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QIAGEN Sample and Assay Technologies

A QIAGEN ¢ o principal fornecedor de tecnologias inovadoras de amostragem
e ensaio, permitindo o isolamento e a detecdo do conteddo de qualquer
amostra biolégica. Os produtos e servicos avangados e de elevada qualidade
da nossa empresa sdo garantia de sucesso, desde a amostra ao resultado.

A QIAGEN é uma empresa de referéncia em matéria de:
B Purificagéo de ADN, ARN e proteinas

M Ensaios de 4cidos nucleicos e proteinas

B Investigagdo em microARN e ARNi

B Automatizacéo de tecnologias de amostragem e ensaio

A nossa misséo é permitir ao utilizador alcangcar um grande sucesso, bem
como resultados notdveis. Para obter mais informagdes, visite
www.giagen.com.
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Utilizacao prevista

O kit artus EBV RG PCR é um teste de amplificagéo de écidos nucleicos in vitro,
para a quantificagdo de ADN do virus Epstein-Barr (VEB) em plasma humano,
soro, LCR ou células sanguineas. Este kit de teste de diagndstico utiliza reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) e estd configurado para ser utilizado com os
instrumentos Rotor--Gene Q.

Sumdrio e explicacdao

O kit artus EBV RG PCR é um sistema pronto a utilizar para a detecdo de ADN
do virus VEB através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em
instrumentos Rotor--Gene Q. O EBV RG Master contém reagentes e enzimas
para a amplificagdo especifica de uma regido de 97 pb do genoma do VEB e
para a detecGo 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 artus EBV RG PCR contém um segundo sistema de
amplificac@o 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. O limite de detecéo da PCR analitica do
VEB (ver “Sensibilidade analitica”, pdgina 27) nédo é reduzido. Sdo fornecidos
controlos positivos externos (EBV RG QS 1-4) que permitem apurar a
quantidade de ADN viral. Para mais informacgdes, consulte “Quantificacéo”, na
pdgina 21.

Informacdo sobre o agente patogénico

A transmisséo do virus Epstein-Barr (VEB) ocorre por via oral, principalmente
através de saliva contaminada. Em geral, a infecGo pelo VEB, especialmente se
contraida na inféincia, é assintomética. O quadro clinico da infecdo aguda é a
mononucleose infeciosa associada com febre, letargia e faringite, bem como
inflamacgdo dos nédulos linféticos e baco. Em alguns doentes, estes sinftomas
reaparecem de forma crénica. Observam-se formas graves de infecdo pelo
VEB em doentes com imunodeficiéncias e defeitos das células T.

Principio do procedimento

A detecdo 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 monitorizagdo das intensidades de fluorescéncia durante o
ensaio de PCR (ou seja, em tempo real) permite a detecé@o e quantificacdo do

6 Manual do kit artus EBY RG PCR 12/2014



produto que se acumula sem ter de reabrir os tubos de reagdo apds o ensaio
de PCR.*

* Mackay, |.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.

Materiais fornecidos

Contetdo do kit

artus EBV RG PCR Kit (24) (96)
N.2 de catdlogo 4501263 4501265
NUmero de reacoes 24 96
Azul EBV RG Master 2x12 - 8x12
reagdes reagdes

Vermelho EBV RG QS 1* (5 x 10* cépias/ul
Vermelho EBV RG QS 2* (5 x 10% cépias/ul) @8 200 ul 200 ul
Vermelho EBV RG QS 3* ( Qs 200 ul 200 ul
Vermelho EBV RG QS 4* (5 x 10" cépias/ul) @8 200 ul 200 ul
Verde  EBVRG ICt Ic 10004 2 x 1000l
Branco  Agua (grau PCR) 1000l 1000 ul

Manual 1 1

Qs 200 ul 200

)
)
5 x 10? cépias/ul)
)

* Padréo de quantificagéo.
t Controlo interno.

Materiais necessdrios, mas nao fornecidos

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre equipamento de laboratério
adequado, luvas descartdveis e 6culos de protecdo. Para mais informacées,
consultar as fichas de dados de seguranca (SDS) adequadas, disponiveis junto
do fornecedor do produto.

Reagentes
M Kit de isolamento de ADN (ver “Isolamento de ADN", pégina 10)

Consumiveis

B Pontas de pipetas estéreis com filtros
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M Strip Tubes and Caps (Tiras de tubos e tampas), 0,1 ml, para utilizagéo
com o rotor de 72 pocos (n.° cat. 981103 ou 981106)

B Alternativamente: PCR Tubes (Tubos de PCR) , 0,2 ml, para utilizagdo com
o rotor de 36 pocos (n.° cat. 981005 ou 981008)

Equipamento
B Pipetas (ajustéveis)*
Misturador véortex*

Centrifuga de bancada* com rotor para tubos de ensaio 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, versao de software 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; Rotor-Gene
3000, versao de software 6.0.23)

M Cooling block (Bloco de refrigeracdo) (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes
(Bloco de carregamento, 72 tubos de 0,1 ml), n.° cat. 2018901, ou
Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes (Bloco de carregamento, 96 tubos de 0,2
ml), n.° cat. 9018905)

Avisos e precaucoes
Para utilizagdo em diagnéstico in vitro

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre equipamento de laboratério
adequado, luvas descartdveis e éculos de protecéo. Para obter mais
informacdes, consultar as fichas de dados de seguranga (SDS) adequadas.
Estas estdo disponiveis online no formato PDF, prdtico e compacto, no
endereco www.giagen.com/safety onde é possivel encontrar, visualizar e
imprimir as fichas de dados de seguranca para cada kit QIAGEN® e respetivos
componentes.

Eliminar as amostras e os residuos do ensaio de acordo com os regulamentos
de seguranca locais.

Precaug¢oes gerais
Utilizador deve ter sempre em atengéo o seguinte:
M Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.

