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Finalidade 

O AmplideX® PCR/CE CFTR Kit consiste num kit para amplificação de ácidos nucleicos in vitro, destinado à 

deteção e identificação simultâneas de um painel de mutações e variantes do gene regulador da condutividade 

transmembranar da fibrose quística (CFTR). O kit consiste num teste de genotipagem qualitativa que se 

destina à utilização em PCR com DNA genómico extraído a partir de sangue total humano, realizado em 

termocicladores padrão e validados para utilização laboratorial, seguido pela análise em plataformas de 

eletroforese capilar validadas para utilização laboratorial geral.  

 

O AmplideX PCR/CE CFTR Kit destina-se apenas à utilização em investigação (Research Use Only, RUO) 

e não deve ser utilizado em procedimentos de diagnóstico. 

Limitações  

• As amostras de sangue processadas para DNA genómico (gDNA) para a utilização com este produto 

devem ser colhidas utilizando tubos de colheita de sangue tratados com K2EDTA e processados para 

isolamento de gDNA num prazo máximo de 14 dias. 

• Este kit destina-se a cobrir 93% da frequência de alelos mutantes (Mutant Allele Frequency, MAF) 

presentes numa população etnicamente diversa dos EUA (Beauchamp et al. 2019). A MAF das variantes 

pode diferir consoante a etnia específica, e a cobertura das populações específicas deve ser determinada 

com base nas frequências genéticas conhecidas para cada região específica, conforme necessário. 

• Os polimorfismos que ocorram nas regiões de ligação dos primers podem causar erros de CQ e/ou falsa 

zigosidade. Utilizando o gnomAD V3.1 com a versão GRCh38 do genoma humano como fonte de 

Frequências de Alelos Menores, calcula-se que o risco de interferência por polimorfismos seja de ~3,6% 

para a mutação D1152H e inferior a 0,06% para todas as outras variantes.  

• As mutações INDEL localizadas nos locais de ligação dos primers podem causar perda alélica na 

amostra. As mutações INDEL localizadas entre os locais de ligação dos primers podem causar resultados 

falsamente positivos ou negativos. Para mais informações, consulte a secção Conflitos e limitações 

conhecidos para as variantes. 

• A zigosidade das variantes G85E, 2184delA, 2184insA e 2183AA>G pode não ser identificável se a Mix B 

for excluída dos testes e análise. Para mais informações, consulte a secção Conflitos e limitações 

conhecidos para as variantes. 

• A deteção de deleções de grandes dimensões em exões é mais suscetível à variabilidade da configuração 

do instrumento do que as outras variantes, devido ao método utilizado para deteção do número de cópias. 

As configurações de instrumentos listadas na secção Necessários mas não fornecidos foram 

verificadas. Para outras configurações de instrumentos, verifique o seu desempenho relativamente à 

deteção de deleções de grandes dimensões em exões ou inative a notificação destas variantes antes da 

implementação. Caso tal seja desejado, podem ser compradas amostras derivadas de linhas celulares 

humanas com genótipos CFTR confirmados a partir do Coriell Institute for Medical Research de forma a 

confirmar o desempenho (Tabela 2). 

Advertências e precauções  

• Utilize equipamento de proteção individual adequado ao trabalhar com estes materiais.  

• Siga as precauções universais em conformidade com a OSHA 1910.1030, CLSI M29 ou outras diretrizes 

aplicáveis quando manusear amostras de origem humana. 

• A contaminação com DNase pode provocar a degradação das amostras de DNA ou produtos de PCR. 

Utilize pontas de pipetas com filtro livres de nucleases e tubos livres de nucleases. Limpe as superfícies 

das bancadas antes de iniciar o trabalho. 
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• A contaminação cruzada na PCR pode resultar em sinais falsamente positivos. Utilize precauções 

adequadas no manuseamento de amostras, fluxo de trabalho e pipetagem.  

• Antes de utilizar, certifique-se de que as pipetas, termocicladores, e instrumentos de CE são preservados, 

calibrados e validados de acordo com as instruções do fabricante. 

• AVISO! PERIGO QUÍMICO. Hi-Di™ Formamide (Formamida). Provoca irritação ocular, cutânea e 

respiratória. Possível perigo de problemas de desenvolvimento e anomalia congénita. Evite a inalação de 

vapores. Utilize com ventilação adequada. Armazenamento recomendado de acordo com os requisitos do 

fabricante. 

• As substâncias que podem interferir com a amplificação por PCR do gDNA incluem certos medicamentos, 

assim como a heparina. Não devem ser utilizadas amostras altamente lipémicas, amostras hemolizadas, 

amostras ictéricas ou amostras com proteinemia. 

• Não combine componentes de diferentes conjuntos de reagentes, lotes ou outros kits.  

• Não utilize reagentes após o prazo de validade indicado ter expirado. 

• Assegure-se de que as Primer Mixes, Mix A e Mix B, são manuseadas separada e cuidadosamente de 

forma a minimizar o risco de contaminação cruzada. Nunca abra simultaneamente os tubos das Primer 

Mixes, Mix A e Mix B. Certifique-se de que as misturas principais e as placas são mantidas de forma tão 

separada quanto possível. Separe as reações da Mix A e Mix B na placa de PCR tanto quanto possível. 

Consulte a organização recomendada na secção de Preparação da mistura principal de PCR e 

aplicação de ciclos térmicos. 

• Não troque as tampas dos tubos dos reagentes entre si; isso pode provocar contaminação cruzada ou 

degradação dos reagentes. 

• Utilize técnicas de pipetagem adequadas e mantenha o mesmo padrão de pipetagem ao longo de todo o 

procedimento de forma a garantir resultados ótimos e reproduzíveis. A mistura principal de PCR é viscosa 

e pode acumular-se na ponta da pipeta. 

• Os reagentes foram verificados para até 8 utilizações totais através de estudos volumétricos e de 

congelação e descongelação. As utilizações adicionais não são recomendadas. 

• A utilização de plásticos ou instrumentos diferentes dos listados na secção Necessários mas não 

fornecidos pode aumentar o risco de falhas de CQ. 

Princípio do procedimento 

O AmplideX® PCR/CE CFTR Kit consiste num ensaio de PCR multiplexado específico para alelos, utilizado 

para genotipar e determinar a zigosidade de até 67 das mutações mais prevalentes do gene CFTR. O painel 

de mutações do CFTR é dirigido contra pelo menos uma das mutações patogénicas em >99% dos doentes 

com FQ (Castellani et al., 2018), e representa 93% dos alelos variantes numa população etnicamente diversa 

dos EUA (Beauchamp et al., 2019). A deteção do painel abrange todas as 23 (CF23) mutações recomendadas 

pelo American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) e 11 variantes adicionais num único tubo 

(CFTR Primer Mix A), o que representa 86% da MAF. É utilizado um segundo tubo para detetar 33 variantes 

adicionais de baixa frequência (CFTR Primer Mix B).  

 

O software AmplideX PCR/CE Reporter, utilizado em conjunto com o AmplideX PCR/CE CFTR 

Analysis Module (Módulo de Análise), é uma ferramenta multifuncional de análise e notificação de dados. Esta 

combina a deteção de picos com a classificação dos alelos associados e CQ do nível das amostras. Para 

identificação dos picos, o software determina automaticamente a posição do pico (pb), altura do pico (RFU) e 

canal do pigmento. O software deteta a posição do pico e o canal do pigmento da região Poli-T/TG de forma a 

determinar o tamanho e a fase das repetições. Para análise de deleções de grandes dimensões em exões 

(CFTRdele2,3 e as deleções associadas com o exão 20), o software compara as áreas dos picos do tipo 

selvagem no exão 3 ou exão 20 com as áreas de vários picos de controlo fora destes exões através de um 

modelo de aprendizagem automática de forma a determinar o estado de deleção do exão e a zigosidade 
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associada. A mistura dos primers é determinada automaticamente pelo software no ficheiro FSA e ambos os 

FSA são associados a uma única amostra utilizando as convenções de designação de ficheiros. Esta 

associação é confirmada através da comparação de biomarcadores altamente polimórficos partilhados entre 

ambas as misturas de primers, de forma a garantir que os ficheiros são associados corretamente. 

 

Informações gerais 

A Fibrose Quística (FQ) é uma doença autossomal recessiva causada por mutações no gene CFTR, 

responsável pelo transporte de iões cloreto através da membrana celular. As mutações na região codificante 

causam distúrbios no transporte dos iões (Brennan and Schrijver, 2016). Normalmente, tal situação leva a um 

aumento da concentração de cloreto na transpiração, revestimentos de muco mais espessos nos brônquios e 

a distúrbios da função exócrina do pâncreas e da absorção intestinal. O estado de portador das mutações 

nos EUA, para as mutações associadas ao CFTR, é de ~1:30 (Caucasianos) a ~1:90 (Asiáticos), 

e ~1:3000 caucasianos sofrem de FQ nos EUA (Palomaki et al., 2004). 

O gene CFTR é um dos maiores do genoma humano, sendo composto por 27 exões distribuídos ao longo de 

189,000 pb que codificam para 1.480 aminoácidos. Existem ~2.000 mutações conhecidas para o gene CFTR; 

no entanto, apenas ~300 foram notificadas como patogénicas, e cada uma ocorre em frequências alélicas 

diferentes em populações diferentes (Pereira et al., 2019). A mutação mais prevalente é uma deleção de três 

nucleótidos que resulta numa perda da fenilalanina na posição de aminoácidos 508 (F508del; rs113993960; 

~70% em caucasianos). Em 2017, a opinião de um comité do ACOG reafirmou a realização de testes 

genéticos para um painel fundamental de 23 mutações (CF23), com base na frequência mutacional, para 

mulheres que estejam atualmente grávidas ou que consideram engravidar (Rink et al., 2017). O ACMG 

(Amos et al., 2008, Gregg et al., 2021), ESHG (Dequeker et al, 2009), e ECFS (Castellani et al, 2018) também 

disponibilizaram diretrizes para a realização de testes, e incluem o painel CF23. 

No verão de 2019, foi concluído um estudo de NGS de genes totais em grande escala para análise da MAF do 

CFTR (aqui referido como MAF-US) que incluiu uma população etnicamente diversa dos EUA de >115.000 

indivíduos, incluindo ~13.000 casais em risco e ~92.000 dirigidos para o rastreio de rotina para verificação do 

estado mutacional (Beauchamp et al., 2019). Este estudo fornece uma visão contemporânea da frequência 

das variantes do CFTR nos EUA. Os autores identificaram 213 variantes patogénicas únicas, que foram 

responsáveis pelos 3.965 alelos observados. Adicionalmente, os autores confirmaram a taxa de erro do CF23, 

indicando que 21% dos alelos mutantes observados não teriam sido identificados pelo painel CF23. 

Das 213 variantes patogénicas únicas observadas o AmplideX® PCR/CE CFTR Kit inclui as 41 principais 

mutações de SNP/INDEL, que abrangem 90,1% do MAF-US (3.572/3.965). Das 41 variantes principais, 11/41 

não estavam representadas nos outros kits disponíveis no mercado. O AmplideX PCR/CE CFTR Kit aborda as 

deleções de grandes dimensões de exões (CFTRdele2,3, e deleções que ladeiam o exão 20) mais 

prevalentes, que representam quase 1% do MAF-US (Beauchamp et al., 2019). As intensidades dos sinais dos 

picos nos exões 3 ou 20 são comparadas às intensidades originais dos picos nas regiões de comparação de 

forma a determinar o número de cópias do exão 3 e exão 20, e assim notificar a zigosidade da CFTRdele2,3 e 

CFTRdele20 (respetivamente). Em ambos os casos, os picos no canal HEX da Mix B são utilizados para 

determinação. Os picos de controlo são os picos de tipo selvagem para a mutação R117C (exão 4), I618T 

(exão 14), 3905insT (exão 23), 1811+1.6kbA>G (intrão 12-13) e Y122X (exão 4). Para o exão 3, os picos-alvo 

são os picos de tipo selvagem para as mutações 394delTT, E60X, P67L e R75X. Para o exão 20, os 

picos-alvo são os picos de tipo selvagem para as mutações M1101K, R1066C, R1070W e Y1092X.  

Nota: A numeração dos exões baseia-se na versão GRCh38.p13 do genoma humano. 

O AmplideX PCR/CE CFTR Kit também analisa as dimensões da região Poli-T a montante do exão 10, 

um processo recomendado como um teste de reflexo quando está presente um alelo mutante R117H 

(Grody et al., 2001). Adicionalmente, o kit permite também a análise das dimensões e fase de uma repetição 

dinucleotídica TG diretamente a 5’ da região Poli-T. A redução da expressão da proteína CFTR ativa foi 

notificada quando esta é expandida e se encontra em fase com uma repetição 5T (Groman, et al., 2004). 
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O AmplideX® PCR/CE CFTR Kit determina os genótipos de 63/213 das variantes identificadas no estudo 

(Beauchamp et al., 2019), o que representa uma cobertura de 93% com base na MAF. No total, o kit consegue 

identificar a zigosidade de 67 variantes. As variantes analisáveis são listadas na Tabela 1, e a MAF de cada 

variante pode ser encontrada em Beauchamp et al., 2019. 

 

Tabela 1. Variantes do CFTR detetadas pelo AmplideX® PCR/CE CFTR Kit.  

