qualificado e treinado na
manipulacao de reagentes de biologia molecular e qualificados em protocolos de
amplificacao de PCR em Tempo Real.

e Todo o pessoal envolvido na execucao do teste deve utilizar equipamentos de protecao
individual. Além disso, todos devem ser treinados em procedimentos de biosseguranca,
como recomendado pela legislacao em vigor.

e Os responsaveis pelo manuseio de amostras devem ser vacinados contra tétano, difteria,
hepatite B e os estabelecidos no PCMSO, de acordo com a Norma Regulamentadora 32.

e Os residuos gerados durante a utilizacao do kit devem ser descartados de acordo com as
diretrizes e regras de descarte de residuos quimicos e substancias bioldgicas do
laboratorio, conforme legislacao em vigor.

9. RECOMENDAGOES PARA CONTROLE DE QUALIDADE

e Nao utilizar reagentes ou materiais fora da data de validade.
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e Verificar se os componentes liquidos nao estao contaminados por particulas visiveis ou
grumos. Observar se ha ruptura na caixa de transporte e se nao ha derramamento de
liquido dentro da caixa.

e Ligar o termociclador, verificar as configuracoes e conferir se o protocolo de ensaio esta
correto.

e Seguir estritamente o manual do equipamento fornecido pelo fabricante para a correta
configuracao do termociclador em Tempo Real.

e Nao trocar os componentes entre diferentes lotes do produto. Recomenda-se que os
componentes entre dois kits do mesmo lote também n&o sejam trocados.

e 0O ambiente do laboratorio deve ser controlado, a fim de evitar contaminantes.

e Utilizar ponteiras descartaveis, trocando-as apos a manipulacao de cada reagente para
evitar contaminacdes cruzadas. Da mesma forma, trocar as ponteiras apos a manipulacdo
de cada amostra.

e O fluxo de trabalho no laboratoério deve proceder de maneira unidirecional, iniciando
com o preparo dos reagentes (pré-PCR), passando para a extracdo de amostras (pré-PCR)
e finalizando nas areas de amplificacdo e de anadlises de dados (pds-PCR). Nao
compartilhar reagentes e equipamentos entre as diferentes areas.

IMPORTANTE: A circulacao de pessoas e equipamentos provenientes da area de amplificacao

para a area de preparo de reagentes deve ser evitada fortemente, para que nao haja a

contaminacao das areas pré-PCR com material amplificado.

e Recomenda-se a descontaminacao regular de equipamentos comumente utilizados,
especialmente micropipetas e superficies de trabalho.

10. PROCEDIMENTO DE ENSAIO, CALCULOS, INTERPRETAGAO

10.1 CONTROLES DE AMPLIFICACAO
E obrigatério validar cada sessao de amplificacdo com reacdes de Controle Negativo (CN) e
Curva Padrao.

10.2 PREPARAGCAO DA MISTURA DE AMPLIFICACAO

Para preparo das duas misturas de amplificacdo é necessario calcular o volume de acordo
com o niUmero de amostras a serem analisadas, utilizando como base a tabela a seguir:

NUMERO DE REACOES

COMPONENTE
x 1
MM BCR-ABL p210 ou MM ABL p210 19,7 yL
TR p210 0,3 pL
VOLUME TOTAL 20 pL

e Separar um microtubo de 1,5 mL para preparar cada mistura de amplificacao.

e Descongelar em gelo os reagentes MM BCR-ABL p210, MM ABL p210 e TR p210 para a
reacao. Homogeneizar por inversao e centrifugar brevemente (pulso).

e Pipetar a quantidade requerida dentro do microtubo, de acordo com a relacao da
quantidade dos outros reagentes. Trocar as ponteiras apds cada passo de pipetagem.

