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QIAGEN Sample and Assay Technologies

A QIAGEN é a principal fornecedora de tecnologias inovadoras de
amostra e ensaio, permitindo o isolamento e a deteccao de
conteudos de qualquer amostra biologica. Nossos avancados servicos
e produtos de alta qualidade garantem o sucesso, desde a amostra
até o resultado.

A QIAGEN é uma empresa de referéncia em matéria de:
M Purificacéao de DNA, RNA e proteinas

B Ensaios de acidos nucleicos e proteinas

B Pesquisa em microRNA e RNAI

B Automacao de tecnologias de amostra e ensaio

A nossa missao é possibilitar que vocé alcance sucesso notavel e
progressos. Para obter mais informacdes, acesse www.giagen.com.
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Uso previsto

O artus EBV RG PCR Kit € um teste de amplificacéo de acido nucleico
in vitro para a quantificacéo do DNA do virus Epstein-Barr (EBV) em
plasma, soro, LCR ou células sanguineas humanas. Este kit de teste
diagnéstico utiliza a reacdo em cadeia da polimerase (polymerase
chain reaction, PCR) e € configurado para uso com Instrumentos
Rotor-Gene Q.

Resumo e explicacao

O artus EBV RG PCR Kit € um sistema pronto para uso para a deteccao
de DNA do EBV usando reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
Instrumentos Rotor-Gene Q. O EBV RG Master contém reagentes e
enzimas para a amplificacédo especifica de uma regiao de 97 bp do
genoma do EBV, e para a deteccéao direta do amplicon especifico no
canal de fluorescéncia Cycling Green (Ciclagem verde) do Rotor-
Gene Q MDx, Rotor-Gene Q ou Rotor-Gene 6000, ou do

Cycling A FAM™ (Ciclagem A.FAM™) do Rotor-Gene 3000.

Além disso, o artus EBV RG PCR Kit contém um segundo sistema de
amplificacao heterdloga para identificar uma possivel inibicado da PCR.
Isto é detectado como um controle interno (internal control, IC) no
canal de fluorescéncia Cycling Yellow (Ciclagem amarela) do
Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q ou Rotor-Gene 6000, ou do Cycling
A.JOE™ (Ciclagem A.JOE™) do Rotor-Gene 3000. O limite de
deteccéao da PCR analitica do EBV (consulte “Sensibilidade analitica”,
pagina 28) nao é reduzido. Sao fornecidos controles externos positivos
(EBV RG QS 1-4), que permitem a determinacdo da quantidade de
DNA viral. Para obter mais informacdes, consulte “Quantificacao”,
pagina 21.

Informacdes do agente patogénico

A transmissdo do virus Epstein-Barr (EBV) se da por via oral,
principalmente pela saliva contaminada. Em geral, a infeccao pelo
EBV, especialmente se for contraida na infancia, € assintomatica. O
sinal clinico de uma infeccdo aguda € a mononucleose infecciosa
associada a febre, cansaco e angina, bem como a inflamacao dos
linfonodos e do baco. Em alguns pacientes, esses sintomas
reaparecem cronicamente. Em pacientes imunodeficientes e pessoas
com disfuncdes das celulas T, podem se encontrar formas graves de
infeccao por EBV.
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Principio do procedimento

A deteccao do agente patogénico pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) baseia-se na amplificacado de regides especificas do
genoma do agente patogénico. Na PCR em tempo real, o produto
amplificado é detectado por corantes fluorescentes. Eles estao
geralmente aglutinados a sondas de oligonucleotideos que se ligam
especificamente ao produto amplificado. A monitorizacao das
intensidades de fluorescéncia durante o ensaio de PCR (ou seja, em
tempo real) permite a deteccéao e a quantificacao do produto que se
acumula, sem ter que reabrir os tubos de reacdo apos o ensaio de
PCR.*

Materiais fornecidos

Conteudo do kit

artus EBV RG PCR Kit (24) (96)

Ref. 4501263 4501265

NUumero de reacoes 24 96

Azul EBV RG Master 2 X {2 8 x {2

reacdes reacodes

EBV RG QS 1* Qs

Vermelho (5 x 10 cépias/l) 200 ul 200 ul
EBV RG QS 2*

Vermelho (5 x 10° copias/jil) Qs 200 pl 200 ul
EBV RG QS 3*

Vermelho (5 x 102 copias/ul) Qs 200 pl 200 pl
EBV RG QS 4*

Vermelho (5 x 10" copias/yil) Qs 200 pl 200 ul

Verde EBV RG ICt IC 1000 pI 2 x 1000 pl

Water (PCR grade)

Branco (Agua [grau PCR])

1000yl 1000 pl

* Mackay, I.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol.
Infect. 10, 190.
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*Padrédo de quantificagao.
T Controle interno.
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Materiais necessarios, mas nao fornecidos

Ao trabalhar com produtos quimicos, sempre use um jaleco
adequado, luvas descartaveis e 6culos de protecao. Para obter mais
informacdes, consulte as fichas de dados de seguranca (safety data
sheets, SDSs) apropriadas, disponibilizadas pelo fornecedor do produto.

Reagentes

B Kit de isolamento de DNA (consulte “Isolamento de DNA”, pagina
9)

Produtos consumiveis
B Ponteiras de pipetas estéreis com filtros

M Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, para uso com rotor de 72 pocos
(ref. 981103 ou 981106)

B Como alternativa: PCR Tubes, 0.2 ml, para uso com rotor de
36 pocos (ref. 981005 ou 981008)

Equipamento

B Pipetas (ajustaveis)®

Agitador tipo vortex*

Centrifuga de bancada* com rotor para tubos de reacao de 2 m|

Instrumento Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q ou Rotor-Gene*
com canais de fluorescéncia para Cycling Green (Ciclagem
verde) e Cycling Yellow (Ciclagem amarela) ou com canais de
fluorescéncia para Cycling A.FAM (Ciclagem A.FAM) e Cycling
A.JOE (Ciclagem A.JOE)

B Software Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q versao 1.7.94 ou
superior (software Rotor-Gene 6000 verséo 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94;
software Rotor-Gene 3000 versao 6.0.23)

B Bloco de resfriamento (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, ref. 9018901
ou Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes, ref. 9018905)

Avisos e precaucoes

Para uso em diagndstico in vitro

* Certifique-se de que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo
com as recomendacdes do fabricante.
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Ao trabalhar com produtos quimicos, sempre use um jaleco
adequado, luvas descartaveis e 6culos de protecao. Para mais
informacdes, consulte as fichas de dados de seguranca (SDSs)
aplicaveis. Elas estado disponiveis online em formato PDF (conveniente e
compacto) em www.giagen.com/safety, no qual é possivel encontrarr,
visualizar e imprimir a SDS para cada kit da QIAGEN® e para cada
componente do kit.