Identificação da 

variante 
HGVS (cDNA) rsID (versão 154) 

Mistura de 

primers 

1717-1G>A* c.1585-1G>A rs76713772 A 

1898+1G>A* c.1766+1G>A rs121908748 A 

2184delA* c.2052del rs121908746 A 

2184insA c.2052dup rs121908746 A 

2789+5G>A* c.2657+5G>A rs80224560 A 

3120+1G>A* c.2988+1G>A rs75096551 A 

3272-26A>G c.3140-26A>G rs76151804 A 

3659delC* c.3528del rs78984783 A 

3849+10kbC>T* c.3718-2477C>T rs75039782 A 

621+1G>T* c.489+1G>T rs78756941 A 

711+1G>T* c.579+1G>T rs77188391 A 

A455E* c.1364C>A rs74551128 A 

D1152H c.3454G>C rs75541969 A 

F508del* c.1521_1523del rs113993960 A 

G542X* c.1624G>T rs113993959 A 

G551D* c.1652G>A rs75527207 A 

G622D c.1865G>A rs121908759 A 

G85E* c.254G>A rs75961395 A 

I507del* c.1516_1518del rs121908745 A 

L206W c.617T>G rs121908752 A 

N1303K* c.3909C>G rs80034486 A 

P5L c.14C>T rs193922501 A 

PolyT c.1210-12T[5_9] rs1805177 A 

PolyTG c.1210-34TG[10_12] rs3832534 A 

R1070Q c.3209G>A rs78769542 A 

R1162X* c.3484C>T rs74767530 A 

R117H* c.350G>A rs78655421 A 

R334W* c.1000C>T rs121909011 A 

R347H c.1040G>A rs77932196 A 

R347P* c.1040G>C rs77932196 A 

R553X* c.1657C>T rs74597325 A 

R560T* c.1679G>C rs80055610 A 

S945L c.2834C>T rs397508442 A 

W1282X* c.3846G>A rs77010898 A 

2183AA>G c.2051_2052delAAinsG rs121908799 
A (WT) / B 

(MUT) 

1078delT c.948del rs75528968 B 

1154insTC c.1019_1020dup rs387906360 B 

1548delG c.1418del rs397508205 B 
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Identificação da 

variante 
HGVS (cDNA) rsID (versão 154) 

Mistura de 

primers 

1677delTA c.1545_1546del rs121908776 B 

1811+1.6kbA>G c.1680-886A>G rs397508266 B 

1898+5G>T c.1766+5G>T rs121908796 B 

2789+2insA c.2657+2_2657+3insA rs397508414 B 

3876delA c.3744del rs121908784 B 

3905insT c.3773dup rs121908789 B 

394delTT c.262_263del rs121908769 B 

A559T c.1675G>A rs75549581 B 

CFTRdele2,3 c.54-5940_273+10250del N/A B 

CFTRdele20 
c.(3468+1_3469-1)_(3963+1_3964-

1)del 
N/A B 

E60X c.178G>T rs77284892 B 

F311del c.935_937del, c.933_935del rs121908768 B 

G970D c.2909G>A rs386134230 B 

I618T c.1853T>C rs139468767 B 

M1101K c.3302T>A rs36210737 B 

P67L c.200C>T rs368505753 B 

Q493X c.1477C>T rs77101217 B 

Q890X c.2668C>T rs79633941 B 

R1066C c.3196C>T rs78194216 B 

R1070W c.3208C>T rs202179988 B 

R1158X c.3472C>T rs79850223 B 

R117C c.349C>T rs77834169 B 

R352Q c.1055G>A rs121908753 B 

R75X c.223C>T rs121908749 B 

S549N c.1646G>A rs121908755 B 

V456A c.1367T>C rs193922500 B 

V520F c.1558G>T rs77646904 B 

Y1092X c.3276C>A, c.3276C>G rs121908761 B 

Y122X c.366T>A rs79660178 B 

*Mutações CF23 
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Métodos de PCR 

O kit inclui reagentes para PCR multiplexada de forma a produzir amplicões de tipo selvagem (Wild Type, WT) 

ou mutantes (MUT), marcados com os pigmentos FAM ou HEX, para determinar a zigosidade de 67 variantes 

distribuídas pelos dois tubos (Figura 1). O kit analisa as dimensões e fases da região Poli-T/TG com base no 

canal (FAM, HEX, NED) e dimensões do pico (pb), respetivamente. Adicionalmente, o kit identifica e notifica a 

zigosidade de duas deleções de grandes dimensões em exões (CFTRdele2,3, e deleções que ladeiam o 

exão 20) ao medir a razão da intensidade dos picos de 4 produtos amplificados e marcados com HEX do 

exão 3 ou 20 relativamente aos amplicões de outros exões marcados com HEX e presentes no mesmo tubo. 

 

De forma a evitar a confusão das amostras, foram incorporadas três regiões diferentes de repetições curtas 

em série (short tandem repeats, STR) no canal NED em ambas as reações como biomarcadores para 

identificação. Com base nas frequências de STR publicadas acerca das populações dos EUA (NIST, 2017) 

e Europeia (STRidER, 2019), a hipótese de que duas amostras apresentem o mesmo perfil de STR tem uma 

probabilidade de 1:10.000. 

 

Após a amplificação por PCR, os produtos fluorescentes marcados por pigmentos são separados por EC e 

associados às dimensões esperadas para as variantes (pb) através da utilização do marcador ROX 1000 Size 

Ladder incluído. Os eletroferogramas das amostras incluem picos nos canais FAM, HEX, NED e ROX (Figura 

1). Cada alelo (MUT ou WT) corresponde a um pico de determinadas dimensões (pb) num determinado canal. 

Os indivíduos heterozigóticos são detetados através da presença de picos MUT e WT. Os indivíduos 

homozigóticos são detetados através da presença de um único pico MUT ou WT. 

 

 
 

 

CFTR Allele 1

CFTR Allele 2

Mutant specific primer1

x x x
Mutant specific primer2 Mutant specific primerN

spacer

Common Primer1,2 Common PrimerN

Variant . . . . . . . . . Variant . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Variant
N1 2

Wild type specific primer1     Wild type specific primer2 Wild type specific primerN

x x
Mutant specific primer1

x
x

Mutant specific primer2

Wild type specific primerN

Mutant specific primerN

Common Primer1,2 Common PrimerN

PCR/CE

A
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Figura 1. Preparação do ensaio e exemplo de eletroferograma do AmplideX® PCR/CE CFTR Kit. Os alelos 
específicos para os primers amplificam as variantes de tipo selvagem (WT) ou mutantes (MUT) dos alelos com 
um conjunto de primers em comum. Os amplicões são marcados durante a amplificação e separados por EC, 
com deteção nos canais FAM, NED ou HEX. A alteração na mobilidade do amplicão (pb) e/ou canal do 
pigmento diferencia os alelos de cada variante. Os resultados de EC são visualizados através da sobreposição 
dos canais do AmplideX PCR/CE Reporter com picos selecionados com base nas dimensões esperadas para 
a Primer Mix A e Primer Mix B. 

Fluxo de trabalho 

O fluxo de trabalho do ensaio inclui a preparação da mistura principal para PCR (2 tubos ou micropoços por 

amostra), aplicação de ciclos térmicos, separação dos amplicões por EC, e análise pelo software. Para realizar 

este processo, adicione gDNA purificado derivado de linhas celulares humanas ou sangue total a um 

micropoço de PCR que contém uma mistura principal de 2X PCR Mix e CFTR Primer Mix A ou CFTR Primer 

Mix B, com um volume final da reação de 10 µl. Após conclusão da aplicação dos ciclos térmicos, adicione os 

produtos de PCR a uma mistura principal para EC composta por Hi-Di™ Formamide e ROX 1000 Size Ladder. 

Após a desnaturação, separe os amplicões num Analisador Genético da Applied Biosystems® (p. ex., 3130xl, 

3500xL, ou 3730xl, ou SeqStudio). Ver Figura 2 para visualizar um esquema do fluxo de trabalhos e do tempo 

de execução previsto. 

 

Após separação dos produtos de PCR por EC, os eletroferogramas resultantes devem ser processados pelo 

AmplideX PCR/CE CFTR Analysis Module. São gerados resultados relativamente à zigosidade e 

dimensões/fase de Poli-T/TG.  
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Figura 2. O fluxo de trabalho é simplificado de amostra-para-resposta, e pode ser realizado em menos de 
5 horas com ~60 minutos de intervenção manual para 12 amostras. O tempo de execução do instrumento 
EC foi documentado para uma única injeção de 24 reações com a utilização de um Analisador Genético 
3500xL da Applied Biosystems (24 capilares). 

 

Utilização de controlos no processamento de lotes 

A utilização de um controlo negativo (ou seja, controlo sem modelo, NTC) é opcional. Se a utilização de um 

NTC for desejada, deve ser utilizado o diluente incluído no kit em vez da amostra de DNA. 

 

Caso tal seja desejado, podem ser compradas amostras derivadas de linhas celulares humanas com genótipos 

CFTR confirmados a partir do Coriell Institute for Medical Research de forma a confirmar o desempenho  

(Tabela 2). Estas amostras não são necessárias para assegurar a funcionalidade correta do ensaio. 

 

Tabela 2. Amostras derivadas de linhas celulares humanas com alelos confirmados positivos para a presença 
de variantes do CFTR. WT é listado na coluna Alelo 2 caso não tenham sido identificados alelos mutantes 
adicionais. Quando o mesmo alelo é listado nas colunas Alelo 1 e Alelo 2, isto significa que se encontra 
presente uma mutação homozigótica. 

DNA ID 
Alelo 1 do CFTR 

Esperado 

Alelo 2 do CFTR 

Esperado 
Poli-T/TG 

CD00003* 1078delT WT 7T/11TG, 7T/11TG 

CD00008* 2184delA WT 7T/11TG, 9T/10TG 

CD00009* 394delTT WT 7T/11TG, 9T/10TG 

HG02461* CFTRdele19-21 WT 7T/12TG, 9T/10TG 

NA00999* 621+1G>T 1154insTC 7T/10TG, 9T/10TG 

NA01531* F508del F508del 9T/10TG, 9T/10TG 

NA07464* R553X WT 7T/11TG, 7T/12TG 

NA07732* F508del E60X 7T/11TG, 9T/10TG 

NA08338* G551D WT 7T/10TG, 9T/11TG 

NA11277* I507del WT 7T/10TG, 7T/10TG 
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DNA ID 
Alelo 1 do CFTR 

Esperado 

Alelo 2 do CFTR 

Esperado 
Poli-T/TG 

NA11278* F508del Q493X 7T/10TG, 9T/10TG 

NA11283* F508del A455E 9T/10TG, 9T/10TG 

NA11284* F508del R560T 7T/10TG, 9T/10TG 

NA11496* G542X G542X 9T/10TG, 9T/10TG 

NA11723* W1282X WT 5T/12TG, 7T/10TG 

NA11860* 3849+10kbC>T 3849+10kbC>T 7T/10TG, 7T/10TG 

NA12926* Q493X WT 7T/10TG, 7T/10TG 

NA12960* R334W WT 7T/11TG, 7T/12TG 

NA12961* V520F WT 7T/10TG, 7T/11TG 

NA13591* F508del R117H 5T/12TG, 9T/10TG 

NA18668* F508del CFTRdele2,3 7T/11TG, 9T/10TG 

NA18801* 3272-26A>G WT 7T/10TG, 7T/11TG 

NA18802* Y122X 

R1158X (não listada nas 

notas da Coriell, 

confirmada por 

sequenciação de Sanger) 

7T/10TG, 7T/11TG 

NA18803* F508del 2183AA>G 7T/10TG, 9T/10TG 

NA20741* 3876delA WT 7T/11TG, 9T/10TG 

NA20745* S549N WT 7T/10TG, 9T/10TG 

NA20836* 3905insT WT 7T/11TG, 9T/10TG 

NA20837* S549N WT 7T/10TG, 9T/10TG 

NA20924* R75X WT 7T/11TG, 9T/10TG 

CD00007 1898+1G>A WT 7T/11TG, 7T/11TG 

GM04345 F508del W1282X 7T/10TG, 9T/10TG 

NA00897 F508del R347P 7T/11TG, 9T/10TG 
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DNA ID 
Alelo 1 do CFTR 

Esperado 

Alelo 2 do CFTR 

Esperado 
Poli-T/TG 

NA07441 3120+1G>A 621+1G>T 7T/11TG, 9T/10TG 

NA07857 M1101K M1101K 7T/10TG, 7T/11TG 

NA11275 F508del 3659delC 7T/11TG, 9T/10TG 

NA11280 621+1G>T 711+1G>T 7T/11TG, 9T/10TG 

NA11859 2789+5G>A 2789+5G>A 7T/10TG, 7T/10TG 

NA12444 1717-1G>A WT 7T/10TG, 7T/11TG 

NA12585 R1162X WT 7T/10TG, 7T/10TG 

NA12785 G551D R347P 7T/10TG, 7T/11TG 

NA13423 G85E D1152H 7T/11TG, 7T/11TG 

NA18800 F508del 1898+1G>A 7T/11TG, 9T/10TG 

NA20737 R347H WT 7T/11TG, 9T/10TG 

NA21069 3876delA WT 7T/11TG, 9T/10TG 

NA21080 394delTT WT 7T/10TG, 7T/11TG 

NA21847 F508del WT 7T/11TG, 9T/10TG 

*Linhas celulares da Coriell testadas em estudos de verificação do conceito 

 

Reagentes fornecidos com o kit 

*N.º do item Descrição Cor da tampa 
Temp. de 

armazenamento 

A00075* 2X PCR Mix Amarela -15 a -30 °C 

A00072* CFTR Primer Mix A Verde -15 a -30 °C 

A00073* CFTR Primer Mix B Azul -15 a -30 °C 

145188* ROX 1000 Size Ladder Vermelho -15 a -30 °C 

145388 Diluente Transparente -15 a -30 °C 

*Um tubo componente do kit incluído no Kit A00076; dois tubos componentes do kit incluídos no Kit A00077 
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Itens necessários mas não fornecidos 

Os números dos artigos, quando disponibilizados, podem variar conforme a região. Contacte a Assistência 

Técnica da Asuragen® para obter ajuda. 

• Os reagentes para isolamento de DNA não estão incluídos no kit. O DNA pode ser extraído através de 

metodologias de preparação de amostras comuns e validadas para utilização laboratorial que assegurem a 

obtenção de DNA intacto e de elevada qualidade, tais como o QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®) ou 

kits equivalentes. Ver notas adicionais na secção de Etapas pré-analíticas. 

