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1. Uso previsto

Para diagnéstico in vitro. O kit RIDA®GENE Factor V usa um PCR em tempo real
para detectar qualitativamente uma mutacéo pontual de G a A na posi¢cdo 1691 no
gene do fator V humano (mutagéo do fator V de Leiden) no DNA gendmico que foi
isolado de amostras de sangue total humano de EDTA.

O kit RIDA®GENE Factor V destina-se a apoiar o diagndstico na avaliagédo de
pacientes com suspeita de trombofilia.

2. Sumario e explicacao do teste

As tromboses sdo um grande problema médico que aumenta com a idade. Cerca de
1 em cada 100.000 pessoas com menos de 40 anos desenvolvem trombose venosa.
Esta probabilidade aumenta em pessoas com mais de 75 anos para 1 em cada

100 pessoas por ano'"). O fator V de Leiden é considerado o fator genético mais
comum que € descrito em combinagdo com o desenvolvimento do tromboembolismo
venoso®. Neste caso, é uma mutagio pontual no gene do fator V na posigdo 1691
que leva a uma troca de base de G para A. Como resultado, o local de ligagao da
proteina C ativada com efeito anticoagulante ndo esta mais disponivel (resisténcia
APC), e o fator V € menos dividido em comparagao com o tipo selvagem, o que
resulta em um estado hipercoagulavel®). O fator V Leiden é amplamente distribuido
com alta prevaléncia na Europa e praticamente sem casos na Asia ou na Africa®. A
probabilidade de desenvolver trombose venosa é 3 a 8 vezes maior com uma
mutagao genética no gene do fator V se essa mutagao for heterozigota. Para uma
mutagcdo homozigoética na posigao 1691, a probabilidade aumenta de 10 a 80 vezes.
Além disso, a chance de desenvolver trombose venosa em uma idade jovem
também aumenta neste caso®. Se outros fatores, como uma mutagdo no gene do
fator Il (G20210A), estiverem presentes com essa mutacgéao, o risco de tromboses
recorrentes também aumenta(.
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3. Principio do teste

O kit RIDA®GENE Factor V usa um PCR em tempo real para detectar
qualitativamente uma mutagéo pontual/polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) de
G a A na posigao 1691 no gene do fator V humano (mutagéo do fator V de Leiden)
no DNA gendmico que foi isolado de amostras de sangue total humano de EDTA.
Apds o isolamento do DNA, o fragmento de gene especifico (tipo selvagem ou
mutacgdo) é amplificado.

As sequéncias-alvo amplificadas sédo detectadas usando sondas de hidrolise que
sao etiquetadas com um supressor em uma extremidade e um corante de reporter
fluorescente (fluoroforo) na outra. As sondas hibridam com o fragmento amplificado
na presencga de uma sequéncia-alvo. Durante a extensao, a | Taq-Ponmerase|
separa o reporter do supressor. O repdrter emite um sinal fluorescente que é
detectado pela unidade 6ptica de um instrumento de PCR em tempo real. O sinal
fluorescente aumenta com a quantidade de fragmentos amplificados formados.

4. Reagentes fornecidos

Os reagentes no kit s&o suficientes para 100 determinagdes.

Tabela1: Reagentes fornecidos

Cadigo do kit Quantidade | Cor da tampa

1 | Reaction Mix | 1050 pL | amarelo, pronto para uso

2 | Tag-Polymerase || 1 x| 80 pL | vermelho, pronto para uso

A Control A 1 x| 200 uL | azul, pronto para uso
B Control B 1 x| 200 uL | verde, pronto a usar
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5. Instrugdes de armazenamento

- Siga as diretrizes de manuseamento da Tabela 2 e guarde o kit diretamente apos a
utilizacdo, de acordo com as informacdes especificadas.

- Todos os reagentes devem ser armazenados longe da luz a -20 °C e, se ndo
abertos, podem ser usados até a data de validade impressa no rétulo. Nenhuma
garantia de qualidade podera ser assegurada apés o término da data de validade.

- Todos os reagentes devem ser cuidadosamente descongelados antes do uso (por
exemplo, em uma geladeira entre 2 - 8 °C).