Descarte os residuos da amostra e do ensaio de acordo com as
regulamentacdes de seguranca locais.

Precaucdes gerais
O usuario deve sempre prestar atencao no seguinte:
B Use ponteiras de pipetas estéreis com filtros.

B Armazene e extraia materiais positivos (amostras, controles
positivos e amplicons) separadamente de todos 0s outros
reagentes e adicione-os a mistura da reagcao em uma instalacao
separada.

B Descongele todos os componentes por completo a temperatura
ambiente (15 a 25 °C) antes de iniciar o ensaio.

B Apdbs o descongelamento, misture os componentes (pipetando
repetidamente para cima e para baixo ou agitando em vortex) e
centrifugue brevemente.

B Trabalhe rapidamente e mantenha os componentes em gelo ou
no bloco de resfriamento (bloco de carregamento de
72/96-pocos).

Armazenamento e manuseio de reagentes

Os componentes do artus EBV RG PCR Kit devem ser armazenados
entre -15 e

-30 °C e estar estaveis até a data de validade impressa na etiqueta.
Deve-se evitar 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 apenas de forma
intermitente, deverao ser congelados em aliquotas. A armazenagem a
2-8 °C nao pode exceder um periodo de 5 horas.
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Procedimento

Isolamento de DNA

Os kits da QIAGEN mostrados na Tabela 1 s&o validados para a
purificacao de DNA viral dos tipos de amostra humana indicados para
uso com o artus EBV RG PCR Kit. Realize a purificacdo de DNA viral de
acordo com as instrugoes nos manuais do kit.

Tabela 1. Kits de purificacao validados para uso com o artus EBV RG
PCR Kit

Kit de
Material Tamanho isolamento
de da de acido Referéncia RNA
amostra amostra nucleico (QIAGEN) transportador
Soro, QlAamp®
plasma, 200 pl DNA Mini 51304 N&o incluido
LCR Kit (50)
QlAamp
®
Soro, 1 ml Ultrasens 53704  Incluido
plasma Virus Kit
(50)
. QlAamp
;ﬂ“'&i cns  200M DNA Blood 51104  Na&o incluido
g Mini Kit (50)
EZ1® DSP
Plasma 400 pl Virus Kit 62724 Incluido
(48)*

* O EZ1 DSP Virus Kit também esta disponivel como kits EASYartus® EBV RG PCR com
marcacao CE-IVD, em conjunto com o artus EBV RG PCR Kit (consulte a pagina 32
para obter informacoes para pedidos).

Nota: Tubos de coleta de sangue revestidos com anticoagulantes
podem inibir a PCR. No entanto, estes inibidores seréo eliminados pelo
uso dos kits de isolamento mencionados acima. Recomendamos evitar
0 uso de sangue com heparina.

|
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Nota: O artus EBV RG PCR Kit ndo deve ser usado com métodos de
isolamento com base de fenol.

Usando o QIAamp DNA Blood Mini Kit ou o QIAamp DNA Mini Kit

Nota: O uso de RNA transportador € fundamental para a efici€éncia da
extracao e, consequentemente, para o rendimento de DNA/RNA.
Note que a adicao de transportador (Homopolimero RNA Poly[rA], ndo
incluido no QIAamp DNA Blood Mini Kit ou no QIAamp DNA Mini Kit), &
altamente recomendada para a extragao dos acidos nucleicos dos
fluidos corporais acelulares e do material com pequenas quantidades
de DNA e RNA (por exemplo, LCR). Nesses casos, preparar o RNA
transportador da maneira apresentada a seguir.

B Fazer aressuspensao do RNA transportador liofilizado
(Homopolimero RNA Poly[rA], ndo incluido no QIAamp DNA Blood
Mini Kit ou no QIAamp DNA Mini Kit) usando o tampao de eluicao
(n&o usar o tampéao de lise) do kit de extracao (Buffer AE do
QlAamp DNA Mini Kit e do QIAamp DNA Blood Mini Kit), e preparar
uma diluicdo com uma concentracao de 1 pg/ul. Dividir essa
solucao de RNA transportador em um numero de aliquotas
suficiente para suas necessidades e armazena-las a -15 a
-30 °C. Evitar descongelamentos repetidos (>2 vezes) de uma
aliguota de RNA transportador.

B Use 1 ug de RNA transportador por 100 ul de tampéao de lise. Por
exemplo, se o protocolo de extracao usar 200 pl de tampao de
lise, adicione 2 pl de RNA transportador (1 pg/ul) diretamente no
tampao de lise (Buffer AL do QIAamp DNA Mini Kit e do QlAamp
DNA Blood Mini Kit). Antes do inicio de cada extracao, uma mistura
de tampéao de lise e RNA transportador (e controle interno, onde
aplicavel, consulte “Controle interno”, pagina 13) deve ser
preparada recentemente, de acordo com o esquema de
pipetagem apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2. Esquema de pipetagem para uso com o QIAamp DNA Blood
Mini Kit ou o QIAamp DNA Mini Kit

NUumero de amostras 1 12
I?:ef;fr AL (tampdo de por ex., 200 pl por ex., 2.400 ul
RNA transportador (1

2 ul 24 ul
ng/p) g g
Volume total 202 ul 2424 ul
Volume por extragao 200 pl 200 pl cada

* Contém cloridrato de guanidina; consulte o manual do kit para obter informacdes
de seguranca.

Nota: Use imediatamente a mistura de tampao de lise e RNA
transportador preparada recentemente para extragao. A
armazenagem da mistura nao é possivel.

Nota: O controle interno do artus EBV RG PCR Kit pode ser usado
diretamente no procedimento de isolamento (consulte “Controle
interno”, pagina 13).

