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A Biotype GmbH desenvolve, produz e comercializa 0s seus proprios kits de
detecéo rdpida baeada na tecnologia PCR, sob a denominagao comercial
Mentype®. Os nossos produtos proporcionam métodos de teste rapidos e fiaveis
a0s nossos clientes, para fins de diagnastico médico profissional.

0Os nossos kits Mentype® garantem os mais elevados padrdes de qualidade nas
areas da investigacdo clinica e diagndstico.

Para obter mais informagdes e fazer consultas sobre o kit de amplificagdo por
PCR Mentype® Chimera®, n4o hesite em contatar-nos ou visite nos em
www.biotype.de
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http://www.biotype.de/en/home.html

Mentype® Chimera®

Descricao do produto

0 Mentype® Chimera® ¢ uma aplicacdo de PCR multiplex desenvolvida
especificamente para fins de monitorizagdo do quimerismo na sequéncia de
transplante de células estaminais hematopoiéticas e medula 6ssea, respetivamente. O
ensaio foi validado através da andlise de quimerismo em mais de 200 pares de
doadores-recetores compativeis no &mbito do sistema HLA, e a sua adequagéo foi
avaliada e comprovada por meio de um estudo de avaliagdo clinica comparativa.
Desde entdo, o ensaio tem vindo a ser utilizado com sucesso em diagnosticos clinicos
de rotina.

0s marcadores genéticos avaliados pelo kit Mentype® Chimera® encontramse
distribuidos por 12 cromossomas e representam microssatélites altamente
polimérficos (STR. do inglés “Short Tandem Repeats”) com taxa de heterozigose
bastante elevada e distribui¢&o equilibrada dos alelos. Em conjunto, estas
carateristicas aumentam significativamente a possibilidade de identificar loci
informativos que a permitam efetuar a discriminagéo entre doador e recetor,
proporcionando assim seguranca e robustez a analise de quimerismo.

Numa Unica reacio de PCR sdo amplificados simultaneamente os loci autossdmicos
D2S1360, D3S1744, D4S2366, D5S2500, D6S474, D7S1517, D8S1132,
D10S82325, D12S391, D18S51, D21S2055, SE33 (ACTBP2), ¢ 0 locus especifico de
género amelogenina. Por cada locus, ¢ identificado um primer, através de um
marcador fluorescente 6-FAM, BTG ou BTY.

0 limite de detegéo do kit de amplificagdo por PCR Mentype® Chimera® ¢ de 200 pg
de ADN gendmico. O intervalo ideal, em condices padrdo, é de 0,2-1,0 ng de
ADN.

0 kit foi validado através da utilizagdo dos equipamentos GeneAmp® PCR System

9700 Aluminium, Eppendorf Mastercycler ep-S, Biometra T1, ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer e ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer com polimero POP-4®,
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1. Descrigdo do Mentype® Chimera®

Tabela 1. Informagdes especificas dos locus para o kit Mentype® Chimera®

Entrada no Motivos de repeticao Alelo de Intervalo do
GenBank do alelo de referéncia Referéncia Alelo
Amelogenina X M55418
Amelogenina Y M55419
D251360 608130 [TATCJe [TGTCJo [TATC]s 23 19-32
D3S1744 (08246 [TCTAJ2 TA[TCTA]12 TCA [TCTAJ2 16 13-22
D4S2366 (08339 [ATAG]o ATTG [ATAG]2 12 9-15
D552500 608468 [ATAG]12 12 9-18
D6S474 608540 [TAGAJs TGA [TAGA]+2 17 11-20
D751517 618365 Em{;‘ AR IBAIERA 17 14-31
D8S1132 (08685 [TCTAJo TCA [TCTAJe TCTGTCTA 20 12.1-27
D10S2325 608790 [TCTTA]12 12 6-23
D12S391 608921 [AGAT]s GAT [AGAT]7 [AGAC]s AGAT 19.3 13-28
D18S51 118333 [AGAA]13 13 5.3-42
[CTAT]2 CTAA [CTAT]s CTA [CTAT]3
D2152055 G27274 TAT 24 16.1-39
[CTAT]3 TAT [CTAT]4 CAT[CTAT]2
SE33 (ACTBP2) NG000840 [AAAG]s AA [AAAG)t6 252 3-50

A Tabela 1 mostra os loci STR e respetivos motivos de repeticéo e alelos, em
conformidade com as diretrizes estabelecidas pela “International Society for Forensic
Genetics” (ISFG; Bér et al., 1997), para a utilizagdo de marcadores microssatélites. No
caso dos loci STR D8S1132 e D12S391, aplica-se a nomenclatura de Hering e Miiller
(2001); no que se refere a os loci D4S2366 e D6S474, ¢ utilizada a nomenclatura de
Becker et al. (2007); para o locus D10S2325, a de Wiegand et al. (1999); e para o
locus D7S1517, a nomenclatura adotada é a de Wiegand e Klintschar (2002). As
gamas de alelos incluem todos os alelos conhecidos que constam dos registos do
National Institute of Standards and Technology (NIST a partir de 12/2008) e de toda a
literatura atual.

Tabela 2. Mapeamento cromossémico do sistema Mentype® Chimera®

Locus Mapeamento Cromossémico

Amelogenina X Xp22.1-22.3
Amelogenina Y Yp11.2
D251360 2p24-p22
D3S1744 3p24
D4S2366 4p16-15.2
D5S2500 5q11.2
D6S474 6021-22
D7S1517 7031.33
D8S1132 8023.1
D10S2325 10p12
D12S391 12p13.2
D18S51 18¢21.3
D2152055 21922
SE33 6q14.2
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Contetido do Kit
Kit de Amplificagdo por PCR Mentype® Chimera®

Volume por tamanho do kit

Componente Reagente 100
Nuclease-Free Water Agua isenta de nucleases 1,5mL & b

g ' 15mL 1,5mL
Reaction Mix A Mistura de reagéo A 125 L 500 pL 1 g TnL

" Mistura de primers
Mentype® Chimera® ® (hir o ® D 4
Primer Mix mintype Chimera® Primer 63 UL 250 pL 250 L
Multi Tag 2 DNA Polymerase Multi Tag 2 DNA Polymerase 10 pL 40 uL 160 pL
Controlo de ADN

Mentype® Chimera®
Control DNA XY5 ou
Control DNA XY1726

Mentype® Chimera® Control
DNAXY5 (2 ng/pL) ou

Control DNA XY1726 (2 ng/pL)
Marcador de peso molecular
DNA Size Standard 550 (BTO)
Escada alélica

Mentype® Chimera® Allelic 25 1L 25 1L
Ladder

10 UL 10uL 10 uL

DNA Size Standard 550 (BTO) 13 L 50 pL 200 pL

Mentype® Chimera®
Allelic Ladder

4x
254k

Tenha em atengdo que ndo deve misturar componentes de kits fornecidos em lotes
distintos. E possivel consultar uma descrig&o geral dos nimeros de lote na etiqueta
que se encontra na parte interna da aba da caixa. Nao é permitido fracionar os
componentes do kit noutros recipientes ou tubos.