- O congelamento/descongelamento repetidos até 20 vezes néo afeta as
propriedades do teste (se necessario, crie aliquotas apds o primeiro
descongelamento e recongele os reagentes imediatamente).

- Arrefecer todos os reagentes adequadamente durante a preparagado do PCR
(2-8°C).

Tabela 2: Condi¢cdes de armazenamento e informagao

Temperatura de Tempo maximo de

armazenamento armazenamento
fechado 20 °C Pode ser usad(? até a data de
validade impressa
20 ciclos de

aberto -20 °C
congelamento-descongelamento
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6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

6.1 Equipamento laboratorial

Os seguintes equipamentos sdo necessarios para usar o kit RIDA®°GENE Factor V:

Equipamentos

Plataforma de extragdo: Maxwell® RSC (Promega)
Instrumentos de PCR em tempo real:

e LightCycler® 480 Il (Roche)

e Cobas z 480 Analyzer (Roche)

e Mx3005P (Agilent Technologies)
e ABI 7500 (Applied Biosystems)
e CFX96™ (Bio-Rad)

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV (PG0004) (R-Biopharm) ao usar o
LightCycler® 480 Il e cobas z 480 Analyzer

Consumiveis PCR em tempo real (placas (baixo perfil, pogos brancos, armagao
transparente), tubos de ensaio, filmes)

Centrifuga com rotor para placas

Vortexer

Pipetas (0,5 - 20 L, 20 - 200 uL, 100 - 1000 pL)

Pontas da pipeta com filtros

Luvas descartaveis sem po

Para perguntas sobre o uso de equipamentos para processamento automatizado,
entre em contato com a R-Biopharm AG em pcr@r-biopharm.de.
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7. Avisos e medidas preventivas para os usuarios

Apenas para uso em Diagnéstico in vitro.

Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratoério qualificado. As
diretrizes para trabalho em laboratorios médicos devem ser seguidas.

Ao realizar este teste, sempre siga estritamente o manual de operagao.

Nao pipete amostras ou reagentes usando a boca. Evite o contato com membranas
mucosas € pele lesionada.

Utilize equipamentos de seguranga pessoal (luvas adequadas, jaleco, 6culos de
seguranga) ao manusear os reagentes e as amostras, e lave as maos apés concluir
o teste.

Nao fume, coma ou beba em areas onde as amostras estiverem sendo manipuladas.
Salas separadas, vestuario especial e instrumentos para extracao, preparacao de
PCR, o PCR deve ser usado para evitar a contaminagao cruzada e resultados falso-
positivos.

Evite contaminar as amostras e componentes do kit com micrébios e nucleases
(DNase/RNase).

As amostras clinicas devem ser vistas como potencialmente infecciosas e devem ser
descartadas adequadamente, como todos os reagentes e materiais que entram em
contato com amostras potencialmente infecciosas.

N&o troque ou misture os componentes (Reaction Mix, Tag-Polymerase, Control A,
Control B) de um lote de um kit com os componentes de outro lote.

Nao use o kit apds o prazo de validade. Os usuarios sao os responsaveis por
descartar de modo adequado todos os reagentes e materiais apos sua utilizagao.
Para o descarte, cumpra com os regulamentos nacionais.

Mais detalhes sobre as Folhas de Dados de Seguranca (Safety Data Sheets, SDS)
podem ser encontrados sob o numero do item em
https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Para usuarios na Unido Europeia: Comunicar todos os eventos adversos graves
associados ao produto a R-Biopharm AG e as autoridades nacionais
competentes.

8. Coleta e armazenamento de amostras

8.1 Armazenamento de amostras

Este teste foi desenvolvido para o exame de amostras de sangue total humano de
EDTA. Armazene as amostras em temperatura ambiente por até 24 horas e entre

2 - 8 °C por até 72 horas até a extracdo do DNA®. Deve ser evitada a contaminacéo
microbiana das amostras. A utilizacdo de amostras inativadas pelo calor, lipémicas,
hemoliticas, icteriticas ou opacas podem levar a resultados falsos.
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8.2 Preparo das amostras

8.2.1 Isolamento do DNA do sangue total de EDTA

Um kit de isolamento de DNA disponivel comercialmente ou sistema de extragao de
DNA (por exemplo, Maxwell® RSC Instrument (Promega)) é recomendado para o
isolamento de DNA de sangue total de EDTA. As instrugdes do fabricante devem ser
observadas.

