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Elucigene® TRP (painel de risco de trombose)

Cdédigo de catadlogo: THO03B2 — 50 testes (com MTHFR)
Cdédigo de catadlogo: TH002B2 — 50 testes (sem MTHFR)

Nota: Para o n.° de catalogo TH002B2, ignore todas as referéncias aos primers MTHFR e
andlise.

Utilizacao prevista

Para a deteccéo qualitativa in vitro simultanea de mutacdes do factor V de Leiden (R506Q),
da protrombina (factor Il 20210A) e da metilenetetraidrofolato redutase (MTHFR C677T) em
DNA extraido a partir de amostras de sangue total (conservado em EDTA) ou de gota seca.

Resumo e explicagao

Estima-se que a trombose venosa seja responsavel por 50 000 mortes/ano nos EUA e
tenha uma incidéncia anual de 1 em 1000 (1). S&o muitos os factores de risco descritos que
contribuem para a trombose, tal como cirurgia, gravidez, contraceptivos orais e imobilizacédo
prolongada (sindrome da classe econémica) (2).

Um elemento genético também influencia o equilibrio delicado do processo de coagulacao
do sangue. A via bioquimica da coagulacdo é complexa e contém muitos factores que
optimizam ou inibem o processo, tendo como resultado a coagulagéo deficitaria (hemofilia)
ou excesiva (trombofilia). Destes factores, 3 foram identificados como factores-chave que
contribuem para a maioria dos casos de trombofilia hereditaria (3)(4)(5). As mutacdes nos
genes destes factores sdo indicadores Uteis do risco aumentado de trombose venosa. Sao o
factor V de Leiden (R506Q), o factor Il (protrombina 20210A) e a MTHFR (677C>T). A
MTHFR (metilenetetraidrofolato redutase) é essencial para manter os niveis de
homocisteina, que influencia o processo de coagulagéo do sangue.

O factor V de Leiden é a forma de trombofilia hereditaria mais comum. A heterozigotidade
do factor V de Leiden ocorre em 3 a 8% das populacdes gerais dos EUA e Europa (6). A
frequéncia da homozigotidade da mutag&o do factor V de Leiden é de aproximadamente 1
em 5000, ainda que a prevaléncia seja consideravelmente varidvel em diferentes
populacdes. O risco de tromboembolismo venoso depende de factores genéticos e factores
"adquiridos". A idade é um factor importante, progredindo o risco aumentado a uma
velocidade superior em individuos com mutacgao no factor V de Leiden. Um individuo
heterozigético para a mutacéo do factor V de Leiden tem uma probabilidade 7 vezes maior
de desenvolver um tromboembolismo venoso e um individuo homozigético para o factor V
de Leiden tem um risco 80 (oitenta) vezes maior (7). Outros factores de risco genéticos
(protrombina 20210A e MTHFR 677C) também contribuem para o aumento do risco, por
exemplo, um heterozigotico para o factor V de Leiden tem um risco aumentado de 20 vezes
se também for heterozigotico para o factor 20210A (8). Em mulheres que tomam
contraceptivos orais, o risco de trombose venosa aumenta até 30 vezes caso a mulher seja
heterozigética para o factor V de Leiden, ou varias centenas de vezes se for homozigotica
para o factor V (9).

O teste é geralmente direccionado para doentes com menos de 50 anos com trombose
venosa e doentes ou familiares com uma histéria de doencga trombolitica. O teste seria
ainda necessério em familiares de pessoas que se sabe terem mutacgdo do factor V de
Leiden e em mulheres com perda de fetos recorrente ou pré-eclampsia grave ou nados-
mortos. O conhecimento do estado do factor V de Leiden pode influenciar a forma como se
lida com uma gravidez ou o processo de tomada de decisdo em relacdo a contraceptivos
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orais (10). Logo que a mutacao do factor V de Leiden seja identificada, € muito util testar
também os outros factores de risco de trombose, como a protrombina (factor 1) e a MTHFR.
Os beneficios da identificacdo de mutagdes do factor V de Leiden em doentes com
trombose venosa € que os familiares assintomaticos poderao optar por determinar se
também apresentam um risco aumentado e, assim, ajudar a orientar o0 seu tratamento
antitrombaotico em periodos de maior risco, como em cirurgia, gravidez, contraceptivos orais
ou longos periodos de imobilizacao, por exemplo, viagens de longo curso (11).