• Equipamento de laboratório geral e espaço de trabalho para executar procedimentos de PCR e EC 

• Centrífuga capaz de girar uma placa de 96 micropoços 

• Micro-centrífuga ou centrífuga de bancada capaz de centrifugar tubos de reagentes: Eppendorf® 5810 ou 

equivalente 

• Agitador Vórtex 

• Pipetas com um limite de precisão entre 0,2–2 µl, 1–10 µl, 2–20 µl, 20–200 µl, e 100–1000 µl 

• Pipeta multicanal capaz de pipetar 1–10 µl 

• Termociclador de 96 micropoços: Termociclador de 96 micropoços Applied Biosystems® ProFlex™, 

termociclador de 96 micropoços Applied Biosystems Veriti™, Applied Biosystems GeneAmp™ PCR System 

9700 (bloco dourado), termociclador Bio-Rad C1000 Touch™ (módulo de reação rápida de 96 micropoços) 

Nota: Para obter os melhores resultados, os termocicladores devem ter uma taxa de rampa de 2,6-5,0 °C/seg. 

• Placas de PCR com 96 micropoços e semi-contornos para utilização com o termociclador de 96 

micropoços Applied Biosystems Veriti, termociclador de 96 micropoços Applied Biosystems ProFlex, 

Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 (bloco dourado), e Analisadores Genéticos da 

Applied Biosystems: Phenix Research Products P/N MPS-3580, ou equivalente 

• MicroAmp™ Optical Film Compression Pad para utilização com os termocicladores Applied Biosystems: 

Applied Biosystems P/N 4312639, ou equivalente 

• Películas vedantes de plástico (Applied Biosystems P/N AB0558, ou equivalente) ou películas vedantes de 

papel de alumínio adesivo (Beckman Coulter P/N 538619, ou equivalente), para utilização com os 

termocicladores Applied Biosystems 

• Placas de PCR com 96 micropoços e contornos completos para utilização com o termociclador Bio-Rad 

C1000 Touch: Bio-Rad, P/N HSP9631 com microvedante ‘B’ MSB-1001 ou filme vedante para placas, ‘C’ 

MSC-1001, Pierceable Foil Heat Seal #181-4040 

• Analisadores Genéticos Applied Biosystems a executar o polímero POP-7™ (série 3130, 3500 ou 3730) ou 

polímero POP-1™ (SeqStudio™) 

o SeqStudio:  

▪ Cathode Buffer: Applied Biosystems P/N A33401 

▪ Cartridge: Applied Biosystems P/N A33671 ou A41331 (V2) 

o Série 3130: 

▪ POP-7 Polymer: Applied Biosystems P/N 4363785, ou equivalente 

▪ Running Buffer: Applied Biosystems P/N 402824 

o Série 3500: 

▪ POP-7 Polymer: Applied Biosystems P/N 4393708, ou equivalente 

▪ Anode Buffer: Applied Biosystems P/N 4393925, ou equivalente 

▪ Cathode Buffer: Applied Biosystems P/N 4408258, ou equivalente 

o Série 3730 Legacy: 

▪ POP-7 Polymer: Applied Biosystems P/N 4363935, ou equivalente 

▪ Cathode Buffer (10X): Applied Biosystems P/N 4335613 

• Hi-Di™ Formamide: Applied Biosystems P/N 4311320, ou equivalente 

• DS-30 Matrix Standard Kit (Dye Set D): Applied Biosystems P/N 4345827 
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Número de reações 

• Os reagentes fornecidos são suficientes para um máximo de 50 reações (A00076) cada da Mix A e Mix B, 

ou 100 reações (A00077) cada da Mix A e Mix B, incluindo o excedente da preparação da mistura 

principal. 

• As misturas principais podem ser preparadas para o número apropriado de amostras com um número total 

recomendado de, pelo menos, 5 reações por execução. Recomenda-se a utilização de um excedente de 

15% para a mistura principal de PCR e 10% para a mistura principal da EC. 

 

Estabilidade dos reagentes 

Os reagentes são estáveis até à data indicada no rótulo, quando armazenados sob as condições 

especificadas. 

Conservação e manuseamento 

• Conserve os reagentes congelados num congelador que não seja “no frost”, protegidos da luz e a uma 

temperatura entre -15 e -30 °C. 

• Os reagentes foram validados para até 8 utilizações totais através de estudos de congelação e 

descongelação. As utilizações adicionais não são recomendadas. 

• Descongele completamente os reagentes à temperatura ambiente antes da utilização (pelo menos 

30 minutos). Agite vigorosamente todos os reagentes após o descongelamento através do vórtex. 

• Assegure-se de que as CFTR Primer Mix A e Mix B são manuseadas cuidadosamente de forma a 

minimizar o risco de contaminação cruzada. Não troque as tampas dos tubos de Primer Mix, conforme 

descrito em Advertências e Precauções. 

• Antes de abrir, centrifugue brevemente cada componente para recolher as soluções no fundo dos tubos. 

• A preparação do ensaio deve ser realizada à temperatura ambiente (intervalo aproximado, entre 

18 e 25 °C). Os componentes individuais do kit mantêm-se estáveis durante até 45 minutos por evento de 

descongelação à temperatura ambiente. Uma vez preparadas, as misturas principais mantêm-se estáveis 

durante até uma hora à temperatura ambiente antes da distribuição em alíquotas na placa da amostra. 

Etapas de procedimento 

Etapas pré-analíticas 

As amostras de DNA genómico (gDNA) humano, extraídas a partir de sangue total humano tratado com 

K2EDTA (fresco ou armazenado entre 2 e 8 °C por um período máximo de 14 dias) e colhidas a partir de 

procedimentos validados no laboratório podem ser isoladas através de diversos métodos de extração e 

purificação (precipitação, coluna de sílica, ou microesferas magnéticas funcionalizadas).  

É essencial utilizar um método de isolamento validado para garantir que o DNA resultante é consistentemente 

de elevada qualidade e pureza. Os procedimentos comercialmente disponíveis para isolamento através das 

tecnologias de colunas de sílica, precipitação, e purificação por microesferas magnéticas foram testados e são 

geralmente compatíveis, assim como vários métodos automatizados de purificação do DNA. Para quaisquer 

dúvidas relativas a métodos de isolamento específicos, contacte support@asuragen.com. 

A quantidade e pureza do DNA devem ser quantificadas utilizando um espectrofotómetro (p. ex., o 

NanoDrop™ da Thermo Scientific®).  

  

mailto:support@asuragen.com
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Os requisitos da amostra são os seguintes: 

• 20 a 60 ng de DNA para análise 

• 2 μL de DNA por reação de PCR 

Para um desempenho ideal, os requisitos de pureza da amostra são os seguintes: 

• A260/A280 = 1,8 ± 0,3 

• A260/A230 ≥ 1,25 (recomendado) 

Os produtos de PCR e os marcadores de dimensões são observados em 4 canais de pigmentos. Antes de 

iniciar a EC, certifique-se de que o instrumento calibrado deteta os pigmentos FAM™, HEX™, NED™ e 

ROX™ utilizando o DS-30 Matrix Standard Kit (Dye Set D, Applied Biosystems®) de acordo com as instruções 

do fabricante. Para mais detalhes relativamente à configuração do analisador genético, consulte a secção de 

Eletroforese capilar através da utilização de um analisador genético. 

Vista geral do protocolo do AmplideX PCR/CE CFTR Kit 

O protocolo de análise requer quatro procedimentos-chave: 

1. Preparação da mistura principal de PCR e aplicação de ciclos térmicos 

2. Eletroforese capilar através da utilização de um analisador genético 

3. Denominação das amostras 

4. Análise de fragmentos (PCR/EC) 

O protocolo está redigido para uma única reação; as misturas principais podem ser preparadas para o número 

apropriado de reações em cada passo do protocolo. Os reagentes fornecidos são suficientes para um máximo 

de 50 reações (A00076) cada da Mix A e Mix B, ou 100 reações (A00077) cada da Mix A e Mix B, realizadas 

num máximo de 8 lotes independentes, incluindo um excedente de 15% para a preparação da mistura 

principal para PCR e 10% para a mistura principal para EC. 

O fluxo de trabalho deve proceder de forma unidirecional, iniciando com uma área dedicada de pré-

amplificação e movendo-se para uma área segregada de pós-amplificação. O produto amplificado deve 

permanecer na área de pós-amplificação para minimizar o risco de contaminação por amplicões. 

Preparação da mistura principal de PCR e aplicação de ciclos térmicos 

1. Descongele a 2X PCR Mix, ambos os tubos da Primer Mix, e o diluente (caso deseje incluir um NTC) à 

temperatura ambiente até que cada componente se torne um líquido uniforme (até 30 minutos, 

dependendo do volume). Agite vigorosamente todos os tubos no vórtex durante aproximadamente 

5 segundos à velocidade máxima e centrifugue brevemente para assegurar que o conteúdo se encontra 

no fundo do tubo.  

Nota: Assegure-se de que as CFTR Primer Mix A e Mix B são manuseadas separadamente de forma a 

minimizar o risco de contaminação cruzada.  

2. Junte os reagentes pela ordem apresentada de acordo com a mistura principal de PCR na tabela que se 

segue. Os volumes indicados referem-se a uma única reação e não incluem o excedente recomendado. 

Recomendamos a criação de uma mistura principal com 15% de excedente para cada reagente 

(volume/reação * número de reações * 1,15 para cada reagente arredondado para o 0,1 μL mais próximo). 

Prepare um volume da mistura principal para PCR que seja suficiente para cada amostra a ser testada. 

A inclusão de uma reação com diluente em vez de DNA, servindo como um NTC, é opcional.  

Nota: A mistura 2X PCR Mix é viscosa; por conseguinte, retraia o pistão da pipeta lentamente de forma a 

adquirir a solução pretendida. A mistura principal para PCR é estável à temperatura ambiente durante um 

período máximo de uma hora, antes da adição do DNA modelo; no entanto, recomenda-se que a amostra 

seja adicionada imediatamente após a mistura e distribuição. 
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Reagente 

Preparação da Mistura 

A para PCR, 

Volume/reação (μL) 

Preparação da Mistura 

B para PCR, 

Volume/reação (μL) 

2X PCR Mix 5,0 5,0 

CFTR Primer Mix A 3,0 - 

CFTR Primer Mix B - 3,0 

Amostra* ou NTC*  2,0* 2,0* 

Volume total 10,0 10,0 

*Não adicionar à mistura principal total 

 
3. Agite vigorosamente a mistura principal de PCR no vórtex durante aproximadamente 5 segundos à 

velocidade máxima, e centrifugue brevemente antes da distribuição em alíquotas na placa de PCR.  

Nota: A mistura principal deve ser agitada no vórtex antes da dispensa de forma a assegurar a mistura 

adequada de todos os reagentes. 

5. Distribua 8,0 µl da mistura principal A ou da mistura principal B para PCR em cada micropoço. Utilize uma 

pipeta de repetição, se disponível.  

Nota: Tanto a Mistura A como a Mistura B são compatíveis com o mesmo protocolo de aplicação de ciclos 

térmicos. As amostras testadas com a Mistura A e a Mistura B devem estar localizadas na mesma placa e 

ser colocadas numa ordem documentada, de forma a evitar confusões com as mesmas. Ver a 

organização recomendada para a placa de PCR de forma a minimizar o risco de contaminação cruzada. 

 

 
 

6. Adicione 2,0 µl da amostra de DNA apropriada a cada micropoço da Mistura A e Mistura B (ver Etapas 

pré-analíticas para informações relativas aos requisitos das amostras para utilização). Carregue e 

esvazie a pipeta pelo menos três vezes para garantir uma mistura adequada. 

7. Sele a placa com uma película vedante adesiva (plástico ou folha de alumínio); assegure-se de que todos 

os micropoços e bordas da placa se encontram devidamente vedados.  

Nota: Ao utilizar vedantes de folha de alumínio, é recomendada a utilização de um rolador (Beckman 

Coulter P/N 538618 ou equivalente) para evitar a evaporação durante a aplicação de ciclos térmicos. 

8. Agite suavemente a placa. 

9. Centrifugue a placa para remover quaisquer bolhas (1 minuto a 1600 x g).  

Nota: Assegure-se de que todas as bolhas são removidas do fundo dos poços da placa. 

10. Transfira a(s) placa(s) de PCR selada(s) para um termociclador pré-programado compatível e execute o 

protocolo de aplicação de ciclos térmicos definindo o volume de reação para 10 μL.  

Nota: Utilize as taxas de rampa padrão nos termocicladores Applied Biosystems® Veriti, 

Applied Biosystems 9700 (bloco dourado), e Bio-Rad C1000. Se utilizar o Applied Biosystems ProFlex, 
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defina a taxa de rampa como 5,0 °C/s. Os termocicladores com taxas de rampa máximas < 2,6 °C/s não 

são recomendados. Para termocicladores não listados aqui, utilize as condições do Veriti/ProFlex e 

contacte a Assistência Técnica da Asuragen® para obter assistência. 

 

Fase Temperatura Tempo 

Veriti (3,9 °C/s), 

ProFlex  

(5,0 °C/s)* 

9700 bloco 

dourado 

(2,6 °C/s) 

C1000  

(3,3 °C/s) 

Desnaturação 

inicial 
95 °C 5 minutos 1 pausa 1 pausa 1 pausa 

Específico para 

os alelos  

95 °C 15 segundos 
2 ciclos 2 ciclos 2 ciclos 

60 °C 4 minutos 

Expansão 
95 °C 15 segundos 

20 ciclos 20 ciclos 17 ciclos 
72 °C 4 minutos 

Marcação 

95 °C 30 segundos 

7 ciclos 6 ciclos 7 ciclos 60 °C 30 segundos 

72 °C 4 minutos 

Condicionamento 72 °C 10 minutos 1 pausa 1 pausa 1 pausa 

Armazenamento 

final 
4 °C Em espera 1 pausa 1 pausa 1 pausa 

*O modo de Emulação da Veriti também é compatível 

11. Transfira os produtos de PCR para a análise EC ou armazene-os entre -15 e -30 °C até à análise.  

Nota: Uma vez concluída a aplicação de ciclos térmicos do PCR, os produtos de PCR permanecem 

estáveis até 48 horas à temperatura de 2 a 8 °C. Quando armazenados no congelador, os produtos de 

PCR permanecem estáveis à temperatura de -15 a -30 °C durante pelo menos um mês. O 

armazenamento de amplicões à temperatura ambiente não é recomendado. 

Eletroforese capilar através da utilização de um analisador genético 

1. Descongele a Hi-Di™ Formamide e o ROX 1000 Size Ladder à temperatura ambiente, até que cada 

componente seja um líquido uniforme. 