B Armazenar e extrair materiais positivos (amostras, controlos positivos e
fragmentos amplificados) separadamente dos restantes reagentes e
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adiciond-los & mistura de reacéio numa unidade situada num espaco
separado.

M Descongelar completamente todos os componentes & temperatura
ambiente (15-25 °C) antes de dar inicio a um ensaio.

B Assim que estiverem descongelados, misturar os componentes (pipetando
repetidamente para cima e para baixo ou aplicando impulsos no vértex) e
centrifugar brevemente.

M Trobalhar com rapidez e manter os componentes em gelo ou no bloco de
refrigeracéo (bloco de carregamento de 72/96 pocos).

* Assegurar que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as
recomendagdes do fabricante.

Armazenamento e manuseamento de reagentes

Os componentes do kit artus EBV RG PCR devem ser conservados entre —15 °C
e

—-30 °C e sdo estdveis até ao prazo de validade impresso no rétulo. Deve
evitar-se repetir o processo de descongelamento e congelamento (>2 vezes),
uma vez que pode reduzir a sensibilidade do ensaio. 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

Isolamento de ADN

Os kits da QIAGEN apresentados na tabela 1 séo validados para purificagdo
do ADN viral a partir dos tipos de amostras humanas indicados para utilizagdo
com o kit artus EBV RG PCR. Realizar a purificagéo de ADN viral em
conformidade com as instrugdes constantes dos manuais do kit.

Tabela 1. Kits de purificacao validados para utilizacdo com o kit artus
EBV RG PCR

NuUmero
Material Volume Kit de de
de de isolamento de catdlogo ARN
amostra amostra dcido nucleico (QIAGEN) transportador
Soro, Mini kit
plasma, 200 ul QlAamp® DNA 51304 Né&o incluido
LCR (50)
S Kit QlAamp
oro, 1 ml UltraSens® Virus 53704 Incluido

plasma

(50)
Células Mini kit QlAamp S,
sanguineas 200 ul DNA Blood (50) 51104 Néo incluido

Kit EZ1® DSP ,
Plasma 400 ul Virus (48)* 62724 Incluido

* O kit EZ1 DSP Virus encontra-se também disponivel como kit EASYartus® EBV RG PCR com a
marca CE-IVD, em conjunto com o kit artus EBV RG PCR (ver a pdgina 31 para informagdes
de encomendas).

Nota: Tubos de colheita de sangue revestidos com anticoagulantes podem
inibir a PCR. No entanto, estes inibidores serdo eliminados pela utilizagdo dos
kits de isolamento acima indicados. Recomenda-se evitar a utilizacdo de
sangue heparinizado.

Nota: O kit artus EBV RG PCR néo deve ser usado com métodos de isolamento
baseados em fenol.

Utilizag¢do do Mini kit QlAamp DNA Blood ou do Mini kit QlAamp DNA

Nota: A adicéo de ARN transportador é de grande importancia para a
eficiéncia e, com isso, para o rendimento do ADN/ARN. Ter em atencdo que a
adicgo de transportador (Homopolimero do ARN Poli[rA], ndo incluido no Mini
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kit QlAamp DNA Blood nem no Mini kit QIAamp DNA) é vivamente

recomendada para a extragdo de dcidos nucleicos de fluidos corporais isentos
de células e material com pequenas quantidades de ADN e ARN (por exemplo,

LCR). Nestes casos, preparar o ARN transportador como se segue.

M Ressuspender o ARN transportador liofilizado (Homopolimero do ARN

Poli[rA], ndo incluido no Mini kit QIAamp DNA Blood nem no Mini kit
QIAamp DNA) utilizando o tampéo de eluigdo (ndo utilizar o tampéo de
lise) do kit de extragdo (tampdo AE do Mini kit QlAamp DNA e do Mini kit
QIAamp DNA Blood), e preparar uma diluigdo com uma concentracéo de
1 ug/ul. Repartir esta solugdo de ARN transportador num ndmero de
aliquotas suficientes para as necessidades e conservd-las entre =15 a =30
°C. Evitar a repetida descongelacéo (> 2 x) de uma aliquota de ARN
transportador.

Utilizar 1 ug de ARN transportador por 100 ul de tampédo de lise. Por
exemplo, se o protocolo de extracéo utilizar 200 ul de tampdo de lise,
adicionar 2 ul de ARN transportador (1 ug/ul) diretamente no tampdo de
lise (tampdo AL do Mini kit QlAamp DNA e do Mini kit QlAamp DNA
Blood). Antes de iniciar cada extragdo, deverd ser preparada no momento
uma mistura de tampédo de lise e ARN transportador (e controlo interno,

guando aplicavel, ver “Controlo interno”, pdgina 13) de acordo com o
esquema de pipetagem indicado na tabela 2.

Tabela 2. Esquema de pipetagem com o Mini kit QlAamp DNA Blood ou

o Mini kit QlAamp DNA

NUmero de amostras 1 12
Tcmpdo AL (tampdo de por exemplo, 200 or exemplo, 2400
lise)* ul P P
ARN transportador

2 ul 24 ul
(1 pg/) a a
Volume total 202 pl 2424 ul
Volume por extragao 200 ul 200 ul cada

* Contém hidrocloreto de guanidina; consultar informacées sobre seguranca no manual do

kit.

Nota: Usar a recém preparada mistura de tampéo de lise e ARN transportador

imediatamente para extracdo. Néo é possivel conservar a mistura.

Nota: O controlo interno do kit artus EBY RG PCR pode ser utilizado
diretamente no procedimento de isolamento (ver “Controlo interno”, pdgina

13).
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Nota: Recomenda-se vivamente a realizacéo do passo 10 de centrifugacéo
recomendado no protocolo (Manual do Mini QlAamp DNA e do Mini Blood,
terceira edigcdo, abril de 2010, pdginas 29 e 32) para eliminar quaisquer
residuos de etanol. Recomenda-se o aumento do tempo desta centrifugacdo
para 3 minutos.

