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FINALIDADE
Os kits da FAMILIA BIO GENE DBS SCID/AME PCR foram desenvolvidos para
detecgdo quantitativa de Circulo de Excisédo do Receptor de Células T (T-cell
receptor excision circle [TREC]), Circulos de Excisdo de Recombinagao por Delegdo
de Kappa (Kappa-deleting recombination excision circle [KREC]), bem como para
detecgdo qualitativa do gene SMN7 em amostras de sangue seco coletadas em
papel filtro (DBS), como auxilio na triagem da Imunodeficiéncia Combinada Grave
(SCID) e da Atrofia Muscular Espinhal (AME), em neonatos, através da reagédo em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.

ANALITO
Por meio dos kits da FAMILIA BIO GENE DBS SCID / AME PCR sao realizadas
as determinagdes quantitativas de TREC, KREC, e qualitativa de SMN1.

PRINCIPIO DE AGAO

Os kits da FAMILIA BIO GENE DBS SCID/AME PCR possui metodologia
dividida em 2 etapas: obtengdo do material genético através da extragdo do
DNA genémico (gDNA) e posterior amplificagdo para detecgdo dos alvos
TREC, KREC, SMN1 e RNase P (controle endégeno).

1. O método de extragcdo do DNA se baseia na adicdo de uma amostra
de sangue coletado em papel de filtro (DBS) de 3.2mm em tubo/placa de
PCR (ndo optica), adicdo do reagente Solugdo de Lavagem DBS (R1),
centrifugagdo por 1 minuto a 2400 rpm, e incubagdo por 30 minutos em
temperatura ambiente, sob agitagdo de 1500 rpm. Em seguida a amostra
deve ser centrifugada brevemente (spindown), o sobrenadante descartado e o
reagente Agua (R5) deve ser adicionado para completa lavagem da amostra.
O novo sobrenadante formado deve ser descartado. Deve-se realizar uma
centrifugagao breve (spindown) e adicionar o reagente Solugdo de Extragdo
Rapida (R3). Apds a adigdo do R3, deve-se incubar a 95°C por 5 minutos para
ruptura de membranas, desnaturagdo de proteinas, carboidratos e lipideos.
Ap6s a incubagéo, seguir com a adi¢do de solugéo estabilizadora.

2. A amplificagéo sera realizada por meio de um termociclador de PCR em
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Tempo Real para amplificar e detectar as sondas fluorescentes especificas
para cada alvo (FAM, VIC, JUN e Cy5). O software do aparelho detecta os
alvos TREC, KREC, SMN1 e RNase P (controle endégeno).

COMPOSIGAO DO KIT
A Familia Bio Gene DBS SCID/AME PCR é composta pelo kit K356 que
contém Controles DBS , 1 — Negativo, 2 e 3 Positivos (Controles (1-3) [R1]).

R1- Controles (1-3): Um (1) Saché aluminizado contendo trés (3) papéis
de filtro impregnados separadamente com controles preparados em sangue.
Cada preparado é composto conforme abaixo:

Controle 1 - Negativo: DBS + [*] RNase P: Um (1) preparado (circulo) em
sangue contendo Plasmideo, TRIS-HCI (pH 8,0) < 50 mM, EDTA < 10 mM.
Potencialmente infectante. *A concentragdo pode variar a cada lote, com
concentracgéo < 10*. Conservar a -20 °C.

Controle 2 - Positivo: DBS + [*] copias/ pl (TREC, KREC, SMNT): Um (1)
preparado (circulo) em sangue contendo Plasmideo, TRIS-HCI (pH 8,0) < 50
mM, EDTA < 10 mM. Potencialmente infectante. *A concentragdo pode variar
a cada lote, com concentragao < 10*. Conservar a -20 °C.

Controle 3 - Positivo: DBS + [*] copias/ pl (TREC, KREC, SMN7): Um (1)
preparado (circulo) em sangue contendo Plasmideo, TRIS-HCI (pH 8,0) < 50
mM, EDTA < 10 mM. Potencialmente infectante. *A concentracdo pode variar
a cada lote, com concentragdo < 102. Conservar a -20 °C.