Ao usar o Maxwell® RSC Instrument (Promega), é recomendavel misturar as
amostras de sangue por pelo menos 5 minutos em temperatura ambiente. Adicione
30 pL de proteinase K a um tubo de ensaio de 2 mL para o preparo da amostra.
Adicione 200 pL da amostra de sangue e 300 pL do tamp&o de lise. Misture no
vortice a solugdo por 10 segundos e incube a 56 °C por 20 minutos. Use 100 pL do
tampao de eluicdo para a extragdo. Maiores instrugdes do fabricante devem ser
observadas.

9. Realizagao do teste

9.1 Preparagao da Mistura Principal

O numero total de reagbes necessarias para a PCR (amostras e reagbes de
controle) deve ser calculado. O Controle A e o Controle B devem ser executados
durante cada execucéao de teste.

Recomenda-se acrescentar um volume adicional de 10 % a Mistura Principal a fim
de compensar a perda da pipetagem (consulte a Tabela 3). Antes de usar,
descongele a|Reaction Mix|, a | Tag-Polymerase |, , e 0[Control B]
misture com vértice (exceto a Tag-Polymerase) e centrifugue brevemente. Os
reagentes devem ser sempre resfriados adequadamente durante as etapas de
trabalho (2 - 8 °C).

Tabela 3: Exemplo para o calculo e produg¢ao da Mistura Principal para

10 reacdes
do kit Mistura Principal reagao (mais 10 %)
| Reaction Mix | 19,3 uL 212,3 uL
2 | Tag-Polymerase | 0,7 uL 7,7 uL
Total 20 L 220 L

Misture a mistura principal e depois centrifugue por pouco tempo.
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9.2 Preparagao da mistura de PCR

Pipete 20 yL da mistura principal em cada tubo de ensaio (placas).

Amostras: Adicione 5 L de eluato a cada mistura principal pré-pipetada.
Controles: Adicione 5 uL de | Control A |a cada mistura principal

pré-pipetada.

Adicione 5 uL de | Control B | a cada mistura principal

pré-pipetada.

Selar as placas, centrifugar brevemente em velocidade lenta e transferir para o
instrumento de PCR em tempo real. Inicie 0 PCR de acordo com a configuragao do
instrumento de PCR (consulte a Tabela 4, Tabela 5).

9.3 Configuracao do instrumento de PCR

9.3.1 Perfil de PCR em tempo real universal

Para harmonizar os ensaios RIDA®GENE, o kit RIDA®GENE Factor V foi verificado
no perfil universal. Isto torna possivel combinar os ensaios de DNA e RNA um com o
outro. A transcrigéo inversa, portanto, vem em primeiro lugar no perfil universal.

Tabela4: Perfil de PCR em tempo real universal para LightCycler® 480 Il e cobas

z 480 Analyzer
Transcric&o reversa 10 min, 58 °C
Desnaturacgéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
PCR Desnaturacao 10s,95 °C
Recozimento/extenséo 15s,60 °C

indice da temperatura de transicao/

indice de subida Tempo maximo

Nota: O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.
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Tabela 5:

CFX96™

Transcricao reversa

Desnaturacéo inicial

Ciclos

PCR

Desnaturagao
Recozimento/extensao

indice da temperatura de transicao/
indice de subida

Nota:

Perfil de PCR em tempo real universal para Mx3005P, ABI 7500, e

10 min, 58 °C

1 min, 95 °C

45 ciclos

15,95 °C
30,60 °C

Tempo maximo

O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.

9.4 Configuragao do canal de detecgao

Tabela 6: Selecdo dos canais de detecgado adequados

Deteccao SICL Comentario
deteccao

Instrumento de PCR
em tempo real

Roche Fator V t.
LightCycler® 480 II Mutacao
Roche Fator V t.
cobas z 480 Analyzer Mutacgo
Agilent Technologies Fator V.
Mx3005P Mutacgo
Applied Biosystems Fator V1.
ABI 7500 Mutagéo
Bio-Rad Fator V t.
™
R Mutagéao

RIDA®GENE Factor V

selv.

selv.

selv.

selv.

selv.