Recomenda-se eluir o ADN em 50 ul de tampéo de eluigdo para obter a
méxima sensibilidade do kit artus EBV RG PCR.

Utilizacdo do kit QIAamp UltraSens Virus

Nota: A adicéo de ARN transportador é de grande importéncia para a
eficiéncia e, com isso, para o rendimento do ADN/ARN. Para aumentar a
estabilidade do ARN transportador fornecido com o kit QlAamp UltraSens
Virus, recomenda-se o seguinte procedimento, que difere das instrucdes
constantes do manual do kit.

B Antes da primeira utilizagdo do kit, ressuspender o ARN transportador
liofilizado em 310 ul do tampéao de eluicdo (tampéo AVE) fornecido com o
kit (concentracdo final de 1 ug/ul, ndo utilizar tampéo de lise). Repartir
esta solucéo de ARN transportador num nimero de aliquotas suficientes
para as necessidades e conservd-las entre =15 a -30 °C. Evitar a repetida
descongelacéo (> 2 x) de uma aliquota de ARN transportador.

B Antes de iniciar cada extracdo, deverd ser preparada no momento uma
mistura de tampdo de lise e ARN transportador (e controlo interno,
guando aplicavel, ver “Controlo interno”, pdgina 13) de acordo com o
esquema de pipetagem indicado na tabela 3.

Tabela 3. Esquema de pipetagem para utilizagdo com o kit QIAamp
UltraSens Virus

NUmero de amostras 1 12
Tcm*pdo AC (tampéo de 800 4l 9600 4l
lise)
ARN transportador

5,6 ul 67,2 ul
(1 pg/ul) s a
Volume total 805,6 pul 9667,2 pl
Volume por extragao 800 ul 800 ul cada

* Contém isopropanol; consultar informagdes sobre seguranca no manual do kit.
Nota: Usar a recém preparada mistura de tampéo de lise e ARN transportador
imediatamente para extracéo. Ndo é possivel conservar a mistura.
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Nota: O controlo interno do kit artus EBV RG PCR pode ser utilizado
diretamente no procedimento de isolamento (ver “Controlo interno”, pdgina
13).

Nota: Recomenda-se vivamente a realizagéo da centrifugagdo adicional
descrita no passo 14 do protocolo (Manual do QIAamp UltraSens Virus, abril de
2010, pagina 17) para remover quaisquer residuos de etanol. Recomenda-se o
aumento do tempo desta centrifugagdo para 3 minutos.

Recomenda-se eluir o ADN em 50 ul de tampéo de eluigdo para obter a
méxima sensibilidade do kit artus EBV RG PCR.

O kit QlAamp UltraSens Virus permite a concentragdo de uma amostra. Caso
seja utilizado material de amostra diferente de soro ou plasma, adicionar, pelo
menos, 50% (v/v) de plasma humano negativo & amostra.

UtilizagGo do kit EZ1 DSP Virus

Nota: A adicéo de ARN transportador é de grande importancia para a
eficiéncia e, com isso, para o rendimento do ADN/ARN. Adicionar a
quantidade adequada de transportador de ARN a cada extracéo seguindo as
instrugées no Manual do kit EZ1 DSP Virus.

Nota: O controlo interno do kit artus EBY RG PCR pode ser utilizado
diretamente no procedimento de isolamento (ver “Controlo interno”, abaixo).

Nota: Recomenda-se vivamente a utilizacéo de dcidos nucleicos virais
purificados para a PCR imediatamente apés a extracdo utilizando o Kit EZ1
DSP Virus. Em alternativa, os eluatos podem ser armazenados durante até 3
dias a 4 °C antes da andlise da PCR.

Controlo interno

E fornecido um controlo interno (EBV RG IC). Isto permite ao utilizador
controlar o procedimento de isolamento de ADN e verificar a possivel inibicdo
da PCR. Caso se utilize o kit EZ1 DSP Virus para extragdo, o controlo interno
tem de ser adicionado seguindo as instrucées constantes no Manual do kit EZ1
DSP Virus. Caso se utilize o kit QlAamp UltraSens Virus, o Mini kit QlAamp
DNA Blood ou o Mini kit QlAamp DNA, adicionar o controlo interno ao
isolamento numa relacéo de 0,1 ul por 1 ul de volume de eluicéo. Por
exemplo, ao utilizar o kit QlAamp UltraSens Virus, o ADN ¢é eluido em 50 ul de
tampdo AVE. Dai que, devem ser inicialmente adicionados 5 ul de controlo
interno. A quantidade de controlo interno utilizado depende apenas do volume
de eluicao.

Nota: O controlo interno e ARN transportador (ver “Isolamento de ADN”,
pdgina 10) sé devem ser adicionados & mistura de tampdo de lise e amostra
ou diretamente ao tampéo de lise.
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O controlo interno ndo pode ser adicionado diretamente & amostra. Se
adicionado ao tampéo de lise, ter em atencéo que a mistura do controlo
interno com o tampdo de lise/ARN transportador deverd ser utilizada logo
apds ser preparada (a conservagéo da mistura & temperatura ambiente ou no
frigorifico pode, em poucas horas, desativar o controlo interno e diminuir a
eficiéncia da extragdo).

Nota: Néo adicionar o controlo interno e o ARN transportador diretamente na
amostra.

O controlo interno pode ser utilizado, opcionalmente, exclusivamente para
verificar uma possivel inibicdo da PCR. Para este fim, adicionar o controlo
interno diretamente no EBY RG Master, tal como descrito no passo 2b do
protocolo (pdgina 16).
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Protocolo: PCR e andlise de dados

Pontos importantes antes de iniciar o procedimento

B Familiarizar-se com o instrumento Rotor-Gene Q antes de dar inicio ao
protocolo. Consultar o manual do utilizador do instrumento.

