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UtilizagGo prevista

O kit artus M. tuberculosis RG PCR é um teste de amplificacdo de acidos nucleicos in vitro para a
detecdo de todos os membros do complexo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. africanum, M.
bovis,

M. bovis BCG, M. microti, M. pinnipedii) em amostras humanas de expetoracdo, LBA, secrecdes
brénquicas, LCR, fluido estomacal ou de punco peritoneal. Este kit de teste de diagnéstico utiliza
a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e estd configurado para ser utilizado com os instrumentos
Rotor-Gene Q.

Resumo e explicacdo

A tuberculose (TB) continua a ser uma das doencas infeciosas mais relevantes em todo o mundo.
Cerca de dois mil milhdes de pessoas, um terco da populacdo mundial, estdo infetados com
Mycobacterium tuberculosis, o agente etiolégico da TB. A incidéncia de TB em todo o mundo é de
cerca de 8 milhdes e cerca de 3 milhdes de pessoas irdo morrer todos os anos. A TB é uma doenca
reemergente nos paises industrializados, principalmente devido & imigracdo de pessoas infetadas
e ao desenvolvimento de TB resistente aos medicamentos. Os sem-abrigo, toxicodependentes e as

pessoas imunocomprometidas sdo desproporcionadamente afetadas pela doenca.

A TB é uma doenca crénica e ciclica que afeta principalmente os pulmdes e os nédulos linfaticos
associados. No entanto, dependendo do estado de imunidade do paciente, a bactéria M.
tuberculosis pode também colonizar outros érgdos. A TB é transmitida principalmente de pessoa
para pessoa através de aerosséis. Apenas as pessoas com a doenca ativa s@o contagiosas. Em
pessoas imunossuprimidas, em particular, a bactéria M. tuberculosis pode ser reativada

(recrudescente) vérios anos apés a infegdo inicial.

Principio do procedimento

O diagnéstico de agentes patogénicos pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) baseia-se na
amplificagdo de regides especificas do genoma do agente patogénico. Através da PCR em tempo
real, o produto amplificado é detetado com recurso a corantes fluorescentes. Estes estdo
habitualmente aglutinados a sondas de oligonucleotideos que se ligam especificamente ao produto
amplificado. A monitorizag&o das intensidades de fluorescéncia no decorrer da PCR (ou seja, em
tempo real) possibilita a detecdo e a quantificagdo dos produtos sem ter que voltar a abrir os tubos

de reacdo depois de concluida a PCR (1).
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O kit arfus M. tuberculosis RG PCR é um sistema pronto a utilizar para a detecdo de todos os
membros do complexo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis BCG,
M. microti, M. pinnipedii) utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em instrumentos
Rotor Gene Q. O M. tuberculosis RG Master contém reagentes e enzimas para a amplificagdo
especifica de uma regido de 159 pb do genoma micobacteriano e para a detecdo direta de
fragmentos amplificados especificos no canal de fluorescéncia Cycling Green do Rotor-Gene Q
MDx, Rotor-Gene Q ou Rotor-Gene 6000 ou Cycling A.FAM do Rotor-Gene 3000.

Ao mesmo tempo, o kit arfus M. tuberculosis RG PCR contém um segundo sistema de amplificagdo
heterélogo para identificar uma possivel inibicdo da PCR. Esta inibicdo é detetada como um
controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia Cycling Yellow do Rotor-Gene Q MDx, Rotor-
Gene Q ou Rotor-Gene 6000, ou Cycling A.JOE do Rotor-Gene 3000. A amplificacdo e a detecdo
deste controlo inferno ndo reduz o limite de detegdo da PCR analitica do complexo M. tuberculosis
(ver "Sensibilidade analitica", na pdagina 25). Sdo fornecidos controlos positivos externos (M.
tuberculosis RG/TM QS 1-4) que permitem a determinacdo da carga de agente patogénico. Para

mais informagdes, consultar "Quantificacdo", na pagina 12.
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

arfus M. tuberculosis RG PCR Kit
Ndmero de catdlogo

Numero de reacoes

4555263 4555265
24 96

Cor da tampa Nome do reagente Simbolo

Quantidade Quantidade

Azul
Amarelo

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Verde

Branco

M. tuberculosis RG Master
M. tuberculosis RG Mg-Sol* Mg-Sol
M. tuberculosis RG/TM QST 1

(3 x 104 cdpias/pl) Qs
M. tuberculosis RG/TM QS 2 Qs
(3 x 103 cépias/pl)
M. tuberculosis RG/TM QS 3 Qs
(3 x 102 cépias/pl)
M. tuberculosis RG/TM QS 4 Qs
(3 x 10! cépias/pl)
M. tuberculosis RG IC? ic

Agua (grau PCR)

2 x 12 reacdes 8 x 12 reacdes

1 x 400 pl 1 x 400 pl
1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 200 pl 1 x 200 pl

1 x 1000 pl 2 x 1000 pl
1 x 1000 pl 1 x 1000 pl

* Mg-Sol: Solugdo de magnésio.

T QS: Padrdo de quantificagdo

#:IC: Controlo interno
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Importante: Assegurar que os instrumentos utilizados nestes procedimentos foram verificados e

calibrados de acordo com as recomendacées do fabricante.

® luvas de laboratério isentas de pé

e Kit QlAamp® DNA Mini (QIAGEN, n.° cat. 51304)

® Mistura de lisozima (ver a pagina 10)

® Pipetas (ajustaveis)

e Pontas de pipetas estéreis com filtros

® Misturador vértex

® Bloco de aquecimento ou termoagitador com capacidade de aquecimento entre 37 °C e 95
°C

e Centrifuga de bancada com rotor para tubos de reagdo de 2 ml

® Instrumento Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q ou Rotor-Gene com canais de fluorescéncia
para Cycling Green e Cycling Yellow ou com canais de fluorescéncia para Cycling A.FAM e
Cycling A.JOE

® Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q, versdo de software 1.7.94 ou posterior (Rotor-Gene
6000, versdo de software 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; Rotor-Gene 3000, versdo de software
6.0.23)

e Strip Tubes and Caps (tiras de tubos e tampas), 0,1 ml, para utilizagdo com o rotor de 72
pocos (n.° cat. 281103 ou 981106)

e Em alternativa: PCR Tubes (tubos de PCR), 0,2 ml, para utilizagdo com o rotor de 36 pogos
(n.° cat. 281005 ou 981008)

® Bloco de refrigeragdo (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes [bloco de carregamento 72 tubos de
0,1 ml], n.° cat. 92018901, ou Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes [bloco de carregamento 96
tubos de 0,2 ml], n.° cat. 9018905)

Manual do kit arfus M. tuberculosis RG PCR  10/2015



Avisos e precaucoes

O utilizador deve ter sempre em atencdo o seguinte:

e Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.