Informacao referente & encomenda
Nota: A embalagem de 1000 reagdes deixou de poder ser encomendada.

Produto Tamanho da Embalagem Numero de Referéncia

Mentype® Chimera® 25 reages 45-13210-0025

Mentype® Chimera® 100 reagdes 45-13210-0100

Mentype® Chimera® 400 reagoes 45-13210-0400
Armazenamento

Armazenar todos 0s componentes a uma temperatura entre -25 °C e -15 °C, e evitar
congelé-los e descongela-los repetidamente. Os produtos Primer Mix (mistura de
primers) e Allelic Ladder (escada alélica) deverdo ser armazenados num espago
protegido da luz. O armazenamento das amostras de ADN e dos reagentes pos-PCR
(Allellic Ladder e DNA Size Standard) devera ser feito num espago separado daquele
onde se encontram os reagentes de PCR. A indicagdo da validade encontra-se inscrita
na tampa da embalagem.
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Reagentes adicionais necessarios

Reagentes adicionais necessarios para a utilizagdo do kit de amplificagdo por PCR da
Biotype®:

Tabela 3. Reagentes adicionais necessarios para o kit Mentype® Chimera®

Reagente Fornecedor Referéncia
Hi-DI™ Formamide, 25 mL Life Technologies Corporation 4311320

Matrix Standards BT5 '

single-capillary instruments (5 x 25 L) Biotype GmbH 00-10411-0025
Matrix Standards BT5 ’

multi-capillary instruments (25 pL) Biotype GrmibH 00-10421-0025
Matrix Standards BT5

multi-capillary instruments (2 x 25 pL) Biotype GmibH 00-10421-0050

Avisos e instrugdes de seguranca

Leia as fichas de dados de seguranca (FDS) de todos os produtos da Biotype®. Essas
fichas poderéo ser-lhe disponibilizadas a pedido. Para obter copias das fichas de
dados de segurancga de quaisquer reagentes néo se encontrem incluidos no kit,
contacte o respetivo fabricante.

Até lote LEUK01073 (Reaction Mix A lote CH1901224)
0 kit de amplificacdo por PCR contém substanciao seguinte produto quimico
potencialmente perigoso:

Componente do kit Quimico
Reaction Mix A Azida de Sddio NaN3 Toxico por ingestdo, produz gases toxicos
em contacto com &cidos

Garantia de qualidade

Todos os componentes do kit sdo submetidos a um processo intensivo de garantia e
controlo de qualidade pela Biotype GmbH. A qualidade do kit de testes é
permanentemente monitorizada, a fim de garantir que 0 mesmo se mantenha
totalmente funcional. Se tiver alguma divida relativamente & garantia de qualidade,
contacte-nos.

Marcas Registadas e Patentes

As denominages Mentype® e Chimera® sio marcas registadas da Biotype GmbH.
ABI PRISM®, GeneMapper®, GeneAmp® e Applied Biosystems® sdo marcas registadas
da Applied Biosystems LLC.

Nos termos da legislagio europeia, a denominagao POP-4® ¢ uma marca registada da
Applied Biosystems LLC. Nos Estados Unidos, a denominagéo POP-4® ¢ uma marca
registada da Life Technologies Corporation.
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A tecnologia PCR encontra-se protegida por patentes, cujos titulares sdo a Hoffmann-
La Roche Inc. e F. Hoffmann-La Roche (Roche).
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Protocolos de amplificacao por PCR, eletroforese e analise

2. Amplificagao por PCR

2.1 Preparacao da mistura pincipal

A tabela abaixo mostra os volumes necessarios de todos os reagentes de PCR para um
volume de reagdo de 25 pL, incluindo um volume de amostra de 1,0 L (ADN modelo).
0 nimero de reacdes a definir deve ser estabelecido tendo em conta a inclusdo de
reagOes de controlo positivo e negativo. Adicione uma ou duas reagdes a esse nimero
para compensar eventuais erros de pipetagem.

Tabela 4. Mistura principal de PCR para o kit Mentype® Chimera®

Componente Volume
Nuclease-Free Water 16,1 L
Reaction Mix A* 5,0 uL
Mentype® Chimera® Primer Mix 2,51L
Multi Tag 2 DNA Polymerase 0,4 uL
Volume da mistura principal 24,0 uL

* contém Mg?*, dNTPs, BSA

Antes de se proceder a preparacdo da mistura principal, todos os componentes
deverdo ser misturados (vortice) e centrifugados durante cerca de 10 segundos. O
volume de ADN a utilizar no ensaio dependera da respetiva concentragdo. Nas
amostras de referéncia, a utilizagdo de 1 L sera suficiente para a maioria das
situacdes. Nas amostras criticas de pacientes, a quantidade de ADN podera ser
aumentada conforme necessario. Preencher com agua isenta de nuclease, até obter
um volume de reacéo final de 25 pL.

Regra geral, as amostras de ADN deverdo ser armazenadas em &gua isenta de
nuclease ou num tampao TE diluido (10 mM Tris HCI, pH 8,0 e 1 mM de EDTA), por
exemplo, 0,1 x tampdo TE buffer.

As misturas de primers (Primer Mix) encontram-se ajustadas de forma a permitirem
obter alturas de picos equilibradas a 30 ciclos de PCR, com 0,5 ng de ADN Gontrolo
XY5 resp. XY1726, num volume de reagdo de PCR de 25 L. deSe for aplicada uma
quantidade superior de ADN modelo, é expectavel que surjam picos mais elevados nos
segmentos de PCR mais pequenos, e picos relativamente baixos nos segmentos
maiores. Para corrigir esse desequilibrio, reduza a quantidade de ADN.

Controlo positivo

Nota: A partir do lote n.° LEUKO1071, o kit inclui o novo controlo positivo de ADN
XY1726. Este diverge do ADN XY5 de controlo anterior no seu no perfil genético. A
concentragdo e o procedimento experimental associado mantiveram-se inalterados.
Com base no nimero de lote do kit e do contetido (no rétulo da caixa do kit), € possivel
determinar o ADN de controlo incluido no kit. O novo perfil genético, bem como os
alelos a serem detetados, encontram-se na figura 2B e na tabela 9.
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Para proceder a amplificagéo do controlo positivo, dilua o controlo de ADN XY5 resp.
XY1726 a 0,5 ng/IL.

