geneBox

DESENVOLVIMENTO E PRODUGAO
DE TESTES DE DIAGNOSTICO

geneBOX - R&D Diagnostic Tests,

biocant, centro de inovagdo em biotecnologia
nlcleo 4, lote 3

3060-197 Cantanhede, Portugal

tel:+ 351 231410946

fax:+351 231 410947

e-mail:info@genebox.com
24

Cadigo do Produto: 2110

Dispositivo para utilizagéo in vitro

Manual de Instrucdes

geneBox

DESENVOLVIMENTO E PRODUGAO
DE TESTES DE DIAGNOSTICO

Versdol.1; Abril de 2011



APFESENTAGAD. ... e ie ittt et

Alteragdes e Melhoramento do produto.............cccccvvvveenine.

Controlo da Qualidade ............cueoiiiriiiiiii e

Sensibilidade e Especificidade....

Componentes do Virus Sincicial Box 1.0 Kit...........cccccoceevvvnnneen

Protocolo de amplificacéo por PCR.........

Pré-andlise..........cccoviiiiisii i e

COINBILA. ...t

Armazemamento...

TrANSPOILE. ... vttt s e

Extraccdo de RNA........ccooviiiiii e

REAGENEES. ... vvo ettt e e

Amplificacdo por PCR ...........

Parametros do programa de PCR..

Protocolo de electroforese em gel de agarose................c.......

Preparacdo do gel a 4%.......

El€Ctroforese.........ocoeveivvicii e

Tabela de interpretacdo dos Resultados

Guia de resolugdo de problemas ....

AVISOS € PrECAUGDES. ... cceviiiviin ettt ettt et e

GUIA TECNICO. ...ttt e e s

GAFANTIA. .. .. cve ettt e

AVISO de Garantial...........ccoevvivieriis i

Declaracdo de Conformidade ....

© © ©W 0O N N N o g b~ M W oW

e T e i
© 00 00 N O W N P P B O

1. S. VILCEK, M. ELVANDER,I A. BALLAGI-PORDANY. AND S. BELAK. 1994. Development of
Nested PCR Assays for Detection of Bovine Respiratory Syncytial Virus in Clinical Samples .
Journal of Clinical Microbiology. 32:2225-2231.

2. Alansari, H., K. V. Brock, and L. N. D. Potgeiter. 1993. Single and double polymerase
chain reaction for detection of bovine viral diarrhea virus in tissue culture and sera. J. Vet.
Diagn. Invest. 5: 148-153.

3. Ames, T. R. 1993. The epidemiology of BRSV infection. Vet. Med. 88:881-885.

4. Belak, S., and A. Ballagi-Pordany. 1991. Bovine viral diarrhea virus infection: rapid
diagnosis by the polymerase chain reaction. Arch. Virol. 3:181-190.

5. Belak, S., and A. Ballagi-Pordany. 1993. Experiences on the application of the polymerase
chain reaction in a diagnostic laboratory. Mol. Cell. Probes 7:241-248

23



Folha de Dados de Seguranca (3.
Material Safety Data Sheet (MSDS)
Equipamento especial de combate ao incéndio: quando sdo libertadas grandes
quantidades de substancia trabalhe apenas com proteccédo adequada para olhos e pele.

11. Medidas a tomar no caso de derrame acidental

Precaucgdes pessoais: evite o contacto directo com a substancia.

Limpeza: limpe normalmente a area afectada, ndo sdo necessarios cuidados
adicionais.

Proteccéo da pele: use uma bata de laboratério.

12. Informacéao ecolégica

N&o existem dados disponiveis.

13. Informacéao sobre a eliminacao
Elimine o material de acordo com toda a regulamentagédo aplicavel (Grupo IV —
residuos hospitalares especificos).

14. Informacéao sobre o transporte

No transporte dos Kits devem estar a seguradas as temperaturas, ndo devendo
ultrapassar os 15°C. A duragdo do transporte ndo deve ser superior a 3 dias,
de modo a garantir que todos os componentes do Kit cheguem em perfeitas
condicOes aos seus destinatarios.