® Armazenar e extrair materiais positivos (amostras, controlos e fragmentos amplificados)
separadamente dos restantes reagentes e adicioné-los & mistura de reagdo numa unidade

sittada num espago separado.

® Descongelar completamente todos os componentes & temperatura ambiente antes de dar
inicio a um ensaio.

e De seguida, misturar completamente e centrifugar brevemente os componentes.

e Trabalhar com rapidez e manter os componentes em gelo ou no bloco de refrigeragdo (bloco

de carregamento de 72/96 pogos).
Adverténcias

Para obter informagdes de seguranca sobre o kit arfus M. tuberculosis RG PCR, consultar as fichas
de dados de seguranca adequadas. As fichas de dados de seguranca estdo disponiveis on-line

em formato PDF, cémodo e compacto, no endereco www.giagen.com/safety.

Armazenamento e manuseamento de reagentes

Os componentes do kit arfus M. tuberculosis RG PCR devem ser armazenados entre =15 e =30 °C
e sdo estdveis até ao prazo de validade impresso no rétulo. A repetida descongelagcdo e
congelacdo (> 2 x) deve ser evitada uma vez que pode reduzir a sensibilidade. Se os reagentes
se destinarem a ser usados de forma intermitente, devem ser congelados em aliquotas. O

armazenamento a 2-8 °C ndo pode exceder um periodo de 5 horas.
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Procedimento

Pontos importantes antes de iniciar o procedimento

® A adigdo de ARN transportador é de grande importancia para a eficiéncia e, com isso, para

o rendimento do ADN/ARN. A adicdo de transportador (Homopolimero do ARN Poli[rA],
ndo incluido no kit QlAamp DNA Mini) é vivamente recomendada para a extragdo de écidos

nucleicos de fluidos corporais isentos de células e material com nivel reduzido de ADN e
ARN (por exemplo, LCR).

Ressuspender o ARN transportador liofilizado (Homopolimero do ARN Poli[rA], ndo incluido
no kit QlAamp DNA Mini) utilizando o tampdo de eluicdo (ndo utilizar o tampdo de lise) do
kit de extracdo (tampdo AE do kit QlAamp DNA Mini), e preparar uma diluigdo com uma
concentracdo de 1 pg/pl. Repartir esta solugdo de ARN transportador num ndmero de
aliquotas suficientes para as necessidades e conservé-las entre =15 °C a -30 °C. Evitar a

repetida descongelacdo (> 2 x) de uma aliquota de ARN transportador.

Utilizar 1 pg de ARN transportador por 100 pl de tampdo de lise. Por exemplo, se o
protocolo de extracdo sugerir 200 pl de tampdo de lise, adicionar 2 pl de ARN transportador
(1 pg/pl) diretamente no tampdo de lise (tampdo AL do kit QlAamp DNA Mini). Antes de
iniciar cada extracdo, deverd ser preparada no momento uma mistura de tampdo de lise,
ARN transportador e controlo interno (ver "Controlo interno", na pégina 12) de acordo com

o seguinte esquema de pipetagem:

Nomero de amostras

Reagente 1 12

Tampdo AL (tampdo de lise) por exemplo, 200 pl por exemplo, 2400 pl
ARN transportador (1 pg/pl) 2 pl 24 yl
Controlo interno 10 pl 120 pl
Volume total 212l 2544 pl
Volume por extracéo 200 pl cada 200 pl

Usar mistura preparada no momento de tampdo de lise, controlo interno e ARN transportador

imediatamente para extracdo. N&o é possivel conservar a mistura.

O kit artus M. tuberculosis RG PCR ndo deve ser usado com métodos de isolamento baseados

em fenol.
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e Importante: O controlo interno do kit artus M. tuberculosis RG PCR pode ser utilizado

diretamente no procedimento de isolamento (ver "Controlo interno", na pagina 12).
Isolamento de ADN

Antes do isolamento de ADN, grandes volumes de amostra ou amostras altamente acidicas devem
ser primeiramente concentradas ou neutralizadas, respetivamente. Para a andlise de expetoragao,
recomenda-se a descontaminacdo com NALC-NaOH; o fluido estomacal deve ser neutralizado
com tampdo fosfato. Apés uma centrifugagdo final, o pellet de bactérias pode ser utilizado para

o isolamento de ADN que se segue.

O kit QlAamp DNA Mini (n.° cat. 51304) estd validado para purificagdo de ADN micobacteriano
obtido a partir de amostras humanas de expetoragdo, LBA, secrecdes brénquicas, LCR, fluido

estomacal ou de pungdo peritoneal para utilizagdo com o kit arfus M. tuberculosis RG PCR.

Para assegurar uma lise eficaz e isenta de contaminagdo das micobactérias, efetuar a purificacdo

do ADN de acordo com os passos que se seguem, que sdo diferentes dos protocolos indicados no
Manual do QIAamp DNA Mini e Blood Mini.

Importante: Todos os passos de pipetagem antes da incubacdo a 95 °C t8m de ser levados a cabo

numa cabine de seguranga de classe Il, uma vez que as amostras sdo potencialmente infeciosas.

1. Transferir entre 250 pl e 500 pl da amostra descontaminada com NALC-NaOH para um tubo

com tampa roscada de 1,5 ml.

e A utilizagdo dos tubos de tampa roscada é absolutamente necessdria.

® Os tubos de tampa roscada t&m de ser sempre firmemente fechados.
2. Centrifugar durante 10 minutos a 17 000 x g (13 000 rpm) numa centrifuga de mesa.
3. Eliminar cuidadosamente o sobrenadante por pipetagem.

® NGgo tocar no interior da tampa do tubo. Caso tal acontega, substituir imediatamente a

luva contaminada.
4. Adicionar 180 pl de mistura de lisozima (20 mg/ml de lisozima; 20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 2
mM de EDTA; 1,2% Triton™) e ressuspender o pellet pipetando para cima e para baixo.
5. Incubar durante, pelo menos, 1 hora a 37 °C num bloco de aquecimento ou termoagitador.

e Ndo se recomenda a utilizacdo de banho-maria.

6. Centrifugar brevemente para remover gotas do interior da tampa.

® Apés cada passo de incubacdo, centrifugar brevemente o tubo para remover gotas do

interior da tampa.
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7. Adicionar 20 pl de proteinase K e 200 pl de tampdo AL com ARN transportador e IC (ver

acima e "Controlo interno" na pdagina 12).
® NGgo tocar no interior da tampa do tubo. Caso tal acontega, substituir imediatamente a
luva contaminada.
8. Misturar bem agitando no vértex.
9. Incubar durante 30 minutos a 56 °C num bloco de aquecimento ou termoagitador.