2. Agite vigorosamente no vórtex (velocidade máx. durante 5 a 10 segundos) e centrifugue brevemente para 

recolher o conteúdo. 

3. Prepare uma solução de mistura principal para EC adicionando os componentes segundo a ordem 

indicada na tabela Mistura principal para EC. Os volumes indicados referem-se a uma única reação 

e não incluem o excedente recomendado. A criação de uma mistura principal com 10% de excedente 

para cada reagente (volume/reação * número de reações * 1,10 para cada reagente arredondado até ao 

0,1 μL mais próximo) é recomendada. 
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Mistura principal para EC 

Reagente 
Por reação (μL)  

(SeqStudio, série 3500) 
Por reação (μL)  

(séries 3130, 3730) 

Hi-Di™ Formamide (Formamida)  11,0 8,0 

ROX 1000 Size Ladder 2,0 1,0 

Produto PCR*  2,0*  1,0* 

Volume total 15,0 10,0 

*Não adicionar à mistura principal total 

4. Misture todos os reagentes adicionados (agite no vórtex à velocidade máxima durante 5 segundos), e 

centrifugue brevemente para recolher o conteúdo. 

5. Proceda à divisão em alíquotas de 13,0 µl (caso utilize um Analisador Genético SeqStudio™ ou um 

Analisador Genético série 3500) ou de 9,0 µl (caso utilize um Analisador Genético série 3130 ou 3730) da 

mistura principal para EC em cada micropoço de uma nova placa de análise de EC compatível com o 

analisador genético.  

Nota: Faça corresponder o esquema da placa de EC à configuração da injeção do analisador genético em 

grupos adequados de 4, 8, 16, 24, ou 48 capilares dependendo do modelo de EC (p. ex., A1–H3, A4–H6, 

A10–H12 para a série 3500xL). Caso utilize um número de amostras inferior ao grupo de injeção, 

preencha os micropoços vazios para injeção com 15,0 µl (série SeqStudio ou 3500) ou 10,0 µl (série 3130 

ou 3730) de Hi Di™ Formamide. 

6. Antes da transferência, agite suavemente no vórtex e centrifugue a placa que contém produtos de PCR 

para recolher o conteúdo no fundo dos poços e impedir a contaminação durante a abertura (1 minuto a 

1600 x g). 

7. Transfira os produtos de PCR para a placa de EC (2,0 µl se utilizar a série SeqStudio ou 3500, ou 1,0 µl 

se utilizar a série 3130 ou 3730), pipetando para cima e para baixo pelo menos 3 vezes para misturar a 

solução.  

Nota: A utilização de uma pipeta multicanal é recomendada para esta transferência, especialmente no 

caso de múltiplas colunas de produtos de PCR.  

8. Sele a placa com uma película vedante adesiva; assegure-se de que todos os micropoços e bordas da 

placa se encontram devidamente vedados. 

9. Agite suavemente a placa. 

10. Centrifugue a placa para recolher o conteúdo no fundo dos micropoços (1 minuto a 1600 x g).  

11. Desnature a placa de EC num termociclador durante 2 minutos a 95 °C, seguido de uma pausa a 4 °C 

durante pelo menos 2 minutos. Centrifugue a placa para recolher o conteúdo no fundo dos micropoços 

(1 minuto a 1600 x g), assegurando-se de que não existem bolhas nos micropoços da placa. Após o passo 

de desnaturação, conserve a placa em gelo e protegida da luz.  

Nota: Os amplicões têm de ser desnaturados antes da análise de EC e podem ser utilizados até 48 horas 

após a desnaturação: a estabilidade temporal do painel de instrumentos foi verificada até 48 horas. 

12. Prepare o analisador genético para a aquisição de dados conforme as instruções do fabricante. O modelo 

de amostras para importação e os ficheiros de execução do módulo podem ser fornecidos pela 

Assistência Técnica da Asuragen® para cada instrumento, se necessário. As condições finais de injeção e 

processamento devem ser validadas pelo utilizador final e podem diferir entre instrumentos.  

Nota: Segundo as instruções do fabricante, os tampões e polímero do instrumento devem estar à 

temperatura ambiente antes da instalação no instrumento. 

a. Aplicam-se as seguintes considerações: 

i. Calibre o instrumento para a deteção dos pigmentos fluorescentes FAM™, HEX™, NED™ e 

ROX™ através da utilização do DS-30 Matrix Standard Kit. 

ii. Ajuste as condições de injeção e o tempo de processamento de acordo com a configuração 

específica do instrumento. A tabela que se segue apresenta os valores iniciais recomendados. 
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iii. Para o Analisador Genético das séries 3130 e 3730, o tampão de execução 10X deve ser diluído 

para 1X com água purificada de alta qualidade, segundo as recomendações do fabricante, antes 

de ser instalado no instrumento. Para obter os melhores resultados, dilua o tampão de execução 

imediatamente antes da utilização. Uma vez instalado no instrumento, o tampão de execução 

diluído 1X permanece estável até 24 horas. O tampão de execução diluído 1X pode ser 

armazenado durante até 7 dias, quer à temperatura ambiente ou entre 2 e 8 °C.  

Nota: O tampão de execução 1X deve estar à temperatura ambiente antes da instalação no 

instrumento. 

iv. O desempenho do analisador genético pode ser afetado por flutuações da temperatura ambiente, 

de acordo com o fabricante. Certifique-se de que a temperatura ambiente é compatível com as 

recomendações do fabricante antes e durante a utilização. Para obter os melhores resultados, 

recomendamos uma temperatura ambiente entre 18 (20 °C para a série 3130) a 30 °C, com uma 

variação máxima inferior a 2 °C por cada 24 horas. 

Os módulos de processamento padrão do instrumento que se seguem podem ser utilizados como modelos: 

• 3130, 3130xl: FragmentAnalysis36_POP7 

• 3500, 3500xL: FragmentAnalysis50_POP7, FragmentAnalysis50_POP7xl, 

FragmentAnalysis36_POP7, FragmentAnalysis36_POP7xl 

• 3730, 3730xl: GeneMapper50_POP7, GeneMapper36_POP7 

• SeqStudio™: FragAnalysis 

Ajuste as condições de injeção nos modelos dos módulos de processamento redefinidos do seguinte modo: 

Instrumento 
Comprimento 

capilar 
Injeção 

Pré-

processamento 
Processamento 

Temperatura 

da estufa 

3130†, 3130xl† 36 cm 3,5 kV, 35 s 15 kV*, 900 s 15 kV*, 1500 s 60 °C* 

3500, 3500xL 50 cm 2,5 kV, 20 s 15 kV*, 900 s 19,5 kV*, 2100 s 60 °C* 

3500, 3500xL 36† cm 2,5 kV, 20 s 15 kV*, 900 s 15 kV*, 1500 s 60 °C* 

3730, 3730xl 50 cm 2,5 kV, 10 s 15 kV*, 900 s 15 kV*, 2900 s 63 °C* 

3730, 3730xl†† 36† cm 2,5 kV, 10 s 15 kV*, 900 s 15 kV*, 1500 s 63 °C* 

SeqStudio 28 cm 6,0 kV, 2 s 13 kV*, 180 s* 6,0 kV, 3000 s 60 °C* 

* Indica definições idênticas às predefinições do instrumento para determinado comprimento capilar e tipo de 
polímero 
†

 As temperaturas ambientes ≤20 °C podem afetar o desempenho  
††

 O desempenho na série Applied Biosystems® 3730 Refresh não foi verificado 

Nota: Os utilizadores do SeqStudio poderão vir a observar um grande número de sinalizações de CQ 
associadas ao marcador de dimensões identificadas após a execução utilizando as definições padrão. Estas 
sinalizações do marcador de dimensões do instrumento são apenas visíveis na interface do instrumento 
SeqStudio, e não terão efeito na análise posterior, nem indicam problemas no processamento de amostras. 
Para avaliações da qualidade do marcador de dimensões, consulte a secção de Informações de CQ do 
00003130, Manual do Utilizador do Software AmplideX® PCR/CE CFTR Analysis Module. Para mais 
informações, contacte a Assistência Técnica da Asuragen®. 

13. Denomine as amostras conforme o seguinte formato, com os campos dos nomes de ficheiro separados 

por um delimitador comum. Para mais informações, consulte a secção de Denominação das amostras. 
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Denominação das amostras 

Os nomes dos ficheiros FSA contêm um ou mais componentes informativos, chamados campos ou atributos, 
doravante referidos como atributos. Estes atributos podem aparecer em qualquer ordem. Os atributos são 
separados por um delimitador não-alfanumérico. 
 
Os delimitadores permissíveis restringem-se a (ver nota abaixo): 

• Underscore “_” 

• Hífen “-” 
Os atributos predefinidos incluem, mas não estão limitados a: 

• <Sample Name> (Nome da amostra) 

• <Well Position> (Posição do micropoço) 

• <Date> (Data) 

• <Instrument ID> (ID do instrumento) 
São exemplos de atributos definidos pelo utilizador: 

• <Operator Name> (Nome do utilizador) 

• <Lot ID> (ID do lote) 

Nota: Os únicos caracteres reconhecidos como delimitadores pelo AmplideX® PCR/CE CFTR Analysis Module 
são o underscore “_” ou o hífen “-”. A utilização de quaisquer outros delimitadores disponíveis no Software de 
Colheita de Dados da Applied Biosystems® levará à falha da análise. 

Ao programar uma convenção de denominação de ficheiros para o AmplideX PCR/CE CFTR Analysis Module, 
podem ser utilizados qualquer número de atributos e em qualquer ordem; no entanto, as seguintes regras 
devem ser cumpridas: 

1. <Nome da amostra> deve estar incluído no nome do ficheiro. 

2. Outros atributos, caso existam, devem estar separados por underscores “_” ou hífenes “-”. 

3. Os caracteres \ / : * ? ‘ “ < > | não são permitidos. 

4. Quando são utilizadas ambas a CFTR Primer Mix A e a CFTR Primer Mix B: 

1. A posição do <Nome da amostra> deve ser idêntica para todos os nomes dos ficheiros 
do lote. 

2. A grafia do <Nome da amostra> deve ser idêntica em ambos os nomes de ficheiros. 

Nota: Quando o hífen “-” é selecionado como delimitador no AmplideX PCR/CE CFTR Analysis Module, os 
atributos que contenham hífenes “-” como um carácter não-delimitante (p. ex., <Data> escrita no formato aa-
mm-dd) são tratados como vários atributos. Nas definições do módulo de análise, ajuste a posição do <Nome 
da Amostra> se este tipo de atributo preceder o <Nome da amostra>. 
 
Opcionalmente, podem ser incluídos MixA e MixB no nome do ficheiro em qualquer posição, incluindo o 
delimitador, quando são realizadas ambas as reações da CFTR Primer Mix A e CFTR Primer Mix B. Isto pode 
ser realizado ao: 

1. Adicionar a informação diretamente ao atributo de <Nome da amostra>, separada pelo 
delimitador escolhido (p. ex., <Nome da amostra>(delimitador)MixA e <Nome da 
amostra>(delimitador)MixB), ao inserir manualmente os nomes das amostras no Software de 
Colheita de Dados do instrumento, ou  

2. Incluir um atributo <Definido pelo utilizador> na convenção de denominação dos ficheiros, se for 
utilizado um ficheiro XML para importar as informações da amostra para o Software de Colheita 
de Dados. 

Por defeito, o AmplideX PCR/CE CFTR Analysis Module utiliza underscores “_” como delimitadores e 
“Posição 1” como <Nome da amostra>. Estas definições padrão podem ser alteradas no separador Admin 
do AmplideX PCR/CE CFTR Analysis Module (ver 00003130, Manual do Utilizador do Software AmplideX 
PCR/CE CFTR Analysis Module). 
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Tabela 3. Todos os exemplos utilizam underscores “_” como delimitadores entre atributos; no entanto, também 
podem ser utilizados hífenes “-”. Os atributos a negrito são exigidos pelo software; todos os outros atributos 
são opcionais, incluindo a informação de MixA e MixB. A cor vermelha indica exemplos e razões da 
denominação incorreta. 

Posição 
do 

campo 
Nome da 
amostra 

Exemplo de 
Nome da 
amostra 

Convenção de denominação de 
ficheiros FSA  

Formato do 
Nome da 
amostra 

Razões para a 
correspondência/não 
correspondência da 

amostra 

1 

Sample-1_MixA <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa 

CORRETO 

A informação de Nome da 
Amostra da posição 1 
corresponde em ambos os 
ficheiros fsa. 

Sample-1_MixB <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa 

1 

Sample1_MixA <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa 

CORRETO 

A informação de Nome da 
Amostra da posição 1 
corresponde em ambos os 
ficheiros fsa. 

Sample1_MixB <Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa 

1 

A01_Sample-1_MixA <Well>_<Sample Name>_<Date>.fsa 

INCORRETO 

A posição não corresponde à 
localização do Nome da amostra. 
A amostra da Mix A é processada 
independentemente e leva à 
ocorrência de uma sinalização de 
CQ da identificação (LA) para a 
amostra da Mix B. Ver o exemplo 
seguinte para a resolução. 

B01_Sample-1_MixB <Well>_<Sample Name>_<Date>.fsa 

2 

A01_Sample-1_MixA <Well>_<Sample Name>_<Date>.fsa 

CORRETO 

A informação de Nome da 
amostra da posição 2 
corresponde em ambos os 
ficheiros fsa. 

B01_Sample-1_MixB <Well>_<Sample Name>_<Date>.fsa 

1 

Sample1_Rep1_MixA 
Sample1_Rep1_MixB 

<Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa 

INCORRETO 

Neste exemplo, seriam 
processados quatro ficheiros fsa 
com o mesmo Nome da amostra 
na 1a posição, levando à falha da 
análise. Ver o exemplo seguinte 
para a resolução. 

Sample1_Rep2_MixA 
Sample1_Rep2_MixB 

<Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa 

1  

Sample1-Rep1_MixA 
Sample1-Rep1_MixB 

<Sample Name>_<Well>_<Date>.fsa CORRETO 

O nome da amostra na posição 1 
corresponde exata e unicamente 
a cada réplica antes do 
underscore delimitador “_”.  