Principios do procedimento

O método empregue no teste Elucigene TRP baseia-se no sistema de amplificacéo
refractaria de mutacdes (Amplification Refractory Mutation System — ARMS), uma
tecnologia de amplificacdo de PCR especifica de alelos com capacidade para detectar
mutagdes pontuais ou pequenas delecdes no acido desoxirribonucleico (DNA)(12). O teste
compreende duas misturas de reac¢cdo complementares. A primeira mistura de reac¢éo
amplifica especificamente todos os alelos TRP n&o afectados por mutacdesnofactor V de
Leiden (R506Q), factor Il (protrombina 20210A) e MTHFR (677C>T), ou seja, tipo selvagem.
Em contraste, a segunda mistura de reacgéo contém primers que amplificam
especificamente apenas os alelos mutantes R506Q, 20210A e 677C>T. Cada mistura de
reaccéo inclui ainda primers que amplificam as sequéncias de DNA sem mutacao do factor
V de Leiden, protrombina e MTHFR como um controlo interno de amplificacdo do ensaio
para indicar uma amplificagdo bem sucedida. Os produtos amplificados (amplicons) das
duas reaccdes sao separados por electroforese num gel de agarose, em que a presencga ou
a auséncia de bandas no gel indicam o estado dos alelos do factor V de Leiden (R506Q), do
factor Il (protrombina 20210A) e da MTHFR (677C>T).

Adverténcias e precaugoes
1. Para diagnéstico in vitro.

2. O controlo de DNA fornecido com este kit é de origem humana e foi analisado
independentemente com um ensaio de PCR, tendo-se verificado que € negativo
para o virus da hepatite B (HBV), o virus da hepatite C (HCV) e o virus da
imunodeficiéncia humana 1 (HIV1).

3. Ha que ter cautela quando se manuseia material de origem humana. Todas as
amostras devem ser consideradas potencialmente infecciosas. Nenhum método de
teste pode garantir totalmente a auséncia de HBV, HCV, HIV 1 ou de outros agentes
infecciosos. O manuseamento das amostras e dos componentes dos testes, a sua
utilizagdo, o seu armazenamento e a sua eliminacdo devem estar de acordo com 0s
procedimentos definidos pelas orientagdes ou regulamentos nacionais de seguranca
biologica.

4. Armazene todos 0s componentes a uma temperatura inferior a -20 °C. Elimine 3
meses apoés a abertura, excepto se dividido em subaliquotas.

5. De acordo com as boas praticas de laborat6rio actuais e para que se possa avaliar a
validade do procedimento, os laboratorios devem processar em cada ensaio as suas
proprias amostras de controlo de qualidade (QC) interno de gendtipo conhecido.

THOO3BYOO09PT Rev. 11/2011 Péagina 3 de 12



Simbolos utilizados nos rétulos

Os simbolos utilizados em todos os rotulos e embalagens estdo em conformidade com a
norma EN 980 harmonizada
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Materiais fornecidos

Os reagentes devem ser armazenados em &reas isentas de DNA ou produtos de PCR
contaminantes.

Todos os reagentes sdo fornecidos prontos a utilizar. Armazene os reagentes abertos e por
abrir a -20 °C. Os reagentes abertos podem ser armazenados durante até 3 meses.

Sao fornecidos materiais suficientes para 50 andlises:

1. 2 frascos x 450 ul de mistura A de primers (TA) com primers especificos para a
amplificacdo de alelos ndo afectados por mutac¢des do factor V, factor Il ou MTHFR,
primers de controlo e desoxinucleétidos trifosfatos em tampéo (THOO3TA, THOO2TA
(sem MTHFR)).