APRESENTACAO
Apresentacao
Reagente BIO GENE DBS SCID/AME PCR
96/384 Testes
R1 1 unidade
ACESSORIOS

Os kits da FAMILIA BIO GENE DBS SCID / AME PCR podem ser
comercializados com ou sem acessorios (placas para extragao).
Nota: Antes do uso, verifique a integridade dos reagentes, atentando-
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se as condigdes de armazenamento recomendadas. Todos os reagentes
sao fornecidos na forma liquida. Proceda da seguinte forma:

1. Antes do uso, verifique a integridade dos reagentes, atentando-se as
condi¢cbes de armazenamento recomendadas.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

A. Materiais contidos no kit:

- Reagentes conforme descrito no item Composigao do Kit.
- Instrugédo de uso (manual).

B. Materiais necessarios, mas nao contidos no kit:

Sao necessarios os seguintes itens para a realizagdo do ensaio, que ndo
acompanham o kit:

1- Termociclador de PCR em tempo real: com sistema 6tico programavel
(compativel com os fluoréforos FAM, VIC, JUN e Cy5)

2- Capela de fluxo laminar: Para manipulagdo segura das amostras e
reagentes.

3- Centrifuga com adaptador para placas: Compativel com placas de 96
ou 384 pogos.

4- VVortex ou shaker de microplaca.

5- Microcentrifuga: Capaz de operar entre 3.000 e 12.000 rpm.

6- Micropipetas e ponteiras estéreis com filtro: Para os volumes
necessarios (0,5-10 pL, 10-100 pL, 100-1000 pL).

7- Placas para PCR: Placas de 96 ou 384 pogos, juntamente com selos
opticos compativeis.

8- Materiais plasticos e consumiveis: Tubos de polipropileno,
reservatorios etc.

9- Reagentes para extragédo e amplificagdo do DNA das amostras K352
e Calibradores K357.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

Transporte:
O kit deve ser transportado em temperatura entre 2°C e 8°C, por um
periodo maximo de 72 horas, protegido da luz direta e da umidade.

Armazenamento:

Para manter a integridade dos reagentes, ao receber o kit armazene os
itens abaixo conforme as especificagdes indicadas:

R1 — armazenar a -20°C
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CUIDADOS ESPECIAIS

1. Somente para uso diagndstico in vitro profissional.

2. Seguir com rigor a metodologia proposta para a obtengao de resultados
exatos.

3. Manusear e descartar todas as amostras bioldgicas, reagentes e
materiais utilizados para realizagéo do ensaio como se fossem capazes
de transmitir agentes infecciosos. Evitar contato direto com as amostras
biolégicas e os reagentes. Evitar derrames ou aerosséis. Os residuos
devem ser manuseados e descartados de acordo com as medidas de
seguranca adequadas.

4. Procedimentos de biologia molecular, tais como a extragdo de
acidos nucléicos, transcricdo reversa, amplificagdo e detecgao,
requerem pessoal qualificado para evitar o risco de resultados errados,
especialmente devido & degradagdo de é&cidos nucléicos contidos nas
amostras ou contaminagéo da amostra por produtos de amplificagéo.

5. E necessario dispor de areas separadas para a extragao/preparacéo
de reagbes de amplificagéo e para a amplificagdo/detecgdo de produtos
amplificados. Nunca introduzir um produto de amplificagédo na area
destinada para a extragéo ou preparacéo de produtos para amplificagdo.
6. Todas as amostras e reagentes devem ser manipulados sob uma
capela de fluxo laminar. As pipetas devem ser usadas com ponteiras com
filtro. As ponteiras empregadas devem ser estéreis, livres de DNases e
RNAses.

7. Evitar o congelamento e descongelamento repetido dos reagentes.

8. Armazenar as amostras de DNA a -20°C, caso ndo sejam utilizadas
imediatamente.

9. Nao usar o kit apos a data de validade.

10. Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de
protecdo ambiental para que o descarte dos reagentes e do material
bioldgico seja feito de acordo com a legislagao vigente.