Sample1-Rep2_MixA 
Sample1-Rep2_MixB 

 

Análise de fragmentos (PCR/EC) 

O AmplideX PCR/CE CFTR Kit produz dados de eletroferogramas que são convertidos em padrões de picos 

específicos a cada amostra e interpretados automaticamente de forma a determinar a zigosidade da variante 

ou dimensões das repetições através da utilização de um módulo de análise incluído no AmplideX Reporter. 

Consulte o documento 00003130, Manual do Utilizador do Software do AmplideX PCR/CE CFTR Analysis 

Module, para obter instruções completas. As dimensões esperadas para cada pico WT e MUT são listadas 

alfabeticamente, por variante, na Tabela 4. 
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Tabela 4. Dimensões esperadas dos picos, em pares de bases (pb), para os picos de tipo selvagem (wild type, 
WT), mutante (MUT), STR, ou Poli-T. Os intervalos das dimensões são geralmente aplicáveis em todos os 
modelos de EC. As dimensões dos picos podem apresentar um ligeiro aumento (0,5 – 1 pb) nos instrumentos 
Applied Biosystems® SeqStudio™.  

Nome do marcador Alelo 
Mistura 

de 
primers 

Canal 
Mín. do 

pico 
Máx. do 

pico  

1717-1G>A WT A FAM 102 106 

1717-1G>A MUT A HEX 99,5 103,5 

1898+1G>A WT A FAM 234,5 238,5 

1898+1G>A MUT A HEX 231,5 235,5 

2183AA>G/2184insA/2184delA WT A FAM 366 370 

2184delA MUT A HEX 356 360 

2184insA MUT A HEX 365,5 369,5 

2789+5G>A WT A FAM 212,1 216,1 

2789+5G>A MUT A HEX 209 213 

3120+1G>A WT A FAM 218,5 222,5 

3120+1G>A MUT A HEX 215,3 219,3 

3272-26A>G WT A FAM 261,3 265,3 

3272-26A>G MUT A HEX 258,5 262,5 

3659delC WT A FAM 225,5 229,5 

3659delC MUT A HEX 221,7 225,7 

3849+10kbC>T WT A FAM 148,5 152,5 

3849+10kbC>T MUT A HEX 146,5 150,5 

621+1G>T WT A FAM 167,2 171,2 

621+1G>T MUT A HEX 164,4 168,4 

711+1G>T WT A FAM 198,5 202,5 

711+1G>T MUT A HEX 195,6 199,6 

A455E WT A FAM 161,4 165,4 

A455E MUT A HEX 158,6 162,6 

D1152H WT A FAM 322 326 

D1152H MUT A HEX 319,5 323,5 

F508del WT A FAM 114 118 

F508del MUT A HEX 112,1 116,1 

G542X WT A FAM 142 146 

G542X MUT A HEX 139,9 143,9 

G551D WT A FAM 175,9 179,9 

G551D MUT A HEX 173 177 

G622D WT A FAM 186 190 

G622D MUT A HEX 183,1 187,1 

G85E WT A FAM 155,6 159,6 

G85E MUT A HEX 153 157 

I507del WT A FAM 107,9 111,9 

I507del MUT A HEX 105,2 109,2 
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Nome do marcador Alelo 
Mistura 

de 
primers 

Canal 
Mín. do 

pico 
Máx. do 

pico  

L206W WT A FAM 274,5 278,5 

L206W MUT A HEX 271 275 

N1303K WT A FAM 250,4 254,4 

N1303K MUT A HEX 248 252 

P5L WT A FAM 283,1 287 

P5L MUT A HEX 279 283 

R1070Q WT A FAM 350 354 

R1070Q MUT A HEX 348 352 

R1162X WT A FAM 268,4 272,4 

R1162X MUT A HEX 264,5 268,5 

R117H WT A FAM 300,4 304,4 

R117H MUT A HEX 297,5 301,5 

R334W WT A FAM 120,5 124,5 

R334W MUT A HEX 118 122 

R347H/R347P WT A FAM 240,8 244,8 

R347H/R347P MUT A HEX 238 242 

R553X WT A FAM 181,2 185,2 

R553X MUT A HEX 178,2 182,2 

R560T WT A FAM 204,8 208,8 

R560T MUT A HEX 201,6 205,6 

S945L WT A FAM 256,6 260,6 

S945L MUT A HEX 253,5 257,5 

W1282X WT A FAM 190,9 194,9 

W1282X MUT A HEX 188 192 

5T Poli-T A HEX 126,48 140 

7T Poli-T A FAM 126,45 140 

9T Poli-T A NED 123,5 138,5 

STR01 Biomarcador A/B NED 184,5 220,5 

STR51 Biomarcador A/B NED 301 377 

STR91 Biomarcador A/B NED 244,5 300,5 

1078delT WT B FAM 338,2 343,6 

1078delT MUT B FAM 330,1 336,2 

1154insTC WT B FAM 401 407,3 

1154insTC MUT B FAM 408,4 413,2 

1548delG WT B FAM 353 357 

1548delG MUT B FAM 358 362 

1677delTA* WT B FAM 486,5 491 

1677delTA* MUT B FAM 477,1 486,5 

1811+1.6kbA>G WT B HEX 338,9 343,2 

1811+1.6kbA>G MUT B HEX 333,7 338,7 

1898+5G>T WT B FAM 137,5 141,5 



0 0 0 0 3 3 6 5 v 1 ,  2 0 2 2 - 0 4 - 1 2   P á g i n a  24 | 46 

Nome do marcador Alelo 
Mistura 

de 
primers 

Canal 
Mín. do 

pico 
Máx. do 

pico  

1898+5G>T MUT B FAM 132,6 136,6 

2183AA>G MUT B HEX 310,8 314,8 

2789+2insA WT B HEX 261 265 

2789+2insA MUT B HEX 265,8 269,8 

3876delA WT B HEX 480,1 484 

3876delA MUT B HEX 475 479 

3905insT WT B HEX 497 501 

3905insT MUT B HEX 502,4 506,4 

394delTT WT B HEX 493 496,9 

394delTT MUT B HEX 488 492 

A559T WT B FAM 214 218 

A559T MUT B FAM 220 224 

E60X WT B HEX 415 419 

E60X MUT B HEX 411 414,9 

F311del WT B FAM 313,7 317,7 

F311del MUT B FAM 308,9 312,9 

G970D WT B HEX 116,3 120,3 

G970D MUT B HEX 111,6 115,6 

I618T WT B HEX 517,3 521,8 

I618T MUT B HEX 510,8 516 

M1101K WT B HEX 248 252 

M1101K MUT B HEX 253,1 257,1 

P67L WT B HEX 433,3 437,3 

P67L MUT B HEX 428 432,5 

Q493X WT B FAM 417 422,9 

Q493X MUT B FAM 423 427,9 

Q890X WT B FAM 457,7 463,6 

Q890X MUT B FAM 464,1 470 

R1066C WT B HEX 364 368 

R1066C MUT B HEX 358,7 362,7 

R1070W WT B HEX 343,8 347,8 

R1070W MUT B HEX 349 353 

R1158X WT B FAM 378,6 383,4 

R1158X MUT B FAM 383,7 388,3 

R117C WT B HEX 373,5 377,5 

R117C MUT B HEX 378,4 382,4 

R352Q WT B FAM 447 453 

R352Q MUT B FAM 437,1 443 

R75X WT B HEX 459 463 

R75X MUT B HEX 454 458 

S549N WT B FAM 250 254 



0 0 0 0 3 3 6 5 v 1 ,  2 0 2 2 - 0 4 - 1 2   P á g i n a  25 | 46 

Nome do marcador Alelo 
Mistura 

de 
primers 

Canal 
Mín. do 

pico 
Máx. do 

pico  

S549N MUT B FAM 245 249 

V456A WT B FAM 121,1 125,1 

V456A MUT B FAM 127,5 131,5 

V520F WT B FAM 491,3 501 

V520F MUT B FAM 501 510 

Y1092X WT B HEX 278,2 282,2 

Y1092X MUT B HEX 283 287 

Y122X WT B HEX 389,5 393,5 

Y122X MUT B HEX 394 398 

*as dimensões esperadas dos picos podem variar, dependendo do estado mutacional F508del e I507del 

Conflitos e limitações conhecidos para as variantes 

• Quando presentes, os alelos que se seguem não serão detetados quando ocorrerem em fase (ou seja, no 

mesmo cromossoma) com as variantes seguintes: 

o R117C não detetado em fase com a mutação Y122X 

o R117C não detetado em fase com a mutação R117H 

o R117H não detetado em fase com a mutação R117C 

o R1070W não detetado em fase com a mutação R1066C 

o 394delTT não detetado em fase com a mutação 405+3A>C (não detetada pelo kit) 

o G551D não detetado em fase com a mutação A559T 

• Quando presentes, os alelos que se seguem serão notificados como Não Detetados (Not Detected, ND) 

no ficheiro CSV: 

o R1070W pode ser notificado como ND na presença de uma mutação R1066C homozigótica 

o 394delTT pode ser notificado como ND na presença de uma mutação 405+3A>C homozigótica 

o G551D pode ser notificado como ND na presença de uma mutação A559T homozigótica 

o I507del pode ser notificado como ND na presença de uma mutação F508del homozigótica 

o F508del pode ser notificado como ND na presença de uma mutação I507del homozigótica. Este 

caso levaria à ativação errónea de uma falha de CQ do DI, embora o ensaio esteja a funcionar 

como esperado 

• Quando presentes, os alelos que se seguem serão notificados como Other (Outros) no ficheiro CSV: 

o Se forem encontrados picos 2183/84 wt e 2184delA mut no sinal FSA: 2184delA é marcada como 

HET, 2184insA é marcada como Other, 2183AA>G é marcada como Other 

o Se forem encontrados picos 2183/84 wt e 2183AA>G mut no sinal FSA: 2184delA é marcada 

como Other, 2184insA é marcada como Other, 2183AA>G é marcada como HET 

o Se apenas for encontrado o pico 2184delA mut no sinal FSA: 2184delA é marcada como MUT, 

2184insA é marcada como Other, 2183AA>G é marcada como Other 

o Se forem encontrados picos 2184delA mut e 2184insA mut no sinal FSA: 2184delA é marcada 

como HET, 2184insA é marcada como HET, 2183AA>G é marcada como Other 

o Se forem encontrados picos 2184delA mut e 2183AA>G mut no sinal FSA: 2184delA é marcada 

como HET, 2184insA é marcada como Other, 2183AA>G é marcada como HET 

o Se forem encontrados picos 2184insA mut e 2183AA>G mut no sinal FSA: 2184delA é marcada 

como Other, 2184insA é marcada como HET, 2183AA>G é marcada como HET 
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o Se apenas for encontrado o pico 2183AA>G mut no sinal FSA: 2184delA é marcada como Other, 

2184insA é marcada como Other, 2183AA>G é marcada como MUT 

o Quando CFTRdele20 é HET, os alelos no exão 20 (M1101K, R1066C, R1070W, Y1092X, 

3272-26A>G, R1070Q) serão notificados como “Other” se detetados como tipo selvagem ou 

HET se detetados como MUT 

o Quando CFTRdele2,3 é HET, os alelos no exão 3 (E60X, P67L, R75X, 394delTT, G85E) serão 

notificados como “Other” se detetados como tipo selvagem ou HET se detetados como MUT 

• Quando presentes, os alelos que se seguem serão notificados como “Multiple” (Vários) genótipos nos 

ficheiros UI, PDF e CSV: 

o Se forem encontrados picos F508del-mut e I507del-mut no sinal FSA: Os picos I507del-wt e 

F508del-wt podem ser perdidos e I507del e F508del podem ser notificados como mutantes 

homozigóticos, o genótipo da amostra é marcado como “Vários” 

• Quando presentes, os picos do tipo selvagem dos seguintes alelos podem ser alterados: 

o Se forem encontrados picos F508del-mut ou I507del-mut no sinal FSA da Mix A: os picos das 

variantes esperadas na Mix B 1677delTA e V520F serão alterados 

Procedimentos de controlo de qualidade 

Controlo sem modelo (No template control, NTC) 

A utilização de um controlo negativo (ou seja, controlo sem modelo, NTC) é opcional. Se a utilização de um 

NTC for desejada, deve ser utilizado o diluente incluído no kit em vez da amostra de DNA. Um NTC é 

processado da mesma forma que uma amostra normal, e é apresentado na lista de amostras testadas. Um 

NTC adequado apresentará um eletroferograma de EC plano, e gerará informações de falha “LS” (Low Signal, 

sinal baixo) no FSA QC [CQ do FSA] e “FAIL” (FALHA) no “Overall QC” (CQ geral) da vista de Results 

(Resultados) do software. Nos relatórios exportados, o NTC apresentará FAIL (FALHA) na coluna de Overall 

QC (CQ geral) do relatório CSV e apresentará FAIL na secção Overall QC Status (estado geral do CQ) no 

relatório PDF da amostra relevante. 
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Figura 3. Exemplo de um resultado válido de EC com amostra NTC. A vista de cima corresponde à Primer Mix 
A, e a vista de baixo corresponde à Primer Mix B. 

Amostras de linhas celulares 

Caso tal seja desejado, podem ser compradas amostras derivadas de linhas celulares humanas com 

genótipos CFTR confirmados a partir do Coriell Institute for Medical Research de forma a confirmar o 

desempenho (Tabela 2). Estas amostras não são necessárias para assegurar a funcionalidade correta do 

ensaio. Ver a Figura 4 para os resultados esperados de uma amostra da linha celular NA04345. 

Figura 4. Amostra da linha celular Coriell NA04345. A vista de cima corresponde à Primer Mix A, e a vista de 

baixo corresponde à Primer Mix B. 

 

Amostras 

Para assegurar uma aquisição de resultados com boa qualidade, o AmplideX® PCR/CE Reporter com o CFTR 

Analysis Module fornece verificações automatizadas de CQ para cada ficheiro FSA associado a uma amostra. 

As falhas de CQ são resumidas na Tabela 5. 
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Tabela 5. Resumos do modo de falha de CQ. Para mais detalhes, consulte 00003130, Manual do Utilizador do 
Software AmplideX® PCR/CE CFTR Analysis Module. Consulte a secção de Resolução de problemas para 
sugestões relativas à resolução de problemas. 

