MINewGene SALSeQ
Utilizado para amplificacdo do DNA de
Salmonella enterica pela Reacdo em Cadeia
da Polimerase — PCR a partir de amostras

reviamente processadas com
NEW GENERATION OF DIAGNOSTICS Eﬂ:’ & MEnEEne PR
A PCR utiliza iniciadores especificos (primers),
que se ligam exclusivamente ao DNA alvo. A reagéo é desencadeada pela ligagéo dos primers ao DNA alvo
e sua subsequente amplificagdo pela enzima Taq polimerase.

Componentes

Componente Composicéo Quantidade
Mastermix ~ L . .
SALSeq Tampéo, dNTP’s, &gua, primers 4 tubos
Enzima Tag polimerase 1 tubo

*Cada tubo corresponde a 25 reagdes. Cada kit é proprio para 100 reaces
** O fracionamento resultara em perda do total de reacGes do kit

Equipamentos e insumos nao fornecidos

- Microcentrifuga para tubos de 1,5 mL; Placas para reacéo de PCR;

- Termociclador p/ PCR; Filme pléastico para vedagéo da placa;
- Micropipetas de volumes variados; - Estante para placa;

- Banho-maria; - Alcool 70% (assepsia);

- Agitador de tubos tipo vortex; Luvas de procedimento sem talco.

- Ponteiras com barreira descartaveis;

e O transporte é realizado preferencialmente sob refrigeragéo em gelo artificial, ndo afetando o
desempenho dos produtos.

e Apo6s o recebimento os reagentes devem ser conservados em freezer.

Periodo de validade

Os componentes do NETIEIERSIANRSET| séo estaveis por 1 ano a partir da data de fabricagéo impressa,
respeitadas as condi¢es de armazenagem descritas anteriormente.

Indicacéo

Exclusivamente para uso diagnéstico in vitro.
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Atencdo - sempre considere o texto da bula que acompanha o produto.

ANTES

e Manter as amostras e o Mastermix na bancada até que alcancem temperatura préxima a
ambiental.

e Verificar se 0 banho-maria estd a 60T (+ 5C).
e Retirar a Taq Polimerase do freezer e acondiciona-la em caixa de isopor com gelo durante o uso.

e Limpar a bancada com alcool 70% antes do inicio das atividades e colocar luvas de procedimento
sem talco.

Preparo dos componentes
e Em cada tubo Mastermix adicionar 5 pL de Taq Polimerase e vortexar.

Mastermix e Centrifugar por 30s a 10.000 rpm.
e Aliquotar 28 pL nos wells (pocos) da placa.
Amplificacio

1. Vortexar e colocar o produto de extra¢éo advindo da aplicacédo de [NEWEEENHEE]Y no banho a 60T (+
5%¢) por 5 minutos.

2. Centrifuga-lo, por 3 minutos a 10.000 rpm, para separar a amostra da silica.

3. Aplicar 2 uL de amostra na placa para amplificacéo.
Importante : este volume deve ser retirado da fase liquida, evitando o arraste de silica para o mix.
Preservar o volume néo utilizado das amostras no freezer para eventual reteste.

4. Apo6s o término das aplicagdes, fechar a placa e retirar as bolhas (tomando o cuidado para que néo
subam gotas para a tampa).

5. Acondicionar a placa no termociclador PCR.

6. Iniciar corrida no termociclador, conforme especificado abaixo:
Desnaturagdo inicial : 95T POI 3 MIN ..ocuiiviiiiiiiieeci e et

40 Desnaturagéo : 95¢C por 20 s Anelamento : 60C por 40 s Extensdo: 72<C por 60s
ciclos:

Avaliagéo
Apbs a amplificagéo,
I. Pré-avaliagdo em eletroforese.
OBS - Caso haja intervalo, armazenar em geladeira.

e RESULTADOS POSITIVOS: presenca de banda do tamanho de 856 pb.

e RESULTADOS NEGATIVOS: auséncia de banda do tamanho especificado acima.
Il. Sequenciamento e Alinhamento das sequéncias par  a genotipagem em comparagdo com banco
fornecido pela Simbios Biotecnologia para MegAlign (solicite!), ou por BLAST com GenBank.

Suporte Técnico

Para assisténcia técnica e maiores informagdes entrar em contato com nosso Suporte Técnico pelo e-mail
sac@newgene.com.br, acesse www.newgene.com.br ou pelo telefone (51) 3074-7400.
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