B Assegurar-se de que, pelo menos, um dos padrdes de quantificagdo e um
controlo negativo (dgua, grau de PCR) sGo incluidos por ensaio de PCR.
Para gerar uma curva padréo, utilizar os 4 padrées de quantificagdo
fornecidos (EBV RG QS 1-4) para cada ensaio de PCR.

Outros aspetos importantes antes de iniciar o procedimento

B Assegurar que o bloco de refrigeragdo (acessério do instrumento Rotor-
Gene Q) é pré-arrefecido para 2-8 °C.

B Antes de cada utilizacéo, todos os reagentes tém de ser completamente
descongelados, misturados (por pipetagem repetida para cima e para
baixo ou por acdo répida do vértex) e brevemente centrifugados.

Procedimento

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

2. Em caso de utilizacdo do controlo interno para monitorizar o
procedimento de isolamento de ADN e verificar uma possivel
inibicdo da PCR, seguir o passo 2a. Em caso de utilizagéo do
controlo interno para verificar exclusivamente a inibicdo da PCR,
seguir o passo 2b.

2a. O controlo interno j& foi adicionado ao isolamento (ver “Controlo
interno”, pagina 13). Neste caso, preparar uma master mix de
acordo com a tabela 4.

A mistura de reacdo contém tipicamente todos os componentes necessdrios
para a PCR exceto a amostra.

Tabela 4. Preparacéo da master mix (controlo interno utilizado para
monitorizar o isolamento de ADN e para verificar a inibicdo da PCR)

NuUmero de amostras 1 12
EBV RG Master 30 ul 360 ul
EBV RG IC o ul o ul
Volume total 30 ul 360 ul
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2b. O controlo interno tem de ser adicionado diretamente a mistura de
EBV RG Master. Neste caso, preparar uma master mix de acordo

com a tabela 5.

para a PCR exceto a amostra.

Tabela 5. Preparacdo da master mix (controlo interno utilizado

exclusivamente para monitorizar a inibicdo da PCR)

A mistura de reagdo contém tipicamente todos os componentes necessdrios

NuUmero de amostras 1 12
EBV RG Master 30 ul 360 ul
EBV RG IC 2 ul 24 ul
Volume total 32 ul* 384 ul*

* O aumento de volume causado através pela adicdo de controlo interno é desprezével
na preparacdo do ensaio por PCR. A sensibilidade do sistema de detecdo néo é

afetada.

Pipetar 30 ul da master mix para cada tubo de PCR. De seguida,

adicionar 20 yl de ADN da amostra eluida (ver a tabela 6). Da

mesma forma, deverédo ser utilizados 20 pl de, pelo menos, um dos
padrées de quantificagdo (EBV RG QS 1-4) como controlo positivo e
20 ul de dgua (dgua, grau de PCR) como um controlo negativo.

Tabela 6. Preparacéo do ensaio por PCR

NUmero de

amostras 1 12
Master mix 30 ul 30 ul cada
Amostra 20 ul 20 ul cada
Volume total 50 ul 50 pl cada

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

16

para evitar a abertura acidental dos tubos durante a corrida.
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5. Para a detecao de ADN do VEB, criar um perfil de temperatura de
acordo com os passos a seguir indicados.

Definicdo dos parametros de ensaio gerais Figuras 1, 2, 3
Ativacao inicial da enzima de comeco quente Figura 4
Amplificacdo do ADN (PCR com funcéo Figura 5
“touchdown”).

Ajustar a sensibilidade do canal de Figura 6
fluorescéncia

Iniciar o ensaio Figura 7

Todas as especificacdes referem-se ao Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q,
versdo de software 1.7.94, Rotor-Gene 6000, versdo de software 1.7.65,
1.7.87, 1.7.94 e Rotor-Gene 3000, versdo de software 6.0.23. E possivel
encontrar mais informagdes sobre a programagdo dos instrumentos Rotor-
Gene no manual do utilizador do instrumento. Estas definicbes estéo
enquadradas a negrito, nas ilustracdes que se seguem. As ilustragdes sdo
incluidas para os instrumentos Rotor--Gene Q. Sempre que forem
necessdrios valores diferentes para o Rotor-Gene 3000, estas diferengas
sdo descritas no texto.

6. Primeiro, comecar por abrir a caixa de dialogo “New Run Wizard”
(Assistente de novo ensaio) (figura 1). Marcar a caixa “Locking Ring
Attached” (Anel bloqueador conectado) e clicar em “Next”
(Seguinte).

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type
36-Well Rotor

72-\Well Rotor
Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

Skip Wizard
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Figura 1. A caixa de didlogo “New Run Wizard”.

7. Selecionar 50 para o volume de reacéo da PCR e clicar em “Next”

(figura 2).

New Run Wizard

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,

clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : IUsel
Notes :

| Reaction 150 sl
Volume (pL}): =t

Sample Layout : §[1.2.3...

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizard | << Back I Next >> I

Figura 2. Definicao dos pardmetros de ensaio gerais.

8. Clicar no botao “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 3-5).
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New Run Wizard B

Name | Source | Detector | Gain | Create New... l
Green  470nm  510nm 5§ ._E“__J
Yellow  530nm  555nm 5 -
Orange  585nm  610nm 5 Edit Gain.
Red £25nm  660nm 5 =
Crimson 680nm  710hp 7 Remove
Reset Defaults

x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizard | << Back

Figura 3. Edicao do perfil.
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M Edit Profile 3

¢ H

Open Save As

2]
Help

New

v

The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
Insert before...
Remove

Hold Temperature : 95 | geg.

Hold Time : 10 |mins O lsecs

*

Figura 4. Ativacgéo inicial da enzima de comeco quente.

8 Edit Profile
€& K

Open Save As

9
Help

New =
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The araph below represents the run to be performed :

!