® Nao se recomenda a utilizacdo de banho-maria.

10.Centrifugar brevemente para remover gotas do interior da tampa.
® Apds cada passo de incubagdo, centrifugar brevemente o tubo para remover gotas do

interior da tampa.

11.Incubar durante 15 minutos a uma temperatura de 95 °C.

Importante: O tempo de incubag¢do ndo deve ser ultrapassado porque poderd provocar
degradagdo do ADN.

12.Nota: Apenas apéds a concluséo da incubagdo a 95 °C é que as amostras deixam de ser

infeciosas. Arrefecer a amostra & temperatura ambiente.

® Assegurar que as amostras arrefecem até & temperatura ambiente apés o passo de

aquecimento a 95 °C, caso conirdrio o risco de contaminagdo por aerosséis apds a abertura

do tubo é extremamente elevado.

13.Centrifugar brevemente para remover gotas do interior da tampa.

Seguir o "Protocolo: Purificagdo de ADN de tecidos" no Manual do QlAamp DNA Mini e do Blood

Mini (terceira edig&o, junho de 2012) iniciando com a adigdo de etanol no passo 6 e efetuar uma

eluicdo final do ADN utilizando 100 pl de tampdo AE.

® Assegurar que o aro da coluna de centrifugagdo do QlAamp ndo se molha.

® NGdo tocar no interior da tampa de uma coluna de centrifugacdo do QlAamp. Caso tal

aconteca, substituir imediatamente a luva contaminada.

® Ngo utilizar a mesma ponta de pipeta para diferentes amostras, nem mesmo para aplicar os

tampdes de lavagem AW1 e AW2 ou o tampdo de eluicdo AE. Isto evita a contaminagdo

cruzada entre amostras e a contaminagdo de um tampdo.

e Utilizar cada um dos tubos de colheita de 2 ml apenas uma vez. Se ficar sem tubos de

colheita também pode utilizar tubos de microcentrifugagdo de 2 ml, cujas tampas t#&m de ser

removidas antes da utilizacdo.

® Recomenda-se vivamente a realizagdo do passo 10 de centrifugagdo recomendado no
protocolo para remover quaisquer residuos de etanol. Recomenda-se o aumento do tempo

desta centrifugagdo para 3 minutos.

Manual do kit arfus M. tuberculosis RG PCR  10/2015



Controlo interno

E fornecido um controlo interno (M. tuberculosis RG IC). Isto permite ao utilizador controlar o
procedimento de isolamento de ADN e verificar a possivel inibicdo da PCR. Para este fim,
adicionar o controlo interno numa relagdo de 0,1 pl por 1 pl do volume de eluigdo no isolamento.
Por exemplo, ao utilizar o kit QlAamp DNA Mini, o ADN é eluido em 100 pl de tampao AE. Dai
que, devem ser inicialmente adicionados 10 pl do controlo interno. O volume de controlo interno
depende do volume de eluigdo. A utilizagdo de 10 pl apenas é vélida para um volume de eluicdo

de 100 pl (0,1 pl por 1 pl de volume de eluigdo).

Nota: O controlo interno e ARN transportador (ver "Isolamento de ADN", na pégina 10) sé devem
ser adicionados & mistura de tampd&o de lise e material de amostra ou diretamente ao tampdo de

lise.

O controlo interno ndo pode ser adicionado diretamente & amostra. Se adicionado ao tampéo de
lise, ter em aten¢do que a mistura do controlo interno com o tampdo de lise/ARN transportador
deverd ser utilizada logo apés ser preparada. A conservacdo da mistura & temperatura ambiente
ou a 4 °C pode, em poucas horas, resultar em falha do controlo interno e diminuir a eficiéncia da

extracdo.
Nota: N&o adicionar o controlo interno e o ARN transportador diretamente na amostra.
Quantificacdo

Para gerar uma curva padrdo nos instrumentos Rotor-Gene Q, todos os 4 padrdes de quantificacdo
devem ser usados e definidos na caixa de didlogo Edit Samples (Editar amostras) como padrées

com as concentragdes especificadas (consultar o manual do utilizador do instrumento aplicével).

A curva padrdo gerada, tal como descrito acima, também pode ser utilizada para ensaios
subsequentes, desde que seja utilizado, pelo menos, um padrdo de uma determinada
concentragdo no ensaio atual. Para isso, a curva padrdo anteriormente gerada deve ser importada
(ver o manual do utilizador do instrumento aplicdvel). No entanto, este método de quantificacdo

pode originar resultados erréneos devido & variabilidade entre diferentes ensaios de PCR.

Para assegurar uma quantificagdo precisa, é altamente recomendado adicionar o controlo interno
ao M. tuberculosis RG Master e ao M. tuberculosis RG Mg-Sol utilizados para os padrdes de
quantificagdo. Para este fim, adicionar o controlo interno diretamente no M. tuberculosis RG Master
e no M. tuberculosis RG Mg-Sol, tal como descrito no passo 2 do protocolo (pdgina 13) e utilizar

esta master mix para cada padrdo de quantificagdo (M. tuberculosis RG/TM QS 1-4).
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Os padrées de quantificagdo sdo definidos como cépias/pl. A seguinte equagdo tem de ser
aplicada para converter os valores determinados usando a curva padrdo para cépias/ml de

material de amostra:

Resultado (cépias/pl) x Volume de

Resultados (cépias/ml) = elvicdo (pl)

Volume de amostra (ml)

Como regra geral, o volume de amostra inicial deve ser introduzido na equagdo acima
representada. Isto tem de ser considerado quando o volume da amostra tiver sido alterado antes
da extragéo do écido nucleico (por ex.: reduzir o volume por centrifugagdo ou aumentar o volume

adicionando ao volume necessdrio para o isolamento).
PCR em instrumentos Rotor-Gene Q

® Familiarizar-se com o instrumento Rotor-Gene Q antes de dar inicio ao protocolo. Consultar o

manual do utilizador do instrumento.

® Assegurar que, pelo menos, um dos padrdes de quantificagdo e um controlo negativo
(6gua, grau de PCR) sdo incluidos por ensaio de PCR. Para gerar uma curva padréo, utilizar
os 4 padrées de quantificacdo fornecidos (M. tuberculosis RG/TM QS 1-4) para cada
ensaio de PCR.

® Assegurar que o bloco de refrigeragdo (acessério do instrumento Rotor-Gene Q) é pré-

arrefecido para 2-8 °C.