2. 2 frascos x 450 ul de mistura B de primers (TB) com primers especificos para a
amplificacdo de alelos afectados por mutacGes do factor V, factor Il ou MTHFR,
primers de controlo e desoxinucleétidos trifosfatos em tampéao (THO03TB, THO02TB
(sem MTHFR)).

3. 1 frasco x 600 pul de corante de carga (LD). (CRO00TR)
1 frasco x 200 pl de tampéo de diluicdo (DB). (CRO00TV)

5. 1 frasco x 50 pl de controlo de DNA (DC), normal para muta¢gbes do factor V de
Leiden R506Q, da protrombina 20210A e homozig6tico para a variante do alelo
MTHFR 677C. (CR002TX)

B

Materiais necessarios mas nao fornecidos

Consumiveis de laboratério — luvas, tubos de microcentrifugacdo com tampa de rosca,
pontas de pipeta, frascos de PCR de parede fina de 0,2 ml ou 0,5 ml (a utilizacdo de dois
frascos de cor diferente ajudara a identificar a mistura de primers).

Preparacdo do DNA — agua desionizada estéril de boa qualidade, cloreto de sédio (NaCl),
sal dissédico do acido etilenodiaminetetracético (EDTA), pellets de hidréxido de sédio
(NaOH), 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol (base Tris) cristalizado, acido cloridrico
(HCI) a 36% sp.gr.1.18 e cloreto de aménio (NH,4CI).

Amplificacdo por PCR — 06leo mineral branco leve Sigma*, agua destilada estéril de boa
qualidade, AmpliTaq Gold (Applied Biosystems).

Electroforese — materiais de electroforese em gel, incluindo agarose NuSieve® 3:1
(Lonza), marcador de 50 pares de base (GE Healthcare) e brometo de etidio.

* Para a amplificacdo executada em frascos de PCR de 0,5 ml ou termocicladores sem
tampas aquecidas

Equipamento Necessério

Equipamento de laboratério — pipetas de precisdo (2 conjuntos: 1 para utilizar antes da
amplificacdo e 1 para depois da amplificacdo: de preferéncia, pipetas com deslocacdo
positiva), proteccdo ocular, vestuario de proteccao, agitador vortex, microcentrifugadora e
suportes de tubos.

Preparagédo do DNA — bloco de aquecimento (aquecimento a 100 °C).

Amplificacdo — termociclador onde caibam frascos de 0,5 ml ou 0,2 ml (com exactiddo da
temperatura de +/-1 °C entre 33 °C e 100 °C e uniformidade da temperatura estética de
+/-1 °C), tampa aquecida opcional.

Electroforese — reservatério de gel submarino horizontal, unidade de alimentacao,
microondas, banho de agua para arrefecer a agarose; transiluminador de UV, sistema
fotografico.
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Colheita e armazenamento de amostras
Devem ser usadas amostras de sangue total (EDTA) ou gota seca.

Ha relatos de alguns casos em que dispositivos de colheita de amostras afectaram a
integridade de determinados analitos e poderiam interferir com as tecnologias de alguns
métodos(9). Recomenda-se que cada utilizador zele para que o dispositivo escolhido seja
utilizado de acordo com as instru¢cbes do fabricante e que os dispositivos de colheita de
amostras e métodos de preparacdo de DNA alternativos sejam compativeis com este teste.

As amostras de sangue devem ser armazenadas a -20 °C antes da preparacdo do DNA.
Evite congelar e descongelar repetidas vezes.

Preparacdo de DNA a partir de amostras de sangue total (EDTA)

1. Pipete 80 pl de cada amostra de sangue para um tubo de microcentrifugacdo com
tampa de rosca.

Pipete 320 pl de solucdo de NH,CI 170 mM (9,09 g/l) para dentro de cada tubo.