10.3 PROCEDIMENTO DE AMPLIFICAGAO
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e Dispensar 20 pL da mistura de amplificacao BCR-ABL p210 nos pocos da microplaca,
conforme gabarito de teste.

e Dispensar 20 pL da mistura de amplificacao ABL nos pocos da microplaca, conforme
gabarito de teste.

e Com cuidado, depositar 5 uL de AGUA ULTRAPURA como controle negativo (CN) da reacéo
de amplificacao, em duplicata, nos pocos com a mistura de amplificacao ABL e BCR-ABL
p210, conforme gabarito.

e Com cuidado, depositar 5 gL de RNA de cada amostra, em duplicata, e homogeneizar up
and down nos pocos com a mistura de amplificacao BCR-ABL p210 utilizando o primeiro
estagio da micropipeta, conforme gabarito.

e Com cuidado, depositar 5 gL de RNA de cada amostra, em duplicata, e homogeneizar up
and down nos pocos com a mistura de amplificacdo ABL utilizando o primeiro estagio da
micropipeta, conforme gabarito.

e Com cuidado, depositar 5 uL do PADRAO p210 105, em duplicata, e homogeneizar up and
down nos pocos com a mistura de amplificacao ABL e BCR-ABL p210, utilizando o primeiro
estagio da micropipeta conforme gabarito. Proceder de forma igual para as outras
solucdes do PADRAO p210 (104, 103 e 102).

e Selar a microplaca.

e Centrifugar brevemente a microplaca a 2.000 rpm.

e Nao deixar a microplaca preparada em temperatura ambiente por mais de 30 minutos e
exposta a luz.

e Colocar a microplaca no termociclador de PCR em Tempo Real.

e Ap0s configurar as operacdes descritas no subitem 10.4 PROGRAMACAO DA PCR, iniciar a
corrida no termociclador.

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

‘000000000000
- 000000000000
‘000000000000
Q00000000000

Q00000000000
Q00000000000

Exemplo de gabarito para posicionamento das amostras e reagentes na placa de PCR

LEGENDA:

e P5: Padrao 100.000 (1x10°) copias/pL
e P4: Padrao 10.000 (1x10%) cépias/uL
e P3: Padrao 1000 (1x103) copias/pL

e P2: Padrao 100 (1x102) copias/pL

e CN: Controle Negativo

e A1 - A7: Amostras
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e FUNDO AMARELO: Mistura de Amplificacao (MM BCR-ABL p210 + TR p210)
e FUNDO ROXO: Mistura de Amplificacao (MM ABL p210 + TR p210)

10.4 PROGRAMACAO DA PCR
A programacao deve ser feita conforme descrito abaixo.

ETAPA TEMPERATURA TEMPO = NUMERO DE CICLOS
Hold 50°C 10 min 1
Hold 95°C 5 min 1
Ciclo PCR 95°C 205 =
(*Coleta de Dados) 60°C (*) 1 min

AVISO: Configurar o equipamento com a correta programacao da PCR seguindo as instrucoes
fornecidas pelo fabricante.

10.5 SELECAO DE DETECTORES
Selecionar os detectores informados na tabela abaixo, conforme o manual de instrucao do
equipamento a ser utilizado.
DETECGAO REPORTER QUENCHER
BCR-ABL p210 FAM TAMRA
ABL FAM TAMRA

IMPORTANTE: Configurar ROX como referéncia passiva.

10.6 CONFIGURACOES PRE-ANALISE

E necessaria a realizacdo de ajuste de configuracdo para avaliacdo dos pardmetros de
validacao da corrida. Recomenda-se definir os valores de limite (threshold) e baseline para o
canal (alvo), seguindo os valores de acordo com as informacoées abaixo.

ABI™SDS 7300 e ABI™ SDS 7500
THRESHOLD 0,15
BASELINE Do ciclo 3 ao ciclo 15

10.7 VALIDACAO DA CORRIDA

O valor de fluorescéncia das quatro solucdes padroes, obtidas com o BCR-ABL p210 e ABL
sao utilizadas para calcular as Curvas Padrao da sessao de amplificacao, validar a amplificacao
e detectar as reacoes através da analise de regressao linear.