® Antes de cada utilizagdo, todos os reagentes t#&m de ser completamente descongelados,
misturados (por pipetagem repetida para cima e para baixo ou por agdo rdpida do vértex) e

brevemente centrifugados.

1. Colocar o nimero de tubos de PCR pretendidos nos adaptadores do bloco de refrigeragéo.

2. Preparar uma master mix de acordo com a tabela que se segue:

NoUmero de amostras

1 12
M. tuberculosis RG Master 13yl 156 pl
M. tuberculosis RG Mg-Sol 2yl 24 pl
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Nomero de amostras

Volume total 15 pl 180 pl

3. Pipetar 15 pl da master mix para cada tubo de PCR. De seguida, adicionar 10 pl de ADN da
amostra eluida (ver a tabela abaixo).
Da mesma forma, deverdo ser utilizados 10 pl de, pelo menos, um dos padrées de
quantificacdo (M. tuberculosis RG QS 1-4) como controlo positivo e 10 pl de dgua

(6gua, grau de PCR) como um controlo negativo.

Ndmero de amostras
1 12
Master mix (Mistura padrdo) 15 pl 15 pl cada
Amostra 10 pl 10 pl cada
Volume total 25 pl 25 pl cada

4. Fechar os tubos PCR.
5. Assegurar que o anel de bloqueio (acessério do instrumento Rotor-Gene) é colocado no topo

do rotor para evitar a abertura acidental dos tubos durante o ensaio.

6. Para a detecdo de todos os membros do complexo M. tuberculosis, criar um perfil de

temperatura de acordo com os passos a seguir indicados.

DefinicGo dos pardmetros de ensaio gerais Figuras 1,2 e 3
Ativagdo inicial da enzima de comego quente Figura 4
Amplificacgo do ADN Figura 5
Ajuste da sensibilidade do canal de fluorescéncia Figura 6
Inicio do ensaio Figura 7

Todas as especificagdes referem-se ao Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q, versdo de software
1.7.94, Rotor Gene 6000, versdes de software 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 e Rotor-Gene 3000,
versdo de software 6.0.23. Para mais informagdes sobre a programagdo dos instrumentos

Rotor-Gene consultar o manual do utilizador do instrumento.
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Estas definicdes estdo enquadradas a negrito, nas ilustracdes que se seguem. Séo incluidas
ilustracdes para os instrumentos Rotor-Gene Q. Sempre que forem necessdrios valores

diferentes para o Rotor-Gene 3000, estas diferencas séo descritas no texto.

7. Comegar por abrir a caixa de didlogo New Run Wizard (Assistente de novo ensaio) (Figura
1). Marcar a caixa Locking Ring Attached (Anel bloqueador conectado) e clicar em Next

(Seguinte).

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

—~

o~
Ot

A1)

Figura 1: Caixa de didlogo New Run Wizard.

8. Selecionar 25 para o volume de reacdo da PCR e clicar em Next (figura 2).

New Run Wizard @

This box displays
help on elements in
the wizard. For help

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

; on an item, hover
Operator : | your mouse over the
) item for help. You
Motes : can also click on a
combo box to display
help about its

available settings.

. Reaction |
Volume (L) ) —

Sample Layout - |1, 2,3. LI

SkipWizadl << Back I Next >> I
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Figura 2: DefinicGo dos pardmetros de ensaio gerais.

Clicar no botdo Edit Profile (Editar perfil) na caixa de didlogo seguinte do New Run Wizard

(figura 3) e programar o perfil de temperatura conforme se mostra nas figuras 4 e 5).

Temperature Profile :

—
—

dit Profile
Channel Setup
Name | Source | Detector | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm 667 Gt

Yelow 53nm 555nm 8 _ Ea. |
Orange  585nm  610nm 5 Edit Gain... |
Red 625nm  B60nm 5

7 _ Bemove |

Cimson 680nm  710hp

can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

v | [mn ]

Figura 3: EdicGo do perfil.

¥ Edit Profile
77 g =

-

New Open Save As

@
Help

The run will take approximately 94 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

It cycle below to modify it :
1 - Insert after...

Insert before...
Remove

Hold Temperatwe: g5 deg.

2- Hold Time : Ll“‘i""' _U,sel:s

Figura 4: Ativagdo inicial da enzima de comeco quente.
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M Edit Profile X
7z . € | @
New Open Save As Help

The run will take approximately 94 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1= [t
Insert before...

Remove

2 This cycle repeaty 45 | timefs).
=
Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step ;! ;l Ll

95 deg. for 15 secs

64 deg.

'S
3 i
Acquiring to Cycling & 72 deg. for 20 secs

on Green, Yellow 64 deg. for 30 secs
|~ LongRange
[~ Touchdown

Figura 5: Amplificagdo do ADN.
Nota: No Rotor-Gene 3000, o software ird definir os corantes fluorescentes como

FAM/Sybr®, JOE.

10.0 infervalo de detecdo dos canais de fluorescéncia tem de ser determinado de acordo com
as intensidades de fluorescéncia nos tubos de PCR. Clicar em Gain Optimisation (Otimizacdo
de ganho) na caixa de didlogo New Run Wizard (ver figura 3) para abrir a caixa de didlogo

Auto-Gain Optimisation Setup (Configuracdo da ofimizagdo automdtica de ganho).
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11.Definir a temperatura de calibragéo para 64 para igualar a temperatura de anelamento do

programa de amplificacdo (figura 6).

Auto-Gain Optimisation Setup @

Optimisation :

different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the

sS Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
&
% chemistry you are performing.

Set temperature tf |64 ﬁdegrees.

Optimise All

| Optimise Acquiring |

I™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I™ Perform Optimisation At 64 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings :

-] Add... |

Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5F1 10FI -10 10

Yellow 1 5F| 10F1 10 10 __ Bemove |
Remove Al |

< >

Close I Help |

2 ﬂ Start I Manual...

Figura 6: Ajustar a sensibilidade do canal de fluorescéncia.

Nota: No Rotor-Gene 3000, o software ird definir os corantes fluorescentes como

FAM/Sybr e JOE.

Manual do kit artus M. tuberculosis RG PCR

10/2015



12.0s valores de ganho determinados pela calibragdo de canais sdo guardados
automaticamente e sdo enumerados na Ultima janela do menu do procedimento de

programagdo (figura 7). Clicar em Start Run (Iniciar ensaio).

New Run Wizard

Summary :

Setting I Value |

Green Gain 667

Yellow Gain 8

Rotar 72-well Rotor

Sample Layout 1.2.3...