Misture durante 20 minutos por rotacdo e inversdo suaves. Evite a agitacdo vigorosa e a
formacgéo de espuma.

4. Centrifugue cada tubo durante 2 minutos a 12 000 g, até que se forme um pellet
(concentrado) de células.

Remova o liquido sobrenadante com uma pipeta e elimine-o.

Pipete 300 pl de NaCl 10 mM (0,58 g/ll)/EDTA 10 mM (3,72 g/l) para cada tubo e
ressuspenda as células misturando os tubos no vortex.

7. Centrifugue cada tubo durante 1 minuto a 12 000 g, até que se forme um pellet de
células.

8. Repita 0s passos 5 a 7 pelo menos mais duas vezes até que toda a coloragéo visivel no
liquido sobrenadante tenha sido removida.

9. Remova o liquido sobrenadante com uma pipeta e elimine-o.

10. Pipete 200 pl de solugdo de NaOH 50 mM (2 g/l) para cada tubo e ressuspenda as
células misturando os tubos no vortex.

11.Incube num bloco aquecido a 100 °C durante 10 minutos.

12. Pipete 40 pl de base Tris 1 M (121,1 g/l)/HCI (pH 7,5) para dentro de cada tubo e misture
no vortex.

13. Adicione 1 ml de agua desionizada estéril a cada tubo de microcentrifugacdo para
perfazer umvolume total de amostrade DNA de 1,24 ml.

14. Centrifugue cada tubo durante 1 minuto a 12 000 g, até que se forme um pellet de
detritos celulares. O DNA fica no liquido sobrenadante.

Preparacdo de DNA a partir de gotas de sangue seco

1. Perfure 2 discos de 3 mm® do cartdo de amostra para um tubo de 1,5 ml com tampa de
rosca.

A perfuragdo deve ser feita numa area do cartdo que esteja totalmente saturada com
sangue.
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Perfure e elimine varias areas do cartdo "limpas" antes de cada amostra, para evitar o
transporte de amostras.

2. Adicione 1 ml de NaCl 10 mM (0,58 g/l))EDTA 10 mM (3,72 g/l) e misture num
misturador rotativo durante 15 a 20 minutos. Se n&o tiver um misturador rotativo
disponivel, entdo as lavagens podem prolongar-se até 30 minutos cada.

3. Retire e elimine a solucdo de lavagem.
Repita 0s passos 2 e 3 uma vez mais.

Neste ponto, deve ter ocorrido a eluicdo do pigmento heme a partir do disco. Nesta fase,
ndo é rara uma coloragdo castanho-avermelhada das gotas de sangue secas.

6. Centrifugue na microcentrifugadora por breves instantes (3 segundos) para recolher a
solucdo de lavagem no fundo do tubo. Remova a quantidade méaxima de solucdo de
lavagem possivel com uma pipeta, e elimine, sem perturbar as gotas de sangue secas.

7. Este breve passo de microcentrifugacdo remove tipicamente os pigmentos heme
adicionais das gotas de sangue secas.

8. Adicione 150 pul de NaOH 50 mM (2 g/l) a cada tubo. Fagca um movimento rapido com o
dedo para misturar.

9. Ferva num bloco quente durante 10 minutos. O bloco quente deve ter a temperatura
estabilizada nos 100 °C.

10. Centrifugue na microcentrifugadora por breves instantes para recolher o sobrenadante
no fundo do tubo.

11. Adicione 30 pul de base Tris 1 M (121,1 g/l)/HCI (pH 7,5) a cada tubo, para neutralizar, e
misture cuidadosamente.

12. Adicione 420 pl de agua Sigma estéril a cada amostra de DNA para dar um volume total
de 600 pl.

13. Misture bem as amostras e centrifugue na microcentrifugadora para recolha.
14. Transfira o sobrenadante para um novo tubo com tampa de rosca identificado.
Conserve o DNA extraido a -20 °C.