Os valores de SLOPE e R? das Curvas Padrao devem ser verificados, a fim de garantir a
qualidade da execucao, e devem estar de acordo com a tabela abaixo.

CRITERIO FAIXA DE ACEITE
SLOPE -3,0 = SLOPE = -3,9
R? 0,990 < R? < 1,000*
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NOTA: Se o valor de R? ndo estiver dentro dos limites indicados, um problema poder ter
ocorrido durante a fase de amplificacao ou de deteccao gerando resultados menos precisos.
Verificar o item 16 para identificar o problema.

*Um R? > 0,98 ainda ¢ aceitavel para obtencéo de resultados precisos.

Os valores de fluorescéncia obtidos na reacao de amplificacdo de controle negativo sao
usados para validar a amplificacdo e deteccao de reacoes. Dessa forma, para o teste ser valido
as amplificacoes devem ser negativas.

Se o resultado da reacao de amplificacdo do controle negativo for diferente de "Ct
INDETERMINADOQ", significa que o DNA alvo foi detectado na reacao de amplificacao. Problemas
durante a fase de amplificacao (contaminacao) podem causar resultados incorretos e falsos
positivos. Ou seja, a corrida é invalida e deve ser repetida. Verificar o item 16 para identificar
a solucao para o problema.

Os valores de fluorescéncia emitidos pela sonda especifica na reacdo de amplificacdo e o
valor limiar de fluorescéncia sao usados para detectar a presenca do alvo através da
determinacao do Ct.

Quando o produto é utilizado para a pesquisa de BCR-ABL p210, os resultados para cada
amostra sao analisados conforme descrito abaixo.

BCR-ABL p210 (FAM) ABL (FAM) RESULTADO DO ENSAIO
Copias < 10.000 ou indeterminado INVALIDO
Ct INDETERMINADO - ,
Copias > 10.000 VALIDO (NEGATIVO)
Copias < 10.000 ou indeterminado VALIDO (POSITIVO)
Ct DETERMINADO - :
Copias > 10.000 VALIDO (POSITIVO)

Se a reacao de amplificacao da amostra indica “Ct INDETERMINADO” para cDNA de p210 e
“Copias < 10.000 ou INDETERMINADO” para cDNA de ABL, o transcrito do gene alvo ABL nao foi
detectado de forma eficaz. Problemas durante a fase de amplificacao, na fase de transcricao
reversa ou na fase de extracao podem causar resultados incorretos e falsos negativos. A amostra
ndo € adequada, o ensaio é invalido e deve ser repetido comecando com a extracdo de uma
nova amostra.

Se a reacao de amplificacdo da amostra indica “Ct INDETERMINADO” para cDNA de p210 e
“Copias > 10.000” para cDNA de ABL, o transcrito alvo do gene ABL foi detectado de forma
eficaz, enquanto nao houve deteccao do transcrito alvo do gene BCR-ABL.

Nao é possivel excluir a presenca de cDNA de p210 em casos de quantidade inferior ao limite
de deteccao do produto. Os resultados obtidos com este ensaio devem ser interpretados tendo
em consideracao todos os dados clinicos e outros testes de laboratorio realizados no paciente.

Se 0 cDNA de p210 é detectado enquanto a amplificacdo do cDNA de ABL indica “Copias <
10.000” ou “Ct INDETERMINADQ", isto significa que a amostra ainda é adequada em termos de
qualidade e o resultado positivo do ensaio é valido. Neste caso, no entanto, nao é possivel
utilizar os dados para a analise quantitativa dos resultados.

10.8 QUANTIFICACAO

Os valores obtidos com a sonda especifica BCR-ABL p210 e ABL sdo usados para calcular a
quantidade de cDNA alvo presente na reacao de amplificacao de cada amostra.

