BIO Dengue PCR

Teste para a deteccao quantitativa do RNA do virus da Dengue através da reacéo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real. Somente para uso diagndstico in vitro.

ATENGAO: Antes de iniciar o teste, observar o item “CUIDADOS ESPECIAIS” na Instrucdo de Uso do produto.

PREPARO DAS AMOSTRAS

Os acidos nucléicos (RNA) das amostras devem ser extraidos seguindo as instrucdes de uso do kit
escolhido. O Controle Interno (R5) deve ser preparado e adicionado as amostras durante a extracéo.
e Adicionar 4uL do Controle Interno (R5) a cada tubo contendo as amostras ja ressuspendidas em
tampao de extracao/lise. Completar a extracdo de acordo com as instrucdes do Kit.

OBS: Nunca adicionar o Controle Interno diretamente a amostra biol6gica pura, pois pode
resultar em degradacdo do mesmo.

PREPARO DOS REAGENTES*

*Apos a ressuspengdo dos reagentes o produto é estdvel por 6 meses.

A Preparo dos reagentes
1. Centrifugar (pulso spin) os reagentes: Solu¢do PCR (R1), Solugao PCR CI (R4),
Controle Interno (R5) e Padrdo A (R7) antes da abertura dos microtubos.
2. Ressuspender cada frasco de Mix Taq (R2)** com 525uL do reagente Tamp&o Mix (R3).
3. Ressuspender os reagentes, Solucdo PCR (R1) e Solucado PCR ClI (R4) com o reagente Agua
(R9) de acordo com a tabela abaixo:

APRESENTACAO
REAGENTE
50 Testes 150 Testes
Solucdo PCR (R1) 55puL 165 pL
Solucdo PCR CI (R4) 55puL 165 pL

4. Ressuspender os reagentes, Controle Interno (R5) e Padrao A (R7) com o reagente
Diluente (R8) de acordo com a tabela abaixo:

APRESENTACAO
REAGENTE
50 Testes 150 Testes
Controle Interno (R5) 600 pL 600 pL
Padrao A (R7) 500 pL 500 pL

**Mix Taq (R2) ndo contém fluoréforo de referéncia passiva (ROX).

B Diluicdo do Padrdo Quantitativo

1. Separar 3 microtubos (ndo fornecido no kit) adequados para a diluicao seriada

do Padrao A (R7) ja ressuspendido.

2. Pipetar 90uL do Diluente (R8) em cada microtubo e nomeéa-los como B, Ce D
respectivamente.

3. Em seguida, pipetar 10uL do Padrao A (R7) no microtubo B e homogeneizar.

4. Trocar a ponteira e pipetar 10uL do microtubo B no microtubo C e homogeneizar.
5. Trocar a ponteira e pipetar 10uL do microtubo C no microtubo D e homogeneizar.
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PREPARO DA REACAO DA PCR

1. Determinar o mapa das amostras, separar previamente
os microtubos/pocos a serem utilizados de acordo com
o ndmero de reagoes.
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2. Preparar o volume da solucéo de PCR final de acordo com o niimero d
(incluindo amostras, Controle e Padrdes Quantitativos).

REAGENTE 1REACAO | 25 REACOES |50 REACOES | 100 REACOES
Mix Taq (R2) 10 L 250 L 500 pL mL
Solucdo PCR (R1) 1L 25 uL 50 pL 100 pL
Solugdo PCR CI (R4) 1L 25l 50 uL 100 pL
Agua (R9) 3L 75 uL 150 plL 300 uL

3. Pipetar 15pL da solucao de PCR final nos tubos ou pogos determinados para as reages.

4, Adicionar 5pL do RNA extraido das amostras ou 5uL dos Padrdes Quantitativos ou 5plL do
Controle Negativo (R6) nos microtubos/pocos previamente determinadas.

5. Transportar os microtubos/placa para o equipamento de PCR em Tempo Real.
PROGRAMAGCAO DA PCR

TESTE QUANTITATIVO - Padrées Quantitativos
A- 2 x 10° copias / L B- 2x 10%copias /UL C- 2 x 103 copias /uL  D- 2 x 10% copias / L

Detectores (sondas) Ciclos de Temperatura
TEMPERATURA
Alvo Detector Quencher ‘ v TEMPO clcLos
1 55°C 10 Minutos 1
S -
Dengue FAM NFO-MGB 2 95°C 2 Minutos 1
Controle Interno VIC 3 95°C 10 Segundos 50
60°C 60 Segundos
VALIDACAO

Curva Padrao
Coeficiente de correlacao (R?): 0,99 <R*< 1,00

CT Controle Negativo

FAM VIC Resultado | Amplificacdo/Deteccao
Indeterminado | Indeterminado Negativo Valida
Amostra
FAM VIC Resultado | Deteccédo
~ . 25<CT<31 Positivo Valida
Concentracdo determinada — —
CT<250uCT>31| Positivo Invalido*
25<CT<31 Negativo Valida

Concentracao indeterminada

CT<250uCT>31| Negativo Invalido*

*Vide Instrucdes de Uso, item F. Validag&o do Resultado e subitem 3. Amostras.
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