Pipete o ADN de controlo diluido, em vez do ADN modelo num tubo de reagdo com o
volume adequado de mistura principal para PCR.

Controlo negativo

Para proceder a amplificagéo do controlo negativo, pipete dgua isenta de nuclease em
vez do ADN modelo, num tubo de reagdo com o volume adequado de mistura principal
para PCR.

AND modelo

Ocasionalmente, dependendo do método de quantificacéo de ADN que for empregue,
é possivel que o valor de concentragdo apurado apresente variagdes. Por conseguinte,
podera ser necessario ajustar a quantidade de ADN, a fim de garantir a obtencéo de
resultados ideais.

2.2 Parametros da amplificacao por PCR

Para ativar a Multi Tag 2 DNA Polymerase e prevenir a formagéo de subprodutos de
PCR ndo especificos, devera ser efetuada uma PCR “hot start” (inicio a quente).

0 nimero de ciclos da PCR depende da quantidade de ADN aplicada. Recomenda-se a
utilizago de 30 ciclos de PCR para todas as amostras. No caso das amostras de ADN
criticas (< 100 ng ADN), o numero de ciclos de PCR pode ser aumentado até 32.
Metodologia padrao

Recomendada para todas as amostras de ADN

Tabela 5. Protocolo padrdo de amplificacdo por PCR para o kit Mentype® Chimera®

Temperatura  Tempo

94°C 4 min (hot start para ativagdo da Multi Tag2 DNA Polymerase)
94 °C 30s
60 °C 120s 30 ciclos
| 72°¢ 755 \
68 °C 60 min
10°C 0 espera
Opcional

Recomendado para pequenas quantidades de ADN
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Tabela 6. Protocolo opcional de amplificag&o por PCR para pequenas quantidades de

ADN

Temperatura

Tempo

94°C
94°C
60 °C
72°C
68 °C
10°C

4 min (hot start para ativagdo da Multi Tag 2 DNA Polymerase)
30s

120s 32 ciclos

7558

60 min

o espera

Nota: Se forem utilizados termocicladores com rampas rapidas de aquecimento e
arrefecimento (> 2 °C/s), o valor da rampa devera ser ajustado para 2 °C/s, a fim de
permitir que o kit apresente um equilibrio ideal.

A utilizagdo de quantidades de ADN muito baixas poderd resultar em falhas estatisticas
e alturas de picos desequilibrados. O acréscimo do nimero de ciclos de PCR aumenta
0 risco de contaminagéo cruzada por quantidades minimas de impurezas. Além disso,

poderdo surgir subprodutos de amplificagéo ndo especificos.

Mentype® Chimera®
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3. Eletroforese capilar em gel

3.1 Preparacao dos produtos de PCR

Apds a conclusdo da PCR, retirar as amostras do termociclador e centrifugar por
breves instantes. Descongelar os reagentes Hi-Di™ Formamide (ndo incluido no kit) e o
marcador de peso molecular (DNA Size Standard 550 (BTO)), e misturar e centrifugar
0s tubos por breves instantes. Preparar a mistura de Hi-Di™ Formamide e DNA Size
Standard 550 (BTO) de acordo com a Tabela 7, e adicionar uma ou duas reagdes extra
para compensar quaisquer variagoes na pipetagem.

Tabela 7. Mistura de Hi-Di™ Formamide e DNA Size Standard 550 (BTO) para fins de
desnaturagéo

Componente Volume por reacao
Hi-DI™ Formamide 12,0 L
DNA Size Standard 550 (BTO) 0,5pL

Pipetar 12 pL da mistura desnaturante de formamida e BTO no nimero de pogos
adequado de uma placa de PCR (compativel com o Sequenciador Genético). Em
seguida, adicionar a cada po¢o 1 L do produto para PCR ou 1 L de

Mentype® Chimera® Allelic Ladder. Vedar a placa de PCR com uma pelicula propria
para o efeito e agita-la e centrifuga-la por breves instantes.

Nota: A Allelic Ladder (escada alélica) ¢ utilizada durante a andlise de resultados para
determinar corretamente os fragmentos analisados. Em cada operagéo de andlise de
fragmentos devera ser incluida e analisada uma escada alélica, a fim de garantir que a
andlise de resultados seja feita de forma correta.

Nota: Os capilares utilizados na eletroforese em gel nunca devem ficar secos. Se as
amostras ndo ocuparem todas as posi¢oes dos capilares, preencha 0s pogos
remanescentes da placa com 12 L de Hi-Di™ Formamide, de acordo com o niimero
de capilares.

Desnature os produtos da PCR ja preparados num termociclador, durante 3 minutos, a
95 °C. Em seguida, arrefeca as amostras no termociclador, até chegarem a 4 °C.
Antes de realizar a analise de extensdo dos fragmentos, centrifugue as amostras por
breves instantes.

3.2 Analise de extensao dos fragmentos
Apos a execugdo bem-sucedida da calibragem espetral do dispositivo de eletroforese
capilar em gel com o reagente Matrix Standard BT5 (Biotype GmbH), crie um médulo
de execugdo especifico (ABI 310, ABI 3130) ou um protocolo de instrumento (ABI
3500) com os seguintes parametros:
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Tabela 8. Parametros especificos de resp. para 0 modulo de execugéo/protocolo de
instrumento do dispositivo de eletroforese capilar em gel

ABI 310 ABI 3130 ABI 3500
Tensdo Elétrica das
Injectes [kV] 150 30 30
Tempo de Execucéo 28 min 1560 s 1560 s
Tempo de Injecéo [s] 5 10 10

Se o0 tempo de execucdo diferir dos valores apresentados na Tabela 8, podera ser
ajustado, de forma a permitir analisar todos os fragmentos (60-550 bp) do marcador
de peso molecular DNA Size Standard 550 (BTO).

Nota: Para programar os pardmetros de execugao especificos, siga as instrugbes do
fabricante do dispositivo de eletroforese capilar.

Nota: Consulte também os folhetos disponiveis de informagdes adicionais sobre
calibragem e aplicagéo dos produtos Mentype® em instrumentos de eletroforese
capilar. Esses folhetos séo fornecidos pela Biotype GmbH mediante solicitagéo, que

podera enviar para support@biotype.de.
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4. Analise

Para obter instrucbes gerais referentes a andlise automatica de amostras, consulte o
Manual de Utilizador do software GeneMapper® ID ou GeneMapper® ID-X.

Nota: O painel vermelho do Mentype® Chimera® devera estar desvanecido.