15. Contactos Uteis
Numero Nacional de Emergéncia: 112
Centro de Informacgdo Anti-Venenos: 808 250 143

16. Outras informacdes

As informagdes a cima disponiveis sdo baseados no nivel de conhecimento
actual, devendo ser utilizado apenas como guia. A geneBOX - R&D Diagnostic
Tests ndo se responsabiliza por qualquer dano causado pela manipulagio
inapropriada ou pelo contacto com os referidos produtos.

Para mais esclarecimentos, por favor contactem com o
apoio técnico para o
+351 231 410 946
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Virus Sincicial € um virus de RNA da Familia Paramyxovirus,
causador de doenca respiratéria em bovinos. BRSV (Bovine Respiratory
Syncytial virus) é um virus de distribui¢do mundial e muito comum, tendo um
grande impacto econémico no sector de exploragdo bovina. A gravidade da
doenca é variavel, no entanto pode vulnerabilizar o animal a infeccoes
secundarias. N&o existe tratamento especifico, por isso, a identificacdo de
animais infectados pelo Virus Sincicial é crucial, uma vez que a prevencgdo
representa a estratégia mais eficaz.

Virus Sincicial Qual PCR Box 1.0 é um teste para diagnéstico
molecular da infeccdo pelo género Virus Sincicial, com maior sensibilidade,
especificidade e rapidez do que os métodos tradicionais por cultura.

Virus Sincicial Qual PCR Box 1.0 detecta o gene que codifica

nucleoproteina do virus.

Este produto pode ser melhorado ao nivel do seu rendimento, interpretagédo
especificidade de forma a incluir novas variantes que venham a ser descritas.

As alteracdes, adigdes ou modificagdes de BRSV Mix, Controlo Interno, Controlo
Positivo ou Controlo Negativo, em relagdo ao lote anterior estdo detalhadas na

tabela abaixo:

N/A

Folha de Dados de Seguranca (2/3)
Material Safety Data Sheet (MSDS
4. Informagcédo Toxicoldgica
Quimico Toxicidade
Glicerol LD50= oral 4090 mg/kg (ratinho)

LD50= oral 12600 mg/kg (rato)
LD50= oral 1480 mg/kg (humano)

5. Estabilidade e reactividade
Condigdes a evitar: Calor e humidade.
Incompatibilidades: Bases e agentes oxidantes fortes.

6. Protecgédo pessoal.
Protecgdo das maos: use luvas apropriadas, resistentes a quimicos.
Proteccgédo dos olhos: recomenda-se o uso de 6culos de protec¢do quimica.

7. Manipulagdo e armazenamento

Manipulagéo: evite o contacto directo com a substancia.

Armazenamento: armazene a temperatura aconselhada, proteja do contacto com a luz.
Danificagdo da embalagem protectora: rejeitar o constituinte contido na embalagem.

8. Perigos

Os componentes da mistura de reacgéo podem ser perigosos se inalados, ingeridos ou
absorvidos pela pele. Este material pode causar irritacdo da pele, dos olhos e do tracto
respiratério. A ingestdo de grandes quantidades desta mistura pode causar dores de
estdmago, vomitos ou diarreia.

9. Medidas de Primeiros Socorros

No caso de contacto com os olhos, deve lavar imediatamente os olhos com &agua
abundante por cerca de 15 minutos. Deve consultar o seu médico.

No caso de contacto com a pele, deve lavar imediatamente a zona afectada com agua
corrente e sab&o. Lave a roupa contaminada antes da sua utilizagéo.

No caso de ingestéo, lave a boca com agua abundante. Deve contactar o seu médico se
necessario.

No caso de inalagéo, mudar a vitima para um local arejado. Se encontrar inanimado
aplique respiragao artificial. Se apresentar dificuldades respiratérias aplique oxigénio. Deve
consultar o seu médico.

10. Medidas a tomar em caso de incéndio

Meios de exting&o: Agua, diéxido de carbono, pé quimico seco ou espuma apropriada.
Meios de extingao ndo aconselhados: nao existem restrigdes conhecidas.