®) A &rea total da amostra de sangue utilizada deve ser pelo menos equivalente a gotas de
sangue seco circulares de 2 x 3 mm. Por exemplo, podem usar-se gotas de sangue seco
em cartdo de 1 x 6 mm, caso seja conveniente.

O QIAamp DNA Blood Kit (Qiagen) também foi utilizado para preparagédo de DNA a partir de
sangue total liquido, tendo sido obtidos resultados reprodutiveis e interpretaveis.

Os métodos de preparacdo de DNA supramencionados sao recomendados pela Gen-Probe
Life Sciences e foi demonstrado que produziram resultados consistentes e fiaveis. O DNA
preparado com outros métodos ou a partir de outros tipos de amostra podera néo ser o ideal
para o teste Elucigene TRP e podera produzir resultados abaixo dos ideais. Os critérios
chave para métodos alternativos de preparacdo do DNA sdo a concentracdo de DNA e a
auséncia de inibidores da PCR.

Recomenda-se que métodos e tipos de amostra alternativos sejam cuidadosamente
avaliados com o teste Elucigene TRP antes de os resultados serem utilizados para fins de
diagnostico. Nao se recomenda o teste de amostras de DNA com concentracdes
<10 ng/5 pl. Em condicdes de PCR ideais, os resultados séo obtidos de forma consistente
em concentragdes de DNA entre 10 e 100 ng/5 pl.

Nota: Devido & variagdo na qualidade e producdo de DNA, por vezes pode ser necessario
diluir a solucdo de DNA final mais 5 vezes, para assegurar uma amplificacéo eficiente.
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Protocolo de teste
Procedimento de amplificacdo

Os numeros indicados nas tabelas 1 e 2 podem ser aumentados proporcionalmente
para nameros de testes além dos especificados. Contudo, devido aos pequenos
volumes envolvidos, a Gen-Probe Life Sciences recomenda que n&o sejam
preparados mais de 5 testes de cada vez.

1. Programe o termociclador para um ficheiro de tempo de atraso para activar o AmpliTaq
Gold a 94 °C, durante 20 minutos, ligado a um programa de ciclos de amplificacdo de 30
segundos a 94 °C (desnaturacdo), 2 minutos a 58 °C (hibridacdo) e 1 minuto a 72 °C
(extensé&o) para 35 ciclos. Este deve estar ligado a um ficheiro de tempo de atraso de 20
minutos a 72 °C (extensao) no ciclo final.

Ialotél:SSelleccione aopcdo do método "Block" no termociclador para PCR em frascos
e 0,5 ml.

2. Descongele e centrifugue os frascos da mistura de primers A (TA), da mistura de primers
B (TB), do AmpliTaq Gold (n&o fornecido), do corante de carga (LD) e do tampédo de
diluicdo (DB) durante 10 segundos a 12 000 g, misture suavemente no misturador vortex
e centrifugue novamente os frascos durante 10 segundos.

Nota: Os passos 3 a 6 tém de ser realizados numa area sem DNA

3. Tendo a tabela 1 como referéncia, prepare uma diluicdo suficiente do AmpliTaq Gold no
tampao de diluicdo e no corante de carga fornecidos e em agua destilada estéril para o
namero de amostras e controlos a serem testados. Misture bem por pipetagem suave
para cima e para baixo.

Tabela 1. Diluicdo de AmpliTaq Gold

Numero de testes
necessario
5 |10 | 20 50
Volume de agua destilada estéril (ul) 21 | 42 | 84 | 210
Volume de corante de carga (ul) 30 | 60 [120| 300
Volume de tampéao de diluicdo (ul) 6 | 12 | 24 60
Volume de AmpliTaq Gold (ul) 3 6 | 12 30
Volume total (p) 60 | 120|240 | 600