A determinacéo exata da extensdo dos produtos amplificados depende do tipo de
instrumento, condigOes da eletroforese, e marcador de peso molecular utilizado. Devido a
complexidade de alguns loci STR, a determinag&o do tamanho dos fragmentos deve ser
feita com base em pontos de referéncia, distribuidos de modo uniforme. Nesse sentido,
dever-se-a proceder a utilizagdo do marcador de peso molecular DNA Size Standard 550
BTO ao analisar os seguintes fragmentos: 60, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
220, 240, 250, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 425, 450, 475, 500, 525, ¢
550 bp.

00 200 300 ann 500

1000
200
B00.
40
200

o

60.0/ 0.0/ 100.0]120.0/140.0[160.0]180.0/200.0/220.0]240.0 260.0/220.0(300.0 (320 0[340.0[360 0/320.0 400.0| [425.0] [450.0 [475.0] |s00.0| |s25.0] [550.0
90.0 250.0

Fig. 1 Eletroferograma do DNA Size Standard 550 (BTQ), tamanho dos fragmentos representado em bp

Nota: O ficheiro modelo disponibilizado para o marcador de peso molecular SST-
BTO_60-500bp pode ser utilizado para analisar os resultados com o software
GeneMapper® ID ou ID-X.

4.1 Ficheiros modelo para a analise (Biotype template files)

A atribuicdo de alelos deve ser feita atravésde um software de analise adequado, como
0 GeneMapper® ID/ID-X ou 0 Genotyper, em combinagdo com os ficheiros modelo
Mentype® Chimera® da Biotype GmbH. Os ficheiros modelo encontram-se disponiveis
para descarregamento na nossa pagina inicial (www.biotype.de) ou, a pedido, em CD-
ROM.

0s ficheiros modelo da Biotype® recomendados para o Software GeneMapper® ID/ID-X
S30 0s seguintes:

BinSets Chimera_Bins_viA1X*#* ou versdes superiores

Tamanho Padréo (Size
Standard) SST-BTO_60-500bp

Método de Andlise

(Analysis Method) Analysis_HID_310
Analysis_HID_3130
Analysis_HID_310_50rfu

Analysis_HID_3130_50rfu
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Definicbes Graficas
(Plot Settings)
Definicées de Tabela
(Table Settings)

PlotsBT5_4dyes

Table for 2 Alleles
Table for 10 Alleles

#Devido a0 novo controlo positivo, a partir do lote n.° LEUK01071, deve ser utilizado o
conjunto de Painel e Caixas v2 para a avaliagdo dos dados.

A utilizagdo dos Painéis e BinSets € sempre obrigatéria, enquanto os restantes ficheiros
modelo poderdo ser utilizados facultativamente.

Ficheiros modelo adicionais da Biotype® para o software GeneMapper® ID-X:
Stutter* Chimera_Stutter_v1x* 0U Vers&o superior

* Ao carregar os painéis acima referidos, as configuragdes dos picos stutter ndo serdo aceites, pelo que o
ficheiro de picos “stutter” tera de ser importado separadamente.

Ficheiros modelo da Biotype® para o software Genotyper:
Mentype_Chimera_v1 ou versao superior

Nota Importante: A importacdo e atribuicdo de alelos atravésdos ficheiros modelo s6
podem ser garantidas para o software GeneMapper® ID/ID-X. Se utilizar o software
GeneMapper®, podera ter problemas ao importaralguns ficheiros modelo. Nesse caso,
é possivel que tenha de ajustar os Painéis e Bins nas definicdes do seu tipo de
aparelho especifico, com uma ou mais execucgOes de escada alélica. Se precisar de
ajuda, contacte-nos (support@biotype.de).

Procedimento geral de execucao da analise

1. Verificar o marcador de peso molecular do ADN (Size Standard)
2. Verificar a escada alélica

3. Verificar os resultados do controlo positivo

4. Verificar os resultados do controlo negativo

5. Analisar e interpretar os resultados das amostras
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4.2 Controlos

0 controlo de ADN XY5 resp. XY1726 incluido no kit de ensaio, bem como outros ADN
comercialmente disponiveis derivados de linhas celulares padrdo, representam os
seguintes alelos:

Tabela 9. Atribuicdo de alelos com o kit Mentype® Chimera®
Controlo

Toe DNA- Controlo ATCC CCR CCR CCR
XY1726 DNA XY5 K-562 9947A 9948 3657
Amelogenina XY XY X/X X/IX XY XY
D251360 25/29 22/25 20/28 23/24 22/25 22/23
D3S1744 14/18 1718 18/18 1717 18/18 1417
D4S2366 9/11 9/12 13/13 1113 9/14 9/14
D552500 1017 10/11 15/15 15/16 11/15 11/16
D6S474 14/15 15/16 1417 13/17 16/16 15/16
D7S1517 19/25 22/27 21/24/25 19/25 20/22 24/25
D8S1132 18/22 18/20 20/24 19/21 20/24 17/18
D10S2325 9/11 13/14 73 9/10 8/14 9/14
D12S8391 21/25 17119 23/23 18/20 18/24 18/19
D18S51 12/13 13/15 15/16 15/19 15/18 12/20
D2152055 19.1/211 25/27 28/35 19.1/26 19.1/26 19.1/25
SE33 26.2/28.2 15/21.2 26.2/28.2 19/29.2 23.2/26.2 22.2/27.2

Para fins de confirmagéo adicional, a tabela acima apresenta uma lista de todos os
alelos de ADN de referéncia que podem ser adquiridos ao ATCC, bem como 3
atribuicdes de ADN de referéncia adquiridos a Coriell Cell Repositories, de acordo com
0 padrdo definido por Szibor et al. (2003).

4.3 Extensao dos fragmentos e alelos

As Tabelas 10-12 apresentam a extensdodos fragmentos de cada alelo, com base no
marcador de peso molecular DNA Size Standard 550 (BTO). Todas as analises foram
efetuadas em sequenciadores ABI PRISM® 310/3130 Genetic Analyzercom polimero
POP-4®. A utilizagdo de outros instrumentos de analise, outros marcadores de peso
molecular, ou outros polimeros, pode resultar em desvios na extensdodos fragmentos.
Além disso, é recomendavel que se verifique o alinhamento visual relativamente a
escada alélica.