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
Insert before...
Remove

- Click on one of the stefls below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

This cycle repeats timef(s).

!

95 deq. for 15 secs

65 deq.
30 seconds
Acquiring to Cycling &

El &l

I 65 deq. for 30 secs I

on Green, Yellow

72 deq. for 20 secs =
.I I'L 5

Touchdown(10 cyc 1
eg.

?

4b-

Figura 5. Amplificagdo do ADN. Ativar sempre a fungéo “Touchdown” (diminuigéo de
um grau a cada ciclo) para 10 ciclos no passo de “Annealing” (Anelamento). Ter em
atengdo que, no Rotor-Gene 3000, o software ird definir os corantes fluorescentes como

“FAM/Sybr, JOE”.

O intervalo 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 didglogo “New Run Wizard” (ver figura 3) para abrir a
caixa de didlogo “Auto-Gain Optimisation Setup” (Configuracéo da
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otimizac¢do automadtica de ganho). Definir a temperatura de
calibragéo para 65 para igualar a temperatura de hibridizagéo do
programa de amplificacao (figura 6).

Auto-Gain Optimisation Setup

~ Optimisation :
S Auto-Gain Dptimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
Ce 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
N chemistry you are performing.

Set temperature th|55 j degrees.l 1

Optimise All | Optimise Acquiring I

™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I™ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings : :
| | add.. |
Name | Tube Position | Min Reading ] Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... l ‘
Green 1 5FI 10FI 10 10

Yellow 1 5FI 10FI 10 10 Remove |

Remove All |

a3 L

2 'l Start I Manual... Close Help

Figura 6. Ajustar a sensibilidade do canal de fluorescéncia. Ter em atengéo que, no
Rotor-Gene 3000, o software ird definir os corantes fluorescentes como “FAM/Sybr” e
IIJOEII.
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10. Os valores de ganho determinados pela calibracéo de canais sdo
guardados automaticamente e sGo enumerados na Ultima janela do
menu do procedimento de programacao (figura 7). Clique em “Start
Run” (Iniciar ensaio).

New Run Wizard @
Summary :
Setting l Value I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotor 724/ell Rotor
Sample Layout R S
Reaction Volume (in microliters] 50

=}

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard ‘ << Back |

Figura 7. Iniciar o ensaio. Ter em atencdo que, no Rotor-Gene 3000, o software iré
definir os corantes fluorescentes como “FAM/Sybr” e “JOE".

Interpretacdo de resultados

Quantificagéo

Os padrdes de quantificacdo fornecidos (EBY RG QS 1-4) séo tratados como
amostras previamente purificadas e utilizados no mesmo volume (20 ul). Para
gerar uma curva padréo 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 padrdes com as concentracdes especificadas
(consultar o manual do utilizador do instrumento).

Nota: Os padrdes de quantificacdo sdo definidos como cépias/ul. Para a

convers@o dos valores apurados com base na curva padrdo em cédpias/ml de

amostra, deve-se utilizar a seguinte equacéo:

Resultado (cépias/ul) x Volume de
eluicdo (ul)

Volume de amostra (ml)

Resultado (cépias/ml)

Como regra geral, o volume de amostra inicial deve ser introduzido na
equacdo acima representada. Isto tem de ser considerado quando o volume da
amostra tiver sido alterado antes da extracdo do &cido nucleico (por ex.:
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reduzir o volume por centrifugacéo ou aumentar o volume adicionando ao
volume necessdrio para o isolamento).

Resultados

A figura 8 e a figura 9 apresentam exemplos de reacdes de PCR positivas e
negativas.

04

035

03 / £ 8 >
Y // / ///

0,1

0,05

Threshold

NTC

10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Figura 8. Detecdo dos padrées de quantificacdo (EBV RG QS 1-4) no canal de
fluorescéncia Cycling Green. NTC: nenhum controlo de modelo (controlo negativo).

|
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05

04

03

QS 1-QS 4 +NTC

02

01

0,08

reshald

0
e

2] 5 10 135 20 25 30 35 40 45
Cycle

Figura 9. Detecdo do controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia

Cycling Yellow com amplificagdo simultéinea dos padrées de quantificacdo
(EBV RG QS 1-4). NTC: Nenhum controlo de modelo (controlo negativo).

E detetado um sinal no canal de fluorescéncia Cycling Green.
O resultado da andlise é positivo: a amostra contém ADN do VEB.

Neste caso, a detecdo de um sinal no canal Cycling Yellow é dispensével, uma
vez que as concentragdes iniciais elevadas de ADN de VEB (sinal positivo no
canal Cycling Green) podem levar a um sinal de fluorescéncia reduzido ou
ausente do controlo interno no canal Cycling Yellow (competicdo).

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

Néo é detetado sinal no canal de fluorescéncia Cycling Green (ciclo
verde). Ao mesmo tempo, aparece um sinal do controlo interno no canal
Cycling Yellow (Ciclo Amarelo).

Ndo é detetdvel ADN de VEB na amostra. Pode ser considerada
negativa.

No caso de uma PCR negativa para VEB, o sinal detetado do controlo interno
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.
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Nao é detetado sinal nos canais Cycling Green ou Cycling Yellow.
Nao pode inferir-se qualquer resultado.

E possivel encontrar informacdes sobre as origens de erros e respetivas
solugdes em “Guia de resolucdo de problemas”, pagina 24.

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

Guia de resolug¢do de problemas

Este guia de resolucdo de problemas pode ser Util para resolver qualquer
problema que possa surgir. Para obter mais informagdes, consulte também a
pdgina de perguntas frequentes no nosso Centro de Suporte Técnico:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Os cientistas da Assisténcia Técnica da
QIAGEN estdo sempre prontos a responder a qualquer questdo que possa ter
sobre as informacgdes e protocolos constantes deste manual ou sobre as
tecnologias de amostragem e ensaio (para informacdes de contacto, consulte o
verso do manual ou visite www.giagen.com).