CQ  Nível Descrição 
Tipo de CQ 

e causa 

Notificação 
a nível das 
amostras 

Notificação 
a nível das 
variantes 

ROX QC 

(CQ do ROX) 

(LD) 

Ficheiro FSA 

O ROX QC destina-se a sinalizar 

amostras que têm marcadores de 

dimensões moleculares aberrantes 

e/ou fatores de correção de 

mobilidade que não podem ser 

determinados com exatidão. Estes 

erros impedem a análise correta das 

dimensões dos picos e a associação 

a variantes, e normalmente são 

encontrados quando estão presentes 

artefactos de picos inesperados no 

canal ROX com dimensões e formas 

semelhantes aos picos esperados em 

ROX, ou quando o sinal ROX é 

demasiado baixo. 

Fail (Falha): 

O marcador 

é anómalo 

ou está em 

falta 

Genótipo, 

número ou 

lista de 

variantes 

mutantes 

ausente 

Nenhuma 

zigosidade da 

variante no 

CSV; 

nenhumas 

anotações de 

picos no UI, 

PDF ou CSV 

Signal Magnitude 

QC (CQ da 

intensidade do 

sinal) 

(LS) 

FSA 

O Signal Magnitude QC destina-se a 

sinalizar amostras com um sinal 

insuficiente para várias variantes 

(sinal baixo).  

Fail (Falha): 

RFU de um 

pico baixo 

ou não 

detetado 

associada a 

múltiplas 

variantes 

Genótipo, 

número ou 

lista de 

variantes 

mutantes 

ausente 

Nenhuma 

zigosidade da 

variante no 

CSV; 

nenhumas 

anotações de 

picos no UI, 

PDF ou CSV 

Saturation QC 

(CQ da saturação) 

(SA) 

FSA 

O Saturation QC identificará picos 

saturados ou uma interação 

excessiva entre canais, o que poderá 

causar uma determinação incorreta 

da zigosidade das variantes.  

Fail (Falha): 

Sobreamplifi

cação do 

PCR ou 

problemas 

de pureza da 

amostra 

Genótipo, 

número ou 

lista de 

variantes 

mutantes 

ausente 

Nenhuma 

zigosidade da 

variante no 

CSV 

Contamination QC 

(CQ da 

contaminação) 

(CT) 

FSA 

O Contamination QC sinalizará 

amostras quando forem detetados 

dois ou mais modelos de DNA 

humano no sinal. 

Fail (Falha): 

Várias 

amostras 

numa 

mesma 

Primer Mix, 

amostra 

Genótipo, 

número ou 

lista de 

variantes 

mutantes 

ausente 

Nenhuma 

zigosidade da 

variante no 

CSV 

Label QC (CQ da 

denominação) 

(LA) 

FSAs 

emparelhados 

O Label QC sinalizará uma amostra 

se duas Primer Mix A estiverem 

associadas a um único Nome de 

amostra.  

Fail (Falha): 

Amostras 

incorretamente 

denominadas 

Genótipo, 

número ou 

lista de 

variantes 

mutantes 

ausente 

Nenhuma 

zigosidade da 

variante no 

CSV 

O Label QC sinalizará uma amostra 

se apenas uma única Primer Mix B 

estiver associada a um Nome de 

amostra. 

Fail (Falha): 

Mistura de 

primers não 

suportada 

Genótipo, 

número ou 

lista de 

variantes 

Todas as 

anotações de 

zigosidade 

das variantes 

e picos 
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CQ  Nível Descrição 
Tipo de CQ 

e causa 

Notificação 
a nível das 
amostras 

Notificação 
a nível das 
variantes 

mutantes 

ausente 

Tube Mismatch 

(TM) (Troca dos 

tubos) 

FSAs 

emparelhados 

O Tube Mismatch QC (CQ de troca 

dos tubos) sinalizará amostras com 

padrões diferentes nos 

biomarcadores STR altamente 

polimórficos identificados entre as 

duas misturas de primers. 

Fail (Falha): 

Amostras de 

dois 

doadores 

diferentes 

atribuídas ao 

mesmo 

nome de 

amostra; 

problema de 

denominaçã

o dos 

ficheiros 

Nenhum 

genótipo 

Todas as 

anotações de 

zigosidade 

das variantes 

e picos 

Data Integrity 

(Integridade de 

dados) 

(DI) 

FSAs 

emparelhados 

O Data Integrity QC sinalizará 

amostras quando uma variante for 

perdida (p. ex., não foi detetado um 

pico WT ou MUT para uma dada 

variante). O AmplideX PCR/CE CFTR 

indica picos que estejam ausentes na 

análise. 

Fail (Falha): 

Sinal baixo 

para uma ou 

mais 

variantes 

Nenhum 

genótipo 

Todas as 

anotações de 

zigosidade 

das variantes 

e picos 

Resolução de problemas 

Observação Causa potencial Ação 

Observada perda de 
pico(s) WT  

A pureza das amostras é 
insuficiente (p. ex., A260/230 ≤ 1,25, 
A260/280 ≤ 1,5 ou A260/280 > 2,1) 

• Volte a purificar os ácidos nucleicos e a 
repetir o PCR. Recomenda-se a utilização 
de um kit semelhante ao Zymo DNA Clean 

& Concentrator® Kit para dessalinização e 
remoção de contaminações por proteínas. 

A quantidade utilizada está 
abaixo do intervalo 
recomendado para o ensaio. 

• Aumente a quantidade utilizada (ver 
Passos pré-analíticos para o intervalo 
suportado) ou volte a purificar os ácidos 
nucleicos e a repetir o PCR. 

As condições de aplicação dos 
ciclos térmicos não são ideais 
para o termociclador em uso. 

Os amplicões de uma reação 
PCR multiplexada e específica 
para alelos não têm todos a 
mesma eficiência de 
amplificação; como tal, algumas 
variantes são mais sensíveis às 
condições de aplicação dos 
ciclos térmicos. 

 

• Verifique os termocicladores suportados 

na secção Necessários mas não 

fornecidos. Para termocicladores não 

listados, utilize as condições do 

Veriti/ProFlex e contacte a Assistência 

Técnica da Asuragen® para obter 

assistência. 
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Observação Causa potencial Ação 

Alturas dos picos 
baixas em todos os 
picos marcados com 
HEX e/ou FAM do 
ensaio para todas as 
amostras incluídas 
numa execução. 

Aplicação incorreta dos ciclos 
térmicos, definições incorretas 
do instrumento, instrumentação 
incompatível, formulação de EC 
incorreta, condições 
incompatíveis de 
armazenamento ou 
manuseamento do reagente 

• Verifique a utilização de instrumentação 
compatível e definições de aplicação de 
ciclos térmicos, configurações do 
instrumento de EC e formulações de EC 
apropriadas conforme descrito na secção 
de Passos do procedimento. 

• Certifique-se de que os reagentes são 
armazenados e manuseados conforme 
descrito nas secções de Conservação e 
manuseamento e Advertências e 
precauções. 

• Verifique se as Primer Mixes A e B 
apresentam uma cor rosa-claro. Se o 
líquido for incolor, tal pode indicar um 
problema de armazenamento ou 
contaminação. Contacte 
support@asuragen.com para mais 
informações. 

Picos de dímeros de primers 
saturantes no intervalo de 
75-90 pb devido à 
contaminação cruzada pelas 
Primer Mixes A e B 

• Certifique-se de que os reagentes são 
armazenados e manuseados conforme 
descrito em Conservação e 
manuseamento e Advertências e 

precauções. 

• Verifique os procedimentos de controlo de 
contaminações do laboratório.  

Problema de 
calibração espectral 
do instrumento de EC, 
ou picos extra 
detetados (75-95 pb) 
nos resultados de EC 
de outros ensaios 
após a execução de 
EC do AmplideX® 
PCR/CE CFTR Kit. 

Os contaminantes de utilizações 
prévias do AmplideX® PCR/CE 
CFTR Kit podem afetar a 
calibração espectral do 
instrumento de EC ou outros 
ensaios. 

• Realize 4X injeções de água DI ou Hi-Di™, 
apenas para remover quaisquer possíveis 
contaminantes oriundos de utilizações 
prévias. 

• Repita a calibração espectral. 

A amostra não cumpre 
os critérios do Signal 
Magnitude QC (LS na 
coluna FSA QC) 

O DNA utilizado é inferior ao 
intervalo dos valores de entrada 
(<20 ng), impureza da amostra 
de DNA, nenhum DNA utilizado 
devido a erros de pipetagem, 
capilar antigo ou calibração 
incorreta do instrumento. 

• Verifique se o analisador genético foi 
calibrado com o Matrix Standard (DS-30, 
Dye Set D) adequado. 

• A idade do capilar pode afetar a 
magnitude do sinal; verifique a idade do 
capilar e o número de injeções para 
confirmar que cumprem as especificações 
do fabricante. 

• Certifique-se de que os reagentes são 
armazenados e manuseados conforme 
descrito nas secções de Conservação e 
manuseamento e Advertências e 
precauções. 

• Tome especial atenção à técnica de 
pipetagem, e especialmente ao adicionar 
a amostra de DNA. 

mailto:support@asuragen.com
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Observação Causa potencial Ação 

• Se apenas uma das reações (Mix A ou 
Mix B) de uma dada amostra não passar 
o LS QC  

o Repita a injeção da placa de EC para 
as reações sem sucesso das 
amostras afetadas, caso tenham 
passado ≤48 horas desde a 
preparação (caso contrário, repita o 
protocolo a partir da secção de 
Eletroforese capilar através da 
utilização de um analisador 
genético; ou seja, recrie a placa de 
EC utilizando os produtos de PCR 
amplificados previamente para todas 
as amostras afetadas). 

o Após repetir a injeção EC das 
reações afetadas, faça corresponder 
os ficheiros FSA ao ficheiro FSA 
correspondente da reação prévia e 
com sucesso, da Mix A ou Mix B, para 
análise emparelhada no software. 

• Se ambas as reações Mix A e Mix B de 
uma dada amostra não passarem o LS 
QC 

o Repita a injeção da placa de EC para 
as reações Mix A e Mix B das 
amostras afetadas, caso tenham 
passado ≤48 horas desde a 
preparação (caso contrário, repita o 
protocolo a partir da secção de 
Eletroforese capilar através da 
utilização de um analisador 
genético; ou seja, recrie a placa de 
EC utilizando os produtos de PCR 
amplificados previamente para todas 
as amostras afetadas).  

o Após a injeção EC, proceda à análise 
emparelhada no software. 

• Verifique a concentração e pureza da 
amostra de DNA para garantir que se 
encontram dentro dos limites do ensaio; 
tenha em conta que alguns contaminantes 
podem afetar a quantificação da 
concentração de DNA.  

• Verifique os dados brutos de EC do 
marcador ROX, assim como dos canais 
FAM, HEX e NED relativamente a 
quaisquer problemas (p. ex., presença de 
dímeros de primers saturantes no 
intervalo de 75-90 pb),  

• Se a principal causa do problema for a 
utilização de uma baixa quantidade de 
DNA ou a contaminação dos reagentes, 
repita o protocolo a partir da secção 
Preparação da mistura principal de 
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Observação Causa potencial Ação 

PCR e aplicação de ciclos térmicos 
para todas as reações afetadas, utilizando 
uma quantidade de DNA conforme o 
intervalo recomendado (20-60 ng). Após 
repetir a PCR e a injeção EC das reações 
afetadas, faça corresponder os ficheiros 
FSA ao ficheiro FSA correspondente da 
reação prévia e com sucesso, da Mix A ou 
Mix B, para análise emparelhada no 
software. Se a amostra se encontrar 
inicialmente no intervalo do ensaio, 
aumente a quantidade de DNA utilizado 
dentro do intervalo recomendado.  

• Repita o isolamento de DNA e reveja o 
procedimento e os reagentes para 
identificar potenciais origens de 
contaminação ou degradação dos ácidos 
nucleicos durante o fluxo de trabalho de 
purificação.  

A amostra não cumpre 
os critérios de 
Saturation level QC 
(SA na coluna FSA 
QC) 

A quantidade de DNA utilizada 
está acima do intervalo dos 
valores de entrada, foi utilizado 
um modelo de termociclador ou 
EC incompatível, calibração 
incorreta dos instrumentos, 
configurações incorretas dos 
instrumentos. 

• Verifique a utilização de instrumentação 
compatível e definições de aplicação de 
ciclos térmicos, configurações do 
instrumento de EC e formulações de EC 
apropriadas conforme descrito na secção 
de Passos do procedimento. 

• Verifique se o analisador genético foi 
calibrado com o Matrix Standard (DS-30, 
Dye Set D) adequado. 

• Verifique os dados brutos de EC do 
marcador ROX, assim como dos canais 
FAM, HEX e NED relativamente a 
quaisquer problemas (p. ex., picos 
adicionais). 

• Se apenas uma das reações (Mix A ou 
Mix B) de uma dada amostra não passar 
o SA QC 

o Repita a injeção da placa de EC para 
as reações sem sucesso das 
amostras afetadas, caso tenham 
passado ≤48 horas desde a 
preparação (caso contrário, repita o 
protocolo a partir da secção de 
Eletroforese capilar através da 
utilização de um analisador 
genético; ou seja, recrie a placa de 
EC utilizando os produtos de PCR 
amplificados previamente para todas 
as amostras afetadas). 

o Após repetir a injeção EC das 
reações afetadas, faça corresponder 
os ficheiros FSA ao ficheiro FSA 
correspondente da reação prévia e 
com sucesso, da Mix A ou Mix B, para 
análise emparelhada no software. 
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Observação Causa potencial Ação 

• Se ambas as reações Mix A e Mix B de 
uma dada amostra não passarem o SA 
QC 

o Repita a injeção da placa de EC para 
as reações Mix A e Mix B das 
amostras afetadas, caso tenham 
passado ≤48 horas desde a 
preparação (caso contrário, repita o 
protocolo a partir da secção de 
Eletroforese capilar através da 
utilização de um analisador 
genético; ou seja, recrie a placa de 
EC utilizando os produtos de PCR 
amplificados previamente para todas 
as amostras afetadas). 

o Após a injeção EC, proceda à análise 
emparelhada no software. 