Escala

Horizontal: 70-480 bp
Vertical:  Depende da intensidade do sinal
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Figura 2A
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Fig. 2 Eletroferograma obtido com o kit Mentype® Chimera®, utilizando 500 pg de controlo de ADN
(A) XY5 ou (B) XY1726. A andlise foi executada num sequenciador genético ABI PRISM® 3130 Genetic
Analyzer, com o marcador de peso molecular DNA Size Standard 550 (BTO). A atribuic&o dos alelos foi
feita utilizando o software GeneMapper® ID e os ficheiros modelo Mentype® Chimera®.
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Figura 2B
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Fig. 3 Eletroferograma de escada alética obtido com o kit Mentype® Chimera®. A analise foi executadanum sequenciador
genético ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer, com o marcador de peso molecular DNA Size Standard 550 (BTO). A atribuigio
dos alelos foi feita utilizando o software GeneMapper® ID e os ficheiros modelo Mentype® Chimera®.
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Tabela 10. Extensdo dos fragmentos da escada alélica Mentype® Chimera® analisados através de um
sequenciador genético ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer com polimero POP-4®. (painel azul)

Marcador/ Ta|r]|‘1) 4 Outros Marcador Tamanh Outros Marcador Tamanh Outros
alelo [bpl* alelos** alelo o [bp]* alelos** alelo o [bp]* alelos**
A'“el"‘;ge"i Fg'M D125391  6-FAM D6S474  6-FAM
7 15 213 13 354 11,12
80 16 217 16.3 14 358
17 221 17.3 15 362
D781517 Fg- 18 226 18.3 16 366
16 108 14,15 19 230 191, 17 370
19.3
17 12 20 234 20.3 18 374
18 116 21 238 19 378
19 120 22 242
20 124 23 246 D4S2366 6-FAM
21 128 24 250 9 429 9.2
22 132 25 254 10 433 10.2
23 136 26 258 27 " 437
24 140 1.2 440
25 144 D251360 6-FAM 12 441
26 148 19 281 13 445
27 152 20 285 14 449
28 1585 29 21 289 15 454
22 293
D3S1744 & 23 297
FAM
13 165 24 302
14 169 25 306
15 173 26 310
16 177 27 314
17 182 28 318
18 186 29 322
19 190 30 326
20 194 31 330
21 198 22 32 334
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Tabela 11. Extensdo dos fragmentos da escada alélica Mentype® Chimera® analisados através
de um sequenciador genético ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer com polimero POP-4®. (painel
verde)

Marcador Tamanho  Outros Marcador Tamanho  Outros Marcador Tamanho  Outros
alelo [bp]* alelos** alelo [bp]* alelos** alelo [bp]* alelos**
D8S1132 BTG D18S51 BTG D2152055 BTG
12.1 117 12,13 8 241 7 16.1 351
131 121 9 245 9.2 171 355
14.1 125 14.3 10 249 18.1 359
15 128 10.2 251 19.1 363
16 132 11 253 11.2 20.1 367
17 136 12 257 122 21.1 371
18 140 13 261 13.2 221 375 22
19 144 14 264 14.2 23 378 231
20 148 15 268 24 382
21 151 16 272 16.2 25 386
22 155 17 276 26 390
23 159 17.2 278 17.3 27 395
24 163 18 279 28 399
25 167 18.2 281 29 403
26 171 19 283 19.2 30 406
27 175 20 287 31 411
21 291 32 415
D552500 BTG 21.2 293 33 419
9 188 22 295 34 423
10 192 23 299 231 35 427
11 196 24 302 36 431
12 200 25 306 37 435 38
13 204 26 310 39 443
14 208 27 314
15 212 28 318 29
16 216
17 220
18 224
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Tabela 12. Extensdo dos fragmentos da escada alélica Mentype® Chimera® analisados através de um
sequenciador genético ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer com polimero POP-4®. (painel amarelo)

Marcador Tamanho  Outros Marcador Tamanho  Outros Marcador Tamanho  Outros
alblo [bpl* alelos** alblo [bpl* alelos** alolo [bp]* alelos**
D10S2325 BTY SE33 BTY SE33 BTY
6 121 6.3 205 42,53 25.2 278
7 126 7.3 209 7 26.2 282 26
8 131 8 210 8.2 27.2% 285 27
9 136 9 214 9.2 28.2 289 28,283
10 141 10 218 29.2 293 29
1 145 10.2 220 30.2 297 30
12 150 1 222 11.2 312 301 31
13 155 12 226 12.2 32 303
14 160 13 230 322 305
15 165 13.2 232 13.3 33 307
16 170 14 234 14.2,14.3 33.2 309
17 175 18 15 238 34 311
19 185 15.2 240 342 313
16* 241 16.2,16.3 35 315
17 245 17.2,17.3 35.2 317
18 249 36 318
18.2 251 18.3 36.2 321
19 253 37 322 37.2
19.2 255 38 326 39,42
20 257 20.1 49 369 50
20.2 259
21 261
21.2 263 22
22.2 267
23.2 270 23
24.2 274 24
25 276

* arredondado para ndmeros inteiros

** Os alelos “fora da escada” do agrupamento de ADN da Biotype® séo atribuidos através dos ficheiros de andlise modelo da Biotype®
para 0s softwares GeneMapper® ID ou Genotyper. Se precisar de informagdes sobre outros alelos, consulte, entre outras fontes,
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str_fact.htm

+ Afim de facilitar a orientago, estes alelos encontram-se destacados na escada alélica.
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5. Interpretacéo dos resultados

Conforme mencionado acima, a andlise pds-PCR e a atribuicdo automatica de alelos através de
um software de analise adequado permite assegurar que a discriminagdo dos alelos seja feita de
forma precisa e fiavell.

0 calculo automatizado do récio de ADN doador/ recetor, bem como os limites de desvio padrao
e detecdo, podem ser obtidos diretamente a partir dos dados em bruto de uma andlise de
fragmentos.

Se for necessario harmonizar osresultados obtidos através do kit Mentype® Chimera® com os
resultados de quaisquer andlises citoldgicas, certifique-se de que as analises citoldgicas foram
feitas com 500 leucécitos, no minimo.

Picos “pull-up”
Se as alturas dos picos estiverem fora dos limites de deteg&o linear, ou se for aplicada uma

matriz incorreta, poderdo surgir picos “pull-up”. Esses picos aparecerdo em posicoes de picos
especificos nos canais de outras cores e, geralmente, com intensidades de sinal mais baixas.

Picos “stutter”

0 aparecimento de picos “stutter” depende da sequéncia da estrutura de repeticéo e do nimero
de alelos. Os picos n-4 sdo provocados pela perda de uma unidade de repeti¢do durante a
amplificacdo de motivos STR tetra nucledtidos, devido a ocorréncia de efeitos de derrapagem na
execucdo da Tag polimerase d ADN. A interpretacdo desses picos devera ser feita em
conformidadecom os ficheiros modelo para os softwares Genotyper e GeneMapper® ID/ID-X.

Adicao de nucledtidos de forma independente do modelo

Devido a sua atividade de transferase terminal, a polimerase de ADN Multi Tag tem tendéncia a
acrescentar um radical de adenosina na extremidade 3’ do fragmento de ADN amplificado. O
artefacto de pico resultante apresenta um comprimento inferior ao expectavel (picos de -1 pb).
Todos os primers da Biotype® foram concebidos para minimizar o aparecimento desses
artefactos. A diminuicao do nimero de artefactos é reforgada através do passo de extenséo final
do protocolo de PCR, realizado a 68 °C durante 60 min. A altura dos artefactos de pico
encontra-se correlacionada com a quantidade de ADN. Cada laboratorio devera definir os seus
préprios limites de andlise de picos.