11. Para obtencéo de informagdes relacionadas a biosseguranga ou em
caso de acidentes com o produto, consultar as FDS (Ficha com Dados
de Seguranga) disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de
solicitacdo pelo SAC (Servigo de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

12. N&o utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

13. E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos utilizados
estejam devidamente calibrados e submetidos as manutengdes

periddicas.
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AMOSTRAS

A. Tipo de Amostra: Sangue Seco coletado em papel filtro (DBS) — pungéo
de calcanhar em neonatos

B. Coleta e preparo: Coleta e preparo: As amostras de sangue seco
em papel-filtro (DBS) destinadas a detec¢do de TREC, KREC e SMN1
em triagem neonatal requerem condigbes especificas de preparo e
armazenamento e transporte para garantir a estabilidade do DNA e a
preciséo dos resultados.

Apds a coleta, por pungao de calcanhar em neonatos em papel de filtro,
as amostras devem ser secas em temperatura ambiente (entre 15 °C e 30
°C) por um periodo minimo de 3 horas, posicionadas horizontalmente para
assegurar uma distribuicdo homogénea do sangue.

C. Estabilidade: Para o armazenamento a curto prazo (para periodos de
até um més), as amostras de DBS podem ser mantidas em temperatura
ambiente controlada (entre 15 °C e 30 °C), desde que protegidas da luz
direta e da umidade'?2.

Para armazenamentos a longo prazo (por até aproximadamente 20
anos), recomenda-se acondiciona-las em sacos plasticos hermeticamente
fechados, contendo dessecantes, e armazena-las em temperaturas entre
0°C e -30°C"45678,

D. Transporte: O transporte das amostras também deve ser levado em
consideragdo pois ¢ crucial proteger as amostras de condigdes adversas,
como calor excessivo e umidade elevada, que podem comprometer
a qualidade do DNA. O uso de embalagens térmicas adequadas e a
manutengdo das amostras em temperaturas controladas sd@o praticas
recomendadas para assegurar a estabilidade das amostras até a chegada
ao laboratdrio?”.

Ao seguir essas diretrizes, é possivel garantir a confiabilidade dos
resultados na triagem neonatal para TREC, KREC e SMN1T.

PROCEDIMENTO

A. Extracdo do DNA genémico
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O procedimento de extragdo do DNA gendémico segue o protocolo
descrito abaixo:
1) Obter do punch/spot de 3.2 mm de sangue seco colhido em papel
de filtro (DBS);
2) Transferir cada punch para cada weel de uma placa de PCR (ndo
optica), onde sera realizada o procedimento de extragéo;
3) Adicionar 150 pL da Solugdo de Lavagem DBS (R1), selar e
centrifugar a placa por 1 minuto a 2400 rpm;
4) Incubar por 30 minutos em temperatura ambiente, sob agitagédo de
1500 rpm;
5) Centrifugar brevemente, descartar o sobrenadante e adicionar 150
uL de Agua (R5) para uma segunda lavagem do DBS;
6) Centrifugar e descartar o sobrenadante;
7) Adicionar 5 pL da Solugéo de Extragdo Rapida (R3) e incubar por
5 minutos a 95°C;
8) Centrifugar brevemente e adicionar 35 pL da Solugao Estabilizadora
(R2) para obter o produto da extragéo.

ATENCAO:

1 - A amostra apds a realizagdo da etapa descrita no passo 4 deve
apresentar uma coloragdo rosa claro. Caso ndo apresente, deve
centrifugar e adicionar 150 pL R1 (passo 3) e todas as etapas
subsequentes.

2 — Nas etapas em que é realizado o descarte dos sobrenadantes deve
evitar que se forme volumes residuais junto ao punch, pois sobras de
lavagens podem afetar o produto final da extragéo.

3 — Apos a incubagédo a 95°C descrita na etapa 7, deve-se aguardar que
a placa retorne a temperatura ambiente. Caso necessario é possivel
colocar a placa selada em cima do gelo de modo que a temperatura volte
a temperatura ambiente.

B. Preparo da PCR

Placa de 96 pocos
1) Separar previamente os microtubos/pogos a serem utilizados, de acordo
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com o numero de amostra, controles e calibradores a serem analisados.
2) Preparar o volume da solugdo de PCR final de acordo com o nimero de
reagOes a ser realizadas.