Nota: Recomendamos fortemente realizar a etapa 10 de
centrifugacao recomendada no protocolo (Manual do QIAamp DNA
Mini e do Blood Mini [QIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook],
terceira edicao, abril de 2010, paginas 29 e 32) para remover todo o
etanol residual. Recomendamos aumentar o tempo dessa
centrifugacao para 3 minutos.

Recomendamos eluir o DNA em um tampao de eluicao de 50 pl para
obter a sensibilidade mais alta do artus EBV RG PCR Kit.

Usando o QIAamp UltraSens Virus Kit

Nota: O uso de RNA transportador € fundamental para a eficiéncia da
extragcao e, consequentemente, para o rendimento de DNA/RNA. Para
aumentar a estabilidade do RNA transportador fornecido com o
QlAamp UltraSens Virus Kit, recomendamos o procedimento a seguir,
gue difere das instrucdes do manual do kit.

B Antes de usar o kit pela primeira vez, faca a ressuspensdo do RNA
transportador liofilizado em 310 pl do tampéao de eluicao (Buffer
AVE) fornecido com o kit (concentracao final de 1 ug/ul, nao use o
tampao de lise). Divida essa solucéo de RNA transportador em um
numero de aliquotas suficiente para suas necessidades e
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armazene-as a -15 a -30 °C. Evite descongelamentos repetidos
(>2 vezes) de uma aliquota de RNA transportador.

Antes do inicio de cada extracao, uma mistura de tampao de lise

e RNA transportador (e controle interno, onde aplicavel, consulte
“Controle interno”, pagina 13) deve ser preparada recentemente,
de acordo com o esquema de pipetagem apresentado na

Tabela 3.

Tabela 3. Esquema de pipetagem para uso com o QlAamp UltraSens

Virus Kit
NUumero de amostras 1 12
Buffer AC (tampao de 800 9600
lise)*
RNA transportador (1

5,6 ul 67,2 pl

Hg/p) g g
Volume total 805,6 ul 9667,2 pl
Volume por extragao 800 pl 800 pl cada

* Contém isopropanol; consulte o manual do kit para obter informacgdes de
segurancga.

Nota: Use imediatamente a mistura de tampao de lise e RNA
transportador preparada recentemente para extragao. A
armazenagem da mistura nao é possivel.

Nota: O controle interno do artus EBV RG PCR Kit pode ser usado
diretamente no procedimento de isolamento (consulte “Controle

interno”, pagina 13).

Nota: Recomendamos fortemente realizar a centrifugacao adicional
descrita na etapa 14 do protocolo (Manual do QlAamp UltraSens Virus
[QIAamp UltraSens Virus Handbook], abril de 2010, pagina 17) para
remover todo o etanol residual. Recomendamos aumentar o tempo

dessa centrifugacao para 3 minutos.

Recomendamos eluir o DNA em um tampao de eluicao de 50 pl para
obter a sensibilidade mais alta do artus EBV RG PCR Kit.

O QlAamp UltraSens Virus Kit permite

uma concentracao de amostras.

Se usar um material de amostra que nao seja soro ou plasma, adicione
pelo menos 50% (v/v) de plasma humano negativo a amostra.

12
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Usando o EZ1 DSP Virus Kit

Nota: O uso de RNA transportador € fundamental para a eficiéncia da
extracao e, consequentemente, para o rendimento de DNA/RNA.
Adicione a quantidade adequada de RNA transportador para cada
extracao seguindo as instrucées do Manual do EZ1 DSP Virus Kit (EZ1
DSP Virus Kit Handbook).

Nota: O controle interno do artus EBV RG PCR Kit pode ser usado
diretamente no procedimento de isolamento (consulte “Controle
interno” abaixo).

Nota: Recomendamos fortemente usar os acidos nucleicos virais
purificados para a PCR imediatamente apds a extracao usando o EZ1
DSP Virus Kit. Como alternativa, os eluatos podem ser armazenados por
até 3 dias a 4 °C antes da analise de PCR.

Controle interno

Um controle interno (EBV RG IC) é fornecido com o produto. Isso
permite que o usuario controle o procedimento de isolamento do DNA
e verifique uma possivel inibicado da PCR. Usando o EZ1 DSP Virus Kit
para extragcao, o controle interno deve ser adicionado de acordo com
as instrucdes do Manual do EZ1 DSP Virus Kit. Usando o QIAamp
UltraSens Virus Kit, o QIAamp DNA Blood Mini Kit ou o QIAamp DNA Mini
Kit, adicione o controle interno ao isolamento em uma proporcao de
0,1 pl por 1 yl de volume de eluicao. Por exemplo, usando o QIAamp
UltraSens Virus Kit, o DNA é eluido em 50 ul no Buffer AVE. Assim, deve
ser adicionado inicialmente 5 yl de controle interno. A quantidade de
controle interno usado depende somente do volume de eluicao.

Nota: O controle interno e o RNA transportador (consulte “Isolamento
de DNA”, pagina 9) devem ser adicionados somente a mistura do
tampao de lise e material de amostra ou diretamente no tampéao de
lise.

O controle interno ndo deve ser adicionado diretamente ao material
de amostra. Se adicionado ao tampao de lise, observe que a mistura
do controle interno e RNA transportador do tampéao de lise devera ser
preparada recentemente e usada logo a seguir (0 armazenamento da
mistura em temperatura ambiente ou na geladeira por somente
algumas horas pode levar a falha do controle interno e a uma menor
eficiéncia da extracao).

Nota: Nao adicionar o controle interno e o RNA transportador
diretamente no mesmo material de amostra.
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Opcionalmente, o controle interno pode ser usado exclusivamente
para verificar a possivel inibicao da PCR. Para esta aplicacéao,
adicione o controle interno diretamente no EBV RG Master, conforme
descrito na etapa 2b do protocolo (pagina 15).

Protocolo: PCR e andlise de dados

Pontos importantes antes de comecar

B Reserve um tempo para se familiarizar com o Instrumento Rotor-
Gene Q antes de iniciar o protocolo. Consulte o manual do usuario
do instrumento.

B Certifique-se de que pelo menos um padrao de quantificacéao,
bem como um controle negativo (agua, grau PCR) sejam incluidos
por ensaio de PCR. Para gerar uma curva padrao, use os
4 padrdes de quantificacao fornecidos (EBV RG QS 1-4) para cada
ensaio de PCR.