Artefactos

A temperatura ambiente pode influenciar o desempenhodos produtos de PCR nos aparelhos
multicapilares, levando ao aparecimento de picos “shoulder” ou picos “split”. Além disso, em
certos casos, a atribuigdo automatica de alelos também pode ser influenciada. Caso se se
verifique a ocorréncia desses efeitos, recomendamos que a amostra, seja novamente injetada e
que se utilize mais do que uma escada alélica por cada execugao.

Influéncia dos polimeros

0 kit Mentype® Chimera® foi validado e certificado para a execugdo de analises com opolimero
POP-4®. A utilizagdo de outros polimero (por exemplo, POP-7™ ou POP-6™) poderd influenciar
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o0 desempenho da execugdo de certos produtos de PCR. Além disso, o ruido de fundo podera
aumentar, devido as diferencas de comportamento dos marcadores fluorescentes livres.

6. Dados genéticos populacionais

0Os dados genéticos populacionais mais importantes de todos os marcadores STR encontram-se
enumerados nas tabelas 13-16. A férmula utilizada para calcular a informagao de contetido de
polimorfismo (PIC, do inglés “Polymorphism Information Content”) foi publicada por Botstein
et al. (1980), a formula de calculo da heterozigose expectavel (HET, do inglés “Expected
Heterozygosity”) por Nei e Roychoudhury et al. (1974), e a formula de calculo da capacidade
de discriminagdo (PD, do inglés “Power of Discrimination”) pode ser consultada na obra de
Jones et al. (1972). Todas as formulas sdo adequadas para marcadores autossémicos.

n

>

-1

PC=1-3f"=2% ¥ £f’
i=1 i=1j=i+1
HET:L(1— 5 fzj
n-1 j=
PD=1-3%

Tabela 13. Dados genéticos populacionais

Marcador D2S1360 Marcador D3S1744 Marcador D4S2366
Alelo e Alelo Frequéncia Alelo Frequéncia

alélica alélica alélica

19 0,007 13 0,007 9 0,347

20 0,126 14 0,104 10 0,179

21 0,060 15 0,053 11 0,074

22 0,309 16 0,100 12 0,147

23 0,142 17 0,319 13 0,168

24 0,098 18 0,197 14 0,074

25 0,086 19 0,130 15 0,011

26 0,093 20 0,067

27 0,035 21 0,023

28 0,023

29 0,012 PIC 0,790 PIC 0,760

30 0,002 PD 0,943 PD 0,919

31 0,005 HET 0,792 HET 0,795

32 0,002

PIC 0,820

PD 0,955

HET 0,856
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Tabela 14. Dados genéticos populacionais

Marcador D552500 Marcador D6S474 Marcador D781517
Alelo Frequéncia alélica Alelo Frequéncia alélica Alelo Frequéncia alélica
9 0,007 13 0,246 16 0,007
10 0,084 14 0,212 17 0,007
11 0,313 15 0,154 18 0,049
12 0,161 16 0,285 19 0,120
13 0,061 17 0,097 20 0,101
14 0,042 18 0,005 21 0,099
15 0,213 22 0,082
16 0,103 PIC 0,740 23 0,077
17 0,009 PD 0,918 24 0,155
18 0,007 HET 0,733 25 0,230
26 0,054
PIC 0,780 27 0,014
PD 0,938 28 0,005
HET 0,804
PIC 0,860
PD 0,967
HET 0,826

Tabela 15. Dados genéticos populacionais

Marcador D8S1132 Marcador D10S2325 Marcador D12S391
Alelo Freq}lgncla Alelo Frequéncia alélica Alelo Freq}le_mcla

alélica alélica

16 0,007 6 0,002 15 0,035
17 0,095 7 0,102 16 0,019
18 0,221 8 0,056 17 0,107
19 0,153 9 0,121 17,3 0,019
20 0,128 10 0,142 18 0,215
21 0,119 1 0,144 18,3 0,007
22 0,133 12 0,193 19 0,121
23 0,077 13 0,133 19,3 0,016
24 0,056 14 0,065 20 0,117
25 0,005 15 0,037 21 0,093
26 0,005 16 0,005 22 0,114
27 0,002 23 0,072
PIC 0,860 24 0,040

PIC 0,850 PD 0,967 25 0,021
PD 0,964 HET 0,851 26 0,002

HET 0,828

PIC 0,870

PD 0,971

HET 0,893

Mentype® Chimera® CHNIFUO1v2pt



26

Tabela 16. Dados genéticos populacionais

Marcador D18S51 Marcador D2152055 Marcador SE33 (ACTBP2)

Alelo Fr(;?;ei:::la Alelo Fn;?;(ie::la Alelo Frequéncia alélica

10 0,005 16,1 0,056 11 0,002

12 0,103 171 0,021 12 0,014

13 0,110 18,1 0,023 13 0,002

14 0,157 19,1 0,274 13,2 0,002

15 0,199 20,1 0,040 14 0,026

16 0,161 21,1 0,019 15 0,049

17 0,112 22,1 0,005 16 0,047

18 0,072 23 0,007 17 0,070

19 0,028 25 0,112 17,3 0,002

20 0,030 26 0,116 18 0,044

21 0,021 27 0,016 18,3 0,002

24 0,002 28 0,007 19 0,082

29 0,030 19,2 0,009

PIC 0,850 30 0,021 20 0,044

PD 0,964 31 0,023 20,2 0,009

HET 0,902 32 0,026 21 0,035

33 0,067 21,2 0,019

34 0,074 22 0,007

35 0,053 22,2 0,035

36 0,007 232 0,023

37 0,002 24 0,002

24,2 0,035

PIC 0,870 25,2 0,044

PD 0,971 26,2 0,040

HET 0,856 27,2 0,084

28,2 0,084

29,2 0,051

30 0,002

30,2 0,061

312 0,028

32,2 0,023

33 0,009

33,2 0,005

34 0,002

36 0,002

PIC 0,950

PD 0,990

HET 0,949

Todos os dados genéticos populacionais sdo baseadosnum estudo realizado pela Biotype GmbH em cerca de 210
caucasianos europeus sem grau de parentesco.
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Especificacoes: kit de amplificagdo por PCR Mentype® Chimera®

A
Aa)

Ab)

Validacao analitica
Determinacao do padrao de reacao e tolerancia especifica do lote

Objetivo: Determinar o padrdo de reagio e as tolerancias especificas do lote de
producéo de PCR multiplex, bem como a respetiva linha de base, em termos de
alturas relativas de sinal (RFU) e equilibrio das alturas de sinal.