• Verifique a concentração e pureza da 
amostra para garantir que se encontram 
dentro dos limites recomendados para o 
ensaio (20-60 ng); tenha em conta que 
alguns contaminantes podem afetar a 
quantificação da concentração de DNA. 

• Dilua a amostra com o diluente incluído no 
kit; se a amostra se encontrava 
inicialmente no intervalo recomendado 
para o ensaio, dilua-a para 10 ng/μL, de 
forma a que a massa do DNA utilizado 
seja de 20 ng. 

• Repita o protocolo para todas as reações 
afetadas a partir da secção de 
Preparação da mistura principal de 
PCR e aplicação de ciclos térmicos. 
Após repetir a PCR e a injeção EC das 
reações afetadas, faça corresponder os 
ficheiros FSA ao ficheiro FSA 
correspondente da reação prévia e com 
sucesso, da Mix A ou Mix B, para análise 
emparelhada no software.  

A amostra não cumpre 
os critérios do Data 
Integrity QC (DI na 
coluna Overall QC) 

A quantidade de DNA utilizada 
está abaixo do intervalo dos 
valores de entrada (<20 ng), foi 
utilizado um modelo de 
termociclador ou EC 
incompatível, configurações 
incorretas dos instrumentos, 
calibração incorreta dos 
instrumentos. 

• Verifique a utilização de instrumentação 
compatível e definições de aplicação de 
ciclos térmicos, configurações do 
instrumento de EC e formulações de EC 
apropriadas conforme descrito na secção 
de Passos do procedimento. 

• Verifique se o analisador genético foi 
calibrado com o Matrix Standard (DS-30, 
Dye Set D) adequado. 

• A idade do capilar pode afetar a 
magnitude do sinal; verifique a idade do 
capilar e o número de injeções para 
confirmar que cumprem as especificações 
do fabricante. 
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Observação Causa potencial Ação 

• Se apenas uma das reações (Mix A ou 
Mix B) de uma dada amostra não passar 
o DI QC 

o Repita a injeção da placa de EC para 
as reações sem sucesso das 
amostras afetadas, caso tenham 
passado ≤48 horas desde a 
preparação (caso contrário, repita o 
protocolo a partir da secção de 
Eletroforese capilar através da 
utilização de um analisador 
genético; ou seja, recrie a placa de 
EC utilizando os produtos de PCR 
amplificados previamente para todas 
as amostras afetadas). 

o Após repetir a injeção EC das 
reações afetadas, faça corresponder 
os ficheiros FSA ao ficheiro FSA 
correspondente da reação prévia e 
com sucesso, da Mix A ou Mix B, para 
análise emparelhada no software. 

• Se ambas as reações Mix A e Mix B de 

uma dada amostra não passarem o DI 

QC 

o Repita a injeção da placa de EC para 
as reações Mix A e Mix B das 
amostras afetadas, caso tenham 
passado ≤48 horas desde a 
preparação (caso contrário, repita o 
protocolo a partir da secção de 
Eletroforese capilar através da 
utilização de um analisador 
genético; ou seja, recrie a placa de 
EC utilizando os produtos de PCR 
amplificados previamente para todas 
as amostras afetadas). 

o Após a injeção EC, proceda à análise 
emparelhada no software. 

• Verifique a concentração e pureza da 
amostra de DNA para garantir que se 
encontram dentro dos limites do ensaio; 
tenha em conta que alguns contaminantes 
podem afetar a quantificação da 
concentração de DNA. 

• Se a causa principal não for identificada 
acima e a concentração da amostra for 
suficiente, repita o protocolo para todas as 
amostras afetadas a partir da secção 
Preparação da mistura principal de 
PCR e aplicação de ciclos térmicos. 
Tome especial atenção à técnica de 
pipetagem, e especialmente ao adicionar 
a amostra de DNA. 

• Repita o isolamento de DNA e reveja o 
procedimento e os reagentes para 
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Observação Causa potencial Ação 

identificar potenciais origens de 
contaminação ou degradação dos ácidos 
nucleicos durante o fluxo de trabalho de 
purificação.  

As mutações INDEL localizadas 
dentro de ou entre locais de 
ligação dos primers que não 
sejam abrangidas pelo 
AmplideX® PCR/CE CFTR Kit 
podem deslocar os picos dos 
amplicões para fora do intervalo 
de dimensões esperado, 
causando perda alélica. Para 
mais informações, consulte a 
secção Conflitos e limitações 
conhecidos para as variantes. 

• Verifique os resultados de EC 
relativamente a picos extra fora do 
intervalo de dimensões dos picos da 
variante perdida. Neste caso, a falha no 
DI QC não será corrigida pela repetição 
da EC ou PCR. 

A amostra não cumpre 
os critérios do ROX 
QC (LD na coluna 
FSA QC) 

Problemas com a deteção das 
dimensões ou intensidade dos 
picos do marcador ROX. 

• A idade do capilar pode afetar a migração 
consistente; verifique a idade do capilar e 
o número de injeções para confirmar que 
cumprem as especificações do fabricante. 

• Se apenas uma das reações (Mix A ou 
Mix B) de uma dada amostra não 
passar o ROX QC  

o Repita a injeção da placa de EC para 
as reações sem sucesso das 
amostras afetadas, caso tenham 
passado ≤48 horas desde a 
preparação (caso contrário, repita o 
protocolo a partir da secção de 
Eletroforese capilar através da 
utilização de um analisador 
genético; ou seja, recrie a placa de 
EC utilizando os produtos de PCR 
amplificados previamente para todas 
as amostras afetadas). 

o Após repetir a injeção EC das 
reações afetadas, faça corresponder 
os ficheiros FSA ao ficheiro FSA 
correspondente da reação prévia e 
com sucesso, da Mix A ou Mix B, para 
análise emparelhada no software. 

• Se ambas as reações Mix A e Mix B de 
uma dada amostra não passarem o 
ROX QC 

o Repita a injeção da placa de EC para 
as reações Mix A e Mix B das 
amostras afetadas, caso tenham 
passado ≤48 horas desde a 
preparação (caso contrário, repita o 
protocolo a partir da secção de 
Eletroforese capilar através da 
utilização de um analisador 
genético; ou seja, recrie a placa de 
EC utilizando os produtos de PCR 
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Observação Causa potencial Ação 

amplificados previamente para todas 
as amostras afetadas). 

o Após a injeção EC, proceda à análise 
emparelhada no software. 

• No caso de persistência da falha, verifique 
os dados brutos para identificar problemas 
que indiquem perda de resolução, tais 
como alturas de picos descendentes no 
marcador ROX, ou migração inconsistente 
dos picos do marcador ROX entre 
amostras. Se forem observados 
problemas, injete Hi-Di™ por si só durante 
5 a 10 injeções para limpar o sistema.  

• Caso a repetição da EC não resolva o 
problema, repita o protocolo para todas as 
amostras afetadas a partir da secção de 
Preparação da mistura principal de 
PCR e aplicação de ciclos térmicos 
(para a Mix A e Mix B). Certifique-se de 
que a concentração do DNA das amostras 
afetadas está dentro do intervalo 
recomendado. 

A amostra não cumpre 
os critérios do 
Contamination QC (CT 
na coluna FSA QC) 

Contaminação das amostras • Verifique os picos dos biomarcadores 
STR no canal NED relativamente à 
presença de problemas que indiquem 
contaminação das amostras, em particular 
a presença de mais de 2 picos por grupo 
STR (STR01, STR51, STR91). 

• Verifique o procedimento relativamente a 
potenciais fontes de contaminação da 
amostra durante o fluxo de trabalho da 
purificação ou configuração do ensaio.  

• Repita o protocolo para todas as reações 
afetadas a partir da secção de 
Preparação da mistura principal de 
PCR e aplicação de ciclos térmicos. 
Após repetir a PCR e a injeção EC das 
reações afetadas, faça corresponder os 
ficheiros FSA ao ficheiro FSA 
correspondente da reação prévia e com 
sucesso, da Mix A ou Mix B, para análise 
emparelhada no software. Tome especial 
atenção à técnica de pipetagem, e 
especialmente ao adicionar a amostra de 
DNA. 

• Caso a repetição da PCR não resolva o 
problema, repita o isolamento de DNA. 
Preste especial atenção à contaminação 
por ácidos nucleicos durante o fluxo de 
trabalho da purificação.  

A amostra não cumpre 
os critérios do Label 
QC 

Os ficheiros FSA têm uma 
combinação incompatível das 
misturas do kit (ou seja, A e A, 
B e B) devido a erros de 
denominação ou utilização de 

• Verifique se os nomes dos ficheiros das 
reações da Mix A e Mix B para cada 
amostra foram atribuídos conforme o 
formato de denominação das amostras 
fornecido na secção Eletroforese capilar 
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Observação Causa potencial Ação 

(LA na coluna Overall 
QC) 

uma mistura de primers não 
suportada (ou seja, apenas B)  

através da utilização de um analisador 
genético. Verifique se os nomes dos 
ficheiros de ambas as reações para uma 
dada amostra foram associados à Primer 
Mix correta e repita a análise.  

• Caso o erro se deva a não ter testado a 
Mix A para uma dada amostra, repita o 
protocolo para todas as amostras 
afetadas a partir da secção de 
Preparação da mistura principal de 
PCR e aplicação de ciclos térmicos 
para a reação da Mix A. Preste especial 
atenção à denominação dos ficheiros. 
Após a injeção EC das reações da Mix A, 
faça corresponder os ficheiros FSA ao 
ficheiro FSA correspondente da reação 
prévia e com sucesso da Mix B para 
análise emparelhada no software. 

Problemas com a análise das 
dimensões ou sinal dos picos-
alvo da Mix B no intervalo de 
400-530 pb. 

• Verifique os resultados de EC das 

amostras afetadas de forma a confirmar as 

dimensões antecipadas para os picos, 

apresentadas na Tabela 4. Se o erro for 

causado por perda alélica ou análise 

incorreta das dimensões no intervalo de 

400-530 pb, realize o protocolo novamente 

para todas as amostras afetadas a partir 

da secção de Preparação da mistura 

principal de PCR e aplicação de ciclos 

térmicos. 

A amostra não cumpre 
os critérios de Tube 
Mismatch 

(TM na coluna Overall 
QC)  

Os padrões dos biomarcadores 
STR não correspondem entre 
as amostras da Mix A e Mix B. 

• Verifique o procedimento relativamente a 
possíveis fontes de confusão das 
amostras. 

• Verifique os nomes dos ficheiros das 
reações da Mix A e Mix B para cada 
amostra, assegurando que cada amostra 
foi denominada conforme o formato de 
denominação das amostras fornecido na 
secção Eletroforese capilar através da 
utilização de um analisador genético. 
Certifique-se de que a Mix A e reação 
Mix B correspondente estão associadas à 
amostra correta. Realize a análise 
novamente após corrigir os erros. 

• Se a Mix A e reação Mix B 
correspondente não puderem ser 
identificadas, repita as reações de EC 
para as amostras afetadas.  

• Caso o problema persista, repita o 
protocolo para todas as amostras 
afetadas a partir da secção de 
Preparação da mistura principal de 
PCR e aplicação de ciclos térmicos 
(para a Mix A e Mix B). Preste especial 
atenção à denominação dos ficheiros. 
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Avaliação analítica  

Comparação de métodos 

De forma a avaliar o desempenho do AmplideX® PCR/CE CFTR Kit, testámos 84 amostras de DNA diferentes, 

compreendendo amostras de sangue total humano (n=51), linhas celulares (n=31) ou DNA sintético (n=2). De 

forma conjunta, o painel incluiu amostras positivas para todas as 65 variantes detetadas pelo ensaio, e 

conteve dimensões das repetições Poli-T de 5, 7, e 9, e dimensões das repetições Poli-TG de 9, 10, 11 e 12. 

As amostras de DNA foram isoladas utilizando colunas de sílica (n=10), microesferas magnéticas 

funcionalizadas (n=31), ou métodos de purificação baseados em precipitação (n=41). Para determinar os 

resultados de referência para todas as variantes detetadas pelo ensaio, as amostras de DNA foram testadas 

através de sequenciação Sanger ou por um método baseado em hibridação PCR/sonda.  

 

Todas as 84 amostras foram testadas por si só com o AmplideX PCR/CE CFTR Kit e analisadas com os 

seguintes analisadores genéticos da Applied Biosystems®: 3500xL (comprimentos dos capilares de 36 cm e 

50 cm), SeqStudio™ (comprimento dos capilares de 28 cm), 3130xl (comprimento dos capilares de 36 cm), e 

3730xl (com a configuração de 48 capilares, e comprimentos dos capilares de 36 cm e 50 cm). Ao todo, foram 

utilizadas 6 configurações diferentes para o instrumento de EC. As falhas de QC foram excluídas da análise. 

 

Das 489 medições válidas das amostras e 31.608 determinações de variantes geradas pelo estudo, as 

estatísticas a nível das variantes apresentaram uma concordância de >99% com os resultados de referência 

para cada configuração do instrumento de EC (Tabela 6). Adicionalmente, 475/489 (97,1%) medições das 

amostras foram genotipadas corretamente (Tabela 7). Das amostras incorretamente genotipadas, 

11/14 (78,6%) deveram-se a uma zigosidade da variante determinada incorretamente (heterozigóticas vs. 

homozigóticas) e não à presença/ausência incorretas de uma variante, o que explica o desempenho 

consistentemente elevado nos indicadores de desempenho a nível das variantes (Tabela 6). Acresce que 

6/14 das falhas (42,9%) foram causadas por uma única amostra testada nas seis configurações de EC, 

indicando um problema específico da amostra.  

 

Globalmente, estes dados demonstram que o AmplideX® PCR/CE CFTR Kit é altamente concordante com os 

métodos de referência relativamente a todo o intervalo de variantes do CFTR detetadas por este ensaio, 

utilizando vários métodos de purificação das amostras em todas as configurações suportadas para os 

instrumentos de EC. 