Perigos especificos de exposi¢éo: em caso de incéndio podem emitir fumos téxicos de
diéxido e monéxido de carbono, nitrogénio, fésforo, cloreto de hidrogénio, e gas hidrogénio.
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Folha de Dados de Seguranca (1/3)
Material Safety Data Sheet (MS|

Produtos PCR da geneBOX ™
Esta folha de dados de seguranca é aplicavel a todos os produtos de PCR da geneBOX™.

1. Produtos Quimicos e Identificagdo da Companhia
Data de realizagéo: Marco de 2011
Grupo do produto: Produtos de PCR da geneBOX™
Manufacturacéo: geneBOX - R&D Diagnostic Tests,
biocant, centro de inovagdo em biotecnologia
nicleo 4, lote 3
3060-197 Cantanhede, Portugal

tel: + 351 231410 946
fax: +351 231 410 947
e-mail: info@genebox.com
2. Composicao e Informacéao sobre os reagentes
Componente Quimico Nome vulgar Ne° de lote
Mistura de primers Acido Desoxiribonucleico  Oligonucleétido
Mistura de reaccédo Desoxiribonucledtidos Nucleétidos
Tampao
Cloreto de Magnésio MgCl2
Vermelho de Cresol
Glicerol
DNA polimerase
Controlo interno Acido Desoxiribonucleico  Oligonucleétido

Acido Desoxiribonucleico DNA
Agua bidestilada estéril

Controlo positivo
Controlo negativo H,O

3. Propriedades fisico-quimicas:

Componente Aspecto Cor Odor

Mistura de primers liquido incolor nenhum
Mistura de reaccédo liquido vermelho/rosa nenhum
Controlo Interno liquido incolor nenhum
Controlo Positivo liquido incolor nenhum

Controlo Negativo liquido incolor nenhum
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O kit Virus Sincicial Qual PCR Box 1.0 foi testado com
plasmideos amplificados com a sequéncia alvo de Virus Sincicial e plasmideos
amplificados com a sequéncia alvo de outras espécies de virus, obtendo
amostras positivas e negativas. A Genebox garante a qualidade e a fiabilidade
do seu kit Virus Sincicial Qual PCR Box 1.0.

O kit Virus Sincicial Qual PCR Box 1.0 é especifico para a
deteccdo de nucleoproteina do genoma de BRSV em amostras bioldgicas.

A sua especificidade foi comprovada com plasmideos amplificados
com a sequéncia alvo de Virus Sincicial e outras espécies de virus, obtendo
amostras positivas e negativas.

A especificidade do kit Virus Sincicial Qual PCR Box 1.0 é conferida
por BRSV mix, que apresenta 100% de homologia com todas as sequéncias de

todas as espécies de Virus Sincicial registadas em bases de dados.

A sensibilidade do kit Virus Sincicial Qual PCR Box 1.0 foi testada e
a Genebox garante a deteccdo de niveis minimos de nucleoproteina do genoma

de Virus Sincicial até 0,1ng/ul de cDNA.



. Mistura de reaccao BRSV
1 tubo BRSV mix — 1 ml (conservar de -30 a -15°C)
. Controlo Interno CI
1 tubo CI — 100 pl (conservar de -30 a -15 °C)
. Controlo Positivo CP
1tubo CP- 50 plg (conservar de -30 a -15 °C)
. Controlo Negativo CN
1tuboCN- 50l (conservar de -30 a -15°C)
. Manual de instrucdes

1 Manual de Instrugdes

Componentes da PCR Master Mix

Nucleétidos:
concentracao final de cada dNTP é 600 uM

Tampéo da PCR:
concentragdes finais sdo 3,3x NH4 2,0 mM MgCl, e 0,4 u/pl Taq
DNA polimerase, pH 8.3.

Glicerol:
concentragao final é 16,6%

Vermelho de cresol:
concentracgéo final é de 300ug/ml

Nome do Produto: Virus Sincicial Qual PCR Box 1.0
Numero do Produto: GB.2110
Utilizacdo: Deteccdo de Virus Sincicial.