Metodologia: O kit de ensaio contém ADN de controlo (heterozigético, na maioria
dos sistemas de STR). A reagéo padréo foi obtida através de determinactes
quadruplas, utilizando o controlo de ADN com uma concentragao nominal de 500 pg.
Adicionalmente, foram aplicados quatro valores em branco (sem controlo modelo,
NTC) isentos de ADN.

Resultados: No que se refere a misturas de primers especificas para cada lote,
foram estabelecidas as seguintes especificagbes: Utilizando um sequenciador
genético ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer, obtém-se sinais com alturas de

1 .000-4 000 RFU, e através da utilizagdo de um sequenciador genético ABI PRISM®
3130 Genetic Analyzer, obtém-se sinais com alturas de 1 000-5 000 RFU. Em
sistemas heterozigdticos, as flutuacdes nas alturas dos sinais ndo poderao ser
superiores a 30 % relativamente aos valores de referéncia. No intervalo de analise,
nédo foram observados sinais ndo especificos > 50 RFU (linha de base) associados
aos valores em branco (NTC).

Precisdo da genotipagem

Objetivo: A precisdo da alocagdo dos alelos foi estatisticamente comprovada em
condices padréo. O teste verifica a atribuicdo automatica de alelos relativamente a
escada alélica, bem como a concordancia da atribuigdo de alelos, comparativamente
a tipificagdo prévia das amostras de ADN apds terem sido analisadas por outros
métodos (outros kits de PCR, sequenciacdo direta, etc.). A partir desses resultados,
foram estabelecidas as configuragdes especificas do dispositivo para o ensaio de
genotipagem por eletroforese capilar em gel (“hins” e painéis) e a proporcao de picos
“stutter” para os modelos sequenciador de ADN.

Metodologia: Foram testadas 80 amostras de ADN humano pré- tipificado de varias
origens (sangue, esfregagos de bochecha) através de ensaios de determinagao
individualizados. Adicionalmente, foi levado a cabo um ensaio em branco (sem ADN).
Os critérios de aceitagéo foram definidos como perfis completos, com alturas de pico
> 50 RFU (avaliagdo manual).

Resultados: Apos a determinagdo das configurages do dispositivo especificas para
0 ensaio, procedeu-se & atribuigéo, a todas as amostras de ADN, dos genotipos
corretos para todos os sistemas STR e para 0 marcador de amelogenina.
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Ac)

Ad)

Ae)

Especificidade analitica

Objetivo: O objetivo deste estudo consiste em assegurar a exclusdo de resultados
falsos positivos que possam vir a ocorrer em consequéncia de situagdes de
reatividade cruzada com determinadas amostras de ADN n&o humano. No entanto,
na pratica clinica, o ADN ndo humano pode ser excluido, em grande parte, através
dos cuidados de preservagdo da esterilidade na recolha das amostras.

Metodologia: Foram testados 2,5 ng de ADN gendmico de Bos Taurus (bovino), Sus
scrofa domestica (suino), Canis lupus familiaris (cdo), Felis catus (gato) e Oryctolagus
cuniculus (coelho doméstico). Esse ADN de origem animal foi obtido a partir de
amostras de sangue fornecidas como material residual de estudos veterinarios.

Resultados: Nao foi detetada qualquer reatividade cruzada na area alélica
(< 200 RFU).

Sensibilidade analitica
Objetivo: Determinacéo do limite de deteccdo analitica (sensibilidade).

Metodologia: Foram feitos testes em quadruplicado a uma série de amostras de
ADN de referéncia com diluigdes entre 500 pg e 31,5 pg. Como critério de aceitagio,
foi definido o seguinte: perfis completos com valores > 200 RFU.

Resultados: Foi determinado um limite de deteccédo de 200 pg de ADN gendmico.

Diferencas de comportamento nos ensaios realizados com termocicladores
distintos

Objetivo: Os termocicladores de PCR de fabricantes diversos apresentam diferencas
nas respetivas especificagoes. Nomeadamente, podem ser observadas diferencas
nas taxas de aquecimento/arrefecimento, bem como nas técnicas de controlo de
temperatura.

Metodologia: Foram testadas reaces padrdo com controlo de ADN a concentragéo
nominal de 500 pg, em determinagfes quadruplas, com a mesma mistura principal,
utilizando sempre 2 amostras em branco (sem ADN, NTC), nos seguintes
termocicladores: Thermocycler GeneAmp 9700 com Alu-block (Life Technologies,
Division Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt), GeneAmp 9700 com
Silver-block (Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt), DNA Engine (PTC-
200) Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen), Biometra T1
(Biometra GmbH, Géttingen), Techne® TC-512 Thermal Cycler (biostep GmbH,
Jahnsdorf) e Eppendorf Mastercycler ep-S (Eppendorf AG, Hamburg).

Resultados: Nao foram detetados quaisquer subprodutos ndo especificos com
valores > 200 RFU. O desvio média de da altura dos picos relativamentea reagéo
padrdo foi de 20 %, a uma rampa predefinida de 2 °C/seg.
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Amostras de ADN misturado

Objetivo: O objetivo da andlise de quimerismo apos situagdes de transplante
alogénico de células estaminais hematopoiéticas consiste em efetuar a detecéo e
quantificacdo relativa das frages de ADN correspondentes ao doador € ao recetor.
Para detetar quaisquer vestigios residuais minimos da doenga, tera de ser possivel
detetar as quantidades mais pequenas possiveis de ADN do recetor ou doador nas
amostras de ADN misturado.

Metodologia: Foram preparadas e testadas trés misturas independentes, obtidas a
partir de duas amostras de ADN, nas quais 0 ADN deficitario foi utilizado a 0 %, 1 %,
2%, 3%, 5 %, 10 %, 30 % e 50 %. Os ADN incluidos nas misturas mostraram pelo
menos trés loci STR com 4 alelos informativos. Em cada caso, foram testadas
paralelamente, respeitando o protocolo de reagdo padréo, amostras de 1ng de cada
uma das 4 misturas de ADN. Foram avaliadas alturas de intensidade de sinal de, pelo
menos, 50 RFU.

Resultados: A apresentagéo dos resultados € feita na Figura 4. No que se refere ao
ADN deficitario,foi possivel alcancar um limite de detecdo de 1 %. Isso corresponde
aos valores de 1-5 % alcancados através da utilizagdo de kits de STR para fins
forenses convencionais, quando empregues em analises de quimerismo.