1 25 50 100
Reagentes - - ~ ~
reagao reagoes reagoes reagoes
Mix Taq (R4) 10 uL 250 pL 500 pL 1mL
Solugédo PCR (R6) 1L 25 pL 50 pL 100 pL

* Para o preparo de numero de reagao diferente deve-se multiplicar
o volume dos reagentes para 1 reagcdo pelo nuimero de reacgdes
necessarias.

3) Pipetar 11 pL da solugdo de PCR final (R4 + R6) nos tubos ou pogos determinados
para as reagdes.

4) Adicionar amostras, controles e calibradores nos respectivos pogos conforme
abaixo:

-9 pL do DNA do extraido das amostras de DBS neonatos;

- 9 pL do Controle Negativo NTC;

-9 pL de cada Calibrador (ponto 14) em duplicata nos respectivos pogos;

-9 pL do DNA do extraido do Controle 1 Negativo— RNAse P

-9 uL do DNA do extraido do Controle 2 Positivo — alta concentragéo;

-9 pL do DNA do extraido do Controle 3 Positivo — baixa concentracéo;

Nota: Os calibradores K357 podem ser adquiridos separadamente.

5) Proceder com a homogeneizag&o de modo a evitar a formagéo de bolhas.

6) Observar que o volume total da reagéo é de 20 pL.. Recomenda-se que todas as
reagdes de PCR em tempo real incluam os controles relevantes (NTC, Negativo,
Positivos, Calibradores) em duplicata para garantir a validade do ensaio.

7) Transportar os tubos/placa para o termociclador.

Placa 384 pocos

1) Separar previamente os microtubos/pogos a serem utilizados, de acordo com o
numero de amostra, controles e calibradores a serem analisados.
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2) Preparar o volume da solugéo de PCR final de acordo com o nimero de reagdes
a ser realizadas.

1 25 50 100
Reagentes - - - -
reagéo reagoes reagbes reagbes
Mix Taq (R4) 7,5uL 187,5 uL 375 uL 750 uL
Solugao PCR (R6) 0,75 pL 18,75 uL 37,5puL 75 uL

* Para o preparo de nimero de reagéo diferente deve-se multiplicar o volume dos
reagentes para 1 reacdo pelo numero de reacoes necessarias.

3) Pipetar 8,25 pL da solucéo de PCR final (R4 + R6) nos tubos ou pogos
determinados para as reagoes.

4) Adicionar amostras, controles e calibradores nos respectivos pogos conforme
abaixo:

-6,75 pLdo DNAdo extraido das amostras de DBS neonatos;

-6,75 pL do Controle Negativo NTC;

-6,75 pL de cada Calibrador (ponto 1-4) em duplicata nos respectivos pocos;
-6,75 pL. do DNA do extraido do Controle 1 Negativo— RNAse P,

- 6,75 pL do DNA do extraido do Controle 2 Positivo — alta concentragao;
- 6,75 uL do DNA do extraido do Controle 3 Positivo — baixa concentragao;
Nota: Os calibradores K357 podem ser adquiridos separadamente.

5) Proceder com a homogeneizag&do de modo a evitar a formag&o de bolhas.

6) Observar que o volume total da reacéo é de 15 yL. Recomenda-se que
todas as reagdes de PCR em tempo real incluam os controles relevantes
(NTC, Negativo, Positivos, Calibradores) em duplicata para garantir a
validade do ensaio.

7) Transportar os tubos/placa para o termociclador.

Nota: Os reagentes para extragdo e amplificagdo do DNA podem ser
adquiridos separadamente através do K352, assim como os calibradores
(1-4), através do K357.
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EQUIPAMENTOS
Para a realizagdo da técnica é necessario um equipamento termociclador
em Tempo Real com capacidade de leitura para as sondas FAM, VIC,
JUN e Cy5.

A. Software

Os kits da FAMILIA BIO GENE DBS SCID AME PCR podem ser usados
em termocicladores de marcas e modelos diferentes como por exemplo
Quantstudio 5, Gentier 96 E, desde que contenham capacidade de
leitura para as sondas FAM, VIC, JUN e Cy5. Portanto, os softwares
das andlises séo variaveis de acordo com as marcas e modelos dos
equipamentos termocicladores utilizados.