Producéo: geneBOX - R&D Diagnostic Tests,
biocant — centro de inovagédo em biotecnologia
nlcleo 4, lote 3
3060-197 Cantanhede, portugal

Nés, geneBOX - investigacdo e desenvolvimento de testes de diagnéstico, indubitavelmente
declaramos que este produto, ao qual se relaciona esta declaracdo de conformidade, esta
em conformidade com os seguintes documentos normativos, ISO 9001:2008 e ISO
13485:2004. Seguindo ainda, as indicacdes da Directiva Europeia 98/79/CE sobre
dispositivos médicos de diagndstico in vitro, conformidade de acordo com o Anexo IV,
transposto para as leis nacionais dos estados membros da Unido Europeia.

Europeia.

A ficha e os documentos técnicos deste produto sdo mantidos na geneBOX, biocant, centro
de inovacdo em biotecnologia, 3060-197 Cantanhede, Portugal.

Sandra Balseiro
Directora Técnica
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geneBOX — investigacdo e desenvolvimento de testes de diagndstico garante que os primers
presentes no Virus Sincicial Qual PCR Box apresentam as especificidades dadas nas folhas e
tabelas de interpretacéo de resultados do produto.

Armazenamento a -20°C, BRSV mix, Cl, CP e CN permanecem estaveis durante 12 meses a
partir da data de produgéo (ver validade do lote na embalagem).

Armazenamento a 4°C, de BRSV mix, Cl, CP e CN permanecem estaveis durante 15 dias a
partir da data de recepgéo.

A temperatura ambiente, BRSV mix, Cl, CP e CN permanecem estaveis durante 3 dias a
partir da data de recepgéo.

BRSV mix, ClI, CP e CN nunca devem ser deixados ou armazenados com a tampa aberta.

As amostras de RNA e cDNA armazenadas em &gua livre de RNases TE permanecem
estaveis durante 2 anos a (-20°C ou -80°C).

Aviso de garantia

geneBOX —investigagdo e desenvolvimento de testes de diagnéstico responsabiliza-se,
perante os seus clientes, pelos defeitos no material e componentes dos seus produtos
aplicados em condi¢des normais. Os produtos da empresa que apresentam esta garantia
devem ser substituidos, sem encargos para o cliente.

Esta garantia aplica-se s6 para produtos que sejam manipulados e armazenados de acordo
com as especificacdes e recomendacdes de utilizagdo.

As reclamagdes devem ser enviadas, por escrito, directamente para a geneBOX e devem ser
acompanhadas por uma cépia da guia de transporte ou factura do produto.

Este produto ndo pode ser reformulado, reembalado ou revendido em nenhuma forma sem

0 expresso consentimento da geneBOX - investigacdo e desenvolvimento de testes de
diagnéstico.
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Protocolo de amplificacdo por PCR (1/4

Pré-analise

Para garantir um teste de alta qualidade das amostras devem ser colhidas nas
seguintes condigoes:

A - Plasma e soro™

A amostra de sangue deve ser colhida para Tubos de colheita 2-10ml BD
Vacutainer® Blood EDTA ou Tubos de colheita Vacutainer® BD Blood Serum
(vidro ou plastico). Alternativamente, podem ser usados tubos de colheita com
marcacdo CE de outras marcas.

NAO UTILIZAR AMOSTRAS HEPARINIZADO COM ESTE METODO.

B — Zaragatoas™

A amostra deve ser colhida com uma zaragatoa Dacron® de plastico.
Alternativamente, podem ser usadas zaragatoas de plastico com marcacdo CE
de outras marcas. Ndo use zaragatoas de aluminio ou madeira. Apds a colheita
as amostras podem ser transportados em meio de cultura 1-2 ml, como nos
seguintes exemplos:

- STM AMPLICOR (meio de transporte da amostra, Roche, Inc.)

- Kit para colheita de zaragatoas (Digene Corporation)

- Médio de PBS a 10% (Home made)

* Precaugdo: Todas as amostras tém de ser tratadas como material potencialmente
infeccioso.

NOTA: Os Nossos Kits também podem ser usado com amostras de fezes e urina (desde que
se utilize um kit de extraccdo adequado)

A sensibilidade do teste pode ser reduzida com o processo repetitivo de

congelacé@o/descongelacdo ou com longos periodos de armazenamento.