465/510

533/580

465/510

540/580
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FAM
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HEX
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10. Controle de qualidade — indicagao de instabilidade ou expiragao de
reagentes

As amostras sdo avaliadas usando o software de analise do instrumento de PCR em
tempo real, de acordo com as instrucdes do fabricante. | Control A | e [ Control B |
devem mostrar os resultados corretos (consulte Tabela 7).

Tabela7: Uma execugdo de PCR valida deve atender as seguintes condic¢des:

Amostra FAM VIC Gene-alvo Ct
Control A + - Ver Certificado de Analise
Control B - + Ver Certificado de Analise

* + = positivo
- = negativo

Se os dois controles, | Control A | e | Control B |, ndo estiverem de acordo com as
especificacoes, repita toda a execucédo do PCR. Se os valores especificados nao
forem atingidos, verifique os seguintes itens antes de repetir o teste:

- Data de validade dos reagentes utilizados
- Funcionalidade do equipamento que esta sendo utilizado
- Execucao correta do teste

Se as condicbes ainda nao tiverem sido cumpridas apos a repeticao do teste,
consulte o fabricante ou o distribuidor R-Biopharm local.
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11. Interpretagao dos resultados

Os resultados da amostra sao interpretados de acordo com a Tabela 8.

Tabela 8: Interpretacao dos resultados®

Fator V t. selv. Mutantes Resultado

+ i Fator V tipo selvagem (homozigética)
detectavel

i + Fator V mutagao na posi¢ao 1691
(homozigobtica) detectavel

- - Sequéncia alvo nao detectavel, invalida

+ + Fenétipo heterozigético

* + = positivo
- = negativo

A execucao do PCR nao pode ser avaliada se os controles no sistema de detecgao
nao apresentarem amplificacbes ou se nenhum dos canais alvo apresentar um
resultado positivo. Toda a execucado do PCR deve ser repetida.

A execucao do PCR nao pode ser avaliada se a amostra nio exibir amplificagao no
sistema de deteccao. Neste caso, o DNA nao foi adicionado ou foi usado um DNA
modelo inadequado (qualidade, inibidores de PCR). A amostra extraida deve ser
reamplificada, ou o isolamento e a purificacdo da amostra devem ser melhorados.

RIDA®GENE Factor V 2022-03-08 11
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1.

w

12

Limitag6es do método

O kit RIDA®GENE Factor V detecta a posigao 1691 e qualquer polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP) no gene do fator V humano (mutag&o do fator V de
Leiden) de amostras de sangue total humano de EDTA. Uma conexao entre o
nivel do valor Ct determinado e a ocorréncia de sintomas clinicos graves nao
pode ser derivada disso. Os resultados obtidos sempre devem ser interpretados
em combinacdo com os sintomas clinicos como um todo.

O diagndstico nao deve ser baseado apenas no resultado da analise bioldgica
molecular, mas deve sempre levar em conta a histéria médica e os sintomas do
paciente.

Este teste € valido apenas para amostras de sangue total com EDTA.

A extragao, o transporte, 0 armazenamento e o manuseio inadequados de
amostras podem produzir resultados falso-negativos.

A presenca de inibidores de PCR pode levar a resultados falsos negativos ou
invalidos.

Este ensaio deve ser realizado em conformidade com o regulamento sobre Boas
Praticas Laboratoriais (BPL). Os usuarios devem seguir exatamente as
instru¢des do fabricante ao realizar o teste.

A Lei de Diagnostico Genético (GenDG) alemé exige uma explicagdo completa e
consentimento por escrito dos pacientes para todas as analises genéticas de
acordo com a GenDG.
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13. Caracteristicas de desempenho

13.1 Caracteristicas de desempenho clinico
13.1.1 Especificidade analitica
Substancias interferentes

A presenca de inibidores de PCR e de substancias interferentes pode levar a
resultados invalidos. Portanto, foram examinados os efeitos de varias substancias
que poderiam estar presentes nas amostras correspondentes devido a ocorréncia
generalizada.