4. Consultando a tabela 2, prepare as misturas de reaccdo A e B. Retire a aliquota
adequada de mistura de primers A para um tubo de microcentrifugadora identificado.
Repita para a mistura de primers B para um segundo tubo de microcentrifugadora
identificado. Utilizando pontas de pipeta separadas, adicione o volume adequado da
diluicdo de AmpliTaq Gold (a partir do passo 3) a cada tubo de microcentrifugadora.
Misture suavemente no misturador vértex e centrifugue os frascos durante 10 segundos
a 12 000 g.
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Tabela 2. Preparacédo das misturas de reaccédo Ae B

Numero de testes necessario
5 10 20 50
A B A B A B A B
Volume de mistura de primers A (ul)| 82,5 165 330 825
Volume de mistura de primers B (ul) 82,5 165 330 825
Volume de enzima diluida (ul) 275|275 | 55 55 | 110 | 110 | 275 275
Volume total (ul) 110 | 110 | 220 | 220 | 440 | 440 | 1100 | 1100

5. ldentifigue um frasco "A" e um frasco "B" para cada amostra ou, caso estejam
disponiveis frascos coloridos, utilize uma cor diferente para cada mistura de primers.

6. Pipete 20 pl da mistura de reaccdo A preparada para o fundo de cada um dos frascos
(em numero adequado) de PCR identificados com "A". Repita com a mistura de reac¢ao
B para cada um dos frascos (em numero adequado) de PCR identificados com "B".

7. Utilizando pontas de pipeta diferentes para cada acc¢éo, adicione 5 ul de amostra de DNA
de teste a cada par de frascos A e B. Adicione uma gota de 6leo mineral branco leve
Sigma, para cobrir a fase aquosa*. Volte a tapar com firmeza.

8. Para o controlo negativo, ndo adicione DNA a um par de frascos A e B. Adicione 1 gota
de 6leo mineral branco leve Sigma, para cobrir a fase aquosa*. Volte a tapar com
firmeza.

9. Centrifugue os frascos A e B durante 10 segundos a 12 000 g.

10.Coloque todos os frascos com firmeza no bloco do termociclador. Inicie o ficheiro de
tempo de atraso de 94 °C, seguido do programa de ciclos de amplificacao.

11.Elimine a totalidade da diluicho de AmpliTaq Gold e misturas de reaccdo A e B
preparadas e ndo usadas.

12.Concluido o programa de ciclos de amplificagdo, as amostras podem ser armazenadas
durante a noite a temperatura ambiente ou a 2-8 °C, durante 7 dias, até a analise por
electroforese em gel.

* Para a amplificagdo executada em frascos de PCR de 0,5 ml ou termocicladores sem
tampas aquecidas.

Electroforese em gel

Recomenda-se que cada utilizador zele para que o equipamento escolhido seja utilizado de
acordo com as instrucbes do fabricante e que seja compativel com este teste. Neste
contexto, os parametros chave séo as dimensdes da matriz de gel e do pente (formador de
pocos). Os resultados foram obtidos com as seguintes condi¢cdes de electroforese:

1. O produto de PCR foi submetido a electroforese em gel de agarose 3:1 com NuSieve® a
3% usando tris-borato com brometo de etidio (TBE/EtBr) como tampéao de andlise. O
TBE/EtBr foi preparado como base Tris 134 mM (16,2 g/l), acido bérico 74,9 mM
(4,63 g/l), tampao com EDTA 2,55 mM (0,95 g/l) com brometo de etidio 0,1 pug/ml.

2. Foram dissolvidos 3 g de NuSieve® 3:1 em 100 ml de TBE/EtBr e vertidos para um
tabuleiro de gel horizontal de 15 x 12 cm com formadores de pocos de 1,5 mm x 5 mm
suspensos 1 mm acima da base.

3. 15 yl do produto de PCR de cada um dos frascos de PCR deve ser carregado em
posicdes de pocos adjacentes no gel de agarose preparado.
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4. Um marcador de 50 pares de bases (GE Healthcare) foi analisado adjacente as amostras
como um marcador de peso molecular.