O que fazer antes de comecar

B Certifique-se de que o bloco de resfriamento (acessério do
Instrumento Rotor-Gene Q) esteja pré-resfriado a 2-8 °C.

B Antes de cada utilizacao, todos os reagentes precisam ser
descongelados completamente, misturados (pipetando
repetidamente para cima e para baixo ou agitando rapidamente
em vortex), e centrifugados brevemente.

Procedimento

1. Colocar o numero desejado de tubos de PCR nos adaptadores do
bloco de resfriamento.

2. Se vocé esta usando o controle interno para monitorar o
procedimento de isolamento do DNA e para verificar uma possivel
inibicdo da PCR, siga a etapa 2a. Se vocé esta usando o controle
interno exclusivamente para verificar a inibicado da PCR, siga a
etapa 2b.

2a. O controle interno ja foi adicionado ao isolamento (consulte
“Controle interno”, pagina 13). Neste caso, prepare a mistura
master de acordo com a Tabela 4.

Normalmente, a mistura da reacao contém todos os componentes
necessarios para a PCR exceto a amostra.
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Tabela 4. Preparacao da mistura master (controle interno usado
para monitorar o isolamento do DNA e para verificar a inibicao da

PCR)
Numero de amostras 1 12
EBV RG Master 30 pl 360 pl
EBV RG IC Oul Oul
Volume total 30 ul 360 ul

2b. O controle interno deve ser adicionado diretamente a mistura do
EBV RG Master. Neste caso, prepare a mistura master de acordo
com a Tabela 5.

Normalmente, a mistura da reagcao contém todos os componentes
necessarios para a PCR exceto a amostra.

Tabela 5. Preparacdo da mistura master (controle interno usado
exclusivamente para verificar a inibicao da PCR)

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

* O aumento de volume causado pela adigdo do controle interno é
negligenciado ao preparar o ensaio de PCR. A sensibilidade do sistema de
deteccao nao é prejudicada.

3. Pipetar 30 yl da mistura master em cada tubo de PCR. Em seguida,
adicionar 20 pul do DNA da amostra eluida (consulte Tabela 6). Da
mesma forma, 20 pl de pelo menos um dos padrées de
quantificacao (EBV RG QS 1-4) devem ser usados como um
controle positivo e 20 pl de agua (agua, grau PCR) como controle
negativo.

|
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Tabela 6. Preparo do ensaio de PCR

Numero de

amostras 1 12
Mistura master 30 ul 30 yl cada
Amostra 20 20 yl cada
Volume total 50 ul 50 yl cada

4. Feche os tubos de PCR. Certifique-se de que o anel de travamento
(acessorio do Instrumento Rotor-Gene Q) esteja posicionado sobre
O rotor para evitar a abertura acidental dos tubos durante o ensaio.

5. Para a deteccao de DNA do EBV, crie um perfil de temperatura de
acordo com as etapas a seguir.

Ajuste dos parametros gerais do ensaio Figuras 1, 2, 3
Ativacao inicial da enzima hot start Figura 4
Amplificacdo do DNA (touchdown PCR) Figura 5
Ajuste da sensibilidade do canal de Figura 6

fluorescéncia

Iniciando o ensaio Figura 7

Todas as especificacoes referem-se ao software Rotor-Gene Q
MDx/Rotor-Gene Q versao 1.7.94, software Rotor-Gene 6000 versdes
1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 e software Rotor-Gene 3000 verséao 6.0.23. No
manual do usuario do instrumento vocé encontra mais informacoes
sobre a programacao dos Instrumentos Rotor-Gene. Nas ilustracoes,
essas configuracoes sdo emolduradas em preto realcado. Sao
incluidas ilustracdes para os Instrumentos Rotor-Gene Q. Quando
valores diferentes forem necessarios para o Rotor-Gene 3000, essas
diferencas serao descritas no texto.
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6. Primeiro, abrir a caixa de dialogo “New Run Wizard” (assistente de
novo ensaio) (Figura 1). Marcar a caixa “Locking Ring Attached”
(anel de travamento conectado) e clicar em “Next” (proximo).

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor
72-Well Rotor

r 2

Figura 1. A caixa de dialogo “New Run Wizard” (assistente de novo ensaio).

7. Selecione 50 para o volume da reacao de PCR e entao clique em
“Next” (proximo) (Figura 2).
New Run Wizard @

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

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

MNotes :

Reaction R
Volume [pL): =i

Sample Layout : I‘l, 2.3 Ll

Skip‘w‘izardl << Back I Next >> I

Figura 2. Ajuste dos parametros gerais do ensaio.
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8. Clicar no botao “Edit Profile” (editar perfil) na proxima caixa de
dialogo “New Run Wizard” (assistente de novo ensaio) (Figura 3) e
programar o perfil de temperatura como mostrado nas Figuras 3-5.

New Run Wizard 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.

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain |
Green 470nm  510nm
Yellow  530nm  555nm
Orange 585nm  610nm
Red 625nm  660nm
Crimson 680nm  710hp

mgl g
§'§'§

2 ‘ . : Giain Optimisation... 3

SkipWizard |  <<Back i Next >> i
Figura 3. Editar o perfil.

M Edit Profile X

2 .8 W | e

New Open Save As Help
The tun 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 :

1 ™~ Insert after...
Insert before...
Remove

Hold Temperature: g5 deq.
2 Hold Time : 10 lmins 0 lsecs

Figura 4. Ativacao inicial da enzima hot start.

|
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8 Edit Profile
.8 H @

Mew Open Save As Help

!

The run will take approximately 103 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a eycle below to modify it :

Insert after...
1 -
Insert before...
Remave

This cycle repeats time(s).
2 il Click on one of the stels below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

2 Bl

. fi
65 deg. 95 deg. for 15 secs

4 a - 30 seconds
Acquiting to Cycling A 72 deg. for 20 secs - 5

on Green, Yellow 65 deqg. for 30 secs | | |

Touchdown(10 cyc 1
4b - deg ]

7

—t6

Figura 5. Amplificacdo do DNA. Certifique-se de ativar a funcdo de touchdown
para 10 ciclos na etapa de hibridizacédo. Note que, no Rotor-Gene 3000, o
software definird os corantes fluorescentes como “FAM/Sybr, JOE”.