Protocolo de amplificacdo por PCR (2/4

A - Plasma e soro

Se o plasma ou soro for testado dentro de 24 horas, apds a sua colheita, as
amostras podem ser armazenadas a temperatura ambiente (15-25°C). Se o
teste é realizado dentro de uma semana, as amostras devem ser armazenadas

no frio (2-8 °C) ou por periodos mais longos entre -15/-30 ° C.

B — Zaragatoas

Se a amostra for testada dentro de 24 horas, ap6s a sua colheita, as
zaragatoas podem ser armazenadas no frio (2-8°C). Se o teste é realizado
dentro de uma semana, ou por periodos mais longos, as amostras devem ser

armazenadas entre -15/-30 ° C.

A sensibilidade do teste pode ser comprometida se as amostras forem expostas

a altas temperaturas por um longo periodo de tempo.

A - Plasma e soro

O sangue colhido deve ser armazenado a frio (2-8°C) até ao envio e deve ser
transportado em conformidade com as instrugdes nacionais para o transporte
amostras Bioldgicas/patogénicos. Para garantir uma boa qualidade da amostra,

estas devem ser transportadas dentro de 24h.

B — Zaragatoas

A amostra colhida deve ser armazenada a frio (2-8°C) até ao envio e deve ser
transportada em conformidade com as instru¢des nacionais para o transporte
amostras Bioldgicas/patogénicos. Para garantir uma boa qualidade da amostra,

estas devem ser transportadas dentro de 24h.

Para obter bons resultados com o Virus Sincicial Qual PCR Box 1.0 recomenda-se o uso de
qualquer kit de extraccdo de RNA e de transcricdo reversa que apresentem marcacéo CE, de
modo a obter um RNA extra puro e uma transcricdo reversa com bom rendimento e que
garanta a qualidade do cDNA obtido.

O Virus Sincicial Qual PCR Box 1.0 foi intensivamente testado utilizando a DNA polimerase
da Reagente 5 (Reagente 5, Lisboa, Portugal).

Para uma boa performance deteccéo de Virus Sincicial com o BRSV - Virus Sincicial Qual PCR
Box 1.0 é obrigatéria a utilizagdo da BRSV Mix fornecida com o Kit.

Para uma correcta utilizacdo do kit aconselha-se a seguir o programa de PCR apresentado
neste Manual de Instrugdes.

Recomenda-se utilizagdo de qualquer Termociclador que apresente as seguintes
caracteristicas:

- “heating rate” superior a 2.5°C/sec; “cooling rate” superior a 1.5°C/sec; gama de
temperaturas 4-100°C; uniformidade de temperaturas +0.5°C; “heated lid” superior a
100°C.

Como especificado na embalagem

Se os problemas persistirem, por favor contactem com o apoio técnico para o
+351 231 410 946
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- Os componentes dos kits sdo resistentes as temperaturas de armazenamento
indicadas. O armazenamento dos kits a temperaturas ndo recomendadas
podem levar a rupturas no material e contaminagéo dos reagentes dos kits.

- Os materiais plasticos fornecidos neste kit sdo resistentes a gama de
temperaturas de utilizagdo e armazenamento recomendadas. A sua utilizagao
em gamas distintas de temperaturas pode causar rupturas impossibilitando a
utilizagdo normal do kit.

- Verifigue a concentracdo e qualidade de todas as amostras de DNA antes de
utilizar este Kkit.

- Nao coma, beba ou fume dentro do laboratério.
- Utilize sempre luvas descartaveis e mude-as com frequéncia.
- Utilize batas limpas e proteja os olhos (sempre que se justifique).

- Lave as méaos antes e depois de qualquer manipulagdo de amostras ou
reagentes.

- Lave a area de trabalho antes e depois de qualquer manipulagao.