0 kit XGEN MIX p210 é capaz de quantificar de 5 a 1.000.000 de copias de cDNA de BCR-ABL
p210 por reacao de amplificacao. Para o limite superior da faixa de medicao linear para ABL
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foi fixado 1.000.000 moléculas/5 pL e para o limite inferior da faixa de medicédo linear para
ABL foi fixado 10.000 moléculas/5 pL. Esses valores representam os limites maximo/minimos
Uteis para medicOes quantitativas. No entanto, para a analise quantitativa dos resultados
obtidos, é necessario verificar as diretivas vigentes adotadas pelo laboratorio.
IMPORTANTE: Para expressar os dados da quantificacao final de BCR-ABL p210 na Escala
Internacional (IS) é necessaria a utilizacao do Fator de Conversao (FC). Esse deve ser obtido
com o uso do kit XGEN RNA REFERENCIA/p210, através da avaliacdo de desempenho do
ensaio quantitativo para deteccao do transcrito do gene BCR-ABL p210, normalizado com os
transcritos do gene controle (ABL).

RESULTADO DA AMOSTRA (FAM p210)
Quantidade > 1 x 1086
5 < Quantidade < 1 x 106
Quantidade < 5

cDNA BCR-ABL p210 POR REACAO
Mais que 1.000.000 de copias
QUANTIFICACAO

Menos que 5 copias

Quando o produto é utilizado para monitorar a taxa de p210, os resultados quantitativos
sdo utilizados para calcular o nimero de copias de cDNA de BCR-ABL p210, normalizada com o
numero total de copias de cDNA de ABL, de acordo com a formula abaixo:

210% — Quantidade média de BCR — ABL p210 0
p o Quantidade média de ABL x

Antes de calcular o p210% é necessario analisar os dados obtidos nas duplicatas de acordo
com a tabela abaixo.
QUANTIDADE DE

CONFORMIDADE QUANTIDADE DE
AMOSTRA =" TS CDNADE 210 CDNA (lj)(; ng-ABL CONA e ABL
1% REPLICATA ADEQUADA PRESENTE Quantidade Média Quantidade Média
22 REPLICATA | ADEQUADA PRESENTE de BCR-ABL p210 de ABL
12 REPLICATA =~ ADEQUADA  NAO DETECTADO . »
] 0 Quant(;ga/istMema
2°REPLICATA = ADEQUADA | NAO DETECTADO
TGP CICATA ADEQUADZ (EgEggNi-la-\E) Quantidade Média
P 3 copias de p210* de ABL
22 REPLICATA = ADEQUADA  NAO DETECTADO
PRESENTE
12 REPLICATA | ADEQUADA EN . »
(> 3 copias) Quantidade de p210 QuantéiassLMedm
2°REPLICATA ~ ADEQUADA  NAO DETECTADO
12 REPLICATA  NAO ADEQUADA PRIDEIESTEECT%(SOAO
e RETESTAR A AMOSTRA
22 REPLICATA | ADEQUADA DETECTADO
12 REPLICATA  NAO ADEQUADA PR&ETEEJTEXSSO
- el s RETESTAR A AMOSTRA
2° REPLICATA NAO ADEQUADA " ERTE T
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*Se 0 numero de copias P210 for <3, mas ainda estiver presente, os valores de 3 devem ser
usados para o calculo da relacdo p210/ABL

11. SUBSTANCIAS INTERFERENTES E LIMITACOES

Para o usuario deste kit recomenda-se a leitura cuidadosa e a compreensao da Instrucdo de
Uso. A adesao estrita ao protocolo € necessaria para a obtencao de resultados confiaveis.

Em particular, a veracidade da amostra, a pipetagem de reagentes, a aplicacao do fluxo de
trabalho correto, juntamente com a etapa da programacdo cuidadosa do termociclador, é
essencial para resultados precisos e reprodutiveis. A determinacao positiva em amostra do
paciente tem implicacoes médicas, sociais, psicologicas e econdmicas.

Os resultados obtidos com o kit XGEN MIX p210 devem ser interpretados pelos responsaveis
do laboratorio levando em consideracao os sintomas clinicos dos pacientes e outros parametros
de laboratoério relacionados as condicdes do paciente.