Reaction Yolume (in microliters) 25

Start Run e 1

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to Save Template

begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

SkipWizard | <cBack |

Figura 7: Inicio do ensaio.
Nota: No Rotor-Gene 3000, o software ird definir os corantes fluorescentes como

FAM/Sybr e JOE.

13.Apés completar o ensaio, analisar os dados de acordo com "Interpretacdo dos resultados",

na pdgina 20.
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Interpretacdo dos resultados

Sdo fornecidos exemplos de reagdes de PCR positivas e negativas na Figura 8 e na Figura 9.

Os seguintes resultados podem ser obtidos:

® E detetado um sinal no canal de fluorescéncia Cycling Green.

O resultado da andlise é positivo. A amostra contém ADN de um ou mais membros do

complexo M. tuberculosis.

Neste caso, a detegdo de um sinal no canal Cycling Yellow é dispensavel, uma vez que as
concentragdes iniciais elevadas de ADN do complexo M. tuberculosis (sinal positivo no canal
Cycling Green) podem levar a um sinal de fluorescéncia reduzido ou ausente do controlo

interno no canal Cycling Yellow (competigdo).

Nota: No Rotor-Gene 3000, os canais relevantes sdo Cycling A.FAM para o sinal positivo e
Cycling A.JOE para o controlo interno.

® Ngo ¢é detetado sinal no canal de fluorescéncia Cycling Green. Ao mesmo tempo, aparece

um sinal do controlo interno no canal Cycling Yellow.

Na amostra, ndo se deteta ADN de membros do complexo M. tuberculosis. Pode ser

considerado negativo.

No caso de uma PCR negativa para o complexo M. tuberculosis, o sinal detetado do IC

exclui a possibilidade de inibicdo da PCR.

Nota: No Rotor-Gene 3000, os canais relevantes sdo Cycling A.JOE para o controlo interno e

uma auséncia de sinal para Cycling A.FAM.
® Ngo ¢é detetado sinal nos canais Cycling Green ou Cycling Yellow.
Nao pode inferir-se qualquer resultado.

Nota: No Rotor-Gene 3000, os canais relevantes sdo Cycling A.FAM e Cycling A.JOE.

E possivel encontrar informagdes sobre as origens de erros e respetivas solugdes em

"Resolugdo de problemas", na pdgina 22.
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0,04 Threshold

0 —._‘!f,._——-"—f
0,05

5 10 15 20 ES 30 » 40 “
Cyce

Figura 8. Detegdo dos padrées de quantificagéo (M. tuberculosis RG/TM QS 1-4) no canal de
fluorescéncia Cycling Green. NTC: non-template control (controlo negativo).

04

QS 3
QS 2
QS 1

1
Threshold

30 % 40 4

Figura 9. Detegdo do controlo interno no canal de fluorescéncia Cycling Yellow com amplificagéo
simultdnea dos padrées de quantificacdo (M. tuberculosis RG/TM QS 1-4). NTC: non-template

control (controlo negativo).
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Reso

Este guia de resolugdo de problemas pode ser Util para resolver qualquer problema que possa

surgir.

lucdo de problemas

Comentdrios e sugestoes

Auséncia de sinal com controlos positivos (M. tuberculosis RG/TM QS 1-4) no canal de

fluorescéncia Cycling Green ou Cycling A.FAM

a)

b)

d)

e)

O canal de fluorescéncia
selecionado para andlise
dos dados de PCR ndo

cumpre o protocolo.

Programagdo incorreta do
perfil de temperatura do

instrumento Rotor-Gene

Configuragdo incorreta da

reacdo de PCR

As condicdes de
conservagdo para um ou
mais componentes do kit

ndo cumprem as instrugdes

O kit artus M. tuberculosis
RG PCR expirou.

Para andlise de dados, selecionar o canal de fluorescéncia
Cycling Green ou Cycling A.FAM para a PCR do complexo
M. tuberculosis e o canal de fluorescéncia Cycling Yellow

ou Cycling A.JOE para a PCR do controlo interno.

Comparar o perfil de temperatura com o protocolo (ver

"PCR em instrumentos Rotor-Gene Q", na pdgina 13).

Rever os passos com ajuda do esquema de pipetagem (ver
"PCR em instrumentos Rotor-Gene Q", na pdgina 13) e, se

for o caso, repetir a PCR.

Verificar as condigdes de armazenamento  (ver
"Armazenamento e manuseamento de reagentes", na
pdgina 8) e a data de validade (ver etiqueta do kit) dos

reagentes e usar um novo kit, caso seja necessdrio.

Verificar as condigdes de armazenamento (ver
"Armazenamento e manuseamento de reagentes", na
pdgina 8) e a data de validade (ver etiqueta do kit) dos

reagentes e usar um novo kit, caso seja necessdrio.

Sinal fraco ou ausente do controlo interno no canal de fluorescéncia Cycling Yellow ou

Cycling A.JOE e auséncia simulténea de sinal no canal Cycling Green ou Cycling A.FAM para a

PCR especifica do complexo M. tuberculosis

a)

As condicdes de PCR ndo
cumprem os requisitos do

protocolo

Verificar as condi¢cdes de PCR (ver "Auséncia de sinal com
controlos positivos [M. tuberculosis RG QS 1-4] no canal

de fluorescéncia Cycling Green ou Cycling A.FAM" acima)
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Comentdrios e sugestoes

b) A PCR foi inibida

c) Ocorreram perdas de ADN

durante a extracdo

d) As condicoes de
conservacdo para um ou
mais componentes do kit

ndo cumprem as instrugoes

e) O kit artus M. tuberculosis
RG PCR expirou

e repetir a PCR com as definigdes corrigidas, caso seja

necessdrio.

Assegurar que é utilizado um método de isolamento
recomendado (ver "lsolamento de ADN", na pdgina 10) e

seguir atentamente as instrugdes do fabricante.

Assegurar que foi efetuado o passo recomendado de
centrifugagdo adicional para completa eliminagdo de
residuos de etanol antes da eluicdo durante o isolamento
de ADN (ver "Isolamento de ADN", na pdgina 10).

Se o controlo interno tiver sido adicionado & extracdo, a
auséncia de um sinal do controlo interno pode indicar a
perda de ADN durante a extragdo. Assegurar que é
utilizado um método de isolamento recomendado (ver
"Isolamento de ADN", na pdgina 10) e seguir atentamente

as instrugdes do fabricante.

Verificar as condigdes de armazenamento (ver
"Armazenamento e manuseamento de reagentes", na
pdgina 8) e a data de validade (ver etiqueta do kit) dos

reagentes e usar um novo kit, caso seja necessdrio.

Verificar as condigdes de armazenamento  (ver
"Armazenamento e manuseamento de reagentes", na
pdgina 8) e a data de validade (ver etiqueta do kit) dos

reagentes e usar um novo kit, caso seja necessdrio.