9. A faixa de deteccao dos canais de fluorescéncia tem que ser
determinada de acordo com as intensidades de fluorescéncia nos
tubos de PCR. Clicar em “Gain Optimisation” (otimizacao de
ganho) na caixa de dialogo “New Run Wizard” (assistente de novo
ensaio) (ver Figura 3) para abrir a caixa de diadlogo “Auto-Gain
Optimisation Setup” (configuracao de otimizacdo automatica de
ganho). Ajuste a temperatura de calibracao para 65 para
corresponder a temperatura de hibridizacdo do programa de
amplificacao
(Figura 6).
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Auto-Gain Optimisation Setup @

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

\

Set temperature to|]85 j degrees. Il 1

Optimise All | Optimise Acquiring [

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

-~ Channel Settings : ]
! v Add... |

Name | Tube Position | Min Reading I Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit... | ‘

Green 1 5F 10FI 10 10

Yellow 1 5F 10FI 10 10 Remove |
Remove Al |

< |

2 "I Start I Manual... Close Help

Figura 6. Ajuste da sensibilidade do canal de fluorescéncia. Note que, no Rotor-

Gene 3000, o software definira os corantes fluorescentes como “FAM/Sybr” e
“JOE”.

10. Os valores de ganho determinados pela calibracdo do canal sao
salvos automaticamente e sdo enumerados na ultima janela do
menu do procedimento de programacéao (Figura 7). Clique em
“Start Run” (Iniciar ensaio).
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New Run Wizand

Summary :

Setting I alue |
Green Gain 4

Yellow Gain 8

Rotor 72'well Rotor
Sample Layout 1.2.3...

Reaction Yolume [in microliters) 50

=11

Once you've confimed that your nun settings are corect, click Start Run to Save Template
beagin the mn. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard | << Back |

Figura 7. Iniciando o ensaio. Note que, no Rotor-Gene 3000, o software definira
os corantes fluorescentes como “FAM/Sybr” e “JOE”.

Interpretacao dos resultados

Quantificacao

Os padrdes de quantificacdo anexos (EBV RG QS 1-4) sao tratados
como amostras purificadas anteriormente e € usado o mesmo volume
(20 pl). Para gerar uma curva padrao em Instrumentos Rotor-Gene Q,
0s 4 padrbes de quantificacao devem ser usados e definidos na caixa
de didalogo “Edit Samples” (Editar amostras) como padrdes com as
concentracdes especificadas (consulte o manual do usuario do
instrumento).

Nota: Os padrdes de quantificacao sao definidos como copias/ul. A
eqguacao a seguir deve ser aplicada para a conversao dos valores
determinados utilizando a curva padrao em copias/ml do material de
amostra:

Resultado (copias/ul) x volume de

?fgglig;l) - eligao ()

Volume da amostra (ml)

Por uma questao de principio, o volume de amostra inicial deve ser
inserido na equacao acima. Isso deve ser considerado quando o
volume da amostra tiver sido alterado antes da extracdo do acido
nucleico (p. ex., diminuindo o volume por centrifugacéao ou
aumentando o volume ao completar o volume necessario ao
isolamento).

|
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Resultados
Exemplos de reacdes de PCR positivas e negativas s&do apresentados
na Figura 8 e na Figura 9.

04

01

—_— NTC

T y
0 25 30 35 40 a5

Ei 5 15 15 o
Figura 8. Deteccéao de padrdes de quantificacdo (EBV RG QS 1-4) no canal de
fluorescéncia Cycling Green (Ciclagem verde). NTC: No template control (Controle

sem amostra) (controle negativo).
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Y r
E} 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Figura 9. Deteccao do controle interno (IC) no canal de fluorescéncia
Cycling Yellow (Ciclagem amarela) com amplificacao simultanea dos
padroes de quantificacao (EBV RG QS 1-4). NTC: (No template control)
Controle sem amostra (controle negativo).

Um sinal & detectado no canal de fluorescéncia Cycling Green
(Ciclagem verde).
O resultado da analise € positivo: a amostra contém DNA do EBV.

Neste caso, € dispensavel a deteccao de um sinal do canal

Cycling Yellow (Ciclagem amarela), dado que as concentracoes
iniciais altas do DNA do EBV (sinal positivo no canal Cycling Green
[Ciclagem verde]) podem levar a um sinal de fluorescéncia reduzido
ou ausente do controle interno no canal Cycling Yellow (Ciclagem
amarela) (concorréncia).

Nota: No Rotor-Gene 3000, os canais relevantes séao Cycling A.FAM
(Ciclagem A.FAM) para o sinal positivo e Cycling A.JOE
(Ciclagem A.JOE) para o controle interno.

No canal de fluorescéncia Cycling Green (Ciclagem verde), nenhum
sinal &€ detectado. Ao mesmo tempo, um sinal do controle interno
aparece no canal Cycling Yellow (Ciclagem amarela).
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Na amostra, nao é detectavel DNA do EBV. Pode ser considerado
negativo.

No caso de uma PCR negativa para EBV, o sinal detectado do
controle interno descarta a possibilidade de inibicao da PCR.

Nota: No Rotor-Gene 3000, os canais relevantes s&o Cycling A.JOE
(Ciclagem A.JOE) para o controle interno e a auséncia de um sinal
para Cycling A.FAM (Ciclagem A.FAM).

Nenhum sinal &€ detectado no canal Cycling Green (Ciclagem verde)
ou Cycling Yellow (Ciclagem amarela).
Nenhum resultado pode ser concluido.

Informacdes relativas as fontes de erros e suas solucdes podem ser
encontradas em “Guia de resolucéo de falhas”, pagina 24.

Nota: No Rotor-Gene 3000, os canais relevantes sao Cycling A.FAM
(Ciclagem A.FAM) e Cycling A.JOE (Ciclagem A.JOE).

Guia de resolucao de falhas

Este guia de resolucéao de falhas pode ser util para resolver qualquer
problema que possa surgir. Para obter mais informacgodes, consulte
também a pagina de Perguntas frequentes no nosso Centro de
Suporte Técnico: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Os cientistas da
Assisténcia Técnica da QIAGEN estao sempre dispostos a responder a
guaisquer questdes sobre as informacoes e os protocolos contidos
neste manual ou sobre as tecnologias de amostragem e ensaio (para
obter informacdes de contato, veja a contracapa ou acesse
www.giagen.com).