E recomendado que a confidencialidade, aconselhamento apropriado e avaliacao médica
sejam considerados aspectos essenciais na sequéncia de testes.

12. DESEMPENHO

12.1 SENSIBILIDADE

A sensibilidade analitica é a capacidade de um método analitico obter resultados positivos
frente a resultados positivos obtidos pelo método de referéncia, até a menor quantidade do
analito que pode ser mensurada. O limite de deteccdo (LOD) é a menor quantidade de copias
do alvo que pode ser detectada pelo sistema de ensaio com uma probabilidade de 95%. A
sensibilidade do kit XGEN MIX p210 para cada um dos alvos esta na tabela abaixo.

CRITERIO RESULTADO
Limite de detecgao (LOD) 5 copias / 5 pL DNA plasmideo
Limite maximo de quantificacio 1.000.000 copias cDNA DE p210/reacao e
q s 1.000.000 cépias cDNA DE ABL/reaco
Limite minimo de quantificacio 5 copias cDNA DE p210/reacao e ~1000
q ¢ copias cDNA DE ABL/reacao

12.2 ESPECIFICIDADE
Ja a especificidade analitica é a capacidade de um método analitico de determinar somente
o analito frente a outras substancias presentes na amostra.

CRITERIO RESULTADO
Especificidade 100%

12.3 EXATIDAO
N&o aplicavel

12.4 PRECISAO

0 ensaio de precisao foi realizado através do resultado de um mesmo analito medido diversas
vezes sob mesmas condicOes operacionais (repetibilidade) e sob condicées operacionais
distintas (reprodutibilidade). O resultado pode ser visualizado através do coeficiente de
variacao (CV%). Assim, os resultados foram estabelecidos conforme tabela a seguir.

Instrucao de Uso - XGEN MIX p210 - Rev.10 - Nov/2023

10



CRITERIO
Repetibilidade

Reprodutibilidade

13. RISCOS RESIDUAIS

N&o aplicavel.

14. INTERVALOS DE REFERENCIA

N&o aplicavel.

15. REQUISITOS

RESULTADO
CV% < 5%
CV% < 5%

Profissional com conhecimentos em biologia molecular.

16. SOLUCOES DE PROBLEMAS

Os resultados obtidos com o kit XGEN MIX p210 devem ser interpretados pelos responsaveis
do laboratorio levando em consideracao os sintomas clinicos dos pacientes e outros parametros
de laboratério relacionados as condicoes do paciente.

PROBLEMA

RESULTADO NEGATIVO
PARA ABL E BCR-ABL NAS
AMOSTRAS, PADROES
VALIDOS

RESULTADO NEGATIVO
PARA ABL NAS AMOSTRAS,
PADROES VALIDOS

AUSENCIA DE
AMPLIFICACAO NOS
PADROES

Instrucao de Uso - XGEN MIX p210 -

CAUSA

Baixa qualidade da
amostra de RNA.

Falha no passo de
Transcriptase Reversa.

Baixa qualidade da
amostra de RNA.

Falha no passo de
Transcricao Reversa.

Erro de pipetagem ou
exclusao de reagente.
Erro de pipetagem.
Armazenamento

inapropriado de
componente.

Degradacao do padrao.

SOLUCAO

Sempre verificar a qualidade do
RNA e concentracao antes do uso.

Verificar esquema de pipetagem e
o preparo da reacao.

Sempre verificar a qualidade do
RNA e concentracao antes do uso.

Verificar esquema de pipetagem e
o preparo da reacao.

Verificar esquema de pipetagem e
o preparo da reacao.

Repetir a corrida de PCR.
Aliquotar o reagente.

Armazenar o kit entre -15°C a -
25°C protegido da luz.
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Configuracao incorreta
da temperatura na
programacao da PCR no
equipamento.

Configuracao incorreta
da reacao de PCR.

Erro de pipetagem.

Armazenamento
inapropriado de
~ . componente.
CURVA PADRAO NAO-

LINEAR (R?% < 0,98)

Degradacao do padrao.