5. A electroforese foi realizada a 5 a 6 V/cm entre eléctrodos até a frente de corante ter
migrado 4 cm desde os pocos de carga até ao anodo (1 a 1,5 horas).

6. ApGs a electroforese, os géis foram colocados num transiluminador UV a 260 nm e
depois visualizados e fotografados.

Interpretacdo dos resultados

1. O controlo negativo ndo deve apresentar bandas na area definida pelas bandas de
controlo superior e inferior (ver figura 1).

2. As bandas de controlo superior e inferior devem ser bem nitidas em todas as amostras
(ver figura 1).

3. A posicdo das bandas de controlo superior e inferior deve indicar o tamanho molecular
correcto (ver figura 1).

Se algum dos pontos acima descritos ndo for observado, os resultados ndo devem ser
interpretados e o teste deve ser repetido.

A figura 1 mostra um diagrama do tamanho, em pares de bases, e da localizacdo relativa
dos produtos de PCR esperado para um genétipo de trombose heterozigético (portador de
mutacdes do factor V, factor Il ou MTHFR) com o reagente de teste do risco de trombose.

Figura 1

MARCADOR PCR DIMENSAO MUTACAO
600bp /o Normal Mutante
500 bp % I 526 bp Controlo superior
— .
400bp —— [ ] 423 bp Controlo superior
380bp
300bp
I 1 1 260 bp Factor Il
250bp
200 bp  — [ ] [ ] 200 bp Factor V
150bp
L | I 140 bp MTHFR
100bp [/ I s 97 bp Controlo inferior
50 bp

Nota: Alelos MTHFR néo detectados pelo teste Elucigene TRP, n.° de catalogo
TH002B2
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Caracteristicas de desempenho

Foram testadas trinta amostras, cuja genotipagem foi previamente feita por analise por
digestéo enzimatica com restricdo, com o kit Elucigene TRP (THO03B2) num estudo interno
seguindo o protocolo do kit recomendado. Foram amplificadas com éxito vinte e nove
amostras de DNA utilizando o kitElucigene TRP. Nao foi possivel amplificar uma amostra de
DNA, tendo, no entanto, sido obtido um resultado aceitavel no teste de repeticdo. Vinte e
seis das amostras testadas foram positivas para mutacdes detectadas pelo kit Elucigene
TRP; ndo foram detectadas mutacdes em quatro amostras. Das 30 amostras testadas, 7
foram positivas para a mutagéo do factor V (R506Q), 10 foram positivas para a mutagédo do
factor Il (protrombina 20210A) e 16 foram positivas para a mutacdo MTHFR (677C>T).
Todos os resultados determinados pelo kit Elucigene TRP foram confirmados com
resultados de genotipagem originais.

Trinta amostras de sangue total e amostras de gota seca correspondentes foram colhidas
em trinta individuos com o kit Elucigene TRP (TH003B2) num estudo interno seguindo o
protocolo do kit recomendado. Dezoito das amostras correspondentes tiveram um resultado
positivo para mutacdes detectadas pelo kit Elucigene TRP. O resultado obtido com cada
amostra de sangue total foi concordante com o resultado obtido com cada amostra de
gotade sangue seca do mesmo individuo.

Limitacdes do procedimento

1. Os resultados deste e de outros ensaios de diagnostico devem ser interpretados em
conjunto com dados laboratoriais e clinicos que 0 médico tenha disponiveis.

2. A auséncia das mutacdes detectadas com este kit ndo garante que ndo possam existir
outras mutacBes nos genes do factor V de Leiden, factor Il e MTHFR. E possivel a
existéncia de outras mutacdes ndo detectadas por este Kkit.

3. Tal como com qualquer outro teste genético, é possivel obter resultados erréneos a partir
de amostras de sangue que tenham sido recolhidas apés uma transfusdo sanguinea
recente.

O utilizador destes testes deve salientar estes aspectos quando apresenta os resultados ao
médico assistente/responsavel pelo aconselhamento genético.
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