Comentdrios e sugestoes

Auséncia de sinal com controlos positivos (EBV RG QS 1-4) no canal de
fluorescéncia Cycling Green ou Cycling A.FAM

a) O canal de Para andlise de dados, selecionar o canal de
fluorescéncia fluorescéncia Cycling Green ou Cycling A.FAM
selecionado para para a PCR de VEB analitica e o canal de
andlise dos dados de  fluorescéncia Cycling Yellow ou Cycling A.JOE
PCR néo cumpre o para a PCR do controlo interno.
protocolo

b) Programacgédo incorreta  Comparar o perfil de temperatura com o

do perfil de protocolo. Ver “Protocolo: PCR e andlise de
temperatura do dados”, pégina 15.

instrumento Rotor-

Gene

c) Configuracdo incorreta Rever os passos com ajuda do esquema de
da PCR pipetagem e, se necessdrio, repetir a PCR. Ver
“Protocolo: PCR e andlise de dados”, pégina 15.
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Comentdrios e sugestoes

d) As condigdes de Verificar as condigdes de armazenamento e a
armazenamento para  data de validade (ver etiqueta do kit) dos
um ou mais reagentes e usar um novo kit, caso seja
componentes do kit necessdrio.

ndo cumprem as
instrucdes fornecidas
em “Armazenamento e
manuseamento de
reagentes” (pdgina 9)

e) O kit artus EBY RG PCR Verificar as condi¢des de armazenamento e a
expirou 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 simultdnea de sinal no
canal Cycling Green ou Cycling A.FAM

a) As condicdes da PCR Verificar as condigdes da PCR (ver acima) e
ndo cumprem os repetir a PCR com as defini¢cdes corrigidas, caso
requisitos do protocolo  seja necessdrio.

b) A PCR foi inibida Certificar-se de que é utilizado o método de
isolamento recomendado e seguir atentamente
as instrucdes do fabricante.

Durante a utilizacGo do Mini kit QIAamp DNA,
do Mini kit QlAamp DNA Blood ou do kit
QIAamp UltraSens Virus, certificar-se de que,
durante o isolamento de ADN, o passo de
centrifugacdo adicional recomendado foi levado
a cabo antes da eluicGo para remover quaisquer

residuos de etanol (consultar “Isolamento de
ADN", pdginas 10 e 12).

c) ADN foi perdido Se o controlo interno tiver sido adicionado &
durante a extracéo extragdo, a auséncia de um sinal de controlo
interno pode indicar a perda de ADN durante a
extracdo. Certificar-se de que é utilizado o
método de isolamento recomendado (ver
“Isolamento de ADN”, pdgina 10) e seguir
atentamente as instrucdes do fabricante.
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Comentdrios e sugestoes

d) As condigdes de Verificar as condigdes de armazenamento e a
armazenamento para  data de validade (ver etiqueta do kit) dos
um ou mais reagentes e usar um novo kit, caso seja
componentes do kit necessdrio.

ndo cumprem as
instrucdes fornecidas
em “Armazenamento e
manuseamento de
reagentes” (pdgina 9)

e) O kit artus EBY RG PCR Verificar as condi¢des de armazenamento e a
expirou 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 analitica

a) Contaminagéo Repetir a PCR com novos reagentes nos
ocorrida durante a replicados.

preparagdo da PCR Se possivel, fechar os tubos de PCR diretamente

apds adicionar a amostra a ser testada.

Certificar-se de que pipeta o controlo positivo
sempre no fim.

Assegurar que o espaco de trabalho e os
instrumentos sdo descontaminados
regularmente.

b) Contaminacéo Repetir a extracdo e a PCR da amostra a ser
ocorrida durante a testada usando novos reagentes.
extracdo

Assegurar que o espaco de trabalho e os
instrumentos sdo descontaminados
regularmente.

Controlo da qualidade

De acordo com o Sistema de Gestéo da Qualidade Total da QIAGEN
certificado pela norma I1SO, todos os lotes do kit artus EBV RG PCR séo testados
face a especificagdes predeterminadas, para garantir uma qualidade constante
do produto.
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Limitacoes
Todos os reagentes podem ser exclusivamente utilizados em diagnéstico in
vitro.

O produto deve apenas ser utilizado por pessoal com formagao especifica em
procedimentos de diagnéstico in vitro e devidamente instruido para o efeito.

Para resultados de PCR 6timos, é necessdrio que as instru¢cdes do manual do
utilizador sejam rigorosamente observadas.

Atencdo aos prazos de validade impressos na caixa e nos rétulos de todos os
componentes. Ndo utilizar componentes cujo prazo de validade tenha
expirado.

Embora rara, a ocorréncia de mutacdes nas regides altamente conservadas do
genoma viral cobertas pelos iniciadores (primers) e/ou sonda do kit pode
resultar em sub-quantificacéo ou falha em detetar a presenga do virus. A
validade e o desempenho do ensaio s@o revistos regularmente.

Caracteristicas de desempenho

Sensibilidade analitica

Para apurar a sensibilidade analitica do kit artus EBV RG PCR Kit, foi criada
uma série de diluicdes de 31,6 a 0,01 e de 100 a aproximadamente 0,03
equivalentes de cépias de VEB/ul e analisadas no Rotor-Gene 6000 e no Rotor-
Gene 3000, respetivamente, em conjunto com o kit artus EBV RG PCR. As
andlises foram efetuadas em 3 dias diferentes em 8 replicagdes. Os resultados
foram apurados com a ajuda de uma andélise de probit. A figura 10 apresenta
uma ilustragéo gréfica da andlise de probit no Rotor-Gene 6000. O limite de
detecdo analitica do kit artus EBV RG PCR em conjunto com o Rotor-Gene Q
MDx/Q/6000 e o Rotor-Gene 3000 é de 1,02 cépias/ul (p = 0,05) e 3,8
cépias/ul (p = 0,05), respetivamente. Isto significa que existe uma
probabilidade de 95% de o limite de 1,02 cépias/ul ou de 3,8 copias/ul ser
detetado.
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95%
*
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Figura 10. Andlise de probit: VEB (Rotor-Gene 6000). Sensibilidade analitica do kit artus
EBV RG PCR no Rotor-Gene 6000.