- N&o pipete com a boca.
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Protocolo de amplificacdo por PCR (3/4

Extracgdo de RNA

A sensibilidade do teste pode ser reduzido se vocé usar um método de
isolamento de RNA ineficiente. A detec¢do destes tipo de virus requer amostras
de RNA altamente puras e integras. As quantidade e qualidade das amostras
dependem do protocolo de isolamento de RNA usado. Recomenda-se a kits de
isolamento seguintes, tanto para plasma/soro como para zaragatoas:

- QlAamp RNesy Mini Kit (from QIAGEN)

- QlAamp RNA Viral Mini Kit (from QIAGEN)

Alternativamente, podem ser usados outros kits com a marcagdo CE para
extraccdo de RNA, que garantam bons niveis de concentragdo e integridade da

amostra.

Para a deteccdo de deste virus por PCR é necesséario sintetizar cDNA.
Recomenda-se que a transcri¢do reversa para cDNA seja realizada utilizando

kits com marcagao CE, que garantam a qualidade dos produtos finais obtidos.

Reagentes
. Amostra de cDNA
. Mistura de reac¢cdo BRSV mix
. Controlo interno CI
. Controlo positivo CP*
. Controlo negativo CN

. Agua bi-destilada estéril (ndo fornecida)

* Este componente apresenta alto potencial contaminante, dado conter cDNA de Virus

Sincicial, recomenda-se 0 méaximo cuidado no seu manuseamento.



Protocolo de amplificacéo por PCR (4/4

Amplificacéo por PCR

1.  Agite brevemente todos os tubos do kit e os tubos de DNA
2. Para cada detecgéo pipete de acordo com a tabela I.
Tabela |

Tubo BRSV mix 8 ul
Tubo Controlo Interno CI 1yl
DNA de amostra 1pl
Volume final 10 pl

Por cada utilizagdo do kit deve correr, pelo menos, uma reacgdo CP e CN.

3. Para o controlo positivo proceder como em (2), substituindo o DNA de
amostra por 1 pl de Tubo Controlo Positivo CP.

4. Para o controlo negativo proceder como em (2), substituindo o Controlo
Interno por 1 pl de dgua bidestilada estéril e o DNA de amostra por 1 pl
de Tubo controlo negativo CN.

5.  Cologue os componentes da reacgdo no termociclador e corra o seguinte
programa de PCR.

Programa PCR

Desnaturacao 95 °C 1 min 1
Desnaturacao 95 °C 10 seg 40
Emparelhamento 60 °C 45 seg
Extensdo* 72 °C 45 seg
Fim 4°C Infinito 1

6. Detecte os produtos do PCR com uma electroforese em gel de agarose a
4%. Use a Tabela de interpretacdo de resultados para interpretar os

resultados.
10

A amplificagdo por PCR permite-nos obter milhdes de copias de DNA a partir de
uma pequena quantidade de amostra. Infelizmente isto também é verdade
para o DNA contaminante, que pode comprometer performance da nossa
reaccdo. Consequentemente, praticas laboratoriais especificas podem evitar a
presenca de amplificagdes inespecificas. Em baixo encontram-se descriminadas
as recomendacdes da Genebox:

- Separe fisicamente as areas de pré-PCR e de p6s-PCR.

- O fluxo Laboratorial deve ser sempre unidireccional da area pré-PCR para a
area po6s-PCR.

- Deve sempre utilizar-se equipamentos especificos para cada area de trabalho
(preparacdo de amostras; pré-amplificacdo amplificacdo e pés-amplificagédo).

- Todos os equipamentos utilizados na area de p6s-PCR ndo devem sais desta
zona.

- Utilize micropipetas, luvas e batas especificas para cada area.

- Utilize preferencialmente luvas sem talco (uma vez que o talco pode inibir a
reaccdo de PCR).

- Utilize pontas de filtro de forma a minimizar contaminagfes cruzadas.

- Verifique periodicamente as micropipetas de forma a assegurar a variagéo de
pipetagem inferior a 5%.

- Utilize micropipetas adaptadas a cada volume de pipetagem.

- Verifique periodicamente os termocicladores, de forma a assegurar a variagdo
de temperaturas inferiores a 1%.

- Abra e feche os reagentes com cuidado. Depois de utilizar armazene os
restantes componentes do kit as temperaturas recomendadas devidamente
fechados.