Sinais com controlos negativos no canal de fluorescéncia Cycling Green ou Cycling A.FAM da

PCR andlitica

a) Ocorreu contaminagdo

durante a preparacdo da
PCR

Repetir a PCR com novos reagentes em replicagdes.

Se possivel, fechar os tubos de PCR imediatamente apés a

adicdo da amostra a ser testada.
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Comentdrios e sugestoes

Assegurar que os controlos positivos sdo sempre pipetados

no fim.

Assegurar que o espaco de trabalho e os instrumentos sdo

descontaminados regularmente.

b) Ocorreu contaminagdo Repetir a extracdo e a PCR da amostra a ser testada usando

durante a extracdo. novos reagentes.

Assegurar que o espaco de trabalho e os instrumentos sdo

descontaminados regularmente.

Em caso de dovidas ou problemas, contactar a Assisténcia Técnica da QIAGEN.

Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Gestdo da Qualidade Total da QIAGEN certificado pela norma 1SO,
todos os lotes do kit artus M. tuberculosis RG PCR sdo tfestados face a especificagdes

predeterminadas, para garantir uma qualidade constante do produto.
Limitacoes

e Todos os reagentes podem ser exclusivamente utilizados em diagnéstico in vitro.

e O produto deve apenas ser utilizado por pessoal com formagdo especifica em procedimentos

de diagnéstico in vitro e devidamente instruido para o efeito.

® Para resultados de PCR &timos, é necessdrio que as instrugdes do manual do utilizador sejam

rigorosamente observadas.

® Atengdo aos prazos de validade impressos na caixa e nos rétulos de todos os componentes.

Nao utilizar componentes cujo prazo de validade tenha expirado.

® Embora rara, a ocorréncia de mutagdes nas regides altamente conservadas do genoma
bacteriano cobertas pelos primers e/ou sonda do kit pode resultar em subquantificagdo ou
falha em detetar a presenca da bactéria. A validade e o desempenho do ensaio sdo

avaliados regularmente.
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Caracteristicas de desempenho

Sensibilidade analitica

Para determinar a sensibilidade analitica do kit artus M. tuberculosis RG PCR, foi criada uma série
de dilvicdes padrdo de 10 a aproximadamente 0,003 e de 10 a aproximadamente 0,05
equivalentes do genoma de M. tuberculosis/pl que foram analisadas no Rotor-Gene 6000 e no
Rotor-Gene 3000, respetivamente, em conjunto com o kit arfus M. tuberculosis RG PCR. As andlises

foram efetuadas em 3 dias diferentes em 8 replicacées. Os resultados foram determinados por

andlise de probit. A figura 10 apresenta uma ilustragdo gréfica da andlise de probit no Rotor-

Gene 6000. O limite de detecdo analitica do kit arfus M. tuberculosis RG PCR em conjunto com o
Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 e o Rotor-Gene 3000 é de 0,23 cépias/pl (p=0,05) e 0,9
cépias/pl (p = 0,05), respetivamente. Isto significa que existe uma probabilidade de 95% de o
limite de 0,23 cépias/pl ou de 0,9 cédpias/pl ser detetado.

* 10
95%
° -0.64194 ~ 0.23 copies/ul (95%)
08 4 (0.13-0.55 copies/pl)
[%]
c
.2
€ 0.6 -
o
o
9
a.
* 0.4 1
0.2 1
*
>
4 3 2 1 o 1 2

log (dose)

Figura 10: Andlise de probit: M. tuberculosis (Rotor-Gene 6000). Sensibilidade analitica do kit
artus M. tuberculosis RG PCR no Rotor-Gene 6000.
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Especificidade

A especificidade do kit arfus M. tuberculosis RG PCR é, em primeiro lugar, garantida através da
selecdo dos primers e das sondas, assim como da selecdo de condigdes de reagdo otimizadas.
Os primers e as sondas foram verificados em termos de possivel homologia com todas as
sequéncias publicadas nos bancos de genes, por andlise comparativa de sequéncias. A

detetabilidade de todos os membros do complexo M. tuberculosis foi assim assegurada.

Além disso, a especificidade foi validada com 90 amostras negativas diferentes do complexo M.
tuberculosis (30 de expetoracdo, 30 de LBA e 30 de secrecdes brénquicas). Estas ndo geraram
quaisquer sinais com os primers e sondas especificos do complexo M. tuberculosis, os quais estdo

incluidos no M. tuberculosis RG Master.

Para determinar a especificidade do kit arfus M. tuberculosis RG PCR, foi testado o grupo de
controlo indicado na tabela 1 quanto a reagdes cruzadas. Nenhum dos agentes patogénicos

testados demonstrou reatividade.

Tabela 1. Testes de especificidade do kit com agentes patogénicos com potencial de reacdo
cruzada

M. tuberculosis Controlo interno
(Cycling Green ou  (Cycling Yellow ou

Grupo de conirolo Cycling A.FAM) Cycling A.JOE)
Actinomyces israelii - +
Aeromonas hydrophila - +
Bordetella pertussis - +
Candida albicans - +
Chlamydia trachomatis - +
Chlamydia pneumoniae - +
Citrobacter freundii - +
Corynebacterium diphtheriae - +
Corynebacterium jeikeium - +
Cryptococcus neoformans - +
Eikenella corrodens - +
Enterobacter aerogenes = +
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M. tuberculosis Controlo interno
(Cycling Green ou  (Cycling Yellow ou
Grupo de controlo Cycling A.FAM) Cycling A.JOE)
Enterobacter cloacae - +
Enterococcus faecalis - +
Enterococcus faecium - +
Escherichia coli - +
Fusobacterium nucleatum ssp. polymorphum - +
Haemophilus inflvenzae - +
Haemophilus parainfluenzae - +
Klebsiella pneumoniae - +
Lactobacillus acidophilus - +
Mycobacterium avium ssp. avium - +
Mycobacterium celatum - +
Mycobacterium chelonae - +
Mycobacterium fortuitum - +
Mycobacterium gordonae - +
Mycobacterium intracellulare - +
Mycobacterium kansasii - +
Mycobacterium lentiflavum - +
Mycobacterium malmoense - +
Mycobacterium marinum - +
Mycobacterium scrofulaceum - +
Mycobacterium szulgai - +
Mycobacterium ulcerans - +
Mycobacterium xenopi - +
Neisseria gonorrhoeae = +
Neisseria meningitidis - +
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M. tuberculosis Controlo interno
(Cycling Green ou  (Cycling Yellow ou
Grupo de controlo Cycling A.FAM) Cycling A.JOE)
Nocardia asteroides - +
Nocardia brasiliensis - +
Nocardia farcinia - +
Nocardia ofitidiscaviarum - +
Peptostreptococcus productus = +
Porphyromonas gingivalis - +
Prevotella denticola - +
Propionibacterium acnes - +
Pseudomonas aeruginosa - +
Salmonella enteritidis - +
Salmonella typhi - +
Staphylococcus aureus - +
Staphylococcus epidermidis - +
Streptococcus agalactiae - +
Streptococcus pyogenes = +
Streptococcus mutans - +
Streptococcus pneumoniae = +
Streptomyces venezuelae - +
Veillonella parvula _ n
Xanthomonas maltophilia _ +