Especificidade

A especificidade do kit artus EBV RG PCR é, em primeiro lugar, garantida
através da selecdo dos primers e das sondas, assim como da selegdo de
condicdes de reacdo otimizadas. Os primers e as sondas foram verificados
mediante uma andlise de comparacéo de sequéncia quanto a eventuais
homologias com todas as sequéncias publicadas em bancos de genes. A
detetabilidade de todos os gendtipos relevantes foi assim assegurada.

Além disso, a especificidade foi validada com 6 amostras diferentes de soro
negativo para o VEB. Estas ndo geraram quaisquer sinais com os primers e
sondas especificos do VEB, os quais estdo incluidos no EBV RG Master.

Foi também testada a possibilidade de reacdes cruzadas do kit artus EBV RG
PCR usando o grupo de controlo listado na tabela 7. Nenhum dos agentes
patogénicos testados era reativo.

|
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Tabela 7. Testes de especificidade do kit com agentes patogénicos com
potencial de reagdo cruzada

Controlo
VEB interno
(Cycling Green  (Cycling Yellow
ou Cycling ou Cycling

Grupo de controlo A.FAM) A.JOE)
Virus do herpes humano 1

s . — _|_
(virus herpes-simplex 1)
Virus do herpes humano 2

’ . —_ +
(virus herpes-simplex 2)
Virus do herpes humano 3 _ N
(virus varicela-zéster)
Virus do herpes humano 5 _ n
(citomegalovirus)
Virus da leucemia de células T

: - +
humano tipo 1
Virus da leucemia de células T
: - +

humano tipo 2

Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliacéo regular do
desempenho do kit artus EBV RG PCR, bem como uma comparacéo de
eficiéncia com outros produtos. Estes dados foram obtidos pela participacéo
nos programas de competéncia estabelecidos.

Referéncias

A QIAGEN mantém uma abrangente base de dados online atualizada de
publicacées cientificas que utilizam produtos QIAGEN. As opg¢des de pesquisa
avangada permitem localizar os artigos necessérios, quer através da pesquisa
por uma Unica palavra-chave, quer especificando a aplicagdo, drea de
investigacdo, titulo, etc.

Para obter uma lista completa de referéncias, visitar a base de dados de
referéncias da QIAGEN online em www.giagen.com/RefDB/search.asp ou
contactar a Assisténcia Técnica ou o distribuidor local da QIAGEN.
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Simbolos

W <N> Contém reagentes suficientes para <N> testes
E Prazo de validade

IVD Dispositivo médico para diagndstico in vitro
REF Numero de catdlogo

LOT NUmero do lote
NUmero do material

COMP Componentes

CONT Contém

NUM NUmero

NUmero do item de comércio mundial

/ﬂ/ Limites de temperatura

Fabricante

EE Consultar as instrucées de utilizacdo

Informacgoes de contacto

Para obter assisténcia técnica e mais informacdes, consultar o nosso Centro de
Suporte Técnico em www.giagen.com/Support ou contactar um dos
Departamentos da Assisténcia Técnica ou distribuidores locais da QIAGEN
(consultar o verso do manual ou visitar www.giagen.com).
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Informacgoes para encomenda

Produto indice N.2 de
cat.
artus EBV RG PCR Kit Para 24 reagdes: Master, 4 padrées de 4501263
(24) quantificagéo, controlo interno, dgua
(grau PCR)
artus EBV RG PCR Kit Para 96 reagdes: Master, 4 padrées de 4501265
(96) quantificacéo, controlo interno, dgua
(grau PCR)
Kits EASYartus EBV RG PCR — para a purificagdo totalmente
automatizada e integrada de amostra em conformidade
com a CE-IVD e detecdo de agentes patogénicos
EASYartus EBY RG PCR  Para 48 preparagdes de dcidos EA10123
Kit 1 nucleicos virais e 24 ensaios: 1 x kit
EZ1 DSP Virus, 1 x kit artus EBV RG
PCR (24)
EASYartus EBVY RG PCR  Para 48 preparacées de dcidos EA10124
Kit 2 nucleicos virais e 48 ensaios: 1 x kit
EZ1 DSP Virus, 2 x kit artus EBV RG
PCR (24)
Kit EZ1 DSP Virus — para a purificacdo automatizada e
simultédnea de ARN e ADN viral de 1-14 amostras de soro,
plasma ou LCR
EZ1 DSP Virus Kit (48)  Para 48 preparacées de écidos 62724
nucleicos virais: Cartuchos de
reagentes enchidos previamente, porta-
pontas descartdveis, pontas com filtros
descartaveis, tubos de amostra, tubos
de eluicdo, tampdes, ARN
transportador
Mini kit QlAamp DNA — para a purificacdo de ADN
gendémico e viral de tecidos e outras amostras
Mini kit QlAamp DNA  Para 50 preparagdes de ADN: 50 51304
(50) colunas para centrifugagdo do QlAamp
Mini, proteinase K QIAGEN, reagentes,
tampodes, tubos de colheita (2 ml)
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Produto indice N.2 de
cat.