B. Configuragoes

As configuragoes dos ensaios devem ser inseridas nos softwares dos
equipamentos/termocicladores conforme descrigdes abaixo:

1- Defina o tipo de experimento:
Teste Quantitativo para os alvos TREC, KREC e Qualitativo para o alvo
SMN1 e RNase P (controle interno).

2-Definigao dos detectores (sondas) fluorescentes:

Alvo Detector Quencher
SMN1 FAM MGB-NFQ
TREC JUN Qsy
KREC VvIC Qsy

RNase P Cy5 QSY2

3 - Defina as condigées dos ciclos:

Etapa Temperatura Tempo Ciclos

1 95°C 2 minutos 1
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2 95°C 10 segundos
40
3 60°C* 30 segundos
*Defina “Data Collection” como “stage 3” (60°C - 0:30)".
CONTROLES:
A. Validagao dos Controles
Controles Faixa permitida/CT Amplifica_g:ﬁol
Deteccao
TREC Positivo - . .
KREC Positivo Verificar desvlo permitido Valida
SMN1 Positivo
NTC Indeterminado Vdlida
RNase P (Controle Cy5=220530 Valida
Enddgeno)
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INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Os resultados de cada alvo devem ser interpretados de acordo com as

tabelas a seguir:

- Parametros de avaliacdo da
amostra

- Parametros de avaliagdo dos
resultados obtidos para o alvo
RNase P (Cont. Endégeno Cy5)

- Valores de CT do alvo RNase P

Amostras que ndo atendem aos
parametros podem gerar resultados
anémalos ou falsos. Problemas in-
cluem: preenchimento irregular do
DBS, coleta/secagem inadequada,
corte proximo a borda, eluigdo de-
ficiente por degradacgédo térmica/
umidade e armazenamento inade-
quado (sem saché dessecante ou
fora da faixa de -10°C a -20°C), que
pode gerar contaminagdo microbi-
oldgica.

As curvas de amplificagdo do alvo
RNase P devem seguir um padrdo
sigmoidal bem definido, com am-
plificagdo logaritmica na fase expo-
nencial até o platé. Os valores de Ct
devem estar entre 20 e 30.
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- Parametros de
avaliagao dos re-
sultados obtidos
para o alvo SMN1

(FAM)
- Valores de Ct do
alvo SMN1
- Interpretagao do
Resultado SMN1
(FAM)

- Parametros de avaliagao
dos resultados obtidos
para o alvo KREC (VIC)
- Valores de Ct do Alvo

KREC
- Interpretagao do Re-
sultado KREC (VIC)

- Parametros de
avaliacao dos
resultados obtidos
para o alvo TREC
(JUN)

- Valores de Ct do
Alvo TREC
- Interpretagao do
Resultado TREC
(JUN)

Determinagao
qualitativa
Determinagao
qualitativa através
de controle
positivo.

Parametros de
amplificagao
1.Curvas de am-
plificagdo devem
seguir um padrao
sigmoidal bem
definido.
2.Amplificagdo
logaritmica na fase
exponencial até o
plato.

3.Linha de base
estabelecida nos
ciclos iniciais, sem
aumento significa-
tivo de sinal.

Quantificagéo do alvo
KREC

Feita por quantificagéo ab-
soluta com calibradores de
4 pontos (104 — 10" cp/pL),
no minimo em duplicata.

Parametros de amplifi-
cagao

1.Curvas de amplificagdo
devem seguir um padrao
sigmoidal bem definido.
2.Amplificagdo logaritmica
na fase exponencial até

o platé.

3.Linha de base estabe-
lecida nos ciclos iniciais,
sem aumento significativo
de sinal.

Critérios de qualidade da
reagao

1.Eficiéncia entre 90-110%,
garantindo duplicagéo cor-
reta do DNA a cada ciclo.

Quantificagdo do
alvo TREC

Feita por quantifi-

cagao absoluta com
calibradores de 4

pontos (10*— 10" cp/
uL), no minimo em
duplicata.

Parametros de
amplificagao
1.Curvas de amplifi-
cagéo devem seguir
um padréo sigmoidal
bem definido.
2.Amplificagdo
logaritmica na fase
exponencial até o
plato.