Precisdo

Os dados de precisdo do kit artus M. tuberculosis RG PCR foram recolhidos através de instrumentos
Rotor-Gene e permitem apurar a variéncia total do ensaio. A varidncia total consiste na

variabilidade intra-ensaio (variabilidade de mdltiplos resultados de amostras da mesma

Manual do kit arfus M. tuberculosis RG PCR  10/2015



concentragdo num ensaio), na variabilidade entre ensaios (variabilidade de mdltiplos resultados
do ensaio gerados nos diversos instrumentos do mesmo tipo, por diferentes operadores num
laboratério) e a na variabilidade entre lotes (variabilidade de multiplos resultados do ensaio
utilizando diversos lotes). Os dados obtidos foram utilizados para determinar o desvio padréo, a
variéncia e o coeficiente de variacdo para o agente patogénico especifico e a PCR de controlo

interno.

Os dados de precisdo do kit arfus M. tuberculosis RG PCR foram recolhidos utilizando o padrdo
de quantificagdo com a menor concentracdo (QS 4; 30 cépias/pl). O teste foi realizado com 8
replicagdes. Os dados de precisdo foram calculados com base nos valores de Cr das curvas de
amplificacdo (Cr: ciclo limite, ver a tabela 2). Além disso, foram determinados dados de precisdo
para resultados quantitativos em cépias/pl utilizando os valores de Cr correspondentes (ver a
tabela 3). Tendo por base estes resultados, a dispersdo estatistica global de uma dada amostra
com a concentragdo referida é de 1,26% (C1) ou 14,64% (cépias/pl) para a detegdo do IC de
1,57% (C1). Estes valores baseiam-se na totalidade dos valores individuais das variabilidades

determinadas.

Tabela 2. Dados de precisGo com base nos valores de Cr

Desvio Coeficiente de
padrao Varidancia variagao (%)

Variabilidade intra-ensaio:
M. tuberculosis RG/TM QS 4 0,10 0,01 0,32
Variabilidade intra-ensaio:

. 0,13 0,02 0,45
Controlo interno
Variabilidade entre ensaios: 4
M. tuberculosis RG/TM QS 4 0,2 0,06 0.78
Variabilidade entre ensaios:

. 0,29 0,08 0,95
Controlo interno
Variabilidade entre lotes:
M. tuberculosis RG/TM QS 4 0,39 0.15 1.28
Variabilidade entre lotes:

. 0,66 0,43 2,16
Controlo interno
Variéncia total:
M. tuberculosis RG/TM QS 4 0,38 0,15 1.26
Variéncia total:

. 0,48 0,23 1,57
Controlo interno
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Tabela 3. Dados de precisGo com base nos resultados quantitativos (em cépias/pl)

Desvio Coeficiente de
padrao Varidancia variacao (%)
Variabilidade intra-ensaio:
M. tuberculosis RG/TM QS 4 1.97 3,90 6,56
Variabilidade entre ensaios:
M. tuberculosis RG/TM QS 4 9,08 1242 <99
Variabilidade entre lotes:
M. tuberculosis RG/TM QS 4 3,91 30,41 18,09
Variéncia total:
M. tuberculosis RG/TM QS 4 S5 U2 er

Robustez

A verificacdo da robustez permite apurar a taxa total de erro do kit arfus M. tuberculosis RG PCR.
Foi misturado um total de 30 amostras negativas do complexo M. tuberculosis de cada amostra
de expetoracdo, LBA e secrecdes brénquicas com 3 cépias/pl por volume de eluicdo de ADN de
controlo de M. tuberculosis (aproximadamente 3 vezes a concentracdo do limite de sensibilidade
analitica). Apés a extragdo utilizando o kit QlAamp DNA Mini (ver "Isolamento de ADN", na
pdgina 10), estas amostras foram analisadas com o kit arfus M. tuberculosis RG PCR. Para todas
as amostras de M. tuberculosis, a taxa de erro foi de 0%. Além disso, a robustez do IC foi
verificada através da purificagdo e andlise de amostras de expetoracdo, LBA e secrecdes
brénquicas (30 de cada) negativas do complexo M. tuberculosis. A taxa total de erro foi de 0%.
Néo foram observadas inibicdes. Assim, a robustez do kit artus M. tuberculosis RG PCR Kit é >
99%.

Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliagdo regular do desempenho do kit artus M.
tuberculosis RG PCR, bem como uma comparagdo de eficiéncia com outros produtos. Estes dados

foram obtidos pela participagcdo nos programas de competéncia estabelecidos.
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Simbolos

Defini¢do do simbolo

Prazo de validade

LO Cédigo de lote

Fabricante

Niémero de catdlogo

NiUmero do material

Marca CE relativa a conformidade europeia

SR RS

O

\

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

Contém reagentes suficientes para <N> testes

N

N>
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Simbolo

Defini¢do do simbolo

~EE & &

2]
7

Cc

Mg-Sol

Componentes

Contém

Ndmero

NUmero do item de comércio mundial

Limites de temperatura

Padrdo de quantificagdo

Controlo interno

Solugdo de magnésio
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Informagdes para encomenda

Produto indice

N.° de
catdlogo

artus M. tuberculosis RG PCR Kit (24) Para 24 reacées: Master, solucdo de magnésio,
4 padrées de quantificacdo, controlo interno, dgua
(grau PCR)

artus M. tuberculosis RG PCR Kit (96) Para 96 reagdes: Master, solugdo de magnésio,
4 padrées de quantificagdo, controlo interno, dgua
(grau PCR)

Kit QlAamp DNA Mini — para o isolamento de ADN genémico, mitocontrial, bacteriano, parasitério e

viral

QlAamp DNA Mini Kit (50) Para 50 preparagdes de ADN: 50 colunas para
centrifugacdo do QlAamp Mini, proteinase K QIAGEN,
reagentes, tampdes, tubos de colheita (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx e acessérios