Kit QlAamp UltraSens Virus — para concentracdo e
isolamento de ADN e ARN viral de soro e plasma

QIAamp UltraSens Para 50 preparagdes de écidos 53704
Virus Kit (50) nucleicos virais: 50 colunas para

centrifugacdo do QlAamp Mini,

proteinase K, ARN transportador, tubos

de colheita (2 ml), tampdes

Mini kit QlAamp DNA Blood — para purificagdo de até
12 ug de ADN gendémico, mitocondrial ou viral de sangue e
fluidos corporais relacionados

QIAamp DNA Blood Para 50 minipreparagdes de ADN: 50 51104
Mini Kit (50) colunas para centrifugagdo do QlAamp

Mini, protease QIAGEN, reagentes,

tampodes, tubos de colheita (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx e acessoérios

Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real com 5 9002022
5plex Platform canais (verde, amarelo, laranja,

vermelho, carmim), computador

portétil, software, acessérios: inclui 1

ano de garantia em componentes e

mé&o-de-obra, instalacdo e formacdo

n&o incluidas

Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real com 5 9002023
5plex System canais (verde, amarelo, laranja,

vermelho, carmim), computador

portdtil, software, acessérios: inclui 1

ano de garantia em componentes e

mé&o-de-obra, instalacéo e formagdo

Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real e 9002032
5plex HRM Platform analisador de alta resolugéo 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 formagdo ndo incluidas
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Produto

indice N.2 de
cat.

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Rotor-Gene Q MDx
6plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
6plex System

Rotor-Gene Q MDx
2plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
2plex System

Ciclador de PCR em tempo real e 9002033
analisador de alta resolugéo de melting

com 5 canais (verde, amarelo, laranja,

vermelho, carmim) mais canal HRM,

computador portdtil, software,

acessorios: inclui 1 ano de garantia em
componentes e mdo-de-obra,

instalagé@o e formacgéo

Instrumento de PCR em tempo real 9002042
com 6 canais (azul, verde, amarelo,

laranja, vermelho, carmim), incluindo

computador portdtil, software,

acessérios: 1 ano de garantia em

componentes e méo-de-obra,

instalagé@o e formacéo ndo incluidas

Instrumento de PCR em tempo real 9002043
com 6 canais (azul, verde, amarelo,

laranja, vermelho, carmim), incluindo

computador portétil, software,

acessérios: inclui 1 ano de garantia em
componentes e méo-de-obra,

instalagéo e formacgéo

Ciclador de PCR em tempo real com 2 9002002
canais (verde, amarelo), computador

portdtil, software, acessérios: inclui 1

ano de garantia em componentes e

méo-de-obra, instalacéo e formagdo

ndo incluidas

Ciclador de PCR em tempo real com 2 9002003
canais (verde, amarelo), computador

portdtil, software, acessérios: inclui 1

ano de garantia em componentes e

mé&o-de-obra, instalacéo e formagdo
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Produto indice N.2 de
cat.

Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real e 9002012
2plex HRM Platform analisador de alta resolugdo de melting

com 2 canais (verde, amarelo) mais

canal HRM, computador portdétil,

software, acessérios: inclui 1 ano de

garantia em componentes e mdo-de-

obra, instalagdo e formagdo néo

incluidas
Rotor-Gene Q MDx Ciclador de PCR em tempo real e 9002013
2plex HRM System analisador de alta resolucdo de melting

com 2 canais (verde, amarelo) mais

canal HRM, computador portétil,

software, acessérios: inclui 1 ano de

garantia em componentes e mdo-de-

obra, instalagdo e formacdo
Loading Block Bloco de aluminio para configuragdo 9018901
72 x 0.1 ml Tubes da reacéo manual com pipeta de um

canal em 72 tubos de 0,1 ml
Loading Block Bloco de aluminio para configuragdo 9018905
96 x 0.2 ml Tubes da reacdo manual numa variedade

padréo de 8 x 12 utilizando 72 tubos

de 0,2 ml
Strip Tubes and Caps, 250 tiras de 4 tubos e tampas para 981103
0.1 ml (250) 1000 reagoes
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas 981106
0.1 ml (2500) para 10 000 reacdes
PCR Tubes, 0.2 m| 1000 tubos de parede fina para 1000 981005
(1000) reacoes
PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 tubos de parede fina para 981008

(10000)

Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e rendncia de

10 000 reacgoes

responsabilidades especificas do produto, consultar o manual do utilizador ou
o manual de instrucdes do kit QIAGEN respetivo. Os manuais do kit QIAGEN e
do utilizador estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser pedidos a
Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.
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A aquisicao deste produto permite ao comprador o seu uso para efetuar servigos de diagnéstico em processos de diagnéstico humano in vitro. Néo
é aqui concedida patente geral ou outra licenga de qualquer tipo além deste direito de utilizagdo especifico a partir da compra.

Marcas registadas: QIAGEN®, QlAamp®, artus®, EASYartus®, EZ1°, Rotor-Gene®, UltraSens® (QIAGEN Group); FAM™, JOE™ (Life Technologies);
SYBR® (Molecular Probes, Inc.).

Acordo de licenca limitada

A utilizagGo deste produto implica a concordéncia por parte de qualquer comprador ou utilizador do kit artus EBV RG PCR com os seguintes termos:

1.

O kit artus EBV RG PCR sé pode ser usado de acordo com o Manual do kit artus EBY RG PCR e apenas com os componentes contidos no kit. A
QIAGEN néo concede qualquer licenca ao abrigo de sua propriedade intelectual para usar ou incorporar os componentes englobados neste
kit com qualquer componente ndo incluido neste kit, exceto conforme descrito no Manual do kit artus EBV RG PCR e em quaisquer protocolos
adicionais disponiveis em www.giagen.com.

A excegdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizagdo ou utilizagdes
ndo infrinjom os direitos de terceiros.

Este kit e os seus componentes estéo licenciados para uma Unica utilizagdo e ndo podem ser reutilizados, renovados ou ser objeto de revenda.
A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenga, expressa ou implicita, & excecdo das expressamente declaradas.

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

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

© 2009-2014 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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