- Né&o utilize o kit com a validade expirada.

15



Falsos negativos de
uma banda especifica
com o controlo interno
normal

Degradacdo da amostra
de RNA

Reextraia a amostra
de RNA de material
fresco

Repita a reaccao
com um RNA de boa
qualidade

Esfregago de bandas

Degradacdo da amostra
de RNA

Reextraia a amostra
de RNA de material
fresco

Repita a reaccao
com um RNA de boa
qualidade

Amostra de RNA muito
concentrada

Verifique a
qualidade e
concentragdo do
RNA

Dissolva 0 RNA em
4gH20 de forma a
obter a
concentragdo exacta

Repita a reaccao
com um RNA de boa
qualidade

Problemas com tampé&o
de electroforese:
Fora de prazo ou

composi¢do errada

Use um tampéo
recomendado novo
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Protocolo de electroforese em gel de agarose

Preparacédo do gel de agarose a 4%

1.
2
3.
4
5.

6.
7.

Dissolver 8 gramas de pé agarose em 200 ml de tamp&o TAE 1X.
Dissolver completamente a agarose aquecendo-a no microondas.
Arrefeca o gel até, aproximadamente, 50°C.

Adicione pelo menos 20 pl de brometo de etidio*™ (10 mg/ml) ou de
Sybr Safe (10000x concentrado a agarose). Agite até estar
completamente incorporado.

Numa superficie nivelada, monte a placa do gel com 96 pocos.

Verta uma camada de gel com cerca de 5mm.

Deixe o gel arrefecer.

** Atengdo este reagente é um forte agente mutagénico (leia atentamente a

MSDS do produto).

Electroforese

o s wDd e

o

Submirja o gel na tina de electroforese com tampé&o TAE 1X.

Remova os pentes com cuidado do gel.

Adicione 10 pl do produto de PCR em cada poco.

Ligue a tina de electroforese a corrente com uma voltagem média (115V).
Deixe a electroforese correr por cerca de 20 minutos, ou até o corante
estar a 2/3 da linha.

Ponha o gel no transiluminador.

Fotografe o gel e identifique-o.

Use a Tabela de interpretacdo de resultados para interpretar os

resultados.
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Tabela | — Interpretacdo de andlises validas
Amostra Virus Sincicial Validado
+ + L
Positivo
Amostra B 4 Virus Sincicial Validado
Negativo
CcP Controlo Validado
+ + ape
positive
CN Controlo Validado
) 3 Negativo
* Tamanho da banda especifica; ** Tamanho da banda de Controlo Interno
Tabela 11- Interpretacdo de andlises ndo validas
Amostra Virus Sincicial Repetir
Positivo (?) reac¢do
Amostra Virus Sincicial Repetir
negativo (?) reac¢do
CP Controlo Repetir
positivo invalido reac¢do
CP Controlo Repetir
positivo invalido reac¢do
CP Controlo Repetir
positivo invalido reac¢do
CN Controlo Repetir
negativo reac¢do
invalido
CN Controlo Repetir
negativo reac¢do
invalido
CN Controlo Repetir
negativo reac¢do
invalido
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Guia de resolucéo de problemas

Bandas controlo e
especificas fracas

Concentracao da
amostra de RNA baixa

Verifique a
qualidade e
concentragdo do
RNA

Reextraia a amostra
de RNA ou tente nédo
adicionar agua a
mistura de reaccao

Repita a reaccao
com um RNA de boa
qualidade

Presenca de inibidores
da Taq polimerase nas
amostras de RNA

Repurifique a
amostra de RNA

Repita a reaccao
com um RNA de boa
qualidade

Os controlos internos
falharam em diversos
pocgos

Presenca de inibidores
da Taq polimerase nas
amostras de RNA

Repurifique a
amostra de RNA

Repita a reaccao
com um RNA de boa
qualidade

Produtos de
amplificacdo secos

Verifique a selagem
das placas

Repita a reaccao
utilizando um
adaptador de

silicone para placas
de 96 e/ou adicione
6leo mineral.
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