Rotor-Gene Q MDx 5plex Platform Ciclador de PCR em tempo real com 5 canais (verde,
amarelo, laranja, vermelho, carmim), computador
portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano de garantia
em componentes e mdo-de-obra, instalagdo e formagdo
ndo incluidas

Rotor-Gene Q MDx 5plex System Ciclador de PCR em tempo real com 5 canais (verde,
amarelo, laranja, vermelho, carmim), computador
portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano de garantia
em componentes e mao-de-obra, instalagdo e formagdo

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform Ciclador de PCR em tempo real e analisador de alta
resolucdo de melting com 5 canais (verde, amarelo,
laranja, vermelho, carmim) mais canal HRM,
computador portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano
de garantia em componentes e méo-de-obra, instalagdo
e formacdo ndo incluidas

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System Ciclador de PCR em tempo real e analisador de alta
resolucdo de melting com 5 canais (verde, amarelo,
laranja, vermelho, carmim) mais canal HRM,
computador portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano
de garantia em componentes e méo-de-obra, instalagdo
e formacdo

4555263

4555265

51304

9002022

9002023

9002032

9002033
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Rotor-Gene Q MDx éplex Platform

Rotor-Gene Q MDx 6plex System

Rotor-Gene Q MDx 2plex Platform

Rotor-Gene Q MDx 2plex System

Rotor-Gene Q MDx 2plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 2plex HRM System

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes

Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (250)
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (2500)

PCR Tubes, 0.2 ml {1000}
PCR Tubes, 0.2 ml (10000)

Instrumento de PCR em tempo real com 6 canais (azul,
verde, amarelo, laranja, vermelho, carmim), incluindo
computador portdtil, software, acessérios: 1 ano de
garantia em componentes e mao-de-obra, instalacdo e
formacdo néo incluidas

Instrumento de PCR em tempo real com 6 canais (azul,
verde, amarelo, laranja, vermelho, carmim), incluindo
computador portdtil, software, acessérios: inclui 1 ano
de garantia em componentes e méo-de-obra, instalagdo
e formacdo

Ciclador de PCR em tempo real com 2 canais (verde,
amarelo), computador portdtil, software, acessérios:
inclui 1 ano de garantia em componentes e mao-de-
obra, instalacdo e formagdo nédo incluidas

Ciclador de PCR em tempo real com 2 canais (verde,
amarelo), computador portdtil, software, acessérios:
inclui 1 ano de garantia em componentes e mao-de-
obra, instalacdo e formacdo

Ciclador de PCR em tempo real e analisador de alta
resolucdo de melting com 2 canais (verde, amarelo)
mais canal HRM, computador portdtil, software,
acessérios: inclui 1 ano de garantia em componentes e
mdo-de-obra, instalacdo e formacdo ndo incluidas

Ciclador de PCR em tempo real e analisador de alta
resolucdo de melting com 2 canais (verde, amarelo)
mais canal HRM, computador portdtil, software,
acessérios: inclui 1 ano de garantia em componentes e
mdo-de-obra, instalacdo e formacdo

Bloco de aluminio para configuracdo da reagdo manual
com pipeta de um canal em 72 tubos de 0,1 ml

Bloco de aluminio para configuracdo da reagdo manual
numa variedade padrdo de 8 x 12 utilizando 96 tubos
de 0,2 ml

250 tiras de 4 tubos e tampas para 1000 reacdes

10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas para 10 000
reagoes

1000 tubos de parede fina para 1000 reagdes
10 x 1000 tubos de parede fina para 1000 reagées

9002042

9002043

9002002

9002003

9002012

9002013

9018901

9018905

981103
981106

981005
981008
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Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e renincia de responsabilidades especificas
do produto, consultar o respetivo manual do utilizador ou o manual do kit QIAGEN. Os manuais
do kit e do utilizador QIAGEN encontram-se disponiveis em www.qiagen.com ou podem ser

solicitados & Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.
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Marcas comerciais: QIAGEN®, QIAamp®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); FAM™, JOE™, SYBR® (Life Technologies); Triton™ (The Dow Chemical Company).

Os nomes registados, as marcas comerciais, etc. utilizados neste documento, mesmo quando néo assinalados como tal, ndo devem ser considerados como néo protegidos por
lei.

O kit artus M. tuberculosis RG PCR é um kit de diagnéstico com a marca CE, de acordo com a Diretiva Europeia 98/79/CE relativa ao Diagnéstico In Vitro. N&o disponivel
em todos os paises.

Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e renincia de responsabilidades especificas do produto, consultar o respetivo manual do utilizador ou o manual do kit
QIAGEN. Os manuais do kit e do utilizador QIAGEN encontram-se disponiveis em www.giagen.com ou podem ser solicitados & Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local
da QIAGEN.

A aquisicdo deste produto permite ao comprador o seu uso para efetuar servicos de diagnéstico em processos de diagnéstico humano in vitro. N&o é aqui concedida patente
geral ou outra licenga de qualquer fipo além deste direito de utilizagdo especifico a partir da compra.

Acordo de licenca limitada para o kit artus M. tuberculosis RG PCR

A utilizagdo deste produto significa a aceitacdo, por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto, dos seguintes termos:

1. O produto sé pode ser usado em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e este manual e apenas com os componentes contidos no kit. A QIAGEN
ndo concede qualquer licenca ao abrigo da sua propriedade intelectual para usar ou incorporar os componentes incluidos neste kit com qualquer componente ndo
incluido neste kit, exceto conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, este manual e quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com.
Alguns destes protocolos adicionais foram fornecidos por utilizadores QIAGEN para utilizadores QIAGEN. Estes protocolos néo foram devidamente testados nem
ofimizados pela QIAGEN. A QIAGEN ndo garante nem fornece qualquer garantia de que os mesmos néo infrinjam direitos de terceiros.

2. Aexcecdio de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizagdo ou ufilizages néo infrinjam os
direitos de terceiros.

Este kit e os seus componentes estdo licenciados para uma Gnica utilizagéo e ndo podem ser reutilizados, renovados ou objeto de revenda.
4. A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenga, expressa ou implicita, & excegdo das expressamente declaradas.

O comprador e utilizador do kit concorda em ndo tomar nem permitir que qualquer outro tome medidas que possam conduzir ou facilitar qualquer dos atos acima
proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibigdes deste Acordo de Licenca Limitada em qualquer Tribunal e ird recuperar todos os seus custos legais e de
investigacdo, incluindo honordrios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir este Acordo de Licenga Limitada ou qualquer dos seus direitos de
propriedade intelectual relativos ao kit e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenga atualizados, consultar www.giagen.com.

HB-0058-007 151031225 © 2007-2015 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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