Comentarios e sugestoes

Nenhum sinal com controles positivos (EBV RG QS 1-4) no canal de
fluorescéncia Cycling Green (Ciclagem verde) ou Cycling A.FAM
(Ciclagem A.FAM)

a) O canal de Para analise de dados, selecionar o canal
fluorescéncia de fluorescéncia Cycling Green (Ciclagem
selecionado para verde) ou Cycling A.FAM (Ciclagem A.FAM)
analise de dados de para a PCR analitica do EBV e o canal de
PCR ndo cumpre os fluorescéncia Cycling Yellow (Ciclagem

requisitos do amarela) ou Cycling A.JOE
protocolo (Ciclagem A.JOE) para a PCR do controle
interno.
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Comentarios e sugestoes

b) Programacéao Comparar o perfil de temperatura com o
incorreta do perfil de protocolo. Consulte “Protocolo: PCR e
temperatura do analise de dados”, pagina 14.

Instrumento
Rotor-Gene

c) Configuracao Verificar seus passos de trabalho com a

incorreta da PCR ajuda do esquema de pipetagem e repetir

a PCR, caso seja necessario. Consulte
“Protocolo: PCR e analise de dados”,

pagina 14.
d) As condicdes de Verificar as condicdes de armazenamento
armazenamento e a data de validade (consulte a etiqueta
para um ou mais do kit) dos reagentes e usar um novo Kkit, se

componentes do kit necessario.
nao cumprem as

instrucoes fornecidas

em

“Armazenamento e

manuseio de

reagentes” (pagina

8)

e) A data de validade Verificar as condic6es de armazenamento
do artus EBV RG PCR e a data de validade (consulte a etiqueta
Kit expirou do kit) dos reagentes e usar um novo Kkit, se

necessario.

Auséncia de sinal ou sinal fraco do controle interno no canal de
fluorescéncia Cycling Yellow (Ciclagem amarela) ou Cycling A.JOE
(Ciclagem A.JOE) e auséncia simultanea de um sinal no canal
Cycling Green (Ciclagem verde) ou Cycling A.FAM

(Ciclagem A.FAM)

a) As condicdes da Verificar as condic6es da PCR (ver acima)
PCR nao cumprem e repetir a PCR com as configuracoes
0s requisitos do corrigidas, caso seja necessario.
protocolo
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Comentarios e sugestoes

b) A PCR foi inibida Certificar-se de que é utilizado o método
de isolamento recomendado e seguir
atentamente as instruc6es do fabricante.

Ao usar o QlAamp DNA Mini Kit, QlAamp
DNA Blood Mini Kit ou QIAamp UltraSens
Virus Kit, certifique-se de que durante o
isolamento de DNA a etapa de
centrifugacéao adicional tenha sido
realizada antes da eluicao para remover
todo o etanol residual (consulte
“Isolamento de DNA”, paginas 10 e 11).

c) DNA foi perdido Se o controle interno tiver sido adicionado
durante a extracao a extracao, uma auséncia de sinal de

controle interno podera indicar a perda de
DNA durante a extracao. Certificar-se de
que é utilizado o método de isolamento
recomendado (consulte “Isolamento de
DNA”, pagina 9) e seguir atentamente as
instrucdes do fabricante.

d) As condicbes de Verificar as condi¢cfes de armazenamento
armazenamento e a data de validade (consulte a etiqueta
para um ou mais do kit) dos reagentes e usar um novo Kkit, se

componentes do kit necessario.
nao cumprem as

instrugdes fornecidas

em

“Armazenamento e

manuseio de

reagentes” (pagina

8)

e) A data de validade Verificar as condi¢coes de armazenamento
do artus EBV RG PCR e a data de validade (consulte a etiqueta
Kit expirou do kit) dos reagentes e usar um novo Kkit, se

necessario.
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Comentarios e sugestoes

Sinais com controles negativos no canal de fluorescéncia Cycling
Green (Ciclagem verde) ou Cycling A.FAM (Ciclagem A.FAM) da
PCR anallitica

a) Contaminacao Repetir a PCR com novos reagentes nas
ocorrida durante a réplicas.

preparacao da PCR Se possivel, fechar os tubos de PCR

diretamente apds adicionar a amostra a ser
testada.

Certificar-se de pipetar o controle positivo
sempre por ultimo.

Certifique-se de que o local de trabalho e
0s equipamentos sejam descontaminados
regularmente.

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

Certifique-se de que o local de trabalho e
0s equipamentos sejam descontaminados
regularmente.

Controle de qualidade

De acordo com o Sistema de Gerenciamento de Qualidade da
QIAGEN, certificado pela ISO, cada lote do artus EBV RG PCR Kit é
testado de acordo com as especificacdes predeterminadas para
assegurar a consisténcia na qualidade do produto.

Limitacdes

Todos os reagentes devem ser usados exclusivamente em processos de
diagndastico in vitro.

O produto deve ser utilizado somente por pessoal devidamente
instruido e treinado nos processos de diagnostico in vitro.

Para resultados de PCR 6timos, € necessario que as instrugcoes do
manual do usuario sejam rigorosamente observadas.

Deve-se prestar atencao as datas de validade impressas na caixa e
nas etiguetas de todos os componentes. Nao utilizar componentes
vencidos.
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Embora rara, a ocorréncia de mutacdes nas regides altamente
preservadas do genoma viral cobertas pelos primers e/ou sonda do kit
pode resultar em subquantificacéo ou falha em detectar a presenca
de virus nesses casos. A validade e o desempenho do ensaio sao
revistos regularmente.

Caracteristicas de desempenho

Sensibilidade analitica

Para determinar a sensibilidade analitica do artus EBV RG PCR Kit, foi
definida uma série de diluicbes, de 31,6 a 0,01 e de 100 ao valor
nominal de 0,03 copias de EBV equivalentes/ul e analisadas no Rotor-
Gene 6000 e no Rotor-Gene 3000, respectivamente, em conjunto com
0 artus EBV RG PCR Kit. Os testes foram realizados em 3 dias diferentes
em 8 réplicas. Os resultados foram determinados por uma

analise probit. Uma ilustracédo grafica da analise probit no Rotor-Gene
6000 é mostrada na Figura 10. Os limites de deteccéao do
procedimento analitico do artus EBV RG PCR Kit em conjunto com o
Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 e o Rotor-Gene 3000 sdo 1,02 copias/pl

(p =0,05) e 3,8 copias/ul (p = 0,05), respectivamente. Isto significa que
ha 95% de probabilidade de 1,02 copias/ul ou 3,8 copias/pl serem
detectadas.