As substancias que poderiam potencialmente influenciar significativamente os
resultados do teste foram examinadas inicialmente em altas concentracdes
(simulagéo do pior caso) em uma tela de interferéncia. Se uma potencial
interferéncia foi encontrada nesta tela de interferéncia para uma substancia
examinada, foi estabelecida uma relagao dose-efeito entre a concentracédo da
substancia em questao e a interferéncia.

Nao foram encontradas nenhumas interferéncias para as substancias listadas na
Tabela 9.

Tabela 9: Substancias potencialmente interferentes

Substancia potencialmente interferente

Frascos de 500 Ul de Medunasal Heparin (Heparina) | 15 U/mL
Colesterol 3 mg/mL
Bilirrubina 0,1 mg/mL
Hemoglobina 0,2 mg/mL
K2EDTA 1,8 mg/mL

RIDA®GENE Factor V 2022-03-08 13



13.1.2 Precisao
A precisao do kit Factor V foi determinada para os seguintes niveis de consideragao.

Precisao Intraensaio: Determinacéo de cinco amostras de controle usando
20 réplicas, cada uma no LightCycler® 480 Il sob condi¢des idénticas.

Precisao Interensaio: Determinacdo de 5 amostras de controle em 20 execugdes em
duplicado em 10 dias de trabalho (2 execugdes por dia) realizadas por dois técnicos
diferentes em condi¢des reprodutiveis.

Os testes de preciséao intra e interensaio foram realizados utilizando trés lotes
diferentes.

Os dados de precisao foram obtidos utilizando cinco amostras de controle, bem
como os controlos pertencentes ao ensaio.

O coeficiente de variagdo maximo obtido das medigdes com o kit RIDA®GENE
Factor V no LightCycler® 480 Il foi de 1,37 %.

Tabela 10: Resultados da preciséo do kit RIDA®GENE Factor V para 1691G.
Intraensaio Interensaio Interlote
Lotes 1-3
do kit
Ct 27,9 28,3 28,3 28,3 28,2 28,4 28,3
CV (%) | 0,45% | 0,37 % | 0,36 % | 0,95% | 1,05% | 1,04 % | 1,03 %
Ct 23,3 23,6 23,6 23,5 23,4 23,6 23,5
’ CV (%) | 0,38% | 0,28% | 0,19% | 1,07% | 1,37 % | 1,25% | 1,24 %
Ct 22,0 22,3 22,3 22,3 22,3 22,4 22,3
° CV (%) | 049% | 0,37 % | 0,43% | 1,08% | 1,13% | 1,118 % | 1,14 %
Ct 20,8 21,0 21,0 21,0 21,0 21,1 21,1
) CV (%) | 043% | 044% | 051% | 1,19% | 1,26 % | 1,31 % | 1,27 %
Ct neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
° CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
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Tabela 11: Resultados da preciséo do kit RIDA®GENE Factor V para 1691A.
Intraensaio Interensaio Interlote
Lotes 1-3
do kit
Ct neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Ct 24,2 24,2 24,2 24,2 24,5 24,6 24,4
CV (%) | 053% | 0,65% | 0,73% | 1,01 % | 0,86 % | 0,73 % | 1,21 %
Ct 23,1 23,1 23,2 23,0 23,4 23,5 23,3
CV (%) | 067% | 0,58% | 0,75% | 0,76 % | 0,98 % | 1,02% | 1,35%
Ct 21,8 21,8 21,8 21,7 22,0 22,1 21,9
CV(%)| 0,73% | 0,63% | 0,65% | 0,76 % | 0,77 % | 0,88 % | 1,21 %
Ct 28,8 28,9 28,8 28,7 29,1 29,1 29,0
CV (%) | 039% | 0,72% | 0,41 % | 0,56 % | 0,77 % | 0,92 % | 1,04 %
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14. Histoérico de versoes

Numero da versao

RIDA®GENE Factor V

Secao e designagao

Versao da edigao
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15. Explicagdo dos simbolos

Simbolos gerais

Para diagnéstico in vitro
Consulte o manual de operagao
Numero do lote

Data de validade

Temperatura de armazenamento
Numero do item

Numero de testes

Data de fabricacao

LL<g~"F5 8

Fabricante

Simbolos especificos do teste

| Reaction Mix | Reaction Mix

| Tag-Polymerase | Taq Polymerase
Control A
Control B
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