3.Linha de base es-
tabelecida nos ciclos
iniciais, sem aumento
significativo de sinal.
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Interpretagao dos
resultados

1. Parao

alvo SMN1, é
necessario avaliar
a ocorréncia de
uma curva de
amplificagdo com
padréo sigmoidal

2. Coeficiente de correlagéo
(R?) 20,98, indicando alta
linearidade e precisao.

Interpretagdo dos resulta-
dos

1. Cada laboratério devera
definir os seus valores de
referéncia baseado na

Critérios de quali-
dade da reagao
1.Eficiéncia entre
90-110%, garantin-
do duplicagao
correta do DNA a
cada ciclo.
2.Coeficiente de
correlagédo* (R?)

claramente testagem de um n amostral de | 20,98, indicando
definido ou sua neonatos que seja suficiente alta linearidade e
auséncia. para estabelecer a dis- precisao.
tribuicdo normal do nimero de
copias/uL de KREC presente Interpretagao dos
na populagao. resultados
2. Os valores de cépias 1. Cada laboratério
obtidos na validagédo do BIO devera definir os
GENE DBS SCID /AME PCR | seus valores de
para o alvo KREC foi de <25 referéncia baseado
copias/pL. na testagem de
Esse valor (< 25 copias/pL) um n amostral
ird auxiliar na interpretagao de neonatos que
do resultado obtido pelo labo- | seja suficiente
ratério com base no valor de para estabelecer
corte estabelecido, conforme a distribuicdo
descrito no item 1. normal do nimero
de copias/pL de
TREC presente na
populagéo.
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2. Os valores de
copias obtidos na
validagdo do BIO
GENE DBS SCID
/ AME PCR para o
alvo TREC foi de < 25
copias/pL.

Esse valor (= 25
copias/pL) ira auxiliar
na interpretagdo do
resultado obtido pelo
laboratério com base
no valor de corte es-
tabelecido, conforme
descrito no item 1.

Causa de detecgéo de baixo nimero de copias de KREC nao relacio-
nadas a SCID™

1- Neonatos expostos de forma transversal durante o desenvolvimento
intrauterino a farmacos da classe de imunossupressores.
2- Agamaglobulinemia

Causa de deteccao de baixo nimero de cépias de TREC nao relacio-
nadas a SCID 12131415

1-Neonatos expostos de forma transversal durante o desenvolvimento
intrauterino a farmacos da classe de imunossupressores

2- Sindrome de DiGeorge, 3- Sindrome de Omenn, 4- SCID de vazamen-
to, 5- SCID deficiente de ADA, 6- Neonatos prematuros

Homologia entre SMN1 e SMN2'®
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1-Devido a alta homologia de SMN1 e SMN2, o kit Bio Gene DBS SCID/
AME PCR foi desenvolvido com um bloqueador para SMN2 a fim de au-
mentar a especificidade e precisdo na detecgdo do SMN1T.

2-Amostras que apresentem delecdo homozigética para SMN71 e na
presenca de um nimero elevado de cépias de SMN2 (maior que o que seria
biologicamente esperado), o ensaio ainda é capaz de detectar a presenga
de um homozigoto SMNT.

Controle Negativo — NTC (No Template Control)

1-Auséncia de amplificagdo e CT para o Controle Negativo NTC
2-Se houver amplificagdo no NTC, pode indicar contaminagéo e o teste
deve ser refeito.

Eficiéncia da Reacao (E) e Coeficiente de Correlagéo (R?)

1-A eficiéncia da reacao deve estar entre 90-110%, o que demonstra
que a amplificagéo esta eficiente e que a quantidade de DNA esta sendo
duplicado a de a cada ciclo;

Consideragées Importantes

- Todos os resultados devem ser interpretados em conjunto com dados
clinicos e laboratoriais adicionais.

- A confirmagéo diagndstica deve ser feita por testes complementares
especificos e avaliagdo médica especializada, visto que o Bio Gene DBS
SCID AME PCR ¢é um kit de triagem e ndo confirmatorio.

- Resultados inconclusivos ou duvidosos podem exigir repeticdo do teste
ou coleta de nova amostra.

LIMITAGOES DO PROCESSO

Interferéncias: Contaminantes presentes na amostra ou reagentes
podem inibir a amplificacéo, ocasionando falsos-negativos
(hemoglobina, heparina, detergentes na amostra, dentre outros).