 
Tabela 6. Indicadores de desempenho a nível das variantes para o estudo de comparação de métodos do 
AmplideX PCR/CE CFTR Kit. O número de determinações de variantes esperadas por cada configuração do 
instrumento é apresentado para cada indicador de desempenho. Cada medição de uma amostra gera 
64 determinações de variantes individuais. Foram incluídas no painel todas as variantes detetadas pelo 
ensaio. A concordância Poli-T/TG foi avaliada separadamente (99,4% de concordância em todas as 
medições). VPP=valor preditivo positivo, CPP=concordância percentual positiva, CPN=concordância 
percentual negativa, CPG=concordância percentual geral (CPG), CPz=concordância da zigosidade. 

Medição 
N  

(por configuração) 

3130 

36 cm 

3500 

36 cm 

3500 

50 cm 

3730 

36 cm 

3730 

50 cm 

SeqStudio 

28 cm 

VPP 116 100% 100% 100% 100% 99,1% 100% 

CPP 116 99,1% 100% 99,1% 100% 99,1% 100% 

CPN 5153 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

CPG 5269 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

CPz 5269 99,9% 100% 100% 100% 99,8% 100% 
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Tabela 7. Concordância a nível das amostras para o estudo de comparação de métodos do AmplideX 
PCR/CE CFTR Kit. O número de variantes detetadas foi comparado ao número de variantes esperadas a 
partir dos resultados do método de referência. Os genótipos das amostras notificados pelo kit são 
interpretados como, Tipo selvagem: 0 variantes. Heterozigóticos: 1 variante. Homozigóticos, Heterozigóticos 
compostos, ou Múltiplos: ≥2 variantes. 

 

Número de variantes esperadas 

0 1 ≥2 Soma 

N
ú

m
e
ro

 d
e
 

v
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0 53 2 0 55 

1 1 268 1 270 

≥2 0 10 154 164 

Soma 54 280 155 489 
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Precisão intra-laboratório 

De forma a avaliar a precisão do AmplideX® PCR/CE CFTR Kit, foram testadas 11 amostras diferentes 

compreendendo DNA isolado a partir de linhas celulares humanas (n=5) ou sangue total humano (n=6) com 

10 variantes diferentes (2 deleções de exões de grandes dimensões, 2 mutações INDEL, 6 SNVs) utilizando 

20 ng de DNA por reação. As amostras foram isoladas através de métodos de precipitação, coluna ou 

isolamento automatizado com microesferas magnéticas.  

 

Os testes foram realizados em duplicado em 12 processamentos em lote com dois utilizadores, um lote de 

reagentes e dois termocicladores de 96 micropoços Applied Biosystems® Veriti™, gerando 24 medições por 

amostra, ou 264 medições de amostras no total. O estudo foi realizado em dois analisadores genéticos 

Applied Biosystems® 3500xL.  

 

Das 264 medições válidas das amostras e 8.436 determinações de variantes geradas pelo estudo, as 

estatísticas a nível das variantes apresentaram uma concordância de 100% com os resultados de referência 

para cada operador e no geral (Tabela 8). Adicionalmente, as 264 medições das amostras foram genotipadas 

corretamente (Tabela 9).  

 

Globalmente, estes dados demonstram que o AmplideX PCR/CE CFTR Kit é suficientemente preciso para a 

identificação inequívoca do estado das variantes, zigosidade e genótipo das amostras quando realizado 

por/em utilizadores, processamentos, instrumentos de EC e termocicladores diferentes. 

 
Tabela 8. Indicadores de desempenho a nível das variantes para o estudo de comparação de precisão intra-
laboratorial do AmplideX PCR/CE CFTR Kit. O número de determinações de variantes incluído no cálculo por 
utilizador é apresentado para cada indicador de desempenho. Cada medição de uma amostra gera 64 
determinações de variantes individuais. Foram incluídas 10 variantes positivas diferentes no painel, incluindo 
F508del, R117H, D1152H, R1158X, Y122X, V456A, 2657+3insA, CFTRdele2,3, CFTRdele20, e G551D. 
A concordância Poli-T/TG foi avaliada separadamente (100% de concordância). VPP=valor preditivo positivo, 
CPP=concordância percentual positiva, CPN=concordância percentual negativa, CPG=concordância 
percentual geral (CPG), CPz=concordância da zigosidade. 

Medição 
N  

(por utilizador) 
Ut1 Ut2 Geral 

VPP 168 100% 100% 100% 

CPP 168 100% 100% 100% 

CPN 8.268 100% 100% 100% 

CPG 8.436 100% 100% 100% 

CPZ 8.436 100% 100% 100% 
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Tabela 9. Concordância a nível das amostras para o estudo de comparação de precisão intra-laboratorial do 
AmplideX® PCR/CE CFTR Kit. O número de variantes detetadas foi comparado ao número de variantes 
esperadas a partir dos resultados do método de referência. Os genótipos das amostras notificados pelo kit são 
interpretados como, Tipo selvagem: 0 variantes. Heterozigóticos: 1 variante. Homozigóticos, Heterozigóticos 
compostos, ou Múltiplos: ≥2 variantes. 

 
 

Número de variantes esperadas 
 

 

 
0 1 ≥2 Soma 

N
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e
 

v
a
ri

a
n

te
s
 m

e
d

id
a
s

 

0 24 0 0 24 

1 0 120 0 120 

≥2 0 0 120 120 

Soma 24 120 120 264 

 
 

DNA utilizado 

De forma a avaliar o intervalo de quantidades de DNA utilizadas para o AmplideX PCR/CE CFTR Kit, foram 

testadas oito amostras diferentes, compreendendo DNA isolado a partir de linhas celulares humanas (n=2) ou 

amostras de sangue total humano (n=6) com sete variantes diferentes (1 deleção de exão de grandes 

dimensões, 1 mutação INDEL, 5 SNVs) em duplicado com cinco quantidades de DNA diferentes, incluindo 15, 

20, 40, 60, ou 70 ng de DNA por PCR, utilizando um lote de reagentes e gerando 80 medições de amostras. 

As amostras foram testadas num único analisador genético Applied Biosystems® 3500xL.  

 

Das 80 medições válidas das amostras e 5.110 determinações de variantes geradas pelo estudo, as 

estatísticas a nível das variantes apresentaram uma concordância de 100% com os resultados de referência 

para cada quantidade de DNA utilizada, entre 15 ng a 70 ng de DNA por reação (Tabela 10). Adicionalmente, 

as 80 medições das amostras foram genotipadas corretamente. Estes resultados apoiam o intervalo 

recomendado de DNA para utilização, entre 20 e 60 ng. 

 

Tabela 10. Indicadores de desempenho a nível das variantes para o estudo de comparação de quantidade 
de DNA utilizada no AmplideX® PCR/CE CFTR Kit. Foram incluídas nos cálculos todas as medições das 
quantidades de DNA entre 15 ng a 70 ng. O número de determinações de variantes incluído no cálculo é 
apresentado para cada indicador de desempenho. Cada medição de uma amostra gera 64 determinações 
de variantes individuais. Foram incluídas 7 variantes positivas diferentes no painel, incluindo F508del, R117H, 
G542X, E60X, 621+1G>T, CFTRdele2,3, e W1282X. A concordância Poli-T/TG foi avaliada separadamente 
(100% de concordância). VPP=valor preditivo positivo, CPP=concordância percentual positiva, 
CPN=concordância percentual negativa, CPG=concordância percentual geral (CPG), CPz=concordância da 
zigosidade, CPG=concordância do genótipo a nível das amostras. 

Medição N  Geral 

VPP 110 100% 

CPP 110 100% 

CPN 5.000 100% 

CPG 5.110 100% 

CPZ 5.110 100% 

CPG 80 100% 
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Sensibilidade analítica 

De forma a avaliar a sensibilidade analítica do AmplideX® PCR/CE CFTR Kit, foram selecionadas oito 

amostras diferentes, compreendendo DNA isolado a partir de linhas celulares humanas (n=7) ou sangue total 

humano (n=1), para a inclusão de onze alelos de baixa magnitude dos picos com base nos resultados 

anteriores. As amostras foram testadas com uma quantidade de DNA utilizado de 20 ng, a concentração mais 

baixa suportada pelo ensaio, com quatro réplicas por ensaio. As amostras foram testadas através da utilização 

de um termociclador de 96 micropoços Applied Biosystems Veriti™ 96-well e análise num analisador genético 

Applied Biosystems 3500xL, e através da utilização de um Applied Biosystems GeneAmp™ PCR System 9700 

(bloco dourado) e análise num analisador genético Applied Biosystems 3130xl. No total, foram geradas 384 

medições em 11 picos de interesse (I507del-MUT, R1158X-MUT, R75X-MUT, E60X-MUT, Q493X-MUT, 

V456A-MUT, Q493X-WT, R334W-WT, L206W-WT, 1677delTA-WT, e V520F-WT; MUT =pico mutante, 

WT =pico de tipo selvagem). 

 

Das 384 medições dos picos de interesse geradas pelo estudo, todas apresentaram uma concordância de 

100% com os resultados esperados (Tabela 11). As alturas médias dos picos foram superiores no analisador 

genético 3500 comparativamente ao analisador genético 3130, tal como esperado devido às diferenças no 

intervalo dinâmico de RFU entre as plataformas (limite de saturação de 30.000 RFU para o 3500, limite de 

saturação de 8.000 RFU para o 3130). Esta tendência é aparente ao comparar as distribuições das alturas dos 

picos dos 11 picos de interesse neste estudo entre as plataformas (Figura 5).  

 

Estes resultados indicam que o AmplideX PCR/CE CFTR Kit tem uma sensibilidade suficiente para a deteção 

dos picos de variantes mais desafiantes incluídas no ensaio com o nível de DNA utilizado mais baixo 

suportado.  

 
Tabela 11. Concordância percentual dos 11 picos de interesse no estudo de sensibilidade do AmplideX 
PCR/CE CFTR Kit. WT=pico de tipo selvagem, MUT=pico mutante.  

Variante-Pico N N correto 
Concordância 

percentual 

RFU média 

(3130) 

RFU média 

(3500) 

1677delTA-WT 64 64 100% 2602 2879 

E60X-MUT 16 16 100% 534 946 

I507del-MUT 8 8 100% 394 2110 

L206W-WT 64 64 100% 281 2157 

Q493X-MUT 16 16 100% 1471 2088 

Q493X-WT 64 64 100% 792 1436 

R75X-MUT 8 8 100% 680 1351 

R334W-WT 64 64 100% 661 2391 

R1158X-MUT 8 8 100% 842 3836 

V456A-MUT 8 8 100% 1517 4310 

V520F-WT 64 64 100% 610 1307 

Todos 384 384 100% 
NA (Não 

aplicável) 

NA (Não 

aplicável) 
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Figura 5. Concordância percentual dos 11 picos de interesse no estudo de sensibilidade do AmplideX® 
PCR/CE CFTR Kit. As variantes e picos de interesse (WT ou MUT) estão indicadas na parte superior da figura. 
WT=pico de tipo selvagem, MUT=pico mutante. O instrumento de EC utilizado (3130 ou 3500) é indicado na 
parte inferior da figura. Azul=3130, Vermelho=3500. 
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Especificidade analítica 

Para o estudo de especificidade analítica, os dados gerados a partir dos estudos de precisão intra-laboratorial, 

quantidade de DNA utilizado, equivalência de termocicladores e comparação de métodos foram combinados 

para análise.  

 

A concordância percentual com a sequenciação Sanger foi determinada em todas as configurações dos 

instrumentos com todas as medições de zigosidade a nível das variantes de tipo selvagem homozigóticas 

(n=963) de forma a avaliar a especificidade analítica (exclusividade) de todas as variantes detetadas pelo 

ensaio. Em todas as variantes, 100% das medições de zigosidade foram concordantes com a sequenciação 

Sanger relativamente às medições de variantes homozigóticas negativas (Tabela 12). 

 

A concordância percentual com a sequenciação Sanger foi determinada em todas as configurações dos 

instrumentos com todas as medições de zigosidade a nível das variantes homozigóticas (n=113) de forma a 

avaliar a especificidade analítica (inclusividade) de todas as variantes detetadas pelo ensaio. Em todas as 

variantes, 100% das medições de zigosidade foram concordantes com a sequenciação Sanger relativamente 

às medições de variantes homozigóticas positivas (Tabela 12). 

 

Globalmente, estes dados demonstram que o AmplideX® PCR/CE CFTR Kit tem especificidade suficiente para 

determinar o estado das variantes de todas as variantes detetadas pelo estudo. 

 

Tabela 12. Concordância da zigosidade a nível das variantes no estudo de especificidade do AmplideX 
PCR/CE CFTR Kit. A zigosidade das variantes detetadas foi comparada à zigosidade das variantes esperada 
a partir dos resultados do método de referência. WT=tipo selvagem, MUT=homozigótica positiva.  

 
 

Estado da variante esperado 
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WT 963 0 963 

MUT 0 113 113 

Soma 963 113 1076 

Limitação de responsabilidade 

• Este produto destina-se apenas à utilização em investigação. Não se destina a procedimentos de 

diagnóstico. 

• Este produto não pode ser revendido, modificado para revenda nem utilizado para fabricar produtos 

comerciais sem a aprovação por escrito da Asuragen. 

• Asuragen® e AmplideX® são marcas comerciais da Asuragen®, Inc. 

• Todos os instrumentos devem ser mantidos e utilizados de acordo com as instruções do fabricante. 

• NA MEDIDA PERMITIDA PELA LEI APLICÁVEL, A ASURAGEN NÃO DEVERÁ, EM CASO ALGUM, 

SER RESPONSÁVEL DE QUALQUER FORMA [QUER EM CONTRATO, ATO ILÍCITO (INCLUINDO 

NEGLIGÊNCIA), RESPONSABILIDADE RESTRITA OU OUTRAS] POR QUALQUER RECLAMAÇÃO 

RELACIONADA COM OU DECORRENTE DA UTILIZAÇÃO DESTE PRODUTO. 
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Glossário de símbolos 

Símbolo Descrição 

 Número de catálogo 

 Código do lote 

 Contém suficiente para <n> testes 

 Consulte as instruções antes de utilizar 

 Limitação de temperatura 

 Prazo de validade 

 Fabricante 
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