0,00741 ~ 1,02 copias/ul (95%)
(0,59-2,35 copias/ul)

Proporcoes

-5 -4 -3 -2 -1 1 2 3
log (dose)

Figura 10. Andlise probit: EBV (Rotor-Gene 6000). Sensibilidade analitica do artus EBV
RG PCR Kit no Rotor-Gene 6000.

|
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Especificidade

A especificidade do artus EBV RG PCR Kit &€ garantida primeiramente e
acima de tudo pela selecao dos primers e sondas, bem como pela
selecdo de condicdes de reacao rigorosas. Os primers e sondas foram
verificados para possiveis homologias com todas as sequéncias
publicadas nos bancos de genes por analise por comparacao de
sequéncias. Desse modo, a detectabilidade de todos os genotipos
pertinentes foi garantida.

Adicionalmente, a especificidade foi validada com 6 diferentes
amostras de soro negativas para o EBV. Essas amostras nao geraram
nenhum sinal com os primers e sondas especificos para o EBV, que sao
incluidos no EBV RG Master.

Uma possivel reatividade cruzada do artus EBV RG PCR Kit foi testada
usando o grupo-controle apresentado na Tabela 7. Nenhum dos
agentes patogénicos testados foi reativo.

Tabela 7. Testagem da especificidade do kit com agentes patogénicos
potencial para reacao cruzada

Controle interno
EBV (Cycling Yellow
(Cycling Green [Ciclagem
[Ciclagem verde] amarela] ou
ou Cycling A.FAM Cycling A.JOE
Grupo-controle [Ciclagem A.FAM]) [Ciclagem A.FAM])
Herpes-virus humano 1 B +
(Herpes-virus simples 1)
Herpes-virus humano 2 _ N
(Herpes-virus simples 2)
Herpes-virus humano 3 _ N
(Virus Varicela-zoster)
Herpes-virus humano 5 _ N
(Citomegalovirus)
Virus da leucemia
, — +
humana de células T 1
Virus da leucemia _ N
humana de células T 2
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Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliacao regular do
desempenho do artus EBV RG PCR Kit, bem como uma comparacao
de eficiéncia com outros produtos. Esses dados foram obtidos pela
participacao nos programas de competéncia estabelecidos.

Referéncias

A QIAGEN mantém um vasto banco de dados online atualizado de
publicacdes cientificas que utilizam produtos QIAGEN. As opcoes de
pesquisa avancada permitem localizar os artigos que vocé precisa,
pesquisando por uma unica palavra-chave ou especificando a
aplicacao, area de investigacao, titulo, etc.

Para obter uma lista completa de referéncias, acesse o Banco de
dados de referéncias online da QIAGEN em
www.giagen.com/RefDB/search.asp ou entre em contato com a
Assisténcia Técnica da QIAGEN ou com seu distribuidor local.

|
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Simbolos

W <N>

LOT

;

COMP

CONT

NUM

GTIN

SR

Contém reagentes suficientes para <N> testes

Data de validade

Dispositivo médico de diagnadstico in vitro

Referéncia

NUumero de lote

NUumero de material

Componentes

Contém

NUumero

Numero global de item comercial

Limites de temperatura

Fabricante

Consulte as instrucdes de uso

Informacdes de contato

Para obter assisténcia técnica e mais informacdes, consulte o nosso
Centro de suporte técnico em www.qgiagen.com/Support ou contate
um dos Departamentos da Assisténcia técnica ou distribuidores locais

da QIAGEN (veja o verso do manual ou visite-nos em
www.qgiagen.com).
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Informacaoes para pedidos

Produto Conteudo Ref.
artus EBV RG PCR Kit Para 24 reac0Oes: Master, 4 4501263
(24) padrbes de quantificacao,
controle interno, agua (grau PCR)
artus EBV RG PCR Kit Para 96 reac0Oes: Master, 4 4501265
(96) padrdes de quantificacao,
controle interno, agua (grau PCR)
Kits EASYartus EBV RG PCR — para purificacao de amostras
automatizadas integradas em conformidade com a CE-
IVD e deteccao do agente patogénico
EASYartus EBV RG PCR Para 48 preparacoes de acidos EA10123
Kit 1 nucleicos virais e 24 ensaios:
1 x EZ1 DSP Virus Kit, 1 x artus EBV
RG PCR Kit (24)
EASYartus EBV RG PCR Para 48 preparacdes de acidos EA10124
Kit 2 nucleicos virais e 48 ensaios:
1 x EZ1 DSP Virus Kit, 2 x artus EBV
RG PCR Kit (24)
EZ1 DSP Virus Kit — para purificagao simultanea e
automatizada de DNA e RNA virais de 1-14 amostras de
soro, plasma ou LCR
EZ1 DSP Virus Kit (48) Para 48 preparacdes de acidos 62724
nucleicos virais: Cartuchos de
reagentes previamente enchidos,
suportes de ponteiras
descartaveis, ponteiras com filtro
descartaveis, tubos de amostra,
tubos de eluicao, tampdes, RNA
transportador
QlAamp DNA Mini Kit — para purificagcdo de DNA viral e
gendmico de tecidos e outras amostras
QlAamp DNA Mini Kit  Para 50 preparacdes de DNA: 50 51304

(50) Colunas Spin QlAamp Mini,
QIAGEN Proteinase K, Reagentes,
Tampaoes, Tubos de coleta (2 ml)
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Produto Conteudo Ref.

QlIAamp UltraSens Virus Kit — para concentracao e
isolamento de DNA viral e RNA de soro e plasma

QlAamp UltraSens Para 50 preparacdes de acidos 53704
Virus Kit (50) nucleicos virais: 50 Colunas Spin
QlIAamp Mini, Proteinase K, RNA
transportador, Tubos de coleta
(2 ml), Tampoes

QlAamp DNA Blood Mini Kit — para purificacao de até
12 pg de DNA genémico, mitocondrial ou viral de sangue
e fluidos corporais relacionados

QlAamp DNA Blood Para 50 mini preparacoes de DNA: 51104
Mini Kit (50) 50 Colunas Spin QlIAamp Mini,

QIAGEN Protease, Reagentes,

Tampdoes, Tubos de coleta (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx e acessorios

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

amarelo, laranja, vermelho,

carmim), computador laptop,

software, acessorios: inclui 1 ano

de garantia em componentes e

mao de obra, instalacéao e

treinamento nao incluidos

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

amarelo, laranja, vermelho,

carmim), computador laptop,

software, acessorios: inclui 1 ano

de garantia em componentes e

mao de obra, instalacao e

treinamento
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Produto Conteudo Ref.