Contaminagdo Cruzada: A manipulagdo inadequada ou o fluxo

incorreto entre areas “limpas” e “sujas” pode comprometer os
resultados.
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Qualidade do DNA:
Amostras com quantidade insuficiente ou degradadas podem resultar
em testes invalidos (insuficiéncia de sangue no papel-filtro, secagem
inadequada do papel-filtro).

DESEMPENHO DO PRODUTO E CONTROLE DE QUALIDADE

O Kit BIO GENE DBS SCID / AME PCR foi validado para a deteccédo
de TREC, KREC e SMN1 em amostras de sangue seco em papel-filtro
(DBS), utilizando PCR em tempo real. Abaixo estdo os parametros de
desempenho avaliados durante os estudos de validagéo.

A. EXATIDAO

A exatiddo do ensaio foi determinada comparando os resultados obtidos
com este kit em relagdo a um método de referéncia ou a um painel de
amostras previamente caracterizadas.

- Concordancia com o método de referéncia (%): >99,9%

- Numero total de amostras testadas: 200 amostras

B. PRECISAO

Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada analisando amostras em replicatas dentro
da mesma corrida, em condigdes idénticas de reagentes, equipamentos
e operadores.

Conclusao
Coeficiente de Variagdo (CV%) e desvio-padrao intra-ensaio

Coeficiente de Variagdo
Amostra TREC KREC SMN1
Amostra 65 1,20% 0,54% 0,96%
Amostra 90 1,14% 1,01% 1,26%
Amostra 193 0,97% 0,81% 1,09%
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Blo Bioclin- QuiBAs:
Desvio-padrao
Amostra TREC KREC SMN1
Amostra 65 0,364 0,157 0,251
Amostra 90 0,350 0,292 0,331
Amostra 193 0,341 0,295 0,287
Média
Amostra TREC KREC SMN1
Amostra 65 30,34 28,83 26,09
Amostra 90 30,62 28,73 26,31
Amostra 193 35,26 36,26 26,26

Os valores de CV e desvio-padrdo atendem ao critério estabelecido,
indicando boa repetibilidade do experimento.

Reprodutibilidade
A reprodutibilidade foi avaliada considerando a variagéo entre diferentes
dias, lotes de reagentes e operadores.

Conclusao
Coeficiente de variagao (CV%) inter-ensaio:

Amostra Amostra65 Amostrag0

Desvio

= 0,31 0,29 0,32 0,36 0,33 0,40
Padrao

Média 30,25 | 28,92 | 26,31 30,41 28,73 | 26,22

cv 1,03% | 1,01% | 1,20% | 1,17% | 1,14% | 1,54%
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Amostra Amostra193
Desvio Padrao 0,39 0,36 0,32
Média 35,41 36,09 | 26,16
Ccv 1,11% | 0,99% | 1,23%

Os resultados indicam que o kit atende aos critérios, com coeficiente de
variagdo menor que 5% e o desvio-padrao de todos os genes em todas
as amostras sdo menores que 0,5 Ct.

C. Sensibilidade Clinica

A sensibilidade clinica foi determinada com base na detecgéo de
amostras previamente classificadas como positivas para SCID e AME,
avaliando a taxa de detecgéo correta pelo ensaio.

Estatistica Valor IC de 95%
Sensibilidade 100,00% 92,89% a 100,00%
Especificidade 100,00% 97,57% a 100,00%
Valor Preditivo 100,00% 92,89% a 100,00%

Positivo (*)

Valor Preditivo 100,00% 97,57% a 100,00%

Negativo (*)

Preciséo (*) 100,00% 98,17% a 100,00%

« Sensibilidade clinica para SCID (%): >99,9%
» Sensibilidade clinica para AME (%): >99,9%
» NUmero de amostras clinicas testadas: 200

D. Sensibilidade Analitica
A sensibilidade analitica foi determinada com base no limite de deteccéo
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(LoD), definido como a menor quantidade de copias detectaveis com
alta reprodutibilidade.
* LoD para TREC: 1 copia/uL
* LoD para KREC: 2 cépias/uL
* LoD para SMN1: 1 copia/uL

E. Linearidade
A linearidade do ensaio foi determinada por meio de diluicbes seriadas
do padréo quantitativo, avaliando a relagdo entre a concentracéo do alvo
e os valores de Ct obtidos.