Contaminacao-cruzada.

Microplaca mal selada.

PRESENCA DE
AMPLIFICAGAO NO
CONTROLE NEGATIVO

Degradacao da sonda.

Evitar congelamento e
descongelamento repetitivo.

Usar novas aliquotas do padrao.

Comparar se a configuracao esta de
acordo com a instrucao de uso.

Conferir a calibracao das
micropipetas.

Verificar as etapas de trabalho por
meio do esquema de pipetagem e
repetir o procedimento, se
necessario.

Verificar esquema de pipetagem e
0 preparo da reacao.

Repetir a corrida de PCR.

Armazenar o kit entre -15°C a -
25°C protegido da luz.

Evitar congelamento e
descongelamento repetitivo.

Substituir todos os reagentes
criticos.

Repetir o experimento com novas
aliquotas de todos os reagentes.

Sempre manusear amostras,
componentes do kit e consumiveis
de acordo com as praticas
aceitaveis para prevenir
contaminacao por transferéncia.

E recomendado realizar a
pipetagem da Curva Padrao apos
todos os outros reagentes.

Repetir a PCR com novos reagentes
em replicatas.

Limpar superficies e instrumentos
com detergentes aquosos, lavar
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AUSENCIA DE

AMPLIFICAGAO, INCLUSIVE

NOS PADROES

INTENSIDADE MUITO
BAIXA DE FLUORESCENCIA

Deteccao incorreta
devido a escolha de
canal incorreto.

Erro de pipetagem ou
exclusao de reagente.

Degradacao da sonda.

Degradacao do padrao.

Armazenamento
inapropriado de
componentes do kit.

Quantidade inicial
muito baixa de RNA
alvo

jalecos de laboratorio, substituir
tubos de ensaio e ponteiras em
uso.

Tomar cuidado ao selar a
microplaca.

Armazenar o kit entre -15°C a -
25°C protegido da luz.

Configurar canal correto.

Checar esquema de pipetagem e o
preparo da reacao.

Usar novas aliquotas de Master Mix.

Usar novas aliquotas do Padrao.

Aliquotar reagentes.

Armazenar o kit entre -15°C a -
25°C protegido da luz.

Evitar congelamento e
descongelamento repetitivo.

Sempre verificar a concentracao de
RNA antes do uso

IMPORTANTE: A interpretacao dos resultados deve ser feita sob a supervisdo do responsavel
do laboratorio para reduzir o risco de erros e resultados mal interpretados. Quando os
resultados do laboratorio sao transmitidos do laboratorio para o centro de informatica, deve-
se prestar muita atencao para evitar erro na transferéncia de dados.

17. ALERTAS E PRECAUCOES

Nao aplicavel.

18. GARANTIA

A Mobius Life Science fornece garantia de todos os produtos por ela revendidos dentro dos

seguintes termos:

0 produto XGEN MIX p210 é garantido pela Mobius contra defeitos de producao pelo periodo
de validade do produto, salvo especificacoes em contrario a constar da proposta.

18.1 EXCECOES NA GARANTIA
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e Todos os produtos com defeitos oriundos de mau uso, impericia, conservacdao ou
armazenagem inadequada.

18.2 EXTINGCAO DA GARANTIA
e Quando nao for utilizado de acordo com sua finalidade de aplicacao.
e A Mobius nao se responsabiliza por resultados/diagndsticos que sejam obtidos através da
utilizacdo de amostras nao previstas na instrucao de uso.

19. INFORMAGOES DO FABRICANTE LEGAL

Mobius Life Science IndUstria e Comércio de Produtos para Laboratérios Ltda
Rua Jandaia do Sul 441 - Pinhais - PR - CEP: 83.324-440
Telefone: (41) 3401-1850

E-mail: suporte@mobiuslife.com.br | Website: www.mobiuslife.com.br
CNPJ: 04.645.160/0001-49

20. REGISTRO ANVISA
80502070002
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