Rotor-Gene Q MDx Termociclador de PCR em tempo 9002032
5plex HRM Platform real e analisador de fusao de alta

resolucdo com 5 canais (verde,

amarelo, laranja, vermelho,

carmim) mais canal HRM,

computador laptop, software e

acessorios: inclui 1 ano de

garantia para componentes e

mao de obra; instalacao e

treinamento n&o incluidos

Rotor-Gene Q MDx Termociclador de PCR em tempo 9002033
5plex HRM System real e analisador de fusao de alta

resolucdo com 5 canais (verde,

amarelo, laranja, vermelho,

carmim) mais canal HRM,

computador laptop, software,

acessorios: inclui 1 ano de

garantia em componentes € mao

de obra, instalacao e treinamento

Rotor-Gene Q MDx Instrumento de PCR em tempo 9002042
6plex Platform real com 6 canais (azul, verde,

amarelo, laranja, vermelho,

carmim), incluindo computador

laptop, software, acessorios: 1 ano

de garantia em componentes e

mao de obra, instalacao e

treinamento n&o incluidos

Rotor-Gene Q MDx Instrumento de PCR em tempo 9002043
6plex System real com 6 canais (azul, verde,

amarelo, laranja, vermelho,

carmim), incluindo computador

laptop, software, acessorios: inclui

1 ano de garantia em

componentes e mao de obra,

instalacao e treinamento
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Produto

Conteudo

Ref.

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

Termociclador de PCR em tempo
real com 2 canais (verde,
amarelo), computador laptop,
software, acessorios: inclui 1 ano
de garantia em componentes e
mao de obra, instalacao e
treinamento nao incluidos

Termociclador de PCR em tempo
real com 2 canais (verde,
amarelo), computador laptop,
software, acessorios: inclui 1 ano
de garantia em componentes e
mao de obra, instalacao e
treinamento

Termociclador de PCR em tempo
real e analisador de fusao de alta
resolucdo com 2 canais (verde,
amarelo) mais canal HRM,
computador laptop, software,
acessorios: inclui 1 ano de
garantia em componentes e mao
de obra, instalacéo e treinamento
n&ao incluidos

Termociclador de PCR em tempo
real e analisador de fusao de alta
resolucdo com 2 canais (verde,
amarelo) mais canal HRM,
computador laptop, software,
acessorios: inclui 1 ano de
garantia em componentes e mao
de obra, instalacao e treinamento

Bloco de aluminio para
configuracao da reacao manual
com pipeta de canal simples em
72 tubos de 0,1 ml|

Bloco de aluminio para
configuracao da reacao manual
numa variedade padrao de 8 x 12
utilizando 96 tubos de 0,2 ml
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Produto Conteudo Ref.
Strip Tubes and Caps, 250 tiras de 4 tubos e tampas para 981103

0.1 ml (250) 1000 reacoes

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas 981106
0.1 ml (2500) para 10.000 reacoes

PCR Tubes, 0.2 m| 1000 tubos de parede fina para 981005
(1000) 1000 reacoes

PCR Tubes, 0.2 m| 10 x 1000 tubos de parede fina 981008
(10000) para 10.000 reacdes

Para obter informacgodes de licenciamento atualizadas e isencdes de
responsabilidade especificas do produto, consulte o manual do usuario
ou o manual do kit QIAGEN correspondente. Os manuais do usuario e
0s manuais de kits QIAGEN estao disponiveis em www.giagen.com ou
podem ser solicitados a Assisténcia Técnica da QIAGEN ou ao
distribuidor local.

|
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A aquisicao deste produto permite ao comprador seu uso para efetuar servigos de diagndstico em processos de diagnoéstico
humano in vitro. Nao é aqui concedida patente geral ou outra licenga de qualquer tipo além deste direito de utilizag&o especifico
a partir da aquisicao.

Marcas registradas: QIAGEN®, QIAamp®, artus®, EASYartus®, EZ1®, Rotor-Gene®, UltraSens® (Grupo QIAGEN); FAM™ JOE™ (Life
Technologies); SYBR® (Molecular Probes, Inc.).

Acordo de licenga limitada

O uso deste produto implica a aceitagao por parte de qualquer comprador ou usuario do artus EBV RG PCR Kit dos termos
seguintes:

1.

O artus EBV RG PCR Kit podera ser usado exclusivamente de acordo com o Manual do EBV RG PCR Kit e apenas com 0s
componentes contidos no kit. A QIAGEN n&o concede qualquer licenga ao abrigo da sua propriedade intelectual para usar ou
incorporar os componentes deste kit com nenhum componente ndo incluido neste kit, exceto conforme descrito no Manual do
artus EBV RG PCR Kit e nos protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com.

Com excecdao de licengas expressamente declaradas, a QIAGEN nao fornece qualquer garantia de que este kit e/ou o(s) seu(s)
uso(s) nao infrinja(m) os direitos de terceiros.

Este kit e seus componentes sdo licenciados para uso Unico e ndo podem ser reutilizados, reconstruidos ou revendidos.

A QIAGEN especificamente renuncia a quaisquer outras licencas, declaradas ou implicitas, a ndo ser aquelas expressamente
indicadas.

O comprador e o usuario do kit concordam em n&o tomar ou permitir que qualquer outra pessoa tome medidas que possam
facilitar ou levar a qualquer um dos atos acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes deste Acordo de licenca
limitada em qualquer Tribunal e ir& recuperar todos o0s seus custos de investigacédo e de Tribunal, incluindo honorarios de
advogados, em qualquer acao destinada a fazer cumprir este Acordo de licenga limitada ou qualquer um de seus direitos de
propriedade intelectual relativos ao kit e/ou seus componentes.

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

© 2009-2014 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400

Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

Italy = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602

Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999 .. . . .

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737) QIAGEN
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