» TREC: 18 copias/uL

* KREC: 6 copias/pL

* SMN1: Linearidade néo se aplica para teste qualitativo.

SEGURANGCA
Cuidados Gerais e Quimicos
Manuseio dos Reagentes:
* Leia a Ficha com Dados de Seguranga (FDS) antes do uso.
« Utilize Equipamentos de Protecéo Individual (luvas, avental, pro-
tecéo ocular).
Armazenamento:
Mantenha os reagentes sob condi¢des ideais, evitando exposicéo a luz
intensa e variagdes de temperatura.

Biosseguranga

Amostras Bioldgicas:

- Trate todas as amostras como potencialmente infecciosas.

- Realize a extragdo e manipulacédo dos DBS em capela de fluxo
laminar.

- Descarte:

Descarte residuos (amostras, ponteiras, tubos) de acordo com as
normas locais e internacionais de biosseguranca.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

Imunodeficiéncia Combinada Grave (SCID):

As imunodeficiéncias primarias incluem um grupo de doengas genéticas
raras que comprometem o desenvolvimento e a fungdo do sistema imu-
noldgico. A triagem neonatal para essas condigdes utiliza a quantificacdo
de TREC (Circulos de Excisdo do Receptor de Células T) e KREC (Cir-
culos de Excisdo de Recombinagao por Delegdo deKappa), que refletem
a produgéo recente de linfocitos T e B, respectivamente.
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BIO
Bocin: quasen

TREC:
- Representa a formagao de células T no timo.
- Niveis reduzidos de TREC indicam deficiéncia grave de células T, sen-
do um marcador crucial para a detecgéo da Imunodeficiéncia Combinada
Grave (SCID) e outras sindromes de linfopenia T.
KREC:
- Reflete a maturacgdo de células B na medula éssea.
- Niveis baixos de KREC sugerem deficiéncia na produgéo de linfécitos
B, como ocorre na agamaglobulinemia ligada ao X (XLA) e em outras
desordens que afetam a imunidade humoral.
A avaliagdo simultanea de TREC e KREC permite diferenciar SCID clas-
sico (que pode afetar tanto células T quanto B e NK) de outras imunode-
ficiéncias primarias que impactam seletivamente a producéo de linfocitos
B

Eése teste de triagem neonatal possibilita a identificagéo precoce dessas
condigdes, permitindo intervengdo médica imediata e aumentando as
chances de um melhor progndstico.

Atrofia Muscular Espinhal (AME):

A Atrofia Muscular Espinhal (AME) € uma doenca neuromuscular genéti-
ca autossémica recessiva caracterizada pela degeneragéo progressiva
dos neurdnios motores na medula espinhal, resultando em fraqueza
muscular severa e, nos casos mais graves, insuficiéncia respiratéria
precoce.

A principal causa da AME ¢ a delegdo homozigética do éxon 7 do gene
SMN1 (Survival Motor Neuron 1). Esse gene é responsavel pela pro-
ducgédo da proteina SMN1, essencial para a sobrevivéncia dos neurénios
motores. A ndo detecgédo ou Ct elevado para SMN1 sugere delegdo do
éxon 7, sendo compativel com AME.

A detecgao precoce de SCID e AME por triagem neonatal possibilita a
intervencado terapéutica antecipada com tratamentos modificadores da
doenga como transplante de medula 6ssea e terapia génica, melhorando
significativamente o progndstico dos pacientes.
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Blo Bioclin - QUIBASA
ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR
Para esclarecimentos, suporte técnico e informacdes adicionais, entre
em contato com:
Servigo de Assessoria ao Cliente
Tel.: 0800 031 5454
E-mail: sac@bioclin.com.br
Site: https://www.bioclin.com.br/

Numero de registro do kit BIO GENE DBS SCID/AME PCR na ANVISA:
10269360472

Esta bula deve ser lida atentamente antes de iniciar qualquer procedi-
mento. O ndo cumprimento das instrugdes contidas pode comprometer
a acuracia do ensaio e a seguranga do paciente. Em caso de duvidas,
contate o suporte técnico.
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