B

[rp—

W} =IE Bl

Fig. 4: Teste de misturas de ADN. (A, B). Valores médios e desvio padrdo das fragdes de ADN presentes em
menor quantidade, calculados a partir do desvio padrdo das alturas de sinal da eletroforese capilar (C, D)
relativamente a e B
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Temperaturas de recozimento de PCR

Objetivo: A fim de determinar a robustez da PCR, foram simuladas flutuagtes de
temperatura de recozimento dos primers da PCR multiplex. Esta etapa de utilizagéo
da temperatura é essencial para garantir a sensibilidade e especificidade da PCR.

Metodologia: Foram introduzidas + 1 °C e + 2 °C na temperatura de recozimento
especifica do kit relativamente aos parametros de reagéo padrdo com controlo de
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ADN e concentragdo nominal de 500 pg. Foi efetuada uma determinacéo tripla com a
mesma mistura principal.

Resultados: Nao foram detectados subprodutos ndo especificos com valores

> 200 RFU a temperaturas de + 1 °C. A média das alturas dos picos apresentou um
desvio maximo de + 30 % relativamente a reagdo padrdo a = 1 °C. Néo foi detetada
qualquer falha de sinal alélico < 200 RFU a temperaturas de + 2 °C.

Flutuacao dos lotes de tampdes de PCR

Objetivo: Os racios de concentragdo dos componentes do tampdo de reagéo de PCR
Reaction Mix A (dNTPs e, concentragdes ionicas, nomeadamente de Mg?*) sédo
essenciais para garantir a sensibilidade, especificidade e equilibrio dos sinais nas PCR
multiplex. Por conseguinte, a determinacdo da robustez do teste é feita por
comparagao com as flutuagdes do lote de tampdes de PCR fornecido no kit.

Metodologia: Foram testados trés lotes independentes da mistura de reago Reaction
Mix A, a fim de aferir o seu desempenho na reagéo padrdo com controlo de ADN a
concentragdo nominal de 500 pg.

Resultados: Nao foram detetados subprodutos ndo especificos com valores
> 50 RFU. O desvio méaximo das médias de altura dos picos comparativamentea reagéo
padréo foi de 20 %.

Inibidores de PCR

Objetivo: Se ndo for totalmente removida durante o processo de purificagdo do ADN
a partir do sangue total estabilizado, a hematina da hemoglobina constitui um
potente inibidor da Tagq DNA polimerase.

Metodologia: O efeito da hematina porcina (Sigma-Aldrich, Freiburg) foi testado
numa concentracao final de 0-250 pM submetida a uma reagdo padréo com controlo
de ADN a concentragdo nominal de 500 pg.

Resultados: Foi possivel obter perfis completos (= 50 RFU) com uma concentragdo
final de inibidor de hematina porcina de até 100 uM. A partir dos150 pM, deixou de
ser possivel obter perfis completos (apenas parciais).

Estabilidade durante a utilizagéo

Objetivo: A estabilidade dos reagentes do kit de PCR foi testada na sequéncia de
varios ciclos repetidos de congelacéo e descongelagao.

Metodologia: O kit de reagentes foi submetido a 20 ciclos de congelagdo e
descongelacéo. A congelagdo foi feita durante pelo menos 1 ha -20 °C. A mistura foi
descongelada a temperatura ambiente e os reagentes foram homogeneizados por
agitacdo antes de se proceder a respetiva utilizagdo. Posteriormente, foi preparada
uma reagdo padrdo com controlo de ADN a concentragdo nominal de 500 pg, bem
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como duas amostras em branco isentas de ADN, em processos de determinagdo
triplicados. A avaliacdo foi feita por comparagéo com uma reagdo padrdo obtida sem
passar pelo ciclo de congelagéo descongelagio.

Resultados: O desvio maximo da média de alturas dos picos comparativamente ao
valores obtidos através dareagdo padrdo foi de 20 % (nomeadamente, no que se
refere a perda de sinal). Ndo foram encontrados picos adicionais > 50 RFU no
intervalo de analise dos valores em branco.

Dados de desempenho clinico
Desenho do estudo, aspectos éticos e regulamentares

0 estudo de desempenho clinico foi efetuado nos termos dos paragrafos 20-24 do
German Medizinproduktegesetz. O protocolo foi aprovado pela BfArM, a autoridade
competente a nivel nacional, nos termos do paragrafo 7 do German Verordnung iber
Klinische Priifungen von Medizinprodukten, e em conformidade com as diretrizes
estabelecidas pela comissdo de ética institucional. Todos os participantes assinaram
uma declaragéo de consentimento livre e esclarecido.

Métodos de referéncia

A diferenciacdo citogenética dos leucocitos do doador e do recetor através de
hibridizag&o por fluorescéncia in situ (FISH) serviu de teste para fins comparativos.
Foi utilizado o kit especifico de sexo-cromossoma CE-IVD CEP® X
SpectrumOrange™ /'Y SpectrumGreen™ Direct Labeled Fluorescent DNA Probe Kit
(Abbott GmbH & Co KG, Wieshaden), de acordo com as instrugdes fornecidas pelo
fabricante.

Extracéo e purificacdo de ADN

A extracdo de ADN a partir de amostras de sangue total heparinizadas foi efetuada
com o kit QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden), de acordo com as
instruces fornecidas pelo fabricante.

Resultados

Procedeu-se a recolha de um total de 103 conjuntos de dados de pacientes adultos
durante varios dias apds o transplante alogénico de células estaminais
hematopoiéticas ou de medula 6ssea. Uma vez que os pares doador-recetor
apresentavam diferencas género, foram analisados com recurso a metodologia FISH
especifica para cromossomas sexuais. Para cada reagdo de PCR, foi utilizado, pelo
menos, 1,5 ng de ADN gendémico. Antes de mais, procedeu-se a determinagdo dos
sistemas STR informativos dos pares doador-recetor e confirmou-se o género através
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da genotipagem do marcador de amelogenina, faz parte daPCR multiplex. Os
resultados da PCR foram aferidos através da utilizagdo dos valores médios das
alturas de sinal de todos os STR informativos (pelo menos 2). A Figura 5 apresenta o
resumo dos resultados da andlise de concordancia.
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Fig. 5: Andlise de concordancia dos dados da PCR multiplex comparativamente aos dados citologicos.

Em 92 dos 103 conjuntos de dados (90,3 %) o desvio dos resultados da PCR
multiplex, comparativamente aos da andlise citogenética, foi inferior a 5 %. S6 foram
observados desvios superiores nos casos em que a analise citogenética foi realizada
com uma quantidade total de células igual ou inferior a 500. Segundoas
recomendag0es do fabricante do kit de FISH, a contagem de células devera ser de,
pelo menos, 200 unidades. No entanto, de acordo com as recomendagdes praticas,
as quantidades absolutas de células mais elevadas (500-1 000) proporcionam
melhores resultados para fins de andlise citogenética [1, 2].
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